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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Histamin se sintetizira u reakciji dekarboksilacije aminokiseline histidina koja je katalizirana
enzimom L-histidin-dekarboksilazom. Histamin je iznimno vazan spoj koji djeluje kao
neurotransmiter, a takoder je uklju¢en i u mnoge fizioloski bitne procese poput lokalnog
imunoloskog odgovora te reguliranja lucenja zelucane kiseline. Najve¢i dio histamina u tijelu
stvara se u bazofilima i u mastocitima vezivnog tkiva, a takoder se sintetizira i u
histaminergi¢nim neuronima u mozgu.

Kod ljudi histamin primarno djeluje kroz ostvarivanje interakcija s nekim od cetiri
histaminska receptora povezana s G proteinima. Vezanje histamina za receptor H; rezultira
kontrakcijom glatkih miSica, vezanje za receptore H, stimulira lucenje Zelucane kiseline,
vezanje za receptore Hsz regulira otpustanje neurotransmitera, dok vezanje za receptore Hi
rezultira produkcijom citokina.! Nakon $to djeluje u skladu sa svojom biologkom ulogom
histamin se degradira u jednom od dva kataboli¢ka puta u kojima sudjeluju enzimi iz skupine
aminskih oksidaza, monoamin-oksidaza B i diamin-oksidaza. U mozgu, histamin se primarno
degradira u metabolickom putu koji pocinje s reakcijom metiliranja histamina koja je
katalizirana histamin-N-metiltransferazom, pri ¢emu nastaje N-metilhistamin koji se zatim
degradira monoamin-oksidazom B (MAO B), dok je u drugim tkivima zastupljena direktna
oksidacija histamina enzimom diamin-oksidazom (DAO).?

Aminske oksidaze (AO) kataliziraju reakciju oksidacije velikog broja biogenih amina
do aldehida uz stvaranje amonijaka i vodikovog peroksida. Dijele se u dvije skupine, aminske
oksidaze koje sadrze flavin i aminske oksidaze koje sadrze bakar. Primjeri aminskih oksidaza
koje sadrze flavin su monoamin-oksidaza A i B koje kod kraljeznjaka imaju ulogu u regulaciji
koncentracije amina. Enzimi MAO A i B se u stanici nalaze vezani za vanjsku mitohondrijsku
membranu i medusobno dijele 70 % identi¢nosti u primarnoj strukturi. Obje forme imaju
ocuvan pentapeptidni slijed Ser-Gly-Gly-Cys-Tyr za ¢iji cistein se kovalentno veze kofaktor
flavin-adenin-dinukleotid, FAD.? Razlike izmedu ove dvije izoforme odnose se na njihovu
strukturu te supstratnu specifi¢nost. Naime, MAO A je monomer koji na prvom mjestu oksidira
serotonin i norepinefrin, dok je MAO B homodimerni enzim koji oksidira feniletilamin i N-
metilhistamin.*” Obje forme mogu oksidirati dopamin.® Aktivna mjesta enzima MAO A i B su
hidrofobna koja se sastoje uglavnom iz aromatskih i alifatskih aminokiselina. Mjesto u kom se

veze supstrat u enzimu MAO A sastoji se od Supljine priblizne veli¢ine od 400 A’ (ref. 7) dok
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se u enzimu MAO B nalazi jo§ jedna manja hidrofobna Supljina izmedu povrSine enzima i
glavnog veznog mjesta za supstrate. Pokazano je kako rotiranje Ile199 omogucava spajanje
dvije $upljine u jednu veéu® veli¢ine od oko 700 A’ te da u ovisnosti o vrsti vezanog supstrata
Supljine ostaju razdvojene ili se spajaju u jednu cjelinu.” Kod MAO A umjesto Ile199 nalazi se
Phe208. Druga razlika u veznom mjestu izmedu ova dva enzima se odnosi na Ile335 kod MAO
A koji je zamijenjen Tyr326 u enzimu MAO B. Pretpostavlja se kako upravo ove dvije
aminokiseline determiniraju supstratnu specificnost enzima MAO A i B.

S druge strane, aminske oksidaze koje sadrze bakar su homodimerni enzimi ¢ije su
podjedinice kovalentno povezane disulfidnim mostovima. Kataliziraju oksidaciju primarnih
amina do odgovarajucih aldehida u reakciji koja zahtjeva ion bakra po podjedinici enzima i
kofaktor topakinon (TPQ) koji nastaje posttranslacijskom modifikacijom oéuvanog tirozina.'’
Enzimi iz ove skupine imaju razliCite fizioloske uloge kod eukariota i prokariota. Kod
mikroorganizama imaju ulogu u osiguravanju ugljika i dusika iz amina.'' Kod eukariota imaju

$iri spektar uloga, poput sudjelovanja u stani¢nom rastu,'* zarastanju rana i detoksifikaciji.

1.1. Svrha i cilj rada

Aminske oksidaze su grupa enzima koji sudjeluju u oksidaciji velikog broja biogenih amina
poput neurotransmitera te ksenobiotickih amina. Unato¢ brojnim eksperimentalnim i
racunalnim istraZzivanjima provedenim u svrhu ispitivanja katalitickog mehanizma aminskih
oksidaza, jo$ uvijek ne postoji konsenzus oko tocnog mehanizma djelovanja ovih vaznih
enzima. Ova doktorska disertacija je usmjerena na proucavanje metabolizma jednog od
navaznijih biogenih amina u tijelu — histamina. Nakon S§to se sintetizira iz esencijalne
aminokiseline histidina, histamin ostvaruje svoju biolosku ulogu vezanjem za jedan od cetiri
histaminska receptora. Aktivirani receptori prenose signal koji rezultira specifiénom bioloskom
aktivnoScu. Visak histamina se mora ukloniti unutar jednog od dva metabolickog puta u kojima
sudjeluju aminske oksidaze. U sklopu jednog puta monoamin-oksidaza B (MAO B) oksidira
prethodno metilirani histamin, N-metilhistamin, dok unutar drugog puta, enzim diamin-

oksidaza (DAO) direktno oksidira histamin.
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S obzirom na sve navedeno, specifi¢ni ciljevi ove disertacije su sljedeci:

1. Definirati interakcije u veznom mjestu histaminskog receptora H, koje su nuzne za
pravilno vezanje i smjeStanje histamina.

2. Utvrditi determinante specifi¢nosti enzima MAO B prema N-metilhistaminu u odnosu
na histamin.

3. Utvrditi mehanizam reakcije oksidacije histamina i N-metilhistamina katalizirane
enzimom MAO B.

4. Utvrditi mehanizam reakcije oksidacije histamina katalizirane enzimom DAO.

U ostvarivanju cilja 1. koriSteno je homologno modeliranje histaminskog receptora H, s
obzirom na to da njegova trodimenzionalna struktura nije poznata, a zatim su metodom
molekulske dinamike identificirane vazne interakcije u veznom mjestu receptora. U
ostvarivanju ciljeva 2.-4. koriStene su metode molekulske dinamike, metoda MM-PBSA za
racunanja slobodne energije vezanja, kvantno-mehanicki racuni u okviru klaster pristupa te
metoda EVB.

Ocekivani znanstveni doprinos ove disertacije odnosi se na bolje razumijevanje
metabolizma histamina. Nakon $to histamin izvrsi svoju biolosku ulogu vezanjem za jedan od
Cetiri receptora, mora se razgraditi u metaboli¢kim putevima u kojima sudjeluju aminske
oksidaze, MAO B i DAO. Stoga, zanstveni doprinos podrazumijeva odredivanje ¢imbenika koji
utjecu na supstratnu selektivnost MAO B, zatim definiranje katalitickog mehanizma reakcije
oksidativne deaminacije histamina katalizirane enzimima MAO B i DAO. Dobiveni razultati
mogli bi posluziti za definiranje smjernice u razvoju efikasnijih lijekova, bilo da je rije¢ o
potentnijim histaminskim antagonistima ili o lijekovima koji se koriste za lijeCenje
neurodegenerativnih bolesti, a ¢ija vazna farmakoloSka meta je MAO B. Takoder, dobiveni
rezultati mogu pomoc¢i u razvoju uspjesnije terapije koja bi se koristila u tretmanu intolerancije

na histamin.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Biosinteza histamina

Histamin su otkrili Dale i Laidlaw jo§ 1910. godine,'* a identificiran je kao medijator
anafilaktitke reakcije 1932. godine." Jedna je od najvaznijih signalnih molekula koja je
ukljucena u brojne fizioloske procese poput upalnog odgovora, sekrecije zeluCane kiseline,
neuromodulacije te regulacije imuniteta. S obzirom na to da je medijator mnogih bioloski
vaznih procesa, koncentracija histamina u organizmu, odnosno njegova biosinteza i razgradnja
moraju biti pazljivo regulirani. Histamin se sintetizira iz esencijalne aminokiseline histidina
djelovanjem enzima L-histidin-dekarboksilaze (LHD). LHD je homodimerna, piridoksal-
fosfat-ovisna dekarboksilaza visoke specifi¢nosti prema histidinu s kojeg uklanja karboksilnu
skupinu pri ¢emu nastaje histamin. Histamin se sintetizira u mastocitima, bazofilima i
histaminergi¢nim neuronima gdje se pohranjuje u vezikulama te biva otpuSten nakon odredenog
stimulusa. Histamin svoje biolosko djelovanje iskazuje vezanjem za jedan od Ccetiri
membranska histaminska receptora, H;, Ha, Hs 1 Hs. Zna se da vezanje histamina za receptore
H; dovodi do kontrakcije glatkih miSi¢a i endotelnih stanica zatim do povecanja vaskularne
permeabilnosti te do akutne alergijske reakcije. Aktivacija receptora H pak rezultira sekrecijom
zeluCane kiseline, dok vezanje histamina za receptore Hs, koji se nalaze iskljucivo u tkivu
ziv€anog sustava, regulira otpustanje neurotransmitera. Konacno, aktiviranje receptora Hi
histaminom rezultira regulacijom produkcije citokina $to ima razlic¢ite imunomodulatorne
ucinke. Histaminski receptori spadaju u kategoriju receptora povezanih s G proteinima, a do
danas je rijeSena samo struktura receptora H;'® koja se sastoji iz 7 transmembranskih o-

zavojnica (Slika 1).
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Slika 1. Struktura histaminskog receptora H, dobivena difrakcijom rendgenskih zraka (PDB kod 3RZE).

Zelenom bojom prikazan je doksepin, antagonist receptora H;.

Histamin se sastoji iz etilamino lanca vezanog za imidazolni prsten. Oba dijela molekule imaju
funkcionalne skupine s kiselinsko-baznim svojstvima: alifatsku amino skupinu (pK;, = 9,4) te
dusik na imidazolnom prstenu (pK, = 5,8). Pri fizioloSkom pH = 7,4 histamin postoji
dominantno (96 %) kao monokation protoniran na alifatskoj amino skupini. U odnosu na
imidazolni prsten, etilamino lanac moze zauzeti viSe razliCitth konformacija koje su
klasificirane u dvije glavne kategorije, linearni (t1 1 t2) 1 ciklicki oblici (gl i1 g2)
monokationskog histamina (Slika 2). S druge strane, imidazolni prsten moze postojati u dva
tautomerna oblika, N"-H-histamin i N*-H-histamin u ovisnosti od pozicije vodikovog atoma na
jednom od dva duSikova atoma imidazolnog prstena. Na taj nacin, dobivamo ukupno 4 moguca
histaminska monokationa (Slika 2). Eksperimentalna i ratunalna istrazivanja potvrdile su da je

u vodenoj otopini najzastupljeniji, t1, linerani oblik N*-H'” (Slika 2).

®
® - ®
N NH ‘'m © AN H o NHs
N / / I
N N
H T H/ N /
t1 t2 gl g2

Slika 2. Mogu¢i tautomeri i konformeri monokationskog histamina (preradeno i preuzeto iz .
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2.2. Razgradnja histamina

Dva puta razgradnje histamina kod ljudi i sisavaca prikazani su na Shemi 1.

COOH
—( S
HN\/N
L-histidin

HDC
NH, NH
CHO
/=<_/ . /=(_/ - /=(
N N < HN N T " HN. N
/ \/ \/ \/
CHs

N-metilhistamin histamin imidazol acetaldehid

/_\ﬁ CHO /_( COOH
[\ -

N N HN N

CH;
N-metilimidazol illlida_ZOI(_)thna
acetaldehid kiselina

/_(COOH

N N
a4
CHs

N-metilimidazoloctena
kiselina

Shema 1. Dva puta razgradnje histamina kod sisavaca.

Diamin-oksidaza (DAO) je sekrecijski enzim dominantno eksprimiran u endotelu crijeva te je
primarno odgovoran za razgradnju ekstracelularnog histamina. DAO direktno metabolizira
histamin do imidazol acetaldehida koji se oksidira do imidazoloctene kiseline u reakciji koju
katalizira aldehid-dehidrogenaza. U drugom katabolickom putu, histamin se prvo metilira u
reakciji koju katalizira histamin-N-metiltransferaza (HMT). HMT Kkatalizira metiliranje
histamina u prisutnosti S-adenozil-L-metionina (SAM) koji sluzi kao donor metilne skupine pri
¢emu nastaje N-metilhistamin koji se dalje razgraduje enzimom monoamin-oksidaza B (MAO
B) do N-metilhistamin-imina. Dobiveni imin napusta aktivno mjesto enzima te se neenzimski
hidrolizira do odgovaraju¢eg aldehida. Za razliku od MAO B, enzim DAO ima podjednak
afinitet prema histaminu i N-metilhistaminu, te su oba spoja supstrati reakcije koju katalizira

ovaj enzim.'™" Ovo je posebno znaajno s obzirom na to da histamin-N-metiltransferaza
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(HMT) pokazuje snaznu inhibiciju svojim produktom (N-metilhistaminom), §to ¢ini DAO
primarnim enzimom za inaktivaciju histamina, budu¢i da djeluje direktno na histamin, ali i na
produkt iz drugog metabolickog puta za razgradnju histamina, a koji je ujedno i inhibitor
enzima HMT. S druge strane, supstratna preferencija enzima MAO B prema N-metilhistaminu
je zanimljiva s obzirom na to da se histamin i N-metilhistamin razlikuju u samo jednoj metilnoj
skupini u nereaktivnom dijelu molekule.

Kao S$to se moZze vidjeti iz Tablice 1, MAO B efikasno razlikuje N-metilhistamin i histamin.
Konstante specifi¢nosti (ke./Km) enzima MAO B za oba supstrata govore u prilog tome da je
N-metilhistamin puno bolji supstrat od histamina. S druge stane, enzim DAO jednako dobro

razgraduje oba supstrata.

Tablica 1. Kineti¢ki parametri za N-metilhistamin i histamin u reakciji oksidativne deaminacije koju

kataliziraju enzimi MAO B i DAO.*"*!

e/ min" | A*G°/kcal mol”" | K/ UM | AG°yepanja/ kcal mol™ | kea K/ s 'mM™
N-metilhistamin
MAO B 35 17,89 166 -5,16 3,51
DAO 103 17,24 3.4 -7,46 504,90
Histamin
MAO B 3,5 19,26 ~ 4000 -3,27 0,014
DAO 139 17,06 2,8 -7,57 827,38

DAO i MAO B spadaju u grupu enzima koji se nazivaju aminske oksidaze (AO), a koje
kataliziraju razgradnju aminskih spojeva do odgovarajuc¢ih aldehida uz stvaranje vodikovog

peroksida i amonijaka (Shema 2).

RTONH, + O, + HO — 22 o R7 SH + NH;y + H,0,

Shema 2. Prikaz rekacije oksidativne deaminacije biogenih amina katalizirane aminskim oksidazama.

Aminske oksidaze dijele se u dvije strukturno razli¢ite skupine: A) aminske oksidaze koje
sadrze bakar (primjer enzima je diamin-oksidaza, DAO) 1 B) aminske oksidaze koje sadrze

flavin-adenin-dinukleotid (FAD) kofaktor (primjer enzima je monoamin-okisdaza B, MAO B).
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2.3. Mehanizam aminskih oksidaza

Mehanizam aminskih oksidaza moZe se predstaviti u dva koraka. U prvom nastaje reducirani

kofaktor enzima i imin, a u drugom dolazi do reoksidacije kofaktora enzima uz istodobnu

produkciju amonijaka i vodikovog peroksida. Unato¢ vrlo kompetitivnim istrazivanjima koja

traju desetlje¢ima u literaturi jo§ uvijek ne postoji konsenzus oko tocnog katalitickog

mehanizma ovih enzima.

2.3.1. Kataliticki mehanizam enzima MAO B i DAO

Mehanizam prvog koraka reakcije koju katalizira enzim MAO B dugi je niz godina predmet

opseznih eksperimentalnih i1 ra¢unalnih istrazivanja. Zna se da oksidacija aminskih supstrata

obuhvacda uklanjanje dva protona i dva elektrona kako bi iz jednostruke C-N veze nastala

dvostruka C=N veza, a strukturna,** kineti¢ka i spektroskopska istrazivanja®** ponudila su tri

prijedloga moguceg katalitickog mehanizma enzima MAO B (Slika 3): (a) mehanizam koji ide

preko radikala, (b) polarno-nukleofilni mehanizam i (¢) hidridni mehanizam.

(a) RADIKALSKI MEHANIZAM

(b) POLARNI NUKLEOFILNI MEHANIZAM

(c) HIDRIDNI MEHANIZAM

Enz R Enz R
I o ©
N N o N N o
7 \Ié \f
-~ \
bz NH NH
N N
o o
o+

R-CHy-NH, R-CH,-NH,
I\w
Enz Enz
| © @
N N (o) N N (o]
Y ~— Y
NH NH
N4
Hkﬂ 0 o
RY “NH, .
R-CH-NH,
H /x /_\ W
Enz o

Enz R

NH,

I

R H

Enz R
| |
N_ _N__O N_ _N__O
= \f = \]4
2 NH T " NH
N N
o ( T o

NH,

Enz z ji/i;l(\fo
I I N/ NH
C o

H
H)o
RY TNH,

Slika 3. Tri moguca mehanizma predlozena u literaturi za reakciju razgradnje amina do imina koja je

katalizirana enzimom MAO B.
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Istrazivanja na deuteriranim supstratima nedvojbeno su pokazala da je kljucni korak reakcije
koju katalizira enzim MAO B cijepanje C—H veze u susjedstvu amino skupine na supstratu® te
se predlozeni mehanizmi razlikuju u prirodi vodika koji se prenosi na atom N5 kofaktora
enzima: atom vodika (H') u radikalskom mehanizmu, proton (H") u polarnom nukleofilnom
mehanizmu te hidridni anion (H") u hidridnom mehanizmu.

Radikalski mehanizam predloZzen je na temelju inhibicije MAO B analogom
ciklopropilamina s obzirom na to da je od ranije poznato da se ciklopropilni prsten otvara kroz
radikalski mehanizam.*® Izostanak Gvrstih dokaza o postojanju flavin-semikinona detektiranog
spektroskopijom EPR bio je glavni argument protiv radikalskog mehanizma. Eksperimentalna
istrazivanja u kojima su benzilamini supstituirani na para poziciji elektron odvlaceéim

. . ;. . .. . . . .. 2728
skupinama rezultirale su povecanjem brzine reakcije oksidativne deaminacije, "

Sto je
osiguralo eksperimentalnu potporu da je prijenos protona ukljucen u katalizu na temelju cega
je predlozen polarni nukleofilni mehanizam kao najizgledniji.*” Istrazivanja na modelnom
spoju, metillumiflavinu pokazala su kako oksidacija amina ide kroz stvaranje nestabilnog
kovalentnog adukta supstrata i flavinskog kofaktora koji se zatim u sljede¢em koraku raspada
na imin u procesu koji je ukljuéuje prijenos protona sa supstrata.’ Prijenos protona zahtjeva
prisutnost baze u aktivnom mjestu enzima, medutim strukturna analiza nije pokazala da u
aktivnom mjestu postoji aminokiselina koja bi mogla djelovati kao baza, tj. primila proton sa
supstrata. Takoder, postojanje kovalentnog adukta supstrata i flavina u aktivnom mjestu enzima
nije nikada eksperimentalno dokazano Sto sve skupa iskljucuje polarni nukleofilni mehanizam.
Moguénost hidridnog mehanizma zatim je predloZena na temelju sli¢nosti enzima MAO B s
flavoenzimom oksidazom D-aminokiselina (engl. D-amino acid oxidase, DAAQO). Naime,
kineticka mjerenja na enzimu DAAO®' te istraZivanja na drugim sli¢nim enzimima poput
triptofan-2-monooksigenaze ** i N-metiltriptofan-oksidaze > predlozila su prijenos H™ kao
najizgledniji mehanizam. Racunalna istrazivanja provedena kvantno-mehanickim DFT
racunima u okviru klaster pristupa na modelu enzima pokazala su puno vecu vjerojatnost

34,35 .
»7 Zatim su

hidridnog mehanizma u odnosu na preostala dva predlozena mehanizma.
simulacije cijelog MAO B u kompleksu s dopaminom primjenom metode EVB (engl. empirical
valence bond, EVB), rezultirale standardnom Gibbsovom energijom aktivacije od A*G°=16,1
keal mol™ (ref. 35) §to je u potpunom slaganju s dostupnom eksperimentalnom vrijednosti od
16,5 kcal mol™ (ref. 20) pruzajuéi snaznu potporu hidridnom mehanizmu. Hidridni mehanizam

0% te na sli¢nim

kasnije je potvrden i u drugim istrazivanjima provedenim na enzimu MA
flavoenzimima.>”* Svakako najsnazniji eksperimentalni dokaz koji ide u prilog hidridnom

mehanizmu pruzila je nedavna analiza bazirana na "*C kineti¢kom izotopnom efektu u kojoj je
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uvjerljivo pokazano kako kataliticki mehanizam MAO B i nekih strukturno sli¢nih flavoenzima
ukljuduje prijenos hidridnog iona sa supstrata na kofaktor.*'

Zarazliku od reakcije koju katalizira enzim MAO B, oksidativna deaminacija histamina
koju katalizira enzim DAO nije dovoljno opisana u literaturi, a svi dostupni podaci ukazuju na
jedan mehanizam. Na temelju strukture enzima DAO u kompleksu s inhibitorom 2-

hidrazinopiridinom* kao i iz nekolicine kineti¢kih studija®*

ponuden je kataliticki
mehanizam ovog enzima. PredloZeni mehanizam podrazumijeva formiranje Schiffove baze
izmedu amina supstrata te atoma C5 iz karbonilne skupine kofaktora TPQ enzima, a takva
Schiffova baza je detektirana u eksperimentima s modelnim spojevima i kovalentnim

e . 4647
inhibitorima.™

Kljuéni korak u spomenutom mehanizmu je pretvorba inicijalne “supstrat
Schiffove baze” u “produkt Schiffovu bazu”, (Slika 4 B = C). Ova pretvorba podrazumijeva
prijenos vodika s a-ugljikove pozicije supstrata na karbonil kofaktora TPQ. ** Pretpostavlja se
da prijenos vodika potpomaze anionska forma kofaktora te oCuvani aspartat u aktivnom mjestu
enzima (Slika 4), s procijenjenom pKa vrijednosti od oko 5, a eksperimenti u kojima je ovaj
aspartat mutiran uputili su na vaznost ove aminokiseline u katalizi.*>**~° Zatim se produkt
reakcije, aldehid, oslobada u reakciji hidrolize, Sto rezultira ravnotezom izmedu Cu(Il)-
aminoresorcinola i Cu(I)-semikinona (Slika 4 D = E). U prisutnosti kisika dolazi do oksidacije
iminokinona pri ¢emu nastaje H,O,. Na samom kraju kataliti¢kog ciklusa dolazi do hidrolize te
oslobadanja amonijevog iona pri ¢emu se kofaktor regenerira (Slika 4 F = A). Takoder, NH;"
moze biti osloboden i u reakciji transiminacije izmedu iminokinona i supstrata, pri cemu se

formira “supstrat Schiffova baza” (Slika 4 F > B).>' Pretpostavlja se da kod raznih bakar-

ovisnih aminskih oksidaza postoje razli¢iti mehanizmi za regeneraciju kofaktora.
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Slika 4. Predlozeni kataliticki mehanizam diamin-oksidaze. (preradeno i preuzeto iz ).
2.4. Struktura aminskih oksidaza

2.4.1. Monoamin-oksidaza B

MAO B je homodimerni enzim koji je usidren u vanjskoj membrani mitohondrija preko
transmembranskih zavojnica koje se nalaze na C-kraju.” U dimernoj strukturi enzima ove
transmembranske zavojnice su dovoljno udaljene jedna od druge tako da ne uspostavljaju
medusobne kontakte. Svaka podjedinica ima 520 aminokiselina, od kojih je otapalu izloZen
gotovo cijeli enzim (1-488 aminokiselina u sekvenci) dok je preostali dio smjesten u membrani
(Slika 5). Svaka podjedinica enzima ima po jedno aktivno mjesto, a kineticke studije su
pokazale da su aktivna mjesta neovisna jedna od drugog. Skracivanje C-kraja na razliitim
polozajima utjece na kataliticku aktivnost enzima MAO B §to ukazuje da je ovaj strukturni
element bitan za funkcionalnost i za stabilnost enzima.>* Veza izmedu vezanja enzima za
mitohondrijsku vanjsku membranu i njegove fizioloske uloge joS nije razjasnjena, a zanimljivo
je da druge aminske oksidaze nisu membranski proteini.”> MAO B je promiskuitetni enzim koji
je aktivan na vecem broju supstrata kao $to su dopamin, adrenalin i N-metilhistamin. Takoder
je aktivan 1 na arilalkilaminima poput benzilamina i feniletilamina. Svrha razgradnje takvih

egzogenih amina je u sprjecavanju njihove moguce aktivnosti kao laznih neurotransmitera.
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Slika 5. Prikaz strukture enzima MAO B usidrenog u vanjskoj membrani mitohondrija (preradeno i

preuzeto iz *).

MAO B ima flavin-adenin-dinukleotid (FAD) kofaktor koji je, za razliku od velike vecine
flavoenzima, kovalentno vezan za Cys397 8a-tioeterskom vezom, a koji je dio ocuvanog slijeda
Ser-Gly-Gly-Cys-Tyr (Slika 6). Studije mutageneze u kojima je Cys397 zamijenjen serinom ili
histidinom pokazale su kako je ova aminokiselina esencijalna za enzimsku aktivnost.’®’
Detaljna strukturna analiza uputila je na znacaj aromatskih aminokiselina u aktivnhom mjestu
enzima, konkretno Tyr188, Tyr398 te Tyr435 koji tvore strukturu tipa kaveza (engl. aromatic
cage). Studije mutageneze u kojima je Tyr435 zamijenjen u Phe, His, Leu, i Trp, pokazale su
smanjenu aktivnost mutiranih enzima u usporedbi s enzimom divljeg tipa.** Pretpostavlja se da
"aromatski kavez" omogucava usmjeravanje supstrata k reaktivnom dusiku N5 na kofaktoru
FAD te osigurava pogodnu konformaciju i orijentaciju supstrata za reakciju. Pokazano je da se

amini vezu u protoniranom obliku u aktivnom mjestu enzima, ali da u reakciju ulaze u

deprotoniranoj formi.”’
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Slika 6. Prikaz kofaktora FAD enzima MAO B i "aromatskog kaveza" u tirkiznoj boji (lijevo). Atomi

v . .. . .58
na kofaktoru oznaceni su na slici desno. (preuredeno i preuzeto iz >).

2.4.2. Diamin-oksidaza

DAO je prvotno identificiran kao enzim koji uklanja egzogeni histamin iz homogeniziranih
uzoraka pluéa i jetre te je stoga nazvan histaminazom.’” Kod ljudi, DAO je primarni enzim u
katabolizmu endogenog i egzogenog histamina. DAO metabolizira direktno histamin, ali i N-
metilhistamin ® koji nastaje u drugom katabolickom putu histamina djelovanjem enzima
histamin-N-metiltransferaze (HMT). Smanjena aktivnost enzima DAO direktno je povezana sa
stanjem koje se naziva intolerancija na histamin, a koje podrazumijeva probavne tegobe pracene
simptomima kao §to su hipotenzija i glavobolja.®! Diamin-oksidaza je aminska oksidaza koja
sadrzi bakar te kofaktor 2,4,5-trihidroksifenilalanin-kinon (TPQ). Unutar svake podjedinice
enzima uocena su i dva iona kalcija. Enzim DAO je uglavnom eksprimiran u stanicama crijeva,
6263 bubrega®® te u maloj mjeri u placenti.”’ DAO je homodimerni enzim s dva neovisna
aktivna mjesta (Slika 7). Ima 751 aminokiselinu po svakoj podjedinici, od ¢ega prvih 19

aminokiselina predstavljaju signalni peptid.®®
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Slika 7. Struktura enzima DAO (preuredeno i preuzeto iz ")

Kofaktor TPQ se formira posttranslacijski iz o€uvanog tirozina koji je dio sekvence Ser/Thr-
Xaa-Xaa-Asn-Tyr(TPQ)-Asp/Glu-Tyr/Asn, u spontanoj oksidaciji koja zahtijeva prisutnost
kationa Cu”" i kisika (Slika 8).°* U enzimu DAO, bakar je koordiniran s tri histamina (His510,
His512 1 His675) te s atomom O4 iz deprotonirane hidroksilne skupine kofaktora TPQ.
Pokazano je da su bakar-ovisne aminske oksidaze u kojima je bakrov ion zamijenjen kationom
cinka inaktivne’’ te je u takvoj strukturi umjesto kofaktora TPQ uoéen neprocesirani tirozin.”'
Dodatna dva metalna centra u svakoj podjedinici enzima zauzimaju kationi kalcija koji imaju
strukturnu ulogu. Ligandi za koordinaciju kationa Ca** su atomi kisika iz karboksilnih skupina
tri aspartata (Asp519, Asp521, Asp664), zatim karbonilni kisik iz Leu520 1 Leu665 te jedna
molekula vode, a koji skupa osiguravaju oktaedarsku geometriju. Drugi kation kalcija je
koordiniran s jednom molekulom vode, te bocnim ograncima aminokiselina Asn656 1 Glu658
te s oba kisika iz karboksilne skupine Glu562 i karbonilom iz okosnice Phe653. Aminokiseline
koje koordiniraju katione kalcija su ocuvane. Enzim DAO ima pet disulfidnih mostova, 4 su
formirana intramolekulski izmedu Cys391-Cys417 te izmedu Cys177-Cys181, dok je peti
intermolekulski izmedu Cys736 jedne podjednice i Cys736 iz druge podjedinice Sto kovalentno
spaja homodimer. Pretpostavlja se da je uloga ovih disulfidnih mostova u stabilizaciji
nestrukturiranih petlji. Medutim, odredeni autori smatraju da bar jedan disulfidni most enzima

DAO moze funkcionirati kao redoks prekida¢ (engl. redox switch).”
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Slika 8. Formiranje 2,4,5-trihidroksifenilalanin-kinona kod DAO spontanom oksidacijom tirozina u

prisutnosti kationa Cu®" i kisika.
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2.5. FarmakoloSki zna¢aj enzima MAO B 1 DAO

Histamin u hrani nastaje pomoc¢u mikroorganizama u metabolizmu histidina te se u velikim
koli¢inama moze na¢i u siru, alkoholnim pi¢ima te fermentiranoj i konzerviranoj hrani. Pored
endogeno sintetiziranog histamina u stanicama, kod ¢ovjeka, histamin dolazi i iz prehrane, ali
i crijevne bakterije takoder mogu doprinijeti povecanoj koncentraciji histamina. ViSak
histamina brzo se inaktivira pomoc¢u enzima DAO koji je prisutan u probavnom sustavu. Glavni
razlog intolerancije na histamin kod ljudi je smanjena razgradnja histamina uslijed snizene
aktivnosti DAO 1ili povecane permeabilnosti crijeva, koja je karakteristicna za osobe s
ulceroznim kolitisom ili Crohnovom bolesti. Pove¢ana koncentracija histamina kod ljudi vodi
probavnim poremecajima te nezeljenim simptomima kao $to su hipotenzija, glavobolja, svrbez
i crvenilo, a koji se javljaju nakon unosa hrane bogate histaminom. Lije¢enje intolerancije na
histamin podrazumijeva prehranu bez histamina, uzimanje vitamina C i B6 koji mogu poboljsati
aktivnost enzima DAO. Treba izbjegavati lijekove koji mogu potaknuti oslobadanje histamina
ili inhibirati DAO. Na trzi$tu postoji i nadomjestak enzima DAO pod nazivom DAOSIN®, koji
regulira razinu histamina na nacin da nadopunjuje koli¢inu probavnog enzima diamin-oksidaze
te tako na prirodni nacin regulira manjak enzima. Iz navedenih razloga, bitno je razumjeti
mehanizam razgradnje histamina enzimom DAO kako bi se mogli pripremiti poboljSani
preparati koji bi pomogli osobama s intolerancijom na histamin.

S druge strane, enzim MAO B ima centralno farmakoloSko mjesto u istrazivanjima
vezanim uz neurodegenerativne bolesti”®’® s obzirom na to da je primarno ukljuéen u
razgradnju brojnih aminskih neurotransmitera poput dopamina, serotonina, adrenalina i
noradrenalina u mozgu. Neuravnotezenost koncentracije spomenutih  aminskih
neurotransmitera kljucni je uzrok nastanka Parkinsonove bolesti, a koja se primarno povezuje
s nedostatkom neurotransmitera dopamina u dijelu mozga odgovornom za kontrolu voljno
koordiniranih pokreta. Zbog toga inhibitori enzima MAO B mogu produziti poluzivot
dopamina te se upravo takvi inhibitori koriste kao lijekovi u ranim fazama Parkinsonove bolesti
ili kao dodatna terapija kod pacijenata koji se tretiraju levodopom, spojem koji se u mozgu
direktno pretvara u dopamin te na taj nacin nadoknaduje nedostatak fizioloskog dopamina. Za
sada su odobrena samo dva inhibitora enzima MAO B za klinicku upotrebu, rasagilin i selegilin.
Medutim, potreba za lijekovima koji mogu regulirati koncentracije neurotransmitera u mozgu
je iznimno velika. U svjetlu toga, poznavanje katalitickog mehanizma enzima MAO B nije
samo od znanstvenog, nego i prakti¢nog interesa te moze posluziti u poboljSanju tretmana

simptoma te kvalitete Zivota osoba koje pate od neurodegenerativnih bolesti.
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§ 3. TEORIJSKI DIO

Racunalne metode sluZe za proucavanje strukture, dinamike i svojstava sustava koji se
sastoje od samo nekoliko desetaka atoma pa do velikih biomakromolekula koje sadrze i na
stotine tisu¢a atoma.

U racunalnoj kemiji ulazni podaci su struktura sustava kojeg prou¢avamo. Za male
molekule u sustini nije neophodno imati eksperimentalno rijeSenu strukturu s obzirom na to da
ju mozemo izgraditi koriStenjem dostupnih programa. Naravno, ukoliko je rije¢ o
kompliciranijim strukturama ili kompleksima odgovarajuca struktura se moze potraziti u bazi
podataka CSD (engl. Cambridge structural database). S proteinima je medutim kompliciranije
s obzirom na to da na temelju aminokiselinskog slijeda ne moZemo pretpostaviti
trodimenzionalnu strukturu proteina te nam je za modeliranje biomakromolekula neophodna
eksperimentalno rijeSena struktura. Medutim, u nekim sluc¢ajevima, ukoliko protein od interesa
nema rijeSenu strukturu, ali postoji struktura njegovog homologa s kojim dijeli bar 60 % istih
ili sliénih aminokiselina u primarnoj strukturi, mozemo na temelju strukture homologa izgraditi
model proteina koji nas interesira. Naravno, $to je veca slicnost izmedu ta dva proteina, to je
veca i pouzdanost izgradenog modela.

Pri rac¢unalnom modeliranju koriste se metode razli¢itog stupnja slozenosti: empirijske
u koje spadaju metode molekulske mehanike (MM) i1 molekulske dinamike (MD),

semiempirijske, kvantno-mehanic¢ke (QM) te njihova medusobna kombinacija.

3.1. Empirijske metode

Empirijske metode opisuju molekulu kao skup atoma koji se ponasa po zakonima klasi¢ne
fizike. Potencijalna energija molekule je funkcija polozaja jezgri, pri ¢emu se elektroni ne
promatraju eksplicitno ve¢ se razli¢itim parametrima opisuju njihovi efekti. U empirijske

metode spadaju metode molekulske mehanike i molekulske dinamike.
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3.1.1. Molekulska mehanika

Polje sila je termin za funkciju potencijalne energije sustava koje podrazumijeva skup
parametara za opis razli€itih tipova atoma te funkciju koja omogucéava racunanje potencijalne
energije molekule na temelju njezine geometrije. Parametri se obi¢no dobivaju iz kvantno-
mehanickih racuna ili usuglasavanjem s eksperimentalnim podacima dobivenim koriStenjem
neutronske defrakcije, difrakcije rentgenskih zraka, NMR-a, Ramanove spektroskopije i sl.
Osnovna pretpostavka za koriStenje polja sila je prenosivost parametara $to znaci da su
parametri uvijek isti za isti tijp atoma u razli¢itim molekulama. Dakle, skup parametara za opis
metilne skupine je isti u svim molekulama koje sadrze metilnu skupinu. Ukoliko ne bi vrijedila
pretpostavka prenosivosti parametara, trebali bismo svaki put iznova razviti nove parametre za
svaku metilnu grupu u molekulama ¢ija svojstva Zelimo ispitati. Koncept tipa atoma je jednako
vazan 1 odnosi se na hibridizacijsko stanje i naboj za odredenu vrstu atoma. Za primjer mozemo
uzeti ugljik koji moze biti sp, sp” ili sp hibridiziran tj. moZe formirati jednostruku, dvostruku
ili trostruku vezu ili moze biti dio aromatskog prstena, te ovisno o hibridizaciji postoji vise
razlicitih tipova ugljikovih atoma koji se razli¢ito ponasaju.

Funkcija kojom se racuna potencijalna energija molekule sastoji se od niza potencijala
(Slika 9) koji se javljaju kao posljedica odstupanja internih koordinata poput veza i kutova od
njihovih referentnih vrijednosti, te neveznih interakcija kao S§to su elektrostatske koje se
racunaju koristenjem Coulombovog zakona i van der Waalsove koje se opisuju Lennard-

Jonesovom funkcijom.
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3.1.1.1. Polje sila

Kada koristimo polje sila za sve atome (engl. all-atom force field) svaki atom je

predstavljen kao zasebna Cestica kojoj su dodijeljeni naboj, masa i van der Waalsov radijus.

Postoji veliki broj polja sila dostupnih u literaturi, medutim tipi¢ni izraz za polje sila ima

sljedecu formu (2.1.):

vrVy = ZK (r—10)% + Z Ko(0— 05)% + Z

veze kutovi torzije

+ Z l] qi qj ]
47r50rl]

i<j

Clanovi u izrazu za potencijalnu energiju prikazani su na Slici 9.

U = . By
= 12 6

van der Waalsove

interakcije

qi q;j
t  dmgry;

elektrostatske
interakcije

+ K.(r—r,)? OwO

istezanje veze

Q
+ Ky(6— 6,)? &&:

promjena
valentnog kuta

+ % [1+ cos(né — )] %

promjena
torzijskog kuta

Slika 9. Komponente u izrazu za potencijalnu energiju molekule (preradeno i preuzeto iz ).

[1+ cos(ng — p)]

2.1
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Prva tri ¢lana izraza (2.1) definiraju duljine kovalentnih veza, kuteve i torzije, dok se posljednja
dva odnose na nevezne interakcije. Prvi ¢lan izraza (2.1) odnosi se na opis kovalentne veze koja
se izmedu para atoma modelira naj¢es¢e harmonic¢kim potencijalom koji je definiran Hookovim
zakonom. Ovaj ¢lan doprinosi promjeni energije sustava zbog odstupanja duljine veze r od
referentne vrijednosti ry, (r — r9). K, je konstanta sile izrazena u kcal mol' A™. U nekim
se koristiti slozeniji anaharmonicki (Morseov) potencijal’® (2.2), gdje je D energija disociranja
molekule, a parametar o ovisi 0o atomu i predstavlja konstantu sile. Morseov potencijal tako
zahtjeva tri parametra za opis istezanja kovalentne veze (D, o, ry), za razliku od harmonickog
potencijala koji zahtjeva samo dva (X, ry). Eksponencijalni izraz Morseovog potencijala ¢ini
racune zahtjevnijima u usporedbi s izraCunima istezanja veze koje je definirano harmonic¢kim

potencijalom.
Viorse = D{e=@= —1}* — D (2.2)

Kako su konstante sile za istezanje veze (K,) op¢enito velike, u molekulsko-mehanickim
racunima gotovo nikada ne dolazi do znacajnog odstupanja duljine veze od referentne
vrijednosti. Stoga je opis istezanja kovalentne veze harmonickim potencijalom dovoljan za
proucavanje sustava od interesa.

Drugi ¢lan u izrazu (2.1) odnosi se na promjenu potencijalne energije sustava do koje dolazi
uslijed odstupanja valentnog kuta (6), kojeg tvore tri kovalentno povezana atoma, od njegove
referentne vrijednosti (6y). Treci €lan je periodicka funkcija koja opisuje promjenu potencijalne
energije sustava nastalu uslijed promjene torzijskog kuta izmedu Cetiri kovalentno povezana
atoma, a prikazuje se kao rotacija oko srediSnje veze (Slika 9). V), je rotacijska barijera
(amplituda funkcije), parametar » kontrolira periodi¢nost, ¢ je vrijednost torzijskog kuta, a y
predstavlja to¢ke minimuma torzijskog potencijala. Cetvrti doprinos u izrazu (2.1) je nevezni
doprinos potencijalnoj energiji sustava i odnosi se na sve atome koji nisu medusobno povezani
kovalentnom vezom, odnosno parovi atoma koji su razdvojeni s najmanje tri kovalentne veze
u nizu. Elektrostatske interakcije sustava racunaju se kao zbroj interakcija izmedu atoma iij s
parcijalnim nabojima ¢;, g;, gdje je r; udaljenost izmedu atoma i i j, a & je dielektri¢na
konstanta. Kako naboj na atomu nije eksperimentalno mjerljiv, parcijalni naboji trebaju biti
pripisani atomima na isti na¢in kao Sto se pripisuju parametri za opis kovalentne veze. Parcijalni

naboji se opcenito dobivaju usuglasavanjem (engl. fitting) s nabojima dobivenim iz kvantno-
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mehanickih ra¢una. Van der Waalsove interakcije su kratkog dometa i opisane su pomocu

Lennard-Jonesovog potencijala (2.3)”

V()= 42 (2.3)
ij ij

gdje A = er;}? i B = 2en$ sadrze dva podesiva parametra koja ovise o vrsti atoma, a to su
dubina potencijalne jame ¢ 1 poloZaj minimuma energije 7.

Nevezne interakcije su racunalno najzahtjevniji aspekt molekulsko-mehanickih racuna.
Zbog toga bi smanjenje broja neveznih interakcija imalo znac¢ajan utjecaj na brzinu izvodenja
MM racuna. Kako se van der Waalsove interakcije izmedu atoma znacCajno smanjuju sa
povecanjem udaljenosti izmedu atoma moguce je ograniciti domet na kom ¢e se racunati
Lenard-Jonesov potencijal bez uvodenja znacajnije greske u dobivene rezultate. S druge strane,
elektrostatske interakcije su dugog dometa te ograni¢avanje udaljenosti na kom ¢e se one
racunati moze dovesti do pogresnog opisa sustava od interesa. Udaljenost kojom se definira
domet neveznih interakcija (engl. cut-off value) moze se odrediti procjenjivanjem energije
sustava za niz razli¢itih vrijednosti ograni¢enja. Kada energija sustava poc¢ne konvergirati tada
smo sigurni da nismo unijeli gresku u izraun potencijalne energije sustava. Tipi¢ne vrijednosti
za ograni¢enje su izmedu oko 10 A, s tim §to vece vrijednosti za ograni¢enje rezultiraju sporijim
provodenjem izracuna. KoriStenje periodicnih rubnih uvjeta (engl. periodic boundary
conditions, PBC) postavlja granicu za vrijednost maksimalnog ograni¢enja na polovicu
najkrac¢e stranice kutije za simuliranje. Tretiranje interakcija dugog dometa, poput
elektrostatskih interakcija, predstavlja problem s obzirom na to da njihov domet cesto
nadmasuje polovicu duZine simulacijske kutije. Medutim, koristenjem Ewaldove sumacije®
moguce je posti¢i da svaka Cestica interagira sa svim ¢esticama u centralnoj simulacijskoj kutiji
kao 1 sa svim replikama te simulacijske kutije (vidjeti 3.1.3.1). Elektrostatske interakcije se
racunaju izmedu atoma u okviru centralne kutije pomocu standardnog Coulombovog izraza
(Slika 9), dok se interakcije izmedu atoma u centralnoj simulacijskoj kutiji 1 onih atoma u
replikama centralne simulacijske kutije raCunaju na isti nacin pri ¢emu je udaljenost korigirana
za odgovaraju¢i translacijski vektor n. Doprinosi ukupnoj elektrostatskoj energiji dolazi iz
interakcija u okviru centralne simulacijske kutije zajedno sa interakcijama izmedu centralne
kutije 1 svih njenih replika, a najceS¢e koriStena metoda za tretiranje dalekoseznih

elektrostatskih interakcije je PME® (engl. particle mesh Ewald, PME).
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Danas postoji niz suvremenih polja sila razvijenih za razliite vrste molekula, a njihova
specifi¢nost ogleda se u funkciji kojom se opisuje energija sustava te o skupu atoma za koje je
provedena parametrizacija. Opcéenita polja sila posjeduju parametre za veliki broj tipova atoma,
kao §to su CHARMM opéenito polje sila®* (engl. CHARMM general force field) ili opéenito
AMBER polje sila® (engl. general AMBER force field, GAFF), dok su specijalizirana polja sila
optimizirana za odredenu skupinu spojeva, poput GLYCAMO6 polja sila® dizajniranog za

simuliranje ugljikohidrata.

3.1.1.2. PretraZivanje plohe potencijalne energije molekulskom mehanikom

Molekulska mehanika moZze se koristiti za pronalazak minimuma energije molekule na plohi
potencijalne energije (Slika 10) odnosno za optimizaciju geometrije molekule te u molekulsko-
dinamic¢kim simulacijama. Optimizacija geometrije makromolekulskih sustava provodi se
pomoc¢u matematickih metoda minimizacije energije koje podrazumijevaju prve derivacije
funkcije za energiju. Najcesce su u upotrebi metoda najstrmijeg spusta (engl. steepest descents
method) 1 metoda konjugiranih gradijenata (engl. conjugate gradients minimisation). Postupak
optimizacije geometrije podrazumijeva mijenjanje pojedinih internih koordinata molekule dok

se ne pronade odgovaraju¢i minimum (Slika 10).
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Slika 10. Prikaz trodimenzionalne plohe potencijalne energije s oznacenim lokalnim i globalnim

minimumom.

Kod metode najstrmijeg spusta sustav se pomice u pravcu koji je paralelan sa silom,
odnosno sustav se spusta “nizbrdo” u pravcu negativnog gradijenta. Ova metoda se koristi u

slu¢ajevima kada je sustav daleko od minimuma kako bi se ugrubo odredio poloZzaj minimuma.
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Medutim, blizu minimuma ova metoda je neefikasna s obzirom na loSu konvergenciju. Zbog
toga se u prvim koracima minimizacije koristi metoda najstrmijeg spusta nakon cega slijedi
upotreba metode konjugiranih gradijenata kako bi se odredio lokalni minimum energije
molekule.

Nelinearna molekula koja se sastoji iz N broja atoma ima ukupno 3N-6 stupnjeva
slobode u trodimenzionalnom prostoru. Ploha potencijalne energije je funkcija 3N Cartesijevih
koordinata zbog ¢ega je vizualizacija potpune plohe potencijalne energije nemoguca ve¢ se u
praksi vizualizira mali dio plohe koja predstavlja energiju kao funkciju najvise tri koordinate.
Na primjer, ukoliko Zelimo proucavati cijepanje ili nastanak kovalentne veze onda se energija
moze prikazati u ovisnosti o rastojanju izmedu atoma povezanih danom kovalentnom vezom.
Takoder, potencijalna energija sustava moze biti istodobno u funkciji duljine kovalentne veze i
odredenog kuta. Molekulsko modeliranje obi¢no se ti¢e minimuma i sedlastih tocki na plohi
potencijalne energije s obzirom da su to regije od kemijskog interesa. Minimumi energije
odgovaraju stabilnim strukturama dok sedlaste toCke, koje povezuju dane minimume,
odgovaraju prijelaznoj strukturi. Medutim, bioloSki sustavi se gotovo nikad ne nalaze u
globalnom minimumu ve¢ uglavnom postoje u lokalnom minimumu koji odgovara fiziolosSkom
stanju. Stoga, svrha molekulske dinamike je ispitivanje plohe potencijalne energije oko
odredenog lokalnog minimuma u kom se sustav nalazi tako da lociranje globalnog minimuma
u sustini nije neophodno. Metode minimizacije obi¢no se koriste za dobivanje pogodnih
pocetnih struktura za molekulsko-dinamicke simulacije. Kristalne strukture biomakromolekula
odgovaraju stabilnom stanju sustava medutim potrebno je dodati molekule otapala, zatim
vodike te odgovaraju¢i supstrat u aktivnom mjestu prije nego krenemo s molekulsko-
dinamickim simulacijama. U tom slu¢aju, minimizacija se koristi kako bismo dozvolili strukturi
proteina da se relaksira, odnosno prilagodi novim uvjetima kako bismo ju pripremili za

simulacije MD.
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3.1.1.3. Model otapala u molekulskoj mehanici

Modeli vode koji se koriste u molekulskoj mehanici mogu se razvrstati u tri grupe, jednostavni
rigidni model, model koji ukljucuje fleksibilnost do odredene mjere i model koji eksplicitno
uzima u obzir polarizacijske efekte. Naj¢esce se upotrebljava jednostavni rigidni model vode
kod koga ne dolazi do deformiranja veza ili kutova. U ovaj model vode se ubrajaju modeli vode
TIP3P® i SPC,*® koji su medusobno veoma sli¢ni, odnosno razlikuju se samo u svojim
geometrijama, nabojima i Lennard-Jonesovim parametrima. U ovom radu koriSten je model

vode TIP3P ¢iji su parametri prikazani u Tablici 2.

Tablica 2. Parametri za TIP3P model vode.

c/A & /kJ mol” I /A q/e Q@/e 0/°
3,15061 0,6364 0,9572 +0,4170 -0,8340 104,52

o 1 ¢ su Lennard-Jonesovi parametri, ¢ je van der Waalsov radijus, odnosno udaljenost na koju
se mogu pribliziti dvije Cestice koje medusobno nisu povezane kovalentnom vezom, a ¢ je

dubina minimuma potencijalne energije.

3.1.2. Statisticka mehanika

U racunalnim simulacijama Zelimo ispitati makroskopska svojstva sustava kroz mikroskopske
simulacije, na primjer Zelimo izraunati promjenu slobodne energije vezanja ili Zelimo ispitati
mehanizam konformacijskih promjena. Veza izmedu mikroskopskih simulacija 1
makroskopskih svojstava (Slika 11) osigurana je kroz statisticku mehaniku koja koristeci
matematicke izraze povezuje makroskopska svojstva sa raspodjelom i gibanjem atoma i

molekula u sustavu s N tijela.
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Eksperiment . Simulacije

Makroskopsko  Mikroskopsko
stanje stanje

Slika 11. Prikaz makroskopskog i mikroskopskog stanja.

Statisticka mehanika za cilj ima predvidanje makroskopskih fenomena kroz svojstva
individualnih molekula koji ¢ine sustav koji simuliramo. Sustav moze podrazumijevati skup
molekula otapala do solvatiranih protein-protein ili protein-DNA kompleksa. Kako bismo
povezali makroskopski sustav s mikroskopskim, koristi se vremenski ovisno statisticko
uprosjecivanje. Mikroskopsko stanje sustava je definirano poloZzajem i momentom u
multidimenzionalnom prostoru koji se naziva fazni prostor. Za sustav s N brojem cCestica, ovaj
fazni prostor ima 6N dimenzija. Cestica u faznom prostoru opisuje stanje sustava, dok je
ansambl kolekcija Cestica u faznom prostoru koje odgovaraju istom termodinamickom stanju.

Eksperimenti se rade na makroskopskim kemijskim sustavima koji se sastoje iz velikog
broja molekula, na razini Avogadrovog broja (6,022x10%), gdje molekule mogu zauzimati
veliki broj razlicitih konformacija. U statistickoj mehanici, prosje¢ne vrijednosti koje
odgovaraju eksperimentalnoj opservabli su definirane prosjekom ansambla, odnosno
eksperimentalno izmjereno svojstvo bilo kog sustava jednako je vrijednosti uprosjecenoj preko

svakog ¢lana ansambla. Prosjek ansambla je prikazan sljede¢om formulom:

(Aansamvia = | dpara@",rypt v @24)

gdje je A(p",rN) svojstvo koje pratimo u funkciji momenta, p i polozaja r sustava.

Vjerojatnost gustoce ansambla je izrazena:
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p(", ) = G expl=H(@", ") /kyT] (25)

Gdje H predstavlja Hamiltonijan, 7 je temperatura, kp Boltzmannova konstanta, a Q je

particijska funkcija (2.6).
Q = J[ dp"dr" exp[-H(",r")/kpT] (2.6)

Particijsku funkciju gotovo je nemoguce rijesiti jer se moraju uzeti u obzir sva moguca stanja
sustava. Zato se u molekulsko-dinamickim simulacijama (vidjeti 2.1.6) promatraju tocke
ansambla uzastopno u vremenu kako bi se izraCunao prosjek ansambla. Dakle, molekulsko-
dinamicke simulacije moraju sustav provesti kroz sva moguca stanja u zadanom

termodinamickom sustavu, odnosno potrebno je odrediti vremenski prosjek ansambla, 4:

T M
1 1
<A>vrijeme = lim ; fA(pN(t)' TN(t))dt ~ MZA(pN: rN) (26)
T—00
t=1

t=0

Gdje je ¢ simulacijsko vrijeme, M je broj koraka, a A(p", ") je trenutna vrijednost 4. Dakle,
primjenom molekulsko-dinamickih simulacija moze se izraCunati vremenski prosjek ansambla,
uz pretpostavku da svojstva izraCunata eksperimentom odgovaraju vremenskom prosjeku
ansambla. Ova pretpostavka je temelj Ergodske hipoteze® prema kojoj svojstva dobivena
pra¢enjem jedne molekule tijekom dovoljno dugog razdoblja, odgovara raspodjeli u sustavu s

velikim brojem istovrsnih molekula:

<A>ansambl = <A>m"ijeme (2.7)

prosjek ansambla = vremenski prosjek

Osnovna ideja je da ukoliko dovoljno dugo simuliramo sustav, sustav ¢e proci kroz sva
moguca stanja. Jedan od ciljeva molekulsko-dinamickih simulacija je generiranje dovoljno
reprezentativnih konformacija sustava koji ¢e vjerodostojno predstaviti gotovo sva moguca
stanja u kojima se sustav moZe nac¢i. Ukoliko u tome uspijemo, eksperimentalno dobiveni
podaci koji se ticu strukturnih, dinamickih i termodinamickih karakteristika mogu biti i

racunalno izracunati. S obzirom na to da je duzina simulacija ograni¢ena veli¢inom sustava
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odnosno dostupnom moc¢i racunala, moramo biti sigurni da smo uspjeli uzorkovati dovoljnu
koli¢inu faznog prostora.

Najcesce koriSteni ansambli su kanonski ansambl, kod kog su broj ¢estica N, volumen
V' i temperatura 7 konstantni, zatim mikrokanonski ansambl (NVE) te izobarno-izotermalni
ansambl (NpT). Na uobicajenim temperaturama i gusto¢i, fluktuiranje svojstava svakog od
ovog ansambla postaje zanemarivo. Ovi ansambli zato mogu pouzdano opisati svojstva
makrosustava.

Veza izmedu ovih ansambla i termodinamike je prirodni logaritam particijske funkcije

za svaki od ansambla. Particijske funkcije gore navedenih ansambla su:

Kanonski ansambl QN,V, T) =Yg Q (N,V,E) exp (—BE)
Mikrokanonski ansambl Q(N,V,E) = w(E) (2.8)
Izobarno-izotermalni ansambl A(N,p,T) = Yy Q (N,V,T) exp (—BpV)

U navedenim particijskim funkcijama w je ukupni broj stanja s danom energijom, f je 1/ksT.
Logaritam particijske funkcije za svaki ansambl je direktno proporcionalan termodinamickoj

funkciji, a veze su dane u jednadzbama 2.9.

Kanonski ansambl A=-kT'In (Q (N, V, 1))
Mikrokanonski ansambl S=kIn(Q(N,V,E)) (2.9)
Izobarno-izotermalni ansambl G = -kT'In (A(N,p,T))

Dakle, uz pomo¢ particijske funkcije koja povezuje statisticku mehaniku s klasicnom
termodinamikom, statisticka mehanika moZe objasniti makroskopsku termodinamiku iz
mikroskopskog sustava. Stoga, izazov u ra¢unalnoj kemiji je upravo kako efikasno izracunati
particijsku funkciju. Kako je gotovo nemoguce izraunati gore navede sume (2.8), particijske
funkcije se procjenjuju koriste¢i reprezentativne uzorke koji predstavljaju zeljenu distribuciju
svojstva. Strategije generiranja takvih uzoraka se nazivaju uzorkovanje (engl. sampling), a dva
najpoznatija pristupa uzorkovanja su simulacije Monte Carlo i simulacije molekulske dinamike.
Molekulsko-dinamicke simulacije generiraju sekvencu toc¢aka koje pripadaju istom ansamblu
u faznom prostoru, ali u funkciji vremena. U izradi ove doktorske disertacije koristena je

molekulska dinamika.
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3.1.3. Molekulska dinamika

Molekulska dinamika (MD) je racunalna metoda pomocu koje se simulira vremenski ovisno
gibanje atoma kako bi se opisalo ponaSanje molekula u realnom sustavu. Ova metoda danas se
rutinski koristi u proucavanju strukturnih, dinamickih i termodinamickih svojstava bioloskih
molekula i njihovih kompleksa. Prva molekulsko-dinamicka simulacija proteina izvedena je na
malom proteinu u vakuumu, inhibitoru tripsina iz guSterace goveda (engl. bovine pancreatic
trypsin inhibitor, BPTI)* koji se sastoji iz 58 aminokiselina (~1000 atoma) i iznosila je svega
9,2 ps, a danas se izvode molekulsko-dinami¢ke simulacije kapsida virusa® (~1500000 atoma)
na ps vremenskoj skali.

Poznato je kako dinamika proteina Cesto ima kljuénu ulogu u njihovoj funkciji.
Medutim, eksperimentalno rijeSenoj strukturi nedostaje dinamicki aspekt te takva struktura nije
u potpunosti informativna. Tradicionalni pristup u razumijevanju veze izmedu razlicitih
konformacija i funkcije je prikupljanje veceg broja eksperimentalno dobivenih struktura za
jedan te isti protein, ali dobivenih u razli¢itim kristalizacijskim uvjetima ili u kompleksu s
razli¢itim inhibitorima, analozima prijelaznog stanja i sl. Ovakav pristup rezultirao je velikim
brojem struktura za isti protein te nije neuobicajeno pronaci na desetine razlicitih struktura za
jednan protein pohranjenih u bazi podataka PDB.

Hemoglobin je primjer proteina gdje su konformacijske promjene bitne za funkciju prijenosa
kisika. Naime, u deoksi hemoglobinu za koji je karakteristi¢na konformacija T, Zeljezo je izvan
ravnine hema, medutim kada se veZe kisik, Zeljezo ulazi u ravninu hema te za sobom povlaci
His58 iz zavojnice F hemoglobina §to dalje potice istu konformacijsku promjenu u preostalim

podjedinicama hemoglobina®® (Slika 12).

Slika 12. Konformacijska promjena hemoglobina iz T u R pri vezanju kisika.
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Primjer proteina nosaca acila (engl. acyl carrier protein, ACP) takoder upucuje na vaznost
dinamike u funkciji proteina. ACP je vazan protein koji sudjeluje u biosintezi masnih kiselina i
poliketida. Sastoji se od Cetiri o uzvojnice koje formiraju hidrofobnu Supljinu u koju ACP
smjesta rastuci acilni lanac kovalentno vezan za 4'-fosfopanteteinsku prosteticku skupinu. Na
taj nacin se sprijecava hidroliza acilnog lanca te se omoguc¢ava neometana biosinteza masnih
kiselina. Upravo su molekulsko-dinamic¢ke simulacije potvrdile kako se smjeStanje odvija

izmedu druge i treCe uzvojnice te su vizualizirale &itav proces smjestanja ' (Slika 13).

Slika 13. Proces smjeStanja acilnog lanca vezanog za prosteticku skupinu u hidrofobnu Supljinu

proteina ACP.

Stoga, molekulsko-dinamicke simulacije predstavljaju metodu izbora za proucavanje dinamike
makromolekula. Veliki napredak u razvoju simulacijskih algoritama i racunala postavio je
koncept “ansambla struktura” ispred analize eksperimentalno dobivenih struktura pohranjenih
u PDB bazi podataka. Iz analize ansambla mogu se dobiti termodinamicka svojstva sustava,
kao Sto je entropija ili Gibbsova energija vezanja, a ansambli se takoder mogu koristiti za
proucavanje znac¢ajnih konformacijskih promjena te smatanja proteina. Molekulska dinamika
se temelji na Ergodskoj hipotezi®’ prema kojoj svojstva dobivena praéenjem jedne molekule
tijekom dovoljno dugog razdoblja, odgovara raspodjeli konformacija u sustavu s velikim
brojem istovrsnih molekula.

Koristenje klasicne mehanike i molekulske dinamike znacajno smanjuje kompleksnost i

zahtjevnost racuna koji se koriste za simuliranje biomakromolekula. Nedostatak ovog pristupa
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je nemoguénost proucavanja efekta elektrona te su racuni ograni¢eni na opisivanje osnovnog
stanja atoma. Stoga, ova metoda iskljucuje proucavanje kemijskih reakcija i drugih fenomena
koji se karakteriziraju preraspodjelom elektronske gustoce.

Kako bi se izvodili molekulsko-dinamicki ra¢uni neophodno je imati optimiranu
(minimiziranu) strukturu biomakromolekule, polje sila koje ¢e opisivati potencijalnu energiju
sustava u ovisnosti od konformacije te odgovarajuci algoritam koji ¢e propagirati sustav kroz
vrijeme.

Molekulska dinamika se temelji na Newtonovim jednadzbama gibanja kako bi se

opisalo gibanje atoma tijekom vremena dok se interakcije izmedu atoma opisuju poljem sila.

F, = _ o, LT AP 2.10
i—miai—miﬁ—ﬁ (2.10)
dzxi Fx
=t 2.11
dt? m; ( )

gdje je r; pozicija Cestice i mase m; na koju djeluje sila F;. Sila koja djeluje na svaki atom se
izraCunava deriviranjem izraza za potencijalnu energiju koja je opisana poljem sila. Promjena
koli¢ine gibanja u vremenu p = mv, proporcionalna je sili i zbiva se u smjeru djelovanja te
sile. Pocetni polozaji atoma proteina definirani su pocetnom optimiranom strukturom, dok se
pocetne brzine atomima proteina dodjeljuju koriStenjem izraza za Maxwell-Boltzmannovu
raspodjelu brzina na zadanoj temperaturi 7:

2
MiVjy

m; _
(Vi) = 2k, T 2kpT (2.12)

Medutim opisivanje gibanja molekula rezultira slozenim, medusobno zavisnim jednadzbama,
s obzirom na to da sila koja djeluje na atom u molekuli, ovisi o poloZaju tog atoma, ali i o
polozaju svih drugih atoma s kojima dani atom interagira. Ovakav tip gibanja je stoga
nemoguce rijesiti analiticki ve¢ je potrebno primijeniti numericku integraciju pri ¢emu se
funkcije razvijaju u Taylorov red. Tako postoje brojni algoritmi za rjeSavanje diferencijalnih
jednadzbi koje proizlaze iz Newtonovog zakona gibanja, a u najSiroj upotrebi je Verletov

algoritam”* koji ra¢una poloZaj i brzinu ¢estica na sljedeci nadin:
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X(t+ At) = X(t) + v(t)At + %Ei(t)Atz (2.13)

gdje je At integracijski korak, ¥(?) je vektor poloZzaja Gestice, dok su brzina, ¥ i ubrzanje d prva

i druga derivacija polozaja x u vremenu. Vektor brzina definiran je izrazom:
- - 1 - -
v(t+ At) = v(t) + 3 [a(t) + d(t + At)]At (2.14)
gdje je ubrzanje, d definirano sljede¢im izrazom:
. 1
a(t + At) = —EVU[q(t + At)] (2.15)

Molekulska dinamika je deterministicka metoda Sto znaci da prethodno stanje definira sljedece,
odnosno kako bi se izracunale brzine u sljede¢em koraku neophodne su sile u prethodnom
koraku. Shematski prikazano, trajektorije u MD simulacijama se dobivaju na sljede¢i nacin

(Slika 14):

)
Potencijalna energija £
gustava - pot X}
(polje sila)

- [

- v, (t+df) = v(t). + a, dt

Numericka
integracija

X, (t+dt) = x(f). + v,dt
I

Slika 14. Shematski prikaz dobivanja trajektorija u molekulsko-dinamickim simulacijama (preuzeto i

preradeno iz ).
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Ukratko, deriviranjem izraza za potencijalnu energiju sustava, definiranu poljem sila, dobivaju
se sile koje djeluju na atome sustava te iz drugog Newtonovog zakona dobiva se ubrzanje.
Glavna pretpostavka je da su sila, a time i ubrzanje @, konstantni u integracijskom koraku At
Sto znaci da Af mora biti dovoljno malo kako bi dana pretpostavka vrijedila. U sustini, korak u
numerickoj integraciji je red veli¢ine niZi od perioda najfrekventnije vibracije unutar molekule.
Kod biomakromolekula rije¢ je o C-H vibraciji koja iznosi priblizno 10" s, tako da At mora
biti < 107"° s §to odgovara 1 fs. Idealno, vremenski korak u simulacijama trebao bi biti to je
moguce duzi jer bi to omogucilo bolju pretragu faznog prostora. Medutim, preveliki vremenski
bi omogucio atomima da se previse priblize jedan drugom. Odbojna sila koja bi se izra¢unala
u sljede¢em koraku bila bi veoma velika $to bi vodilo velikom ubrzanju, a onda 1 brzini, $to
moze prouzroCiti nerealne oscilacije sustava i rezultirati nestabilnim MD trajektorijama.
Medutim, koriStenje veceg integracijskog koraka od 1 fs koji bi omogucio efikasnije 1 brze
racunanje u praksi je omoguceno fiksiranjem duljina kovalentnih veza u kojima je jedan od
atoma vodik, ¢ime se najbrza gibanja u sustavu zamrznu na ravnoteznu vrijednost. Ovo je
temelj algoritma SHAKE’* &ijom se primjenom omoguéava koristenje veéeg integracijskog

koraka od 1 fs u MD simulacijama.
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3.1.3.1. Periodicni rubni uvjeti

Kako bismo $§to realisti¢nije prikazali model proteina potreban je veliki broj molekula otapala
u kome je dani protein otopljen. Samo postavljanje biomakromolekula u kutiju otapala ne
predstavlja dovoljno dobar model s obzirom na to da ¢e jedan broj molekula otapala biti na
granici izmedu proteina i ostatka otapala, neki ¢e biti okruzeni isklju¢ivo molekulama otapala
dok ¢e se velik broj molekula otapala na¢i na granici izmedu kutije otapala i okolnog vakuuma.
Kako bismo sprijecili grani¢ne molekule otapala da “ishlape” te kako bismo uspjeli s relativno
malim brojem molekula otapala reproducirati svojstva otapala neophodno je koristiti periodi¢ne
rubne uvjete koji podrazumijevaju simuliranje sustava u centralnoj simulacijskoj kutiji koja se

onda ponavlja u sve tri dimenzije tvore¢i trodimenzionalni obrazac prikazan na Slici 15.
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Slika 15. Shematski prikaz periodi¢nih rubnih uvjeta koji se koriste u molekulsko-dinamic¢kim

simulacijama.

Primjenom periodi¢nih rubnih uvjeta osigurava se konstantan broj molekula tijekom simulacija.
To se postize tako da molekula koja iz centralne simulacijske kutije prelazi u kutiju G odmah
biva zamijenjena svojom replikom iz kutije B, pri ¢emu se ovakvo kretanje ponavlja u svim

pravcima (kutijama).
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3.1.3.2. Priprema i pokretanje molekulsko-dinamickih simulacija

Molekulsko-dinamicke simulacije obi¢no se izvode u nekoliko uzastopnih koraka. U
prvom koraku neophodno je pripremiti inicijalnu strukturu biomolekula kojeg Zelimo simulirati
a zatim ju 1 minimizirati prije nego krenemo s MD simulacijama. Pocetne strukture, dobivene
difrakcijom rendgenskih zraka na kristalima, krio-elektronskom mikroskopijom ili
spektroskopijom NMR, preuzimaju se iz proteinske banke podataka PDB. Prvo se modeliraju
dijelovi strukture koji nedostaju, dodaju se vodici, odgovarajuéi supstrat ili inhibitor te se sustav
otapa. Takav sustav zatim se minimizira u nekoliko uzastopnih koraka kako bi se uklonili
nezeljeni kontakti dobiveni dodavanjem vodika, molekula otapala i odgovarajuceg spoja u
aktivno ili vezno mjesto proteina. U sljede¢em koraku sustav se zagrijava u kratkom periodu
od oko 30 ps od 0 K do Zeljene temperature u uvjetima NVT, pri ¢emu se pocetne brzine
nasumi¢no dodjeljuju atomima kroz Maxwell-Boltzmannovu raspodjelu. U tre¢em koraku
provode se MD simulacije na temperaturi do koje se sustav zagrijao kao bi se uravnotezio na
danoj temperaturi odnosno ekvilibrirao u uvjetima NPT prije nego krenemo sa MD
simulacijama u kojima se generiraju ansambli koji ¢e se kasnije analizirati u cilju prouc¢avanja

svojstava od interesa.

3.1.4. Racun Gibbsove energije vezanja

U racunalnoj (bio)kemiji jedno od vaznijih pitanja je pouzdano ra¢unanje Gibbsove energije
vezanja malih molekula za biomakromolekule. Visoki afinitet odredenog spoja za njegovu
biolosku metu osnovni je preduvjet za dizajn novih efikasnih i selektivnih lijekova. Nazalost,
cak i1 kada su strukturne informacije dostupne, efekti otapala te konformacijske promjene
proteina i liganda oteZzavaju pouzdano opisivanje procesa asocijacije liganda i makromolekula.
Medutim, zahvaljujuéi napretku rac¢unala i raCunalnih algoritama racunanje Gibbsove energije
vezanja postalo je pouzdan alat koji se svakodnevno koristi u opisivanju supstratne selektivnosti
uzimajuci u obzir efekte otapala te promjenu entropije koja nastaje tijekom procesa asocijacije.
Pored toga, jednako vazno je uzeti u obzir kako se proteini konstantno gibaju te da postoje u
stanicama u velikom broju konformacija koje medusobno imaju sli¢nu energiju. Pretpostavlja
se kako protein postoji u velikom broju energetski sli¢nih konformacija te da se ligand
selektivno veze za jednu od mnogih konformacija $to dovodi do povecanja tog konformera u

ukupnoj populaciji proteinskih konformacija. Danas postoji veliki broj racunalnih metoda koje
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se koriste za modeliranje interakcija izmedu proteina i liganda, a koje se modusobno razlikuju
po brzini i preciznosti u izracunu Gibbsove energije vezanja. Metode uklapanja (engl. docking)
optimirane su da budu brze i koriste se za predvidanje najpovoljnije orijentacije male molekule
kada se nalazi u kompleksu s drugom molekulom te se na temelju tezinske funkcije (engl.
scoring function) moze predvidjeti afinitiet vezanja. Alkemijske i usmjerene (engl. steered)
metode zasnivaju se na molekulsko-dinamickim simulacijama u eksplicitnom otapalu i spadaju
u najpouzdanije metode za raCunanje Gibbsove energije vezanja. Alkemijske metode, poput
slobodne energije perturbacije (engl. free energy perturbation, FEP), se temelje na nefizickom
termodinamickom ciklusu, gdje se relativna Gibbsova energija vezanja izraCunava kroz niz
koraka tijekom kojih se ligand postavlja ili uklanja iz razli¢itih okruZenja. Usmjerene metode
se temelje na primjeni sile koja izvlaci ligand iz proteina. Kao kompromis izmedu brzine i
tocnosti u izraCunu Gibbsove energije vezanja koristi se MM-PBSA (engl. molecular
mechanics Poisson-Boltzmanns surface area) ili MM-GBSA metoda (engl. molecular
mechanics generalized Born surface area).

U ovom radu koristena je metoda MM-PBSA” (engl. molecular mechanics Poisson-
Boltzmanns surface area) za izracun Gibbsove energije vezanja supstrata za protein koja je
implementirana u program AMBER.”® Metoda MM-PBSA se provodi na prethodno dobivenim
trajektorijama iz klasicnih MD simulacija. Ovom metodom, Gibsova energija vezanja,

AG®yezania, S€ TaCUNA:

AGOvezanja: <G0(k0mpleks)> - <Go(enzim)> - <G0(supstrat)> (2 1 6)

gdje simbol < > predstavlja vrijednost dobivenu na n broju struktura prethodno dobivenih u
MD simulaciji. Gibbsova energija svakog od stanja (kompleks, enzim, supstrat) prikazuje se na

sljedeci nacin:

A(;0(kompleks/enzim/supstrat) = AE'MM + AsolvGO - TASO (217)

gdje se AEmyv racuna na molekulsko-mehanickoj razini na temelju jednadzbe polja sila kao
zbroj veznih 1 neveznih doprinosa (Eyeze, Exutovi, Etorzije, Ecle, Evaw), Gibbsova energija solvatacije,
AsoryG®, ukljuCuje polarni i nepolarni doprinos. Polarni doprinos, AG°pp, ra¢una se rjeSavanjem

Poisson-Boltzmannove jednadzbe, dok se nepolarni doprinos Gibbsovoj energiji solvatacije
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racuna preko povrsine dostupne otapalu (engl. solvent accessible surface area, SASA), pomocu
jednadzbe AG°nepolarni = Y'SASA+B, gdje su yif empirijski parametri. Gibbsova energija
solvatacije, As,nG® i AEym skupa Cine entalpijski doprinos Gibbsovoj energiji vezanja.
Konformacijska entropija sustava se procjenjuje analizom normalnih modova na skupu
struktura dobivenih iz MD simulacija. Ovaj doprinos (vibracijski, translacijski i rotacijski) se u
praksi moze zanemariti ukoliko se Zeli procijeniti samo relativni odnos Gibbsovih energija
vezanja za slicna stanja.

Gibbsova energija vezanja supstrata za enzim u otopini, AG®yezanja, otopina, racina se koristenjem
termodinamickog ciklusa (Slika 16) kao suma Gibbsove energije vezanja supstrata za enzim u

vakuumu (AG®yezanja, vakuum) 1 razlike Gibbsovih energija solvatacije.
ja, gl

ACTvovezanja, otopina — AC;Ovezanja, vakuum T AsolvGo(kompleks) - (AsolvGO(receptor) + AsolvGo(ligand)) (2 1 8)

o
A Gvezanja, otopina

«—

o o (]
lT Asolv Gligand LT A solv \J receptor lT A soly Gkompleks

AG.,

vezanja, vakuum

«—

Slika 16. Termodinamicki ciklus za racunanje Gibbsove energije vezanja pomo¢u metode MM-PBSA

(preradeno i preuzeto iz °7).
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3.2. Kvantna mehanika

Zbog dvojne, valno-Cesti¢ne prirode elektrona, zakoni klasi¢ne mehanike ne mogu vjerno
opisati medudjelovanja cestica unutar molekula, tj. viSeelektronskih sustava. PonaSanje
elektrona u molekulama moze se opisati uz pomo¢ metoda zasnovanih na kvantnoj mehanici.
U kvantnoj mehanici sustav je opisan valnom funkcijom ¥, koja se moze odrediti rjeSavanjem
Schrédingerove jednadzbe. Schrodingerova jednadzba za jednu Cesticu u svom vremenski

ovisnom obliku glasi:

h?2 (92 | 9% | 02 .
{_%(ﬁ“Lﬁ““ﬁ) + V}‘P(T, t) =ih¥(rt) (2.19)
gdje je /% reducirana Planckova konstanta (%Z=h/27), m masa Cestice, a r njezin polozaj u

vremenu ¢ pod utjecajem vanjskog polja V. Vremenski neovisna Schrodingerova jednadzba ima

sljedeci oblik:
hZ
{— — V24 V} W(r) = E¥(r) (2.20)
2Zm

.. . . e h2 o . ey .
gdje je E vlastita vrijednost ukupne energije Cestice, — P V2 je operator kineti¢ke energije, a V'

operator potencijalne energije. Laplacian, V2, je matemati¢ki operator dvostrukog parcijalnog

deriviranja po koordinatama x, y, 1 z:

62 aZ 62
5zt 57 + 53 (2.21)

V2=

Lijevu stranu jednadzbe (2.20) mozemo zapisati kao HW, gdje je Hoperator ukupne energije,

Hamiltonijan. Tada se dobivamo reducirani oblik Schrédingerove jednadzbe:

AV =EvV (2.22)

Za vremenski neovisni, viSeelektronski sustav, Hamiltonijan H se prikazuje:
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jezgre elektroni jezgre elektroni
. 1, 1, Zy
EEOELED LI W
2M, 2 T1a
A a A a
jezgre jezgre elektroni elektroni

7.7 1
+ZZ}?3+2 zr— (2.23)
N B AB o 5 ab

gdje M, predstavlja masu jezgre A, a Z, je njen naboj. R4 su udaljenosti jezgara A i B, a r4je
udaljenosti elektrona a 1 b. Prvi i drugi ¢lan u jednadZzbi (2.23) odnose se na kineti¢ku energiju
jezgara, odnosno elektrona. Preostala tri ¢lana su coulombski potencijali koji se odnose na
privlacenje jezgara i elektrona, medusobno odbijanje jezgara te odbijanja izmedu elektrona.
Operator ukupne energije stoga se moze prikazati kao zbroj operatora kineticke energije
jezgara, kineticke energije elektrona, privlacenja izmedu jezgara i elektrona, odbijanja izmedu

jezgara i meduelektronskih repulzija:
ﬁukupni =Ty +Te+ Voe + Vi + Ve (2.24)

Za vremenski neovisnu Schrédingerovu jednadzbu moguce je dobiti egzaktno rjesenje samo za
najjednostavnije sluc¢ajeve, kao npr. za atom vodika. Medutim, dovoljno dobra rjeSenja mogu
se dobiti uvodenjem matematickih aproksimacija, zahvaljuju¢i ¢emu dobivamo pouzdane opise
mnogih kemijskih fenomena. RjeSavanje jednadzbe (2.22) s pripadnim hamiltonijanom bez
koriStenja eksperimentalnih podataka (osim fundamentalnih fizikalnih konstanti) naziva se ab

initio pristupom.

3.2.1. Born-Oppenheimerova aproksimacija

Born-Oppenheimerova aproksimacija® je osnovna aproksimacija koja se koristi kako bi se
pojednostavilo rjeSavanje Schrodingerove jednadzbe, Sto je moguce razdvajanjem gibanja
jezgri od gibanja elektrona. Elektroni se kre¢u znatno brze od jezgri s obzirom na veliku razliku
u masama, pri ¢emu su elektroni znatno laksi od jezgri. Jezgre se gibaju veoma sporo u odnosu
na elektrone, medutim elektroni promptno reagiraju na promjene polozaja jezgri. Jezgre
mozemo promatrati kao da su fiksne u odnosu na elektrone koji se gibaju u njihovom polju, $to
dozvoljava zanemarivanje 7T, iz izraza (2.23) i (2.24), pri ¢emu je Clan V}, koji se odnosi na

promjenu potencijalne energije nastale uslijed odbijanja jezgri konstantan za dano uredenje
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jezgri. Stoga, Born—Oppenheimerova aproksimacije omogucava konstruiranje elektronskog

Hamiltonijana, ﬁel

elektroni jezgre elektroni elektroni elektroni

_ z 1 z z Z, z z 1
2 Taa Tab
a A a a b

Rjesavanjem Schrodingerove jednadzbe dobivaju se vlastite funkcije ¥ koje odgovaraju
stacionarnim stanjima sustava, a svakom stanju pripada odredena vlastita vrijednost elektronske
energije, E,.;. Nakon toga se dodaje V,, (iz izraza 2.23, 2.24) kako bi se dobila ukupna energija
E.kupna- Na taj nacin se problem pojednostavljuje na izraCunavanje dva clana, elektronske

energije, E,; 1 energije medusobnog odbijanja jezgri, V.
Eukupna: Eei + Vin (226)

3.2.2. Metoda Hartree-Fock

Valna funkcija viseelektronskog sustava moze se izraziti kao determinanta €iji su elementi
spinorbitale. Spinorbitala je produkt funkcije koja opisuje prostorne koordinate jednog
elektrona i spinske funkcije tog elektrona. Kako bi se zadovoljio uvjet antisimetri¢nosti, valna
funkcija viSeelektronskog sustava se prikazuje se kao Slaterova determinanta ¢iji su elementi

spinorbitale, .

x1(D) x2(1) - x, (1)

1 x1(2) x2(2) - x,(2)

v(r) == 227)

ROBIOERAO

gdje je \/% faktor normiranja koji osigurava da je vjerojatnost nalaZenja elektrona u prostoru

jednaka jedinici, a n je broj elektrona.

HF metoda primjenjuje varijacijski teorem prema kojem je energija osnovnog stanja uvijek visa
od energije za egzaktnu valnu funkciju. Stoga, metoda Hartree-Fock ukljucuje metodu
samouskladenog polja (engl. self-consistent field, SCF) za aproksimativno rjeSavanje

Schrodingerove jednadzbe kako bi se za dani raspored jezgri pronasla elektronska valna
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funkcija za koju ¢e energija biti najniza. Metoda HF ne uzima u obzir da je gibanje elektrona
medusobno korelirano, tj. da se oni u stvarnosti medusobno efikasnije izbjegavaju
minimizirajuéi uzajamna odbijanja. Zbog toga je ukupna energija sustava izracunata metodom
HF uvijek viSa u odnosu na energiju sustava koja je izracunata metodom koja uzima u obzir
korelaciju elektrona. U metode koje uzimaju u obzir korelirano gibanje elektrona (tzv. post-
Hartree-Fock metode) spadaju metoda konfiguracijske interakcije (engl. configurational
interaction, CI), metoda spregnutih grozdova (engl. coupled cluster, CC) i metoda koja se

temelji na Moller-Plessetovoj perturbacijskoj teoriji.”

3.2.3. Metoda funkcionala gustoée (DFT)

Hohenberg i Kohn'® su pokazali da je elektronska energija osnovnog stanja sustava u
potpunosti odredena elektronskom gusto¢om, p., koja je funkcija samo tri prostorne
koordinate.

E= E[pe(x,,2)] (2.28)

Kao sto je ve¢ receno, kod metode HF, za sustav koji se sastoji od n elektrona, ukupna valna
funkcija sustava izraCunava se na temelju » jednoelektronskih valnih funkcija, dok se DFT
metodom opisuju svojstva molekule na temelju elektronske gustoce, pei koja je u funkciji samo
tri prostorne koordinate pri ¢emu se ne vodi rauna o broju elektrona u danom sustavu, §to
znatno ubrzava racune. Kako je energija molekule funkcional elektronske gustoce, glavni cilj
metode DFT je pronadi nepoznati funkcional koji ¢e omoguditi odredivanje energije iz

elektronske gusto¢e. Prema Kohnu i Shamu elektronska energija sustava dana je izrazom 2.29.

Elp] =E'[p] + E'[p] + ETlp] + E[p] (2.29)

Prva tri ¢lana izraza 2.29 odnose se na klasi¢nu kineticku energiju elektrona, elektrostatsko
privlagenje elektrona i jezgara te klasiéno odbijanje izmedu elektrona. Cetvrti ¢lan odnosi se na
energiju izmjene i korelacije (engl. exchange-correlation). E* se pise kao suma dijela koji se
odnosi na izmjenu E¥ i korelacijskog dijela £, pri ¢emu su oba ¢lana funkcionali gustoée. Zbog
toga su imena za veéinu modela (,funkcionala”) sastavljena iz dva dijela. Osnovna

aproksimacija je pretpostavka da se gustoa moze promatrati kao uniformni elektronski plin.
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Ovo se naziva ,lokalna aproksimacija gusto¢e” (engl. local density approximation, LDA) i
podrazumijeva to da je gustocéa sporo varirajuca funkcija prostornih varijabli. Dodatno, ubacena
je 1spinska gustoca kao parametar (tj. ukupna gustoca izrazava se kao zbroj alfa i beta gustoca),
pa govorimo o LSDA (engl. local spin density approximation). Cesto koristen nadin za
popravljanje LSDA funkcionala jest uvodenje gradijenta gustoe. Taj pristup naziva se
poopéena gradijentna aproksimacija (engl. generalized gradient approximation, GGA), a
nekada i ,,gradient corrected” (GC) metoda.'”' Becke je 1988. predlozio korekciju gradijentom
funkcionala izmjene, pa je taj funkcional £X nazvan B88, ili jednostavno B. Ovaj funkcional
izmjene Siroko se primjenjuje u kombinaciji s razli¢itim GC funkcionalima korelacije E. Vrlo
popularan funkcional korelacije razvili su Lee, Yang i Parr (LYP). Kombinacija Beckeovog
funkcionala izmjene s funkcionalom korelacije kojeg su razvili Lee, Yang i Parr rezultirala je
metodom koja se oznacava kao B-LYP. Budu¢i da je u metodu HF ukljuc¢ena to¢na energija
izmjene elektrona, Becke je formulirao funkcional koji se sastoji od smjese HF i DFT dijela
koji se odnosi na izmjenu, te je tako napravio vrlo ¢esto koristen Beckeov model s tri parametra,
B3."” To je hibridni tip funkcionala i a najpopularnija DFT metoda koja ga koristi je B3LYP

model.

Eé(?,CLYP =(1- a)E§X ta- EIgI(F +b- EZ(B + (1 - C)E1§WN +c: ELCYP (2.30)

U novije vrijeme (od 2005. nadalje), D. Truhlar je napravio seriju funkcionala koji se
zajedni¢kim imenom zovu Minnesota funkcionali (M05, M06, M08, M11, M12). To su takoder
hibridni funkcionali, koji su se pokazali veoma pouzdanim kod ra¢unanja termodinamickih

svojstava proucavanog sustava.



§ 3. Teorijski dio 42

3.2.4. Skup osnovnih funkcija

U kvantno-mehani¢kim racunima osnovni skup je skup funkcija koje se koriste za opisivanje
oblika orbitala u atomima. Kao osnovne funkcije u pocetku razvoja kvantno-mehanickih ra¢una
koriStene su Slaterove orbitale (engl. Slater-type orbitals, STO), zahvaljuju¢i sli¢nosti s
atomskim orbitalama vodika. Nedostatak funkcija Slaterovog tipa je to §to su neprakti¢ne za
racunanje dvoelektronskih integrala. Zbog toga se, umjesto njih, koriste orbitale Gaussovog
tipa (GTO). Nedostatak GTO u odnosu na STO je $to daju losiji opis orbitala. Moguce je dobiti
priblizan oblik Slaterove orbitale zbrajanjem nekoliko Gaussovih funkcija s razli¢itim
eksponentima i koeficijentima (kontrakcije). Osnovni skup se temelji na linearnoj kombinaciji
Gaussovih funkcija kako bi se formirale orbitale. Standardni kvantno-mehanicki programski
paketi osiguravaju veci broj osnovnih skupova koji variraju u veliini 1 njithovom opisu
elektrona u razli¢itim atomskim orbitalama. Minimalni osnovni skup sadrzi minimalni broj
osnovnih funkcija neophodnih za opisivanje atoma. Primjer minimalnog osnovnog skupa je
STO-3G, koji koristi tri funkcije Gaussovog tipa (3G) kako bi se aproksimirala jedna Slaterova
orbitala. Postoji mnogo tipova skupova osnovnih funkcija, a u ovom radu koristeni su Popleovi
osnovni skupovi. Sastavljeni su od segmentiranih kontrakcija i imaju oblik n-ijG ili n-ijkG.
Unutarnje orbitale opisuju se jednom kontrakcijom n (jednostruki zeta), gdje n predstavlja broj
primitivnih Gaussiana koji ulaze u kontrakciju, a orbitale valentne ljuske opisuju se dvjema ili
trima kontrakcijama (dvostruki ij, odnosno trostruki ijk zeta). Ovim skupovima mogu se dodati
1 osnovne funkcije s vi§im angularnim momentom, radi Sto boljeg opisa polarizacije, i one se
nazivaju polarizacijske funkcije. Tako se npr. osnovnom skupu 6-31G moze dodati skup d
funkcija za atome druge periode pa dobijemo 6-31G(d) (alternativna oznaka je 6-31G*), ili jo§
1 p funkcije za opis polarizacije H-atoma, $to daje skup 6-31G(d,p). Moguce je dodavati i
funkcije f-tipa, itd. Polarizacijskim funkcijama postiZe se vjerniji opis perifernog dijela atomske
orbitale. Nekada se osnovnom skupu dodaju i tzv. difuzne funkcije. Njihova uloga je da opisu
dodatno rasprSenje elektronskog naboja odnosno da omoguce reproduciranje elektronske
gustoce na jo$ vecoj udaljenosti od jezgre (u odnosu na udaljenosti koje dozvoljavaju skupovi
bez difuznih funkcija). To je potrebno kada sustav ima slobodne elektronske parove, ili kada se
radi o anionima i sli¢no. Difuzna funkcija oznacava se znakom +. Popleov osnovni skup koji
ima jednu kontrakciju koja sadrzava 6 primitivnih Gaussiana za opis unutrasnjih elektrona,
zatim dvije kontrakcije s 3 odnosno 1 primitivnim Gaussianom, te jos polarizacijsku funkciju

za atome druge periode i difuznu funkciju, ima oznaku 6-31+G(d).
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3.2.5. Izvodenje kvantno-mehanickih racuna

Kvantno-mehanicki ra¢uni mogu se izvoditi u plinskoj fazi (tj. u vakuumu) ili u otapalu.
Ako molekule otapala sudjeluju u kemijskoj reakciji s molekulama otopljene tvari, primjenjuje
se tzv. eksplicitni opis otapala. Medutim, i kada nema direktnog sudjelovanja u reakciji, otapalo
ipak moZe snazno utjecati na ponasSanje otopljene tvari, djelujuéi kao medij koji utje¢e na
strukturu 1 ostala svojstva reaktanata. Tada se utjecaj otapala opisuje uz pomo¢ tzv. implicitnih
polarizabilni kontinuum (engl. polarizable continuum model, PCM) pri ¢emu se zanemaruju
eksplicitne molekule otapala kako bi se pojednostavili racuni. Takoder, postoje i tzv. hibridni
pristupi, u kojima se eksplicitne molekule otapala koriste zajedno s polarizabilnim
kontinuumom.

Kod implicitne solvatacije, sustav se opisuje tako da se molekula otopljene tvari
promatra kao da je smjeStena u Supljinu (engl. cavity) okruzenu polarizabilnim kontinuumom.
Polarizacija otapala izraZzava se kao gustoc¢a naboja na povrSini Supljine, pri ¢emu nastaje
elektri¢no polje u Supljini koje djeluje na molekulu otopljene tvari. Osim polarizacije, u izraz
za standardnu Gibbsovu energiju solvatacije (A, G°) ulaze i ¢lanovi koji nisu elektrostatski
(Gibbsova energija kavitacije i disperzije). Elektrostatski dio moze se izraCunati uz pomoé
Poissonove jednadzbe, koja povezuje elektrostatski potencijal, gustoéu naboja i dielektricnu
konstantu za promatrano otapalo. Najstariji model koji koristi polarizabilni kontinuum za
implicitni opis otapala je dielektricni PCM, D-PCM (engl. dielectric PCM). Supljine se
konstruiraju preklapanjem sfera koje su centrirane na atomima molekule otopljene tvari, pri
¢emu se kao radijus sfera uzima Van der Waalsov radijus atoma uz empirijsku korekciju.
Povrsina tako formirane Supljine dijeli se na fragmente kojima se pridruzuju tockasti naboji,
¢ije vrijednosti se zatim variraju metodom SCF, dok se ne dode do konvergencije. Danas,
najvise koristeni implicitni model solvatacije zasnovan na polarizabilnom kontinuumu je IEF-
PCM (engl. integral equation formalism), koji je efikasniji od D-PCM jer zaobilazi rjeSavanje
Poissonove jednadzbe. Elektrostatski potencijal se redefinira preko Greenovih funkcija.'”® Na
pristupu IEF-PCM zasniva se i Truhlarova metoda SMD (engl. solvation model based on
density),'"™ koja uvodi veliki broj dodatnih empirijskih parametara, s ciljem da se osigura ve¢a
pouzdanost metode. Od modela implicitnog otapala, treba spomenuti i COSMO (engl

conductor like screening model) u kojem se molekule otopljene tvari smjestaju u vodljivi medij
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umjesto u dielektrik, pa je potencijal izvan Supljine jednak nuli, a naboj otapala se rasporeduje
po povrsini §upljine i generiran je nabojem molekule otopljene tvari.'® Pri izradi ove disertacije
koristen je C-PCM (engl. conductor PCM)'* $to je PCM verzija COSMO pristupa.

Glavni cilj kvantno-mehanickih racuna je odredivanje svojstava molekula poput
geometrije i ukupne energije sustava, racunanje barijera kemijskih reakcija, energija ionizacije,
bazi¢nosti 1 sl. Medutim, iako su kvantno-mehanic¢ki racuni neizostavni alat u modernim
znanstvenim istrazivanjima, ra¢uni ovog tipa su iznimno racunalno zahtjevni te su opcéenito
limitirani na male molekule ili sustave do najvise 300 atoma. U slucaju kada Zelimo proucavati
bioloske makromolekule u kondenziranoj fazi (kao Sto je vodena otopina), za opisivanje
biomakromolekula mogu se koristiti pristupi poput metode QM-klaster, metoda EVB ili metoda
QM/MM, od kojih posljednje dvije uzimaju u obzir Citavu strukturu enzima te eksplicitne
molekule otapala. U izradi ove disertacije za prouc¢avanje mehanizma enzimski kataliziranih

reakcija koriStene su metode QM-klaster metoda i EVB.
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3.2.6. Metoda QM-klaster

Kod metode QM-klaster odredeni broj atoma enzima koji su direktno ukljuceni u kemijsku
reakciju (najvise do 300 atoma) izdvaja se iz strukture kako bi se tretirali na QM razini u
plinskoj fazi ili u otapalu koje je modelirano dielektriénim kontinuumom.'?”” Ukoliko su
molekule vode direktno ukljucene u reakciju, one se prikazuju eksplicitno. U drugom pristupu,
slicnom QM-klaster metodi, aktivno mjesto enzima se i dalje tretira QM metodama dok se
ostatak proteina te otapalo umjesto dielektricnim kontinuumom modeliraju molekulsko-
mehani¢kim metodama te govorimo o QM/MM pristupu.'”'” Ovakav nadin osigurava
preciznije opisivanje utjecaja ostatka enzima na reakciju, ali ovaj pristup je racunalno
zahtjevniji u odnosu na metodu QM-klaster. S druge strane, pokazano je da su rezultati
dobiveni QM/MM racunima neovisni o veli¢ini QM regije (dijela proucavanog sustava koji se
tretira kvantno-mehanickim metodama) pod uvjetom da su QM regijom obuhvaéene
aminokiseline koje sudjeluju u prou¢avanoj reakciji.'' """ Stoga, pravi odabir QM regije koja
¢e adekvatno predstavljati model enzimske reakcije te odabir dielektricne konstante koja ¢e

..... 112,113
Medutim, pokazano je da kada QM regija ukljucuje 150-200 atoma, rezultati dobiveni QM-
klaster pristupom postaju neovisni o dielektri¢noj konstanti."* Metoda QM-klaster koristi se
Cesto pri inicijalnom ispitivanju mogucih mehanizama, odnosno ispitivanju validnosti
mehanizama predlozenih u literaturi. Metoda QM-klaster pokazala se vrlo uspjeSnom u
prouCavanju energetike enzimskih reakcija te razlucivanju katalitickog mehanizma niza

enzima.!'> !V

U izradi ove doktorske disertacije metoda QM-klaster koristena je u ispitivanju
predlozenog hidridnog mehanizma za enzim MAO B te ispitivanju predloZenog i1 definiranju
najizglednijeg mehanizma za enzim DAO.

Kako bismo izracunali brzinu kojom se reaktanti prevode u produkte neophodno je
istraziti plohu potencijalne energije za dani sustav, odnosno definirati kako se promatrani sustav
mijenja prolaze¢i od jednog minimuma k drugom na plohi potencijalne energije. Bitno je ispitati
koje se promjene u gemetriji dogadaju te ispitati promjenu energije sustava s danim
geometrijskim promjenama. Svaka tocka na plohi potencijalne enregije predstavlja jedinstvenu
strukturu promatranog sustava (molekule). Medutim, nisu sve tocke na plohi potencijalne
energije podjednako zanimljive. Od interesa su tocke minimuma koje mogu biti reaktanti,
meduprodukti ili produkti promatrane kemijske reakcije te sedlaste tocke koje odgovaraju

sturkturama prijelaznog stanja. Put koji spaja tocke minimuma naziva se put najniZe energije

(engl. minimum-energy path, MEP). Kako se sustav pomice od jednog minimuma k drugom,
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energija sustava raste do tocke prijelazne strukture nakon cega energija sustava pada. U
tockama minimuma, sve komponente gradijenta energije iznose nula, dok sve vlastite
vrijednosti matrice drugih derivacija imaju pozitivnu vrijednost. U sedlastoj tocki (prijelazna
struktura) prve derivacije energije po koordinatama takoder imaju vrijednost nula. Medutim,
broj negativnih vrijednosti Hesseove matrice koristi se za razlikovanje prijelaznih struktura. Od
interesa su sedlaste tocke prvog reda, odnosno stacionarna tocka u kojoj je jedna vlastita
vrijednost matrice drugih derivacija energije negativna. Ovoj negativnoj vrijednosti pripada
imaginarna frekvencija. Metodom geometrijske optimizacije mogu se locirati stacionarne tocke
na plohi potencijalne energije, medutim ne moZze se utvrditi njezina priroda. Za geometrijsku
optimizaciju prijelazne strukture potrebno je upotrijebiti po€etnu strukturu sustava koja je $to
sliénija prijelaznoj strukturi. Kako bismo nedvojbeno okarakterizirali stacionarnu tocku,
odnosno utvrdili radi li se o tocki minimuma ili sedlastoj toc¢ki, neophodno je provesti
frekvencijski racun. Kada se dobije prijelazna struktura s jednom imaginarnom frekvencijom
potrebno je analizirati normalni mod koji odgovara danoj imaginarnoj frekvenciji te primijeniti
metodu intrinzicke reakcijske koordinate (engl. intrinsic reaction coordinate, IRC) kako bi se
izraunalo koje minimume spaja dana sedlasta tocka na plohi potencijalne energije. Ulazna
struktura za racun IRC je struktura prijelaznog stanja €ija se geometrija postupno optimira u
jednom smjeru (smjer reaktanata), odnosno u drugom smjeru (smjer produkata). Geometrije
dobivenih struktura se ponovno trebaju optimirati kako bi dobili lokalne minimume koji
odgovaraju reaktantima i produktima povezanim tom konkretnom prijelaznom strukturom. Na
taj nacin se definira put kojim se dana kemijska reakcija odvija. Prijelazna struktura je tocka
najvise energije duz ovog puta, a relativna energija izraunata u odnosu na energiju reaktanta
odreduje brzinu reakcije dobivenu na temelju teorije prijelaznog stanja, odnosno primjenom
Eyringove jednadzbe (2.31). Ukoliko pretpostavimo da su molekule u prijelaznom stanju u

ravnotezi s reaktantima, konstanta brzine reakcije, &, se izrazava:

k_kBT A*G° 231
= exp kT (2.31)

gdje je A*G°

AIGQ: A(}(TS) - AC}(reaktanti) (232)
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A*G”je razlika standardne Gibbsove energije izmedu prijelaznog stanja, TS i reaktanta, dok je
kg Boltzmannova konstanta. Teorija prijelaznog stanja vrijedi u uvjetima kada sve molekule u
stanju reaktanata prijedu preko prijelaznog stanja kako bi dosli u stanje produkta, dok je
povratna reakcija prelaska produkata u prijelazno stanje zanemarena. Zato ¢e izracunata
konstanta brzine iz jednadzbe (2.31) uvijek biti gornja vrijednost za konstantu brzine.
Standardna Gibbsova energija reakcije, A;G°, je razlika standardne Gibbsove energije izmedu

produkta i reaktanta,

ArGO = A(;(produkti) - AC}(reaktanti) (233)

dok se konstanta ravnoteze za danu reakciju moze izracunati iz sljedece jednadzbe (2.34).

—AyGO

K.y =€ RrT (2.34)

eq
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3.3. EVB metoda

Kvantno-mehanicki racuni na modelu enzima u okviru klaster pristupa korisna je metoda za
ispitivanje mehanizma enzimski kataliziranih reakcija s obzirom na jednostavnost i brzinu
izvedbe takvih racuna. Medutim, kako bismo opisali dugodosezne elektrostatske interakcije
neophodno je uzeti u obzir Citavu strukturu enzima od interesa. U tom slu¢aju na raspolaganju
su hibridne metode QM/MM ili EVB. Kod hibridne metode QM/MM, aktivno mjesto enzima
tj. dio enzima u okviru kog se odvija kemijska reakcija se tretira metodama QM (ab initio ili
DFT), dok se ostatak enzima opisuje poljem sila, odnosno metodama MM. Medutim, metoda
QM/MM jos uvijek je zahtjevna u pogledu radunalne snage. Cesto nije moguée izvesti opseznu
konformacijsku pretragu koja je potrebna kako bi Gibbsova energija konvergirala te nije
rijetkost dobiti neusporedive rezultate za razli¢ite podetne konformacije istog sustava.''® S
druge strane metoda EVB'"” dovoljno je brza da omoguéi opseznu konformacijsku pretragu
neophodnu za dobivanje konvergiranih rezultata, dok istodobno omoguéava adekvatan opis
kovalentne veze kako bi se mogla simulirati kemijska reakcija. EVB se moze objasniti na
primjeru jednostavne kemijske reakcije, A = B. Molekule ukljucene u reakciju, reaktanti i
produkti, su opisani kao centri parabola koje odgovaraju razli¢itim diabatskim stanjima nultog
reda koja su opisana klasi¢nim strukturama, reaktantom odnosno produktom duz odabrane
reakcijske koordinate (Slika 17). Metoda EVB koristi pristup FEP/US (engl. free energy
perturbation/umbrella sampling) s tim Sto se kovalentne veze koje se cijepaju odnosno nastaju
opisuju Morseovim potencijalom. Kemijska reakcija je opisana potencijalom povezivanja
(engl. mapping potential) koji predstavlja linearnu kombinaciju ovih dijabatskih stanja,
koriste¢i empirijske parametre kako bi se opisalo spajanje (engl. coupling) ovih parabola.
Metoda EVB se oslanja na kalibraciju empirijskih parametara kako bi se opisala energetika
referentne reakcije koja moze biti reakcija u vakuumu ili vodenoj otopini u slucaju kada Zelimo
proucavati kataliticki efekt prouzroen enzimom. Referentna reakcija takoder moze biti i
reakcija katalizirana enzimom divljeg tipa ukoliko smo zainteresirani za kataliticki efekt
mutanta enzima. Kada se kalibriraju, parametri se koriste neizmjenjeni za opisivanje iste
reakcije, ali u drugom okruzenju okruZenju. Parametri opisuju spajanje (kombiniranje) parabola

prikazanih na Slici 17.
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AG

0
reakcijska koordinata (&;-¢;)

Slika 17. Shematski prikaz metode EVB, gdje su €; i ¢ energije dva dijabatska stanja, A*G® je standardna
Gibbsova energija aktivacije za danu reakciju, A,G° je standardna Gibbsova energija reakcije.

Reakcijska koordinata je predstavljena razlikom energije dva dijabatska stanja (gi—¢j). Preuzeto i

preradeno iz '%°.

Potencijalna energija svakog od ovih diabatskih stanja predstavljena je klasi¢nim poljem sila u

sljedecoj formi:
Hyi= &=y + UbyoR Q)+ UL(R,Q,1,q) + Upy (1, q) (2.34)

Ovdje, R 1 Q predstavljaju koordinate i naboje dijabatskih stanja, dok se » i ¢ odnose na
kooridnate i naboje atoma okruZenja koje moze biti otapalo ili protein. U} ., (r, q) predstavlja
intramolekulski potencijal sustava i interakcije izmedu soluta (S) 1 otapala (0). U, (7, q)
oznacava interakcije okruzenje-okruZenje (0o0), izmedu povrsinskih atoma proteina i otapala

i

koje ga okruzuje. ay,;

» predstavlja energiju u plinskoj fazi i dijabatskog stanja. &; formira

dijagonalni element EVB Hamiltonijana (Hii) za odgovarajuce stanje:

_ H; H;; g H;
= (0 =00 ) (2:35)
U J] U ]
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i 1j oznaCavaju stanje reaktanata i produkta za slucaj prikazan na Slici 17. Odgovarajuci

vandijagonalni dio matrice, H;; moZe se dobiti na sljede¢i nacin:

Hij = \/(‘Si - Eg)(gj - Eg) (236)

Glavna aproksimacija metode EVB odnosni se upravo na /;koji je isti u plinskoj fazi, vodenoj
otopini i proteinu. Kada se dijagonalni i vandijagonalni elementi matrice definiraju, standardna
Gibbsova energija aktivacije dobiva se povezivanjem jednog dijabatskog stanja s drugim. Ovo

se moze posti¢i linearnom kombinacijom potencijala oba dijabatska stanja:
Em =1 —Apn)e + Ang (2.37)

gdje gpnoznacava odgovarajuci potencijal povezivanja (engl. mapping potential). &; i €;
predstavlja potencijale dva dijabatska stanja i i/, 4,,, faktor koji se mijenja od stanja 0 (reaktanti)
do stanja 1 (produkti) u definiranim inkrementima » + 1, i koji prevodi sustav duz reakcijske
koordinate od reaktanta do produkta. Odgovarajuca Gibbsova energija povezana s promjenom
Am od 0 do m/n (AG,,) se izracunava koriste¢i metodu perturbacije slobodne energije (engl.

free-energy perturbation, FEP).
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3.4. Programi

21 (engl. visual

Za vizualizaciju molekula i analizu trajektorija koriSteni su programi VMD
molecular dynamics), Chimera'** PyMOL ' i Molden.'** Svi kvantno-mehani¢ki racuni
napravljeni su upotrebom programa Gaussian09,'” molekulsko-dinami¢ke simulacije
napravljene su pomocu programskog paketa AMBER 14, *® dok su EVB simulacije napravljene
kori$tenjem programskog paketa Q.'*°

Program CPPTRAJ koji je dostupan unutar paketa AMBERTools15,” koristio se za analizu i
procesiranje trajektorija dobivenih u molekulsko-dinamickim simulacijama poput prac¢enja
odredenih geometrijskih parametara kao S$to su vrijednosti RMSD, udaljenosti izmedu

pojedinih atoma u sustavu te za kreiranje reprezentativnih struktura.
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Histaminski receptor H,

Histamin je iznimno vazna signalna molekula koja djeluje kroz ostvarivanje interakcija s
jednim od cetiri histaminska receptora, H;, Hp, H3 1 Hs4. Za sada postoji rijeSena struktura samo
jednog histaminskog receptora, H, koja je na atomskoj razini dala uvid u vezno mjesto
antagonista doksepina.'® Tako preostalim receptorima jo§ uvijek nije rijeSena struktura zna se
da strukturno pripadaju receptorima koji su povezani s G proteinima.

Aktivacija histaminskog receptora H, (H;R) agonistom histaminom stimulira
izlu¢ivanje zeluCane kiseline. Prema svojoj strukturi, agonisti receptora H, dijele se u dvije
skupine: agonisti aminskog tipa i agonisti gvanidinskog tipa. Poremecaji u funkcioniranju H,R
povezani su s bolestima probavnog sustava poput pepti¢kog ulkusa i gastritisa. Zbog toga je
H,R atraktivna meta za razvoj novih lijekova, odnosno blokatori (antagonisti) receptora H, se
koriste u lijecenju ulkusa i gastritisa. Za sada su u klini¢koj upotrebi dva antagonista receptora
H,R, cimetidin i ranitidin, ¢ijom se upotrebom postize smanjeno lucenje ZeluCane kiseline.
Kako trodimenzionalna struktura receptora H; jo$ nije rijeSena, priprava novih antagonista je
usporena. Stoga bi poznavanje strukture receptora omogucilo razumijevanje mehanizma
aktivacije receptora agonistima te osiguralo temelj za racionalni dizajn novih antagonista.

U ovom dijelu doktorske disertacije prikazani su rezultati koji se odnose na homologno
modeliranje histaminskog receptora H, te molekulsko-dinamicke simulacije modela receptora
H, u kompleksu s agonistom histaminom kako bi se utvrdile interakcije u veznom mjestu

receptora za koje se pretpostavlja da su vazne za njegovu aktivaciju.
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4.1.1. Modeliranje histaminskog receptora H,

Primarna struktura histaminskog receptora H, preuzeta je iz baze podataka UniProt (engl.
universal protein resource, UniProt). U sljede¢em koraku, u postupku sravnjenja primarnih
struktura, pronadeni su proteini ¢ija je trodimenzionalna struktura eksperimentalno rijeSena, a
¢ija je primarna struktura Sto slicnija aminokiselinskom slijedu humanog histaminskog
receptora H,. Ovaj korak napravljen je koriStenjem algoritma BLAST (engl. basic local
alignment search tool, BLAST) i rezultirao je nizom trodimenzionalnih proteinskih struktura
koje su poredane prema postotku identi¢nosti u primarnoj strukturi (engl. sequence identity
percentage) i E vrijednosti (engl. expected value). Provjerena je kvaliteta dobivenih struktura
te su odabrane one koje imaju najbolju rezoluciju, vode¢i ra¢una o tome da se odaberu one
strukture koje imaju najvecu slicnost primarne strukture sa strukturom histaminskog receptora
H, (Tablica 3). Odabrane su sljedece strukture: humani histaminski receptor H; (PDB kod
3RZE), neurokininski 1-receptor (PDB kod 2KS9), humani [32-adrenergicki receptor (PDB kod
2RH1), humani Bl-adrenergicki receptor (PDB kod 4BVN) i muskarinski acetilkolinski
receptor M3 (PDB kod 4DAJ).

Tablica 3. Karakteristike odabranih proteina u odnosu na primarnu strukturu humanog histaminskog

receptora H, (UniProt ID P25021).

PDB Postotak Postotak (+) E Postotak Eksperimentalna Rezolucija
kod identi¢nosti izmjena vrijednost | poravnanja metoda
3RZE 34 % 57 % e 80 % dif. rendgenskih zraka 3,1A
2KS9 24 % 46 % e° 84 % NMR u otopini
2RHI 36 % 59 % e 84 % dif. rendgenskih zraka 2,4 A
4BVN 38 % 59 % e’ 78 % dif. rendgenskih zraka 2,1A
4DAJ 32 % 55 % e 80 % dif. rendgenskih zraka 3.4 A

Modeli strukture humanog histaminskog receptora H, napravljeni su pomoc¢u dostupnih
programa za modeliranje: I-TASSER, ">’ MODELLER, '** SWISS-MODEL'® i Phyre2."
Kvaliteta izgradenih modela provjerena je procjenjivanjem neveznih interakcija izmedu atoma
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aminokiselina modeliranog receptora u programu ERRAT " (Slika 18) koji se inace koristi za

provjeru kvalitete struktura dobivenih difrakcijom rendgenskih zraka na kristalima.
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Slika 18. Provjera kvalitete napravljenog modela histaminskog receptora H, u programu ERRAT.

Prikazan je rezultat za najkvalitetniji model s faktorom kvalitete 97.7 %.

Na ordinati (os y) prikazana je vrijednost greske tj. prikazana je pouzdanost s kojom mozemo
tvrditi da postoje nezeljeni kontakti u dijelu strukture koje prelaze vrijednost ozna¢enog praga.
Kvalitetne strukture obi¢no imaju ukupni faktor kvalitete (engl. overall quality factor) > 95 %.
Nepovoljni kontakti potje€u od aminokiselina koje se nalaze oko osamdesete aminokiseline u

primarnoj strukturi. Konkretno, uoceni su nepovoljni kontakti izmedu Ile77 1 Leu80 te Tyr78 i
Trp84 (Slika 19).

Slika 19. Napravljeni model histaminskog receptora H, koji je uzet kao pocetna struktura za MD
simulacije.
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Odabrani model receptora, Cija struktura se koristila u istrazivanju, napravljen je pomocu
servera SWISS-MODEL. U sljede¢em koraku agonist histamin smjeSten je u vezno mjesto
modeliranog receptora vode¢i raCuna o ranije opisanom nacinu vezanja u literaturi. Iz ranije
provedenih eksperimentalnih istrazivanja utvrdeno je da su tri aminokiseline receptora H, vazne

0" %o je u potpunom slaganju s

za vezanje histamina, Asp98, Aspl86 i Thrl9
Weinsteinovim mehanisti¢kim modelom'** kojeg je koristio za kvantno-mehani¢ke radune jos
davne 1976. godine. Takoder, pokazano je da se histamin veze u vezno mjesto receptora kao

monokation te je kao takav i modeliran.'*>"*’

Napravljeno je ukupno pet pocetnih struktura
kompleksa receptora H, i histamina u kojima je pozicija histamina svaki put drugacije
zarotirana. Na ovaj nacin htjelo se prouciti vezanje histamina u veznom mjestu receptora H»
tako da ono bude §to manje ovisno o inicijalnom postavljanju histamina.

Za parametrizaciju izgradenih kompleksa koristena su polja sila GAFF® i ff14SB."** U
svrhu odredivanja parametara te parcijalnih atomskih naboja na agonistu histaminu provedeni
su kvantno-mehani¢ki ra¢uni, koriste¢i programski paket Gaussian09'* uz primjenu razine
teorije HF/6-31G(d). Pocetno protonacijsko stanje aminokiselina receptora odredeno je pomoc¢u
servera PROPKA 3.1"%" i vizualnom provjerom susjedstva onih aminokiselina koje mogu imati
1 aspartati negativno (—1) nabijeni, kao Sto se i ocekuje pri fiziolosSkom pH. Dobiveni kompleksi
smjesteni su u centar krnjeg oktaedra ispunjenog molekulama vode TIP3P,* pri ¢emu je voda
dosezala do udaljenosti od 10 A od povrsine kompleksa. Za neutraliziranje sustava dodano je
12 aniona CI. Optimizacija geometrije kompleksa i molekulsko-dinamicke simulacije
provedene su unutar programa AMBERI14.°° Koristeni su periodi¢ni rubni uvjeti, a
elektrostatske interakcije racunate su metodom PME. Kompleksi su prvo optimizirani koristeci
metode najstrmijeg spusta i konjugiranih gradijenata. Nakon optimiranja svaki sustav je
zagrijavan, pri ¢emu je temperatura linearno povecana od 0 K do 300 K u uvjetima NVT u
periodu od 50 ps. Nakon uravnotezenja kompleksi su simulirani 100 ns koriStenjem uvjeta NPT
pri temperaturi od 300 K i tlaku od 1 atm, koriStenjem Langevinovog termostata s frekvencijom
sudara 1 ps™'. Algoritam SHAKE” koristen je za ograniGenje vibracija veza u kojima sudjeluju
atomi vodika.

Sve molekulsko-dinamicke simulacije su rezultirale gotovo jednako zastupljenom
orijentacijom histamina u veznom mjestu receptora. Analizom molekulsko-dinamickih
simulacija identificirane su tri aminokiseline koje su bitne za vezanje histamina, a to su Asp98,

Aspl86 1 Tyr250. Primje¢eno je kako karboksilat iz bo¢nog ogranka Asp98 interagira s
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pozitivno nabijenom amino skupinom etilamino dijela histamina, Asp186 interagira s N-H

vodikom iz imidazolnog prstena histamina, dok Tyr250 ostvaruje vodikovu vezu s drugim

duSikom imidazolnog prstena (Slika 20).

' { Tyr250

Slika 20. Struktura histaminskog receptora H, u kompleksu s histaminom. U desnom dijelu slike

oznacene se najvaznije interakcije izmedu histamina i aminokiselina veznog mjesta receptora Hy.

Sve simulacije rezultirale su orijentacijom histamina koja podrazumijeva stvaranje vodikove
veze izmedu hidroksilne skupine iz bo¢nog ogranka Tyr250 i imino dugika na histaminu.'*’ Na
Slici 21. prikazana je struktura kompleksa u kojem je pocetna udaljenost izmedu Tyr250 i imino
dusika histamina bila najveé¢a od svih pet modeliranih kompleksa i iznosila je 7,4 A. Praenjem
udaljenosti izmedu atoma vodika hidroksilne skupine iz bo¢nog ogranka Tyr250 i imino dusika
histamina vidi se kako se ve¢ nakon 15 ns histamin orijentirao u veznom mjestu tako da

ostvaruje vodikovu vezu s Tyr250.
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Slika 21. Pracenje udaljenosti izmedu atoma vodika iz hidroksilne skupine Tyr250 i imino duSika
agonista histamina. Nakon 15 ns MD simulacija histamin se orijentira tako da ostvaruje vodikovu vezu

sa OH skupinom Tyr250 i tako ostaje orijentiran do kraja simulacija.

Ovdje je bitno naglasiti da se radi o novom nacinu vezanja histamina, odnosno o novim
identificiranim interakcijama koje se ostvaruju u okviru veznog mjesta receptora H,. Naime,
istrazivanje u kom je Thr190 receptora H, zamijenjen alaninom,'** rezultiralo je zna¢ajnim
smanjenjem efikasnosti histamina kao agonista. Ovo je vodilo zaklju¢ku kako Thr190 svojom
OH skupinom iz bo¢nog ogranka formira vodikovu vezu s imino duSikom na imidazolnom
prstenu histamina te na taj nacin direktno sudjeluje u pravilnom vezanju histamina u veznom
mjestu receptora. Medutim, iz provedenih molekulsko-dinamickih simulacija vidi se da Thr190
ne moze ostvariti vodikovu vezu s imino dusSikom na histaminu (Slika 20), ve¢ navedena
hidroksilna skupina treonina ostvaruje vodikovu vezu s karbonilom iz okosnice Asp186. S
druge strane, svih pet MD simulacija pokazalo je da Tyr250 svojom hidroksilnom skupinom iz
bo¢nog ogranka ostvaruje vodikovu vezu s imino duSikom iz histamina §to je nova
identificirana interakcija izmedu aminokiselina veznog mjesta receptora H, i histamina.
Vaznost Tyr250 u vezanju agonista potvrdilo je i racunalno istraZivanje provedeno na

histaminskom receptoru H; koji je izgraden na temelju B1-adrenergickog receptora (PDB kod
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2VT4) u kompleksu s nizom predlozenih agonista gvanidinskog tipa, a koja je pokazala kako
je Tyr250 vazan za vezanje prou¢avanih agonista gvanidinskog tipa.'*!

Modelirana struktura receptora dalje je posluZzila za ispitivanje efekta deuteriranja
histamina na vezanje za receptor Hy '* gdje je racunalno i eksperimentalno potvrdeno da
deuterirani histamin ima ve¢i afinitet za receptor H, u odnosu na nedeuterirani histamin.
Motivacija za proucavanje efekta deuteracije histamina na vezanje za receptor lezi u ¢injenici
da deuterirane verzije lijekova uglavnom pokazuju poboljSana farmakokineticka svojstva zbog
jace (krace) veze X-D (X=C, N) §to rezultira izmijenjenim metabolizmom danog lijeka. Stoga,
zamjena vodika deuterijem u lijekovima moze rezultirati poboljSanim karakteristikama danog
lijeka tijekom metabolizma. Uvodenje deuterija moze rezultirati sporijom razgradnjom takvog
lijeka $to dovodi do upotrebe manjih doza. Takoder, deuterirani lijek i njegovi metaboliti mogu
biti manje toksi¢ni od nedeuterirane verzije istog lijeka. Pokazano je da deuterirani fluoroalanin
ima poboljsana farmakokineti¢ka svojstva u antimikrobnoj terapiji,'** dok je za deuterirani

anestetik halotan pokazano kako je manje toksi¢an za jetru.'*
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4.2. Monoamin-oksidaza B

Nakon $to obavi svoju fizioloSku ulogu visak histamina u tijelu se uklanja u sklopu jednog od
dva katabolicka puta. Jedan od njih zapocinje enzimskim metiliranjem histamina uslijed cega
nastaje N-metilhistamin koji se dalje metabolizira enzimom MAO B. Pored razgradnje
histamina, MAO B sudjeluje i u katabolizmu drugih vaznih biogenih amina od kojih su
najznacajniji dopamin i noradrenalin. lako postoji veliki broj istrazivanja koja se bave
proucavanjem katalitickog mehanizma ovog enzima, manje je paznje posveceno selektivnosti
odnosno prepoznavanju odgovarajuceg supstrata. Kao Sto se moze vidjeti u Tablici 1, N-
metilhistamin je fizioloski supstrat enzima MAO B, odnosno puno je bolji supstrat od
histamina, iako se ova dva spoja razlikuju u samo jednoj metilnoj skupini koja je vezana za
dusik imidazolnog prstena u nereaktivnom dijelu molekule.

U ovom dijelu disertacije prikazani su rezultati koji se odnose na ispitivanje katalitickog
mehanizma te selektivnosti enzima MAO B na primjeru N-metilhistamina i1 histamina.
Metodom molekulske dinamike uz primjenu metode MM-PBSA za izracun Gibbsove energije
vezanja oba supstrata opisane su determinante specifinosti ovog enzima. Zatim su
pripremljene pocetne strukture za kvantno-mehanicke racune u okviru klaster pristupa te za

simulacije EVB kojima je opisan kataliticki mehanizam i supstratna specifi¢nost ovog enzima.
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4.2.1. Molekulsko-dinamicke simulacije enzima MAO B

Struktura enzima MAO B u kompleksu s 2-(2-benzofuranil)-2-imidazolinom (PDB kod 2XFN)
rezolucije 1,6 A'** preuzeta je iz baze podataka PDB. Aminokiseline koje nedostaju u strukturi

izgradene su koristenjem servera I-TASSER.'*’

Izgradena su dva MAO B kompleksa, jedan
kompleks s vezanim N-metilhistaminom, a drugi s vezanim histaminom u aktivhom mjestu
enzima. Oba supstrata su modelirana kao monokationi, $to je u suglasnosti s eksperimentalnim
145146 § ragunalnim istrazivanjima.'"’ Za parametrizaciju izgradenih kompleksa koristeni su
polja sila GAFF™ i ff14SB."® U svrhu odredivanja parametara te parcijalnih atomskih naboja
na oba supstrata, histaminu i N-metilhistaminu te kofaktoru FAD provedeni su kvantno-
mehanicki raduni, koriste¢i programski paket Gaussian09'> uz primjenu razine teorije HF/6-
31G(d). Pocetno protonacijsko stanje aminokiselina enzima MAO B odredeno je pomocu
servera PROPKA 3.1"%" i vizualnom provjerom susjedstva onih aminokiselina koje mogu imati
razli¢ita protonacijska stanja. Svi arginini i lizini su pozitivno (+1), a glutamati i1 aspartati
negativno (—1) nabijeni, kao $to se i o¢ekuje pri fizioloSkom pH. Oba kompleksa smjestena su
u centar krnjeg oktaedra ispunjenog molekulama vode TIP3P,* pri ¢emu je voda dosezala do
udaljenosti od 10 A od povrsine kompleksa. Optimizacija geometrije kompleksa i molekulsko-
dinami¢ke simulacije provedene su unutar programa AMBER14.”® Koristeni su periodiéni
rubni uvjeti, a elektrostatske interakcije raCunate su metodom PME. Kompleksi su prvo
optimizirani koriste¢i metode najstrmijeg spusta i konjugiranih gradijenata. Nakon optimiranja
svaki sustav je zagrijavan, pri ¢emu je temperatura linearno povec¢ana od 0 K do 300 K u
uvjetima NVT u periodu od 30 ps. Nakon uravnotezenja kompleksi su simulirani 300 ns
koriStenjem uvjeta NPT pri temperaturi od 300 K i tlaku od 1 atm, koriStenjem Langevinovog

termostata s frekvencijom sudara 1 ps’. Algoritam SHAKE®* koristen je za ogranicenie
] p g J g i

vibracija veza u kojima sudjeluju atomi vodika.



§ 4. Rezultati i rasprava 61

Nakon zavr$enih molekulsko-dinamickih simulacija, analizirane su trajektorije oba kompleksa
enzima MAO B. Kako bi provjerili stabilnost simuliranih kompleksa izracunata je vrijednost
RMSD (engl. root mean squared deviation, RMSD) tijekom vremena, koja govori o tome
koliko se struktura proteina promijenila tijekom simulacija u odnosu na referentnu strukturu
(Slika 22)."*® Za referentnu strukturu uzeta je optimirana struktura enzima MAO B u kompleksu

s odgovarajuc¢im supstratom.

RMSD /A
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Slika 22. Vrijednosti RMSD za enzim MAO B u kompleksu s monokationima HIS (crveno) i NMH

(crno) tijekom 300 ns molekulsko-dinamickih simulacija.

Vrijednosti RMSD za MAO B u kompleksu s oba supstrata ne razlikuju se mnogo medusobno.
Uoceno je kako se nakon inicijalnih 150 ns, vrijednosti RMSD klasteriraju oko 2,5 A za oba
kompleksa.

Zatim je pracena orijentacija oba supstrata u aktivnom mjestu enzima MAO B u odnosu
na kofaktor FAD. Konkretno, pracena je udaljenost izmedu reaktivnog a-ugljika na supstratu i
atoma N5 na kofaktoru enzima, s obzirom na to da ova dva atoma sudjeluju u prijenosu
hidrida®*?>'** te se praéenjem dane udaljenosti zapravo moZe pratiti povoljna orijentacija
supstrata za reakciju. Pokazano je kako u kompleksu enzima MAO B sa supstratom NMH u
svakom trenutku, barem u jednoj podjedinici, postoji reaktivna orijentacija supstrata u odnosu
na kofaktor FAD. Reaktivna udaljenost izmedu a-ugljika supstrata i atoma N5 kofaktora FAD
iznosi oko 3-4 A. Ova vrijednost je u suglasnosti s udaljenosti od 3,198 A izmedu dopamina i
kofaktora enzima MAO B koja je izradunata u okviru QM-klaster pristupa.*® S druge strane,

simulacije sa supstratom histaminom pokazale su da u jednoj podjedinici enzima MAO B,
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supstrat nikada ne postize pravilnu orijentaciju u odnosu na kofaktor FAD; prvih 200 ns
udaljenost a-C(supstrat)-N5(FAD) znatno je iznad 4 A, a zatim u posljednjih 100 ns dana
udaljenost se kreée izmedu 8-14 A (Slika 23). Prosje¢ne vrijednosti za udaljenost o-C(supstrat)-
NS5(FAD) tijekom 300 ns MD simulacija iznose 4,994 A i 6,224 A za NMH, te 5,8201 7,243 A
za HIS, $to upucuje na to da je NMH bolje orijentiran prema kofaktoru FAD u usporedbi s
HIS.'*
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Slika 23. Udaljenost a-C(supstrat)-N5(FAD) pracena je tijekom 300 ns simulacija MD. Gore je prikazan
enzim MAO B u kompleksu s monokationom NMH dok je kompleks s monokationom HIS prikazan

ispod.

Nakon toga primijeceno je kako NMH tijekom molekulsko-dinamickih simulacija dominantno
ima ciklicki oblik u aktivnom mjestu enzima MAO B za koji je karakteristicna intramolekulska

vodikova veza izmedu etilamino skupine i imino dusika na imidazolu (Shema 3). S druge



§ 4. Rezultati i rasprava 63

strane, HIS ima dominantno linearni oblik u veznom mjestu enzima MAO B §to odgovara i

njegovom dominantnom obliku u otopini pri fizioloskom pH.'”'*°

@

@
N NH; _N
/IL/\/)—F /[L/ /
R R

Shema 3. Linearni i ciklicki oblici monokationskog histamina (HIS, R=H) i N-metilhistamina (NMH,
R = metil).

Prosjecne udaljenosti izmedu relevantnih dusika na etilamino skupini te na imidazolnom
prstenu N-metilhistamina i histamina iznose 3,403 A 14,043 A za NMH te 4,490 A i 4,745 A
za HIS u obje podjedinice enzima, §to upucuje na tendenciju k formiranju intramolekulske
vodikove veze kod supstrata NMH.

Vrijednosti pK, imino dusika N-metilhistamina i histamina su identiéne (pK, = 5,8)"' dok je
vrijednost pK, etilamino skupine NMH nesto niza u odnosu na HIS (pKawwmmy = 9,57, pKagis)
=9,75)"! §to sugerira nesto manju bazi¢nost odgovarajuée -NH3" skupine kod NMH. Zbog
toga kationska skupina supstrata NMH ima vecu sklonost k formiranju intramolekulske
vodikove veze u usporedbi s HIS. Ciklicki oblik N-metilhistamina osigurava mu rigidniju
formu zbog ¢ega NMH cesce uspostavlja reaktivnu konformaciju u aktivnom mjestu enzima
(Shema 3). S druge strane, linearni oblik HIS rezultira razli¢itim konformacijama histamina i
orijentacijama u aktivnom mjestu koje nisu nuzno reaktivne. Imidazolni prsten histamina ima
N-H skupinu koja moze formirati vodikovu vezu ili s aminokiselinama aktivnog mjesta ili s
kofaktorom. S druge strane, NMH ima metilnu skupinu vezanu za imidazolni dusik (N-CHs).
Upravo N-H skupina histamina ostvaruje vodikovu vezu s karbonilom iz kofaktora FAD koji
se nalazi u susjedstvu reaktivnog atoma N5 (Slika 6) Sto rezultira nereaktivnom konformacijom
1 orijentacijom histamina u aktivhom mjestu enzima MAO B. Spomenuta orijentacija histamina
je dodatno stabilizirana formiranjem -7 stacking interakcija izmedu imidazola histamina te
boc¢nih ogranaka Tyr398 i Tyr435, aminokiselina koji formiraju strukturu tipa “aromatskog

kaveza” (Slika 24).'*
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Slika 24. Reprezentativne strukture najzastupljenijeg klastera enzima MAO B u kompleksu s N-

metilhistaminom (lijevo) i histaminom (desno). N-metilhistamin je pravilno orijentiran za kemijsku

reakciju usmjeravajuci svoju etilamino skupinu prema atomu N5 kofaktora FAD.

Zamjena imidazolnog vodika metilnom skupinom kod supstrata snazno favorizira hidrofobne
interakcije u aktivnom mjestu enzima MAO B za koje je pokazano da je hidrofobno.'*’
Identificirane su bo¢ne skupine Leul71, [1e199 i Leu328 koje ostvaruju hidrofobne kontakte s
metilnom skupinom supstrata NMH $to doprinosi njegovoj pravilnoj orijentaciji za reakciju u
aktivnom mjestu enzima. Kako supstrat histamin nema danu metilnu skupinu, ne ostvaruju se
povoljne hidrofobne interakcije te se histamin slobodno rotira u aktivnom mjestu zauzimajuéi
razne neproduktivne orijentacije. Analizom ucestalosti pojavljivanja I1e199, Leul71 i Leu328
u radijusu od 5 A od imino dusika imidazolnog prstena oba supstrata, HIS i NMH, jasno se
uocava kako je NMH u kontaktu s danim hidrofobnim aminokiselinama (Slika 24). Naime,
NMH tijekom MD simulacija uvijek formira barem jedan hidrofobni kontakt s jednom od tri
analizirane aminokiseline aktivnog mjesta, ali Cesto i sa sve tri (Slika 24). S druge strane, HIS
ne ostvaruje interakcije niti s jednom od tri hidrofobne aminokiseline tijekom polovice
simuliranog vremena, dok u preostalom simulacijskom vremenu ostvaruje u prosjeku samo

jedan kontakt s jednom od tri aminokiseline (Slika 25)."**
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Slika 25. Ucestalost pojavljivanja 11e199, Leul71 i Leu328 u radijusu od 5 A od imino dusika
imidazolnog prstena HIS (gore) i NMH (dolje), u obje podjedinice (prikazano crvenom i crnom bojom)

tijekom 300 ns MD simulacija. Analiziran je svaka 75. struktura zbog preglednosti prikazane slike.

Posebno su znacajne interakcije NMH s Ile199, koja je nazvana usmjeravaju¢om
aminokiselinom (engl. gating residue).”'** 11e199 je o¢uvana aminokiselina u svim primarnim
strukturama enzima MAO B osim kod MAO B iz goveda koji na danoj poziciji ima fenilalanin.
Pretpostavlja se da Ile199 u svojoj “zatvorenoj orijentaciji”’ razdvaja hidrofobni ulazak i vezno
mjesto za supstrat u enzimu MAO B stvarajuéi na taj nacin bipartitnu konfiguraciju aktivnog
mjesta, dok u svojoj “otvorenoj orijentaciji” dozvoljava spajanje oba mjesta Sto definira
selektivnost prema supstratima i inhibitorima.'**

Kako bi se dobile detaljne informacije o energetskim doprinosima koji determiniraju
selektivnost enzima MAO B primijenjena je metoda MM-PBSA za izracun Gibbsove energije
vezanja oba supstrata (Tablica 4).'* Ova metoda je odabrana za prou¢avanje supstratne
selektivnosti enzima MAO B s obzirom na to da se prethodno pokazala uspjeSnom u ispitivanju

potentnosti selektivnih inhibitora ovog enzima.'>
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Tablica 4. Izradunate Gibbsove energije vezanja (AG°yezana) metodom MM-PBSA i njezini doprinosi

(vrijednossti su dane u kcal mol ™).

AEMM AsolvGO AHO TASO AGovez.a AGovez., EKSPb

HIS -154,1 141,5 -12,6 -15,3 2,8+£0,8 -3.3

NMH -154,7 133,3 -21,4 -15.,8 -5,6 £0,5 -5,2

a Standardna pogreska srednje vrijednosti (engl. standard error of the mean) SE je izraCunata kao
SE = SD / \(veli¢ina uzorka), gdje je SD standardna devijacija, a veli¢ina uzorka je 100 struktura.
b Eksperimentalni rezultati.*’

Gibbsova energija vezanja (AG°yezanja) jasno pokazuje kako je NMH bolje vezan u aktivhom
mjestu enzima MAO B §to je evidentno iz negativnog predznaka vrijednosti AG°yezania.
Izradunata vrijednost’ od -5,6 kcal mol™ je gotovo identi¢na eksperimentalno dobivenoj
vrijednosti od -5,2 kcal mol™. (ref. 20) S druge strane, izradunata AG’yezanja za HIS nije u
potpunom skladu s eksperimentalno procijenjenom vrijednosti, medutim dobiveni trend
izra¢unatih vrijednosti upuéuje na nedvojbeno bolje vezanje NMH u odnosu na HIS.'**

Razlike u MAO B selektivnosti prema NMH 1 HIS potjecu iz entalpijskog doprinosa
Gibbsovoj energiji vezanja, AH®, dok je entropijski doprinos TAS® gotovo jednak. S obzirom
na entalpijski doprinos, vrijednost A,,G° u sluéaju supstrata N-metilhistamina je manje
pozitivna Sto rezultira viSe egzergonim vezanjem NMH u odnosu na HIS. Rezultati sugeriraju
da je arhitektura aktivnog mjesta enzima MAO B bolje podeSena za vezanje NMH, S§to je i
evidentno iz identificiranih hidrofobnih interakcija koje su odgovorne za pravilno
pozicioniranje NMH za reakciju u aktivnom mjestu enzima.

Iako izracunate vrijednost objasnjavaju selektivnost enzima, razlika izmedu izraunate
AG yezamia i eksperimentalno dobivene AG°yezunja za HIS je 6,1 kcal mol™. Eksperimentalna
vrijednost za AG°yezania za HIS je negativna (AGyezanja < 0), $to sugerira da je vezanje HIS
energetski povoljan proces, dok je izraGunata vrijednost pozitivna (AG°yezanja > 0), $to indicira
da je vezanje HIS u aktivnom mjestu enzima MAO B nepovoljno. S druge strane,
cksperimentalne vrijednosti AG®vezanja Za Oba supstrata su negativne, §to upucuje na to da postoji
kompeticija kada su oba supstrata na raspolaganju enzimu MAO B, s tim §to je vrijednost

AG’vezanja za 0ko 2 kceal mol™ vide egzergona za fiziologki supstrat N-metilhistamin. Stoga,

" IzraGunate vrijednosti dane su u kcal mol™. Kako bi se dobile vrijednosti izrazene u kJ mol™
treba koristiti faktor konverzije 1 kcal mol'= 4,184 kJ mol™.
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izraCunate vrijednosti trebaju se na prvom mjestu promatrati s aspekta njihovog meduodnosa,

koji nedvojbeno upucuje na to da je N-metilhistamin bolji supstrat za enzim MAO B.

4.2.2. Kvantno-mehanicki racuni na modelu enzima MAO B

Nakon provedenih molekulsko-dinamickih simulacija odabrano je nekoliko struktura enzima u
kompleksu s NMH odnosno HIS, u kojima supstrati imaju pravilnu orijentaciju za reakciju.
Nakon toga izrezan je dio iz strukture kompleksa koji predstavlja aktivno mjesto enzima. Model
enzima se sastojao iz kofaktora FAD, odgovarajuéeg supstrata te aminokiselina Tyr60, Tyr188,
Tyr326, Tyr398, Tyrd35 i GIn206 zajedno s dvije molekule vode ¢ije pozicije su odgovarale
kristalnim vodama, a za koje je pokazano da su na pravom mjestu kako bi bile ukljucene u

s. 34,153
reakciju. ™

Kofaktor FAD je odsjeen na etilnoj skupini koja je vezana za atom N10
kofaktora (Slika 6), dok su odabrane aminokiseline odsjecene na njihovim a-ugljicima, koji su
zatim zadrzani u strukturi u formi metilne skupine. Pozicije o-C atoma aminokiselina drzane
su “zamrznutima” tijekom kvantno-mehanickih racuna, odnosno dani atomi su fiksirani dok je
preostaloj strukturi modela enzima dozvoljeno da se slobodno optimira. Kao §to je ranije
spomenuto, supstrati enzima MAO B vezu se u kationskoj formi dok u reakciju ulaze isklju¢ivo

u neutralnoj formi, §to je pokazano eksperimentalno'**'>* i ragunalno.

34,35,149,155,156
Kako bi smanjili gresku pri odabiru pocetne konformacije modela enzima u kompleksu sa
supstratom odabrano je nekoliko pocetnih konformacija iz MD simulacija, a u mehanisticke
racune krenulo se s najstabilnijom konformacijom kompleksa enzima s jednim odnosno drugim
supstratom. Kako bi dobivene rezultate stavili u isti kontekst s prethodnim istrazivanjima

3435153 o Lako bi se postigao

provedenim na istom enzimu u kompleksu s drugi supstratima,
kompromis izmedu preciznosti ra¢una i racunalne izvedivosti, sve geometrije su optimirane
koriste¢i M06-2X/6-31G(d) razinu teorije pri ¢emu su termalne korekcije za standardnu
Gibbsovu energiju dobivene odgovarajuéim frekvencijskim raunom. Konacne energije na
fiksnoj geometriji su dobivene koriste¢i 6-311++G(2df,2pd) osnovni skup, uz primjenu
funkcionala M06-2X, BMK, PBEO i B3LYP. PBEO je rezultirao najboljim slaganjem s
eksperimentalnom vrijednosti te je zajedno s rezultatima dobivenim primjenom funkcionala
BMK i1 B3LYP, dao nizu barijeru od one koja je dobivena koriste¢i funkcional M06-2X. Zbog
toga su rezultati dobiveni primjenom funkcionala PBEO diskutirani kroz tekst koji slijedi.
Vrijednosti za energije dobivene koriStenjem preostalih funkcionala dane su u Tablici S1 u

poglavlju 8. te se mogu usporediti s vrijednostima diskutiranim ovdje. Kako bi se uzeli u obzir

polarizacijski efekti prouzroceni ostatkom enzima, tijekom svih kvantno-mehanickih ra¢una
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koristen je implicitni polarizacijski model otapala CPCM'*

s dielektricnom konstantom &= 4,
dok su preostali parametri odgovarali €istoj vodi. Ovakav pristup u ispitivanju kataliti¢kih
mehanizma mnogih enzima koristili su Siegbahn, Himo i koautori'' " '*” Sve navedeno rezultira
razinom teorije (CPCM)/PBE0/6-311++G(2df,2pd)//(CPCM)/M06-2X/6-31G(d).

Validnost upotrebe kvantno-mehanickih racuna u okviru klaster pristupa nedavno su

1°® i Martinez"” i njihovi suradnici. Oni su pokazali kako pristup QM/MM,

potvrdili Warshe
koji podrazumijeva cijelu strukturu enzima pri modeliranju enzimski katalizirane reakcije, nije
osjetljiv na veli¢inu kvantno-mehanic¢kog dijela ukoliko je odabrana dovoljno velika regija QM
koja adekvatno opisuje proucavanu kemijsku reakciju. Zbog toga optimalno velika kvantno-
mehanicka regija u kombinaciji s implicitnim polarizabilnim kontinuumom koji predstavlja
ostatak enzima treba dati vjerodostojne rezultate pri opisu kemijske reakcije. Modelirana
reakcija je podrazumijevala prijenos hidrida s a-ugljika supstrata na atom N5 modela kofaktora
FAD. Sve prijelazne strukture provjerene su imaju li po jednu odgovarajuu imaginarnu
frekvenciju. Dobivene prijelazne strukture zatim su koriStene kao ulazne strukture za ra¢un IRC
kako bi se provjerilo spaja li dana sedlasta tocka odgovaraju¢e minimume. Atomski naboji su
izraGunati pomoéu analize NBO'® (engl. natural bond orbital, NBO) kao ratuni single point
primjenom razine teorije (CPCM)/M06-2X/6-31G(d). Kvantno-mehanicki racuni rezultirali su

stacionarnim to¢kama prikazanim na Slici 26."**

Tyr188 Tyr188
Tyrd35

Tyr435

Tyr60
GIn206 Tyr326 GIn206
NMH Tyr326
NMH L
: NMH imin
amin imin+
REAKTANT MEDUPRODUKT PRODUKT

Slika 26. Strukture relevantnih stacionarnih tocaka za razgradnju N-metilhistamina (NMH) enzimom
MAO B dobivenih primjenom kvantno-mehanic¢kog klaster pristupa na modelu enzima. Geometrije

odgovaraju¢ih kompleksa sa supstratom HIS su analogne.
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U reaktantima, oba supstrata ostvaruju vodikove veze s Tyr326 i Tyr398 koje su formirane
izmedu N(imino iz prstena)-O(OH iz Tyr326) i N(amino skupina iz etilamino lanca)-O(OH iz
Tyr398). U slucaju supstrata HIS te udaljenosti su 2,783 A i 3,326 A, a u slu¢aju NMH nesto
su krace i iznose 2,730 A i 3,015 A. Dakle, vrijednosti dobivene iz rauna na pojednostavljenoj
reprezentacija enzima pokazuju da je NMH bolje smjesSten u aktivnom mjestu enzima MAO B
u odnosu na HIS. Medutim, reaktivni ugljik, a-C, N-metilhsitamina nesto je udaljeniji od
reaktivnog centra N5 na kofaktoru FAD (aC-N5 = 3,452 A; oH -N5 =2,933 A), u odnosu na
histamin (aC-N5 = 3,300 A; aH-N5 = 2,671 A).

Direktni prijenos hidrida je mogu¢ u slu¢aju oba supstrata (Slika 27), §to je u suglasnosti
s ranijim rezultatima dobivenim na dopaminu®**’ i noradernalinu.'*® U prijelaznoj strukturi,
hidrid koji se prenosi nalazi se izmedu a-ugljika na supstratu i atoma N5 na modelu kofaktora
FAD. Za histamin te udaljenosti iznose 1,419 A i 1,225 A, dok su u sluaju N-metilhistamina,
udaljenosti 1,398 A i 1,235 A. Gibbsova energija za prijenos hidrida iznosi 20,4 kcal mol’
(Vimag = 1414i cm™) za NMH, odnosno 23,0 kcal mol™ (Vimag = 1260i cm’) za HIS,"® §to jeu

potpunom slaganju s eksperimentalno odredenom aktivnosti enzima prema promatranim

supstratima.
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Slika 27. Profili za reakciju oksidativne deaminacije histamina (crveno) i N-metilhistamina (plavo)

kataliziranu enzimom MAO B u okviru pristupa QM-klaster.
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Iz analize atomskih naboja (Tablica 5) vidi se da je ovaj proces povezan s prijenosom hidridnog
aniona (H"). U reaktantima, ukupni naboji na supstratu NMH i modelu kofaktora FAD su 0,03
1-0,03, koji se zatim mijenjaju te u prijelaznoj strukturi iznose 0,30 1 -0,31, Sto pokazuje kako
tijekom reakcije NMH gubi jednu tre¢inu elektrona koji se zatim akomodira na kofaktoru FAD.
Zatim, naboj na duSiku N5 kofaktora FAD mijenja se od -0,36 u reaktantima do -0,48 u
prijelaznoj strukturi. Ovo je u suglasnosti s elektrofilnom prirodom atoma NS5, a koja je
prethodno pokazana u istrazivanju koje je podrazumijevalo racunalno ispitivanje mehanizma

inhibicije enzima MAO B ireverzibilnim inhibitorima kao $to su rasagilin, selegin i klorgilin.
161,162

Tablica 5. Preraspodjela naboja tijekom prijenosa hidrida kataliziranog enzimom MAO B izrac¢unata

primjenom analize NBO na razini teorije (CPCM)/M06-2X/6-31G(d).

Sistem Atom/Molekula Izggg?ni Reaktanti TS  Meduprodukt
Hoy M N(amino) —0,94 -0,95 -0,80 —0,69
oo @
H—C—H o-H 0,23 0,24 0,33 043
H—C—H
P a—C -0,26 -0,27 -0,07 027
/N
Me/NJ B-C -0,51 -0,51 -0,52 -0,57
N-methilhistamin 0,00 0,03 0,30 0,84
R N5 -0,35 -0,36 -0,48 0,67
|
Mej@[“ ;5'\(" Cda 0,12 0,13 0,06 0,11
Me’ ;//ca NH
TN 067 0,67 071 —0,73
kofaktor FAD 0,00 -0,03 031 -0,89

Naboj na a-ugljiku supstrata, s kojeg se prenosi hidridni anion H', ne mijenja se znac¢ajno, od
0,23 do 0,33, Sto se moZe objasniti blizinom susjedne amino skupine koja stabilizira nastali
karbokation kroz elektron doniraju¢i efekt. Ovo se ogleda u reduciranom naboju na dusiku iz
amino skupine te u skra¢enoj udaljenosti izmedu atoma (amino)N-aC, koji se skupa mijenjaju
od -0,95 i 1,495 A u reaktantima, dok u prijelaznoj strukturi ove vrijednosti iznose -0,80 i 1,349

A, $to je u suglasnosti s predlozenim prijenosom hidrida.
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Vazno je prodiskutirati preraspodjelu naboja u reaktantima u kontekstu polarnog
nukleofilnog mehanizma koji je takoder predloZen kao moguéi mehanizam reakcije, a po kom
se oksidacija amina odigrava uz prijenos protona (H") s a-ugljika supstrata.”” Ovaj mehanizam
ovisi o prisutnosti jake baze u aktivnom mjestu enzima koja bi mogla primiti proton, s obzirom
na to da reaktivni ooC-H dio supstrata ima vrijednost pK, 25.'” Strukturna analiza je pokazala
da u aktivhom mjestu enzima nema aminokiseline ili strukturnog motiva na kofaktoru koji bi
imao ulogu jake baze koja bi mogla primiti proton. Edmondson i suradnici su stoga predlozili
kako se tijekom reakcije planarni kofaktor FAD svija za 30° §to poveéava bazi¢nost na atomu
NS5 i smanjuje gustocu elektrona na susjednom atomu C4a kofaktora FAD Sto olakSava nastanak
kompleksa N(amino skupina supstrata)-C4a(FAD) nakon ¢ega dolazi do prijenosa protona na
atom N5 flavina.® Medutim, eksperimentalno nikada nije identificiran predlozeni kovalentni
meduprodukt. Kako bi se ispitala moguénost ovog mehanizma, simulirana je reakcija izmedu
atoma N iz amino skupine NMH i atoma C4a iz kofaktora FAD, krenuvsi od udaljenosti koja
je iznosila 2,875 A u reaktantima pri ¢emu se udaljenost smanjivala u koracima od po 0,1 A.
Navedeni postupak nije rezultirao opisanim kovalentnim meduproduktom N(amino skupina
supstrata)-C4a(FAD), a ukupna energija porasla je do vrijednosti iznad 40 kcal mol™”. Analiza
geometrije flavina u reaktantima potvrdila je kako je kofaktor FAD planaran. Ovi rezultati zato
opovrgavaju nukleofilni mehanizam koji je predloZen od strane Edmondsona 1 suradnika te idu
u prilog direktnom hidridnom mehanizmu za reakciju oksidacije amina kataliziranu enzimom
MAO B, ito je sukladno rezultatima iz prethodno objavljenih radunalnih®**>'
eksperimentalnih istrazivanja.*'

Nakon prijenosa hidrida proucavani sustav se relaksira do meduprodukta (Slike 26 127),
koji se karakterizira polureduciranim anionskim flavinom (FADH") i kationskim supstratom.
Ovo je evidentno iz preraspodjele naboja na formiranom meduproduktu, gdje je ukupni naboj
na flavinu -0,89, dok je ukupni naboj na NMH u meduproduktu 0,84. Reakcija s NMH je
povoljnija (A;G° = -1,1 kcal mol™") u odnosu na reakciju s HIS, koja je endergona (A.G° = 5,9
kecal mol™) (Slika 27)."** U ovom dijelu vazno je naglasiti razliku u stvaranju meduprodukta
koji nastaje u reakciji s dopaminom®* u odnosu na meduprodukt nastao u reakciji s NMH i HIS.
U reakciji s dopaminom pokazano je kako se spontano formira stabilni kovalentni adukt izmedu
atoma N5 flavina i a-ugljika supstrata (Slika 28), dok u reakciji sa supstratima NMH 1 HIS

takav adukt nije identificiran tijekom prijenosa hidrida na atom N5 kofaktora FAD.
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Slika 28. Shematski prikaz stabilnog kovalentnog adukta dopamina i flavinskog kofaktora tijekom

prijenosa hidrida u reakciji oksidacije dopamina enzimom MAO B.

U sljede¢em koraku oksidacije dopamina enzimom MAO B, kovalentni adukt se raspada
istovremeno s deprotoniranjem slobodne amino skupine. Stvaranje kovalentnog adukta
objaSnjava zaSto mnogi alkil- i arilaminski supstrati postaju inhibitori enzima MAO B nakon
§to se izvr§i N,N-dimetilacija danih supstrata.'® U reakciji s NMH i HIS ne nastaje kovalentni
adukt, ve¢ su kationski NMH i HIS udaljeni od flavina 2,872 A, odnosno 2,575 A. Medutim,
rac¢uni pokazuju kako je stvaranje adukta moguce, s tim $to je takav proces povezan s barijerom
od 5,2 kcal mol”' za NMH, odnosno 4,9 kcal mol™ za HIS, a odgovarajué¢i adukti manje su
stabilni od inicijalnih meduprodukata (2,5 kcal mol™ za NMH, odnosno 3,1 kcal mol™ za HIS).
Sve navedeno ide u prilog tome kako stvaranje kovalentnog adukta identificiranog u oksidaciji
dopamina nije karakteristi¢no za oksidaciju NMH i HIS te da se deprotoniranje amino skupine
u sljedec¢em koraku odvija bez prethodnog stvaranja kovalentnog adukta.

Sljede¢i korak u oksidaciji amina ukljucuje deprotoniranje amino skupine supstrata
pomocu atoma N1 kofaktora FAD, koje je posredovano s dvije molekule vode (Slika 26). U
reakciji sa supstratom NMH, udaljenosti izmedu spomenutih voda i NMH iznose N(NMH)-
O(vodal) = 2,690 A te O(vodal)-O(voda2) = 2,733 A, odnosno O(voda2)-N1 = 2,736 A, sto
omogucava deprotoniranje amino skupine od strane bazi¢nog atoma N1 kofaktora FAD koje
je potpomognuto molekulama vode. Ovakav process deprotoniranja se odvija pomocu
Grotthussovog mehanizma.'® Kod supstrata NMH, ovaj proces pracen je barijerom od 4,8 kcal
mol! (Vimag = 792i cm'l), koja je nesto niza za reakciju s HIS te iznosi 2,8 kcal mol! (Vimag =

834i cm™). Ovo pokazuje kako je barijera za deprotoniranje amino skupine znatno niza od
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barijere za prijenos hidrida, $to sugerira da je prijenos hidrida korak koji odreduje brzinu (engl.
rate limiting step) sveukupne reakcije, §to je u potpunom slaganju s ranijim radunalnim®**>'>?
i eksperimentalnim istrazivanjima.*' Niska barijera u drugom koraku moZe se objasniti pomoéu
vrijednosti pK,. Naime, protonirani imini imaju znatno kiseliju N-H skupinu (pK,~5-7),' od
neutralnih imina ili amina dok je za poziciju NI na polureduciranom kofaktoru FADH

eksperimentalno procijenjena vrijednost od pK,~7,'*

Sto omogucava prijenos protona. Nakon
deprotoniranja, sustav se stabilizira za 4,8 kcal mol™ u slucaju HIS, odnosno 7,9 kcal mol™ u
slu¢aju NMH, S§to ¢ini cijelu reakciju izvedivijom za supstrat NMH (Slika 27). Drugim
rije¢ima, ukupna transformacija NMH je egzergona A.G° = -4,2 kcal mol’, dok je
transformacija HIS endergona A,G° = 3,9 kcal mol”, $to takoder objasnjava bolju aktivnost
enzima MAO B prema NMH u odnosu na HIS. Takoder, ukupni profil za oksidaciju NMH
odvija se nizbrdo (engl. downhill) sa stacionarnim tockama koje imaju relativnu energiju 0,0
kcal mol™ (reaktanti), -1,1 kcal mol”" (meduprodukti) i -4,2 kcal mol™ (produkti). Reakcija
rezultira neutralnim iminom 1 potpuno reduciranim kofaktorom FADH, kao finalnim
produktima (Slika 26). Nakon $to se FAD reducira do FADH; slijedi regeneracija kofaktora
molekulskim kisikom O, uz stvaranje H,O, u reakciji za koju su potrebna dva vodika. Ova
¢injenica takoder daje prednost prijenosu hidrida u odnosu na druge predlozene mehanizme u

27,153,164

kojima se flavin reducira samo do (FADH"). Nastali imin zatim izlazi iz aktivnog mjesta

enzima i u otopini se dalje neenzimski hidrolizira do odgovarajuéeg aldehida.'®’

Na kraju, bitno je staviti komentirane rezultate u odgovarajucu perspektivu. Na prvi
pogled, izracunate barijere za oksidaciju supstrata AIGO(NMH)Z 20,4 kcal mol’, odnosno
AIGO(HIS) = 23,0 kcal mol™, izgledaju precijenjeno u odnosu na eksperimentalno dobivene
vrijednosti A*G°eksp, nvm = 17,8 keal mol™ 1 A*G®eip, 1s) = 19,2 keal mol™. (ref. 20) Medutim,
izraunate A*G° vrijednosti za oba supstrata ulaze u veli¢inu greske od 5 kcal mol™ za metodu
QM-klaster koja je procijenjena od strane Siegbahna i koautora, na temelju proucavanja
mehanizama velikog broja enzima.'" Izratunate vrijednosti mogu se poboljsati u smjeru
slaganja s eksperimentalno izra¢unatim vrijednostima ukljuc¢ivanjem ostatka enzima u racune.
Medutim, ve¢ primjenom pristupa QM-klaster u prouc¢avanju mehanizma enzimski katalizirane
reakcije moze se racionalizirati selektivnost enzima MAO B prema NMH u odnosu na HIS te

u tom kontekstu veoma mala eksperimentalno dobivena razlika AAIGO(ekSp)=1,4 kcal mol™ je

dobro racunalno reproducirana AA* G (izracunatay=2,6 kcal mol™. (ref. 148)
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U slugaju primijenjene metode QM-klaster za prou¢avanje oksidacije dopamina®* dobivena je
barijera od AIGO(jzraéunata):24,4 kcal mol™, koja je zatim primjenom metode EVB, koja uzima u
obzir cijelu strukturu enzima, rezultirala barijerom od AiGo(izraéunata):16,l kcal mol™, (ref. 35)
$to je vrijednost koja se odli¢no slaze s eksperimentalnom A*G°(eisp)=16,5 kcal mol ™. (ref. 20)
Stoga, ukljucivanje ostatka strukture enzima MAO B u proucavanju oksidacije NMH 1 HIS

trebalo bi rezultirati boljim slaganjem s eksperimentalno dobivenim vrijednostima.
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4.2.3. Simulacije EVB reakcije oksidacije katalizirane enzimom MAO B

Metoda EVB omogucava simuliranje enzimski kataliziranih reakcija uzimajuéi u obzir cijelu
strukturu enzima. Glavna prednost metode EVB u odnosu na metodu QM/MM je u tome $to
omogucava opseznu konformacijsku pretragu tijekom reakcije, bivajuci pri tome znatno manje
racunalno zahtjevna, pri ¢emu je bitno da su parametri koji opisuju danu kemijsku reakciju
pazljivo odabrani. '®*'® Ovo je omoguéeno postupkom kalibracije standardne Gibbsove
energije aktivacije i reakcije za referentnu reakciju prije nego se krene s ispitivanjem
katalitickog mehanizma u enzimu.

Enzimska kataliza se definira kao ubrzanje kemijske reakcije u odnosu na referentnu
nekataliziranu reakciju u vodenoj otopini.'”® Stoga, kako bi se provele simulacije EVB
neophodno je prvo definirati referentnu reakciju, bilo u plinskoj fazi ili u vodenoj otopini, a
koja ¢e podrazumijevati reakciju izmedu reaktivnih vrsta. Glavna pretpostavka je da se zatim
dana kemijska reakcija odvija u enzimu po istom tom mehanizmu. U slu¢aju enzima MAO B
nema eksperimentalnih podataka za referentnu nekataliziranu reakciju, tj. u literaturi nema
podataka o reakciji izmedu flavina i aminskih supstrata u vodenoj otopini. Zbog toga je
neophodno prvo modelirati referentnu reakciju za kataliziranu reakciju oksidacije amina
enzimom MAO B. Referentna reakcija u plinskoj fazi podrazumijevala je reakciju prijenosa
hidrida izmedu modela kofaktora FAD (lumiflavina) i N-metilhistamina (odnosno histamina),
primjenom razine teorije M06-2X/6-31+G(d,p). Odabir referentne reakcije u plinskoj fazi je
standardni protokol. Nakon toga parametriziran je Hamiltonijan EVB na nacin da reproducira
standardne Gibbsove energije aktivacije i reakcije, AIG"plin i A:G°piin, dobivene na razini teorije
MO06-2X/6-31+G(d,p). Zatim se ista reakcija simulira u vodenoj otopini i enzimu MAO B
koriste¢i iste parametre. Ovo je validna aproksimacija s obzirom na to da je dokazano kako su
parametri EVB neovisni o fazi (okolini) u kojoj se provodi reakcija.'”' Navedeni pristup
omogucava (i) ispitivanje efekta okoline u kojoj se provodi reakcija na samu reakciju, (ii)
procjenu ubrzanja kemijske reakcije u enzimu u odnosu na istu (referentnu) reakciju u vodenoj
otopini.

Kako bi se modelirao prijenos hidrida metodom EVB, standardna Gibbsova energija
aktivacije (AiGophn) i reakcije (A/G°piin) za referentnu reakciju moraju biti poznate. Stoga je
prvo modelirana reakcija izmedu modela kofaktora FAD, lumiflavina i N-metilhistamina te
histamina, primjenom razine teorije M06-2X/6-31+G(d,p). Pocetne konformacije sustava u

slu¢aju oba supstrata bile su identi¢ne, osim §to je supstrat HIS imao vodik na imidazolu
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umjesto metilne skupine. Prijelazne strukture za danu reakciju u plinskoj fazi potvrdene su
frekvencijskom analizom te rac¢unima IRC kako bi se dobili odgovarajuéi reaktanti, odnosno
produkti koje povezuje dana odgovarajuca prijelazna struktura. [zracunate vrijednosti prikazane
su u Tablici 6. Navedeni raduni provedeni su u programu Gaussian09.'*> Svrha raduna u plinskoj
fazi je raCunanje standardne Gibbsove energije aktivacije i reakcije za danu reakciju kako bi se
kalibrirali parametri EVB, a to su engl. coupling term (H)) u Hamiltonijanu EVB i pomak (0,")
u potencijalnoj energiji izmedu reaktanta i produkta. To znaéi da su parametri EVB (H)2, 0,”)
parametrizirani na nacin da reproduciraju AIG"phn = 32,5 kcal mol™ i A:G°piin = 26,3 keal mol™!
za reakciju s NMH, odnosno AIG"phnz 33,5 keal mol ™ i A:G°piin= 25,8 kcal mol™! za reakciju s
HIS. Izracunati parametri EVB (Tablica 6) koriste se dalje neizmijenjeni u simuliranju iste

reakcije, ali u drugoj sredini, bilo da je rije¢ o reakciji u vodi ili reakciji u enzimu.

Tablica 6. Izracunate standardne Gibbsove energije aktivacije i reakcije za prijenos hidrida u reakciji
oksidacije histamina i N-metilhistamina lumiflavinom u plinskoj fazi te parametri EVB koji su izracunati

primjenom FEP simulacija iste reakcije u plinskoj fazi usuglaSavanjem s danim DFT vrijednostima.

Supstrat DFT izracun Kalibrirani EVB parametri
A'G°/keal mol”" | AG°/kealmol" | Hi,/keal mol” a,’/ keal mol”

HIS 33,5 25,8 72,8 88,1

NMH 32,5 26,3 74,9 98,5

U oba slucaja, u referentnoj reakciji s HIS i NMH u plinskoj fazi, geometrija reaktivnog
kompleksa i prijelazne strukture je gotovo identi¢na, tako da razlike u izracunatim barijerama
potjecu iskljucivo od elektronskog efekta. Ovaj efekt se jednostavno moze objasniti elektron
doniraju¢im karakterom metilne skupine u supstratu NMH koja osigurava dodatnu stabilizaciju
prijelazne strukture koja ima pozitivni naboj u reaktivnom dijelu.

Nakon referentne reakcije u plinskoj fazi provedene su EVB simulacije reakcije
oksidacije N-metilhistamina i1 histamina lumiflavinom u plinskoj fazi, temeljem kojih su
izraCunata dva EVB parametra (Tablica 6). Zbog toga energetski profili (Slika 29) imaju
standardne Gibbsove energije aktivacije i reakcije (izracunate u 10 replika za reakciju sa svakim
supstratom) jednake onima koje su izracunate koriste¢i kvantno-mehanicke rac¢une u plinskoj
fazi. Razlike izmedu ove dvije reakcije se ogledaju u razli¢itim EVB parametrima za svaku

reakciju, na koje su mapirani intrinzini efekti koji su povezani s reaktivnosti. Kako EVB
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parametri po konvenciji ne ovise o sredini u kojoj je provedena reakcija, izraCunati EVB
parametri se dalje neizmijenjeni koriste u simulacijama iste reakcije u vodenoj otopini kao i u

enzimu.
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Slika 29. Profili za reakciju oksidacije N-metilhistamina i histamina lumiflavinom u plinskoj fazi

dobiveni u EVB simulacijama.

Kako proucavana reakcija podrazumijeva preraspodjelu naboja te stvaranje nabijenih spojeva
za ocekivati je da ¢e prijelazna struktura te produkti reakcije biti viSe stabilizirani u reakciji

koja se provodi u vodi (Slika 30).
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Slika 30. Profili za reakciju oksidacije N-metilhistamina i histamina lumiflavinom u vodi dobiveni u

EVB simulacijama.

Barijere dobivene u simulacijama EVB reakcije u vodi su za oko 12 kcal mol™ niZe u odnosu
na barijere u plinskoj fazi, Sto predstavlja ubrzanje reakcije za oko 9 redova veli¢ine. Takoder,
standardne Gibbsove energije reakcije u plinskoj fazi su izrazito endergone za oba supstrata
(~25 kcal mol™) dok je u vodi reakcija blago endergona za oba supstrata (~ 3 kcal mol™).
Zanimljivo je da je u vodenoj otopini promijenjen redoslijed barijera u odnosu na plinsku fazu.
Reakcija sa HIS ima 0,88 kcal mol” niZu barijeru od reakcije s NMH (Slika 30, Tablica 7).
Ovaj trend je objasnjen Cinjenicom da je HIS bolje solvatiran molekulama vode u odnosu na
NMH, c¢ija metilna skupina negativno utjece na solvataciju te loSija solvatacija NMH u
prijelaznoj strukturi rezultira veCom barijerom. Analiza trajektorija dobivenih u EVB
simulacijama pokazala je kako HIS u prosjeku ima dvije molekule vode viSe u svojoj

neposrednoj blizini u odnosu na NMH tijekom reakcije oksidacije (Slika 31).
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Slika 31. Prosje¢an broj voda u radijusu od 7 A oko a-ugljika histamina i N-metilhistamina izra¢unat

tijekom EVB simulacija reakcija oksidacije histamina i N-metilhistamina u vodi.

Nakon reakcije u vodi, oksidacija N-metilhistamina i histamina simulirana je u enzimu gdje se

o¢ekuje dodatno snizenje barijera u odnosu na barijere izracunate u vodi. Zaista, izracunate

standardne Gibbsove energije aktivacije za reakciju s histaminom i N-metilhistaminom su za

oko 5 kcal mol” niZe od onih u vodi (Slika 32) Barijera izraunata za reakciju s NMH

uprosjeéena je preko 10 simulacijskih replika i iznosi 16,00 kcal mol™, dok za HIS iznosi 17,84

kcal mol™ (Tablica 7).

Tablica 7. Standardne Gibbsove energije aktivacije i standardne devijacije za prijenos hidrida u reakciji

oksidacije histamina i N-metilhistamina, u plinskoj fazi, vodi i enzimu dobivene iz EVB simulacija. Sve

vrijednosti su dane u kcal mol™.

Supstrat Plinska faza voda MAO B Eksperiment
AG° o' AG° o' AG° o' AG°

HHS 33,5 0,2 20,9 0,3 17,8 0,9 19,3

NMH 32,5 0,5 21,8 0,1 16,0 0,5 17,9
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Slika 32. Profili za reakciju oksidacije N-metilhistamina i histamina enzimom MAO B dobiveni u EVB

simulacijama.

Za razliku od reakcije u vodi, barijera za oksidaciju NMH enzimom MAO B niZa je u odnosu
na barijeru oksidacije HIS, $to je u potpunom skladu s eksperimentalnim rezultatima. Pored
slaganja s eksperimentalno dobivenim vrijednostima, EVB simulacije oksidacije NMH 1 HIS
su reproducirale i medusobni odnos barijera gdje je izraunata AAIGO(raéun):1,8 kcal mol
gotovo identi¢na vrijednosti dobivenoj iz eksperimenta AAIGO(ekSp)Zl 4 kcal mol™.

Niza barijera za reakciju oksidacije NMH se na prvom mjestu objaSnjava manjim
brojem molekula vode u aktivnom mjestu enzima tijekom reakcije, gdje je uoceno kako u
prosjeku postoji jedna molekula vode manje u usporedbi s reakcijom oksidacije HIS. Suprotno
od reakcije u vodi, u aktivnom mjestu enzima loSija solvatacija, odnosno manji broj molekula
vode u aktivhom mjestu enzima u pravilu rezultira pove¢anim katalitickim efektom, s obzirom
na to da manji broj voda omogucava bolju stabilizaciju prijelaznog stanja aminokiselinama
aktivnhog mjesta enzima. Na taj nacin neometano se ostvaruju povoljne interakcije izmedu
reaktivnih dijelova strukture supstrata i enzimskog okruzenja koje sudjeluje u reakciji. Isti efekt
je uocen u nedavnom ra¢unalnom istrazivanju oksidacije feniletilamina enzimom MAO A koji

172 7atim, pokazano je kako je tijekom

je homolog ovdje proucavanog enzima MAO B.
simulacije reakcije, NMH bolje pozicioniran u aktivnom mjestu enzima u odnosu na HIS,

zahvaljuju¢i svojoj metilnoj skupini vezanoj za imidazolni prsten. Izracunato je kako NMH
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ostvaruje u prosjeku dvije hidrofobne interakcije vise s nepolarnim aminokiselinama veznog

mjesta od HIS (Slika 33).
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Slika 33. Prosje¢an broj hidrofobnih aminokiselina aktivnog mjesta enzima MAO B u radijusu od 5 A

od atoma N na supstratu NMH odnosno HIS tijekom EVB simulacija.

Kao §to je prethodno objasnjeno, hidrofobne interakcije ostvarene s NMH doprinose njegovom

boljem pozicioniraju u aktivnom mjestu enzima te ga pravilno orijentiraju za reakciju

oksidacije. Zanimljivo je da prosjecni broj hidrofobnih interakcija raste tijekom reakcije (Slika

33). Ovaj efekt je viSe izraZen za reakciju s NMH. Izgleda da povecanje broja hidrofobnih

interakcija takoder doprinosi katalitickom efektu odnosno doprinosi sniZzenju barijere za

reakciju oksidacije. Identificirane hidrofobne interakcije u reakciji enzimski katalizirane

oksidacije NMH prikazane su na Slici 34.
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Slika 34. Prikaz N-metilhistamina u aktivnom mjestu enzima MAO B tijekom simulirane reakcije

oksidacije s prikazanim nepolarnim aminokiselinama.
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4.2.3.1. Priprema sustava za EVB simulacije

EVB simulacije podrazumijevaju niz klasi¢nih simulacija koje se temelje na konceptu polja sila
parametriziranog za dva stanja, stanje reaktanata i stanje produkta. Reaktanti su predstavljeni
neutralnim susptratom (NMH ili HIS), dok je produkt podrazumijevao preneseni vodik s o-
ugljika supstrata na atom N5 kofaktora FAD, §to je rezultiralo pozitivno nabijenim iminom i
anionom kofaktora FADH'". Nakon $to su definirani reaktanati (A¢) i produkti (i;), sustav je
prevoden u smjeru Ap—A; pomocu metode perturbacije slobodne energije (engl. free energy
perturbaion, FEP) koristeéi program qdyn5 koji je implementiran u programski paket Q v.5.'

Pocetne strukture za EVB simulacije oksidacije N-metilhistamina i histamina enzimom
MAO B uzete su iz klasi¢nih molekulsko-dinamickih simulacija enzima MAO B u kompleksu
s NMH pri ¢emu je MAO B u kompleksu s HIS napravljen zamjenom metilne skupine na N-
metilhistaminu vodikom. Na ovaj nacin su dobivene dvije apsolutno identi¢ne konformacije
enzima, kofaktora i supstrata pri ¢emu je jedina razlika bila prisutnost metilne skupine na
supstratu NMH, odnosno vodika na HIS. Ovo je omogucilo proucavanje enzimski katalizirane

reakcije koja nije afektirana pocetnim razli¢itim konformacijama enzima, supstrata i kofaktora

(Slika 35).

Slika 35. Preklopljene pocetne strukture kompleksa MAO B + NMH i MAO B + HIS koje su koriStene
u EVB simulacijama. Strukture kompleksa potpuno su identi¢ne, a jedina razlika potjece od strukture

supstrata koji ima metilnu skupinu (NMH), odnosno vodik (HIS) §to je oznac¢eno crnim kvadratom.
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Napravljeni modeli su podrazumijevali jednu podjedinicu enzima MAO B u kompleksu s NMH
odnosno HIS. Zatim je konstruirana simulacijska sfera s radijusom od 30 A koja je centrirana
na reaktivnom atomu N5 kofaktora FAD koja je sadrzavala 1687 molekula vode. Za simulacije
je koristeno polje sila OPLS-AA'” te model vode TIP3P. Parametri za kofaktor FAD
kovalentno vezan za Cys397 preuzeti su iz prethodnih istrazivanja,” dok su parametri za
reaktante 1 produkte generirani de novo. Ekvilibracija sustava iznosila je 2,2 ns, nakon ¢ega su
uslijedile FEP simulacije u kojima se sustav prevodio u smjeru Ao—A;. Protokol za FEP
simulacije sastojao se iz 51 koraka kojim se sustav postepeno prevodio iz stanja reaktanata A
u stanje produkta A;. Trajanje svakog koraka je bilo 100 ps, Sto ukupno daje 5,1 ns duge
simulacije oksidacije svakog od supstrata. Kako bi se poboljsalo uzorkovanje duz reakcijskog
puta, FEP simulacije su napravljene u 10 replika za svaki supstrat. Krajnji rezultat je dan kao
uprosjecena vrijednost dobivena iz 10 replika simulacije iste reakcije. Kako bi se izbjegli
nekonvergirani profili slobodne energije koji su povezani s ogranicenom duzinom simuliranja,
7% primijenjena je blaga pozicijska sila od 0,5 kcal (molA*)" na reaktivne atome. Ovaj pristup
se koristi u sli¢nim istrazivanjima.>>'*'"?

EVB profili se dobivaju u a posteriori analizi podataka dobivenih iz FEP simulacija. U
tu svrhu koristio se program qfep5 koji je dio programskog paketa Q v.5. EVB parametri koji
su se koristili u dobivanju EVB profila za reakciju u vodi te za MAO B kataliziranu reakciju
oksidacije NMH i1 HIS dobiveni su iz FEP simulacija iste reakcije koja je prethodno provedena
u plinskoj fazi, a ¢ije su standardne Gibbsove energije aktivacije i reakcije usuglasene sa
standardnim Gibsovim energijama aktivacije i1 reakcije za referentnu reakciju u plinskoj fazi

koje su izraCunate na razini teorije M06-2X/6-31+G(d,p).
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4.3. Diamin-oksidaza

U drugom metabolickom putu razgradnje histamina u tijelu sudjeluje enzim diamin-oksidaza
(DAO). Za razliku od enzima MAO B koji je aktivan in vivo na metiliranoj formi histamina, N-
metilhistaminu, enzim DAO razgraduje jednako efikasno histami i N-metilhistamin (Tablica 1).
Fizioloski znacaj jednake aktivnosti enzima DAO prema histaminu i N-metilhistaminu ogleda
se u tome Sto uklanjaju¢i viSak N-metilhistamina, enzim DAO omogucava neometano
funkcioniranje drugog histaminskog metabolickog puta. Naime, N-metilhistamin nastaje u
reakciji metiliranja histamina koju katalizira enzim histamin-N-metiltransferaza, koja pokazuje
inhibiciju produktom reakcije koju katalizira (N-metilhistaminom).”® Ovakav proces spada u
inhibiciju povratne sprege te predstavlja nacin reguliranja mnogih metabolickih putova. Stoga,
sposobnost enzima DAO da jednako dobro razgraduje histamin i N-metilhistamin postavlja
ovaj enzim na centralno mjesto u katabolizmu histamina.

S obzirom na to da enzim DAO jednako dobro razgraduje oba supstrata (vidjeti Tablicu
1) u ovom dijelu doktorske disertacije proucit ¢e se kataliticki mehanizam enzima DAO na
primjeru njegovog primarnog supstrata histamina primjenom pristupa QM-klaster i simulacija

EVB.
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4.3.1. Kvantno-mehanicki racuni na modelu enzima diamin-oksidaze

Struktura enzima DAO u kompleksu s inhibitorom aminogvanidinom (PDB kod 3MPH)
rezolucije 2.05 A'” preuzeta je iz baze podataka PDB. Aminokiseline koje nedostaju u strukturi
izgradene su koristenjem servera I-TASSER. Koordinate inhibitora posluzile su kao referentna
tocka za izgradnju supstrata histamina koji je modeliran kao nenabijeni spoj jer je
eksperimentalno pokazano da se histamin veze u aktivnom mjestu enzima kao kation, medutim

mora biti deprotoniran kako bi u$ao u reakciju.'’®

Za kofaktor TPQ pokazano je da ima
deprotoniranu hidroksilnu skupinu na para polozaju koja koordinira kation Cu*". (ref. 177)
Kako bi se dobila struktura enzima iz koje ¢e se izgraditi model enzima za kvantno-mehanicke
racune u okviru klaster pristupa te kako bi se dobila pocetna relaksirana struktura cijelog enzima
za EVB simulacije, provedene su kratke klasicne MD simulacije (5 ns). Za parametrizaciju
izgradenog kompleksa koriSteni su polja sila GAFF i ff14SB. U svrhu odredivanja parametara
te parcijalnih naboja na histaminu te kofaktoru TPQ provedeni su kvantno-mehanicki racuni,
koriste¢i programski paket Gaussian uz primjenu razine teorije HF/6-31G(d). Pocetno
protonacijsko stanje aminokiselina enzima DAO odredeno je pomoc¢u servera PROPKA 3.1, ali
1 vizualnom provjerom susjedstva onih aminokiselina koje mogu imati razliita protonacijska
stanja. Svi arginini i lizini bilo su pozitivno (+1), a glutamati i aspartati negativno (-1) nabijeni,
kao Sto se i ocekuje pri fizioloskim uvjetima. Kompleks enzima sa supstratom je smjesten u
centar krnjeg oktaedra ispunjenog molekulama vode TIP3P pri ¢emu je voda dosezala do
udaljenosti od 10 A od povrsine kompleksa. Optimizacija geometrije kompleksa i molekulsko-
dinamicke simulacije provedene su unutar programa AMBER. KoriSteni su periodi¢ni rubni
uvjeti, a elektrostatske interakcije racunate su metodom PME. Kompleks je prvo optimiziran
koriste¢i metode najstrmijeg spusta i konjugiranih gradijenata. Nakon optimiranja sustav je
zagrijavan, pri ¢emu je temperatura linearno poveéavana od 0 K do 300 K u uvjetima NVT u
periodu od 50 ps. Nakon uravnoteZenja, enzim u kompleksu s histaminom simuliran je 5 ns
koriStenjem uvjeta NPT pri temperaturi od 300 K i tlaku od 1 atm, koriStenjem Langevinovog
termostata s frekvencijom sudara 1 ps”'. Algoritam SHAKE je koriten za ograniGenje vibracija
veza u kojima sudjeluju atomi vodika. Nakon zavrSenih MD simulacija odabrane su strukture
enzima DAO u kompleksu s HIS iz kojih se napravio model enzima u kompleksu sa supstratom
za mehanisticke kvantno-mehanicke racune te za EVB simulacije.

Model enzima za mehanisticke kvantno-mehani¢ke radune sastojao se iz kofaktora
TPQ, nenabijenog histamina, aminokiselina Tyr371, Tyr459, Trp376, Asp373, zatim kationa

Cu®" te aminokiselina koji ¢ine njegovu primarnu koordinacijsku sferu His510, His512 i
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His675. Kofaktor TPQ kao i aminokiseline modela enzima odsjeceni su na njihovim a-C
atomima koji su zadrzani u formi metilne skupine. Za razliku od QM racuna provedenih na
modelu enzima MAO B, nije primijenjena sila kako bi se pozicije o-C atoma drzale
“zamrznutima” ve¢ je svim atomima u strukturi modela enzima dozvoljeno da se slobodno
optimiraju. Kako bi smanjili gresku pri odabiru pocetne konformacije modela enzima u
kompleksu sa supstratom odabrano je nekoliko pocetnih struktura iz MD simulacija, a u
mehanisti¢ka ispitivanja se krenulo s najstabilnijom konformacijom enzima u kompleksu s
histaminom. Sve geometrije su optimirane koriste¢i razinu teorije M11L/6-31G(d)-SDD pri
¢emu su termalne korekcije za standardnu Gibbsovu energiju aktivacije i reakcije dobivene
odgovarajuc¢im frekvencijskim ra¢unima. Funkcional M11L odabran je zato $to dobro opisuje
energiju interakcija izmedu kompleksa kationa raznih metala i imidazola, $to je upravo slucaj
u prou¢avanom modelu enzima, s obzirom na to da je kation Cu®" koordiniran s tri histidina
koji imaju imidazole u bo¢nom ogranku.'”® Konacne single point energije (raduni energije na
fiksnoj geometriji) su dobivene koriste¢i 6-311++G(2df,2pd)-SDD osnovni skup, uz primjenu
funkcionala M11L, M06 i PBEO. M11L je rezultirao najboljim slaganjem s eksperimentalnom
vrijednosti, zbog ¢ega su rezultati dobiveni koriStenjem funkcionala M11L diskutirani kroz
tekst koji slijedi. Vrijednosti za energije dobivene upotrebom preostalih funkcionala dane su u
Tablici S2 u poglavlju 8. te se mogu usporediti s vrijednostima diskutiranim ovdje. Kako bi se
uzeli u obzir polarizacijski efekti prouzroceni ostatkom enzima tijekom svih QM racuna
koriSten je CPCM implicitni polarizacijski model otapala s dielektricnom konstantom ¢ = 4,
dok su preostali parametri odgovarali ¢istoj vodi. Sve navedeno je rezultiralo razinom teorije
(CPCM)/M11L/6-311++G(2df,2pd)-SDD//(CPCM)/M11L/6-31G(d)-SDD.

Prvi mehanizam koji je ispitan bio je mehanizam opisan u literaturi, a koji
podrazumijeva stvaranje Schiffove baze koja nastaje u reakciji duSika iz amino skupine
histamina i atoma C5 u susjedstvu deprotonirane hidroksilne skupine na para polozaju

kofaktora TPQ (Slika 36).
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Slika 36. Kofaktor TPQ enzima DAO nastao posttranslacijskom modifikacijim ouvanog tirozina.

Ovaj mehanizam poredloZen je na temelju kristalne sturkture enzima DAO s kovalentnim
inhibitorom 2-hidrazinopiridinom (Shema 4) te na temelju spektroskopskih analiza provedenih

na modelnim spojevima (para supstituiranim benzilaminima).
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Shema 4. Struktura kovalentnog inhibitora enzima DAO koji tvori Schifforvu bazu s

kofaktorom TPQ.

Medutim, dana procedura skeniranja plohe potencijalne enegije za reakciju modeliranu
prema mehanizmu koji ukljucuje nastajanje Schiffove baze u okviru QM-klaster pristupa nije

rezultirala stabilnim aduktom ve¢ je energija sustava kontinuirano rasla (Slika 37).
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Slika 37. Stvaranje Schiffove baze u reakciji izmedu dusika iz amino skupine histamina i atoma

CS5 iz karbonila kofaktora TPQ primjenom metode QM-kaster.

Sljede¢i mehanizam koji je ispitan bio je mehanizam koji podrazumijeva direktni prijenos
hidrida sa supstrata na kofaktor. Opravdanje za ispitivanje ovog mhanizma pronadeno je u

3433153 g obzirom na to da oba enzima, MAO B i

analogiji s mehanizmom enzima MAO B,
DAO, kataliziraju reakciju istog tipa, a to je oksidativna deaminacija amina. Pored toga u
literaturi je opisan i direktni prijenos hidrida s a-ugljika donora na kisik iz karbonila kinona.'”
Zbog svega navedenog modelirana je reakcija direktnog prijenosa hidrida sa a-ugljika
histamina na atom OS5 iz karbonilne skupine kofaktora TPQ primjenom metode QM-Kklaster.

Ispitivanje oba mehanizma graficki je prikazano u Tablici 8.
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Tablica 8. Ispitivanje kataliticCkog mehanizma enzima DAO primjenom metode QM-klaster.

Mehanizam koji ukljucuje stvaranje Schiffove Hidridni mehanizam
baze

Zbog preglednosti slike prikazani su samo supstrat histamin, kofaktor TPQ i kation Cu**, dok su ostale
aminokiseline iz modela enzima zanemarene. Cu”" prikazan je Zutom bojom, dusici su prikazani

svijetloplavom bojom, dok su kisici prikazani crvenom.

Skeniranje plohe potencijalne enegije za reakciju modeliranu prema hidridnom mehanizmu

rezultiralo je stacionarnim tockama koje su prikazane na Slici 38.

W His512  His675

REAKTANTI

MEDUPRODUKTI PRODUKTI

Slika 38. Strukture relevantnih stacionarnih tocaka za reakciju oksidacije histamina enzimom DAO

prema mehanizmu koji podrazumijeva prijenos hidrida.

U reaktantima, supstrat histamin je stabiliziran i orijentiran za reakciju mrezom vodikovih veza.
Amino skupina histamina ostvaruje vodikovu vezu s karboksilnom skupinom u bo¢nom
ogranku Asp373 koja iznosi 2,151 A. Zatim, imino skupina iz imidazola histamina ostvaruje
kontakt s kisikom iz hidroksilne skupine Tyr459, a dana udaljenost iznosi 2,134 A. Udaljenost
izmedu reaktivnog vodika vezanog za a-ugljik histamina i kisika iz karbonilne skupine na TPQ
kofaktoru iznosi 2,578 A. S druge strane, Asp373 ostvaruje vodikove veze s indolnom

skupinom Trp376 (1,802 A) te s imino skupinom iz imidazola His512 (1,660 A).
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Direktni prijenos hidrida s a-ugljika mogu¢ je i1 u slucaju reakcije razgradnje histamina
katalizirane enzimom DAO (Slika 39), $to je u suglasnosti s prijasnjim rezultatima provedenim
na enzimu MAO B u kompleksu s dopaminom i noradernalinom te s N-metilhistaminom. U
prijelaznoj strukturi, vodik koji se prenosi nalazi se izmedu a-ugljika na supstratu i atoma OS5
karbonila kofaktora TPQ i te udaljenosti iznose 1,441 A i 1,114 A. Standardna Gibbsova
energija aktivacije za proces prijenosa hidrida iznosi 23,7 kcal mol™ (Vimag = 10121 cm™). Mreza
vodikovih veza se ocuvala i u prijelaznoj strukturi. Amino skupina histamina i dalje ostvaruje
vodikovu vezu s karboksilnom skupinom u bocnom ogranku Asp373 koja je u prijelaznoj
strukturi kraéa i iznosi 1,810 A. Imino skupina iz imidazola supstrata ostala je u kontaktu s
kisikom iz hidroksilne skupine Tyr459, medutim veza je u prijelaznoj strukturi kraca i iznosi
1,975 A. Asp373 i dalje ostvaruje vodikove veze s indolnom skupinom Trp376 (1,812 A) te s
imino skupinom iz imidazola His512 (1,738 A).
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Slika 39. Profil za reakciju oksidativne deaminacije histamina katalizirane enzimom DAO u okviru

pristupa QM-klaster. Zbog preglednosti prikazane su samo one vrste koje direktno sudjeluju u reakeiji.
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Iz analize atomskih naboja (Tablica 9) vidi se da je ovaj proces povezan s prijenosom hidridnog
aniona (H’) s histamina na atom O5 kofaktora TPQ. U reaktantima, ukupni naboji na supstratu
HIS 1 kofaktoru TPQ su 0,02 i -1,02, koji se zatim mijenjaju te u prijelaznoj strukturi iznose
0,251 -1,25. Ovo upucuje na to da tijekom reakcije HIS gubi jednu Cetvrtinu elektrona koji se
zatim akomodira na kofaktoru TPQ. Zatim, naboj na kisiku O5 kofaktora TPQ mijenja se od -
0,60 u reaktantima do -0,70 u prijelaznoj strukturi §to pokazuje elektrofilnu prirodu atoma OS5.
Naboj na a-ugljiku supstrata, s kog se prenosi hidridni anion H’, mijenja se od 0,22 do 0,43 u
prijelaznoj strukturi. Naboj na amino dusiku se reducira, od -0.96 do -0,80 $to je prac¢eno
skraéenjem veze N(amino skupina)-C(a), koja se mijenja od 1,441 A u reaktantima, dok u

prijelaznoj strukturi iznosi 1,340 A, §to je u suglasnosti s predlozenim prijenosom hidrida.

Tablica 9. Preraspodjela naboja tijekom prijenosa hidrida kataliziranog enzimom DAO izrafunata

primjenom analize NBO na razini teorije (CPCM)/M11L/6-31G(d)-SDD.

Sistem Atom/Molekula Izgg;&imi Reaktanti TS  Meduprodukt
Ho M N(amino) 0,97 -0,96 0,80 -0,73
H—%}—ﬁ a-H 0,22 0,22 043 0,52
T wc -0,23 -0,23 2013 028

N/ ) B-C -0,52 0,52 0,52 -0,57
histamin 0,00 0,02 025 0,80
cs 0,54 0,57 032 027
05 -0,60 -0,60 0,70 -0,77
c2 0,51 0,55 0,51 041
02 -0,70 -0,65 0,72 -0,85
TPQ -1,00 -1,02 125 -1,40

Nakon inicijalnog prijenosa hidrida proucavani sustav se relaksira do meduprodukta (Slike 36
137), koji se karakterizira polureduciranim anionskim kofaktorom TPQ te pozitivho nabijenim
iminom. Supstrat histamin se postavio gotovo simetricno svojom amino skupinom izmedu
karboksilne skupine Asp373 i atoma O2 iz karbonila na kofaktoru TPQ (Slika 36). Ostvarene
vodikove veze redom iznose 1,682 A i 1,639 A. Imino skupina histamina je i dalje u kontaktu
s kisikom iz hidroksilne skupine Tyr459 (1,976 A). Asp373 ostvaruje vodikove veze s indolnom
skupinom iz Trp376 (1,872 A) te s imino skupinom iz imidazola His512 (1,863 A). Preneseni
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vodik na kofaktor TPQ orijentirao se prema kisiku iz deprotonirane hidroksilne skupine u para
polozaju (Slika 36) i duljina vodikove veze iznosi 1,945 A.

Sljede¢i korak u oksidaciji histamina ukljucuje deprotoniranje amino skupine supstrata.
1z strukture meduprodukta jasno se vidi kako je amino skupina histamina idealno pozicionirana
prema kisiku O2 iz karbonila kofaktora TPQ. Stoga, sljedeci korak u reakciji podrazumijevao
je prijenos protona iz amino skupine histamina na atom O2 kofaktora TPQ. Ovdje je bitno
spomenuti da je kod enzima MAO B ovaj korak potpomognut s dvije molekule vode s obzirom
na prostornu udaljenost amino skupine iz meduprodukta i atoma N1 kofaktora FAD koji prima
vodik iz amino skupine supstrata. Kao $to se moze vidjeti iz profila za reakciju (Slika 39) ovaj
proces je pra¢en niskom barijerom od svega 1,7 kcal mol™. U prijelaznoj strukturi, vodik iz
amino skupine se nalazi izmedu dusika iz amino skupine supstrata i atoma O2 kofaktora TPQ i
te udaljenosti iznose 1,166 A i 1,318 A. Barijera za proces deprotoniranja iznosi 1,7 kcal mol™
(Vimag = 10567 cm™). Mreza vodikovih veza se o¢uvala i u ovoj prijelaznoj strukturi. Amino
skupina histamina i dalje ostvaruje vodikovu vezu s karboksilnom skupinom u bo¢nom ogranku
Asp373 koja iznosi 1,774 A. Imino skupina iz imidazola histamina ostala je u kontaktu s
kisikom iz hidroksilne skupine Tyr459 i ta veza iznosi 1,967 A. Asp373 orijentiran je i dalje
vodikovim vezama koje ostvaruje s indolnom skupinom Trp376 (1,831 A) te s imino skupinom
imidazola His512 (1,827 A). Barijera za deprotoniranje amino skupine znatno je niza od
barijere za prijenos hidrida, $to sugerira da je prijenos hidrida i u slu¢aju enzima DAO korak
koji odreduje brzinu sveukupne reakcije (engl. rate limiting step). Nakon deprotoniranja, sustav
se stabilizira za 7,9 kcal mol §to ¢ini cijelu reakciju egzergonom odnosno izvedivom (Slika
39). Reakcija oksidativne deaminacije histamina rezultira neutralnim iminom 1 reduciranim
kofaktorom TPQ kao finalnim produktima (Slika 38).

Zanimljivo je kako profili za reakciju oksidativne deaminacije histamina enzimima
DAO i MAO B gotovo identi¢no izgledaju (Slika 40). Glavna razlika potje¢e od standardne
Gibsove energije reakcije. Reakcija katalizirana enzimom MAO B je endergona (A;G° = 3,9
kcal mol™), dok je reakcija oksidacije histamina katalizirana enzimom DAO egzergona (A.G°
= -2,5 kcal mol™), §to podupire ¢injenicu da se histamin u tijelu direktno oksidira enzimom
DAO, dok MAO B ne katalizira direktnu razgradnju histamina ve¢ on mora biti prethodno

metiliran do N-metilhistamina.
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Slika 40. Profili za reakciju oksidativne deaminacije histamina katalizirane enzimima DAO i

MAO B dobiveni primjenom pristupa QM-klaster.

U sljede¢em koraku, provjerena je i druga moguénost prijenosa protona sa supstrata u
meduproduktima na karboksilnu skupinu iz bo¢nog ogranka Asp373 enzima, umjesto na atom
O2 kofaktora TPQ (Slika 41). I za ovaj korak je dobivena prijelazna struktura, medutim
standardna Gibsova energija aktivacije za takav proces prijenosa protona iznosi 4,0 kcal mol™
(Vimag = 591i cm™), 3to je 2,3 kcal mol™ vise od energije potrebne za prijenos protona na atom
02 kofaktora TPQ. Nakon prijenosa protona, sustav se stabilizira za 5,7 kcal mol”' §to rezultira
endergonim profilom reakcije (A,G° = 4,0 kcal mol™). Ovo sugerira da u drugom koraku
reakcije, kada dolazi do deprotoniranja amino skupine supstrata, sudjeluje atom O2 kofaktora
TPQ, a ne karboksilna skupina iz bo¢nog ogranka Asp373 (Slika 41).

Primijenjena metoda QM-klaster rezultirala je barijerom od A*G° (izracunata) = 23,7 kcal mol™, §to
je u relativno dobrom slaganju s eksperimentalno dobivenom vrijednosti, A*G° (eksp)=17,0 keal

mol ™. U sljede¢em koraku, uzet je u obzir ostatak strukture enzima te se ispitao njezin efekt na

katalizu primjenom EVB simulacija.
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Slika 41. Profil za reakciju oksidativne deaminacije histamina koja je katalizirana enzimom DAO u
okviru QM-klaster pristupa s ispitanim alternativnim prijenosom protona iz amino skupine histamina na
kisik karboksilne skupine iz bo¢nog ogranka Asp373 u drugom koraku reakcije. Zbog preglednosti slike

prikazane su samo one vrste koje direktno sudjeluju u reakciji.



§ 4. Rezultati i rasprava 96

4.3.2. EVB simulacije reakcije oksidacije histamina katalizirane enzimom DAQO

Na modelu enzima, primjenom pristupa QM-klaster, pokazan je mehanizam oksidacije
histamina enzimom DAO koji ukljucuje prijenos hidrida u koraku koji odreduje brzinu reakcije.
Medutim, u svrhu modeliranja referentne reakcije za simulacije EVB, ponovo je ispitana
moguénost mehanizma koji ukljucuje stvaranje Schiffove baze, u reakciji izmedu dusika iz
amino skupine histamina i atoma C5 na kofaktoru TPQ. Reakcija je podrazumijevala (i) samo
supstrat i kofaktor, te (ii) supstrat, kofaktor i kation Cu*" koji je koordiniran za deprotoniranu
hidroksilnu skupinu u para polozaju kofaktora TPQ (Tablica 8). Oba mehanisti¢ka racuna
provedena su u plinskoj fazi, a zatim i u implicitno prikazanoj vodenoj otopini koja je
modelirana primjenom modela otapala CPCM. Reakcija modelirana po Schiffovom
mehanizmu u svim slucajevima rezultirala je kontinuiranim porastom energije uz pucanje
kinonskog prstena pri formiranju veze izmedu dusSika iz amino skupine histamina i atoma C5
kofaktora TPQ na 1,3 A. Stoga, uzevsi u obzir rezultate dobivene primjenom metode QM-
klaster na modelu enzima te racune provedene izmedu histamina i kofaktora TPQ, odnosno
histamina, TPQ i kationa Cu’’, mehanizam koji ukljutuje stvaranje Schiffove baze je
definitivno odbafen. Referentna reakcija za reakciju oksidacije histamina zbog toga je
modelirana prema mehanizmu prijenosa hidrida sa a-ugljika histamina na atom O5 modela
kofaktora TPQ u plinskoj fazi, primjenom razine teorije B3PW91/6-31G(d). Nakon toga je
parametriziran Hamiltonijan EVB kako bi reproducirao dobivene AiG(’plin i ArG°piin Vrijednosti
za reakciju modeliranu prema hidridnom mehanizmu. Izracunate AIGOPHn i A/G°piin Za reakciju
prijenosa hidrida s histamina na kofaktor TPQ kao i odgovaraju¢i kalibrirani EVB parametri
prikazani su u Tablici 10. Nakon toga reakcija je simulirana u vodenoj otopini i enzimu DAO,
a vrijednosti za A*G®1i i A,G° za reakciju u vodenoj otopini i enzimu dobivene su koristeé¢i

prethodno izracunate EVB parametre za reakciju koja je provedena u plinskoj fazi.

Tablica 10. Izraunate standardne Gibbsove energije aktivacije i reakcije za prijenos hidrida u reakciji
oksidacije histamina kofaktorom TPQ u plinskoj fazi te parametri EVB koji su izracunati primjenom

FEP simulacija iste reakciju u plinskoj fazi usuglasavanjem s danim vrijednostima DFT.

Funkcional/Osnovni DFT izracun Kalibrirani EVB parametri
skup

A*G®/ keal mol™ | A,G°/ kecal mol™" | Hy,/ kcal mol™! o,/ keal mol™!

B3PW91/6-31G(d) 54,8 54,0 98,8 2049
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Kako bi se modelirao prijenos hidrida metodom EVB, standardna Gibbsova energija
aktivacije (AiGoplin) i reakcije (A:G’pin) za referentnu reakciju u plinskoj fazi moraju biti
poznate. Prijelazna struktura za danu reakciju u plinskoj fazi potvrdena je frekvencijskom
analizom te racunima IRC kako bi se dobili odgovarajuéi reaktanti, odnosno produkti, koje
spaja dana sedlasta to¢ka. Navedeni ra¢uni provedeni su u programu Gaussian09.'>> Svrha
racuna u plinskoj fazi je racunanje standardne Gibbsove energije aktivacije i reakcije kako bi
se kalibrirali EVB parametri, a to su engl. coupling term (H;,) u EVB Hamiltonijanu i pomak
(02°) u potencijalnoj energiji izmedu reaktanta i produkta pri ¢emu se izradunati EVB parametri
(Tablica 10) neizmijenjeni dalje koriste u simuliranju iste reakcije, ali u drugoj sredini, bilo da
je rije¢ o reakciji u vodi ili o reakciji u enzimu.

Pocetna struktura za EVB simulacije oksidacije histamina pomo¢u enzima DAO uzeta
je iz kratke (5 ns) klasi¢ne molekulsko-dinamicke simulacije enzima DAO u kompleksu s HIS.
Napravljeni model podrazumijevao je jednu podjedinicu enzima DAO u kompleksu s HIS.
Zatim je konstruirana simulacijska sfera s radijusom od 30 A koja je centrirana na reaktivnom
a-ugljiku histamina. Atomi izvan ove sfere su fiksirani primjenom blage sile te su zadrzali
originalnu poziciju. Za simulacije je koriSteno polje sila OPLS-AA te model vode TIP3P.
Parametri za kation Cu®" reparametrizirani su kako bi reproducirali tetraedarsku koordinaciju,
s obzirom da su prvotno bili razvijeni za oktaedarsku geometriju.'® Reparametrizacija se
temeljila na prethodno publiciranim parametrima za kation Cu®" (ref. 180) koji su bili uspjesni
u opisivanju Jahn-Tellerovog efekta. Parametri za kofaktor TPQ kao i parametri za histamin
generirani su de novo. Sustav je postepeno zagrijan od 0 K do 300 K u kratkom periodu od 25
ps, nakon Cega je uslijedila ekvilibracija u periodu od 10 ns. Struktura dobivena nakon
ekvilibracije je zatim koriStena za generiranje 10 pocetnih struktura za EVB simulacije koje su
se medusobno razlikovale u geometriji kako bi dobili 10 neovisnih profila za reakciju. Zatim
su uslijedile FEP simulacije koje su se sastojale iz 51 koraka kojim se sustav postepeno prevodio
iz reaktanata Ao u produkte A,. Trajanje svakog koraka je bilo 100 ps, §to je rezultiralo 5,1 ns
dugim simulacijama za svaku repliku. Krajnji rezultat je dan kao uprosjecena vrijednost
dobivena iz 10 replika simulacija (Tablica 11). Kako bi se izbjegla divergencija rezultata koja
je povezana s ogranicenom duzinom simuliranja, primijenjena je blaga pozicijska sila od 0,5
kcal (molA®)" na reaktivnim atomima, §to je uobicajeni postupak.'"'**

Profili EVB su dobiveni u a posteriori analizi podataka dobivenih iz FEP simulacija reakcije u
odgovarajucoj sredini (plinska faza, vodena otopina, enzim DAO). U tu svrhu koristio se

program qfep5 koji je dio programskog paketa Q v.5. EVB parametri koji su se koristili u
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dobivanju profila za reakciju u vodi te za reakciju oksidacije HIS katalizirane enzimom DAO
dobiveni su iz FEP simulacija reakcije koja je provedena u plinskoj fazi, a koja je usuglaSena s
vrijednostima AIGoplin i A:G°piin koje su prethodno dobivene kvantno-mehani¢kim ra¢unima na

razini teorije B3PW91/6-31G(d).

Tablica 11. Standardne Gibbsove energije aktivacije i reakcije za prijenos hidrida u reakciji
oksidacije histamina dobivene u simulacijama EVB uprosjecene preko 10 simulacijskih replika

za svaku fazu.

A*G*/ kcal mol A,G°/ kcal mol™
plinska faza 548+03 539+02
voda 295+02 172+03
enzim DAO* 175+1,1 2015

* Eksperimentalna vrijednost za reakciju oksidacije histamina enzimom DAO je A*G°=17,0
kcal mol™!

Primjenjena metodologija EVB temelji se na glavnoj pretpostavci da je isti mehanizam za
prouCavanu reakciju operativan u plinskoj fazi, vodenoj otopini i proteinu. Stoga, nakon
provedenih simulacija u plinskoj fazi, gdje je definirana referentna reakcija, reakcija koja se
odvija po istom mehanizmu simulirana je u vodenoj otopini, a zatim i u enzimu koriste¢i uvijek
iste EVB parametre. Ovo je validna aproksimacija s obzirom da je pokazano kako su EVB
parametri neovisni o okolini u kojoj se provodi reakcija.'”!

Rezultati prikazani u Tablici 11. te na Slici 42. pokazuju kako solvatacija ima pozitivan
efekt na prijenos hidrida s histamina na kofaktor TPQ. Reakcija je zatim simulirana u enzimu
te je primjeceno dodatno sniZenje barijere do vrijednosti 17,5 kcal mol™, §to je rezultiralo
ubrzanjem od priblizno 9 redova veli¢ine u odnosu na reakciju provedenu u vodi (Slika 42).
Isto ubrzanje je izradunato za reakciju oksidacije dopamina® i N-metilhistamina (prikazano u
ovoj disertaciji) enzimom MAO B koja se odvija po istom mehanizmu koji podrazumijeva
prijenos hidrida u koraku koji odreduje brzinu reakcije. Za razliku od reakcije oksidacije
histamina kofaktorom TPQ, koja je provedena u plinskoj fazi i vodi, reakcija u enzimu je
egzergona sa standardnom Gibbsovom energijom reakcije od -2 kcal mol™ §to pokazuje kako
sljedec¢i korak u katalizi nije onemogucen prevelikom stabilizacijom produkta (meduprodukta).

Izradunata standardna Gibbsova energija aktivacije od 17,5 kcal mol™ je u odli¢nom slaganju s
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eksperimentalnom vrijednosti za oksidaciju histamina enzimom DAO (A*G°= 17,0 keal mol™)

te sve skupa daje potvrdu o izvedivosti predlozenog hidridnog mehanizma.
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Slika 42. Profili EVB za reakciju oksidacije histamina koja je provedena u plinskoj fazi
(smeda), vodenoj otopinu (plava) te u enzimu DAO (crvena). ¢ je reakcijska koordinata

definirana razlikom izmedu potencijalnih ploha reaktanata i produkata.

Analiza EVB simulacija provedena je na 10 spojenih trajektorija (5,1 ns x 10 = 51 ns).
Medutim, analizirana je svaka 5 struktura $to je rezultiralo provedenom analizom na 10200
struktura. Analizom trajektorija uo¢eno je kako tijekom reakcije atom O4 kofaktora TPQ
ostvaruje vodikovu vezu s hidroksilnom skupinom Tyr359 (Slika 43). Prosje¢na udaljenost
izmedu dva kisika O4(TPQ)-OH(Tyr359) tijekom simulacija iznosi 2,59 A, $to je u gotovo
apsolutnom slaganju s kristalografskom vrijednosti izmedu ova dva atoma. Vaznost ouvane

aminokiseline Tyr359 je u pravilnom pozicioniranju kofaktora TPQ vodikovom vezom.*



§ 4. Rezultati i rasprava 100

3.5
3.25 — TPQO4 - Tyr359 OH

3
2.75
2.5
2.25

o

Udaljenost / A

2
0 2500 5000 7500 10000

Simulacijsko vrijeme / ps

Slika 43. Prikaz udaljenosti O4(TPQ)-OH(Tyr359) tijekom reakcije prijenosa hidrida izmedu histamina
1 kofaktora enzima DAO.

Reaktivna konformacija i orijentacija histamina osigurana je sljede¢im aminokiselinama
aktivnog mjesta enzima (Slika 44). Imidazolni prsten supstrata histamina postavljen je izmedu
boc¢nih ogranaka Trp376 1 Tyr459, etilamino dio histamina orijentiran je prema prstenu Tyr371,
dok amino skupina histamina ostvaruje vodikovu vezu s bo¢nim ogrankom Asp373. Sve
navedene aminokiseline bile su dio modela enzima koji je koriSten za mehanisticka kvantno-
mehanicka istrazivanja u sklopu klaster pristupa, $to potvrduje pravilni odabir te daje legimitet
odabranom modelu enzima za proucavanje mehanizma reakcije. Bitno je spomenuti da je
Tyr459 u eksperimentalnim istrazivanjima ve¢ prepoznat kao usmjeravajuéa (engl. gating)
aminokiselina vazna za pravilno smjestanje supstrata.®” Takoder, studije mutageneze, u kojima
je aminokiselina Asp383 u enzimu DAO iz E. coli (aminokiselina koja odgovara Asp373 u
humanom enzimu DAO), zamijenjena s 12 drugih aminokiselina, pokazale su kako je mutant
DAO ili neaktivan ili mu je znatno smanjena kataliticka efikasnost u usporedbi s enzimom

divljeg tipa,* $to je potvrdilo esencijalnu ulogu Asp383 u katalizi.
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Slika 44. Prikaz histamina vezanog u aktivnom mjestu enzima DAO.

Kako bi se ispitala uloga aminokiseline aktivnog mjesta Asp373 u katalizi te kako bi se
procijenio doprinos Asp373 katalitickom efektu, Asp373 je zamijenjen u izostruktuni, ali
kemijski razli¢it Asn373. Pokazano je da nakon uvodenja ove mutacije enzim DAO gubi
kataliticku aktivnost u usporedbi s enzimom divljeg tipa.*’ Na temelju toga je pretpostavljeno
kako Asp373 ima ulogu baze koja uzima proton iz supstratnog Schiff-baza kompleksa, §to je
korak koji je nuzan za nastajanje produkta Schiff-baza kompleksa u predlozenom mehanizmu
u literaturi koji podrazumijeva stvaranje Schiffove baze. Kako su sve promjene Asp373 u veliki
broj drugih aminokiselina, s iznimkom mutacije u Glu, rezultirale gubitkom kataliticke
aktivnosti enzima DAQO, Asp je proglasen bazom koja je nuzna za aktivnost enzima DAO. Time
je indirektno potvrdeno kako kataliticki mehanizam podrazumijeva stvaranje Schiffove baze
izmedu histamina i kofaktora TPQ. Medutim, tijekom izrade ove disertacije nije bilo moguce
potvrditi stvaranje Schiffove baze te je predlozen mehanizam koji ukljucuje prijenos hidrida
gdje aminokiseline aktivnog mjesta enzima DAO ne sudjeluju direktno u reakciji. Stoga, nuzno
je bilo interpretirati eksperimentalne rezultate dobivene zamjenom Asp373 u enzimu
primjenom EVB simulacija te opisati njegovu ulogu u katalizi. Dobivena standardna Gibbsova

energija aktivacije za mutant Asp373Asn enzima DAO metodom EVB dana je u Tablici 12.
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Tablica 12. Standardne Gibbsove energije aktivacije i reakcije oksidacije histamina katalizirane

mutantnom Asp373Asn te enzimom DAO divljeg tipa.

A*G® / kcal mol™ AG° / kcal mol™
DAO divljeg tipa 175+1,1 20+15
mutant Asp373Asn DAO 320+03 213+04

Iz Tablice 12 moze se vidjeti kako standardna Gibbsova energija aktivacije za korak koji
odreduje brzinu reakcije oksidacije histamina koja je katalizirana mutantom enzima DAO
iznosi 32,0 kcal mol™'. Reakcija katalizirana ovim mutantom Asp373Asn DAO otprilike je deset
redova veli¢ine sporija u usporedbi s reakcijom kataliziranom enzimom divljeg tipa koja iznosi
17,5 kcal mol' (Slika 45). Stovise, reakcija oksidacije histamina provedena mutantom
Asp373Asn je veoma endergona (21,3 kcal mol™), §to sve skupa objanjava potpuni gubitak
aktivnosti enzima DAO kada se Asp373 iz njegovog aktivnog mjesta zamjeni u bilo koju drugu
aminokiselinu, s iznimkom zamjene u Glu, za $to je izmjerena veoma mala, ali detektabilna
aktivnost.*” Stoga, uloga Asp373 je u osiguravanju pravilne orijentacije supstrata u odnosu na
kofaktor TPQ te u osiguravanju adekvatnog elektrostatskog okruzenja koje je esencijalno za

katalizu.
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Slika 45. Profili za reakciju oksidacije histamina koja je katalizirana mutantom Asp373Asn enzima
DAO (crvena) te enzimom divljeg tipa (plavo) dobiveni iz EVB simulacija. ¢ je reakcijska koordinata

definirana razlikom izmedu potencijalnih ploha reaktanta i produkta.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Doktorski rad bavi se proucavanjem metabolizma histamina koji je uklju¢en u mnoge vazne
procese poput upalnog odgovora, sekrecije Zelucane kiseline, neuromodulacije te regulacije
imuniteta. Histamin se u tijelu sintetizira u enzimski kataliziranoj reakciji iz esencijalne
aminokiseline histidin. Nakon S$to se sintetizira, histamin svoje biolosko djelovanje iskazuje
vezanjem za jedan od Cetiri membranska histaminska receptora, H;, Hz, H3 1 Hy, koji strukturno
pripadaju receptorima povezanim s G proteinima, u procesu koji se naziva aktiviranje receptora.
Aktiviranjem histaminskih receptora prenosi se signal koji rezultira pokretanjem ili
reguliranjem mnogih fizioloskih procesa. Nakon §to izvr$i svoju ulogu, histamin se razgraduje
u jednom od dva metabolicka puta. U jednom putu histamin se prvo enzimski metilira pri cemu
nastaje produkt N-metilhistamin koji se zatim razgraduje enzimom MAO B, dok se u drugom
kataboli¢kom putu histamin direktno inaktivira enzimom DAO.

Glavni doprinosi ove doktorske disertacije podrazumijevaju proucavanje vezanja
histamina za histaminski receptor H,, odnosno identificiranje bitnih interakcija ostvarenih
izmedu histamina i aminokiselina veznog mjesta receptora, a koje su nuzne za njegovo
aktiviranje. U tu svrhu modeliran je histaminski receptor H, s obzirom na to da njegova
struktura nije poznata. Zatim su identificirane bitne interakcije, a po prvi put je opisano kako je
aminokiselina Tyr250 u veznom mjestu histaminskog receptora vazna za pravilno vezanje
histamina.'*® Ovi rezultati daju novi uvid u proces aktivacije receptora, ali i novu perspektivu
u racionalnom dizajnu antagonista receptora H,, koji predstavljaju lijekove za lijeCenje
probavnih bolesti. U drugom dijelu doktorske disertacije proucen je mehanizam razgradnje
histamina enzimima MAO B i DAO. U slu¢aju enzima MAO B prvo su opisane determinante
njegove selektivnosti prema N-metilhistaminu (NMH) u odnosu na histamin (HIS), a zatim je
potvrden prethodno predlozen hidridni mehanizam po kojem MAO B katalizira reakciju
oksidativne deaminacije i drugih fizioloskih supstrata poput dopamina. Zanimljivo je bilo
pitanje kako se ostvaruje specifi¢nost enzima MAO B prema N-metilhistaminu u odnosu na
histamin, budu¢i da su to dva veoma sli¢na supstrata koja se medusobno razlikuju u samo jednoj
metilnoj skupini koja je pozicionirana u nereaktivnom dijelu molekule. Dobiveni rezultati su
pokazali kako specificnost na prvom mjestu potjece od niZze energije aktivacije za NMH u
odnosu na HIS, zatim je pokazano kako je NMH bolje pozicioniran u aktivnom mjestu enzima

za reakciju u odnosu na HIS. NMH je manje fleksibilan zahvaljujuéi intramolekulskoj
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vodikovoj vezi, a koja nije karakteristicna za HIS, zbog ¢ega je HIS fleksibilniji u aktivnom
mjestu enzima, $to za posljedicu ima dominantnu nereaktivnu konformaciju ovog spoja. Zatim,
metilna skupina N-metilhistamina na imidazolnom prstenu omogucava ostvarivanje povoljnih
hidrofobnih interakcija s bo¢nim ograncima Leul71, Leu328 i [le199 aktivnog mjesta enzima,
S$to za posljedicu ima bolje smjestanje NMH u aktivnom mjestu enzima te njegovu pravilnu
orijentaciju za reakciju. Svi doprinosi skupa definiraju selektivnost enzima MAO B prema N-
metilhistaminu.'**

Nakon toga proucen je kataliticki mehanizam enzima DAO za razgradnju histamina.
Rezultati su pokazali kako enzim DAO katalizira reakciju oksidativne deaminacije po istom
mehanizmu kao i enzim MAO B, a koji podrazumijeva prijenos hidrida u koraku koji odreduje
brzinu reakcije. Aminokiseline Trp376, Tyr459, Tyr371 1 Asp373 vazne su za pravilno
smjeStanje histamina u aktivnom mjestu enzima DAO. Posebno je znacajna aminokiselina
Asp373 s obzirom na to da tijekom reakcije ostvaruje vodikovu vezu s amino skupinom
supstrata te ga pravilno pozicionira za reakciju. IstraZivanja na enzimu DAO iz E. coli u kojima
je Asp383 (koji odgovara Asp373 iz DAO covjeka), pokazala su kako je mutant DAO u
potpunosti izgubio aktivnost u usporedbi s enzimom divljeg tipa. Na temelju toga
pretpostavljeno je kako Asp ima ulogu kataliticke baze te je indirektno potvrden mehanizam
koji ukljucuje stvaranje Schiffove baze. Medutim, EVB simulacije provedene na mutantu
Asp373Asn enzima DAO pokazale su da je uloga Asp373 u osiguravanju pravilne orijentacije
supstrata u odnosu na kofaktor TPQ te u osiguravanju adekvatnog elektrostatskog okruzenja
koje je esencijalno za katalzu.

Dobiveni rezultati pokazali su kako se degradacija histamina u tijelu odigrava uvijek po
istom mehanizmu, neovisno o enzimu koji ga razgraduje, tj. neovisno o katabolickom putu, $to

je nova spoznaja u istrazivanjima vezanih uz inaktivaciju histamina.
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Doprinosi disertacije mogu se ukratko predstaviti:

e Modeliran je histaminski receptor H, s obzirom na to da njegova struktura nije
poznata. Identificirane su interakcije izmedu histamina i aminokiselina veznog
mjesta receptora H» te je pokazano kako je aminokiselina Tyr250 u veznom
mjestu histaminskog receptora vazna za pravilno vezanje histamina.'*

e Potvrden je mehanizam koji podrazumijeva prijenos hidrida u reakciji
oksidativne deaminacije N-metilhistamina enzimom MAO B. Selektivnost
MAO B je utemeljena u sljede¢im doprinosima. Izracunata je niza standardna
Gibbsova energija aktivacije za NMH u odnosu na HIS, zatim je pokazano kako
je NMH bolje orijentiran u aktivnom mjestu enzima za reakciju u odnosu na
HIS, s obzirom na to da je manje fleksibilan zahvaljuju¢i intramolekulskoj
vodikovoj vezi te da njegova dodatna metilna skupina na imidazolnom prstenu
omogucava bolje smjestanje N-metilhistamina u aktivnom mjestu enzima S$to
rezultira njegovom pravilnom orijentacijom za reakciju.'*®

e Pokazano je kako se reakcija oksidativne deaminacije histamina, koja je
katalizirana enzimom DAO, odvija po hidridnom mehanizmu, a ne po
mehanizmu koji uklju€uje stvaranje Schiffove baze, §to je mehanizam opisan u
literaturi. Simulacija reakcije degradacije histamina mutantom Asp373Asn
enzima DAO pokazala je kako je Asp373 esencijalan za kataliticki efekt enzima,
medutim ne zbog toga Sto sudjeluje u stvaranju Schiffove baze, ve¢ zbog toga
Sto osigurava povoljnu orijentaciju supstrata za reakciju te osigurava adekvatno
elektrostatsko okruzenje.

e Dobiveni rezultati skupa pokazuju kako se degradacija histamina u organizmu
uvijek odigrava po istom mehanizmu, neovisno o enzimu koji ga razgraduje, tj.
neovisno o katabolickom putu. Ovo je nova spoznaja u istrazivanjima vezanih

uz inaktivaciju histamina.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AO
CuAO
DAAO
DAO
DFT
EVB
FAD
FEP
GTO
H2R
HF
HIS
HMT
IRC
LDH
MAO B
MD
MEP
MM
MM-PBSA
MP2
NBO
NMH
NMR
PBC
PCM
PDB
PME

Angstrom (10" m), mjerna jedinica za duljinu

aminske oksidaze

bakar-ovisne aminske oksidaze

oksidaza D-aminokiselina

diamin-oksidaza

metoda funkcionala gustoce

metoda za simuliranje enzimskih reakcija (engl. empirical valence bond)
flavin-adenin-dinukleotid

perturbacija slobodne energije (engl. free energy perturbation)
Gaussianov tip orbitala (engl. Gaussian-type orbitals)

histaminski receptor H,

metoda Hartree-Fock

histamin

histamin-N-metiltransferaza

intrinsi¢na reakcijska koordinata (engl. intrinsic reaction coordinate)
L-histidin-dekarboksilaza

monoamin-oksidaza B

molekulska dinamika

put najnize energije (engl. minimum energy path)

molekulska mehanika

metoda za racunanje slobodne energije vezanja

Moller-Plessetova metoda drugoga reda

metoda za analizu naboja (engl. natural bond orbitals)
N-metilhistamin

nuklearna magnetna rezonanca

periodicni rubni uvjeti (engl. periodic boundary conditions)

metoda za oponasanje otapala (engl. polarizable continuum model)
proteinska baza podataka (engl. protein data bank)

metoda za racunanje elektrostatskih interakcija (engl. particle mesh

Ewald)
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QM
QM/MM
RMSD

SAM
SASA
SCF
STO
TPQ
TS
VMD

kvantna mehanika

kvantno-mehanicke/molekulsko-mehanicke metode

usrednjeni korijen kvadrata odstupanja (engl. root mean square
deviation)

S-adenozil-L-metionin

povrsina dostupna otapalu (engl. solvent accessible surface area)
samouskladeno polje (engl. self-consistent field)

Slaterov tip orbitala (engl. slater type orbitals)
2,4,5-trihidroksifenilalanin kinon

prijelazna struktura (engl. transition state)

program za vizualizaciju i1 analizu (engl. visual molecular dynamics)
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§ 8. DODATAK

Tablica S1. Relativne Gibbsove energije dobivene tijekom degradacije histamina (HIS) i N—
metilhistamina (NMH) enzimom MAO B u reakciji koja obuhvaca dva koraka. KoriSteni su

razli¢iti funkcionali DFT na modelu enzima primjenom QM-klaster pristupa na razini teorije

(CPCM)/XXXX/6-311++G(2df,2pd)//(CPCM)/M06-2X/6-31G(d)

odabrani funkcional DFT). Vrijednosti su dane relativno u odnosu na reaktante u kcal mol™,

Rezultati dobiveni primjenom funkcionala PBEO diskutirani su u glavnom tekstu dokorske

disertacije.

STSL

reaktanti

782 e

meduprodukti :
produkti

FADH"

Ry
<)
Me N N®
)@: I”/NH Pli
M o

le

o
H O NH,
j"\./;‘
H
o9
H

Ry

Ry W
Me N NYO
:C[ ‘ NH
Me’ r;l
H o
H
Ne BS

(XXXX

/Q\

H

) Funkcional DFT Afg® (eksp)/
supstrat / stacionarna tocka 4
M06-2X | BMK | B3LYP | PBE( kcal mol
N-metilhistamin (NMH)
reaktanti 0.0 0.0 0.0 0.0
TS-1 28.3 253 21.1 20.4 17.8
meduprodukti 3.9 1.1 -1.0 -1.1
TS-2 8.1 8.9 4.9 3.7
produkti -0.2 -3.8 -8.4 —4.2
histamin (HIS)
reaktanti 0.0 0.0 0.0 0.0
TS-1 31.1 25.2 23.7 23.0 19.2
meduprodukti 7.1 9.8 9.1 59
TS-2 10.4 15.9 12.2 8.7
produkti 5.8 6.9 3.8 3.9
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Tablica S2. Relativne Gibbsove energije dobivene tijekom degradacije histamina (HIS)
enzimom DAO u reakciji koja obuhvaca dva koraka. KoriSteni su razli¢iti funkcionali DFT na
modelu enzima primjenom QM-klaster pristupa na razini teorije (CPCM)/XXXX/6—
311++G(2df,2pd)-SDD//(CPCM)/M11L/6-31G(d)-SDD  (XXXX  oznacava  odabrani
funkcional DFT). Vrijednosti su dane relativno u odnosu na reaktante u kcal mol”. Rezultati

dobiveni primjenom funkcionala M11L diskutirani su u glavnom tekstu doktorske disertacije.

Funkcional DFT | A*G® (up) /

supstrat / stacionarna tocka
MI11L | M06 | PBEO | kcal mol™

histamin (HIS)
reaktanti 0.0 0.0 0.0
TS-1 23.7 | 26.1 | 23.0

meduprodukti 5.7 5.5 6.4 17.0

TS-2 7.4 8.0 6.1
produkti -2.5 0.0 1.3
TS-2atternativni 9.7 1051 7.9
produktiayermativni 4.0 0.6 -9.0
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