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Rozdziat 1

Wstep

W ostatnich latach, duzym zainteresowaniem cieszy sie problem teoretycznego modelowa-
nia wlasnoéci bioczgsteczek, stymulowany z jednej strony szybkim rozwojem metod eks-
perymentalnych biochemii i biologii molekularnej, z drugiej zas rosnacymi osiaggnieciami
w obszarze badan podstawowych, zwtaszcza w zakresie korelacji miedzy struktura i funkcja
makroczasteczek. Badania w tym zakresie tworza podwaliny dla praktycznych zastosowan
inzynierii materiatowej, poszukiwan biokatalizatoréw, nowych lekéw i $rodkéw ochrony ro-
slin. Obliczenia dla tak duzych uktadéw molekularnych stawiaja szczegbdlne wymagania.
Duza ztozonos¢ uktadow biomolekularnych czyni modelowanie katalizy enzymatycznej
praktycznie niemozliwym bez wprowadzenia drastycznych uproszczen. Uzyskanie warto-
sciowych z punktu widzenia chemika wynikow wymaga stosowania kosztownego aparatu
obliczeniowego metod nieempirycznych, a to ogranicza zastosowania do stosunkowo nie-
wielkich uktadow, oraz do matej liczby punktéw na hiperpowierzchni energii potencjalnej
(ang. potential energy surface, PES). Z drugiej strony, rozmiary reagentéw oraz modeli cen-
tréw aktywnych enzyméw wymuszaja stosowanie mniej kosztownych metod przyblizonych.
Praktycznie, gérng granicg obecnych mozliwosci obliczeniowych jest nieempiryczne mode-
lowanie $ciezek reakeji z uwzglednieniem tylko niektérych reszt centrum aktywnego [1-4].
W wiekszosci prac poswieconych reakcjom enzymatycznych, na poziomie budowy mo-
delu reagujacego uktadu podejmowane sa arbitralne decyzje co do istotnosci reszt biora-
cych udziat w reakcji, ich stanéw sprotonowania, a takze modelu teoretycznego — czyli
sktadnikow wyrazenia na energie oddziatywan. Czesto prowadzi to do sytuacji, gdy me-
tody teoretyczne daja wyniki jakosciowe, mogace stuzy¢ tylko pomocniczo w interpretacji
wynikow eksperymentalnych (np. [5]). Decyzje takie oparte sa na dostepnej wiedzy litera-
turowej, gtéwnie interpretacji wynikéw eksperymentalnych, oraz na bazie uproszczonych
rozwazan fizykochemicznych i doswiadczenia, sktadajacych sie na tzw. intuicje chemiczna,

a uzyskane wyniki sa funkcja przyjetych zatozen [6]. Z uwagi na wielko$é uktadu, do-



stepne narzedzia teoretyczne nie pozwalaly dotad zweryfikowaé takich zatozen w oparciu o
szczegbtowa analize fizycznej natury oddziatywan, jak rowniez systematycznie ocenié¢ wiel-
kosci btedow popetnianych przy stosowaniu modeli przyblizonych. Do niedawna, nie byty
dostepne metody nieempiryczne pozwalajace na dokonanie szczegdtowej analizy oddzia-
tywan w uktadach na tyle duzych, aby byty interesujace z punktu widzenia badan nad
biokatalizg lub inhibicja. Rozwigzanie tych probleméw stato si¢ mozliwe przy zastosowaniu
wariacyjno-perturbacyjnej dekompozycji energii oddziatywan [7], ktéra w potaczeniu z im-
plementacja bezposredniej metody pola samouzgodnionego (ang. direct self-consisted field,
direct SCF) [8] umozliwia badania znacznie wigkszych uktadow, niz to byto dotychczas
mozliwe (do ok. 1000 orbitali atomowych). Z tego wzgledu, analiza natury energii oddzia-
tywan w centrach aktywnych enzymoéw, prezentowana w dalszej czesci tej pracy, stanowi
unikalne przedsiewziecie w literaturze przedmiotu.

Dla doktadnego modelowania reakcji biochemicznych duze znaczenie ma mozliwie jak
najwyzsza jakos¢ przyjetego modelu teoretycznego. W idealnym przypadku, powinny zostac
uwzglednione: wptyw rozpuszczalnika, efekty entropowe, oscylacyjne, korelacja elektronowa
oraz wiele innych. Niestety, koszt obliczeniowy zwiazany z uwzglednieniem niektorych efek-
tow moze by¢ olbrzymi, nawet dla wzglednie matych uktadéw molekularnych. Przyktadowo
obliczenia entalpii swobodnej wymagaja zastosowania aparatu teoretycznego termodyna-
miki statystycznej — konieczne jest wygenerowanie licznego zestawu mikrostanow, spetnia-
jacego z dobrym przyblizeniem podstawowe zatozenie ergodycznosci. Przy uwzglednieniu
wszystkich stopni swobody reagujacego uktadu, wraz z otoczeniem (enzym, rozpuszczalnik,
przeciwjony itp.), przeprowadzenie takich obliczen jest obecnie prowadzone gléwnie przy
uzyciu metod statystycznych (ang. Monte Carlo, MC) lub dynamiki molekularnej (ang.
molecular dynamics, MD), wykorzystujacych ponadto maksymalnie uproszczone funkcje
potencjatu (ang. molecular mechanics, MM) zwane polami sitowymi (ang. forcefield, FF).
Natomiast nieempiryczny opis wymagany dla reakcji chemicznych, czesto z uwzglednie-
niem korelacji elektronowej, ogranicza znacznie zaréwno rozmiar uktadu, jak i praktycznie
dostepna liczbe punktow przestrzeni fazowej. Z tego wzgledu, przy modelowaniu reakcji
lub oddzialywan duzych czasteczek, efekty wymagajace znacznego rozszerzenia uktadu lub
probkowanej przestrzeni fazowej czesto sa pomijane lub tylko zgrubnie oceniane. Tym-
czasem, znajomos¢ natury oddziatywan pozwolitaby czesto uprosci¢ opis teoretyczny tak
dalece, ze mozliwe statoby sie znaczne rozszerzenie modelu. Przyktady zastosowan takich
przyblizen w obliczeniach zmian pK, oraz statych inhibicji enzymatycznej sa prezentowane
w rozdziale 5 tej pracy.

Wspblcezednie zauwazalny jest szybki rozwdj metod teoretycznych, pozwalajacych na

peten opis coraz wiekszych uktadow. Przy uzyciu zyskujacej ostatnio coraz wieksza popu-
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larno$¢ dynamiki ab initio (AIMD) w ujeciu Car-Parrinello [9], mozliwe jest generowanie
statystycznie znaczacych zbiorow mikrostanéow dla uktadéow o rozmiarach rzedu kilkuna-
stu do kilkudziesieciu atoméw [10-12]. Metoda Car-Parrinello, dzieki potaczeniu opty-
malizacji funkcji falowej z optymalizacja geometrii uktadu, oraz zbieznemu caltkowaniu
sit Hellmanna-Feynmana, pozwolita znacznie przyspieszy¢ obliczenia AIMD. Narzuca ona
jednak inne ograniczenia, zwiagzane z uzyciem fal ptaskich jako bazy funkcyjnej. Ponadto
uktady kilkunastoatomowe sa wciaz zbyt male z punktu widzenia zastosowan dla badania
reakcji enzymatycznych oraz oddziatywan bioczasteczek w roztworze. Dlatego w tym ob-
szarze wigksza popularnosé zdobywaja ostatnio metody hybrydowe QM /MM (ang. coupled
quantum mechanics and molecular mechanics) [13-16]. Stanowia one praktyczny kompro-
mis miedzy poziomem teorii wymaganym do prawidtowego modelowania reakcji, a przy-
blizeniem koniecznym dla obliczen wktadéw entropowych. Metody te wymagaja jednak
dokonania arbitralnego podziatu uktadu na poduktady modelowane réznymi metodami,
wiec i w tym przypadku konieczna jest wiedza a priori co do istotnosci grup centrum ak-
tywnego, roli czasteczek rozpuszczalnika, kofaktoréw etc. Ponadto, dobér odpowiedniego
zestawu metod powinien by¢ uzasadniony odpowiednim kompromisem miedzy ich doktad-
noscig a kosztem.

Jeszcze trudniejsze, ze wzgledu na og6lnosé przedmiotu, sa decyzje dotyczace uprosz-
czen niezbednych przy konstrukeji pél sitowych (FF). Mimo ze ostatnie lata przyniosty
znaczny rozwoj nieempirycznych metod obliczeniowych, wcigz trudno oczekiwaé¢ w naj-
blizszym czasie mozliwosci generowania metodami ab initio co najmniej milionowych liczb
mikrostanow dla duzych uktadéw. Najbardziej obiecujace algorytmy, oparte na metodzie
pola samouzgodnionego (SCF) lub funkcjonatu gestosci (ang. density functional theory,
DFT), umozliwiajace uzyskanie do liniowej skalowalnosci kosztu obliczenn wzgledem roz-
miaru uktadu — O(N)), pozwalaja obecnie zaledwie na pojedyncze obliczenia dla uktadow
o rozmiarach rzedu tysiecy atoméw [17]. Tym bardziej cenne sa badania prowadzace do
systematycznej oceny poziomu teorii niezbednego do jakosciowo oraz przynajmniej potilo-

Sciowo poprawnego opisu zjawisk katalitycznych i inhibicji.

1.1 Natura oddzialywan miedzyczasteczkowych

Niezaleznie od uzytego przyblizenia, pelen opis oddzialtywan zwiazanych z efektami ka-
talitycznymi lub inhibicyjnymi powinien uwzglednia¢ wszystkie efekty sktadajace si¢ na
entalpie (energie) swobodna oddzialywania. Dla celéw tej pracy, ograniczono rozwazania

do przyblizenia dwuciatowego:



A g = A — TASr 5 (1.1)

W wiekszosci przypadkow, gdy nie wystepuja sprzezenia miedzy wktadami energetycz-
nymi o réznej naturze (np. sprzezenia rotacyjno-wibracyjne), zmiany entalpii A% g i en-

tropii A, p mozna z dobrym przyblizeniem zapisa¢ jako sume nastepujacych sktadowych:

A%,B = AHelektr + AHtT‘ + AI{rot + AI{osc + A[{solv + A(pv) (12)

AeSﬂA,B = ASelektr + AStr + ASrot + ASosc + ASsolv (13)

gdzie sktadowa AH, . bedzie w tej pracy uwazana za rowng roznicy energii elektro-
nowych AE (w przyblizeniu Borna—Oppenheimera), natomiast ASeexs jest w wiekszoscei
przypadkéw réwna zero (tj. wtedy, gdy na $ciezce reakeji nie zachodzi zmiana multipleto-
wosci funkeji falowej).

W zaleznos$ci od przypadku, w powyzszych rozwinieciach mozna skorzystaé¢ z réoz-
nych uproszczen. W przypadku katalizy enzymatycznej, zachodzacej z reguty w roztwo-
rze, mozna pominaé¢ czton A(pV). Ponadto, w przypadku gdy badania ograniczamy do
porownan oddzialywan w centrum aktywnym enzymu, mozna poming¢ réznice entalpii
translacyjnych AGy, i rotacyjnych AG,,; ze wzgledu na unieruchomienie reagentéw wzgle-
dem biatka. Nawet w pozostatych przypadkach, wyrazenia na AGy, i AG,, sa wzglednie
proste dla niewielkich czasteczek.

Znacznie powazniejszym wyzwaniem jest natomiast obliczenie réznic entalpii oscyla-
cyjnej AGys., co do ktérych nie mozna zatozyé¢, ze sg pomijalne. Nawet dla oddziatywan
wigzacych, ktére moga by¢ poddane analizie wibracyjnej z uzyciem przyblizenia oscyla-
tora harmonicznego, obliczenia AG . sa stosunkowo kosztowne ze wzgledu na ilo$¢ stopni
swobody uktadu. W przypadku badan katalizy heterogenicznej, w szczegdlnosci enzyma-
tycznej, wiekszo$¢ oddzialywan miedzy reagentami i katalizatorem ma charakter niewig-
zacy. W tym przypadku, krzywe potencjatu sg silnie anharmoniczne, w dodatku ze wzgledu
na ptytki i szeroki charakter minimum energetycznego liczba dostepnych pozioméw oscy-
lacyjnych o energii poréwnywalnej z kgT moze by¢ wieksza niz jeden. Trudnosci te powo-
duja konieczno$é¢ stosowania numerycznej analizy oscylacyjnej, wysoce doktadnych metod
obliczeniowych uwzgledniajacych korelacje elektronowa oraz duzych baz z funkcjami po-

laryzacyjnymi i dyfuzyjnymi. Mozliwosci takie sa obecnie dostepne tylko dla oddziatywan



stosunkowo malych czasteczek, a obliczenia tego typu sa wcigz stosunkowo rzadko wyko-
nywane. Z tych powodéw, mimo potencjalnie istotnego charakteru réznic entalpii oscylacji,
w biezacej pracy analiza ich wktadu do inhibicji i katalizy enzymatycznej nie mogta by¢
przedmiotem obliczen.

Ze wzgledu na rozmiar badanych uktadéw, uwzglednienie explicite czasteczek powtloki
solwatacyjnej, dla oszacowania réznicowych efektow AH o, 1 ASso, réWniez nie byto moz-
liwe. Wartosci entalpii swobodnej solwatacji zwykle oszacowywane sa metodami przyblizo-
nymi [18]; przyjecie takiego rozwiazania zaciemnito by tylko obraz przeprowadzonej analizy,
powodujac wiaczenie w wartosci obliczonych nieempirycznie energii oddziatywan efektow
wielociatowych o nieokreslonej doktadnosci. Zamiast tego, przeanalizowano bezposrednio
energie wigzania lub stabilizacji ligandow przez najistotniejsze grupy otoczenia.

Szczesliwie, mozna wyrdzni¢ sporg klase przypadkéw, kiedy wymienione przyblizenia
nie powoduja istotnych bledéw. Z punktu widzenia praktycznego modelowania zjawisk
inhibicji i katalizy enzymatycznej, zwykle najistotniejsze sg roznice w oddziatywaniach
z centrum aktywnym. Zaréwno projektowanie inhibitoréw, jak i katalizatorow biologicznych
opiera sie obecnie na wprowadzaniu stopniowych zmian struktury substancji wiodacej lub
wyjsciowego enzymu. W obydwu przypadkach, najwazniejsze jest okreslenie wzglednych
zmian w naturze oddziatywania z oryginalnym i zmodyfikowanym ligandem (lub enzymem).
Wowezas, ze wzgledu na zamrozenie wiekszosci stopni swobody inhibitora, substratu czy
tez stanu przejsciowego dzieki wigzaniu z enzymem, roznice entropii staja sie mniej istotne
w poréwnaniu ze zmianami AJ# [19,20]. Z powodu wzglednie ustalonej orientacji reszt
polarnych w centrum aktywnym enzymu, zaniedbanie AS,,;, tez nie wprowadza znaczacych
btedéw (nie wystepuje reorganizacja rozpuszczalnika). Pominiecie zmian entropii jest zatem
uzasadnione [21], zwlaszcza jesli zadowala nas otrzymanie wzglednych wartosci stalych
ihibicji % lub staltej katalitycznej %

Obliczenia wartoséci energii wigzan niekowalencyjnych sg podstawa zaréwno do osza-
cowan wartosci statych inhibicji, jak i statych katalitycznych (przez réznice w oddzialy-
waniach z reagentami i ze stanem przejéciowym). Zastosowane w opisywanych badaniach
techniki zostaly szczegdtowo opisane w rozdziale 2; natomiast teoretycznym ttem dla dal-
szych rozwazan jest obecny stan wiedzy w zakresie natury oddziatywan.

Przyjmujac oszacowanie réznic entalpii swobodnej przez warto$¢ A Hjery,, mozna ogra-
niczy¢ problem natury oddziatywan katalitycznych do podzialu na sktadowe energii od-

dzialywan w (niezaleznym od czasu) ujeciu kwantowochemicznym:

AHelektr ~AFE (14)



Istnieja dwa podstawowe podejécia do teoretycznego opisu oddziatywan, tak zwany
model supermolekularny oraz perturbacyjny. W modelu supermolekularnym, energie od-

dziatywan miedzy czasteczkami A i B mozna zapisaé jako

AEsp = Exp — Ex — Eg (1.5)

co jest réwnoznaczne z przyblizeniem dwucialowym. Dla komplekséw wigkszej liczby cza-

steczek, w analogiczny sposéb mozna wyrozni¢ czlony troj- i N-ciatowe:

AEA,B,C = EA,B,C — EA — EB — EC — AEA,B — AEB,C — AEA,C (16)

Metoda supermolekularna sama w sobie nie oferuje znaczacego wgladu w nature oddzia-
tywan, jest jednak atrakcyjna jako podstawa wyprowadzenia wariacyjnych metod dekom-
pozycji oraz w przypadkach, gdy interesujaca jest sama wartos¢ AE, g. Poniewaz mozna
ja zastosowac dla kazdej metody obliczeniowej, zachowujacej ekstensywnosé ze wzgledu na
rozmiar uktadu, mozliwe jest dobranie poziomu teorii odpowiedniego do potrzeb.

W praktycznych zastosowaniach, ograniczonych skonczonym rozmiarem bazy funkcyj-
nej, bezposrednie uzycie wzoru 1.5 wiaze si¢ z niefizycznym efektem bledu superpozycji
bazy (ang. basis set superposition error, BSSE). Spowodowany jest on (czesto znaczacym)
obnizeniem energii kompleksu spowodowanym rozszerzeniem przestrzeni funkcji bazy, w po-
réwnaniu z monomerami. Blad ten mozna wyeliminowaé [22-25] metoda zaproponowana
przez Boysa i Bernardiego [26] (ang. counterpoise correction, CP).

Korekta Boysa i Bernardiego w najprostszym ujeciu polega na obliczeniu wszystkich

wyrazow z réwnania 1.5 w bazie dimeru (D):

AEAp(D) = Exp(D) — EA(D) — Eg(D) (L.7)

Metoda CP byta krytykowana z powodu sugerowanej nadkompensacji BSSE [27, 28],
jednak wiele prac dowodzi, ze zwykle nie jest to uzasadnione [29-33].

W dotychczasowych badaniach natury oddziatywan, obliczenia sktadowych prowadzono
roznymi metodami opartymi najczesciej na ujeciu supermolekularnym, zwykle przez odpo-
wiednie rozszerzenia techniki pola samouzgodnionego. Prowadzito to do definicji cztonéow
zaleznej od uzytego formalizmu, w szczegélnosci dla rzedow wyzszych niz pierwszy. Ponie-
waz jednak prébowano nadawaé wprowadzanym sktadowym odpowiednig fizyczng interpre-
tacje, w literaturze przedmiotu mozna spotka¢ podobne nazewnictwo roznie zdefiniowanych

efektow.



Posréd powszechnie uzywanych metod dekompozycji mozna wymieni¢ schematy Kol-
Imana i Allena [34], Urbana i Hobzy [35], Kitaury i Morokumy [36, 37], Tomasiego [38],
Stevensa i Finka [39] i inne. W metodach tych podobnie zdefiniowana jest pierwszorzedowa
sktadowa zwana energia Heitlera-Londona AEE}E. Odpowiada ona energii oddzialywan
niezaburzonych monomeréw, i jest w prosty sposob obliczana dla macierzy Hartree-Focka
zbudowanej ze wzajemnie zortogonalizowanych wektoréw dla monomeréw (nieoptymalizo-
wanych dla kompleksu). Nawet ten czlton moze byé réznie obliczany (w bazie dimeru lub
monomerdéw) i ma rézne interpretacje, np. Kollman [34] okresla ja energia oddzialywan
elektrostatycznych. W rzeczywistosci, na podstawie rozwazan teoretycznych lub uzywajac
formalizmu rachunku zaburzen o adaptowanej symetrii mozna pokazaé, ze AEE,IE (ozna-
czana réwniez jako E/glg) jest suma pierwszorzedowych sktadowych oddziatywan elektrosta-

tycznych Ee(ll) oraz wymiennych EY

oreh- Latem energie oddziatywan w przyblizeniu metody

pola samouzgodnionego SCF mozna bez dalszych uproszczen zapisaé¢ jako

AEBSE = B + BL), + ES) (1.8)

exch

gdzie ostatnia sktadowa, zwana energig delokalizacyjna, jest wynikiem relaksacji funkcji
falowej kompleksu spowodowanej wzajemnym wptywem monomeréw. Jest to zatem suma
wszystkich efektow rzedéw wyzszych niz pierwszy, dostepnych w przyblizeniu metody SCF.

Podzial zdefiniowany réwnaniem (1.8) jest podstawa metody dekompozycji zapropono-
wanej przez Sokalskiego i Roszaka [7]. Alternatywne schematy podziatu rozkladaja dalej
energie delokalizacji, np. na czlony przeniesienia tadunku (ang. charge transfer, CT), in-
dukeyjne (IND) etc. [36, 38]. Szczegdlnie czton CT jest sztucznie wyrézniona sktadowa
energii indukcyjnej, ktéra znika w granicy kompletnej bazy funkcyjnej [40, 41]. Definicje
tych dodatkowych sktadowych sg w duzym stopniu arbitralne, zalezne od metody dekompo-
zycji i od bazy [40], a ich interpretacja fizyczna jest tylko czesciowo zgodna z interpretacja
oparta na $cislejszych rozwazaniach. Z tych wzgledéw, zachowanie podziatu (1.8) wydaje
sie najbardziej uzasadnione.

Jedli prowadzone badania wymagaja uwzglednienia korelacji elektronowej, mozna w na-

turalny sposob wydzieli¢ rowniez sktadowa korelacyjna, np.

(MP2) (1.9)

corr

ABNT? = AESSY + L)

niezaleznie od zastosowanego formalizmu dekompozycji oddzialtywan na poziomie metody
SCF. Sktadowa E® moima obliczy¢ jakakolwiek metoda ekstensywna ze wzgledu na roz-

corr

miar ukladu. Powyzej zdefiniowano jg dla metody Moller-Plesset drugiego rzedu (MP2),
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ale doktadniejsze modele moga wymagac¢ kosztowniejszych metod, jak np. MP4 lub CC
(ang. coupled cluster — metoda sprzezonych klasterow). Wprawdzie Eéil jest wtedy suma
sktadnikow roznego rzedu i réznej natury fizycznej, ale odpowiada kolejnemu stopniowi
w hierarchii przyblizen teoretycznych, co ma wieksze znaczenie dla budowy uproszczonych
modeli oddziatywan. Stosunkowo niewielkim kosztem obliczeniowym, mozliwo$¢ oszaco-

wania F, (R)

cone Oferuja metody funkcjonatu gestosei, sposréd ktorych sformutowania uwzgled-

niajace doktadng warto$é energii wymiennej oraz poprawki gradientowe [42] sa uwazane
za stosunkowo dobrze odtwarzajace energie oddzialywarn polarnych komplekséw [43-45].
Nalezy jednak pamieta¢, ze metody DFT daja jakosciowo btedny obraz oddzialywan dys-
persyjnych, a konieczne do poprawy tego stanu rzeczy uwzglednienie poprawek nielokal-
nych [46,47], chociaz generalnie poprawiajace jako$¢ wynikéw, jest wciaz nie zawsze wy-
starczajace [48]. Dopiero ostatnio pojawily sie propozycje uwzgledniajace dalekozasiegowe
efekty dyspersyjne w przyblizony sposob [49].

7 drugiej strony, obiecujace zalety w supermolekularnych obliczeniach energii oddzia-
tywan wydaja sie oferowa¢ metody uwzgledniajace korelacje, wykraczajace poza schemat
Hartree-Focka, w ktorych koncepcja lokalnej korelacji zostata wykorzystana pierwotnie dla
zmniejszenia kosztéw obliczeniowych [50]. Metody te, jak np. metoda MP2 z lokalizacja
(LMP2), daja znaczna redukcje btedu superpozycji bazy [51] oraz mozliwos¢ dalszej de-
kompozycji Eﬁﬁ?r na cztony pochodzace od réznych wzbudzen [52].

7 wielu wzgledéw, lepszy niz ujecie supermolekularne wglad w nature oddziatywan
oferuje formalizm rachunku zaburzen. Energie oddziatywan uktadu mozna wéwczas rozpi-
sa¢ w szereg poprawek coraz wyzszego rzedu, z ktorych kazdy daje si¢ dalej roztozy¢ na
cztony o tatwej do interpretacji naturze fizycznej. W przypadku badan oddziatywan mie-
dzyczasteczkowych, konieczne jest uzupehienie formalizmu rachunku zaburzen o antysy-
metryzacje funkcji falowej kompleksu na wszystkich poziomach poprawek, aby uwzglednié¢
nierozroznialnos¢ elektronow nalezacych do réoznych monomeréw. Uzupekienie takie roz-
szerza szereg poprawek perturbacyjnych o sktadniki o naturze wymiennej. Zaproponowane
rozwigzania [53-55] sg zwykle wspdlnie okreslane mianem rachunku zaburzen o adaptowa-
nej symetrii (ang. symmetry-adapted perturbation theory, SAPT) [25].

Implementacja SAPT umozliwia uzyskanie doktadnego opisu oddziatywan, ale dla ukta-
dow co najwyzej kilkuelektronowych — w dodatku spetniajacych zatozenie, ze oddziatywa-
nie jest wzglednie stabe. Jednak podstawowa warto$¢ tej teorii lezy w Scistej i jednoznacznej
definicji réznych sktadowych oddziatywan, zwiazanej z odpowiednimi efektami kwantowo-
chemicznymi, co pozwala prawidlowo zinterpretowaé fizyczng nature sktadowych — takze
uzyskanych innymi metodami. Z tego wzgledu, zastosowana dalej w niniejszej pracy no-

menklatura jest odniesiona wtasnie do terminologii SAPT.
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Perturbacyjne rozwiniecie energii oddzialywan mozna wyrazi¢ jako sume sktadowych

coraz wyzszego rzedu:

ABsp =B, + ES + EQL + . (1.10)

z ktorych kazda moze by¢ dalej roztozona na cze$¢ polaryzacyjng i wymienna:

By = EY + BY (1.11)

pol exch

Poprawki wyzszych rzedéw zalezg rekurencyjnie od funkcji falowych nizszego rzedu;
zatem energia oddziatywan Eg’% jest funkcja niezaburzonych funkcji falowych monomerow.
Dla obliczen metoda SCF, E/(ﬂg jest réwnoznaczna z energia Heitlera-Londona AET;.

Ze wrzgledu na najbardziej praktyczny sposéb implementacji SAPT, oparty na repre-
zentacji funkcji falowych uzyskanych metoda Hartree-Focka, konieczne jest wprowadzenie

formalizmu podwéjnego rachunku zaburzen [54]:

(Ho + KV + A\W)y = Evp (1.12)

gdzie H, jest suma antysymetrycznych operatorow ﬂﬁ{” i 1311(30 ) dla nie oddziatujacych cza-
steczek A i B, Y% jest operatorem oddziatywania, a A% jest odpowiedzialny za opis korelacji
elektronowej wewnatrz kazdej z czasteczek A i B.

Rozwiniecie (1.12) w szereg wzgledem kolejnych poteg x i A pozwala roztozy¢ energie
uktadu na sktadniki E/(fjg, gdzie indeks k£ oznacza rzad poprawki ze wzgledu na \7, al
ze wzgledu na W. Uwzglednienie wszystkich poprawek opisujacych korelacje wewnatrzcza-
steczkowa pozwala zapisaé¢ sktadowe energii oddzialywania kolejnych rzedéw (Réwn. (1.10))

jako

EE), = S NE (1.13)
1=0

Wyprowadzenie podwdjnego rachunku zaburzen dla monomeréw A, B opisanych niesko-

relowanymi funkcjami uzyskanymi metoda Hartree-Focka pozwala nada¢ wigkszosci skta-

dowych Ej(f,g nizszych rzedow fizyczng interpretacje, opartg na charakterze opisywanych

efektéw (wymiana elektronéw, wzbudzenia). W szczegdlnosci, dwie pierwsze sktadowe ener-

gii oddziatywan SCF wg wyrazenia (1.8) sktadajace sie na energie Heitlera-Londona AE}Z}%3

odpowiadaja w formalizmie SAPT wyrazeniu El(i%), rozdzielonemu na czes¢ polaryzacyjna
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i wymienna (Réwn. (1.11)). Skladniki wyzszego rzedu sa trudniejsze w interpretacji [25];
np. Eg%) jest interpretowana jako suma udzialéw indukcyjnego, indukcyjno-wymiennego,
dyspersyjnego i wymienno-dyspersyjnego, z ktérych na poziomie metody SCF opisywane
sa tylko pierwsze dwa [25,56]. Poniewaz jednak Ec(l?l) moze zawiera¢ sktadniki wyzszych
rzedéw, jej interpretacja fizyczna nie jest jednoznaczna, a dalszy podzial traci na ogdlno-
Sci. Prawdopodobnie jest to takze przyczyna zréznicowanego nazewnictwa (jako sktadowej
deformacyjnej lub delokalizacyjnej SCF). Ta druga nazwa jest tutaj preferowana, jako
ze termin ,energia deformacyjna” zostal wczesniej wprowadzony do opisu zmiany energii
monomeru przy formowaniu kompleksu [57].

Formalnie uzasadnione i wartosciowe z punktu widzenia badan natury oddziatywan
jest zachowanie podziatu energii oddziatywan pierwszego rzedu na czesé elektrostatyczng
i wymienng. Podzial taki nie jest trywialny przy uzyciu stosunkowo taniego obliczeniowo
podejscia wariacyjnego. Dotychczasowe propozycje [35,36,38,39,58| rozwiazywaty ten pro-
blem na rézne sposoby (np. obliczajac ES) przez zaniedbanie miedzyczasteczkowego roz-
niczkowego naktadania dla nieortogonalizowanych wektoréw monomerdéw), jednak kosztem
nieuwzglednienia [36] lub tylko cze$ciowego uwzglednienia [38, 39, 58] poprawki na btad
superpozycji bazy. Alternatywnie, mozna obliczy¢ sktadowa wymienna, korzystajac z per-
turbacyjnej definicji Eéi)ch dla macierzy gestosci SCF [59]. Wada takiego rozwiazania jest
wysoki koszt obliczeniowy (formalnie O(N?®)), ograniczajacy praktyczne zastosowania do
niewielkich uktadéw.

Pozbawione wymienionych wad [40,60] jest podejscie hybrydowe zaproponowane przez
Sokalskiego i Roszaka [7]. W metodzie tej nie sktadowa wymienna, lecz elektrostatyczna
obliczana jest bezposrednio z wyrazenia zdefiniowanego na gruncie rachunku zaburzen
(Rown. (2.6)). Umozliwia to przeprowadzenie obliczen konsekwentnie w bazie dimeru (D),

zatem z pelng korekta BSSE. Zdefiniowana w formie nastepujacej roéznicy energia wy-

mienna;
EX(D,D) = EY(D) - E}(D) (1.14)

ze wzgledu na naktadanie przestrzeni funkcji bazy (dimeru) dla obydwu monomeréw, rézni

sie¢ formalnie od definicji pierwszorzedowej wymiany wg rachunku SAPT:

ER(D, D) = B, (D) + A(D) (1.15)

o czton zwany wymiang zerowego rzedu Murrela [61]; réznica ta nie jest istotna w prak-
1

tycznych zastosowaniach [40]. Nalezy zwrocié uwage na réznice w notacji: oznaczenie E, .,
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uzyte jest tutaj dla perturbacyjnej definicji pierwszorzedowej energii wymiany. Natomiast
ES))( w dalszych rozwazaniach bedzie uzywana dla wielkosci okreslonej réwnaniem (1.14).
Podobnie, pozostale cztony zdefiniowane wg metody [7] (w bazie dimeru) oznaczane beda

przypisami pisanymi wielkimi literami (1.16):

AESSF = BY + EQY + ESYL (1.16)
Dekompozycja Sokalskiego i Roszaka oferuje nastepujace zalety:

e pelng korekte btedu superpozycji bazy, dzieki konsekwentnemu uzyciu tej samej baz
peing ¢ b1 perpozycj Y € Y ) J Yy

dla catosci kompleksu i dla kazdego z monomerow;

e korekta BSSE uwzgledniona jest we wszystkich obliczanych sktadowych, dzigki czemu

osiggnieto istotng redukcje zaleznosci wszystkich sktadowych od bazy;

e atrakcyjnie niski koszt obliczeniowy, skalujacy sie formalnie jak O(N?). W praktyce,

koszt obliczeniowy dla duzych uktadéw roénie proporcjonalnie do N2® + N3;

e stosunkowo prosty schemat obliczen pozwala na wykorzystanie techniki bezposred-
niej metody SCF (bez sktadowania calek), umozliwiajac prowadzenie obliczen dla
uktadéw molekularnych opisywanych ponad tysiacem orbitali atomowych (ang. ato-
mic orbitals, AO). Do chwili obecnej, zapotrzebowanie na pamie¢ masowa dostepnych
implementacji metod dekompozycji AFE, g [62,63] ograniczato ich zastosowanie do

uktadow o rozmiarze nie przekraczajacym 200-300 AQO;

e poszczegolne sktadowe definiujg stopniowo coraz doktadniejsze modele oddziatywan,
zaczynajac od multipolowej sktadowej oddziatywan elektrostatycznych, a konczac na

energii oddzialtywan uwzgledniajacej efekty korelacyjne.

Sumarycznym efektem jest znacznie zwigkszona doktadnosé okreslenia sktadowych od-
dziatywan — poréwnanie wartosci obliczonych ta metoda, wynikéw otrzymanych metodami
Kitaury i Morokumy [36] oraz Tomasiego [38], z doktadnymi wynikami obliczonymi metoda
SAPT dla modelowych uktadéw Hey i (HoO)s [64] wskazuja, ze doktadnos$é obliczen skta-
dowych energii oddzialtywan metoda [7] jest o rzad wigksza, niz w pozostatych przypadkach
(Tabele 1.1, 1.2) [60].

W ostatnim czasie pojawiaja si¢ coraz to nowe schematy dekompozycji energii oddzia-
tywan [65-67] oferujace np. mozliwosé zastosowania do uktadéw z przeniesieniem protonu

miedzy oddziatujacymi czasteczkami [65], implementacje w formalizmie DFT [66] albo
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Tablica 1.1: Poréwnanie doktadnosci obliczen pierwszorzedowych sktadowych elektrosta-
tycznej i wymiennej uzyskanych réznymi metodami rozktadu energii oddziatywan SCF
z wynikami SAPT dla dimeru helu (odl. 5.6 a.u.). Wartosci energii oddziatywan podano

w cal/mol, a odchylenia od wynikéw SAPT w nawiasach.

Metoda Baza ES) (blad) Eé;)ch (blad)
SAPT [64]  Tsdpdd2flglh+b —3.100 (0)  +22.358 (0)
SCF [36] 2052p ~3.080  (—0.011)  +22.330  (+0.028)
SCF [38] 20s2p ~3.080  (=0.011)  +22.330  (+0.028)
SCF [7] 2082p —3.102  (+0.002)  +22.359  (—0.001)

Tablica 1.2: Porownanie wartosci pierwszorzedowych sktadowych elektrostatycznej i wy-
miennej ekstrapolowanych do kompletnej bazy funkcyjnej (KBF), z odpowiednimi re-
zultatami SAPT, dla dimeru wody (odl. 3.0 A). Wartosci energii oddziatywan podano

w kcal /mol, a odchylenia od wynikéw SAPT w nawiasach.

Metoda Baza EY (blad) EY. (btad)
SAPT [64]  Tsdp3d2f+b —7.04 (0) +5.10 (0)
SCF [36] A Eypp —6.99  (—0.05) 4551 (—0.41)
SCF [38] A By ~6.99  (—0.05) +5.90  (—0.80)
SCF [7] A Eycnr 703 (—0.01) 4515 (—0.05)

alternatywne sposoby eliminacji BSSE [67]. W odr6znieniu od metod [36] i [38], implemen-
tacje takich schematéw nie sg powszechnie dostepne, co pozostawia otwarta kwestie ich
efektywnodci dla uktadow o rozmiarach interesujacych dla badan oddziatywan w centrach

aktywnych enzymoéw.

1.2 Dotychczasowe poglady na nature katalizy i inhibicji

enzymatycznej

Doktadne poznanie natury oddziatywan odpowiedzialnych za katalize i inhibicje enzyma-
tyczna jest przedmiotem dyskusji w literaturze naukowej od wielu lat. Pionierami w tej
dziedzinie byli Emil Fischer, pierwszy sugerujacy komplementarnosé centréw aktywnych

enzyméw do ligandéw [68], oraz Linus Pauling, autor koncepcji silnej stabilizacji stanu
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przejéciowego przez centrum aktywne [69]. Od tego czasu, pojawialo si¢ wiele alternatyw-
nych propozycji jak teoria naprezen sterycznych [70], optymalnego natozenia orbitali (ang.
orbital steering, OS) [71], elektrostatycznego klucza i zamka [72,73], etc. Modele te roznia sie
sktadowymi oddzialywan uznawanymi za najbardziej istotne dla katalizy, jednak wszystkie
oparte sg na powszechnie akceptowanym zaltozeniu komplementarnosci katalizatora i stanu
przejéciowego (lub inhibitora), preferencyjnym w poréwnaniu z substratami [74]. Dlatego
celowe wydaje si¢ okreslenie, na poczatku tej pracy, modelu teoretycznego podziatu efek-
tow energetycznych katalizy na sktadowe o dobrze zdefiniowanej naturze fizykochemicznej.
Whprowadzenie takiego modelu umozliwi po pierwsze usystematyzowanie obecnego stanu
wiedzy literaturowej, poSwieconej znaczeniu i badaniom poszczegolnych cztonow, jak réw-
niez zdefiniowanie celu przedstawionych badan.

Wydaje sie, ze jedno z bardziej kompletnych rozwazan na temat istotnosci w kata-
lizie czynnikéw o réznej naturze zawart w swojej ksiazce Warshel [19], dochodzac droga
rozwazan jakosciowych lub pétempirycznych do wniosku o dominujacej roli oddziatywan
o naturze elektrostatycznej. Koncepcja taka zostata zaakceptowana mimo braku Scistego
dowodu, uzyskanego droga catkowicie nieempiryczng. Nowe wyniki badan sugeruja, ze
uznanie niektorych ze skrytykowanych tamze [19] pogladéw za catkowicie btedne moze by¢
przedwczesne w konkretnym przypadku, i obecnie sam Warshel ostrzega przed pochopna
interpretacja wynikéw obliczeniowych lub eksperymentalnych, bez weryfikacji zatozen o na-
turze oddziatywan [6,21]. Wnioski opisane w pracy [19] zostaly ponownie sformutowane
z uwzglednieniem najnowszych doniesien [21,75]. Ze wzgledu na kompletno$é wywodu,
wydajag sie by¢ one atrakcyjna podstawa dla przyblizenia wspoélczesnej wiedzy na temat
natury oddziatywan katalitycznych w enzymach.

Arieh Warshel rozwaza nastepujace czynniki, ktére w réznych modelach teoretycznych

proponowano jako zrodto aktywnosci katalitycznej enzymow:
e naprezenia steryczne;
e desolwatacje reagentow;
e optymalne naktadanie orbitali (OS);

e wiazania wodorowe o niskiej barierze przeniesienia protonu (ang. low barrier hydrogen

bonds, LBHB);
e efekty dynamiczne;

e zmiany entropii w wyniku wigzania z enzymem, oraz
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e oddzialywania elektrostatyczne w preorientowanym, polarnym centrum aktywnym.

Wymuszenie przez enzym odpowiednich naprezen sterycznych w czasteczce substratu
byto jedng z pierwszych propozycji wyjasnien katalizy enzymatycznej. Koncepcja taka byta
sugerowana juz przez Paulinga, ktory probowal wyjasni¢ efektywnos$é katalityczng enzy-
méw na gruncie stabilizacji kompleksu aktywnego [69], i wykorzystana dla wyjas$nienia
mechanizmu katalitycznego lizozymu [70]. Podobnie jak wiele innych wczesnych koncepcji
natury katalizy enzymatycznej [76,77], ktére oparte bylty na rozwazaniach teoretycznych
lub wynikach eksperymentalnych dla reakcji w uktadach modelowych, nie mogty one zostac
zweryfikowane na poziomie mikroskopowym z braku odpowiednich narzedzi i mocy obli-
czeniowej. Koncepcja wywierania przez enzym nacisku sterycznego deformujacego konfor-
macje substratu w kierunku konformacji stanu przej$ciowego zostata generalnie odrzucona
na podstawie badan metodami MD, ktore ujawnity znacznag plynnos$é¢ struktur biatko-
wych [78]. Wprawdzie wprowadzajac steryczne modyfikacje centrum aktywnego tatwo jest
zniszezy¢ aktywnosé katalityczna enzymu [19], ale jest to tylko argument ukazujacy istot-
no$¢ geometrycznej komplementarnosci centrum aktywnego do ligandow. W tym sensie,
steryczne dopasowanie enzymu jest niezbednym warunkiem jego efektywnosci, jednak nie
przez obnizenie bariery aktywacji, lecz przez zapewnienie optimum oddzialywan. Za wy-
jatkiem reakcji, w ktérych przemieszczenia atoméw miedzy substratami i stanem przejscio-
wym sg bardzo duze, jest mato prawdopodobne, aby nacisk mechaniczny wywierany przez
enzym byt istotnym elementem katalizy.

Whiosek ten [19] wymaga ponownego rozpatrzenia w kontekscie wspélczesnej teorii
kinetycznej Marcusa [79,80], wg ktorej podstawowa sita napedowa reakcji w fazach skon-
densowanych sg fluktuacje otoczenia. Jest mozliwe, ze kolektywne ruchy masywnych do-
men biatkowych moga dostarczy¢ chwilowo stosunkowo duzego wkiadu energetycznego.
Warshel dyskutuje zblizong propozycje pod nazwa dynamicznych efektow katalitycznych,
polegajaca na wykorzystaniu przez enzym fluktuacji niedostepnych dla reagentéw w roz-
tworze. Wprawdzie zostaje ona réwniez uznana za mato prawdopodobna — i raczej nalezy
sie z tym zgodzi¢ w ogdlnym przypadku — jednak mozliwo$¢ taka powinna by¢ nadal
brana pod uwage dla enzyméw o budowie domenowej, gdy centrum aktywne znajduje sie
na powierzchni kontaktowej domen lub podjednostek. Efekty tego typu sa nadal trudne
w modelowaniu ze wzgledu na duza skale czasowa takich kolektywnych ruchéw. Ponadto,
ze wzgledu na mozliwag kompensacje znacznego wktadu energetycznego matym prawdopo-
dobienstwem zajscia odpowiedniej fluktuacji, trudno jest ocenié sumaryczny efekt na AG*.
W najnowszych pracach sugerowane jest niekiedy znaczenie kompresji reagentéw dla ob-

nizenia bariery aktywacji reakcji [81].
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W niektérych reakcjach (np. Sy2) sugerowano istotna role niepolarnego centrum ak-
tywne, na podstawie obserwowanego przyspieszenia reakcji modelowych w rozpuszczalni-
kach niepolarnych. Hipoteza ta zostata wykluczona [19,21, 75] na podstawie obserwacji,
ze za zysk przeprowadzenia reakcji w niepolarnym enzymie trzeba zaptacié¢ znaczng strata
energii solwatacji; korzystniejszy energetycznie cykl termodynamiczny daje si¢ zbudowaé
przy zalozeniu komplementarnej do substratéw polarnosci centrum aktywnego [19,82].

Desolwatacja reagentoéw jest przykitadem bardziej ogdélnej koncepcji obnizania bariery
aktywacji dzieki destabilizacji przez enzym kompleksu substratéw (ang. ground state desta-
bilization, GSD). Na bazie koncepcji GSD, czesto sugerowanym wyjasnieniem mechanizmu
katalizy enzymatycznej jest wybidrcze wiazanie przez enzym mniej stabilnego konformeru
kompleksu substratéw, bliskiego konformacji stanu przejsciowego (ang. near attack confor-
mer, NAC). Mimo ze w niektorych przypadkach moze by¢ to optymalnym rozwiazaniem,
generalnie enzymy ewoluujg w kierunku maksymalizacji catkowitej wydajnosci katalitycz-
nej, proporcjonalnej do 1;(—:: Poniewaz destabilizacja kompleksu substratow odbywa sie
kosztem AG wiazania substratow (Ky,), koncepcja GSD nie wydaje sie by¢ wystarczajaco
ogdblna [75,77].

Hipoteza duzego znaczenia katalitycznego wigzan wodorowych o niskiej barierze prze-
niesienia protonu (LBHB) byta przedmiotem goracej dyskusji, zyskujac wiele glosow po-
parcia oraz krytyki [83,84]. Warshel [21] uznaje ja wprawdzie za niewystarczajaco uzasad-
niong, ale niewykluczona. W rzeczywistosci, obecnos¢ LBHB zostata w wielu przypadkach
wykazana droga obliczen, np. [85], lub doswiadczalnie [86].

Zmnacznie trudniejszymi do oszacowania, a zwtaszcza do uogolnienia, sg efekty zwigzane
ze zmianami entropii na $ciezce reakcji [20,21]. Wprawdzie (tylko ogélnie) niektére z nich
mozna uzna¢ za malo istotne (jak wiazanie NAC), ale nalezy sie¢ liczy¢ z koniecznoscia
oceny ich jakosciowego udziatu w konkretnych przypadkach. Wprawdzie niektore propo-
zycje uzasadniane na gruncie korzystnych zmian entropii — jak hipoteza OS [71] zostaly
skrytykowane ze wzgledu na niezbyt realistyczne zalozenia (koncepcja OS sugeruje duza
stromo$¢ PES w funkceji geometrii, co wymagatoby znacznej precyzji w utozeniu reagentow
dla zajscia reakcji) [21,87], ale w niektorych przypadkach réwniez doczekaly sie potwier-
dzenia eksperymentalnego [88].

Obliczenia zmian entropii sg wcigz stosunkowo kosztowne i wymagaja bardzo uproszczo-
nych funkcji potencjatu; konsekwentnie, liczba prac oceniajacych efekt katalityczny TAS*
jest niewielka. Znane sa jednak doniesienia zaréwno o znacznych, jak i znikomych udziatach
entropowych, nawet dla bardzo zblizonych enzyméw [20,89,90].

Oczywiscie trudno oczekiwaé, ze uogdlnione rozumienie natury katalitycznej kataliza-

torow enzymatycznych bedzie jednakowo stuszne w kazdym przypadku. Uogdlnienia sa
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przede wszystkim potrzebne dla budowy uproszczonych modeli zjawisk. Wielostronne po-
twierdzenie w ostatnim dziesiecioleciu [91-95] znalazt wniosek o dominujacej w katalizie
roli elektrostatycznej stabilizacji stanu przej$ciowego, sformutowany w ksiazce [19] i przez
innych autoréw [77,96]. Naray—Szab6 [73] przypomnial nawet — w kontekscie oddziaty-
wan elektrostatycznych — teze komplementarnosci enzymu i ligandu, zaproponowang wiek
temu przez Fischera [68]. Fakt lepszego wiazania przez enzym stanu przejsciowego niz sub-
stratéw znajduje jednoczesnie zastosowanie i potwierdzenie w projektowaniu inhibitoréw
jako analogéw stanu przejéciowego oraz syntezie nowych katalizatorow przez imprinting
takich analogéw w stalych matrycach [97] lub immunizacje nimi organizméw wyzszych
(powodujac biosynteze katalitycznych przeciwcial, tzw. abzyméw) [98]. Elektrostatyczna
komplementarnos¢ centrum aktywnego do wiazanych ligandéw byta szczegdétowo studio-

wana przez Chau i Deana [74].

1.3 Przyblizone modele oddzialywan

Problemowi konstrukcji przyblizonych modeli oddzialywan elektrostatycznych poswiecono
wiele uwagi ze wzgledu na znaczne zapotrzebowanie na przyblizone funkcje oddziatywan,
niezbedne dla modelowania makroczasteczek. Najbardziej uproszczone modele przyblizaja
ESB kulombowskim oddziatywaniem atomowych tadunkéw czastkowych i stanowia pod-
stawe wigkszosci dostepnych wspolezesnie pol sitowych [99-101). Ladunek atomu w cza-
steczce nie jest jednak wielkoscig obserwowalna, co nastrecza problemy natury teoretycznej
oraz praktycznej wigzace si¢ z jego obliczeniem; m.in. mozliwych jest nieskonczenie wiele
arbitralnych definicji analizy populacyjnej (por. Rown. (2.10)). Efektem jest m.in. znaczna
zaleznos¢ tadunkéw uzyskanych metodami analizy populacyjnej od metody, bazy funkcyj-
nej, konformacji etc. oraz generalnie nie najlepsza jakos¢ opisu oddziatywan i wlasciwosci
elektrostatycznych czasteczek.

Formalnie elegancka metode obliczania tadunkéw atomowych, oparta na podziale gesto-
Sci elektronowej (wielkosci obserwowalnej) zaproponowal Bader (ang. atoms in molecules,
AIM) [102]. Ladunki otrzymane metoda AIM sa wprawdzie stosunkowo przenosne [103],
ale ze wzgledu na zbyt duze wartosci bezwzgledne niezbyt dobrze odtwarzaja moleku-
larny potencjat elektrostatyczny (ang. molecular electrostatic potential, MEP) oraz energie
oddzialywan, i z tego wzgledu raczej nie znajdujg zastosowania w konstrukcji FF. Propono-
wano takze inne modele oparte na podziale gestosci elektronowej. Warta wspomnienia jest
metoda ktoéra zaproponowal Mezey, pozwalajaca budowaé¢ molekularng gestosé elektronowa
z przenos$nych fragmentéw [104,105]. Nie znalazta ona jednak zastosowaniu w badaniach

oddziatywan, a jedynie postuzylta jako miara podobienstwa czasteczek [106].
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Zmacznie szersze zastosowanie znalazly metody obliczania tadunkéw atomowych naj-
lepiej — w sensie sredniego odchylenia kwadratowego — odtwarzajacych inng wielkos¢
obserwowalna, potencjal elektrostatyczny (ang. potential derived charges, PDC) [107-109].
Ostatnie dziesigciolecie przyniosto stosunkowo duze polepszenie jakosci tego typu modeli,
przez redukeje zaleznoscei tadunkéw od wyboru siatki potencjatu [110,111] oraz statystycz-
nego niedookreglenia tadunkéw atoméw zagniezdzonych [112]. Postep w tym zakresie przy-
niosto zastosowanie w procedurze statystycznego dopasowania dodatkowych wiezéw [109];
dodatkowo, umozliwito to wymuszenie wiekszej przenosnosci otrzymanych tadunkow mie-
dzy réznymi konformacjami lub nawet czasteczkami [113]. Przeglad zalet i wad tadunkow
PDC zostal ostatnio opublikowany w czternastym woluminie serii ,,Reviews in Computa-
tional Chemistry” [114].

Jedng z przyczyn niezadowalajacej jakosci réznych przyblizonych modeli MEP i oddzia-
tywan elektrostatycznych jest nieuwzglednienie opisu wyzszego rzedu efektow polaryzacyj-
nych. Zastosowanie obliczonych nieempirycznie polaryzowalnosci atomowych nie okazalo
sie praktyczne, ze wzgledu na ich tensorowy charakter, nieaddytywnos¢ oraz zaleznosé od
orientacji i konformacji czgsteczki. Podejmowano rozne proby stworzenia empirycznego mo-
delu polaryzowalnosci [115-117]; najwiecej nadziei, ze wzgledu na formalne uzasadnienie
na gruncie teorii funkcjonatu gestosci, wigzanych jest obecnie z modelem réwnowazenia
potencjatu chemicznego (ang. chemical potential equalization, CPE) [117]. IloSciowa ocena
udziatu energii polaryzacji, bedacej suma udziatéw indukcyjnych i indukcyjno-wymiennych
roznych rzedéw, wymagaltaby jednak obliczen zbyt kosztownych dla duzych uktadéw i wy-
kracza poza zakres tej pracy.

Doktadnosé modeli opartych na tadunkach atomowych jest ponadto ograniczona niedo-
statecznym opisem anizotropii rozktadu tadunku. Niedoskonatos¢ modeli uwzgledniajacych
tylko tadunki atomowe moze byé¢ powodem niedokladnego odtwarzania energii oddziaty-
wan, konformacji komplekséw molekularnych [118,119] oraz MEP [120]; dla poprawy ja-

kosci modelu konieczny jest bardziej szczegdtowy opis rozktadu tadunku.

1.3.1 Wielocentrowe rozwiniecia multipolowe

Wiele niedoskonatosci modeli opisu molekularnego rozktadu tadunku przez punktowe ta-
dunki atomowe mozna wyeliminowa¢ przez ich uzupetnienie o wyzsze momenty elektrosta-
tyczne. Pozwala to poprawi¢ doktadnos$é i anizotropie opisu rozktadu tadunku [121-123],
oraz zniwelowaé arbitralny charakteru réznych definicji tadunku atomowego [124]. Poka-
zano nawet, ze dla wystarczajaco dhugich wigzan kowalencyjnych model oparty na ato-

mowych momentach multipolowych [123] wystarcza do opisu bariery rotacji wokét wiaza-
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nia [60,125,126].
Poréwnujac energie oddziatywan elektrostatycznych multipolowej reprezentacji mole-

kularnego rozktadu tadunku ESL),MTP z nieempiryczna sktadowa E](EIL) mozna pokazaé, ze

w granicy pelnego rozwiniecia szeregu multipolowego ESL) jest suma oddziatywan multi-

polowych oraz sktadowej penetracyjne;j:

1 1 1
EEL) = EJE:L),MTP + E](«:L),PEN (1.17)

przy czym doktadnos¢ przyblizenia ESL{MTP mozna dobra¢ w sposéb praktycznie dowolny;
w ten sposob, mozliwa jest doktadna ocena jakosci niezbednego w danym przypadku przy-
blizenia.

Sposrod kilku propozycji uzupetnienia analizy populacyjnej o elektrostatyczne momenty
multipolowe rzedu wyzszego niz zerowy, najwigksza popularnoscia ciesza si¢ obecnie: me-
toda rozproszonej analizy momentéw multipolowych (ang. distributed multipole analysis,
DMA) [122] oraz rézne warianty metody CAMM (ang. cumulative atomic multipole mo-
ments) [121,123]. Metoda DMA, zawdzigczajaca popularno$¢ powszechnie dostepnej imple-
mentacji [62,63], wykorzystuje wlasnosci funkeji Gaussa, najczesciej uzywanych do przy-
blizenia molekularnych funkcji falowych. Najbardziej korzystne rozwiniecie szeregu DMA
na centrach wszystkich par orbitali Gaussa jest jednak niezbyt praktyczne, dlatego zapro-
ponowany przez autora metody DMA kompromis sugeruje centrowanie szeregu na jadrach
atomowych oraz w potowie dlugosci wiazan [122]. Wiaze sie to z utrata skoniczonej zbiezno-
sci szeregu i powoduje, ze DMA staje sie numerycznie réwnowazne innym nieskonczonym
rozwinigciom [127].

Alternatywne sformutowanie analizy multipolowej CAMM (lub CMMM, przy wykorzy-
staniu pozaatomowych centrow rozwiniecia, [123,128]) ma te zalete, ze momenty multipo-
lowe coraz wyzszych rzedéw opisuja tylko anizotropie tadunku nie uwzgledniong na nizszym
poziomie rozwiniecia. Zapewnia to jednoczesnie zbieznos¢ szeregu multipolowego oraz po-
zwala traktowaé¢ CAMM /CMMM jako rekurencyjne uzupehienie dowolnie zdefiniowanych
tadunkéw atomowych [124], a co za tym idzie, lepiej nadaje sie do systematycznej analizy
hierarchii przyblizen o réznej doktadnosci (por. Rown. (2.9)). Analiza CAMM, w przeci-
wienstwie do DMA, nie jest tez ograniczona do gaussowskich baz funkcyjnych.

Oprécz multipolowych wariantéw analiz populacyjnych, sporo uwagi po$wiecono w os-
tatnich latach mozliwo$ci uzyskania opisu wielocentrowym rozwinigciem multipolowym
do$wiadczalnych gestosci elektronowych, mierzonych metoda wysokorozdzielczej dyfrak-
cji promieni Rontgena [129,130]. Uzyskane w ten sposob atomowe rozwiniecia multipolowe

sa, jak twierdza autorzy, w duzym stopniu przenosne [131], takze dla polipeptydow [132].
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Nalezy zauwazy¢, ze najwicksza doktadno$é pomiaru gestosci elektronowej osiggana jest
dla zrebow atomowych, a nie dla (najistotniejszych dla oddziatywan) powlok walencyjnych.
Ponadto pomiary te odnosza sie do czgsteczek w polu krystalicznym, a nie w fazie gazowe]
lub w otoczeniu rozpuszczalnika.

Wazng zaletg modeli multipolowych jest fakt, ze moga by¢ uzyte w metodach hybry-
dowych QM /MM do opisu oddziatywania otoczenia na cze$é¢ uktadu opisywana metoda ab
initio [133]. Z mozliwosci tej skorzystano w implementacji metody efektywnego potencjatu
fragmentéw (ang. effective fragment potential, EFP) [14], wykorzystujacej wielocentrowe
momenty multipolowe uzyskane metoda DMA. Doktadno$¢ metody EFP zostata zweryfiko-
wana na przyktadzie obliczen efektéw solwatacyjnych [134]. Uzyto jej réwniez do modelowa-
nia $rodowiska centrum aktywnego reakcji przeprowadzanej przez rybonukleaze A [1]. Me-
toda EFP, mimo ze nie doréwnuje ogdlnoscig innym implementacjom QM /MM (np. [13]),
oferuje znacznie wigksza doktadno$¢ modelowania otoczenia reakcji niz metody oparte na
przyblizeniu FF, nadajac si¢ szczegdlnie dobrze do opisu preorientowanego, polarnego cha-
rakteru centrum aktywnego zapewnianego przez reszty nie biorace bezposrednio udziatu
w reakcji. Doktadno$¢ ta jest efektem szczegdtowego opisu rozktadu tadunku w rozwi-
nigciu DMA, parametrycznemu przyblizeniu oddzialtywan wymiennych i polaryzowalnosci;
z drugiej strony, brak jest niefizycznych efektéow wynikajacych z réznic opisu funkceji falo-
wej na granicy warstw QM /MM, na ktére tatwo narazié¢ sie przy nieostroznym stosowaniu
np. metody ONIOM (ang. Our own N-layered Integrated molecular Orbital and molecular
Mechanics approach) [13].

1.3.2 Hierarchia modeli teoretycznych

Niewielki koszt obliczeniowy modeli elektrostatycznych oraz duza liczba doniesien potwier-
dzajacych znaczacy udziat oddziatywan tego rodzaju w katalizie i inhibicji nie powinny
zastepowaé szczegOtowej analizy oddzialywan w okreslonym przypadku, gdyz tatwo jest
przekroczy¢ zakres stosowalnosci takich modeli [6,135]. W wielu sytuacjach, mozliwos$¢ wy-
korzystania niekosztownego modelu jest bardzo atrakcyjna nawet, jesli wiaze si¢ z duzym
ryzykiem — przyktadem moze by¢ potrzeba wyboru sposréod dziesiatek mozliwosci odpo-
wiedniego wstepnego stanu protonacji uktadu lub ekstrapolacji wnioskéw dotyczacych roli
katalitycznej niektorych reszt [135].

Na odlegtosciach kontaktowych, oddziatywania miedzyczasteczkowe sa wynikiem sub-
telnej rownowagi sktadowych o roéznej naturze, zmieniajacej si¢ wraz z odlegtoscig. Dla
niektérych przypadkéw, zadna ze sktadowych nie moze zostaé zaniedbana [135], ale dla

innych okazuje sie, ze nawet dla bardzo matych odlegto$ciach mozna osiggna¢ wartosciowe,
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czesto pohilosciowe wyniki uzywajac przyblizonych modeli [136]. Dlatego analiza istotnosci
roznych sktadowych energii oddzialywan powinna wigzac si¢ z dobrze okreslona hierarchia
przyblizen, aby mozliwe byto optymalne dobranie odpowiedniego dla problemu poziomu
teorii, na podstawie kompromisu miedzy kosztem a doktadnoscig. Takie podejscie przyjeto
w tej pracy; wybrana metoda analizy oddzialywan, opisana wczesniej, pozwala zdefiniowaé
hierarchi¢ modeli teoretycznych o stopniowo malejacej precyzji i koszcie obliczeniowym

(podanym po lewej; N oznacza liczbe orbitali atomowych, A liczbe atomow):

1 1 1 R R
AE = EéL),MTP + EEL),PEN + El(a))( + EI()E)L +ER

corr

O(N5) AEMP2
O(N%) A ESCF
(1.18)
O(N*%) ED
O(N?) EY)
2
OA%) B

Dalsze uproszczenie modelu oddziatywan mozliwe jest przez odrzucenie najmniej istot-
aveh . iecia BV . ¢ vk st zakof . ltipo.
ych wyrazow rozwinigcia Egy \rp; czgsto spotykanym jest zakoiiczenie szeregu multipo
lowego na wyrazach o tej samej zaleznosci od odlegtosci (ang. exponent truncated series,

ET). Sposob ten przyjeto takze i w tej pracy (Réwn. (1.19)).

1 1
EEL),MTP = Eé_)q + Eq_p + qué + B+ Eqié—i—Eﬁié + ... (1.19)
~R-1 ~R-2 ~R-3 R4

Proponowana hierarchia modeli oddzialywan pokrywa systematycznie zakres przyblizen
energii oddzialywan od opartego na tadunkach punktowych (E(gl,)q) az do nieempirycznego
modelu uwzgledniajacego korelacje elektronows. Analiza stopnia doktadnosci przyblizenia
na wszystkich jej poziomach jest zatem jednoczesnie praktycznym sposobem doboru opty-

malnego poziomu teoretycznego dla badanego problemu.
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1.4 Cele badan

W pierwszym rzedzie, postanowiono wykona¢ jedna z pierwszych nieempirycznych analiz
natury oddzialtywan w centrach aktywnych szeregu enzymow. Szczegotowe badania w tym
zakresie, przedstawione w rozdziale 3, mialy na celu weryfikacje zasadnos$ci powszechnie
przyjmowanego zatozenia o dominujacej roli oddziatywan elektrostatycznych oraz mozliwie
doktadne okreslenie zakresu jego stosowalnosci.

W zakresie stosowalnosci elektrostatycznego przyblizenia energii oddzialywan, posta-
wiono sobie za cel poréwnanie dostepnych modeli przyblizonych oraz identyfikacje proble-
mow stojacych na drodze do konstrukeji doktadniejszych metod parametrycznego opisu
rozktadu tadunku i oddziatywan miedzyczasteczkowych. W szczegélnoscei, postanowiono
skompletowaé¢ petng biblioteke skorelowanych atomowych momentoéw multipolowych dla
wszystkich form protonacji naturalnych aminokwasow, zbadaé¢ jako$¢ uzyskiwanych wyni-
kow w poréwnaniu z innymi modelami oraz zbada¢ w sposéb ilosciowy przenosno$é konfor-
macyjng i miedzyczasteczkowa elementéw biblioteki, analizujac gtéwne przyczyny btedow.
Badaniom w tym zakresie poswiecono rozdzial 4.

W oparciu o dostepne wyniki pomiaréw wielkosci fizycznych wynikajacych z oddziaty-
wan miedzyczasteczkowych (zmiany statych kwasowosci, state inhibicji itp.), postanowiono
wykonaé¢ analize fizycznej natury oddziatywan oraz oceni¢ przydatnosé nieempirycznej me-
tody podziatu energii oddzialywan opisanej w tym rozdziale [7] dla doboru optymalnej dla
okreslonego problemu metody badan, stosownie do hierarchii przyblizen zdefiniowanej réw-
naniami (1.18) i (1.19). Uzyskane wyniki opisano w rozdziatach 5.1 i 5.2.

Opierajac sie na wspoétczesnych pogladach na nature katalizy enzymatycznej, sugeru-
jacych dominujacg role elektrostatycznej stabilizacji przez centrum aktywne stanu przej-
sciowego [19,21, 75,137, 187], postanowiono takze okresli¢ droga teoretyczna, w grupach
spokrewnionych ze soba enzymoéw, reszty aminokwasowe o najwieckszej aktywnosci katali-

tycznej. Tematowi temu poswiecono rozdzial 5.3.
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Rozdziat 2

Metody obliczeniowe

2.1 Badane efekty réznicowe

Energia oddziatywania enzym-ligand jest wielkoscig niezbedna dla przewidywania katali-
tycznych wlasnosci uktadow enzymatycznych oraz wigzania ligandow. Nawet dla wielkosci
silnie zaleznych od zmian entropii, takich jak eksperymentalne state wigzania czy inhibicji,
wytacznie entalpowe czy nawet elektronowe przyblizenie energii oddzialywan ma znaczace
zastosowanie w podejsciu perturbacyjnym, tj. przy zatozeniu niezmiennosci pozostatych
cztonéw AGy g oddzialtywania (i konsekwentnie wykonaniu obliczen dla statycznych struk-
tur). Metodyka taka jest powszechnie stosowana w literaturze ze wzgledu na wciaz nieosia-
galnie wysoki koszt petnych obliczen réznic energii swobodnej, ewentualnie w potaczeniu z
oszacowaniem efektow entropowych metodami empirycznymi.

Nalezy przy tym zauwazy¢, ze niezaleznie od zastosowania — w obliczeniach statycz-
nych dla izolowanych czasteczek, w dynamice kwantowej czy w metodach hybrydowych
QM/MM — korzystamy z réwnania Schrodingera niezaleznego od czasu, w przyblizeniu
Borna-Oppenheimera. Analiza cztonéw energetycznych w przyblizeniu statycznym jest za-
tem tak samo istotna dla statycznych i dynamicznych obliczen. Ponadto, jak wynika z dys-
kusji przeprowadzonej w poprzednim rozdziale, w wielu interesujacych przypadkach mozna
wprowadzi¢ przyblizenia prowadzace do znikania wiekszosci nieelektronowych sktadnikow
energii oddziatywan. Z tego wzgledu, jak rowniez dla zastosowan do budowy efektywniej-
szych empirycznych modeli oddziatywan, analiza natury sktadowej elektronowej energii
oddziatywan jest bardzo wazna i moze znalez¢ wielostronne zastosowania.

W szczegdlnoscei, nalezy wymieni¢ te zastosowania, ktére sa z dobrym przyblizeniem
opisywane przez czton AE w réwnaniu (1.2), albo ze wzgledu na spelnienie warunkow

znikania innych wyrazéw, albo w dla celow wzglednych poréwnan podobnych uktadow.
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Rysunek 2.1: Model inhibicji enzymatyczne;j.

Ponizej zaprezentowano kilka przyktadow zastosowan modelowania inhibicji i katalizy en-

zymatycznej, ktore bylty przedmiotem studiow w dalszej czesci tej pracy.

2.1.1 Stale wigzania i inhibicji

Jest to przypadek, gdzie réznica entropii miedzy stanem wolnym a zwiazanym ligandu
nie moze by¢ formalnie pominieta. Jednakze poréwnanie oddziatywan réznych ligandow
(I, I') z tym samym centrum aktywnym (lub tego samego ligandu z réznymi wariantami
centrum katalitycznego) niesie wystarczajaco duzo informacji przydatnych do przewidy-
wania efektéw modyfikacji. Takie poréwnawcze obliczenia mozna wykonaé¢ w fazie gazowe]
(Rys. 2.1, Réwn. (2.1)), gdzie réznica energii miedzy kompleksami (E+1) a (E+4T') jest

réwna w przyblizeniu réznicy energii elektronowej 111’

AGEJ =—RIl'In Ki (21)

Mozliwe jest wowczas zbadanie korelacji wynikéw teoretycznych i eksperymentalnych
(patrz rozdzial 5.2). Bezposrednie poréwnanie z do$wiadczeniem wymaga jednak albo uza-
sadnienia zatozenia, ze energia swobodna obydwu wariantéw w roztworze jest poréwny-
walna, albo oszacowania tych réznic inng metoda, np. zaburzenia energii swobodnej (ang.

free energy perturbation, FEP).

2.1.2 Analiza katalitycznej roli elementéw centrum aktywnego

O ile modelowanie wielkosci bezposrednio zaleznych od entalpii swobodnej wymaga duzej
ostroznosci, o tyle wiele efektéw o naturze roéznicowej daje sie do$é¢ doktadnie przyblizy¢
roznicg cztonéw elektronowych. Przyktadowo, reakcja zachodzaca w centrum aktywnym
enzymu zwykle z dobrym przyblizeniem spetnia zatozenia rachunku zaburzen, a oddzia-
tujace uktady sa wzgledem siebie unieruchomione (Rys. 2.2). W takim przypadku mozna
przyjac, ze réznica entalpii swobodnych wigzania stanu przejsciowego i substratu jest bliska

odpowiedniej réznicy elektronowych energii oddziatywan (Réwn. (2.2)). W uzytej notacji,
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Rysunek 2.2: Tlustracja stabilizacji stanu przejsciowego w katalizie enzymatyczne;j.

wielko$¢ te nazwano energia réznicowej stabilizacji stanu przej$ciowego (ang. differential

transition state stabilization), APTSS [60,137].

ADTSS _ AGE,Si _ AGE,S ~ AEE,SI _ AEE,S ~ —RT Inkgat (2.2)

2.1.3 Wplyw mutacji na zmiany pK, aminokwaséw

Jezeli odwrécimy sytuacje z rysunku 2.2, mozemy rozszerzy¢ uzyty formalizm na calg klase
innych praktycznych zastosowan. Rysunek 2.3 obrazuje sytuacje, gdy zmiany sa wprowa-
dzone w obrebie enzymu (E — enzym w formie wyjsciowej, M — enzym zmodyfikowany). Jest
to tylko zabieg formalny umozliwiajacy zapis réwnania analogicznego do (2.2), pozwalajacy

na przewidywanie efektéw mutacji i badanie ich natury (Réwn. (2.3)).

AEE\&/{ = AGM,L - AGE,L ~ AEM,L - AEE,L (2-3)

Réwnanie (2.3), definiujace efekt energetyczny réznicowego efektu modyfikacji (ang.
differential effect of modification, DEM), mozna ponadto zinterpretowa¢ na kilka innych
sposobow. Przypusémy, ze jako zwiazany ligand potraktujemy wybrana reszte (R), ktéra
moze ulegaé¢ protonacji (R® — RT). Wowczas réznicowy efekt mutacji APEM na stabilizacje
form R° i Rt odpowiada zmianie stalej kwasowosci reszty R, wywolanej dang mutacja
(Rown. (2.4)).

APEM(RT) — APEM(RO) — 92 303RT ApK, (2.4)
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Rysunek 2.3: [ustracja wpltywu modyfikacji enzymu (np. mutacji) na wiazanie ligandu.

Podobnie, traktujac jako ligand substrat (S) oraz stan przejéciowy (S*), w ten sam
sposéb mozna obliczy¢ wpltyw mutacji na szybko$é¢ reakcji katalizowanej przez enzym
(Réwn. (2.5)). W tym wypadku, niezbedne jest spelnianie przez enzym zatozen modelu
Michaelis-Menten [138] — wtedy stata katalityczna ke, odpowiada przejsciu bariery ener-

getycznej S — St

kcat(M>
kcat (E)

APEM(gH) — APEM(S) ~ —RTIn (2.5)

2.2 Nieempiryczna analiza natury oddzialywan

Podstawa przeprowadzonych analiz natury oddziatywan oraz efektoéw réznicowych w wy-
branych uktadach enzymatycznych byl podziat energii oddziatywan zdefiniowany réw-
naniem (1.16), przyblizajac zmiany entalpii swobodnej odpowiednimi zmianami energii
oddziatywan uzyskanymi w przyblizeniu metody pola samouzgodnionego SCF lub me-
toda MP2. Stosownie do dyskusji przeprowadzonej we Wistepie, taki wybdr podyktowany
jest optymalnym kompromisem miedzy wymagang precyzja modelu a kosztem obliczenio-
wym. Zalety takie oferuje opracowana i zaimplementowana w naszym zespole metoda de-
kompozycji, oparta na zdefiniowanym na podstawie rachunku zaburzen wyrazeniu na ener-
gie elektrostatyczng oddzialywan pierwszego rzedu (EI(,})?) w notacji SAPT — Rown. (1.10),

(1.11), patrz komentarz tamze):
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gdzie indeksy r, s, t, u odnosza si¢ do orbitali atomowych dimeru, a i b numerujg atomy
odpowiednio czasteczek A i B, a P2 i PP oznaczaja elementy odpowiednich macierzy ge-
stosci. Obliczenia w bazie dimeru (D) zapewniaja pelna korekte BSSE, a wykorzystanie
réwnania (2.6) pozwala ominaé¢ kosztowna transformacje calek stosowana w perturbacyj-
nych obliczeniach sktadowych energii oddziatywan. W potaczeniu z implementacja bezpo-
sredniej metody SCF [8] pozwala to na obliczenia dla uktadéw o rozmiarach do ok. 1000
orbitali atomowych. Zalety te zostaly podsumowane we Wstepie, w poréwnaniu z innymi
dostepnymi metodami.

Pozostale sktadowe energii oddzialywan SCF w schemacie [7] zdefiniowane sa w formie

nastepujacych réznic:

EY =W — g (2.7)

Bl = AESCF — () (2.8)

W niektorych przypadkach (rozdziat 5.2), okreslono réwniez wzgledny udzial w oddzia-

tywaniu energii korelacji elektronowej, zdefiniowanej rownaniem (1.9).

2.3 Przyblizone modele oddziatywan elektrostatycznych

Dla zapewnienia konsekwencji w hierarchii uproszczen (1.18), w calej tej pracy przybli-
zony opis elektrostatyczny oparty na rozwinieciu CAMM lub tadunkach atomowych byt
obliczany w przyblizeniu metody SCF, w bazie 6-31G(d,p). Poniewaz jednak uwzglednie-
nie korelacji elektronowej ma stosunkowo znaczacy wptyw na molekularny rozktad tadunku,
w rozdziale 4, poswieconym specyficznie analizie jakosci roznych przyblizen elektrostatycz-
nych, wykorzystano réwnolegle metode funkcjonatu gestosci B3LYP, dajaca opis moleku-
larnego rozktadu tadunku o jakosci podobnej jak MP2 [139,140].
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2.3.1 Atomowe momenty multipolowe

Szczegblowa analiza jakosci i przenosnosci opisu czasteczkowego rozktadu tadunku opar-
tego na atomowych elektrostatycznych momentach multipolowych wykonana zostata na
przykltadzie modelu CAMM [123]. Model ten, numerycznie rownowazny innym definicjom
atomowych momentéw multipolowych [127], pozwala w systematyczny i komplementarny
do wybranej definicji tadunku atomowego sposob uprosci¢ informacje o rozktadzie tadunku

zawarta w macierzy gestosci elektronowej P (Rown. (2.9)):

m’;lm = Zau’;v Z Z P. < ‘u v wm‘ 7">
rea s

k'>0 I'>0 m/>0
[ ——
K'U'm/#klm

mF™ jest momentem rzedu k, [ i m-tego odpowiednio ze wzgledu na wspohrzedne wu,

v, w atomu a. Pozostale symbole oznaczaja odpowiednio: Z, tadunek jadra, P,, elementy
macierzy gestosci elektronowej, a <7“ ‘ukvlwm‘ 7’> jest jednoelektronowa catka multipolows.
W przypadku metody Hartree-Focka, P jest identyczna z jednoelektronowa macierza ge-
stosci; dla metod post-HF lub wielowyznacznikowych nalezy uzy¢ uogoélnionej macierzy
gestosei [141].

Rozwiniecie (2.9) nie musi by¢ ograniczone do centréw atomowych — uwzglednienie
wigkszej ilosci punktow rozwiniecia prowadzi do bardziej precyzyjnego opisu rozktadu ta-
dunku, choé¢ wiekszym kosztem obliczeniowym (model CMMM [128]). Ze wzgledu jednak
na koniecznos¢ transformacji konformacyjnej momentéow potozonych na centrach pozaato-
mowych, rozszerzenie to nie byto przedmiotem przedstawionej tutaj analizy.

W niniejszej pracy, w wiekszosci przypadkéw momenty rzedu zerowego sa rownoznaczne

z atomowymi tadunkami Mullikena [142] (o ile nie zaznaczono inaczej):

G =m0 =7, ZZZSﬁSPtsS};” (2.10)

reca s

gdzie S,; oznaczaja odpowiednie catki naktadania, a wyktadnik v zalezy od wyboru metody
analizy populacyjnej (np. dla v = 0 lub 1 otrzymujemy definicje tadunkéw Mullikena,
a dla v = 0.5 Lowdina). Ogélnie biorac, v moze przyjmowaé¢ dowolne wartosci, prowadzac
do nieskonczonej liczby mozliwych analiz populacyjnych.

Wyzsze momenty, ktore w notacji macierzowej mozna przedstawi¢ jak w réwnaniach

(2.11) (moment dipolowy), (2.12) (moment kwadrupolowy), etc. w systematyczny sposob
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uzupetniaja opis rozktadu tadunku, co wynika z rekurencyjnego charakteru definicji (2.9).
7 tych wzgledéw, model CAMM moze by¢ uzyty do uzupelnienia dowolnej definicji tadunku

atomowego [124], jednoczesnie zapewniajac dobrze zdefiniowana hierarchie przyblizen.

(m %m0, ) 2.11)

200 ,,,110 101
a ma ma

310 m220 mgll (212)

101 011 002

a ma ma

g@u
Il
S 3 3

Poniewaz momenty CAMM sg zdefiniowane w lokalnych uktadach wspotrzednych, tj. dla
kazdego atomu uktad wspotrzednych jest zlokalizowany na jadrze atomowym (Réwn. (2.9)),
opis CAMM molekularnego rozktadu tadunku mozna tatwo poddaé translacji i rotacji
do innych wspotrzednych. Aby uprosci¢ obliczenia energii oddzialywania, rotacja CAMM
do nowych wspoéhrzednych czasteczkowych byta dokonywana rowniez tak, aby zapewniano

jednakows orientacje wszystkich lokalnych uktadow wspotrzednych:

mk:lm _ (pa)k+l+m X mklm (213)

Indeksy a oznaczaja transformacje oddzielna dla kazdego atomu. W rzeczywistosci,
macierz rotacji p, byta obliczana osobno dla kazdego konformacyjnie sztywnego fragmentu
czasteczki.

Wyrazenie na (dwucialowa) energie oddzialywania miedzy czasteczkami A i B ma w
tych warunkach postac (ﬁab oznacza wektor wodzacy atomu a wzgledem b, natomiast Ry,

odlegtosc):

— — —

é?lgMM = Z Z [ QaQbRab + @y (i aRab)R;b3 - qd(ﬁbRab)Ra_bg - 3(_’aéab) (fipRap) ;b5

acA beB

+ Qb(é}abéaé»ab)R;b5 + qa(R)abébR}ab)R(;b5 + Q(ﬁbéaéab>R;b5 - 2( Haél)R‘ab)R;b5

— — = — —

— 5(ﬁbRab)(Rab@aR )R p T 5( R, )(ﬁabébéab>R p T qaRab(ﬁ bﬁbﬁab)RJb’? + .. }
(2.14)

Jest to szereg potegowy, ktérego kolejne wyrazy znikaja coraz szybciej z odlegloscia.

Prawidtowos¢ tg wykorzystano do zdefiniowania hierarchii doktadnosci kolejnych przyblizen
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przez zakonczenie rozwiniecia na wyrazach o tej samej zaleznosci od odlegltosci (ET). Alter-
natywny sposob polegajacy na uwzglednieniu wszystkich wyrazéw zaleznych od wybranego
rzedu momentu multipolowego (ang. moment—truncated, MT) daje w niektérych przypad-
kach doktadniejsze wyniki, lecz stosunkowo wigkszym kosztem obliczeniowym (uwzglednia
wiecej wyrazow).

Dla obliczen potencjatu elektrostatycznego generowanego przez rozwiniecie CAMM,

wyrazenie (2.14) upraszcza sie do:

Voanm = 3 [(qaR;1 + (FuR)R® + (R.0.R,)R;® + R, (R,

a

f@lll

)BT+ L] (2.15)

Przez analogie do réwnan (2.14) i (2.15), w dalszej czesci tej pracy bedzie uzywany sym-
bol R~ odnoszac sie do wyrazen na energie oddzialywania lub potencjal elektrostatyczny

rozwinietych do wyrazéw zaleznych od odlegtosci jak R~ wtacznie.

2.3.2 Modele elektrostatyczne oparte na tadunkach punktowych

W wykorzystanej implementacji metody CAMM, momenty elektrostatyczne rzedu zero-
wego sa obliczane metoda analizy populacyjnej Mullikena (Réwn. (2.10)) [142]. Ponie-
waz jednak tadunki Mullikena niezbyt nadaja si¢ do opisu oddziatywan miedzyczasteczko-
wych, przeprowadzono dla poréwnania rownorzedna analize jakosci dla dwoch dostepnych
implementacji definicji tadunkéw PDC [108-110]. Zaréwno model Merz-Singh-Kollmana
(MSK, [108,110]) jak i RESP [109] dostarczaja wartosci tadunkéw atomowych mniej
zaleznych od wyboru punktow odniesienia dzigki zastosowaniu gestej, kilkuwarstwowej
siatki [109, 110]. Ponadto, aby zniwelowaé efekt statystycznej niedookreslonosci atomdw
zagniezdzonych, model RESP naktada na wartosci tadunkéw dodatkowa hiperboliczna
funkcje wiezow, generujac mniejsze wartosci bezwzgledne tadunkéw. Inne funkcje wiezow
mozna wykorzysta¢ dla usrednienia uzyskanego zestawu tadunkéw miedzy réoznymi kon-
formacjami, a nawet miedzy podobnymi atomami w roéznych czasteczkach. Szczegdtowa

dyskusja jako$ci modelu zostata opisana w pracy [143].

2.3.3 Porownanie jakos$ci modeli przyblizonych

W czesci przypadkow, analiza jakosci roznych przyblizen opiera sie na porownaniach war-
tosci potencjatu elektrostatycznego w wybranych punktach lub, jak w przypadku przeno-
snosci konformacyjnej, odtwarzania ksztattu krzywych opisujacych energie oddziatywan
w funkcji konformacji. Miara tego typu jest niepraktyczna lub trudna w interpretacji, je-

sli chodzi o odtwarzanie molekularnego potencjatu elektrostatycznego. W tym przypadku,
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Atom Promien van der Waalsa Promien kontaktowy

H 1.2 A 2.6 A
C 1.7 A 31A
N 1.5 A 2.9 A
O 1.4 A 2.8 A
S 1.85 A 3.25 A

Tablica 2.1: Promienie atomowe definiujace powierzchnie kontaktows czasteczki.

wykorzystano unormowane $rednie odchylenie kwadratowe (ang. relative root mean square,

RRMS) zaproponowane przez Kollmana [109]:

(2.16)

gdzie V; oznacza wartos¢ spodziewana potencjatu elektrostatycznego (obliczona metoda
odniesienia, np. SCF), a V/ potencjat przyblizony, w i-tym punkcie.

Sumowanie w réwnaniu (2.16) przebiega po punktach rozlozonych réwnomiernie po
powierzchni czasteczki. W naszym przypadku, siatka punktéow generowana byta wg algo-
rytmu podanego przez Connolly-ego [144], jednak z uzyciem promienia ,sondy” réwnego 0,
natomiast atomowe promienie van der Waalsa (wg Paulinga [145] i Bondiego [146]) zostaly
powigkszone o promien czasteczki wody 1.4 A (Tabela 2.1). Tak okrelona powierzchnia
nie jest zatem powierzchnia dostepna dla rozpuszczalnika, jak w pracy [144], lecz raczej

powierzchnig kontaktows — w tym sensie, ze odpowiada minimalnej odlegtosci zblizenia

Rysunek 2.4: Powierzchnia kontaktowa czasteczki (zaznaczona linia kropkowana).
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jader oddziatujacych atoméw (Rys. 2.4). Gestosé punktéw wynosita 10 punktéow na A,

2.4 Oprogramowanie

Obliczenia ab initio metodami orbitali molekularnych oraz DF'T wykonano za pomocg pro-
graméw Gaussian 94 [63] oraz GAMESS [62]. Rozklad energii oddzialywan na sktadowe
przy uzyciu metodologii Kitaury i Morokumy [36], Tomasiego [38] oraz Sokalskiego i Ro-
szaka [7] wykonano wykorzystujac zmodyfikowany pakiet GAMESS [147,148]. Obliczenia
rozwiniecia czgsteczkowego rozktadu tadunku w szereg multipolowy CAMM), przestrzennej
transformacji CAMM, obliczenia energii oddziatywan ESL),MTP oraz molekularnego poten-
cjatu elektrostatycznego w przyblizeniu CAMM wykonano z pomoca wtasnego oprogra-
mowania (FORTRAN, C). Ladunki atomowe Merz-Singh-Kollmana oraz RESP obliczono
pakietem Gaussian 94 oraz ogélnodostepnym programem Resp [109].

Wykorzystano réwniez oprogramowanie InsightII firmy Biosym (pézniej Molecular Si-
mulations, Inc.; obecnie Accelrys) [149], niezbedne dla przygotowania do obliczen krysta-
lograficznych struktur biatek lub ich fragmentéw oraz do naktadania przestrzennego enzy-
méw pochodzacych z réznych zrodet, wizualnej analizy i modyfikacji struktur. Ilustracje
wykonano przy uzyciu pakietu InsightIl oraz ogélnodostepnych programéw Molden [150],
MolScript [151] i Molmol [152], natomiast wykresy za pomoca programu Gnuplot [153].

Seryjne obliczenia oraz analizy wynikow wykonano oprogramowaniem wtasnym przy

uzyciu jezykéw skryptowych (Unix shell, awk, python).
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Rozdziat 3

Analiza natury oddzialywan dla

wybranych ukladéw enzymatycznych

3.1 Efekty katalityczne w centrum aktywnym rybonu-
kleazy A

Rybonukleaza A (Rys. 3.1) jest przedmiotem badan eksperymentalnych i teoretycznych
od kilkudziesieciu lat [154], gléwnie ze wzgledu na swoja prosta budowe, trwalosé i wy-
sokg aktywno$¢ katalityczng. Mimo to, szczegdlty mechanizmu przeprowadzanej przez nig
reakcji wcigz sg nie do konca poznane. Wiadomo, ze reakcja przebiega w dwoch etapach:
w pierwszym nastepuje wewnatrzczasteczkowa transestryfikacja powodujaca powstanie cy-
klicznego 2’, 3’ fosforanu i odszczepienie potowy cietego tancucha RNA z wolng grupa
5’—OH; w drugim etapie, ten cykliczny produkt przejsciowy jest hydrolizowany (Rys. 3.2).
Wiadomo, ze proces ten jest przyktadem ogdlnej katalizy kwasowo-zasadowej; przedmio-
tem kontrowersji jest natomiast wstepny stan protonacji reszt katalitycznych, a co za tym
idzie, kwestia ktora reszta i kiedy dziata jako kwas, a kiedy jako zasada, i jak wyglada
rzeczywista Sciezka reakcji pierwszego etapu.

Jak dotychczas, najbardziej zaawansowane studia nad mechanizmem etapu transfos-
forylacji zostaly opublikowane przez Wladkowskiego, Kraussa i Stevena [1, 155], rozwa-
zajacych $ciezke z powstaniem monoanionowego produktu przejsciowego. Nowsza praca
Glennona i Warshela [156] stosuje bardziej kompletny model centrum aktywnego, uwzgled-
niajacy efekty entropowe i wplyw rozpuszczalnika pétempiryczng metoda wiazan walen-
cyjnych (ang. empirical valence bond, EVB [19]). Te ostatnie badania sa préba poréwnania
wezesniejszych propozycji mechanizmu reakeji (m. in. przez mono- lub dianionowy produkt

przejéciowy [157,158]) oraz rél katalitycznych poszczegdlnych reszt, ale nie prowadza do roz-
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Rysunek 3.1: Schemat struktury rybonukleazy A z trzustki wotu (kod PDB 3RN3). Poka-

zana jest konformacja trzech reszt centrum aktywnego uwzglednionych w modelu oblicze-

niowym.
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Rysunek 3.2: Schemat reakcji hydrolizy kwasu rybonukleinowego przez rybonukleaze A. a)

transfosforylacja; b) hydroliza cyklicznego produktu przejéciowego.
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strzygajacych wnioskow. W rzeczywistosci, mimo ze autorzy sugeruja Sciezke reakcji inna
niz w pracy Wladkowskiego i wspélpracownikéw, to mechanizm rozwazany w pracy [155]
okazuje si¢ by¢ korzystniejszy energetycznie. Mechanizm ten zostat wybrany do badan

natury oddziatywan w centrum aktywnym [135].

3.1.1 Natura wplywu katalitycznego poszczegdlnych reszt

Sciezke reakeji zaproponowana w pracy [1] prezentuje Rys. 3.3. Rozwazone zostalty dwa
z wielu mozliwych poczatkowych stanéw protonacji uktadu, o réznych wzglednych barierach
aktywacji (Rys. 3.4), ale ze wzgledu na przyblizenia uzytych metod obliczeniowych (RHF w
bazie 3-21G(d), z funkcjami dyfuzyjnymi) nie byto mozliwe jednoznaczne okreslenie, ktora
droga jest dominujacg. Wiadomo, ze uwzglednienie korelacji elektronowej oraz wptywu
rozpuszczalnika prowadzi do zauwazalnych zmian w energetyce reakeji [155].

7 punktu widzenia badan natury oddzialywan, najwieksze mozliwosci analizy oferuje
etap R2—PTTS3, poniewaz zachodzace tutaj przeniesienie protonu jest ograniczone do
czasteczki substratu (hydroksyetylo-metylofosforanu). Dzigki temu, mozna przeprowadzié
analiz¢ sktadowych energii oddziatywan tego substratu z kazda z uwzglednionych w mo-
delu reszt katalitycznych. Na Sciezce startujacej ze struktury R1, podobnie jak w dalszych,
wspolnych etapach, mamy do czynienia z miedzyczasteczkowym przeniesieniem protonu, co
wyklucza analize oddzialywan. Z tego wzgledu, oprécz etapu R2—PTTS3 zbadano dla po-
réwnania tylko nature wptywu katalitycznego (nie bioracej udziatu w reakcji) histydyny 119
w etapach R1— ... —PTTS2. Celem byta odpowiedZ na pytanie, czy efekty katalityczne sa
zdominowane przez oddziatlywania okreslonej natury (prawdopodobnie elektrostatyczne),
lub czy udzial innych sktadowych oddzialywan, nawet jesli nie jest zaniedbywalny, stanowi
wzglednie stata czes¢ catkowitych energii oddzialtywan i stabilizacji. W obydwu przypad-
kach, mozliwe byloby wowczas co najmniej jakoSciowe prognozowanie wktadu katalitycz-
nego poszczegolnych reszt przy uzyciu znacznie mniej kosztownych metod modelowania.

W pierwszym rzedzie, porownano jakos¢ odtwarzania elektrostatycznej sktadowej ener-
gii oddziatywan przez powszechnie stosowane modele oparte na tadunkach punktowych.
Zasadnos¢ takich badan wynika z kilku powodéw: modele elektrostatyczne nie uwzgled-
niaja krotkozasiegowej sktadowej penetracyjnej, ponadto na matych odlegtosciach moga
by¢ rozbiezne. Problem ten zostal szerzej potraktowany w rozdziale 4. Analiza poréwnaw-
cza dwoch modeli tadunkéw fitowanych do potencjatu oraz dwoch wariantow rozwiniecia
multipolowego CAMM dla tego konkretnego przypadku jest przedstawiona w Tabeli 3.1.
Mozna zauwazy¢, ze chociaz réznica miedzy E(EIL) a wartosciami otrzymanymi metodami

przyblizonymi jest rzedu kilku kcal/mol, to dla oddzialywan miedzy naladowanymi cza-
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Rysunek 3.3: Mechanizm reakcji transfosforylacji katalizowanej przez rybonukleaze A.

Struktury i oznaczenia takie same jak w pracy [1].
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Rysunek 3.4: Diagram przedstawiajacy wzgledne wysokosci barier aktywacji dla mechani-

zmu reakcji przedstawionego na rysunku 3.3 [1].

steczkami jest to wzglednie niewielkim btedem. Zeby jednak stwierdzi¢, ze przyblizenie
elektrostatyczne pozwala na wysuwanie prawidtowych wnioskow co do roli katalitycznej
lub wigzacej poszczegdlnych reszt, konieczna jest odpowiedz na pytanie, czy sktadowa elek-
trostatyczna E](;L) prawidlowo odtwarza catkowita energie oddziatywan.

Dwuciatowe energie oddziatywan miedzy odpowiednimi reagentami zostaty obliczone
metodg pola samouzgodnionego w bazie 6-31G(d,p) i poddane dekompozycji hybrydowa
metoda Sokalskiego i Roszaka [7] opisang wczesniej. Wyniki, prezentowane w Tabeli 3.2,
niestety nie potwierdzaja oczekiwan. Mozna zauwazy¢, ze chociaz w wielu przypadkach
sktadowa elektrostatyczna jest bliska wartosci catkowitej energii oddziatywania, to najcze-
Sciej powodem jest kasowanie sie stosunkowo duzych wartosci sktadowych wymiennej i de-
lokalizacyjnej, majacych przeciwne znaki. W ogélnym jednak przypadku, zaden z wktadow
nie moze by¢ zaniedbany, ani nie stanowi stalej czesci energii oddziatywan. Przynajmniej,

jesli w gre wchodzg odleglosci tak mate, jak w badanym przypadku.

3.1.2 Wplyw stanu protonacji reszt na ich aktywno$¢ katalityczng

Analiza odtwarzania catkowitej nieempirycznej energii oddzialywan przez sktadowa elek-
trostatyczng dla matych odlegtosci prowadzi do niezbyt optymistycznego wniosku, ze nie
mozna na podstawie przyblizenia elektrostatycznego wnioskowac o roli reszt centrum ak-
tywnego w wigzaniu reagentéw. Jednakze rola katalityczna jest uwarunkowana réznica

wigzania substratu i stanu przejsciowego, co moze sugerowac, ze niezaniedbywalne w ener-
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Para EY,0M) BO,MSK) EQhw(R™®) ESAum(R™) By
R1 : His119" —34.01 —29.75 —-32.91 —32.76 —36.35
R1 : His1196 —10.03 —11.66 —14.08 —13.72 —18.67
R1 : His119e 11.46 9.26 10.84 11.21 8.32
R2 : His119" —72.01 —68.48 —69.65 —69.54 —71.36
R2 : His1196 —-9.64 —12.65 —13.19 —13.14 —14.81
R2 : His119e 11.37 10.19 11.76 11.52 11.09
R2 : Hisl12" —68.89 —66.43 —67.14 —67.09 —69.97
R2 : Hisl126 3.12 4.11 3.501 3.83 1.97
R2 : Hisl2e —7.54 —-9.40 —9.74 —9.42 —11.72
R2 : Lys41™ —110.04 —107.46 —109.65 —109.28 —116.89
R2 : Lys41 —6.60 —11.31 —12.78 —11.12 —23.14
11 : His119* —25.33 —22.29 —25.57 —25.04 —28.10
11 : His1196 —8.02 —9.38 —12.03 —11.74 —-16.13
11 : His119¢ 10.47 8.32 10.00 10.08 7.23
PTTS1 : His119* —29.45 —26.37 —29.79 —29.18 —32.67
PTTS1 : His1196 —-9.11 —11.10 —13.67 —13.23 —18.09
PTTS1 : His119¢ 11.63 9.38 11.21 11.33 8.46
PTTS2 : His119* —29.36 —26.52 —29.38 —28.89 —31.74
PTTS2 : His1196 —8&.10 —-9.75 —12.03 —11.76 —15.71
PTTS2 : His119¢ 10.52 8.61 10.15 10.30 7.85
PTTS3 : His119* —76.00 —71.35 —73.85 —73.44 —76.24
PTTS3 : His1196 —10.58 —13.09 —14.78 —14.55 —18.02
PTTS3 : His119¢ 12.19 10.68 12.28 12.45 10.50
PTTS3 : His12™ —81.53 —79.64 —80.24 —79.46 —85.32
PTTS3 : His126 3.49 5.30 4.81 4.74 1.07
PTTS3 : Hisl2e —10.36 —13.17 —13.82 —12.59 —17.39
PTTS3 : Lys41Jr —110.77 —109.90 —113.93 —111.33 —117.72
PTTS3 : Lys4l —6.45 —11.03 —13.62 —11.23 —19.20

Tablica 3.1: Energie oddzialywania miedzy resztami centrum aktywnego rybonukleazy A
a ligandami ze struktur R1, PTTS1, I1, PTTS2, R2 i PTTS3 (rys. 3.3) obliczone w oparciu
o dwa modele tadunkéw punktowych oraz model multipolowy CAMM (M — tadunki Mul-
likena, MSK — Merz-Singh-Kollmana [108,110]). Wszystkie warto$ci w kcal/mol; symbole

0, € okreslaja sprotonowany atom azotu histydyny.
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1

Para AESCF EY EY  ESY Odlegtosé [A]
R1:His 1195 —732 —1867 1825  —6.90 1.76
R1:His 119* —33.07 —36.35  15.86 —12.58 1.76
PTTS1:His 1195 ~6.03 —18.09  19.06  —7.01 1.74
PTTS1:His 119+ —28.89 —32.67 1651 —12.73 1.74
I1:His 1195 —449 —16.13 1774  —6.10 1.76
I1:His 119+ —2436 —28.10 1531  —11.57 1.76
PTTS2:His 1195 —580 —15.71 1550  —5.59 1.81
PTTS2:His 119+ ~29.36 —31.74 1337 —10.99 1.81
R2:His 1195 ~1351 —14.81 492 —3.62 2.29
R2:His 119+ —7414  —71.35 434 —7.12 2.29
R2:His 12+ —70.91  —69.97 417 -5.11 2.36
R2:His 126 3.73 1.97 404  —2.28 2.36
R2:His 12¢ —9.43  —11.72 484  —2.56 2.36
R2:Lys 41 1.82 —2314 3478  —983 1.70
R2:Lys 41* ~110.89 —116.89 2532  —19.32 1.70
PTTS3:His 1195 ~11.09 —18.02 1294  —6.01 1.87
PTTS3:His 119+ —75.71  —7624 1127  —10.75 1.87
PTTS3:His 12+ —84.73  —85.32 997  —9.37 1.82
PTTS3:His 126 5.27 1.07 829  —4.10 2.35
PTTS3:His 12¢ ~11.98 —17.39  10.60  —5.20 1.82
PTTS3:Lys 41 —553 —19.20  23.73  —10.06 1.68
PTTS3:Lys 41+ ~11841 —117.72 1836  —19.05 1.68

Tablica 3.2: Sktadowe energii oddziatywan reszt centrum aktywnego z odpowiednimi re-
agentami dla struktur R1, PTTS1, I1, PTTS2, R2 i PTTS3 z rysunku 3.3. Wszystkie

wartosci w kcal/mol; symbole 4, € okreslaja sprotonowany atom azotu histydyny.

giach oddziatywan sktadowe wymienna i delokalizacyjna ulegng skasowaniu w wartosciach

roznicowych energii stabilizacji. Przewidywania takie, ze wzgledu na krétkozasiegowy cha-

rakter oddziatywan penetracyjnych i wymiennych, mogtyby by¢ uzasadnione przynajmniej

w przypadkach, w ktorych odlegtos¢ miedzy oddzialujacymi czasteczkami jest taka sama

w kompleksie substratéw i w kompleksie aktywnym. Zatozenie to wydaje si¢ by¢ spetnione

dla wiekszosci reszt w omawianym modelu, jako ze réznice odpowiednich odlegtosci nie

przekraczaja kilku setnych angstrema (por. Tabela 3.2).
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Bariera aktywacji Reszta ADTSS AESL) AES))( ABESDL

R1—PTTS1 His1196 129 061 081 —0.11
His119+ 418 368 065 —0.15
His 1196 — His 119+ 290 310 —0.17 —0.04
[1-PTTS1 His1196 154 -196 132 —0.91
His119+ —453  —457 120 —1.16
His 1196 — His 119+ —298 —261 —0.12 —0.24
11—-PTTS2 His1196 ~1.31 042 -224 051
His119+ ~500 —3.64 —194 058
His 1196 — His 119+ ~3.69 —4.06 030  0.08
R2—PTTS3 His126 153 —0.90 425 —1.81
His12+ ~13.81 —15.35  5.80 —4.27
His1196 242  —320  8.02 —2.40
His119+ ~157 —48% 693 —3.62
Lys41° ~734 393 —11.05 —0.23
Lysdl+ —752 —083 —6.95  0.25
His126 — His12+ ~15.35 —14.45 155 —245
His119¢ — His119+ ~3.65 —428  3.69 —3.06
Lys 41 — Lys 41+ —0.17  —4.77 410  0.50

Tablica 3.3: Sktadowe roznicowych energii stabilizacji wybranych stanéw przej$ciowych oraz

roznicowy wplyw protonacji reszt katalitycznych rybonukleazy A na energie stabilizacji.

Tabela 3.3 prezentuje analize sktadowych energii stabilizacji; ponadto, obliczono réz-
nicowy wplyw protonacji reszt na ich efekt katalityczny. Te ostatnie wyniki, w pordw-
naniu z odpowiednimi energiami aktywacji, sa réwniez prezentowane w formie wizualnej
na Rys. 3.5. Niestety, i tym razem okazuje sie, ze nie mozna zaniedba¢ zadnej ze sktadowych.
Co gorsza, przewidywania roli katalitycznej reszt oparte na przyblizeniu elektrostatycznym
dla odlegtosci kontaktowych moga by¢ nie tylko niedoktadne, ale wrecz jakosciowo btedne
— w jednej trzeciej przypadkow prezentowanych w Tabeli 3.3 catkowita energia roznicowej

APTSS (na poziomie metody SCF) i jej sktadowa elektrostatyczna AE(EIL) maja

stabilizacji
rozne znaki. Oczywidcie, nie bez znaczenia jest fakt, ze wartosci wzglednej energii stabili-
zacji sa tutaj niemal o rzad mniejsze niz energii oddziatywan; niemniej jednak, wyniki te
dowodza, ze nie mozna a priori zaktadac¢ stosowalnosci przyblizenia elektrostatycznego dla

tak bliskich kontaktow molekularnych.
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Rysunek 3.5: Diagram przedstawiajacy wzgledne wktady réznych sktadowych réznicowych
energii stabilizacji do obnizenia barier aktywacji przy zmianie stanu protonacji niektérych

reszt katalitycznych.

3.1.3 Natura oddzialywan katalitycznych w funkcji odleglosci

Badania natury oddzialywan takie, jak przedstawione powyzej, mozna przeprowadzi¢ do-
piero dysponujac strukturami substratéow i kompleksu aktywnego, co uniemozliwia wstepna
weryfikacje zatozen i hipotez dotyczacych mechanizmu reakcji. Interesujaca jest zatem od-
powiedz na pytanie, w jakich granicach mozna stosowac¢ do tego celu metody przyblizone.
Stan sprotonowania interesujacych reszt nie daje podstaw uzasadniajacych taki wybor:
przyktadowo, stabilizacja PTTS3 wobec R2 przez lizyne 41 jest zdominowana przez skta-
dowa wymienng, niezaleznie od stanu protonacji reszty.

Ze wzgledu na krotkozasiegowy charakter zarowno oddzialywan wymiennych, jak efek-
tow sktadajacych sie na E]()PE)L, mozna przewidzie¢ dominujacg role elektrostatyki na wiek-
szych odlegtodciach. Jest to przyjmowane jako truizm w literaturze przedmiotu. Warto
natomiast precyzyjniej okresli¢ zakres stosowalnosci przyblizenia elektrostatycznego oraz
sprawdzi¢, czy wyniki modelowania r6l potencjalnie katalitycznych reszt metodami przy-
blizonymi w zakresie ich stosowalnosci mozna ekstrapolowa¢ do odlegtosci kontaktowych.

Odpowiedzi na obydwa te pytania dostarcza analiza sktadowych energii oddziatywan
(Rys. 3.6) oraz sktadowych réznicowych energii stabilizacji (Rys. 3.7) w funkcji odlegltosci.
Rysunek 3.3 prezentuje wyniki takiej analizy dla histydyny 119, ktére moga by¢ poréwnane
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dla kilku etapéw, oraz miedzy alternatywnymi $ciezkami reakcji.

Wykresy sktadowych energii oddziatywan (Rys. 3.6) pokazuja, ze mimo znacznych roz-
bieznosci catkowitej energii oddziatywan i jej sktadowej elektrostatycznej na matych odle-
glosciach, to nadal przyblizenie elektrostatyczne jest wystarczajace do formutowania wnio-
skéw jakosciowych (dotyczacych wktadu reszty w wiazanie ligandu), tj. znak sktadowej ESE
jest zgodny ze znakiem AESCY. Oczywiécie, nie bedzie to zawsze stuszne, jako ze AESCF
wykazuje minimum, natomiast wszystkie sktadowe sa monotoniczne. Dla niewielkich energii
wigzania, lub dla bardzo malych odlegtosci, mozna sie wobec tego spodziewaé wystapie-
nia roéznic jakosciowych. Zbadane przypadki sugeruja jednak, ze jest to stosunkowo mato
prawdopodobne. Réznica miedzy AESFa ESL) szybko jednak zanika z odlegtoscia, i przy
ok. 2.7 A staje sie praktycznie zaniedbywalna. Wniosek ten potwierdzaja takze wyniki ana-
lizy réznicowych energii stabilizacji (Rys. 3.7), dla ktérych niewystarczajaca doktadnosé
przyblizenia elektrostatycznego jest bardziej oczywista. Takze w tym przypadku, rozsunie-
cie oddziatujacych poduktadéw na odleglosé ok. 2.7 A prowadzi do zadowalajacej zbieznosci
sktadowej elektrostatycznej z catkowity energia stabilizacji. Oczywiscie, trudno przyjaé te
liczbe jako granice stosowalnosci przyblizenia elektrostatycznego na podstawie analizy do-
konanej dla jednego tylko enzymu. W zwigzku z tym, podobne testy wykonano takze dla
mutazy choryzmianowej (rozdzial 3.2). Wydaje sie jednak, ze zgodnosé tego wyniku mie-
dzy réznymi parami oddziatujacych poduktadéw moze sugerowaé, ze w ogdlnym przypadku
uzasadnione jest zalozenie — z pewnym marginesem — wartosci ok. 3 A jako minimalnej
odlegtosci, dla ktoérej przyblizenie elektrostatyczne wzglednie doktadnie odtwarza catkowita
wartosé energii oddzialywan (lub réznicowej energii stabilizacji).

Niestety, sktadowa AEI(;L) roznicowych energii stabilizacji dla matych odlegtosci moze
nie zachowywaé nawet znaku APTSS (wykresy ¢, d na Rys. 3.7). Oznacza to, ze nie mozna
wycigga¢ wnioskéw co do rzeczywistego efektu katalitycznego danej reszty na podstawie
wynikéw dla wigkszych odlegtosci — w zakresie zbieznosci uzytego modelu. W rzeczywi-
stodci, efekt katalityczny reszty moze byé jakosciowo inny przy zmianie odleglosci o 1 A,

co nie zawsze jest odtwarzane przez sktadowa elektrostatyczna (Rys. 3.7).
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Rysunek 3.6: Wykresy zaleznosci od odlegtosci sktadowych energii oddziatywan
histydyny 119 (w formie §) z r6znymi reagentami: a) z substratem R1,
b) z substratem R2,
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Rysunek 3.7: Analiza zaleznosci od odlegtosci sktadowych réznicowych energii stabilizacji
stanéw przejsciowych wobec odpowiednich substratéw przez histydyne 119 w formie ¢:
a) stabilizacja PTTS1 wobec R1, b) stabilizacja PTTS1 wobec 11,
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3.2 Analiza natury oddzialywan w centrum aktywnym

mutazy choryzmianowej

¢oo” VOG, H,C— C—CO00"
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e !
W
B

HO H HO H
Rysunek 3.8: Przegrupowanie Claisena katalizowane przez mutaze choryzmianows.

Mutaza choryzmianowa jest waznym enzymem Sciezki biosyntezy aminokwaséw aroma-
tycznych organizméw prokariotycznych, grzybéw i roglin [138]. Przyspiesza ona ok. 10° razy
transformacje choryzmianu do prefenianu (Rys. 3.8), bedaca przyktadem przegrupowania
Claisena. Enzym ten z wielu powodéw stanowi ciekawy przedmiot badan [81,159,160]. Re-
akcja przeprowadzana przez mutaze zachodzi réwniez samorzutnie w roztworze, co stwarza
mozliwos¢ badan poréwnawczych. Znana jest struktura przestrzenna biatka z zadokowa-
nym produktem oraz analogiem stanu przejéciowego [161], a centrum reakeji jest wzglednie
niewielkie, dlatego liczba studiéw teoretycznych studiow nad mechanizmem reakcji jest
znaczaca [81] i stale rosnie [162-166]. Dla celéw tej pracy, jego wyboér uzasadniony jest
z dwoch powodow. Mutaza choryzmianowa nie reaguje ze swoim substratem, dzigki czemu
mozliwe jest obliczenie energii oddziatywan i stabilizacji reagentéow przez kazda reszte cen-
trum aktywnego. Ponadto, kieszen katalityczna zbudowana jest z wielu zjonizowanych reszt
(Rys. 3.9), komplementarnych wzgledem ujemnie natadowanych reagentéw.

Mimo licznych studiow nad mechanizmem reakcji przeprowadzanej przez mutaze cho-
ryzmianowa, nie tylko szczegdly mechanizmu, ale nawet natura podstawowych czynnikoéw
odpowiedzialnych za efekt katalityczny jest ciggle przedmiotem dyskusji. Z jednej strony,
eksperymentalne oraz teoretyczne badania efektéw izotopowych [167,168] i efektéw muta-
cji [169] oraz teoretyczne modele reakcji [170] sugeruja dominujaca role elektrostatycznej
stabilizacji stanu przejSciowego. Alternatywna teza, o przewazajgcym znaczeniu entropii
aktywacji, mianowicie przez preferencyjne wigzanie energetycznie niekorzystnego lecz reak-
tywnego konformeru, znalazta eksperymentalne uzasadnienie dla enzyméw pochodzacych
z Klebsiella pneumoniae i Streptomyces aureofaciens [89] oraz dla przeciwcial katalitycz-
nych [171]. W tej pracy, badania przeprowadzono dla enzymu pochodzacego z Bacillus
subtilis, dla ktérego entropia aktywacji jest niewielka [89]. Najnowsze prace [81,162] (réw-

niez dotyczace enzymu z B. subtilis) argumentuja, ze znaczacy efekt katalityczny osiagany
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Rysunek 3.9: Centrum aktywne mutazy choryzmianowej z bakterii Bacillus subtilis, na

podstawie struktury 1CHT z Protein Data Bank [161].

jest przez mechaniczna kompresje reagentéw w aktywnej konformacji.

Wyniki te sa tylko pozornie sprzeczne — raczej nalezy je rozumie¢ w ten sposob, ze rozne
efekty katalityczne sg tutaj dobrze zrownowazone, a przewaga tego lub innego moze zalezec¢
gtownie od metody badan lub warunkéw eksperymentalnych. Na przyktad, teoretyczne
obliczenia barier aktywacji sugeruja wieksza niz obserwowana wydajnosé¢ katalityczna [81].
Mierzona eksperymentalnie szybkos¢ reakcji moze by¢ zatem ograniczana innymi efektami.
W tak ztozonych uktadach, jak enzymy, zaréwno najistotniejsze sktadniki energii aktywacji
jak i czynniki ograniczajace wydajnos¢ katalityczng zaleza m.in. od budowy (pochodzenia)
enzymu i warunkow reakcji, na przyktad stezen reagentow oraz regulatoréw allosterycznych.

Dla celéw weryfikacji stosowalnosci przyblizenia elektrostatycznego, wielko$¢ nieelek-
tronowych sktadowych entalpii swobodnej aktywacji nie jest istotna. Z drugiej strony,
obecny poglad na dominujaca role mechanicznej deformacji aktywnego konformeru [162]
wymaga uwzglednienia w badaniach teoretycznych stosunkowo duzego modelu centrum
aktywnego, np. metodami QM/MM, z jednoczesnym mozliwie dokladnym opisem od-
dzialywan. Ponadto, poniewaz zaréwno centrum aktywne, jak i stan przejéciowy sg silnie
polarne [161,167-169] (patrz takze Rys. 3.9) zachowanie si¢ réznych sktadowych energii
oddziatywan i wzglednej stabilizacji powinno by¢ miarodajna informacja, przydatna do

budowy modeli teoretycznych dla tego lub innych, silnie polarnych katalizatoréow.
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Analiza sktadowych energii oddzialtywan oraz roznicowych energii stabilizacji stanu
przejsciowego w funkcji odleglosci zostata wykonana dla wigkszosci reszt centrum aktyw-
nego mutazy choryzmianowej (Rys 3.9). Do obliczenn wykorzystano struktury substratu
oraz stanu przejsciowego opublikowane przez Mengera i wspétpracownikéw [81] z tym, ze
konformacja substratu zostata dopasowana do centrum aktywnego enzymu przez obrot
wokoét wigzania eterowego tak, aby zminimalizowa¢ konflikty steryczne z resztami bialka.
Struktury do obliczen przygotowano przy uzyciu pakietu InsightIl [149].

Przecietne wartosci zarowno energii oddziatywan, jak i réznicowych energii stabilizacji
byly znacznie wieksze niz dla oddzialywan w centrum aktywnym rybonukleazy A, opisa-
nych w rozdziale 3.1, co pozwala rozszerzy¢ zakres stosowalnosci wnioskéw ptynacych z ni-
niejszej analizy. Mozna zaobserwowaé, ze w tym przypadku jakosciowa zgodno$é (znaku)
sktadowej elektrostatycznej ESL) z energia oddziatywan AESCY jest zachowana praktycznie
w calym zakresie odlegltosci mimo, ze rozbieznosé iloéciowa zaczyna pojawiaé sie takze w
okolicy 2.6-2.7 A. Podobnie zachowuja sie réznicowe energie stabilizacji. Odpowiednie wy-
kresy pominieto dla oszczednosci miejsca; godna uwagi natomiast jest obserwowana natura
roznicowej stabilizacji stanu przejsciowego przez dwie reszty centrum aktywnego, mianowi-
cie arginine 90 i glutaminian 78 (Rys. 3.10). Zakres zbieznosci oraz zgodno$é znaku APTSS
i AESL) sg tutaj reprezentatywne dla wszystkich badanych dla tego enzymu oddziatywan;
o ile jednak w pozostatych przypadkach obie krzywe majg charakter monotoniczny, tutaj
obserwujemy nieodtwarzane przez sktadows elektrostatyczna minimum na krzywej APTSS
(Arg 90), lub ,fatszywe” maksimum AESL) dla oddzialywan z Glu 78. Co ciekawe, obie
te reszty sa uznawane za krytyczne dla katalizy [166, 169, 170]. Niezdolnosé do prawidto-
wego odtwarzania tego typu efektow przez przyblizenie elektrostatyczne, lub raczej jego
ekstrapolacje do tak niewielkich odlegtosci miedzyatomowych, nie powinna by¢ znaczaca
w wiekszosci przypadkow. Istnieja jednak doniesienia, ze obecnosé i potozenie ekstremum

potencjatu elektrostatycznego wewnatrz powierzchni van der Waalsa czasteczki jest istotna

dla oddzialywan miedzyczasteczkowych [172-174].
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Rysunek 3.10: Analiza sktadowych energii stabilizacji stanu przejsciowego dla wybranych

reszt centrum aktywnego mutazy choryzmianowej.
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Rozdziat 4

Analiza jakosci i przenosnosci
anizotropowych modeli rozkladu

ladunku

4.1 Odtwarzanie MEP oraz energii oddzialywan

4.1.1 Biblioteka nieskorelowanych i skorelowanych multipoli ato-

mowych CAMM dla aminokwaséw

Do celéw analizy doktadnosci oraz przenosnosci modelu rozktadu tadunku CAMM miedzy
roznymi konformacjami i otoczeniami molekularnymi, jak réwniez z mys$la o zastosowaniach
do modelowania bialtek, stworzona zostata kompletna biblioteka CAMM dla naturalnych
a-L-aminokwasow z uwzglednieniem wszystkich form protonacji w tancuchach bocznych.
Ze wzgledu na konieczno$¢ prawidtowego odtworzenia rozktadu tadunku na atomach wigza-
nia peptydowego, obliczenia wykonano dla czasteczek podstawionych grupa acetylowa przy
grupie a-aminowej oraz N-metyloaming przy a-karbonylu. Geometria wszystkich struktur
zostata zoptymalizowana na poziomie metody SCF w bazie 6-31G(d,p) przy uzyciu pakietu
Gaussian 94 [63]. Obliczen funkeji falowych dokonano w tej samej bazie metoda pola samo-
uzgodnionego SCF oraz hybrydowa metoda funkcjonatu gestosci Lee-Yang-Parr z korekta
wymiany wg. Becke (B3LYP, [42]). CAMM do momentéw oktupolowych wtacznie poli-
czono przy uzyciu wtasnego oprogramowania, korzystajac z macierzy gestosci elektronowej

dla zoptymalizowanych struktur, uzyskanych za posrednictwem pakietu Gaussian 94.
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a) b)

Rysunek 4.1: Pozycje potencjalnego akceptora lub donora wiazania wodorowego do grupy

N—H (a) lub C=0 (b) taficucha gléwnego, na przyktadzie diamidu alaniny (odlegtosé 3 A).

4.1.2 Potencjal elektrostatyczny donoréw oraz akceptorow wigzan

wodorowych

W celu poréwnania, w skali bezwzglednej, odtwarzania potencjatu elektrostatycznego przez
CAMM oraz inne wspoétezesne stosowane modele tadunkéow atomowych, jako przyktad te-
stowy wybrano potencjaly poszczegdlnych aminokwaséw w pozycji donora/akceptora wia-
zania wodorowego. Dla wszystkich czgsteczek aminokwaséw z biblioteki CAMM wygene-
rowano wspotrzedne punktéw w pozycjach atomoéw cigezkich mogacych tworzy¢ wigzanie
wodorowe 7z grupami N—H oraz C=0 tancucha peptydowego, dla odlegtosci w kazdym
przypadku réwnej 3 A (Rys.4.1).

Wartosci spodziewane potencjatu w tych punktach policzono zaréwno metoda Hartree-
Focka jak i hybrydowego funkcjonatu B3LYP — postuzyly one jako wartosci poréwnawcze.
Rysunki 4.2 i 4.3 pokazuja znakomita korelacje miedzy potencjatami otrzymanymi przy
zastosowaniu atomowego rozwiniecia multipolowego CAMM, a obliczonymi jako wartos$¢

spodziewana.
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4.1.3 Odtwarzanie rozktadu potencjalu na powierzchni czgsteczki

Poréwnywanie bezposrednio wartosci potencjatu elektrostatycznego nie nadaje sie do sys-
tematycznej analizy, ze wzgledu na arbitralny charakter wyboru badanych punktéw wokot
czasteczki. Dlatego do bardziej szczegotowych poréwnan doktadnosci réznych modeli za-
stosowano miare btedu RRMSy (Réwn. (2.16)) zaproponowana przez Kollmana i wspot-
pracownikéw [109]. RRMSy okazuje sie by¢ miara stosunkowo wrazliwa na réznice miedzy
warto$ciami wzorcowymi V; i przyblizonymi V/ potencjatu, dzieki czemu lepiej nadaje sie
do mierzenia réznic w doktadnosci réznych metod. Ponadto, arbitralny charakter wyboru
punktow pomiarowych zostaje czeSciowo zniwelowany przez usrednienie miary btedu po
catej powierzchni czasteczki.

Miara RRMSy zostata uzyta do iloSciowego porownania doktadnosci odtwarzania mole-
kularnego potencjatu elektrostatycznego (ang. molecular electrostatic potential, MEP) na
powierzchniach kontaktowych wszystkich aminokwaséw z wygenerowanej biblioteki CAMM
przez dwa modele atomowych tadunkéw punktowych PDC oraz przez CAMM. Oblicze-
nia wykonano dla obydwu wersji biblioteki, tj. uzyskanych metoda Hartree-Focka SCF
(Rys. 4.4) oraz przy wykorzystaniu funkcjonatu B3LYP (Rys. 4.5). Zakres bledu odtwa-
rzania MEP przez tadunki PDC w wiekszodci przypadkéw miesci sie w zakresie wartosci
RRMS do 0.08; wieksze btedy, jak dla cysteiny, moga by¢ spowodowane niemoznoscia
opisu przez punktowy tadunek znacznej anizotropii duzego, mocno polaryzowanego oraz
nie ekranowanego atomu siarki. Wyniki dla modeli MSK i RESP mozna z duzym praw-
dopodobienstwem traktowaé jako bliskie gornej granicy jakosci modelu uwzgledniajacego
jedynie tadunki atomowe.

W przypadku dwoch przyblizen CAMM (Rys. 4.4 i 4.5, wykresy u gory), opis poten-
cjatu zakonczony na wyrazach ~ R~ (do momentéw kwadrupolowych) jest wcigz jeszcze
nieco gorszy niz MSK i RESP, jednak nie wykazuje nieoczekiwanych odchylen dla amino-
kwaséw zawierajacych siarke. Nalezy tez zaznaczy¢, ze rozwiniecie CAMM startuje tutaj
z tadunkow Mullikena, ktore dajg btedy RRMSy rzedu 0.5. Uwzglednienie w opisie CAMM
badanych czasteczek atomowych momentéw oktupolowych (i zakonczenie rozwiniecia (2.15)
na skladnikach ~ R™*) redukuje bledy opisu potencjatu do wartosci 2-3-krotnie nizszych
niz dla metod opartych na monopolach, ale nie jest to nadal zadnym ograniczeniem metody

jako takiej.

4.1.4 Wrazliwo$¢ modelu CAMM na zmiany konformacji

Analiza odtwarzania elektrostatycznego potencjatu czasteczkowego odpowiada jedynie na

pytanie o jakos¢ opisu statycznego, niezaburzonego rozktadu tadunku. Chociaz opis roz-
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Rysunek 4.4: Btedy RRMSy na powierzchniach kontaktowych diamidéw aminokwasow,
obliczone na poziomie metody SCF/6-31G(d,p).
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ktadu potencjalu ma sporo zastosowan, bardziej istotne jest mozliwie doktadne odtwa-
rzanie przez model uproszczony energii oddziatywan mie¢dzyczasteczkowych. Niestety, w
przypadku oddzialywan pojawiaja sie efekty nie dajgce sie opisa¢ modelem statycznym.
Proby uwzglednienia efektéw polaryzacyjnych w modelach opartych na tadunkach atomo-
wych, a takze w modelu DMA [175] byly podejmowane wielokrotnie, jednak z ograniczo-
nym sukcesem. Pojawito sie natomiast kilka analiz przenosnosci modelu multipolowego nie
uwzgledniajacego opisu polaryzowalnosci [176-179]. Wnioski ptynace z tych prac wskazuja
na niepokojaco duze deformacje rozktadu tadunku po przeniesieniu rozktadu multipolowego
z jednej konformacji do innej. Jedynie ostatnia praca Kocha i Stone’a [179] wskazuje na
ograniczong stosowalno$¢ schematu DMA dla odtwarzania oddzialywan miedzyczastecz-
kowych — o ile bariery zmian konformacyjnych sa bardzo niskie (rzedu kgT'). Poniewaz
jednak rozwiniecie DMA ma charakter bardziej zdelokalizowany niz CAMM, wydalo sie¢
stosowne wykonanie poréwnawczej analizy tych dwoch modeli.

Ze wzgledu na mozliwosé poréwnania z praca [179], zastosowano w miare mozliwosci

podobne metody. Podstawowe roznice dotyczyty:

e dostepnego oprogramowania: zamiast optymalizacji potozen oddzialujacych czaste-
czek programem ORIENT [180], uzyto pakietu GAMESS 7z implementacja metody
EFP [14]. W obydwu przypadkach funkcja potencjatu przybliza czton elektrosta-

tyczny oddzialywaniem rozktadu multipoli DMA, lecz pozostale cztony sa rézne;

e geometria zwigzanych czasteczek wody byta w naszym przypadku taka sama dla
wszystkich konformeréw czasteczki centralnej, aby nie uwzglednia¢ wplywu na ener-

gie oddziatywania zaburzen innych niz zmiany konformacji.

Roéznice te nie sg na tyle istotne, aby wykluczyé¢ poréwnanie wynikow zwlaszcza, ze
chodzi raczej o trendy niz o wartosci bezwzgledne.

Z trzech przyktadéw badanych w pracy [179] wykorzystano dwa, poniewaz trzeci jako
dotyczacy rotacji z zerwaniem wigzania m nie moze by¢ prawidtowo opisany przyblize-
niem o naturze czysto elektrostatycznej. Modelowe czasteczki, mianowicie etanol i N-
metyloacetamid (NMA) (Rys. 4.6) zostaly zoptymalizowane metoda Hartree-Focka SCF
w bazie 6-31G(d,p) z uzyciem pakietu Gaussian 94 [63]. Geometria czasteczek wody two-
rzacych wigzania wodorowe z grupg peptydowa NMA oraz z grupa hydroksylows eta-
nolu (Rys. 4.6) zostala zoptymalizowana metoda EFP [14] zaimplementowana w pakiecie
GAMESS [62]. Momenty CAMM do oktupolowych wlacznie zostaly obliczone osobno dla
optymalnej geometrii czasteczki HoO oraz dla wszystkich badanych konformeréw etanolu
i NMA, w przedziatach co 15° dla obrotu grupy CH3 NMA i co 30° dla obrotu CyHj eta-

nolu. Za przyktadem Kocha i Stone’a, energie oddziatywan obliczono dwoma sposobami. W
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Rysunek 4.6: Czasteczki a) N-metylo acetamidu (NMA) oraz b) etanolu oddzialujace z
czasteczkami wody. Zaznaczono katy torsyjne bedace przedmiotem studiow przenosnosci
konformacyjnej modeli DMA i CAMM

przyblizeniu ,elastycznych” CAMM, dla kazdej konformacji uzyto CAMM policzonych dla
tej konformacji. Energie oddzialywan obliczone ta metoda sa oznaczone jako AEFAMM, W
przyblizeniu usrednionych momentéw (odpowiednia AESAMM) uzyte warto$ci momentow
CAMM bytly srednia po wszystkich konformacjach. Zastosowane oznaczenia sg zgodne z
uzytymi w pracy [179].

Wyniki poréwnan zaprezentowane zostaty na rysunkach 4.7 i 4.8. Dodatkowo, pokazane
sa odpowiednie wykresy energii oddziatywan uzyskanych metoda SCF. Latwo zauwazy¢, ze
model CAMM odtwarza zadowalajaco zaréwno wysokosé, jak i ksztatt krzywych w obydwu
badanych przypadkach. Jest to znaczaca réznica w poréwnaniu z modelem DMA, ktory
wydaje sie pracowac tylko dla bardzo niskich barier rotacji — w przypadku NMA wysokos¢
tej bariery to ok. 0.1 kcal/mol, w poréwnaniu z ok. 2 kcal /mol dla etanolu. Réznica ta moze
wynikaé ze wspomnianego zdelokalizowanego charakteru momentéw atomowych DMA.

Uzyskane wyniki sugeruja wickszy niz dotychczas sadzono zakres przenosnosci modelu

multipolowego [181]. Dlatego w nastepnym kroku postawione zostaly pytania:

e Czy przenosnos¢ konformacyjna CAMM jest zadowalajaca takze dla wyzszych barier

rotacji, spotykanych w uktadach peptydowych?

e Czy model CAMM odtwarza réwniez postacie krzywych energii oddziatywan w funk-

¢ji wzglednego potozenia oddziatujacych czasteczek?

Do tego testu wybrano czasteczke N’-acetylo, C’-metyloamino diglicyny oddziatujace;j
(przez wiazanie wodorowe) z czasteczka wody (Rys. 4.9). Poréwnawcze krzywe energii od-
dziatywan z ptaskim (all-trans) konformerem dipeptydu w funkcji obrotu czasteczek HoO
wokoét osi odpowiednich wiazan wodorowych zostaty obliczone metoda HF SCF /6-31G(d,p)
z uwzglednieniem korekty BSSE [26]. Rozktady CAMM obliczono dla zestawu konformacji

peptydu modelowego réznigcych sie wartosciami kata ¢v. Wybrane wartosci pokrywaja caty
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Rysunek 4.7: Poréwnanie przenosnosci konformacyjnej modeli DMA i CAMM w funkcji
katow a) ¢ oraz b) 1) w czasteczce NMA (Rys. 4.6a)
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Rysunek 4.8: Poréwnanie przenosnosci konformacyjnej modeli DMA i CAMM na przykta-
dzie rotacji grupy CoHjs etanolu (Rys. 4.6b).
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Rysunek 4.9: Uktad modelowy do badan przenosnosci konformacyjnej CAMM: N’-acetylo,
C’-metyloamino diglicyna tworzaca wiazania wodorowe z czasteczka wody przez grupe
N—H lub C=0. Zaznaczono katy rotacji czasteczek wody (o, () oraz kat definiujacy kon-
formacje dipeptydu (¢).
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Rysunek 4.10: Bariera rotacji dla kata torsyjnego v w N’-acetylo, C’-metyloamino diglicynie
(por. Rys. 4.9).
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zakres obrotu, wiaczajac w to konformacje lezace na obszarach ,zakazanych” diagramu Ra-
machandrana dla poliglicyny [182]. Dodatkowo, rysunek 4.10 prezentuje wartosci naprezen
w (nierelaksowanej) czasteczce modelowej diglicyny w funkceji kata 1.

Wyniki testu zebrane sa na rysunkach 4.11 a) i b), odpowiednio dla wiagzania z grupa
N—H lub C=0 peptydu. W przypadku wiazania HyO--- H—N, ktore jest silniejsze i bar-
dziej kierunkowe, zgodnos¢ krzywych miedzy soba i w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi
metoda SCF jest znakomita. Dla wigzania HO—H- - - O=C, odtwarzanie krzywej ab initio
wydaje sie nieco gorsze, chociaz pozycje ekstremow i wysokosé bariery rotacji sa wzgled-
nie dobrze reprodukowane. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w obydwu przypadkach przedzial
réznic jest taki sam i nie przekracza 1 kcal/mol. Jest to btad mniejszy, niz wynikajacy
z przyblizenia energii oddziatywan przez ESIB’MTP.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze model CAMM wydaje si¢ oferowac lepsza przeno-
$nosé konformacyjng niz wezesniej badany DMA, przynajmniej w zastosowaniu do obliczen
oddziatywan miedzyczasteczkowych. Warto zauwazy¢, ze wyniki te otrzymano dla uktadow
modelowych eliminujacych praktycznie zaburzenia inne, niz zmiany konformacji. Dla wy-
branych uktadow z dlugimi pojedynczymi wigzaniami uzyskano nawet bardziej obiecujace
wyniki [126]. Dlatego za istotne uznano wykonanie analizy przenosno$ci multipolowego

opisu rozktadu tadunku w szerszym zakresie [181].

4.2 Analiza miedzyczasteczkowej przenosnosci CAMM

Wyzszego rzedu efekty indukeyjne, polaryzacyjne oraz korelacyjne, odpowiedzialne za nie-
przenosnos¢ uproszczonych modeli molekularnego rozktadu tadunku, wymagaja zastosowa-
nia mozliwie doktadnego modelu nieempirycznego, i z tego wzgledu sa ciggle niedostepne
obliczeniowo dla duzych uktadéw. Ponadto, ze wzgledu na nieaddytywny charakter, trudno
jest zaproponowacé dla nich ogoélny i przenosny model. Takie proby sg wprawdzie podej-
mowane [175,183], ale proponowane rozwiazania nie doczekaly sie jeszcze powszechnego
zastosowania. Ich wspdlng cechg jest wykorzystanie do opisu efektéow wyzszego rzedu po-
laryzowalnosci atomowych.

Ewentualne uzupetnienie multipolowego modelu rozktadu tadunku o model polaryzo-
walnosci, i konsekwentnie hiperpolaryzowalnosci atomowych lub wielocentrowych, wydaje
sie by¢ jeszcze trudniejsze do osiggniecia. W wielu zastosowaniach moze okazaé sie wy-
starczajace oszacowanie btedéw popetnianych zarowno przez catkowite zaniedbanie pola-
ryzowalnosci, jak i bardziej szczegbtowa ocena btedow na réznych poziomach rozwiniecia
szeregu multipolowego. Analiza taka powinna takze da¢ lepsze pojecie o naturze i wielkosci

btedéw przenosnosci konformacyjnej, jako bedacej szczegblnym (ograniczonym) przypad-
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Rysunek 4.11: Odtwarzanie krzywych energii oddziatywan miedzyczasteczkowych przez
CAMM obliczone dla réznych konformacji diglicyny: a) wiazanie wodorowe HyO--- H—N
b) wiazanie wodorowe HO—H- - - O=C.
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kiem przeno$nosci miedzy réznymi otoczeniami molekularnymi.

4.2.1 Przenosnos¢ CAMM miedzy czasteczkami o podobnej
topologii

Poréwnywanie energii oddziatywan jako miara doktadnosci modelu rozktadu tadunku po-
zwala okresli¢ btad wynikajacy z nieprzenosnosci opisu multipolowego fgcznie z btedami
zaniedbania penetracji, wymiany i wktadéw wyzszego rzedu. Do celow analizy specyficz-
nie btedow przeno$nosci, stuszniejsze wydaje sie poréwnywanie odtwarzania potencjatu
elektrostatycznego. 7 tego samego wzgledu, dla zapewnienia jednoznacznosci mierzonych
bledéw, wybrano do badan struktury miedzy ktérymi przenoszenie fragmentéw nie wigze
si¢ ze zmianami konformacji, a resztkowe tadunki na wycietym z czasteczki fragmencie
sa zerowe lub zaniedbywalnie mate.

Wykorzystane do analizy struktury, cykliczne heksapeptydy Alag, AlayGlys, AlasGly,
oraz Glyg zostaly zdefiniowane w formie macierzy 7 z zachowaniem symetrii Sg dla Glysg,
Cs, dla Alag (w rzeczywistosci (L-Ala D-Ala)s, oraz C; dla pozostatych. Pierscienie zawiera-
jace reszty alaniny wykazuja izomerie konformacyjna, mianowicie grupy metylowe alaniny
moga by¢ wszystkie aksjalne (a) lub ekwatorialne (e) w stosunku do plaszczyzny pierécienia,
dlatego zbudowano obie formy. Wszystkie czasteczki (pokazane na Rys. 4.12) zostaly zop-
tymalizowane na tym samym poziomie co biblioteka aminokwasow, tj. metodag LCAO MO
SCF w bazie 6-31G(d,p). Dzieki zachowaniu symetrii, udalo sie zredukowaé do minimum
resztkowe tadunki na wycietych z pierscieni przenoszonych fragmentach. Poréwnanie war-
tosci tadunkéw resztkowych na fragmentach cykloheksapeptydéw oraz na resztach alaniny
i glicyny z biblioteki CAMM prezentuje Tabela 4.1.

Opisany zestaw struktur postuzyt do analizy przeno$nosci miedzyczasteczkowej CAMM
na dwoch poziomach, tj. miedzy otoczeniami molekularnymi o stosunkowo wysokim podo-
bienstwie oraz miedzy czasteczkami o réznej budowie. W pierwszym przypadku, fragmen-
tow pierécieni Alag i Glyg uzyto do budowy heteromeréow Ala,,Glyg_,,. W tym kontekscie,
tadunki resztkowe na przenoszonych resztach sa zerowe, a zmiany w rozktadzie tadunku
otoczenia wzglednie niewielkie. Z podobng sytuacja mielibyémy do czynienia w uktadach
o wysokiej symetrii, w substancjach krystalicznych lub o budowie periodycznej (rdzen a-
helisy polipeptydu, DNA itp.), o ile fragmenty strukturalne bytyby policzone w podobnym
otoczeniu.

Wyniki analizy zebrane sa w Tabeli 4.2. W pierwszej czesci (4.2 a), prezentowane sa re-
zultaty odtwarzania MEP generowanego przez oryginalne rozwiniecie CAMM, zakonczone

na tym samym wyrazie. Mozna zauwazy¢ stosunkowo lepszg przenosnosé¢ na poziomie ta-
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Rysunek 4.12: Struktury symetrycznych cyklicznych heksapeptydéw Ala,Glyg_,, oraz
N’-acetylo, C’-metyloaminowych pochodnych alaniny i glicyny, wykorzystane do badan
przenosnosci miedzyczasteczkowej CAMM.
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Ala6 A1a4 GIYQ Alag G1Y4 G1y6
Reszta () () (a) (e) (a) (e)

Ala 1 0.0000  0.0000 0.0047  0.0035

Ala 2 0.0000  0.0000  0.0068  0.0027

Ala 3 0.0000  0.0000 —0.0023  0.0004

Gly 1 —0.0044 —0.0032 0.0000
Gly 2 —0.0065 —0.0029  0.0000
Gly 3 0.0018 —0.0004  0.0000
Glicyna z biblioteki CAMM —0.0463
Alanina z biblioteki CAMM —0.0358

Tablica 4.1: Ladunki resztkowe przenoszonych fragmentéw danych CAMM alaniny i glicyny.
Symbolami (a) oraz (e) oznaczono odpowiednio aksjalne i ekwatorialne formy cyklopepty-

dow zawierajacych alanine. Numeracja jak na Rys. 4.12.

dunkéw (Mullikena), co mozna wyjasni¢ bardzo matymi réznicami w ich wartosciach (por.
Tabela 4.1). Nieco wigksze btedy pojawiaja sie przy uwzglednieniu kolejnych wyrazow
(Réwn. (2.15)), co moze sugerowaé gorsza przenosnosé wyzszych momentéw elektrosta-
tycznych. Roéwnie prawdopodobnym wyjasnieniem moze by¢ jednak fakt redukcji suma-
rycznych tadunkow na przenoszonych fragmentach dzieki odpowiedniej symetrii czasteczek;
podobny efekt raczej nie jest rownie wyrazny w przypadku wyzszych momentow, opisuja-
cych lokalng anizotropie rozktadu tadunku. Byé¢ moze godnym spostrzezenia jest fakt, ze
najbardziej wrazliwe na réznice w otoczeniu molekularnym okazaty si¢ atomowe momenty
dipolowe; uwzglednienie kolejnych cztonéw praktycznie nic juz nie wnosi. Prawdopodobnie
wynika to z ich krétkozasiegowego charakteru, a wiec i matej wrazliwosci na stosunkowo
odlegte zmiany rozktadu tadunku.

Druga czesé Tabeli 4.2 (b) prezentuje bledy odtwarzania rozktadu wartosci spodziewa-
nych potencjatu elektrostatycznego, odpowiada wigc rzeczywistej jakosci modelu. Doktad-
nos¢ opisu MEP jest tutaj zbiezna z rozwinigeciem szeregu CAMM, i przy uwzglednieniu
momentow oktupolowych staje si¢ podobna lub lepsza niz osiaggana przez oryginalny roz-
ktad CAMM do momentéw kwadrupolowych wtacznie (Tabela 4.3). Przeno$nosé modelu
jest wiec w tym przypadku zupekie zadowalajaca. Co réwnie wazne, precyzja odtwarzanie
MEP przez przeniesione CAMM systematycznie wzrasta z uwzglednieniem kolejnych wy-
razéw rozwiniecia, co stwarza nadzieje na dalszg poprawe jakosci modelu w razie potrzeby.
Przenosno$¢ modelu CAMM miedzy podobnymi, symetrycznymi uktadami wykorzystano

jak dotychczas w modelowaniu zeolitow [184].
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a) Poréwnanie wzgledem oryginalnego rozwiniecia CAMM

Ala,Glys AlasGly,
Poréwnanie na poziomie: (a) (e) (a) (e)
R — R7! 0.025 0.011 0.024 0.012
R™2?— R™2 0.100 0.025 0.101 0.026
R3— R 0.110 0.022 0.099 0.024
R — R™ 0.109 0.023 0.099 0.024

b) Por6wnanie wzgledem wartosci spodziewanych potencjatu elektrostatycznego (MEP)

AlayGlys AlayGlyy
Poréwnanie na poziomie: (a) (e) (a) (e)
R™' — MEP 0.354  0.394  0.355 0.371
R™? — MEP 0.400 0.287 0.335 0.278
R™3 — MEP 0.152 0.102 0.134 0.091
R~ — MEP 0.116 0.034 0.104 0.033

Tablica 4.2: Btedy RRMSy, odtwarzania wartosci spodziewanych MEP na powierzchniach
kontaktowych symetrycznych cyklicznych heksapeptydéw Ala,Glys_,, przez rozwiniecie
CAMM zbudowane z fragmentow Alag i Glys.

Poréwnanie Alag AlayGlys AlayGlyy Glyg
na poziomie: (a) (e) (a) (e) (a) (e)

R™! 0.348 0.420 0.349 0.397 0.351 0.372 0.351
R™2 0.467 0.301 0.386 0.283 0.322 0.275 0.272
R™3 0.115 0.109 0.100 0.101 0.086 0.089 0.071
R 0.036 0.026 0.032 0.025 0.028 0.024 0.024

Tablica 4.3: Bledy RRMSy odtwarzania wartosci spodziewanych MEP na powierzchniach
kontaktowych symetrycznych cyklicznych heksapeptydéw Alag, Ala,Glys_,, i Glyg przez
rozwiniecie CAMM.
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Poréwnanie Alag AlayGlys AlasGlyy Glyg

na poziomie: (a) (e) (a) (e) (a) (e)

R!'— R 1.544 1.225 1.570 1.350 1.577 1.477 1.587
R?2?— R 1.595 1.954 1.820 2.080 2.058 2.206 2.317
R3— R 1.933 1.780 1.986 1.880 2.029 1.986 2.078
R*— R 1.891 1.804 1.966 1.903 2.030 2.007  2.099
R~* — MEP 1.893 1.803 1.965 1.903 2.030 2.003 2.099

Tablica 4.4: Btedy RRMSy przenosnoéci fragmentéw modelu rozktadu tadunku CAMM

miedzy otoczeniami czasteczkowymi o niewielkim podobienstwie.

4.2.2 Przenosnos¢ CAMM miedzy réznymi otoczeniami molekular-
nymi

Przenosnos¢ fragmentéw rozktadu tadunku miedzy niezbyt podobnymi czasteczkami jest
bardziej problematyczna, jednak niezbedna, jesli mamy na uwadze zastosowanie do budowy
makroczasteczek. Dla poréwnania z poprzednimi wynikami, przeprowadzono testy dla od-
twarzania MEP na powierzchniach cykloheksapeptydow przez fragmenty rozktadu CAMM
obliczone dla optymalnych geometrii diamidéw alaniny i glicyny (Rys. 4.12). W tym przy-
padku, przenoszone fragmenty maja o rzad wieksze sumaryczne tadunki resztkowe (Ta-
bela 4.1), bedace wynikiem polaryzacji rozktadu tadunku fragmentu, zwlaszcza wiazan
peptydowych, dzielonych przy odrzucaniu grup blokujacych. Mimo iz wartosci tych tadun-
kéw nie wydaja sie duze, to jednak wielkos¢ btedéw odtwarzania MEP w tym przypadku
raczej wyklucza zastosowania praktyczne (RRMSy > 1, Tabela 4.4).

Najbardziej prawdopodobnym powodem tak zlej przeno$nosci sg réznice na poziomie
tadunkéw, co jest sugerowane przez duze wartosci btedow RRMSy w Tabeli 4.4 oraz
ich niewrazliwos¢ na rozszerzanie rozwiniecia multipolowego. Poniewaz jednak arbitral-
no$¢ analizy populacyjnej (Réwn. (2.10)) w jednakowym stopniu dotyczy wszystkich mo-
mentow multipolowych, stuszne wydato si¢ przeprowadzenie szczegdtowej analizy wielkosci
btedéw pojawiajacych sie na kazdym poziomie rozwiniecia CAMM. W tym celu przepro-
wadzono testy odtwarzanie MEP przez rozwiniecie CAMM skonstruowane z momentow
atomowych pochodzacych cze$ciowo z oryginalnego opisu CAMM czasteczek cykloheksa-
peptydéw, a czesciowo z rozwiniecia CAMM dla odpowiednich atoméw N’-acetylo, C’-
metyloaminowych pochodnych alaniny i glicyny. Podmienienie tadunkow, dipoli etc. na
oryginalne niweluje btedy na ich poziomie, pozwalajac oceni¢ btad wprowadzany przez

przeniesione momenty wyzszego rzedu. Wyniki zebrano w Tabeli 4.5. Rzeczywiscie naj-
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bardziej znaczace btedy pojawiaja sie na poziomie tadunkow, jednak mniejszego udziatu
wyzszych momentow nie mozna przypisac ich lepszej przenosnosci, lecz raczej krotkozasie-
gowemu charakterowi. Przeciwnie niz przy przenoszeniu fragmentow strukturalnych miedzy
podobnymi czasteczkami, uwzglednienie w opisie MEP kolejnych momentéw nie poprawia
doktadnosci przeniesionych CAMM. Mozna jedynie stwierdzié, ze problem z przenosnoscia
w jednakowym stopniu dotyczy wszystkich pozioméw rozwiniecia CAMM. Zapewnienie
zadowalajacej jakosci modelu wymagatoby adaptacji do docelowego otoczenia co najmniej
na poziomach atomowych tadunkéw, momentéw dipolowych i kwadrupolowych (uwzgled-
nienie poprawnych atomowych momentow dipolowych nie daje istotnej poprawy wynikéw;
wprawdzie zakres btedow jest wezszy, ale tylko dla niektoérych przypadkow).

Konstrukcja polaryzowalnego modelu wyzszych atomowych momentow multipolowych
bytaby z pewnoscig warto$ciowym osiagnieciem. Jednakze proba budowy takiego modelu
wymaga wciaz intensywnych badan, poniewaz parametryczny opis polaryzowalnosci nie jest
tatwy, o czym swiadczy stosunkowo powolny rozwoj odpowiednich metod na poziomie ta-
dunkéw atomowych [115-117,183]. W niniejszej pracy podjeto jednak wysitek zmierzajacy
do przynajmniej czeSciowej poprawy przeno$nosci.

Analiza wartosci tadunkéw na odpowiadajacych sobie atomach w przenoszonym i doce-
lowym rozktadzie CAMM wykazuje bardzo mate rdznice, a catkowite tadunki fragmentow
roznig sie zaledwie o wartosci rzedu 0.04 a.u. Mozna bylo zatem podejrzewac, ze poprawe
przenosnosci mozna osiaggnaé korygujac tadunek sumaryczny fragmentu. W analizowanym
przypadku jest to szczegdlnie proste, jako ze reszty alaniny i glicyny w symetrycznych cy-
klopeptydach maja sumaryczne tadunki réwne zeru lub bardzo mate. Wyprobowano zatem
kilka arbitralnych metod korekty do zera catkowitego tadunku przenoszonych fragmentow.
W dwéch pierwszych, modyfikowano tadunki atomowe o taka sama wartos¢ — albo na
wszystkich atomach, albo z wytaczeniem bocznych grup CHjz reszt alaniny. W pozostatych
dwdch metodach modyfikacja tadunku byta proporcjonalna do jego wartosci bezwzgledne;.
Wyniki zebrane sa w Tabeli 4.6.

Wyniki testu potwierdzaja, ze podstawowym zrédtem duzych bledéw prezentowanych
w Tabeli 4.4 sa nieprawidtowe catkowite tadunki przenoszonych fragmentéw, a nie war-
tosci poszczegdlnych tadunkéw atomowych. Wszystkie cztery metody korekty daja bar-
dzo podobne wyniki, a poprawa jest na tyle duza, ze najwickszy wktad do sumarycznego
btedu maja teraz przeniesione momenty dipolowe. Stwarzato to nadzieje, ze w przypadku
wyzszych momentéw multipolowych, korekta catkowitych momentow elektrostatycznych
fragmentu moze tez przynie$¢ poprawe przenosnosci. Podstawowa trudnoscig jest jednak
okreslenie a priori, jaki sumaryczny moment elektrostatyczny bedzie mial przenoszony

fragment w docelowym otoczeniu. To samo dotyczy wprawdzie i catkowitych tadunkéow,
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Poréwnanie Alag AlayGlys AlasGlyy Glyg
na poziomie: (a) (e) (a) (e) (a) (e)

I. Btedy nieprzenosnosci na poziomie tadunkéw

Rt — R 1.544 1.225 1.570 1.350 1.577 1.477 1.587
II. Przeniesione CAMM z oryginalnymi tadunkami

R?—R? 0.204 0416  0.164 0333  0.127 0241  0.119
R3— R 0.161 0.465 0.142 0.389 0.155 0.303 0.196
R — R 0.147 0.460 0.135 0.385 0.149 0.299 0.191
R~ — MEP 0.146 0.459 0.134 0.381 0.145 0.294 0.186
II1. Przeniesione CAMM z oryginalnymi tadunkami i dipolami

R3— R 0.148 0.150 0.142 0.157 0.135 0.150 0.129
R™*— R 0.122 0.163 0.127 0.166 0.130 0.156 0.131
R~* — MEP 0.114 0.153 0.118 0.155 0.121 0.146 0.122
IV. Przeniesione tylko momenty oktupolowe

R*— R 0.058 0.076 0.054 0.071 0.056 0.067 0.063
R~* — MEP 0.068 0.064 0.061 0.063 0.059 0.063 0.062
V. Doktadnosé oryginalnego rozktadu CAMM

R~ — MEP 0.036 0.026 0.032 0.025 0.028 0.024 0.024

Tablica 4.5: Btedy przeno$nosci RRMSy CAMM miedzy réznymi czgsteczkami zanalizo-

wane na poziomie poszczegolnych momentéw multipolowych, dzieki podmianie czesci roz-

winiecia na oryginalne.

ale w badanym przypadku byty one niewielkie lub réwne zeru (Tabela 4.1). Dlatego zba-

dano raczej efekt takiej poprawki, ktora odtwarza oryginalne catkowite wartosci momentow

elektrostatycznych fragmentu (tj. sprzed korekty tadunkéw). W zastosowanej metodzie re-

kurencyjnie obliczano réznice tensoréw sumarycznych momentéw elektrostatycznych po

i przed korekta na nizszym poziomie, wynik dzielono przez liczbe atoméw fragmentu i do-

dawano do tensor6w atomowych (po transformacji do lokalnych uktadéw wspétrzednych).

Niestety, sposéb ten nie prowadzi do systematycznego polepszenia przenosnosci CAMM

(Tabela 4.7).
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Poréwnanie Alag AlayGlys AlasGlyy Glyg
na poziomie: (a) (e) (a) (e) (a) (e)

I. Korekta wszystkich tadunkéw atomowych o statg

R' — R7! 0.155  0.069  0.136  0.091  0.167  0.095  0.035
R2? — R™? 0.170  0.478  0.197 0279  0.194  0.382  0.157
R3 — R73 0.153  0.510  0.238 0330 0219 0421  0.231
R*— R 0.143  0.505  0.231 0.325  0.210  0.416  0.225
R™* — MEP 0.146  0.504  0.227  0.320 0210  0.414  0.219

I1. Korekta o stata tadunkéw N, H, C,, H,, Ci O

R — R7! 0.167 0.066 0.130 0.082 0.164 0.086
R?— R 0.182 0.393 0.198 0.246 0.199 0.321
R3— R 0.181 0.433 0.241 0.304 0.229 0.369
R*— R 0.170 0.426 0.234 0.299 0.220 0.364
R~ — MEP 0.170 0.425 0.230 0.294 0.219 0.361

ITI. Proporcjonalna korekta wszystkich tadunkow

R — R 0.147 0.062 0.127 0.086 0.158 0.090 0.026
R2— R 0.177 0.433 0.186 0.244 0.192 0.341 0.127
R3— R73 0.160 0.468 0.225 0.300 0.214 0.385 0.209
R*— R 0.149 0.462 0.217 0.295 0.204 0.379 0.202
R~* — MEP 0.150 0.461 0.213 0.290 0.204 0.377 0.196

IV. Proporcjonalna korekta tadunkéw N, H, C,, H,, Ci O

R — R7! 0.149  0.070  0.123  0.084  0.154  0.091
R2? — R™? 0.184 038  0.186 0226  0.196  0.308
R3 — R73 0.173  0.426  0.225  0.287 0217  0.357
R* — R 0.162  0.419  0.218  0.281 0.208  0.351
R~* — MEP 0.162 0418 0214 0276 0208  0.348

Tablica 4.6: Test réznych metod korekty sumarycznego tadunku przenoszonego fragmentu
rozktadu CAMM.

Inna potencjalng mozliwosé poprawy przeno$nosci CAMM oferuje rekurencyjny charak-

000

oY mozna uzy¢ praktycznie dowolnej definicji tadunku, np.

ter definicji (2.9). W miejsce m
zastosowa¢ model tadunkow atomowych o lepszej przeno$nosci konformacyjnej i miedzy-

czasteczkowej. Polepszenie przenosnosci umozliwiaja modele tadunkéw atomowych PDC,
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Poréwnanie Alag AlayGlys AlasGlyy Glyg
na poziomie: (a) (e) (a) (e) (a) (e)

I. Korekta tylko tadunku fragmentu (do zera)
R~ — MEP 0.162 0.418 0.214 0.276 0.208 0.348 0.196

I1. Korekta catkowitego tadunku i momentu dipolowego

R~* — MEP 0.187 0.363 0.207 0.251 0.212 0.310 0.182

IT1. Korekta tadunku, momentu dipolowego i kwadrupolowego

R™* — MEP 0.181 0.360 0.199 0.241 0.205 0.302 0.196

IV. Korekta az do momentu oktupolowego fragmentu

R™! — MEP 0.484 0.380 0.434 0.371 0.478 0.380 0.353
R™? — MEP 0.579 0.302 0.348 0.207 0.464 0.242 0.204
R™3 — MEP 0.223 0.376 0.209 0.255 0.224 0.317 0.184
R~* — MEP 0.182 0.359 0.199 0.240 0.206 0.301 0.196

Tablica 4.7: Test korekty sumarycznych momentow multipolowych przenoszonych fragmen-
tow rozktadu CAMM.

jako ze proces ich optymalizacji pozwala, przez natozenie dodatkowych wiezow, wymusic¢
odtwarzanie potencjalu molekularnego wielu réznych czasteczek lub konformeréw jedno-
czesnie. Mozliwos$¢ taka daje m.in. metoda RESP [109].

Test jakosci modelu CAMM opartego na przenoénych tadunkach RESP wykonano na
przyktadzie prezentowanej wczesniej biblioteki struktur aminokwaséw. Dla zapewnienia
uniwersalnosci biblioteki, na tadunki atoméw tancucha gtéwnego (N, H, C,, H,, C, O) na-
tozono wiezy wymuszajace ich réwnocennosé¢ we wszystkich aminokwasach. Wymuszono
takze zerowy tadunek sumaryczny przenoszonego fragmentu dla reszt neutralnych lub
odpowiednia (formalna) jego warto$¢ dla reszt natadowanych. Mimo tak ekstensywnych
wiezow, zaobserwowano jedynie nieznaczne pogorszenie odtwarzania MEP przez tadunki
otrzymane dla poszczegdlnych aminokwaséw (por. odpowiednie wykresy na Rys. 4.414.13).
Jednak rozwinigcie CAMM (Réwn. (2.9)) okazalo si¢ znacznie bardziej wrazliwe. Chociaz
jakos¢ opisu MEP przez RESP policzone bez dodatkowych wiezéw zyskuje na uzupeknie-
niu ich o wyzsze momenty multipolowe CAMM, to dla tadunkéw policzonych z wiezami
prawdopodobnie kolejne momenty atomowe nie sg juz w stanie skompensowac¢ réznic mie-

dzy polem elektrostatycznym generowanym przez przenos$ne tadunki RESP, a opisywa-
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nym macierza gestosci elektronowej. Obserwowanym wynikiem jest rozbieznos¢ rozwinie-
cia (Rys. 4.13). Poprawa tego stanu rzeczy wydaje sie by¢ mozliwa — otrzymane metoda
RESP z wigzami tadunki atomowe, najbardziej odpowiedzialne za rozbieznos¢ wyzszych
momentéow CAMM, dotycza wewnetrznych atomow, na ktérych rozktad potencjatu jest
statystycznie najgorzej okreslony [112] (i stad ich najwigcksza wrazliwo$¢ na wiezy). Nie
jest jednak jasne ani jak zrownowazy¢ wpltyw wiezow podobienstwa miedzyczasteczkowego
na atomy wewnetrzne i eksponowane, ani tez jak kontrolowaé¢ zakres zmian tadunkéw ato-
mowych, aby prowadzit do zbieznego rozwiniecia CAMM.

Analize przeprowadzona w tym rozdziale mozna podsumowaé nastepujaco [181]:

e Najwazniejszym powodem problematycznej przenosnosci CAMM jest nieprzenosnosé
tadunkéw. Szczegdlnie istotne jest odtworzenie sumarycznego tadunku przenoszonego

fragmentu w docelowym otoczeniu.

e Nieprzenosnos¢ modelu CAMM nie jest jednakze ograniczona do konkretnego wy-
razu rozwiniecia. Innymi stowy, zapewnienie jakosci odtwarzania MEP poréwnywal-
nej z uzyskiwang przez oryginalny rozktad CAMM wymagaltoby poprawy przenosno-

Sci momentow wszystkich rzedow.

e Jesli w gre wchodzi przenoszenie fragmentéw struktur miedzy zblizonymi otocze-
niami molekularnymi, btedy nieprzenosnosci wydaja sie by¢ zaniedbywalne. Otwiera
to mozliwos¢ doktadnego opisu rozktadu tadunku w krysztatach oraz makroczastecz-

kach symetrycznych lub o budowie periodyczne;j.
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Rysunek 4.13: Jako$¢ odtwarzania MEP (btedy RRMSy,) przez tadunki RESP policzone
z uzyciem wiezow zapewniajacych przeno$nos¢ miedzyczasteczkowa (dolny wykres); pogor-
szenie jakosci odtwarzania MEP przez rozwiniecie CAMM zbudowane na tych tadunkach

ilustruje rozbieznos¢ szeregu CAMM.
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Rozdziat 5

Zastosowania uproszczonych modeli

elektrostatycznych

Jak opisano w rozdziale Metody, za pomoca réznicowych energii stabilizacji mozna mie-
rzy¢ lub przewidywaé efekty mutacji, aktywnos¢ katalityczng lub inhibicyjna. Przyktady
nieempirycznych obliczen tego rodzaju byty przedstawione w rozdziale 3, natomiast w roz-
dziale 4 zbadane zostaty mozliwosci i jako$é¢ réznych modeli uproszczonych, opierajacych
sie na przyblizeniu energii oddziatywan sktadowsq elektrostatyczna. Tutaj prezentowane
sg wyniki prob zastosowania tych modeli, z uwzglednieniem réznych stopni przyblizenia
oraz dotychczas okreslonego zakresu ich stosowalnosci [185]. Cze$¢ tych wynikéw mozna
traktowaé jako rozszerzenie wezesniejszych prac [186, 187].

Dodatkowym przyblizeniem, stosowanym w ponizszych obliczeniach, jest zaniedbanie
wplywu medium w ktérym zachodzi oddziatywanie. O ile efekty oddziatywania ze srodowi-
skiem mozna byto pominaé¢ przy badaniach natury oddziatywan, gdzie najistotniejsze byty
wzgledne udziaty réznych sktadowych, o tyle odniesienie wynikéw teoretycznych do ekspe-
rymentalnych wymaga przyjecia innej strategii. Jednakze doktadne obliczenia energii swo-
bodnych, zwtaszcza dla duzych uktadow, sg wcigz bardzo kosztowne. Mozna by wprawdzie
uzupetni¢ energie oddziatywan o pozostale sktadowe energii swobodnej obliczone meto-
dami przyblizonymi, ale wowczas ocena jakosci modelu elektrostatycznego bytaby zupetnie
nierzetelna, z powodu zsumowania potencjalnie wickszych btedow.

W prezentowanych ponizej badaniach przyjeto inng strategie. W przypadku obliczen
zmian pK, w subtylizynie, skorzystano z unikalnych pomiaréw efektywnych przenikalno-
sci dielektrycznych, aby wyniki eksperymentalne odnie$¢ do rezultatéw obliczen w fazie
gazowej. W pozostatych dwoch przypadkach, skupiono sie na odtwarzaniu raczej trendow
niz wartosci bezwzglednych. Ze wzgledu na eksperymentalnie stwierdzong liniowa zalez-

no$¢ energii swobodnych aktywacji [188] oraz statych inhibicji [189] od zmian oddziatywan
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wywolanych mutacjami centrum aktywnego (ang. linear free energy relationships, LFER),
podejscie takie wydaje si¢ by¢ w peini uzasadnione. Jako miar¢ jakosci przyblizenia po-
traktowano zatem odchylenia od liniowych zaleznosci miedzy warto$ciami obliczonymi i

zmierzonymi dla réznych przypadkow.

5.1 Przewidywanie efektéw mutacji w subtylizynie

Rysunek 5.1: Struktura subtylizyny BPN (kod PDB 1SBT). Zaznaczono reszty tworzace

triade katalityczna oraz miejsca mutacji badanych w pracy [190].

Bakteryjna proteinaza serynowa — subtylizyna (Rys. 5.1), jest jednym z niewielu en-
zymow, w ktérym znane sg wartosci efektywnej przenikalnosci dielektrycznej wewnatrz
biatka dla kilku réznych mutantéw. Zostaly one zmierzone w latach osiemdziesigtych przez
zespot Fershta(Tabela 5.1). Niedawno pojawita sie praca z podobnymi wynikami dla nukle-
azy ze Staphylococcus aureus [192], ale dla mniejszego zestawu mutacji. Ponadto, wyniki
Fershta dla subtylizyny wykazuja wieksze zréznicowanie wartosci €.q, co zapewnia szerszy

zakres poréwnawczy dla korelacji miedzy wynikami obliczonymi i zmierzonymi.
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Mutacja Eoff ApKS®

Asp36~ — GIn36° 90 -0.18
Asp98~ — Ser98° 48 -0.40
Asp98~ — Lys98+ 55 20.64
Lys98+ — Ser0g? 65  (0.25)
Glul56~ — Ser156Y 45 -0.38
Glul56~ — Lys156™ 50 -0.63
Lys156% — Ser156° 59 (0.25)
Asp98~ — Ser98° oraz Glul56~ — Ser156° 57 -0.63
Asp98~ — Lys98" oraz Glul56~ — Lys1567" 66 -1.00
Lys213T — Thr213° 173 0.08

Tablica 5.1: Eksperymentalnie zmierzone zmiany pK, histydyny 64 subtylizyny wywotane
podanymi mutacjami [190]. W drugiej kolumnie podano wartosci efektywnej przenikalno-
Sci dielektrycznej miedzy miejscem mutacji a His 64; Zauwazalna jest znaczna polarnosé
oraz anizotropia wlasnosci dielektrycznych otoczenia. W nawiasach podano wartosci obli-

czone posrednio.

Stosujac réwnania (2.3) oraz (2.4) mozna przewidzie¢ zmiany pK, wybranej reszty en-
zymu wywotane przez mutacje w jej sasiedztwie, na podstawie oddziatywan ze zmienionym
otoczeniem. Wyniki obliczone w przyblizeniu dwuciatowym (i w fazie gazowej) mozna od-
nies¢ do wartosci eksperymentalnych zakltadajac statg odpowiedz dielektryczng medium,
opisang przez efektywna przenikalno$¢ dielektryczna e.g. Dla katalitycznej histydyny 64

subtylizyny, mozemy zapisac:

AREM (His64") — ARFAL (His64™)

ApKYN~M(His64) =
P, (His64) 2303 - RT

= €or - ApKTPN"M(His64)  (5.1)

W zastosowanym podejsciu, wartoéci APEM obliczane byty jako rézmice sktadowych

elektrostatycznych energii oddziatywan o réznym stopniu przyblizenia:

ARFM (His64%) ~ EU(N,His64°) — ES (M, His64°)
~ ElszlL),MTP(Nv His64") — ESL),MTP(Ma His64°)
~ E (N, His64") — EY (M, His64°) (5.2)

oraz
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ARPN (His64™) ~ EL(N, His64") — B (M, His64™)
EIE:?,MTP(Na HiS64+) - El(alez,MTP(M> H1564+)
~ B! (N, His64") — BV, (M, His64") (5.3)

gdzie N i M oznaczaja odpowiednio natywna lub mutowang reszte aminokwasowg w danej
pozycji. We wszystkich przypadkach warto$¢ temperatury (Réwn. (5.1)) przyjeto za réwna
293.23K.

Uktad modelowy do obliczen energii oddziatywan zostal zbudowany w nastepujacy
sposob: na wspoétrzedne aminokwasow nr 36, 64, 98, 156 oraz 213 ze struktury krystalo-
graficznej 1SBT z bazy PDB, tacznie z sasiadujacymi wiazaniami peptydowymi, natozono
dwuamidowe pochodne odpowiednich aminokwaséw z obliczonej wezesniej biblioteki struk-
tur i danych CAMM (rozdzial 4.1.1).

Asp36
» His64 Lys213

Rysunek 5.2: Rozmieszczenie oraz konformacja natywnych reszt subtylizyny BPN w pozy-
cjach 36, 64, 98, 156 i 213.

Asp98

Glu156

Otrzymane struktury (Rys. 5.2) uzyto do nieempirycznej analizy sktadowych energii
oddziatywan z neutralna i sprotonowang forma histydyny 64 (Tabela 5.2), oraz dla obli-
czen energii oddziatywan elektrostatycznych na roznych stopniach przyblizenia rozktadu
tadunku szeregiem multipolowym CAMM (Tabela 5.3). Uzyskane réznice oddziatywan
z His 64" oraz His 64° przeliczone zostaly na wartosci ApK, (His 64) (w fazie gazowej),
prezentowane w Tabeli 5.3.

Uzasadnieniem stosowalnosci w tym przypadku przyblizenia elektrostatycznego sa wy-
niki dekompozycji energii oddziatywan histydyny 64 z kazda ze zmutowanych reszt. War-
tosci sktadowych wymiennej i deformacyjnej sa dla wszystkich oddzialujacych reszt za-

niedbywalnie mate. Wynika to ze stosunkowo duzych odlegto$ci miedzy oddzialujacymi
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a) Sktadowe energii oddziatywan z His64"

Reszta EY EY ES AESCF  Odleglosé [A]
Asp36~ —21.88 0.01 025  —22.12 10.65
GIn36 1.75 0.01 —0.15 1.61 10.65
Asp98~ —30.82 0.00 033  —31.15 10.18
Lys98* 33.72 0.00 —0.56 33.15 10.18
Ser98 —0.29 0.00 —0.14 —0.43 10.18
Glul56- —25.50 0.00 —0.13  —25.63 18.53
Lys156+ 22.99 0.00 —0.12 22.88 18.53
Ser156 —0.90 0.00 —0.06 —0.96 18.53
Lys213+ 21.86 0.00 —0.17 21.69 12.88
Thr213 0.91 0.00 —0.02 0.89 12.88

b) Sktadowe energii oddziatywan z His64° (forma d)

Reszta EY Eg)% ES AESCT  Odlegloéé [A]
Asp36~ —-1.17 0.01 -0.13 —1.29 10.65
Gln36 0.22 0.01 —0.03 0.20 10.65
Asp98~ —4.63 0.00 —0.17 —4.81 10.18
Lys98™" 6.01 0.00 —0.38 5.63 10.18
Ser98 0.23 0.00 —0.01 0.22 10.18
Glul56~ 1.00 0.00 —0.06 0.95 18.53
Ser156 0.10 0.00 0.00 0.10 18.53
Lys156% —0.72 0.00 —0.04 —0.75 18.53
Ser156 0.10 0.00 0.00 0.10 18.53
Lys213* 0.03 0.00 —0.15 —0.12 12.88
Thr213 —0.06 0.00 —0.01 —0.07 12.88

Tablica 5.2: Wartosci sktadowych energii oddziatywan [kcal/mol] wybranych reszt subty-
lizyny z katalityczng histydyna 64. Wszystkie wartosci obliczono metodg SCF z uzyciem
bazy 6-31G(d,p). Odlegtosci podano miedzy atomami wegla C,.

czasteczkami (najblizsze kontakty w zakresie 4-9 A).
Z tego samego powodu, model przyblizony CAMM wykazuje praktycznie jednakows do-
ktadnos¢ na wszystkich poziomach rozwiniecia. W tym przypadku, zupeklie wystarczajace

jest zatem przyblizenie oddziatywan elektrostatycznym modelem ograniczonym do tadun-
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koéw atomowych. Rysunek 5.3 prezentuje poréwnanie miedzy zmierzonymi do$wiadczalnie
warto$ciami e.g - ApK,, a ApK, histydyny 64 obliczonymi w fazie gazowej. Odchylenia
od liniowej korelacji sa tutaj zdominowane bledami doswiadczalnymi, ktore dla pomiaréw

przenikalnosci dielektryczne] e.g wynosity ok. 10-20% [190,191].
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Rysunek 5.3: Korelacja miedzy obliczonymi a zmierzonymi warto$ciami zmian pK, katali-
tycznej histydyny 64, wywotanych mutacjami w jej otoczeniu. Ze wzgledu na praktycznie
catkowite naktadanie sie punktow dla réznych poziomoéw rozwiniecia CAMM, zaprezento-

wano tylko wartosci obliczone dla rozwiniecia CAMM(R™).

5.2 Przewidywanie aktywnosci inhibitoréw leucyloami-
nopeptydazy

Oprocz podstawowych badan nad kataliza enzymatyczng oraz projektowaniem nowych bio-
katalizatorow dla potrzeb przemyshu, przedmiotem réwnie duzego zainteresowania, szcze-
gblnie komercyjnego, jest metodologia rozwijana w kierunku racjonalnego projektowania

inhibitoréw, ktéra obecnie stanowi podstawe badan nad nowymi substancjami biologicz-
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Mutacja ApKI1 ApKSAMM(R%) ApKEL

a

€oft - ApKT™P

Asp36~ — GIn36° —16.44 —16.32 —16.57 —16.2
Asp98~ — Ser9g’ —19.34 —19.38 —19.13 —19.2
Asp98~ — Lys98™ —40.80 —40.88 —40.17 —35.2
Lys98* — Ser9s” 21.46 21.50 21.04 (16.3)
Glul56~ — Ser156Y —18.87 —18.79 —19.00 —17.1
Glul56~ — Lys156™ —36.95 —37.67 —37.42 —-31.5
Lys156% — Ser156° 18.08 18.88 18.42 (14.8)
Asp98~ — Ser98° oraz

Glul56~ — Ser156Y —38.21 —38.16 —38.13 —35.9
Asp98~ — Lys98" oraz

Glul56~ — Lys156™ —T77.75 —T78.55 —77.59 —66.0
Lys213T — Thr213° 15.39 15.49 15.55 13.8

Tablica 5.3: Wartosci zmian pK, histydyny 64 w fazie gazowej, obliczone z uzyciem
hierarchii przyblizen oddziatywan elektrostatycznych od modelu opartego na tadunkach
Mullikena (ApK?™?), przez energie oddziatywan ESL)’MTP z uwzglednieniem oddziatywan
tadunek-oktupol (ApKSAMM(R_4)), az do oddziatywan przyblizonych sktadowg elektrosta-
tyczna ESL) Wartosci otrzymane metoda CAMM na poziomie rozwiniecia CAMM(R™2)
i CAMM(R3) pominieto ze wzgledu na zaniedbywalne réznice.

nie czynnymi: lekami, pestycydami, herbicydami itp. Kluczem do takiej metodologii jest
szczegbtowe zrozumienie oddziatywan miedzy ligandem a receptorem; jednocze$nie, wyko-
rzystanie uproszczonego modelu oddzialywan jest niezbedne dla efektywnej oceny zdolnosci
wiazania tysiecy mozliwych struktur, generowanych automatycznie [193].

W celu poréwnania modeli uproszczonych proponowanych w tej pracy, oraz ilustra-
¢ji ich uzyteczno$ci w badaniach tego typu, wybrano enzym aminopeptydaze leucylowa
(ang. leucine aminopeptidase, LAP), E.C. 3.4.11.1 (Rys. 5.4), [194]. Jest to egzopepty-
daza katalizujaca hydrolize N’-konicowego wiazania peptydowego [195], pelniaca wazna role
w metabolizmie aktywnych biologicznie peptydéw oraz modyfikacji i degradacji biatek cy-
tozolowych [196,197]. Zmiana aktywnosci tego enzymu jest zwiazana z réznymi stanami
chorobowymi, m.in. rakiem oraz katarakta soczewki oka [198]. Dla celéw niniejszej pracy,
istotna jest dostepnos¢ doktadnej struktury krystalograficznej biatka zwigzanego z inhibi-
torem (fosfonowym analogiem L-leucyny) [195], oraz eksperymentalnych statych inhibicji
dla tego analogu i jego pochodnych [199,200] (Rys. 5.5).

Mozliwosci uproszczenia modelu oddziatywan dla tego przypadku poszukiwano w dwoch
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Rysunek 5.4: Struktura przestrzenna aminopeptydazy leucylowej z soczewki oka wotu (kod
PDB 1LCP). Strukture inhibitora — fosfonowego analogu leucyny (LeuP) przedstawia

model kulkowy; duze kule przedstawiaja atomy cynku.

v—20
o
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3
\(\( Yo— \(\( \o— \(\( \O_
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LeuP-OCHj; LeuP-CH,Cl1

Rysunek 5.5: Struktury inhibitoréw aminopeptydazy leucylowej — pochodnych fosfono-

wego analogu leucyny (LeuP).

kierunkach [194]. W pierwszym podejsciu, policzono wartosci nieempirycznych energii od-
dzialywan kazdego z inhibitor6w z okrojonym modelem centrum aktywnego (Rys. 5.7),
uzyskujac dobra korelacje miedzy warto$ciami teoretycznymi i do$wiadczalnymi, zaréwno

na poziomie metody pola samouzgodnionego jak i z uwzglednieniem korelacji metoda
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MP2 [201]. Analiza oddziatywan dwuciatowych pozwolita dalej uprosci¢ model centrum
aktywnego do atomu Zn488 oraz anionu NH} reprezentujacego reszte Lys262 [185], z za-

chowaniem korelacji miedzy warto$ciami energii oddziatywan AE a pK; [201].
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Rysunek 5.6: Korelacja miedzy aktywno$cig inhibicji aminopeptydazy leucylowej przez
pochodne fosfoleucyny a energig oddzialywania z centrum aktywnym na poziomie MP2

oraz w przyblizeniu elektrostatycznym CAMM [194,201].

7 drugiej strony, dekompozycja energii oddziatywan wykazata, ze mimo stosunkowo bli-
skich kontaktow, oddziatywania elektrostatyczne sa w tym przypadku dominujace i odpo-
wiedzialne za specyficznos¢ wigzania réznych inhibitoréw, zaréwno w pelnym, jak i uwzgled-
niajacym tylko dwie reszty modelu centrum aktywnego (Rys. 5.7) [201]. Podobne wyniki
otrzymano dla innej rodziny inhibitoréw, bedacych pochodnymi fosfonowego analogu fe-
nyloalaniny [60,136]. Mozliwe byto zatem zbadanie dalszych przyblizen, stosownie do hie-
rarchii jakosci i kosztow przedstawionej réwnaniem (1.18).

Wyniki obliczen wspotezynnikéw korelacji miedzy modelem teoretycznym a wynikami
doswiadczalnymi zebrane sa w tabeli 5.4, a odpowiednie wykresy na rysunku 5.6. Widoczna
jest wysoka i niemal jednakowa jako$¢ zbadanych przyblizen. Zauwazalny i znaczny spa-
dek jakosci modelu nastepuje praktycznie tylko w przypadku uzycia tadunkéw atomowych
Mullikena, nawet jesli sa uzupelnione o atomowe momenty dipolowe. Uwzglednienie w roz-
winieciu CAMM atomowych momentow kwadrupolowych, réwnoznaczne z wykorzystaniem
modeli tadunkéw dopasowywanych do potencjatu (por. rozdziat 4.1.3), pozwala osiagnaé
korelacje identyczng jak przy petlnym opisie oddziatywan elektrostatycznych.

Zaprezentowany przyktad potwierdza proponowang w literaturze przedmiotu koncepcje

wiazania ligandéw jako ,elektrostatycznego zamka i klucza” [72,73,136]. Co jest jednak
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Metoda Zn488 Lys262 7Zn488, Zn489, Lys262, Asp273, Leu360

AEMP2 095 095  0.97
AESCF 092 095  0.95
EM 091  0.93 0.94
EY 091 086  0.93
ESL (R 090 092  0.96
EM 075 081  0.82

9—q

Tablica 5.4: Porownanie teoretycznych oszacowan energii wigzania z eksperymentalnymi
wartosciami pK; dla inhibitoréw z rysunku 5.5 na podstawie wspolczynnikéw korelacji [194,
201].

istotniejsze, pokazuje on, w jaki sposob szczegdtowa analiza natury oddzialtywan pozwala
w racjonalny sposéb zbudowac najlepszy model przyblizony, na miar¢ potrzeb i mozliwosci
obliczeniowych.

Lys262 (NH4+)

y
4

02  7n488
o
P O3
LeuP 01
AN
C//‘,//ﬁ Zn489 <

Asp273 (HCOO) 01360 (HCHO)

Rysunek 5.7: Model centrum aktywnego aminopeptydazy leucylowej z zadokowanym fos-
fonowym analogiem leucyny. Strzatkami oznaczono punkty oddziatywan wystarczajace dla

opisu specyficznosdci wiazania inhibitoréw [194].
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5.3 Przewidywanie aktywnosci katalitycznej reszt ami-

nokwasowych w syntetazach aminoacylo-tRNA

Syntetazy aminoacylo-tRNA (aa-tRNA) tworza pod wieloma wzgledami unikalna grupe
enzymow. Niezwykle wazne dla biochemicznych podstaw zycia, jako odpowiedzialne za
prawidtowg translacje kodu genetycznego na sekwencje biatek, nalezg do najstarszych en-
zyméw na Ziemi. Wszystkie przeprowadzaja te sama reakcje chemiczng, réznigc sie spe-
cyficznoécia substratows. Jednoczesnie wiele charakterystycznych cech strukturalnych po-
zwala podzieli¢ je na dwie odrebne grupy, znane jako klasy I i I, pochodzace niewatpliwie
od ewolucyjnie réznych przodkéw. Réwniez w obrebie kazdej z klas, enzymy pochodzace
z roznych organizmoéow lub specyficzne dla réznych aminokwaséw wykazujg bardzo rézny
stopien podobienstwa. Cechy te sa zrédtem niegasngcego zainteresowania tg grupa enzy-
méw [202,203].

Poniewaz reakcje katalizowane przez syntetazy aa-tRNA, w szczegdlnosci etap akty-
wacji (adenylacji) aminokwasu sa takie same dla wszystkich aminokwasow, jest bardzo

prawdopodobne, ze we wszystkich przypadkach mechanizm reakcji jest takze ten sam:

enzym
aa+ ATP — aa-AMP + PP;

co oznaczaltoby, ze rézne enzymy, a nawet poszczegolne reszty, mozna poréwnaé przez ich
zdolno$¢ do réznicowej stabilizacji tego samego (modelowego) stanu przejéciowego [137].
Pomyst ten wykorzystano do identyfikacji waznych katalitycznie reszt syntetazy tyrozylo-
tRNA [187].

W tym czasie zakres badan musiat by¢ ograniczony, ze wzgledu na niedostepnos¢ struk-
tur krystalograficznych dla innych enzyméw. Owczesne wyniki mialy réwniez stosunkowo
przyblizony charakter, jako ze konformacja tancuchéw bocznych aminokwaséw opisuja-
cych odpowiednie rozktady tadunku CAMM nie byta dopasowywana do wspotrzednych
krystalograficznych, lecz naktadano tylko pozycje atoméw C,, N i C sztywnych, zoptyma-
lizowanych w fazie gazowej reszt. Poniewaz wyniki przewidywan aktywnosci katalitycznej
reszt centrum aktywnego okazaly sie juz wtedy obiecujace, badania te zostaty obecnie roz-
szerzone [60, 204]. Bylo to mozliwe ze wzgledu na pojawienie si¢ wielu nowych struktur
enzymow z tej rodziny.

Dla poroéwnan miedzy syntetazami o réznej specyficznosci substratowej, modelowy stan
przejsciowy reakcji adenylacji powinien by¢ na tyle okrojony, aby nie wyrdznia¢ zadnego

enzymu. Ponadto, z uwagi na jakosciowy charakter takich badan poréwnawczych — ma-
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jacy na celu porownanie i identyfikacje reszt istotnych dla katalizy — obliczenn modelowej
Sciezki reakcji dokonano wykorzystujac metode pola samouzgodnionego i stosunkowo nie-
zbyt wymagajaca baze 3-21G [187]. Uzyskane struktury kompleksu substratow oraz stanu
przejsciowego zilustrowano na rysunku 5.8. Rysunek 5.8b schematycznie pokazuje poten-
cjat elektrostatyczny, bedacy réznicg potencjaléw generowanych przez stan przejsciowy
i kompleks substratow na powierzchni substratéw. Zgodnie z koncepcja elektrostatycznej
komplementarnosci, najwicksza aktywnos¢ katalityczng powinny wykazywac te reszty oto-
czenia, ktore najbardziej stabilizuja taki rozktad tadunku (minimalizujac APTSS).

Dla sprawdzenia tej hipotezy, struktury substratéw i stanu przejsciowego zadokowano
w centrach aktywnych wybranych syntetaz aa-tRNA i wybrano reszty lezace w najbliz-
szej okolicy (do 10A). Wykorzystujac biblioteke CAMM dla aminokwaséw, opisana w roz-
dziale 4, obliczono wartogci APTSS (w przyblizeniu opartym na E&QMM(R%)) dla wszyst-
kich mozliwych mutacji w kazdej z tych pozycji. Dla tego typu jakosciowych poréwnan,

ograniczona przenosno$¢ konformacyjna CAMM nie ma duzego znaczenia, mozna byto za-

t

a) b) c)

Rysunek 5.8: Roznicowy potencjat elektrostatyczny generowany przez natozone struktury
stanu przejsciowego i kompleksu substratéw modelu reakcji katalizowanej przez syntetazy
aa-tRNA.

a) struktura kompleksu substratéow (SC)

b) réznicowy potencjat (Virg — Vsc) na powierzchni van der Waalsa kompleksu substratéw.
Kolorami zielonym, niebieskim, btekitnym, bialym, rézowym, czerwonym i z6ttym ozna-
czono przedziaty wartosci odpowiednio < —60, —60 — —40, —40 — —10, —10 — 10, 10 — 40,
40 - 60 1 > 60 kcal/mol.

¢) struktura stanu przejsciowego (TS).
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reszta Teoretyczna aktywnosé katalityczna ADTSS Odl.

natywna Najwyzsza — Najnizsza [kcal /mol] [A]
Syntetaza His-tRNA (E. coli)
R+ 113 RtD-E-Q WCNATPIVGLFYSMH H+K+ —4.8 4.9
R+ 121 HtKtRtH N S I PV WL GMF Y A Q C T E-D- -7.0 4.5
E- 131 D-E-QTCAYFMGIPVLSNWH R+K+H+ —-2.1 8.1
R+ 311 K+tH+R+tH NTPL S VI MG C A F WY Q D-E- -9.9 3.8
Syntetaza Ser-tRNA (7. thermophilus)
R+ 256 KtRfD-WC TN AIMPQLVGFYSHE-H —4.9 1.3
R+ 271 HtKtRtH N S I GV PLMF YA QT C W E-D- —5.3 5.8
E- 279 ED-QMYCFGAVILTSPNHWR+tH+K+ —4.3 5.2
R+ 386 KtH+RtN HTPL VI S A CGF M Y W Q D-E- —13.0 3.2
Syntetaza Lys-tRNA (E. coli)
R+ 262 RtD-QE-WCNATIPGVMLFYSHK+H —5.7 4.3
H+ 270 HtK+tW RRHN SPI VGLMF YA TQ C E-D- —6.2 4.8
E- 278 E-D-QCYFAGMTIVLSWPN H R+tH+K+ —2.0 8.4
R+ 480 KtH+H R+NL S VP TI GM A F C Y W Q D-E- —-7.0 3.3
Syntetaza Asp-tRNA (S. cerevisiae)
R+ 325 R+tK+D-Q W C NI TAPM GV FL S E-Y H H+ —6.3 3.7
H+ 334 HtK+tW RRHNSLPVIMGCFYQAT E-D- —13.9 2.0
D- 342 E-D-QCWYGMFAIVLSTPNH R+tH+K+ —1.6 8.7
R+ 531 KtH+H R+N SLVPM TG I F Y A C W Q D-E- —4.6 3.1

Tablica 5.5: Roznicowa stabilizacja stanu przejSciowego przez odpowiadajace sobie reszty
katalityczne wybranych syntetaz aa-tRNA klasy II, oraz teoretyczne przewidywania efek-
tow mutacji, uszeregowane w kierunku malejacych energii stabilizacji stanu przejsciowego.
Wartoéci APTSS obliczono w przyblizeniu CAMM(R™4). Dla oszczednosci miejsca uzyto

jednoliterowych kodéw aminokwaséw [138] z oznaczeniem stanu protonacji.

tem dopasowaé konformacje mutowanych reszt tak, aby jak najlepiej pokrywata sie z ory-
ginalnym fancuchem bocznym. Mozliwe mutacje uporzadkowano wg rosnacych wartosci
APTSS Wyniki dla najwazniejszych katalitycznie reszt kilku syntetaz aa-tRNA klasy 11
zebrane sg w tabeli 5.5. Doktadno$¢ przewidywan teoretycznych jest w tym przypadku
wyzsza niz we wezesniejszych badaniach [187], wykorzystujacych prostszy model.

Wiyniki tego typu mozna wykorzysta¢ dwojako. Uzyteczna jest mozliwos¢ a priori prze-
widywania najlepszych mutacji (lub wykluczenia zbyt niekorzystnych) przy wykorzystaniu

modelu o niewielkim koszcie obliczeniowym — na przyktad, przy projektowaniu optymal-
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Klasa I Klasa II

3TS1 3FDPTADSLH GHLATI LTMR | 1SES 250YAPAFRSEAGSFGKDVRGLMRVHQFHK
1A8H 11| YYVNAEPHLGHAYTTWAD | 1HTT 108] GPMFRHERPQ - - - - - - KGRYRQFHQ
11 LE “PPTANGL QARSYKD | 1LYL 257| NRNFRNEG SV-- - - - - - PEFTM
1QU2  5PPYANGN\L LNKI LKD | 1ASZ 320] GPVFRAENSNT- - - - - - HRHVTEFTG
3TS1 B4EGCRLQ GGSDOWGNI TAGL | 1SES 268GLMRVHQFH LTEA
1A8H 20OWPHAWHLI GKDI LKPHAVFW | 1HTT 120GRYRQFHQLGCEVFGLQGP
11 LE S43FPADFI AEG DQTRGAENSL | 1LYL 267SVRHNPEFTMVELYMAYAD
1QU2 547 FPADMYLEGSDQYRGAENSS | 1ASZ 430 GKLVRDKYDTDFYI LDKF

3TS1 220LVT FGKTESGTI W 1SES 378NNTALATPRI LAM_LENHQL
1A8H 2FLLGP TLGNVVDP 1HTT 303VGFAMGLERLVLLVQAVNPG
11 LE 58L| LDEK SKG\VVDP 1LYL 472AGLG G DRM M_PTNSHTI
1QU2 S87FVIVNDGE SLGN\VI VP 1ASZ 523AGGAE Gl MFYLDLKNI

Rysunek 5.9: Poréwnanie 4 fragmentow sekwencji syntetaz aa-tRNA klas I i II, z za-
znaczeniem konserwatywnych, waznych katalitycznie aminokwasow. Pochodzenie enzyméw
oznaczono odpowiednimi kodami z Protein Data Bank: 3TS1 — syntetaza tyrozylo-tRNA
z B. stearothermophilus; 1A8H — s. Met-tRNA (T. thermophilus); 1ILE — s. Ile-tRNA
(T. thermophilus); 1QU2 — Ile-tRNA (E. coli); 1SES — s. Ser-tRNA (7. thermophilus);
IHTT - s. His-tRNA (E. coli); 1ILYL —s. Lys-tRNA (E. coli); 1ASZ — s. Asp-tRNA (S. ce-

revisiae).

nych biokatalizatoréw do uzytku przemystowego. Z drugiej strony, prezentowana metoda
jest wartosciowym narzedziem badawczym, pozwalajacym uzupelni¢ wnioski ptynace np.
z poréwnawczej analizy sekwencji enzyméw réznego pochodzenia (Rys. 5.9). Czesto bo-
wiem konserwatywne reszty roznych sekwencji nie sg bezposrednio zwigzane z katalizg —
w opisywanym przypadku, moga by¢ np. odpowiedzialne za wigzanie czasteczki tRNA.
Identyfikacja reszt katalitycznych na podstawie analizy sekwencji i tzw. intuicji chemicznej
moze czasami prowadzi¢ do btednych wnioskoéw. Opisywana metoda nie tylko potwierdza
role katalityczng tych samych reszt, ktére sa konserwatywne miedzy podobnymi enzymami,
ale takze pozwala sprawdzi¢, ktore z konserwatywnych aminokwaséw sg rzeczywiscie za-
angazowane w katalize oraz posrednio zweryfikowaé sugerowany mechanizm reakcji. Dla
ilustracji, na rysunkach 5.10 i 5.11 przedstawiono natozone struktury waznych katalitycz-
nie aminokwasow odpowiednio dla syntetaz klas I i II. Dodatkowo, poréwnanie z rysun-
kiem 5.8 pozwala jakosciowo poréwnac elektrostatyczng komplementarnos¢ centrum ak-
tywnego i stanu przej$ciowego, mimo ze rozmieszczenie reszt katalitycznych jest inne dla

kazdej z klas.

90



3TS1:D194,

1A8H:D260,
1ILE:D553,
1QU2:D557
3TS1:K230,
1A8H:K297,
1ILE:K591,
(+) 1QU2:K595
—
3TS1H48, STS1HaS
1ABH:H22, 1A8H:H19, \/\/
1ILE:H57, 1ILE:H54,
1QU2:H67 10U2He4 3TS1:K233,
( +) 1A8H:K300,
( +) 7 1ILE:K594,
1QU2:K598

(+)

Rysunek 5.10: Natozenie aktywnych katalitycznie reszt 4 syntetaz aa-tRNA klasy I. Kazda

reszta opisana jest kodem PDB enzymu, jednoliterowym kodem aminokwasu oraz jego
numerem w sekwencji.

1HTT:R113,1SES:R256,1LYL:R262,1ASZ:R325

)

(+)

1HTT:E131,1SES:E279,1LYL:E278,1ASZ:D342

1HTT:R121,1SES:R27
1LYL:H270,1ASZ:H32

(+)

1HTT:R311,1SES:R386,1LYL:R480,1ASZ:

Rysunek 5.11: Nalozenie aktywnych katalitycznie reszt 4 syntetaz aa-tRNA klasy II (por.
Rys. 5.10).
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Rozdzial 6

Podsumowanie 1 wnioski

Przeprowadzono nieempiryczng analize oddzialywan w centrach aktywnych szeregu enzy-
moéw i okredlono fizyczng nature wynikajacych z nich wtasnosci, takich jak katalityczna
aktywnos¢ reszt wchodzacych w sktad centrum aktywnego rybonukleazy A i mutazy cho-
ryzmianowej (Rozdz. 3), zmiany pK, reszty katalitycznej subtylizyny wywotane substytu-
cja aminokwaséw (Rozdz. 5.1), oraz specyficzno$¢ wiazania inhibitoréw aminopeptydazy
leucylowej (Rozdz. 5.2). Prezentowane wyniki pozwalaja lepiej zrozumieé fizyczne zrodia
aktywnosci katalitycznej i inhibicyjnej enzyméw, i stwarzaja podstawy do racjonalnej kon-
strukcji lub optymalnego doboru przyblizonych modeli teoretycznych stosowanych w opisie
wtasnosci biatek. W niektorych przypadkach, uzyskane wyniki porownano z dostepnymi
danymi do$wiadczalnymi (Rozdz. 5.1, 5.2), lub — jak w przypadku przewidywania opty-
malnych mutacji — z ewolucyjna konserwatywnoscig reszt zidentyfikowanych jako istotne
dla katalizy (Rozdz. 5.3), uzyskujac we wszystkich przypadkach bardzo dobra korelacje.
Wartos¢ przeprowadzonych badan powicksza fakt, ze opublikowane dotychczas wyniki su-
permolekularnych obliczenn nieempirycznych dla enzymoéw bardzo rzadko oferuja podobny
wglad w nature efektow katalitycznych i inhibicji.

7 uwagi na stwierdzong istotng role efektéw elektrostatycznych kolejnym tematem, kté-
remu po$wiecono wiele uwagi, bylty badania zmierzajace w kierunku konstrukcji w miare
uniwersalnego modelu rozktadu tadunku uwzgledniajacego anizotropie gestosci elektrono-
wej atoméw, ktory moghtby znalezé zastosowanie w badaniach oddziatywan w uktadach
biatkowych (Rozdz. 4). Po raz pierwszy przedstawiono kompletna biblioteke skorelowanych
atomowych momentow multipolowych CAMM dla aminokwasow, uwzgledniajaca wszyst-
kie formy protonacji grup polarnych [181]. Poréwnano jako$¢ rozwiniecia CAMM oraz
alternatywnych modeli rozktadu tadunku dla aminokwaséw, poréwnujac uzyskany przy
ich uzyciu opis molekularnego potencjatu elektrostatycznego z doktadnymi wartosciami

spodziewanymi. Pokazano mozliwos¢ oszacowania efektow elektrostatycznych z dowolnie
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zatozona doktadnoscia (rozdziaty 4.1.1-4.1.3).

Podjeto prébe zidentyfikowania probleméw zwigzanych z konstrukejg ulepszonych pol
sitowych (FF), umozliwiajacych doktadniejszy niz dotychcezas opis rozktadu tadunku w ma-
kroczasteczkach przez taczenie fragmentow przeniesionych z innych czasteczek i konforma-
cji. Pokazano, ze mozliwe jest zbudowanie uniwersalnego i anizotropowego modelu opisu
molekularnego rozktadu tadunku w oparciu o atomowe momenty multipolowe CAMM,
ktéry okazal sie mniej wrazliwy na zmiany konformacji [181] niz dotychczas badany mo-
del DMA [179] (Rozdz. 4.1.4). Wykazano réwniez znakomita przeno$nosé miedzyczastecz-
kowa atomowych momentéw multipolowych CAMM miedzy symetrycznymi otoczeniami
o duzym podobienistwie (Rozdz. 4.2), co otworzyto droge dla doktadniejszego opisu oddzia-
tywan elektrostatycznych oraz katalizy w uktadach symetrycznych, takich jak zeolity [184].
Moze by¢ takze mozliwe polepszenie opisu uktadow periodycznych, np. DNA.

Szczegbdtowa analiza zrodet nieprzenosnosci atomowych momentéw multipolowych mie-
dzy réznymi otoczeniami molekularnymi (Rozdz. 4.2) pozwolita po raz pierwszy ziden-
tyfikowaé podstawowe zrodto btedéw, jakim okazal sie znaczny przeptyw tadunku miedzy
atomami. Prowadzi on — ze wzgledu na arbitralny podzial rozktadu tadunku miedzy atomy
— do niefizycznych tadunkéw catkowitych przenoszonych fragmentéw [181]. Wniosek ten
wydaje sie by¢ (posrednio) potwierdzany przez najnowsze badania metodami opartymi
na zasadzie réwnowazenia potencjalu chemicznego (ang. chemical potential equalization,
CPE) [205]. Przedstawiona analiza pozwala na wyznaczenie kierunku dalszych badan, su-
gerujac metode polepszenia przeno$nosci miedzyczasteczkowej CAMM przez umozliwienie
relaksacji tadunkéw atomowych, np. wspomniang metoda CPE [117].

Zastosowana metoda podziatu energii oddziatywan na sktadowe ESL), EI%)(, E](DPE)L oraz
Ec(i)r [60] pozwolita dla wybranych przypadkéw zweryfikowaé powszechne zatozenie o do-
minacji w katalizie i inhibicji oddziatywan elektrostatycznych (Rozdz. 3). W obydwu ba-
danych przypadkach, mimo wzglednie duzych réznic w charakterze centrow aktywnych ry-
bonukleazy A i mutazy choryzmianowej, zaobserwowano dobra zbieznoéé wartogci AESCF
i ESL) oraz wartosci réznicowych APTSS i AE(EIL) dla odlegtosci miedzyatomowych przekra-
czajacych ok. 2.7 A. Wyniki te potwierdzaja zasadnos$é stosowania przyblizenia elektro-
statycznego dla wiekszych odlegtosci kontaktowych [135,185] i moga stuzy¢ jako podstawa
okreslenia granic miedzy poduktadami modelowanymi réznymi metodami w obliczeniach
QM/MM. Pokazano takze, ze przewidywan np. rdl katalitycznych reszt centrum aktywnego,
opartych na wynikach przyblizonych w zakresie ich stosowalnosci, nie da sie w ogdlnym
przypadku ekstrapolowaé do matych odleglosci miedzyczasteczkowych (Rozdz. 3.1).

Wykonano pierwsza nieempiryczna analize fizycznej natury zmian pK, w centrum ak-

tywnym dla réznych mutantéw subtylizyny, wskazujac na absolutnie dominujaca role od-
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dziatywan elektrostatycznych (Rozdz. 5.1).

W oparciu o wnioski z badan przedstawionych w rozdziale 3, zastosowano metode¢ prze-
widywania katalitycznej aktywnosci reszt centrum aktywnego na podstawie elektrostatycz-
nej stabilizacji stanu przejéciowego [137,187]. W rozdziale 5.3) pokazano, ze uszeregowanie
reszt centrum aktywnego wzgledem odpowiednich wartoéci APTSS pozwala zidentyfikowaé
aminokwasy istotne dla katalizy i jest uzupeinieniem przewidywan opartych na ich ewo-
lucyjnej konserwatywnosci [60]. Korzystajac z tej metody, zidentyfikowano odpowiadajace
sobie aminokwasy w centrach aktywnych réznych enzymow nalezacych do tej samej klasy
aminokwasowych syntetaz aminoacylo-tRNA.

Wykonanie szczegdtowej, nieempirycznej analizy natury oddziatywan miedzy centrum
aktywnym a szeregiem inhibitoréw aminopeptydazy leucylowej (Rozdz. 5.2) w kontekscie
zaproponowanej w tej pracy hierarchii modeli obliczeniowych (Réwn. (1.18)) pozwolito,
droga eliminacji mniej istotnych sktadowych, uzyska¢ bardzo prosty model odtwarzajacy
wzgledna specyficznosé wiazania z centrum aktywnym [194,201]. Zaproponowane poste-
powanie pozwala w systematyczny sposob okresli¢ optymalny poziom opisu teoretycznego
badanych zjawisk, i jest godne polecenia wtedy, gdy wymagane jest przeprowadzenie wielu

obliczen dla zblizonych uktadow.

94



Literatura

[12]

[13]

[14]

Wladkowski, B.D.; Krauss, M.; Stevens, W.J. J. Am. Chem. Soc. 117(42), 1995,
10537-10545

Warshel, A.; Strajbl, M.; Villa, J.; Floridn, J. Biochemistry 39(48), 2000,
14728-14738

Bala, P.; Grochowski, P.; Nowinski, K.; Lesyng, B.; McCammon, J.A.
Bioph. 79(3), 2000, 1253-1262

Bruice, T.C.; Kahn, K. Curr. Opinion in Chem. Biol. 4, 2000, 540-544

Kedzierski, P.; Moreton, K.; Clarke, A.R.; Holbrook, J.J. Biochemistry 40(24),
2001, 7247 7252

Naray-Szabd, G.; Warshel, A. ,Computational Approaches to Biochemical
Reactivity”; Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Boston, 1997, Chapter 6.

Sokalski, W.A.; Roszak, S.; Pecul, K. Chem. Phys. Lett. 153(2-3), 1988, 153-159
Almlof, J.; Faegri, K.; Korsell, K. J. Comp. Chem. 3(3), 1982, 385-399

Car, R.; Parrinello, M. Phys. Rev. Lett. 55(22), 1985, 2471-2474

Rothlisberger, U.; Carloni, P. Int. J. Quantum Chem. 73(2), 1999, 209-218

Rothlisberger, U.; Carloni, P.; Doclo, K.; Parrinello, M.
J. Biol. Inorg. Chem. 5(2), 2000, 236-250

Piana, S.; Carloni, P. Prot. Struc. Func. Gen. 39(1), 2000, 26-36

Svensson, M.; Humbel, S.; Froese, R.D.J.; Matsubara, T.; Sieber, S.; Morokuma, K.
J. Phys. Chem. 100(50) 1996, 19357-19363

Day, P.N.; Jansen, J.H.; Gordon, M.S.; Webb, S.P.; Stevens, W.J.; Krauss, M.;
Garmer D.; Cohen, D. J. Chem. Phys. 105(5), 1996, 1968-1986

95



[15]

[16]

[21]
[22]

[23]

[24]

Lyne, P.D.; Hodoscek, M.; Karplus, M J. Phys. Chem. A 103(18), 1999,
3462-3471

Gogonea, V.; Suarez, D.; van der Vaart, A.; Merz, K.W.
Curr. Opin. Struc. Biol. 11(2), 2001, 217-223

Daniels, A.D.; Scuseria, G.E.; Farkas, O.; Schlegel, H.B.
Int. J. Quantum Chem. 77(1), 2000, 82-89

Simonson, T. Curr. Opin. Struc. Biol. 11(2), 2001, 243-252

Warshel, A. ,Computer Modelling Of Chemical Reactions In Enzymes And
Solutions”, John Wiley & Sohns, Inc., New York, Chichester, Brisbane, Toronto
and Singapore, 1991

Vill4, J.; Strajbl, M.; Glennon, T.M.; Sham, Y.Y.; Chu, Z.T.; Warshel, A.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97(22), 2000, 11899-11904

Warshel, A.; J. Biol. Chem. 273(42), 1998, 2703527038
Gutowski, M.; Chatasinski, G. J. Chem. Phys. 98(7), 1993, 55405553

van Duijneveldt, F.B.; van Duijneveldt—van de Rijdt, J.G.C.M.; van Lenthe, J.H.
Chem. Rev. 94(7), 1994, 1873-1885

Bukowski, R.; Jeziorski, B.; Szalewicz, K. J. Chem. Phys. 104(9), 1996,
3306-3317

Szalewicz, K.; Jeziorski, B. ,Molecular Interactions: From van der Waals to
Strongly Bound Complexes” (Ed. S. Scheiner), Wiley, Chichester, 1997, Chapter 1.

Boys, S.F.; Bernardi, F. Mol. Phys. 19, 1970, 553-556

Davidson, E.R.; Chakravorty, S.J. Chem. Phys. Lett. 217(1-2), 1994, 48-54
Liedl, K.R. J. Chem. Phys. 108(8), 1998, 3199-3204

Mayer, L; Valiron, P. J. Chem. Phys. 109(9), 1988, 33603373

Halkier, A.; Klopper, W.; Helgaker, T.; Jorgensen, P.; Taylor, P.R.
J. Chem. Phys. 111(20), 1999, 9157-9167

Salvador, P.; Simon, S.; Duran, M.; Dannenberg, J.J. J. Chem. Phys. 113(14),
2000, 56665674

96



Paizs, B.; Salvador, P.; Csaszar, A.G.; Duran, M.; Suhai, S.
J. Comp. Chem. 22(2), 2001, 196-207

Salvador, P.; Paizs, B.; Duran, M.; Suhai, S. J. Comp. Chem. 22(7), 2001,
765786

Kollman, P.A.; Allen, L.C.; Theor. Chim. Acta 18, 1970, 399-403

Urban, M.; Hobza, P. Theor. Chim. Acta 36, 1975, 215

Kitaura, K.; Morokuma, K. Int. J. Quantum Chem. 10, 1976, 325340
Chen, W.; Gordon, M.S. J. Phys. Chem. 100(34), 1996, 14316-14328
Cammi, R.; Bonaccorsi, R.; Tomasi, J. Theor. Chim. Acta 68, 1985, 271-283
Stevens, W.J.; Fink, W.H. Chem. Phys. Lett. 139(1), 1987, 15-22

Sokalski, W.A.; Roszak, S. J. Mol. Struc. (Theochem) 80, 1991, 387-400
Stone, A.J. Chem. Phys. Lett. 211(1), 1993, 101-109

Becke, A.D. J. Chem. Phys. 98(7), 1993, 5648-5652

Mijoule, C.; Latajka, Z.; Borgis, D. Chem. Phys. Lett. 208(5—6), 1993, 364-368
Novoa, J.J.; Sosa, C. J. Phys. Chem. 99(43), 1995, 1583715845

Wei, D.Q., Proynov, E.I., Milet, A., Salahub, D.R. J. Phys. Chem. A 104(11),
2000, 2384-2395

Perdew, J.P.; Chevary, J.A.; Vosko, S.H.; Jackson, K.A.; Pederson, M.R.;
Singh, D.J.; Fiolhais, C. Phys. Rev. B 46(11), 1992, 6671-6687

Hobza, P.; Sponer, J.; Reschel, T. J. Comp. Chem. 16(11), 1995, 1315-1325
Tsuzuki, S.; Luthi, ILP. J. Chem. Phys. 114(9), 2001, 3949-3957

Elstner, M.; Hobza, P.; Frauenheim, T.; Suhai, S.; Kaxiras, E.
J. Chem. Phys. 114(12), 2001, 5149-5155

Saebo, S.; Pulay, P. Ann. Rev. of Phys. Chem. 44, 1993, 213-236

Saebo, S.; Tong, W.; Pulay, P. J. Chem. Phys. 98(3), 1993, 2170-2175

97



[52]

[53]
[54]

[55]

[61]

[62]

[64]

Schutz, M.; Rauhut, G.; Werner, H.J. J. Phys. Chem. A 102(29), 1998,
5997-6003

Hirschfelder, J.O.; Silbey, R. J. Chem. Phys. 45, 1966, 2188-2192
Jeziorski, B.; Kotos, W. Int. J. Quantum Chem. 12(1), 1977, 91-117

Jeziorski, B.; Chatasinski, G.; Szalewicz, K. Int. J. Quantum Chem. 14, 1978,
271-287

Chatasinski, G.; Szczesniak, M.M. Chem. Rev. 100(11), 2000, 4227-4252
Noga, J.; Bartlett, R.J. J. Chem. Phys. 86(12), 1987 7041-7050

Sokalski, W.A.; Roszak, S.; Hariharan, P.C.; Kaufman, J.J.
Int. J. Quantum Chem. 23(3), 1983, 847-854

Moszynski, R.; Jeziorski, B.; Rybak, S.; Szalewicz, K.; Williams, H.L.
J. Chem. Phys. 100(7), 1994, 5080-5092

Sokalski, W.A.; Kedzierski, P.; Grembecka, J.; Dziekonski P. i Strasburger, K.
,Computational Molecular Biology” pod edycja J. Leszczynskiego, Elsevier-Science
1999, vol. 8, Rozdziat 10, 369-396

Convay, A.; Murrell, J.N. Mol. Phys. 23, 1972, 1143

Schmidt, K.W.; Balridge, K.K.; Boatz, J.A.; Elbert, S.T.; Gordon, M.S. Jensen,
J.H.; Koseki, S.; Matsunaga, N.; Nguyen, K.A.; Su, S.J.; Windus, T.L.; Dupuis, M.;
Montgomery, J.A. J. Comp. Chem. 14(11), 1993, pp. 13471363

Frisch, M.J.; Trucks, G.W.; Schlegel, H.B.; Gill, P.M.W.; Johnson, B.G.; Robb,
M.A.; Cheeseman, J.R.; Keith, T.; Petersson, G.A.; Montgomery, J.A.;
Raghavachari, K.; Al-Laham, M.A.; Zakrzewski, V.G.; Ortiz, J.V.; Foresman, J.B.;
Ciostowski, J.; Stefanov, B.B.; Nanayakkara, A.; Challacombe, M.; Peng, C.Y.;
Ayala, P.Y.; Chen, W.; Wong, M.W.; Andres, J.L.; Replogle, E.S.; Gomperts, R.;
Martin, R.L.; Fox, D.J.; Binkley, J.S.; Defrees, D.J.; Baker, J.; Stewart, J.P.;
Head-Gordon, M.; Gonzales, C. and Pople, J.A. Gaussian 9/ Revision E.2,
Gaussian Inc., Pittsburgh PA, 1995

Williams, H.L.; Mas, E.M.; Szalewicz, K.; Jeziorski, B. J. Chem. Phys. 103(17),
1995, 7374-7391

98



[75]
[76]

[77]

(78]
[79]
[30]

[81]

Melo, A.; Ramos, M.J. Int. J. Quantum Chem. 72(8), 1999, 157-176
Korchowiec, J.; Uchimaru, T. J. Chem. Phys. 112(4), 2000, 1623-1633

Mo, Y.R.; Gao, J.L.; Peyerimhoff, S.D. J. Chem. Phys. 112(18), 2000, 5530-5538
Fischer, E. Ber. Dt. Chem. Ges. 27, 1894, 2985

Pauling, L. Chem. Eng. News 24, 1946, 1375-1377

Phillips, D.C. Sci. Am. 215(5), 1966, 75-80

Storm, D.R.; Koshland, D.E. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 66, 1970, 445-457
Néray-Szabd, G. J. Am. Chem. Soc. 106(16), 1984, 45844589

Néray-Szabd, G.; Nagy, P. Enzyme 36(1-2), 1986, 44-53

Chau, P.L.; Dean, PM. J. Comput. Aid. Mol. Des. 8(5), 1994, 513-525, 527544
i 545-564

Warshel, A.; Floridn, J. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(11), 1998, 59505955
Jencks, W.P.  Catalysis in Chemistry and Enzymology”, Dover, New York, 1987

Fersht, A.R. ,Structure and Mechanism in Protein Science: a Guide to Enzyme
Catalysis and Protein Folding”, W.H. Freeman and Co., New York 1999

Warshel, A.; Levitt, M. J. Mol. Biol. 103, 1976, 227-249
Marcus, R.A. Angew. Chem. 32(8), 1993, 1111-1222
Marcus, R.A. J. Phys. Chem. A 101(22), 1997, 4072-4087

Khanjin, N.A.; Snyder, J.P.; Menger, F.M. J. Am. Chem. Soc. 121(50), 1999,
11831-11846

Warshel, A. Theor. Chem. Acc. 103(3—4), 2000, 337-339
Perrin C.L.; Nielson J.B. Ann. Rev. Phys. Chem. 48, 1997, 511-544

Cleland, W.W.; Frey, P.A.; Gerlt, J.A. J. Biol. Chem. 273(40), 1998,
2552925532

Cummins, P.L.; Gready, J.E. J. Mol. Graph. Mod. 18(1), 2000, 42-49

99



[100]

[101]

Cassidy, C.S.; Lin, J.; Frey, P.A. Bioch. Bioph. Res. 273(2), 2000, 789-792

Bruice, T.C.; Brown, A.; Harris, D.O. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 68, 1971,
658-661

Mesecar, A.D.; Stoddard, B.L.; Koshland, D.E.(Jr.) Science 277, 1997, 202-206
Kast, P.; Asif-Ullah, M.; Hilvert, D. Tetrahedron Lett. 37(16), 1996, 2691-2694

Strajbl, M.: Sham, Y.Y.; Villd, J.; Chu, Z.T.; Warshel, A.
J. Phys. Chem. B 104(18), 2000, 4578-4584

Mader, M.M.; Bartlett, P.A. Chem. Rev. 97(5), 1997, 1281-1301

Symposium Report ,The Role of Electrostatic in Chemistry”, org. Cramer, C.J.;
Truhlar, D.G. Theor. Chem. Acc. 98(4), 1997, 206-211

Warshel, A.; Papazyan, A. Curr. Opin. Struc. Biol. 8(2), 1998, 211-217
Néray-Szabd, G. Period. Biol. 101(4), 1999, 325-331

Ma, B.; Sandeep, K.; Tsai, C.J.; Hu, Z.; Nussinov, R. J. Theor. Biol. 203(4),
2000, 383-397

Perutz, M.F. Science 201, 1978, 1187
Motherwell, W.B.; Bingham, M.J.; Six, Y. Tetrahedron 57(22), 2001, 4663-4686
Stewart, J.D.; Benkovic, S.J. Nature 375, 1995, 388-391

Cornell, W.D.; Cieplak, P.; Bayly, C.I.; Gould, I.R.; Merz, K.M.; Ferguson, D.M.;
Spellmeyer, D.C.; Fox, T.; Caldwell, J.W.; Kollman, P.A
J. Am. Chem. Soc. 117(19), 1995, 5179-5197

Halgren, T.A. J. Comp. Chem. 17(5-6), 1996, 520552

MacKerell, A.D.; Bashford, D.; Bellott, M.; Dunbrack, R.L.; Evanseck, J.D.;

Field, M.J.; Fischer, S.; Gao, J.; Guo, H.; Ha, S.; Joseph-McCarthy, D.;

Kuchnir, L.; Kuczera, K.; Lau , F.T.K.; Mattos, C.; Michnick, S.; Ngo, T;

Nguyen, D.T.; Prodhom, B.; Reiher, W.E.; Roux, B.; Schlenkrich, M.; Smith, J.C.;
Stote, R.; Straub, J.; Watanabe, M.; Widrkiewicz-Kuczera, J.; Yin, D.; Karplus, M,
J. Phys. Chem. B 102(18), 1998, 35863616

100



[102] Bader, R.F. ,Atoms in Molecules: A Quantum Theory”, Clarendon Press, Oxford,
U.K., 1990

[103] Kosov, D.S.; Popelier, P.L.A. J. Phys. Chem. A 104(31), 2000, 7339-7345
[104] Walker, P.D.; Mezey, P.G. J. Am. Chem. Soc. 115(26), 1993, 12423-12430
[105] Mezey, P.G. Top. Curr. Chem. 203, 1999, 167-186

[106] Walker, P.D.; Mezey, P.G. J. Comp. Chem. 16(10), 1995, 1238 1249

[107] Francl, M.M.; Chirlian, L.E. J. Comp. Chem. 8(6), 1987, 894-905

[108] Singh, U.C.; Kollman, P.A. J. Comp. Chem. 5(2), 1984, 129-145

[109] Bayly, C.I.; Cieplak, P.; Cornell, W.D.; Kollman, P.A. J. Phys. Chem. 97(40),
1993, 10269-10280

[110] Besler, B.H.; Merz, K.M.; Kollman, P.A. J. Comp. Chem. 11(4), 1990, 431-439
[111] Spackman, M.A. J. Comp. Chem. 17(1), 1996, 1-18

[112] Francl, M.M.; Carey, C.; Chirlian, L.E.; Gange, D.M. J. Comp. Chem. 17(3),
1996, 367-383

[113] Cornell, W.D.; Cieplak, P.; Bayly, C.I.; Kollman, P.A.
J. Am. Chem. Soc. 115(21), 1993, 9620-9631

[114] Francl, M.M.; Chirlian, L.E. Rev. Comp. Ch. 14, 2000, 1-31

[115] Stern, H.A.; Kaminski, G.A.; Banks, J.L.; Zhou, R.; Berne, B.J.; Friesner, R.A.
J. Phys. Chem. B 103(22), 1999, 4730-4737

[116] Lamoureux, G.; Allouche, D.; Souaille, M.; Roux, B. Biophys. J. 78(1), 2000, 1952
[117] Bret, C.; Field, M.J.; Hemmingsen, L. Mol. Phys. 98(11), 2000, 751-763

[118] Roterman, I.K.; Lambert, M.H.; Gibson, K.D.; Scheraga, H.A.
J. Biomol. Struc. Dyn. 7(3), 1989, 421-453

[119] Beachy, M.D.; Chasman, D.; Murphy, R.B.; Halgren, T.A.; Friesner, R.A.
J. Am. Chem. Soc. 119(25), 1997, 5908-5920

[120] Williams, D.E. J. Comp. Chem. 15(7), 1994, 719-732

101



[121]
[122]
[123]

[124]

[125]

[126]
[127]
[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

Rein, R. Adv. Quantum Chem. 7, 1972, 335-397
Stone, A. Chem. Phys. Lett. 83(2), 1981, 233-239
Sokalski, W.A.; Poirier, R.A. Chem. Phys. Lett. 98(1) 1983, 86-92

Sokalski, W.A.; Shibata, M.; Ornstein, R.; Rein, R. J. Comp. Chem. 13(7), 1992,
883-887

Sokalski, W.A.; Lai, J.; Luo, N.; Sun, S.; Shibata, M.; Ornstein, R.; Rein, R.
Int. J. Quantum Chem. Quantum Biol.Symp. 18, 1991, 61-71

Strasburger, K; Sokalski, W.A. Chem. Phys. Lett. 221(1-2), 1994, 129-135
Spackman, M.A. J. Chem. Phys. 85(11), 1986, 6587-6601
Sokalski, W.A.; Sawaryn, A. J. Mol. Struc. (Theochem) 88, 1992, 91-112

Lecomte, C.; Ghermani, N.E.; Pichon-Pesme, V.; Souhassou, M.
J. Mol. Struc. (Theochem) 255, 1992, 241-260

Bouhmaida, N.; Ghermani, N.E.; Lecomte, C.; Thalal, A. Acta Cryst. A53, 1997,
556-563

Pichon-Pesme, V.; Lecomte, C.; Lachekar, H. J. Phys. Chem. 99(16), 1995,
6242—6250

Jelsch, C.; Teeter, M.M.; Lamzin, V.; Pichon-Pesme, V.; Blessing, R.H.; Lecomte,
C. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97(7), 2000, 3171-3176

Malcolm, N.O.J.; Hindle, S.A.; Burton, N.A., , Anisotropic Electrostatics For
QM/MM Calculations”, Fifth World Congress of Theoretically Oriented Chemists
WATOC ‘99, Imperial College, London, U.K.; 1-6 sierpnia, 1999

Chen, W.; Gordon, M.S. J. Chem. Phys. 105(24), 1996, 11081-11090
Kedzierski, P.; Sokalski, W.A.; Krauss, M. J. Comp. Chem. 21(6), 2000, 432—445

Grembecka, J.; Kedzierski, P.; Sokalski, W.A.; Leszczynski, J.
Int. J. Quantum Chem. 83(3—4), 2001, 180-192

Sokalski, W.A. J. Mol. Catal. 30(3), 1985, 395-410

102



[138] Voet, D.; Voet, J.G. ,Biochemistry”, John Wiley & Sohns, Inc., New York,
Chichester, Brisbane, Toronto, Singapore, 1990

[139] Sim, F.; Salahub, D.R.; Chin, S. Int. J. Quantum Chem. 43(4), 1992, 463-479

[140] Stamant, A.; Cornell, W.D.; Kollman, P.A. J. Comp. Chem. 16(12), 1995,
1483-1506

[141] Foresman, J.B.; Head-Gordon, M.; Pople, J.A.; Frisch, M.J.
J. Phys. Chem. 96(1), 1992, 135-149

[142] Mulliken, R.S. J. Chem. Phys. 23, 1955, 1833-1846

[143] Wang, J.M.; Cieplak, P.; Kollman, P.A. J. Comp. Chem. 21(12), 2000, 1049-1074
[144] Connolly, M.L. Science 221, 1983, 709-713

[145] Pauling, L. Nature Chem. Bond. 1939, 178

[146] Bondi, A. J. Phys. Chem. 68,1964, 441

[147] Nowek, A. modyfikacja programu GAMESS (1997)

[148] Gora, R.W. modyfikacja programu GAMESS (2000)

[149] Computational results obtained using software programs from Biosym Technologies
of San Diego: molecular mechanics calculations using Discover and Insight 11

version 2.2.0, San Diego, Biosym Technologies 1993 (obecnie Accelrys Inc.)
[150] Schaftenaar, G.; Noordik, J.H. J. Comput. Aid. Mol. Des. 14(2), 2000, 123-134
[151] Kraulis, P.J. J. Appl. Crystallogr. 24, 1991, 946-950
[152] Koradi, R.; Billeter, M.; and Wiithrich, K. J. Mol. Graphics 14(1), 1996, 51-55

[153] Gnuplot 3.7 — An Interactive Plotting Program, Copyright (©1986-1993, 1998
Thomas Williams, Colin Kelley

[154] Raines, R.T. Chem. Rev. 98(3) 1998, 1045-1065

[155] Wladkowski, B.D.; Krauss, M.; Stevens, W.J. J. Phys. Chem. 99(17), 1995,
6273-6276

[156] Glennon, T.M.; Warshel, A. J. Am. Chem. Soc. 120(89) 1998, 10234-10247

103



[157]
[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163)]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

170]

[171]

[172]

Gerlt, J.A.; Gassman, P.G. Biochemistry 32(45) 1993, 11943-11952
Breslow, R.; Xu, R. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(4) 1993, 1201-1207

Romero, R.M.; Roberts, M.F.; Phillipson, J.D. Phytochemistry 40(4), 1995,
1015-1025

Ganem, B. Angew. Chem. 85(9), 1996, 937-945

Chook, Y.M.; Gray, J.V.; Ke, H.; Lipscomb, W.N. J. Mol. Biol. 240(5), 1994,
476-500

Marti, S.; Andres, J.; Moliner, V.; Silla, E.; Tunén, 1.; Bertran, J.
Theor. Chem. Acc. 105(3), 2001, 207-212

Worthington, S.E.; Krauss, M. Comput. Chem. 24(3—4), 2000, 275-285

Marti, S.; Andres, J.; Moliner, V.; Silla, E.; Tunon, 1.; Bertran, J.; Field, M.J.
J. Am. Chem. Soc. 123(8), 2001, 17091712

Marti, S.; Andres, J.; Moliner, V.; Silla, E.; Tunon, I.; Bertran, J.
Theor. Chem. Acc. 105(3), 2001, 207-212

Worthington, S.E.; Roitberg, A.E.; Krauss, M. (praca w przygotowaniu); patrz
Abstr. Pap. Am. Chem. S. 220 2000, 158

Addadi, L.; Jaffe, E.K.; Knowles, J.R. Biochemistry 22(19), 1983, 4494-4501

Gustin, D.J.; Mattei, P.; Kast, P.; Wiest, O.; Lee, L.; Cleland, W.W.; Hilvert, D.
J. Am. Chem. Soc. 121(8), 1999, 1756-1757

Kast, P.; Asif-Ullah, M.; Jiang, N.; Hilvert, D.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(10), 1996, 5043-5048

Lyne, P.D.; Mulholland, A.J.; Richards, W.G. J. Am. Chem. Soc. 117(45), 1995,
11345-11350

Jackson, D.Y.; Liang, M.N.; Bartlett, P.A.; Schultz, P.G. Angew. Chem. 31(2),
1992, 182183

Wiener, J.J.M.; Grice, M.E.; Murray, J.S.; Politzer, P. J. Chem. Phys. 104(13),
1996, 5109-5111

104



[173] Apaya, R.P.; Bondi, M.; Price, S.L. J. Comput. Aid. Mol. Des. 11(5), 1997,
479-490

[174] Bentley, J. J. Phys. Chem. A 102(29), 1998, 6043-6051
[175] Stone, A. Mol. Phys. 56(5), 1985, 1065-1082

[176] Price, S.L.; Faerman, C.H.; Murray, C.W. J. Comp. Chem. 12(10), 1991,
1187-1197

[177] Price, S.L.; Stone, A.J. J. Chem. Soc. Faraday Trans. 88(13), 1992, 1755-1763
[178] Koch, U; Popelier, P.L.A.; Stone, A.J. Chem. Phys. Lett. 238(4—6), 1995, 253260
[179] Koch, U.; Stone, A.J. J. Chem. Soc. Faraday Trans. 92(10), 1996, 1701-1708

[180] Stone, A.J. ORIENT: A program for calculating electrostatic interactions,
University of Cambridge, 1994

[181] Kedzierski, P.; Sokalski, W.A. J. Comp. Chem. 20(10), 2001, 1082-1097
[182] Ramachandran, G.N.; Sasisekharan, V. Adv. Protein Chem. 23, 1968, 332
[183] Halgren, T.A.; Damm, W. Curr. Opin. Struc. Biol. 11(2), 2001, 236242

[184] Dziekonski, P.; Sokalski, W.A.; Kassab, E.; Allavena, M.
Chem. Phys. Lett. 288(2-4), 1998, 538-544

[185] Sokalski, W.A.; Kedzierski, P.; Grembecka, J. Phys. Chem. Chem. Phys. 3(5),
2001, 657-663

[186] Sokalski, W.A.; Maruszewski, K.; Hariharan, P.C.; Kaufman, J.J.,
Int. J. Quantum Chem. Quantum Biol.Symp. 16, 1989, 119-164

[187] Sokalski, W.A.; Shibata, M.; Barak, D.; Rein, R. J. Mol. Evol. 33, 1991, 405-411
[188] Fersht, A.R.; Wells, T.N.C. Prot. Eng. 4(3), 1991, 229-231
[189] Nash, P.; McFadden, G.; Whitty, A. FEBS Lett. 475(1), 2000, 1-6

[190] Sternberg, M.J.E.; Hayes, F.R.F.; Russell, A.J.; Thomas, P.G.; Fersht, A.R.
Nature 330, 1987, 86—88

[191] Russell, A.J.; Thomas, P.G.; Fersht, A.R. J. Mol. Biol. 193(4), 1987, 803813

105



[192] Garcia-Moreno, B.E.; Dwyer, J.J.; Gittis, A.G.; Lattman, E.E.; Spencer, D.S;
Stites, W.E. Biophys. Chem. 64(1-3), 1997, 211-224

[193] Grembecka, J.; Sokalski, W.A.; Kafarski, P. J. Comput. Aid. Mol. Des. 14(6),
2000, 531-544

[194] Grembecka, J. praca doktorska ,Inhibitory leucyloaminopeptydazy”, Politechnika
Wroctawska, Wroctaw 2000

[195] Stréter, N.; Lipscomb, W.N. Biochemistry 34 (28), 1995, 9200-9210

[196] Taylor, A. Trends Biochem. Sci. 18(5), 1993, 167172

[197] Taylor, A. FASEB J. 7(2), 1993, 290298

[198] Stréter, N.; Lipscomb, W.N. Biochemistry 34 (45), 1995, 14792-14800

[199] Giannousis, P.P; Bartlett, P.A. J. Med. Chem. 30(9), 1987, 1603-1609
[200] Lejezak, B.; Kafarski, P.; Zygmunt, J. Biochemistry 28(8), 1989, 3549-3555

[201] Grembecka, J.; Kedzierski, P.; Sokalski, W.A. Chem. Phys. Lett. 318(1-2), 1999,
385-392

[202] Arnez, J.G., Moras, D. Trends Biochem. Sci. 22(6), 1997, 211-216
[203] Cusack, S. Curr. Opin. Struc. Biol. 7(6), 1997, 881-889

[204] Sokalski, W.A.; Kedzierski, P.; Leszczynski, J. ISQBP Zerner Conference,
»LTheoretical Determination of Catalytic Residues of Class I and II Aminoacyl
t-RNA synthetases”, August 17-19, 2000, New Orleans, Louisiana.

[205] Chelli, R.; Procacci, P.; Righini, R.; Califano, S. J. Chem. Phys. 111(18), 1999,
8569-8575

106



Dodatek A

Wykaz stosowanych skrétéow

aa-AMP aminoacylowany adenozynomonofosforan (aktywowana forma aminokwasu

w syntezie aa-tRNA)

aa-tRINA aminoacylowany tRNA, czasteczka rozpoznajaca specyficznie kodon DNA

i przenoszaca odpowiedni aminokwas (aa)
AIM atoms in molecules, metoda topologicznej analizy gestosci elektronowej [102]
AIMD ab initio molecular dynamics
AO atomic orbitals
ATP adenozynotréjfosforan

B3LYP metoda funkcjonatu gestosci wg Lee, Yanga i Parra, z korektg wymiany wg.
Becke [42]

BSSE btad superpozycji bazy, basis set superposition error
CAMM atomowe rozwiniecie multipolowe [123], cumulative atomic multipole moments
CC coupled clusters, metoda sprzezonych klasterow uwzglednienia korelacji elektronowe;j

CMMM wielocentrowe rozwiniecie multipolowe [128], cumulative multicenter multipole

moments
CP metoda korekty btedu BSSE wg Boysa i Bernardiego [26] (counterpoise correction)

CPE metoda opisu polaryzowalnosci przez wyrownanie potencjalu chemicznego atoméow

lub grup; chemical potential equalization

DEM réznicowy efekt modyfikacji (w sensie zmian w energii oddziatywan), najczesciej

w odniesieniu do mutacji enzymu; differential effect of modification
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DFT teoria funkcjonalu gestosci (rowniez oznaczenie metod), density functional theory

DMA distributed multipole analysis, metoda uzupeknienia analizy populacyjnej
Mullikena wielocentrowym rozwinieciem multipolowym zaproponowana przez
Stone’a [122]

DTSS roéznicowa energia stabilizacji stany przejéciowego wzgledem kompleksu

substratow, differential transition state stabilization

EFP cffective fragment potential, metoda QM /MM opisujaca srodowisko reakcji za
pomocg potencjatu fragmentéw opisywanych rozktadem DMA z parametrycznym

uwzglednieniem wymiany i polaryzowalnosci [14]

ENTS Oznaczenia (ENTS, EXTS, 11-3, P, PTTS1-3, R1-2) struktur na $ciezce reakcji
przeprowadzanej przez rybonukleaze A. Patrz rysunek 3.3 oraz [1,135]

ET exponent-truncated series, przyblizenie petnego szeregu multipolowego wyrazami

o tej samej zaleznosci od odlegtosci

EVB empirical valence bond, pétempiryczna metoda wiazan walencyjnych umozliwiajaca

przyblizony opis reakcji chemicznych w duzych uktadach [19]
EXTS patrz: ENTS

FEP free energy perturbation, metoda umozliwiajaca oszacowanie zmian energii

swobodnej uktadu metodami empirycznymi (MD)

FF forcefield, empiryczna (parametryczna) funkcja pozwalajaca opisaé¢ mikroskopowo

energie uktadu (PES) w przyblizeniu klasycznym; pole sitowe

GSD ground state destabilization, koncepcja wyjasniajaca mechanizm obnizania przez

enzym bariery aktywacji reakcji droga destabilizacji substratéw
HF metoda Hartree-Focka

Hisd, ¢ W odniesieniu do neutralnej histydyny, symbolami ¢ i € oznaczano pozycje

protonu (przy atomie Ng lub N.)
I1, 12, I3 patrz: ENTS

LAP aminopeptydaza leucylowa (leucine aminopeptidase)
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LBHB wiazanie wodorowe o niskiej barierze przeniesienia protonu (low barrier hydrogen
bond)

LCAO MO przyblizenie funkcji falowej uktadu (orbitali molekularnych, MO) liniowa

kombinacja orbitali atomowych (linear combination of atomic orbitals)

LFER linear free energy relationships, postulowana liniowa zaleznosé¢ energii swobodnej
oddziatywan w centrum aktywnym od efektéw modyfikacji (np. mutacji)

w otoczeniu [77]
LMP2 metoda Moller-Plesset z lokalizacja [51]
MC metoda statystycznego modelowania termodynamiki uktadu (Monte Carlo)

MD metoda modelowania dynamiki uktadu w przyblizeniu klasycznych rownan ruchu

(molecular dynamics)
MEP molekularny potencjal elektrostatyczny, molecular electrostatic potential

MM mechanika molekularna, ogélne oznaczenie metod wykorzystujacych empiryczna

funkcje energii uktadu (FF)

MP2 metoda Moller-Plesset wykorzystujaca rachunek zaburzen z poprawkami drugiego

rzedu do opisu korelacji elektronowe;j
MSK tadunki PDC otrzymane metoda Merz-Singh-Kollmana [110]

MT moment-truncated series, przyblizenie petlnego szeregu multipolowego przez

uwzglednienie wszystkich wyrazéw zaleznych od momentéw zadanego rzedu

NAC konformer kompleksu substratow bliski strukturze stanu przejsciowego, near attack

conformer
NMA N-metyloacetamid

ONIOM metoda QM /MM zaproponowana przez Morokume i wspétpracownikéw; Our

own N-layered Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics approach) [13]

OS orbital steering, koncepcja wyjasniajaca efektywnosé katalizy enzymatycznej przez

optymalne naktadanie orbitali

P patrz: ENTS
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PDB Protein Data Bank, baza danych struktur biatkowych,
http://www.rcsb.org/pdb/

PDC tadunki atomowe dobrane dla najlepszego (w sensie sredniego odchylenia
kwadratowego) odtwarzania potencjatu elektrostatycznego czasteczki (potential

derived charges)
PES hiperpowierzchnia energii potencjalnej uktadu (potential energy surface)
PTTS1, PTTS2, PTTS3 patrz: ENTS
QM quantum mechanics

QM /MM popularne oznaczenie hybrydowych metod taczacych nieempiryczny opis

centrum reakcji (QM) z klasycznym, empirycznym (MM) opisem otoczenia
R1, R2 patrz: ENTS

RESP restrained electrostatic potential derived charges, metoda obliczania tadunkow
PDC z dodatkowymi wi¢zami [109]

RHF restricted Hartree-Fock, metoda Hartree-Focka dla stanéw zamknietopowtokowych
RNA kwas rybonukleinowy

RRMS relative root mean square error, unormowana miara $redniego odchylenia

kwadratowego uzywana w badaniach odtwarzana MEP

SAPT symmetry adapted perturbational theory, wariant rachunku zaburzen dla
oddziatywan miedzyczasteczkowych, uwzgledniajacy antysymetrie funkeji falowe;j

kompleksu

SAS solvent accessible surface, powierzchnia czasteczki dostepna dla oddziatywan

miedzyczasteczkowych
SC kompleks substratow (substrate complex)

SCF metoda pola samouzgodnionego (self-consisted field), umozliwiajaca iteracyjne

obliczenie funkcji falowej i energii uktadu

tRINA kwas rybonukleinowy odpowiedzialny za translacje kodu DNA na sekwencje

aminokwaséw, stuzacy do przenoszenia aktywowanego aminokwasu (transfer RNA)

TS stan przejsciowy (transition state)
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Dodatek B

Spis rysunkow
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Wykresy zaleznos$ci od odleglodci sktadowych energii oddziatywan histy-
dyny 1199 z réoznymi reagentami . . . . . . . . ...
kontynuacja . . . . . ...
kontynuacja . . . . ... oL
Analiza zaleznoéci od odlegloéci sktadowych APTSS stabilizacji przez histy-
dyne 1196 . . . . . . L
kontynuacja . . . . ... Lo
Przegrupowanie Claisena katalizowane przez mutaze choryzmianows.
Centrum aktywne mutazy choryzmianowej . . . . . . . .. ... ... ...
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Potencjaty elektrostatyczne w pozycjach wigzan wodorowych biblioteki ami-

nokwasow: korelacja CAMM i DFT . . . . . ... .. ... ... .. .... 56
Btedy RRMSy na powierzchniach kontaktowych diamidéw aminokwaséw,
obliczone na poziomie metody SCF/6-31G(d,p). . . . . . . ... ... ... 58
Btedy RRMSy na powierzchniach kontaktowych diamidéw aminokwasow,
obliczone na poziomie metody B3LYP/6-31G(d,p). . ... ... ... ... 59
Struktury wiazan wodorowych N-metylo acetamidu (NMA) i etanolu z woda,
do badan przenosnosci konformacyjnej DMA i CAMM . . . .. ... ... 61

Poréwnanie przenosno$ci konformacyjnej DMA i CAMM w czasteczce NMA 62
Poréwnanie przenosnosci konformacyjnej DMA i CAMM w czasteczce etanolu 62
Wiazania wodorowe miedzy diamidem diglicyny a czasteczkami wody, z za-
znaczeniem katow rotacji konformacyjnej . . . . . ..o oo 63
Bariera rotacji dla kata torsyjnego ¢ w N’-acetylo, C’-metyloamino diglicy-
nie (por. Rys. 4.9). . . . . .. 63

Przenosno$¢ konformacyjna CAMM na przykltadzie oddziatywan diamidu

diglicyny z woda . . . . . . . ... 65
Struktury cyklicznych heksapeptydéw oraz diamidéw glicyny i alaniny . . . 67
Przeno$nos¢ uérednionych miedzy aminokwasami tadunkéw RESP oraz roz-

biezno$¢ rozwiniecia CAMM opartego na tych tadunkach . . . . . . .. .. 76
Struktura przestrzenna subtylizyny 1SBT . . . . . . . ... ... ... ... 78

Rozmieszczenie oraz konformacja natywnych reszt subtylizyny BPN w po-
zycjach 36, 64, 98, 1561 213. . . . . . . . .. ..o 80
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Fosfonowe inhibitory aminopeptydazy leucylowej . . . . . . . . . .. .. .. 84
Wykresy korelacji energii oddziatywan (MP2 i CAMM) z pK; kilku inhibi-

toréw aminopeptydazy leucylowej . . . . . . .. ... ... 85

Model centrum aktywnego aminopeptydazy leucylowej z zadokowanym fos-

fonowym analogiem leucyny. . . . . . .. .. ..o 86
Roéznicowy elektrostatyczny potencjat stabilizacji stanu przejsciowego reak-

¢ji adenylacji przeprowadzanej przez syntetazy aa-tRNA . . . . . . . . .. 88
Poréwnanie konserwatywnosci sekwencji syntetaz aa-tRNA klas Ti Il . . . 90
Nalozenie aktywnych katalitycznie reszt wybranych syntetaz aa-tRNA klasy I 91
Natozenie aktywnych katalitycznie reszt wybranych syntetaz aa-tRNA klasy II 91

112



Dodatek C
Spis tabel

1.1
1.2

2.1

3.1
3.2
3.3

4.1
4.2
4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

5.1
5.2

2.3

Poréwnanie metod dekompozycji energii oddziatywan dla Hey . . . . . . . 14
Poréwnanie metod dekompozycji energii oddziatywan dla H,O . . . . . .. 14
Promienie atomowe definiujace powierzchnie kontaktowsa czasteczki. . . . . 32

Energie oddzialywan elektrostatycznych w centrum aktywnym rybonukleazy A 39

Sktadowe energii oddzialywan w centrum aktywnym rybonukleazy A . . . 40
Analiza wptywu stanu protonacji reszt na APTSS reakcji dla rybonukleazy A 41
Ladunki resztkowe przenoszonych danych CAMM alaniny i glicyny . . . . . 68
Przenosno$¢ CAMM miedzy podobnymi otoczeniami czasteczkowymi . . . 69

Odtwarzanie wartosci spodziewanych MEP na powierzchni kontaktowej ba-
danych heksapeptydéw przez model CAMM . . . . . ... ... ... ... 69
Btedy RRMSy, przenosnosci fragmentéw modelu rozktadu tadunku CAMM
miedzy otoczeniami czasteczkowymi o niewielkim podobienstwie. . . . . . . 70
Btedy przeno$nosci RRMSy, CAMM miedzy réznymi czgsteczkami zanali-
zowane na poziomie poszczegdlnych momentow multipolowych, dzigki pod-
mianie czedci rozwiniecia na oryginalne. . . . . . . ..o o000 72

Test réznych metod korekty sumarycznego tadunku przenoszonego frag-

mentu rozktadu CAMM. . . . . . . ... .. 73
Test korekty sumarycznych momentéw multipolowych przenoszonych frag-

mentow rozktadu CAMM. . . . . . .. .. 74
Eksperymentalne wartosci €. 1 ApK, w subtylizynie . . .. ... ... .. 79

Wartosci sktadowych energii oddziatywan wybranych reszt subtylizyny z ka-
talityczna histydyna 64 . . . . . . . ..o 81
Poréwnanie ApK, obliczonych metodami o réznym stopniu przyblizenia

z wartosciami eksperymentalnymi . . . . ... ..o L 83



5.4

2.5

Wspotcezynniki korelacji energii oddziatywan z pK, inhibitoréw aminopep-
tydazy leucylowej . . . . . . ..o
Teoretyczne przewidywanie efektéw mutacji centrum aktywnego na aktyw-

nos¢ katalityczng syntetaz aa-tRNA klasy IT . . . . . ... ... ... ...

114



	Spis treści
	Rozdział 1. Wstęp
	1.1 Natura oddziaływań międzycząsteczkowych
	1.2 Dotychczasowe poglądy na naturę katalizy i inhibicji enzymatycznej
	1.3 Przybliżone modele oddziaływań
	1.3.1 Wielocentrowe rozwinięcia multipolowe
	1.3.2 Hierarchia modeli teoretycznych

	1.4 Cele badań

	Rozdział 2. Metody obliczeniowe
	2.1 Badane efekty różnicowe
	2.1.1 Stałe wiązania i inhibicji
	2.1.2 Analiza katalitycznej roli elementów centrum aktywnego
	2.1.3 Wpływ mutacji na zmiany pKa aminokwasów

	2.2 Nieempiryczna analiza natury oddziaływań
	2.3 Przybliżone modele oddziaływań elektrostatycznych
	2.3.1 Atomowe momenty multipolowe
	2.3.2 Modele elektrostatyczne oparte na ładunkach punktowych
	2.3.3 Porównanie jakości modeli przybliżonych

	2.4 Oprogramowanie

	Rozdział 3. Analiza natury oddziaływań dla wybranych układów enzymatycznych
	3.1 Efekty katalityczne w centrum aktywnym rybonukleazy
	3.1.1 Natura wpływu katalitycznego poszczególnych reszt
	3.1.2 Wpływ stanu protonacji reszt na ich aktywność katalityczną
	3.1.3 Natura oddziaływań katalitycznych w funkcji odległości

	3.2 Analiza natury odziaływan w centrum aktywnym mutazy choryzmianowej

	Rozdział 4. Analiza jakości i przenośności anizotropowych modeli rozkładu ładunku
	4.1 Odtwarzanie MEP oraz energii oddziaływań
	4.1.1 Biblioteka nieskorelowanych i skorelowanych multipoli atomowych CAMM dla aminokwasów
	4.1.2 Potencjał elektroststyczny donorów wiązań wodorowych
	4.1.3 Odtwarzanie rozkładu potencjału na powierzchni cząsteczki
	4.1.4 Wrażliwość modelu CAMM na zmiany konformacji

	4.2 Analiza międzycząsteczkowej przenośności CAMM
	4.2.1 Przenośność CAMM między cząsteczkami o podobnej topologii
	4.2.2 Przenośność CAMM między różnymi otoczeniami molekularnymi


	Rozdział 5. Zastosowania uproszczonych modeli elektrostatycznych
	5.1 Przewidywanie efektów mutacji w subtylizynie
	5.2 Przewidywanie aktywności inhibitorów leucyloaminopeptydazy
	5.3 Przewidywanie aktywności katalitycznej reszt aminokwasowych w syntetazach aminoacylo-tRNA

	Rozdział 6. Podsumowanie i wnioski
	Literatura
	Dodatek A. Wykaz stosowanych skrótów
	Dodatek B. Spis rysunków
	Dodatek C. Spis tabel



