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Rozdziatl 1

Wstep

1.1 Perspektywa

Choé réznie mozna zdefiniowaé kierunek rozwoju nauki i techniki, w kontekscie prowadzonych ba-
dan rozsadnie jest przyja¢, ze wiedzie on ku coraz mniejszym obiektom. Zmagania, jakie toczymy
probujac okielzna¢ Nature, rozpoczynaliémy od przedmiotéw o rozmiarach poréwnywalnych z tymi,
ktére mozemy unie$¢ we wlasnych rekach i zobaczyé¢ goltym okiem, jak kamien, patyk czy pitka; stad
takze rozmiar budowanych urzadzen byl poczatkowo podobnego rzedu. Stopniowe ujarzmianie praw
Przyrody pozwolito zredukowaé¢ tworzonych konstrukcji, czego doskonalym przyktadem jest miniatu-
ryzacja urzadzen elektronicznych w ciaggu ostatnich kilku dekad. Pierwsze komputery — urzadzenia
zajmujace kilka szaf — mialy moc obliczeniowa zblizona do dzisiejszego kieszonkowego kalkulatora,
za$ dzisiejsze telefony komorkowe majg mozliwosci wieksze niz komputery osobiste sprzed 20-30 lat.
Kontynuacja rozwoju w tym kierunku — ku coraz mniejszym mechanizmom — wiedzie ku maszy-
nom o rozmiarach molekut, manipulujacych materia na poziomie atomowym. Wizje te przedstawil juz
w latach ’50 stynny fizyk Richard Feynmann, w wykltadzie pod tytutem There’s Plenty of room at the
bottom (ang. Tam na dole jest duzo miejsca).

O ile zsyntetyzowano juz kilka czasteczek mogacych stuzyé za proste ,nanomaszyny” [1], wciaz
daleko do stworzenia uktadéow w pelni odpowiadajacych wizji cytowanego Noblisty. Droga ku temu ce-
lowi jest jeszcze dtuga, chyba ze zwrdci sie uwage w strone istniejgcych nanomaszyn. Kazdy Czytelnik
zaznajomiony z biologia molekularng i biochemia powinien wiedzie¢ juz, do czego zmierza ten opis.
Organizmy zywe, od bakterii po czlowieka, wykonuja dokladnie taka prace: przeksztalcaja otaczajaca
materie wedle swoich potrzeb, atom po atomie. Azot i dwutlenek wegla z atmosfery, dzieki energii $wia-
tta stonecznego, w plataninie reakeji biochemicznych przetwarzane sa na cala (molekularna) zlozonoéé
biosfery, od prostego cukru po podwdéjna helise DNA. Nie byloby to mozliwe bez wyspecjalizowanych
nanomaszyn, jakimi sa enzymy.

Mikroorganizmy badz tez wyizolowane z nich biatka o aktywnosci katalitycznej sa chetnie stosowane
w roznych gateziach przemystu chemicznego, przede wszystkim ze wzgledu na swojg regio- i stereose-
lektywnoéc¢. Pierwsza z wymienionych cech biokatalizatorow pozwala znaczaco uprosci¢ proces syntezy
docelowego zwiazku, ktora przeprowadzana tradycyjnymi technikami wymaga wielu dodatkowych kro-
kéw, np. przytaczania i odtaczania grup protekcyjnych. Druga cecha jest szczegdlnie pozadana w przy-
padku produktéow aktywnych biologicznie, gdzie zmiana chiralnosci substancji moze wiazaé sie z wrecz
drastycznymi konsekwencjami. By¢ moze najdobitniejszym przykladem takiego zjawiska jest historia
Talidomidu [2], stosowanego w latach 50 srodka nasennego; stereoizomer R ma dzialanie uspokajajace
i przeciwbolowe, natomiast jego lustrzane odbicie jest silnym teratogenem, zaburzajacym m.in. rozwoj
konczyn u ptodu. Chociaz asymetryczna synteza organiczna jest juz mozliwa, enzymy wciaz stanowia
konkurencyjne i eleganckie rozwiazanie tego problemu [3].

Uzyskanie takiej specyficznosci jest mozliwe dzieki odpowiedniemu dopasowaniu kieszeni aktywnej,
faworyzujacemu konkretne orientacje substratéw, oraz stworzeniu wewnatrz bialka srodowiska obni-
zajacego bariere aktywacji tak, by reakcja mogla zaj$¢ w rozsadnym czasie. Jednym z najbardziej
ekstremalnych przyktadéw zdolnosci katalitycznej enzyméw jest dekarboksylaza orotydylanowa, ka-
talizujaca jeden z etapdéw biosyntezy nukleotydéw pirymidynowych (Rysunek 1.1). Pod nieobecnosé
enzymu, reakcja ta przebiega skrajnie wolno- obliczono, ze w obojetnym roztworze w temperaturze

9



10 ROZDZIAL 1. WSTEP

pokojowej okres poltrwania tego zwiazku wynosi 78 miliondw lat. Biorac pod uwage, ze w obecno-
Sci dekarboksylazy czas ten jest rzedu setnych czes$ci sekundy, wywnioskowano, ze enzym zwieksza
szybkos¢ reakeji 1017 razy [4].

HO OH HO OH

Rysunek 1.1: Reakcja katalizowana przez dekarboksylaze orotydylanowa.

Problemy stojace na przeszkodzie w zastosowaniu enzyméw wynikaja w znacznej mierze z tego, ze,
jako produkty ewolucji biologicznej, dostosowane sg przede wszystkim do tych reakcji chemicznych,
ktore stuza przetrwaniu danego organizmu. Szereg reakcji o potencjalnym znaczeniu przemystowym
nie posiada swojego odpowiednika biochemicznego. Stad wynika koniecznos$é badz to modyfikowania
istniejacych enzymoéw (w celu np. zmiany ich specyficznosci substratowej), badz tez projektowanie ich
de novo. Oba te zadania wymagaja przeszukiwania olbrzymiej przestrzeni mozliwych mutacji, rosnacej
eksponencjalnie wraz z liczba rozwazanych pozycji. Dla przyktadu, istnieje 20'° ~ 10'® dekapeptydéw
ztozonych tylko i wylacznie z aminokwaséw biogennych; liczba mozliwosci w przypadku projektowania
de novo jest jeszcze wigksza, jako ze typowe biatko sktada si¢ z kilkuset reszt aminokwasowych. Na-
wet ograniczywszy ten zbidr, jego rozmiar wciaz pozostaje poza zasiegiem eksperymentalnych metod
badawczych. Dlatego cennym — wrecz niezbednym — narzedziem sa metody modelowania kompu-
terowego; poniewaz sa one rozwijane w oparciu o zdobyta wiedze o zrédlach efektéw katalitycznych
w enzymach, wyzwanie to stanowi zarazem sprawdzian naszego rozumienia katalizy enzymatycznej.

1.2 Zrédia katalizy enzymatycznej

Wspblczesne rozumienie katalizy enzymatycznej siega korzeniami pierwszej polowy XX wieku. W
1921 roku Wegier Mihaly Polanyi jako pierwszy zasugerowal istnienie zwiazku pomiedzy efektami
katalitycznymi a oddzialywaniami miedzyczasteczkowymi [5]. Myl te rozwingl Linus Pauling w swo-
jej stynnej hipotezie, sformutowanej w drugiej polowie lat '40 ubieglego wieku [6-8]. Centralnym jej
punktem jest twierdzenie, ze enzymy katalizuja reakcje chemiczne poprzez specyficzna stabilizacje
odpowiedniego stanu przejsciowego, a tym samym obnizenie bariery aktywacji; podstawa do wysunie-
cia tej hipotezy byla opracowana wczedniej przez Henry’ego Eyringa w 1935 r. teoria aktywowanego
kompleksu, pézniej nazwana teoria stanu przejsciowego (ang. Transition-State Theory, TST) [9]. Wy-
chodzac z termodynamiki statystycznej, stala szybkosci reakcji wedtug TST mozna najogdlniej wyrazi¢
za pomocy réwnania (1.1).

1
brst = 5 ([H)rs exp(—Aghp) / | expl-ag@m)is (1.1

W powyzszym réwnaniu, 3 symbolizuje czynnik (kgT)~! (kp — stala Boltzmanna), Ag(z) — energie
swobodna wzgledem substratéw jako funkcje wspolrzednej reakeji « ( w szczegblnosci energie aktywacji
Agt = Ag(at), zaé (|#|) s $rednia szybkosé wzdhuz wspotrzednej reakeji w rejonie stanu przejéciowego.
Przy zalozeniu ekwipartycji energii pomiedzy wspélrzedna reakcji a pozostalymi stopniami swobody
oraz harmonicznosci funkeji Ag(z), réwnanie to redukuje sie do (1.2).

kpst ~ (Bh) ™" exp(—BAgH) (1.2)

W praktyce, krsr mnozy sie dodatkowo przez tzw. wspétczynnik transmisji x, ktéry zwykle uzaleznia
sie od czynnikéw takich jak powtérne przekraczanie bariery (ang. barrier-recrossing), oraz wspélezyn-
nik tunelowania ~.

Hipoteza Paulinga byla m.in. inspiracja do wykorzystania w badaniach tzw. analogéw standéw przej-
Sciowych (ang. Transition-State Analogues, TSA) — zwiazkéw chemicznych, ktérych czasteczki przypo-
minaja pod wzgledem struktury i rozkltadu ladunku stan przejéciowy danej reakcji; zgodnie z hipoteza
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Paulinga powinny one by¢ znacznie lepiej wiazane przez enzymy, przez co stanowig potencjalnych kan-
dydatéw na ich inhibitory [10]. Przykladem moze by¢ 5-nitrobenzotriazol, TSA bedacy inhibitorem
eliminazy Kempa omawianej w sekcji 1.3.3 (vide Rysunek 1.2) [11]. Zastosowanie metod pozwalaja-
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Rysunek 1.2: Reakcja eliminacji Kempa oraz jej analog stanu przejsciowego.

cych na okreglenie struktury atomowej biatka (jak techniki krystalografii rentgenowskiej i neutronowej
czy magnetycznego rezonansu jadrowego) do komplekséw enzym-TSA dostarcza informacji na temat
rzeczywistego stanu przejSciowego; wraz z innymi technikami eksperymentalnymi, jak np. badanie kine-
tycznych efektéw izotopowych [12,13]! czy kierunkowana mutageneza (ang. Site-Directed Mutagenesis,
SDM) [17], stanowi potezny zestaw narzedzi stuzacych weryfikacji mechanizméw reakcji i okresla-
niu roli poszczegdlnych reszt aminokwasowych w katalizie. Dalszym owocem TST byt rozwéj badan
nad przeciwcialami katalitycznymi (abzymami od ang. Antibody enzyme) zapoczatkowany w latach
’80 [18,19]. Wykorzystano tutaj zdolno$é uktadu odpornosciowego do wytwarzania przeciwcial kom-
plementarnych do danego antygenu, w tym przypadku zwiazanego z analogiem stanu przejSciowego.
Chociaz uzyskane w ten sposéb abzymy rzeczywidcie wykazywaly aktywnos¢ katalityczna, byla ona
o kilka rzedoéw wielkosci nizsza od tej prezentowanej przez analogiczne enzymy. Zrodzilo to przypuszcze-
nia, ze oprécz stabilizacji stanu przejsciowego musza istnie¢ inne czynniki kluczowe do tak efektywnej
katalizy obserwowanej w naturze. Jednym z mozliwych wytlumaczen jest nieoptymalne oddzialywanie
abzyméw z substratami?; posréd innych koncepcji na szczegélna uwage zastuguja te skoncentrowane
wokél naturalnej dla enzyméw labilnosci lancucha biatkowego.

1.2.1 Hipoteza dynamiczna

Problem znaczenia dynamiki enzyméw dla ich zdolnoéci katalitycznych od prawie dwoch dekad zy-
skuje na popularnosci, o czym §wiadczy¢ moze analiza cytowan z bazy Web of Science, zaprezentowana
na Rysunku 1.3. W wymienionym okresie pojawito sie zaledwie 45 publikacji odpowiadajacych frazom
kluczowym dynamical effects i enzyme catalysis®, podczas gdy taczna liczba ich cytowan na dany rok
kalendarzowy wzrastala prawie liniowo, osiaggajac maksymalng liczbe 178 cytowan w roku 2015. Umy-
sty badaczy i dyskusje pomiedzy nimi rozpalata hipoteza, ze nie tylko struktura enzyméw, ale takze
dynamika ich czesci skladowych ewoluowaly tak, by jak najbardziej najoptymalnie katalizowaé reakcje
chemiczne [20]. Bazujac na badaniach (zaréwno eksperymentalnych jak i teoretycznych) nad reduktaza
dihydrofolianowa (DHFR od ang. Dihydrofolate reductase) [21,22] czy cyklofiling A (CphA od ang.
Cyclophylin A) [23,24], zaproponowano szereg modeli majacych ttumaczyé¢ wplyw dynamiki biatka
na aktywnosé katalityczna, np. teorie drgan promujacych [25,26].

Podstawowym problemem ozywionego dyskursu na ten temat jest nie zawsze jednoznaczne definio-
wanie pojec¢ i uktadu odniesienia oraz mylenie przyczyny ze skutkiem, jak punktuje Warshel i wspoéipra-
cownicy [27,28]. Podazajac za zaproponowanym przez nich tokiem rozumowania, wlasciwa podstawa

1 Podwaliny pod te technike potozyt Jacob Bigeleisen w 1947 roku i latach nastepnych [14,15]; jednym z pierwszych

jej zastosowann do reakeji enzymatycznych byly prace Morrisona i Clelanda w latach 60 [16], lecz prawdziwy rozkwit
metody nastapil dopiero w nastepnej dekadzie [12].

Brak tzw. destabilizacji substratu, proponowanego mechanizmu funkcjonowania enzyméw; hipoteza ta bedzie wspo-
mniana przy okazji omawiania efektu Kirke w sekcji 1.2.3.

Szczegdly wyszukiwania: frazy "dynamic* effect*” i “enzym* cataly*” w polu Topic, potaczone spdjnikiem logicznym
AND
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Rysunek 1.3: Analiza cytowan prac zawierajacych frazy dynamic effect i enzyme catalysis z ostatnich
dwoéch dekad. Stupki- liczba opublikowanych w danym roku artykuléw, linia ciagla- liczba cytowan
w danym roku.

wszelkich rozwazan dotyczacych efektéw dynamicznych powinno by¢ mozliwie precyzyjne sformuto-
wanie, co rozumiemy pod pojeciem kataliza, oraz w jaki sposéb dynamiczno$é (tzn. ruchy otoczenia
biatkowego) ma ja wspomagaé. Powszechnie katalize rozumie si¢ jako zjawisko polegajace na przyspie-
szeniu pewnego procesu, w omawianym konteksécie — reakcji chemicznej. Poniewaz za$ przyspiesze-
nie jest pojeciem wzglednym, bardzo wazne jest okreslenie ukladu referencyjnego, wzgledem ktérego
ono nastepuje. Zwyczajowym punktem odniesienia jest reakcja zachodzaca w tych samych warunkach
i rozpuszczalniku, lecz pod nieobecnoéé¢ katalizatora; to samo podejscie winno sie tez stosowaé wo-
bec wszelkich zjawisk, ktére nazywaé chcemy katalitycznymi, takze dynamiki otoczenia reagentéw. I
tak, dla przykladu, sprzezenie konformacji reszty argininy 55 (tworzacej wiazanie wodorowe z substra-
tem) [29] ze wspblrzedna reakeji w CphA nie jest samo w sobie niczym szczegdlnym, jako ze czasteczki
rozpuszczalnika w bezposrednio oddziatujace z reagentami takze musza dostosowaé swojq orientacje do
zmieniajacej si¢ struktury reagentéw; istotna réznica polega na tym, ze w przypadku roztworu wiaze
sie to ze znacznie wicksza zmiana energii swobodnej otoczenia niz w przypadku enzymu (tzw. ener-
gia reorganizacji rozpuszczalnika). Z tej perspektywy eksperymenty z mutantem Ser99Thr CphA [24],
w ktérych zauwazono zmiane aktywnoéci katalitycznej proporcjonalna do zmiany szybkosci zmian kon-
formacyjnych, nie dowodza, ze maja one znaczenie katalityczne per se, ale ze wprowadzona mutacja
uposledza optymalng eksploracje przestrzeni fazowej tego uktadu?. Innymi stowy, nalezy rozréznié efekt
katalityczny od funkcjonowania $rodowiska biatkowego.

Dokladne przedstawienie dyskusji wokol réznych koncepcji efektéw dynamicznych nie jest zasadne
z punktu widzenia celu tej pracy; dlatego Autor ogranicza sie tutaj do przedstawienia wylacznie wybra-
nych przyktadow i ogdlnego zarysowania aparatu pojeciowego, za pomoca ktoérego problem 6w bedzie
rozpatrywany. Bardziej zainteresowanemu ta kwestia Czytelnikowi warto poleci¢ cytowane prace [27]
i [28], na ktérych wzorowany jest przedstawiony poglad.

Zjawiska opisywane jako dynamiczne efekty katalityczne odpowiadaja w istocie réznym procesom
fizycznym, dlatego wtasnie ich fizyczny opis przyjeto za podstawowe kryterium opisu. Podstawowym
narzedziem w analizie fazy skondensowanej jest réwnowagowa (boltzmannowska) mechanika statystycz-
na i oparta na niej teoria stanu przejsciowego (TST). W tym ujeciu najwazniejsze z efektéw niedajacych
sie opisa¢ za pomoca jednej struktury, a przez to intuicyjnie okreslanych jako dynamiczne, mozna skla-
syfikowa¢ w sposéb nastepujacy.

Zmiana dostepnej przestrzeni fazowej
Whplyw czedci mutacji mozna ttumaczyé poprzez wywolang zmiane dystrybucji dostepnych kon-
formacji; do tej kategorii zaliczaé sie beda efekty obserwowane w kierunkowanej ewolucji zapro-
jektowanych teoretycznie enzymoéw, o czym mowa w 3.2.2.

Zmiana wspoélczynnika transmisji lub tunelowania

4 Wiasciwie mozna powiedzieé, ze w zmutowanym enzymie poltozenie Argh5 nie jest optymalne dla katalizy [28].
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W reakcjach zwiazanych z przeniesieniem protonu lub jonu wodorkowego, czynnikiem katali-
tycznym moze by¢é istotna zmiana wspétczynnika transmisji lub tunelowania wzgledem reakcji
przebiegajacej w roztworze; w praktyce nie znaleziono przykladu reakcji enzymatycznej o wspél-
czynniku transmisji £ wiekszym od ok. 3 [30], za$ efekt tunelowy raczej nie ma znaczenia katali-
tycznego [31].

Odstepstwa od TST i rownowagowej termodynamiki statystycznej
Warunek ekwipartycji energii lezacy u podstaw TST nie musi by¢ spelniony; w takich uktadach
obserwowana szybko$¢ reakcji ma prawo nie zgadzaé sie z modelem opartym na termodynamice
boltzmannowskiej, moze réwniez wystepowaé egzotyczny efekt pamieciowy (w ktérym prawdopo-
dobienstwo przejscia z substratu do produktu zalezy od wezeéniejszej historii uktadu), okreslany
takze jako koherencja dynamiczna; dotyczy przede wszystkim bardzo szybkich proceséw (np.
reakcje fotochemiczne); w przypadku innych reakeji, jak dotad, niezaobserwowany [32].

1.2.2 Kataliza elektrostatyczna

Jedli by wskazaé jeden uniwersalny czynnik charakteryzujacy katalize enzymatyczna, dobrym kan-
dydatem jest koncepcja elektrostatycznej preorganizacji zaproponowana przez Warshela [33]. Polega
ona na obserwacji, ze o ile oddzialywania (np. wiazania wodorowe) stabilizujace stan przejSciowy obec-
ne sa réwniez w roztworze, to w przypadku rozpuszczalnika osiagniecie takiej konfiguracji wiaze si¢
z dodatkowsa porcja energii swobodnej potrzebnej, by dostosowaé orientacje losowo zorientowanych
czasteczek do zmiennej konfiguracji reagentéw; w przypadku enzymu, uczestniczace w procesie reszty
aminokwasowe z reguly sa juz blisko wymaganego polozenia i ich reorientacja nie wiaze si¢ z ta-
kim kosztem energetycznym (Rysunek 1.4). Stad nazywa sie §rodowisko w kieszeni aktywnej enzymu
preorganizowanym, czyli wstepnie uporzadkowanym. Szczegdtowe definicje wraz cyklami termodyna-
micznymi Czytelnik moze znaleZé w pracach [34,35] oraz pozycjach tam cytowanych.

(A)
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Warshel, Biochemistry 46, 1466-1476, 2007

Rysunek 1.4: Schemat przedstawiajacy idee elektrostatycznej preorganizacji. Reakcja, w ktérej zachodzi
przeniesienie tadunku (np. Sn2) wiaze si¢ z duza reorganizacja rozpuszczalnika (reprezentowanego
schematycznie przez wektory momentéw dipolowych) (A), lecz niewielka enzymu, ktérego rozklad
tadunku jest rozmieszczony optymalnie — preorgranizowany (B) [35] (ttumaczenie i przedruk za zgoda
wydawnictwa Elsevier).

Efekt ten zostal zaobserwowany w wielu uktadach enzymatycznych [35], w tym takze, co niespodzie-
wane, w katalizujacych reakcje rodnikowe enzymach zaleznych od witaminy Bqo [36]. Swiadczy to nie
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tylko o wiodacym znaczeniu oddzialywan elektrostatycznych w katalizie z udziatem enzymoéw, ale takze
o tym, ze wazne jest odpowiednie uksztaltowanie $rodowiska katalitycznego pod katem danej reakcji.
Dalszych argumentéw dostarczaja prace wykonane w naszej grupie, dotyczace takich enzyméw jak
mutaza choryzmianowa [37], kinaza bialkowa A (PKA) [38] czy izomeraza ketosteroidowa (KSI) [39].
Ostatni z wymienionych enzymoéw jest szczegdlnie interesujacy, poniewaz eksperymentalnie zmierzono
natezenie pola elektrycznego w kieszeniach aktywnych szeregu jego mutantéw i wykazano liniowa rela-
cje pomiedzy ta wielkoécia a efektywna bariera aktywacji® [40]. Przedstawiony w pracy podzial efektu
katalitycznego na katalize elektrostatyczng i preorientacje zasady wywotal goraca dyskusje w srodowi-
sku naukowym [41,42]. Podobnie ozywiona wymiana opinii miala miejsce, kiedy wyniki eksperymentéw
wykorzystujacych fenolany jako TSA sugerowaly niewielkie znaczenie oddzialywan elektrostatycznych
w katalizie zachodzacej w KSI [43,44]. W obu przypadkach kluczowe okazalo sie nie tyle rozpatrzenie
obecnosci tego rodzaju oddzialywan lub ich braku, lecz ich odpowiednia (pre)organizacja.
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Tyr55—OH Tyr35—OH Tyr55—OH
Tyrli—oir_ Tyrl4—OH.. o Tyrli—ot.
0 7 [
Asp99—COOH.

Asp99—COOH-~  H H
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H .
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Rysunek 1.5: Schemat reakcji katalizowane]j przez izomeraze ketosteroidowa (KSI).

1.2.3 Efekty entropowe i inne

Przedstawiony w poprzednich sekcjach obraz nalezy uzupelni¢ o efekty entropowe, ktérych bada-
nie i modelowania stanowi spore wyzwanie. Czesé entropowego wkiladu do catkowitego efektu kata-
litycznego jest obecna juz w réznicy pomiedzy energiami preorganizacji enzymu i roztworu wodnego
((AU)E — (AU)¥ z Rysunku 1.4), istnieje jednak kilka innych propozycji zwiazanych z ta wielkoscia
fizyczna; wybrane z nich sa w skrocie opisane ponize;j.

Near Attack Conformation (NAC) - konformacja bliska atakowi.

Jest to koncepcja wprowadzona przez Thomasa Bruice’a w roku dwutysiecznym, wedle ktorej
podstawowym mechanizmem dzialania enzyméw jest wiazanie substratu w konformacji mozliwie
zblizonej do stanu przejsciowego [45]. Przykladowo, dehalogenaza haloalkanéw (ang. haloalkane
dehalogenase, DhIA®), katalizujaca reakcje substytucji nukleofilowej Sy2 wydaje sie funkcjo-
nowa¢ wedle tego schematu: faworyzowanie przez enzym konfiguracji odpowiadajacej atakowi
nukleofilowemu jest zgodne z ,chemiczna intuicja” [46]. Jednakze bardziej szczegdlowa analiza
pokazuje, ze z catkowitego obnizenia bariery przez enzym rzedu 10 kcal/mol” efekt ten stanowi
wklad zaledwie ok. 2.8 kcal/mol; reszte przypisuje sie efektom elektrostatycznym [47]. Podob-
na dyskusja dotyczyla mutazy choryzmianowej; w tym przypadku czotowy argument przeciwko
NAC stanowi, ze wigzanie tej konformacji nie jest warunkiem katalizy, a efektem stabilizacji
stanu przej$ciowego przez enzym [47]. Kwestia ta jest dyskusyjna; istnieje mozliwos$¢, ze roz-
strzygniecie pomiedzy tymi modelami zalezy od arbitralnie przyjetego sposobu uszeregowania
efektéw katalitycznych.

Efekt Kirke 8
W 1975 William Jencks zauwazy! podobienstwo pomiedzy energia swobodna wigzania substra-
tu a zmiang entropowego przyczynku do energii aktywacji niektérych reakcji enzymatycznych

Coraz popularniejsze pomiary tego rodzaju wykonuje si¢ wykorzystujac efekt Starka w widmie oscylacyjnym: badajac
przesuniecie spektralne pasma okreslonej grupy (tzw. sondy) okresla sie natezenie pola elektrycznego w badanym
$§rodowisku. Popularnymi sondami sa grupy nitrylowe, gdyz maja silne pasmo absorpcyjne w regionie, w ktérym
biatka absorbuja stosunkowo niewiele promieniowania. W cytowanej pracy badacze wykorzystali grupe karbonylowa
inhibitora, 19-nortestosteronu, co wymagato zastosowania bardziej zlozonej procedury eksperymentalne;j.

Od nazwy kodujacego ja genu z bakterii Xanthobacter autotrophicus.
Wzgledem bariery analogicznej reakcji w $rodowisku wodnym.

W greckiej mitologii Kirke byla wiedZma, ktéra zamienita towarzyszy Odyseusza w $winie.



1.3. HISTORIA PROJEKTOWANIA DE NOVO ENZYMOW 15

(wzgledem referencyjnej reakcji w roztworze); w oparciu o to zaproponowal hipoteze, ze enzym
wykorzystuje energie wigzania by zniwelowaé entropowy wktad do bariery reakeji [48]. Mialo-
by to zachodzi¢ poprzez silne wiazanie substratu w jednym rejonie, co umozliwialoby z kolei
wprowadzenie wiekszych naprezen w innym, tym samym wymuszajac zajscie reakcji chemicznej
(efekt zwany czasem destabilizacja substratu, ang. Ground State Destabilization, GSD). Efekt ten
wydawatl sie by¢ szczegdlnie wyrazny w przypadku dekarboksylazy orotydylanowej i deaminazy
cytydylowej. Szczegbltowa analiza z wykorzystaniem symulacji komputerowych nie potwierdzita
jednak hipotezy o ,zwiekszonych naprezeniach” w pierwszym z wymienionych enzymdw [49];
natomiast w drugim przypadku zmiane entropii aktywacji przypisa¢ nalezy raczej zmianie me-
chanizmu reakcji z jedno- na kilkuetapowy [50].

Przedstawione przyklady pokazuja, ze chociaz efekty entropowe sa istotnym elementem katalizy
enzymatycznej (odpowiedzialne sa np. za zdolnoéé katalityczna enzyméw mikroorganizméw psychrofil-
nych [51]), w wielu przypadkach daja sie one wyrazi¢ poprzez pojecie elektrostatycznej preorganizacji.
Jest to istotna konkluzja istotna z punktu widzenia dalszego rozwoju metod projektowania enzymow,
jak zostanie to pokazane w nastepnych sekcjach.

1.2.4 Krytyczna ocena

Mozna argumentowad, ze przedstawiony schemat podziatu i systematyzacji efektéw katalitycznych
(oparty w znacznym stopniu na pracach zespotu Warshela) jest do pewnego stopnia ptynny i arbitralny;
ma on jednak, poérdéd innych koncepcji, te zalete, ze jest jednoznacznie i systematycznie zdefiniowany
w ramach obowigzujacych teorii fizycznych, co czyni z niego solidne narzedzie w analizie zlozonych
ukladéw molekularnych. Z drugiej jednak strony, na tym rozumowaniu spoczywa ciefl uproszczen,
przyjetych, by mozliwe byly symulacje konieczne w celu poznania choéby wycinka przestrzeni fazowej
skomplikowanego ukladu molekularnego, a tym samym ujecie w ramach modelu energii swobodnej
zwiazanej np. z reorganizacja rozpuszczalnika. Do tych zalozen nalezy przede wszystkim rozpatrywa-
nie oddziatywan elektrostatycznych w modelu tadunkéw punktowych, co moze prowadzi¢ do znacznych
btedéw w zwiazku z brakiem opisu anizotropowoéci rozktadu tadunku wokét atoméw? [52]; przyjecie re-
akcji w roztworze wodnym za uklad referencyjny jest naturalne z chemicznego punktu widzenia, lecz ze
wzgledu na ruchliwo$é czasteczek rozpuszezalnika (z czym wiaze sie wspomniana energia reorganizacji)
niemozliwe obecnie do zrealizowania inaczej, niz we wspomniany przed chwila sposob. Problematyczne
jest réwniez to, ze, jak pokazano, mechanizmy moga by¢ rézne w roztworze wodnym i érodowisku enzy-
matycznym. Na drugim biegunie sa prace naszego zespotu [37,38], ktére za stan referencyjny przyjmuja
faze gazowa lub, jak w ostatniej publikacji [39], dzika forme enzymu. Pozwala to wyeliminowaé te pro-
blemy (vide Rozdzial 2), za$ wszystkie analizy sa rygorystycznie wyprowadzone z pierwszych zasad
(ab initio), ze szczegdlnym naciskiem polozonym na niezalezno$é wyniku od przyjetej bazy funkcyjnej
i mozliwo$é¢ systematycznego wprowadzania dalszych przyblizen. Nalezy podkreslié, ze réwniez tutaj
eksponowane jest znaczenie oddzialywan elektrostatycznych, lecz w najprostszym ujeciu za pomoca
rozwinigcia multipolowego (opisanego w Rozdziale 2) uwzgledniajacego anizotropie ladunku. Jak to
zostanie wspomniane na koncu tego rozdziatu, w pelni solidna pod wzgledem matematycznym i fizycz-
nym metoda powinna taczyé w sobie najlepsze cechy obu tych podejéé.

W dziedzinie badan nad kataliza enzymatyczna pozostalo jeszcze wiele do zrobienia. Mimo to trzeba
przyznadé, ze wiele na tym polu juz osiagnieto w ciagu ostatnich kilku dekad. Jak zatem przeklada sie
to na mozliwosci projektowania enzymow?

1.3 Historia projektowania de novo enzymow

1.3.1 Poczatki

Projektowanie enzyméw jest blisko zwigzane z racjonalnym projektowaniem bialek jako takich. Jest
to logiczna konsekwencja prostego faktu, ze uzyskanie struktury o wlasnosciach katalitycznych wymaga
umiejetnosci uzyskania jakiejkolwiek zadanej z géry struktury ltancucha biatkowego. Absolutnym pio-

9 W niniejszej pracy anizotropowosé rozkladu ladunku wokét atoméw bedzie czesto w skrécie okre§lana po prostu jako
anizotropowos$é¢ rozkladu ladunku.
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nierem w tej dziedzinie jest Bernd Gutte, ktéry wraz z Robertem Brucem Merrifieldem!© jako pierwszy
zsyntetyzowal de novo aktywny katalitycznie enzym (rybonukleaze A krowiej trzustki) [53,54]'t. W
roku 1975 zaprojektowal i zsyntetyzowal aktywny katalitycznie wariant rybonukleazy liczacy zaledwie
70 reszt (polowe dlugosci naturalnego biatka) [55]; w 1979 — peptyd wiazacy specyficznie trinukleotyd
GAA [56]; w 1983 — peptyd wiazacy insektycyd DDT [57]. Te imponujace osiagniecia nie przyczynily sie
jednak do wickszego rozwoju metodologii projektowania bialtek; staly si¢ za to inspiracja do dalszych
badan nad zwijaniem tancuchéw polipeptydowych i ich samoorganizacja, co wraz ze wzrastajaca liczba
danych strukturalnych dostarczylo pewnych ,schematéw i zasad konstrukcyjnych”o szerokich mozli-
wosciach [58-61].12. Za przyktad niech poshuzy popularny motyw wiazki czterech helis (ang. four-heliz
bundle), po raz pierwszy zsyntetyzowany przez zespdt Wiliama DeGrado w roku 1986 [63]. Ten eleganc-
ki i dobrze poznany motyw, wzorowany na naturalnie wystepujacych strukturach, wykorzystywany jest
obecnie np. w projektowaniu peptydéw wiazacych jony metali [64].

Wraz z rozwojem technik inzynierii genetycznej i biologii molekularnej, w tym kierunkowanej muta-
genezy [17], stalo sie mozliwe badanie i modyfikowanie wigkszych biatek [65,66]. Réwnoczesnie metody
komputerowe zaczely nabieraé¢ coraz wiekszego znaczenia; wraz ze wzrostem mocy obliczeniowej kom-
puteréw i postepéw w rozwoju metod i oprogramowania, perspektywa projektowania kompletnych
bialek in silico stawatla si¢ coraz blizsza. W roku 1991 Homme Hellinga opublikowal pierwszy program
wspomagajacy projektowanie mutacji w bialkach — Dezymer [67]; kolejnym programem tego rodzaju
byl Orbit, z pomoca ktorego zespél Stephena Mayo w 1997 roku z powodzeniem zaprojektowal kilka
polipeptydéw; rok pdzniej grupa Meneza po raz pierwszy zmienita charakter enzymu, projektujac en-
dopeptydaze specyficzna wzgledem reszt proliny (cyproaze 1) w oparciu o sekwencje cyklofiliny A [68].
Na poczatku XXI wieku zaczeto syntezowaé pierwsze ,enzymopodobne” polipeptydy projektowane
komputerowo za pomoca Orbita (tzw. protozymy) [69]. Zasadnicza wada tych projektéw byla niska
aktywnos¢ katalityczna w poréwnaniu z naturalnymi enzymami. W 2004 roku Hellinga wraz z Ma-
ry Dwyer opublikowali w Nature prace, w ktérej oglaszali wielki sukces: izomeraze triozofosforanowsa
(TIM) zaprojektowana w oparciu o biatko E. Coli wiazace ryboze,0 aktywnosci przewyzszajacej do-
tychczas projektowane enzymy. Jednak po kilku miesigcach okazalo sie, ze domniemany wynik byl
rezultatem zanieczyszczenia naturalng TIM i badacze musieli wycofaé publikacje [70].

Rzeczywistym sukcesem w dziedzinie komputerowego projektowania nowych enzyméw (teozymow'3,

jak nazywane beda w niniejszej pracy) byly dopiero retroaldolazy zaprojektowane w roku 2008 przez
zesp6l Davida Bakera, tworcéw programu Rosetta® [71]. Jak na ironmie, za szkielet dla tych enzy-
moéw postuzyta naturalna TIM; na tym samym wzorcu oparto projekt teozymu katalizujacego reakcje
eliminacji Kempa, ktéra nie jest wykorzystywana w $wiecie ozywionym [72]. W kolejnych latach po-
wstala w tym samym laboratorium pierwsza sztuczna diels-alderaza [73]1°, aktywnoécia katalityczna
przewyzszajaca odpowiednie przeciwciala katalityczne, oraz fosfoesteraza [75]. Jednakze poczatkowy,
peten sukceséw postep ulegt stagnacji, co z kolei wzbudzito dyskusje na temat brakow stosowanej
metodologii [76-78].

10 Twérca metody syntezy peptydéw na podlozu stalym; uzyskal za to nagrode Nobla z dziedziny chemii w roku 1984.

11 Sam eksperyment mial miejsce w roku 1968; list do redakcji Journal of American Chemical Society zostal opubli-
kowany w styczniu 1969 roku [53]. Sztuczna synteza pierwszego enzymu dokonana przez czlowieka nastapila zatem
wczesniej, niz postawil on noge na Ksiezycu!

12 Cytujac powyzsze przeglady nie sposéb nie wspomnieé pokrétce o autorce jednego z nich, Jane Richardson. Inte-
resujacy jest poczatek jej kariery naukowej; w roku 1958, majac 17 lat, na podstawie dwéch nocnych obserwacji
obliczyla orbite Sputnika, dzigki czemu zajela trzecie miejsce w konkursie naukowym Westinghouse Science Talent
Search [62]; swoja karier¢ poswiecila jednak badaniom krystalograficznym nad strukturg biatek. Najbardziej znana
jest z zaproponowania sposobu ich reprezentacji, tzw. modeli wstegowych (ang. ribbon diagrams)

13 W literaturze anglosaskiej przez termin teozym (od ang. theozyme —theoretical enzyme) rozumie si¢ zaréwno koficowy
efekt teoretycznego (in silico) projektowania, jak i definicje podstawowych elementéw centrum aktywnego, wspomnia-
na w sekcji 1.3.2; w celu rozréznienia miedzy tymi pojeciami, zdecydowano sie tutaj na wykorzystanie terminu teozym
w odniesieniu do teoretycznie zaprojektowanego enzymu, natomiast w znaczeniu definicji najwazniejszych reszt kata-
litycznych — rdzen teozymu.

14 Kamieri z Rosetty, na ktérym ten sam tekst byt napisany egipskimi hieroglifami i w jezyku greckim, pozwolit w XIX
w. na rozszyfrowanie pisma starozytnych Egipcjan.

15 Uwazano to za kolejny przyklad teozymu katalizujacego reakcje niezachodzaca naturalnie w organizmach zywych, lecz
niedawno okazalo si¢ to nieprawda, gdyz odkryto w przyrodzie takie enzymy [74].
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1.3.2 Algorytm projektowania enzymow

Kluczowym elementem algorytméw teoretycznego projektowania enzymdw jest definicja ,rdzenia”
teozymu , bedaca bezposrednim zastosowaniem idei stabilizacji stanu przejéciowego (Rysunek 1.6).
Obejmuje on TS danej reakcji chemicznej wraz ze zbiorem reszt aminokwasowych zorientowanych tak,
by w specyficzny sposob z nim oddzialywaé. Majac definicje rdzenia teozymu, kolejnym krokiem jest
znalezienie w bazie danych szkieletu bialkowego, w ktérym da sie on zrealizowaé [79,80]'°. Nastepnie
w kilku cyklach optymalizuje sie oddzialywania z sasiednimi resztami (ang. packing, ,upakowanie”);
fazie tej czesto towarzysza symulacje Monte Carlo, majace na celu okreslenie stabilnosci struktury
i ominigcie problemu lokalnego minimum [80,82]. W koncowej fazie warianty projektowe sa szeregowa-
ne za pomoca zadanej funkcji oceny (ang. scoring function), a najlepsze z nich poddawane sg weryfikacji
eksperymentalnej. Jak dotad, uzyskane w ten sposéb teozymy przejawialy stosunkowo niewielka aktyw-
nos$é; dalsza optymalizacja eksperymentalna za pomoca metod kierunkowanej ewolucji (ang. Laboratory
Directed Evolution, LDE) [83] pozwolila uzyskaé¢ znacznie bardziej aktywne warianty [84].

stan przej$ciowy 4 teozym “ 4

E¥Y=H¥

—
(1) zdefinowanie
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geometrii 1 .
dokowanie
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(1) charakteryzacja nowy enzym
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H. Kries, R. Blomberg, D. Hilvert, Current Opinion in Chemical Biology, 2013, 17, 221-228

Rysunek 1.6: Schemat algorytmu projektowania nowych enzyméw [79] (tlumaczenie i przedruk za
zgoda wydawnictwa Elsevier).

1.3.3 Eliminaza Kempa

Jednym z najlepiej przebadanych teozymoéw jest eliminaza Kempa (schemat zachodzacej w niej
reakcji przedstawiono na Rysunku 1.2). Jak juz wspomniano, najaktywniejszy z pierwszych teozy-
moéw KEOQ7 [72] zostal znacznie ulepszony w eksperymentach kierunkowanej ewolucji: najlepszy enzym
z sibdmej rundy eksperymentu charakteryzowal sie¢ stala k.. ok. tysiac razy wieksza od pierwotnego
enzymu (cho¢ wiazalo sie to ze zmniejszeniem stabilnosei biatka) [85]. W 2012 roku, opierajac sie szkie-
lecie ksylanazy, grupa Mayo zaprojektowala eliminazy HG1, HG2 i HG3 [86]; osiagnieto to poprzez
iteracyjna weryfikacje eksperymentalng i symulacje dynamiki molekularnej biatka (ang. Molecular Dy-
namics, MD). W toku kierunkowanej ewolucji udato sie uzyskaé¢ wariant HG3.17, ktérego aktywnosé,
najwieksza z osiagnietych do tej pory, doréwnuje naturalnym enzymom [11].

Obie z rodzin eliminaz byly przedmiotem intensywnych badan. W roku 2008 William Jorgensen
we wspolpracy z Davidem Bakerem, Anastazjg Alexandrovg i Danielg Rothlisberger analizowali me-

16 Tak zaprojektowane sa programy Rosetta3 i Orbit; inny program, Saber [81], stuzy identyfikacji biatek juz posiada-
jacych odpowiednio zorientowane reszty z definicji rdzenia teozymu.
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chanizm reakcji w czterech zaprojektowanych eliminazach Kempa wykorzystujac metode QM /MM7
angazujaca pélempiryczna metode PM3 i symulacje Monte Carlo [88]; w 2011, Anastazja Alexandrova
i Manuel Sparta w podobny sposéb analizowali dwa kolejne teozymy z tej rodziny [89]. W obu przy-
padkach wyniki byly jako$ciowo zgodne z eksperymentalnymi, ale nie znaleziono znaczacej korelacji
pomiedzy teoretycznymi i eksperymentalnymi barierami aktywacji. W pracy Kendalla Houka i wspol-
pracownikéw z 2010 roku wykorzystano metode ONIOM'® [90] i popularny funkcjonat DFT B3LYP,
znajdujac tylko jako$ciowa zgodnosé z eksperymentem, lecz wystarczajaca, by odréznié¢ aktywne i nie-
aktywne warianty projektowe [91].

Zesp6l Warshela, analizujac kilka eliminaz z serii za pomoca empirycznego modelu wigzan walencyj-
nych (ang. Empirical Valence Bond, EVB), zwr6cit uwage na trudnosci w uzyskaniu preorganizowanego
elektrostatycznie srodowiska dla tej reakcji ze wzgledu na mala zmiane rozktadu tadunku pomiedzy
substratem a stanem przejSciowym [92-94]. W innej pracy Monika Fuxreiter wraz ze wspolpracownika-
mi wskazala na optymalizacje energii reorganizacji podczas ewolucji KE07 [95]. W 2015 roku Katarzyna
Swiderek stwierdzita w HG3.17 obecnosé dwéch konformeréw o réznych aktywnosciach oraz podkre-
slita znaczenie oddzialywan elektrostatycznych z drugiej sfery koordynacyjnej [96], za$ Sylvia Osuna
pokazala, ze centra aktywne enzyméw uzyskanych droga LDE sa znacznie mniej labilne od oryginal-
nych teozyméw [97]. Z kolei zespdl Teresy Head-Gordon, powiazal wplyw mutacji ze zmiana entropii
taficuchéw bocznych aminokwaséw i informacji zwiazanej ze sprzezeniami pomiedzy nimi [98].

Wymienione wyzej obserwacje wpisuja sie w stwierdzenie samego Bakera z 2010 roku, w ktérym
dopatrywal sie zrédel niepowodzen teozyméw w dynamice biatka i braku opisu dalekozasiegowych
oddzialywan elektrostatycznych [99]. Inna przyczyna wspominana w literaturze jest skupienie calej
procedury na oddzialywaniach tylko ze stanem przejSciowym, a nie z substratem [84]. Warto przy tym
wspomnieé¢ obserwacje Warshela z jego najnowszej pracy, w ktorej poréwnuje przebieg kierunkowanej
ewolucji KEO7 i HG3 [100]: gléwnym czynnikiem zwiazanym z obnizeniem bariery aktywacji w pierw-
szym przypadku jest destabilizacja substratu, natomiast w drugim — stabilizacja stanu przejsciowego.
Oznacza to, ze bardziej ogdlny algorytm projektowania enzymoéw powinien uwzgledniac i jedno, i dru-
gie; jest to mozliwe przy wykorzystaniu technik zwiazanych z réznicowa stabilizacja stanu przejSciowego
(ang. Differential Transition State Stabilisation, DTSS [37,101]), jak zostanie pokazane w Rozdziale 2.

1.4 Cel pracy

Jak wynika z zaprezentowanego opisu, w dotychczasowych poszukiwaniach drég ulepszenia technik
projektowania enzyméw (jednego ze ”Swietych Graali” chemii obliczeniowej w XXI wieku [102]) trzy
gltéwne czynniki wysuwaja sie na pierwszy plan:

e uwzglednienie dalekozasiggowych oddziatywan elektrostatycznych,
e réwnoczesne uwzglednienie oddzialywan zaréwno z substratem, jak i ze stanem przejSciowym,
e uwzglednienie wptywu dynamiki érodowiska bialtkowego na aktywnos¢ katalityczna.

Réwnoczesnie, kazde podejécie do tego problemu musi sprostaé¢ podstawowym wyzwaniom, jakimi sa
rozmiar ukladu i eksponencjalny wzrost liczby mozliwych wariantéw wraz z liczbg mutowanych miejsc
w sekwencji aminokwasowej; oba te czynniki zwiekszaja koszt obliczeniowy zwiazany z wykonywaniem
potrzebnych obliczen i symulacji. Konieczne jest szukanie kompromisu pomiedzy rozmiarem przestrze-
ni fazowej jaka ma obja¢ model, a dokladnosScia i poprawnoscia fizyczna zastosowanego hamiltonianu.
W jednym ekstremum znajduja si¢ dlugie symulacje dajace wglad w zmiany energii swobodnej ukta-
du, ale oparte na empirycznych parametrach pél sitowych, w drugim — obliczenia klasterowe uktadow
enzymatycznych metodami kwantowo-mechanicznymi [103]; posrodku znajduja sie metody QM/MM,
angazujace badz to zaawansowane metody kwantowe, lecz w niewielkim stopniu probkujace przestrzen
fazowa, badz tez metody pétempiryczne (np. PM6, PM7 [104]), mogace by¢ zrédlem znacznych bledéw
(np. wskazywaé w miejscu TS minimum energetyczne), lecz pozwalajace na wieksza eksploracje réznych

17 0d ang. Quantum Mechanics/Molecular Mechanics; sa to metody hybrydowe, w ktérych czes$é uktadu (np. centrum
reakcji) opisywane jest metodami chemii kwantowej (QM), za$ otoczenie— mechanikg molekularng (MM). Przyktady
tego rodzaju metod oraz ich zastosowan znalezé mozna w ksiazce [87]

18 0d ang. our own N-layered integrated molecular orbital and molecular mechanics; metoda QM/MM opracowana
przez zesp6t Keiji Morokumy, zaimplementowana np. w programie Gaussian.
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konfiguracji'®. To zestawienie mozna przedstawié¢ takze jako podejécia odgdrne (ang. top-down, .z gory
do dolu”), w opozycji do oddolnych (ang. bottom-up, ,z dotu do gbry”). Zasadnicza réznica pomiedzy
nimi polega na sposobie konstrukcji modelu i wprowadzania kolejnych przyblizen; w pierwszym przy-
padku zlozony uklad systematycznie rozbierany jest na czesci sktadowe, co wiaze sie z wprowadzaniem
kolejnych zalozen (dotyczacych stanéw protonacji reszt aminokwasowych, wartosci stalej dielektrycz-
nej w modelu rozpuszczalnika ciagltego, podziatu ukladu na region QM i MM itd.); w drugim natomiast
punkt wyjscia stanowia fundamentalne zasady fizyczne, a kazdy nastepny, rozbudowujacy model krok
jest poddawany mozliwie szczegdlowej analizie. Do tej drugiej kategorii zaliczyé mozna koncepcje pdl
katalitycznych (bazujaca na elektrostatycznym przyblizeniu DTSS) [37,101], opisana w Rozdziale 2.

Ominiecie putapek parametryzacji metod odgérnych i wstepne wyselekcjonowanie zestawu poten-
cjalnie korzystnych mutacji, a takze ich péZniejsza weryfikacja (z uwzglednieniem wymienionych trzech
czynnikéw), mozliwe jest w obrebie bazujacych na obliczeniach ab initio strategii oddolnych, na co
wskazuja dotychczasowe prace naszego zespolu [37,38,106].

Cel pracy
Opracowanie sposobu zastosowania techniki pdl katalitycznych do okreslania wplywu mutacji na
aktyunosé katalityczng.

Kluczowym elementem jest tutaj opis gestosci elektronowej czasteczek; w tej pracy wiodaca metoda
bedzie atomowe rozwiniecie multipolowe [107], pozwalajace nieduzym kosztem obliczeniowym precyzyj-
nie, na podstawie pierwszych zasad, uwzglednié¢ anizotropowo$é rozkltadu tadunku wokét atoméw [52],
a dzigki temu uniknaé¢ mozliwych bledéow zwiazanych z tradycyjnie stosowanymi tadunkami atomo-
wymi. Najwazniejszym zadaniem jest pierwsze w dotychczas prowadzonych badaniach przetestowanie
proponowanego podejscia na szeregu mutantow tego samego enzymu, aby wykazaé jego przydatnosé
w projektowaniu teozyméw; kolejnym zadaniem jest wyjasnienie choéby czesci mutacji wprowadzonych
do bialtka droga eksperymentéw kierunkowanej ewolucji (LDE), co rodziloby nadzieje na rozwiniecie
metody obliczeniowej pozwalajacej zastapi¢ czesé¢ fazy eksperymentalne;.

Powyzsze cele mozna przedstawié za pomoca nastepujacego harmonogramu czy tez listy zagadnien.

e Reprezentacja oddzialywan elektrostatycznych. W sekcji 3.1 podjeto prébe ocenienia
wplywu wyboru modelu (ladunki vs multipole atomowe) na wyznaczane wartosci potencjatu
elektrostatycznego; sekcja 3.1.1 skupia sie na jakosci opisu reorganizacji tadunku podczas reak-
cji chemicznej, natomiast w sekcji 3.1.2 badane jest oddtwarzanie przez nie elektrostatycznych
energii DTSS na przyktadzie kinazy biatkowej A. Przeprowadzone testy maja za zadanie okresli¢
jako$¢ poszczegdlnych przyblizen.

e Ocena wplywu mutacji na aktywno$¢ katalityczng. W sekcji 2.1 pokazano, ze o ile energia
DTSS dana przez réznice energii oddziatywania odnosi si¢ do wirtualnej fazy gazowej, to réznice
energii DTSS pomiedzy mutantami a dzika forma enzymu mozna traktowaé jako zmiany bariery
aktywacji wskutek mutacji. W sekcji 3.2.1 jest to eksplorowane na przykladzie mutantéow izo-
merazy ketosteroidowej; badana jest tam réwniez fizyczna natura oddzialywan w tym szeregu
enzyméw, a dotychczasowy model DTSS rozszerzany jest do postaci obejmujacej reakcje wielo-
etapowe. Jest to pierwsza w historii dotychczasowych badan szczegdtowa analiza kilku mutantéw
za pomocy technik rozwijanych w naszej grupie.

e Analiza mutacji (oraz wplywu konformacji tanicuchéw bocznych natadowanych ami-
nokwaséw na aktywno$¢ katalityczna) z wykorzystaniem biblioteki rotameréw. Na
przykladzie otrzymanych droga LDE mutantéw teozymu KEO7 (sekcja 3.2.2), podjeta zostala
proba wyjasnienia mutacji z udzialem naladowanych reszt aminokwasowych oraz efektéw nie-
addytywnych zwiazanych z wielokrotnymi mutacjami. Testowany na tej rodzinie oddolny (ang.
bottom-up) model obliczeniowy moze mieé potencjalne zastosowanie w projektowaniu enzyméw,
by¢ moze zastepujac czesé eksperymentalnej fazy poszukiwan nowych mutantéow, tym samym
przys$pieszajac caly proces i obnizajac jego koszty.

19 Tstnieja jeszcze specjalne pola silowe projektowane do opisu reakcji chemicznych [105], ale nie zostaly one ujete w tym
zestawieniu.






Rozdziat 2

Metody

2.1 Roéznicowa stabilizacja stanu przejSciowego

Podstawa metodologii stosowanej w niniejszej pracy jest koncepcja réznicowej stabilizacji stanu
przejéciowego (DTSS) [101], ktéra mozna postrzegaé jako rozszerzenie koncepcji stabilizacji stanu
przejsciowego (ang. Transition State Stabilisation, T'SS) [8]. Centralnym jej punktem jest poréwnanie
profilu reakcji w katalizatorze (np. enzymie) z tzw. wlasnym profilem energetycznym reagentéw (ang.
intrinsic); jest on tozsamy profilowi reakcji w fazie gazowej, jezeli obecnosé katalizatora nie zmienia
w sposéb istotny mechanizmu reakcji (stad, we wezesniejszych pracach, nazywany byl fazq gazowq). Z
technicznego punktu widzenia oznacza to, ze energia wlasna stanowi energie wyznaczona dla samych
tylko reagentéw w geometrii takiej, jaka przyjeto przy obliczeniach w obecnoéci katalizatora'; mozna
to wykonaé¢ na dwa sposoby: albo przyja¢ geometrie reagentéw w katalizatorze (jesli jest znana, np.
z obliczen QM /MM lub w oparciu o techniki eksperymentalne), albo pochodzaca z obliczenr w fazie
gazowe]j (jest pierwsze przyblizenie zaniedbujace wplyw katalizatora na Sciezke reakeji). Dla zachowania
ciaglosci z poprzednimi pracami, okreélenie faza gazowa? stosowaé sie bedzie w znaczeniu energii
wlasnej zdefiniowanym powyzej, o ile nie zostanie nadmienione inaczej.

Przyjmujac opisany uklad odniesienia, réznica pomiedzy bariera w enzymie By a wilasng bariera
reakcji By sprowadza sie do réznicy energii oddzialywania enzymu ze stanem przejéciowym E, ,(T'S)
i substratami E,(S) (tzw. energii DTSS) oraz zmiany energii wewnetrznej enzymu AFEyw (réwnanie
2.1)3. Jezeli zmiana energii katalizatora pomiedzy substratem a stanem przejéciowym jest zaniedbywal-
na w poréwnaniu z energia oddziatywan ($rodowisko preorganizowane?), sprowadza sie to do energii
DTSS Eprss; schematycznie jest to przedstawione na Rysunku 2.1.

Bwr — By :E[E(TS)—EIE(S)+EWT(TS)—EWT(S) (21)
Eprss AEwr~0
Brut — Bwr = Eprgs(mut) — Eprss(WT) (2.2)

O ile wykorzystanie fazy gazowej jako stanu referencyjnego dla mierzenia efektow katalitycznych
mozna kwestionowaé (powszechnie uznanym standardem jest tutaj reakcja w roztworze [108]), o tyle
stanowi to podstawe prostych i wydajnych obliczeniowo metod analizy aktywnosci katalitycznej [39)].
Energia wlasna moze by¢ w swietle Rysunku 2.1 postrzegana jako pewien w przyblizeniu stalty wkiad
zalezny od reakcji chemicznej, niezmienny pod wplywem mutacji (o ile nie wplywa ona na mechanizm

1 Uwzglednione sa wiec tylko efekty elektronowe.

2 W ,zargonie” specyficznym dla tej dziedziny, nazywa sie to czasem obliczeniami in vacuo, ze wzgledu na to, ze dookota

uktadu, dla ktérego obliczana jest funkcja falowa, nie ma nic. Okreslenie to nie jest jednak poprawym terminem
fizycznym, raczej ilustracja sposobu wykonywania rachunkéw.

Wielko$é odpowiadajaca energii reorganizacji, lecz nie nie nazwana w ten sposéb z powodu odmiennej definicji niz
pracach Warshela.

Oznaczaé to moze statyczno$é srodowiska (brak woéwczas efektéw zwigzanych z jego ruchami), ale takze sytuacje,
w ktérej koszt energetyczny zwigzany z odksztalceniem katalizatora pomiedzy substratem a stanem przejSciowym jest
zaniedbywalny w stosunku do pozostaltych cztonéw réwnania (2.2)

21
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Rysunek 2.1: Schematyczne przedstawienie réznicowej stabilizacji Stanu Przejsciowego (DTSS).

reakcji)’; wéwezas réznica barier aktywacji sprowadza si¢ do réznic energii DTSS (2.2). W ten spo-
séb wirtualny stan fazy gazowej zostaje wyeliminowany z réwnania, a model poprzez réwnanie (2.2)
mozna uwazaé za wyrazajacy zmiany Bj,.: wzgledem Byyr, bez koniecznosci rozpatrywania reakcji
w rozpuszczalniku lub fazie gazowej. Przykladowo, wyznaczenie wplywu mutacji aminokwasu X na
Y wymaga obliczenia czterech energii oddzialywania: X-T'S' i X-S oraz Y-T'S i Y-S, a réznica barier
aktywacji Bput(X — Y) — By wyrazona jest réwnaniem (2.3).

Bput(X —=Y) — Bwr = Eprss(Y) — Eprss(X)
=Eig(Y-TS) - Ep(Y -95)
— (Brp(X -TS) - Ejp(X - 5)) (2.3)

2.1.1 Reakcje wieloetapowe

Wspominane w tej pracy teozymy katalizuja reakcje jednoetapowe, ktorych stata szybkosci deter-
minuje tylko jeden stan przejSciowy. Jednakze przewazajaca cze$¢ reakcji chemicznych zachodzacych
w przyrodzie jest kilkuetapowa, co wymaga bardziej ztozonego podejécia. W przypadku, gdy energia
aktywacji ktorego$ ze stanéw przejsciowych jest dominujaca (a odpowiadajacy jej etap stanowi wa-
skie gardlo procesu), mozna pozostale bariery zaniedbaé i potraktowaé reakcje tak, jak jednoetapowa.
Pewien problem moga stanowi¢ przypadki, w ktérych takie sytuacja nie zachodzi; wéwczas jednym
z mozliwych rozwiazan jest rozwazanie energii DTSS dla kazdego etapu z osobna; innym podej$ciem
do problemu jest skupienie sie na intermediacie zamiast na TS. Istnieje szereg argumentéw przemawia-
jacych za tym, ze wlasnie stabilizacja intermediatu reakcji jest jedna z kluczowych ,strategii” katalizy
enzymatycznej [109,110]. Aby lepiej to unaocznié, rozwazmy fakt, ze rozklad ladunku kazdego ze sta-
néw przejSciowych mozna uwazaé za w pewnym stopniu ,poéredni” pomiedzy sasiednimi punktami
stacjonarnymi na Sciezce reakcji; wowczas stabilizacja intermediatu wiaze sie z czeSciowa stabilizacja

5 W przypadku zaprojektowanego teoretycznie teozymu KEOT7 (vide sekcja 3.2.2), gdzie analizowane mutacje znajdowaty
sie w drugiej sferze koordynacyjnej, zatozenie to jest spelnione
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obu sasiadujacych z nim stanéw przejsciowych; mozna takze zaobserwowaé, ze rozklad tadunku in-
termediatu jest, w poréwnaniu z TS, bardziej zlokalizowany, co ulatwia znalezienie specyficznych dla
niego oddziatywan.

W kontekscie metody DTSS, oznacza to wprowadzenie réznicowej stabilizacji intermediatu (ang.
Differential Intermediate State Stabilisation, DISS; vide réwnanie 2.4), co schematycznie pokazane jest
na Rysunku 2.2. Podejscie to zostalo wykorzystane do poréwnywania mutantéw izomerazy ketostero-
idowej (w mysl réwnania 2.5, analogicznego do réwnania 2.2) w ostatniej pracy naszego zespotu [39]
(vide sekcja 3.2.1).

Epss = Eg (IS) — Ef(S) (2.4)
Bmut - BWT ~ Eglusts - EJ;VIJ;S (25)

By
Profil wiasny
g
o Bwr
o
=
w t
Ex"(TS) Enzym (WT)
Bmut
Enzym (mutant)

Wspotrzedna reakciji

Rysunek 2.2: Réznicowa stabilizacja intermediatu (DISS).

2.2 (Oddzialywania miedzyczasteczkowe

Wyznaczenie energii DTSS lub DISS wymaga obliczenia energii oddzialywan reagentéw z otocze-
niem; w tym celu mozna bezposrednio zastosowacé definicje energii oddzialywania pomiedzy dwoma
ukladami A i B jako réznicy pomiedzy energia kompleksu AB a energia izolowanych jego skladowych
(2.6); podejscie to (zwane supermolekularnym) moze by¢ jednak pracochtonne i malto dokladne, gdyz
energie tworzenia molekut® sa rzedu dziesiatek i wiecej jednostek atomowych (hartree, Ha)"8, za$

Energie bedace wynikiem obliczen kwantowo-chemicznych sa najczeéciej podawane jako suma energii odpychania
pomiedzy jadrami atomowymi ukladu Vi oraz energii elektronowej, ktéra z kolei jest suma energii kinetycznych
i potencjalnych kazdego elektronu; mozna ta wielkos¢ interpretowaé zatem jako energie tworzenia molekuly z izolowa-
nych elektronéw i jader atomowych. Z tego wtasnie powodu liczba ta zawsze jest ujemna — w przeciwnym wypadku
czasteczka nie bylaby stabilna.

7 Od nazwiska Douglasa Raynera Hartree, znanego m.in. jako wspéttwérca metody Hartree-Focka.

8 1 hartree = 627.5 keal/mol.
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szukana réznica to zaledwie tysieczne lub setne czesci tej wielkosci”. Jest to jednym z powodéw, dla
ktérych warto poszukaé¢ innych sposobéw obliczania energii oddzialywania.

EIE(A7B) =FEsp—FEs—Ep (2.6)

2.2.1 Przyblizenie polaryzacyjne

Inne wyrazenie na energie oddzialywania mozna uzyskaé, jezeli potraktowa¢ oddzialywanie miedzy
czasteczkami jako male zaburzenie w stosunku do sil utrzymujacych kazda z nich w calosci. Metody
korzystajace z tego przyblizenia bazuja na rachunku zaburzen Raighleya-Schrédingera; szczegdtowe
informacje na temat tych technik mozna znalezé w [111, Rozdzial 13] oraz [112]. Ze wzgledu jednak
na interdyscyplinarny charakter pracy, a tym samym potencjalnie zréznicowane grono Czytelnikow,
w biezacej sekcji umieszczony zostaje podstawowy opis rachunku perturbacyjnego w zastosowaniu do
energii oddzialywan.

W przyblizeniu polaryzacyjnym, jako niezaburzony hamiltonian traktujemy sume hamiltonianéw
izolowanych molekul (2.7), ktérego funkcja wlasng jest iloczyn funkcji falowych molekul (2.8); role
zaburzenia pelni operator oddzialywania miedzy czasteczkami, sktadajacy sie z odpychania elektron-
elektron, jadro-jadro oraz przyciagania jadra-elektron (2.9). W wymienianych réwnaniach indeksy
i 1 j oznaczaja elektrony odpowiednio molekul A i B, za$ a i b przypisane sg jadrom atomowym
odpowiednich czasteczek. Zgodnie z metoda Raighleya-Schrédingera, poprawki do energii, stanowiace
w tym wypadku energie oddzialywania, wyznaczane sg w postaci szeregu (2.10), przy czym najczesciej
stosowane sa jego pierwsze dwa wyrazy.

HO = f,+ Hp (2.7)
(()O) =1A,0¥B,0 = o (2.8)
B I) DEED B) DD D) DETD B) D= (29)
icAjeB Y acAbeB ¢ icAbeB " acAjeB Y
Eipy = i EW ~ M 4+ E?) (2.10)
=1

Zwyczajowo nazywane sa one stosownie do ich znaczenia fizycznego; pierwsza poprawka (2.11), nazy-
wana energia elektrostatyczna, rowna jest kulombowskiemu oddzialywaniu pomiedzy niezaburzonymi
rozkladami ladunkéw molekut A i B; w drugim przyczynku (2.12) wyréznia sie czton indukeyjny (ktéry
dalej mozna przedstawi¢ jako sume wkladéw opisanych réwnaniami 2.13 i 2.14) oraz czlon dyspersyjny
(2.15).

1 0)1v51 (0
B = BY) = (i V1wd) (2.11)
E® _ [(Wa,itvB,;|V|Ya0tB,0)|?
o Z (Eao—FEai)+ (Epo— Ep;)
i€A,jEB ’ " > 5
4.j7£0,0
= B2(A— B)+ EC)(B — A)+ES) (2.12)

Energie indukcyjng (2.13) rozumie si¢ jako energie zwiazang z polaryzacja molekuly B przez oddzia-
tywanie elektrostatyczne z niezaburzonym rozktadem ladunku drugiej molekuly'?; analogicznie inter-
pretowany jest czlon (2.14). Czlon dyspersyjny (2.15) opisuje oddzialywanie chwilowych momentéw
dipolowych obu molekul; jest to bardzo stabe oddzialywanie, odpowiedzialne jednak np. za proces
skraplania gazéw szlachetnych; jest to takze efekt silnie zwiazany z korelacja elektronowsa, przez co

9 Wyznaczanie energii oddzialywania jako réznicy dwéch liczb przypomina procedure wazenia kota. Na wadze lazien-
kowej przeprowadza si¢ dwa pomiary wagi: swdj oraz siebie z kotem na rekach; réznica wynikéw jest szukang masa
zwierzaka. Jednakze, ze wzgledu na niska czulo$é urzadzenia, metoda ta zawodzi w przypadku chomika.

10 Odzwierciedla to sumowanie w réwnaniu (2.13) przebiegajace po stanach wzbudzonych molekuty B, ktérym towarzy-
szy funkcja falowa stanu podstawowego molekuty A 14 q.
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oddzialywania dyspersyjne nie sg dobrze opisywane przez metody, w ktorych nie jest ona wlasciwie
ujeta.

3 2
E® (4 B) [(Ya.09B,|VIYa0¥B.0)l (2.13)
Einal JEZB Epo—Ep,;
30
2) [(Y4,008,0[VI¥a,00B,0)
E B— A 214
ind( )= ; Eao—FEa; (214
i#0
|V A os 0)|?
5@ _ (a8, 0YB, 2.15
disp ; ; (EA,O — EAJ;) + (EB,O - EB,j) ( )
i#0 j#0

2.2.2 Rachunek zaburzen o adaptowanej symetrii

Wyrazenia na energie elektrostatyczna E.’, indukcyjna E(-), i dyspersyjna ES, (réwnania 2.11
1 2.12) sa poprawne w granicy duzych odlegloéci miedzy molekutami A i B; problemem jest takze to, ze
oddzialywania indukcyjne i dyspersyjne zawsze sa wiazace, co kléci si¢ z obserwowanym odpychaniem
pomiedzy czasteczkami, kiedy sa blisko siebie, niezaleznym od ich oddzialywania elektrostatycznego.
Zrédlem tych rozbieznoéci jest niepoprawna symetria wyjéciowej funkeji falowej wzgledem permutacji
elektronéw!!. Nawet jesli funkcje 140 i ¥ 0 sa z osobna antysymetryczne, ich iloczyn nie spetnia tego
warunku dla zamiany elektronéw pomiedzy molekulami.

Aby nadaé funkeji 1o (2.8) poprawna symetrie, nalezy podziala¢ na nia operatorem antysyme-
tryzacji (2.16), bedacym suma operatoréw P ,wymieniajacych” okreslong ilos¢ elektronéw pomiedzy
molekutami. Tak skonstruowana funkcja (2.17) spelnia juz wymdg antysymetrycznosci, ale nie jest
funkcja wlasng hamiltonianu niezaburzonego (2.7). Z tego powodu nie mozna zastosowa¢ rachunku za-
burzen Raighleya-Schrodingera; mozna jednak wyprowadzi¢ analogiczna do niego metode iteracyjna.

. NalNg!
A= N 1 V)l Z (2.16)
= Apa 0p.0 = Ago (2.17)

Ogolny schemat iteracyjny, generalizujacy rézne mozliwe wersje rachunku zaburzen o adaptowanej
symetrii (ang. Symmetry-Adapted Perturbation Theory, SAPT), sformulowany zostal przez Bogumila
Jeziorskiego i Wlodzimierza Kotosa z Uniwersytetu Warszawskiego. W tej pracy stosowany bedzie
najpopularniejszy schemat Jeziorskiego-Kolosa [113], w ktérym funkcja startowa jest opisana przez
(2.18), natomiast energia oddzialywania w pierwszym rzedzie (iteracji) rachunku dana jest przez (2.19).

O _ g = Ado 2.18
Bdo = <¢0|A|¢o> =

_ (golV-Algo) ED 4 B
e 1y (@olVAIG) _ 2.19
oW = ol lso) o .

Réznica pomiedzy pierwsza poprawka SAPT a czlonem elektrostatycznym zwana jest energig wymien-
ng; ma ona zawsze wartos¢ dodatnia i zanika eksponencjalnie wraz z odlegloscia migdzy molekulami;
jest tez przyczyna ich odpychania pomiedzy nimi na malych odlegloéciach (dla molekul zamknietopow-
lokowych nazywana odpychaniem walencyjnym, jako efekt zakazu Pauliego). Calkiem dobrze mozna ja
przyblizy¢ analizujac permutacje zawarte w antysymetryzatorze (2.16). W sumie operatorow permu-
tacji wyrézni¢ mozna wklad od wymian pojedynczych PpAB (réwnanie 2.21, w ktérym PZJ oznaczaja

11 Problem tkwi w tym, ze czastki elementarne sg nierozréznialne, tzn. nie mozna, nawet wirtualnie, ich ponumerowad;
stosowany przez nas aparat matematyczny (jak np. operator odpychania pomiedzy elektronami) jednak to robi. Nalezy
zatem tak skonstruowaé funkcje falowa, by zmiana ,numeracji” czastek nie zmieniala jej modutu (ten bowiem jest
wielkoscia mierzalna, zgodnie z interpretacja Maxa Borna). W przypadku elektronéw, ktére sa fermionami, funkcja
musi byé antysymetryczna wzgledem ich permutacji (zamiany indekséw). Konsekwencja tego warunku jest m. in.
zakaz Pauliego.
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operatory zamiany elektronéw ¢ i j) oraz pozostale P’ (podwdjne, potrdjne etc.) (2.20).

S (-1)fP=1-P*P 4 P (2.20)
k
PAB=3"N"P; (2.21)
i€AjEB

Takie rozpisanie antysymetryzatora A pozwala na uzyskanie wzoru na energie pierwszego rzedu SAPT
w postaci (2.22), gdzie O(S*) oznacza czlony zanikajace z odlegtoécia co najwyzej jak czwarta potega
catki nakladania S. Wéwezas energia wymienna B = E® — E{ przyjmuje postaé (2.23). Rozpi-
sanie tych wzoréw na catki pomiedzy orbitalami molekularnymi czasteczek Czytelnik znalezé moze
w Suplemencie (S.2.2)

EO — (Y a,00p,0|V 0) + <"PA,O¢B,O|VPAB|'(/JA,O¢B,O> +0(S%) (2.22)
1+ (Ya,00B,0|PAB|Ya0tB0) + O(S5%)
B =( VPABy 4 0¥05.0)
— (Wa0tBolVIvaots.o)(aots.o PAE W ots0) + O(S?) (2.23)

W analogiczny sposob, kazda kolejna poprawke SAPT mozna przedstawié¢ jako sume wkladu z przy-
blizenia polaryzacyjnego oraz odpowiadajacej poprawki wymiennej (2.24); tak wiec w drugim rzedzie

(2) (2) 12

wyrézniamy czlony polaryzacyjno-wymienne E..° . ex—disp

oraz dyspersyjno-wymienne F

o0

Esapr = Z (E(n) + E(”))

n

~ E(l) +E(1) + E(zzl 4 Eiw) ind +E(2) T E(z)

disp ex—disp

(2.24)

Dla uzupelnienia prezentowanego wywodu wspomnie¢ nalezy o ,,dwuwymiarowej” wersji rachunku
zaburzen o adaptowanej symetrii. Mozna ja uznaé za potaczenie perturbacyjnego podejicia do energii
korelacji (tzw. wielocialowy rachunek zaburzen, ang. Many-Body Perturbation Theory, MBPT!3 [114])
z SAPT. Wystepuja wéwczas dwa zaburzenia: potencjal oddzialywania miedzyczasteczkowego V oraz
tzw. potencjal fluktuacyjny (ang. fluctuation potential) W =Wy + VVB7 wykorzystywany w MBPT

(2.25); funkcja ¢g za$ jest iloczynem funkeji Hartree-Focka izolowanych molekul (2.26). Energia SAPT

jest wéwczas dana podWOJnad suma przedstawiong w réwnaniu (2.27); indeks n oznacza tutaj rzad

poprawki wzgledem V natomiast m — wzgledem w. Przyktadowo, E( 9 oznacza oddzialtywanie
12)

elektrostatyczne pomiedzy nieskorelowanymi rozkladami tadunku'!?, natomiast Eél poprawke do tego

oddzialywania uwzgledniajaca wewnatrzczasteczkowa korelacje elektronows na poziomie MP21°.
H=HO +vV+Ww (2.25)
$o = YA HFYBHF (2.26)
Bsapr =3 3 (By” + BG™) (2.27)

12 Wyzsze czlony okreélane s jako indukcyjne, dyspersyjne oraz indukcyjno-dyspersyjne okreslonego rzedu.

13 Najprostszym przykltadem jest rachunek Mgllera-Plesseta; metoda angazujaca druga poprawke tego rodzaju (pierwsza
znika) nazywana jest MP2.

14 Pochodzacymi z metody Hartree-Focka.

15 Innymi stowy, energia elektrostatyczna bazujaca na gestoéciach tadunku pochodzacych z metody MP2 wynosi E'ilw)
+E(?.
e
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2.3 Znaczenie poszczegolnych sktadowych energii oddziatywan
i ich koszt obliczeniowy

2.3.1 Addytywnos$¢ oddzialywan

Przedstawiony w poprzedniej sekcji schemat odnosi sie do oddzialywania pomiedzy dwiema cza-
steczkami. W sytuacji, gdy w tworzeniu kompleksu uczestniczy wiecej indywidudéw, energie oddziaty-
wania definiujemy jako (2.28) (analogicznie do réwnania 2.6).

monomery
EIE = Esupermol - Z Ez = Z Eij + Z Eijk +... (228)
i=1 i i#i%h

Energie oddzialywania zlozonego kompleksu mozemy rozpisa¢ jako sume oddzialtywan pomiedzy wszyst-
kimi parami czasteczek E,; oraz oddzialywan wielocialowych (2.28). Powszechnym przyblizeniem
w modelowaniu fazy skondensowanej jest skupienie sie tylko na oddzialywaniach dwucialowych ze

wzgledu na koszt obliczeniowy (ilos¢ par w ukladzie N wynosi NN-D o N 2 natomiast tréjek

2
w ~ N3). Jednakze wykazano, ze uwzglednienie efektéw tréjciatowych w niektérych wy-
padkach jest decydujace dla poprawnego opisu zachodzacych zjawisk [115]*C.

Z tej perspektywy warto poruszyé kwestie addytywnosci oddzialtywan. Z szeregu (2.24) tylko dwa
czlony sa addytywne w ztozonych kompleksach: elektrostatyczny ES) i dyspersyjny E((ifzp (jednakze
tylko w drugim rzedzie — wyzsze czlony dyspersyjne addytywne juz nie sa). Fakt ten stanowi podsta-
wowg zalete elektrostatycznego opisu oddzialywan: w tym rzedzie obliczanie energii wiazania uktadu
jako sumy oddzialywan dwuciatowych jest caltkowicie uprawnione.

2.3.2 Dekompozycja energii oddzialywan

Przed dyskusja na temat szeregowania wktadéw do energii oddzialywania, warto przyréwnaé szereg
(2.27) do energii oddzialywania liczonych metoda supermolekularng na poziomie Hartree-Focka (2.29)
i MP2 (2.30) [116,117].

EfIEF = E(Ell()) + E(S”II'O) + Ei(ig?resp + Eiio—)ind,resp + 511;{{‘ (229)
EIN;PQ = EFEF + E(SZIZ) + Eéifl) + EéifZ) + Ez’(zzresp + E£i2—)ind77‘esp
+ Ec(lfg])) + Etgiof)disp + 6%{_’2 (230)

W powyzszych réownaniach indeks resp oznacza czlony, w ktérych uwzgledniono relaksacje orbitali,
za$ 611 (delta HF'T) oraz 6MF? (delta MP2'®) oznaczaja réznice pomiedzy odpowiednim szeregiem
a energig supermolekularna, czesciowo zawierajaca poprawki wyzszych rzedéw. Przez poréwnanie obu
wyrazen widac, ze energia dyspersyjna jest nieobecna w energii oddzialywania Hartree-Focka, w ktérej
nieuwzgledniona jest korelacja elektronowa; wida¢ takze, ze energia korelacji na poziomie MP2 za-
wiera, procz wymienionej juz dyspersji, korelacyjne poprawki do energii elektrostatycznej, wymiennej
i indukcyjnej®.

Istnieje szereg sposobdéw kategoryzowania (dekompozycji) skladowych oddzialywan, od opartych
na opisanym rachunku SAPT [117] po inne, popularne schematy jak np. metoda Morokumy [118]. Na
potrzeby tej pracy postanowiono odwotaé sie¢ do hierarchii oddzialywan zdefiniowanej w ramach hy-
brydowego rachunku perturbacyjno-wariacyjnego (ang. Hybrid Variation-Perturbation Theory, HVPT)
[119-121]. Wymaga to zdefiniowania kilku wielkosci.

16 Na szczedcie, efekty caterociatowe i bardziej zlozone maja sukcesywnie mniejszy udzial w (2.28)

17 Oprécz pewnych wyzszych cztonéw, wielkoéé ta uwzglednia tez efekty zwigzane z przyblizonym charakterem SAPT,
np. tzw. blokade Pauliego [111, Rozdzial 13].

18 Szczegbtows dyskusje na temat réznicy pomiedzy energia korelacyjna na poziomie MP2 a wymienionymi cztonami
SAPT mozna znalezé w [112].

19 Poprawki korelacyjne podzieli¢ mozna na zwiazane z korelacja miedzyczgsteczkowq (dotyczy to oddzialywan dysper-
syjnych) i wewngtrzczgsteczkowq (zwiazang z oddzialywaniami elektrostatycznym i indukcyjnym).
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Sktadowa penetracyjna E;,Bl i multipolowa Er(it)p

Energie elektrostatyczna ES) mozna opisa¢ za pomoca multipoli atomowych ET(,BP; ze wzgledu
jednak na ich punktowy charakter, na bliskich odleglosciach wielkosé ta bedzie odbiegaé¢ od
pelnej catki kulombowskiej opisujacej oddziatywanie niepunktowych rozkladéw lradunku; owa
yhiepunktowos¢” iloéciowo okreslona jest przez tzw. skiadowq penetracyjng, zdefiniowanej jako

1 1 1
B, — 50 - B,

Energia Heitlera-Londona EHT

Pierwsza poprawka SAPT (2.19) réwna jest energii oddzialywania Heitlera-Londona (majacej
(Ag0 || Ap )
(Ap() ] Ag())
zakaz Pauliego energie oddzialywania dwoch ,sztywnych” molekul. Z tej perspektywy energie

duze znaczenie historyczne) E1E = —FE 40— EB,o; mozna ja uwazac za spelniajaca

wymienna Eé;) mozna uzyskaé¢ albo w przyblizony sposéb ze wzoru (2.23), albo dokladnie jako
roznice Eé;) = AHL _ ES)QO.

Energia delokalizacyjna E{%
Efekty zwiazane z polaryzacja czasteczek (uwzgledniajace relaksacje, lecz pomijajace efekty ko-
relacyjne) oraz miedzyczasteczkowym przeniesieniem tadunku?! mozna zawrzeé w tzw. czlonie
delokalizacyjnym E((ifl); na mocy réwnania (2.29) i definicji energii Heitlera-Londona jest on réwny
EB) _ pHF _ pHL

del int

Energia korelacyjna E_
Efekty korelacyjne — zardéwno wewnatrz- jak i miedzyczasteczkowe — mozna polaczyé¢ razem
w czlonie korelacyjnym E_  ; zdefiniowany on jest jako réznica pomiedzy energia oddzialywania
uzyskana za pomoca metody uwzgledniajacej korelacje elektronowa (MBPT, teoria sprzezonych
klaster6w i inne; tutaj, jako przyklad, wspomniana zostanie metoda MP2) a energia HF E_ =
E,, ., — E,.; interpretowaé ja mozna jako miare wkladu efektéw korelacyjnych do calkowitej

energii oddzialywania.

Majac na uwadze powyzsze definicje, energie DTSS (jak réwniez kazda inna rdznicowq energie
oddzialywania AFE) mozna przedstawi¢ jako sume skladowych dana przez réwnanie (2.31); postugujac
sie notacja Of(X) oznaczajaca asymptotyczne skalowanie czasu obliczeniowego®? oraz przyjmujac A
za liczbe atoméw w uktadzie i N za liczbe funkcji bazy, ustali¢ mozna nastepujaca hierarchie poziomdow

20 Poniewaz w praktyce dysponujemy tylko przyblizonymi funkcjami falowymi, tak wyrazona energia wymienna nie jest
réwna Eé;o) z rachunku SAPT przedstawionego wczesniej. Jezeli obliczenia wykonywane sa w bazie dimeru, réznia sie
one o tzw. delte Murrella, co zostalo opisane w Suplemencie, sekcja S.2.1. Szczegblows dyskusje na ten temat mozna

znalezé w ksigzce [112].

21 Czlon opisujacy przeniesienie tadunku (ang. Charge Transfer, CT) moze byé alternatywnie opisany przy pomocy
wyznacznikowych funkcji jonowych. Niemniej jednak, zaréwno czton indukcyjny jak i CT sa silnie zalezne od bazy
i dopiero ich suma nie wykazuje takiej zaleznosci (Tabela 5 w [121]).

22 Notacja wykorzystywana w analizie wydajnosci algorytméw; X oznacza pewna wielkosé opisujaca rozmiar danych
wejsciowych; méwi sie, ze tempo wzrostu funkeji kosztu g(X) (np. czasu obliczeniowego, ale moze si¢ takze to odnosié
do innych zasobdéw) jest rzedu co najwyzej f(X) ( czyli g(X) € O(f(X)) ), jezeli istniejg takie state Xp i ¢, ze dla
kazdego X > Xo zachodzi nieréwnosé¢ g(X) < f(z) - ¢ (czyli 3x,,c Vx>x, 9(X) < f(X) - ¢).
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teoretycznego opisu AE (2.31).

AE = AE() + AEY, + AEY + AEY + AE..,, (2.31)
O(N®
( ) AEMP2
4
O(N ) AESCF
4
O(N*) ——
O(N*)
AE(”
O(A2) ——
ABGY)
O(A) ABEy, =Y (V' -V¥)¢f (2.32)

2

W szeregu prac naszego zespolu [37,38] wykorzystano powyzsza hierarchi¢ by pokazaé, ze decydu-
jaca sktadowa energii réznicowej jest dalekozasiegowa sktadowa multipolowa oddzialywania elektrosta-
tycznego, gdyz pozostate sktadowe krétkozasiegowe wykazuja tendencje do wzajemnego niwelowania
sie. Pozwala to uzasadni¢ — w oparciu o obliczenia ab initio — wybor modeli elektrostatycznych jako
majacych najwieksze zastosowanie w racjonalnym projektowaniu katalizatorow. Co wiecej, przyblizenie
energii elektrostatycznej AESO) jej sktadowa multipolowa AESS; pozwala na znaczne obnizenie kosztu
obliczeniowego (O(A?) zamiast O(N?)); mozliwe jest takze dalsze uproszczenie modelu do poziomu od-
dziatywania ladunkéw katalizatora z potencjatami elektrostatycznymi reagentéw AEy, (skaluj@cymi

si¢ liniowo O(A) — réwnanie 2.32).

2.4 Pola katalityczne

Przedstawiona w sekcji 2.3.2 dekompozycja energii oddzialywan pozwala w systematycznie uprasz-
czaé energie DTSS (2.1); przyblizajac energie stabilizacji tylko skladowa oddzialywan elektrostatycz-
nych (2.11), a nastepnie opisujac je jako oddzialywanie ladunkéw otoczenia z potencjalem elektro-
statycznym reagentéw (2.33), zyskujemy bardzo wydajne przyblizenie (2.32). W réwnaniu (2.33) wy-
krzyknik oznacza miejsce, w ktérym konieczne jest zalozenie niezmiennej (choéby w przyblizeniu)
konfiguracji tadunkow otoczenia na Sciezce reakcji.

EIE(TS) - EIE(S) ~ ZquTS(Fi) - ZqZVS(FZ)

i€env i€env

=3 (Ve = V) = D aiAs(7) (2.33)

i€env i€env

Najlepsza warto$é energii DTSS (minimum energetyczne), a tym samym najwieksze obnizenie ba-
riery uzyskuje sie, gdy tadunki otoczenia rozmieszczone sg zgodnie z ekstremalnymi wartosciami —Ag,
pola okreslanego jako statyczne pole katalityczne. Stad, przy spelnieniu powyzszych zalozen, pole to
zawiera informacje o rozkladzie tadunku katalizatora idealnego dla danej reakcji. Warto zauwazy¢, ze
ta wiedza pochodzi wylacznie ze znajomosci struktur substratu i stanu przejsciowego. Przyktadowy
schemat takiego pola przedstawia Rysunek 2.3.

Kolejne wiadomo$ci o ,idealnym otoczeniu katalitycznym” poznajemy w oparciu o gradient Ag,
zwany dynamicznym polem katalitycznym (2.34).

Ad déf —gradAs = ﬁTS — ﬁs (2.34)

W pierwotnej interpretacji opublikowanej w [122], pole wektorowe Ad méwi o takich ruchach ta-
dunkéw otoczenia, ktére obnizaja bariere reakcji ,podazajac” za postepem reakcji, co jest bardziej
efektywne od otoczenia statycznego. Jednakze bardzo trudno jest kontrolowaé takie wlasciwosci w pro-
jektowaniu molekularnym, przez co zastosowanie tak rozumianego dynamicznego pola katalitycznego
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Rysunek 2.3: Schematyczne przedstawienie przykladowego pola katalitycznego. Powierzchnia wokot
stanu przej$ciowego reakcji eliminacji Kempa (vide sekcja 3.2.2) zostala pokolorowana zgodnie z warto-
$cia Ag: kolor czerwony oznacza wartos¢ dodatnia, niebieski— ujemna; dodatkowo umieszczono réwniez
reszty aminokwasowe ze zmutowanej wersji enzymu, ktérych polozenie zgodne jest z Ag.

ﬁd ma mniejsze znaczenie praktyczne. Podjeto proby alternatywnego wykorzystania Ed, jednakze
uzyskane dotad wyniki nie maja istotnego znacznenia praktycznego z punktu widzenia projektowania
enzyméw (vide sekcje S.3 1 S.4.1 w Suplemencie).

2.5 Kumulatywne atomowe rozwiniecie multipolowe

Sprowadzenie energii DTSS do pdl katalitycznych (sekcja 2.4) stanowi wygodne narzedzie, pozwa-
lajace w jednym kroku obliczeniowym (!) uzyskaé¢ informacje o optymalnych polozeniach tadunkéw
otoczenia katalitycznego. Réwnoczesnie jednak przyblizenie to jest bardzo zgrubne, ze wzgledu na
anizotropowy charakter rozkladu tadunku wokdl atoméw [52]; dokladniejsze przyblizenie Eéll) moz-
na uzyskaé stosujac atomowe rozwinigcie multipolowe. Takich rozwinie¢, w zwiazku z arbitralnoscia
definicji tadunku (i dowolnego wyzszego multipola) atomowego, istnieje wiele; popularne sa, dla przy-
kladu, rozproszone multipole zaproponowane przez Antony’ego Stone’a (ang. Distributed Multipole
Analysis, DMA) [123] oraz multipole oparte na podziale gestosci Hirshfelda [124]. W niniejszej pracy
wykorzystywane beda kumulatywne atomowe multipole (ang. Cumulative Atomic Multipole Moments,
CAMM), bedace uogélnieniem analizy populacyjnej Mullikena na wyzsze multipole [107].

Addytywny wklad do kartezjanskiego molekularnego momentu multipolowego My, pochodzacy
od atomu ¢ wyznaczany jest zgodnie z réwnaniem (2.35), gdzie I i J oznaczaja orbitale bazy, nato-
miast Prj jest odpowiednim elementem macierzy gestosci; w przypadku, gdy k = [ = m = 0 sprowadza
sie to do tadunkéow Mullikena. Nastepnie tak otrzymane multipole poddane sa translacji do uktadu
wspOlrzednych zwiazanego z danym atomem, co wiaze si¢ z iteracyjna transformacja (2.36). W ten
spos6b otrzymane zostaja kumulatywne multipole CAMM scentrowane na atomach czasteczki. Proce-
dure te mozna wykona¢ w oparciu o dowolng macierz gestosci, a zatem moga to by¢ takze multipole
skorelowane (tzn. wyznaczone z gestodci otrzymanej metoda uwzgledniajaca korelacje elektronowa).
Podprogram wyznaczajacy momenty CAMM (autorstwa Karola M. Langnera [125]) dostepny jest
w programie GAMESS-US [126], natomiast manipulacje momentami multipolowymi (w tym wyzna-
czania energii oddzialywania) umozliwia modul Pythona pymolecule (opracowany przez tego samego
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autora).

Myim,i = (@¥y' 2™ = Ziwhylal® =Y 0N Pry(I|a*y'="|7) (2.35)
Tei J

k l m
MGAMM = My — > Y > (:,) G) (Z) x gk Kyl mem g CAM M (2.36)
K'>0120 m’ >0
k'l'm’'#klm

Energie wyznaczone za pomoca multipoli CAMM odznaczaja sie zredukowang zalezno$cia od bazy
funkcyjnej [107], i okazaly sie dobrym predyktorem wzglednej stabilnosci komplekséw z wiazaniem wo-
dorowym [127] oraz energii wiazania inhibitoréw [128]; w tym drugim przypadku, dzieki rozszerzeniu
o potencjal dyspersyjny D, opracowany przez Katarzyne Pernal [129] (fitowany do Ec(l?ip + Eéi)_ disp
z SAPT)?3, mozliwe bylo osiagniecie tego nawet dla inhibitoréw o charakterze hydrofobowym, w kt6-
rych oddzialywania elektrostatyczne odgrywaja mniejsza role.

Na koniec wspomnieé¢ nalezy, ze oprocz wyznaczania energii oddziatywania, CAMMy moga stuzy¢
takze obliczaniu wartosci pdl katalitycznych Ay i Ed. Jest to podejscie ogblniejsze od modelu bazuja-
cego na tadunkach punktowych i moze mieé¢ krytyczne znaczenie w przypadku reakcji, w ktérych uktad
reagujacy jest neutralny elektrycznie [130].

2.5.1 Biblioteka CAMM rotameréw aminokwasow

Skalowanie czasu obliczeniowego zwigzanego z wyznaczaniem E,(,}t)p opisane w (2.31) jako O(A?)
(gdzie A oznacza liczbe atoméw w ukladzie) nie uwzglednia czasu obliczen niezbednego do wyznacze-
nia atomowych multipoli rozwazanych poduktadéw. Ta czeSé procesu obliczeniowego stanowi gtéwne
ograniczenie zastosowania rozwazanego modelu, o ile bowiem czas wyliczenia energii oddzialywania po-
miedzy dwoma indywiduami miesci si¢ w granicach kilku milisekund (dla rozwinigcia rzedu R=°), o tyle
czas potrzebny na obliczenie funkcji falowej kazdego z nich liczy sie najcze$ciej w minutach. Jednakze,
poniewaz w biatkach bedacych gléwnym obiektem zainteresowania w niniejszej pracy wystepuje ogra-
niczona ilos¢ aminokwaséw, calo$¢ obliczen mozna znacznie usprawni¢ dysponujac przeliczonymi dla
nich wczesniej tablicami multipoli atomowych. Postanowiono wiec skorzystaé z biblioteki rotameréw
Dynameonics (aktualizowanej w 2015 roku) [131], w pierwszej kolejnosci skupiajac sie na rotamerach
niezaleznych od konformacji gtéwnego lancucha polipeptydowego. Dla kazdego rotameru z bazy ob-
liczono CAMMy z gestosci elektronowej Hartree-Focka w bazach 6-311G(3d,2p) oraz 6-31G(d)?; ze
wzgledu na ograniczong przenaszalnos¢é CAMM pomiedzy konformacjami, przetestowano takze kilka
schematéw interpolacji multipoli (Suplement, sekcja S.8.3). Biblioteka, jak réwniez rozszerzony (m. in.
o funkcje wyliczajace potencjal i wektor pola elektrycznego) modul pymolecule dostepne sa na stronie
http://156.17.246.1/CAMM.

2.6 Obliczenia QM /MM

W celu uzyskania stanu przejéciowego w teozymie KE07 wykorzystano metode ONIOM [90] za-
implementowana w programie Gaussian09 [133]. W tej metodzie cze$é ukladu, np. centrum reakeji
chemicznej (zwana regionem QM lub wklademn modelowym), opisywana jest metoda ,wysoka’ (naj-
czedciej ktora$ z metod obliczeniowych chemii kwantowej), za$ jego otoczenie metoda ,niska” (np.
mechanika molekularng — stad region ten nazywany bywa regionem MM); caly uklad okresla sie
mianem ukiadu rzeczywistego. Przytoczono tutaj bezposrednie tlumaczenie terminéw uzytych przez
autorow; rozréznienie na metody ,wysokie” i ,niskie” ma znaczenie czysto praktyczne — przypisa-
nie ich do poszczegdlnych rejonéw zalezy od rozmiaru (pod)uktadu i kosztu obliczeniowego metody?®.

23 Mozliwe to jest dzieki wspomnianej w sekcji 2.3.1 addytywnosci energii dyspersyjnej drugiego rzedu; chociaz czton
wymienno-dyspersyjny nie jest addytywny, silny zanik poprawek wymiennych wraz z odlegloscia sprawia (choé nie
zawsze), ze sg one zdominowane przez pojedyncze kontakty atom-atom.

24 W przygotowaniu, aczkolwick niewykorzystane w tej pracy, sa takze multipole skorelowane obliczone metoda MP2.

Uwzglednienie efektow korelacyjnych skutkuje zwykle zmniejszeniem wartosci multipolowej skladowej energii oddzia-
lywan elektrostatycznych o ok 10% [132].

25 Metoda ONIOM umozliwia nie tylko dostowne potaczenia QM/MM (np. B3LYP/Amber94), ale praktycznie dowolne
kombinacje metod (np. MP2/PM3).
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Hamiltonian w metodzie ONIOM jest subtraktywny, tzn. zdefiniowany jak w réwnaniu (2.37), gdzie
indeks dolny oznacza metode obliczeniowa, za$ indeks gérny — region.

Honron = Hijgh + Higa! — Hipo™ (2.37)
W tak przedstawionym réwnaniu oddzialywanie pomiedzy regionem modelowym a otoczeniem opi-
sywane jest na poziomie metody niskiej (w obrebie H [Oel‘jl; poniewaz zwykle jest to mechanika mole-
kularna, taka konstrukcje nazywa sie osadzeniem mechanicznym (ang. mechanical embedding). Meto-
da pozwala takze na uwzglednienie oddzialywania elektrostatycznego poprzez calki jednoelektronowe
wH }ﬁ;’ﬁel, dzieki czemu opisuje ona polaryzacje rozktadu tadunku regionu QM wskutek oddzialywania
ze Srodowiskiem; taki schemat nazywa sie osadzeniem eletronowym (ang. electronic embedding). Osob-
nym zagadnieniem jest kwestia traktowania wiazan przecinanych przez granice migedzy regionami QM
i MM; jednym z rozwiazan, stosowanym w przeprowadzonych na potrzeby tej pracy obliczeniach, sa
tzw. atomy tgcznikowe (ang. link-atoms). Zabieg polega na ,zaslepieniu” przecietych wiazan atomami
wodoru w trakcie obliczen QM. Szczegdlowa dyskusje na temat metod hybrydowych mozna znalezé
w [87].

Za punkt startowy poshuzyta struktura otrzymana w prywatnej korespondencji od Anastazji Ale-
xandrovej; wstepne przygotowanie struktury do obliczen zostalo wykonane za pomoca zestawu skryp-
téw autorstwa Peng Tao i H. Bernharda Schlegela [134] oraz wlasnego skryptu przeznaczonego do wy-
znaczenia poprawnej macierzy polaczen (ang. connectivity matriz). W obliczeniach metoda ONIOM
[90] z wykorzystaniem funkcjonalu B3LYP/6-311+G(d,p) oraz pola sitowego Amber94 (osadzenie me-
chaniczne), region modelowy skladal sie z reagenta (benzoizoksazol) oraz reszty octanowej reprezentu-
jacej Glul01 (graniczne wigzanie C,-Cs Glul01 zostalo zastapione lacznikowym atomem wodoru). W
ten sposob zoptymalizowano kompleks enzym-substrat oraz znaleziono stan przejSciowy reakcji w en-
zymie. Podejscie to jednak w sposéb jawny pomija polaryzacje reagentéw wskutek oddzialywania oto-
czenia biatkowego, ktorego uwzglednienie jest szczegdlnie zalecane w przypadku reakcji chemicznych;
poniewaz napotkano problemy techniczne w optymalizacji z wykorzystaniem osadzenia elektrostatycz-
nego, postuzono sie procedura refitowania tadunku regionu QM [135].



Rozdziat 3

Wyniki

Zrealizowanie przedstawionego w Rozdziale 1 gléwnego celu badan, jakim jest rozwdj metod pro-
jektowania enzymoéw opartych na koncepcji DTSS, wymaga rozstrzygniecia szeregu szczegdtowych
zagadnien. Przedstawione one sg ponizej w formie pytan.

e Jak reprezentowac pole katalityczne?

e Jak opisac¢ rozklad tadunku katalizatora?

Jak duza jest korelacja pomiedzy energia DTSS a bariera wlasna?

Czy model DTSS/DISS oparty na multipolach CAMM poprawnie opisuje proste mutacje?

Czy model DTSS i pola katalityczne moga by¢ uzyteczne w wyjasnieniu roli mutacji uzyskanych
do$wiadczalnie droga kierowanej ewolucji (LDE)?

Pierwsze trzy pytania dotycza natury wykorzystywanych przyblizen, zakresu ich stosowalnosci
i mozliwego bledu, z jakim sie¢ wigza. Dwa kolejne zagadnienia odnosza si¢ do konkretnych enzymow,
na ktérych mutantach testowany byl model: izomerazy ketosteroidowej i teozymu KEOQ7.

3.1 Analiza modeli elektrostatycznych

3.1.1 Reprezentacja rozkladu tadunku uktadu reagujacego

Ze wzgledu na koszt obliczeniowy (vide réwnania 2.31 i 2.32), najbardziej efektywnym modelem
rozkladu tadunku jest jego reprezentacja za pomoca tadunkéw punktowych, zazwyczaj osadzonych na
atomach. Problem jednakze polega na tym, ze nie ma jednoznacznej definicji ladunkéw atomowych.
Kazda z mozliwych metod ich obliczania ma pewne wady; dla przyktadu, tadunki oparte na analizie
populacyjnej Mullikena silnie zaleza od wykorzystanej bazy funkcyjnej, zas tadunki dopasowywane do
potencjalu elektrostatycznego! moga uzyskaé niefizyczne wartoéci wskutek nadmiernego dopasowania
(ang. overfitting)?. Ponadto, jak wspomniano w Rozdziale 1, w pewnych przypadkach modele oparte na
tadunkach atomowych nie oddaja poprawnie potencjalu elektrostatycznego wokol czasteczki, co wiaze
sie z anizotropowym charakterem jej rozktadu ladunku (np. obecnoscia wolnych par elektronowych).

7Z punktu widzenia tej pracy, wazny jest nie tyle poprawny opis absolutnych wartosci gestosci
elektronowej czasteczki, co jej zmian w czasie reakcji chemicznej. Dlatego na przyktadzie kilku reakcji
przesledzono zmiany potencjalu elektrostatycznego reagentéw (ang. Molecular Electrostatic Potential,
MEP) wyznaczonego réznymi modelami; za miare przyjeto $rednie odchylenie kwadratowe (ang. Root-
mean-square deviation, RMSD) potencjatu obliczonego dana metoda wzgledem wartosci spodziewanej

1 Podejécie zaproponowane w 1978 roku przez Franka Momany [136]; popularna metoda tego rodzaju, wykorzystywana
w tej pracy, jest metoda Merza-Kollmana [137].

2 Zjawisko to spotyka sie np. gdy dane wejsciowe, wbrew zalozeniom, nie sa niezalezne statystycznie; podobna sytuacja

ma miejsce w przypadku atomowych multipoli dopasowywanych do potencjatu elektrostatycznego. Zgodnie z ostatnimi
pracami Jakobsen [138], ilos¢ istotnych atomowych momentéw multipolowych w ukladzie N4 atoméw jest rzedu 2N 4,
tzn. dodatkowe parametry nie poprawiaja istotnie opisu MEP.

33
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na powierzchni dostepnej rozpuszczalnikowi (ang. Solvent Accessible Surface, SAS); obliczenia gestosci
elektronowej i potencjalu przeprowadzono metoda Hartree-Focka w bazie 6-311++G(d,p).

W pracy [130] przeanalizowano lacznie cztery reakcje chemiczne: alkaliczng hydrolize demetonu-S
i fosalonu, izomeryzacje cyjanowodoru oraz synteze kwasu weglowego. Tutaj zdecydowano si¢ przed-
stawi¢ tylko dwa reprezentatywne przyklady — synteze HoCOs i hydrolize fosalonu (Rysunek 3.1). Na
przedstawionym rysunku L oznacza rzad rozwiniecia CAMM (zdefiniowany w réwnaniu S.1 i oméwiony
w sekeji S.1 Suplementu). W obu przypadkach odchylenie MEP uzyskanego na podstawie ladunkéw
Mullikena (L = 0) zmienia si¢ znacznie na drodze reakcji; przy L = 3,4 staje si¢ ono mniej wigcej
stale, zag przy L = 5 mozna uznaé, ze wartos¢ RMSD osiagnela warto$¢ graniczna. W przypadku la-
dunkéw Merza-Kollmana, odchylenie MEP osiaga niska i mniej wigcej stala wartos$é tylko w przypadku
hydrolizy fosalonu; w przypadku syntezy HoCOj3 jest on nie tylko znaczny, ale takze istotnie zmienny
na Sciezce reakcji. Podobnie wyglada zestawienie hydrolizy demetonu-S z izomeryzacja cyjanowodoru.
Réznice pomiedzy tymi reakcjami wynikaja z réznego catkowitego tadunku reagentow: -1 w przypadku
hydrolizy wspomnianych fosfoestréow i 0 w pozostalych dwéch reakcjach. Oznacza to, ze gdy catkowity
ladunek uktadu jest zerowy, prawidlowe opisanie MEP oraz jego zmian podczas reakcji chemicznej
nie jest mozliwe za pomoca tadunkéw punktowych. Jezeli jednak uklad jest obdarzony niezerowym
ladunkiem elektrycznym, tadunki ESP moga opisa¢ MEP i jego zmiany lepiej od przedstawionego
rozwiniecia CAMM.

Jednakze nawet wéwczas energia oddzialywania liczona za pomoca tadunkéw fitowanych do po-
tencjatu elektrostatycznego jest obarczona pewnym bledem. Wynika to stad, ze potencjal, do ktérego
sg one dopasowywane, zawiera krotkozasiegows cze$¢ penetracyjna, zanikajaca na odleglosciach typo-
wych w oddzialywaniach miedzyczasteczkowych. Aby to zobrazowaé, przygotowano minimalny model
imitujacy oddzialywania z enolanowa forma reagenta (obdarzong tadunkiem —1) w izomerazie ketoste-
roidowej (vide 3.2.1), dla uproszczenia donor wiazania wodorowego zastepujac czasteczka fluorowodoru
(Rysunek 3.2); zbadano takze zaleznos$¢ analizowanych wielkosci od odleglosci donor-akceptor mierzo-
nej wzdtuz osi wigzania wodorowego. Momenty multipolowe CAMM (oraz DMA [123] dla poréwnania)
oraz tadunki ESP fitowane r6znymi metodami(Merza-Kollmana [137], Chelp [139] i ChelpG [140]) wy-
znaczono w oparciu o funkcje falowe monomeréw uzyskane metoda HF /aug-cc-pVDZ. Wyniki, przed-
stawione w formie odchylenia wzgledem wartoéci spodziewanej E..;, zamieszono na Rysunku 3.3.
Mozna zauwazy¢, ze owe bledy maleja z odleglos$cig mniej wigcej eksponencjalnie, jak mozna si¢ spo-
dziewaé po cztonie penetracyjnym energii oddzialywania. Widaé¢ réwniez, ze oba rozwazane rozwiniecia
multipolowe wiaza sie z mniejszym bledem niz tadunki ESP; btad energii oddzialywania juz w poblizu
odleglosci réwnowagowej jest bliski 1 keal/mol, podczas gdy rozwazane ladunki atomowe daja podobny
wynik dopiero po rozsunieciu monomeréw o ok. 2A wzgledem polozenia réwnowagowego.

Na podstawie tych wynikéw mozna wysnué hipoteze, ze anizotropia rozktadu tadunku i jego zmian
podczas reakcji chemicznej jest zaniedbywalna w reakcjach, w ktérych reagenty sa obdarzone tadun-
kiem; oznacza to takze, ze w takich wypadkach reprezentacja Ag za pomoca tadunkéw atomowych
jest wystarczajaco dokladna. Jednakze nie pozbawia to znaczenia bardziej uniwersalnego rozwinie-
cia CAMM; nawet jezeli zalozenie to jest czesto spelnione w praktyce, wciaz pozostaje przypadkiem
szczegbdlnym; ponadto, wcigz nalezy mie¢ na uwadze zjawisko nadmiernego dopasowania, nieobecne
w przypadku CAMM, jak réwniez wplyw czlonu penetracyjnego obecnego w procedurze fitowania
ESP na wartosci energii oddziatlywania elektrostatycznego (Rysunek 3.3).

Whiosek 1

Modele oparte na atomowym rozwinieciu multipolowym majg charakter uniwersalny, poniewaz mogq
by¢ stosowane zarowno do ukladow neutralnych jaok i natadowanych. Niemniej jednak, w ukladach na-
tadowanych elektrycznie potencjal elektrostatyczny jest zdominowany przez czton R™Y, przez co mozna
opisaé Ag z dobrg dokladno$cig za pomocg tadunkéw Merza-Kollmana lub podobnych. Jednakze nawet
wowczas energia oddzialywania uzyskana za pomocg tego typu tadunkow moze byé obarczona bledem
rzedu kilku keal/mol i wiecej na odleglo$ciach bliskich réwnowagowym.

3.1.2 Reprezentacja otoczenia katalitycznego

Obliczanie multipolowej sktadowej energii DT'SS AE('?) wymaga wyznaczenia atomowych momen-

tow multipolowych zaréwno dla reagentow, jak i otoczenia; jak wspomniano w sekcji 2.5.1, w przypadku
bialtek, bedacych gléwnym obiektem zainteresowania w tej pracy, obliczenia mozna znaczaco przyspie-
szy¢ korzystajac z przygotowanej wezeéniej biblioteki multipoli atomowych dla aminokwaséw. Sposrdd
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Rysunek 3.1: Poréwnanie RMSD potencjalu elektrostatycznego (MEP) wyznaczonego za pomoca r6z-
nych rzedéw rozwiniecia multipolowego CAMM oraz tadunkéw Merza-Kollmana (ESP). a) na przy-
ktadzie hydrolizy fosalonu, b) na przykladzie syntezy HoCOs. Modele kulowe reprezentuja dla kazdej
reakcji odpowiednio substrat, TS i produkt; szara linia w tle przedstawia profil energetyczny reakcji
(kcal/mol) liczony wzgledem T'S.
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Rysunek 3.2: Uklad wykorzystany do poréwnania tadunkéw fitowanych i
kule- atomy wegla, czerwone— tlenu, biale— wodoru, brazowa— fluoru.
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Rysunek 3.3: Blad wyznaczenia wartosci energii oddzialywania elektrostatycznego wzgledem wartosci

(10)
elst *

spodziewanej F
tadunki ChelpG [140], DMA-multipole Stone’a [123]. Na osi OX odlozono

MK- tadunki Merza-Kollmana [137], CHELP- tadunki Chelp [139], CHELPG-

odleglo$¢ R mierzona wzdtuz

osi wiazania wodorowego wzgledem wartosci réwnowagowej. Czerwona przerywana linia oznacza po-

ziom 1 kcal/mol.
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podejéé alternatywnych, wymienione tutaj zostana metoda orbitali fragmentéw molekularnych (ang.
Fragment Molecular Orbital, FMO)?3 oraz wykorzystanie ladunkéw z popularnych pél sitowych.

ADP—OPO;” + HO-Ser—-R ——> ADP + PO3; -O-Ser—R

Rysunek 3.4: Schemat reakcji katalizowanej przez kinaze bialkowa A. Zamiast reszty seryny moze
w niej uczestniczy¢ treonina.

Metoda FMO zostata niedawno zastosowana przez zespdt Tore Brincka do kinazy biatkowej A
(PKA), badanej wczesniej przez pracownikéw naszej grupy, ktérzy wykazali dominujacy wktad oddzia-
lywan elektrostatycznych do efektu katalitycznego tego enzymu [38]. Na tym przykladzie poréwnano
wyniki FMO [141], MP2 [38] oraz CAMM, liczone de novo dla danych konformacji aminokwaséw,
oraz pobranych z biblioteki multipoli (Rysunek 3.5); multipole CAMM wyznaczone byly z gestosci
elektronowej obliczonej metoda Hartree-Focka w bazie 6-31G(d). Jak widaé, czton AE())(CAMM),
liczony zaréwno de nowvo, jak i w oparciu o biblioteke, pozostaje w dobrej zgodnosci z wynikami MP2;
warto$ci uzyskane za pomocg FMO réznia sie diametralnie w przypadku Asnl71, Gly200 i Thr201, co
moze mie¢ zwiazek z efektami polaryzacyjnymi i trojciatlowymi, ktore stara sie ona opisywaé. Zazna-
czy¢ nalezy, ze pomimo liniowego skalowania FMO z rozmiarem uktadu [141], uzyskanie analogicznego
wyniku za pomoca biblioteki CAMM jest wydajniejsze obliczeniowo; w tym konkretnym przypadku,
przeprowadzajac obliczenia jednowatkowe (procesor Intel®) Xeon®) CPU E5-2630 v2), czas wyznacze-
nia wktadu DTSS pochodzacego od 16 aminokwaséw byl rzedu 3 minut — tyle samo, ile $redni czas
wyznaczenia funkeji falowej Hartree-Focka (HF) dla jednego aminokwasu w tych samych warunkach.
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Rysunek 3.5: Poréwnanie biblioteki CAMM oraz metody FMO na przyktadzie kinazy biatkowej A.

Czas obliczen mozna jeszcze bardziej skrécié (ponizej jednej sekundy we wspomnianych warun-

3 W metodzie tej uktad (molekula) jest rozbijany na fragmenty, z ktérych kazdemu przypisany zostaje osobny uktad
orbitali molekularnych; dostowne tlumaczenie tej nazwy powinno wiec brzmieé¢ metoda orbitali molekularnych frag-
mentow, jednakze nie brzmi to dobrze w jezyku polskim; z kolei uszczegélowienie metoda orbitali molekularnych
fragmentow czqsteczki tez nie jest zadowalajacym terminem. Dlatego zdecydowano sie na wymienione w gtéwnym
tekscie ttumaczenie, przyjmujac implicite, ze wystepujace w nazwie orbitale to wlasnie orbitale molekularne.
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kach), przedstawiajac multipolowa sktadowa DTSS AE(? jako iloczyn wartosci pola katalitycznego
Ag i tadunkéw srodowiska {g¢;}, przy czym wykonujgc obliczenia na przykladzie PKA nie znaleziono
istotnej réznicy w czasie obliczen pomiedzy reprezentacja CAMM pola katalitycznego ASAMM 3 jego
reprezentacja za pomoca tadunkéw Merza-Kollmana AFSF . Jak widaé na Rysunku 3.6, obie reprezen-
tacje Ag (wraz z ladunkami pola silowego Amber94 osadzonymi na aminokwasach centrum aktywnego)
prowadza do wynikéw bliskich tym uzyskanym z wykorzystaniem CAMM zaréwno na aminokwasach,
jak i reagentach; pozostaje to w zgodnosci z Wnioskiem 1, jako ze uklad reagujacy (ATP i reszta
seryny) jest naladowany ujemnie.
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Rysunek 3.6: Poréwnanie biblioteki CAMM oraz tadunkéw atomowych na przyktadzie kinazy biatkowej
A. CAMM(HF) — DTSS z wykorzystaniem CAMM (gestos¢ Hartree-Focka); CAMM(HF lib) — DTSS
z wykorzystaniem biblioteki CAMM aminokwaséw; — > ASAMM (), — DTSS obliczony za pomoca
pola katalitycznego (reprezentacja CAMM) i tadunkéw pola silowego Amber94 na aminokwasach;
— > AESP(7)g; — DTSS obliczony za pomoca pola katalitycznego (reprezentacja za pomoca tadunkéw
Merza-Kollmana) i tadunkéw pola sitowego Amber94 na aminokwasach.

W przypadku aminokwaséw natadowanych (majacych najsilniejszy wkiad do DTSS) mozna po-
sunaé¢ sie o krok dalej i przedstawi¢ dana reszte jako punktowy ladunek réwny jej tadunkowi for-
malnemu. W Tabeli 3.1 uzyskane w ten sposéb energie poréwnano z wynikiem DTSS (metoda MP2)
i suma — Y ATAMM (7)q. wykorzystujaca tadunki pola sitowego Amber94; tadunki formalne zostaty
umieszczone na aminowym atomie azotu w przypadku lizyny oraz atomie wegla grupy karboksylowej
w przypadku reszt kwaséw asparaginowego i glutaminowego. Na tym przyktadzie widaé, ze taka prosta
reprezentacja daje przyzwoity wynik; najwigksze odchylenie (ok. 9 kcal/mol) wystapilo w przypadku
Aspl66, co jest spowodowane niewielka odlegloscia od reagenta od reszty w poréwnaniu z jej rozmia-
rem* oraz samym ksztaltem tej grupy. Niemniej jednak wynik przedstawia bardzo dobra zgodnosé
jakosciows.

Podsumowujac, oba modele elektrostatyczne analizowane na wymienionym przyktadzie — CAMM
i ESP — daja wynik o bardzo dobrej zgodnosci (w przyblizeniu iloSciowej) z bardziej zaawansowanymi

4 Odlegtosé w przypadku reszt Lys72 i Lys168 jest podobna, ale grupa aminowa jest mniejsza w poréwnaniu z karbok-
sylowa.
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Tabela 3.1: Poréwnanie reprezentacji aminokwaséw naladowanych (wszystkie energie w kcal/mol).
Ladunki formalne (calkowite) zostaly umieszczone na aminowym atomie azotu reszt lizyny oraz kar-
boksylowych atomach wegla reszt kwaséw glutaminowego i asparaginowego. Dodatkowo podano takze
najmniejsza odlegtosé D,,;, pomiedzy reagentem a dana reszta.

Aminokwas | DTSS(MP2) ¢; (Amber94) ¢; (formalne) Dy, [A]
Lys 72 -22.7 -19.0 -18.4 1.8
Glu 91 5.0 5.6 5.1 4.8
Asp 166 -13.3 -18.1 9.2 1.5
Lys 168 27.8 26.5 26.0 1.7

metodami, takimi jak MP2 czy FMO; jest to po czesci potwierdzenie Wniosku 1, a takze konsekwencja
faktu, ze wklad do DTSS pochodzacy od reszt natadowanych jest dominujacy w poréwnaniu z innymi
aminokwasami.

Whiosek 2
W przypadku, gdy uklad reagujgcy jest natadowany, anizotropowosé rozkladu tadunku katalizatora zdaje
sie mieé drugorzedne znaczenie.

Whniosek 3

W przypadku aminokwasow natadowanych, dajgcych najsilniejszy wktad do DTSS, ich reprezentacja za
pomocg ladunku formalnego umieszczonego w miejscu grupy funkcyjnej (atomu azotu aminowego lub
wegla karboksylowego, jak przyjeto wyzej) daje wynik bliski wartosci AECY

mtp*

3.2 Analiza wplywu mutacji na aktywnos¢ katalityczng

3.2.1 Izomeraza ketosteroidowa

Aby przetestowaé model DTSS(CAMM) na przyktadzie szeregu mutantéw jednego enzymu, wy-
brano w pierwszej kolejnosci izomeraze ketosteroidowa (KSI); byla on przedmiotem waznej dyskusji
na temat znaczenia oddzialywan elektrostatycznych w katalizie, jaka niedawno miata miejsce w lite-
raturze [142-144] (vide sekcja 1.2.2 w Rozdziale 1). Punktem wyjscia dla prezentowanych w tej sekeji
badan byla $ciezka reakcji uzyskana metoda QM/MM przez Marca van der Kampa [145], udostepnio-
na w ramach wspolpracy z Uniwersytetem w Bristolu. Jak wspomniano w Rozdziale 2 (sekcja 2.1.1),
wprowadzono tutaj réznicowq stabilizacje intermediatu (DISS) [39].

Rysunek 3.7: Numeracja atomdw ciezkich w substracie izomerazy ketostreroidowej.

W KSI reszty Tyrld i Asp99 (numeracja z enzymu pochodzacego z Pseudomonas testosteroni)
tworza wiazanie wodorowe z grupa karbonylowa substratu (vel tlenem enolanowym intermediatu, vide
Rysunek 1.5 w sekcji 1.2.2); analizie poddano, wraz z forma dzika, cztery mutanty: Y14F, Y14S, D99L,
DI9N. Ich struktury wygenerowano na dwa sposoby: w pierwszym przyblizeniu wprowadzono minimal-
ne zmiany (MZ) do juz posiadanej struktury, np. zamiana grupy hydroksylowej Tyr14 na atom wodoru
czy zamiana grupy OH Asp99 na grupe aminowa (w przypadku Y14S uwzgledniono obecnos$é czastecz-
ki wody w powstalej przestrzeni) [39]; drugi zbiér stanowily centroidy gléwnych klastréw z symulacji
dynamiki molekularnej (MD). Energie oddzialywania liczono tylko pomiedzy ukladem reagujacym
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(19-nortestosteron i Asp38) a dwiema wymienionymi resztami dziury oksyanionowej; ze wzgledu na
rozmiar ukladu reagujacego, momenty CAMM wyznaczono w oparciu funkcje falowa uzyskana metoda
HF/6-311G**; dla sp6jnosci wynikéw ta sama baze zastosowano w obliczeniach SAPTO.

Na przykladzie pierwszego zestawu struktur (MZ) pokazano, ze DISS i DTSS sa wielkosciami
wzajemnie sobie odpowiadajacymi (Rysunek 3.8). Sledzac profile energii oddziatywania (panele a i b
na Rysunku 3.8), jak réwniez caltkowite energie DTSS/DISS (panel d), z dobrym przyblizeniem mozna
przyjacé, ze energia réznicowej stabilizacji pierwszego stanu przejéciowego jest réwna polowie energii
DISS; patrzac na profil ladunku Merza-Kollmana na atomie tlenu O3 (panel ¢; numeracja atoméw
przedstawiona na Rysunku 3.7), mozna tlumaczyé to tym, ze rozklad ladunku pierwszego TS tej
reakcji odpowiada ,polowicznemu” przeksztalceniu substratu w intermediat (w TS1 tadunek na O3
jest bliski éredniej arytmetycznej tadunkéw w RS i IS).
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Rysunek 3.8: Oddzialywania elektrostatyczne na $ciezce reakcji w KSI.

a— calkowite profile energii oddzialtywania z reagentem, b— profile wktadéw poszczegblnych reszt do energii
oddzialywania, c— profil energetyczny reakcji oraz tadunku (Merza-Kollmana [137],MK) na karbonylowym
atomie tlenu reagenta, d— poréwnanie energii réznicowej stabilizacji stanu przejSciowego (DTSS) i intermediatu
(DISS) z eksperymentem. Wspdlrzedne reakcji zdefiniowane jako réznice odleglosci transferowanego protonu
od atomu docelowego i poczatkowego, vide ref. [145].

Drugi zestaw struktur (MD) pozwolil oszacowaé zmiany geometrii kompleksu enzym-substrat w sto-
sunku do MZ; w przypadku mutantéw Y14F substrat obrécil sie bardziej w kierunku donora wiazania
wodorowego Asp99, zas w DI9L tancuch boczny leucyny przyjal odmienna konformacje niz zatozona;
pozostate dwie struktury byty dos¢ bliskie MZ (Rysunek 3.9). Mimo to wynik AE{)) pozostaje zbli-
zony, lacznie z tym, ze punkt przeciecia z osia rzednych (18.78 keal/mol dla MZ i 17.93 kcal/mol dla
MD) jest w dobrej zgodnosci z bariera® ,zerowego pola” (18.8 kcal/mol) z pracy Frieda i Boxera [40].

Dla struktur MZ wykonano takze dekompozycje oddzialywan wedle schematu SAPT0, zdefinio-
wanego w réwnaniu 3.1 [117] (Rysunek 3.11). Potwierdza ona elektrostatyczny charakter stabilizacji

AGt
kT

ky T

5 Eksperymentalne bariery przyjeto jako zwiazane z keqr zaleznoscia keqar = L= exp —

6 Ze wzgledu na problemy techniczne zwigzane z rozmiarem uktadu, nie udato sie przeprowadzié¢ obliczeri HVPT.



3.2. WPEYW MUTACJI NA AKTYWNOSC KATALITYCZNA 41

a)

b)

17

« Centroidy klastréw MD
s "Najmniejsze zaburzenie"

T T T T
AGEH =0.52AE;5+18.78

T app

Y14F Y14s AGL =0 47AEs+17.93

app

JY14F |

gt F o |

.
Mn
[kcal/mol]

IS

AGjpp
[ [
N w

11 1 1 L L L
~14-12-10 -8 -6 —4 -2
DISS(CAMM) [kcal/mol]

Rysunek 3.9: Zalezno$é pomiedzy aktywnoscia katalityczng a DISS dla réznie wygenerowanych struk-
tur.

a— porOéwnanie geometrii ,najmniejszego zaburzenia” (MZ) i gtéwnych klastréw z symulacji dynamiki moleku-
larnej (MD) centrum aktywnych mutantéw, b— poréwnanie zaleznosci pomiedzy DISS dwéch zestawdw struktur
a aktywnoscia eksperymentalna.

w KSI i jej mutantach; szczegélnie na przykladzie czasteczki wody (donora wiazania wodorowego
w Y14S) widaé¢ wzajemne niwelowanie sie skladowych krétkozasiegowych. W przypadku Leu99 dodat-
kowo zaobserwowano dramatyczny wplyw tych skladowych na finalny wynik; powtorzenie obliczen dla
konformacji tej reszty zgodnej ze struktura MD prowadzi do wartosci DISS bliskiej zeru (dotyczylo
to takze pojedynczych skladowych). Warto zaznaczy¢, ze w przypadku innych reszt wplyw struktury

nie byl az tak wyrazny; najwieksza zmiane wartosci wraz ze zmiang struktury wykazuje czlon elektro-
(10)
elst

gdzie niewielka odleglo$é pomiedzy Leu99 a reagentem w strukturze MZ (1.51 A)
w poréwnaniu ze strukturg MD (2.57 A) skutkuje znacznie wieksza (co do modutu) wartoscia AES;) ze
wzgledu na efekty penetracyjne. W przypadku kolejnych metod w hierarchii (HF i SAPT0) wzajemne
znoszenie si¢ oddzialywan krétkozasiegowych niweluje ten efekt. Co ciekawe, problem jest nieobecny
w przypadku CAMM — wklad DISS pochodzacy od Leu99 w obu przypadkach jest réwny ok. -0.3
kcal/mol. Warto takze zauwazy¢, ze zasadniczo podobne do CAMM wyniki SAPTO i HF uzyskane sa

znacznie wigkszym naktadem obliczeniowym.

statyczny AFE

Esapro = E{” + E(” + Eina + Eaisp (3.1)
Eing =B ., + EC) ., ooy 0 Eresp (3.2)
Edisp = E;f(:; + Eggz))—ez (3'3)

Rysunek 3.10 pokazuje relacje pomiedzy DISS uzyskanym réznymi metodami a bariera ekspery-
mentalna (struktury MD). Wspélna cecha wszystkich rozwazonych metod jest jako$ciowa zgodno$é
z eksperymentem oraz to, ze od ogélnego trendu najbardziej odbiega mutant Y14S. Jak wspomniano,
w centrum aktywnym tego mutanta donorem wiazania wodorowego w miejsce Tyrl4 jest czasteczka
wody zajmujaca to miejsce w kieszeni aktywnej; ze wzgledu na pewna swobode ruchu — wiecksza niz
w przypadku pozostalych analizowanych reszt — pochodzacy od niej wktad entropowy do bariery reak-
cji moze by¢ istotnie wiekszy. Wielko$é¢ tg mozna oszacowaé, biorgc pod uwage, ze TAS* w przypadku
reakcji katalizowanych przez KSI i jon octanowy wynosi odpowiednio -4.2 and -7.5 kcal/mol [146];
w Y14S warto$é¢ ta jest zapewne blizsza tej pierwszej. W ten sposéb mozna wyjasnié, dlaczego ba-
riera obliczona za pomoca DISS(CAMM) jest zanizona o ok. 1 kcal/mol. Na wykresie mozna takze
zauwazy¢, ze model oparty na tadunkach pola sitowego daje w przypadku Y14F warto$¢ DISS znacznie
odbiegajaca zaréwno od CAMM, jak i AE_,,.

Pomimo zgodno$ci przedstawionych wynikéw ze wspomniana praca [40], nie wnosza one nic do
dyskusji na temat udzialu oddziatywan elektrostatycznych w catkowitym efekcie katalitycznym KSI
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Rysunek 3.10: Poréwnanie wartosci DISS otrzymanych réznymi metodami.
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Rysunek 3.11: Dekompozycja energii oddzialywan w mutantach KSI (struktury ,najmniejszego za-
burzenia”). Czlony energii oddzialywan zdefiniowane wedlug schematu SAPTO [117]; energie Ef)
obliczono jako réznice ES” — E(9(CAMM). Wklad reszty seryny, bliski zeru, zostal pominiety na
Rysunku; wstawka przedstawia analogiczny wykres dla zrelaksowanej konformacji Leu99.
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[143,144]; w cytowanej wymianie komentarzy gléwnym problemem jest definicja ,katalizy elektrosta-
tycznej”: Fried i Boxer definiuja ja wzgledem bariery zerowego pola, podczas gdy w roztworze wodnym
wartos¢ tych oddzialywan nie jest zerowa. Poniewaz jednak zasadniczym celem jest porownywanie mu-
tantéw z enzymem ,,macierzystym””, problem uktadu odniesienia zwiazanego z roztworem wodnym nie
jest istotny — bariera zerowego pola odnosi sie wéwczas do teoretycznego enzymu nie wykazujacego
stabilizacji TS/IS.

Dwa najmniej aktywne z rozwazanych tutaj mutantéw KSI (D99L and Y14F) byly analizowane
réwniez w pracach Chakravorty i Hammes-Schiffer [147] oraz Tore Brincka [148]. Pierwsza z nich, w kt6-
rej wykorzystano empiryczng metode wiazan walencyjnych (ang. Empirical Valence Bond, EVB) [149],
podkresla znaczenie oddzialtywan elektrostatycznych, jednakze wyniki te wykazuja zaledwie jakosciowa
zgodno$¢ z wartodciami eksperymentalnymi; elektrostatyczna energia stabilizacji intermediatu (zaréw-
no réznicowa, jak i ,bezwzgledna”®) nie odpowiada obserwowanemu trendowi. Przyczyng takiego stanu
rzeczy jest inna definicja energii stabilizacji niz przyjeta tutaj: autorzy [147] brali pod uwage sam re-
agent, podczas gdy przy obliczaniu DISS zaréwno substrat, jak i katalityczna reszta Asp38 traktowane
byly lacznie (na wzér podzialu uktadu na region QM i MM w metodach QM/MM). Druga prace,
angazujaca metode FMO, trudniej poréwnaé z zaprezentowanymi wynikami — autorzy wykorzystali
w niej inng strukture i substrat; niemniej wynik ten pozostaje jakosciowo w zgodzie z DISS(CAMM):
bariera aktywacji w D99L i Y14S, liczona wzgledem dzikiej formy enzymu, wynosi, odpowiednio: 1.4
i 2.3 keal/mol w przypadku CAMM i 4.3 i 5.1 keal/mol w przypadku FMO, co wiaze sie z réznica
pomiedzy metodami na poziomie ok. 3 kcal/mol.

Dla dopelnienia analizy oszacowano takze wplyw reszt tyrozyny w pozycjach 55 i 30 , uczest-
niczacych w sieci wigzan wodorowych z Tyrld [150, 151]. Korzystajac z wynikéw dla struktur MZ
(Rysunek 3.9), oszacowano bariery reakcji w mutancie Y55F; energia DISS(CAMM) wyniosta -11.6
kcal/mol (w poréwnaniu do -13.1 kecal/mol w dzikiej formie KSI), co przeklada sie na bariere ok. 12.8
kcal /mol (wykorzystujac réwnanie z panelu b Rysunku 3.9%), co znakomicie sie zgadza z wartoécia eks-
perymentalng 12.7 kcal/mol [151]. W przypadku Tyr30, mutacja Y30F wiaze sie z niewielka zmiana
bariery (ok. 0.3 kcal/mol [151]), co znajduje odzwierciedlenie w znikomej wartosci DISS(CAMM) dla
tej reszty (ok. 0.03 kcal/mol).

‘Whiosek 4

W przypadku KSI, model réznicowej stabilizacji intermediatu (DISS), dajgcy wyniki réwnowazne DTSS,
poprawnie opisuje wplyw analizowanych mutacji na aktywno$é katalityczng. Analiza skiadowej elektro-
statycznej pozwala na ilosSciowe okreslenie wplywu mutacii na aktywnosé katalityczng, takie mutantow
nieujetych we wstepnych obliczeniach (Y55F i Y30F). Reprezentacja czlonu elektrostatycznego za po-
mocqg multipoli CAMM jest konkurencyjna w stosunku do modelu opartego na tadunkach atomowych
i metod uwzgledniajgcych inne czlony energii oddzialywania, ze wzgledu na wzgledng dokladno$é (w
analizowanym przykladzie wykazuje ona wrecz ilosciowq zgodno$é z eksperymentem), niski koszt obli-
czeniowy 1 mniejszqg podatnosé na zaburzenia strukturalne.

3.2.2 Analiza eliminazy Kempa KEO07 i jej mutantow

Zmnacznie ciekawszym zagadnieniem jest wyjasnienie mutacji wprowadzanych do teozymow w drodze
eksperymentéw kierunkowanej ewolucji (LDE); réwnoczes$nie problem jest istotny z punktu widzenia
projektowania enzyméw. Sposérdd réznych teozymdw prawdopodobnie najlepiej zbadanym sg eliminazy
Kempa (katalizujace reakcje wspomniana w Rozdziale 1 — vide Rysunek 1.2), a wsréd nich szczegélnie
rodziny enzyméw znalezione droga LDE na podstawie teozyméw KEQ7 [85] i HG3 [86]. Jak wspomniano
we sekcji 1.3.3, podjeto dotad szereg prob majacych wyjasni¢ role znalezionych mutacji, jednakze zasto-
sowane w nich techniki wymagaja naktadu obliczeniowego, ktéry pozwala je zastosowaé co najwyzej do

7 Tutaj jest to dzika forma KSI, jednakze w kontekécie projektowania enzyméw oznaczaé to bedzie np. wstepnie zapro-
jektowany teozym, ktéry ma zostaé zoptymalizowany.

8 Tzn. wyliczona z prawa Coulomba.

9 W podanym oszacowaniu uwzgledniono fakt, ze wktad od reszty Tyr55 nie byt obecny w obliczeniach, na podstawie

ktérych wyznaczono to réwnanie. W modelu ,najmniejszego zaburzenia” dodanie reszty wspdlnej dla wszystkich
wariantéw enzymu oznacza przesuniecie wykresu o stalyg wartosé; dlatego DISS dla Y55F wyznaczono, dodajac do
warto$ci dla dzikiej formy enzymu réznice wkladéw Pheb5 i Tyr55.
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Rysunek 3.12: Schemat przedstawiajacy skale czasowe réznych ruchéw wystepujacych w biatkach [97].
Czas na osi OX zaprezentowany jest w skali logarytmicznej; widaé, ze nawet symulacja dlugosci 30 ns
moze nie uchwycié¢ pewnych zmian konfromacji taficuchéw bocznych (thumaczenie i przedruk za zgoda
Amerykanskiego Towarzystwa Chemicznego).

selekcji koncowego zbioru kandydatéw. Alternatywa jest prezentowana tutaj metoda oparta na koncep-
cji DTSS, jak wspomniano juz wczeéniej; eliminaza Kempa stanowi dla niej dobry poligon testowy. Ze
wzgledu na duza ilo$¢ mutantéw, z wyszcezegdlnieniem tych, w ktérych zmieniano ilosé i rozmieszczenie
aminokwaséw naladowanych (Tabela 3.2), wybrano rodzing teozymu KEQ7. Dla macierzystego enzymu
znaleziono stan przejSciowy i $ciezke reakcji metoda ONIOM (B3LYP/6-3114+G**:Amber94), bazujac
na strukturze otrzymanej w prywatnej korespondencji od Anastazji Alexandrovej. Jest to w zasadzie
analogiczne podejscie do pracy Houka i Bakera [91], z ta r6znica, ze wykorzystano wieksza baze funkeyj-
na i osadzenie mechaniczne'®; dla stanu przejéciowego dodatkowo zweryfikowano strukture za pomoca
procedury refitowania {adunkéw regionu QM, zgodnie z zaleceniami Tao i wspoélpracownikéw [135],
jednakze zmiany w strukturze byly subtelne (vide sekcja S.5 w Suplemencie). Uzyskane geometrie
substratu i TS zostaly wykorzystane do obliczenia momentéw multipolowych CAMM (HF/6-31Gd)
dla obu struktur oraz analiz z wykorzystaniem biblioteki rotameréw aminokwaséw. Podejicie to jest
motywowane kilkoma obserwacjami. Po pierwsze, dotychczasowe wyniki wskazuja na to, ze do zapro-
jektowania teozymu wystarczy znajomo$¢ przyblizonej struktury stanu przejSciowego i jego rozkladu
tadunku; przykladowo, fosfoesteraze PT3 [75] zaprojektowano w oparciu o stan przejSciowy z pracy
dr Edyty Dygudy-Kazimierowicz [152], w ktérym zmieniono tylko odpowiednie podstawniki; z kolei
w symulacjach EVB [149] stanami referencyjnymi sa substrat i produkt, zas rozklad ladunku TS jest
odpowiednig ich kombinacja liniowa. Kolejnym czynnikiem jest skala czasowa réznych ruchéw wyste-
pujacych w biatku (Rysunek 3.12; uchwycenie wlasciwej orientacji tancuchéw bocznych aminokwaséw
moze by¢ trudne mimo dlugich symulacji dynamiki molekularnej (MD). Stad zaprezentowana w na-
stepnej sekcji analiza wkladéw DTSS réznych konfiguracji rotameréw, zgodna z przyjeta w tej pracy
strategia oddolng, moze stanowié¢ przydatne narzedzie.

Zastosowanie biblioteki multipoli rotameréw aminokwaséw

W obliczeniach analizowano trzynascie pozycji, w ktérych wprowadzano mutacje w eksperymentach
ukierunkowanej ewolucji (Tabela 3.2) [85]. W kazdej z pozycji, w kazdym mutancie, kolejno wczyty-
wano poszczegdlne rotamery odpowiednich aminokwaséw z bazy, eliminujac te, ktérych najkrétsza

10 Ze wazgledu na problemy ze zbieznoscia modelu z osadzeniem elektronowym.
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odleglo$é od reagenta wynosita mniej niz 2A; dla kazdego rotameru wyznaczono energie oddzialywa-
nia ze stanem przejéciowym (energie stabilizacji stanu przej$ciowego, TSS) oraz réznicowej stabilizacji
stanu przejsciowego (DTSS). Ostatecznie dla kazdej mutacji wybrano rotamery o ekstremalnych war-
tosciach tych energii; w dalszej czesci pracy procedura ta okreslana bedzie mianem skanu lub skanu
po rotamerach reszt aminokwasowych. Wyniki przedstawiaja Tabele 3.3 i 3.4.

Tabela 3.3: DTSS- najwazniejsze rotamery (|Eprss| > 0.5 kcal/mol). W tabeli podano aminokwas,
pozycje w sekwencji, skrajne warto$ci DTSS oraz odpowiadajace im rotamery (zapis zgodny z definicja

w bazie Dynameonics [131]).

MIN MAX | Zakres

Arg 202 -4.66 -0.98 3.68
g-, g+,g,t | g+, g+, t, ¢

Lys 146 -2.33 -0.89 1.45
2-, g+a tv t g+a g+, ta t

Asp 7 -1.70 0.02 1.72
t, t g+, g+

Asn 224 -1.00 0.83 1.83
g, Og- g-, Ng-

Lys 19 -0.93 -0.41 0.51
g+7 g-, t? g+ tv g+7 2, t

Gln 7 -0.93 0.69 1.62
t, t, Ot t, g-, Nt

Phe 77 -0.58 -0.48 0.10
t, g g-, t

Ile it -0.53 -0.48 0.05
t, g+ g, g

Asp 224 1.31 2.88 1.57
t, g+ g, &-

Glu 19 0.40 0.77 0.37
t, g+, t g+, g, t

Arg 123 0.69 1.77 1.08
g-, b, b, t t, g-, g+, t

Glu 146 0.80 1.91 1.12
t, g, 8 | g, gt gt

Mozna zauwazy¢, ze sposroéd trzynastu pozycji, w najaktywniejszej wersji enzymu cztery amino-
kwasy sa naladowane elektrycznie i zachowane od kilku rund eksperymentu. Trzy z nich (Arg202, Asp7,
Lys146) wykazuja warto$ci DTSS wskazujace na obnizenie bariery. Réwnoczeénie sg to reszty o naj-
bardziej stabilizujacych wkladach o module wigkszym od 1.5 kcal/mol. Dwie pozycje charakteryzuja
sie mniej sprzyjajacym wynikiem. Wartosé¢ DTSS Lys19 zdaje sie sprzyja¢ obnizeniu bariery, jednakze
aminokwas ten wystepuje w tej pozycji tylko w kilku posrednich mutantach, ostatecznie zastapiony
przez treonine. Natomiast w przypadku Asp224 wartosé DTSS sugeruje zwiekszenie bariery aktywacji.
Niezgodno$¢ tego czastkowego wyniku z eksperymentem oznacza, ze prawdopodobnie aminokwas ten
wplywa na aktywnos¢ w inny sposob.

Aby to zbadaé, powtérzono procedure z uwzglednieniem wzajemnego oddzialywania pomiedzy
resztami naladowanymi, pomijajac pozostale aminokwasy; dla kazdego biatka przeanalizowano w ten
sposéb wszystkie kombinacje rotameréw uwzglednionych aminokwaséw (eliminujac te, dla ktérych
najmniejsza odlegtos¢ od lancucha gléwnego, reagentéw lub innej z uwzglednionych reszt byta mniej-
sza od 2A), wybierajac te, dla ktérej energia elektrostatycznego ukladu (w obecnosci substratu) byla
najnizsza'l. Aby dokonaé tego w rozsadnym czasie (dla Pg bowiem wiaze si¢ to z koniecznoscia prze-
analizowania ok. 21 milionéw kombinacji), konieczne bylo zastapienie multipoli CAMM ladunkami
atomowymi: pola silowego Amber94 w przypadku aminokwaséw i Merza-Kollmana [137] w przypadku

11 Poczyniono tutaj zalozenie, ze zwiazany z zajéciem reakcji proces przeniesienia protonu jest szybszy od obrotu reszt
aminokwasowych, kiedy juz nastepuje.
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Tabela 3.4: TSS— najwazniejsze rotamery (|Erss| > 1.0 kcal/mol). W tabeli podano aminokwas,
pozycje, skrajne wartosci TSS oraz odpowiadajace im rotamery (zapis zgodny z definicja w bazie

Dynameonics [131]).

MIN MAX | Zakres
Arg 202 -46.01 -23.02 22.99
g-, g+, t, t t,g-, t, t
Lys 146 -30.43 -19.36 11.08
g-, g+, g+, t t, g, t, t
Arg 123 -22.60 -15.36 7.24
t? g g+a g+ g+7 g ta t
Lys 19 -22.07 -14.96 7.11
g+, g, t, g t, g+, t, t
Asn 224 -4.62 3.60 8.22
g+, Og+ g-, Og+
Gln 7 -3.54 5.85 9.39
t, t, Og- t, t, Ng-
Met 12 -2.00 -0.32 1.68
g+7 g+a t g g+a t
His 84 -1.51 1.20 2.71
t, Cg- g-, Nt
Leu 12 -1.43 -1.25 0.18
g+, g+ t, g+
Thr 146 -1.39 -0.82 0.57
g g+
Val 12 -1.31 -1.28 0.02
g+ g-
Tyr 84 -1.31 -0.31 1.00
g t g5 g
Gln 123 0.08 2.18 2.10
t, g-, Ng+ | t, g+, Ng+
Phe 77 2.07 2.57 0.50
t, t t, g
Ile 77 2.23 2.44 0.21
g & ta g+
Glu 19 14.88 19.86 4.97
t, g+, t g+, g-, g-
Glu 146 18.72 27.96 9.24
t, g, g+ | g+, 8,8
Asp 224 28.66 42.42 13.76
ta g+ g &
Asp 7 31.05 42.36 11.31
g & t7 g+
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reagentéw. Wiaze sie to z pewna utrata dokladnosci, pomimo niezerowego tadunku ukladu reaguja-
cego (vide Rysunek S.10 w Suplemencie), jednak nie az tak duza, by spodziewaé sie innej wynikowej
kombinacji rotameréw. Dla znalezionych w ten sposéb rotameréw wykorzystano odpowiednie energie
CAMM uzyskane w poprzednim skanie. Por6wnanie wynikoéw obu analiz z eksperymentalnymi aktyw-
noéciami enzymoéw przedstawia Rysunek 3.13. Zauwazy¢ na nim mozna, ze uwzglednienie wzajemnego
odpychania sie reszt naladowanych poprawilo opis najaktywniejszych mutantéw (w ktérych takich
reszt bylo najwiecej). Przesledzenie wktadéw DTSS aminokwaséw w poszczegdlnych pozycjach (Tabe-
la 3.5) pozwala okresli¢ jakoSciowe znaczenie reszty Asp224 i mutacji Lys19Thr; pierwsza reszta utatwia
optymalna orientacje Arg202, majacej najwiekszy wklad katalityczny- jej usuniecie powoduje zmiane
wkladéw Lys146 i Arg202 wskutek ich wzajemnego odpychania (vide Rysunek 3.14); reszta Lys19, po-
mimo stabilizujacej wartosci DTSS, wymuszala suboptymalne polozenie Lys146 (Tabela 3.5). Mozna
to jeszcze bardziej uwidocznié, rozwazajac hipotetycznego mutanta Asp224Thr (Pg); usuniecie reszty
kwasu asparaginowego z tej pozycji (vide Tabela 3.5) powoduje zmiane konformacji Arg202 na korzysé
Lys146; jednakze w modelu in vacuo korzystniejsza orientacja Arg202 nie rownowazy destabilizujacego
wplywu Asp224.

20.0 .
® A
d A
DTSS(CAMM,Int)
1951 e DTSS(CAMM,Opt) i
Ps =0.70

190 Npred =78.6% |
T AG}W = 2}1,3En7'55 +20.12
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Rysunek 3.13: Poréwnanie DTSS(CAMM) dla zbioru optymalnych rotameréw (Opt) i konfiguracji
uwzgledniajacych oddzialywanie pomiedzy aminokwasami (Int).

Efekt ten mozna wyjasni¢, wprowadzajac model ciaglego rozpuszczalnika. Zaleta tego zabiegu jest
to, ze pozwala on na oszacowanie wplywu solwatacji na elektrostatyczna cze$¢ DTSS za pomoca efek-
tywnej statej dielektrycznej (vide sekcja S.7 w Suplemencie!?). Wprowadzenie tego elementu do proce-
dury przesiewania zbioru rotameréw modyfikuje oddzialywania pomiedzy bardziej odleglymi resztami,
jak np. Lys19 i Lys146: brak tego pierwszego aminokwasu juz nie wplywa bezposrednio na Lys146,
lecz Arg202 (Tabela 3.6), ktéra lezy blizej. Oddzialywanie blisko lezacych reszt Asp224 1 Arg202 dalej
jednak pozostaje, z ta réznica, ze dzieki uwzglednieniu rozpuszczalnika w opisany sposéb brak reszty
kwasu asparaginowego rzeczywiscie wiaze sie z gorsza sumaryczna stabilizacja.

Podsumowujac, wykorzystanie biblioteki rotameréw i elektrostatycznego przyblizenia DTSS pozwo-
lito wykaza¢ znaczenie naladowanych reszt zoptymalizowanych droga eksperymentéw LDE w enzymie
P7Sposréd szesciu pozycji, w ktérych wprowadzano reszty tego typu, trzy (Glul9, Argl23 i Glul46 )
mialy negatywny wklad DTSS i zostaly zastapione innymi aminokwasami; ich znaczenie dla danego
mutanta musiato wiazaé sie z innym czynnikiem lub musiaty by¢ uwiklane w bardziej ztozone korelacje,
niz ujete w zaprezentowanej analizie. Rownoczesnie jednak nie wszystkie reszty prezentujace stabilizu-

12 W zaprezentowanych tutaj rozwazaniach wykorzystano efektywne promienie Borna obliczone za pomocs programu
bornRadius opracowanego w zespole Alexieja Onufrieva [153,154]
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Tabela 3.5: Wklady DTSS (CAMM) reszt aminokwasowych z kombinacji rotamerdw o najnizszej energii
dla analizowanych bialek (uszeregowanych wedlug rosnacej aktywnosci katalitycznej). Dla jasnosci
nazwy aminokwasow podano w kodzie jednoliterowym, oznaczajac je kolorem zgodnym z ich tadunkiem
formalnym (czerwony-dodatni, niebieski-ujemny).

Reszta
Enzym 7 19 123 146 202 224 | Suma
Py I 0.00' | K -085|Q 0.00|K -136|G 0.00|N 0.00]| -2.21
P, 1 0.00 E 040 | R 175 | T 000]| R -466 | D 2.66 0.15
Py Q 0.00 K -093|Q 000|T 000|R -466 | D 226| -3.32
P4 D 0.02 K -093|Q 000K -136| R -466 | D 226 -4.66
P5 D -1.12 E 040 | Q 000|T 000 R -466 | D 266 | -2.80
P; D -1.12 K -093|Q 000 E 1.19 | R -4.66 | D 2.26 -3.32
Pg D 0.02 K -093|Q 000K -136| R -466 | D 226 -4.66
P, D -1.12 T 0.00 | Q 000| K -213| R -466 | D 2.66 -5.33
Ps D -1.19 T 000|Q 000K -318| R -278 | T 0.00| -7.14

1) Dla reszt nienatadowanych przyjeto warto$¢ DTSS réwng zero

Tabela 3.6: Wklady DTSS (tadunki atomowe i efektywne stale dielektryczne) reszt aminokwasowych
z kombinacji rotameréw o najnizszej energii dla analizowanych bialek (uszeregowanych wedlug ro-
snacej aktywnosci katalitycznej). Dla jasno$ci nazwy aminokwaséw podano w kodzie jednoliterowym,

oznaczajac je kolorem zgodnym z ich tadunkiem formalnym (czerwony-dodatni, niebieski-ujemny).

Reszta
Enzym 7 19 123 146 202 224 | Suma
Py I 0.00' | K -0.12|Q 0.00|K -060| G 0.00|N 0.00]| -0.72
Py I 000 |E 004 | R 040 | T 000|R -195|D 073 -0.78
Ps Q 000 | K -015]Q 000|T 000|R -098|D 0.21| -0.92
P4 D -024 | K -015]Q 000| K -08 |R -070|D 0.21 | -1.75
Ps D -047 | E 004 |Q 000|T 0.00|R -195|D 0.73| -1.65
Ps D -024 | K -015]Q 000|E 03 |R -195|D 0.21| -1.79
Ps D -024 | K -015]Q 000| K -08 |R -070|D 0.21| -1.75
P~ D -047 |'T 000 | Q 0.00| K -08 |R -195|D 073 -2.53
Ps D -024 |T 000]Q 000|K -08 R -070| T 0.00| -1.82

1) Dla reszt nienatadowanych przyjeto warto$¢ DTSS réwng zero
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Rysunek 3.14: Poréwnanie rotameréw w Pg (kolor czerwony), P7 (zielony)i hipotetycznym Pg (nie-
bieski), uzyskanych na drodze skanu rotameréw z uwzglednieniem ich wzajemnego odpychania (model
GB). Widaé, ze obecnosé reszty Lys19 powoduje przesuniecie w jej kierunku Asp224 i oddalenie si¢
Arg202 od reagenta; brak Asp224 (Pg) réwniez skutkuje suboptymalnym polozeniem tej reszty.
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jacy wklad DTSS zostaly zachowane w P7, jak réwniez nie wszystkie wystepujace w tym biatku reszty
naladowane wykazuja efekt stabilizujacy; z poéréd czolowej czwérki aminokwaséw (Asp7, Lys19, Lys
146 i Arg202), Lys19 jest nieobecna (co wiaze sie z dwukrotnym zwiekszeniem stalej szybkosci keqt),
gdyz jej odpychanie z pozostalymi resztami uniemozliwia przyjecie optymalnych dla nich konforma-
cji. Reszta Asp224, pomimo destabilizujacego wkladu DTSS, okazuje si¢ konieczna dla stabilizacji
korzystnej konformacji Arg202, majacej ze wszystkich wymienionych reszt najsilniejszy wplyw.

Symulacje dynamiki molekularnej

Rozwazania poprzedniej sekcji poréwnano z wynikami symulacji Dynamiki Molekularnej (MD)
wszystkich 8 wariantéw biatka (w kompleksie z substratem); dla kazdego z nich uzyskano 30 ns trajekto-
rii fazy produkeji w zespole NPT. Symulacje przeprowadzono za pomoca programu Gromacs 4.6.4 [155],
wykorzystujac pole sitowe Amber94 i model wody TIP3P oraz tadunki TS i substratu wspomniane
we wczesniejszym tescie. Wybor pola sitowego byl podyktowany wczesniejszymi obliczeniami ONIOM.
Nastepnie oszacowano energie DTSS (wraz z dekompozycja na wklady od réznych reszt aminokwaso-
wych) za pomoca metody MMPBSA!? za pomoca programu g_mmpbsa [156,157], uwzgledniajac tylko
wklad polarny (oddzialywania elektrostatyczne wraz elektrostatyczna czedcia energii solwatacji).

Dla kazdej trajektorii przeanalizowano rotamery, jakie przyjmuja analizowane aminokwasy. Oka-
zuje sie, ze nie tylko dystrybucje sa rézne dla tego samego aminokwasu w réznych trajektoriach, ale
zdecydowanie inne od tych z bazy Dynameonics [131]. Przedstawiono to na przykladzie Arg202, kté-
ra w Tabeli 3.3 odznaczala sie zaréwno najbardziej stabilizujaca energia DTSS, jak i najwiekszym
zakresem jej zmian. Zestawienie umieszczono na Rysunku 3.15.

Na pierwszy rzut oka wydaje sie, ze w enzymach Pq, P7 i P5 Arg202 przyjmuje dramatycznie rézne
orientacje niz w pozostalych biatkach. Jest to jednak tylko pozorna niezgodno$¢; giéwne rotamery
we wszystkich trajektoriach odpowiadajg polozeniu lancucha bocznego w kierunku rozpuszczalnika,
nad kanalem wiazacym substrat (podobnie do zielonej orientacji Arg202 na Rysunku 3.14). Réznica
wynika z obrotu lancucha gléwnego- Arg202 lezy bowiem w obrebie petli taczacej beta-harmonijke
z alfa helisa.

Prawda jest natomiast, ze kazda z 7 dystrybucji jest zdominowana przez pojedynczy rotamer,
podczas gdy w bazie przoduja cztery rotamery. Moze to by¢ z jednej strony zwiastunem koniecznosci
uzycia wersji bazy, w ktérej populacje rotameréw sa zalezne od konformacji tancucha gtéwnego (ang.
backbone-dependent, niewykorzystana tutaj), z drugiej zas oznaka tego, ze nawet 30 ns symulacja moze
nie wystarczaé, by nalezycie uchwyci¢ swobode konformacyjna tancuchéow bocznych aminokwasow
takich jak Arg202.

Skupiajac sie na najaktywniejszym enzymie (P7), mozna zauwazy¢, ze do najbardziej stabilizuja-
cych aminokwaséw naleza te same reszty, co w Tabeli 3.3; cho¢ wartosci liczbowe réznia sie zaréwno
od liczonych in vacuo energii CAMM jak i wartosci uwzgledniajacych rozpuszczalnik w bardziej przy-
blizony sposéb (model Borna), mozna je uznaé za jakoSciowo zgodne.

Tabela 3.7: Wkiady DTSS(MMPBSA) mutowanych aminokwaséw Py

Aminokwas | DTSS(MMPB) kcal/mol
Asp 7 -5.302
Arg 202 -3.650
Lys 146 -2.258
Asp 224 3.819

Pod wzgledem zgodnosci z eksperymentalnymi barierami, pominiecie oddzialywania miedzy amino-
kwasami przy wyborze rotameréw prowadzi do wynikéw znacznie gorzej odpowiadajacych wartosciom
eksperymentalnym (Rysunki 3.16 1 3.17). Jezeli za miare zgodnosci przyjaé¢ wspélczynniki korelacji

13 Popularny sposéb wyznaczania energii wigzania ligandéw przez biatka; rozszerza on opis za pomoca mechaniki mole-
kularnej (MM) o model cigglego rozpuszczalnika: réwnanie Poissona Boltzmanna (PB) lub uogélniony model Borna
(ang. Generalized Born, GB) oraz empiryczny czlon zalezny od powierzchni dostepnej rozpuszczalnikowi (ang. Solvent
Accessible Area, SA).
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Rysunek 3.15: Populacje rotameréw Arg202 wzdluz trajektorii mutantéw oraz w bazie Dyname-
onics. Dla czytelnosci symbole rotameréw zapisano za pomoca cyfr: g+ — 0,4 — 1, g— — 2, np.
g—,g+,9—,t — 2021.
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Pearsona (pp) i Spearmana (ps)'*, dla zestawu optymalnych rotameréw (w ktérym pominieto od-
dzialywania pomiedzy aminokwasami) pp = 0.79 i ps = 0.70, natomiast uwzglednienie oddziatywan
pomiedzy aminokwasami prowadzi do wartosci, odpowiednio, 0.83 i 0.80 (w przypadku modelu GB
nawet do 0.89 i 0.93)°. Jak widaé¢ na Rysunku 3.17, dotyczy to szczegdlnie najaktywniejszych z ana-
lizowanych enzyméw (w ktérych natadowanych aminokwaséw bylo najwiecej). Dodaé takze mozna, ze
bariera ,zerowego DTSS” (punkt przeciecia z osia OY na Rysunkach 3.13 i 3.17) zgadza sie w obu
przypadkach z ,bariera wtasna” ok. 20.6 kcal/mol'®. Warto tez poréwnaé wartoéci DTSS z energiami
stabilizacji stanu przejsciowego (TSS), na ktérych sg oparte konwencjonalne modele analizy aktywnosci
katalitycznej (Rysunek 3.16); TSS wykazuje antykorelacje z eksperymentem: bardziej aktywny mutant
w mniejszym stopniu stabilizuje stan przejéciowy. Jest to w zgodzie z ostatnia obserwacja zespotu War-
shela [100], wedlug ktérej ewolucyjna $ciezka w tej rodzinie eliminaz Kempa wiedzie droga rosnacej
destabilizacji substratu (GSD), w przeciwiefistwie do rodziny HG3, w ktérej kolejne mutanty wyka-
zuja wieksza stabilizacje T'S. Konieczno$é uwzglednienia korelacji pomiedzy resztami zgadza sie takze
7z ostatnia praca zespolu Teresy Head-Gordon [98], aczkolwiek wydaje sie, ze przedstawiona analiza
konfiguracji aminokwasowych jest bardziej przejrzysta; trzeba takze zaznaczyé, ze obecne rozwazania
maja charakter .entalpowy” w tym sensie, ze entropia zwiazana z dystrybucja poszczegdlnych struktur

w zespole termodynamicznym nie jest analizowana'”.
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Rysunek 3.16: Poréwnanie DTSS i TSS. a) MMPBSA, b) Konfiguracje rotameréw znalezione w proce-
durze skanowania bazy rotameréw z uwzglednieniem oddzialywania pomiedzy resztami (model adun-
kowy).

Przewidywanie wplywu mutacji na aktywno$é katalityczna

Bazujac na prezentowanych w tej pracy wynikach, zarys algorytmu znajdowania nowych mutacji,
majacych poprawi¢ aktywnos¢ katalityczna, mozna przedstawi¢ w sposdb nastepujacy.

1. Okredl miejsca w sekwencji, w ktérych potencjalnie mozna wprowadzi¢ natadowany aminokwas

14 Tzw. wspbtczynnik korelacji rangowej; mozna go uznaé za miare monotonicznej zaleznosci pomiedzy zmiennymi
(wsp6tczynnik Pearsona okresla zaleznosé liniowa).

15 W sensie statystycznym odpowiada to w przyblizeniu przejéciu z poziomu istotnoéci 20 na 3o.
16 Jest to réznica energii elektronowych TS i substratu; energie punktu zerowego pominieto.

17 Podjeto prébe rozszerzenia DTSS w kierunku opisu energii swobodnej (vide Suplement, sekcja S.4, lecz nie uzyskano
wynikéw mogacych zostaé zastosowanymi do prezentowanej analizy mutantéw).
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Rysunek 3.17: Poréwnanie DTSS(CAMM) i DTSS(GB) z eksperymentalnymi barierami aktywacji.
Zestawy rotameréw wyznaczone byly z uwzglednieniem oddzialywania pomiedzy aminokwasami (Int).

o korzystnym DTSS. W tym celu np. wybierz te reszty, dla ktérych wartos¢ pola katalitycznego
Ag na atomie wegla Cg ma modul wigkszy od 1 kcal/(mol-e).

2. Pomin te pozycje, ktére moga zawieraé reszty istotne z innego powodu (np. uczestniczace w ja-
kim$ waznym elemencie strukturalnym bialtka).

3. Przesledz wklady DTSS(CAMM) rotameréw aminokwaséw o tadunku zgodnym z Ag; eliminuj
te rotamery, ktére wchodza w konflikty steryczne z otoczeniem.

4. Majac zestaw potencjalnych kandydatéw, przesledz ich wzajemne oddzialywania.

Jedli chodzi o ostatni punkt, pozostaje kwestia do rozwazenia w pézniejszych badaniach, jak uwzgledni¢
potencjalne mutacje niezgodne z Ag, ale korzystne ze wzgledu na oddzialtywania z innymi resztami, na
podobienstwo omoéwionego w poprzedniej sekcji przykladu Asp224. By¢ moze nalezaloby dodatkowo
rozwazy¢ miejsca w sekwencji w otoczeniu aminokwasu o najsilniejszym wktadzie DTSS. Inng kwestia,
ktéra mozna podjaé¢ w dalszych dociekaniach, jest wybér efektywnych stalych dielektrycznych €;; po-
miedzy réznymi miejscami biatka. Na przyktadzie KEO7, wytypowano w ten sposéb pozycje o numerach
171 (znak pola sugerujacy aminokwas naladowany dodatnio) i 99 (znak pola sugerujacy aminokwas
natadowany ujemnie), w ktérych jak dotad nikt nie umiescil reszt zgodnych z Ag; na tym etapie
pominieto pozycje, w ktérych wystepowaly reszty hydrofobowe (mogace by¢ istotne dla poprawnego
faldowania biatka) jak réwniez te, ktére lezaly w bezposrednim sasiedztwie juz zoptymalizowanych
reszt. Rotamery o najmniejszych i najwiekszych wktadach, przedstawia Tabela 3.2.2.

Ze wzgledu na potozenie, reszty Arg lub Lys w pozycji 171 majg podobny charakter oddziatywania
do Arg202 (w rzeczy samej leza “po drugiej stronie” centrum aktywnego). Przewiduje sie jednak, ze
mutant zawierajacy dodatni aminokwas w obu pozycjach 202 i 171 bedzie mial mniejsza aktywnoscé
niz suma efektéw kazdej z tych mutacji z osobna, gdyz wzajemnie odpychanie reszt nie pozwoli im
rownoczednie przyjac optymalnej konformacji. Znacznie bardziej obiecujaca jest proponowana mutacja
Lys99Glu; poniewaz jednak reszta ta uczestniczy w jednym z dwéch sasiednich mostkow solnych,
nalezaloby ,obr6cié” caly ten uklad (poprzez mutacje Lys99Glu/ArgbGlu/Glud6Lys/Glul67Arg).

Przedstawiony schemat podobny jest do proponowanego przez zesp6t Warshela w pracy [93]; istnie-
je jednak kilka zasadniczych réznic. Po pierwsze, w prezentowanej pracy zastosowane jest rozwiniecie
multipolowe, natomiast tadunki atomowe traktowane sa jedynie jako jego przyblizenie; po drugie, pre-
zentowane podejscie oddolne daje szczegdltowy wglad w przestrzen fazowa ukladu bez konieczno$ci
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Tabela 3.8: Mutacje mogace prawdopodobnie zwigkszy¢ aktywno$é P7 wedle modelu DTSS(CAMM).

Aminokwas | najnizszy DTSS kcal/mol | najwyzszy DTSS kcal/mol
Arg 171 -9.62 -1.20
t,t,t,t g+,8+,t,t

Lys 171 -6.53 -1.40
t,t,t,t gt,g+,t,t

Asp 99 -4.20 -2.54
t7g+ g-,8-

Glu 99 -5.41 -2.30
t.8-8 ggt.e+

prowadzenia dtugich symulacji, wlaczajac wzajemne oddziatywanie reszt, podczas gdy autorzy wspo-
mnianej pracy kandydatéw wyselekcjonowanych na zasadzie podobnej do Ag poddaja symulacjom
EVB. W tym drugim przypadku zaznaczy¢ nalezy, ze analiza mozliwych konfiguracji rotameréow za-
prezentowana w sekcji 3.2.2 dostarczyla wyjasnienia takze mutacji niezgodnych z samym tylko polem
katalitycznym. Warto takze zwréci¢ uwage, ze, zgodnie z [93], przeprowadzane na jednym rdzeniu CPU
symulacje EVB dla jednego enzymu zajmuja ok. 17 godzin; dla kontrastu, analiza konfiguracji rota-
meréw przedstawiona w poprzednich akapitach zajela w najbardziej wymagajacym przypadku (Pg,
w ktérym trzeba bylo przeanalizowaé ok. 21 milionéw kombinacji) ok. 1 godziny przy prowadzeniu
obliczen jednowatkowych'®.

‘Whniosek 5

Sledzenie wkladu DTSS aminokwaséw wraz z analizq dostepnych dla nich konfiguracji (rotamerdw)
pozwala na uzyskanie szczegolowego wylgdu w ich znaczenie z punktu widzenia katalizy. Wyjasnienie
znaczenia niektorych mutacyi wymaga jednakze vwzglednienia wzajemnych oddzialywan pomiedzy nimi,
co rowniez jest mozliwe w obrebie elektrostatycznego opisu oddzialywan. Tego rodzaju ,skan” stanowi
atrakeyjng metode posredniqg miedzy wyborem reszt zgodnych z Ag, a symulacjami (EVB, obliczenia
QM/MM polgczone z MD) powszechnie proponowanymi jako dalszy etap weryfikacji, umozliwiajgc
jeszcze wieksze zawezenie obszaru poszukiwan w relatywnie krotkim czasie.

18 Wykorzystano tutaj model tadunkowy; praktycznie tym samym kosztem obliczeniowym dla aminokwaséw natadowa-
nych mozna zastosowaé¢ multipolows reprezentacje Ag w polaczeniu z opisem aminokwasu za pomoca jego tadunku
formalnego, vide sekcja 3.1.2.
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Podsumowanie

Przedmiotem niniejszej pracy sa trzy zagadnienia zwiazane z zastosowaniem koncepcji réznicowej
stabilizacji stanu przejSciowego (DTSS) oraz pdl katalitycznych do projektowania biokatalizatoréw.
Przede wszystkim zbadano granice stosowalno$ci réznych przyblizen oraz przeanalizowano za pomoca
tych technik szereg zmutowanych wersji jednego enzymu, co pozwolilo sprawdzi¢ zdolno$é metody do
okreslania wplywu mutacji na aktywnosc¢ katalityczna. Istotna cechg metodologii jest jej zakorzenienie
w pierwszych zasadach (ab initio), do ktoérych zgodnie ze strategia oddolng (ang. bottomn-up) suk-
cesywnie dobudowuje si¢ kolejne elementy, przyjmujac mozliwie najmniejsza liczbe zalozen. Wyniki
prezentowanych dociekan pokazuja, ze sukcesywna, racjonalna analiza kolejnych czynnikéw stanowi
konkurencyjne podejécie wobec powszechnie stosowanych metod odgérnych (ang. top-down), byé moze
nawet stanowi sposéb, by przeciaé¢ gordyjski wezel przyblizen stosowanych m.in. w metodach QM/MM
(np. ONIOM, EVB), wykorzystujacych pola sitowe.

e Atomowe rozwiniecie multipolowe stanowi uniwersalniejszy model opisu oddzialy-
wan elektrostatycznych. Niemniej jednak, w ukladach naladowanych elektrycznie
potencjal elektrostatyczny jest zdominowany przez czlon R™!, przez co mozna opi-
sa¢ Ag z dobrg dokladno$cig za pomoca tadunkéw Merza-Kollmana lub podobnych.
Woéwezas takze anizotropowos$é ladunku otoczenia (katalizatora) wydaje sie byé¢ drugorzednym
czynnikiem (sekcja 3.1.1). Natomiast moze by¢ ona istotna w przypadku opisu stanéw przejscio-
wych, w ktérycy atomy uczestniczace w tworzeniu lub rozrywaniu nowych wigzan chemicznych
wykazuja duze odstepstwa od izotropowosci. Wydaje si¢, ze w ukladach natadowanych mozna z
wystarczajaca dokladnoscig opisaé¢ pole katalityczne Ag za pomoca tadunkéw atomowych, tym
samym zmniejszajac koszt obliczeniowy; jednakze nawet woéwczas moze si¢ to wiazaé¢ z pewnym
bledem (sekcje 3.2.2 i Rysunek S.10).

e Odpowiedzia na opisany wyzej problem moze by¢ obserwacja z sekeji 3.1.2 (vide Rysunek S.9
w Suplemencie). Reprezentacja aminokwaséw naladowanych (dajacych najsilniejszy
wklad do elektrostatycznej czesci DTSS) za pomoca ich ladunku formalnego umiesz-
czonego w miejscu grupy funkcyjnej, w polgczeniu z Ag uzyskanym za pomocg mul-
tipoli atomowych, daje wynik bliski wartosci AES?;. Potrzebny czas obliczeniowy (wy-

znaczony na przykladzie dwoch reszt liczacych ok. 20 atoméw i rozwiniecia CAMM do cztonu

R~° wlacznie) jest wowcezas zblizony do modelu opartego na tadunkach atomowych.

Zastosowanie DTSS do projektowania enzyméw wiaze sie z takimi problemami jak wplyw struktury
na wynik przewidywan czy kwestia traktowania reakcji wieloetapowych. Réwnoczesnie wazna jest
kwestia, czy elektrostatyczny wklad do energii DTSS rzeczywiscie pozwala okresli¢ zmiane bariery
aktywacji wskutek mutacji.

e W przypadku izomerazy ketosteroidowej (KSI), katalizujacej reakcje polegajaca na dwdch ko-
lejnych transferach protonu, wprowadzono model réznicowej stabilizacji intermediatu (DISS;
sekcja 3.2.1). Pokazano, ze daje on wyniki ré6wnowazne DTSS oraz poprawnie opisu-
je wplyw analizowanych mutacji na aktywnos$é¢ katalityczng. Poprzez dekompozycje
energii oddzialywan w ramach obliczen SAPT zweryfikowano elektrostatyczny charakter
DISS w calym szeregu mutantéw. Analiza skladowej elektrostatycznej pozwala na ilosciowe

o7
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okreslenie wplywu mutacji na aktywnos¢ katalityczna, takze mutantéw nieujetych we wstepnych
obliczeniach (Y55F i Y30F).

Na tym przykladzie poréwnano ze soba dwa zestawy struktur mutantéw: wygenerowanych meto-
da najmniejszego zaburzenia i uzyskanych poprzez klasteryzacje trajektorii z symulacji dynamiki
molekularnej. Reprezentacja czlonu elektrostatycznego za pomoca multipoli CAMM
okazala sie mniej podatna na zaburzenia strukturalne w stosunku do innych metod;
w poréwnaniu z ich kosztem obliczeniowym i doktadnoscig uzyskiwanych wynikéw jest konkuren-
cyjna. Wyniki DISS(CAMM) wykazaly zgodnosé bliska ilo$ciowe] z eksperymentem, byly takze
lepsze od modelu opartego na tadunkach atomowych.

Najwazniejszym celem prowadzonych badan jest opracowanie metody pozwalajacej okresli¢ zna-

czenie mutacji wprowadzonych do teozyméw droga eksperymentéw kierunkowanej ewolucji (LDE);
roéwnocze$nie wazne jest, by zwiazany z nig koszt obliczeniowy byl relatywnie niski, by mozna byto ja
efektywnie zastosowaé do komputerowego projektowania enzyméw.

e Na przyktadzie mutantéw teozymu KEO7 (sekcja 3.2.2), przetestowano biblioteke CAMM dla

rotameréw aminokwaséw biatkowych. Jest ona niezbednym elementem, jezeli zastosowanie ato-
mowych momentéw multipolowych ma by¢ optacalne. Prze$ledzenie mozliwych konformacji
reszt wprowadzanych w eksperymentach LDE wskazalo cztery aminokwasy charak-
teryzujace sie duzym, stabilizujacym wkladem DTSS: Arg202, Asp7, Lys146 i Lys19.
Trzy z nich znajduja si¢ w najbardziej aktywnym enzymie z tej rodziny.

Wyjaénienie stwierdzonego eksperymentalnie destabilizujgcego wplywu Lysl19 wy-
maga uwzglednienia oddzialywan pomiedzy resztami aminokwasowymi. Przesledzenie
mozliwych kombinacji rotameréw aminokwasow z réznych pozycji z uwzglednieniem ich wza-
jemnego oddzialywania pokazalo, ze obecno$é¢ tej reszty utrudnia optymalng orienta-
cje Arg202, majacej najsilniejszy wplyw katalityczny. W podobny sposéb stwierdzono,
ze rola reszty Asp224, majacej destabilizujacy wklad DTSS, polega na ulatwieniu
optymalnej orientacji Arg202.

Prezentowany skan mozliwych konfiguracji rotameréw aminokwaséw wraz z analizg ich oddziaty-
wan pomiedzy soba i z reagentami daje szczegélowy wglad w charakterystyke przestrzeni fazowej
uktadu, réwnoczesnie wykazujgc znacznie mniejszy koszt obliczeniowy w poréwnaniu
z konwencjonalnymi symulacjami (EVB, obliczenia QM/MM polaczone z MD) propono-
wanymi jako narzedzie sthuzace weryfikacji proponowanych mutantéw. Dla przykladu, zgodnie
z [93], symulacje EVB jednego enzymu na pojedynczym rdzeniu trwaja ok. 17 go-
dzin, podczas gdy w tych samych warunkach proponowany skan konfiguracji rotameréw,
w najgorszym analizowanym przypadku (ok. 21 milionéw kombinacji), trwal w podobnych wa-
runkach (podobny procesor, obliczenia jednowatkowe) ok. 1 godziny.

Zaprezentowane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze prezentowana metoda moze zostaé¢ zastosowana przy

interpretacji mutacji oraz ich przewidywaniu. Zaproponowana analiza konfiguracji rotameréw stanowi
pomost pomiedzy prostym przewidywaniem w oparciu o pole katalityczne a przeprowadzaniem dtugich
symulacji, co z moze pozwoli¢ na szybsze racjonalne przeszukiwanie zbioru potencjalnych mutacji.
Podsumowujac, w skroconej formie mozna najwazniejsze wnioski z prezentowanej pracy sformutowaé
nastepujaco.

1. Technika pél katalitycznych reprezentujaca alternatywne, catkowicie nieempiryczne podejscie od-

dolne (ang. bottom-up) moze stanowié¢ narzedzie do teoretycznego projektowania biokatalizato-
row, analizy przestrzeni konformacyjnej oraz nieaddytywnych efektow zwiazanych z wielokrot-
nymi mutacjami.

. Metoda réznicowej stabilizacji stanu przejSciowego (DTSS) stanowiaca uogélnienie metody sta-

bilizacji stanu przejéciowego (TSS) oraz destabilizacji substratéw (GSD) umozliwila jakosciows
interpretacje roli mutacji w drugiej strefie koordynacyjnej eliminazy Kempa KEOQ7.

. Zastosowanie biblioteki atomowych momentéw multipolowych dla rotameréw aminokwaséw po-

zwala na modelowanie niskim kosztem obliczeniowym efektow wymienionych w punkcie 1.
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S.1 Przeglad pojeé¢ zwigzanych z rozwinieciem multipolowym

Obliczenie potencjalu elektrostatycznego czy energii oddzialywania za pomoca rozwiniecia multipo-
lowego sprowadza sie do sumowania w ogdlnym przypadku nieskonczonego szeregu. Poniewaz w prak-
tyce stosuje sie sumy skoficzone, zdefiniowaé nalezy sposéb sumowania oraz rzqgd rozwiniecial. Niech
14 (Ip) oznacza rzad momentu multipolowego w A (B), tj. sume wykladnikéw przy z, y i z w réwnaniu
2.35 (strona 31); liczba ta jest zwiazana z liczba tadunkéw o takim samym module, za pomoca kté-
rych mozna przedstawi¢ dany multipol oraz z zaleznoscia potencjalu danego multipola od odleglosci R
(Tabela S.1). Energia oddzialywania dwéch multipoli o rzedach 4 i lp zmienia sie wraz z odleglodcia
jak R—(eth+1l) Wowezas rozwazang sume mozna przedstawié¢ na dwa sposoby: jako sume po mo-

Tabela S.1: Rzedy kilku najnizszych multipoli.

Liczba réwnorzednych Zaleznos¢ potencjatu

Rzad [ Nazwa  ladunkéw 5lunktowych od odleglosci ~ R~
0 monopol 1 R~1
1 dipol 2 R™?
2 kwadrupol 4 R™3
3 oktupol 8 R
4  heksadekapol 16 R5

mentach lub po eksponentach (wykladnikach). W pierwszym rzqd L oznacza najwyzszy uwzgledniony
multipol, za§ w sumie zatrzymuje sie wszystkie czlony zawierajace multipole mniejsze lub réwne od
niego (I < L); w drugim przypadku rzad dotyczy najwiekszej sumy rzedéw multipoli L =14 + g wy-
stepujacych w jednym czlonie, zwiazanych z najwiekszym uwzglednionym wyktadnikiem R—(a+is+1)
(Rysunek S.1).

Drugi sposéb sumowania, w przeciwienstwie do pierwszego, daje wynik niezalezny od wyboru ukta-
du wspotrzednych. Jest to, zgodnie z réwnaniem S.1, sposéb sumowania rozwiniecia CAMM.

k<L o o k
EESh = D030 303 Ml [k ket k) [, | M) (S.1)
acAbeB k. ky
ka+kpy<L

S.2 SAPT- komentarze szczegbélowe

S.2.1 Delty Murrella i Landshoffa

W praktycznych zastosowaniach, gdy nie mamy do dyspozycji idealnej funkcji falowej czasteczek,
energia Heitlera-Londona EEF nie jest réwna pierwszej poprawce SAPT EM . Oznaczmy tylda przy-
blizone funkcje falowe zp/;A’O i JB,O oraz energie ng i EW. Wéwezas zachodzi relacja (S.2), gdzie Ay
i Az to odpowiednio delty Murrella i Landshoffa [158,159].

Eﬁl{“ =E® + Ay + AL (82)

1 W przypadku atomowego rozwiniecia multipolowego, centra oznaczaja oddziatujace ze sobg atomy; jezeli rozwiniecie
jest molekularne, sg to centra (np. $rodki masy) molekul.

59
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la

0 1 2 3
L= 0 Rl p2|R3| R4
L=2 — 1 R?2|R3|R* R
L=3 lp
L = o 2 R3|R*%* R53°|RS
L=5 —
L=6 — 3 R* R°|RS RTT

] [ \

Rysunek S.1: Schemat przedstawiajacy sumowanie po wykladniku. Kolumny (wiersze) odpowiadaja
momentom centrum A (B), w komdrkach wpisano potege odleglosci R odpowiadajaca odpowiedniemu
czlonowi; dla rozwiniecia rzedu L do sumy wchodza cztony powyzej linii oznaczonej odpowiednim
kolorem.

Wielkoéci te mozna zdefiniowa¢ poprzez operatory Focka Fai operatory potencjatu fluktuacyjnego Wa
monomeréw A i B, przyjmujac za 1 przyblizone rozwigzania réwnania Hartree-Focka. Przyjmujac
oznaczenia (S.3)-(S.7), wktady pochodzace od monomeréw A%, i A%, (i analogiczne wielkosci dla
drugiej czasteczki) mozna wyrazié¢ poprzez (S.8) i (S.9).

Ay =AY+ A (S.3)
Ap = A7 +AF (S.4)
o) = JA,O'(ZB,O (S.5)
(Fa) = <{/;A,O ‘ Fy "[/;A,O> (S.6)
(Wa) = <7ZA 0 ‘{PVA o> (S.7)
N <¢(o) ‘ A (FA - FA>) ‘ ¢(o>> .
L (0 4]e0) |
At <g(o> ‘ A (WA - (WA>) ‘ o>> <o)

o Ty

Wykazano [160, 161], ze delta Landshoffa jest réwna zero dla dokladnych rozwiazan HF (w tzw.

granicy Hartree-Focka lub w bazie zupelnej) oraz w bazie dimeru, natomiast delta Murrella jest rzedu
O(S%) [161]. Tak wigc ES%) w rachunku HVPT, zdefiniowana jako réimica EHL E(l) liczona w ba-
zie dimeru, ré7ni sie od ESY o Ay (S.10). Jezeli obliczenia Eéio)(SAPT) bylyby przeprowadzane
w bazie monomeréow, skutkowatoby to réznica wzgledem Egz )(H VPT) o Ay ijeszcze jedna poprawke
wyrazajaca réznice energii elektrostatycznych w bazie dimeru i monomerow.

EMHVPT) = EXY(SAPT) + Ay, (S.10)

S.2.2 Pierwsza poprawka SAPT w bazach MO i AO

Dla celéw dydaktycznych warto rozpisa¢ wyrazenia na Eéll) i Egﬁ) (réwnania S.11 i S.12, wspo-

mniane w sekcji 2.2.2) na orbitale molekularne (ang. Molecular Orbitals, MO) czasteczek A i B.
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o {orual oo (el o) oy
- 1+ <¢A,0¢B,O ‘ p4aB ‘1/)A,O¢B,O> + O(5%) '
El) = <¢A,0¢B,0 pAB "‘/’A,O¢B,O>
- <¢A,01/JB,0 ‘ 1% ‘ ¢A,o¢B¢o> <1/JA,01/)B,0 pAB ‘¢A,O¢B,o> +0(8Y (S.12)

Niech funkcja stanu podstawowego () Jana bedzie iloczynem wyznacznikéw Slatera molekul A
0 ©
B (S.13); oznaczmy przez i,i spinorbitale molekularne A, oraz przez j,j spinorbitale molekularne B
(rownoczesnle litery bez nadkreslen i, j, k, | oznaczaja odpowiednie orbitale molekularne).

S R ETTY I PO P (S.13)

Wprowadzmy nastepujace oznaczenia dla calek nakladania (S.14), calek dwuelektronowych (S.15)
i jednoelektronowych calek oddzialywania z potencjalem jader atomowych (S.16).

(i 17) = W)l (1)) (S.14)
(ijlkl) = (i(1)7(1)]r [k(2)U(2)) (5.15)
Vaij = (i) = Zargy' 15(1)) (5.16)

Wowczas E(lo) i ESY dane sg, odpowiednio, réwnaniami (S.17) i (S.18).

occ occ occ occ

Eéll) = 422 (ii ] j7) +22 Z Vb, +22 ZVa,jj
icAjEB i€ A binB a€AjEB
+3°N " Z. 2Ry (S.17)
a€AbeEB
<1>—{—2§§[zm (22 1) — G147
i€A jEB i'€A
+2 3 (i 133) = (63153 + D Vaus + Y Veas) i
j'eB acA beB
+(<i”jj>_22 ("' 3j) —QZ (ii]5'5' Z a,jj
€A j'eB acA

—1

occ occ
a2 a2
-Sua) e (12550 819)
beB i€AjJjEB

Poniewaz wiodace w obu réwnaniach sa wklady dwuelektronowe, koszt obliczeniowy wyznaczenia obu

czlonéw skaluje si¢ z rozmiarem bazy funkcyjnej N jak O(N*). Aby to lepiej unaocznié, przydatne
bedzie rozpisanie czlonu elektrostatycznego w bazie orbitali atomowych (ang. Atomic Orbitals, AO).

S.2.3 Calka elektrostatyczna w bazie AO

Niech {¢r} stanowi baze czasteczki A, a {¢;} baze czasteczki B; wowczas |i) = >, cik|on) =
YorCiklk) 117) = D2, caldn) = Y-, call), gdzie wspolezynnik c¢;;, oznacza udzial orbitalu atomowego k&
w rozwinieciu orbitalu molekularnego i. Skorzystajmy takze z definicji macierzy gestosci (réwnania
S.19 i S.20), bedacej obok funkcji falowej jednym z wynikéw metody SCF.

occ

Pl =2 e (S.19)
€A
P =2 cher (S.20)

jEB
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Woweczas calki jedno- i dwuelektronowe w réwnaniu (S.17) zapisaé za pomoca (S.21)-(S.24).

Va,jj <J ‘ -2 rgll‘j >

= Z Zcﬂcﬂl’ — Zar ‘l ) (S.21)

ll’GB
22> Vayi = QZZZZ%W = Zargd V(1)
acAjEB a€A jEB
ll’GB

= chﬂcﬂ' 2 Z e <l(1) — Z Zaritt ’(1)>

ll’eB jeEB acA

—Zz%me% (5.22)
l l’GB
(i 43) =D > epei (| ll)
ll,l’eg

=2 DD cicwcicu (KK |I') (S.23)
k Kk’ 4

kk'€A LI'EB

occ occ occ occ
422 (11 77) —4ZZZZZZCI,€CWCJZCW (kK" |11
i€AjEB i€AjeB k kK

kk’eA ll/EB

- Z Z Z Z <2 Z Czkczk’> 2 Z C;lel/ <kk/ ‘ ll/>

€A JEB
k k’GA l l/GB

=SSNSO P PE (kK ) (S.24)

kk'€A LI'eB
. . 1 . ., .
Pozwala to ostatecznie wyrazié Eél) za pomoca (S.25). Jak mozna zauwazyé, baza rozmiaru N na

kazdej z molekut skutkuje koniecznoscia wyznaczenia N4 calek dwuelektronowych i 2N? catek jedno-
elektronowych, co jest powodem skalowalnosci rzedu O(N?).

ZZZZPWPHI (kK" |U') +ZZP1W VB ki

kk’eA ll/eB kk’eA
+ Z Z PRV +3>" ZaZyRy, (5.25)
acAbeB
ll’EB

S.3 Dynamiczne pole katalityczne

Oprécz wiodacej interpretacji [122], Ay mozna zinterpretowaé na dwa inne sposoby.

Optymalizacja geometrii. Jako gradient —Ag, mozna je wykorzystaé w optymalizacji geometrii
katalizatora pod katem jego jak najlepszego dostosowania do pola katalitycznego, wzglednie
optymalnej reorientacji reagentéw wzgledem nieruchomego katalizatora (tzw. wewnetrzne pole
katalityczne) [162].

Katalityczne dipole. Podczas, gdy —Ag zawiera informacje o optymalnym rozkladzie tadunku ide-
alnego katalizatora, Ay oznacza to samo dla polozenia katalitycznych dipoli.
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Dowéd drugiej interpretacji jest do$¢ prosty. Przyjmujac zbiér dipoli elektrycznych otoczenia {ji;}.,
w miejsce ladunkéw {¢;}., ., energia ich oddzialywania z substratem(stanem przej$ciowym) dana jest
réwnaniem (S.26), co daje wyrazenie na energie DTSS (S.27).

IE(TS) ~ = Z i - ﬁTS(ﬁ) (8'26)
B, (TS) = E,(S)~ = jii - (Fry — F) () = = > fi; - Aa(7) (S.27)
1€Eenv i1€Eenv

Energia (5.27) ma warto$¢ najmniejsza (optymalna), kiedy dipole [i; znajduja sie w miejscach
o mozliwie duzym module dynamicznego pola katalitycznego |5d(17’i)|, a ich kierunki sg z tym polem
zgodne (oczywiscie, mozliwie duza warto$¢ modulu |f;| tez jest z tej perspektywy pozadana).

Takie zastosowanie &d moze by¢ przydatne, kiedy rozwazane sa reszty aminokwasowe obojetne
elektrycznie; wéwczas &d moze wskazaé¢ optymalne rozmieszczenie wiazan wodorowych (vide sekcja
S.3.1), ktére wystepuja np. w tzw. dziurach oksyanionowych stabilizujacych produkty przej$ciowe re-
akcji (jak we wspomnianej we Wstepie KSI). Biorac pod uwage, ze pole katalityczne ma charakter co
najmniej dipolowy (ze wzgledu na zasade zachowania tadunku), energia DTSS pochodzaca z takich
oddzialywan zalezy od odlegloéci R jak R~3 (dla poréwnania, wktad katalityczny reszt obdarzonych
ladunkiem zmienia si¢ jak R~2); w obliczu szczegdlnego zainteresowania ,,druga sfera koordynacyjna”
(vide sekcja 1.3.3), a takze faktu, ze dowolny multipol mozna wyreprezentowaé¢ odpowiednim ukladem
tadunkéw, interpretacja ta traci na znaczeniu, gdyz wktady pochodzace od odlegltych dipoli przyémie-
wane sa przez te od reszt obdarzonych tadunkiem.

S.3.1 Testy

Préba wskazania optymalnej katalitycznie konformacji za pomoca ﬁd.

Jak wspomniano w Rozdziale 1, przy opisie zjawisk zwiazanych z kataliza enzymatyczna istotna
jest takze informacja o lokalnym wycinku przestrzeni fazowej ukladu (dostepnych termicznie kon-
formacjach), co pozwala na okreslenie energii swobodnej aktywacji. Aby zbadaé z tej perspektywy
koncepcje DTSS i pdl katalitycznych, skorzystano ze struktur mutazy choryzmianowej udostepnionych
w ramach wspélpracy z grupa prof. Mulhollanda z Uniwersytetu w Bristolu [37]. Schemat katalizo-
wanej reakcji przedstawia Rysunek S.2. Analizie poddano 16 $ciezek reakcji wyznaczonych za pomoca
obliczen QM/MM dla 16 klatek pochodzacych z symulacji dynamiki molekularnej [163]. Dodatkowo
przeanalizowano takze 24 $ciezki uzyskane analogicznie dla reakcji w roztworze wodnym.

Ol
I
Ol
I

Rysunek S.2: Schemat reakcji przegrupowania choryzmianu do prefenianu, katalizowanej przez mutaze
choryzmianowa.

W pierwszej kolejnosci poszukiwano odpowiedzi na nastepujace pytanie: czy konformacja o opty-
malnym DTSS odpowiada konformacji o najnizszej energii aktywacji reakcji? Czy Ay moze wskazad
taki ruch reszt aminokwasowych, jaki ku niej wiedzie? Niestety, nie udalo sie znalez¢ takiej zgodnosci.
Przyczyne takiego stanu rzeczy najtatwiej zilustrowad, analizujac korelacje pomiedzy DTSS a bariera
aktywacji. Trzeba jednakze zaznaczyé, ze w pracy [163] energie DTSS wyliczano dokladnie jako réznice
barier aktywacji w prozni i enzymie Bg — By, tym samym wielkos¢ ta uwzgledniala energie wewnetrz-
ng samego biatka; aby uniknaé¢ nieporozumieni, w dalszym tekécie wielko$é ta (réznica barier) bedzie
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okreslana jako AB, natomiast termin DTSS zarezerwowany zostanie dla réznicy energii oddzialywan,
bedacej przyblizeniem AB na podstawie rownania 2.1 z Rozdzialu 2. Dodatkowo, poréwnujac tak
zdefiniowane energie DTSS z barierami aktywacji, tacznie potraktowano reakcje zachodzaca roztworze
wodnym i w enzymie. Uwzglednienie obu tych czynnikéw — zawarcia w zbiorze porownywanych danych
obu reakcji oraz dodania do energii oddzialywania energii wewnetrznej enzymu w réznych konforma-
cjach — pozwolilo autorom uzyskaé¢ wysoka korelacje pomiedzy AB a bariera aktywacji (wspolczynnik
korelacji Pearsona réwny 0.96 [163]). Ograniczenie zestawu danych do reakcji przebiegajacej w enzy-
mie skutkuje obnizeniem wspoétczynnika korelacji do 0.84, natomiast pominiecie zmian energetycznych
wynikajacych z deformacji enzymu prowadzi do wspdlczynnika korelacji 0.74. Obrazowo przedsta-
wione jest to na Rysunku S.3. Wynika stad, ze decydujacy wktad do AB pochodzi od oddzialywania

5 .
ol i
2 5| |
%
o)
A_‘é
w)
L -10} o o 1
[}
CM: EDTSS‘ pp:0.74
—15r o CM: Eprss+AE.,. pp=0.81 |]
e woda: AB pp=0.84
e woda i CM: AB pp=0.94
_20 L L L L L L L
6 8 10 12 14 16 18 20 22

Energia aktywacji [kcal/mol]

Rysunek S.3: Zalezno$¢ pomiedzy DTSS a bariera aktywacji w mutazie choryzmianowej dla réznych
zestawow danych.
CM- DTSS(CAMM) w mutazie choryzmianowej, CM (z MM)- DTSS(CAMM) plus energia wewnetrzna enzymu AFE., . (z

Mechaniki Molekularnej), woda— DTSS(CAMM) dla $ciezek w roztworze wodnym, woda + CM— prosta najlepszego dopasowania
dla zestawu zawierajacego tacznie woda i CM (z MM).

ze $rodowiskiem biatkowym. Drugorzednym, chociaz istotnym czynnikiem jest zmiana energii same-
go enzymu AFE,,, (réwnanie 2.1 w Rozdziale 2). Zauwazy¢ tutaj mozna, ze konformacja o bardziej
ujemnym DTSS ma z requly wyzszy wkiad AFE.,.; wielkosci te sa silnie skorelowane: ich wspoélczynnik
korelacji wynosi -0.892. Wyniki te sugeruja, ze — pomimo obiecujacych rezultatéw poprzednich analiz
tego rodzaju [106] —wykorzystanie samego pola katalitycznego do okreglenia optymalnych deformacji
termicznych enzymu moze byé niewystarczajace.

Katalityczne dipole

Préby zastosowania drugiej interpretacji (&d jako predyktor polozenia momentéw dipolowych
o znaczeniu katalitycznym, np. wiazan wodorowych) przyniosty nieco lepsze rezultaty. Pierwszym jest
zgodnosé dynamicznego pola katalitycznego w PKA z orientacja wiazania wodorowego Gly55, ami-
nokwasu majacego najbardziej stabilizujacy wklad DTSS sposrdd reszt obojetnych elektrycznie (vide
Rys. S.4) — wektor &d w miejscu atomu wodoru jej grupy aminowej mial stosunkowo duza wartosé;
niestety, w przypadku pozostalych, nawet wykazujacych stabilizujacy DTSS, nie udato sie znalezé po-
dobnej korelacji, o klarownej interpretacji. Wynika¢ to moze zaréwno z nieoptymalnej orientacji donora
wiazania wodorowego, jak i z arbitralnosci definicji momentu dipolowego grupy funkcyjnej (szczegélnie
w przypadku reszt takich jak np. asparagina).

2 Podobne powiazania pomigdzy DTSS a Bg i AEen, a Bg sa rzedu 0.40-0.5.
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Drugim przykladem jest centrum aktywne KSI (sekcja 3.2.1), gdzie wyjatkowo duze wektory ﬁd
pozostaja w zgodnosci z orientacja wiazan wodorowych dziury oksyanionowej (reszty Tyrl4 i Asp99),
ktére maja duze znaczenie katalityczne w tym enzymie (Rysunek S.5).

Gly 55

Rysunek S.4: Wektor dynamicznego pola katalitycznego w PKA oraz orientacja Gly55.

Hh

Rysunek S.5: Wektor dynamicznego pola katalitycznego w KSI oraz orientacje Tyrl4 i Asp99.
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S.4 Powigzanie z metoda zaburzenia energii swobodnej (FEP)

Wyrazenie na réznicows, stabilizacje stanu przejsciowego (2.1) mozna takze wyprowadzié¢ z metody
zaburzenia energii swobodnej (ang. Free Energy Perturbation, FEP). Niech 8 = (kgT)~!, za$ réznica
energii ukladu pomiedzy substratem a stanem przejéciowym dana bedzie przez AE = E(TS) — E(S);
woéwezas energie swobodng reakeji wyrazié mozna przez formule Zwanziga (S.28) [164], w ktérym
(...)s oznacza $rednig po zespole substratéw. To wyrazenie mozna dalej rozwinaé¢ w szereg kumulant
(S.29) [165].

AG* = =" In(exp (- BAE)) (S.28)
AGH=-p71)" #(—6)” = (AE)g — gVarS(AE) +... (S.29)

Jezeli energie ukladu (hamiltonian) poddaé¢ dekompozycji na wklady: reagentéw E,., enzymu FEe,,
i oddzialywania enzym-reagenty U, réznice AF mozna wyrazi¢ w my$l (2.1) za pomoca (S.30); za-
niedbujac AF,,, jako wielko$¢ niewielka lub co najmniej stala w szeregu poréwnywanych mutantéw,
(S.29) mozna wyrazi¢ przez (S.31).

AH = ET(TS) - ET(S) + U(TS) - U(S) + Eenz(TS) - Eenz(s)
= By + Eprss + AEenz (830)

-3 'In <eXP ( — B(Bo + EDTSS)) >s = (ABy)s + (Eprss)s—
—g (Vars(Bo) + Vars(EDTss> + QCOVS(BO7 EDTSS)) 4+ ... (831)

W wyrazeniach (S.29) i (S.31) Varg i Covg oznaczaja wariancje i kowariancje wyznaczona po zespole
substratow. Jezeli By i Eprgs sa (choéby w przyblizeniu) nieskorelowane i odpowiednie czlony krzyzo-
we w (S.31) znikaja®, réwnanie to mozna przegrupowaé tak, by odpowiadato sumie wielkoéci zaleznych
energii samych reagentéw i energii oddzialywania (S.32).

AG* ~ 7" [In (exp (— BABy)) ¢ + In (exp (- BEprss) )] (S.32)

Z kolei biorac z (S.31) tylko czlony zerowego rzedu wzgledem (3 uzyskujemy podzial energii aktywacji
pomiedzy bariere wiasng By a energie DTSS, z ktorych kazdy przyczynek jest reprezentowany przez
$rednig po zespole (S.33).

AG* ~ (Bo)s + (Eprss)s (S.33)

Wraz z obserwacja Cooper i Késtnera, ze srednia eksponencjalna (wyrazona przez réwnanie S.28)
jest lepszym estymatorem energii swobodnej aktywacji [166] niz np. $rednia arytmetyczna, przedstawio-
ne wyprowadzenie daje podstawy, by w analizie stosowaé usrednione energie DTSS, zaréwno w postaci
$redniej arytmetycznej (popularny estymator wielkosci w (S.33)), jak i eksponencjalnej.

S.4.1 Korelacja pomiedzy DTSS a bariera wtasng

Przedstawione powyzej rozwazania postanowiono zweryfikowa¢ w oparciu o wspomniane wyniki dla
mutazy choryzmianowej (sekcja S.3.1). Niech (...) oznacza Srednig arytmetyczna, zas (.. .)eyp Srednia
eksponencjalng, ktéra jest dobrym estymatorem energii swobodnej [166]. Wéwczas (Benz) 1 (Benz)exp
(Tabela S.2) sa w dobrej zgodnosci z eksperymentalnymi wartogciami entalpii AH?* i entalpii swobod-
nej aktywacji AG*: odpowiednio 12.7 i 9.1 kcal/mol [167]. Poniewaz estymatorem entalpii aktywacji
jest érednia arytmetyczna, poszczegdlne przyczynki (Bo, AFe,. 1 Eprss) sa w oczywisty sposéb ad-
dytywne; w przypadku entalpii swobodnej, jak pokazuje Tabela S.3, zalozenie addytywno$ci wiaze sie
z bledem rzedu 5 kcal/mol. Dopiero uwzglednienie wzajemnej zaleznoéci* AE,,, i Eprgs pozwala
uzyskaé blad rzedu 1.4 kcal/mol. Sugeruje to, ze nie tylko wklad od AFE,,. do entalpii swobodnej

3 Dla niezaleznych zmiennych X i Y zachodzi addytywnosé kumulant #n, (X +Y) = kn(X) + £n(Y).

4 Nie zostal tutaj uzyty termin ,korelacja”, gdyz, ze wzgledu na wolng zbieznosé szeregu kumulant w tym przypad-

ku, wzajemne powigzanie pomiedzy zmiennymi wykracza poza wariancj¢ i kowariancje (kumulanta drugiego rzedu)
wystepujaca w wyrazeniu na wspélczynnik korelacji.
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Tabela S.2: Srednie i $rednie eksponencjalne skladowych bariery aktywacii.

X X (Xemp
Ben: 112 £ 09 94 £ 03
Eprss 82 £+ 09 -13.01 £ 031
AFE,.,. 21 + 04 029 £+ 0.35
By 17.31 + 0.31 16.55 =+ 0.17
By + AE,,. — 169 + 0.3
By + Eprss — 56 =+ 0.3
Eprss + AEa,. - 887 + 0.31

Tabela S.3: Blad oszacowania energii swobodnej zwiazany z nieaddytywnoscia sktadowych bariery
aktywacji.

X X B <Benz>ezp

<B0>8£L’p + <EDTS'S'>ecrp + <AEenz>emp -5.57
<BO + AEenz>ea:p + <EDTSS>e£cp -5.51
<BO>exp + <EDTSS + AEenz)eacp -137

aktywacji jest istotny, ale takze jego powiazanie z energia DTSS; zaleznos¢ ta, jak mozna sie prze-
konaé¢ analizujac Tabele S.2, wydaje si¢ byé nawet istotniejsza od samego AFE,,,: réznica pomiedzy
(Eprss+AFEen:)exp & (EDTSS)exp, réwna 4.14 kcal/mol, jest prawie dwukrotnie wieksza od (AE.,.),
nie wspominajac juz o (AFEe,.)ezp-

Wyniki te prowadza do wniosku, ze takze przy uérednianiu energii aktywacji po zespole istotne
jest uwzglednienie wktadu wtasnego enzymu AFE,,.; w przypadku energii swobodnej, estymowanej
srednia eksponencjalna, jeszcze istotniejsze jest wzajemne powiazanie tej wielkosci z energia DTSS.
Bariera wlasna By jest wzglednie addytywna z pozostalymi czlonami (w analizowanym przykladzie
wiaze sie to z niedoszacowaniem AG* o ok. 1.4 keal/mol), lecz pominiecie zaleznoéci DTSS z AE.,,.
wiaze sie z dalszym niedoszacowaniem rzedu 4.2 kcal/mol, co na obecnym etapie raczej przekresla
mozliwo$¢ oszacowania zmian wkladu entropowego do energii swobodnej za pomoca DTSS. Istnieje
mozliwosé, ze czesé tych bledéw w szeregu mutantéw ma systematyczny (czeSciowo staly) charakter,
jednakze rozsadzenie tej kwestii bez przeanalizowania w powyzszy sposob co najmniej kilku mutantéw
jest niemozliwe.

S.5 Obliczenia ONIOM

Stan przejéciowy, substrat i $ciezke reakeji uzyskano metoda ONIOM [90] z wykorzystaniem funk-
cjonatu B3LYP/6-311+G(d,p) w czeSci QM (benzoizoksazol wraz z reszta octanows reprezentujaca
Glul01; wigzanie C,-Cs w obliczeniach QM zastapiono lacznikowym atomem wodoru) oraz pola si-
lowego Amber94, stosujac osadzenie mechaniczne (ang. mechanical embedding) do opisu interakcji
pomiedzy regionami. Podejécie to w sposéb jawny pomija polaryzacje reagentow wskutek oddziaty-
wania otoczenia bialkowego. Uwzglednienie tego efektu jest szczegéblnie zalecane w przypadku standéw
przejéciowych reakcji chemicznych; poniewaz napotkano problemy techniczne w optymalizacji z wyko-
rzystaniem osadzenia elektrostatycznego oraz tréjwarstwowej wersji ONIOM z osadzeniem mechanicz-
nym, postuzono si¢ procedura refitowania tadunku regionu QM [135].

Juz po pierwszej rundzie uzyskano strukture, ktora tylko nieznacznie réznita sie od poprzedniej
(Rys. S.6). W drugiej rundzie refitowania tadunkéw i optymalizacji geometrii, maksymalne przesunie-
cie atoméw bylo mniejsze od 0.01 A. Tym samym uznano, ze efekt polaryzacji na strukture nie jest
w tym wypadku znaczacy. Znaczenie ma natomiast dla energii aktywacji — ekstrapolowana metoda
ONIOM bez refitowania ladunkéw bariera (pomijajac poprawke na energie drgan zerowych) wynosita
10.20 kcal/mol, natomiast po dostosowaniu tadunkéw regionu QM 7.46 kcal/mol.

Znalezienie punktu siodlowego potwierdzono przez obliczenie drgan normalnych — znajdowala sie w nich
tylko jedna czesto$é urojona (modut czestosci 914.59 ecm 1) odpowiadajaca przenoszeniu protonu (Ry-
sunek S.7). Drugim istotnym elementem rzeczonego drgania jest rozciagganie wiazania O¢-Ny wraz z
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odrywaniem atomu wodoru Hy; przez tlen O15 Glul01l. Wigzanie to ulega ostabieniu juz na poczatku
reakcji (Rys. S.8).

Rysunek S.6: Poréwnanie struktur: substratu (przezroczysty niebieski), pierwotnego stanu przejscio-
wego (czerwony) oraz TS po refitowaniu tadunkéw (zielony).
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Rysunek S.7: Drganie odpowiadajace czestosci urojonej oraz przyjeta numeracja atomow.
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Rysunek S.8: Wykres zmian dlugosci wybranych wigzan na $ciezce reakcji.
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S.6 Reprezentacja Ag

y=0.922z — 0. 164
PP = 0.996

DTSS(CAMM) [kcal/mol]
|
N

-5 -4 -3 -2 -1 O 1 2
—gs-Ag [kcal/mol]

Rysunek S.9: Hloczyn tadunku formalnego i pola katalitycznego (obliczonego za pomoca CAMM) dla
natadowanych aminokwaséw w szeregu mutantéw eliminazy Kempa KE07 w poréwnaniu z E(' (vide
sekcja 3.1.2).

3 , : : : :
pp=0.97 °

N

ry=0.65-2+0.17 o

) (CAMM) [kcal/mol]
I I
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mtp
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o
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Rysunek S.10: Poréwnanie AE(!?) wyznaczonego z tadunkéw Merza-Kollmana [137] z wartoscia obli-
czong za pomocg CAMM.

S.7 Model ciggltego rozpuszczalnika

Za punkt wyjscia do uwzglednienia efektéw rozpuszcezalnikowych w obliczeniach DTSS(CAMM) po-
stuzyt uogélniony model Borna(S.34), ktéry mozna rozwazaé jako analityczne przyblizenie rozwiazania
rownania Poissona-Boltzmanna. Onufriev wraz ze wspdlpracownikami wprowadzil szereg poprawek do
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tego modelu, m.in. uwzgledniajac zalezno$¢ nie tylko od lokalnego otoczenia (zawarta w efektywnych
promieniach Borna atoméw {R;} oraz funkcji f;; w réwnaniu (S.34)), ale takze od globalnego ksztalttu
czasteczki (Analitic Linearized Poisson-Boltzmann, ALPB [168]) oraz znaku tadunku atomu [154]. Jed-
nakze testy na analizowanych biatkach wykazaly, ze poprawka globalna z [168] nie jest istotna. Warto
zaznaczy¢, ze w prowadzonych testach wykorzystano ulepszona procedure wyznaczania efektywnych
promieni Borna [153,169].

Obliczenia efektywnych promieni Borna i energii solwatacji w modelu ALPB wykonano za pomoca
programu bornRadius udostepnionym przez zesp6t Onufrieva.

1 1 1 14
AGsolv = 75 ( - ) 24; (834)

Ein Eout i fij

2
fij = |72+ RiRjexp | — "ij
" I ! 4R;R;

Zanim dostosujemy réwnanie (S.34) do obliczen energii DTSS za pomoca rozwinigcia multipolowego
CAMM dla uktadu biatko-ligand, nalezy zauwazy¢, ze sume po wszystkich parach indekséw 7 i j moze-
my pojmowaé jako sumowanie wszystkich elementéow macierzy G, 0 elementach przez te indeksach
zdefiniowanych. Poniewaz kolejnos¢ sumowania nie gra roli, niech pierwsze Np indeksow numeruje ato-
my biatkowe, a kolejnych Ny, atomy reagenta(liganda). Wéwczas w macierzy G o, mozemy wyrdznié
dwa rodzaje blokéw (Rysunek S.11): dwa diagonalne bloki (zaznaczone na Rysunku na szaro), ktérych
elementy zawieraja tylko atomy enzymu (i,j < Np) lub liganda (Np < 4,5 < Np + Ny), oraz dwa
identyczne bloki pozadiagonalne zawierajace czlony mieszane. Suma czlonéw mieszanych w (S.34) jest
bardzo podobna do wzoru Coulomba na energie oddzialywania pomiedzy dwoma zestawami tadunkow,
7z czego zaraz skorzystamy.

AG.solv,E

A(;solv,cross

A(;(solv,cross AGSO[’U,L

Rysunek S.11: Bloki macierzy Goo

Rozwazmy cykl termodynamiczny przedstawiony na Rys. S.12. Pierwsze dwa pietra (liczac od gory)
prowadza do omawianej wczesniej energii DTSS. Uwzglednienie solwatacji (ostatnie pietro) prowadzi
do wzoru (S.35). Réznicowa energie solwatacji AAG ., mozna uproscié, spogladajac na nig jako na
sume elementdéw macierzy Gop (T'S) — Gsorn (RS), przyjmujac taka sama kolejno$é numeracji atoméw
w obu skladnikach sumy oraz patrzac na ich strukture blokowa (Rys. S.11 i réwnanie (S.36)). Jezeli
zmiana polozenia atoméw biatkowych pomiedzy substratem a TS jest znikoma (co jest jak najbardziej
uzasadnione w przypadku rozwazanych w projekcie reakcji przeniesienia protonu), wéwczas diagonalny
blok odpowiadajacy atomom enzymu w przyblizeniu sie zeruje. Jesli idzie o blok liganda, to biorac pod
uwage, ze mutacje analizowane w rozwazanym enzymie znajdowaly sie w drugiej sferze koordynacyjnej,
mozna go przyjac za w przyblizeniu taki sam w obrebie rozwazanych mutantéw. Tym samym naprawde
istotnym czynnikiem pozostaje czton mieszany.
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B’UG,C
RSvac — TSuac Préznia

E;g(RS)
Eg(TS)

Bg,
RSE,vac i) TSE,vac Enzym

AG 010 (RS)
AGo1,(TS)

BE,solv
RSE solv ——— T'SE sotv  Enzym solwatowany

Rysunek S.12: Cykl termodynamiczny

BE,solv == Bvac + EIE(TS) - EIE(RS) + ACTVsolv(jWS) - A(;’solv(]“zs) - Buac + EDTSS + AA(;’solv
(S.35)

AAG o1 = AAGSOl’U,L + AAGSOZ’U,E + 2% AAGsolv,cross ~const +0+2- AAGsolv,cross (836)

(1_ 1) %:Z%%[l_<1_1>w]
Ein Eout i<y fz'j i<y Tij Ein Eout fij
49 (S.37)

€ijTij

qiq;
EIE,qfq + 2% AGsolmcross = Z = —

o
i<j Y

1<j

1 1 75
dzieet=1— — — A
& * (52'71 50ut> fij

Dzieki temu zabiegowi mozna wprowadzi¢ efektywne miedzyatomowe stale dielektryczne poprzez
polaczenie czlonu oddzialywania elektrostatycznego z czlonem mieszanym energii solwatacji (S.37).
Tak wiec przy zalozeniu niezmienno$ci energii solwatacji biatka pomiedzy RS a TS oraz jego pomijalnej
zmianie geometrii udalo si¢ sprowadzi¢ wyrazenie (S.35) do (S.38).

BE sotv = Byac + EpT5Ss,diet + const ~ Eprss, diel (S.38)

Przeprowadzenie podobnego rozwazania dla multipoli CAMM formalnie wymagatoby wyprowadze-
nia wzoru (S.34) dla szeregu multipolowego. Poniewaz jednak wykracza to poza zalozenia projektu,
postanowiono potraktowaé efektywne state dielektryczne €;; (S.37) jako czynniki skalujace przyczynki
od atoméw i 1 j do energii oddzialywania, tym samym przeksztalcajac réwnanie (S.39) do (S.40).

k<L " w k
AEESE =030 ST Ml [ T kethe) [, v (S.39)
acAbeEB ko, ky
ko+ks<L
<L — k.
AEES e = 303 et SN M) o TR [ v (S.40)
a€AbEB ke kb
ko+ky<L

S.7.1 Walidacja: subtylizyna

Roéwnania (S.37) i (S.40) moga znalezé¢ zastosowanie, kiedy w gre wchodzi dowolna energia r6zni-
cowa. Przyktadem moze byé¢ zmiana pK, jednego z aminokwaséw w biatku pod wplywem mutacji.
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Jako system testowy wybrano prace opisujaca zmiany pK, His64 subtylizyny pod wplywem mutacji
w innych pozycjach biatka [170]. W tym wypadku wyniki uzyskane dla prézni wykazuja pozytywna
korelacje z eksperymentem (pp = 0.98, ps = 1.0), a model z miedzyatomowymi stalymi dielektryczny-
mi daje minimalnie lepsze rezultaty. Praktycznie wszystkie analizowane w tym tescie modele daja ten
sam wynik (Rysunek S.13). Jedna z przyczyn obserwowanych rozbiezno$ci moze by¢ reprezentowanie
kazdego wariantu enzymu pojedyncza struktura. Jednakze celem testu nie bylo lepsze odtworzenie
wartosci eksperymentalnych w por6éwnaniu z innymi modelami, lecz zweryfikowanie poprawnosci mo-
delu CAMM z miedzyatomowymi stalymi dielektrycznymi; wybrano w tym celu przyktadowy zestaw
natadowanych elektrycznie reszt, gdyz wowczas mozna sie spodziewaé zbiezno$ci wynikow pochodza-
cych z rozwiniecia multipolowego z modelem tadunkowym, na ktérym opieraja sie dostepne metody
obliczenia energii solwatacji.

BN ALPB El CAMM;; B CAMM,e =380
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Rysunek S.13: Blad wyznaczenia zmiany pK, pod wplywem mutacji. ALPB- analityczne zlinearyzo-
wane réwnanie Poissona-Boltzmanna [168], CAMM,e = 80- CAMM przeskalowane przez stala dielek-
tryczna wody(80), CAMM,e;;- CAMM z miedzyatomowymi stalymi dielektrycznymi.

S.8 Biblioteka multipoli atomowych dla aminokwaséw

S.8.1 Motywacja utworzenia biblioteki

Wykonane dotad analizy aktywnosci katalitycznej przy zastosowaniu teorii oddzialywan miedzy-
czasteczkowych w  ramach modelu DTSS wskazuja na dominujaca predykcyjna role multipolowej
sktadowej oddzialywan elektrostatycznych [37-39].

Zastosowanie energii oddziatywania elektrostatycznego jako predyktora energii wiazania lub aktyw-
noéci katalitycznej ma dwie podstawowe zalety: nieempiryczny charakter oraz bardzo niskie skalowanie
czasu obliczeniowego wraz z rozmiarem ukladu. Pierwsza cecha wiaze si¢ z wyprowadzeniem modelu
z pierwszych zasad (ab initio), w przeciwienstwie do szeregu metod stosowanych w modelowaniu ma-
kromolekutl, zaleznych od parametréw dopasowywanych tak, by model jak najlepiej odtwarzal dane
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eksperymentalne. Ponadto metodologia ab initio pozwala na systematyczna poprawe modelu np. w ra-
mach rachunku zaburzen [111]. Druga cecha jest szczegdlnie widoczna, gdy poréwnamy czas potrzebny
na obliczenie energii oddzialywania za pomoca atomowego rozwinigcia multipolowego z innymi meto-
dami ab initio. Przyjmujac nastepujace oznaczenia: A- liczba atoméw, N— liczba funkcji bazy, O(f)-
gbrne ograniczenie skalowania czasu obliczeniowego, zestawienie wybranych metod obliczeniowych wy-
glada nastepujaco:

e CAMM i inne atomowe rozwinigcia multipolowe — O(A?),

e Kompletna energia oddziatywan elektrostatycznych wraz ze sktadowa penetracyjna — O(N?),
e SCF (HF, DFT) — O(N*%),

e MP2 - O(N?®),

e metody sprzezonych klasteréw (CC) — O(N) i wiecej.

Nalezy dodaé, ze w powyzszym zestawieniu nie uwzgledniono czasu obliczen niezbednego do wyznacze-
nia atomowych multipoli rozwazanych poduktadéw. Ta czes$é procesu obliczeniowego stanowi gléwne
ograniczenie zastosowania rozwazanego modelu, o ile bowiem czas wyliczenia energii oddzialywania
pomiedzy dwoma indywiduami miesci sie w granicach kilku milisekund (dla rozwiniecia rzedu R~%),
o tyle czas potrzebny na obliczenie funkcji falowej kazdego z nich liczy sie najczeéciej w minutach.
Jednakowoz, poniewaz w biatkach bedacych gléwnym obiektem zainteresowania w projekcie wystepuje
ograniczona ilo§¢ aminokwaséw, calos¢ obliczen mozna by znacznie usprawnié, dysponujac przeliczo-
nymi dla nich wczeéniej tablicami multipoli atomowych.

S.8.2 Zalezno$¢ konformacyjna CAMM

Problem przenaszalnoéci konformacyjnej atomowych multipoli réznie jest traktowany w literatu-
rze. Popelier [171,172] uzywa sieci neuronowych oraz metod uczenia maszynowego do modelowania
wartosci poszezegdlnych momentéw w przestrzeni konformacyjnej. Podejscie to wymaga jednak dosé
gestej siatki punktow referencyjnych, by uzyska¢ wynik z rozsadng dokladnoscig. Z kolei Jakobsen
i Jensen [138] wyznaczaja najbardziej istotne atomowe momenty multipolowe pod katem ich zdolnosci
do odtwarzania potencjatu elektrostatycznego w réznych konformacjach. Jak dotad zastosowali oni
swoja analize do kilku zaledwie aminokwaséw o nieduzej przestrzeni konformacyjnej. Istotna trud-
noscia w ich metodzie jest szybko rosnaca ztozonos¢ obliczeniowa zwiazana z koniecznoscia analizy
réznych kombinacji atomowych multipoli. Momenty multipolowe CAMM, ktére sa podstawowym roz-
winigciem multipolowym wykorzystywanym w projekcie, moga poprawnie odtwarzaé zaleznosé energii
oddzialywania od zmian kata torsyjnego [173,174], jednak trudno uznaé je za w pelni przenaszalne po-
miedzy konformerami [175]. Postanowiono wiec skorzystaé z biblioteki rotameréw Dynameonics [131],
w pierwszej kolejnosci skupiajac sie na rotamerach niezaleznych od konformacji gtéwnego tancucha
polipeptydowego. Dla kazdego rotameru z bazy obliczono multipole CAMM z gestosci elektronowej
Hartree-Focka w bazach 6-311G(3d,2p) oraz 6-31G(d).

S.8.3 Rodzaje interpolacji — testy 1D i 2D

Poniewaz w konkretnej strukturze katy dwuscienne definiujace dany rotamer moga rézni¢ sie od
wartosci $redniej podanej w bazie [131], rozwazono kilka mechanizméw transformacji rotameréw bazy.

1. Najblizszy rotamer. Wybranie rotameru najblizszego danemu, nastepnie wykonanie kilku obrotéw
celem dopasowania katow dwusciennych definiujacych rotamer.

2. Interpolacja liniowa. Wybranie rotameréw ’oskrzydlajacych’ dany wzgledem kazdego kata dwu-
$ciennego (w iloéci 2Nrot | gdzie N, oznacza iloéé katéw dwusciennych), a nastepnie liniowa
interpolacja pomiedzy nimi.

3. Interpolacja trygonometryczna. Podobnie do punktu 2, lecz z wykorzystaniem szeregdéw Fouriera.

Niezaleznie od sposobu interpolacji, wstepnie nalezy dla kazdego rotameru wybranego z bazy doko-
na¢ N,o obrotéw wzgledem kolejnych katéw dwudciennych w lancuchu bocznym, by dopasowaé jego
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konformacje do wartosci docelowej. Jest to istotne, gdyz obrotom podlegaja nie tylko wspolrzedne
atoméw, ale takze osadzone na nich tensory momentéw multipolowych. Interpolacja samych tablic
opisujacych multipole bez uprzedniej zmiany orientacji wigzataby sie z wprowadzeniem dodatkowego
zrodta bledu.

We wszystkich schematach interpolacji, kazdy kat dwuscienny definiujacy rotamer traktowany jest
jako zmienna niezalezna. Na obecnym etapie prac pominieto kwestie konformacji tancucha gléwnego
(katéw Ramachandrana 1 i ¢), skupiajac sie jedynie na tancuchu bocznym aminokwaséw.

Interpolacja liniowa.

Niech {z;} oznaczaja argumenty znanych punktéw funkcji, za$ {y;} ich wartosci. Za punkt wyj-
$ciowy przyjmijmy formute Lagrange’a (réwnanie S.41) [176].

N
Pint(T) = Zyzlz(fﬂ) (S.41)
i=0

, T — T,
gdzie [;(z) = H P xj»
ity Y

W przypadku jednowymiarowej interpolacji pomiedzy dwoma punktami, réwnanie (S.41) redukuje
sie do (S.42).

r — T r — X 1 — T r — X0
p1(z) = o +y1 =Y + 1 (S.42)
o — X1 1 — Xo Tr1 — o Tr1 — o

Formule (S.41) latwo jest uogdlnié na przypadek dwuwymiarowy (S.43) i analogicznie na wyzsze
iloéci wymiarow.

Pine(zw) =Y > yijli()l; (w) (5.43)

i=0 j=0

W zastosowaniu interpolacji multipoli warto postuzy¢ sie interpretacja geometryczna (Rys. S.14).
Hloczyn wielomianéw [;(x) i ;(w) mozna interpretowaé jako stosunek powierzchni A;; do catkowitej
powierzchni prostokata Agg + Agr + Aig + A11. Nalezy zwrécié uwage, ze prostokat determinujacy
udzial wartosci funkcji y;; w sumie wazonej lezy naprzeciwko tego wierzcholka wzgledem punktu,
w ktérym szukamy wartosci interpolowanej. Powyzsza analogie tatwo jest przeniesé na wyzsze wymiary,
zastepujac powierzchnie objetosciami, hiperobjetosciami itd. Nalezy zaznaczy¢, ze analogia ta dotyczy
jednorodnej siatki, tzn. réwnomiernie roztozonych rotameréw. W przypadku rzeczywistym, w ktérym
rozklad ten jest zaburzony, mozna potraktowaé analogie geometryczna jako przyblizenie lub skorzystac
z innego schematu interpolacji, np. Sheparda.

Yo1 Y11
w1
A1 Ago
(z,w)
A Agy
Yoo Y10
Wo
i) T

Rysunek S.14: Geometryczna interpretacja dwuwymiarowej interpolacji liniowej

Interpolacja trygonometryczna w jednym wymiarze.

Dla nieparzystej ilosci punktéw referencyjnych N = 2K + 1, polaczenie formuly Lagrange’a (S.41)
z zespolong postacia szeregu Fouriera prowadzi do wzoru na interpolacje (S.44).



76 ROZDZIAL 4. PODSUMOWANIE

2K
p(z) = Zyktk(x) (S.44)
k=0

2K i

sins(rx—=x
gdzie tg(x) = H -~ 12( m)
m—0.m ST 5Tk — 1)

Dla réwnomiernie rozmieszczonych punktéw upraszeza si¢ to do (S.45).

o sincg N (z — x) (S.45)
¥ sinc (x — xy,) '

gdzie sinc(x) = sin(z)
T

Dla parzystej ilosci réwnomiernie rozmieszczonych punktéw wzér (S.45) przechodzi w (S.46).

inciN(z — 1
L = sincg N(x — ) cos =(z — 1) (S.46)

sinct (z — ay,) 2

Poréwnanie algorytméw w jednym wymiarze.

Aby poréwnac ze soba wymienione w poprzedniej podsekcji algorytmy, przeprowadzono test w ukla-
dzie jednowymiarowym. Jako uklad testowy wybrano kompleks treoniny z woda wedle schematu na
rys. S.15; wszystkie energie oddziatywania uzyskano z rozwiniecia multipolowego CAMM (R ™) wyzna-
czonego z gestosci HF /6-311G**. Za warto$¢ kata dwusciennego N-C,-Cg-O,1 przyjeto -60.85°; energie
oddzialywania treonina-woda analizowano jako funkcje kata Co-Cp-O41-Hy1 (nazwijmy go 6), utrzy-
mujac geometrie samego wigzania wodorowego. Kat 6 zmieniano co 10°, dla kazdej wartosci wyliczajac
momenty multipolowe CAMM dla treoniny. Jako punkty referencyjne dla procedur interpolacji przy-
jeto zestawy rotamerdéw 6 € {0°,120°,240°} i 6 € {0°,60°,120°,180°,240°,300°}. Wynik przedstawia
Tabela S.4.

SH H
CHS\//"C/O’YIH’YI ......... O
B
Ca
/ ‘v
NH, il
COOH

Rysunek S.15: Kompleks treoniny z woda uzywany do testéw interpolacji multipoli.

Jak mozna si¢ spodziewaé, wykorzystanie wiekszej ilodci punktéw referencyjnych daje wynik obar-
czony prawie dwukrotnie mniejszym bledem. Widaé takze, ze réznice pomiedzy réznymi metodami
interpolacji nie sa duze, szczegdlnie interpolacja liniowa i trygonometryczna prowadza do zblizonych
wynikéw. Chociaz interpolacja wykorzystujaca zaledwie 3 struktury odniesienia jest wyraznie gorsza
od tej wykorzystujacej 6, wydaje sie ona dobrym kompromisem pomiedzy doktadnoscig obliczen a wiel-
koscig bazy, zwlaszcza jesli uwzgledni¢ fakt, ze odchylenia standardowe katéw dwusciennych w bazie
Dynameonics mieszcza si¢ w granicach kilkunastu stopni. Rysunek S.16 pokazuje, ze dla siatki troj-
punktowej bledy poszczegdlnych technik interpolacji w zakresie do 20° od poszczegdlnych struktur
referencyjnych (jasno zielone prostokaty na wykresie) mieszcza sie¢ w granicach 0.2— 0.3 kcal/mol (2—-
3% energii oddzialywania).

Niestety, zaréwno interpolacja liniowa jak i trygonometryczna nie odtwarzaja poprawnie calko-
witego momentu dipolowego treoniny. W przeprowadzonym teécie jako miary bledu interpolowanego
momentu dipolowego wzgledem wartoéci referencyjnej uzyto dwéch wielkosci: réznicy dlugosci wekto-
réw Ap = |f| — |fres| oraz kata o pomiedzy nimi. Wyniki prezentuje Tabela S.5.
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Tabela S.4: Statystyki testu z treoning

Tryb Nyria | RMSD [keal/mol] | MaxAE [kcal/mol]
Najblizszy 6 0.18 0.42
Int. liniowa 6 0.09 0.20
Int. trygonometryczna 6 0.08 0.27
Najblizszy 3 0.34 0.78
Int. liniowa 3 0.31 0.59
Int. trygonometryczna 3 0.32 0.66

Ngriq- ilo$¢ punktow siatki, RMSD- $redni btad kwadratowy, MaxAE- maksymalny btad bezwzgledny

Tabela S.5: Bledy interpolowanego momentu dipolowego

Int. liniowa | Int. trygonometryczna
RMSD(Ap) [D] 0.47 0.92
MAPE(Ap) (%] 14.03 34.54
MaxAE(Ap ) D] 1.07 1.68
MaxAPE(Ap)  [%] 48.00 103.52
@ [°] 9.56 27.90
o) [°] 8.08 18.59

RMSD- éredni btad kwadratowy, MAPE- $redni bezwzgledny blad procentowy, MaxAE- maksymalny blad bezwzgledny,
MaxAPE- maksymalny bezwzgledny btad procentowy

Poréwnujac wskazniki dla obu metod interpolacji, wida¢, ze pod tym wzgledem odtwarzania calko-
witego momentu dipolowego interpolacja trygonometryczna radzi sobie znacznie gorzej od liniowej. Aby
odpowiedzie¢ na pytanie, dlaczego w tym tescie interpolowane multipole CAMM wypadtly zdecydowa-
nie gorzej od testu energii oddzialywania, dla interpolacji liniowej dokonano dekompozycji powyzszych
wskaznikow. Wykorzystano fakt, ze catkowity moment dipolowy zestawu atomowych multipoli CAMM
{qi, fli, 0;...} (gdzie i indeksuje atomy o wspdlrzednych 7;) mozna przedstawié¢ jako sume (S.47), gdzie
Mq oznacza skladowa “skalarna” a M u “wektorowa”. Wskazniki btedéw kazdej z tych skladowych
wzgledem odpowiednich wartoéci odniesienia przedstawia Tabela S.6

Nay Nat
fimot = »_ @i + Y _ i = My + M, (S.47)
i A

Tabela S.6: Bledy interpolowanego momentu dipolowego

RMSD(Ap)  [D] | 048 | 0.04
MAPE(Ap) (%] | 2141 | 2.05
MaxAE(Ap ) [D] | 1.06 | 0.10
MaxAPE(Ap) [%] | 88.39 | 7.08
a ] | 14.55 | 2.40
(@) ] | 13.32 | 1.42

RMSD- $redni btad kwadratowy, MAPE- $redni bezwzgledny btad procentowy, MaxAE- maksymalny btad bezwzgledny,
MaxAPE- maksymalny bezwzgledny blad procentowy

Na podstawie tego porownania za przyczyne zlego odtwarzania calkowitego momentu dipolowego
przez interpolowane multipole CAMM mozna uznaé silna zaleznosé tadunkéw Mullikena od kata dwu-
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Rysunek S.16: Wykres bledéw interpolacji w tescie z treonina.

Sciennego. Wiaze sie to z tym, ze tadunek atomowy nie jest wartoscia spodziewana (podobnie jak kazdy
inny multipol atomowy) [177]. Stad nalezy z ostroznoscia podchodzié do kazdej analizy populacyjne;.
W testach uwzgledniajacych energie oddzialywania btad ten najwidoczniej byt kompensowany przez
wyzsze multipole (w prezentowanych zestawieniach do heksadekapoli wlacznie). Mozliwe, Ze zmiana
analizy populacyjnej w definicji multipoli CAMM mogtaby poprawi¢ ten wynik, wykracza to jednak
poza zakres prezentowanych badan. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze pomimo arbitralnosci w podziale
gestosci elektronowej pomiedzy atomy, niezaleznie od przyjetego schematu granica szeregu odpowiada
wartosci spodziewanej energii oddzialywania elektrostatycznego.

Kolejny test, jaki przeprowadzono na tym ukladzie, to test na prébce 200 losowo wygenerowanych
rotamerdéw treoniny. Katy dwuscienne losowano w dwéch etapach, zgodnie z rozkladem zdefiniowanym
w bazie Dynameonics. W pierwszej kolejnosci rotamer zgodnie z prawdopodobienstwem jego wysta-
pienia; nastepnie katy definiujace rotamer zostalty wylosowane zgodnie z rozkladem normalnym zde-
finiowanym przez ich wartosci $rednie i odchylenia standardowe ( w przypadku wylosowania wartosci
spoza przedziatu definiujacego rotamer, przyjeto warto$¢ graniczna pomniejszona o 1°). Srednie bledy
kwadratowe dla interpolacji liniowej (pomiedzy rotamerami w bazie, a wiec tréjpunktowej) i wyboru
najblizszego rotameru na tej prébce wyniosty odpowiednio 0.10 i 0.08 kcal/mol, natomiast maksymalne
bledy bezwzgledne 0.21 i 0.17 keal /mol.

S.8.4 Testy 2D i 3D

Aby sprawdzi¢ dzialanie proponowanego algorytmu na bardziej ztozonym przypadku, wybrano kil-
ka aminokwaséw z centrum aktywnego meniny wraz z jednym z jej inhibitoréw (Rysunek S.17) [178].
Pominieto te reszty aminokwasowe, ktére oddziatywaly z inhibitorem poprzez tancuch gtéwny, gdyz na
tym etapie w centrum uwagi postawiono konformacje tancucha bocznego. Ze wzgledu na rozmiar ligan-
da, uzyto funkcji falowych uzyskanych metoda HF/6-31G*. Sposréd wybranych aminokwaséw, kwas
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glutaminowy i metionina maja trzy stopnie swobody, pozostate za$ reszty dwa. Jak pokazuja Tabele S.8
i S.7, blad energii oddzialywania w rozwazanym przykladzie jest podobny dla wszystkich rozwazanych
aminokwaséw, niezaleznie od sily ich oddzialywania. Blad interpolacji w znikomym stopniu zalezy od
wyboru techniki.

W obecnej implementacji, czas wezytania 'najblizszego’ rotameru wraz z korekta katéw dwuscien-
nych jest rzedu kilku sekund, natomiast w przypadku interpolacji liniowej lub Sheparda jest on $rednio
2Nrot razy diuzszy. Weiaz jednak jest to czas konkurencyjny w stosunku do obliczen funkcji falowej
dla danego aminokwasu.

Glu342

Asp264

His(P)178
[~

Asn261

Cys220

Rysunek S.17: Wybrane aminokwasy (kule i cylindry) w centrum aktywnym meniny wraz z inhibitorem
(tuby).

Tabela S.7: Statystyki testu z mening [kcal/mol]

MaxAPE MaxAE MAPE RMSD
Najblizszy 55.416 0.370 20.648  0.234
Int. liniowa 44.081 0.369 18.722  0.232
Int. Sheparda 41.310 0.377 18.029  0.244

RMSD- $éredni blad kwadratowy, MAPE- $redni bezwzgledny blad procentowy, MaxAE- maksymalny blad bezwzgledny,
MaxAPE- maksymalny bezwzgledny btad procentowy



80 ROZDZIAL 4. PODSUMOWANIE

Tabela S.8: Bledy energii oddzialywania z inhibitorem interpolowanych aminokwaséw AE; = E; — E,..¢
(wszystkie wartosci w kcal/mol).

Aminokwas Eref A-ENajbliszy AE’liniowa AE’Sheparda
H178 2.834 0.150 0.185 0.153
C220 -0.397 0.220 0.175 0.164
M257 -1.494 -0.223 -0.190 -0.143
N261 -4.181 -0.251 -0.280 -0.369
D264 1.845 -0.085 -0.088 -0.087
E342 -0.983 0.370 0.369 0.377

S.8.5 Uwzglednienie konformacji tancucha gtéwnego

Przedstawione powyzej wyniki dotyczyly interpolacji tancucha bocznego aminokwaséw; w zestawie
testowym pominieto z tego powodu reszty, ktére oddziatywaly z inhibitorami poprzez tancuch gltow-
ny. Aby to poprawié, ogélnie rzecz biorac, nalezaloby rozwazyé wersje bazy zalezng od konformacji
lancucha gtéwnego i rozszerzy¢ schemat interpolacji o dwa kolejne stopnie swobody. Jako rozwiazanie
tymczasowe przygotowano ,latke” wykorzystujaca reszty glicyny. Przygotowano zestaw konformacji
tego aminokwasu zmieniajac kazdy z katow dwusciennych co 60°. Nastepnie dla kazdej reszty fituje
sie glicyne z bazy dwukrotnie: raz do docelowej konformacji lancucha gléwnego (target), drugi raz
do konformacji tegoz taficucha, jaki ma dany aminokwas z bazy (base). Energie oddzialywania z taka
reszta (aa) szacuje sie w sposéb przedstawiony w réwnaniu (S.48).

E;ni(aa, target) =~ Eii(aa,base) + B (Gly, target) — E;pn(Gly, base) (S.48)

Poréwnanie obu metod — pierwotnej i z proponowana poprawks — przedstawia Rysunek S.18.
Mozna zaobserwowaé znaczna poprawe opisu oddziatywan aminokwaséw stabiej oddziatujacych z in-
hibitorami z rozwazanego zestawu, jak rowniez pewna poprawe w stosunku do tadunkéw pola sitowego
(aminokwasy) i Merza-Kollmana (inhibitory); wykorzystane tutaj zostaly wszystkie aminokwasy cen-
trum aktywnego.
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Rysunek S.18: Poréwnanie pierwotne]j wersji bazy (w ktérej dostosowywany byt tylko tancuch boczny),
wersji z poprawka na tancuch gtéwny, tadunkami atomowymi oraz energia CAMM liczong de novo.
Niebieska linia dana jest rownaniem y = x. Dodatkowo zamieszczono takze wartosci wspotezynnikow
korelacji Pearsona, w kolorach odpowiadajacych danym zestawom danych.
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