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Rozdziat 1

Wprowadzenie

Zaréwno w przemysle chemicznym jak i w skali laboratoryjnej powszechnie
wykorzystuje sie katalizatory. Sposrod nich interesujace sa zwlaszcza te o
duzej wydajnosci oraz specyficzno$ci. Znaczne obnizenie bariery aktywacji
pozwala prowadzi¢ reakcje w tatwiejszych warunkach, z wicksza wydajno-
$cia i mniejszym zagrozeniem dla srodowiska. W przypadku reakcji, w kto-
rej moga powstawacé rézne produkty lub jeden produkt w réznych formach,
uzycie katalizatora o okreslonych witadciwosciach pozwala otrzymacé jeden,
pozadany produkt (na przyktad polimer o okreslonej taktycznoscil). Inte-
resujacymi katalizatorami, ze wzgledu na swoja wydajnos¢, specyficznosé i
warunki ,pracy”, sg enzymy. Ich zastosowanie w katalizie zaczyna wykraczaé
poza biochemie, gdyz ze wzgledu na wymienione powyzej wladciwosci sg one
atrakcyjne pod wzgledem zastosowan przemystowych. Istnieja mozliwosci i
perspektywy modyfikacji enzyméw w celu przystosowania ich do wybranych
zastosowan.? Taka mozliwo$é jest niejako ,wbudowana” w nature enzymow
— wiele z nich moze katalizowaé (stabo) caly szereg reakcji i wprowadze-
nie pewnych zmian, poprzez na przyktad mutacje, umozliwia zaadoptowanie
enzymu do nowej funkcji.?

Aby projektowaé katalizatory umozliwiajace synteze z zachowaniem po-
zadanych wlasciwosci produktéw na poziomie molekularnym (na przyktad
okreslonej chiralnosci), konieczne jest poznanie i zrozumienie funkcjonowa-
nia na takim wlasdnie poziomie — w skali atomowej. W przypadku enzyméw
oznacza to wyjaénienie roli poszczegdlnych reszt tworzacych centrum ak-
tywne, w przypadku katalizatoréw syntetycznych oznacza to na przyktad
zrozumienie wplywu podstawnikéw na przebieg reakcji. Cho¢ pierwsze kon-
cepcje dotyczace mechanizmu dzialania enzymoéw zostaly zaproponowane
juz w latach czterdziestych ubiegltego wieku, to jednak dyskusje na ten
temat tocza si¢ do dzis. Wyjasnienie mechanizmu dziatania dostepnych ka-
talizatoréow jest wiec istotnym etapem w drodze do projektowania nowych
zwiazkéw tego typu.

Osobnym zagadnieniem w teorii katalizy enzymatycznej wywolujacym
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ostatnio wiele kontrowersji jest rola efektéw dynamicznych. Obnizenie ba-
riery aktywacji moze by¢ wynikiem oddzialywania substratu lub stanu przej-
Sciowego z nieruchomym fragmentem otoczenia katalitycznego (taki rodzaj
efektu katalitycznego okreslany jest w niniejszej pracy jako efekt statycz-
ny). Ponadto, dodatkowe obnizenie bariery aktywacji moze by¢ wywolane
ruchem reagujacych czasteczek lub ruchem otoczenia katalitycznego. W wie-
lu pracach®%7 zwraca sie uwage na ruch pojedynczych reszt, petli, czy tez
calych fragmentéw, skorelowany ze wspotrzedna reakcji.

1.1 Aktywno$é katalityczna enzymow

Enzymy sa srodowiskiem reakcji o szczegdlnych wtadciwosciach, pozwalaja-
cych uzyskaé warunki do prowadzenia reakcji niemozliwe do osiagniecia w
inny sposéb. Wartosci pK, od skrajnie niskich do skrajnie wysokich, $cidle
okreslony rozklad tadunku, precyzyjnie rozmieszczone w przestrzeni grupy
funkcyjne — to cechy, ktore decyduja o wyjatkowych wlasnosciach katali-
tycznych enzymoéw. To dzieki nim osigga sie wysoka stereospecyficznosé i
selektywnosé.® Ze wzgledu na swéj sktad chemiczny, utrzymanie aktywnosci
katalitycznej enzymu wymaga tagodnych warunkéw — temperatury zblizo-
nej do pokojowej, pH nieodbiegajacego znacznie od obojetnego i roztworu
wodnego. Z jednej strony jest to pewne ograniczenie, ale z drugiej strony
fakt ten sprawia, ze enzymy spelniaja wymogi ,zielonej chemii”, tym bar-
dziej, ze ich wysoka selektywnos$é ogranicza ilo$é¢ niepozadanych produktéw
i problemy zwiazane z ich odseparowaniem i unieszkodliwieniem. Liczne en-
zymy znalazly zastosowanie w réznych gateziach przemystu, miedzy innymi
w produkcji prostych zwiazkéw, takich jak akrylamid (nitrylaza), w prze-
mysle spozywezym (np. produkcja aspartamu — termolizyna), w przemysle
farmaceutycznym (np. produkcja antybiotykéw, pochodnych f-laktamu —
amidaza penicyliny), czy w produkcji bardziej ztozonych zwiazkéw, zwlasz-
cza o okreslonej izomerii optycznej, na przyktad w produkcji L-aminokwasdw
— metioniny, waliny i alaniny, czy kwasu L-malonowego (fumaraza).®?
Wiele enzyméw charakteryzuje sie tak duza wydajnoscia (wyrazona®
przez stosunek keqi/Ky,), ze o szybkosci katalizowanej reakeji zaczyna de-
cydowaé dyfuzja substratéw i produktéow.? Enzymy takie jak na przyktad
fumaraza, czy anhydraza weglanowa charakteryzuja sie wartoscia keat/Km
poréwnywalng z predkoécia wychwytywania czasteczek substratu z roztwo-
ru, czyli rzedu 10%s~ 1M~ 10 W takim przypadku nie da sie juz praktycznie
»poprawi¢” wydajnosci enzymu. Od niedawna, wysitki naukowcéw skupia-
ja sie na przyktad na wprowadzaniu funkcji katalitycznych do bialek, ktore
takich funkcji nie posiadaja — tu za przyklad moze postuzyé biatko wia-
zace ryboze, dla ktérego udalo sie zaprojektowaé¢ mutacje pozwalajace na

*kear jest szybkoscig przemiany substratu zwigzanego w centrum aktywnym w sub-
strat, a K, jest stata Michaelisa
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wytworzenie aktywnosci katalitycznej podobnej do izomerazy triozofosfora-
nowej. MY Mozliwa i bardzo interesujaca z praktycznego punktu widzenia jest
rowniez modyfikacja istniejacych enzymdw, tak aby méc wykorzystywaé in-
ne substraty lub wrecz katalizowaé¢ inne reakcje,” w szczegélnosci takie, dla
ktorych nie ma naturalnych katalizatoréow. Spora uwage po$wieca sie zasto-
sowaniu enzymoéw do rozktadu zanieczyszczen, w tym réwniez pestycydow i
zwiazkéw uzywanych jako brofi chemiczna. 121314

1.2 Systematyka efektow katalitycznych

Wspblczesna wiedza na temat sposobu w jaki enzymy osiagaja swojg ogrom-
na wydajno$¢ (mierzona liczba obrotéw (keq:), czy tez przyspieszeniem
wzgledem reakcji niekatalizowane] (kcat/kuncat)), jest wynikiem mniej wie-
cej sze$édziesieciu lat badan, zaréwno metodami chemii eksperymentalnej
jak i teoretycznej. Mozna chyba $miato przyja¢, ze dla zrozumienia zrodet
nadzwyczajnej aktywnosci katalitycznej enzyméw, kluczows byla teza wysu-
nieta przez Linusa Paulinga w 1946 roku.* Glosita ona, ze przyczyna wyso-
kiej wydajnosci enzyméw jest silniejsze wiazanie stanu przejéciowego (TS),
co prowadzi do obnizenia bariery aktywacji. Na tej wlasnie idei opiera sie
koncepcja stabilizacji stanu przejSciowego oraz prezentowana w podrozdzia-
le 2.2] koncepcja réznicowej stabilizacji stanu przejSciowego. Na przestrzeni
ostatnich szesédziesieciu lat, badano wiele innych czynnikéw, ktére moga
byé odpowiedzialne za przyspieszenie reakcji chemicznych w enzymach —
sg to miedzy innymi efekty takie jak destabilizacja substratu,'® drgania i
ruchy promujace®181018 czy tunelowanie!?20 W literaturze dostepne sg
znakomite publikacje systematyzujace efekty katalityczne w sposob ogdlny
(na przyklad odsytacz 21l w Bibliografii), totez ten rozdzial stanowi jedynie
krotka charakterystyke tych efektéw dla potrzeb niniejszej pracy i skupia sie
na efektach katalitycznych w enzymach.

Czynniki wplywajace na wydajnoéé enzymow mozna podzieli¢ w oparciu

o réwnanie na stata szybkosci reakcji:2%21
ksT\ | o\— —AGTH0(T)
cat 1) =2(T) { == Texp ( ——m—— 1.1
keat(T') '7()<h>(0) exp( = (1.1)

gdzie n oznacza rzad reakcji, a C0 — stezenie standardowe. Zgodnie z tym
réwnaniem, stala szybkosci reakcji jest iloczynem wspélczynnika przejécia
(v(T")) oraz wyrazenia eksponencjalnego, zawierajacego kwazitermodyna-
miczng entalpie swobodng aktywacji?! (AGT90(T')). Na tej podstawie wy-
dziela sie grupe dynamicznych efektéw katalitycznych, ktére nie obnizaja
entalpii swobodnej aktywacji, ale wplywaja na stala szybkosci reakcji po-
przez wspotczynnik przejscia. W szczegdlnosci, zgodnie z rownaniem:

V(T) = T(T)x(T)g(T) (1.2)
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mozna wyr6éznié efekt wielokrotnego przekraczania bariery (I'(T')) polegaja-
cy na tym, ze uktad po przejsciu przez punkt siodtowy powraca na strone
substratéw (I'(T') jest zawsze mniejsze lub réowne 1, czyli zmniejsza szybkosé
reakeji), efekt tunelowy (k(7), obserwowany zwlaszcza w przypadku enzy-
matycznych reakcji przeniesienia protonu'?). Efekt ten wptywa na przyspie-
szenie reakcji (k(T') jest zawsze wigksze lub réwne 1) oraz efekt wynikajacy
z nieréwnowagowego rozkladu stopni swobody w przestrzeni fazowej (g(T")).
Czynnik IT'(T) zostal wyznaczony miedzy innymi dla dehydrogenazy alko-
holowej'? i reduktazy dihydrofolianowej,?** a (T') udalo sie obliczyé¢ na
przyklad dla enolazy (x(T") = 1.7), dehydrogenazy metyloaminy (k(7") = 84)
oraz izomerazy ksylozowej (k(T) = 7).2" Jak dotad nie udalo si¢ oszacowaé
dla zadnej reakcji enzymatycznej czynnika g(T'), ale uwaza sie, ze powinien
on by¢ bliski jedno$ci.?l’ Obserwowana eksperymentalnie bariera aktywacji
AGH pozostaje w nastepujacej relacji z parametrami wystepujacymi w réw-
naniu [1.1:%1

AGH = AGT0 + AGr + AG,, + AG, (1.3)
AGr = —RTInT(T) (1.4)
AG, = —RTInk(T) (1.5)
AGy=—RT1Ing(T) (1.6)

Pozostate efekty katalityczne wpltywaja na przyspieszenie reakcji poprzez
obnizenie entalpii swobodnej aktywacji (AGT0(T)). Najistotniejszym czyn-
nikiem, dominujacym w przypadku wiekszosci enzymow jest stabilizacja sta-
nu przejéciowego (TSS).25426:2T.28 Co wiecej, w wielu przypadkach efekt
ten jest zdominowany przez oddzialywanie elektrostatyczne 2802827 Ko-
lejng wazna koncepcja, jest efekt doboru odpowiedniej konformacji substra-
tu. Wystepuje ona w postaci kilku pokrewnych poje¢ — jako naprezenie
substratu®! (substrate strain, pojecie zaproponowane przez Haldane’a?%20),
wymuszone dopasowanie?>"3 (induced fit) organizacja substratu®* (substrate
preorganization) oraz teoria reaktywnego konformeru zaproponowana przez
Bruice’a?>3%37 (near attack conformer, NAC). Istota tego efektu jest zdol-
nos$¢ centrum aktywnego do zwiazania Scidle okreslonej konformacji sub-
stratu, geometrycznie zblizonej do struktury stanu przejSciowego — taka
konformacja jest juz gotowa do przereagowania, czyli przekroczenia bariery.
Nalezy podkredli¢, ze w biezacej literaturze istnieje duza rozbieznos¢ po-
gladéw na temat udziatu efektu NAC w katalizie i mozna znalezé zaréwno
prace, ktére wskazuja na duzy wkiad tego czynnika do obnizenia bariery
aktywacji,2®3%59 jak i prace pokazujace, ze jest on maly %40 Analogicznie
do stabilizacji stanu przejéciowego, obnizenie bariery aktywacji moze naste-
powaé za posrednictwem destabilizacji substratu. Ten mechanizm obnizenia
bariery aktywacji jest obserwowany na przyktad w przypadku heksokinazy
— enzymu obecnego w ludzkim mézgu i odpowiedzialnego za fosforylacje
glukozy.1® Réwniez ta teoria jest poddawana w watpliwoéé przez Warshela
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i wspolpracownikéw,*! jednak o ile dziatanie wylacznie poprzez destabili-
zacje substratu moze faktycznie nie byé wykorzystywane przez enzymy, o
tyle z cala pewnoscia efekt destabilizacyjny moze byé obserwowany w przy-
padku pojedynczych reszt, przy zachowaniu stabilizacji substratu jako sumy
wszystkich wkladow 27

Wymienione czynniki: stabilizacja stanu przejsciowego, destabilizacja
substratu i NAC, sa w niniejszej pracy klasyfikowane jako czynniki statycz-
ne. Osobng grupe stanowia efekty dynamiczne, ktore réwniez wpltywaja na
wysokos¢ bariery reakcji, ale ich podtozem sg zmiany w konformacji enzy-
mu lub reagujacego substratu, zachodzace w trakcie reakcji. Nalezy tutaj
podkresli¢, ze pojecie ,efekt dynamiczny” bywa w literaturze rozumiany
w rézny sposob. Niektorzy badacze okreslajg tym mianem czynniki, ktore
nie wptywaja na AGT0(T), lecz zmieniaja szybkoéé reakcji za pogrednic-
twem wspolczynnika przejscia, v(T'). W niniejszej pracy, podobnie jak i w
pracach D. G. Truhlara,?! przyjeto, ze pojecie ,efekt dynamiczny” odnosi
sie do ruchu oraz drgan atomoéw, reszt i podjednostek biatka. Jak wyjasnia
Schwartz,*? efekty dynamiczne, a konkretnie drgania promujace, nie musza
mieé zwigzku ze wspdlczynnikiem przejscia. Definicja przyjeta w niniejszej
pracy jest wygodna ze wzgledu na skojarzenie efektow statycznych i dyna-
micznych ze statycznymi i dynamicznymi polami katalitycznymi, o ktérych
mowa jest w rozdziale 2.5l

Dynamiczne efekty katalityczne moga wykazywaé rézny charakter.
Przede wszystkim mozna rozrézni¢ drgania promujace (promoting vibra-
tions), ktére wynikaja z ruchu oscylacyjnego atoméw lub reszt, a takze ruchy
promujace (promoting motions), ktére nie maja charakteru periodycznego.
Pierwszy z tych efektéw — jesli jest zgodny w fazie ze wspdlrzedna reakeji —
moze obnizyé bariere reakcji.*»*4 Méwiac obrazowo, reakcja moze ,zacze-
kaé¢” na ten moment kiedy zwyktle oscylacje atomoéw zbliza substrat do punk-
tu siodtowego ,za darmo”. Efekt ten moze pojawiaé sie zaréwno w ruchu
otoczenia katalitycznego, 1% jak i w ruchu atoméw samego substratu. Zto-
zenie wszystkich korzystnych wychylen z potozenia réwnowagi uktadu reagu-
jacego, moze réwniez znacznie obnizy¢ bariere reakcji.*® Drugi rodzaj efektu
dynamicznego to ruchy promujace. Sa to zwykle przemieszczenia wiekszych
fragmentéw otoczenia molekularnego, takich jak reszty,”234%:0 czy nawet
cate podjednostki.” Osobnym zagadnieniem jest skala czasowa efektéw dy-
namicznych — jesli ruch otoczenia katalitycznego przebiega o rzedy wielkosSci
wolniej niz reakcja, to dla reagujacego uktadu takie otoczenie jest statyczne.
Mimo to, bariera aktywacji moze by¢ inna w zaleznoéci od tego, w kté-
rym momencie ruchu otoczenia zajdzie reakcja, poniewaz pewne polozenie
ruchomego fragmentu otoczenia katalitycznego moze byé optymalne (po-
wodowaé najwieksze obnizenie bariery aktywacji). Efekt ten mozna nazwaé
zewnetrznym efektem dynamicznym. Jedli skala czasowa ruchu otoczenia ka-
talitycznego i skala czasowa reakcji chemicznej sg porownywalne, wéwczas
wzajemne polozenie reagujacego uktadu i otoczenia ulega zmianie w trakcie
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reakcji, co réwniez moze mie¢ wplyw na bariere aktywacji — tego rodzaju
efekt, mozna okresli¢ mianem wewnetrznego efektu dynamicznego.

Wkiad efektéw dynamicznych do obnizenia bariery aktywacji jest przed-
miotem burzliwych dyskusji. Jako przyklad, moze postuzyé¢ tutaj wymia-
na opinii, ktoéra rozgorzata po artykutach Schwartza i wspolpracowni-
kow 404842 Dotyczyta ona gléwnie wplywu oscylacji (drgah promujacych)
na szybkos¢ reakcji w dehydrogenazie alkoholowej z watroby konskiej. Zda-
niem Warshela, efekty tego rodzaju nie przyczyniaja sie do obnizenia bariery
aktywacji, poniewaz sa podobne w $rodowisku wodnym i reakcji katalizowa-
nej.?? Jednak abstrahujac od dowodéw dostarczonych przez Schwartza na
poparcie swojej tezy, udzial efektéw dynamicznych moze najwidoczniej za-
leze¢ od wyboru punktu odniesienia.

1.3 Metody badania efektéw katalitycznych

Ze wzgledu na to, iz jednym z celéw niniejszej pracy jest wzbogacenie istnie-
jacego warsztatu o nowe metody stuzace do badania efektow katalitycznych
oraz projektowania katalizatoréw, warto poéwieci¢ odrobine uwagi meto-
dom, ktére mozna juz uznaé za narzedzia standardowe. Zostana tutaj oméo-
wione wybrane metody eksperymentalne i teoretyczne pozwalajace na ba-
danie mechanizmu katalizowanej reakcji na poziomie molekularnym. Sa to:
ukierunkowana mutageneza, kinetyczne efekty izotopowe, inhibitory—analogi
stanow przejéciowych, krystalografia rentgenowska i NMR, metody mecha-
niki i dynamiki molekularnej (MM i MD) oraz metoda QM /MM.

Ciekawa i stosunkowo nowa metoda eksperymentalna, ktéra stala sie
doskonalym narzedziem do badania aktywnosci katalitycznej enzyméw jest
ukierunkowana mutageneza®® (SDM). Istota tej metody jest otrzymywanie
mutantéw natywnego enzymu, zawierajacych Scisle okreslone mutacje, w
okre$lonych miejscach sekwencji. Jest to mozliwe dzigki rozbudowaniu oligo-
nukleotydu zawierajacego mutacje przy pomocy polimerazy DNA, i powiele-
niu tancucha technika PCR.4 Dla szeregu takich mutantéw mozna wykonadé
badania ich aktywnosci katalitycznej (parametréw k., oraz K,,), wniosku-
jac na tej podstawie o udziale zmutowanych reszt w katalizie. Zwykle sa to
mutacje reszt lezacych w centrum aktywnym lub jego poblizu i polegaja na
wymianie reszty o okreslonych wlasciwosciach (na przyklad kwas lub zasada
Lewisa albo grupa nukleofilowa) na reszte pozbawiona takich wlasnosci. Cze-
sto wymienia sie na przyktad glutaminian na glutamine albo asparaginian
na asparagine, czyli reszty o podobnej geometrii, ale innych wtasnosciach
chemicznych. Techniki mutagenezy przyczynily si¢ do wyjasnienia mechani-
zmoéw dziatania wielu enzyméw, miedzy innymi wykorzystano ja do badania
reszt bioracych udzial w przegrupowaniu choryzmianu do prefenianu w mu-
tazie choryzmianowej ?%51:52:93 Niestety, podobnie jak wiele innych metod
eksperymentalnych, réwniez i ta pozostaje metoda makroskopows i tylko po-
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$rednio umozliwia badanie enzyméw na poziomie pojedynczych reszt. Wiele
enzymoéw nie moze by¢ badanych ta droga, poniewaz wymiana reszty istot-
nej dla katalizy powoduje, ze inna reszta w centrum aktywnym przejmu-
je jej funkcje albo zmienia sie mechanizm katalizowanej reakcji, co znacz-
nie utrudnia identyfikacje reszt zaangazowanych w katalizowana reakcje 4
Prawdopodobnie dzieje sie tak w przypadku rybonukleazy T, gdzie usunie-
cie glutaminianu Glub8 powoduje, ze pelniong przez ta reszte funkcje zasady
przejmuje sasiadujaca histydyna.®* Metoda SDM doskonale uzupetnia sie ze
stosowana w niniejszej pracy w odniesieniu do reszt w centrum aktywnym
mutazy choryzmianowej, metoda réznicowej stabilizacji stanu przejéciowe-
go (DTSS, rozdzial 2.2). Obie metody pozwalaja oceni¢ wklad danej reszty
do obnizenia bariery aktywacji, przy czym metoda DTSS pozwala dodat-
kowo okredli¢ fizyczng nature oddzialywania, a wiec rowniez rodzaj efektu
katalitycznego.

Kolejna metoda eksperymentalna, pozwalajaca bada¢ mechanizm reakcji
enzymatycznej na poziomie czasteczkowym, a nawet wspomagaé¢ wyznacza-
nie struktury stanu przejéciowego,””"% jest metoda kinetycznego efektu izo-
topowego (KIE).5” Polega ona na podstawieniu atoméw zaangazowanych w
zrywanie lub tworzenie wiazan chemicznych izotopami. NajczeSciej stosowa-
ne izotopy, to deuter, tryt, wegiel (13C), azot (1°N) i tlen (**O). Podstawienie
atomu ciezszym izotopem zmniejsza czestos¢ drgania odpowiedzialnego za
przejscie uktadu przez bariere, co wplywa na zmniejszenie stalej szybkosci
reakcji. Wykonuje sie réwniez eksperymenty, w ktérych podstawia sie izoto-
pem, nie bezposrednio atom, ktéry bierze udzial w tworzeniu lub zrywaniu
wiazania, ale atom sasiedni — najczesciej atom wodoru (prowadzi to do
tak zwanego efektu izotopowego drugiego rzedu). Badania efektéw izoto-
powych sa tym trudniejsze, im wieksza jest masa atomowa wymienianego
pierwiastka, gdyz ze wzrostem masy izotopéw obserwowane efekty staja sie
coraz mniejsze. Pomimo tych trudnoéci udaje sie wykorzystaé¢ nawet efekty
izotopowe chloru,”® ktérymi badano reakcje katalizowane przez dehalogena-
zy. Na podstawie poréwnania kinetyki reakcji przebiegajacej z substratami
znakowanymi oraz oryginalnymi mozna wyciagna¢ wnioski dotyczace me-
chanizmu katalizy dla danej reakcji i wplywu poszczegblnych fragmentéw
centrum aktywnego na bariere aktywacji. W ten sposéb badano miedzy in-
nymi mechanizm reakcji katalizowanej przez amoniakoliaze fenyloalanino-
wa" 257 (PAL, rozdziat [1.5) oraz mutaze choryzmianowa.’? W przypadku
mutazy choryzmianowej kinetyczne efekty izotopowe byly réwniez wyzna-
czane teoretycznie 01626364 Warto zaznaczyé, ze juz samo znakowanie izo-
topami moze poméc w okresleniu mechanizmu reakcji: synteza substratow
enzymu — hydrolazy fosfonoacetaldehydu, podstawionych izotopami tlenu®®
pozwolita stwierdzi¢ zachowanie konfiguracji na atomie fosforu i w ten spo-
s6b wykluczyé jeden z mozliwych mechanizméw reakeji.o

Ze wzgledu na to, ze podstawowym efektem odpowiedzialnym za kata-
lize wydaje sie by¢ stabilizacja stanu przejsciowego, mozliwos¢ przyjrzenia
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sie strukturze stanu przejsciowego oraz sposobowi w jaki jest on wiazany
w centrum aktywnym moze byé¢ kluczowa dla zrozumienia jak dziala dany
enzym. Jednak stan przejéciowy jest struktura istniejaca bardzo krétko®
(jest to czas rzedu 107'3s) i przez to nieuchwytng dla wiekszosci metod.
Wglad w to co dzieje sie w centrum aktywnym moga da¢ metody chemii
teoretycznej wymienione w dalszej czesci tego rozdziatlu, natomiast sposrod
metod eksperymentalnych, wyobrazenie o tym jak wyglada stan przejéciowy
daje wspomniana powyzej metoda KIE oraz struktura inhibitoréow, a zwtasz-
cza analogéw stanu przejsciowego (TSA). Zwiazki tego typu sa inhibitorami
kompetycyjnymi, o strukturze bardzo podobnej do struktury stanu przejscio-
wego, dziegki czemu charakteryzujg sie wyjatkowo duzym powinowactwem
do centrum aktywnego.”® Jako, ze inhibitory sa stabilnymi zwigzkami, kté-
re nie ulegaja reakcji w centrum aktywnym, mozliwe jest nawet ustalenie
struktury enzymu ze zwigzanym inhibitorem za pomoca np. krystalografii
rentgenowskiej. TSA stuzg rowniez do generowania przeciwcial katalitycz-
nych; udato si¢ na przykilad uzyskaé przeciwciato katalizujace przegrupo-
wanie Claisena choryzmianu do prefenianu, reakcje zachodzaca w mutazie
choryzmianowej.0%6869 Oczywiscie, tego rodzaju przeciwciato charaktery-
zuje sie mniejsza wydajnoscia niz natywny enzym, co jest spowodowane
réznicami w budowie TSA i stanu przejéciowego.%?

Poteznym narzedziem w badaniach katalizy enzymatycznej jest krysta-
lografia rentgenowska i spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR). Obie metody pozwalaja na wyznaczenie struktury przestrzennej
enzymu, w tym réowniez struktur ze zwiazanym w centrum aktywnym in-
hibitorem, substratem lub produktem. Spora ilo§é¢ struktur enzymow jest
zdeponowana w ogélnodostepnej bazie PDB. ™) Wiele struktur to mutanty i
formy natywne tego samego enzymu co pozwala na bezposrednie skorelowa-
nie struktury centrum aktywnego i aktywnosci katalitycznej.

Rozwdj metod modelowania molekularnego doprowadzit do tego, ze moz-
liwe jest rowniez badanie zagadnienia katalizy enzymatycznej metodami
teoretycznymi. W sytuacji, gdy nie jest dostepna struktura enzymu z eks-
perymentu krystalografii rentgenowskiej czy NMR, mozna uzy¢ strukture
uzyskana z modelowania w oparciu o homologie. Takiej struktury uzyto
na przyklad w badaniach inhibicji PAL.”Y W problemach, ktére nie obej-
muja symulowania reakcji chemicznych (np. wiazanie inhibitora, substratu
czy produktu) stosuje sie metody mechaniki molekularnej (MM) i dyna-
miki molekularnej (MD). Pierwsza z tych metod umozliwia optymalizacje
geometrii duzych ukladéw, takich jak np. enzymy, natomiast druga me-
toda umozliwia symulacje zachowania uktadu w okreslonym zespole staty-
stycznym (najczesciej NVE, NVT oraz NPT). Obie metody opisuja energie
potencjalng uktadu za pomoca pola silowego.”® Taki opis z jednej strony
jest na tyle prosty i tani pod wzgledem wymaganej mocy obliczeniowej, ze
umozliwa symulacje dla bardzo duzych uktadéw, ale z drugiej strony nie
pozwala na symulowanie reakcji chemicznych. Potencjal wiazania chemicz-
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nego jest najczesciej opisywany w przyblizeniu harmonicznym, ktore jest
doktadne tylko w poblizu minimum energii potencjalnej i nie pozwala na
zerwanie wiazania. Jednak nawet uzycie potencjatu, ktéry zachowuje po-
prawna, asymptotyczna zbieznosé do zera, gdy odlegltosé pomiedzy jadrami
rosnie do nieskonczonosci, nie moze da¢ prawidlowego opisu uktadu, gdyz
pola sitowe nie uwzgledniaja w ogole struktury elektronowej uktadu, co jest
nie zbedne przy opisie proceséw zrywania i tworzenia wigzan.” Oznacza to,
ze w symulacjach reakcji chemicznych, konieczne jest uzycie metod kwanto-
wych, ktére sa jednak zbyt kosztowne, aby symulowaé¢ tak duzy uktad jak
enzym. Kompromisem, pomiedzy doktadnoscig jaka daja metody kwantowe,
a szybkoscig jaka daja metody oparte na polach silowych, sa metody hy-
brydowe — mechaniki kwantowej/mechaniki molekularnej (QM/MM) oraz
mechaniki kwantowej/dynamiki molekularnej (QM/MD). Dziela one uklad
na obszar kwantowy (QM) oraz obszar opisywany mechanika molekularna
(MM). Obszar QM obejmuje czesé, w ktérej zachodzi reakcja chemiczna,
ewentualnie z najblizszym otoczeniem (zwykle jest to substrat zwiazany w
centrum aktywnym i reszty zaangazowane bezposrednio w reakcje). Pozo-
stala czes¢ uktadu opisywana jest polem sitowym. Jesli granica podziatu
przecina wigzania chemiczne, to sg one wysycane tak zwanymi link-atoms
— zwykle sa to atomy wodoru. Hamiltonian uktadu QM /MM:

H = Hgy + Hyn + Honyvm (1.7)

zawiera czlon odpowiadajacy czedci kwantowej (Hqar), czton odpowiada-
jacy czedci klasyeznej (Hprar) oraz czion hybrydowy (Hga ) opisujacy
wplyw tadunkéw punktowych na atomach w czeéci klasycznej na rozktad
tadunku w czesci kwantowej oraz wktad oddzialywania atoméw w czesci
kwantowej z atomami w czesci klasycznej. Jest to zatem czlon opisujacy
oddzialywanie pomiedzy czescia QM i MM. Metoda QM/MM byla mie-
dzy innymi stosowana w symulacjach reakcji katalizowanej przez mutaze
choryzmianows. 3BT TETHIGTE Symuylacje metoda QM /MM sprowadzaja sie
zwykle do wyznaczenia wspoltrzednej reakcji, a nastepnie optymalizacji geo-
metrii calego uktadu dla kolejnych, zamrozonych, wartosci tej wspotrzednej,
co daje profil energetyczny reakcji. Czasem dla kazdego punktu na Sciezce
reakcji wykonuje si¢ symulacje metoda dynamiki molekularnej, co pozwala
wyznaczy¢ profil energii swobodnej* na $ciezce reakcji (jest to tak zwana
metoda umbrella sampling). Mozliwe jest réwniez symulowanie calej $ciezki
reakcji w ramach dynamiki molekularnej sprzezonej z dynamika ab initio lub
dynamika Cara-Parrinello,”™ przy czym zwykle konieczne jest nalozenie
na uktad wiezéw, ktére ulatwiaja przejscie przez bariere, bo dla typowych
reakcji chemicznych czas potrzebny na zaobserwowanie spontanicznej za-
chodzacej reakcji jest nieosiggalny. Ze wzgledu na ograniczenia algorytméw
i dostepnej mocy, symulacje ograniczaja sie zwykle do kilku nanosekund.

*Nie jest to jednak dokladnie termodynamiczna energia swobodna, gdyz jeden stopien
swobody poostaje zawsze zamrozony
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Rysunek 1.1: (a) Reakcja izomeryzacji choryzmianu do prefenianu (przegrupowa-
nie Claisena) katalizowana przez mutaze choryzmianowa. (b) Numeracja atoméw
stosowana w choryzmianie.

Metody mechaniki molekularnej, dynamiki molekularnej oraz hybrydowe
metody QM/MM i QM/MD postuguja sie — ze wzgledu na ogromny koszt
obliczeniowy — empirycznymi polami silowymi, ktére przyblizaja potencjat
wiazan i oddzialywan niewiazacych. Sa to zwykle proste, empiryczne funkcje,
takie jak potencjal oscylatora harmonicznego dla opisu wiazan czy tez poten-
cjal Lennarda-Jonesa, opisujacy oddzialywania niewiazace. Oddziatywania
o r6znej naturze (elektrostatyczne, wymienne, indukcyjne, dyspersyjne itd.)
wykazuja odmienna zaleznoéé od odlegloéci™ Z tego wzgledu racjonalny,
teoretyczny opis natury oddziatywan, oparty na pierwszych zasadach, mo-
ze znacznie ulatwié¢ projektowanie uproszczonych modeli, takich jak pola
sitowe.

1.4 Mutaza choryzmianowa

Mutaza choryzmianowa (EC 5.4.99.5) jest enzymem, ktory katalizuje reakcje
przegrupowania Claisena choryzmianu do prefenianu (rysunek 1.1). Jest
to jeden z etapéw w syntezie aminokwaséw aromatycznych — tyrozyny i
fenyloalaniny u bakterii, grzybow i roslin wyzszych.

Katalizowana reakcja jest stosunkowo prosta, ma tylko jeden sub-
strat i produkt, a co wiecej zachodzi rowniez w roztworze wodnym,
co pozwala na poréwnanie z reakcja niekatalizowana. Struktura enzymu
jest dobrze poznana (rysunek 1.2) — dostepnych jest wiele sekwencji
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dla réznych organizmoéw i kilka struktur krystalograficznych, zdeponowa-
nych w Protein Data Bank (PDB). Sa to miedzy innymi: mutaza cho-
ryzmianowa z bakterii Bacillus subtilis®) i Escherichia coli®' oraz droz-
dzy Saccharomyces cerevisiae? 7 tego wzgledu, poéwieca sie jej wiele
prac naukowych, zaréwno eksperymentalnych 250838485 19k | teoretycz-
1y ch 31186, 68,87, 88,89, 90,914 73,74, 28, 92,6 176, 75937734 \[yutaza choryzmianowa
przyspiesza reakcje wzgledem roztworu wodnego okoto 108 razy (obniza ba-
riere wzgledem reakcji w roztworze o AAGH 0 9.1 keal/mol). Entalpia swo-
bodna aktywacji AG* w enzymie wynosi 15.4 kcal/mol, natomiast energia
aktywacji AH wynosi 12.7 kcal /mol,%3 a zatem wklad entropowy TAS wy-
nosi okoto —2.7 kcal/mol, czyli mniej niz dwie dziesiate entalpii swobodnej
aktywacji. Entropia z reguly nie jest istotnym zrédlem aktywnoéci katali-
tycznej,?* a ponadto jest do$é trudna do uwzglednienia w zaawansowanych
obliczeniach ab initio (ze wzgledu na koszt obliczeniowy), dlatego w nie jest
ona rowazana w niniejszej pracy.

7 wyzej wymienionych powodéw, enzym ten czesto wykorzystywany jest
do testowania nowych technik obliczeniowych. Liczne badania reakcji kata-
lizowanej przez mutaze choryzmianowa metoda QM/MM na poziomie pol-
empirycznym>b T 80I384 oraz gb initio ™80 wekazujg na duzy udzial
stabilizacji stanu przejéciowego, jako gtéwnego czynnika obnizajacego barie-
re aktywacji, a wnioski te znajduja potwierdzenie w pracach eksperymental-
nych PU5L9285 Badania reakeji katalizowanej przez mutaze choryzmianowa
metodami teoretycznymi zostaly zapoczatkowane co najmniej dziesie¢ lat
temu,?! jednak mimo to, wcigz trwa dyskusja na temat wlasnosci katali-
tycznych tego enzymu i natury obserwowanych efektow. Juz w pierwszych
pracach teoretycznych, w ktérych symulowano reakcje zachodzacg w muta-
zie choryzmianowej z B. subtilis metoda QM/MM, stosujac péltempiryczna
metode AM1 do opisu czeéci QM= (metode QM/MM opisano w rozdzia-
tach 1.3 i 2.1) zwrdécono uwage na role naprezenia substratu i stabilizacje
stanu przejsciowego przez dodatnio naladowane reszty: argining Arg90 oraz
glutaminian Glu78. Réwniez Lee i wspdlpracownicy, w symulacji QM /MM
pokazali,™ Ze obserwowane efekty katalityczne wynikajg z réznicowej stabi-
lizacji stanu przejsciowego wzgledem choryzmianu przez reszty znajdujace
sie w centrum aktywnym — argininy Arg7, Arg63, Arg90 oraz glutaminian
Glu78. Wyniki te zostaly potwierdzone™ w symulacjach na wyzszym po-
ziomie teorii (DFT) i z uwzglednieniem reszt Glu78 i Arg90 w cze$ci QM
obliczen QM/MM. Obnizenie bariery aktywacji oszacowane w tych oblicze-
niach (8.5 kcal/mol) rézni sie tylko nieznacznie od wartosci eksperymen-
talnej cytowanej powyzej i wynika ze stabilizacji stanu przejSciowego. Na
drodze ukierunkowanej mutagenezy udowodniono® udziatl dodatnio nata-
dowanej argininy Arg7 w stabilizacji stanu przejéciowego. W podobny spo-
s6b wykazano role argininy Arg90.°%8%95 Wymiana tej reszty na dodatnio
natadowang lizyne obniza aktywno$¢ tylko czesciowo, natomiast wymiana
na alanine pozbawia enzym aktywnosci catkowicie. Wskazuje to na istot-
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Rysunek 1.2: Struktura mutazy choryzmianowej z Bacillus subtilis. Enzym ten
jest homotrimerem — poszczegdlne podjednostki zaznaczono réznymi kolorami.
W centrach aktywnych znajdujacych sie pomiedzy monomerami, zwiazany jest
inhibitor.
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ng role dodatnio natadowanego otoczenia katalitycznego w poblizu atoméw
03 i O5. Nie jest jasna rola glutaminianu Glu78. Wymiana tej reszty na
alanine lub glutamineg®®°Y zmniejsza aktywnoéé ponad 10 razy, natomiast
wymiana na asparaginian powoduje dwukrotne obnizenie stalej k.o 1 pigt-
nastokrotne zwigkszenie K,,, co w efekcie powoduje okolo trzydziestokrotne
zmniejszenie wydajnoéci. Badania ukierunkowanej mutagenezy? wykazuja
rowniez ogromne znaczenie dodatnio natadowanego otoczenia atomdéw O3,
04 i O5 w przypadku mutazy choryzmianowej z E. coli. W tym enzymie role
argininy Arg90 pelni lizyna Lys39 — wymiana tego aminokwasu na inny,
obojetny, réwniez znacznie (10* — 10° razy) obniza aktywno$é enzymu.

Wielu badaczy wskazuje réwniez na istotny udzial efektéow zwiazanych
wyborem odpowiedniej konformacji substratu 2375286134 podkredlaja oni
istnienie dwéch konformeréw choryzmianu — diekwatorialnego oraz diak-
sjalnego 81966192 Wedlug Guo i wspélpracownikéw?® zaréwno w fazie ga-
zowej jak i w roztworze, stabilng forma jest konformer diekwatorialny, a
populacja konformeru diaksjalnego jest skrajnie mata. Stwierdzili oni row-
niez, ze enzym jest w stanie zwiaza¢ konformer nieaktywny i przeksztatcié
go w forme aktywna. Wedlug Jorgensena i wspolpracownikéw?™57 popula-
cja konformacji NAC (ktéra jest jednoczesnie forma diaksjalna) wynosi 1%
w fazie gazowej, 82% w wodzie i 100% w enzymie, co prowadzi do zupel-
nie przeciwnych wnioskéw: enzym moze z powodzeniem wiaza¢ konformery
diaksjalne, ktére wystepuja w otoczeniu, natomiast konwersja w centrum
aktywnym praktycznie nie zachodzi. Stosunek licznosci formy diaksjalnej
do diekwatorialnej badano réwniez eksperymentalnie, metoda spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego”® (NMR) i stwierdzono, ze w roztworze
wodnym populacja konformeru diaksjalnego wynosi 12%. Jeszcze wyrazniej
udzial efektow zwiazanych z NAC zostal zaakcentowany w pracach zespo-
tu prof. Bruice’a, ktéry pokazuje, ze wlasnosci katalityczne mutazy chory-
zmianowej sa w wiekszosci zdominowane przez efekt reaktywnego konfor-
39,136,38,39,99 Prace te, spotkaly sie z krytyka innych badaczy zajmuja-
cych sie mutaza choryzmianowa.?®5440 Niewatpliwie, czynniki konformacyj-
ne ogrywaja role w katalizie, jak pokazano to wielokrotnie,1>8790:75, 77,6137
jednak kontrowersyjna wydaje sie opinia prezentowana w niektorych pracach
Bruice’a,” wedlug ktérego stabilizacja stanu przejéciowego nie jest istotna w
przypadku mutazy choryzmianowej. Wklad efektu NAC zostal oszacowany
dla tego enzymu teoretycznie*” 30 na 3.8 do 4.6 kcal/mol lub 5 kcal /mol co
stanowi okoto potowy catkowitego obnizenia bariery aktywacji przy przejsciu
7 roztworu do enzymu (wartoéé eksperymentalna® AAGH = 9.1 keal/mol).

Dyskusja, ktéra rozgorzata w literaturze na temat efektu NAC, obejmuje
nie tylko mutaze choryzmianows, ale réwniez inne enzymny, 10010110248 7y
za sie, ze efekt NAC odgrywa istotna role w przypadku O-metylotransferazy
katecholu,*? natomiast w przypadku dehalogenazy haloalkanowej wykaza-
no, ze odgrywa on niewielkg role. 3!

Warto rowniez wspomnieé, ze Marti i wspolpracownicy zwrécili uwage’™

meru.
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Rysunek 1.3: Reakcja eliminacji czasteczki amoniaku z (S)-fenyloalaniny, katalizo-
wana przez amoniakoliaze fenyloalaninowa (PAL).

na istnienie dwoch mozliwych $ciezek reakcji, z protonem H4 zwrdéconym
do wewnatrz lub na zewnatrz pierscienia. Sciezka preferowana w centrum
aktywnym enzymu jest reakcja przechodzaca przez stan przejsciowy z pro-
tonem H4 zwréconym na zewnatrz, ktory jest stabilizowany o 7.7 kcal/mol
silniej, niz konformer z protonem H4 skierowanym do wewnatrz. Ma to pew-
ne znaczenie dla rozwazanego w niniejszej pracy wpltywu konformacji grupy
hydroksylowej OH4 choryzmianu. Chociaz grupa ta nie bierze udziatu w
reakcji, to ma wplyw na wlasnoéci katalityczne enzymu, gdyz eksperymen-
talnie stwierdzono zmiane zmiane przyspieszenia wzgledem reakcji niekatali-
zowanej (Keat/kuncat) z 10% na 10?2 w wyniku uzycia substratu pozbawionego
tej grupy. 13

Wtasnoéci katalityczne mutazy choryzmianowej badano réwniez mie-
rzac® i obliczajac teoretycznie®!- 020364 kinetyczne efekty izotopowe (KIE).
Obliczenia KIE oraz réwnowagowych efektow izotopowych (EIE) wykaza-
ly,%3 7e uwzglednienie w obliczeniach arginin 7, 63, 90 i 116 ma istotny
wplyw na warto$é¢ efektéw KIE i EIE drugiego rzedu (wymiana protonu
przy atomie C oraz C9 na tryt), podczas gdy uwzglednianie kolejnych reszt
nie powoduje zadnych zmian.

1.5 Amoniakoliaza fenyloalaninowa

Amoniakoliaza fenyloalaninowa, w skréocie PAL (EC 4.1.3.5) jest enzymem
pochodzenia roélinnego (choé¢ wystepuje réwniez w drozdzach). Katalizu-
je ona reakcje eliminacji amoniaku z czasteczki (S)-fenyloalaniny, w ktorej
powstaje kwas (E)-cynamonowy!" (rysunek [1.3). Produkt ten jest prekur-
sorem wielu zwiazkéw istotnych dla funkcjonowania roslin, takich jak na
przyktad ligniny i flawonoidy. Z tego wzgledu duze zainteresowanie budza
inhibitory PAL, ktére moga by¢ stosowane jako herbicydy, a takze spetniaja
role w badaniach funkcjonowania tego enzymu.

Do niedawna nie byty dostepne zadne struktury przestrzenne biatka, ale
ostatnio Calabrese i wspétpracownicy opublikowali i udostepnili strukture
enzymu PAL wyizolowanego z drozdzy Rhodosporidium toruloides 1% W do-
tychczasowych badaniach uzywano struktur otrzymanych na drodze modelo-
wania przez homologie 19475100 1ako ze struktura pokrewnej amoniakoliazy
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Rysunek 1.4: 3,5-dihydro-5-metylideno-4 H-imidazol-4-on, grupa prostetyczna amo-
niakoliazy fenyloalaninowe;j.

histydyny (HAL) jest dostepna od dawna.tV7

W obu amoniakoliazach wystepuje ciekawa grupa prostetyczna — 3,5-
dihydro-5-metylideno-4 H-imidazol-4-on (MIO), ktéra powstaje w wyni-
ku posttranslacyjnej modyfikacji trzech aminokwaséw: dehydratacji seryny
Ser203 i kondensacji sasiadujacej z nia alaniny oraz glicyny, z utworzeniem
pieciocztonowego pierscienial®®1%4 (rysunek 1.4). W jednym z proponowa-
nych dla PAL mechanizméw reakcji,}’* fenyloalanina wigze sie z grupa me-
tylidenowa, co niszczy strukture aromatyczng pierécienia fenylowego i pro-
wadzi do karbokationu. Dzigki temu zasada Lewisa moze latwo oderwaé
proton Hg. W kolejnym etapie odchodzi grupa -NHj i tworzy sie wiazanie
podwéjne pomiedzy atomami C2 i C3. Drugi proponowany mechanizm!"®
rowniez zaktada udziat grupy MIO, jednak to grupa -NHs fenyloalaniny ata-
kuje grupe metylidenowa MIO, tworzy si¢ wiazanie pomiedzy fenyloalaning
a MIO, a nastepnie zasada Lewisa powoduje oderwanie protonu Hg. Dopiero
teraz tworzy si¢ wiazanie podwdjne miedzy C2, a C3 i zrywa si¢ wigzanie
pomiedzy C2 i grupa -NHa.

Spoéréd znanych inhibitor6w PAL warto wymienié¢ kwas 2-aminooksy-
3-fenylopropanowy,*” ktéry jest najsilniejszym inhibitorem PAL (jego
stala inhibicji PAL z gryki wynosi 0.0014 pM) oraz kwas l-amino-2-
fenyloetylofosfonowy o statej inhibicji PAL z gryki 1.5 uM, ktory jest ana-
logiem substratu!t? (rysunek 1.5). Najsilniejszym inhibitorem PAL in vi-
vo jest kwas 2-aminoindano-2-fosfonowy," AIP (rysunek [1.5), choé je-
go stala inhibicji jest mniejsza niz w przypadku kwasu 2-aminooksy-3-
fenylopropanowego (wynosi 0.08uM w przypadku PAL z gryki).

1.6 Przeniesienie tadunku w ukladach biologicz-
nych

Przeniesienie tadunku (CT) jest zjawiskiem polegajacym na przeplywie elek-
tronéw z jednego monomeru do drugiego lub tez przeplywie elektronéw po-
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Rysunek 1.5: Wybrane inhibitory amoniakoliazy fenyloalaninowej: kwas 2-
aminooksy-3-fenylopropanowy (A), kwas 1-amino-2-fenyloetylofosfonowy (B), kwas
2-aminoindano-2-fosfonowy (C).
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miedzy réoznymi fragmentami uktadu. W przypadku, gdy fragmenty te nie
sa kowalencyjnie zwigzane, mowi sie o miedzyczasteczkowym przeniesieniu
tadunku. W celach obliczeniowych mozna je zdefiniowaé jako réznice pomie-
dzy formalnym tadunkiem wybranego monomeru, a jego tadunkiem rzeczy-
wistym. W uktadach biatkowych moze to by¢ réznica pomiedzy formalnym,
a rzeczywistym tadunkiem reszty lub w sytuacji gdy badane jest przenie-
sienie tadunku wywotane oddzialywaniem liganda z wybrang reszta, mozna
je zdefiniowaé jako réznice sumarycznego tadunku reszty izolowanej oraz w
kompleksie z ligandem.

Zjawisko przeniesienia ladunku ma ogromne znaczenie w uktadach enzy-
matycznych. M2 Moze o tym $wiadczyé liczba publikacji, jakie ukazujg sie na
ten temat. Wedtug bazy ISI Science Citation Index jest to 2725 publikacji
w ciagu ostatnich 10 lat.* Przeniesienie tadunku pelni wazna role w enzy-
mach takich jak na przyklad proteazy, w ktérych zmiany rozktadu tadunku
na atomach tak zwanej triady katalitycznej sg istotne z punktu widzenia
katalizy 113114 Zwykle w symulacjach reakeji chemicznych zaktada sie pe-
wien rozkltad tadunku na resztach — w metodach mechaniki molekularnej
jest on z koniecznosci ograniczony do wartosci catkowitych. Poszczegdlne
reszty maja calkowity tadunek réwny —1, 0 lub +1, a tadunki punktowe
sg zdefiniowane przez typ atomu i reszty, na podstawie pola sitowego. W
metodach takich jak QM/MM uwzglednia si¢ pewna cze$é gestosci elek-
tronowej w obliczeniach i wéwczas ladunki punktowe oblicza sie, stosujac
jedna z kilku popularnych metod (sa one wymienione w rozdziale 2.7) —
najczesciej jest to analiza populacyjna Mullikena. 9 Wtagnie w ten sposéb
badano przeniesienie ladunku w mutazie choryzmianowej. ™7 Zaobserwo-
wano, ze w trakcie reakcji nastepuje przeplyw tadunku z argininy Arg90 na
atom tlenu O3 oraz z glutaminianu Glu78 na grupe hydroksylowa w cho-
ryzmianie. Ponadto, uwzglednienie tych reszt w czesci kwantowej obliczen
QM/MM radykalnie zmienia tadunek argininy z formalnego tadunku +1 e,
jaki stosowany jest w klasycznych obliczeniach na tadunek +0.66 e wynika-
jacy z sumowania ladunkéw punktowych na atomach obliczonych metoda
Mullikena. Podobnie, dla glutaminianu tadunek ten zmienia si¢ z —1 e do
—0.67 e.

Btad superpozycji bazy funkcyjnej wynikajacy z nierownomiernego roz-
ktadu funkcji pomiedzy monomerami, moze czasem prowadzi¢ do niefizycz-
nego przeptywu tadunku. Efekt ten obserwowano w malych uktadach mo-
delowych™® oraz w modelu centrum aktywnego leucyloaminopeptydazy 17

*Szukano publikacji zawierajacych stowo kluczowe enzyme i fraze charge transfer lub
electron transfer; w tym celu uzyto wyrazenia enzyme and (charge transfer or electron
transfer).
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1.7 Cel pracy

Niniejsza praca ma zaréwno cel poznawczy, jak i metodologiczny. Autor,
stosujac dostepne metody chemii obliczeniowej oraz nowe metody, opraco-
wane w Zakladzie Modelowania Molekularnego Politechniki Wroctawskej i
rozwiniete w trakcie realizacji pracy, pragnie zbadaé¢ nature oddzialywan
i efektéw katalitycznych w centrum aktywnym mutazy choryzmianowej, a
takze dowiedzie¢ sie w jaki sposob enzym ten obniza bariere aktywacji w
reakcji przegrupowania choryzmianu do prefenianu. Do tej pory, wszelkie
badania teoretyczne mutazy choryzmianowej ograniczaly sie do podejécia
supermolekularnego, w ktérym enzym traktowany byl jako cato$é¢ i nie wy-
kraczaly poza poziom metody DFT, a zatem nie uwzglednialy poprawnie
oddziatywan natury dyspersyjnej. Odpowiedzi na te pytania, moga wnies¢
wklad w wyjasnienie watpliwosci dotyczacych mechanizmu dziatlania muta-
zy choryzmianowej — w szczegolnodci roli stabilizacji stanu przejéciowego
i NAC oraz udziatu efektéw dynamicznych. Drugim aspektem poznawczym
niniejszej pracy sa badania mechanizmu inhibicji amoniakoliazy fenyloalani-
nowej. Badania inhibitoréw wiazacych sie w centrum aktywnym pozwalaja
takze uzyskaé¢ cenne informacje o mechanizmach reakcji enzymatycznych.

Celem pracy jest réwniez rozwoj skutecznej metodologii stuzacej do ba-
dania statycznych i dynamicznych efektéw katalitycznych w enzymach oraz,
przede wszystkim, metod pozwalajacych na projektowanie katalizatorow dla
zadanych reakcji chemicznych. Przyjeto, ze powinny by¢ to proste metody
pozwalajace na szybkie wskazanie optymalnego otoczenia katalitycznego dla
reakcji, ktére nastepnie mogloby by¢ precyzyjnie zbadane za pomocg doktad-
niejszych metod. Opracowane metody, sa uniwersalne — ich zastosowanie
nie jest ograniczone wytacznie do projektowania katalizatoréw enzymatycz-
nych i mozliwe jest na przyklad badanie zeolitéw 1S czy kwaséw nu-
kleinowych."? Innym aspektem metodologicznym, zbadanym w ramach tej
pracy, jest dobér optymalnej metody do wyznaczania miedzyczasteczkowego
przeniesienia tadunku, po to by méc prawidtowo ocenié efekty przeniesienia
ladunku wewnatrz centréw aktywnych.



Rozdziat 2

Metodyka badan

2.1 Obliczenia QM /MM

W obliczeniach oddzialywan w centrum aktywnym mutazy choryzmianowej
oraz obliczeniach pdl katalitycznych, postugiwano sie strukturami substra-
tu (choryzmianu) i stanu przej$ciowego, pochodzacymi z obliczen QM/MM.
Gléwnym wykonawca tych obliczen byla Kara R. Ranaghan z Uniwersytetu
w Bristolu.”” Polegaly one na symulowaniu reakcji przebiegajacej w cen-
trum aktywnym mutazy choryzmianowej w programie CHARMM2! (wer-
sja 27al) w polaczeniu z programem GAMESS-US.122123 Ozeéé kwantowa
(QM) obejmowala jedynie substrat natomiast cze$¢ klasyczna (MM) za-
wierala wylacznie atomy enzymu. Taki podzial jest o tyle wygodny, ze nie
wymaga przeprowadzenia granicy podzialu (QM/MM) przez wiazania ko-
walencyjne, a co za tym idzie — nie wymaga stosowania sztucznych ato-
méw wysycajacych przerwane wiazania. Do obliczen w czesci MM stosowa-
no pole sitowe CHARMM22124 Struktura enzymu, pobrana z bazy PDB
(rekord 2CHT™) zawierata pierwotnie inhibitor-analog stanu przejsciowego
zwigzany w centrum aktywnym mutazy choryzmianowej z Bacillus subti-
lis. Zostal on zastapiony czasteczka choryzmianu zoptymalizowana w fazie
gazowej (metoda HF/6-31G(d)), a do atoméw biatka dodano wodory. W
przypadku reszt, ktére moga wystepowaé w réznych stanach protonacji, do-
brano taki stan jaki odpowiada pH = 7 biorac rowniez pod uwage polozenie
reszty i jej dostepnosé dla rozpuszczalnika. Cztery argininy, glutaminian i
lizyna (Arg7, Arg63, Arg90, Argll6, Glu78, Lys60) znajdujace sie w cen-
trum aktywnym byty zjonizowane. Symulacje dotyczyly wylacznie jednego
centrum aktywnego znajdujacego sie pomiedzy tanicuchami A i B (w mu-
tazie choryzmianowej znajduja sie¢ trzy jednakowe centra aktywne). Poloze-
nie dobudowanych atoméw wodoru zostato zoptymalizowane w 500 krokach
metoda najszybszego spadku (SD). Nastepnie, dodano czasteczki wody po-
przez nalozenie sze$ciennej kostki o boku 30 A zawierajacej 8000 czasteczek
wody TIP3P, uprzednio poddanych symulacji MD. Z catego uktadu, do dal-
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szych obliczen pozostawiono jedynie sfere 25 A wokél atomu C5 substratu;
wszystkie reszty, ktére mialy co najmniej jeden ciezki atom wewnatrz tej
sfery, pozostawiono w caltosci. Usunieto rowniez czasteczki wody znajdujace
sie zbyt blisko atomoéw biatka, jako kryterium przyjeto odleglosé pomiedzy
atomem tlenu w czasteczce wody i atomem ciezkim biatka, mniejsza niz
2.8 A. Polozenie czasteczek wody zostalo zoptymalizowane metoda MM w
500 krokach SD i 1500 krokach zmodyfikowana metoda Newtona-Raphsona
(ABNR) a nastepnie poddane krotkiej symulacji MD (85 ps). W tych i dal-
szych obliczeniach stosowano promien odciecia réwny 25 A. Aby zapobiec
swyparowaniu” wody w trakcie optymalizacji, na czasteczki rozpuszczalnika
natozono sferyczny potencjal o promieniu 25 A 125 Dodatkowo, na atomy
enzymu polozone w przedziale odlegtoéci 21 do 25 A od érodka sfery na-
lozono dodatkowe wiezy, skalowane ze wzrostem promienia, a naladowane
reszty w tym obszarze zostaly zneutralizowane. Nastepnie zoptymalizowano
geometrie calego ukladu z zamrozonym substratem (1000 krokéw SD i 1143
kroki ABNR) oraz po odmrozeniu, metoda QM /MM, przy zastosowaniu me-
tody HF i bazy funkcyjnej 6-31G(d) dla czesci QM (250 krokéw ABNR). W
obliczeniach QM /MM zamrozono dodatkowo atomy poza sfera 16 A, ana
atomy tlenu w czasteczkach wody lezacych w obszarze 10 do 16 A nalozono
wiezy 5 kcal/ mol-A2, natomiast nie stosowano juz potencjatu sferycznego.

Reakcje symulowano zmieniajac warto$é¢ wspolrzednej reakcji, ktora by-
ta zdefiniowana jako réznica dlugosci wiazan C-O3 (zrywanego) i C3—C9
(tworzonego). Dla poszczegdlnych wartoéci w przedziale od —1.8 do 1.8 A
co 0.3 A przeprowadzono optymalizacje z dodatkowymi wiezami zapewnia-
jacymi utrzymanie odpowiedniej wartosci wspotrzednej reakcji. Ze wzgledu
na koszt obliczeniowy znacznie przekraczajacy mozliwosci dostepnego sprze-
tu, optymalizacje ograniczono do 10 krokéw SD i 40 krokéw metody ABNR.
Dodatkowej optymalizacji w 10 krokach SD i 40 krokach ABNR poddano
strukture w maksimum energii potencjalnej, uzywang w niniejszej pracy ja-
ko struktura kompleksu ze stanem przejSciowym. Jest to struktura o wspot-
rzednej reakeji —0.4 A, natomiast dla substratu warto$é wspéirzednej reakeji
wynosi —2.0 A

Dla zilustrowania ztozonosci tego rodzaju obliczen warto dodaé, ze cale
obliczenia QM/MM zajely 117 godzin na 32 procesorach komputera Cray
T3E (czyli na pojedynczym procesorze obliczenia te trwalyby co najmniej
156 dni).

2.2 Roéznicowa stabilizacja stanu przejSciowego

Metoda réznicowej stabilizacji stanu przejsciowego, DTSS (rysunek 2.1)), za-
proponowana przez Sokalskiego!?Y stanowi rozszerzenie idei stabilizacji sta-
nu przejsciowego, opierajacej si¢ na hipotezie Paulinga.* Obnizenie bariery
aktywacji definiuje sie jako réznice bariery dla reakcji katalizowanej (Bpg)
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Rysunek 2.1: Réznicowa stabilizacja stanu przejéciowego.

oraz reakcji niekatalizowanej, zachodzacej w fazie gazowej (Bg):
A = Bg — Bg (2.1)

Obie bariery maja warto$¢ wigksza od zera, wiec jesli katalizator E ob-
niza bariere aktywacji, to A < 0. Alternatywnie, A moze byé wyrazo-
na za pomoca energii oddzialywania w kompleksie katalizator—stan przej-
Sciowy (AFEgrs) i energii oddzialywania w kompleksie katalizator—substrat
(AEgs), co odpowiada wzglednej stabilizacji stanu przej$ciowego:

A = AEgprs — AEps (2.2)

W przypadku oddziatywan stabilizujacych AEgprs i AFgg maja wartosci
ujemne. Metoda DT'SS moze by¢ stosowana zaréwno dla calego katalizatora
jak i osobno dla kazdego z jego fragmentéw, czyli na przyktad dla poszcze-
g6lnych reszt wchodzacych w sktad centrum aktywnego enzymu (przy zato-
zeniu addytywnosci oddziatywan). A okre$la wowczas wktad danej reszty do
catkowitego obnizenia bariery aktywacji lub tez do stabilizacji stanu przej-
$ciowego wzgledem substratu. Ujemna wartosé A oznacza, ze dana reszta
obniza bariere; zrédtem tego obnizenia, moze by¢ albo wigksza stabilizacja
stanu przejsciowego wzgledem substratu albo wicksza destabilizacja substra-
tu wzgledem TS.

W metodzie DTSS definiuje sie stabilizacje stanu przejéciowego wzgle-
dem reakcji odniesienia w fazie gazowej. W wielu symulacjach bada sie efekty
katalityczne wzgledem reakcji zachodzacej w wodzie. Warshel twierdzi 12794
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ze odnoszenie sie do fazy gazowej jest niepoprawne, jednak ze wzgledu cho-
ciazby na organizacje rozpuszczalnika w odpowiedzi na rozktad gestosci elek-
tronowej substratu,?” rozpuszczalnik staje sie réznym otoczeniem dla réz-
nych substratéow. Z tych powodéw badania polegajace na poréwnaniu od-
dziatywan réznych substratéw z katalizatorem moga by¢ zafalszowane przez
wplyw rozpuszczalnika i dlatego lepszym punktem odniesienia jest préznia.
Wiele reakcji zachodzi rowniez w rozpuszczalnikach niewodnych, a ponad-
to, pewne reakcje moga przebiega¢ w rozpuszczalniku wedtug odmiennego
mechanizmu, poniewaz stanowi on zupelnie inne srodowisko niz enzym. Jak
pokazal Dewar,1?® lepszym punktem odniesienia dla opisu reakcji enzyma-
tycznej moze by¢ mechanizm w fazie gazowej.

2.3 Oddzialywania miedzyczasteczkowe

Podobnie jak w opisie wiazania chemicznego, tak i w opisie oddzialywan mie-
dzyczasteczkowych, chemicy chetnie stosuja pewne podzialy i klasyfikacje.
Okreslenie typu i nazwanie wigzania chemicznego lub oddzialtywania pozwa-
la na przypisanie pewnych ogélnych wtasnosci i charakteru badanemu ukta-
dowi na podstawie zgromadzonej wiedzy. Pomimo, ze natura oddziatywan
dla réznych typéw komplekséw jest zlozona (nie ma komplekséw moleku-
larnych z oddzialywaniami wytacznie elektrostatycznymi, czy tez wyltacznie
dyspersyjnymi), to jednak zastosowanie odpowiedniej klasyfikacji umozliwia
powiazanie charakteru oddziatywan miedzyczasteczkowych z wtasciwos$ciami
komplekséw, przewidywanie tych wlasciwosci oraz racjonalne i systematycz-
ne generowanie bardziej przyblizonych metod opisu oddziatywan miedzycza-
steczkowych.

Systematyczny opis oddzialywan miedzyczasteczkowych jest mozliwy w
ramach polaryzacyjnego rachunku zaburzen oraz rachunku zaburzen o adap-
towanej symetrii*2? (SAPT). Polaryzacyjny rachunek zaburzen nie pozwala
na uwzglednienie wszystkich sktadowych (na przyklad zaniedbuje bardzo
wazne skladowe wymienne), dlatego konieczne jest stosowanie bardziej zto-
zonych metod, takich jak SAPT. To, co sprawia, ze opis w ramach SAPT czy
tez bardziej zaawansowanej teorii podwoéjnego zaburzenial?” jest atrakcyjny,
to fakt, ze wszystkie oddzialywania mozna przedstawic¢ jako kolejne sktadowe
nieskonczonej sumy, ktorej kolejne elementy wnosza coraz mniejszy (zwykle)
wklad, i ktérg mozna w pewnym miejscu ,uciaé”’, tworzac przyblizony opis
oddzialtywania.

Dla potrzeb niniejszej pracy konieczne jest zdefiniowanie pojecia energii
oddzialywania miedzyczasteczkowego (AE): jest to réznica energii calego
kompleksu (E4pc..) oraz energii izolowanych monomeréw (E4, Ep, Fc,

)
AE(R) = Eape...(R) — [Ea(R) + Ep(R) + .. | (2.3)

gdzie R jest wektorem potozen jader atomowych. Wszystkie wartodci energii
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w powyzszym réwnaniu liczone sa przy takich samych potozeniach jader,
czyli bez relaksacji monomeréw. W dalszej czesci pracy rozwazania zostana
ograniczone do dimeru A + B.

W polaryzacyjnym rachunku zaburzen oddzialywanie jest traktowane
jako zaburzenie, a kolejne poprawki do energii sa skladowymi energii od-
dziatywania.'? Niezaburzona funkcja falowa jest iloczynem funkcji falowych
monomerow:

Uog=U,Up (2.4)

a n-ta poprawka do energii oddzialywania ma postac:

pol

(o w1y

pol

(n—1)
U,V
ny _ (PolV] ) (2.5)

pol —

gdzie V jest operatorem zaburzenia, a \IJI(;Z;I) jest n—1 poprawksa do funkcji

falowej. W szczegdlnosci, pierwsza poprawka do energii oddziatywania to od-
dziatywanie elektrostatyczne (AES)) pomiedzy niezaburzonymi rozktadami
tadunku monomeréw:

Po|V[Wo)

AED = Ap® _ ¢

pol — el <\I/0‘\I/0> (26)

(2)

Druga poprawka do energii oddzialywania, AEpzl, zawiera sktadowe — in-
dukcyjng i dyspersyjna, wynikajace z wzajemnego oddzialywania monome-
ru niezaburzonego z zaburzonym (skladowa indukecyjna) oraz oddziatywania
monomerdéw zaburzonych (sktadowa dyspersyjna).

Wada polaryzacyjnego rachunku zaburzen jest brak antysymetryzowa-
nej funkcji falowej Vg uwzgledniajacej mozliwos¢ miedzyczasteczkowej wy-
miany elektronéw wynikajacej z zakazu Pauliego. To sprawia, ze energia
oddzialywania obliczona w rachunku polaryzacyjnym, zle opisuje oddzia-
lywania krétko zasiegowe (jest zanizona), poniewaz nie uwzglednia odpy-
chajacej sktadowej wymiennej, ktorej udzial gwaltownie rosnie na malych
odlegtodciach. Jednak uwzglednienie funkcji falowej o poprawnej symetrii
(A\Ilo, gdzie A jest operatorem antysymetryzacji) nie jest mozliwe w ramach
rachunku zaburzen Rayleigha-Schrodingera, poniewaz nie jest ona funkcja
wlasna operatora Hy. Zastosowanie funkcji falowej o takiej postaci jest na-
tomiast mozliwe w rachunku zaburzen o adaptowanej symetrii (SAPT).}2?
W tej metodzie, poszczegdlne poprawki zawieraja cze$¢ polaryzacyjng i wy-
mienna;:

AE™ = AE™ 4+ AE™ (2.7)

pol

Poprawka pierwszego rzedu, ktéra ma postac:

AR — (AW |V |AWy)

ol - (2.8)
(Ao AWg)
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sktada sie z czesci elektrostatycznej (AES)) oraz wymiennej (AE,QC)):

AEW = AEY + AE( (2.9)

i jest réowna energii oddzialywania Heitlera-Londona (AEy). ™ Cze$é po-
laryzacyjna poprawki drugiego rzedu (AES)?) zawiera skladowg indukcyjng

(AE(2)) i dyspersyjna (AE(z) ) natomiast cze$¢ wymienna (AES)) zawie-

ind dysp

ra skladowa wymienno-indukcyjna (AEglm 4) oraz wymienno-dyspersyjna
(2)

(AEe:vfdysp)‘

Do obliczania skladowych energii oddzialywania opracowano wiele
roznych schematéw, z ktérych jednym z najpopularniejszych jest sche-
mat Kitaury-Morokumy. 130 W niniejszej pracy, zastosowano wariacyjno-
perturbacyjny schemat dekompozycji energii oddzialywan opracowany przez
Roszaka i Sokalskiego. 131132133 Tstotng zaleta implementacji tej metody au-
torstwa Roberta Géry'®? w poréwnaniu z innymi programami, jest wyko-
rzystanie metody Direct-SCF, kiedy to calki nie sg skladowane na dysku w
trakcie obliczen SCF, lecz sg obliczane w kazdym cyklu od nowa, co umoz-
liwia badanie znacznie wigkszych uktadéw molekularnych (aktualnie okoto
1700 orbitali atomowych). Szybko$¢ obecnie dostepnych procesoréw spra-
wia, ze obliczenie potrzebnych catek zajmuje mniej czasu, niz wczytanie ich
z dysku, co daje szybszy kod, a jednoczesnie zmniejsza zapotrzebowanie
na przestrzen dyskowa. W przypadku bardzo duzych uktadéw (rzedu kilku
tysiecy funkcji bazy) zastosowanie metody Direct-SCF staje si¢ konieczne,
a jednoczeénie wyklucza uzycie innych schematow dekompozycji wykorzy-
stujacych skladowanie calek w pamieci dyskowej. Nowsza implementacja
wspomnianego schematu dekompozycji umozliwia miedzy innymi oblicza-
nie efektéw wielocialowych oraz podzial skladowej korelacyjnej (AE.q) na
dalsze sktadowe. 132130

W ramach wariacyjno-perturbacyjnego schematu podziatu, energia od-
dzialywania moze by¢ rozlozona na sktadowa Heitlera-Londona (AEg; =
AEW), sktadows delokalizacyjng wyzszych rzedéw (AEC(IZ)) oraz sktadowy
korelacyjna (AEcor):

AE = AEy + AES) + AEcor (2.10)

Sktadowa korelacyjna jest obliczana jako réznica pomiedzy energig oddzia-
lywania uwzgledniajaca efekty korelacyjne, na przyktad obliczong metoda
Mgllera-Plesseta drugiego rzedu (AEMP2) wzglednie metoda sprzezonych
klasteréw, a energia obliczong na poziomie metody Hartree-Focka (AESCT):

AE.gy = AEMP2 _ ARSCF (2.11)
Sktadowa delokalizacyjna obliczana jest zgodnie z réwnaniem:

AES) — AESCF — AEyy, (2.12)



ROZDZIAL 2. METODYKA BADAN 27

Sktadowa Heitlera-Londona (AFEy) oblicza sie wedlug réwnania:

AED _ (AU AU Hap|AVATUE)  (UA|HA|V,)  (Up|Hp|¥g)
= . - — — (2.13)
<.A\IJA\I/B|A\I/A\I/B> (lIIA‘\IjA> <\IIB‘\IIB>

gdzie A, B i AB oznaczaja odpowiednio monomery i dimer, Hy oznacza
hamiltonian dla X (= A, B, AB), Vx jest funkcja falowa X(= A, B, AB),
a A jest operatorem antysymetrii. Dodatkowo, sktadowa Heitlera-Londona

moze by¢ podzielona na czes¢ elektrostatyczna pierwszego rzedu, AES) oraz

cze$¢ wymienng pierwszego rzedu, AES;) (réwnanie 2.9). Skladowa elektro-
statyczna oblicza sie wykorzystujac rachunek polaryzacyjny (réwnanie 2.6):

1) _ <‘I’A‘I/BUEIAB - JEIA — ﬁB\\I/A\I/B>

AE = 2.14
el (U4 Up|TATR) (2.14)

natomiast sktadowa wymienna oblicza si¢ jako réznice:
AEY = AEy;, — AE') (2.15)

Wszystkie energie oddzialywan sa obliczane w bazie funkcyjnej dimeru, co
pozwala wyeliminowaé blad superpozycji bazy funkcyjnej (BSSE), zgodnie
ze schematem zaproponowanym przez Boysa i Bernardiego*” Dodatko-
wo, s(k)ladowa elektrostatyczna moze by¢ podzielona na cze$é¢ multipolowa
(AE"

el-mtp) 1 penetracyjna (AE(D

el-pen):

AEY =aED 4+ AEY

el-mtp el-pen

(2.16)

Sktadowa multipolowa moze byé¢ wyznaczona za pomoca metody skumu-
lowanych momentéw multipolowych (CAMM)38139 hazujacej na dowolnej
gestosci elektronowej — na przyklad uzyskanej metodg pola samouzgod-
nionego (SCF) metoda Mgllera-Plesseta (MP), metoda funkcjonatu gesto-
sci (DFT) czy tez metoda sprzezonych klasteréw (CC) — albo réwnowaz-
nej w przyblizeniu metody rozproszonej analizy momentéw multipolowych
(DMA).140

Przedstawione sktadowe energii oddziatywania tworza szereg modeli teo-
retycznych o réznym stopniu zaawansowania i ztozonosci obliczeniowej. Po-
przez pominiecie odpowiedniej liczby sktadowych w ponizszym réwnaniu
otrzymuje si¢ odpowiednio uproszczony model, o okreslonej skalowalnosci
O(X):
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(2.17)
AE = AEéll~)Tntp + AEéll.?nen + AEéflt) + AE‘c(lfl) + AECOTT
O(N®)
AEMP2
O(N%)
AESCF
O(N?)
AEQgL
O(N%)
A
O(AQ)
—_———
AEé?’mtp

gdzie N jest liczba orbitali atomowych, natomiast A jest liczba atoméw. Jak
widaé na powyzszym schemacie, ztozonos¢ obliczeniowa najbardziej zaawan-
sowanego modelu (AEMP?) uwzgledniajacego sktadows korelacyjna, rognie
z piata potega liczby orbitali atomowych, natomiast ztozonosé najprostszego
modelu (AES.)mtp) zmienia sie¢ proporcjonalnie do kwadratu liczby atomoéw.

Podstawowym celem podziatu energii oddziatywan na sktadowe jest cheé
okreslenia typu oddzialywan wystepujacych w badanym ukladzie i zrozu-
mienie ich fizycznego charakteru. Wymienionym powyzej sktadowym moz-
na przypisa¢ sens fizyczny: sktadowa Heitlera-Londona, AFEg odpowiada
oddzialywaniu statycznych (zamrozonych) rozkladéw tadunku monomeréw
i dzieli sie na dwie czesci: oddziatywanie elektrostatyczne (kulombowskie)

€
zu Pauliego (a bezposrednio — z uwzglednienia operatora antysymetrii, A),

tychze rozkladoéw (AE(;)) oraz wymienne (AESC)) — wynikajace z zalia—

czyli opisujace efekt czysto kwantowy. Sktadowa delokalizacyjna, AE&Z), ob-
liczona w sposéb opisany powyzej, opisuje oddzialywanie monomeréw o zre-
laksowanym rozkladzie ladunku (rozkladzie ladunku zdeformowanym w wy-
niku obecnosci drugiego monomeru) i zawiera efekty indukcyjne, indukcyjno-
wymienne, charge transfer oraz deformacyjno-wymienne, nie uwzglednia na-
tomiast oddziatywan dyspersyjnych, czyli efektéw wynikajacych z oddzia-
lywania zaburzonych rozkladéw tadunku monomeréw, ze wzgledu na to, ze
maja one charakter korelacyjny. Ten komponent jest uwzgledniany w po-
wyzszym rachunku jako sktadowa korelacyjna. Oprécz oddzialywan dysper-
syjnych zawiera ona réwniez korelacyjne przyczynki do oddziatywan elektro-
statycznych, indukcyjnych i wymiennych. Sktadows elektrostatyczna AFE (ll)

e
mozna podzieli¢ na czes¢ multipolowa (AES.)mtp), ktéra daje sie opisa¢ w
sposéb klasyczny, to znaczy za pomoca tadunkéow punktowych, dipoli, kwa-

drupoli i tak dalej, oraz czes¢ penetracyjna, ktéra okresdla réznice pomiedzy
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tym klasycznym opisem, a rzeczywistym, cigglym rozktadem tadunku w mo-
nomerach.

Opisana w rozdziale 2.2 réznicowa stabilizacja stanu przejSciowego, mo-
ze by¢ zastosowana nie tylko do catkowitych energii oddzialywan substrat—
enzym oraz stan przejsSciowy—enzym, ale rowniez do poszczegdlnych sklado-
wych energii oddziatywania. Dzieki temu mozliwy jest podziat energii A na
fragmenty o réznej naturze:

A= A+ Al Al AR+ A (218)

O(N?)
AN P2
O(N%
ASCF
O(N%
AL
O(N?)
Ay
O(A?)
A i

oAy Avg=) (V" =Vl (2.19)

Zastosowano tutaj oznaczenia analogiczne do stosowanych w przypadku
energii oddzialywania: A(e}.)mtp oznacza sktadowa multipolowa, AS,)p on — Skla-
(1) R)

€

dowa penetracyjna, Ag¢y — skladowa wymienna, AEZ ; — sktadowsa delokali-
(1)

zacyjna, a A.yrr — sktadowa wymienng. A e} to obnizenie bariery aktywacji
wyznaczone na poziomie pierwszej poprawki w rachunku polaryzacyjnym,
Ap1, — na poziomie pierwszej poprawki w ramach SAPT, ASYF — na pozio-
mie metody Hartree-Focka, a AMP? — na poziomie metody Mgllera-Plesseta
drugiego rzedu. Calkowite obnizenie bariery aktywacji Ay, jest obliczane
wedlug klasycznego modelu Coulombowskiego — jako suma iloczynéw la-
dunkoéw i-tej reszty i réznicowych potencjatéw elektrostatycznych ViTS — V;S
w miejscach, w ktérych te reszty sie znajduja (zgodnie z réwnaniem 2.18]).
Mozna w tym przypadku zastosowaé albo formalny tadunek reszty (zwykle
—1/0/ 4+ 1) albo tadunek punktowy na atomie tworzacym najblizszy kon-
takt z reagujacym ukladem. Dla pojedynczego fragmentu otoczenia (poje-
dynczej reszty) obnizenie bariery aktywacji w modelu Coulombowskim jest
pojedynczym skladnikiem tej sumy, czyli iloczynem tadunku i potencjatu
réznicowego:

v =V =V)g? (2.20)
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Koszt obliczeniowy tego prostego modelu jest znikomy — jego zlozonosé
obliczeniowa zalezy liniowo od liczby centréow.

2.4 Model centrum aktywnego

Badania natury oddziatywan w centrum aktywnym mutazy choryzmianowej
oraz obliczenia wkladéw poszczegdlnych reszt do obnizenia bariery aktywa-
¢ji przeprowadzono w oparciu o modele komplekséw centrum aktywnego z
substratem i stanem przejéciowym otrzymane w wyniku symulacji’’ meto-
da QM/MM opisanych w rozdziale 2.1. Jako substrat wybrano strukture
o wspéhrzednej reakcji réwnej —2.0 A, natomiast dla stanu przejciowego
wynosi ona —0.4 A. Do obliczenr wybrano 10 aminokwaséw oraz trzy cza-
steczki wody, w przypadku ktérych spodziewano sie istotnego wktadu do
katalizy. Sa to: argininy Arg7, Arg63, Arg90, Argll6, glutaminian Glu78,
cysteina Cys75, tyrozyna Tyrl108, walina Val73, fenyloalanina Phe57, lizyna
Lys60 oraz wody XSOL124, SOLV7102, XSOL116. Wszystkie wartosci od-
dziatywan byly liczone w dimerach sktadajacych sie z substratu lub stanu
przejsciowego oraz okreslonej reszty, zatem nie uwzgledniano efektéw wielo-
ciatlowych. Aby dodatkowo obnizy¢ koszt obliczen, wszystkie reszty zostaly
ograniczone do fragmentu tworzacego bezposredni kontakt z substratem lub
stanem przejsciowym, a przeciete w ten sposéb wiazania zostaly wysycone
atomami wodoru. W ten sposob argininy Arg7 i Arg90 zastgpiono katio-
nem guanidynowym, argining Arg63 — kationem metyloguanidynowym, a
arginine Argll6 — kationem etyloguanidynowym. Glutaminian zastapiono
anionem octowym, lizyne — kationem metyloaminy, tyrozyne — fenolem,
fenyloalaning — etylobenzenem, a z cysteiny usuni¢to jedynie grupe -OH
tworzaca wiazanie peptydowe. W przypadku waliny Val73, pozostawiono
wszystkie atomy, a takze wigzanie peptydowe z treoning Thr74 oraz wegiel
Cq treoniny, zastapiony grupa metylowa. Otrzymany w ten sposéb model
przedstawiono na rysunku 2.2l

Obliczenia oddzialywan reszt z substratem i stanem przejSciowym oraz
wkladéw do obnizenia bariery aktywacji, prowadzono zgodnie ze schematem
przedstawionym w rozdziale 2.3 w bazie funkcyjnej 6-31G(d). W obliczeniach
energii monomeréw stosowano baze funkcyjng dimeru, eliminujac w ten
sposéb btad superpozycji bazy funkcyjne;j.

2.5 Pole katalityczne

W przypadku reakcji enzymatycznych, gdzie dominujaca sktadowa oddzia-
lywan w centrum aktywnym jest skladowa elektrostatyczna (AES)), opis
mozna znacznie uprosci¢, pomijajac sktadowe wyzszego rzedu (wymienna,
delokalizacyjna i korelacyjna). W wielu wypadkach, model mozna uproscié
jeszcze bardziej, stosujac rozwinigcie multipolowe, albo nawet model, w kto-
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Rysunek 2.2: (a) Model centrum aktywnego mutazy choryzmianowej stosowany w
obliczeniach. (b) Widok stereograficzny centrum aktywnego ze zwiazanym substra-

tem (w kolorze pomaranczowym).
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A =—(Vig —Vs) centrum aktywne

stan przejéciowy statyczne pole katalityczne

Rysunek 2.3: Idea statycznego pola katalitycznego.

rym wklad Ay, i-tej reszty do obnizenia bariery aktywacji jest liczony na
podstawie tadunku tej reszty (qF ) oraz wartosci potencjatu elektrostatycz-
nego wytwarzanego przez substrat (V%) i stan przejsciowy (V1) w miejscu,
w ktérym ta reszta sie znajduje (model oparty na prawie Coulomba):

Avg = (V" = V)g! (2.21)

7 uwagi na addytywny charakter oddzialywan elektrostatycznych naj-
prostszym modelem otoczenia molekularnego moze by¢ pojedynczy jednost-
kowy ladunek prébny. W takiej sytuacji mozna wyznaczy¢ tak zwane pola
katalityczne (statycznet?® oraz dynamiczne2914)  czyli tréjwymiarowe ma-
py ilustrujace przestrzenny rozktad tadunkéw otoczenia, optymalnych dla
danej reakcji (maksymalnie obnizajacych bariere aktywacji) oraz przewi-
dzie¢ najkorzystniejsze zmiany tego rozktadu w trakcie trwania reakcji. Po-
la katalityczne wyznaczane sa na podstawie potencjalu elektrostatycznego
substratu i stanu przejsciowego, zatem potrzebna jest tylko znajomosé geo-
metrii tych dwéch struktur, natomiast nie jest konieczna zadna wiedza na
temat struktury centrum aktywnego. Dzieki temu, pola katalityczne moga
by¢ zastosowane do projektowania katalizatora dla reakcji, ktéra nie jest ka-
talizowana przez zaden enzym; mozliwe jest rowniez przewidywanie rozkta-
du potencjatu elektrostatycznego wewnatrz centrum aktywnego o nieznanej
strukturze.

Statyczne pole katalityczne definiuje sie jako réznicowa mape potencjatu
elektrostatycznego ze zmienionym znakiem:

Ag=— (VI¥ - v¥) (2.22)

gdzie VTS 1 VS to rozklad potencjatu elektrostatycznego na wspélnej po-
wierzchni otaczajacej stan przejéciowy i substrat. Sposéb, w jaki wyznacza
sie statyczne pole katalityczne, przedstawiony jest schematycznie na rysun-
ku 2.3.

Geometrie stanu przejsciowego i substratu sg naktadane na siebie i wy-
znaczana jest powierzchnia otaczajaca obie struktury. Nakladanie struktur



ROZDZIAL 2. METODYKA BADAN 33

mozna przeprowadzi¢ na wiele sposobéw, na przykiad poprzez nalozenie
$rodkéw ciezkosci i zorientowanie momentow bezwtadnosci albo przez czysto
geometryczne naltozenie atoméw metoda najmniejszych kwadratéw (metoda
stosowana w niniejszej pracy). Z tego wzgledu, jesli substrat i stan przej-
Sciowy znaczaco réznia sie geometria, poprawne nalozenie struktur moze
byé¢ utrudnione. W takim przypadku, zamiast substratu mozna uzyé innej
geometrii wybranej ze $ciezki reakcji, po stronie substratéw (na przyktad
wyznaczonej metoda IRC™). Wspomniana powierzchnia, na ktérej oblicza-
ny jest potencjal, moze by¢ powierzchnia rozpieta na promieniach van der
Waalsa atoméw albo powierzchnia o statej gestosci elektronowej — najlepiej
wyznaczonej wspoélnie, dla substratu (pg,p) 1 stanu przejéciowego (pis):

Psub + prs = const (2.23)

Potencjal elektrostatyczny w wybranym punkcie przestrzeni r obliczany jest
jako wartos¢ spodziewana na podstawie funkcji falowej obliczonej na wybra-
nym poziomie teorii (na przyktad HF, MP2, CC, ...). W przypadkach, w
ktérych dominujacym czynnikiem jest sktadowa elektrostatyczna, a oddzia-
tywania korelacyjne sa znikome, wystarczajacym poziomem teorii jest me-
toda Hartree-Focka. Wygodnym sposobem, ze wzgledu na mozliwosé tatwej
manipulacji (odejmowania, dodawania oraz obliczenia gradientu) i wizuali-
zacji, jest wyznaczanie potencjatu w postaci plikow CUBE w formacie pro-
gramu Gaussian.'4? W niniejszej pracy, do wizualizacji stosowano program
napisany w jezyku C+4+, z wykorzystaniem biblioteki VTK 143 Program ten,
na podstawie dwbch plikéw CUBE z gestoscia elektronows substratu i stanu
przejéciowego wyznacza powierzchnie o stalej wartosci gestosci elektronowej
i mapuje na nig wartosci réoznicowego potencjalu obliczonego z dwoch ko-
lejnych plikow CUBE z potencjatlami elektrostatycznymi substratu i stanu
przejsciowego (wszystkie cztery pliki CUBE maja ten sam uklad wspol-
rzednych). Znak potencjatu elektrostatycznego jest zmieniany (zgodnie z
réwnaniem [2.22)), aby wartoéci odpowiadaly bezposrednio znakowi tadunku
prébnego obnizajacego bariere reakcji. Statyczne pole katalityczne przed-
stawiane jest jako tréjwymiarowa powierzchnia otaczajaca substrat i stan
przejsciowy, na ktérej za pomoca skali koloréw przedstawia sie warto$é Ag.
Poniewaz reakcja chemiczna jest aktem przebiegajacym w czasie, efekty
wigzace sie ze zmiang potozenia ladunkéw otoczenia molekularnego wzgle-
dem reagentéw w czasie (efekty dynamiczne) moga dodatkowo wplywaé na
obnizenie lub podwyzszenie bariery reakcji. Tego rodzaju efekty moga by¢
przewidywane za pomoca zewnetrznego (Ag) i wewnetrznego (Ay) pola ka-

talitycznego:
Ap = AVps — AVyg (2.24)

Ar = AVps + AVg (2.25)

Rysunek 2.4/ ilustruje zwiazek tych pdl katalitycznych z ruchem i potozeniem
reszt lub reagujacego uktadu. Na wstepie do rozwazan nad tego rodzaju efek-
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Rysunek 2.4: Idea zewnetrznego (A) i wewnetrznego (B) pola katalitycznego.

tami, nalezy zaznaczy¢, ze ruch reszty wywolujacej okredlony efekt katali-
tyczny wzgledem reagujacego uktadu, jest réwnowazny ruchowi tego uktadu
w trakcie reakcji w kierunku przeciwnym. Pierwszym rodzajem efektu dy-
namicznego jest prosta zmiana polozenia reszty lub uktadu — w przypadku
pokazanym na rysunku 2.4A. Zmniejszenie odleglosci pomiedzy reszta (ka-
talizatorem), a reagujacym uktadem powoduje dodatkowe obnizenie bariery
aktywacji; spowodowane jest to wiekszym nachyleniem powierzchni poten-
cjatu elektrostatycznego stanu przejsciowego niz substratu. Efekt ten mo-
ze odgrywaé role w przypadku szybkich reakcji (na przyklad przeniesienie
protonu) i wolnych ruchéw podjednostek biatka (znacznie wolniejszych od
samej reakcji). Wéwczas, z punktu widzenia zachodzacej reakeji, otoczenie
jest praktycznie nieruchome, chociaz ze wzgledu na ruch podjednostek biatka
geometria centrum aktywnego moze zmienia¢ si¢ w czasie, a co za tym idzie,
mogg réowniez zmieniaé sie jego wladciwosci katalityczne. Drugi typ dyna-
micznego efektu katalitycznego (efekt wewnetrzny, przedstawiony na rysun-
ku2.4B) moze wystepowaé wtedy, gdy ruch jest skorelowany ze wspélrzedna
reakcji, czyli odbywa sie w tym samym czasie. O ile w przypadku efektu ze-
wnetrznego mozna uznaé, ze odleglo$é reszta — substrat/TS jest stala w
trakcie reakcji, o tyle w przypadku efektu wewnetrznego to wtasnie zmiana
odlegtosci w trakcie reakcji powoduje obnizenie bariery aktywacji.
Wewnetrzne pole katalityczne wyznaczane jest w podobny sposob jak
pole statyczne; na powierzchni otaczajacej natozone struktury substratu i
stanu przejsciowego obliczana jest suma gradientéw potencjatu elektrosta-
tycznego (réznice potencjalu AV zastepowane sa gradientem VV'). Proce-
dura ta sprowadza si¢ do wykorzystania tych samych plikow CUBE co w
przypadku pola Ag — pliki z rozktadem gestosci elektronowej stuza do wy-
znaczenia powierzchni, na ktéra mapowana jest réznica lub suma gradientéw
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obliczonych z plikow CUBE z potencjatlami, numerycznie — metodg tréj-
punktowa. 143144 Otrzymane w ten sposéb wektory ilustruja optymalny ruch
dodatniego tadunku probnego w trakcie reakcji, powodujacy obnizenie barie-
ry. Roéwniez ten algorytm zostal zautomatyzowany za pomoca programu do
wizualizacji wykorzystujacego biblioteke VTK. Mozliwa jest rowniez wizu-
alizacja zewnetrznego pola katalitycznego — w taki sam sposéb jak pola Ag
i A;. W przypadku pola A wektory sg obliczane jako réznica gradientéw
potencjatu elektrostatycznego, a ilustruja one kierunek, w ktérym znajduje
sie lepsze od biezacego (ze wzgledu na obnizenie bariery aktywacji) potoze-
nie dodatniego tadunku prébnego. Aby tego rodzaju mapa mogta znalezé
zastosowanie, wektory musza zosta¢ wyznaczone w miejscach, ktérych juz
znajduja sie fragmenty otoczenia katalitycznego — pokazuja one wéwczas w
jakim kierunku nalezy szukaé lepszego polozenia.

Trojwymiarowe pola katalityczne moga znalezé swoje zastosowanie przy
projektowaniu oraz modyfikacji otoczenia katalitycznego 14120 Jak juz
wspomniano, zaleta tej metody jest niski koszt obliczeniowy (obliczenia ty-
pu single point) oraz ograniczenie badanego ukladu do samego substratu i
stanu przejsciowego. Warto zaznaczy¢, ze mapy potencjatu elektrostatyczne-
go byly juz stosowane w modelowaniu wlasciwoéci katalitycznych, na przy-
ktad w odniesieniu do substratu i stanu przejéciowego reduktazy dihydro-
folianowej,*% jednak nie zbadano efektéw réznicowych, ani nie prébowano
powiazaé ich bezposrednio z efektami katalitycznymi, pomimo, ze w przy-
padku tego enzymu efekty dynamiczne sa obserwowane.”? Réznicowe mapy
potencjatu elektrostatycznego badano w przypadku mutazy choryzmiano-
wej,®” jednak nie byly to mapy wyznaczone dla stanu przej$ciowego i sub-
stratu, a dla stanu przejSciowego i inhibitora-analogu stanu przejéciowego.
Badania te mialy na celu okreslenie przyczyn obnizonej aktywnosci katali-
tycznej przeciwciata katalitycznego. Z wyjatkiem prac dotyczacych modelo-
wego kompleksu formamid-formamidynal®® oraz ukladéw adenina-tymina
i guanina-cytozynal?’ oraz pierwszych prac w ktérych zaproponowano idee
pol katalitycznych!46:49%:126:141 pie podejmowano do tej pory zadnych préb
analizowania wlasciwosci katalitycznych w oparciu o mapy gradientu poten-
cjatu elektrostatycznego.

2.6 Dokowanie inhibitoré6w w centrum aktywnym

Badania oddzialywan dowolnej czasteczki z enzymem (substratu, produktu,
inhibitora, ...) wymaga znalezienia miejsca jej wiazania. Nie jest to trudne,
jesli znana jest struktura przestrzenna biatka, a zwlaszcza jesli dostepne sg
struktury z eksperymentu krystalografii rentgenowskiej, ktére czesto zawie-
raja zwiazany inhibitor, produkt lub nawet substrat. W przypadku enzy-
méw, dla ktorych brak jest tego typu danych, mozna postuzy¢ sie metodami
modelowania molekularnego.
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Jezeli nie jest znana struktura biatka, natomiast dostepna jest sekwen-
cja aminokwasow tego biatka, to jego przestrzenny model mozna otrzymacé
w wyniku modelowania przez homologie.!4” Metoda ta opiera sie na spo-
strzezeniu, ze struktury o podobnej sekwencji aminokwaséw maja podobna
strukture trzeciorzedowa, a w zasadzie nawet na stwierdzeniu, ktére glosi,
ze natywna struktura trzeciorzedowa biatka wynika z sekwencji jego amino-
kwaséw (co zostalo zauwazone przez Anfinsena'?®). Metoda otrzymywania
struktury bialtka przez homologie zostala zautomatyzowana do tego stopnia,
ze w Internecie dostepne sg obecnie serwisy, ktére wykonujg obliczenia dla
zadanej sekwencji i wysylaja plik PDB ze struktura poczta elektroniczng®.

Wilasciwym miejscem wigzania inhibitora, substratu lub produktu wy-
daje sie by¢ centrum aktywne enzymu, jednak w przypadku inhibitorow nie
zawsze tak jest. Istnieje duza grupa inhibitoréw niekompetycyjnych, kto-
re moga wigzaé sie do enzymu razem z substratem, a zatem nie zajmuja
centrum aktywnego. Przykladem sa nienukleozydowe inhibitory odwrotnej
transkryptazy HIV, ktére wigzg sie poza miejscem aktywnym.14? Z tego
wzgledu, w celu znalezienia miejsca wiazania nowego inhibitora, nie wy-
starczy sie ograniczy¢ do centrum aktywnego, lecz nalezy zbadaé¢ mozliwosé
zwiazania w catej objetosci enzymu. W tym celu opracowano metody doko-
wania, ktére przy pomocy odpowiedniego algorytmu takiego jak na przyktad
symulowane wyzarzanie lub algorytm genetyczny, sg w stanie sprobkowaé
caly obszar enzymu. W niniejszej pracy stosowano metode dokowania za-
implementowana w programie AutoDock! do znalezienia miejsca wiazania
inhibitora AIP w amoniakoliazie fenyloalaninowej (rozdziaty 1.5 1 3.5).

Poniewaz struktura tego enzymu zostata udostepniona dopiero niedaw-
n0,1% w dokowaniu postuzono sie struktura oparta na homologii z pokrew-
nym enzymem — amoniakoliaza histydyny, HAL. Model PAL, dostarczo-
ny do badaf przez prof. Janosa Réteya,''* zostal stworzony w programie
SwissPDBViewer na podstawie struktury HAL zdeponowanej w bazie PDB
(numer rekordu [1B8F). Fragment zlozony z aminokwaséw od 64 do 531 zo-
stal zbudowany w oparciu o homologie i zoptymalizowany w polu sitowym
MM+ w programie Hyperchem, po czym aminokwasy Ala202-Ser203-Gly204
zostaly zastapione grupa prostetyczna MIO. Caly fragment zostal powielo-
ny (enzym PAL jest homotetramerem) i dobudowano do niego fragmenty
zawierajace aminokwasy 1-63 oraz 532-716 (szczegbly modelowania opisuje
oryginalna praca Dagmar Rother i wspétpracownikow!?4).

Do struktury enzymu dobudowano atomy wodoru i przypisano tadunki
punktowe z pola sitlowego Charmm27 w pakiecie InsightIl. Dodano row-
niez parametry solwatacyjne programem Addsol z pakietu AutoDock. W
celu przyspieszenia obliczen, program AutoDock wykorzystuje tréjwymia-
rowe siatki punktéw, w ktérych wyznaczono (za pomoca empirycznego wzo-
ru) energie oddzialywan atoméw réznych typéw z enzymem oraz potencjal

*Na przyktad serwis [http://swissmodel.expasy.org /"
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elektrostatyczny. Taka siatka jest generowana dla kazdego typu atomu, jaki
znajduje sie w inhibitorze. Siatki zawieraly 60 x 60 x 60 weztéw co 0.375 A
i byly wyérodkowane na centrum aktywnym enzymu. Struktury inhibito-
réw zostaly zoptymalizowane na poziomie HF/6-311G(d), a w procedurze
dokowania uzywano ladunkéw punktowych obliczonych metoda Chelpg 121
Dokowanie kazdej formy inhibitora powtarzano 50 razy, aby uzyskaé zbiér
wynikéw do statystycznej analizy, ktéra polega w tym przypadku na ocenie
ilosci i wielkoéci klasteréw. Za kazdym razem zaczynano od nowej, losowo
wybranej populacji konformeréw (,,osobnikéw”). Wynikiem kazdej préby byt
pojedynczy konformer z ostatniego pokolenia, o najnizszej entalpii wiazania.
Klaster jest zdefiniowany jako zbiér zadokowanych egzemplarzy inhibitora,
dla ktérych $rednie odchylenie kwadratowe (RMSD) odleglosci pomiedzy
odpowiadajacymi sobie atomami nie przekracza 1 A. Dokowanie przepro-
wadzono za pomocg algorytmu genetycznego'? (LGA), stosujac za kazdym
razem nastepujace parametry:

liczba osobnikéw w populacji 50
maksymalna ilo$¢ obliczen energii 1 000 000
liczba pokolen 27 000
liczba ,najlepszych” osobnikéw przezywajacych 1
prawdopodobienstwo mutacji 0.02
prawdopodobienstwo krzyzowania 0.80

W trakcie dokowania struktura enzymu byla sztywna, natomiast wartosci
katéow dwusciennych w czasteczce inhibitora podlegaly optymalizacji.

2.7 Miedzyczgsteczkowe przeniesienie ladunku

Wartos¢ przeniesienia tadunku mozna wyznaczy¢ obliczajac sume tadunkéw
punktowych uzyskanych z funkcji falowej na atomach monomeru w dime-
rze 1 poréwnujac ja z formalnym tadunkiem danego monomeru. Niestety,
wielkosci wyznaczanych tadunkéw punktowych bywaja tak zréznicowane,
ze otrzymane wartosci CT sg niepoprawne nawet jakosSciowo, skutkujac w
niektorych wypadkach przeniesieniem tadunku w kierunku przeciwnym do
poprawnego. 1% Przyczyna tego moze byé arbitralnoéé stosowanych analiz
populacyjnych, silna zaleznosé CT od wielkosci stosowanej bazy funkcyjnej
oraz blad superpozycji bazy funkcyjnej. !0

W niniejszej pracy przetestowano szereg metod wyznaczania tadunkéw
punktowych, zbadano ich zaleznosé od wielkosci bazy funkcyjnej oraz wplyw
stosowanego poziomu teorii (zbadano metody HF, MP2, DFT i sprzezonych
klasteréw). Wyniki poréwnywano z nielicznymi znanymi wartosciami CT
wyznaczonymi eksperymentalnie. Do testow wybrano szereg dimeréw typu
kwas—zasada Lewisa, dla ktorych znane sa od niedawna eksperymentalne
wielkosci CT: HCN‘SO;J,, CHgCN-SOg, H3N‘SO3, (CH3)3N-S03, H3N‘BF3 i
(CH3)3N-BF3. Poniewaz sa to male uklady, mozna dla nich wykonaé obli-
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czenia zaawansowanymi metodami, takimi jak metoda sprzezonych klaste-
réw (CC), w duzej bazie funkcyjnej. Aby sprawdzi¢ wplyw wielkosci bazy
funkcyjnej obliczenia wykonano w bazach funkcyjnych typu correlation con-
sistent Dunningal®%153154 cc.p VX7, gdzie X = D, T, Q, ktérych rozmiar
rosnie w sposéb systematyczny. Geometria wszystkich kompleksow zostata
wyznaczona metoda MP2, w bazie 6-31+G(2d,p).

Sposrod dostepnych metod wyznaczania tadunkéw punktowych, w ni-
niejszej pracy zastosowano: metode analizy populacyjnej Mullikena, ' me-
tode AIM Badera,'>® metode Natural Population Analysis!®® (NPA) oraz
metody oparte na aproksymacji tadunkéw punktowych do wartosci spodzie-
wanych potencjatu elektrostatycznego wytwarzanego przez czasteczke 220151
Istnieje réwniez wiele innych metod, zaréwno opartych na podziale w prze-
strzeni Hilbertal®® (analizy populacyjne) jak i na podziale w przestrzeni
rzeczywistej (na przyklad metoda ELFY),

Teoretyczne modele ladunkéw punktowych dzieli sie na cztery klasy:2? do
pierwszej z nich zalicza sie¢ metody opierajace sie na przestankach nie wynika-
jacych z metod chemii kwantowej — sa to na przyktad metody przyblizajace
tadunki punktowe tak, aby odtwarzaty obserwowane wielkosci eksperymen-
talne. Do klasy drugiej tadunkéw punktowych zaliczaja sie wielkosci uzy-
skane z analiz populacyjnych. Najbardziej rozpowszechniona, jest metoda
analizy populacyjnej Mullikena.™'® Jest to jedna z wielu metod bazujacych
na sumowaniu wkladéw od poszczegdlnych orbitali atomowych, w ktérych
tadunek g4 na atomie A mozna ogdlnie zapisaé jako:

QA—ZA_ZZZ )ij Pk (S1) ik (2.26)

iI€EA j

gdzie Z4 jest tadunkiem jadra danego atomu, 7, j, k sa indeksami orbitali
atomowych (jedna z sum przebiega po orbitalach atomu A), P jest macierza
rzedow wigzan, S jest macierza calek nakladania, a x jest pewna arbitralng
liczba z zakresu 0 — 1. W przypadku analizy populacyjnej Mullikena x = 0
lub x = 1, natomiast jesli x = 0.5 to jest to analiza populacyjna Lowdina. Do
drugiej klasy tadunkéw punktowych zaliczajg sie réwniez tadunki uzyskane
metoda NPA.

O ile w przypadku metod populacyjnych podziat gestoéci elektronowej na
ladunki odbywa sie w przestrzeni Hilberta, o tyle w metodzie AIM1%? podzial
ten odbywa sie w przestrzeni rzeczywistej wspolrzednych kartezjanskich
uktadu, na podstawie powierzchni podzialu migedzy atomami. Powierzchnie
maja taki przebieg, ze gradient gestosci elektronowej wzdtuz normalnej do
tej powierzchni w danym punkcie przestrzeni wynosi zero. Metoda AIM
zalicza sie do trzeciej klasy tadunkéw punktowych, ktore oblicza sie na
podstawie fizycznych wielkoSci otrzymywanych z funkcji falowej — w tym
przypadku jest to gestoéé¢ elektronowa.

Roéwniez do klasy trzeciej zaliczaja sie tak zwane metody ESP, czyli meto-
dy polegajace na obliczaniu tadunkéw punktowych przyblizajacych wartosci
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potencjatu elektrostatycznego. Poniewaz jest on wartoscia spodziewana, mo-
ze by¢ obliczony z dobra doktadnoscig na podstawie funkcji falowej w zbiorze
m punktéw w przestrzeni otaczajacej czasteczke. Nastepnie, metodg naj-
mniejszych kwadratéw mozna dobraé¢ zestaw n tadunkéw qi,q2,q3, -, @n,
zwykle rozmieszczonych na atomach (mozliwe jest dowolne rozmieszczenie,
na przyklad na atomach i srodkach wiazan), ktére minimalizuja funkcje f:

m
f((ha 92,43, ", QTL) = Z [V; - Ei(q1> q2,43," " 7QH)]2 (227)
=1

gdzie V; oznacza potencjal elektrostatyczny wytwarzany w i-tym punkcie,
przez gestos¢ elektronowa p i tadunki jader Z,. Obliczany jest on wedtug

wzoru:
Zq p(r’) /
= E — d 2.28
r) ° ’T’a—T| ‘I‘/—I" r ( )

ktéry w przyblizeniu Hartree-Focka lub Kohna-Shama sprowadza si¢ do
wyrazenia:

AO AO

Y N L

gdzie indeksy j, k przebiegaja po wszystkich orbitalach atomowych y, a
Pjj, to odpowiednie elementy macierzy rzedow wigzan. F; jest wartoscig
potencjatu elektrostatycznego w i-tym punkcie, obliczonym na podstawie
zbioru fitowanych tadunkdéw:

Z % (2.30)

T‘l]

Na tej procedurze bazujg metody Chelp!®” i Chelpg!®! rézniace sie jedynie
algorytmem generowania punktéw przeznaczonych do fitowania tadunkéw
oraz iloScig tych punktéw. Ostatnia (czwarta) klasa tadunkéw punktowych,
wykorzystuje tadunki z klasy II lub III i modyfikuje je tak, aby dobrze
opisywaly wielkoSci obserwowane eksperymentalnie, co ma za zadanie wy-
eliminowaé¢ bledy metody, ktéra uzyto do wyznaczenia funkcji falowej.??

Wielko$¢ miedzyczasteczkowego przeniesienia tadunku moze by¢ takze
obliczona na podstawie stalych sprzezen kwadrupolowych metoda Townesa
i Dailey’a,1%0 ktére mierzone sa w eksperymentach spektroskopii mikrofalo-
wej 161162163164/ W niniejszej pracy wykorzystano wartosci CT uzyskane ta
metoda do oceny wynikow obliczen CT metodami ab initio w réznych ba-
zach funkcyjnych i réznymi metodami wyznaczania tadunkéw punktowych.
Zostaly one zaczerpniete z nastepujacych prac (w nawiasie podano odsylacz
do pozycji w bibliografii): HCN-SO3 (162), CH3CN-SO3 (162), H3N-SO3
(161), (CH3)3N-SOs (163), HsN-BF3 (165), (CHs)sN-BF3 (165).



Rozdziat 3

Wyniki badan

3.1 Oddzialywania w centrum aktywnym mutazy
choryzmianowej

Dla wybranych dziesieciu reszt z centrum aktywnego mutazy choryzmiano-
wej i trzech czasteczek wody, przeprowadzono analize oddzialywan z sub-
stratem i stanem przejéciowym?” (metode opisano w rozdziale 2.3, a model
centrum aktywnego przedstawiono w rozdziale 2.4). W tabelach [3.1/113.2| za-
mieszczono wartosci sktadowych energii oddziatywania dla poszczegdlnych
reszt z otoczenia katalitycznego, uszeregowanych wedlug malejacego wkia-
du do obnizenia bariery aktywacji (tabela 13.3). Ze wzgledu na ujemny ta-
dunek substratu i stanu przejsciowego, najwiekszy udzial w stabilizacji obu
struktur maja dodatnio naladowane reszty — argininy i lizyna, natomiast
glutaminian ma najwiekszy wkiad do destabilizacji.

W tabeli 3.3 przedstawiono udzial poszczegdlnych reszt w obnizeniu ba-
riery aktywacji A (r6znicowej stabilizacji stanu przejsciowego). Zdecydowa-
nie najwiekszy wktad do obnizenia bariery aktywacji maja natladowane ami-
nokwasy — argininy oraz glutaminian, a takze czasteczka wody XSOL124,
ktora jest obserwowana w strukturze krystalograficznej mutazy choryzmia-
nowej ze zwigzanym inhibitorem. Pozostale reszty, pomimo bliskiego kon-
taktu z reagujacym ukltadem, nie maja wplywu na obnizenie bariery akty-
wacji. Jak pokazuje przypadek lizyny Lys60 oraz glutaminianu Glu78, nawet
przy znacznej stabilizacji (lizyna) reszta moze nie mie¢ wplywu na obnizenie
bariery lub wrecz ja podnosié¢, a z drugiej strony aminokwas, ktora desta-
bilizuje substrat i stan przej$ciowy (glutaminian) moze by¢ jedna z reszt,
ktére najsilniej przyczyniaja sie do obnizenia bariery aktywacji, poprzez sil-
niejsza destabilizacje substratu. Najwickszy wktad do réznicowej stabilizacji
stanu przejSciowego wnosi arginina Arg90 (—9.06 kcal/mol), co potwierdza
wyniki wezesniejszych obliczen QM /MM 3L Rola argininy Arg90 znaj-
duje swoje potwierdzenie takze w wynikach eksperymentéw ukierunkowanej
mutagenezy, ktére wykazujg 2.6 - 10*-krotne obnizenie wydajnoéci enzymu

40
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(Kcat/ Kym) w wyniku zastapienia argininy lizyna oraz catkowity zanik aktyw-
nosci w przypadku zastapienia argininy alanina.®>“> Podobnie, zastapienie
argininy Arg7 alaning obniza wydajnos$é¢ 108-krotnie, natomiast zastapienie
lizyna — 103-krotnie.®® Wyniki te pokazuja réwniez, ze w katalizie istotny
jest tadunek reszty, bo wymiana dodatnio naladowanej argininy na dodatnio
natadowang lizyne nie pozbawia enzymu aktywnosci. Wniosek ten nie ogra-
nicza sie tylko do mutazy choryzmianowej z B. subtilis, ale dotyczy roéwniez
enzyméw wyizolowanych z innych organizméw, bo podobne zachowanie za-
obserwowano w przypadku argininy Argll w mutazie choryzmianowej z F.
coli, ktora jest odpowiednikiem Arg7 w mutazie choryzmianowej z B. sub-
tilis ®* Badania metoda ukierunkowanej mutagenezy potwierdzaja réwniez
niewielki udziat cysteiny Cys75.°) Cze$ciowa zgodnoéé wkladéw do rézni-
cowej stabilizacji stanu przejSciowego obserwuje sie rowniez w pordéwnaniu
z wynikami wczesniejszych obliczen QM /MM na poziomie pélempirycznym
AM1+CHARMM?22 (tabela3.3) jednak wyniki obliczen pétempirycznych sa
systematycznie zanizone.™

Na caltkowite obnizenie bariery aktywacji wzgledem fazy gazowej, obli-
czone na poziomie metody MP2/6-31G(d), na podstawie wkladéw od kom-
pleksow z poszczegdlnymi resztami, sktadaja sie nastepujace udzialy reszt
(w nawiasach podano wktad do obnizenia bariery aktywacji w kcal/mol):
Arg90 (—9.06), Arg7 (—5.90), Glu78 (—3.57), XSOL124 (—2.48), Argll6
(—2.45), Arg63 (—1.40), Cys75 (—0.81), SOLV7102 (—0.42), XSOL116
(—0.38), Tyr108 (0.29), Val73 (0.68), Phe57 (0.85) and Lys60 (1.39). Wyniki
te zgadzaja si¢ z wezesniejszymi obliczeniami metoda QM /MM na nizszych
poziomach teorii 3L 70T TT W oparciu o wyniki obliczenn QM /MM, ™ ktére
dostarczyly modelu do tych obliczen obnizenie bariery aktywacji oszacowano
na —19.7 kcal/mol.

Calkowite obnizenie bariery aktywacji na poziomie metody HF /6-31G(d)
jest znacznie przeszacowane (-29.6 kcal/mol) w stosunku do wartosci na po-
ziomie metody MP2, jednak wspoétczynnik korelacji pomiedzy tymi pozio-
mami jest bardzo wysoki (0.98). Oznacza to, ze sktadowa korelacyjna (Acopr)
ma duzy wktad do obnizenia bariery aktywacji, jednak jest on zblizony dla
wszystkich reszt i jest nieistotny przy wzglednej ocenie wplywu poszczegdl-
nych aminokwasow. Bardzo dobrym oszacowaniem catkowitej energii réz-
nicowej stabilizacji stanu przejSciowego, okazal sie by¢ poziom rozwiniecia
multipolowego, na ktérym otrzymano warto$é A wynoszaca -23.0 kcal/mol.

(1) )

Wynika to z wzajemnego kasowania sie wkladéw: penetracyjnego (A el-pen

wymiennego (Ag?), delokalizacyjnego (A&I:’l)) i korelacyjnego (Acorr). Jest

to zatem fizyczne potwierdzenie, oparte na pierwszych zasadach, wczedniej-
szych obserwacji, z ktérych wynikato, ze stabilizacja stanu przejSciowego
w mutazie choryzmianowej wynika wylacznie z oddzialywan elektrostatycz-
nych w centrum aktywnym SH28T6T50T Strajbl i wspélpracownicy,?8 sto-
sujac metode Empirical Valence Bond (EVB), stwierdzili, ze oddzialywania
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elektrostatyczne stabilizujg stan przejSciowy ulatwiajac w ten sposob zblize-
nie dwoch ujemnie natadowanych grup karboksylowych choryzmianu, co jest
konieczne dla zajscia reakcji. Wktady reszt do obnizenia bariery aktywacji
na poszczegdlnych poziomach teorii (tabela3.3) ilustruje rysunek 3.1, ktéry
nawiazuje do idei ,elektrostatycznego zamka” 166

We wstepnych obliczeniach obnizenia bariery aktywacji, glutaminian
Glu78 wnosil dodatni wktad do wartosci A (+2.6 kcal/mol), czyli wykazywal
charakter inhibicyjny, w odréznieniu od wynikéw Lee.”™ Celem wyjagnienia
tej rozbieznosci wykonano szczegdlowa analize konformacyjna, opisang w
rozdziale 3.4/ uzyskano bardziej optymalny (ze wzgledu na obnizenie bariery
aktywacji) model centrum aktywnego, w ktérym proton H4 grupy hydrok-
sylowej w choryzmianie i w stanie przejsciowym jest skierowany w strone
glutaminianu, a odleglos¢ pomiedzy tlenem tejze grupy hydroksylowej i tle-
nem w grupie karboksylowej glutaminianu wynosi 2.85 A w kompleksie z
substratem i 3.88 A w kompleksie ze stanem przejéciowym.

Bariera aktywacji obliczona na poziomie metody RHF/6-31G(d) /
CHARMM?22 QM/MM wynosi 11.0 kcal/mol z uwzglednieniem poprawki
na poziomie metody MP2/6-314+G(d) (przez dodanie réznicy energii wy-
znaczonej w fazie gazowej) oraz 16.1 kcal/mol z uwzglednieniem poprawki
na poziomie metody B3LYP/6-3114+G(2d,p).”" Eksperymentalna wartosé
AH?* wynosi 12.7 kcal /mol®® Poréwnanie obliczonej bariery z odpowiednia
wielkoscia dla roztworu (obliczona w modelu Polarizable Continuum Model,
PCM) pozwala oszacowaé przyspieszenie reakcji wzgledem reakeji niekatali-
zowanej na 1.3- 10 (z poprawka MP2/6-31+G(d)) do 7.5-10° (z poprawka
B3LYP/6-311+G(2d,p)) co — biorac pod uwage wykladnicza zalezno$é —
do$é¢ dobrze zgadza sie z wartoscia eksperymentalng, ktéra wynosi 4.5 - 106.

Bariera aktywacji dla reakcji przegrupowania choryzmianu do prefenia-
nu w fazie gazowej, obliczona metoda RHF /6-31G(d) dla geometrii zopty-
malizowanych w fazie gazowej,”> wynosi 48.4 kcal /mol, natomiast dla geo-
metrii uzywanych w niniejszej pracy, czyli zwiazanych w centrum aktyw-
nym, wynosi 49.0 kcal/mol (jest to réznica energii obszaru QM z obliczen
QM/MM™). Prawdopodobnie sg to wartoéci zawyzone, bo zastosowanie me-
tody uwzgledniajacej efekty korelacyjne, na przyklad BSLYP/6-31G(d) daje
znacznie nizsza bariere: 24.8 kcal/mol. Bariera aktywacji w enzymie ob-
liczona na podstawie wysokosci bariery w fazie gazowej (49.0 kcal/mol)
i obnizenia bariery aktywacji wyznaczonego na poziomie RHF/6-31G(d)
(ASCF = —29.6 kcal /mol) jest réwniez zawyzona w poréwnaniu z wartoscia
eksperymentalng® — wynosi 19.4 kcal/mol. Z drugiej strony na podstawie
wysokoéci bariery w fazie gazowej skorygowanej obliczeniami DFT oraz obni-
zenia bariery aktywacji na poziomie metody MP2 (AM#2 = —23.3 kcal /mol)
otrzymuje si¢ bariere aktywacji o wysokosci 1.5 kcal /mol. Jednak na tak duza
rozbieznos¢ wzgledem wielkosci eksperymentalnych moze mieé¢ wplyw wiele
czynnikéw. Przede wszystkim, A zawiera wytacznie wklady od 13 reszt i
jej wartos¢ moze ulec zmianie, gdyby wzia¢ pod uwage caly enzym. Ponad-
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Rysunek 3.1: Réznicowa stabilizacja stanu przejSciowego w mutazie choryzmianowej
— wklady poszczegdlnych reszt do obnizenia bariery aktywacji. Strzalki ilustruja
wzajemne kasowanie sie bltedow wynikajacych z pominiecia sktadowych: korela-
cyjnej, delokalizacyjnej, wymiennej i penetracyjnej. Symbole opisano w nagléwku
tabeli 3.3l oraz w tekscie.
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to, nie uwzglednia sie tutaj wewnatrzczasteczkowych oddziatywan w enzy-
mie. Wktad czedci MM do bariery aktywacji zostal oszacowany w oblicze-
niach QM/MM™ na, 6 kcal/mol. Uwzglednienie tej sktadowej daje bariere
aktywacji o wysokosci 7.5 kcal/mol. Hall i wspdlpracownicy™ wyznaczyli
wielkoS¢ obnizenia bariery aktywacji, optymalizujac strukture mutazy cho-
ryzmianowej metoda QM/MM (obliczenia w czesci QM byly wykonane na
poziomie metody B3LYP/6-31G(d)). Otrzymali oni warto$¢ A wynoszaca
—27.7 kcal/mol, co daje bariere rzedu 1.4 kcal/mol, jednak w tym przy-
padku prawdopodobnie nie uwzgledniono wktadu czesci MM. Po dodaniu
wspomnianej wyzej wartosci 6 kcal/mol, otrzymuje sie bariere o wysokosci
7.4 kecal/mol. Na podstawie obliczenn Crespo i wspétpracownikéw '™ (metoda
QM/MM, z zastosowaniem funkcjonalu PBE i bazy funkcyjnej DZVP dla
czedci QM) otrzymuje sie obnizenie bariery aktywacji wzgledem fazy gazo-
wej wynoszace —27 do —28 kcal/mol, natomiast z obliczeh QM/MM™ (w
czesci QM stosowano metode RHF /4-31G, a w czesci MM stosowano pole
sitowe CHARMM) wynika waros¢ A rzedu —20 kcal/mol.

Jak pokazuja powyzsze rozwazania, catkowita warto$¢ réznicowej stabi-
lizacji stanu przejéciowego wynoszaca okoto —23 kcal/mol po uwzglednieniu
wkladu wynikajacego ze zmiany energii samego enzymu daje do$¢ dobre
oszacowanie wysokosci bariery. Otrzymana warto$¢ A potwierdza, ze roz-
nicowa stabilizacja stanu przejSciowego jest podstawowym mechanizmem
dziatania mutazy choryzmianowej. Wzgledna stabilizacja stanu przejéciowe-
go jest znaczna, pomimo, ze zwiazany substrat ma strukture odpowiadajaca
definicji NAC,?% a tym samym wyklucza wiekszos$é¢ efektéw, ktére mogty
by by¢ zwiazane z proponowang teoria NAC. Efekty te zostaly oszacowa-
ne niezaleznie dwoma metodami obliczeniowymi: metoda Free Energy Per-
turbation (FEP) obliczono,*” ze wynosza one 3.8-4.6 kcal/mol, natomiast
metoda Empirical Valence Bond (EVB) oszacowano ta wielko$é na okolo
5 kcal/mol.?® Mozliwe, ze proponowany wktad NAC do katalizy nie polega
na obnizeniu bariery aktywacji, lecz na ograniczeniu przestrzeni konforma-
cyjnej substratu i zmniejszeniu szerokosci bariery, co réwniez moze zwiekszaé
prawdopodobienstwo zajscia reakcji.

3.2 Statyczne pole katalityczne mutazy chory-
zmianowej

Znajomosé¢ statycznego pola katalitycznego z jednej strony umozliwia za-
projektowanie optymalnego katalizatora dla danej reakcji, a z drugiej strony
moze by¢ narzedziem pomocnym w badaniach istniejacego katalizatora, ta-
kiego jak enzym. Przewaga oddzialywan o charakterze elektrostatycznym w
centrum aktywnym mutazy choryzmianowej, pozwala zastosowaé pola kata-
lityczne do badania reakcji przegrupowania choryzmianu i poréwnacé je ze
struktura centrum aktywnego.
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Do wyznaczenia statycznego pola katalitycznego uzyto struktur chory-
zmianu i stanu przejSciowego zadokowanych w centrum aktywnym mutazy
choryzmianowej, z modelowania $ciezki reakcji metoda QM /MM. Byly to te
same struktury co stosowane w rozdziale [3.1, wiec opis przygotowania tych
struktur zostanie pominiety. Warto jedynie zaznaczy¢, ze struktura uzyta
jako substrat, to geometria zoptymalizowana w centrum aktywnym enzy-
mu (a nie w fazie gazowej), czyli forma diaksjalna. Dzigki temu, z jednej
strony wyklucza si¢ z tego modelu efekty zwiazane z preorganizacja czy tez
NAC, a z drugiej strony pole katalityczne nie jest obarczone niedoktadno-
$cig wynikajaca z niejednoznacznego nalozenia geometrii substratu i TS, bo
sa one do siebie podobne. Zaréwno wartosci potencjatu elektrostatycznego
jak i pola elektrycznego byly wyznaczone za pomocg programu Gaussian,142
metoda Hartree-Focka, w bazie 6-31G(d). Wprawdzie mozliwe jest wyzna-
czenie tych wartodci na wyzszym poziomie teorii, jednak biorac pod uwage
wyniki prezentowane w rozdziale 3.1 (mozliwosé zaniedbania korelacji elek-
tronowej oraz skladowych delokalizacyjnej i wymiennej), taki opis uznano
za wystarczajacy.

Tréjwymiarowe statyczne pole katalityczne dla reakcji katalizowanej
przez mutaze choryzmianowsa, przedstawione na rysunku 3.2/ zostalo wy-
znaczone programem napisanym specjalnie w tym celu, zgodnie z procedura
opisang w rozdziale 2.5. Z sumarycznego rozktadu gestosci elektronowej, ob-
liczonej z plikéw CUBE wybrano powierzchnie o wartosci pg + prs = 0.005
a.u. Na tg powierzchnie naniesiono wartosci réznicowego potencjatu elektro-
statycznego Ag wyznaczonego z plikow CUBE z potencjatami substratu i
TS. Wartosci Ag zostaly przedstawione za pomoca mapy koloréw.

Rysunek 3.3 przedstawia statyczne pole katalityczne przegrupowania
choryzmianu do prefenianu w postaci przekroju przez powierzchnie utwo-
rzona przez wiazanie zrywane (C-O3) i tworzone (C3-C9). W tym przypad-
ku wartosci potencjatu elektrostatycznego zostaly wyliczone bezposrednio
w zadanych punktach programem Gaussian i przedstawione za pomocg zna-
kéw + (dodatnia warto$é Ag) oraz — (ujemna warto$é¢ Ag). Wielkosé¢ znaku
+ lub — okresla warto$é bezwzgledna Ag. Do obliczen wybrano punkty roz-
mieszczone na powierzchni van der Waalsa, uzywajac promienia 1.2 A dla
atoméw wodoru, 1.7 A dla atoméw wegla i 1.4 A dla atoméw tlenu.

Wartosci Ag, przedstawione, czy to za pomoca odpowiedniego koloru
(rysunek [3.2)), czy tez za pomoca symbolu (rysunek 3.3), okreslaja znak
tadunku fragmentu otoczenia, ktéry umieszczony w danym miejscu stabi-
lizuje stan przejsciowy wzgledem substratu, a tym samym obniza bariere
reakcji. Dodatkowo, wartosé Ag okresla wzgledny wktad danego tadunku
(fragmentu) do calkowitego obnizenia bariery. Jak wynika z analizy rozkla-
du wartosci Ag na powierzchni otaczajacej reagujacy uktad, odzwierciedlaja
one dos¢ dobrze rozmieszczenie naladowanych reszt w centrum aktywnym.
Dotyczy to przede wszystkim arginin Arg90 i Arg7 oraz glutaminianu Glu78.
Jak pokazano w tabelil3.3, wlasnie te aminokwasy wnosza najwiekszy wktad
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Arg116(+)

Arg7(+) XSOL116

“ ' Arg63(+) !
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Arg116(+)
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Glu78(-)
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SOLV7102
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Rysunek 3.2: Statyczne pole katalityczne reakcji przegrupowania choryzmianu (wi-
dok z dwéch kierunkdw)
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0.06731
0.04808 -
0.02884 -
0.009615
-0.009615 -

-0.02885 -

-0.04808 -

-0.06731 -

Rysunek 3.3: Statyczne pole katalityczne reakcji przegrupowania choryzmianu w
plaszczyZnie wiazania zrywanego (C-03, pogrubiona linia ciagla) i tworzonego (C3-
(9, pogrubiona linia przerywana) w trakcie reakcji.
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Rysunek 3.4: Poréwnianie wybranych reszt konserwatywnych w centrum aktywnym
mutazy choryzmianowej z organizméw Bacillus subtilis, Escherichia coli i Saccha-
romyces cerevisiae, odpowiednio kolor czarny, niebieski i czerwony (na podstawie
pracy Khanjina®®).

do obnizenia bariery, siegajacy w przypadku argininy Arg90 az 9 kcal/mol.
Widaé zatem, ze struktura centrum aktywnego odpowiada teoretycznie wy-
prowadzonemu na podstawie pierwszych zasad mechaniki kwantowej, polu
katalitycznemu reakcji, ktéra w tym centrum przebiega i stanowi optymalny
katalizator dla tej reakcji. Co wiecej, nie jest to przypadek, a skutek ewolucji
enzymu, o czym $wiadczy poréwnanie badanego tutaj centrum aktywnego
mutazy choryzmianowej z Bacillus subtilis®? (BsCM) z centrami aktywny-
mi tego enzymu, wyizolowanego z innych organizméw — Escherichia coli>?
(EcCM) oraz Saccharomyces cerevisiae®® (ScCM). Reszty zidentyfikowane
tutaj jako wnoszace wktad do obnizenia bariery aktywacji okazuja si¢ mieé
swoje odpowiedniki w réznych organizmach, co pokazuje rysunek 3.4. W
miejscu, w ktérym w BsCM znajduje sie glutaminian Glu78, w EcCM po-
jawia si¢ glutaminian Glu52, a w ScCM — glutaminian Glul98. Podobnie,
arginina Arg7 jest zastepowana przez Argll (EcCM) oraz Argl6 (ScCM),
arginina Arg63 jest zastegpowana przez Arg28 (EcCM) i Arglb7 (ScCM), a
arginina Arg90 przez réwniez dodatnio natadowane lizyny — Lys39 (EcCM)
i Lys168 (ScCM). Arginina Argl16 ma sw6j odpowiednik tylko w przypadku
EcCM; jest nim arginina Arg51. Na tej podstawie mozna wysnué¢ ogdélniejszy
wniosek: pole katalityczne jest ,matryca”’ opisujaca rozklad tadunku opty-
malny dla przebiegu danej reakcji, a enzymy, na drodze ewolucji, zostaly do-



ROZDZIAL 3. WYNIKI BADAN 52

pasowane do tej ,matrycy”. Ten optymistyczny wniosek oznacza, ze nasladu-
jac ewolucje mozna uzy¢ statycznego pola katalitycznego do zaprojektowania
optymalnego katalizatora dla wybranej reakcji lub tez ,,przeprogramowania”
enzymu tak, aby katalizowal reakcje z innymi substratami. Przedstawione
podejscie otwiera droge do przewidywania uogélnionej struktury centrum
aktywnego enzymu na podstawie katalizowanej reakcji — dzieki znajomosci
pola katalitycznego oraz konserwatywnych reaszt znajdujacych sie w kil-
ku enzymach katalizujacych ta samg reakcje mozna przewidzie¢ przyblizone
polozenie tych reszt w przestrzeni otaczajacej reagujacy uktad. W ten spo-
sOb mozna na przyktad zweryfikowaé strukture otrzymana z modelowania
przez homologie. Wyniki uzyskane w przypadku mutazy choryzmianowej sa
jednoczeénie kolejnym dowodem na to, ze prosty model oddziatywan elektro-
statycznych daje w tym przypadku rozsadne wyniki, ktére dobrze zgadzaja
sie ze struktura krystalograficzng enzymu. Podobne rezultaty otrzymano
metodg DTSS dla syntetazy tRNAT oraz kinazy biatkowej. 108

Struktura substratu uzytego w obliczeniach pola katalitycznego jest zbli-
zona pod wzgledem geometrii do struktury stanu przej$ciowego i odpowiada
strukturze NAC (dtugosé wiazania C3—-C9 wynosi 3.44 A, czyli zgodnie z
definicja®® jest mniejsza niz 3.7 A) Zasadnicze zmiany w geometrii chory-
zmianu zachodza pomiedzy forma diekwatorialna, a diaksjalna, czyli w trak-
cie tworzenia kompleksu enzym-substrat. Pomiedzy strukturg zwiazana, a
stanem przejéciowym zachodza juz tylko niewielkie zmiany geometryczne,
natomiast energia zmienia si¢ w sposéb znaczny (uklad przechodzi przez
bariere¢). Rysunek [3.2, przedstawiajacy statyczne pole katalityczne wyjasnia
nature tych zmian — przyczyna istnienia bariery sa duze zmiany w rozkla-
dzie gestosci elektronowej spowodowane koniecznoscia zerwania i utworzenia
wiazania. Obrazem tych zmian sa niezerowe wartosci réznicowego potencja-
tu elektrostatycznego. Struktura NAC jest wiec, przynajmniej w przypadku
mutazy choryzmianowej, szczegdlnym punktem w przestrzeni konformacyj-
nej, rozdzielajaca obszar duzych zmian geometrycznych od obszaru duzych
zmian w strukturze elektronowe;j.

Statyczne pole katalityczne zostato réwniez zastosowane do opisu oddzia-
lywah w centrum aktywnym kinazy tiazolowej.t? W tym przypadku pole
katalityczne poprawnie przewiduje lokalizacje jednego z kationéw magnezu
obecnych w centrum aktywnym. W miejscu, w ktérym znajduje sie drugi
kation, nie ma istotnych zmian w potencjale elektrostatycznym, co moze
oznaczal, ze nie wnosi on istotnego wktadu do obnizenia bariery aktywacji
albo, ze jego obecnoéé jest ekranowana przez sasiadujace reszty asparagino-
we. Pole katalityczne przewiduje obecnosé dodatnio naladowanej reszty w
miejscu wystepowania argininy Argl21 oraz ujemnie naladowanego otocze-
nia w miejscu, w ktérym znajduje sie obojetna cysteina. Co ciekawe, wiado-
mo z eksperymentow ukierunkowanej mutagenezy, ze zastapienie tej reszty
inng, ujemnie natadowana, zwieksza aktywnos¢ katalityczna tego enzymu.
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3.3 Dynamiczne pole katalityczne mutazy chory-
zmianowej

Jak wspomniano w rozdziale 2.5, istniejg dwa rodzaje efektéw obnizajacych
bariere reakcji, majacych charakter dynamiczny, czyli wynikajacy z prze-
mieszczenia. Zewnetrzny efekt katalityczny nie jest bezposrednio sprzezony
ze wspélrzedna reakcji, a jego zrodlem jest zalezno$é energii oddzialywa-
nia w kompleksach katalizatora (reszty, enzymu, ...) z substratem i sta-
nem przejéciowym od odleglosci pomiedzy monomerami w tych komplek-
sach. Innymi stowy, bariera reakcji moze mie¢ inng wysoko$é¢ w zaleznosci
od tego, czy otoczenie katalityczne jest blisko czy daleko od reagujacego
uktadu. Wewnetrzny efekt katalityczny jest natomiast $ciSle powigzany z
dynamika reakcji chemicznej w skali czasowej tej reakcji i wynika z fluktu-
acji odleglosci w ukladzie substrat/TS — katalizator. Tego rodzaju efekty
moga by¢ latwo przedstawione (i przewidywane) w postaci tréjwymiarowej
mapy wektorowej (rysunek 3.5). Stozki przedstawione na rysunku ilustru-
ja wektory powstale przez zlozenie (sume) wektoréw gradientu potencjalu
elektrostatycznego Vg i Vrg. Przedstawiaja one kierunki optymalnego ruchu
dodatnich tadunkéw prébnych, ktére powoduja obnizenie bariery aktywa-
cji (optymalny ruch ujemnych tadunkéw powinien odbywaé sie w kierun-
ku przeciwnym). Wewnetrzne pole katalityczne A przewiduje najwiekszy
efekt zwiazany z ruchem dodatnio natladowanego otoczenia w poblizu grup
karboksylowych i atomu O3. Jak pokazuje rysunek 2.2, w tych miejscach
znajduja sie dodatnio natadowane argininy: Arg7, Arg63, Arg90. Aby obni-
zy¢ bariere aktywacji powinny one zwieksza¢ swojg odlegtoéé od reagujacego
uktadu w trakcie przebiegu reakcji. Nie jest to zgodne z obserwowanym w
symulacjach QM/MM™ skréceniem wiazan wodorowych w trakcie reakcji,
jednak rozbieznos¢ ta zostanie wyjasniona na przykladzie argininy Arg90
w rozdziale 3.4. Pole A; przewiduje réwniez nieco mniejszy efekt zwigzany
ze zmniejszeniem odlegloéci w poblizu grupy hydroksylowej, jednak doty-
czy on dodatniego tadunku prébnego. W tym miejscu znajduje sie ujemnie
natadowany glutaminian Glu78, dla ktérego — ze wzgledu na przeciwny la-
dunek — ruch optymalny, to réwniez (jak w przypadku arginin) zwiekszenie
odlegtodci.

3.4 Konformacyjna stabilizacja stanu przejSciowe-
go

Przewidywania wynikajace z dynamicznych pél katalitycznych moga by¢
zweryfikowane poprzez bezposrednie obliczenia obnizenia bariery aktywacji
w ramach metody DTSS, dla réznych konformeréw kompleksu katalizator—
substrat i katalizator—T'S (katalizatorem jest w tym przypadku pojedyncza
reszta lub enzym). W ten sposéb sprawdzono wplyw odleglosci pomiedzy



ROZDZIAL 3. WYNIKI BADAN 54

Rysunek 3.5: Wewnetrzne pole katalityczne dla reakcji przegrupowania choryzmia-
nu do prefenianu. (A) Wektory wewnetrznego pola katalitycznego A na powierzch-
ni o stalej gestosci elektronowej p = 0.005 a.u.; (B) Wektory wewnetrznego pola
katalitycznego A; w punktach przeciecia powierzchni o stalej gestosci elektronowe;j
p = 0.005 a.u. i najkrétszych kontaktéw pomiedzy resztami wykazujacymi najwick-
szy wklad do A, a substratem /TS (rysunek 3.6)).
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Tabela 3.4: Wplyw orientacji grupy hydroksylowej w choryzmianie/ TS na wysoko$¢
bariery aktywacji, mierzony wartoscia A (w kcal/mol) na poziomie metody MP2/6-
31G(d). Orientacje grupy hydroksylowej okresla kat dwuscienny H4-O-C1-C.

Konformer Kat © w kompleksie: Arrpo
Glu78 — choryzmian Glu78 — TS

1 250.0 250.0 0.12

1I 80.0 80.0 —1.49

11T 80.0 250.0 7.33

I\Y 250.0 80.0 —8.70

Tabela 3.5: Wplyw odleglosci Glu78-choryzmian/TS na obnizenie bariery akty-
wacji A (w kcal/mol) na poziomie metody MP2/6-31G(d). Kolumna ,Kontakt”
okresla, w ktéra strone zwrdcony jest proton grupy hydroksylowej choryzmianu
i TS. Odlegtoé¢ (w A) mierzono pomiedzy atomami cigzkimi, czyli tlenem grupy
hydroksylowej, a tlenem w Glu78 lub siarka w Cys75.

Konformer Kontakt Odleglosé w kompleksie: A p2
Glu78 — choryzmian Glu78 — TS

I Cys75, S 1.24 3.88 2.62

1I Glu78, O 4.24 3.88 1.29

III Glu78, O 2.85 2.82 0.22

v Glu78, O 4.24 2.82 5.08

\Y Glu78, O 2.85 3.88 —3.57

glutaminianem Glu78 i choryzmianem/TS na obnizenie bariery aktywacji
oraz wplyw obrotu grupy hydroksylowej w choryzmianie. W centrum aktyw-
nym mutazy choryzmianowej z B. subtilis znajduja sie dwie reszty zdolne do
utworzenia wigzania wodorowego z grupa hydroksylowa — wspomniany glu-
taminian Glu78 oraz cysteina Cys75, dlatego istnieja dwie prawdopodobne
orientacje tej grupy. Juz prosty test, ktérego wyniki umieszczono w tabe-
lach [3.4/1 3.5, pokazuje, ze odleglosé od glutaminianu (7) i orientacja grupy
hydroksylowej (kat H4-O—C1-C) maja znaczacy wplyw na obnizenie bariery
aktywacji. Jak wynika z tabeli [3.4, obrét niewielkiej grupy hydroksylowe;j
moze do$¢ istotnie wptywaé na bariere reakcji. Optymalnym ze wzgledu na
jej obnizenie, jest konformer IV, w ktérym proton grupy hydroksylowej jest
skierowany w poblize atomu siarki cysteiny (© = 250.0) w kompleksie z
substratem oraz na atom tlenu w glutaminianie (6 = 80.0), w kompleksie
ze stanem przejSciowym. Oznacza to, ze aby osiagna¢ mozliwe najwigksze
obnizenie bariery aktywacji, grupa hydroksylowa musi si¢ obraca¢ w trakcie
reakcji. Efekt ten, w ramach nomenklatury stosowanej do opisu pél katali-
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tycznych, nalezy zaklasyfikowa¢ jako wewnetrzny efekt dynamiczny. Uogdl-
nienie tabeli [3.4] stanowi rysunek 3.7, przedstawiajacy zalezno$¢ obnizenia
bariery aktywacji A od kata © w kompleksie z substratem (Og) i stanem
przej$ciowym (©ys). Obliczenia wykonano na poziomie metody MP2 w bazie
6-31G(d), zmieniajac wartosci kata © dla substratu i stanu przej$ciowego w
zakresie od 0 do 350°, co 10°, a badany model sktadal si¢ z choryzmianu
lub TS i anionu kwasu octowego reprezentujacego grupe karboksylowa glu-
taminianu. Minimum na tym wykresie definiuje taka pare katéw Og, Org,
dla ktérych obnizenie bariery aktywacji A jest najwiegksze. Sa to wymienione
wczesdniej w tabeli 3.4, wartosci ©g = 250.0 oraz ©1g = 80.0, odpowiadajace
obrotowi grupy hydroksylowej od cysteiny do glutaminianu. Na rysunku 3.7
pokazano rowniez strzatka maksimum, ktore odpowiada przeciwnemu rucho-
wi — najbardziej niekorzystnemu, ze wzgledu na obnizenie A. Ze wzgledu
na duzy koszt obliczeniowy, skan powierzchni A przeprowadzono w modelu,
ktory zawieral tylko choryzmian/TS i anion octanowy, jako model glutami-
nianu, natomiast nie zawieral cysteiny. Biorac pod uwage mozliwa zmianeg
ksztaltu powierzchni A po uwzglednieniu cysteiny (jako etanotiolu), obli-
czono pdzniej zaleznosé A od kata © w rozszerzonym modelu, réwniez na
poziomie metody MP2 w bazie 6-31G(d) (rysunek 3.8). Wyniki dokladniej-
szych obliczen nie zmieniajg wnioskow dotyczacych rotacji grupy hydroksy-
lowej — chociaz obecnos¢ cysteiny zmienia nieco ksztalt powierzchni, jednak
nie wplywa na jej ogdlny charakter i polozenie ekstreméw nie zmienia sie
znaczaco. Wazng obserwacja moze by¢ fakt, ze rotacja grupy hydroksylowej
powoduje dramatyczng zmiane wartosci A i moze wplywaé hamujaco lub
przyspieszajaco na przebieg reakcji.

W podobny sposéb przebadano wplyw odlegtoéci glutaminianu Glu78 od
choryzmianu/TS (tabela3.5 1 rysunek 3.9). W tym przypadku réwniez stoso-
wano model sktadajacy sie z choryzmianu lub TS i anionu kwasu octowego,
zastepujacego glutaminian, a odlegtos¢ » w obu kompleksach zmieniano co
0.1 A. Podjecie obliczen optymalnej odlegloci dla glutaminianu Glu78 po-
dyktowane zostalo rozbieznoscia pomiedzy wartoscia r dla modelu QM /MM
uzZywanego w niniejszej pracy " i wartoéciami cytowanymi w literaturze.™
W pracy Y. S. Lee™ wartosci rg i rpg wynosily odpowiednio 2.85 i 2.82 A,
a wklad glutaminianu Glu78 do obnizenia bariery aktywacji wynosit okoto
—4 kcal/mol (metoda HF/4-31G), podczas gdy w modelu QM/MM stoso-
wanym tutaj, odleglosci te wynosily odpowiednio 4.24 i 3.88 A, a wktad
glutaminianu do A wynosit 0.79 kcal/mol na poziomie HF/6-31G(d) oraz
2.62 kcal/mol na poziomie MP2/6-31G(d), czyli byl inhibicyjny. Nalezy za-
znaczy¢, ze zastosowanie odleglogci podanych przez Lee™ (2.85 i 2.82 A)
réwniez nie prowadzi do efektu katalitycznego, gdyz wprawdzie na poziomie
HF/6-31G(d) wklad glutaminianu do A wynosi —2.92 kcal/mol (co jest w
pewnym stopniu zgodne z cytowana powyzej wartoscia —4 kcal/mol), jed-
nak juz na poziomie metody MP2/6-31G(d) wynosi on 0.22 kcal/mol. Jak
pokazuje tabela 3.5, zadna z tych par nie jest optymalna ze wzgledu na ob-
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Rysunek 3.6: Najkrétsze kontakty w centrum aktywnym mutazy choryzmianowe;j.
Zielone sfery oznaczaja punkty przeciecia powierzchni o stalej gestosci elektronowej

0.005 a.u. (niebieskie punkty) z najkrétszymi kontaktami pomiedzy resztami

wykazujacymi najwiekszy wklad do A, a TS.
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Rysunek 3.7: Wplyw konformacji grupy hydroksylowej choryzmianu/TS na obni-
zenie bariery aktywacji, A (MP2/6-31G(d)). Kat © (w stopniach) okresla wartos¢

kata dwusciennego H4—-O—-C1-C w substracie (S) i stanie przejsciowym (TS).
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Rysunek 3.8: Wplyw konformacji grupy hydroksylowej choryzmianu/TS na obnize-
nie bariery aktywacji, A w obecnosci cysteiny (MP2/6-31G(d)). Kat © wyrazony
w stopniach.

nizenie bariery aktywacji. Sposrod wariantéw wymienionych w tabeli 3.5
najbardziej korzystny jest wariant V, uwzgledniajacy zmiane odleglosci —
z mniejszej rg do wiekszej rrg. Dlatego wlasnie w obliczeniach wktadéw
do obnizenia bariery aktywacji (rozdziat 3.1) stosowano model V kompleksu
z glutaminianem. Wynik ten jest zgodny z przewidywaniami wewnetrznego
pola katalitycznego (rysunek 3.5)), ktére przewiduje, ze ruch ujemnie nalado-
wanego otoczenia w miejscu, w ktérym znajduje sie glutaminian, polegajacy
na odsuwaniu tego otoczenia, bedzie obnizal bariere aktywacji. Jest to wy-
nik doéé¢ oczywisty, wobec réwnania 2.2/ i tego, ze zaréwno choryzmian/TS
jak i glutaminian sa ujemnie natadowane. Z réwnania 2.2 wynika, ze A
jest tym nizsza im nizsza jest warto$¢ AEgpg (silniejsze jest oddziatywanie
w kompleksie ze stanem przej$ciowym) lub im wyzsza jest warto$¢ AEgg
(silniejsza jest destabilizacja substratu). Dlatego wlasnie proste rozwazania
oparte na prawie Coulomba, traktujace substrat/TS i glutaminian jako la-
dunki punktowe, prowadzg do wniosku, ze zwiekszanie odlegtosci r w trakcie
reakcji prowadzi do zmniejszenia destabilizacji w ukladzie, a tym samym do
obnizenia bariery aktywacji (ilustruje to rysunek 2.4B). Ogélna zaleznosé
obnizenia bariery aktywacji A od r ilustruje rysunek [3.9, przy czym nalezy
pamietaé, ze obecnosé otoczenia w postaci enzymu naktada ograniczenia na
ruch reszty, wiec prawdopodobnie jest on mozliwy w znacznie mniejszym
zakresie niz wynika to z wykresu. Podobnie jak obrét grupy hydroksylo-
wej, rOwniez przewidywany ruch glutaminianu ma charakter wewnetrznego,
dynamicznego efektu katalitycznego.

Wplyw odleglosci reszty od substratu/TS zbadano réwniez w przypadku
Arg90, aminokwasu, ktory tworzy dwa silne wigzania wodorowe z substra-
tem i ma najwiekszy wklad do obnizenia bariery aktywacji. W tym przy-
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Rysunek 3.9: Wplyw odleglosci glutaminianu Glu78 od choryzmianu/TS na obni-
zenie bariery aktywacji (MP2/6-31G(d)). Gérny wykres: konformer optymalny ze
wzgledu na obrét grupy hydroksylowej (numer IV w tabeli [3.4)); dolny wykres: kon-
former I (tabelal3.4) — proton w grupie hydroksylowej obrécony w strone cysteiny
Cys75. Odleglosé r w A.



ROZDZIAL 3. WYNIKI BADAN 60

Rysunek 3.10: Wplyw odleglo$ci pomiedzy argining Arg90, a substratem (rg) i sta-
nem przejéciowym (rrg). Odlegloéci wyrazone sa w A i w tym przypadku mierzone
sa pomiedzy atomami O i H. Strzalka zaznaczono punkt siodlowy.

padku otrzymano powierzchnie A o zupelnie innym ksztalcie (rysunek [3.10).
Optymalna odlegtosé dla kompleksu ze stanem przejsciowym (rpg) wyno-
si okolo 1.6 A, natomiast dla kompleksu z substratem nizsze wartosci A
sa osiggane przy malych odleglosciach rg ~ 1 A oraz przy odlegloéciach
znacznie wiekszych, rg ~ 6 A. Wynika z tego, ze bariera aktywacji mo-
ze by¢ obnizona przez ruch argininy Arg90 na krétkim odcinku od 1 do
1.6 A (zwigkszenie odleglosci) lub przez skrécenie odleglosci — na przyktad
pomiedzy ~ 2 A, a 1.6 A. Z symulacji QM/MM™ wynika, ze w przypad-
ku Arg90 istotnie obserwuje sie znaczne skrécenie wigzania wodorowego z
~1.95 A do ~ 1.75 A, co odpowiada drugiemu przypadkowi. Wewnetrzne
pole katalityczne A przewiduje bardzo duzy efekt zwigzany z ruchem ar-
gininy Arg90, jednak w przeciwnym kierunku niz obserwowany w symulacji
QM/MM. Ta pozorna rozbieznos¢ wyjasnia fakt, ze powierzchnia o stalej
gestosci elektronowej p = 0.005 a.u. (rysunek [3.6) znajduje sie w odlegtosci
1.55 A od atomu O3, a zatem przed punktem siodtowym, ktéry znajduje sie
w odlegloéci 1.84:0.2 A. Ruch obserwowany w symulacjach QM /MM odbywa
sie za punktem siodtowym, czyli w obszarze, w ktorym optymalny jest ruch
w przeciwnym kierunku. Wniosek ten, jest ostrzezeniem dotyczacym stoso-
walnosci pol katalitycznych — zwtlaszcza dynamicznych. Jak widaé, sg one
bardzo wrazliwe na umiejscowienie powierzchni i wnioski dotyczace optymal-
nego ruchu sa poprawne tylko dla punktu, w ktérym wyznaczono wektor.
Wszelkie uogélnienia musza byé¢ dokonywane z daleko idaca ostroznoscia.
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Tabela 3.6: Energia formy AC i stanu przejSciowego (TS) wzgledem formy EC dla
mozliwych stanéw sprotonowania AIP (energia wyrazona jest w kcal/mol). Formy
AC-e i AC-f nie istnieja w fazie gazowej.

Forma, AC TS EC
(a) -NH7, -POsH, 441  4.86 0.0
(b) -NHs, -PO3H; 2.70  3.35 0.0
(c) -NHj,-POsH~ 424 466 0.0
(d) -NHy, -POzH~  1.72  2.00 0.0
(
(

) -NH7, -PO;> — — 00
) -NH,, -PO; — — 00

3.5 Inhibicja amoniakoliazy fenyloalaninowej

Analiza rentgenowska krysztaléw inhibitora AIP (rysunek[1.5) amoniakolia-
zy fenyloalaninowej wykazata, ze w ciele stalym czasteczki AIP sg zgiete, a
atom wegla C2, do ktorego przytaczone sg grupy funkcyjne jest odchylony od
plaszczyzny pierscienia o okolo 0.4 A™' W tej konformacji grupa aminowa
znajduje sie w pozycji aksjalnej, natomiast wicksza grupa fosfonowa znaj-
duje sie w pozycji ekwatorialnej (dlatego ta konformacja bedzie oznaczana
jako EC). Obie grupy sa zjonizowane (-NHJ oraz -POsH™). W sumie, AIP
moze wystepowaé¢ w dwunastu formach w zaleznosci od konformacji (ekwa-
torialna, EC lub aksjalna, AC) i stanu sprotonowania grup funkcyjnych: (a)
-NH41, -PO3Ha, (b) -NHs, -PO3Hs, (c) -NH;, -PO3H™, (d) -NHy, -POsH™,
(e) -NHJ, —PO§2, (f) -NHa, —PO;Q. Geometrie AC i EC wraz ze struktura
stanu przejsciowego przedstawione sa na rysunku 3.11.

Geometrie wszystkich dwunastu struktur wyznaczano teoretycznie po-
stugujac sie programem Gaussian,'4? na poziomie metody Hartree-Focka, w
bazie 6-31G(d). Tabela 3.6 przedstawia energie poszczegdlnych form AIP.
Wiyniki tych obliczen wskazuja na to, ze preferowana (w fazie gazowej) jest
forma EC i to bez wzgledu na stan sprotonowania grup funkcyjnych. Po-
nadto, skrajnie zasadowe formy aksjalne (AC-e i AC-f) najprawdopodobniej
nie istniejg w fazie gazowej, bo nie udalto sie zlokalizowa¢ odpowiednich mi-
nimoéw. Istnienie pozostatych form aksjalnych réwniez nie jest pewne, bo
wprawdzie udato si¢ wyznaczyé¢ minima i stany przejéciowe, jednak rézni-
ca energii pomiedzy odpowiednimi formami AC i EC jest niewielka (1.7 do
4.4 kcal/mol). Bariera energetyczna w zadnym przypadku nie przekacza 1
kcal/mol, a czestosci urojone w poszczegélnych stanach przej$ciowych sa sto-
sunkowo niskie: 47.35 cm~! (TS-a), 47.79 cm~! (TS-b), 43.86 cm~! (TS-c),
40.70 cm ™! (TS-d), co wskazuje na tagodny ksztatt tej bariery. Obliczenia zo-
staly zweryfikowane na wyzszych poziomach teorii, to znaczy DFT/B3LYP
i MP2, a zestawione wyniki znajduja si¢ w tabeli3.7. W przypadku metody
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Rysunek 3.11: Geometria form AC-d, TS-d i EC-d inhibitora AIP, obliczona na

poziomie metody HF/6-31G(d).

Tabela 3.7: Wzgledne energie form AC, TS, EC inhibitora AIP na réznych pozio-
mach teorii. Wartosci energii wyrazono w kcal/mol. Forma (c) nie zostata znaleziona

na poziomie metody DFT.

Forma AC TS EC
(b) -NHs, -PO3H,

HF 2.70 3.35 0.0
DFT/B3LYP 2.16 3.12 0.0
MP2 2.32 4.57 0.0
(c) -NHj, -POsH™

HF 4.24 4.66 0.0
DFT/B3LYP — — —
MP2 2.22 4.62 0.0
(d) -NH,, -POsH™

HF 1.72 2.00 0.0
DFT/B3LYP 0.87 1.46 0.0
MP2 1.26 2.62 0.0
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Tabela 3.8: Dokowanie form AC-, EC-, a-f inhibitora AIP do centrum aktywnego
PAL. Wartosci energii odpowiadaja entalpii wiazania i sa wyrazone w kecal/mol.

Forma Liczba Rozmiar Najnizsza Najnizsza Srednia

klast. najw. energia  energia w  energia
klastera najw. najw.
klasterze  klastera
AC-a 1 50 —14.40 —14.40 —14.37
AC-b 2 49 —9.41 —9.41 —9.33
AC-c 4 46 —9.45 —9.45 —9.31
AC-d 2 47 —4.88 —4.88 —4.75
AC-e 3 48 —5.12 —5.12 —5.04
AC-f 1 50 —0.57 —0.57 —0.54
EC-a 10 23 —9.27 —9.27 -9.19
EC-b 10 20 —9.51 —9.51 -9.29
EC-c 19 8 —-9.79 -9.09 —9.05
EC-d 12 13 —4.18 —4.12 —3.98
EC-e 4 32 —3.80 —3.63 —-3.62
EC-f 6 17 +0.30 +0.69 +0.71

DFT nie udalo sie zlokalizowaé zadnego minimum dla formy (c), ktéra w
wyniku optymalizacji zbiegata do odpowiedniej formy (b). Podobnie dzieje
sie na poziomie MP2, jesli uzyje sie bazy funkcyjnej z dodatkowymi funkcja-
mi rozmytymi i polaryzacyjnymi (np. 6-311++G(d,p)). Mozna spodziewaé
sie, ze w roztworze wodnym formy zwitterjonowe sa stabilizowane przez roz-
puszczalnik i mimo to istnieja. Na wyzszych poziomach teorii nie daje sie
zauwazy¢, zadnych jakosciowych zmian w rownowadze form AC i EC, zatem
wyniki te nie zmieniaja w zaden sposéb przedstawionych powyzej wnioskow.

Badania AIP technika NMR dowiodly, ™ Ze obliczenia dla fazy gazowej
czesciowo odzwierciedlaja to co dzieje sie w roztworze. Wynika z nich, ze
obydwie formy znajduja sie w réwnowadze, ktora znacznie przesuwa si¢ w
strone formy EC w $rodowisku zasadowym, natomiast w $rodowisku silnie
kwasnym przewaza forma AC.

Stosujac procedure opisana w rozdziale 2.6, przeprowadzono dokowanie
wszystkich dwunastu struktur. Poniewaz struktur AC-e i AC-f nie znalezio-
no w fazie gazowej, ale moga one by¢ stabilne w formie zwiazanej w enzymie,
przygotowano je poprzez usuniecie jednego lub dwdch protonéw z formy AC-
c. Wyniki dokowania wszystkich form AIP podsumowano w tabeli [3.8| oraz
na rysunku 3.12. Analizujac tabele i wykresy, daje sie w nich zauwazyé, ze
formy aksjalne, w przeciwienstwie do ekwatorialnych tworza pojedyncze, du-
ze klastery. Poréwnanie tych klasteréw jest przedstawione na rysunku (3.13.
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Rysunek 3.12: Histogramy ilustrujace iloé¢ i wielko$¢ klasterow konformacji dla

dwunastu form AIP zadokowanych w PAL.
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Rysunek 3.13: Rezultat dokowania dwunastu form inhibitora AIP do enzymu PAL.
Zielonym kolorem oznaczono grupe prostetyczna MIO, czerwonym — arginine
Arg354. (ciag dalszy na stronie [66)
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Rysunek 3.13: (kontynuacja ze strony 65)
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Klastery formy AC sa we wszystkich przypadkach ulokowane w centrum
aktywnym, w taki sposob, ze grupa fosfonowa jest skierowana w kierunku
dodatnio natadowanej argininy Arg354 i tworzy z nig wiazanie wodorowe.
Reszta Arg354 bierze réwniez udzial w wigzaniu substratu i stanu przej-
Sciowego w katalizowanej reakcji i — jak mozna si¢ domysla¢ — zapewnia
wladciwe ustawienie grup odchodzacych wzgledem reszty enzymu. Pierscien
aromatyczny nie jest ustawiony tak jak pierscien fenylowyl’ w substracie,
to znaczy nie przylega do grupy metylenowej MIO, co moze wynikaé¢ z tego,
ze AIP nie jest wystarczajaco dobrym analogiem stanu przejsciowego.

Na podstawie eksperymentéw (NMR i krystalografii) oraz modelowania,
mozna zauwazy¢, ze stabilng konformacja AIP zaréwno w rozworze jak i w
ciele stalym, jest konformacja ekwatorialna. Tylko w enzymie stabilniejsza
wydaje sie by¢ konformacja aksjalna, a to oznacza, ze enzym wiaze inhibitor
w konformacji o wyzszej energii niz konformacja znajdujaca sie w mini-
mum dla roztworu. Sposrdod zbioru czasteczek znajdujacych sie w roztworze
w réznych konformacjach zgodnie z rozktadem Boltzmanna, enzym wybie-
ra te, ktére maja $cisle okreslong konformacje aksjalng. Taka selektywnosé
konformacyjna jest réwniez obserwowana w przypadku wigzania substra-
tu (choryzmianu) przez mutaze choryzmianowg?®30286134 5 w praypadku
katalizy jest uwazana za jeden z czynnikoéw odpowiedzialnych za przyspie-
szenie reakcji. W tym przypadku, selektywnos$¢ konformacyjna moze mieé
réwniez wplyw na inhibicje. Zauwazono, ze wigzanie AIP do PAL przebie-
ga wolniej niz wigzanie kwasu 2-aminooksy-3-fenylopropanowego'™ (stata
asocjacji jest okoto 20 razy mniejsza dla AIP, podczas gdy state dysocjacji
sa poréwnywalne). Mozliwe, ze za wolniejsze wiazanie jest odpowiedzialna
koniecznos$¢ wychwycenia przez enzym z roztworu czasteczek w niestabilnej
konformacji, ktorych jest statystycznie mniej. Przyjmujac wzgledne energie
obliczone w fazie gazowej dla stanu protonacji (d) stosunek ilosci czasteczek
w konformacji EC do ilosci czasteczek w konformacji AC mozna oszacowaé

na:
EC ¢ Prc/RT

AC ~ e Bac/RT
(zaniedbano tutaj wszystkie wklady do entalpii swobodnej z wyjatkiem
energii wewnetrznej i przyjeto T' = 298 K). Zatem z tej prostej oceny wynika,
ze formy AC jest okoto siedem razy mniej niz formy EC.

Na podstawie wynikéw dokowania AIP, mozna stwierdzié, ze jest on in-
hbitorem kompetycyjnym, wiazacym sie w centrum aktywnym i konkuruja-
cym z substratem o miejsce wigzania. Wedtug mechanizmu reakcji uwzgled-
niajacego utworzenie wigzania pomiedzy pierécieniem aromatycznym, a gru-
pa MIO, substrat tworzy wiazanie wodorowe pomiedzy grupa karboksylo-
wa, a argining Arg354.1%% Ta reszta jest prawdopodobnie odpowiedzialna
za ustawienie substratu we wlasciwej konformacji — podobng role pelnig
argininy w centrum aktywnym mutazy choryzmianowej. Analogicznie do
substratu, inhibitor AIP réwniez tworzy wiazanie z Arg354, we wszystkich

=72 (3.1)



ROZDZIAL 3. WYNIKI BADAN 68

»:N MIO 5:1\1 MIO
/N\# /N\#
o

Leu256(A) Leu256(A)

/Y \3.20 /\( \3.24
Leul38(A) Leul38(A) i

\H
L o]
¥< y O\P// Arg354(B; ¥< OV\P// Arg354(B;
el + Tl +
NH," NH " T
3 HN S 3 H N S
\ >7NH \ >7NH
Leu206(A) N 268 HaN Leu206(A) N o271 HaN
Phel43(A) N Phel43(A) Y
oH oH
Tyr3s1(B) Tyr3s1(8)

AC-c AC-e

Rysunek 3.14: Odlegloséci w kompleksach PAL z inhibitorem AIP

formach AC (przykladowe odleglosci dla form AC-c i AC-e przedstawione
sa na rysunku [3.14). Ze wzgledu na ograniczenia metody dokowania, nie
jest mozliwe sprawdzenie, czy mogltby on utworzy¢ wiazanie kowalencyjne z
grupa MIO. W przeciwienstwie do substratu, czy tez kompleksu o, 194 AIP
nie tworzy wigzania wodorowego pomiedzy grupa aminowa, a grupa karbok-
sylowa tyrozyny Tyr110, lecz tworzy wigzanie wodorowe z tyrozyna Tyr351,
ktéra w reakcji pelni role akceptora odchodzacego protonu.

3.6 Miedzyczasteczkowe przeniesienie tadunku

Metody teoretycznego wyznaczania wielkosci miedzyczasteczkowego prze-
niesienia tadunku (CT) byly testowane na szesciu kompleksach typu kwas—
zasada Lewisa: HCN-SO3, CH3CN-SO3, H3N-SO3, (CH3)3N-SO3, H3N-BF3
i (CH3)3N-BF3, dla ktérych dostepne sa eksperymentalne wartosci CT w
fazie gazowej (rysunek 3.15).

Geometrie wszystkich komplekséw zostaly zoptymalizowane metoda
MP2 w bazie funkcyjnej 6-31+G(2d,p). Nastepnie, obliczano wartosé¢ CT
metodami opisanymi w rozdziale [2.7. Stosowano bazy funkcyjne Dunninga
cc-pVXZ (X =D, T, Q) oraz poziomy teorii Hartree-Focka, DFT (z funkcjo-
natem B3LYP), Mgllera-Plesseta drugiego rzedu oraz sprzezonych klasterow
z podwdjnymi wzbudzeniami. Obliczenia te wykonano w programie Gaus-
sian, 142 a tadunki punktowe wyznaczano metodami: analizy populacyjnej
Mullikena, 1> NPA 6 ATM 155 Chelp!®” i Chelpg.t5t Wyniki tych obliczen
zestawione sg w tabelach(3.9,3.10,13.11/113.12. Dla wszystkich kombinacji sto-
sowanych modeli tadunkéw punktowych, metod i baz funkcyjnych obliczono
$redni btad wzgledny teoretycznych waroéci CT w odniesieniu do wartosci
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zmierzonych (tabela3.13), ktéry w przypadku popularnych metod — analizy
populacyjnej Mullikena, metody NPA oraz metody AIM siega 50 %. Na pod-
stawie obliczen mozna zaobserwowaé nastepujace tendencje: bez wzgledu na
uzytg metode i baze, modele Chelp i Chelpg daja najmniejszy btad — waha
sie on w granicach 25-28 % w bazie funkcyjnej cc-pVDZ oraz 14-21 % w ba-
zach cc-pVTZ i cc-pVQZ (rysunek [3.16). Widaé réwniez, ze wynik uzyskany
metodami Chelp i Chelpg szybko wysyca si¢ ze wzrostem bazy funkcyjnej.
W przypadku analizy populacyjnej Mullikena dopiero zastosowanie duzej
bazy funkcyjnej (cc-pVQZ) obniza btad w sposéb wyrazny, jednak nigdy nie
wynosi on mniej niz 30 %. Silna zalezno$¢ analiz populacyjnych od rozmiaru
bazy jest faktem znanym i wzmiankowanym nawet w podrecznikach chemii
obliczeniowej.??1%% Niestety, w wiekszoéci pakietéw do obliczen kwantowo-
mechanicznych, takich jak na przyklad Gaussian'4? jest to domyélna metoda,
wyznaczania tadunkéw punktowych i dlatego wielu uzytkownikow stosuje ja
z bazami takimi jak na przyklad baza 6-31G* Pople’a nie biorac pod uwage
silnej zaleznosci od rozmiaru bazy, a trzeba zaznaczy¢, ze baza 6-31G* jest
mniejsza nawet od bazy cc-pVDZ. Poniewaz stosowanie wiekszych baz funk-
cyjnych moze by¢ w wielu wypadkach niemozliwe, lepszym rozwigzaniem jest
zastosowanie modelu tadunkéow punktowych, ktéry szybciej ulega nasyceniu
w miare powiekszania bazy (na przyklad Chelpg) i jest oparty na dobrze
zdefiniowanych wartosciach spodziewanych potencjaléw elektrostatycznych.

Metody NPA i AIM wykazujg bardzo duzy blad — rzedu 50 %, jed-
nak ich zalezno$¢ od wielkosci bazy jest znikoma. Ponadto metoda AIM
wykazuje jedynie blad systematyczny — odchylenie od wartosci ekspery-
mentalnych jest wprawdzie znaczne, ale jednakowe w przypadku czterech
zbadanych komplekséw (rysunek 3.17). Mozna ten fakt tlumaczyé¢ tym, ze
metoda Townesa i Dailey’a oszacowuje raczej gorng granice C'T niz doktadng
wartosé. Efekt ten jest réwniez widoczny jesdli poréwnuje si¢ wspotezynnik
korelacji z eksperymentalnymi warto$ciami CT (rysunek 3.18): jest on naj-
wiekszy w przypadku metody AIM, i juz w najmniejszej bazie funkcyjnej
(cc-pVDZ) wynosi ponad 0.9, dlatego metoda ta, moze by¢ z powodzeniem
stosowana w analizie poréwnawczej. Wada metody AIM jest dos¢ skompliko-
wany algorytm wyszukiwania powierzchni rozdzielajacych baseny atomowe,
ktory czasem zawodzi dla uktadéw o skomplikowanej topologii, takich jak
na przyklad kompleks (CHj3)3N-SO3. Poréwnywalnie wysoki wspétczynnik
korelacji obserwuje sie w przypadku metody Chelpg, natomiast metoda ana-
lizy populacyjnej Mullikena charakteryzuje sie wspomniana wczesniej, silng
zaleznoscia od rozmiaru bazy funkcyjnej i dopiero w bazie cc-pVQZ osiaga
warto$¢ wspoétczynnika korelacji rzedu 0.8.

Analiza bledéw przedstawionych w tabeli 3.13, wykazuje, ze najmniej-
szy wplyw na jako$é obliczonych wartosci CT (w poréwnaniu z wplywem
rozmiaru bazy i modelu ladunkéw punktowych) ma stosowany poziom teorii
(rysunek [3.19). Dla poszczegélnych baz funkcyjnych, érednie bledy metod
HF, DFT, MP2 i CCD nie réznig sie miedzy sobg o wiecej niz 5 %.
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Rysunek 3.15: Struktura modelowych ukladéw do obliczen miedzyczasteczkowego
przeniesienia tadunku.
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Rysunek 3.16: Sredni blad wzgledny przeniesienia ladunku w réznych modelach
tadunkéw punktowych obliczony metoda DFT/B3LYP w bazach funkcyjnych cc-
pVXZ (X =D, T, Q).
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Tabela 3.9: Przeniesienie tadunku w kompleksach typu kwas—zasada Lewisa na po-
ziomie metody Hartree-Focka. Niektérych wartosci nie udalo si¢ uzyskac ze wzgledu
na problemy obliczeniowe, badz duzy koszt obliczen. Strzatka wskazuje kierunek
przeptywu tadunku.

Baza funkcyjna Mulliken — Chelp Chelpg NPA AIM
HCN — SO3  CTeyp = 0.13 162

cc-pVDZ 0.034 0.088 0.076 0.022 —

cc-pVTZ 0.037 0.093 0.084 0.013 —

cc-pVQZ 0.056 0.097 0.088 — —
CH3CN — SO3  CTeyp = 0.16 €102

cc-pVDZ 0.048 0.085 0.086 0.032 —

cc-pVTZ 0.053 0.095 0.097 0.022 —

cc-pVQZ 0.079 0.099 0.102 — —

H3N — SO3  CTeyp = 0.36 !0

cc-pVDZ 0.258 0.324 0.307 0.223 0.250

cc-pVTZ 0.310 0.333 0.315 0.223 0.229

cc-pVQZ 0.351 0.333 0.316 — 0.230
(CH3)3N — SO3  CTeyp = 0.58 el0?

cc-pVDZ 0.340 0.506 0.464 0.319 —

cc-pVTZ 0.452 0.528 0.474 0.330 —

cc-pVQZ 0.505 0.529 0.482 — —

HsN — BF; CTeyp = 0.26 €109

cc-pVDZ 0.406 0.375 0.325 0.256 0.118

cc-pVTZ 0.488 0.348 0.287 0.323 0.086

cc-pVQZ 0.436 0.338 0.274 — 0.089
(CH3)3N — BF3  CTeyp = 0.41 162

cc-pVDZ 0.365 0.472 0.448 0.246 —

cc-pVTZ 0.526 0.451 0.422 0.324 —

cc-pVQZ 0.489 0.440 0.413 — —
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Tabela 3.10: Przeniesienie tadunku w kompleksach typu kwas—zasada Lewisa na
poziomie metody DFT (funkcjonal B3LYP). Niektérych wartoéci nie udalo sie
uzyskaé¢ ze wzgledu na problemy obliczeniowe, badZ duzy koszt obliczen. Strzaltka
wskazuje kierunek przeptywu tadunku.

Baza funkcyjna Mulliken — Chelp Chelpg NPA AIM
HCN — SO3  CTeyp = 0.13 162

cc-pVDZ 0.054 0.099 0.088 0.030 0.057

cc-pVTZ 0.055 0.107 0.098 0.021 0.054

cc-pVQZ 0.072 0.111 0.102 — 0.054
CH3CN — SO3  CTeyp = 0.16 €102

cc-pVDZ 0.073 0.119 0.103 0.044 0.077

cc-pVTZ 0.076 0.131 0.114 0.033 0.072

cc-pVQZ 0.102 0.136 0.120 — 0.072

H3N — SO3  CTeyp = 0.36 !0

cc-pVDZ 0.291 0.340 0.321 0.241 0.289

cc-pVTZ 0.320 0.345 0.323 0.241 0.277

cc-pVQZ 0.340 0.345 0.323 — 0.281
(CH3)3N — SO3  CTeyp = 0.58 el0?

cc-pVDZ 0.342 0.453 0.436 0.316 —

cc-pVTZ 0.420 0.482 0.458 0.331 —

cc-pVQZ 0.479 0.490 0.471 — —

HsN — BF; CTeyp = 0.26 €109

cc-pVDZ 0.468 0.410 0.361 0.270 0.139

cc-pVTZ 0.464 0.366 0.299 0.338 0.114

cc-pVQZ 0.415 0.355 0.284 — 0.120
(CH3)3N — BF3  CTeyp = 0.41 162

cc-pVDZ 0.422 0.471 0.450 0.248 —

cc-pVTZ 0.487 0.443 0.409 0.332 —

cc-pVQZ 0.482 0.432 0.400  — —
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Tabela 3.11: Przeniesienie tadunku w kompleksach typu kwas—zasada Lewisa na
poziomie metody MP2. Niektorych wartoéci nie udato sie uzyskaé ze wzgledu na
problemy obliczeniowe, badz duzy koszt obliczen. Strzatka wskazuje kierunek prze-
plywu tadunku.

Baza funkcyjna Mulliken — Chelp Chelpg NPA AIM
HCN — SO3  CTeyp = 0.13 162

cc-pVDZ 0.041 0.098 0.087 0.026 0.049

cc-pVTZ 0.045 0.103 0.095 0.017 0.047

cc-pVQZ 0.062 0.106 0.100 — 0.046
CH3CN — SO3  CTeyp = 0.16 €102

cc-pVDZ 0.056 — 0.097 0.037 0.065

ce-pVTZ 0.063 — 0.108 0.027 0.062

cc-pVQZ 0.087 — 0.113 — —

H3N — SO3  CTeyp = 0.36 !0

cc-pVDZ 0.264 0.330 0.310 0.310 0.226

cc-pVTZ 0.310 0.338 0.317 0.232 0.259

cc-pVQZ 0.345 0.340 0.318 — 0.265
(CH3)3N — SO3  CTeyp = 0.58 el0?

cc-pVDZ 0.318 0.454 0.434 0.301 —

cc-pVTZ 0.415 0.482 0.458 0.320 —

cc-pVQZ 0.469 — 0.470 — —

HsN — BF; CTeyp = 0.26 €109

cc-pVDZ 0.425 0.396 0.345 0.269 0.133

cc-pVTZ 0.486 0.363 0.297 0.337 0.101

cc-pVQZ 0.445 0.352 0.282 — 0.105
(CH3)3N — BF3  CTeyp = 0.41 162

cc-pVDZ 0.375 — 0.445 0.251 —

cc-pVTZ 0.512 — 0.414 0.331 —

ce-pVQZ 0.469 — 0.470 — —
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Tabela 3.12: Przeniesienie tadunku w kompleksach typu kwas—zasada Lewisa na
poziomie metody sprzezonych klasteré6w z podwdjnymi wzbudzeniami (CCD). Nie-
ktorych wartoéci nie udalo sie uzyskaé ze wzgledu na problemy obliczeniowe, badz

duzy koszt obliczen. Strzatka wskazuje kierunek przeptywu tadunku.

Baza funkcyjna Mulliken — Chelp Chelpg NPA
HCN — SO3  CTeyp = 0.13 €102
cc-pVDZ 0.038 0.083 —
cc-pVTZ 0.041 0.091 —
H3N — SO3  CTeyp = 0.36 €01
cc-pVDZ 0.263 0.309 — —
cc-pVTZ 0.314 0.317 —
HsN — BF3  CTeyy = 0.26 !9
cc-pVDZ 0.425 0.342 0.273 0.135
cc-pVTZ 0.492 0.296 0.339 0.101

Tabela 3.13: Sredni blad wzgledny przeniesienia ladunku obliczony dla teoretycz-
nych wartosci CT wzgledem wynikéw eksperymentalnych (w procentach). Bazy
funkcyjne oznaczono w nastepujacy sposéb: D = cc-pVDZ, T = cc-pVTZ, Q =

ce-pVQZ.
Metoda RHF B3LYP
D T Q D T Q
Mulliken 46.8 48.3 35.1 42.7 41.0 30.2
Chelpg 26.1 19.8 17.2 253 16.7 14.5
Chelp 26.9 21.5 19.5 249 176 15.2
NPA 479 504 — 452 48.0
AIM 42.4 51.8 51.0 43.7 481 47.3
MP2 CCD
Mulliken 46.1 46.7 35.1 53.7 56.9
Chelpg 254 179 156 27.3 18.6
Chelp 26.9 208 198 — —
NPA 474 499 — — —
AIM 49.2 53.6 50.2 — —
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Rysunek 3.17: Poréwnanie wartosci CT wyznaczonych metoda AIM na pozio-
mie metody DFT/B3LYP dla komplekséw HCN-SO3, CH3CN-SOj5, HsN-SOg,
H3N-BFj3, z wartosciami eksperymentalnymi.

1
= 09 i
O
]
]
£ ost |
=
c
c
>
S 07 ¢ ]
5
Q.
2
= o6l |
0.5 . . .
cc-pvDZz cc-pvTZ cc-pvQz
HF/Mulliken ——— B3LYP/Chelpg ——=-—
B3LYP/Mulliken ----- MP2/Chelpg - -o---
MP2/Mulliken ---x-- B3LYP/AIM -~ -
HF/Chelpg & MP2/AIM - &- -

Rysunek 3.18: Wspolczynnik korelacji pomiedzy eksperymentalnymi i teoretyczny-
mi warto$ciami CT dla réznych pozioméw teorii i modeli ladunkéw punktowych.
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Rysunek 3.19: Sredni blad wzgledny przeniesienia ladunku obliczonego w modelu
Chelpg na réznych poziomach teorii w bazach funkcyjnych ce-pVXZ (X =D, T, Q).

Fiacco i wspélpracownicy zaobserwowalil®® w przypadku komplekséw

H3N-BF3 i (CH3)3N-BF3 znaczne, jakoSciowe rozbieznosci pomiedzy war-
tosciami CT obliczonymi przy uzyciu analizy populacyjnej Mullikena oraz
metody NPA, a wynikami eksperymentalnymi. Jak pokazuja tabele(3.9)(3.10
i13.11, zastosowanie metody Chelpg na dowolnym poziomie teorii juz w ma-
tej bazie funkcyjnej (cc-pVDZ) daje jakosciowo poprawny wynik, natomiast
uzycie duzej bazy, pozwala oszacowaé ten wynik z dokladnoscia do kilku
procent.

Interesujace moze byé réwniez znalezienie prostej relacji opisujacej
wplyw przeniesienia tadunku na skladowg CT energii oddziatywania
(AEcr). Taka probe podjeli w swojej pracy Mo i Gao,"™ odnotowujac
dla grupy komplekséw typu kwas—zasada Lewisa liniowg zalezno$é wielkosci
przeniesionego tadunku i sktadowej energii oddziatywania typu CT. Zalez-
no$é ta, zostala zaobserwowana w oparciu o tadunki punktowe Mullikena i
NPA oraz skladowsg energii oddzialywania AEcp, a wspétezynnik korelacji
wynosil 0.935 dla metody Mullikena i 0.992 dla metody NPA. Biorac pod
uwage przedstawione powyzej wyniki, a w szczegdlnosci duza rozbiezno$é¢ w
przypadku metody Mullikena, zbadano zaleznos¢ eksperymentalnych warto-
$ci CT od sktadowych energii oddzialywania obliczonych wedtug schematu
wariacyjno—perturbacyjnego przedstawionego w rozdziale 2.3, a takze po-
nownie poréwnano je ze sktadowg CT i catkowita energia oddzialywania ob-
liczonymi przez Mo i Gao'™ bez eliminacji niefizycznego btedu superpozycji
bazy funkcyjnej. Nalezy dodaé, ze sktadowe energii oddzialywania uzyska-
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ne w stosowanym w niniejszej pracy schemacie wariacyjno-perturbacyjnym
nie sa obarczone tym bledem. W odniesieniu do wartosci eksperymental-
nych wspélezynnik korelacji ze skladowa CT jest nizszy (0.90). Ponadto,
jak pokazuja wyniki dla kompleksu H3N-SOj3, zastosowana baza funkcyjna
(6-314+G(d,p)) nie jest wystarczajaca, gdyz energia oddzialywania na pozio-
mie MP2 (—19.7 kcal/mol) rézni sie znacznie od wartosci obliczonej w bazie
cc-pVQZ (—25.3 kcal/mol), a sposréd sktadowych energii oddziatywan, skta-
dowa CT jest szczegblnie wrazliwa na rozmiar bazy funkcyjnej#!' Dlatego
mozna podejrzewad, ze zaobserwowana liniowa korelacja jest przypadkowa.
Sposréd sktadowych obliczonych w rachunku wariacyjno—perturbacyj-
nym, tylko sktadowa Heitlera—Londona wykazuje duzy wspoétczynnik kore-
lacji, jednak rowniez w tym przypadku mozna spodziewaé sie przypadkowej
zgodnodci, jako ze skladowa ta jest obliczana na podstawie niezaburzonej
funkcji falowej i nie moze uwzgledniaé¢ delokalizacji gestosci elektronowej. W
ogolnosci, trudno sie spodziewaé liniowej zaleznos$ci pomiedzy iloscia prze-
niesionego tadunku, a jakakolwiek sktadowa energii oddziatywania, gdyz na
przyktad w symetrycznych kompleksach przeniesienie tadunku wynosi do-
ktadnie zero, natomiast skladowe energii oddziatlywania zerowe nie sg.
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Rozdziat 4

Podsumowanie

Praca dotyczy trzech zagadnien zwigzanych z badaniem aktywnosci kata-
litycznej enzyméw oraz oddzialtywan w kompleksach enzymu z ligandami
(substratem, stanem przejSciowym, inhibitorem, ... ). Metody badania funk-
c¢ji katalitycznych enzyméw — metode D'TSS oraz metody pél katalitycznych
wykorzystano do zbadania Zrédet aktywnosci katalitycznej mutazy chory-
zmianowe;.

e Na podstawie tych badan okreSlono wklady poszczegdlnych
reszt znajdujacych sie w centrum aktywnym do calkowitego
obnizenia bariery aktywacji (rozdzial 3.1) i stwierdzono, ze mozna
je uszeregowaé nastepujaco: Arg90 > Arg7 > Glu78 > XSOL124 >
Argll6 > Arg63 > Cys75 > SOLV7102 > XSOL116 > Tyrl08 >
Val73 > Phe57 > Lys60.

e Najwiekszy wklad do obnizenia bariery aktywacji (okoto 1/3
calkowitej warto$ci) wnosi arginina Arg90. Wyniki te zgadzaja
sie z rezultatami eksperymentéw mutagenezy oraz innymi pracami
teoretycznymi polegajacymi na symulacjach reakcji (gléwnie metoda
QM/MM) na réznych poziomach teorii.

e Wkitad do obnizenia bariery aktywacji, wykazuje réwniez
ujemnie naladowany glutaminian Glu78, pomimo, ze jego
energia oddzialywania z substratem i TS jest dodatnia. Przy-
czyna obnizania bariery przez Glu78 jest wzgledna destabilizacja sub-
stratu.

e W centrum aktywnym przewazajg oddzialywania o charak-
terze elektrostatycznym, a skladowe energii oddzialywania
wyzszych rzedéw (korelacyjnej, delokalizacyjnej, wymiennej i
penetracyjnej) kasuja sie, co pozwala uzyskaé¢ poprawny jakosciowo
opis wkltadow do obnizenia bariery aktywacji, juz na poziomie oddzia-
tywan elektrostatycznych (AE(l) AS)) oraz na poziomie rozwiniecia

el

79
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multipolowego (AES_)mtp, AS_)mtp). W poréwnaniu z poziomem metody
MP2, obnizenie bariery aktywacji obliczone bez oddziatywan o charak-
terze korelacyjnym (metoda HF) jest zawyzone, ale wykazuje bardzo
wysoki wspolezynnik korelacji (0.98), co oznacza jednakowa warto$é
oddzialywan korelacyjnych w przypadku wszystkich badanych reszt.
Dobra zgodno$éé i wysoki wspélezynnik korelacji (odpowiednio 0.92 i
0.85) otrzymuje si¢ na wspomnianym poziomie oddziatywan elektro-
statycznych i multipolowych.

e Wyniki te pozwalaja na wskazanie niskim kosztem obliczenio-
wym reszt odgrywajacych najwazniejsza role w aktywnosci
katalitycznej enzymu.

e Dla reakcji zachodzacej w centrum aktywnym CM zaprojek-
towano statyczne pole katalityczne, co bylo mozliwe dzieki prze-
wazajacemu udziatowi oddzialywan elektrostatycznych.

e W wyniku poréwnania otrzymanego pola katalitycznego z
konfiguracja reszt w centrum aktywnym, stwierdzono zgod-
no$é tadunkéw formalnych reszt (gtéwnie dodatnio natadowa-
nych arginin i ujemnie naladowanego glutaminianu) z polem
katalitycznym. Potozenie zgodne z przewidywaniami pola katalitycz-
nego wykazuja nie tylko reszty z centrum aktywnego CM z B. subtilis
(ktére byto uzywane w obliczeniach QM /MM do przygotowania struk-
tur) ale réwniez reszty z centréow aktywnych mutaz z E. coli i S. ce-
revisiae. Centra te zawierajg konserwatywne reszty, do ktérych naleza
wlasnie wspomniane arginy oraz glutaminian. Powyzsze spotrzezenia
sugeruja, ze ewolucja trzech mutaz przebiegala w taki sposéb, aby
zachowaé zgodno$é rozkladu ladunku w centrum aktywnym z polem
katalitycznym reakcji, a jednoczesnie pokazuja, ze enzymy te osiggnety
strukture optymalna ze wzgledu na katalizowang reakcje. Faktycznie,
w przypadku mutazy choryzmianowej wspétezynnik keqr /K, jest tak
wysoki, ze uwaza si¢ iz czynnikiem limitujacym w przypadku CM jest
dyfuzja substratéw i produktéw.”

e Obliczajgc calkowite obnizenie bariery aktywacji wzgledem
fazy gazowej, ktore wynosi okolo —23 kcal/mol, wykazano, ze
efekt DTSS nie moze by¢ zaniedbany. Zaréwno w obliczeniach
DTSS, jak i w obliczeniach pdél katalitycznych zastosowano strukture
substratu zadokowana w centrum aktywnym CM, zgodna z definicja
NAC. W takim wypadku — gdyby efekt NAC byl dominujacy — obli-
czona wartos¢ A powinna by¢ niewielka. Ponadto, statyczne pole kata-
lityczne obliczone dla struktury T'S i NAC (substratu) wykazuje istotne
zmiany w rozkltadzie tadunku, zachodzace pomiedzy tymi struktura-
mi. Oznacza to, ze pomiedzy NAC, a TS geometria nie zmienia si¢



ROZDZIAL 4. PODSUMOWANIE 81

w istotny sposob, natomiast zrywanie i tworzenie wiazan prowadzi do
znacznych zmian w strukturze elektronowej, ktérych teoria NAC nie
uwzglednia.

¢ Wewnetrzne dynamiczne pole katalityczne obliczone dla re-
akcji przegrupowania choryzmianu do prefenianu, przewidu-
je dodatkowe obnizenie bariery aktywacji zwigzane z ruchem
otoczenia w trakcie reakcji. Analiza tego pola w kontekscie reszt
znajdujacych sie¢ w centrum aktywnym CM prowadzi do wniosku, ze
naladowane reszty (argininy i glutaminian) powinny oddalaé si¢ od
reagujacego uktadu przy przejsciu od substratu do TS.

e W przypadku glutaminianu Glu78 i argininy Arg90 efekt ten
sprawdzono obliczajac warto$é A dla réznych konformeréw i
otrzymano zgodne wyniki.

e Dodatkowo, analiza wplywu konformacji grupy hydroksylo-
wej choryzmianu/TS na obnizenie bariery aktywacji wykazu-
je, ze grupa ta powinna obracaé sie w czasie reakcji, co moze
znacznie obnizy¢ bariere.

Zagadnieniem pokrewnym do katalizy jest inhibicja, zbadana w niniej-
szej pracy na przykltadzie kwasu 2-aminoindano-2-fosfonowego oraz amonia-
koliazy fenyloalaninowej. Inhibitor AIP moze przyjmowaé¢ dwie konformacje
(aksjalna, AC oraz ekwatorialna, EC), a takze szes¢ stanéw protonacji grup
funkcyjnych.

e W obliczeniach ab initio zbadano stabilnos$¢ i wzgledna ener-
gie form w fazie gazowej, w wyniku czego stwierdzono, ze
forma stabilniejszg — bez wzgledu na stan protonacji — jest
forma ekwatorialna. Forma AC ma nieco wyzsza energie i oddzie-
la ja od formy EC niewielka bariera. Otrzymane wyniki sg cze$ciowo
zgodne z rezultatami badan NMR dla AIP w roztworze. W wyniku
tych badan stwierdzono, ze w S$rodowisku zasadowym istnieje tylko
forma EC, natomiast przy przejéciu do srodowiska kwadnego rowno-
waga, przesuwa sie na korzysé formy AC.

e Dokowanie AIP programem AutoDock do centrum aktyw-
nego PAL uzyskanego metoda modelowania przez homologie
wykazalo, iz tylko forma AC, i to bez wzgledu na stan proto-
nacji grup funkcyjnych, jest wigzana specyficznie w centrum
aktywnym.

e Oznacza to, ze inhibitor przed zwigzaniem musi zmieni¢ kon-
formacje z EC na AC, badz enzym wiaze tylko te czasteczki
inhibitora, ktére juz znajduja sie w konformacji AC. Ten fakt
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mogtby wyjaéniaé, dlaczego w przypadku AIP obserwuje sie znacznie
wolniejszy proces inhibicji, niz w przypadku innych inhibitoréw.

Ze wzgledu na istotng role, jaka pelni zjawisko przeniesienia tadunku
w ukladach enzymatycznych, w niniejszej pracy wykonano szereg testow
sprawdzajacych rézne metody wyznaczania tadunkéw puntowych, stosowa-
ne do obliczania miedzyczasteczkowego przeniesienia tadunku. Wyniki teo-
retyczne poréwnano z wartosciami eksperymentalnymi dostepnymi w litera-
turze dla malych komplekséow typu kwas—zasada Lewisa.

e Na podstawie tej analizy potwierdzono wielokrotnie obserwo-
wang silng zalezno$¢ tadunkéw Mullikena od wielkosci bazy
funkcyjnej.

e Stwierdzono, ze duzo mniejsza zalezno$¢ wykazuja metody
oparte na odtwarzaniu potencjaltu elektrostatycznego lub wy-
znaczaniu tadunkéw metodg AIM Badera.

e Sposérdéd wszystkich przebadanych metod, procedury opar-
te na aproksymacji wartosci potencjaléw elektrostatycznych
wykazaly najmniejszy btad wzgledny. Analizy populacyjne i AIM
wykazaly duzy blad wzgledny w stosunku do wartosci eksperymen-
talnych CT, siegajacy nawet 50%, podczas gdy w przypadku meto-
dy Chelpg nie przekracza on 27% w najmniejszej bazie funkcyjnej
cc-pVDZ. Wysoki wspdlezynnik korelacji w przypadku metod AIM
i Chelpg wskazuje na systematyczny charakter btedéw, co w przypad-
ku jakosciowej analizy czyni te metody jeszcze bardziej wiarygodnymi.
Metoda Chelpg charakteryzuje sie niskim kosztem obliczeniowym, dla-
tego z powodzeniem moze byé¢ stosowana w duzych uktadach, jakimi
sg centra aktywne enzymow.

e Ponadto, poréwnanie kilku pozioméw teorii (RHF, DFT,
MP2, CCD) wykazalo, ze uwzglednienie efektéw korelacyj-
nych, poprzez wyboér odpowiedniej metody nie poprawia
otrzymanych wartosci CT w tak istotny sposéb jak doboér odpo-
wiedniej metody wyznaczania tadunkéw punktowych.

Przedstawione w niniejszej pracy metody — od dokowania inhibitoréw,
substratéw, czy stanéw przejéciowych, po pola katalityczne — moga by¢ za-
stosowane w projektowaniu nowych lub modyfikacji istniejacych katalizato-
réw. Moga by¢ one uzyte nie tylko do projektowania enzyméw, ale réwniez
nieorganicznych katalizatoréw, takich jak zeolity, czy tak zwane imprinty
molekularne w matrycy krzemionkowej. Wszystkie badane metody, sa sto-
sunkowo proste, co pozwala na szybkie przeanalizowanie szeregu ukladow i
wybér najbardziej obiecujacych do dalszych badan metodami eksperymen-
talnymi, badz tez bardziej zaawansowanymi metodami teoretycznymi.
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