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1 Wstep i cel pracy

1 Wstep i cel pracy

Kompleksy metali przejsciowych stanowig centra aktywne enzymow katalizu-
jacych wiele reakcji biochemicznych. Zwigzki te moga wykazywac zréznicowang
reaktywnos$¢ chemiczng, ze wzgledu na fatwos¢ z jakg metale przejsciowe przyj-
mujg rozne stopnie utlenienia i r6zne sfery koordynacji.

Jednym z pierwiastkdw tworzacych centra aktywne enzymaéw jest nikiel. Sie-
dem z o$miu jego enzymoOw katalizuje reakcje, w ktorych produkowane lub prze-
twarzane sg nastepujace gazy: CO,C02,CH4,H2,NH3i02 [1-3]. Odgrywajg one
wazng role w metabolizmie bakterii beztlenowych, obiegu wegla, azotu i wodoru
w przyrodzie oraz majg ogromne znaczenie dla zrozumienia procesu powstawa-
nia zycia na Ziemi. Atomy niklu w metaloenzymach wykazujg duzg r6znorodnos¢
koordynacji, moga przyjmowac rozne stopnie utlenienia (+I,+11,+111) oraz kata-
lizujg reakcje redoks w szerokim zakresie potencjatu [2]. Badanie teoretyczne
i doSwiadczalne potaczen z niklem ma na celu zrozumienie wiele mechanizméw
reakcji zachodzgcych w uktadach biologicznych min. procesu metylacji i karbo-
nylacji. Maréwniez na celu ich przysztosciowe wykorzystanie w przemys$le m. in.
w produkcji kwasu octowego w procesie Monsanto [4,5],

Obiektem badan, z zakresu teoretycznych metod w chemii wchodzgcych
w zakres prezentowanej pracy doktorskiej, jest dwucentrowy kompleks niklu,
[FeaS4]-NipNi§, nazywany klasterem A. Stanowi on centrum aktywne syntazy
acetylokoenzymu A (ACS), enzymu ktéry katalizuje reakcje powstawania ace-
tylokoenzymu A z CO, CH3s i koenzymu A (CoASH) w bakteriach: Moorella
thermoacetica i Carboxydothermus hydrogenoformans [6- 8], Krystalografia oraz
spektroskopia Mo6ssbauera i EPR [9-12] dostarczajg wielu danych eksperymen-
talnych dotyczacych ztozonej struktury i reaktywnosci klastera A, niewiele jest
jednak prac obliczeniowych z nim zwigzanych [13-16]. Prezentuja one ponadto
rézne podejscia do omawianego zagadnienia. Innowacyjno$¢ niniejszej pracy
przejawia sie zarobwno w wykonaniu obliczen niepublikowanych do tej pory doty-
czacych redukcji klastera A potgczonej z protonacjg, ale réwniez w zaproponowa-
niu mechanizmu katalitycznej metylacji enzymu ACS ,w ktérym istotna role od-
grywa dwuelektronowa redukcja z przeniesieniem protonu. Zwrécono tez uwage,
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1 Wstep i cel pracy

ze istotng role przy wyznaczaniu wasciwosci redoksowych klastera A odgrywa
ligand skoordynowany z proksymalnym atomem niklu (Nip). W badaniach zasto-
sowane zostaty metody chemii kwantowej oparte na teorii funkcjonatéw gestosci.
Wyniki otrzymano stosujgc metode BS-DFT z funkcjonatem BPss i bazg funk-
cyjng TZVP. Otoczenie biatkowe enzymu uwzgledniono stosujgc model ciggty
rozpuszczalnika PCM [17, 18], dla czterech statych dielektrycznych e=4, 12, 20
i 80. W obliczeniach sprawdzono kilka, r6znigcych sie wielko$cig typow modeli
strukturalnych klastera A (MO, M1, M2 i M3).

Prezentowana praca przedstawia finalne wyniki obliczen optymalizacji geo-
metrii klastera A na rédznych stopniach utlenienia (Aox, Arerfl i KTgn) oraz kla-
stera A z ligandami: grupg metylowg, grupg karbonylowg, protonem oraz anionem
mréwczanowym. Przeanalizowano réwniez tadunki i gestosci spinowe wszystkich
wyselekcjonowanych struktur. Wybrano takie molekuty, ktérych obecnos$¢ suge-
rowana jest w strukturze krystalograficznej enzymu oraz takie, ktdrych obecnos¢
w trakcie katalizowanej przez klastera A reakcji zostata potwierdzona doswiad-
czalnie i w zwigzku z tym, wydajg sie by¢ istotne do poprawnego opisu mecha-
nizmu reakcji. Wazny element pracy stanowito teoretyczne wyznaczenie warto-
Sci pKa, potencjatow redukcji oraz potencjatow redukcji sprzezonych z przyia-
czeniem protonu. Na ich podstawie wybrano mechanizm redukcyjnej aktywacji
utlenionej formy klasteru A (Aox) sposrdd dwdch proponowanych doswiadczal-
nie [9,19], a takze oceniono wptyw wielkosci modelu oraz otoczenia biatkowego
na wiasciwosci redoksowe klastera A.

W kolejnym etapie badan, przedstawionych w niniejszej pracy, wyznaczono
Sciezke reakcji metylacji klastera A, przeanalizowano zmiany gestosci spinowych
w trakcie reakcji oraz zaproponowano jej mechanizm. Czynnikiem metylujagcym
w reakcji byta metylokobalamina w formie ”base-off”. Wymieniona reakcja,
jest jednym z etapéw posrednich katalizowanej przez centrum aktywne reak-
cji powstawania acetylokoenzymu A. Aby mozliwe byto poprawne opisanie
mechanizmu reakcji stosowana metodyka obliczen musi poprawnie odtwarzaé
potencjaty redukcji reagentow, dlatego to zostato zrobione w pierwszym kroku.

Podsumowujac, realizacja badan w ramach przedktadanej pracy doktorskiej
miata na celu:
(i) Wypracowanie modelu i metodyki obliczen, ktéra prawidtowo odtwarza
doswiadczalne dane strukturalne oraz potencjaly redukcji i wartosci pKa dla
klastera A.
(ii) Zaproponowanie mechanizmu redukcji utlenionej formy klastera A (Aox).
(iii) Wskazanie mechanizmu reakcji metylacji klastera A, bedacej jednym
z etapéw powstawania acetylokoenzymu A.
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1 Wstep i cel pracy

Rozprawa zostata podzielona na sze$¢ rozdziatbw. W rozdziale drugim omo-
wiono, w sposob ogélny, podstawy teoretyczne metody funkcjonatéw gestosci
(DFT), stosowany do obliczen funkcjonat BPse oraz ciggty model rozpuszczal-
nika (PCM). W rozdziatach trzecim i czwartym dokonano przeglagdu danych lite-
raturowych reprezentujgcych obecny stan wiedzy na temat enzymu, syntazy ace-
tylokoenzymu A (ACS) oraz jego centrum aktywnego, czyli klastera A. Infor-
macje przedstawione w rozdziale trzecim dotyczg danych doswiadczalnych: kry-
stalograficznych i spektroskopowych, natomiast w rozdziale czwartym dokonano
przegladu literatury prac teoretycznych. Badaniom wiasnym zostat poswiecony
rozdziat piaty, ktory sktada sie z pieciu podrozdziatdw. W rozdziale 5.1 oméwiono
modele klastera A stosowane w obliczeniach. Rozdziat 5.2 zawiera wyniki obli-
czen optymalizacji geometrii dla przedstawionych wczes$niej modeli klastera A
oraz analizuje ich struktury elektronowe. Rozdziaty 5.3 i 5.4 dotyczg wiasciwosci
elektronowych klastera A i obejmuja wyniki obliczer wartosci pKa oraz potencja-
téw redukcji dla réznych statych dielektrycznych e. Rozdziat 5.5 omawia wyniKki
obliczen dla reakcji metylacji i przedstawia schemat proponowanego mechanizmu
tej reakcji. W ostatnim rozdziale umieszczono podsumowanie i wypunktowano
najwazniejsze wynikajgce z pracy wnioski.
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2 Wstep teoretyczny

Metody opracowane w ramach teorii funkcjonatéw gestosci (DFT, ang. Den-
sity Functional Theory) sg obecnie najbardziej popularnymi i efektywnymi meto-
dami stosowanymi w chemii uktadéw biologicznych i katalitycznych. Implemen-
tacje tych metod znajdujg sie juz w zdecydowanej wiekszosci pakietow progra-
moéw obliczeniowych przeznaczonych do obliczen kwantowo-chemicznych dla
uktadéw atomowych, molekularnych, krystalicznych, a takze duzych uktadow
biologicznych i nanostruktur. Umozliwiajg one badanie duzych molekut, dla kto-
rych stosowanie ztozonych metod chemii kwantowej jest niemozliwe ze wzgledu
na wymagania sprzetowe i wysoki koszt obliczeri. Podstawowg zaleta metod DFT,
jest znacznie nizszy koszt obliczeniowy niz standardowo uzywanych metod typu
ab initio opartych na teorii funkcji falowej (WFT, ang. Wave Function Theory).
Réwnoczesnie doktadno$¢ otrzymanych wynikéw jest, w wiekszosci przypad-
kéw porownywalna z doktadnoscig metod WFT opartych na przyblizeniu Hartree-
Focka (HF) z uwzglednieniem dodatkowo efektow korelacji elektronowej w dru-
gim rzedzie rachunku zaburzen Moéllera-Plesseta (MP2). Metoda DFT uwzgled-
nia korelacje elektronowg i moze by¢ wykorzystywana do wyznaczania wtasno-
$ci molekularnych zwigzkow metaloorganicznych, zawierajgcych metale przej-
Sciowe, dla ktérych metoda HF zawodzi ze wzgledu na zbyt matg r6znice energii
miedzy orbitalami HOMO i LUMO.

2.1 Metoda funkcjonatow gestosci

W teorii funkcjonatow gestosci wychodzimy z przyblizenia Boma-
Oppenheimera, ktére pozwala rozpatrywac stany elektronowe przy okreslonych
potozeniach jader. Stan podstawowy uktadu mozna znalez¢ za pomocg gestosci
elektronowej zdefiniowanej w nastepujacy spos6b [20,2 1]

Py = N A7 P dT2dra . dTNVit(rai T2,(r2,. .., TN,aN)\? (2.1)

1/\
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2.1 Metodafunkcjonatéw gestosci

gdzie:

r jest potozeniem w przestrzeni trojwymiarowej, a catkowanie odbywa sie po
wszystkich wspo6trzednych spinowych N elektrondéw i po wspétrzednych prze-
strzennych N-I elektronow.

Gestos$¢ elektronowa jest zawsze liczbg dodatnig, a jej wycatkowanie po catej
przestrzeni daje nam ilo$¢ elektronéw w uktadzie. Posiada tez tatwe do przewidze-
nia cechy jakoSciowe: maksima (ostrza) w poblizu jader, ktére wraz ze wzrostem
odlegtosci od jadra daza do zera; pochyto$¢ ostrza okreslona jest przez tadunki
jader.

2.1.1 Twierdzenia Hohenberga-Kohna

Punktem wyjscia w teorii funkcjonatéw gestosci, sg sformutowane w 1964
roku, twierdzenia Hohenberga-Kohna [22-25]:
1.Gestos¢ elektronowa stanu podstawowego Po(r) ifunkcjafalowa stanu podsta-
wowego mogg by¢ uzywane alternatywnie jako petne opisy wtasciwosci stanu
podstawowego.
2. lIstnieje funkcjonat energii zalezny od p osiggajacy swoje minimum doktadnie
dla idealnej gestosci stanu podstawowego, czyli dla p = po.
Spetniona jest wtedy nastepujaca zasada wariacyjna:

E»K[p\ > E»K[p0} = po (2.2)

2.1.2 Metoda i r6wnania Kohna-Shama

Praktyczna realizacja teorii funkcjonatdéw gestosci opiera sie na opracowanej
rok po ogtoszeniu twierdzeh metodzie Kohna-Shama [21,23,24], Polega ona na
zastgpieniu oddziatywan pomiedzy elektronami koncepcja wzajemnie nieoddzia-
tujacych, ale oddziatujgcych z jadrami i polem zewnetrznym elektronéw, poru-
szajacych sie w efektywnym potencjale. Dla takiego modelu funkcja falowa ma
posta¢ wyznacznika Slatera i stanowi funkcje wtasng efektywnego hamiltonianu
bedacego suma operatoréw jednoelekronowych. Zabieg ten pozwala unikng¢ pro-
blemu wielu oddziatujgcych ze sobg ciat. Jednoczes$nie taki potencjat efektywny
zawiera w sobie zarowno oddziatywania dwuelektronowe (korelacje kulombow-
ska) jak i korelacje wymienng (statystyczng). Kluczowy jest wybor tego poten-
cjatu w taki sposéb, aby gesto$¢ nieoddziatujacych elektronéw doktadnie odwzo-
rowywata gestos¢ rzeczywistego uktadu w stanie podstawowym.

Energia catkowita w metodzie DFT zalezy od gestosci elektronowej i wyraza
sie nastepujacym wzorem:

E[p] = Tq[p\ 4- Kje[p] + Jee[p\ + Exc[p\ (2.3)
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2.1 Metodafunkcjonatéw gestosci

W réwnaniu tym kolejne cztony oznaczajg odpowiednio:
> energie kinetyczng nie oddziatujacych elektronow,

(2.4)

> energie elektrostatycznego przyciggania miedzy jadrami atomowymi i elek-
tronami:

(2.5)
> energie odpychania elektrostatycznego elektronéw,
(2.6)
> funkcjonat korelacyjno-wymienny,
-Erc[p] (2.7)

ktéry zawiera wszystkie skfadniki pominiete przez poprzednie wyrazy:
e cze$¢ wymienna,
» korelacje elektronowag,
* poprawke do energii kinetycznej,
e poprawke do oddziatywania elektronéw samych ze soba.

Dokonujac wariacji wyrazenia na energie wzgledem gestosci elektronowej,
z ograniczeniami ortonormalnosci i nieoznaczonymi mnoznikami Lagrange’a,
otrzymujemy uktad réwnan rozniczkowo-catkowych. Uktad ten nazywany jest
uktadem réwnan Kohna-Shamairozwigzuje sie go iteracyjnie podobnie jak w me-
todzie Hartree-Focka [20,21,25,26].

(2.8)

(2.9)

Gdzie:

e B (2.10)

Z zestawu startowych orbitali oblicza sie gestos¢ w zerowym przyblizeniu
i operator vg. Rozwigzujac rownanie po raz kolejny otrzymuje sie nowe orbitale,
a procedure powtarza sie, az do samouzgodnienia.
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2.2 Stosowane funkcjonaty

Doktadnos¢ i efektywno$¢é metod DFT zalezy od przyblizen i jakosci funk-
cjonatdw korelacyjno-wymiennych uzywanych w tych metodach. Niestety wiek-
szo$¢ znanych, popularnych i standardowo stosowanych funkcjonatéw korelacyj-
nych i wymiennych daje zadowalajgce wyniki tylko w pewnych obszarach obli-
czen kwantowo-chemicznych, a poprawnos¢ wynikéw otrzymanych przy pomocy
tych funkcjonatéw dla innych (zblizonych) zagadnien jest praktycznie nieprzewi-
dywalna. Dlatego tez bardzo istotny jest odpowiedni dobdr funkcjonatu do kon-
kretnego problemu obliczeniowego.

Wyrdznia sie cztery podstawowe grupy funkcjonatow:

1. LDA lub SDA (przyblizenie lokalnej gestosci lub spinowej lokalnej gesto-
sci),

2. GGA (uogolnione funkcjonaty gradientowe),
3. meta-GGA (funkcjonaty meta-gradientowe),
4. funkcjonaty hybrydowe.

W niniejszej pracy wykorzystano funkcjonat BPsse, ktdry nalezy do grupy
funkcjonatéw GGA. Powstat on przez potaczenie funkcjonatu wymiennego Becke
(Bssg) [27] z funkcjonatem korelacyjnym Perdew (Pss) [28].

Cze$¢ wymienna funkcjonatu przedstawia sie wzorem (Fx(s) jest wspotczyn-
nikiem poprawy):

FB88w=1+T 7 6 iS r o s

S$= — —r (2.12)
2(37r2)5

gdzie:

0 /3 = 0.0042 jest parametrem empirycznym dopasowanym metodg najmniej-
szych kwadratow do doktadnej energii wymiennej Hartree-Focka szesciu atomow
gazow szlachetnych (od He do Rn);

> funkcja: sinh“1y = In(y + y/l + y2) zapewnia prawidtowe asymptotyczne
zachowanie wymiennej energii gestosci dla duzych odlegtosci r;

> parametry cxi © wyznacza sie ze wzordw: cx= 2 (e7t2)3, & = (2sCx)~I.

Czes¢ korelacyjna funkcjonatu BPse przedstawia sie wzorem:
£fsv /] = +J (2'13)
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2.3 Model rozpuszczalnika

Funkcja d(Q jest dana rownaniem:

1.CV

, (2.14)

oraz:
- Cc(0) 1V p]

Cc(rs) pl (2.15)

Parametr / = 0.11 jest tak dobrany, zeby pasowat do doktadnej energii korelacji
atomu Ne, a Cc(rs) jest wspOtczynnikiem w rozwinieciu gradientowym.

2.3 Model rozpuszczalnika

Standardowe obliczenia kwantowochemiczne przeprowadzane sg na ogoét dla
uktadow molekularnych w prézni. Tymczasem wigkszos$¢ interesujgcych reakcji
(bio)chemicznych przebiega w roztworach, dlatego konieczne jest uwzglednienie
oddziatywania molekut z rozpuszczalnikiem. W obliczeniach stosuje sie zaim-
plementowane w pakietach obliczeniowych modele rozpuszczalnikéw. Jednym
z nich jest model PCM (ang. Polarizable Continuum Model), w ktérym rozpusz-
czalnik traktowany jest jako osrodek ciggty [17,18,29,30], Czasteczka substancji
rozpuszczonej umieszczana jest wewnatrz wneki w rozpuszczalniku, zbudowa-
nej z zachodzacych na siebie sfer scentrowanych na poszczegdlnych atomach lub
grupach atomow. Promien sfery jest proporcjonalny do promieni van der Waalsa
atomow, a wspoétczynnik proporcjonalnosci dobierany jest na podstawie obliczen
testowych dla wybranych uktadoéw i poréwnania uzyskanych danych z ekspery-
mentem. Rozpuszczalnik w metodzie PCM jest izotropowym medium ciggtym
o0 statej wartosci przenikalnosci dielektrycznej e. W $rodku wneki stata dielek-
tryczna e=1, natomiast na zewnatrz ma warto$¢ charakterystyczng dla danego roz-
puszczalnika.

W modelu PCM proces solwatacji dzieli sie na trzy etapy:

1. utworzenie wneki w rozpuszczalniku,
2. umieszczenie we wnece czasteczki substancji rozpuszczonej,
3. wygenerowanie rozktadu tadunkéw.

Wyznacza sie energie swobodng solwatacji, ktéra jest sumg trzech cztonow:

AGsol = AGcavt A Gudw + A G ¢ (2.16)
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2.4 Potencjaly redukcji ipKa

> A Gcav - energii kawitacji, wyznaczanej jako wazony udziat wkiadu od izo-
lowanego atomu;

> AGvdw - energii van der Waalsa, wyznaczonej z sumy wktadow atomowych;

> A Gei - energii elektrostatycznej - przy obliczaniu jej wktadu zaktada sie, ze
rozpuszczalnik stanowi ciggly polaryzowalny osrodek odpowiadajgcy na rozktad
tadunku czasteczki rozpuszczonej.

2.4 Potencjaty redukcji i pKa

Mozliwos¢ teoretycznego wyznaczania wartosci statej rownowagi reakcji dy-
socjacji kwas6w w wodzie, Ka lub jej ujemnego logarytmu: (pKa=-logKa) przy
uzyciu spojnego, dobrze zdefiniowanego podejscia bez stosowania zewnetrznych
przyblizen lub dopasowywania wynikéw do danych doswiadczalnych ma dla che-
mikoéw ogromne znaczenie [30,31], Gtdwna trudno$¢ w obliczaniu absolutnych
(pKa) i wzglednych wartosci (pK’a) polega na wyznaczeniu zmiany entalpii swo-
bodnej zwigzanej z deprotonacja. Obliczenie doktadnych wartosci pKajest bardzo
wymagajace, poniewaz btad w wyniku AG°=1.36 kcal/mol warunkuje btad rzedu
ljednostki pKa [31-33].

pKa zwigzane jest z entalpig swobodng nastepujaca zaleznoscia:

AGo

%Ka: —logKa = (2.17)
y 2.303RT

gdzie: R=1.987 10" 3 kcal/(K-mol)jest statg gazowg, T=298.15 K, A G@& oznacza
swobodng entalpie dla reakcji deprotonowania w roztworze, a czynnik 2.303 po-
chodzi z zamiany logarytmu naturalnego na dziesietny. Rysunek 2.la obrazuje
cykl Borna-Habera, na podstawie ktérego wyznacza si¢ A Gag zgodnie ze wzo-
rem:

AA = AG"+ A + A ~A G "if) (2.18)

gdzie:
AG°g = AGQg(A~) + AGg{H+) - AGg{AH) (2.19)

Nalezy mie¢ na uwadze, ze dla kazdego z indywidudéw nalezy uwzglednic
wktad pochodzacy od zmiany stanu standardowego z : atmosfery w tempera-
turze 298.15 K w fazie gazowej na 1 mol/dms w fazie skondensowanej. Duzg
trudnos¢ sprawia wyznaczenie teoretyczne wartosci AG°oto(H+), a dostepne dane
literaturowe podajg istotne réznice w wartosciach [33,34], Problem sprawia takze
obliczenie entalpii swobodnej protonu w fazie gazowej, Gy(H+). Swobodng ental-
pie reakcji w fazie gazowej wyznacza sie dla izolowanych czgsteczek za pomocga
obliczen kwantowo-chemicznych, natomiast swobodng entalpie solwatacji z za-
stosowaniem wybranego modelu rozpuszczalnikowego.
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2.4 Potencjaly redukcji ipKa

AH
g *(ah) AO'UA) AG*<If) AG* *(Ox) AG™k(H-)
AG*
AH + H+e Oxap e s— — — pReda

Rysunek 2.1: Cykl termodynamiczny Boma-Habera a) stosowany do wyznaczania statej
rownowagi reakcji b) stosowany do wyznaczania potencjatu redukcji. Odnosnik [30]

Podobnie wyznacza sie potencjaty redukcji, a analogiczny cykl Boma-Habera
dla procesu jednoelektronowego przedstawiono na Rysunku 2.1b [31,32], Catko-
wita, swobodna entalpia Gibbsa jest sumg wartosci w poszczegdlnych etapach:

toredox — AGo,™*« + ag(,(Red) - A&Z, (Ox) (2.20)

Energia swobodna solwatacji elektronu jest réwna zero, a zeby odnie$¢ wy-
niki obliczone do pomiaréow eksperymentalnych wzgledem standardowej elek-
trody wodorowej nalezy uwzgledni¢, ze ASHE=4.28 V zgodnie z dostepnymi
danymi literaturowymi [35-37],

Dla znanych entalpii swobodnych badanego procesu potencjat redukcji wy-
znacza sie z r6wnania Nemsta:

a syO,redox
E° = solv (2.21)
nF
gdzie: n jest liczbg elektrondw biorgcych udziat w reakcji redoks,
a F=23.06 kcal/(mol V) jest statg Faradaya.

Reakcje redoks mogg by¢ potgczone z innymi procesami. Przyktadowo moze
to by¢ zmiana konformacji czgsteczki lub przytaczenie liganda. Wielu przyktadow
ztozonych proceséw redoks dostarcza biochemia. Skomplikowane procesy prze-
miany materii, zachodzace w komérkach organizmoéw zywych min. w tancuchu
oddechowym, polegajg na transporcie elektronéw od zwigzkéw "bardziej zredu-
kowanych” do “bardziej utlenionych”. W tych wieloetapowych szlakach trans-
portu elektron6w, od donoréw do akceptorow, istotng role odgrywaja proste reak-
cje utleniania i redukcji jonédw [38-40],
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3 Syntaza acetylokoenzymu A

3 Syntaza acetylokoenzymu A

Nikiel (Ni, tac. niccolum) jest pierwiastkiem chemicznym z grupy metali
przejsciowych, ktdry odgrywa wazng role w biologii ros$lin oraz beztlenowych
bakterii i archeonoéw [41,42]. Jest on obecny w centrach reaktywnos$ci enzymoéw
katalizujgcych wiele reakcji biochemicznych tych organizméw. U roslin wcho-
dzi w sktad ureazy, enzymu ktéry uczestniczy w rozktadzie mocznika. Siedem
z oSmiu metaloenzymdw niklu katalizuje reakcje w ktorych produkowane lub
przetwarzane sg nastepujgce gazy: CO, C02,CH4,H2, NH3 i0 2 [1-3]. Ich pozna-
nie jest wazne dla zrozumienia procesu powstawania zycia na Ziemi, utrzymania
rownowagi ekologicznej oraz ze wzgledu na potencjalne zastosowanie w przemy-
Sle [4].

Rysunek 3.2: Struktura CODH/ACS z uwzglednieniem poszczegdlnych podjednostek
(Moorella thermoacetica, PDB - 10A0 ). Odno$nik [43]

Acetylokoenzym A (CH3CO-CO0ASH) dla aerobiontéw jest kluczowym poét-
produktem cyklu Krebsa [44], natomiast u anaerobiontow takich jak jednokomor-
kowe, beztlenowe bakterie acetogeniczne i metanogeniczne oraz archebakterie
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3 Syntaza acetylokoenzymu A

uzywany jest w procesie redukcji atmosferycznego CO2 w celu uzyskania wegla
do produkcji biomasy. Proces ten odbywa sie w redukcyjnym cyklu acetyloko-
eznymu A, okre$lanym jako szlak Wood-Ljungdahl’a [6,8,45,46]. W przeciwien-
stwie do odwrotnego cyklu Krebsa i cyklu Calvina, proces ten nie jest cykliczny.
Redukcyjny szlak acetylokoenzymu A jest metodg wytwarzania zwigzkow orga-
nicznych polegajgcg na redukcji C02 przez kilka zwigzkow posrednich do acety-
lokoenzymu A. Kluczowa reakcja redukcji C02 do CO przeprowadzana jest przez
dehydrogenaze, ktorej kofaktorami sg Ni, Zn, Fe. Donorem elektronéw w tej re-
akcjijest wodor. Do CO potaczonego z dehydrogenazg przytaczanajest grupa me-
tylowa przenoszona przez biatko korynoidowe o podobnej budowie jak witamina
B 12. Biatko to pobiera grupy metylowe z tetrahydrometanopteryny i przytgcza do
zwigzanego z enzymem CO. Powstata w reakcji grupa acetylowa przenoszona jest
na koenzym A co prowadzi do powstania acetylokoenzymu A.

Kluczowym enzymem wykorzystywanym w opisanym wyzej procesie przez
bakterie Moorella thermoacetica jest syntaza acetylo-CoA/dehydrogenaza tlenku
wegla (II) (ACS/CODH) [45,47,48]. Ten dwufunkcyjny, heterotetrameryczny
enzym posiada mase 301 kDa i sktada sie z dwdch rodzajow podjednostek (Ry-
sunek 3.2) [5,8]. Centralnie w $rodku wystepuja podjednostki j3 odpowiedzialne
za aktywno$¢ CODH i zawierajgce klastery: B,C, D. Natomiast symetrycznie
po bokach znajdujg sie podjednostki a odpowiedzialne za aktywnos$¢ ACS
i zawierajgce badany klaster A. W strukturze enzymu pomiedzy klé'isterem C
i klasterem A wystepuje hydrofobowy tunel (dtugosci okoto 138 A), ktoérym
transportowany jest CO w trakcie katalizy [49], Tunel dostarcza CO i CO02
do miejsc aktywnych, a dostepnos$¢ tych gazow jest regulowana przez zmiany
konformacji biatka (Rysunek 3.3).

ACS/CODH katalizuje dwa wazne biologicznie procesy [6- 8]

1. Odwracalng redukcje atmosferycznego C02 do CO. Odpowiedzialny jest
za nig klaster C [FeaSaNi] nalezgcy do CODH.

C02+2H++2e”~CO + H20

2. Synteze acetylokoenzymu A przy udziale CO, koenzymu A (CoASH) i CH3s
przenoszonego przez biatko koryna-zelazo-siarkowe (CoFeSP). Ma ona
miejsce w klasterze A [FesS4]Ni2 nalezagcym do ACS.

CH3-Cof{l11)FeSP+CO+C0ASH # CH3CO-SCoA+Co{l)FeSP+H +

2



3 Syntaza acetylokoenzymu A

KONFORMACIJA BIALKA
A) otwarta B) zamknigta

KONFORMACJA KLASTERA A

Rysunek 3.3: Wzajemna orientacja biatka i klastera A w zalezno$ci od metalu skoor-
dynowanego w miejscu Mp (Mp = Ni, Cu, Zn). Konformacja biatka: A) otwarta B) za-
mknieta. Konformacje klastera A: a) zwarta b) rozwarta. Odnosnik [50,51]

Wcigz trwajg prace nad doktadnym poznaniem enzymu ze wzgledu na role
jaka moze on petni¢ w utrzymaniu rownowagi ekologicznej przez wigznie gazow
cieplarnianych (reakcja 1) oraz z uwagi najego potencjalne znaczenie technolo-
giczne przy produkcji kwasu octowego (proces Monsanto) i w procesie Reppe’a
(reakcja 2) [4,5].

Klaster A, stanowigcy centrum aktywne ACS, jest dwucentrowym kom-
pleksem niklu potagczony z kubanem zelazo-siarkowym: [FesS4]-NipNid, gdzie
Nip i Nid oznaczajg odpowienio proksymalne i dystalne potozenie niklu w sto-
sunku do kubanu. [52, 53]. Enzym ACS moze przyjmowac¢ dwie konformacje:
otwartg i zamknieta, ktére odpowiadajg dwoém konformacjom klastera A: zwar-
tej i rozwartej (Rysunek 3.3). Warunkujg one aktywnos$¢ katalityczng enzymu.
W strukturze otwartej enzym wykazuje petng aktywnos$¢ katalityczng, a jonem
w pozycji proksymalnej jest Ni o koordynacji planarnej. W strukturze zamknietej
enzym jest nieaktywny, a proksymalny atom niklu jest zastgpiony przez Cu lub Zn
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3 Syntaza acetylokoenzymu A

w koordynacji tetraedrycznej. W pracy [54] zasugerowano, ze miedz i cynk moga
zosta¢ wprowadzone w strukture klastera podczas oczyszczania biatka lub w pro-
cesie krystalizacji. W artykule [55, 56] udowodniono, ze atom Nip jest labilny
i mozna go wyodrebni¢ z klastera przez ligandy chelatujgce, takie jak fenantro-
lina.

Klaster A syntazy acetylokoenzymu A moze wystepowac na trzech stopniach
utlenienia:

« w formie utlenionej o konfiguracji elektronowej
[FeaSa]2+-Nip+Ni~+ (S=0) - oznaczany jako Ao,

« w formie jednoelektronowo zredukowanej o konfiguracji elektronowej
[FeaSa]2+-Nip+Nijj+ (S=]|) - oznaczany jako Aredl,

« w formie dwuelektronowo zredukowanej o konfiguracji elektronowej
[FeaSa]i+-Nip+Ni+ (S=0) - oznaczany jako Ared2, wystepuje tu sprzezenie
antyferromagnetyczne [7,19,57]

Mechanizm paramagnetyczny

r CHi

2e

CH3S
Mechanizm diamagnetyczny

Rysunek 3.4: Proponowane mechanizmy reakcji katalitycznej klastera A: a) parama-
gnetyczny b) diamagnetyczny. Odnosnik [58,59]

Redukcja w obecnosci CO daje tzw. strukture Ared-CO (NiFeC)
[FeaSa]2+Nip+(CO)Ni*+ (S=]|) zidentyfikowang dzieki spektroskopii elek-
tronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) [9-11,60-62]. Metylowany
klaster A posiada strukture elektronowg [Fe4S4]2+Ni2+(CH3)Ni*+ i stan spi-
nowy (S=0) [7]. Eksperymentalnie stwierdzono, ze reakcja metylacji utlenionej
formy klastera A (Aox) przez metylokobalamine lub biatko CoFeSP zachodzi
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3 Syntaza acetylokoenzymu A

w obecnos$ci czynnikéw redukujacych o niskim potencjale redukcji (nizszym niz
-0.5 V) i zalezy od pH [9,19]. Zwigzek potencjatow redukcji z pH wskazuje, ze
w strukturach zredukowanych do klastera A przytgczany jest proton [9,12,19,63].

Mechanizm reakcji katalitycznej klastera A w enzymie ACS nie jest w pekni
poznany [12, 19,63-65], Lindhal i wspotpracownicy [7,65,66] zaproponowali
mechanizm diamagnetyczny (Rysunek 3.4), w ktorym aktywacja klastera A wiaze
sie z dwuelektronowg redukcjg. Grupa metylowa jest przenoszona z biatka CH3-
CoFeSP na klaster A jako kation, a nastepnie przytgcza sie CO i tworzona jest
grupa acetylowa. Koenzym A reaguje z acetylem tworzgc acetylokoenzym A, a
zredukowany klaster A zostaje odtworzony. Zgodnie z tym mechanizmem A recu-
CO nie jest produktem przejSciowym reakcji.

Ragsdale i wspotpracownicy [59, 64] zaproponowali tzw. przypadkowy me-
chanizm paramagnetyczny (Rysunek 3.4). CO i CHs reagujg z jednoelektronowo
zredukowanym klasterem A, przy czym kolejnos¢ ich przytaczania do Nip jest
przypadkowa, a do redukcji i utworzenia [FesS4]i+Nip+(CH3)Ni*+ dochodzi w
trakcie metylacji. Nastepnie powstaje acetyl ktory gczy sie z koenzymem A.
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4 Dotychczasowy stan badan teoretycznych

Przy zastosowaniu metod kwantowochemicznych, zwtaszcza dla duzych mo-
lekut, obliczenia wykonuje sie nie dla rzeczywistej struktury, ale dla wydzielo-
nego fragmentu rzeczywistego uktadu molekularnego tzw. struktury modelowej.
Wazne jest, by struktura ta zachowywata istotne witasnosci uktadu rzeczywistego
z punktu widzenia rozwigzywanego na drodze obliczeniowej problemu. Geome-
tria, struktura elektronowa i reaktywnos$¢ klastera A syntazy acetylokoenzymu A,
dla roznych struktur modelowych, byta przedmiotem badan czterech prac teore-
tycznych [13-16],

Pierwsza ukazata sie w 2003 roku. Schenker i Brunold [14] wykonali obli-
czenia struktury elektronowej i geometrycznej dla dwdéch modeli NiFeC, roz-
nigcych sie atomem metalu w miejscu Mp. Pierwsza struktura zawierata Cu+,
natomiast druga Ni+. Autorzy pokazali, ze wiasciwosci klastera A zgadzajg sie
z dosSwiadczalnymi statymi sprzezenia nadsubtelnego jezeli metalem w pozy-
cji proksymalnej jest nikiel oraz wskazali, ze Ared2 posiada strukture elektro-
nowg [Fes4Sa]i+Nip+Ni™+ i charakteryzuje sie sprzezeniem antyferromagnetycz-
nym miedzy kubanem i Nip.

Autorzy drugiej publikacji, Webster i wspotpracownicy [15] wykonali w 2004
roku obliczenia optymalizacji geometrii standéw przejSciowych i produktéw po-
$rednich w cyklu katalitycznym enzymu. Ich celem byto sprawdzenie czy w miej-
scu Mp znajduje sie nikiel czy miedz, oraz ktory z tych metali silniej wigze
sie z CO i CH3. Przetestowali tez, czy aktywacja enzymatyczna klastera wy-
maga jedno- czy dwu- elektronowej redukcji. Przyjety model strukturalny pozba-
wiony byt kubanu zelazo-siarkowego, ktdry zastgpiono grupg Fe(SH3)2+. Obli-
czenia programem Gaussian98 wykonano metodg DFT/B3LYP, przypisujac rézne
bazy funkcyjne poszczeg6lnym atomom klastera (Ni, Fe, Cu, S - baza LANL2DZ
z efektywnym potencjatem ECP; N, C, O - baza cc-pVDZ; H- baza D95V).

Najbardziej obszerna z prac obliczeniowych ukazata sie w 2005 roku i nalezy
do Amara oraz wspotpracownikéw [13]. Dla wszystkich obliczen kwantowoche-
micznych przyjeto dwa modele strukturalne centrum aktywnego, a atomy byty za-
mrazane w trakcie optymalizacji geometrii. W modelu podstawowym, w miejsce
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4 Dotychczasowy stan badan teoretycznych

aminokwasow (cystein i glicyny) zostalty dodane atomy wodoru. W drugim roz-
wazanym modelu (o konformacji rozwartej), uwzgledniono wigzania wodorowe
tworzace sie z aminokwasami biatka. Modelowono domniemane stany posred-
nie, z grupa karbonylowg (Arecil-CO, NiFeC), metylowga (Arecc-CH3) i acetylowa,
pojawiajgce sie w diamagnetycznym cyklu katalitycznym postulowanym przez
Lindahl’a [43]. W obliczeniach, przeprowadzonych za pomocg programu Jaguar,
zastosowano metode DFT z funkcjonatem B3LYP w bazie funkcyjnej LACVP.
Wiekszg bazg funkcyjng LACV3P dla atoméw metali, oraz bazg cc-pVTZ(-F) dla
pozostatych atoméw postuzono sie do obliczeri single point dla struktur zoptyma-
lizowanych. Obliczenia zaprezentowane w pracy potwierdzity konfiguracje elek-
tronowa [FesaS4]i+Nip+Ni®+ i antyferromagnetyczne sprzezenie w Ared2. W ska-
zano, Zze mato prawdopodobne jest aby atom Nip(0) byt zwigzany z kubanem
0 konfiguracji [FeaS4]2+, natomiast moze wigzac sie z [FesS4]1+. Pokazano, ze
dystalny atom niklu (Nid) nie uczestniczy w procesie katalizy i zasugerownano,
ze utworzenie mostka disiarczkowego moze dostarczy¢ dwoch elektronow po-
trzebnych w trackie reakcji metylacji.

Ostatnia z prac obliczeniowych zostata opublikowana w kwietniu biezgcego
roku [16]. Dwie rozwazane struktury modelowe klastera A, mata i duza uwzgled-
niajgca biatko, zawierajg histydyne zamiast pomostowej cysteiny 512 (Rysunek
5.5). Gtownym celem autoréw publikacji byto sprawdzenie wptywu tej zmiany
na parametry geometryczne i wtasciwosci elektronowe klastera A. W oblicze-
niach wykorzystano metode BS-DFT i przetestowano dwa funkcjonaty BPss oraz
B3LYP.
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5 Obliczenia wiasne

5 Ohbliczenia wtasne

Przedstawione w pracy obliczenia wykonano przy pomocy programu Gaus-
sian09 [67]. Wyniki otrzymano stosujgc metode DFT z funkcjonalem BPss
[27,28] w bazie TZVP [68]. W obliczeniach zastosowano funkcje o ztamanej sy-
metrii (ang. Broken Symmetry, BS) [69,70], a do wyznaczenia dwuelektronowych
catek kolumbowskich korzystano z dopasowania gestosci (ang. Density Fitting
Approximation) wraz z odpowiadajgcg bazg TZVPfit [6s8], Wptyw otoczenia biat-
kowego, na energie i geometrie uzyskanych struktur, uwzgledniono stosujgc mo-
del ciggty rozpuszczalnika PCM [17,18] ze stalg dielektryczng e=4, 12, 20 i 80.
Do modelowania $srodowiska biatkowego powszechnie stosuje sie stalg dielek-
tryczna e=4 [29], jednak wykazano, ze wyzsza warto$¢ e pozwala uzyskac lepsza
zgodnos$¢ z doswiadczeniem dla wartosci pKa i odlegtosci metat-metal [71,72],
Potwierdzity to takze wyniki naszych poczatkowych testowych obliczen. Analiza
populacyjna Mullikena silnie zalezy od wyboru bazy funkcyjnej, dlatego tadunki
atomowe wyznaczono stosujgc analize naturalnych orbitali wigzan, znang jako
metoda NBO (ang. Natural Bond Orbital) [73,74].

W celu wyznaczenia wartosci pKa oraz potencjatow redukcji zastosowano
w pracy metodologie Noodleman’a i wspétpracownikéw [71,75-77]. Wykony-
wali oni podobne obliczenia dla biatka Rieske oraz reduktazy rybonukleotydowej.

Wartosci pKa zostaty obliczone ze wzoru:

pKa= [E{M)sdl - E(MH+)sdl + AGsol(H+,1 atm) - (5.22)

TASgas(H+)+ bRT + AZP£]/1.37

W powyzszym wzorze AGso;(H+, 1 atm) jest energig solwatacji protonu pod
cisnieniem 1 atmosfery gazowego wodoru, ktéra z danych eksperymentalnych
wynosi -263.98 kcal/mol [36,37,78]. Wktad entropii ruchu translacyjnego do
energii swobodnej protonu w fazie gazowej TASgas(H+) w temperaturze 298

K oraz pod ci$nieniem 1 atm wynosi -7.76 kcal/mol. Fragment wzoru - RT

uwzglednia wk#ad energii ruchu translacyjnego protonu oraz PV = RT
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5.1 Modele obliczeniowe

[79], Energia punktu zerowego (AZPE) dla struktur protonowanych zostata obli-
czona dla matych modeli [80], w ktorych nie byto ograniczen geometrii. Struktury
matych modeli i wartoSci AZPE znajdujg sie w Zatgcznikach (Tablica Cl, Rysu-
nek Cl).

Potencjat redukcji zostat obliczony wedtug wzoru:

EO= [E(M+)sd - E(M)sol]/n + ASHE, (5.23)

gdzie: potecjat standardowej elektrody wodorowej ASHE=4.28 V zostat zaczerp-
niety z danych literaturowych [35-37], a n=1 lub 2 oznacza liczbe elektronéw
bioragcych udziat w procesie redukciji.

Potencjat redukcji zwigzany z przytgczeniem protonu wyznaczono z réwna-
nia:

<524)
gdzie: m oznacza liczbe protonéw biorgcych udziat w reakcji redukcji (w niniej-
Szej pracy m -1).

5.1 Modele obliczeniowe

Dla klastera A syntazy acetylokoenzymu A dysponujemy geometrig doSwiad-
czalng. Wspotrzedne startowe do obliczen zostaty wygenerowane ze struktury
krystalograficznej, opisanej dla bakterii Carboxydothermus hydrogenoformans,
ktéra jest dostepna w miedzynarodowej bazie Protein Data Bank jako 1RU3 [51].
Wybrane, wyznaczone metodami eksperymentalnymi parametry geometryczne
klastera A znajdujg sie w Tablicy 5.1. Zastosowana w obliczeniach struktura mo-
delowa klastera A zostala pokazana na Rysunku 5.5. Numeracja atomdw stoso-
wana w teks$cie i tablicach jest zgodna z tym rysunkiem. Na ilustracji za pomoca
gwiazdek oznaczono atomy zamrozone w trakcie optymalizacji geometrii, strzat-
kami pokazano rozwazane miejsca protonacji, natomiast liniami przerywanymi
wyrdzniono wigzania wodorowe, ktdre tworzg sie miedzy atomami siarki i tlenu
klastera A, a aminokwasami biatka. Wszystkie, rdznigce sie wielkoscig, wykorzy-
stane do obliczen modele strukturalne klastera A zostaly pokazane na Rysunku
5.6 i oznaczono je odpowiednio, od najmniejszego do najwiekszego, jako MO,
MI, M2 i M3.

W matym modelu MO czgsteczki cystein: Cys509, Cys512, Cys521 i Cys531
zastaty zastgpione grupami -SCH3, natomiast aminokwasy Ser597 i PheoOl
przez atomy H. Jedynie dla tego modelu nie zamrazano atomdéw w trakcie
przeprowadzania obliczen optymalizacji geometrii. W modelu $rednim M1 cza-
steczki cystein: Cys509, Cys512, Cys521 i Cys531 modelowane byty przez
grupy -SCH2CH3, natomiast aminokwasy Ser597 i PhedOl przez grupy -COCH3
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5.1 Modele obliczeniowe

i -NHCH3. W modelach duzych, M2 i M3, zostaty uwzglednione reszty amino-
kwasowe, ktore moga tworzy¢ wigzania wodorowe z atomami siarki reszt doto-
wych kubanu i atomami tlenu w koordynacyjnym otoczeniu niklu. W modelu M2
wigczono w strukture tylko aminokwasy w obrebie kubanu zelazo-siarkowego, a
w modelu M3 dodano arginine (Arg 619) celem zbadania jak duzy wptyw na po-
tencjaty redukcji ma ten zasadowy aminokwas wystepujacy w biatku po stronie
atomow niklu.

Rysunek 5.5: Zastosowana w obliczeniach struktura modelowa klastera A oparta na
strukturze krystalograficznej 1RU3, PDB. Odnosnik [51]

0 Gwiazdki oznaczajg atomy zamrozone w trakcie optymalizacji,

o Strzatki pokazujg rozwazane miejsca protonacji,

o Linie przerywane wskazujg wigzania wodorowe,

0 Numeracja atomow stosowana w tekscie i tablicach jest zgodna z tym rysunkiem

Dla wskazanych modeli strukturalnych przeprowadzono optymalizacje geo-
metrii klastera A na trzech stopniach utlenienia: Aox, hred\ i Ared2. Uwzgled-
niono rowniez struktury protonowane klastera A oraz z ligandami waznymi w cy-
klu katalitycznym enzymu. Ponadto dla wszystkich rozpatrywanych modeli, sto-
sujgc analize naturalnych orbitali wigzann (NBO) wyznaczono gestosci spinowe
1 tadunki, a wedtug wzoréw przytoczonych w poprzednim podrozdziale obli-
czono wartosci pKa i potencjaty redukcji. Wszystkie otrzymane wyniki porow-
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5.1 Modele obliczeniowe

nano z dostepnymi danymi literaturowymi [9,19,43,51,81], Pozwolito to na ocene
wplywu wielkosci modelu oraz otoczenia biatkowego na wtasciwosci redoksowe
klastera A.
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5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

M2 M3

Rysunek 5.6: Modele klastera A stosowane w obliczeniach

5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A
5.2.1 Klaster A

Pierwszym etapem pracy byto przeprowadzenie obliczen optymalizacji geo-
metrii klastera A na réznych stopniach utlenienia: Aox, Aredi i Aredi- W struktu-
rze krystalograficznej 1RU3 [50] z proksymalnym atomem niklu skoordynowana
jest czgsteczka H20, dlatego jest ona obecna we wszystkich strukturach w trakcie
optymalizacji. Na Rysunkach 5.7 i 5.8 przedstawiono zoptymalizowane geome-
trie klastera A na réznych stopniach utlenienia dla modeli MO, M1, M2 i M3
otrzymane dla £=20. W Tablicy 5.2 zamieszczone sg wartosci energii zoptymali-
zowanych struktur, natomiast wybrane zoptymalizowane odlegto$ci miedzy ato-
mami znajdujg sie w Tablicy 5.3. Dla e=4, dla matego modelu MO uzyskano zbyt
ujemne wartosci potencjatéw redukcji, z tego wzgledu zrezygnowano z tej statej
dielektrycznej w obliczeniach dla duzych modeli (M2 i M3).

Model maty (MO) i $redni (M1) sg konstrukcyjnie gietkie. W wyniku obli-
czen otrzymano dla nich dwie struktury charakteryzujace sie odpowiednio krétka
(konformacja zwarta) i dtuga (konformacja rozwarta) odlegtoscig Nip-Fel, przy
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5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

czym energia struktury zwartej jest zawsze o okoto 0.01-0.02 a.u. nizsza. Ponie-
waz jednoelektronowo zredukowany model M1 nie wystepuje w formie rozwartej,
wykonano dodatkowe obliczenia w ktorych odlegto$¢ Nip-S4 zostata ustalona na
2.9 A, podobnie do warto$ci podawanej dla krysztatu [50]. Przyczyna takiego po-
stepowania jest brak zwartej struktury w dostepnych danych doswiadczalnych.
Zgodnie z przeprowadzonymi obliczeniami w przypadku modeli M2 i M3, dla
ktorych uwzgledniono dalsze otoczenie biatkowe, otrzymano jedynie konforma-
cje zwarta, o krotkiej odlegtosci Nip-Fel. Obecno$¢ aminokwaséw nie pozwala
bowiem na obliczenia z zamrozong odlegtoscig Nip-Fel.

A ox A, di Aed?

MO A

MOa

M1

Mla

Rysunek 5.7: Zoptymalizowane geometrie klastera A na réznych stopniach utlenienia
dla modeli MO i MI. Wyniki otrzymano metodg DFT/BPss w bazie funkcyjnej TZVP
z zastosowaniem modelu PCM/e=20. Otrzymano dwie konformacje klastera A: zwartg
i rozwartg. Literg a w nazwie modelu oznaczono struktury o konformacji rozwartej. Ob-
liczenia dla formy utlenionej (Aox) modelu M1 nie byly wykonywane

Dla wszystkich struktur utlenionych (Aox) mozna zaobserwowaé, ze podob-
nie jak w strukturze krystalograficznej czasteczka wody zwigzana jest przez atom
tlenu z atomem Nip (Rysunek 5.7, Rysunek 5.8, Tablica 5.3). Po redukcji klastera
czasteczka wody odigcza sie od metalu i wigze wigzaniami wodorowymi przez
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5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

atomy siarki. Dla modeli M1, M2 i M3 zamrozone w trakcie obliczen optyma-
lizacji geometrii atomy wegla (Rysunek 5.7 i 5.8) nie pozwalajg na rotacje ku-
banu oraz zapobiegajg innym przemieszczeniom atomow, ktore nie sa mozliwe
w biatku.

Biorgc pod uwage dane zawarte Tablicy 5.3 mozna zaobserwowac kilka ogol-
nych zaleznos$ci. Dla struktur utlenionych (Aox) wszystkich branych pod uwage
modeli odlegto$¢ Nip-Nidjest mniejsza, a Nip-Fel wieksza niz dla struktur zredu-
kowanych, co wynika z koordynacji czgsteczki wody do Nip. W strukturach jedno-
i dwu-elektronowo zredukowanych (Aren i Ared2) dla modeli M1, M2 i M3 odle-
gto$¢ miedzy atomami Nip-Nid jest duza i przekracza 3.0 A, natomiast odlegto$¢
Nip-Fel jest mata i wynosi ~2.5 A, Modele M I, M2 i M3 maja wiec konformacije
zwarte. Generalnie mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem wielkosci modelu wy-
dtuza sie dystans miedzy atomami Nip i Nid, a skraca miedzy atomami Nip oraz
Fel.

Aox A Aredl Ay

J

M2 A ? '

Rysunek 5.8: Zoptymalizowane geometrie klastera A na réznych stopniach utlenienia
dla modeli M2 i M3. Wyniki otrzymano metodg DFT/BPss w bazie funkcyjnej TZVP
z zastosowaniem modelu PCM/s=20. Otrzymano tylko struktury zwarte klastera A

Gestosci spinowe i tadunki NBO na fragmentach klastera A dla trzech
stopniach utlenienia zostaly zebrane w Tablicy 5.4. Przedstawiony roz-
ktad gestosci spinowych pokazuje, ze Aox posiada konfiguracje elektronowa
[FeaSa]+2-Ni+2NzJ2; Aredi [FesaSa]+2-Ni+:1Ni”2, a niesparowany elektron jest
zlokalizowany na Nip; natomiast Ared2 [FeaSa]+:-Ni+1NiJ2 i wystepuje tu sprze-
zenie antyferromagnetyczne miedzy Nip i kubanem o czym $wiadczg przeciwne
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5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

znaki gestosci spinowych na wymienionych fragmentach czasteczki. Dla jedno-
elektronowo zredukowanych modeli M1, M2 i M3 gesto$ci spinowe na atomie
Nip sg duze i przekraczajg wartos¢ -0.520. Ogdlna zalezno$¢ wynikajgca z da-
nych zawartych w Tablicy 5.4 jest taka, ze w wiekszosci przypadkéw im wyzsza
warto$¢ statej dielektrycznej (e) tym wieksza gestos¢ spinowa i wieksze tadunki
NBO pojawiajg sie na fragmentach klastera A, natomiast wptyw powiekszania
wielkosci modelu jest niewielki (wyjatek stanowi tu model MO). Rozk#tad elektro-
néw w strukturach Aredl i Ared2 sugeruje, ze rolg kubanu oraz Ni” jest stabilizacja
réznych stopni utlenienia proksymalnego atomu niklu (Nip) przez przyjmowanie
nadmiarowej gestosci elektronowej i tym samym zabezpieczanie go przed niepo-
zadanymi reakcjami.

Tablica 5.2: Energia struktur zoptymalizowanych dla modeli klastera A na réznych stop-
niach utlenienia. Wyniki obliczern metodq DFT/BPss w bazie funkcyjnej TZVP z zasto-
sowaniem modelu PCM/e=4, 12, 20, 80

MODEL £= 4 12 20 80
MO LADUNEK SPIN E+12820[a.u.]

Aox -2 0 -5.44285 -5.48702 -5.49618

Aredl -3 1/2 -5.52400 -5.61444 -5.63225

Ared.2 -4 0 -5.56281 -5.71726 -5.74750
MOas6) E+12820[a.u.]

A 0x -2 0 -5.42663 -5.47334 -5.48171

Aredl -3 1/2 -5.51997 -5.60745 -5.62479

Ared2 -4 0 -5.55638 -5.70736 -5.73961
M1 E+13390[a.u.]

Aredl -3 1/2 -9.02255 -9.09559 -9.11102 -9.12890

Ared.2 -4 0 -9.07431 -9.19828 -9.22441 -9.25462
M 1 a6) E+13390[a.u.]

A ox -2 0 -8.92441 -8.96513 -8.97407 -8.98459

A;gdl -3 1/2 -9.01720 -9.09059 -9.10607 -9.12395

Ared2 -4 0 -9.05289 -9.17630 -9.20231 -9.23246
M2 E+15320[a.u.]

Aoy -2 0 - -8.19354 -8.20430 -8.21727

Aredl -3 1/2 - -8.32901 -8.34495 -8.36401

Ared2 -4 0 - -8.44120 -8.46617 -8.49562
M3 E+16030[a.u.]

A ox -2 0 - -0.20147 -0.21017 -0.22080

Aredl -3 1/2 - -0.34385 -0.35555 -0.36955

Ared2 -4 0 - -0.45869 -0.47417 -0.49566

@ Odlegto$¢ Nip-S4=2.9 A zostata zamrozona w trakcie optymalizacji

[ Literg a w nazwie modelu oznaczono struktury o konformacji rozwartej
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5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

Dobra zgodnos$¢ otrzymanych, zoptymalizowanych parametréw geometrycz-
nych klastera A i jego wiasciwosci elektronowych klastera A z danymi doSwiad-
czalnymi [85] i dostepnymi pracami obliczeniowymi [13,80] dowodzi, Zze przy-
jeta metodyka obliczeh pozwala na poprawne modelowanie geometrii klastera A,
a sama geometria zalezy silnie od przyjetego modelu strukturalnego, natomiast
wptyw statej dielektrycznej w obliczeniach PCM na geometrie jest niewielki. Nie
nalezy oczekiwaé bardzo dobrej zgodnosci z eksperymentem poniewaz same dane
doswiadczalne pokazujg duzy rozrzut wynikoéw, co potwierdza elastyczno$¢ struk-
turalng pozwalajgcg na dostosowanie klastera do ré6znych konformacji otaczaja-
cego go biatka [52]. Analizujgc zmiany warto$ci gestosci spinowych i tadunkéw
NBO na fragmentach klastera A widzimy wptyw wzrostu statej dielektrycznej,
natomiast oddziatywanie wielkosci modelu ma mniejsze znaczenie.

5.2.2 Protonowany klaster A

Doswiadczalnie stwierdzono, ze dwuelektronowo zredukowany klaster A
(A-red2) jest nietrwaty, a protonacja jest jednym ze sposobow stabilizacji jego
struktury [19]. Z tego wzgledu, optymalizacji geometrii poddano formy kla-
stera A z protonem na wszystkich stopniach utlenienia, a jako miejsca protona-
cji uwzgledniono atom Nip oraz atomy siarki (SI, S2, S3, Se; miejsca oznaczone
strzatkami, Rysunek 5.5).

Obliczenia uwzgledniajagce protonacje klastera A zostaty wykonane po raz
pierwszy i opublikowane w pracy [80], Zoptymalizowane parametry strukturalne
dla modeli klastera A z protonem , odpowiadajgce najnizszej energii (Tablica 5.5)
zostaty zebrane w Tablicy 5.6. Na Rysunku 5.9 pokazano zoptymalizowane geo-
metrie protonowanych struktur, otrzymane dla ==20. W Zatgczniku B znajdujg
sie Tablice BI, B2 i B3, ktdre zawierajg energie, wybrane parametry geome-
tryczne, gestosci spinowe oraz tadunki NBO dla modeli MI-H (Ared2) i M3-H
(Aredii i Ared2) dla wszystkich rozpatrywanych miejsc protonacji. Wartosci naj-
nizszej energii dla zostaty podane pogrubiong czcionka.

Dla form utlenionych (Aox) wszystkich rozpatrywanych modeli klastera A,
najnizszag energie maja struktury gdzie protonacja ma miejsce na atomie siarki
S2 (Aox-S2H), a czasteczka wody nadal zwigzana jest z atomem Nip. Protonacja
struktur zredukowanych prowadzi do powstania wodorkéw (Are(il-NiH i Ared2-
NiH), w ktérych proton zwigzany jest z proksymalnym atomem niklu (Nip). Ana-
lizujagc odlegtosci zawarte w Tablicy 5.6 widaé, ze dla wszystkich protonowanych
modeli znaleziono tylko jedng konformacje klastera A. Dla modeli MO-H i MI-H
mozna jg uzna za posrednig miedzy konformacjg zwartg, a rozwartg. Dla mo-
delu M1-H odlegto$¢ Nip-Fel jest wieksza niz dla modelu M3-H, poniewaz moz-
liwos¢ zginania kata Fel-Se-Nip jest dodatkowo (oprécz zamrozonych atoméw
wegla) zablokowana przez obecno$¢ reszt aminokwasowych. Interesujaca jest do-
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5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

bra zgodnos¢ (~0.1 A, e=20) geometrii protonowanych struktur dla modeli M1-H
i M3-H z danymi krystalograficznymi dla 1RU3 (Tablica 5.1) [51].

AoeS2H AN-NIH AN-NTH
MO-H **r
M1-H n

Rysunek 5.9: Zoptymalizowane geometrie protonowanych struktur klastera A na réz-
nych stopniach utlenienia. Wyniki otrzymano metodag DFT/BPse w bazie funkcyjnej
TZYP z zastosowaniem modelu PCM/e=20. Przedstawiane sg tylko te struktury sposréd
rozpatrywanych miejsc protonacji, ktérym odpowiada najnizsza energia
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5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

Tablica 5.5: Energia struktur zoptymalizowanych protonowanych modeli klastera A na
réznych stopniach utlenienia. Wyniki obliczenn metodg DFT/BPss w bazie funkcyjnej

TZVP z zastosowaniem modelu PCM/e=4, 12, 20, 80

MODEL £=

MO-H LADUNEK SPIN
Ao0x-S2H -1 0
Aredl-NiH -2 1/2
Ared2-NiH -3 0

MI-H
A0x-S2H -1 0
Aretil-NIH -2 1/2
Aredl-NiH®) -2 1/2
Ared2-NiH -3 0

M3-H
Ao0x-S2H -1 0
Are”i-NiH -2 172
Al~ed2-NIH -3 0

-5.89909
-6.01680
-6.11394

-9.38704
-9.51510
-9.51291
-9.61206

12 20

E+12820[a.u.]
-5.92284
-6.06034
-6.20144

E+13390[a.u.]
-9.40845  -9.41358
-9.55262  -9.56066
-9.55050  -9.55856
-9.68538  -9.70081

E+16030[a.u.]
-0.62189  -0.63085
-0.78317  -0.79151
-0.93486  -0.94657

Odlegtos¢ Nip-S4=2.9 A zostata zamrozona w trakcie optymalizacji

80

-5.92509
-6.06909
-6.21860

-9.41989
-9.56998
-9.56793
-9.71860

-0.64225

-0.80173
-0.96073
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5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

Tablica 5.7: Gestosci spinowe i tadunki NBO dla protonowanych modeli klastera A na
réznych stopniach utlenienia. Wyniki obliczen metodg DFT/BP86 w bazie funkcyjnej
TZVP z zastosowaniem modelu PCM/e=4, 12, 20, 80

Gestosci spinowe tadunki NBO
£= 4 12 20 80 4 12 20 80
MODEL MO-H MO-H
Aox Nip 0.026 - 0.029 -0.035 0.016 - 0.131 0.142
Nid 0.038 - 0.015 -0.026 0.084 - 0.072 0.070
Fe4S4 0.269 - 0.288 0.115 -0.699 - -0.601 -0.541
H 0.003 0.003 0.004 0.177 - 0.184 0.190
Aredl Nip -0.193 - -0.190 -0.224 -0.175 -0.189 -0.172
Nid -0.221 - -0.217 -0.248 0.141 - 0.133 0.149
Fe4S4 -0.345 - -0.351 -0.251 -0.612 - -0.591 -0.639
H 0.014 - 0.015 0.015 -0.035 - -0.029 -0.026
Ared2 Nip 0.039 - 0.039 0.036 -0.220 - -0.235 -0.243
Nid 0.007 - 0.006 0.007 0.053 - 0.039 0.037
Fe4S4 0.035 - 0.058 0.056 -0.783 - -0.813 -0.835
H 0.005 - 0.005 0.005 -0.069 - -0.079 -0.076
MODEL MI-H M I-H
Aox Nip -0.103 -0.102 -0.104 -0.106 0.118 0.138 0.145 0.156
Nid -0.018 -0.018 -0.017 -0.016 0.074 0.076 0.076 0.077
Fe4S4 -0.249 -0.228 -0.223 -0.217 -0.581 -0.553 -0.545 -0.535
H 0.005 -0.006 -0.006 -0.006 0.182 0.186 0.187 0.188
Aredl Nip 0.072 0.105 0.107 0.109 -0.300 -0.295 -0.294 -0.292
Nid -0.060 0.070 0.071 0.072 0.082 0.091 0.093 0.097
Fe4s4 -0.716 0.679 0.676 0.671 -0.459 -0.463 -0.463 -0.463
H 0.004 -0.008 -0.008 -0.008 0.084 0.082 0.081 0.081
A:g(“ Nip 0.044 0.032 0.029 0.028 -0.224 -0.220 -0.218 -0.216
Nid -0.042 0.047 0.048 0.049 0.075 0.081 0.084 0.087
Fe4S4 -0.870 -0.853 -0.842 -0.844 -0.475 -0.481 -0.482 -0.482
H 0.000 -0.001 -0.001 -0.001 0.052 0.048 0.047 0.046
Ared?2 Nip -0.133 -0.145 -0.147 -0.150 -0.235 -0.237 -0.237 -0.236
Nid -0.009 -0.010 -0.011 -0.012 0.040 0.042 0.043 0.045
Fe4S4 0.030 0.031 0.033 0.034 -0.742 -0.789 -0.802 -0.818
H 0.001 0.004 0.004 0.004 0.013 0.019 0.017 0.015
MODEL M3-H M3-H
Aox Nip - -0.124 -0.127 -0.129 - 0.159 0.167 0.180
Nid - -0.020 -0.021 -0.019 - 0.079 0.080 0.081
Fe4S4 - -0.157 -0.169 -0.155 - -0.443 -0.432 -0.412
H - -0.006 -0.006 -0.006 - 0.210 0.212 0.213
Aredl Nip - 0.070 0.071 0.082 - -0.266 -0.264 -0.262
Nid - 0.064 0.063 0.069 - 0.106 0.108 0.113
Fe4S4 - 0.720 0.721 0.704 - -0.323 -0.318 -0.310
H - -0.006 -0.006 -0.006 - 0.090 0.089 0.087
Ared?2 Nip - -0.167 -0.160 -0.169 - -0.230 -0.228 -0.226
Nid - -0.013 0.014 -0.014 - 0.059 0.060 0.063
Fe4S4 - 0.056 0.054 0.052 - -0.668 -0.676 -0.682
H - 0.005 0.000 0.005 - 0.038 0.035 0.031

Odlegto$¢ Nip-S4=2.9 A zostata zamrozona w trakcie optymalizacji

42



5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

W Tablicy 5.7 zebrano gestosci spinowe i tadunki NBO struktur klastera A
z protonem dla e=4,12,20 i 80. Dla modelu MI-H w strukturze jednoelektronowo
zredukowanej (Aredi) niesparowany elektron znajduje sie na kubanie zelazo-
siarkowym [Fe4-S4], Gestos¢ elektronowa w zaleznosci od £ wynosi od -0.671
do -0.870. Dla duzego modelu M3-H obserwuje sie obnizenie gestosci spinowych
w stosunku do mniejszych modeli, co moze by¢ spowodowane przesunieciem ta-
dunku na skutek tworzenia si¢ wigzan wodorowych pomiedzy resztami amino-
kwasowymi biatka oraz atomami siarki i tlenu nalezagcymi do klastera A.

5.2.3 Klaster A z Ugandami

Obliczenia optymalizacji geometrii wykonano réwniez dla klastera A z li-
gandami. Wybrano takie molekuty, ktére w trakcie procesu katalitycznego t3cza
sie z proksymalnym atomem niklu (Nip). Obliczenia z grupg karbonylowg (-CO)
przeprowadzono dlajednoelektronowo zredukowanej struktury, ktora zostata wy-
kryta eksperymentalnie (uktad NiFeC) [60-62], Z ligandem metylowym (-CH3)
optymalizacje wykonano dla struktury dwuelektronowo zredukowanej, poniewaz
zostata ona stwierdzona doswiadczalnie [57, 86], W formie utlenionej klaster A
zawiera czgsteczke wody skoordynowang do atomu Nip. Obecnos$¢ innych ligan-
dow m. in. mrowczanu, SO, CO2 czy azydku jest sugerowana pracach ekspe-
rymentalnych [43, 82, 83]. Autorzy artykutu opisujgcego strukture krystalogra-
ficzng IOAO [43] wychodzg z propozycja, ze jest to anion mréwczanowy. Z kolei
udziat jonu OH~ w mechanizmie katalitycznym enzymu ACS sugerujg autorzy
pracy [87], Uzasadnia to wybdr ligandéw prezentowanych w niniejszej pracy.

Na Rysunkach 5.10 i 5.11 przedstawiono zoptymalizowane geometrie kla-
stera A na roznych stopniach utlenienia dla modeli MI-L i M3-L z Ugandami
(-OH,-CO,-CH3-HCOO) dla £=20. W Tablicy 5.8 zamieszczono wartosci ener-
gii zoptymalizowanych struktur, a w Tablicy 5.9 zebrano wybrane, zoptymalizo-
wane odlegtosci miedzy atomami. Kompleksy Aox-OH, Arecc-CH 3, Aox-HCOO
i Are*-NiH-HCOO zawierajg atom niklu na +11 stopniu utlenienia, dla ktérego
otoczenie Nipjest planarne. Dla tych struktur réznice odlegtosci miedzy atomami,
poréwnujac model MI-L i M3-L (Tablica 5.9), mieszczg sie w zakresie 0.02-
0.07 A. W kompleksach Aredi-CO, Aredi-HCOO i Ared2HCOO nikiel wyste-
puje na +1 stopniu utlenienia i charakteryzuje sie tetraedryczng lub znieksztat-
cong tetraedryczng koordynacjg. Porownujac te struktury, pomiedzy modelami
MI-L i M3-L, mozna zauwazy¢ duze réznice w wartosciach odlegtosci Nip-Fel.
Szczegdlnie uwidacznia sie to dla struktury Aren-CO, gdzie odlegto$¢ Nip-Fel
dla modelu MI-L ma warto$¢ 4.100 A, podczas gdy dla modelu M3-L wynosi
3.298 ,& (Tablica 5.9, £=20). Odnoszac sie do danych literaturowych zebranych
w Tablicy 5.1 wida¢, ze tak duze odlegtosci Nip-Fel wystepujg dla atomdw Zn
(3.736 A, [43]) i Cu (3.471 A i3.545 A, [82]) w miejscu Mp. Struktura tetra-
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5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

edryczna ma konformacje najbardziej rozwartg, a biatko zapobiega jej petnej re-
laksacji.

Gestosci spinowe i tadunki NBO dla modeli klastera A na réznych stop-
niach utlenienia z Ugandami (-OH, -CO, -CH3, -HCOO, -H) zostaty przed-
stawione w Tablicy 5.10. W czasteczce Aredl-CO niesparowany elektron zloka-
lizowany jest gtdwnie na atomie Nip, co potwierdza konfiguracje elektronowa
[FeaS4JNip+(CO)NiN+. Zwiekszenie gestosci elektronowej wynoszgce 0.262 dla
modelu MI-L (Tablica 5.10, e=20) mozna zauwazy¢ takze w tej strukturze na
dystalnym atomie niklu (Nid). Dwuelektronowo zredukowany metylowany kla-
ster A (Ared2-CH3) posiada matg, rowng 0.006 dla modelu MI-L (Tablica 5.10,
e=20) gestos¢ spinowg na Nip ijego konfiguracja elektronowa moze by¢ opisana
jako [FeaSa]2+Nip+(CH3)Nin+.

Rysunek 5.10: Zoptymalizowane geometrie klastera A z Ugandami (-OH, -CO, -CH3J)
na atomie Nip. Wyniki otrzymano metodg DFT/BPse w bazie funkcyjnej TZVP z zasto-
sowaniem modelu PCM/e=20
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5.2 Geometria i struktura elektronowa klastera A

Rysunek 5.11: Zoptymalizowane geometrie klastera A na roznych stopniach utlenienia
z anionem mrowczanowym jako ligandem na atomie Nip dla modeli M1 i M3 oraz dla
struktury z protonem. Wyniki otrzymano metodg DFT/BPse w bazie funkcyjnej TZVP
z zastosowaniem modelu PCM/e=20

Tablica 5.8: Energia struktur zoptymalizowanych dla modeli klastera A na réznych stop-
niach utlenienia z ligandami (L=-OH, -CO, -CH3s, -HCOO, -H). Wyniki obliczeA me-
todg DFT/BPss w bazie funkcyjnej TZVP z zastosowaniem modelu PCM/e=12, 20, 80

MODEL
MI-L

M3-L

6 —

Aox-OH

Aredl CO
Ared2-CH3

Ara-HCOO
Aredl-HCOO
Ared2-HCOO
Ared2-NiH-HCOO

Aox-OH
Aredl-CO
Ared2-CH3

AO0*-HCOO
Aredl-HCOO
Ared2—HCOO
Ared2-NiH-HCOO

tADUNEK

SPIN
0
1/2

12

-98.48822
-136.01351
-62.53074

-1.89077
-1.98737
-2.06035
-2.58742

-129.73617
-167.24826
-93.78250

-3.12989
-3.24249
-3.36457
-3.82655

20 80
E+13300[a.u.]
-98.50411 -98.5225

-136.02889 -136.04671
-62.54633 -62.56436
E+13510[a.u.]

-1.90641 -1.92487
-2.01380 -2.04464
-2.10015 -2.14814
-2.59662 -2.62780

E+15900[a.u.]

-129.74830  -129.76310
-167.25981  -167.27378
-93.79412  -93.80815

E+16140[a.u.]

-3.14194 -3.15649
-3.26009 -3.28295
-3.36653 -3.40182
-3.84594 -3.86970
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5.3 pK«

W Tablicy 5.11 zostaly zebrane wartosci pKa obliczone ze wzoru 5.22 dla
modeli klastera A na réznych stopniach utlenienia, natomiast na Rysunku 5.12
pokazano ich zalezno$¢ od statej dielektrycznej e. Do wyliczenia wartosci pKa
zostaty uzyte struktury protonowane o najnizszej energii zebrane w Tablicy 5.5
(A0X-S2H, Arerfl-NiH i Ared2-NiH). Do Tablicy 5.11 i Rysunku 5.12 wigczono
takze wartosci pKa dla struktur Aox-OH i Ared2-HCOO dla modeli MI-L i M3-L.

Tablica 5.11: Wartosci pKa obliczone dla modeli klastera A na roznych stopniach utle-
nienia. Wyniki obliczen metoda DFT/BP86 w bazie funkcyjnej TZVP z zastosowaniem
modelu PCM/¢=4, 12, 20, 80. Wartosci pKa dla modelu M2 nie byty wyznaczane

£= 4 12 20 80 4 12 20 80
MODEL MO MOa
A ox 8.5 -0.9 4.1 16.0 5.4 2.6
Aredl 25.3 3.7 -0.4 27.2 7.0 3.0
Areei? 52.1 21.3 15.3 55.3 25.9 19.0
MODEL MI Mlaf
A ox - - - 11.4 2.5 0.8 -1.1
Aredl 24.2 8.9 5.1 15 25.2 10.2 6.4 2.9
Ared? 46.0 22.7 17.4 121 55.8 32.8 27.6 22.2
MODEL M2 M3
A ox - - - - -8.0 -7.9 -7.5
A Xerfl - . - . 0.7 -1.2 -2.6
A Xerf2 . - - - 17.7 15.6 12.6
MODEL MI-L M3-1L
Aox-0H - 16.0 12.8 9.2 - 10.7 9.1 7.2
Ared2-HCO0O - 40.7 26.6 18.9 - 28.2 18.8 11.9

Dla struktury Areai odlegto$é Nip-S4=2.9 A zostata zamrozona w trakcie optymalizacji.

Struktura Aox-OH zostata wzieta pod uwage, celem sprawdzenia czy prawdo-
podobne jest aby grupa -OH- byla zwigzana z atomem Nip [87], podczas gdy
struktura Ared2-HCOO moze by¢ zaangazowana w mechanizm redukcji utlenio-
nej formy klastera A. Analiza obliczonych wartos$ci pKa nasuneta kilka wnioskéw.
Stata dielektryczna £-4 nie odtwarza prawidtowo pKa, otrzymane wartosci sg zbyt
duze, dlatego tez zostata pominieta w obliczeniach dla duzych modeli M2 i M3.
Wartosci pKa obliczone dla Aox i Aretn sg mate dla wszystkich zastosowanych
modeli. Dla form Ared2 wyliczone wartosci pKa sg zawsze wieksze od 7, co po-
twierdza, ze w warunkach fizjologicznego pH, istniejg one w formie protonowa-
nej. Podobnie jest dla struktury Aox-OH (model MI-L), gdzie obliczona warto$é
pKa jest réwna 12.8 (Tablica 5.11, e=20). W S$rodowisku obojetnym, jon OH-
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bedzie ulegat protonacji co oznacza, ze forma utleniona klastera A bedzie koor-
dynowaé¢ wode a nie anion hydroksylowy. Wartosci pKa obliczone dla struktury
Ared2-HCOO sg zblizone dla M3-L (18.8) i M3 (15.6) dla £=20. Rysunek 5.12
pokazuje bardziej og6lng zalezno$¢, ze wraz ze wzrostem warto$ci statej dielek-
trycznej e maleje warto$¢ pKa. Najwieksza zmiana wartosci pKa wystepuje dla
matego modelu MO, a najmniejsza dla modelu M3. Obecno$¢ reszt aminokwaso-
wych obniza warto$¢ pKa o okoto 2 jednostki (z 17.4 dla M1 do 15.6 dla M3,
e=20).

Rysunek 5.12: Zalezno$¢ wartosci pKa od statej dielektrycznej e dla modeli klastera A
stosowanych w obliczeniach. W panelach umieszczono rézne stopnie utlenienia kla-
stera A: a) Aox, b) Aren, ¢) Arg 2, d) Aox-OH i Arecj2-HCOO. Kolory krzywych ozna-
czajg modele: MO - granatowy, MOa - niebieski, M1 - zielony (ciemny), Mla - zielony
(jasny), M3 - czerwony, MI-L i M3-L - kolorowe linie przerywane

Struktura Aren2-H jest trwatym wodorkiem niklu o konfiguracji elektronowej
[Fed4S4]2+Nip+HNi~+. Zalezno$¢ aktywacji Aox od wartosci pH moze by¢ do-
datkowym potwierdzeniem, ze Are2 jest formg aktywng katalitycznie. Podobna
struktura z protonem zostata zaproponowana na podstawie obliczen DFT przez
Lindahl’a i wspotpracownikow [88] w cyklu katalitycznym klastera C nalezgcego
do CODH.
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5.4 Potencjaty redukcji

Zaleznos$¢ pierwszego (Aox/Aredl) i drugiego (Aredi/Ared2) potencjatu reduk-
cji od statej dielektrycznej e dla modeli klastera A stosowanych w obliczeniach
zostala zaprezentowana na Rysunku 5.13. Og6lny wniosek z analizy wykresow
jest nastepujacy: wraz ze wzrostem stalej dielektrycznej warto$¢ obliczonych po-
tencjatow redukcji staje sie bardziej dodatnia do czego przyczynia sie stabilizacja
struktury przez wiekszg polamosé otoczenia.

—MO

— Ml
—Mla
— M2
—M3
—MI-L
— M3-L

MO

-MOa

M1

*Mla

-M2

-M3

" kobalamina
*MI-L
oM3-L

Rysunek 5.13: Zaleznos$¢ pierwszego i drugiego potencjatu redukcji od statej dielek-
trycznej e dla modeli klastera A stosowanych w obliczeniach
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Wartosci potencjatow redukcji EO [V, wzgledem NHE] obliczone zgodnie ze
wzorem 5.23 dla modeli klastera A zestawiono w Tablicy 5.12. Z danych zawar-
tych w Tablicy 5.12 wynika, ze potencjaly redukcji dla e=4 majg bardzo duze
ujemne wartos$ci, co jest kolejnym dowodem na to, iz nie nadaje sie¢ on do obli-
czen wiasciwosci redoksowych metaloenzymow [89-93],

Pierwszy potencjat redukcji {Aox/Arcdi) obliczony dla modeli MO i M1 jest
ujemny i nizszy niz dla pozostatych modeli (wyjagtek £=80), co wskazuje, ze Aor
nie ulega redukcji w warunkach fizjologicznych gdzie biologiczne reduktory majg
potencjat bardziej dodatni. Powiekszenie modelu o fragmenty biatka (model M2
i M3) powoduje, ze potencjat ten staje sie bardziej dodatni niz -0.5 V. Obecnos¢
reszt aminokwasowych powoduje podwyzszenie wartosci EO na skutek tworzenia
sie wigzan wodorowych z siarkg reszt tiolowych kubanu i atomami tlenu w koor-
dynacyjnym otoczeniu niklu. Poréwnujgc modele M2 i M3 wida¢, ze oddziatywa-
nie klasteru z argining w modelu M3 nie powodujg duzych zmian wartosci EO (od
0.1 V do 0.2 V w zaleznosci od €). Fakt, ze potencjaty obliczone dla najwiekszego
modelu M3 sg bardziej dodatnie niz -0.5 V, a klaster A w formie spoczynkowej
(Aox) nie ulega redukcji, sktadnia zeby szukac innej przyczyny jego odpornosci na
redukcje. W tym celu wyznaczono potencjaty redukcji dla klastera A zwigzanego
z ligandem mréwczanowym. Jest to jeden z ligandow, ktorego obecnos¢ jest pro-
ponowana w strukturze biatka zgodnie z dostepnymi danymi literaturowymi [1].
Udziat tego Uganda rzeczywiscie przesuwa obliczone potencjaty redukcji w kie-
runku nizszych wartos$ci i dla £=20jest on réwny -1.065 V. Nalezy zwro6ci¢ uwage,
ze £=20 uzywany jest tu jako punkt odniesienia ijest to maksymalna wartos¢ £
dla obliczeA w biatku. Obliczenia dla £=80 przeprowadzono dla sprawdzenia jak
wzrost wartosci statej dielektrycznej wptywa na potencjat redukcji oraz w celu
znalezienia takiej statej dielektrycznej, ktora daje podobne wartosci EO dla mo-
delu MOjak dla modelu M3. Okazato sig, ze £=80 dla modelu MOa ma potencjaty
zblizone od modelu M3 dla £=20. Fakt ten zostat wykorzystany podczas obliczen
dla reakcji metylacji.

Drugi potencjat redukcji {Aredi/Ared?) jest bardzo ujemny dla wszystkich roz-
patrywanych w obliczeniach modeli. Dla statej dielektrycznej £=20 (Tablica 5.12)
dla modelu M3 wynosi on -1.052 V, a dla modelu M la -1.661 V. Wartos¢ -1.052 V
jest znéw bliska modelowi MOa dla £=80 (réznica wynosi okoto 0.1 V). Dla kla-
stera A z ligandem mréwczanowym drugi potencjat redukcji jest rowny -1.384 V
dla £=20.

W Tablicy 5.12 podane sg wartosci (Aox/Arcd2), ktdre wykorzystano w obli-
czeniach dwuelektronowej redukcji potgczonej z protonacja.

Zgodnie z danymi literaturowymi zaproponowano dwa mechanizmy sprze-
zonej z przytgczeniem protonu redukcji Aox . Grahame i wsp6tpracownicy [19]
sugerujg dwie kolejne jednoelektronowe redukcje, w trakcie ktérych przytagczenie
protonu odbywa sie w kroku pierwszym. Lindahl i wspétpracownicy [9] postu-
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5.4 Potencjaty redukcji

lujg jedng dwuelcktronowg redukcje, ktorej towarzyszy wychwyt protonu. Biorac
pod uwage fakt, ze Aox posiada potencjat redukcji nizszy niz - 0.5 V, przytaczenie
protonu powinno odbywac sie w pierwszym kroku dwuetapowego procesu.

Tablica 5.13 zawiera obliczone, zalezne od pH potencjaty redukcji (E’0) wy-
znaczone dla modeli MO i M1 oraz modelu MI-L i M3-L z anionem mréwczano-
wym. Dla modeli M2 i M3 parametry te nie byty wyznaczane, poniewaz obliczony
pierwszy potencjat redukcji (Aox/Aredl) jest bardziej dodatni niz wartos¢ -0.5 V,
€0 oznacza, ze moznaje zredukowac przy pomocy biologicznych reduktoréw. Po-
dane warto$ci zostaty obliczone ze wzoru 5.24 i por6wnane z dostepnymi danymi
eksperymentalnymi [19,57], W niniejszej pracy wyznaczono zaleznosci od pH dla
dwuelektronowej redukcji potgczonej z protonacja, na co wskazaty wczesniejsze
obliczenia pK,,. Dlajednoelektronowej redukcji potagczonej z protonacjg, protona-
cji musiatby ulega¢ Aredl ajak pokazaty obliczenia pK,,, wartosci dla tej struktury
sq mate, nie bedzie on wiec wigzat protonu. Do$¢ dobrg zgodno$¢ wartosci obli-
czonych z danymi doswiadczalnymi uzyskano dla konformacji rozwartych modeli
MOa i M la (e=80, Tablica 5.13). Dla klastera A z ligandem mréwczanowym (M 3-
Ljwartosci zaleznych od pH potencjatow redukcji (E’0) pozostajg o okoto 0.4 V
nizsze od danych eksperymentalnych. Jednak za modelem tym przemawia kilka
czynnikow: jest on najbardziej rozbudowany i wyjasnia dlaczego forma utleniona
klastera A nie ulega redukcji, natomiast niezgodno$¢ wartosci potencjatdw reduk-
cji obliczonych z doswiadczalnymi moze wynika¢ z faktu, ze nie ma pewnosci
czy ligandem zwigzanym z Nipjest anion mréwczanowy [87] oraz nalezy wzigé
pod uwage bigd metody. Biorgc pod uwage wszystkie rozwazane aspekty wydaje
sie, ze model klastera A z przytgczonym ligandem, ktory ulega protonacji i dwu-
elektronowej redukcji jest najbardziej prawdopodobny.
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5.5 Reakcja metylacji

Drugim waznym elementem badan teoretycznych byty obliczenia majgce na
celu wskazanie mechanizmu reakcji metylacji klastera A. Aby mozliwe byto pra-
widtowe opisanie mechanizmu reakcji stosowana metodyka obliczen musi po-
prawnie odtwarzac¢ potencjaty redukcji reagentdw, a wyniki zostaty przedstawione
w Rozdziale 5.4. Syntaza acetylokoenzymu A (ACS) katalizuje reakcje powsta-
wania acetylokoenzymu A z koenzymu A (CoASH), tlenku wegla powstajgcego
w klasterze C i metylu przenoszonego przez biatko koryna-zelazo-siarkowe (Co-
FeSP) zgodnie z réwnaniem reakcji 2 (Rozdziat 3, strona 21). W biatku Co-
FeSP metylokobalamina wystepuje w formie '"base-off”. Szczegétowy mecha-
nizm przedstawionej reakcji pozostaje nadal przedmiotem dyskusji [7,57,64,86].
Reakcja metylacji jest jednym z etapdw posrednich tego procesu.

5.5.1 Model strukturalny

KLASTER A METYLOKOBALAMINA

g=-4, S=0 0=1,8=0 q=0, S=1

NI,- centrum reakcji

Rysunek 5.14: Schemat reakcji metylacji z uwzglednieniem stmktur modelowych sto-
sowanych w obliczeniach

W niniejszej pracy wykonano obliczenia dla reakcji przeniesienia metylu
z metylokobalaminy (metylokobaltokoryny) na klaster A z uzyciem matego mo-
delu MOa. Model ten zostat wybrany ze wzgledu na czasochtonnos$¢ obliczen,
a jak pokazano w poprzednim podrozdziale jego witasciwosci redoksowe w £=80
sg porownywalne z modelem M3 dla e=20. Schemat reakcji metylacji z uwzgled-
nieniem struktur modelowych zostat pokazany na Rysunku 5.14. Czynnikiem me-
tylujgcym byta metylokobalamina (metylokobaltokoryna) w formie “base-off”
(struktura bez liganda dimetylobenzoimidazolowego) przedstawiona na Rysunku
5.15. Potencjat redukcji metylokobalaminy modelujacej biatko CoFeSP, zgodnie z
dostepnymi danymi literaturowymijest réwny -1.21 V [94] (wartos¢ eksperymen-
talna), oraz -1.35 V (wynik otrzymany w metodzie DFT/BP86 dla formy “base
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off”), a energia dysocjacji grupy metylowej w zredukowanej metylkobalaminie
wynosi 19 kcal [95,96],

Rysunek 5.15: Metylokobalmina (metylokobaltokoryna) w formie *‘base-on” z ligan-
dem dimetylobenzoimidazolowym. Odnosnik [97]. W obliczeniach zastosowano model
strukturalny w formie "base-off'" (struktura z odtgczonym ligandem aksjalnym DMB)

5.5.2 Reakcja deprotonacji

Aby nastgpita metylacja klastera A musi on ulec redukcji. DoSwiadczalnie
pokazano, ze towarzyszy temu protonacja (redukcja jest zalezna od pH) [19,57],
Obiektem kontrowersji jest, czy jest to proces dwuetapowy (jednoelektronowa.
redukcja + protonacja i kolejna redukcja) czy jednoetapowy (dwuelektronowa re-
dukcja + protonacja). Obliczenia opisane w Rozdziale 5.4 wskazujg na proces
jednoetapowy z protonacjg na Nip. Oznacza to, ze przed lub w trakcie metyla-
cji proton musi opusci¢ klaster A, a w reakcji najprawdopodobniej uczestniczy
czasteczka zasady. W prezentowanej pracy wykonano obliczenia dla deprotona-
cji przyjmujac jako zasade jon mrowczanowy (HCOO-). Profil energii procesu
oderwania protonu przez anion mréwczanowy jako funkcja odlegtosci protonu od
Nip, wraz z zaznaczonymi strukturami substratow (l.), produktow (lIll.) i stanu
przejSciowego (I1.) zostat przedstawiony na Rysunku 5.16. Krzywe energii reak-
cji oderwania protonu dla réznych statych dielektrycznych e = 4, 20 i 80 oraz wy-
kresy zmian gestosci spinowych na wybranych fragmentach klastera A i HCOO-
zademonstrowano na Rysunku 5.17 [panel a) i panel b)]. Podana na Rysunku 5.16
[panel a)] bariera energetyczna rozpatrywanej reakcji dla e=80 wynosi 23,5 kcal,
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a zgodnie z ro6znicg energii substratéw (l.) i produktow (l11.) reakcja jest endoter-
miczna.

Rysunek 5.16: Krzywa energii jako funkcja odlegtosci Nip-H+ dla reakcji oderwania
protonu przez anion mrowczanowy z zaznaczonymi strukturami substratow (l.), pro-
duktéw (111.) i stanu przejsciowego (I1.). Wyniki otrzymano metodg DFT/BP86 w bazie
funkcyjnej TZVP z zastosowaniem modelu PCM/e=80. Potozenia atomow zaznaczonych
gwiazdka zostaty zamrozone w trakcie optymalizacji
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Rysunek 5.17: Panel a) krzywe energii jako funkcje odlegtosci Nip-H+ dla reakcji ode-
rwania protonu przez anion mréwczanowy dla réznych statych dielektrycznych e; panel b)
zmiana gestosci spinowych na fragmentach klastera A i anionie mréwczanowym w trakcie
reakcji przeniesienia protonu. Wyniki otrzymano metodg DFT/BP86 w bazie funkcyjnej
TZVP z zastosowaniem modelu PCM/¢=4, 20 i 80
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5.5.3 Mechanizm A

W kolejnym etapie badan teoretycznych, nad mechanizmem metylacji ob-
liczono energie jako funkcje odlegtosci Nip-CH3. W obliczeniach uzyto formy
dwuelektronowo zredukowanej klastera A, zgodnie z wcze$niej przeprowadzo-
nymi obliczeniami, w ktérych protonacji towarzyszy dwuelektronowa redukcja.
Na Rysunku 5.18 przedstawiono profil energetyczny reakcji przeniesienia metylu
z metylokobaltokoryny na klaster A, natomiast na Rysunku 5.19 pokazano prze-
bieg krzywych energii dla réznych statych dielektrycznych (e=4, 20 i 80). Jak
pokazuje Rysunek 5.19, w zalezno$ci od startowej geometrii uzytej do obliczen
otrzymano dwie krzywe energii. Jezeli punktem wyjscia byty mate odlegtosci Nip-
CH3uzyskiwano Krzywa Il, natomiast rozpoczynajgc obliczenia od duzych od-
legtosci Nip-CH3i uzywajac otrzymanej geometrii jako start dla kolejnego punktu
otrzymano Krzywa |. Na Krzywej I odlegto$¢ Co-CH3jest rowna okoto 2 A,
natomiast na Krzywej Il kobaltokoryna jest zdysocjowana. Krzywa Il opi-
suje dysocjacje metylu z klastera A. Obie krzywe przecinajg sie¢ przy odlegtosci
Nip-CH3 réwnej 2.6 A. Nalezy zwro6ci¢ uwage, iz punkt przeciecia odpowiada
innym geometriom na poszczegdlnych krzywych. Dla odlegtosci Nip-CH3=3 A,
niezaleznie od s otrzymano maksima na Krzywej |. Bariera reakcji maleje w za-
lezno$ci od statej dielektrycznej i wynosi odpowiednio 4.8 kcal (f=4), 3.1 kcal
(e=20) oraz 2.3 kcal (*=80) Na Rysunku 5.20 przedstawiono zmiany gestosci spi-
nowych na wybranych fragmentach klastera A, metylu i na kobaltokorynie wzdtuz
Sciezki reakcji o najnizszej energii (Krzywa Il w zakresie Nip-CH3=1.4-2.6 A
oraz Krzywa | w zakresie Nip-CH3=2.6-6.5 A). Zmiany gestosci spinowych na
korynie pokazuja, ze dla e-4 i 20 ulega ona redukcji. Nie redukuje sie natomiast
dla e=80, a klaster A wykazuje sprzezenie antyferromagnetyczne ([Fe4S4l-Nip).
Przebieg reakcji nie zalezy silnie od stalej dielektrycznej e, ani od tego czy ko-
ryna jest zredukowana., a wskazana reakcja jest silnie egzotermiczna, okoto 27
kcal. Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, ze grupa metylowa posiada matg gestos¢ spi-
nowg, ktéra nie zmienia sie w trakcie przebiegu reakcji, mechanizm mozna wiec
okresli¢ jako S”2.
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|. Ni,-C(CHS=6.5A

Rysunek 5.18: Krzywa energii jako funkcja odlegtosci Nip-CH3 dla reakcji przenie-
sienia metylu z metylokobaltokoryny na klaster A z zaznaczonymi strukturami substra-
téw (., 1V.), produktow (Ill.) i stanu przejSciowego (I11.). Wyniki otrzymano metodg
DFT/BP86 w bazie funkcyjnej TZVP z zastosowaniem modelu PCM/e=80. Potozenia
atomow zaznaczonych gwiazdka zostaty zamrozone w trakcie optymalizacji. AE= E(l.)
- £(in.) = 27kcal
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5.5 Reakcja metylacji

Rysunek 5.19: Krzywe energii jako funkcje odlegtosci Nip-CH 3 dla reakcji przeniesie-
nia metylu z metylokobaltokoryny na klaster A dla réznych statych dielektrycznych e.
Wyniki otrzymano metodg DFT/BPss w bazie funkcyjnej TZVP z zastosowaniem mo-
delu PCM/e=4, 20 i 80. Wzdluz KRzYWEJ | odlegto$¢ Co-CHs utrzymuje statg wartos¢
ok. 2 A. Wzdtuz Krzywej I, opisujacej dysocjacje metylu z klastera A, kobaltokoryna
jest oderwana i znajduje sie w pewnej odlegtosci od reszty uktadu
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Rysunek 5.20: Zmiana gestosci spinowych na fragmentach klastera A, metylu i kobalto-
korynie wzdtuz Sciezki reakcji o najnizszej energii. Wyniki otrzymano metoda DFT/BP86
w bazie funkcyjnej TZVP z zastosowaniem modelu PCM/e=4, 20 i 80
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5.5.4 Mechanizm B

Poniewaz zblizanie CoFeSP do modutu biatka zawierajgcego klaster A jest
zwigzane z przeszkodg steryczng wymaga ono duzych zmian konformacyjnych
[50]. W kolejnym etapie badan teoretycznych nad mechanizmem reakcji metyla-
cji sprawdzono jaki mechanizm mogtby wchodzi¢ w gre, gdyby dwa centra me-
taliczne Nip i Co nie mogty sie zblizy¢ na matg odlegtos¢. Aby to zweryfikowac
zamrozono odlegto$¢ Nip-Co na 7 A i zmieniano potozenie grupy -CH 3, prze-
mieszczajgc jg od atomu kobaltu do niklu. Taki model reakcji odpowiadat by me-
chanizmowi rodnikowemu z przeniesieniem elektronu. Na Rysunku 5.21 zapre-
zentowano profil energetyczny reakcji dla e=80 wraz z zaznaczonymi strukturami
substratow (l.), produktéw (I11.) i stanu przejSciowego (ll.). Przebieg krzywych
energii reakcji przeniesienia metylu dla trzech statych dielektrycznych (e=4, 20
i 80) oraz odpowiadajgce im zmiany gestosci spinowych na wybranych fragmen-
tach klastera A, metylu i na kobaltokorynie pokazano na Rysunku 5.22. W trakcie
przenoszeni grupy -CH 1z kobaltu na nikiel, Co i Nip uzyskujg duze gestosci
spinowe. Duzg gesto$¢ spinowg posiada tez grupa metylowa, dlatego opisywany
mechanizm odpowiada mechanizmowi rodnikowemu.. Bariera reakcji, ktéra wy-
stepuje przy odlegtosci Nip-CH3=7 A wynosi okoto 11 kcal i nie zalezy od sta-
tej dielektrycznej e. Wplyw statej dielektrycznej mozna natomiast zauwazy¢ dla
zmian gestosci spinowych na korynie. Dla e=4 i 20, poczatkowo ulega ona re-
dukcji natomiast przy odlegtosci rdwnej ~4.0 A elektron przenosi sie na kuban
zelazo-siarkowy [Fe4S4]. Dla e=80 nie obserwujemy redukcji koryny, a przy od-
legtosci Nip-CH3 réwnej ~4.5 A elektron Z kubanu [Fe4S4] jest przenoszony na
kobalt. W efekcie redukcja nastepuje nie na poczatku reakcji metylacji ale w jej
trakcie.
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| Ni-Co=7.0A
u- Ni,-C(CHJ-Co-17ff
Ni,- C(CH,)M.5A

Rysunek 5.21: Krzywa energii jako funkcja odlegtosci Nip-CHs dla reakcji przenie-
sienia metylu pomiedzy atomem Nip klastera A a metylokobaltokoryng przy statej odle-
gtosci Co-Nip=7 A z zaznaczonymi strukturami substratéw (1.), produktéw (l11.) i stanu
przejsciowego (Il.). Sytuacja taka modeluje reakcje rodnikowa z przeniesieniem elek-
tronu (ET). Wyniki otrzymano metodg DFT/BP86 w bazie funkcyjnej TZVP z zastosowa-
niem modelu PCM/¢=80. Potozenia atoméw zaznaczonych gwiazdka zostaty zamrozone
w trakcie optymalizacji
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Rysunek 5.22: Panel a) Krzywa energii reakcji przeniesienia metylu pomiedzy atomem
Nip klastera A a metylokobaltokoryng przy ustalonej odlegtosci Co-Nip=7 A. Sytuacja
taka modeluje reakcje rodnikowg z przeniesieniem elektronu (ET); panel b) Zmiana ge-
stosci spinowych na fragmentach klastera A, metylu i kobaltokorynie. Wyniki otrzymano
metodg DFT/BP86 w bazie funkcyjnej TZVP z zastosowaniem modelu PCM/e=4, 20 i 80
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5.5.5 S/v2 czy reakcja rodnikowa

W Podrozdziale 5.5.3 na Rysunku 5.19 pokazano, ze Krzywe 1 i Il przeci-
najg sie przy odlegtosci Nip-CH3 réwnej okoto 2.6 A, a geometria w tym punkcie
dla obu krzywych jest inna (dla Krzywej Il kobaltokoryna jest odtgczona od
klastera A). Nasuwa sie wiec pytanie, jaka jest bariera przejscia miedzy jedna
a drugg geometrig w punkcie przeciecia krzywych. Aby to zweryfikowa¢ wyko-
nano obliczenia powierzchni energii w zaleznosci od dwoch parametréw, odlegto-
éci Nip-CH3=2.5-3.0 A oraz odlegto$ci Co-CH3=2.0-3.0 A dla réznych statych
dielektrycznych e. Wyniki tych obliczen prezentuje Rysunek 5.23. Powierzchnie
gestosci spinowych na fragmentach klastera A, metylu i kobaltokorynie w zakre-
sie tych samych odlegtosci, dla roznych statych dielektrycznych e pokazano na
Rysunku 5.24.

Wykresy powierzchni energii potencjalnej majg podobny przebieg dla wszyst-
kich uwzglednionych wartosci e. Lewy, gdrny rog wykreséw odpowiada sta-
nowi przejsciowemu w opisywanym Mechanizmi A (Rysunek 5.19, Podroz-
dziat 5.5.3). Wysokim warto$ciom energii (Rysunku 5.23), odpowiadajg duze ge-
stosci spinowe dla Co i CH3 na (Rysunku 5.24). Dla atomu Nip do odlegtosci
Co-CH3-2.6 A gestosci spinowe sg niewielkie. Zupetnie inny przebieg wykreséw
mozna zaobserwowac dla koryny. Dla e=4 obserwujemy duzg gesto$¢ spinowg
do odlegtosci Co-CH3=2.40 ,& ktéra zmniejsza sie dla e=20 i prawie catkowicie
zanika dla £=80. Tak wiec dla srodowiska mniej polarnego transferowi metylu
towarzyszy w pierwszym etapie przeniesienie elektronu (ET). Redukcja metylo-
kobalaminy nie ma wiekszego wptywu na energetyke reakcji Sv2 oraz reakcji
rodnikowej (Rysunek 5.23).

Zaznaczona na Rysunku 5.25 [panel a)] sciezka reakcji, poczatkowo réwno-
legta do osi pionowej (Nip-CH3) a potem poziomej (Co-CH3), odpowiada reakcji
S~2 (Mechanizm A). Natomiast Sciezka uko$na wyznacza reakcje rodnikowg
(Mechanizm B). Mechanizm rodnikowy ma wyzszg bariere, a bariera ta za-
lezy od odlegtosci Nip-Co. W mechanizmie Sjy2 dwa centra metaliczne muszg sie
zblizyé na odlegto$¢ okoto 4.5 A. Jezeli z uwagi na wystepowanie przeszkody sfe-
rycznej zblizenie odpowiednich modutéw biatka staje sie niemozliwe, to przynaj-
mniej czesciowo reakcja mogtaby przebiega¢ wedtug mechanizmu rodnikowego.
Z drugiej strony jak pokazano w pracy [98], w reakcji metylacji kobalaminy przez
metylotetrahydrofolan centra reakcji moga sie zblizy¢é na bardzo matg odlegtos¢,
co w zasadzie przemawia za reakcja Sjy2.
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CoCH3

Rysunek 5.23: Powierzchnie energii potencjalnej zalezne od dwoch parametrow geo-
metrycznych, odlegtosci Nip-CHs=2 5-3.0 A oraz odlegtosci Co-CH3=2.0-3.0 A dla réz-
nych statych dielektrycznych e. Obszar ten modeluje przejscie pomiedzy Krzywymi |
i 11 (Rysunek 5.19.). Lewy goérny rdg odpowiada energii stanu przejsciowego reakcji me-
tylacji. Wyniki otrzymano metodg DFT/BPse w bazie funkcyjnej TZVP z zastosowaniem
modelu PCM/e=4, 20 i 80
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Rysunek 5.24: Powierzchnie gestosci spinowych na fragmentach klastera A, na metylu
i na kobaltokorynie dla dwoch odlegtosci Nip-CH3=2.5-3.0 A oraz Co-CH3=2.0-3.0 A
i réznych statych dielektrycznych e. Wyniki otrzymano metodg DFT/BP86 w bazie funk-
cyjnej TZVP z zastosowaniem modelu PCM/e=4, 20 i 80
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28 30
Co-CH3
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Rysunek 5.25: Panel a) wzajemna potozenie Krzywej | i Il dla dwoch odlegtosci
Nip-CH3-2.5-3.0 A oraz Co-CH3=2.0-3.0 A; panel b) Sciezki reakcji odpowiedzialne za
Mechanizm AiMechanizm B. Zaznaczona $ciezka dotyczy odlegtosci Nip-Co=6 A
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5.5.6 Redukcyjna metylacja klastera A przez metylokobalaminge

W poczatkowym studium badan, w oparciu 0 model M1 zostat zapropono-
wany mechanizm dwuelektronowej redukcji klastera A z udziatem i przeniesie-
niem elektronu na metylokobalamine [80]. Drugi potencjat redukcji (Aredi/Ared2)
obliczony dla modelu M la jest rdwny -1.661 V (e=20, Tablica 5.12). Klaster A
mogtby wiec zredukowaé metylokobalamine w formie “base-off”, dla ktorej ob-
liczony w tym rozpuszczalniku potencjat redukcji wynosi -1.308 V. Poréwnujac
potencjaty otrzymane dla najwiekszego modelu M3 (-1.052 V, e=20, Tablica 5.12)
i metylokobalaminy, redukacja metylkobalaminy staje pod znakiem zapytania.
Potencjaty te sgjednak dos¢ zblizone, biorgc wiec pod uwage doktadnosé metody
obliczeniowej (0.2 V) oraz to, ze doSwiadczalny potencjat redukcji metylokobala-
miny w formie "base-o0jf” wynosi -1.21 V [94] nie mozna catkowicie wykluczy¢
takiej redukcji. Obliczenia dla modelu MO, dla reakcji metylacji (zakladamy, ze
parametry modelu MOa w rozpuszczalniku o e=80 sg referencyjne dla modelu M3
w rozpuszczalniku e=20, Tablica 5.12) rowniez wskazujg na brak redukcji. Jednak
nadal te same argumenty mogga zosta¢ przytoczone celem wyjasnienia. Analizujac
te porownania mozna stwierdzi¢, ze nie ma pewnosci czy redukcja faktycznie ma
miejsce, jednak jak pokazatly obliczenia nie ma ona wigkszego wptywu na ener-
getyke reakcji. Z drugiej strony wydaje sie, ze korzystniejszym mechanizmem
reakcji jest mechanizm S”2 niz mechanizm rodnikowy. Cze$ciowy udziat me-
chanizmu rodnikowego moze nastepowac przy utrudnionym dostepie dwoch me-
talicznych centrdw reakcji. Energetyczny koszt tego procesu nie musi by¢ duzy
- przy odlegtosci Nip-CH3=2.6 A przejscie pomiedzy Krzywa | i Il na drodze
rodnikowej ma bariere okoto 4 kcal.

Wyniki obliczen przedstawione w niniejszej pracy pozwalajg na zapropono-
wanie mechanizmu reakcji pokazanego na Rysunku 5.26.

CHj-CoFeSP B
NiptL = H ~ > Nj 2. H b h N ip21C H 3

Rysunek 5.26: Proponowany schemat reakcji metylacji klastera A

Lindahl [99] zaproponowat, ze protonacja ma miejsce na anionie OH- poia-
czonym z proksymalnym atomem niklu (Nip). Wartosci pKa obliczone dla tego
uktadu wskazujg jednak, ze w neutralnym pH ulega on protonacji. Za udziatem
protonowanego klastera A w reakcji metylacji przemawiajg nastepujgce argu-
menty. Wigzanie protonu powoduje, ze klaster A nie ulega niepozadanym reak-
cjom ubocznym (zwtaszcza utlenieniu) zanim nastgpi metylacja. Przedstawione
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w pracy wyniki obliczen pokazuja, ze reakcja metylacji jest silnie egzotermiczna
(Rysunek 5.19), co nie zgadza sie z doSwiadczeniem. Badania kinetyki reakcji
metylacji [99,99] wskazujg, ze reakcja jest prawie termoneutralna, jej bariera wy-
nosi 8.3 kcal, a energia reakcji okoto 1 kcal. Obliczona w pracy warto$¢ energii
reakcji metylacji wynosi okoto 27 kcal. Wyjasnieniem tak duzej réznicy pomiedzy
obliczong i zmierzong energig reakcji moze byé koszt energetyczny deprotonacji.
Klaster A w zredukowanej formie posiada wysokie pKa (Tablica 5.11) co powo-
duje, ze oderwanie protonu przez zasade jest reakcjg silnie endotermiczng [50],

W reakcji rodnikowej, w trakcie ktérej metyl przenoszony jest w formie rod-
nika, elektron musi by¢ dostarczony na kobaltokoryne na poczatku lub w trakcie
reakcji metylacji, w zaleznos$ci od relacji potencjatéw redukcji reagentéw, a tym
samym takze w zalezno$ci od statej dielektrycznej e. W reakcji Sjv2, jezeli na-
stapi przeniesienie elektronu (tak jak dla e-4 i 20), to po utworzeniu wigzania
Nip-CH3z elektron powraca na klaster A. Ten mechanizm mozna by okresli¢ jako
mechanizm z przeniesieniem elektronu (ET).
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6 Podsumowanie i wnioski

Obiektem badan teoretycznych, wchodzacych w zakres prezentowanej pracy
doktorskiej jest dwucentrowy kompleks niklu, [Fe4S4]-NipNi<i, nazywany kla-
sterem A. Stanowi on centrum aktywne syntazy acetylokoenzymu A (ACS), en-
zymu ktory katalizuje reakcje powstawania acetylokoenzymu A z CO, CH3 i ko-
enzymu A (CoASH) w bakteriach: Moorella thermoacetica i Carboxydothermus
hydrogenoformans.

W niniejszej pracy, do obliczen teoretycznych zastosowano metode funkcjona-
téw gestosci (DFT/BP86) oraz ciggty model rozpuszczalnika (PCM/ e=4, 12, 20,
80). Dla czterech typéw modeli strukturalnych klastera A, réznigcych sie wielko-
Scig, przeprowadzono optymalizacje geometrii na trzech stopniach utlenienia Aox,
Aredl i Arpd2. Podobne obliczenia wykonano dla struktur protonowanych oraz dla
klastera A z ligandami waznymi w cyklu katalitycznym enzymu. Wszystkie przy-
padki modeli uwzgledniaty obecnos¢ w strukturze czasteczki wody, ktdra zgodnie
z danymi krystalograficznymi moze wystepowac jako ligand nieorganiczny skoor-
dynowany z atomem Nip. Na podstawie przeprowadzonych obliczeA wyznaczono
wartosci pKO i potencjaty redukcji (EOQ) oraz oceniono wptyw wielkosci modelu
strukturalnego i otoczenia biatkowego na wtasciwos$ci redoksowe klastera A. Na-
stepnie zgodnie z uzyskanymi wynikami zaproponowano mechanizm redukcyjnej
aktywacji utlenionej formy klastera A (AQI).

Drugim waznym elementem badan teoretycznych, sktadajgcym sie na kon-
cowy rezultat pracy, byto wyznaczenie Sciezki reakcji metylacji klastera A oraz
wskazanie jej mechanizmu. Czynnikiem metylujagcym w reakcji byta metylo-
kobalamina w formie 'base-off” (struktura z odtgczonym dolnym ligandem
aksjalnym DMB). Reakcja ta, jest jednym z etapéw posrednich katalizowanej
przez centrum aktywne reakcji powstawania acetylokoenzymu A.

Najwazniejsze wnioski wynikajgce z pracy mozna sformutowac nastepujaco:

» Poréwnanie otrzymanych zoptymalizowanych wartosci parametrow geo-
metrycznych klastera A z danymi doswiadczalnymi pokazuje, ze przyjeta
metodyka obliczern (metoda DFT/BP86 w bazie TZVP, £'=20 dla modelu
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M3) pozwala na poprawne modelowanie geometrii klastera A, a sama geo-
metria zalezy silnie od przyjetego modelu strukturalnego, natomiast wptyw
statej dielektrycznej w obliczeniach PCM jest niewielki. Nie nalezy ocze-
kiwa¢ bardzo dobrej zgodnosci z eksperymentem poniewaz same dane do-
Swiadczalne pokazujg duzy rozrzut wynikdw, co potwierdza elastycznos¢
strukturalna pozwalajgcg na dostosowanie klastera do r6znych konformacji
otaczajgcego go biatka. Modele: maty MO i $redni M1 sg konformacyjnie
gietkie. W wyniku obliczen otrzymano dla nich dwie struktury charakte-
ryzujace sie odpowiednio matg i duzg odlegtoscig Nip-Fel. Nie dzieje sie
tak w przypadku modeli duzych M2 i M3, dla ktérych uwzgledniono dalsze
otoczenie biatkowe, oraz struktur sprotonowanych i z Ugandami. Zgodnie z
przeprowadzonymi obliczeniami w przypadku model M2 i M3 otrzymano
konformacje zwartg o krdtkiej odlegtosci Nip-Fel, dla form sprotonowa-
nych posrednig, co zaznacza sie szczegdlnie dla modeli matych (MO i M),
a dla klastera A z Ugandami uzyskano tylko konformacje rozwarts.

Rozktad gestosci spinowych pokazuje, ze Aox posiada konfiguracje elek-
tronowg [FedS4]+2-Ni+2Ni(2; Aredi [Fe4S4]+2-Ni+1INi”2, a niesparowany
elektron jest zlokalizowany na Nip; natomiast Ared2 [Fe4S4]+1-Ni?INi[2
i wystepuje tu sprzezenie antyferromagnetyczne miedzy Nip i kubanem.
Swiadczg o tym przeciwne znaki gestosci spinowych na wymienionych
fragmentach czgsteczki. Jest to zgodne z danymi doswiadczalnymi i dostep-
nymi pracami obliczeniowymi. Rozktad elektronow w strukturach Aredi i
Ared2 sugeruje, ze rola kubanu oraz Ni” jest stabilizacja réznych stopni utle-
nienia proksymalnego atomu niklu (Nip) przez przyjmowanie nadmiarowej
gestosci elektronowej i tym samym zabezpieczanie go przed niepozada-
nymi reakcjami. Rozklad gestosci spinowych i tadunkéw NBO utrzymuje
podobny charakter dla wszystkich modeli, za wyjgtkiem modelu MO oraz
Aredi-CO. Ogo6lna tendencja do obnizania wartosSci gestosci spinowych i
tadunkéw NBO dla modelu duzego (M3) moze by¢é spowodowana przesu-
nieciem tadunku na skutek tworzenia sie wigzan wodorowych pomiedzy
resztami aminokwasowymi biatka oraz atomami siarki i tlenu nalezgcymi
do klastera A.

Protonacja struktur zredukowanych Arcdi i Ared2 prowadzi do powstania
wodorkéw, w ktorych proton zwigzany jest z proksymalnym atomem niklu
(Nip). Jak wynika z obliczen, struktura Aredi jest nietrwata i moznajg fatwo
zredukowaé, natomiast forma dwuelektronowo zredukowana jest trwata i
moze istnie¢ jako stabilna forma klastera A. Ponadto wyznaczone na pod-
stawie obliczen dla wszystkich modeli wartosci pKa pokazujg, ze Ared2
wystepuje w formie sprotonowanej w warunkach fizjologicznego, neutral-
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nego pH. Wydaje sie wiec, ze mechanizm dwuelektronowej redukcji po-
taczonej z protonacja, jako sposob aktywacji formy utlenionej klastera A
(Aox) jest prawdopodobny. Niesprotonowane, zoptymalizowane struktury
zredukowane Arecii i Ared2 wykazujg cechy strukturalne, ktére nie wyste-
pujg w danych krystalograficznych, co moze by¢ konsekwencjg przyjetej
tréjkoordynacyjnej sfery wokot atomu Nip. Nie mozna jednak wykluczy¢,
ze formy te istniejg jako stany posrednie w reakcji katalitycznej. Realnym
modelem wydaje sie by¢ tez ten z ligandem mréwczanowym, gdzie Nip
wykazuje liczbe koordynacji cztery i dla ktérego otrzymano poréwnywalne
z doSwiadczeniem warto$ci potencjatéw redukcji.

Zalezno$¢ potencjatow redukcji od statej dielektrycznej e pokazuje, ze
na przebieg reakcji enzymatycznej silny wptyw ma Srodowisko reakciji.
W mniej polarnych rozpuszczalnikach reakcja moze mie¢ charakter rod-
nikowy, natomiast w rozpuszczalnikach polarnych przebiega prawdopo-
dobnie wedtug mechanizmu S~2. W S$wietle przeprowadzonych obliczen
stwierdzono, ze potencjaty redukcji dla modeli MO i M| sg zbyt ujemne.
Biorgc pod uwage wartosci potencjatow redukcji otrzymane dla modelu M1
mozna zaproponowa¢ mechanizm rodnikowy z redukcjg metylokobalaminy
przez Ared2 w pierwszym kroku reakcji. Przebieg taki staje sie jednak mniej
prawdopodobny rozpatrujac wyniki uzyskane dla modelu M3 i sktania do
konkluzji, ze reakcja moze zachodzi¢ wedlug mechanizmu S7r2. Ponie-
waz pierwszy potencjat redukcji obliczony dla modelu M3 jest wyzszy niz
-0.5 V, zaproponowano, ze ligand elektrodonorowy, jakim jest anion mréw-
czanowy (HCOO- ), moze wigza€ sie z proksymalnym atomem niklu (Nip)
i dlatego nie dochodzi do redukcji formy utlenionej klastera (Aox) w wa-
runkach fizjologicznych. Jak wynika z przeprowadzonych obliczen warto$é
pierwszego potencjatu redukcji obniza sie wtedy o okoto 0.7 V. Dla klastera
A z ligandem mréwczanowym obliczone wartosci potencjatow redukcji za-
lezne od pH pozostajg o okoto 0.4 V nizsze od danych doswiadczalnych.
Aby otrzymac lepszg zgodno$¢ prawdopodobnie nalezatoby zwiekszy¢ roz-
miar uktadu czego w ramach niniejszej pracy nie prébowano.

Zeby mozliwa byto metylacja klastera A, w pierwszym kroku reakcji ko-
nieczna jest jego deprotonacja. W trakcie metylacji metylokobalamina z
CoFeSP zbliza sie do proksymalnego atomu niklu Nip a oderwany proton
jest przyjmowany przez zasade. Obliczona wartos¢ pK,, jest dos¢ wysoka
(pK,,=15.6 dla £=20), jednak pK,, zasady bedgcej akceptorem protonu nie
musi by¢ wyzsze ze wzgledu na zblizenie sie metylokobalaminy do klastera
A, wtedy pKa klastera A powinno sie¢ zmniejsza¢ ze wzgledu na tenden-
cje do zastgpienia metylu przez proton. To wedtug jakiego mechanizmu

4



6 Podsumowanie i wnioski

przebiega reakcja metylacji, Sat2 czy mechanizmu rodnikowego, zalezy
od krdétkotrwale utworzonego sprotonowanego Ared2- Udziat protonowa-
nego klastera A potwierdza sie na drodze rozwazan nad energetyka reakcji.
Sama metylacja jest silnie egzotermiczna, z kolei deprotonacja jest endoter-
miczna. W efekcie catkowita reakcja powinna by¢ stabo endotermiczna. Tak
tez wynika z pomiaréw Kkinetyki reakcji. Preferowany mechanizm, ktéry
wskazaty obliczenia w niniejszej pracy to mechanizm SN2. Mozna dopu-
$ci¢ rowniez czesciowy udziat mechanizmu rodnikowego w przypadku gdy
steryczne oddziatywanie dwdch biatek stanowi przeszkode na drodze zbli-
zania sie dwdch centrow metalicznych: Co i Nip. Koszt takiego czeSciowego
mechanizmu rodnikowego moze by¢ niewielki, rzedu kilku kcal. Mecha-
nizm rodnikowy wymaga przeniesienia elektronu na kobaltokoryne. Jednak
w mechanizmie SN2 to przeniesienie elektronu zasadniczo przy 5=80 nie
wystepuje.
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Zataczniki

A. Pordéwnanie modelu MO z czasteczka wody i bez
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B. Miejsca protonacji klastera A rozwazane w obliczeniach
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C. AZPE i kat dwuscienny

Tablica Cl. Wartosci AZPE dla matych modeli

MODEL STRUKTURA AZPE (kcal/mol)
AOXS2H a,b 6.1
Aredi_NiH c,d 4.9
Afe"2“NIH e,f 5.7
AoX-Hz2o0 g’h 7.2

Rysunek CIl. Struktury matych modeli do obliczenia warto$ci AZPE



Rysunek C2. Kat dwuscienny
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