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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Monoamin-oksidaze (MAQ) obitelj su flavoenzima koji kataliziraju oksidaciju monoamina u
odgovarajuce aldehide, koriste¢i molekularni kisik za regeneraciju flavin-adenin-dinukleotid
(FAD) kofaktora. Nalazimo ih vezane za vanjsku membranu mitohondrija u svim vrstama
stanica u tijelu. Prvi takav enzim otkrila je jo§ 1928. Mary Bernheim® u homogenatu tkiva jetre
I tada je, prema supstratu kojeg katalizira, nazvan tiramin-oksidaza. Do sada su otkrivene dvije
izoforme tog enzima, MAO A i MAO B, koje se razlikuju kako po lokalizaciji u tkivima, tako
i po selektivnosti prema supstratima i inhibitorima.3

MAO enzimi izuzetno su bitni u katabolizmu monoamina u ljudskom tijelu, bilo
egzogenih amina unesenih hranom ili endogenih poput aminskih neurotransmitera
(noradrenalin, serotonin, dopamin i dr.). Zbog uloge u razgradnji neurotransmitera, MAO
enzimi ukljuceni su u nastanak i razvoj mnogih neuroloskih 1 psihijatrijskih oboljenja. Upravo
ireverzibilna inhibicija MAO enzima predstavlja klju¢an farmakoterapijski pristup u lijecenju
navedenih bolesti.

Sredinom 20. stolje¢a neselektivni ireverzibilni inhibitori MAO enzima koriSteni su u
terapiji depresivnih poremecaja, no zbog brojnih nuspojava i restrikcija u prehrani, danas su ovi
lijekovi zastarjeli i zamijenjeni onima povoljnijeg farmakoterapijskog profila. Selektivni
ireverzibilni inhibitori MAO A zadrzani su jedino u terapiji rezistentne depresije. Suprotno
tome, ireverzibilni inhibitori MAO B, poput selegilina i razagilina, koriste se u terapiji
neurodegenerativnih bolesti poput Parkinsonove i Alzheimerove bolesti. Inhibicija MAO B
usporavanjem razgradnje dopamina i reduciranjem oksidativnog stresa u mozgu doprinosi
ublazavanju simptoma kao i usporavanju progresije bolesti.

Starenjem  populacije, neurodegenerativne bolesti postaju sve  znacajniji
javnozdravstveni problem.* Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health
Organization, WHO), 2016. godine, demencije i druge neurodegenerativne bolesti postale su
peti po redu globalni uzrok smrti, a samo Alzheimerova bolest zahvaéa oko 30-60 % populacije
starije od 85 godina, odnosno 45 milijuna ljudi globalno. Procjenjuje se da ¢e do 2050. godine
ovaj broj narasti na 135 milijuna ljudi.®

Ove bolesti uglavnom se lijece simptomatski i sa sobom donose znatne socioekonomske

posljedice. 1z navedenih razloga, nuzno je razviti inovativne oblike terapije ovakvih bolesti.
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§ 1. Uvod 2

Ireverzibilni inhibitori MAO B enzima predstavljaju jedno od malobrojnih terapijskih
rjedenja.®’ Medutim, iako su spojevi poput selegilina (SEL) i razagilina (RAS), ireverzibilnih
inhibitora MAO B ve¢ vise od 30 godina na trzistu,® njihov todan molekularni mehanizam
inhibicije joS uvijek je nepoznanica u literaturi. Upravo zato, ovaj doktorat ¢e se fokusirati na
razja$njenje mehanizma ireverzibilne inhibicije MAO B ovom klasom spojeva, kako bismo
detaljnim poznavanjem mehanizma bili korak blize prema novim, u¢inkovitijim inhibitorima

povoljnijeg farmakoloskog profila.

1.1. Cilj i hipoteze rada

U okviru doktorske disertacije prvi cilj je razumijevanje preciznog molekularnog mehanizma
ireverzibilne inhibicije MAO B enzima, $to ¢e pridonijeti boljem uvidu u nacin djelovanja
komercijalno dostupnih lijekova, kao i otvoriti moguénost razvoja novih inhibitora. Osnovna
hipoteza je da je mehanizam ireverzibilne inhibicije analogan katalitickom mehanizmu MAO
B enzima, kod kojega u koraku koji odreduje brzinu reakcije dolazi do prijenosa hidrida s
molekule inhibitora na N5 atom u flavinskom prstenu kofaktora.’

Drugi cilj je dokazati da su arhitektura i svojstva aktivnog mjesta enzima te kemijska
priroda inhibitora odgovorni za razli¢itu selektivnost pojedinih inhibitora prema MAO B
enzimu. Iz toga proizlazi da su razumijevanje nekovalentnih interakcija izmedu enzima i
inhibitora, zatim konformacijske dinamike enzima u kompleksu s inhibitorima te mehanizam
inhibicije ovog enzima nuzni za potpuni uvid u farmakoloski klju¢nu reakciju ireverzibilne
inhibicije MAO B. Hipoteza je da su Tyr435, Tyr398, Tyr326 te 11199, aminokiseline koje
tvore hidrofobni kavez u aktivnom mjestu MAO B, odgovorne za vezanje inhibitora, buduci da
je u literaturi pokazano da znatno utjeéu na vezanje supstrata. '3

Koriste¢i dobiveni uvid 1 prikupljeno znanje, treci cilj obuhvaca dizajn novih inhibitora
na temelju ustanovljenog mehanizma ireverzibilne inhibicije koji bi imali povoljnije
termodinamicke i kineticke profile reakcije inhibicije, kao 1 poboljSano vezanje u aktivno

mjesto enzima.
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

Flavoproteini su klasa proteina koji sadrze derivatizirani riboflavin (vitamin B2), klju¢an za
njihovu biolosku aktivnost.** Riboflavin se enzimskom biosintezom prevodi u flavin-adenin-
dinukleotid (FAD) ili flavin-mononukleotid (FMN) unutar zivog organizma (Slika 1.) te, kao
takav, sluzi kao prosteti¢ka grupa ili kofaktor flavoproteinu.’® Flavin je najéesce &vrsto vezan
za protein nekovalentnim vezama, a u 5—10 % flavoproteina vezan je kovalentnom vezom, i to
preko metilne skupine na polozaju 8 flavinskog prstena, koja se veZe na protein preko dusikova
atoma N1 u histidinu ili sumpora u cisteinu, §to je slu¢aj u promatranom MAO B enzimu.
Strukture FMN i1 FAD sadrze triciklicki heteroaromatski izoaloksazinski prsten (Slika 2.) koji
reverzibilno moze primiti ili otpustiti jedan ili dva elektrona. Upravo iz tog razloga vecina
enzima koji koriste FAD ili FMN kofaktore Kataliziraju oksido-redukcijske reakcije u

metaboli¢kim transformacijama.

OH
HO
OH
. /O\ /O T
0,P” P~ OPO,
o O, N~
NH
OH |7 2 OH
HO N HO
N
HO HO
N. N__O N. N__O
2 2 \l//
N N
o) o)
FAD FMN

Slika 1. Struktura flavin-adenin-dinukleotida (FAD) i flavin-mononukleotida (FMN).

U ljudskom genomu kodirano je 90 flavoproteina, od kojih oko 84 % za aktivnost treba FAD,
dok 16 % treba FMN.* Oba oblika, i FAD i FMN, zahtjeva svega pet proteina. Uzevsi u obzir
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§ 2. Literaturni pregled 4

da flavoproteini uglavnom vrse funkciju kao enzimi, i to u 90 % slucajeva kao oksidoreduktaze,
ne iznenaduje ¢injenica da su najceSce smjesteni unutar mitohondrija. Osim toga, 10 % njih
otpada na enzime poput transferaza, izomeraza, ligaza i liaza. Flavin-ovisni proteini imaju
vaznu ulogu u biosintezi drugih esencijalnih kofaktora poput koenzima A, koenzima Q, hema,

piridoksal-fosfata, a ukljuceni su takoder u metabolizam steroidnih i hormona Stitnjace te

folata.1416
|1
jijiN /N\(O
J%‘%NH
N
!

Slika 2. 1zoaloksazinski prsten s ozna¢enim brojevima atoma unutar prstena.

Flavoproteini sudjeluju u brojnim klju¢nim anaboli¢kim i katabolickim bioloSkim putevima te
zbog toga mutacije u genima koji ih kodiraju mogu dovesti do teSkih poremecaja u
funkcioniranju organizma, ukljucuju¢i poremecaje u stanicnoj energetici i nakupljanje
toksi¢nih meduprodukta. Ovakvi poremecaji uglavnom su inkompatibilni sa zivotom ili dovode
do teSkog poremecaja u razvoju organizma. Osim toga, poremecaji u njihovoj funkciji
pojavljuju se u podlozi mnogih poligenskih oboljenja, a odredeni genetski polimorfizmi
uvjetuju veéu sklonost razvoju kroni¢nih oboljenja poput psihijatrijskih bolesti,}”° dijabetesa?
i kardiovaskularnih oboljenja.?!

Amin-oksidaze predstavljaju jednu od bioloski najvaznijih skupina flavoproteina, a
ukljucuju poliamin-oksidazu (PAQO), amin-oksidazu lijevih amino kiselina (LAO) te razli¢ite
monoamin-oksidaze (MAO). Kod nizih eukariota i bakterija njihova uloga uglavnom obuhvaca
osiguravanje amonijaka za potrebe metabolizma, a PAO? je kod biljaka, bakterija i prazivotinja
ukljucen u katabolizam poliamina. Kod kraljeznjaka, izoforme MAO enzima igraju vaznu
ulogu u reguliranju razina razli¢itih amina, oksidiraju¢i ih u odgovaraju¢i aldehid i vodikov
peroksid, $to ukljucuje biogene amine poput aminskih neurotransmitera, neurotoksina i ostalih

amina prisutnih u organizmu, unesenih putem hrane ili nusprodukata katabolizma.?%2*

2.1. Monoamin-oksidaze
Monoamin-oksidaze (EC; engl. Enzyme commision number 1.4.3.4) su enzimi koji
kataliziraju oksidativno cijepanje biogenih alkilamina pomoc¢u molekularnog kisika te kao

produkte daju odgovarajuéi aldehid i amonijak.?> Za njihovu kataliti¢ku aktivnost kljucan je
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flavinski kofaktor FAD koji je kovalentno vezan za bo¢ni ogranak cisteina u aktivnom mjestu

enzima.'* Sumarno, reakcija se moZe napisati kao:

RCH,NH, + H,0 + 05 — RCHO + NH; + Hy0,

2.2. lzoforme monoamin-oksidaze i njihova distribucija po tkivima

U ljudskom organizmu nalazimo dvije izoforme MAO enzima: MAO A i MAO B. Obje su
vezane na vanjsku membranu mitohondrija; MAO A kao monomer, a MAO B kao dimer (Slika
3.). lzoforme MAO enzima strukturno su slicne do 70 % na razini primarne strukture, no
usprkos tome, postoje znacajne razlike u supstratnoj specifiénosti,®* kao i u selektivnoj
osjetljivosti na inhibitore.?® Kodirani su dvama bliskima genima na X kromosomu,?’ a studije
na MAO A i MAO B knock-out misevima®®?® pokazale su da ovi izoenzimi imaju razlicite

funkcije te igraju vaznu ulogu u regulaciji ponasanja i razvoju neuroloskih poremecaja.

MAO B

Slika 3. Kristalne strukture MAO A i MAO B (prikaz vrpcama).

Obje izoforme su zastupljene u centralnom Ziv€anom sustavu, poglavito u neuronima i

astroglijama, gdje su zaduzene za degradaciju aminskih neurotransmitera. Unutar velikog
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mozga (Slika 4.), visoke razine obe izoforme nalazimo u hipotalamusu i hipokampalnom
unkusu, dok je MAQO B izrazito zastupljen u striatumu i globusu pallidusu. U korteksu nalazimo
relativno visoke razine MAO A, uz iznimku cingularnog korteksa koji ima podjednak udio obiju
izoformi. Po vrsti neurona u kojima ih nalazimo, MAO A prevladava u serotoninergi¢nim
neuronima, dok MAO B nalazimo u dopaminergi¢nim i adrenergickim neuronima.

Supstratna specifi¢nost izrazena je kod MAO izoformi zbog ¢ega MAO A preferabilno
metabolizira serotonin, melatonin, noradrenalin i adrenalin. Feniletilamin i benzilamin bolji su
supstrati za MAO B, dok su dopamin, triptamin i tiramin jednako dobri supstrati i za jednu i za

drugu izoformu.*

Slika 4. Distribucija izoformi MAO enzima u mozgu dobivena koristenjem pozitronske
emisijske tomografije i selektivnih inhibitora MAO enzima oznacenih s *C (MAO A *'C
klorogilin, MAO B !'C selegilin).3! Crvenom bojom oznacena su podruéja s veéom

koncentracijom enzima u tkivima.

Izvan centralnog ziv€anog sustava uglavnom nalazimo MAO A i to u organima koji su u
kontaktu s vanjskim okoliem poput pluénog vaskularnog endotela,®? gastrointestinalnog trakta,
jetre i placente. Glavna uloga MAO A u ovim tkivima je eliminacija aminskih ksenobiotika
unesenih izvana (hranom, inhalacijom itd.). MAO B izvan srediSnjeg zivCanog sustava
nalazimo u trombocitima,®® gdje ima ulogu u metabolizmu serotonina unutar tih stanica.

Tijekom razvoja Covjeka, MAO B postupno zamjenjuje MAO A, pa tako u mozgu

novorodenceta gotovo da ne mozemo na¢i MAO B, dok je u odrasle osobe MAO B znacajno
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zastupljen u centralnom zivéanom sustavu. Ovo ukazuje na to da je MAO A primitivnija

izoforma.®*

2.3. Aktivno mjesto monoamin-oksidaze

Izoforme MAO enzima dijele oko 70 % identi¢nih aminokiselinskih ostataka u primarnoj
sekvenci, a preko 85 % aminokiselina je slicno. KoriStenjem usmjerenih tockastih mutacija
(engl. site-directed mutagenesis) pronadene su Cetiri aminokiseline klju¢ne za katalitiCku
aktivnost enzima; Lys305, Trp397, Tyr407, i Tyr444 u MAO A i odgovarajuci aminokiselinski
ostatci u MAO B, Lys296, Trp388, Tyr398 i Tyr435 (Slika 5.).%% Mutacijom ovih aminokiselina
dolazi do znacajnog pada kataliticke aktivnosti MAO enzima, povecanja eksperimentalno
izmjerene Km konstante za pojedine supstrate, kao i do smanjenja konstante brzine enzimske
reakcije. Ovo pokazuje da su navedeni aminokiselinski ostaci bitni za vezanju supstrata i za
kataliticku aktivnost enzima.

Pretpostavlja se da navedeni Tyr ostaci stabiliziraju FAD kofaktor te formiraju tzv.
»aromatski kavez” koji ima ulogu u vezanju supstrata (i inhibitora), na §to ukazuju brojne
studije.®® Lys296 i Trp388, sudeéi prema svom polozaju u kristalnoj strukturi, vjerojatno
sudjeluju u stabilizaciji kovalentno vezanog FAD kofaktora. Slicnost u utjecaju analognih
mutacija na kataliti¢ku aktivnost MAO izoformi, kao i preklapanja doti¢nih aminokiselina te
same tercijarne strukture u trodimenzijskom modelu aktivnog mjesta MAO enzima, ukazuje na
to da ove aminokiseline imaju identi¢ne funkcije u objema izoformama.

Glavna razlika u strukturi aktivnog mjesta ljudskih MAO izoformi je u tome sto MAO
A ima jednodijelnu supstratnu Supljinu volumena priblizno 550 Ag, dok je kod MAO B ova
Supljina podijeljena u dva dijela: ulaznu Supljinu (volumena priblizno 290 AS) I supstratnu
Supljinu (volumena priblizno 400 A?’). Aminokiseline koje razdvajaju ove dvije Supljine kod
MAO B su 11e199 i Tyr326 te se iz tog razloga nazivaju jos i ,,gating residues”. Pokazano je
da mutacije ovih aminokiselina povecavaju Km vrijednosti pojedinih amina, dok je konstanta
brzine katalizirane reakcije nepromijenjena. Takoder, mijenja se 1 osjetljivost MAO B enzima
na ireverzibilne neselektivne MAO inhibitore poput istatina.'®!! Ovo ukazuje na to da ,,gating

residues” nisu zasluzne toliko za kataliticku aktivnost samog enzima koliko je njihova uloga

bitna za vezanje samog supstrata odnosno inhibitora.*®
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Slika 5. Aktivno mjesto MAO B s oznacenim FAD kofaktorom i relevantnim

aminokiselinskim ostacima.

Osim gore navedenih, ratunalnim studijama pokazano je da Tyr188, GIn206 i Leul71 imaju
bitnu ulogu u katalitickoj aktivnosti MAO B. Kateholni prsten supstrata stabiliziran je
interakcijom C-H---xt tipa izmedu C-H skupina Leul71 i Ile199 te m sustava supstrata u
kateholnom dijelu. Tyr188 predstavlja donji dio hidrofobne Supljine zajedno s Tyr435 i Tyr398,

¢ime ¢ini aktivno mjesto pogodnim za vezanje i katalizu raznovrsnih supstrata.'?
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2.4. Kataliti¢cki mehanizam monoamin-oksidaza
MAO enzimi kataliziraju oksidativnu deaminaciju monoamina.3” U reduktivnom dijelu reakcije
dolazi do oksidacije amina u odgovarajuéi imin uz istovremenu redukciju flavinskog kofaktora.
Nakon toga, u oksidativhom dijelu dolazi do regeneracije kofaktora uz pomo¢ molekularnog
kisika (O2) uz nastajanje vodikova peroksida. Imin koji nastaje u Kataliziranoj reakciji
neenzimski se hidrolizira u odgovarajuci aldehid i amonijak izvan aktivnog mjesta enzima.
Reakcija oksidativne deaminacije koju kataliziraju MAO enzimi poznata je vise od pola
stolje¢a. Usprkos tome, tocan molekularni mehanizam jos uvijek je predmet rasprava. U sustini
dolazi do prijenosa vodika s C(a)-atoma amina, a svi do sada predloZeni mehanizmi razlikuju
se po prirodi atoma vodika koji prelazi. Tri su mehanizma predlozena u literaturi: radikalski
mehanizam® (dolazi do prijenosa vodikovog atoma, H-), nukleofilni model®® (dolazi do
prijenosa protona, H") te mehanizam prijenosa hidrida koji uklju¢uje prijenos hidridnog aniona,
H™ (Slika 6.). Sva tri mehanizma pojavljuju se u Sirokoj porodici flavoenzima te se moze
pretpostaviti da je kataliticki mehanizam MAO enzima analogan jednom od njih. Kao potvrda
ove pretpostavke uzima se ¢injenica da obje izoforme, MAO A i MAO B, pokazuju znacajan
kineti¢ki izotopni efekt (KIE)*° pri zamjeni procija s deuterijem (H/D) u molekuli aminskog
supstrata (C(o)—vodikovi atomi), pa je o€igledno da u koraku koji odreduje brzinu reakcije

dolazi do prijenosa nekog oblika vodika.
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Slika 6. Predlozeni radikalski kataliti¢ki mehanizam MAO B.

Prvi mehanizam (Slika 6.), predlozen od strane Silvermana i sur.®#42 ykljuéuje prijenos
vodikovog atoma, odnosno H radikala. Mehanizam je iniciran otpuStanjem jednog elektrona sa
supstrata na kofaktor, nakon ¢ega dolazi do deprotonacije supstrata ili do prijenosa protona*! i
elektrona dolazi simultano (prenosi se H radikal na N5-atom flavinskog kofaktora), rezultirajuci
aminskim radikalom kao meduproduktom.®®* Glavni dokaz koji podrzava radikalski
mehanizam je ¢injenica da su obje izoforme MAO inaktivirane ciklopropilaminskim analozima
kojima se u procesu inhibicije otvara prsten, §to je tipi¢no za radikalske reakcije.** No
eksperimenti provedeni od strane Edmondsona i sur.*>#6, kao i studije provedene elektronskom
paramagnetskom rezonancijom (EPR)*’ te parametri odredeni stop-flow kinetikom,* ne
pokazuju dokaze o postojanju radikalskih meduprodukta, kao niti utjecaj magnetskog polja na
kinetiku reakcije,*® zbog ¢ega je radikalski mehanizam malo vjerojatan. Osim toga, Vianello i

9

sur.” ratunalnim metodama nisu identificirali biradikalni singletni sustav koji se o¢ekuje kao
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produkt prijenosa jednog elektrona, dok je tripletni biradikal energijski izrazito nepovoljan. Sve

navedeno ukazuje da radikalski mehanizam nije operativan.

Enz FIQ
N N (@]
’
E(:[P/ \lﬁﬂ
N
< 20
NH,
H:..
R H
Enz I?
Jo e
NH
N
(@]
.
NH,
ol
R H
Enz R
N_ _N__O N
NH
E@[ DA
N H R
H

Slika 7. Predlozeni polarni nukleofilni kataliticki mehanizam MAO B.

S druge strane, Edmonson i Miller®™® pokazali su na seriji benzilaminskih supstrata da dodatak
elektron-odvlacece skupine u para-polozaju povecava brzinu reakcije u slu¢aju MAO A, §to
sugerira da se tijekom reakcije generira anion, kojeg elektron-odvlacece skupine stabiliziraju.
To je navelo autore da predloZe polarni nukleofilni mehanizam (Slika 7.),%° koji u prvom koraku
ukljucuje nastajanje visoko energijskog kovalentnog adukta koji se formira izmedu aminskog
nukleofila i C4a atoma u flavinu, a nakon toga dolazi do raspada adukta na protonirani imin.>
Prijenos protona s C(a)-atoma na N5-atom flavina moze se dogoditi prije ili nakon nastanka
adukta. Najveci problem ovog mehanizma je §to niti jedna skupina unutar aktivhog mjesta

enzima nije dovoljno jaka baza da ukloni benzilni proton, budu¢i da njegov pKa tipi¢no iznosi
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oko 25.52%4 Vianello i sur. pokazali su radunalnim metodama da je kineti¢ka barijera potrebna

za apstrakciju protona previsoka da bi reakcija bila vjerojatna.’
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Slika 8. Predlozeni hidridni kataliti¢cki mehanizam MAO B.

Tre¢i mehanizam, predlozen od strane Vianella i sur. (Slika 8.), pretpostavlja direktan i
uskladen prijenos hidrida sa supstrata na N5-atoma flavina u prvom koraku cjelokupne reakcije.
IzraCunata kineticka barijera za ovaj proces povoljnija je u odnosu na ostale predloZene
mehanizme i iznosi 24,4 kcal mol™ (u sklopu ,klaster modela*), odnosno 16,1 kcal mol ™
(dobiveno koritenjem empirijskog modela valentne veze)*°® za dopamin kao najudestaliji
supstrat. Dobiveni rezultat u odlicnom je slaganju s eksperimentalno dobivenom vrijednoséu
AG* = 16,5 kcal molt.*® Produkt ove reakcije je kovalentni adukt izmedu N5 flavina i
C(ov) supstrata, nakon ¢ega dolazi do intramolekulske pregradnje uz nastajanje slobodnog imina
I reduciranog flavina. Vrijednosti izraCunate za ovaj mehanizam izvrsno se slazu s
eksperimentalnim, kineticnim i termodinamickim vrijednostima za obje izoforme enzima, kao
i s KIE vrijednostima dobivenim za ovaj enzim.>’ Sve navedeno ukazuje na hidridni mehanizam

kao najvjerojatniji kataliticki mehanizam MAO enzima.

2.5. Klini¢ki zna¢aj monoamin-oksidaza
MAO enzimi imaju kljuénu ulogu u inaktivaciji neurotransmitera pa se, upravo zbog toga,
smatra da je disfunkcija MAO enzima (u smislu prevelike ili premale kataliticke aktivnosti) u
podlozi brojnih psihijatrijskih 1 neuroloskih poremecaja. Neuobicajeno visoke ili niske razine
MAO enzima u organizmu povezane su s razvojem shizofrenije, depresije i poremecaja paznje
te migrenom, povecanom sklono$¢u razvoju ovisnosti, raznim tipovima demencija poput
Parkinsonove i Alzheimerove bolesti, itd.

Inhibitori monamin-oksidaza (MAOI) klasa su lijekova Kkoji, reverzibilno ili
ireverzibilno, inhibiraju MAO A ili MAO B, ili oba MAO enzima u isto vrijeme. Ve¢ina

lijekova u klinickoj praksi, koji djeluju na MAO enzime, su ireverzibilni inhibitori. Prvotno su
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razvijeni kao antidepresivi,>® no danas glavnu primjenu imaju u tretmanu neurodegenerativnih
bolesti. MAO inhibitori djeluju tako da povecavaju razine monoaminskih neurotransmitera u
mozgu,®® te smanjuju oksidativni stres®® i na taj nadin djeluju neuroprotektivno.®* Ova klasa
lijekova u¢inkovita je u terapiji depresije (osobito atipi¢ni i rezistentni tipovi),%? a smatraju se
prvom linijom u tretmanu Parkinsonove bolesti. Osim toga, MAOI koristeni su u lije¢enju
paniénog poremecaja,®® poremecaja u prehrani,® socijalne fobije,®® agorafobije,®® grani¢nog
poremecaja liénosti®® te raznih tipova neurodegeneracije. Usprkos postojanju mnogih MAOI na
trzistu, zbog Sirokog spektra poremecaja za Cije lijeCenje se koriste, kao i njihove biokemijske
slozenosti, u cilju je razviti ué¢inkovitije i selektivnije MAOI.
2.5.1. Razvoj inhibitora monoamin-oksidaza
Prvi poznati inhibitori MAO enzima bili su antituberkulinski hidrazidni spojevi upotrebljavani
od sredine 20. stolje¢a. Promatrajuéi pacijente s tuberkulozom, lije¢ene izoniazidom, a kasnije
iproniazidom, primije¢ene su psiholoske promjene. Pacijenti na terapiji bili su vitalniji,
drustveniji, a neki su ¢ak htjeli napustiti bolnicu.’” Ubrzo nakon toga, napravljena su prva
testiranja na ispitanicima oboljelima od depresije, pokazujuc¢i kod ¢ak 70 % njih znacajno
poboljsanje.%® Skovan je novi termin, antidepresiv, kako bi se opisalo djelovanje na pacijente.
Nakon velikog uspjeha iproniazida uslijedili su spojevi koji su imali jo§ vecu sposobnost
inhibicije MAO enzima,®® poput izokarboksazida, tranciklopromina i ferelazina. Javljaju se i
drugi hidrazinski derivati poput nialamida, mebanazina, i feniprazina, te indolski derivati poput
triptamina. Od navedenih, najvise se istice tranciklopromin, koji je zajedno s fenilazinom c¢inio
vise od 90 % trzista MAOL ™

Zlatna era MAOI kao antidepresiva trajala je do 1961. godine kada je iproniazid povucen
s ameri¢kog trzista zbog nefrotoksi¢nosti.”* Takoder, pokazana je veéa pojavnost Zutice kod
pacijenata tretiranih hidrazidnim MAOI, $to je upuéivalo na hepatotoksi¢nost. Stovise, vise od
50 % smrtnih slucajeva pacijenata na terapiji hidrazidnim MAOI bilo je povezano s
otkazivanjem jetre. Ubrzo, svi hidrazidni MAOI povuceni su s trziSta. Jedini preostali bio je
tranciklopromin, koji nije imao hidrazidnu strukturu pa se zbog toga smatrao sigurnim. No §irok
spektar nuspojava povezanih s poviSenim koncentracijama biogenih amina u organizmu
uzrokovao je 1964. godine povlacenje i ovog lijeka s trziSta. Naime, neselektivnom inhibicijom
MAO enzima u cijelom organizmu moze do¢i do previsokih razina biogenih amina u tijelu,”
poglavito zbog manjkave razgradnje amina, ve¢inom tiramina, unesenih hranom. Zbog toga

dolazi do adrenergi¢nih nuspojava poput agitacije, nesanice, povisenog krvnog tlaka, jakih
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glavobolja, subarahnioidalnih krvarenja i gubitka apetita. Najopasnija nuspojava, uz
intrakranijalno krvarenje, svakako je hipertenzivna kriza, koja moze dovesti do fatalnih
posljedica. Hrana bogata tiraminom, jednim od aminskih supstrata MAO enzima, u
gastrointestinalnom traktu ukljucuje zrele sireve, Cokoladu i crno vino. Stoga se pojava
hipertenzivne krize naziva ,,cheese effect. Iako je pojavnost takvih incidenata bila relativno
rijetka, i zadnji MAOI povuden je s trzista.”® Osim toga, puno su manje u¢inkoviti u lije¢enju
depresije u odnosu na triciklicke antidepresive (engl. tricyclic antidepressants, TCA) i
selektivne inhibitore ponovne pohrane serotonina (engl. selective serotonin reuptake inhibitor,
SSRI), koji imaju puno bolji farmakoterapijski profil.

Izoforme MAO enzima, MAO A i MAO B, otkrivene su po¢etkom 1970-tih. Za fenomen
»cheese effect”, uglavnom je odgovorna inhibicija MAO A enzima u gastrointestinalnom
traktu,’ stoga je prioritet bio razvitak lijekova koji selektivno inhibiraju MAO izoforme, a u
slu¢aju MAO A ta inhibicija mora biti reverzibilna kako bi se izbjegle ozbiljnije nuspojave.
Tako je razvijen moklobemid, reverzibilni selektivni inhibitor MAO A. Moklobemid je danas
u upotrebi u terapiji rezistentne i atipi¢ne depresije. Imao ima mnogo manji rizik za razvoj
hipertenzivne krize, ipak se preporucuje izbjegavati konzumaciju hrane bogate tiraminom.
2.5.2. Razvoj selektivnih inhibitora monoamin-oksidaza
Prvi selektivni ireverzibilni MAOI, selegilin (SEL) (Slika 9.),”® otkriven je i patentiran 1962.
godine od strane madarskog znanstvenika, Zoltana Ecserija. Ubrzo potom® zapoceli su bioloski
pokusi na racematu selegilina te je pokazano da oba enantiomera inhibiraju MAO, ali L-
enantiomer ima puno veéu udinkovitost.”” Stoga su daljnji pokusi provedeni isklju¢ivo s L-

enantiomerom.

SEL RAS

Slika 9. Strukture ireverzibilnin MAO B inhibitora, selegilina (SEL) i razagilina (RAS).

Osim toga, pokazano je da selegilin selektivno inhibira MAO B te je pretpostavka da je mala

vjerojatnost da ée uzrokovati ,,cheese effect”, najozloglaseniju od svih nuspojava MAOI.”®
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Ubrzo nakon toga objavljen je prvi rad o pozitivnom efektu selegilina na bolesnike s
Parkinsonovom bolesti.”

Americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) lijek
je odobrila 1989. godine, a na trzistu su ga prodavale dvije genericke kompanije, Mylan i
Bolan.? Danas je lijek na trzi$tu u obliku tableta za oralnu primjenu i kao transdermalni flaster.2°
Oralna bioraspolozivost selegilina je mala i iznosi oko 10 %, a povecava se ako se lijek uzima
uz obrok izrazito bogat mastima. Selegilin (i njegovi metaboliti) ekstenzivno se vezu na
proteine plazme (94 %) i vrlo lako prijelaze krvno-mozdanu barijeru zahvaljujuci svojoj visokoj
lipofilnosti. U mozgu se lijek koncentrira u nigrostrijatalnom putu; talamusu, bazalnim
ganglijama, medumozgu i cingularnom girusu.®!

Selegilin strukturom oponaSa kateholamine, prirodne supstrate MAO enzima (Slika
10.). Kao 1 prirodni supstrati, u svojoj strukturi sadrzi aromatsku fenilnu jedinicu, etilni lanac
te amino skupinu. Za njegovu aktivnost najbitnija je propargilaminska skupina za koju se smatra

da je odgovorna za kovalentno vezanje selegilina za flavinski prsten (Slika 11.).

|
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Slika 10. Usporedba struktura prirodnog supstrata MAO B, dopamina, i ireverzibilnog
inhibitora MAO B, selegilina (SEL). Crvenom bojom prikazan je aromatski dio molekule,
plavom etilni lanac, a zelenom amino skupina. Propargilaminska skupina u selegilinu obojana

je crnom bojom.

U kristalnoj strukturi enzima inhibiranog selegilinom vidljivo je da je konacni produkt
inhibicije selegilinom kovalentni adukt u kojem je terminalni C atom propargilaminske skupine

vezan za N5 atom u flavinskom prstenu. >*
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Slika 11. Aktivno mjesto MAO B inhibirano razagilinom. Slika je preuzeta i preradena iz

reference 61. &

Glavni mehanizam djelovanja selegilina je povecanje koncentracija dopamina u
nigrostrijatalnom putu, kao i smanjenje oksidativnog stresa povezanog s MAO katalizom .82
Selektivan je za MAO B, no svoju selektivnost gubi u velikim dozama, pa tako inhibira i MAO
A 83

Lijek se metabolizira citokrom P450 (engl. cytochrome P450, CYP) superporodicom
enzima (Slika 12.), do L-desmetilselegilina i L-metilamfetamina, jednoga od enatiomera
metamfetamina.8* L-desmetilselegilin inhibira MAO B, no znadajno manje u odnosu na
selegilin. Za daljnji metabolizam odgovoran je enzim CYP2C19. L-metamfetamin dalje se
metabolizira u L-amfetamin, a hidroksilirani produkti metabolizma selegilina na kraju podlijezu
glukuronidaciji te se na taj nacin izlucuju iz organizma. Selegilin je takoder inhibitor CYP2A6
enzima, $to pojacava djelovanje nikotina.®

Nuspojave selegilina uglavnom proizlaze iz njegovog djelovanja na adrenergicki sustav,
bilo samog selegilina ili njegovih metabolita. Takoder dolazi do inhibicije ponovne pohrane
noradrenalina i dopamina. Stoga se moze javiti nesanica, ortostatska hipotenzija, hipertenzija,

manjak apetita, halucinacije, agitacija i dr.%¢
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Slika 12. Metabolizam selegilina i razagilina u ljudskom organizmu.

Nepovoljan profil nuspojava selegilina doveo je do registracije novog ireverzibilnog MAOI,
razagilina (RAS) 2005. godine u Europi i sljedece godine u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama.
Sam spoj u obliku racemata sintetiziran je 35 godina ranije, ali kao ireverzibilni, selektivni
MAOI prepoznat je tek 90-tih godina proslog stolje¢a. R-enantiomer uskoro je od strane
istrazivaca izraelske farmaceutske kompanije TEVA prepoznat kako aktivni oblik lijeka.8’
Razagilin (RAS)® je strukturom sli¢an selegilinu (Slika 9.), no za razliku od njega nije
tercijarni, ve¢ sekundarni amin te ima neSto rigidniju strukturu zbog 1-aminoindanskog
bicikli¢kog sustava. Dio molekule odgovoran za aktivnost i u ovom slu¢aju je propargilaminska
skupina, koja se, analogno selegilinu, u kristalnoj strukturi inhibiranog enzima nalazi vezana
terminalnim C(y)-atomom na N5-atom u flavinskom prstenu. U skladu s tim, glavni mehanizam
djelovanja razagilina identi¢an je onom selegilina.
Razagilin se metabolizira putem enzima CYP1A2 (Slika 12.), a glavni metabolit mu je 1(R)-

aminoindan koji nema karakteristike amfetamina® te pokazuje neuroprotektivan uéinak na
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zivotinjskim staniénim modelima.*® Profil nuspojava sli¢an je selegilinu, no nuspojave su puno
manjeg intenziteta.

Unato¢ postojanju komercijalnih inhibitora razagilina i selegilina, zbog rastuce
prevalencije neurodegenerativnih bolesti u op¢oj populaciji, potrebno je razvijati u¢inkovitije

MAOI povoljnijeg farmakoterapijskog profila.
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§ 3. TEORIJSKA OSNOVICA RACUNALNIH
METODA

3.1. Osnove kvantne mehanike
3.1.1. Schrodingerova jednadzba
Schrodingerovu jednadzbu 1925. godine predlozio je austrijski fizicar Erwin Schrodinger kao
rjeSenje problema pronalaska valne jednadzbe koja bi opisivala valove materije.” To je
jednadzba vlastitih vrijednosti; sastoji se od operatora koji djeluje na vlastitu funkciju, Sto
rezultira dobivanjem iste funkcije pomnozene sa skalarom koji predstavlja vlastitu vrijednost
tog operatora:

Ay = ay )

Za svako myjerljivo fizikalno svojstvo nekog sustava postoji pripadni operator koji djelujuci na
valnu funkciju sustava, kao rezultat daje vlastite vrijednosti, odnosno moguce rezultate
mjerenja tog sustava, npr. impuls sile, polozaj, kineticku energiju i dr. Nuzan uvjet je da oni
uvijek budu linearni hermitski opetatori.

Vremenski neovisna Schrodingerova jednadzba ima opceniti oblik:

HY = Ey (2)

u kojem H predstavlja Hamiltonov operator (hamiltonijan), koji kao vlastitu vrijednost daje
ukupnu energiju sustava E opisanog valnom funkcijom ¥, koja je ujedno i vlastita funkcija
operatora H. Hamiltonijan je zbroj operatora Kineti¢ke i potencijalne energije sustava:
H=T+7V (3)
Za jednodimenzionalni problem vremenski neovisna Schrédingerova jednadzba ima oblik:
h? d?
[— — 1 V(X)l Y(x) =E¥(x)

2m 0x?

(4)

dok za tri prostorne dimenzije ima sljedeci oblik:
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h? 5
I—%V + V(r)l Y(r)=E¥(r)

(5)

Prvi ¢lan u gore prikazanom hamiltonijanu je operator kineticke energije, dok drugi predstavlja
operator potencijalne energije, r predstavlja poop¢enu koordinatu, a V nabla operator (operator
parcijalnog deriviranja funkcije po oznacenoj koordinati; rezultatu deriviranja pridruzuje
odredeni smjer u prostoru) ¢iji kvadrat predstavlja Laplaceov operator.

RjeSenje Schrodingerove jednadzbe je skup valnih funkcija s pripadaju¢im energijama. Valne
funkcije su kompleksne dvostruko derivabilne te kvadratno integrabilne funkcije koje sadrze
potpuni opis sustava.

Sama valna funkcija je kompleksna veli¢ina koja nema fizikalnu interpretaciju, dok umnozak
kompleksno-konjugirane funkcije njom samom predstavlja gusto¢u vjerojatnosti nalazenja

Cestice:

p(x) =V (x)¥(x) (6)

Nalazenje Cestice opisane valnom funkcijom na cijelom prostoru je sigurno, pa se valne funkcije
normiraju na jedini¢nu vrijednost:

f‘l’*(x)’i’(x) dx =1
X (7)

Za odredeni sustav postoji vise odgovarajucih rjeSenja ¢;, od kojih svaka ima pripadnu vlastitu
vrijednost E;.Te funkcije naj¢ece su ortonormirane za sustav u kojem valna funkcija ovisi samo

o0 prostornim koordinatama:

§=1i=]j

[ dr =8y, {5=O,i¢j

(8)

3.1.2. Born-Oppenheimerova aproksimacija
Schrodingerova jednadzba mozZe se analiticki rijesiti samo za atom vodika. Ve¢ za sustave s tri
ili viSe subatomskih Cestica, primjerice molekule Hz" ili atom He, nije mogucée do¢i do

egzaktnog rjeSenja. Iz tog razloga potrebno je uvesti aproksimacije kako bi jednadzba bila
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povoljnijeg oblika za numericko rjeSavanje u slucaju sustava s viSe elektrona. Born-
Oppenheimerova aproksimacija temelji se na Cinjenici da su mase jezgara puno ve¢e od mase
elektrona, te manje vibriraju 1 mijenjaju polozaj u odnosu na elektrone pri istim uvjetima. Zbog
toga se uvodi pretpostavka da su jezgre nepomicne u odnosu na elektrone u elektronskom
omotatu.”? Tako se umijesto rjeSavanja Schrodingerove jednadzbe za cijelu molekulu
odjednom, promatraju elektroni u statickom potencijalu nepomicnih jezgara. Sada matematicki
mozemo razdvojiti valne funkcije jezgara i elektrona te se ukupna valna funkcija moze napisati

kao umnozak valnih funkcija za jezgre i1 valnih funkcija za elektrone:
Yot (R, 1) = PN (R)We(R, 1) ©)

gdje R oznacava ukupnost svih kordinata jezgara, dok r oznacava ukupnost svih kordinata

elektrona. Hamiltonijan za neku molekulu ima oblik:
H=Ty+T,+V(R,7) (10)
Ty predstavlja operator kineticke energije jezgara, T, operator kineti¢ke energije elektrona, a
V (R, r) operator ukupne potencijalne energije. Schrodingerova jednadzba glasi:
(Ty + To + VR, 7))ot (R, 1) = E¥0r (R, T) (11)
(Ty + T, + V(R, )Py (¥ (R, 1) = E¥y(R)¥.(R,T) (12)
Buduc¢i da valna funkcija ne ovisi o koordinatama elektrona, T, ne djeluje na nju, a uvodi se i
aproksimacija da Ty ne djeluje na elektronsku valnu funkciju. Tada se Schrodingerova
jednadzba postavlja u sljede¢em obliku:
Ye(RTyn(R) + ¥y (R)(Te + V(R 1)) ¥ (R, 1) = E¥y(R)¥e(R,7) (13)

kada se ta jednadzba podjeli s ¥y (R)¥, (R, r)dobivamo oblik:

Tn¥y (R) (Te + V(R, n))‘Pe (R, 1) (14)
=F
Yy(R) Y, (R,7)
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Prvi ¢lan, Koji opisuje jezgre, ovisi samo o koordinatama jezgara. Sada se Schrodingerova
jednadzba moze razdvojiti na dvije jednadzbe; jednu koja odgovara elektronima u fiksnom

poloZaju jezgara i drugu za jezgre Koje se gibaju pod utjecajem elektronskog potencijala E,:

(Te + V)¥, = E. ¥, (15)
(Ty + E.(R))¥Wy = EWy (16)

3.1.3. Nacelo varijacije
U slucaju analiticki nerjesive Schrodingerove jednadzbe, potrebno je koristiti numericke
metode. Neke od njih se temelje na varijacijskom nacelu, koje kaze da je ocekivana vrijednost
energije nekog sustava na bilo koju kvadratno integrabilnu funkcije iz domene hamiltonijana
(ne nuzno vlastitu funkciju sustava) veca ili jednaka (egzaktnoj tj. vlastitoj) energiji osnovnog
stanja tog sustava. Taj teorem nas dovodi u poziciju da odaberemo parametarski zadan skup
tzv. testnih funkcija te, variraju¢i parametre, odredimo onu funkciju iz tog skupa koja daje
najnizu ocekivanu vrijednost energije, pri ¢emu je ta vrijednost (po varijacijskom nacelu)
najbolja procjena energije osnovnog stanja sustava s danim oblikom testne funkcije:

[w*AY dr

SJwwar = °° (17)
Cest oblik testne funkcije koristen u kvantnoj kemiji (a i ire) je tzv. linearna varijacijska
funkcija, tj. linearna kombinacija poznatih funkcija:

VY= Zci¢i

(18)

U takvoj funkciji, varijacijski parametri su koeficijenti u linearnoj kombinaciji.

3.1.4. Teorija samouskladenog polja

Temeljna metoda rjeSavanja elektronske Schrodingerove jednadzbe je Hartree-Fockova (HF)
metoda. To je varijacijska metoda u kojoj se koristi jedna normirana Slaterova determinanta
kao testna funkcija. Slaterova determinanta u stupcima sadrzi jednoelektronske funkcije (tzv.
spin-orbitale), dok se u i-tom retku nalaze spin-orbitale kao funkcije koordinata
i-tog elektrona, ¢ime je zagarantirano poStivanje Paulijevog nacela iskljuCenja. Slaterova

determinanta za slucaj N elektrona izgleda ovako:
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¢1(1) (D) .. on(D)

oy = \/% ¢01(2) ¢,(2) .. PN (2) ; <¢l|¢j> — 6ij (29)

$1(N) @2 (N) ... ¢n(N)
Varijacijski parametri u ovakvoj testnoj funkciji su upravo spin-orbitale. Cilj je pronaci onaj set

spin-orbitala koje ¢e minimizirati o¢ekivanu vrijednost elektronske energije. Ta optimizacija se

provodi uz uvjet da su spin-orbitale ortonormirane:

A =(DPsp|Hei|Psp) — Z gij(sij - <¢i|¢1))
é (20)

gdje su ¢;; Lagrangeovi multiplikatori. TraZenje minimuma ove jednadZzbe rezultira HF

sustavom jednadzbi:

N

Fi¢; = zfijd’j 1)

]

gdje F predstavlja Fockov operator. Ovaj sustav nije lako rijesiti, medutim njegovo rjeSavanje
postaje lakSe ukoliko se prijede u bazu jednoelektronskih valnih funkcija koje dijagonaliziraju
matricu Lagrangeovih multiplikatora &, pri ¢emu gore naveden sustav jednadzbi prelazi u

problem vlastitih vrijednosti Fockova opetarora:
Fipi=¢-; (22)

Pri tome nove jednoelektronske valne funkcije (vlastite funkcije Fockova operatora) nazivamo
kanonskim spin-orbitalama, a odgovarajuce vlastite vrijednosti orbitalnim energijama. Uzevsi
u obzir ukupan elektronski spin osnovnog elektronskog stanja, sustav prikazan gornjom
jednadzbom moze se integrirati po spinskim koordinatama svih elektrona. Ukoliko se pri tomu
pretpostavi da elektroni u parovima dijele isti prostorni dio jednoelektronske funkcije (tzv.

ogranicavajuci pristup, engl. restricted), dobivamo sustav:

F; = & - i (23)
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Gdje su 1; kanonske orbitale. Problem ovog sustava je da samo djelovanje Fockovog operatora
ovisi 0 njegovim vlastitim funkcijama. Najjednostavniji na¢in kako aproksimativno rijesiti dani

sustav je zapisati kanonske orbitale u bazi nekih poznatih (osnovnih) funkcija triju varijabli:

M
Y = ZI: CaiXa (24)

Pri ¢emu se za osnovne funkcije y, najcesce koriste atomske orbitale (LCAO pristup).

Hartree-Fockova jednadzba moze napisati u sljede¢em obliku:

M M
E; z CaiXa = & z CaiXa (25)
a a

iz ove jednadzbe dobije se sustav Roothaan-Hallovih jednadzbi za sustave zatvorene ljuske:

FC = SCe (26)
Fap = (xo|Flxg) (27)
Sap = (XalXp) (28)

F sadrzi elemente Fockove matrice u bazi atomskih orbitala, a S je matrica prekrivanja.

Roothaan-Hallova jednadzba odreduje vlastite vrijednosti Fockove matrice. Kako bi se odredili
nepoznati koeficijenti c,;, Fockovu matricu potrebno je dijagonalizirati. Buduéi da je matrica
poznata kada su poznati svi koeficijenti, postupak pocinje dodavanjem pokusnih koeficijenata.
Na taj nacin dobije se Fockova matrica koja se zatim dijagonalizira. Time se dobiva novi skup
koeficijenata od kojih se opet konstruira nova Fockova matrica. Ovaj postupak iterativno se
ponavlja dok se ne dobiju koeficijenti bliski prethodnima unutar odredene granice. Na taj nacin
dobije se N molekulskih orbitala, od toga N popunjenih i M—N nepopunjenih (virtualnih).
Virtualne orbitale nemaju fizikalnu interpretaciju, a koriste za procjenu elektronskih afiniteta i

opis pobudenih stanja.
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3.2. Elektronska korelacija
Hartree-Fockova (HF) metoda daje rjesenja Schrodingerove jednadzbe u kojima su trenutne
meduelektronske interakcije zamijenjene prosjecnom interakcijom. Ako se koristi veliki
osnovni skup, to daje 99 % ukupne energije, no i preostalih 1 % vazno je za to¢an opis kemijskih
pojava. Ta razlika naziva se energija elektronske korelacije (EC) i definira se kao razlika
izmedu energije dobivene metodom HF uz beskona¢an osnovni skup (u praksi nemoguce, pa
se pribjegava ekstrapolaciji na beskona¢nu bazu i prave (vlastite) elektronske energije. U
prosjeku su elektroni medusobno udaljeniji nego Sto to opisuje HF valna funkcija. Najveci
doprinos elektronskoj korelaciji daje Coulombova korelacija medu elektronima suprotnog
spina, dok ne$to manji doprinos daje korelacija izmedu elektrona istog spina. Takoder, u
neposrednoj blizini elektrona smanjena je gustocéa vjerojatnosti nalazenja drugog elektrona, pa
i ta pojava takoder doprinosi korelaciji.

HF metoda daje najbolju jednodeterminantnu valnu funkciju i zato sve post-HF metode
elektronske korelacije imaju kao pocetni korak generiranje HF valne funkcije ¢ r. Na tu valnu

funkciju dodaju se nove Slaterove determinante ¢;:%3

¥ =agpur + Z a;p; (29)

Za sustave zatvorene ljuske Roothan-Hallove jednadzbe daju M osnovnih funkcija i N
popunjenih spinorbitala, dakle N/2 popunjenih prostornih orbitala. Zamjenom zauzetih
molekulskih orbitala s nezauzetima stvara se niz novih Slaterovih determinanti. Pobudenje
moze biti jednostruko, dvostruko, trostruko ili visestruko, ovisno o tome koliko je zauzetih
molekulskih orbitala zamijenjeno nezauzetima. Koliko ukupno determinanti moze biti dodano,
ovisi o veli¢ini odabranog osnovnog skupa. Ako su u pobudu uklju¢ene sve moguce
determinante, sva je korelacija za taj skup ukljucena, a koristenjem jos i potpunog baznog skupa
(neogranicen), dobiva se ,,tocno“ rjesenje. No treba imati na umu da je i to samo priblizno
rjeSenje, viSe ili manje razliito od eksperimentalne vrijednosti zbog primjene Born-
Oppenheimerove aproksimacije zbog zanemarivanja relativistickih efekata.

Kako se vazne kemijske promjene dogadaju uglavnom u valentnim orbitalama,
korelacija se ¢esto raCuna samo za valentne elektrone, $to se naziva aproksimacija zamrznutih

unutarnjih orbitala (engl. frozen core, FC). Ova aproksimacija nije dobra za ra¢unanje ukupne
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energije sustava jer je korelacija znacajna i za unutarnje elektrone, ali isto tako, ona je u
unutarnjim orbitalama sli¢na za slicne sustave pa se pogreska ponisti prilikom racunanja
njihovih relativnih energija. Cesto se isklju¢uju i najviSe virtualne orbitale koje pripadaju
protuveznim orbitalama, $to se naziva aproksimacija zamrznutim virtualnim orbitalama.

Tri su osnovne skupine post-HF metoda elektronske korelacije: konfiguracijska
interakcija (engl. configuration interaction, CI), Moller-Pleset perturbacijska teorija (MPn
metode) i metoda spregnutih grozdova (engl. Coupled Cluster, CC). O ovim metodama nadalje

nece biti rijeci jer nisu koriStene za izradu ovog rada.

3.3. Teorija funkcionala gustoce

Teorija funkcionala gustoCe (engl. Density Functional Theory, DFT) temeljena je na
Hohenberg-Kohnovom teoremima. Prema prvom teoremu, elektronska energija osnovnog
stanja molekule u potpunosti je odredena njenom elektronskom gusto¢om koja ovisi o tri
prostorne koordinate neovisno o veli¢ini sustava. Na taj se nacin problem ra¢unanja molekule
od N elektrona s 3N pripadnih prostornih koordinata (ili 4N ako je ukljucena i ona spinska),
svodi na problem s tri prostorne koordinate. Oblik funkcionala koji povezuje energiju osnovnog
stanja 1 elektronsku gusto¢u nije poznat. Upravo DFT metodoma pokuSava se pronaci oblik
funkcionala elektronske gusto¢e u prostoru pomocu kojeg bi se izraCunala elektronska energija
molekule.

Medutim, ¢ak i kada bismo imali egzaktni E[p], bez eksperimentalnih podataka ne
bismo znali p. Tu nam uvelike pomaze drugi Hohenberg-Kohnovom teorem, koji kaze da je
egzaktna elektronska gustoc¢a ona koja minimizira elektronsku energiju sustava. To zna¢i da
bismo trebali minimizirati E[p] te dobiveni p koristiti za dobivanje egzaktne elektronske
energije.

Funkcional gusto¢e mozemo podijeliti na tri dijela: kineticku energiju T[p], privlacenje
elektrona i jezgara E,,.[p] i meduelektronsko odbijanje E,.[p]. Unutar Born-Oppenheimerove
aproksimacije odbijanje medu jezgrama je konstantno. E,.[p] moze se podjeliti na Coulombov
dio J[p] i izmjenski dio K[p], a korelacijska energija je implicitno uklju¢ena u oba izraza.

Poznati su klasi¢ni oblici Ep.[p] i J[p]:

E[p] = T[P] + Epe [P] + Enn [P] (30)
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E..(p) =]Jlp] + K[p] (31)
Zap(™) (32)
Buel Z:f L)
1 p()—pC") , (33)
Jlp]l = Eﬂ Wdrdr

Za kineticku energiju i energiju izmjene prvo se koristio model neinteragirajuéeg homogenog

elektronskog plina (teorija Thomasa, Fermija i Diraca):

Trelp]l = Cef P%(T) dr (34)
=3 (343 (35)
e = 15(37)
Kplpl = —Cof P30 dr (36)
3 (37)
3 /3\3
c=1(3)

Ovaj model davao je vrlo loSe rezultate pa tako, na primjer, uopce nije predvidao povezivanje
atoma u molekule.

Tek kada su uvedene Kohn-Shamove orbitale, DFT metode pocele su davati
upotrebljive rezultate. Kohn i Sham uveli su zamisao da se funkcional kineticke energije
podijeli u dva dijela; jedan koji se moze tocno izracunati, a drugi koji predstavlja korekciju.

Postavlja se hamiltonijan:

Hy =T+ Voyr + AE,, (38)

V..t J€ Vanjski potencijal, a parametar A moze biti izmedu 0 i 1. Kada on izn0Si 1, V,yy = Vye.

Za slucaj A = 0, radi se o hipotetskom sustavu u kojem nema meduelektronskih djelovanja. U
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tom slu¢aju to¢no rjeSenje Schrodingerove jednadzbe s Hj je Slaterova determinanta koja se
sastoji od molekulskih orbitala ¢;, pomocu kojih se mozZe definirati funkcional kineticke

energije:

N
1
s = <¢i |— SV ¢i>
i=1

(39)

Kineti¢ka energija se rauna iz prirodnih orbitala i tocne matrice gustoce:

vo|_Loa| iwo
Tlpexact]l = ni( i _E 4 i >
i=1 (40)
poxace = ) |1’
exact . L (41)
i=1

N=) (42)

n; predstavlja orbitalne okupacijske brojeve i vlastite vrijednosti matrice gustoce, a ima
vrijednost izmedu 0 1 1. Buduéi da to¢na matrica gustoc¢e nije poznata, koristi se izraz za

pribliznu elektronsku gusto¢u kao skup pomoénih jednoelektronskih Kohn-Shamovih orbitala:
N
p() = ) 16 (P
i=1
(43)

Ideja Kohn-Shamove teorije je izraCunati kineticku energiju pod pretpostavkom

neinteragirajucih elektrona, dok se razlika izmedu tocne kineticke energije i one izraCunate, pod
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tom pretpostavkom, ukljucuje u izmjensko-korelacijski ¢lan. Tada se elektronska energija moze

prikazati kao zbroj pojedinacnih doprinosa:

Eprr = Tslp]l + Enelpl + JIp] + Exclp] (44)

U jednadzbi (44) Ex[p] predstavlja izmjensko-korelacijski ¢lan te ukljucuje sve doprinose koji
nisu sadrzani u ostala tri clana. Pod pretpostavkom da je E = Epgr, dobivamo sljede¢i izraz za

izmjensko-korelacijski ¢lan:

Exc = (Tp] = Ts[pD) + (Ecelp] —JpD) (45)

Izraz u prvoj zagradi predstavlja kineticku korelacijsku energiju, dok izraz u drugoj zagradi
oznacava izmjensku i potencijalnu korelacijsku energiju. Ey. se uobicajeno dijeli na dva dijela:

energiju korelacije E. i energiju izmjene Ey:

Exc = Ex[p] + Eclp] = [ p(MeclpM]dr + [ p(reclp(r)]dr (46)

gdje &, (odnosno &;) predstavlja energiju izmjene (odnosno korelacije) po elektronu u
homogenom elektronskom plinu konstantne gustoce. Izmjensko-korelacijskom ¢lanu znacajno
vise doprinosi energija izmjene od energije korelacije.

Funkcional gustoce za prva tri ¢lana u jednadzbi (44) je poznat, a problem se svodi na
pronalaZenje funkcionala koji povezuje elektronsku gustocu 1 izmjensko-korelacijski ¢lan. Ako
bi bio poznat tocan izraz, takva DFT metoda dala bi (variranjem energije s obzirom na gustocu,
prema Hohenberg-Kohnovom drugom teoremu) ezaktnu elektronsku gustocu, te iz nje i
egzaktnu ukupnu energiju. Velika prednost pribliznih DFT metoda lezi u tome §to se priblizni
izmjensko-korelacijski funkcionali vrlo lako racunaju, tj. nisu toliko racunalno zahtjevni. DFT
metode medusobno se razlikuju po obliku funkcionala izmjensko-korelacijske energije.

3.3.1. Metode lokalne gustoce
Metode lokalne gustoce (engl. Local Density Approximation, LDA) pretpostavljaju da gusto¢u
mozemo lokalno tretirati kao jednoli¢ni elektronski plin, tj. da je ona sporomijenjajuca funkcija.

Za opis energije izmjene jednoli¢nog plina koristi se Diracova formula:
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4
ExP4[p] = —CxJ p3(r) dr (47)
LDA 1
ex “lpl = —Cxp3
(48)
1
Gdje Cy predstavlja konstantu Cy = — Z (%)3 U opcenitijem slucaju gustoce a i § spinova nisu

jednake pa se koristi aproksimacija lokalne spinske gustoée (engl. Local Spin Density
Approximation, LSDA):

1 2 4
BE) = =236 (024 07 ) ar

(49)
1 1 1
ELSDA[p] — _2§C <p3 + p3>
¥ \Te 8 (50)
Gornji izraz moZemo napisati 1 u obliku ukupne gustoce 1 spinske polarizacije:
LSDA 1 1 3 =
fPALp] = =5 Cep3 |1+ 7 + (1 - O
(51)

gdje ¢ oznacdava spinsku polarizaciju. Kod sustava zatvorene ljuske LDA je istovjetna LSDA.

Korelacijska energija jednoli¢nog elektronskog plina odredena je Monte Carlo metodama za
mnoge gustoce, a kako bi se ti rezultati koristili u DFT metodama, treba imati odgovarajuc¢u
analiti¢ku funkciju. Takvu funkciju razvili su Vosko, Wilk i Nusair® te ona radi interpolaciju

izmedu nepolarizirane ({ = 0) i polarizirane elektronske gustoce ({ = 1):

SXWN [rsr Z] = £.(15,0) + .75 f(Z)

fII(O) [1 - (4] + [SC(T'S, 1) - ‘SC(T:S' O)]f(()(4 (52)

(1+05+1 -3 -2
2 (23 - 1) (53)

()=
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gdje €.(r;, 0) predstavlja korelacijski ¢lan kada nema, odnosno ima polarizacije elektronske
gustoce (.(r5, 1)), ar parametar elektronskog plina. Modificirani oblik dali su Perdew i Wang

i on se koristi kao funkcional PW91:

1 )
2a(B1x + Box? + P3x3 + fux*)

ern [x] = —2ap(1 — ax*)In (1 +
Tu je x bezdimenzijska varijabla gradijenta a a i B su konstante dobivene na temelju
eksperimentalnih podataka.

LSDA obi¢no podcjenjuje energiju izmjene za oko 10 % te precjenjuje korelaciju, zato
su jacine veza koje racuna prevelike. Stoga, LSDA metode daju rezultate usporedive s HF
metodama.®
3.3.2. Metode poboljsane gradijentom
U metodama poboljSanim gradijentom gustocu energije korelacije i izmjene ovise ne samo o
lokalnoj elektronskoj gustoci, ve¢ i o njezinoj prvoj derivaciji. To jo§ nazivamo i poopéenom
gradijentnom aproksimacijom (engl. Generalized Gradient Approximation, GGA)

Perdew 1 Wang predlozili su izraz za energiju izmjene PW86:

ePW86 — ¢LDA(1 + ax? + bx3 + cx*) (55)
v (Vp)
- 4
p3 (56)

Tu je x bezdimenzijska varijabla gradijenta, a a, b i ¢ su konstante.
Becke je predloZio izraz za korekciju energije izmjene po LSDA, poznat pod oznakama B88 ili

samo B:

8588 — SJIC‘SDA + AS,}?SS (57)

x? (58)
B sinh~1 x

1
A& = PP 1

B je parametar koji je odreden iz podataka za atome, a X je jednak onom u jednadzbi (58).
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Lee, Yang i Parr predlozili su poznati funkcional energije korelacije LYP:

elYP = —a—Y -
1+dp73
ye_Cp_% 2 8 8 (59)
+ ab - [18 (25) Cp (pg + pg>
9 (1 + dp_§) p3
—18pt,, +p, (2% + V2p%) + pﬁ(th, + Vzpﬁ)l
gdje je
2 2
pa + pj (60)
y =2 (1 + —>
02
1/(|Vp|? (61)
t, ==(——— 12
v=g(e -

dok su a, b, c i d parametri odredeni iz podataka za atom helija.
Funkcional izmjene B88¢esto se koristi u kombinaciji s funkcionalima korelacije u koje je
takoder uklju¢en gradijent elektronske gustoée. Od takvih najpoznatiji su B-LYP%?®
(funkcional B u kombinaciji s funkcionalom kojeg su razvili Lee, Yang i Parr), te B-PW (B
funkcional u kombinaciji s funkcionalom koji su razvili Perdew i Wang).%

Kako bi se dobio izraz za energiju korelacije i izmjene, moguce je interpolirati izraz za
izmjensko korelacijski ¢lan za sustav neovisnih elektrona s izrazom za sustav interagiraju¢ih
elektrona. Hartree-Fockova teorija, sadrzi egzaktnu energiju izmjene za elektrone koji ne ulaze
u interakciju. Najéescée je koristen B3-LYP,%° Beckeov model s tri parametra koji u sebi sadrzi

I korekciju na gradijent gustoc¢e LYP. Izraz glasi:

Ex¢™"P = (1 — )Eg*% + aEY" + bEZ® + (1 — )EL"N + cEF'P (62)
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Parametri a = 0,8, b = 0,72 i ¢ = 0,81 dobiveni su na temelju eksperimentalnih podataka. B3-
LYP znatno je bolji od B-LYP metode, a daje gotovo jednako to¢ne rezultate kao perturbacijske
MP metode uz utrosak vremena kao HF. Neki od poznatijih korelacijskih GGA funkcionala su:
PW86, PW91,'% PBEOPBE 1% jtq,

3.3.3. Metode poboljsane gustocom kineticke energije

Daljnja nadogradnja na GGA metode su one u kojima energije korelacije i izmjene ovise (0sim
o elektronskoj gustocu i1 njenom gradijentu) i o drugoj derivaciji elektronske gustoce
(Laplacianu), a u praksi i o gusto¢i neinteragirajuc¢e kineticke energije, jer je numericki
stabilnija. To jo§ nazivamo i meta-poopéenom gradijentnom aproksimacijom (engl. Meta
Generalized Gradient Approximation, meta-GGA). Dio funkcionala neovisan o spinu tada
glasi:

E)I}/ICGGA [p] = f dT'p (r)EXC (P (T'), VP (T), T(T)) (63)

gdje je t(r) gustoca neinteragirajuce kineticke energije definirane kao:

k
1
1) =5 ) 7o) .

gdje su ¢; (r) Kohn-Shamove orbitale odredene SCF procedurom, a k broj okupiranih orbitala.
Razvijen je velik broj meta-GGA funkcionala ukljuéujuéi B951% B98, ISM, KCIS!4
PKZB!%106  tHCTH,% TPSS,!® i VSXC.}® Komputacijska zahtjevnost ovih metoda u
potpunosti je usporediva s GGA metodama i tu je moguce ukljuciti HF izmjenu kako bi se
dobili to€niji rezultati.

U izradi ove doktorske disertacije koriStena je grupa tzv. Minnesota funkcionala, visoko
parametriziranih funkcionala baziranih na meta-GGA aproksimaciji. Razvijeni su u grupi
profesora Donalda Truhlara na SveuciliStu u Minnesoti. Ovi funkcionali ukljucuju ¢lanove koji
ovise o gusto¢i kineticke energije 1 svi su parametrizirani na eksperimentalne podatke iz
visokokvalitetnih baza podataka. Minnesota funkcionali pokazuju jako dobre performanse na
klasi¢nim organskim sustavima, stoga se Cesto Koriste. Prva porodica Minnesota funkcionala,
objavljena 2005. godine, ukljuéuje dva funkcionala, M05? i M05-2X,'! koji ukljuéuju 28 %,
odnosno 56 % HF izmjene te 22 dodatna empirijska parametra. 2006. godine razvijena je M06
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porodica funkcionala, koja ukljuéuje pet novih funkcionala. M06 i M06-2X!2 uvode 35,
odnosno 32 empirijska parametara u izmjensko-korelacijski ¢lan. M06-2X pokazao se
prikladnim za opis reakcija u aktivnom mjestu MAO enzima,® stoga je izabran kao metoda u

izradi ove doktorske disertacije.

3.4. Skupovi osnovnih funkcija

Osnovnim skupom nazivamo bazu vektorskog prostora u kojoj se zapisuju molekulske orbitale.
Potpuni opis valne funkcije zahtijeva beskonacan skup osnovnih funkcija, $to je racunski
nedostupno. Odabirom baznog skupa valna funkcija se opisuje s kona¢nim brojem osnovnih
funkcija. Sto je veéi broj osnovnih funkcija koje opisuju valnu funkciju, to je uglavnom toéniji
opis molekulskih orbitala. Za optimalnu efektivnost potrebno je odabrati skup osnovnih
funkcija na nacin da se Sto lakSe racunaju, a da se tocnost racuna bitno ne narusi.

3.4.1. Orbitale Slaterovog i Gaussovog tipa

Dva tipa osnovnih funkcija koriste se u raCunima: orbitale Slaterovog tipa (engl. Slater type
orbitals, STO) i orbitale Gaussovog tipa (engl. Gauss type orbitals, GTO). Nazivaju se i
91

atomskim orbitalama iako nisu rjeSenja Schrodingerove jednadzbe za atome.

Matematicki oblik orbitale Slaterovog tipa glasi:
Xenim (@9, ) = Nr*le™6rY, . (9, ¢) (65)

Gdje je ¢ eksponent, n glavni kvantni broj, [ angularni kvantni broj, m magnetni kvantni broj,
a r,9,¢ su sferne koordinate, dok je N konstanta normiranja. STO orbitale u pocetku su
koriStene zbog svoje sli€nosti s atomskim orbitalama vodikova atoma, no nemaju radijalne
¢vorove, pa se njih treba uvesti linearnim kombinacijama STO orbitala. Kako raste broj
osnovnih funkcija, linearna kombinacija konvergira prema to¢nom obliku molekulske orbitale,
no trocentricni i Cetverocentricni dvoelektronski integrali ne mogu se racunati analiticki. STO
se stoga koriste u jednoatomnim i dvoatomnim sustavima gdje je potrebna velika to¢nost kao 1
u semiempirijskim racunima gdje su takvi integrali zanemareni.

Orbitale Gaussovog tipa mogu se prikazati i u polarnim i u Kartezijevim koordinatama:

Xenim(T9,9) = NYy (9, p)r®n=2-De=¢r2 (66)
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Xty (6,7,2) = Nxleybzlze=ir? (67)

gdje je Ceksponent, N konstanta normiranja, x, y, i z predstavljaju Cartezijeve koordinate, dok
su ly, l,, i I, eksponenti te njihov broj odreduje o kojem tipu orbitale se radi (npr. I, + 1, + 1, =
1 predstavlja p orbitalu). GTO su ovisne o kvadratu udaljenosti elektrona od jezgre (u
eksponencijalnom ¢lanu), $to ih ¢ini losijima od STO. GTO slabije opisuju ponasanje elektrona
blizu jezgre (na jezgri GTO imaju derivaciju 0, dok STO imaju prekid u obliku $iljka, tj. uopce
nemaju derivaciju), a i na velikim udaljenostima od jezgre GTO prebrzo opada. Stoga je
potrebno upotrijebiti oko tri puta veci broj GTO u linearnoj kombinaciji kako bi se postigla ista
razina to¢nosti kao STO (Slika 13.). Veliko povecanje broja osnovnih funkcija kod GTO

praceno je puno laksim racunanjem integrala, stoga se GTO u praksi puno vise koriste.

SLATER

== 5TO-1G

$is

L i L N )
.0 .5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 40
Radius {a.u.)

Slika 13. Reprezentacija orbitala Slaterovog tipa orbitalama Gaussovog tipa. Slika je preuzeta

iz reference 91.%1

Broj osnovnih funkcija najvazniji je faktor koji odreduje tocnost racuna. Minimalni osnovni
skup sadrzi najmanji broj osnovnih funkcija koji je potreban da se opisSu svi elektroni u sustavu.
Osnovni skup mozemo poboljsati tako da udvostru¢imo broj osnovnih funkcija stvarajuéi
dvostruke ¢ (engl. Double Zeta, DZ). Takav skup koristi po dvije funkcije za opis atoma vodika
(1si 1s"), za elemente druge periode Cetiri s-funkcije i dvije p-funkcije (1s,1s", 25,25 2p
, 2p ") itd. Takoder, broj osnovnih funkcija mozemo utrostruciti (engl. Triple Zeta, TZ),
ucetverostruciti (engl. Quadruple Zeta, QZ) itd.

Polarizacijske funkcije, funkcije s ve¢im angularnim momentom, vazne su za bolji opis

sustava. Ako se na s orbitalu dodaju p orbitale, one omogucuju opis polarizacije na s orbitali.

Tana Tandarié¢ Doktorska disertacija



§ 3. Teorijska osnovica ra¢unalnih metoda 36

Jednako se koriste d orbitale za polarizaciju p orbitala, f za polarizaciju d, a takoder se moze na
p orbitalu dodanu na s orbitalu dodati jos$ jedna d orbitala, itd. Polarizacija je posebno bitna za
opis sustava u kojima postoji hibridizacija, prijelazna stanja, itd. Za jednodeterminantne valne
funkcije u kojima se ne uzima u obzir elektronska korelacija, prvi skup polarizacijskih funkcija
najvazniji je i opisuje glavne ucéinke polarizacije. DZP (engl. Double Zeta plus Polarization)
osnovni skup ima jedan skup polarizacijskih funkcija dodan na pocetne funkcije iz DZ skupa
(p funkcije na vodike i d funkcije na teSke atome). Skup TZ2P (engl. Triple Zeta plus Double
Polarization) ima po dva skupa polarizacijskih funkcija dodan na TZ skup. Rezultati dobiveni
HF metodom ne poboljsavaju se znacajno koristenjem skupa osnovnih funkcija veé¢eg od TZ2P
jer se rezultati priblizavaju HF grani¢nim vrijednostima, dok metode koje ukljucuju korelaciju
trebaju veée skupove osnovnih funkcija s viSe polarizacijskih funkcija za istu razinu
konvergencije energije.

Potrebno je da skup osnovnih funkcija bude uravnotezen, tj. da se ne dodaje previse
polarizacijskih funkcija na premali skup iz razloga Sto ¢e optimizacijska procedura pokusati
nadoknaditi nedovoljni osnovni skup koriStenjem funkcija veéeg angularnog momenta.
Eksponenti za s i p funkcije odreduju se metodom HF za atome, koriste¢i ih kao varijacijske
parametre. Na taj se na¢in ne mogu odrediti eksponenti za polarizacijske funkcije jer uatomima
nema polarizacije, pa se odreduju varijacijskim HF raCunom za molekulske sustave (gdje
energija ovisi i 0 polarizacijskim funkcijama).

Skupovi osnovnih funkcija optimirane energije uglavhom ovise o valnoj funkciji u
podrucju unutarnjih elektrona. Na primjeru ugljikovog atoma, elektroni u 1s orbitali daju velik
udio ukupne energije, pa ¢e minimiziranje dati optimalni skup osnovnih funkcija za unutarnje
elektrone te manje optimalan za vanjske. Kako kemijske promjene uglavnom ovise o vanjskim,
valentnim elektronima, kao i mnoga druga svojstva (npr. polarizabilnost), optimirani skupovi
koriste i difuzne funkcije (osnovne funkcije malog eksponenta () kada postoje elektroni koji
su jako udaljeni od jezgre (anioni, pobudena stanja) ili kada se racuna svojstvo koje jako ovisi
o vanjskom dijelu funkcije (poput polarizabilnosti).

Optimizacijom s obzirom na energiju, kemijski vazan dio sustava, valentni elektroni,
opisani su malim brojem osnovnih funkcija, dok najve¢i dio otpada na opis unutarnjih
elektrona, koji su kemijski manje vazni i uglavnom konstantni. Ako se varijacijski koeficijenti
ispred osnovnih funkcija za unutarnje elektrone ucine konstantnima, nije th potrebno ponovno

varijacijski odredivati. Kontrakcija je kombiniranje punog skupa osnovnih funkcija
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(primitivnih GTO 1ili PGTO) koristenjem fiksiranih linearnih kombinacija, a rezultantne

funkcije se nazivaju kontrahirane GTO (CGTO):
k

x(CGTO) = Z a;xi(PGTO) (68)

L

Kontrakcije su osobito korisne za unutarnje elektrone koji zahtijevaju veliki broj funkcija za
opis ponasanja elektrona blizu jezgre, a uglavnom su neovisne o okruzenju. Smanjenjem
varijacijskih parametara, bitno smanjuje i trajanje ra¢una. Stupanj kontrakcije predstavlja broj
PGTO koje ulaze u CGTO i obicno je izmedu 1 i 10. Postoje dva nacina kontrakcije,
segmentirana 1 op¢a. Kod segmentirane, dani skup PGTO podijeljen je u manje skupove
funkcija koje ¢ine CGTO. Npr. skup od 10 s orbitala moze biti saZet u tri skupa, Sest unutarnjih

orbitala ¢ine jedan CGTO, iduce tri ¢ine drugi CGTO, a zadnja Cini tre¢i CGTO:
6

£.(CGTO) = Z a;x:(PGTO) )
9

)(Z(CGTO) = Z b;xi (PGTO) (70)

25(CGTO) = 310(PGTO) (71)

Opca kontrakcija radi se tako da sve PGTO odredenog atoma 1 odgovarajueg angularnog

momenta ulaze u sve CGTO koje imaju taj angularni moment, ali s drugim koeficijentima:

10

2.(CGTO) = Z a,x,(PGTO) @2
10
£2(CGTO) = Z bix:(PGTO) 73
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10
15(€6T0) = Y i (PGTO) an

i=1

Postoji vise vrsta skupova osnovnih funkcija: Popleovi skupovi,}*® Dunning-Huzinagini
skupovi,}** skupovi MINL® MIDI*® i MAXI%®, skupovi prirodnih atomskih orbitala
(ANO),'Y" skupovi uskladeni s obzirom na korelaciju (engl. Correlation Consistent!!4).
Najcesc¢e koriSteni skupovi osnovnih funkcija, kao i oni koriSteni u izradi ove disertacije su
Popleovi osnovni skupovi.

3.4.2. Popleovi skupovi osnovnih funkcija

Prva skupina Popleovih osnovnih skupova je STO-nG,'*? tj. kontrakcija STO koja je prikazana
n PGTO-ima. Postoje skupovi u kojima je n od 2 do 6, no pokazalo se da se kombinacijom vise
od 3 PGTO ne dobiva znacajno poboljSanje, pa je iz tog razloga najcescée koristen STO-3G.
Druga vrsta skupova je k-nimG. To su skupovi s posebnom reprezentacijom valentnih orbitala
(engl. split valence). Tu k oznacava broj PGTO koristenih za opis unutarnjih orbitala. Drugi
dio, nlm, oznacava koliko je CGTO koristeno za opis valentnih orbitala, te koliko je PGTO
koriSteno u svakoj CGTO. Tako nl oznacava dvostruko podijeljene valentne orbitale, a nlm
trostruko podijeljene.

Najjednostavniji primjer takvog skupa je 3-21G, gdje su unutarnji elektroni opisani
kontrakcijom od po tri PGTO, unutarnji dio valentnih orbitala opisan je kontrakcijom od dvije
PGTO, a vanjski dio jednom PGTO. Kod skupa 6-31G, unutarnji elektroni opisani su sa Sest
PGTO, a vanjski s tri PGTO i jednom PGTO. Kod 6-311 svaka valentna orbitala je opisana s
tri kontrakcije s razli¢itim eksponentima.

Na svaki od tih skupova mogu se dodati polarizacijske i difuzne funkcije. Polarizacijske
funkcije oznacavaju se nakon slova G, pa tako postoji 6-31G(d) kod kojeg je jedan skup d-
funkcija dodan na svaki teski atom. Kod skupa 6-31G(d,p) dodana je po jedna d orbitala na
svaki teski atom i po jedna p orbitala na svaki vodikov atom. Kod 6-311G(2df,2pd), na svaki
teski atom dodana je kontrakcija od dvije d orbitale i jedne f orbitale, a na vodike kontrakcija
od dvije p orbitale i jedne d orbitale.

Difuzne funkcije obi¢no su s- i p-tipa. Oznaka plus u imenu znaci da je dodan skup s-
difuznih funkcija i p-funkcija na teSske atome, a ++ znaci da je na teSke atome dodan skup

difuznih s- i p-funkcija, a na vodikove atome skup difuznih s-funkcija.
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3.5. Solvatacijski efekti

Glavnina organskih i enzimskih reakcija dogada se u otopini. Kako bi se opisali solvatacijski
efekti, nuzno je izracunati interakciju otapala i otopljene tvari (prouc¢avanog sustava). Otapalo
utjeCe 1 na energiju i na geometriju sustava, pa je odabir dobrog solvatacijskog modela i na¢ina
izraCuna solvatacije kljuan u ispravnom opisu kemijskog sustava. Osim toga, otapalo vrlo
&esto sudjeluje u samom mehanizmu reakcije.!# 2% Naj¢esée koriSteni pristupi su implicitna te
eksplicitna solvatacija, odnosno kombinacija oba pristupa (tzv. supramolekularni pristup).

Implicitna solvatacija podrazumijeva model polarizabilnog kontinuuma. Proces
solvatacije u ovim modelima promatra se kao niz sljede¢ih procesa: nastanak solvatacijske
Supljine u polarizabilnom kontinuumu, ulazak promatrane molekule u ,nastalu“ Supljinu i
relaksacija kontinuuma oko molekule. Postoje razli¢iti modeli implicitne solvatacije, medu
kojima su koriteniji PCM, CPCM!#, COSMO'?? i SMD*2 modeli. Implicitna solvatacija moze
se koristiti pri geometrijskoj optimizaciji ili pri izratunu Gibbsove energije solvatacije
(solvatacijski efekt na geometriji dobivenoj optimizacijom u plinskoj fazi).

Osnovne prednosti implicitnih modela u odnosu na eksplicitne su mali utjecaj na
zahtjevnost raCuna i1 mogucénost oslanjanja na parametrizaciju prema eksperimentalnim
parametrima. Isto tako, rezultate dobivene razli¢itim implicitnim modelima lako je
usporedivati. Ta tri faktora omogucila su vrlo brzi porast u kvaliteti i broju dostupnih
implicitnih modela. Implicitni modeli, u pravilu, kao rezultat daje standardnu Gibbsovu
energiju solvatacije. Ta se energija zatim pribraja (Gibbsovoj) energiji soluta u plinskoj fazi, iz
cega se dobiva (Gibbsova) energija u otopini. Rafuni energije solvatacije ne moraju biti
provedeni na istoj razini teorije kao npr. i racuni geometrijske optimizacije u plinskoj fazi.

Uobicajeno se geometrijska optimizacija u implicitnom otapalu provodi zbog usporedbe
struktura dobivenih geometrijskom optimizacijom u vakuumu i modelnom otapalu. Ako se
strukture ne razlikuju znacajno, izracun Gibbsove slobodne energije solvatacije provodi se na
strukturi dobivenoj geometrijskom optimizacijom bez implicitnog otapala.

Osnovni parametri koji su potrebni za (C)PCM racune su: modelno otapalo s poznatom
dielektricnom konstantom (g), elektrostaticki korekcijski faktor (o) te parametri radijusa
pojedinog atoma. Radijusi atoma u solvatacijskim racunima empirijske su prirode te su
provjereni na velikom nizu molekula i koriStenjem teorijskih racuna razlicite slozenosti. Od
poznatijih su UFF, UAKS, UAHF i UAO. SMD*? solvatacijski model je visoko parametrizirani

model pogodan za izra¢un termodinamickih veli¢ina solvatiranih sustava.
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Prema radu Ho i sur. iz 2009. godine,?* prihvatljiva pogreska racuna solvatacijske
energije moZe se postaviti na oko 1 kcal mol ™!, §to je blisko to¢nosti eksperimentalnih metoda.
Eksplicitnim dodavanjem molekula otapala oko promatranog sustava, simuliraju se
solvatacijske ljuske (obi¢no samo prva solvatacijska ljuska) koje se nalaze u bliskom kontaktu
sa sustavom i time se razlikuju od molekula otapala koje nisu u ,,dodiru s otopljenom tvari.
Vrlo je zahtjevno opisati prvu solvatacijsku ljusku ovakvim pristupom. Molekule otapala,
intermolekulskim silama vezane na solut, mijenjaju slobode kretanja, moguce vibracije te
reaktivnost otopljene tvari, a ponekad sudjeluju i u samoj kemijskoj reakciji. Poseban problem
predstavlja voda kao otapalo, ¢ije molekule u velikom broju mogu zauzeti prostor prve
solvatacijske ljuske. Osim toga, razmjestaj i medusobna interakcija molekula voda
predstavljaju dodatni problem. Molekule vode medusobno su povezane brojnim vodikovim
vezama i ¢esto se u raCunima, tijekom geometrijske optimizacije, udaljuju od otopljene tvari te
medusobno formiraju grozdove. Za svaku kemijsku strukturu potrebno je odrediti ,,optimalni
broj molekula otapala“ u solvatacijskoj ljusci, pri ¢emu struktura sa solvatacijskom ljuskom
tvori zasebnu kemijsku speciju.

Kombinacija implicitnog i eksplicitnog opisa otapala rac¢unalno je najzahtjevnija, ali
daje najto¢nije podatke.!® U literaturi se takav pristup opisuje kao supramolekulski
solvatacijski model.

3.6. Osnove kvantno-kemijskih izrac¢una
Osnovne vrste izra¢una koji se koriste u racunalnoj kvantnoj kemiji su:

e [zraun ukupne energije odredenog molekulskog sustava.
Takoder se mogu izraunati svojstva povezana s energijom i/ili rasporedom elektrona
(raspodjelu naboja u sustavu, EPR, NMR, IR spektri). O izraCunu energije molekulskog sustava
bilo je rijeci u prethodnim poglavljima.

e Optimizacija geometrija
Procedura kojom je moguce locirati stacionarnu tocku, najces¢e minimum, koja se nalazi u
blizini pocetne, odnosno zadane geometrije. Optimizacija geometrija temelji se na postepenoj
promjeni geometrije molekule u smjeru gradijenta potencijalne energije sustava.

e Izracun vibracijskih frekvencija molekula
Poznavanje frekvencija vibracija molekule (kao i vibracijskih valnih funkcija) omogucuje
izracun termodinamickih potencijala molekule. Uz to se moze predvidjeti IR spektar molekule

te okarakterizirati priroda stacionarne tocke na plohi potencijalne energije (minimum kao
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stacionarna tocka nultog reda, prijelazno stanje kao stacionarna tocka prvog reda, itd.) pri
odredivanju mehanizama kemijskih reakcija

e Rjesavanje elektronske strukture u vremenski promjenjivom potencijalu
Vremenski promjenjivim elektricnim i magnetskim potencijalima prikazuje se interakcija
elektromagnetskog zracenja s elektronskom strukturom molekule, a kao rezultat izracuna
dobivaju se podaci o eksitacijskim energijama i drugim spektroskopskim svojstvima.
3.6.1. Optimizacija geometrija
Strukturne promjene unutar molekule (duljine veza, vrijednosti veznih i diedarskih kuteva)
uzrokuju promjene energije te ostalih svojstava molekulskog sustava. Iteracijski postupak
odredivanja molekulske strukture u energijskom minimumimu uz pomo¢ optimizacijskih
algoritama unutar odredenog koordinatnog sustava, koji opisuje polozaj svih jezgara (npr.
koristenjem Cartezijevih ili internih koordinata), naziva se optimizacija geometrija.

Optimizacija geometrija je metoda energijske minimizacije. Ploha potencijalne energije
(engl. potential energy surface, PES) matematicka je funkcija koja svakoj molekulskoj strukturi
(geometriji) pridruzuje odgovarajuéu energiju. Za dvoatomske molekule to je jednodimenzijski
prikaz udaljenosti dviju jezgara na osi x i energije na osi y. Za vece molekulske sustave, ploha
potencijalne energije ima toliko dimenzija koliko je potrebno parametara da se jednoznacno
definira geometrija molekule (3N-6 dimenzija za nelinearne molekule, pri ¢emu je N broj
atoma u molekuli). Svaka toCka na plohi potencijalne energije predstavlja posebnu molekulsku
geometriju.

Minimum je to¢ka na dnu PES-a (u potencijalnoj jami) iz koje pomak u bilo kojem
smjeru vodi u stanje viSe energije. Sve komponente gradijenta energije u toj tocki iznose 0, dok
su sve svojstvene vrijednosti matrice drugih derivacija pozitivne. Razlikujemo lokalni i globalni
minimum, pri ¢emu lokalni predstavlja to¢ku najniZe energije na ograni¢enom dijelu PES-a,
dok je globalni najniZza energetska tocka na cijeloj plohi potencijalne energije. Razliciti
minimumi mogu odgovarati reaktantima i (medu)produktima u slucaju razmatranja odredenih
reakcijskih koordinata, odnosno konformerima u slucaju promatranja nekog fleksibilnog
molekulskog sustava.

Stacionarna tocka u kojoj je jedna svojstvena vrijednost matrice drugih derivacija
negativna, a sve ostale pozitivne, naziva se sedlasta tocka prvog reda. Ona oznacava prijelazno

stanje koje povezuje dvije lokalne strukture, tj. dva minimuma.
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Geometrijskom optimizacijom lociraju se stacionarne tocke na PES-u, no tom se
procedurom ne moze odrediti njihova priroda, tj. radi li se o minimumu ili prijelaznom stanju.
Za karakterizaciju stacionarne tocke potreban je frekvencijski ra¢un na teorijskoj razini na kojoj
je provedena i optimizacija geometrija. U minimumu, kao i to¢ki prijelaznog stanja, sve prve
derivacije energije po koordinatama svih atomskih jezgara iznose nula. Svaka uspjeSna
optimizacija zavrSava lociranjem stacionarne tocke.

Za geometrijsku optimizaciju nuzni su ulazni podaci, odnosno ,,input koji sadrzi
pribliznu ili traZenu molekulsku geometriju prikazanu internim ili Kartezijevim koordinatama.
Odabrani algoritam ra¢una gradijent i energiju u toj tocki. Zatim se odreduje koliko daleko i u
kojem ¢e smjeru biti provedena sljedeca iteracija. Gradijent ukazuje na smjer u kojem energija
najbrze raste, kao i na stupanj tog nagiba. Najpoznatiji algoritmi za optimizaciju koji koriste
podatke 0 energijama i gradijentu) su metoda najstrmijeg spusta (engl. steepest descent)*?® i
metoda konjugiranog gradijenta (engl. conjugate gradients),'?’ koji se odlikuju slabom
konvergencijom. Vecina drugih algoritama izra¢unava matricu hesijana tj. vrijednost drugih
parcijalnih derivacija energije s obzirom na molekulske koordinate. One opisuju zakrivljenost
povrsine u toj tocki, Sto pridonosi tocnijem predvidanju sljedece iteracije. Najpoznatiji od njih
su:  Newton-Raphsonov  algoritam,'?®  Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shannov  (BFGS)
algoritam,*?® optimizacija racionalne funkcije (engl. Rational Function Optimization) za
prijelazna stanja, itd. Kada optimizacijski postupak iskonvergira, tj ispuni pod odredene uvjete,
locirana struktura je stacionarna tocka.

3.6.2. Frekvencijski racun
Osnovne namjene frekvencijskog racuna su:

e karakterizacija prirode (stacionarnih) tocaka (minimum ili prijelazno stanje),

e izracun frekvencija gibanja (vibriranja) atoma unutar molekula,

e izracun termokemijskih parametara.
Kako bismo potpuno i to¢no okarakterizirali stacionarne tocke na PES-u, potrebno je izracunati
vibracije atoma unutar molekule izratcunom drugih derivacija energije po atomskim
koordinatama te rjeSavajuci vibracijsku Schrodingerovu jednadzbu (svaki vibracijski mod
opisan je razli¢itim potencijalom).

Dobivamo skup molekulskih vibracija, te informaciju odgovara li optimizirana struktura
minimumu na PES-u (reaktanti, intermedijeri i produkti) ili prijelaznom stanju. Ako postoji

samo jedna imaginarna vibracijska frekvencija, dobiven je minimum u svim smjerovima, osim

Tana Tandarié¢ Doktorska disertacija



§ 3. Teorijska osnovica ra¢unalnih metoda 43

u smjeru vibracije s imaginarnom frekvencijom, $to znaci da izraunata geometrija predstavlja
prijelazno stanje (engl. transition state, TS) na toj plohi potencijalne energije. Ako je locirana
stacionarna toCka s dvije 1 viSe imaginarnih frekvencija, potrebno je dodatno optimizirati
strukturu dok se ne locira stacionarna toc¢ka s jednom (TS) ili bez (minimum) imaginarnih
frekvencija. Postojanje jedne imaginarne frekvencije karakterizira tocku kao prijelazno stanje,
no potrebno je primijeniti dodatne procedure kako bi se doslo do zakljucka koje minimume
ispitivano prijelazno stanje povezuje. Za potvrdu reakcijskog puta, koji je definiran TS-om,
potrebno je pratiti oba reakcijska smjera duz gradijenta intrinzicke reakcijske koordinate (engl.
Intrinsic Reaction Coordinate, IRC).

IRCB013! predstavlja parcijalno optimiziranje geometrija duz reakcijske koordinate.
Pocetna to¢ka u IRC racunu odgovara strukturi prijelaznog stanja, a njezina se geometrija
postupno optimizira (po reakcijskoj koordinati) do (medu)produkata (napredni smjer) i
reaktanata (povratni smjer). Dobivene strukture, nakon dodatne geometrijske optimizacije, daju
(lokalne) minimume Kkoji odgovaraju reaktantima i (medu)produktima povezanim tim
prijelaznim stanjem.

Ukupna elektronska energija izraCunata geometrijskom optimizacijom odgovara
minimumu na PES-u. U stvarnosti molekula nema tu energiju, jer sama molekula nikada nije u
stanju potpunog mirovanja, ve¢ ¢e imati odredeno vibracijsko, rotacijsko i translacijsko gibanje.
Energija nulte tocke (engl. zero-point energy) rauna se kao zbroj elektronske energije i tzv.
,»korekcije nulte tocke”, energije koja odgovara najnizem vibracijskom stanju molekule pri 0
K. U entalpiju i entropiju molekule urac¢unavaju se razli¢iti doprinosi translacijskog,
vibracijskog i rotacijskog gibanja molekule (izvode se iz frekvencijskog ra¢una) pribrojeni
energiji nulte tocke. Tu su ukljucene aproksimacija idealnog plina za translacijsko gibanje, kao
i aproksimacija rigidnog rotora za rotacijsko gibanje. U izraunima se mogu namjestiti
parametri za temperaturu (unaprijed zadana temperatura iznosi 298 K) i tlak (unaprijed zadani
tlak iznosi 1 atm), te masa izotopa pojedinih elemenata. Gibbsova slobodna energija jednaka je

razlici entalpije i entropije pomnozene s temperaturom (G = H — TS).

3.7. Molekulska dinamika

Kada se proucavaju bioloski sustavi poput enzima, geometrija s najnizom energijom nije od
presudne vaznosti. Naime, realni bioloSki sustavi egzistiraju u ravnoteznoj smjesi razlicitih
konformera, 3213 ¢ija zastupljenost ovisi o njihovim relativnim energetskim stabilnostma, a

izmjerene veli¢ine odgovaraju statistickom prosjeku pri odredenoj temperaturi.

Tana Tandarié¢ Doktorska disertacija



§ 3. Teorijska osnovica ra¢unalnih metoda 44

Kako bi se racunalnim metodama istrazivani sustav vjerodostojno opisao, potrebno je
dobiti reprezentativni uzorak (ansambl) struktura pri danoj temperaturi, T. Nakon toga,
makroskopske veli¢ine koje odgovaraju eksperimenim podacima ira¢unavaju se kao statisticki
prosjeci reprezentativnog ansambla. Za dobivanje reprezentativnih ravnoteznih ansambala

najéesée se primjenjuju Monte Carlo!3*

simulacije ili klasi¢ne molekulsko-dinamicke (MD)
simulacije.

Monte Carlo metode temelje se na (slu¢ajnim) perturbacijama molekule, ali ne daju uvid
u dinamicke procese u promatranom sustavu, poput konformacijskih promjena. Kako se tema
disertacije odnosi na smjestanje i ponasanje inhibitora u aktivnom mjestu MAO B enzima,
izabrana je metoda molekulsea dinamike.

Ukupna potencijalna energija sustava definira se kao suma veznih (energija istezanja
veze, promjena valentnog i diedarskog kuta) i neveznih (elektrostatske i van der Waalsove

interakcije) doprinosa:
Utotal = Uvezna + Unevezna (75)
odnosno:
Utotal = Uveza + Ukut + Utorzija + Uel + Uvdw (76)

ili sloZenijim pristupom (npr. kada se u nevezne interakcije ukljucuje 1 potencijal vodikovih
veza, a u vezne potencijal koji vodi ra¢una o izvan-ravninskim deformacijama ili pak sadrzi
mjeSovite ¢lanove).

MD simulacije ukljucuju rjeSavanje jednadzbi gibanja (za medudjelovanje atoma u
klasicnom molekulsko-mehani¢kom polju sila), od kojih je najjednostavnija Newtonova

jednadzba:

azch
L9t m;a; i (77)

gdje q;q; = (x;, i, z;) predstavljaju vektor poloZaja odnosno m; masu i-tog atoma, pri ¢emu je

i broj od 1 do N. Sila je negativna derivacija potencijalne energije definirane poljem sila:
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_ 9U(q1,92,.9v) (78)
dq;

Kombiniranjem prethodnih dviju jednadzbi, dobije se diferencijalna jednadzba:

0%q; av; 6U(q1, QZ,...CIN) (79)
mi——=m;— = —
ot? ot 2q;

¢ije rjeSenje predstavlja vremensku evoluciju koordinata (i pripadajucih brzina) Cestica u 3N—6
dimenzionalnom faznom prostoru (3N-5 za linerane molekule) definiranom polozajima N
Cestica. Rjesenje jednadzbe (79) nazivamo trajektorija. Ona se dobiva integriranjem jednadzbe
(79) za niz vremenskih koraka. Za kompleksnije sustave to se ne moze se posti¢i analiti¢ki, pa
se Newtonove jednadzbe gibanja rjeSavaju numerickim integriranjem (npr. koriStenjem
Verletovog,!® Verletovog algorima za brzine ili leap-frog**® algoritma).

Veéina numerickih metoda zasniva se na razvoju funkcija q i p u Taylorov red.
Verletovim algoritmom za brzine (engl. velocity-Verlet) racunaju se vektori polozaja i brzine
za niz jednako razmaknutih vremenskih koraka (t + At). Polozaji Cestica racunaju se iz

jednadzbe dobivene razvojem funkcije poloZaja u Taylorov red zaustavljen na drugoj derivaciji:

q(t +4t) = q(@) + v(D)At + %a(t)Atz (80)

gdje At predstavlja integracijski korak, q(t) vektor polozaja Cestica, a brzina (v(t)) i
akceleracija (a(t)) su prva, odnosno druga derivacija polozaja q(t) po vremenu u trenutku t.
Prema tome, u trenutku t, dovoljno je znati trenuta¢ni polozaj Cestica te vektore brzine i
akceleracije kako bi se odredio novi polozaj Cestica U trenutku t + At. Vektor brzina i

akceleracije odreduje se iz:

v(t +4t) = v(t) + % [a(t) + a(t + At)]At (81)

gdje je:
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a(t + At) = — (%) VU[q(t + At)] (82)

Nove brzine (u t + At ) mogu se izracunati tek nakon izracuna sila u novom polozaju, jer su
za izraCun novih brzina potrebne i stare i nove vrijednosti sila. Ovaj algoritam sinkronizirano
izraCunava brzine i polozaj, S$to je njegova prednost.

Leap-frog algoritam racuna vektor brzina u tocki koja odgovara polovici vremenskog koraka

(t + %At), zatim se te brzine koriste za izratun novog vektora polozaja

q(t + At) = q(t)+v(t+%At)At (83)

v (t + %At) =v (t — %At) + a(t)At (84)

Algoritam funkcionira tako da se polozaji i akceleracije odreduju za vremena t,t + At, t +
2At..., dok se brzine rac¢unaju za poluvremena (t — %At, t+ %At, t+ %At, ...), od ¢ega 1 potice

ime metode (leap engl. skok, frog engl. zaba). Leap-frog i velocity-Verlet algoritam proizvest
¢e iste trajektorije ako se uzmu identi¢ni polazni uvijeti.

Najbrze gibanje u tipi¢nom (klasi¢no opisanom) molekulskom sustavu je vibracijsko gibanje.
Za tipi¢nu C—H vezu, koja u infracrvenom spektru apsorbira na 2850—3000 cm ™!, period je
otprilike 107 s. Iz tog razloga, za sustave koji imaju vezan vodik na teski atom (a takvi su svi
bioloski sustavi), integracijski korak (4t) ne bi trebao biti veci od 1 fs, §to u praksi znaci da je
za MD simulaciju koja je duga 10 ns potrebno napraviti 10’ koraka, odnosno toliko puta
izraCunati energiju, silu, brzine atoma, itd. MD simulacije mogu se koristiti za promatranje
fenomena koji se dogadaju na vremenskoj skali od 1 ps do 1 ms (Slika 14.), poput gibanja
pojedina¢nih bo¢nih lanaca aminokiselina i pojedinih domena proteina, no kompleksnija
gibanja koja se dogadaju izvan navedene vremenske skale jos su uvijek nedohvatljiva ovom

metodom.
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Elektrofiziologija

AFM/Opticka pinceta

FRET
NMR
IR/Raman
MD

15 -1 o - o
10" 102 10° 10 10° 10° 10°
(femto) (pico) (nano) (micro) (mill)

apsorpcija transfer permeacija otapala
svjetla protona —
pomak boénog lanca formiranje sekundarne aktivni transport
transfer elektrona strukture

translacija proteina
otvaranje kanala

pomak domene akcijski potencijal

Slika 14. Vremenska rezolucija razli¢itih biofizickih metoda (Slika je preradena slika iz
reference 137).%7
Kako bi se smanjio broj izracuna potreban za simulaciju odredenog vremenskog perioda,
razvijeni su algoritmi kojima se fiksira udaljenost C—H veza, S§to omogucéuje koristenje
vremenskog koraka 2—5 fs. Najéescée se koriste algoritmi SHAKE®®® (i njegove modifikacije) te
LINCS.13

Pocetna struktura, odnosno polozaji atoma, naj¢eSce se preuzmu iz poznate strukture
(npr. dobivena rentgenskom ili neutronskom difrakcijom). Pocetne brzine dodijele se
nasumicno svakoj pojedinoj Cestici tako da slijede Maxwell-Boltzmannovu raspodjelu na danoj

temperaturi:

p _ m; miviz
@) = ok T P\ ™ 20pT (85)

gdje kp oznatava Boltzmannovu konstantu. Trenutacna temperatura Se raCuna prema

ekviparticijskom teoremu:

(86)
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gdje je N ukupan broj atoma, a n je broj ogranicenih stupnjeva slobode.

Molekulska dinamika zasniva se na ergotskoj hipotezi, koja pretpostavlja da ¢e gotovo
sva (najvjerojatnija) mikrostanja sustava biti zastupljena ukoliko se ispitivani sustav promatra
kroz dovoljno dug vremenski period, pa prema tome moZemo adekvatno izracunati
makroskopske veli¢ine koje odgovaraju eksperimentalnim vrijednostima.

Vecdina bioloskih sustava nalazi se u vodenom mediju koji uvelike utjece na dinamiku i
svojstva sustava. Kako bi MD simulacije $to bolje odrazavale stvarne uvjete, u obzir se uzimaju
i molekule otapala, na implicitan ili eksplicitan na¢in. Zbog snaznog medudjelovanja molekula
polarnog otapala (vode) s nabijenim aminokiselinskim ostacima, moguénosti postojanja
premoséujuc¢ih molekula vode medu njima, entropijskog doprinosa uslijed translokacije
molekula vode prilikom konformacijskih promjena i smjestanja liganda u aktivno mjesto,
nuzno je otapalo ukljuciti na eksplicitan nacin kako bi se $to preciznije opisale navedene
promjene.

Proucavani sustav smjesta se u tzv. kutiju (engl. box) molekula otapala (najcesce vode),
koja obi¢no ima oblik kocke ili krnjeg oktaedra. KoriStenjem krnjeg oktaedra postize se
oc¢uvanje sferne simetrije uz koriStenje manjeg broja molekula otapala. Broj molekula za
solvatiranje makromolekule, npr. srednje velikog proteina, mjeri se u desecima tisuca, pa je iz
tog razloga bilo potrebno razviti razli¢ite modele molekula vode. Jedan od najkoristenijih
modela je tzv. SPC (engl. simple point charge) model, u kojemu su duljine veza i kutovi izmedu
atoma fiksni, dok se elektrostatske interakcije definiraju pomocu tri tockasta naboja, a
interakcije izmedu atoma kisika aproksimiraju se Lennard-Jonesovim potencijalom.

Takoder, ¢esto se koriste modeli vode TIPnP, gdje n oznacava broj tockastih naboja koji
su pridruzeni molekuli vode. TIP3P model vode (korisSten u izradi ove disertacije) konceptualno
je isti kao SPC%8, no parametri su poboljsani. TIP4P i TIP5P*° modeli definiraju vodu sa &etiri
odnosno pet tockastih naboja, §to rezultira potpunijim opisom molekula vode te to¢nijim
predvidanjem njihova ponasanja. TIPnP modeli razlikuju se po parametrima (iznosima naboja,

duljinama veza te kutovima) (Slika 15.).
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Slika 15. Shematski prikaz TIP3P, odnosno SPC (lijevo), TIP4P (sredina) te TIP5P (desno)

modela vode. Slika je preuzeta iz reference 141.14!

Kako bi se izbjegli rubni efekti nastali koriStenjem kutije otapala, koriste se periodi¢ni rubni

uvjeti (engl. periodic boundary conditions, PBC). U PBC metodi promatrani sustav okruzi se

njegovim kopijama (Slika 16.), a ¢estice u promatranoj kutiji imaju interakciju s tzv. virtualnim

Cesticama u kopijama osnovne kutije (sustav nije okruzen vakuumom). Ako se dogodi da neka

Cestica izade iz simulirane kutije, identi¢na Cestica ¢e uci u promatranu kutiju sa suprotne strane.

Na taj nacin osigurava se ocuvanje broja Cestica, mase, energije i1 linearnog momenta u

promatranoj kutiji.

Flov i8]
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Slika 16. Primjena periodi¢nih rubnih uvjeta. Sustav je u svakom smjeru okruzen svojim

slikama, te prilikom izlaska ¢estice iz promatranog sustava nova (virtualna) ¢estica u njega

ulazi. Slika je preuzeta iz reference 142.142
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Jedna od najbitnijih znacajki PBC metode je da nijedna molekula unutar simulacijske
kutije ,,ne osjeca* vakuum unutar tzv. grani¢ne (engl. cut-off) udaljenosti, tj. udaljenosti do koje
se racunaju nevezne interakcije, te su na taj nacin izbjegnuti efekti povrsine koji inace mogu
bitno utjecati na sustav i na dobivene rezultate.

Kada se promatra sustav odvojen od okoline, broj cestica (N) i volumen (V) su
konstantni. Simulacijom takvog sustava MD metodama uz koristenje Newtonovih jednadzbi
gibanja, generiraju se mikrostanja iste energije, tzv. mikrokanonski (NVE) ansambl. Prosjek
neke fizikalne veli¢ine mora tada biti jednak prosjeku ansambla prema ergotskoj hipotezi. No
kako eksperimentalni uvjeti obi¢no podrazumijevaju konstantan tlak i temperaturu, MD
simulacijama zeli se generirati ili kanonski (NVT) ili izobarno-izotermni (NpT) ansambl.
Budu¢i da je temperatura funkcija raspodjele energije po ¢esticama u sustavu, najjednostavniji
nacin za regulaciju temperature je modifikacija kineticke energije Cestica. Razlikujemo
termostate s jakim i slabim sprezanjem, te stohasticke termostate. Kod termostata s jakim

sprezanjem temperatura se mijenja vrlo naglo:

To

V="V |77 (87)

gdje su v, pocetna brzina, T, poCeta temperatura, a T. Zato oni nisu odgovarajuci za generiranje
kanonskog ansambla. KoriStenjem metoda slabog sprezanja neizravno se skaliraju brzine
Cestica. Primjer Cesto koriStenog termostata sa slabim sprezanjem je Berendsenov termostat,

kojim se simulira uranjanje sustava u kupelj konstantne temperature:
ar(t) 1 (88)

dok se intenzitet interakcije sustava i kupelji regulira tzv. konstantom sprezanja (t). Faktor

skaliranja kod Berendsenovog termostata®® definiran je izrazom:

_q At T (89)
E=1+ (T(t) 1)
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Vazno je naglasiti da se upotrebom Berendsenovog termostata ne postize pravi kanonski
ansambl.

Langevinov termostat najpoznatiji je od stohatickih termostata. Zasniva se na interakciji
fiktivnih Cestica s promatranim sustavom, odnosno izmjeni kineticke energije putem sudara.

Fiktivne &estice opisane su Langevinovom dinamikom:44

d*q; dq (90)
mﬁ =-VU — )/ma + R(t)+/2ykgT

gdje R(t) predstavlja stohastic¢ki ¢lan, a y koeficijent trenja. Na sve Cestice djeluje nasumi¢na
sila W;, kao posljedica sudara:
d*q; (91)

m—z ="VU-ypi+ wi(t)

gdje je y koeficijent trenja. KoriStenjem Langevinovog termostata dobiva se ,,pravi" kanonski
ansambl, no moment Cestica nije ocuvan te se zbog toga ne preporuca njegovo koriStenje
prilikom racuna dinamickih veliCina.

Odrzavanje konstantnog tlaka, §to je nuzno za NpT ansambl, postize se skaliranjem
udaljenosti medu ¢esticama (koje moze biti izotropno i anizotropno) te njihovih brzina. Jedan
od najjednostavnijih barostata je Berendsenov barostat.'*® Ovaj barostat funkcionira po principu

analognom istoimenom termostatu. Sustav je spregnut s vanjskim tlakom (p,) prema izrazu:

dp _po—p (92)
dt Tp

gdje je Tp konstanta sprezanja. Promjena volumena opisana je izrazima:

dq (93)
E =v+aq
av
— = 3al/ (94)
dt

Promjena volumena sustava uslijed promjene tlaka ovisi o kompresibilnosti sustava 3:
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dp ~1dVv_ 3a (95)

dat  pvdt B
te je moguce parametar « izraziti uz pomo¢ kompresibilnosti i konstante sprezanja:

_ B@o—p) (96)
B 31p

Najzahtjevniji doprinos energiji sustava su nevezne interakcije, ¢iji se broj skalira
brojem atoma u sustavu. Kod ra¢unanja van der Waalsovih sila, iznos privla¢nih interakcija
opada s r°, a odbojnih s r'2, dok broj interakcija raste proporcionalno s r? (volumenom sfere
oko promatranog atoma). Van der Waalsove interakcije brzo konvergiraju,a uvodenje grani¢ne
vrijednosti (engl. cut-off distance), ¢ini njihovo izraéunavanje manje racunalno zahtjevnim.
Energijski doprinos elektrostatskih interakcija energijski doprinos opada s r!, sto
konvergenciju ¢ini prakticki nemoguc¢om, buduéi da broj interakcija raste s kubom udaljenosti.
Zato doseg raCunanja interakcija definiramo grani¢nom udaljenos¢u. Kako zanemarivanje
elektrostatskih interakcija nakon izvan tog dosega ¢esto rezultira poteSko¢ama u optimizaciji
ili strukturnim artefaktima, koriste se metode tzv. mekog gaSenja ili funkcija sklopke.

Kada se koriste periodicni rubni uvijeti, elektrostatski doprinos moZze se izraCunati
primjenom Ewaldove sumacije.}* Ona se zasniva na razdvajanju energijskog doprinosa na dva
¢lana koji opisuju kratki, odnosno dugi doseg, od kojih jedan brzo trne u realnom, a drugi u
recipronom (Fourierovom) prostoru. Ewaldova metoda modificirana je kasnije uvodenjem
brze Fourierove transformacije (engl. particle mesh Ewald, PME6147) kako bi se ubrzao
izracun za sustave s velikim brojem atoma.

3.7.1. Izracun Gibbsovih energija

Najrasirenije metode za izradun energije solvatacije enzima®*® te energija vezanja liganada su
MM-PBSA (engl. Molecular mechanics—Poisson-Boltzmann surface area) te¢ MM-GBSA
(engl. Molecular mechanic Generalised Born surface area) pristupi. Koristenjem navedenih

metoda, energija vezanja odreduje se u vakuumu te se korigira za energijski doprinos solvatacije
(Slika 17.).
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Slika 17. Termodinamicki ciklus kod odredivanja energije vezanja MM-PBSA metodom.

Plava pozadina predstavlja specije u vodenom mediju, a bijela u vakuumu.

Prema termodinamic¢kom ciklusu prikazanom na Slici 17. energija vezanja rauna se prema

izrazima:
O —_ n© S] S)
ATGbind,solv - Gkompleks - Greceptor - Gligand (97)
© — S] ©
ATGbind,solv - ATGbind,vakum + (ASOleolv,kompleks -
e S (98)
AGsolv,receptor - AGsolv,ligand)

Reprezentativne strukture liganda, kompleksa 1 receptora mogu se generirati na dva nacina;
podjelom cjelokupne trajektorije kompleksa, gdje govorimo 0 MM-PBSA/MM-GBSA racunu
jedne trajektorije (engl. single-trajectory MM-PBSA/MM-GBSA) ili odvojenim simulacijama
receptora, liganda i kompleksa, sto se naziva MM-PBSA/MM-GBSA rac¢unom triju trajektorija
(engl. triple-trajectory MM-PBSA/MM-GBSA).248150 Ragun triju trajektorija preporucuje se
najcesce U situacijama kada prisustvo liganda znatno utjece na strukturna i dinamicka svojstva
enzima.

Entalpijski doprinos Gibbsovoj energiji vezanja u uvjetima konstantnog tlaka i

volumena jednak je potencijalnoj energiji sustava, a racuna se pomocu polja sila, tj. molekulske
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mehanike (MM). Entropijski doprinos aproksimira se vibracijskim i rotacijskim particijskim
funkcijama odredenima pomocu analize normalnih modova, no prilikom usporedbe sli¢nih
sustava Cesto se zanemaruje uz pretpostavku da su entropijski doprinosi priblizno isti. Polarni
doprinos se ratuna pomocu linearne Poisson-Boltzmannove jednadzbe (PB) u slucaju MM-
PBSA, odnosno generalizirane Bornove jednadzbe u MM-GBSA pristupu. Metode se takoder
razlikuju u empirijskom ¢lanu hidrofobnih doprinosa. Nepolarni doprinos odreduje se iz

povrsine dostupne otapalu (engl. solvent-accessible surface area, SASA) prema izrazu:
Al HS, = YSASA + B (99)

Mnoge studije bavile su se usporedbom MM-PBSA i MM-GBSA metodologije, a pokazano je

da izbor metode, obzirom na to&nost, ponajprije ovisi o istrazivanom sustavu, 4815

3.8. Izucavanje enzimskih reakcija racunalnim metodama
Enzimski sustavi sastoje se od vise tisuca teskih atoma. Uz eksplicitni vodeni okoli§ dolazimo
do broja atoma kojeg je, zbog raunalne zahtjevnosti, nemoguce tretirati QM pristupom. Postoji
nekoliko pristupa ovom problemu. Najéesée koristeni su tzv. klaster model,'®> QM/MM
pristup, >3 te EVB!™ metodologija.
3.8.1. Klasterni model i QM/MM pristup
Klasterni model (engl. Cluster model) obuhvac¢a nekoliko aminokiselina u aktivnom mjestu,
ukljucujuéi reaktivne aminokiselinske ostatke, kofaktor ili prostetiC¢ku skupinu (ako postoje),
supstrat, relevantne molekule vode, itd.*>>-1%8 Pazljivo odabran sustav smjesten je u implicitno
opisano otapalo koje po svim parametrima odgovara vodi osim po dielektri¢noj konstanti (¢ =
4,0),1° 3to se smatra odgovaraju¢im okolisem za opis aktivnog mjesta enzima. Ovakav pristup
prihvatljive je racunalne zahtjevnosti, a dobiveni mehanizam te energetski profili reakcija u
veéini slucajeva u slaganju su s eksperimentalnim podacima. Vianello i sur., ovaj pristup
koristili su za opis katalitickog mehanizma MAO B,° kao i za opis preferencije enzima prema
pojedinim supstratima.’®® Ova metoda &esto se koristi za ispitivanje moguéih mehanizama kao
I za provjeru vjerodostojnosti mehanizama prikazanih u literaturi. U izradi ove disertacije
klaster metodologija koriStena je za ispitivanje mehanizma inhibicije MAO B enzima.

Za razliku od Kklaster metodologije, QM/MM i EVB pristupi uzimaju u obzir kompletnu

strukturu enzima, no aktivno mjesto i okolinu tretiraju na razli¢it nacin. Kod QM/MM metoda,
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za opis aktivnog mjesta koriste se metode kvantne-mehanike, dok se ostatak enzima tretira
metodama molekulske mehanike. Rezultati ovog pristupa su usporedivi s pazljivo odabranom
klasternom metodom, koja, ovisno o veli¢ini odabranog sustava, ¢esto bude i manje racunalno
zahtjevna,t>"161

3.8.2. Empirijska valentna veza (EVB)

EVB pristup>462 koristi reaktivno polje sila kako bi opisao aktivno mjesto u kojem dolazi do
reakcije te klasi¢no polje sila kako bi se opisao ostatak makromolekularnog sustava. Duz
reakcijske koordinate koristi se potpuno klasi¢an opis pojedinacnih stanja, koja predstavljaju
razli¢ite geometrije koje se pojavljuju tijekom kemijske reakcije. Pristup se temelji na teoriji
valentne veze (engl. valence bond theory®®®), koja se bazira na ideji da se atomske orbitale
disociranih atoma kombiniraju daju¢i kemijsku vezu kada se molekula formira. Prednost ovog
pristupa je relativna brzina u odnosu na druge metode. Zbog toga je omoguéeno ekstenzivno
konformacijsko uzorkovanje i proucavanje efekta razlicitih okolina na istu reakciju, odnosno
njenu aktivacijsku 1 reakcijsku Gibbsovu energiju. Usporeduje se ista reakcija u plinskoj fazi s
onom provedenom u nekom kondenziranom sustavu, odnosno otopini (naj¢es¢e voda), ili
reakcija u otopini s reakcijom u enzimu (divljeg tipa ili mutiranom enzimu) kako bi se pokazao
kataliticki efekt enzima, odnosno utjecaj otapala. Referentnom nazivamo reakciju koju
koristimo za kalibraciju EVB potencijala kako bi se reproducirale vrijednosti energijske barijere
i Gibbsove reakcijske energije dobivene eksperimentom ili QM izra¢unima. Metoda je
deterministicka, moraju se to¢no znati reaktanti i produkti promatrane reakcije (predstavljaju
dva VB stanja koja se mijeSaju).

Kako bi se sustav mogao prenositi izmedu razli¢itih bioloskih okolina ili kondenziranih
sustava, dijelimo ga u dva dijela: reaktivni (Q ili EVB) koji sadrzi atome ukljucene u reakciju
te okolnu regiju, koja sadrzi sve ostalo. Reaktivna regija tretirana je isto u svim medijima.
Ukupni Hamiltonijan!®*1%® tada moze biti zapisan kao suma Hamiltonijana reaktivne regije

(H,), Hamiltonijana okolne regije (Hg) te Hamiltonijana intereagiranja izmedu dviju regija
(Hys):

Hyot = H, + Hyg + H; (100)
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Kod EVB opisa jednostavne reakcije s dva stanja, sustav je opisan koriStenjem dva VB stanja
najnize energije. Ova dva stanja imaju fizikalno znacenje, odnosno oni opisuju dijabatska stanja

reaktanata i produkata. Izraz za valnu funkciju tada glasi:

Y =c1¢y + 0, (101)

gdje indeksi 1 i 2 predstavljaju dva VB stanja (reaktante i produkte). RjeSavanjem sekularne
jednadzbe dobivamo najnizu vlastitu vrijednost, odnosno analiticki EVB potencijal'®® u

osnovnome stanju (Slika 18.):

1 5 ; (102)
E, = > Hyy + Hyy — [(Hyy — Hpp)? + 4HY,
gdje su matri¢ni elementi H;,, H,,, H;, kompleksni integrali oblika:
Hi; = [ ¢;Hopjdr (103)

D...H...A Dt..H..A"

(Hyq)

Slika 18. Odnos izmedu dijabatskih stanja reaktanata (crvena parabola) i produkata (zelena

parabola) i rezultantni adijabatski profil (plava krivulja) osnovnog stanja Eg za hipotetsku

reakciju prijenosa hidrida izmedu dva centra D i A. Slika je preuzeta iz reference 162.16?
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Nakon $to smo dobili Eg4, uvodi se empirijski dio EVB-a (podaci iz eksperimenta ili QM
izrauna) aproksimacijom H,; i H,, analitickim MM funkcijama, uzimajué¢i u obzir da H,; i
H,, imaju jasno fizikalno znacenje, tj. predstavljaju energije dva stanja. U polju sila, reaktivne
veze modelirane su Morseovim potencijalom, kako bi se moglo adekvatno opisati nastajanje,
odnosno kidanje veza. Ostale komponente opisane su funkcijama tipi¢nim za polje sila
(harmonijski potencijal, Coulomb, Lenard-Jones, itd.)

Izvandijagonalni element H,, predstavlja kvantno sprezanje sustava i za razliku od
odgovaraju¢ih dijagonalnih ¢lanova, nema klasicnu analogiju, ve¢ je najCeS¢e aproksimiran
eksponencijalnom ili Gaussovom funkcijom, ili u sluc¢aju EVB pristupa, konstantnom
vrijednoséu, za koju je pokazano da je neovisna o kemijskom ili bioloskom okruzenju.®®
Pomocu referentne reakcije, na podatke dobivene eksperimentom ili tocnim QM izracunima,
kalibriraju se parametri EVB modela, H,, i energijska razlika izmedu dva dijabatska stanja u
plinskoj fazi ili otopini (a2°). Najéesée se za kalibraciju biraju Gibbsova reakcijska (4,.G) i
Gibbsova aktivacijska energija (AG¥). Kalibracijom dobiveni parametri zatim se mogu koristiti
u razlic¢itim kemijskim ili bioloskim okruzenjima.

Dobiveni potencijali odgovaraju sustavu na 0 K. Da bismo S$to to¢nije opisali sustav,
potrebno je ukljuciti i entropijski utjecaj, a isto tako napraviti adekvatno uzorkovanje
konformacija (npr. koriste¢i simulacije molekulske dinamike), kako bismo mogli izraCunati
tocne profile Gibbsove slobodne energije te eliminirati pogresku izracuna uslijed pogresno
odabrane inicijalne strukture ukljucenih kemijskih vrsta. Aktivacijska energija moze se direktno
povezati s eksperimentalno odredenom konstantom brzine reakcije preko teorije prijelaznog

stanja koriStenjem Eyringove jednadzbe:

(104)
Uobicajen pristup za odredivanje profila reakcijske slobodne energije u EVB metodologiji je
mapiranje, odnosno ,free energy perturbation/umbrella sampling“ (FEP/US) pristup.
Konformacijsko uzorkovanje vrsi se pomo¢u MD simulacija na mapiranom potencijalu E,,,

koji je definiran kao linearna kombinacija dva Hamiltonijana:
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gdje A predstavlja sprezuéi parametar koji diskretno transformira sustav iz stanja reaktanata u
stanje produkata, obi¢no kroz 51 korak.'®? U svakom koraku uzorkuje se konformacijski prostor
definiran pomocu E,, koristenjem klasicnog MD-a. Profil slobodne energije zatim se dobiva

koristenjem FEP/US*1%7 jzraza:

(Eg4)~Em(£.2) (106)
AG(§,1) = AG,,(A) —RTIn(6(E(v) —&)e™ RT

Reakcijska koordinata definirana je energijskom razlikom izmedu dva stanja, poznatijom kao
energijski raskorak (engl. energy gap):

§ = Hyy — Hy, (107)

Postupak odredivanja profila slobodne energije ponavlja se onoliko puta koliko je potrebno da
bi vrijednost dobivenih Gibbsovih slobodnih energija konvergirala uz prihvatljivu standardnu

devijaciju.

3.9. Priprema racunalnih simulacija

3.9.1. Parametri MD simulacija

Pocetna tocka MD simulacija u izradi ove disertacije bila je kristalna struktura visoke rezolucije
(1,7 A) MAO B enzima u kompleksu s N-metil-1-aminoindanom,® preuzeto iz baze kristalnih
struktura proteina (engl. Protein Data Bank, PDB), struktura pod kodom 2C67.1%8 Molekule
vode izbrisane su iz dobivene kristalne strukture kako bi molekule vode iz dodane kutije otapala
mogle slobodno difundirati u aktivno mjesto tijekom ekvilibracijskog i produkcijskog dijela
MD simulacija, bez smanjenja stupnjeva slobode kretanja molekula otapala.

Proteinska komponenta MAO B je homodimer koji sadrzi FAD kofaktor (kovalentno
vezan za konzervirani Cys397 aminokiselinski ostatak) u svakoj podjedinici. Protonacijska
stanja pojedinih aminokiselinskih ostataka odredene su koristenjem predikcijskog posluzitelja
PROPKA3.1%9170 te procjenom mreze vodikovih veza u bliskom okruzenju aminokiselinskih
ostataka. Vodikovi atomi koji nedostaju dodani su koriStenjem modula tleap unutar

AmberTools16.17
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Osim komercijalnih inhibitora RAS i SEL, izrauni su provedeni i za njihove derivate,
desmetilselegilin (DSEL) i N-metilrazagilin (MRAS) (Slika 19.), buduéi da je u simulacijama
zamijeceno da prisutnost metilne skupine na aminskom dusikovom atomu inhibitora pozitivno
utjeCe na vezanje inhibitora u aktivno mjesto. Sli¢no ponasanje ranije je videno kod drugih
supstrata, primjerice kod histamina i metil-histamina.®°

Geometrije FAD kofaktora, komercijalnih inhibitora RAS i SEL, kao i njihovih derivata
DSEL i MRAS, su optimizirane te su im izra¢unati RESP (engl. restrained electrostatic
potential) naboji na HF/6—-31G(d) teorijskoj razini kako bi bili uskladeni s primijenjenim GAFF
(engl. general AMBER force field) poljem sila, dok je ostatak enzima modeliran upotrebom
AMBER ff14SB polja sila.

DSEL MRAS

Slika 19. Strukture derivata ireverzibilnih inhibitora MAO B desmetilselegilina (DSEL) i N-
metilrazagilina (MRAS).

Pripremljena su Cetiri kompleksa s inhibitorskim molekulama RAS, SEL, MRAS, odnosno
DSEL, ru¢no smjeStenim u obje podjedinice MAO B enzima umjesto aminoindanskog
predloska u kristalnoj strukturi. Formirani proteinski kompleksi solvatirani su koriStenjem
kutije u obliku krnjeg oktaedra popunjenog TIP3P molekulama vode, dodatkom sloja Sirine 10
A sa svake strane proteina. Ukupni naboj sustava neutraliziran je sa 10 Na* iona, kako bi se
simulacije mogle provoditi uz periodicne rubne uvjete u svim smjerovima. Nakon toga,
provedena je optimizacija geometrija unutar pomoéu programa AMBER16.1t Optimirani
sustavi postupno su zagrijavani od 0 do 300 K u trajanju od 30 ps koristenjem NVT uvjeta, a
zatim su provedene produkcijske MD simulacije koriStenjem vremenskog koraka od 2 fs pri
konstantnom tlaku (1 atm) i temperaturi (300 K) koja je odrzavana koriStenjem Langevinovog
termostatal** s frekvencijom kolizija 1 ps'. Na kraju, prema literaturinim podacima, tako mala
promjena u simuliranoj temperaturi, s 300 K na 310 K (temperatura tijela), ima izuzetno mali

utjecaj na dobivene trajektorije ovakvih i sli¢nih sustava. Veze koje ukljucuju vodikove atome
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ograni¢ene su koristenjem algoritma SHAKE,'®® dok su dalekosezne elektrostatske interakcije
racunate koristenjem PME metode.!’? Nevezne interakcije ograni¢ene suna 10 A.

Nakon provedbe MD simulacija u trajanju od 300 ns, uzorkovana je svaka deseta
struktura iz zadnjih 100 ns, te je dobiveni skup klasteriran s obzirom na udaljenost izmedu C(o)-
atoma inhibitora i atoma N5 FAD-a u A podjedinici dimera MAO B. Analogno tome, strukture
iz A podjedinice koristene su u daljnjim analizama.

Procjena kvalitete MD simulacija provedena je analizom RMSD (engl. Root Mean
Square Deviation) grafova provedenih simulacija (RMSD je racunat s obzirom na pocetnu
strukturu) (Slika 20.). RMSD grafovi ukazuju na to da je 300 ns dovoljno trajanje simulacije

kako bi se adekvatno uzorkovalo ponasSanje inhibitora u aktivnom mjestu MAO B.

70 T I T I T T

60

50 —

401~ -

RMSD
T
1

30— —

20— =

10— -1

O 1 I 1 | 1 I 1 [ 1 \ 1
0 50 100 150 200 250 300
trajanje simulacija / ns

Slika 20. Primjer: RMSD graf za MRAS, stabilni dijelovi uzeti su za daljnje analize.
Analogna analiza napravljena je za ostale inhibitore.

Proracun slobodne energije vezanja, AGeinp za vezanje liganada u aktivno mjesto MAO B
enzima napravljen je koristenjem ustaljenog protokola MM-GBSA!® iz programskog paketa

AmberTools16 ™' uobi¢ajene metode za izratunavanje slobodne energije vezanja iz dijelova

MD trajektorije'’® s prosje¢nom pogreskom od 1-3 kcal mol.148.174

3.9.2. Parametri QM klasternih simulacija

Kako bi se rasvijetlio to¢an molekularni mehanizam ireverzibilne inhibicije MAO B enzima,

157

koristene su QM metode na tzv. klasternom modelu enzima,*" o kojem se opsirnije raspravljalo
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u teoretskom dijelu disertacije. Nakon MD simulacija kreiran je klaster model MAO B koji
osim odgovarajuceg inhibitora uklju¢uje FAD kofaktor, aminokiselinske ostatke Tyr435,
Tyr398, Tyr326, Tyrl88, 11e199, Lys296, Cysl72 i GIn206, te tri molekule vode.
Optimizacijom geometrije klastera preuzetih iz MD simulacija na M06-2X/6-31+G(d,p)
teorijskoj razini dobivene su stacionarne tocke koje odgovaraju kompleksu enzima i inhibitora,
Sto ujedno predstavlja i pocetnu tocku za QM racune. Na svim dobivenim stacionarnim to¢kama
(minimumima i prijelaznim stanjima) proveden je frekvencijski ratun na navedenoj razini
teorije, dok su poboljSane energije izraCunate na fiksnoj geometriji koriStenjem PBE(0/6—
311++G(2df,2pd) razine teorije (sukladno sa prijasnjim rezultatima na istom bioloSkom
sustavu).%160175 74 provedbu svih ra¢una koristen je implicitni model otapala (CPCM model,
uz vrijednost dielektri¢ne konstante otapala € = 4,0).

Budu¢i da je ionizacijsko stanje Lys296 dvojbeno,!>1® u procjeni mehanizma inhibicije
MAO B propargilaminskim inhibitorima razmatrana su oba slu¢aja, protonirani i neutralni
Lys296.
3.9.3. Priprema EVB simulacija
EVB simulacije ukljucuju klasi¢ne simulacije temeljene na konceptima molekulske mehanike,
odnosno polja sila. Za razliku od klasi¢nih MD simulacija, u EVB-u postoje dva stanja, stanje
reaktanata i stanje produkata. Sukladno tome, polje sila je parametrizirano za oba stanja. U
slu¢aju propargilaminskih inhibitora, reaktanti RAS i SEL ukljuceni su kao neutralne molekule,
dok je reaktivni dio MAO enzima predstavljen lumiflavinskim kosturom FAD kofaktora.
Budu¢i da u reakciji dolazi do prijenosa hidrida (H™) s C(a)- atoma na N5-atom flavinskog
kofaktora (FAD), produkte predstavljaju pozitivno nabijeni imin te anion kofaktora FADH".

Pocetna tocka za EVB simulacije predstavlja kristalna struktura MAO B enzima u
kompleksu s NYP inhibitorom (PDB ID: 1GOS'"). NYP inhibitor ru¢no je zamijenjen
odgovarajuéim inhibitorom koristenjem VMD!’® i UCSF Chimera programal’®. Proteinski
model ukljuéuje jednu podjedinicu MAO B enzima unutar simulacijske sfere radijusa 30 A s
centrom na reaktivnom N5-atomu, te 1662 molekule vode. Svim proteinskim atomima izvan
ove sfere ograni¢eno je kretanje harmonijskim potencijalom od 200 kcal mol ' A2,

Nakon definicije reaktanata (Ao) i produkata (A1), sustav je pomoéu FEP procedure
prevoden iz smjera reaktanata u smjer produkata koriStenjem programa qdyn6 koji je
implementiran u programski paket Q v.6.18° Za nereaktivni proteinski dio koristeni su parametri

polja sila OPLS-AA173, dok je za molekule vode koristen TIP3P model vode. Parametri za
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flavinski kofaktor i Cys397 za koji je FAD vezan, preuzeti su iz prethodnih simulacija na MAO
B, dok su parametri za reaktante i produkte generirani koriStenjem antechamber alata u sklopu
programskog paketa AMBER 16. Naboji na atomima liganada odredeni su koriStenjem QM
racuna na HF/6-31G(d) teorijskoj razini kojima je dobiven elektrostatski potencijal, iz kojeg se
potom pomoc¢u RESP sheme, implementirane unutar AmberTools16 paketa, odreduju
pojedina¢ni naboji na atomima.

Sustav se ekvilibrirao 2,2 ns, nakon ¢ega su uslijedile FEP simulacije u kojima se sustav
postepeno prevodio iz stanja reaktanata u stanje produkta kroz 51 korak.'®? Svaki FEP korak
trajao je 100 ps, ukupno 5,1 ns za svaku reakciju. Kako bi uzorkovanje duz kemijske koordinate
bilo $to kvalitetnije, FEP simulacije provedene su 10 puta (napravljeno je 10 replika) za svaki
inhibitor. Krajnji rezultat je uprosjeena vrijednost za svih 10 replika. Blaga ograni¢avajuca
sila (engl. positional restraint) od 0,5 kcal mol™' A2 primijenjena je na reaktivne atome, kako
bi se izbjegli nekonvergirani profili slobodne energije povezani s ograni¢enom duzinom trajanja
simulacija, Sto je ustaljena praksa u slicnim istrazivanjima. Uz to, osigurana je dodatna
ograni¢avajuéa sila na udaljenost izmedu reaktivnog N5 na FAD-U i C(a) na inhibitoru (03 A,
5 kcal mol "1A™2).

Profili EVB simulacija dobiveni su analizom podataka dobivenih simulacijama
programom qfep6 koji je dio programskog paketa Q v.6.

3.9.4. Priprema referentne reakcije za kalibraciju EVB metode

Enzimska kataliza definira se kao ubrzanje odabrane kemijske reakcije u odnosu na referentnu
nekataliziranu reakciju, najcesce u vodenoj otopini ili plinskoj fazi. U provedbi EVB simulacija
nuzno je prvo definirati referentnu reakciju, a glavna pretpostavka je da se ta reakcija odvija
istim mehanizmom kao i ona u enzimu. U slu¢aju reakcije inhibicije MAO B enzima nema
dostupnih referentnih eksperimentalnih podataka za nekataliziranu reakciju, pa je zbog toga
reakciju izmedu flavina i komercijalnih propargilaminskih inhibitora bilo potrebno modelirati
QM pristupom. Referentnu reakciju u sluc¢aju propargilaminskih inhibitora predstavlja prijenos
hidrida izmedu modela kofaktora FAD (lumiflavina) i odabranog inhibitora u vodi, primjenom
razine teorije M06-2X/6-31+G(d,p) uz SMD implicitnu solvataciju na istoj razini. Odabir
referentne reakcije u plinskoj fazi standardni je protokol, no referentna reakcija moze se odvijati
i u vodenom mediju. Tijekom izrade ove disertacije ispitana su oba pristupa, no referentna
reakcija u implicitnom mediju pokazala se boljim izborom radi polarnosti samog procesa. EVB

Hamiltonijan parametriziran je tako da reproducira izracunate AG* i AG; te je ista reakcija

Tana Tandarié¢ Doktorska disertacija



§ 3. Teorijska osnovica ra¢unalnih metoda 63

simulirana u enzimu MAO B koriStenjem tih parametara. Ova aproksimacija je prihvatljivija
jer je dokazano kako su EVB parametri neovisni o fazi (okolini) u kojoj se provodi reakcija,
ako se reakcija odvija istim mehanizmom.'®* Navedeni pristup omoguéava istrazivanje utjecaja
okoline na ispitivanu reakciju, a ako je okolina enzim, omogucuje procjenu ubrzanja u odnosu
na referentnu reakciju u vodenoj otopini, odnosno procjenu utjecaja samog enzima na
promatranu kataliticku reakciju.

Pocetne konformacije oba sustava preuzete su iz provedenih MD simulacija, uz
redukciju strukture enzima i ostatka flavinskog kofaktora. Strukture prijelaznih stanja za danu
reakciju u QM modelu potvrdene su frekvencijskom analizom te su nakon toga IRC izraCunom
dobiveni odgovarajuéi reaktanti i produkti koji to prijelazno stanje povezuju. IzraCunate
vrijednosti prikazane su u Tablici 8. Reakcijska slobodna energija izracunata je kao razlika
izmedu kompleksa reaktanata i intermedijarne tocke u IRC izrac¢unu, u kojoj je lumiflavinska
skupina hidrirana, $to je u skladu s prija$njim radovima.®>'>!8l Racuni su provedeni

koristenjem programskog paketa Gaussian 09.18?
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Molekulsko-dinamicke simulacije enzima MAO B u kompleksu s
propargilaminskim inhibitorima

4.1.1. Rezultati MD simulacija komercijalnih inhibitora

Izracunata Gibbsova energija vezanja (AGeinp) za komercijalne inhibitore, RAS i SEL, je
izrazito negativna, Sto pokazuje na to da se vrlo povoljno vezu u aktivno mjesto enzima MAO
B. Gibbsove energije vezanja, kao i dekompozicija energije vezanja po aminokiselinskim

ostacima znacajnima za vezanje prikazana je u Tablici 1.
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Tablica 1. Izracunata slobodna Gibbsova energija vezanja (AGeino) iz MD simulacija

koristenjem MM-GBSA pristupa i

dekompozicija slobodne energije po pojedinom

aminokiselinskim ostacima (u kcal mol™?). Za usporedbu su prikazane eksperimentalne

vrijednosti relevantnih veli¢ina.

INHIBITOR RAS SEL
AGBIND —28,36 -31,83
FAD -2,94 -3,26
GIn206 -2,53 259
Tyrd35 -0,87 -1,39
Tyr398 -1,73 ~1,25
Leul7l -0,56 -0,91
Tyr60 0,71 -0,60
Cysl72 0,18 -0,52
Phe343 —0,82 -0,51
11e198 —0,05 0,51
Gly434 0,15 -0,38
Leu328 -0,41 -0,35
Tyr326 0,55 -0,32
Thr399 -0,07 0,21
Vall73 0,04 -0,18
Gly205 -0,09 -0,18
Met341 -0,14 0,16
GIn191 -0,04 013
Arg4?2 0,01 011
Tyrl88 -0,03 -0,11
11e199 0,94 -0,10
Ser59 -0,10 -0,10
Ki(MAO B)* 700 nM183184 9 n\185
ICs0(MAO B) 82,5 nM 185187 1 3 )\}188.189

* Ki (konstanta inhibicije) predstavlja omjer konstanta brzine vezanja i otpustanja inhibitora u

aktivno mjesto enzima. ICsg predstavlja koli¢inu inhibitora potrebnu da se inhibira 50 % enzima
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U slucaju komercijalnih inhibitora, SEL se veze bolje od RAS. Uzrok tome povoljniji je
smjestaj u aktivno mjesto uslijed veée konformacijske fleksibilnosti SEL, Sto se slaze s
eksperimentalno izmjerenim ICso i K vrijednostima (Tablica 1.). Takoder, energije vezanja u
dobrom su kvalitativnom slaganju s vrijednostima koje su odredene za kromenske
(benzopiranske) MAO inhibitore,'*® jako su apsolutne vrijednosti za SEL (AGeino = —31,83
kcal mol™') i RAS (AGgino = —28,36 kcal mol™!) izgledno pretjerane. Pretjerane vrijednosti
uobicajene su za MM-PBSA pristup, a sama problematika ekstenzivno je diskutirana*° te autori
snazno naglasavaju korisnost ovog pristupa u predvidanju relativnih odnosa u energijama
vezanja za bimolekularne komplekse. Ako razmotrimo relativnu razliku izmedu RAS i SEL,
SEL se veze 3,5 kcal mol™! bolje od RAS. Ovu vrijednost mozemo usporediti s relativnim
odnosom eksperimentalnih vrijednosti ICso i Ki (Tablica 1.). lako navedene eksperimentalne
vrijednosti ne reflektiraju samo sposobnost vezanja inhibitora, daju nam koristan uvid u
trendove vezanja. 1z vrijednosti ICso dobiva se relativna razlika od 2,6 kcal mol™!, dok iz K;
mozemo dobiti razliku od 2,5 kcal mol ™. Obje vrijednosti pokazuju izvrsno slaganje dobivenih
rezultata s eksperimentalnim vrijednostima, $to potvrduje kvalitetu odabranog racunalnog
modela.

Daljnjom analizom MD trajektorija i dekompozicijom AGginp Vvrijednosti na doprinos
pojedinih aminokiselinskih ostataka, dobiven je uvid u to koji su ostaci odgovorni za vezanje
inhibitora u aktivno mjesto. Tablica 1. pokazuje da su inhibitori u aktivnom mjestu primarno
stabilizirani interakcijom s FAD kofaktorom. Na tu interakciju otpada oko 10 % ukupne
energije vezanja, koja je ostvarena putem izrazito povoljnih m--m interakcija izmedu
aromatskog sustava flavinskog kofaktora i acetilenskih skupina inhibitora. Upravo ovaj tip
interakcije odgovaran je za pozicioniranje inhibitora u konformaciju povoljnu za reakciju s
FAD-om. Zanimljivo je da RAS sa svojom amino (—NH) skupinom tvori vodikovu vezu s
karbonilnom C4=0 grupom na FAD-u. Ova vodikova veza postojana je tijekom cijele MD
simulacije (Slika 21.) s prosje¢nom vrijednosti od 3,427 A, no ipak je ukupna interakcija RAS-
a s FAD-om manja.
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Slika 21. Evolucija udaljenosti N (amino, RAS) — O (C4,FAD) u RAS-u tijekom 300 ns MD

simulacije.

Kod selegilina je amino dusik pozicija metilirana. Time je sprijeceno stvaranje vodikove veze
Sto rezultira drugacijim vezanjem u aktivno mjesto. QM metodama unutar ove disertacije
pokazano je da ovaj tip vodikove veze smanjuje reaktivnost inhibitora, o ¢emu Ce biti rijeci U
poglavlju 4.2. Nadalje, RAS se moze ponasati kao akceptor i donor vodikove veze u interakciji
s aminokiselinama u aktivnom mjestu, $to omogucuje, primjerice, ostvarivanje vodikove veze
s —OH skupinama tirozina u aktivnom mjestu. S druge strane, SEL moze biti samo akceptor
vodikove veze, a ova mogucnost je dodatno steri¢ki ograni¢ena metilnom skupinom na dusiku.
Kao rezultat toga, vodikove veze SEL-a u aktivnom mjestu ostvaruju se Cetiri puta rjede od
RAS-a (Tablica 2.), no SEL se ipak veze jace od RAS-a. Ovi rezultati vode do zakljucka da
kapacitet inhibitora za stvaranje vodikovih veza nije kljucan za vezanje, ve¢ su hidrofobne 1
elektrostatske interakcije te koje poti¢u vezanje inhibitora u aktivno mjesto. Taj zakljucak se

koristi kao vrlo vazna smjernica za razvoj novih inhibitora.
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Tablica 2. Ucestalost ostvarivanja vodikovih veza i kontakata s Tyr u aktivnom mjestu kod

komercijalnih MAO B inhibitora.

Broj vodikovih veza / ns Broj kontakata s Tyr / ns
RAS 0,8 0,3
SEL 0,2 0,5

Navedeni rezultati pokazuju da metiliranje aminskog dusika ima znatan utjecaj na vezanje
inhibitora u aktivno mjesto. Ako razmotrimo ucestalost nastajanja vodikovih veza, vidljivo je
da SEL ima oko cetiri puta manji potencijal stvaranja vodikovih veza u usporedbi s RAS-om.
Analizom pojedina¢nih aminokiselinskih ostataka, uoc¢eno je da su oba inhibitora stabilizirana
N-H-- -z interakcijom vodika amidne skupine GIn206 s aromatskim sustavom inhibitora (Slika
22.).

"

Slika 22. Smjestaj inhibitora SEL u aktivno mjesto MAO B (isje¢ak iz MD simulacije).

Ova Cinjenica jo$ potvrduje vaznost aromatskih dijelova u dizajnu potentnih inhibitora, tj. da je
aromatski dio molekule inhibitora odgovoran za vezanje u hidrofobnu Supljinu MAO B
enzima.!® Tyr435 i Tyr398 eksperimentalno® su i ra¢unalno'®®%! okarakterizirani kao vazni
za pravilno orijentiranje supstrata za kemijsku reakciju, a njihove mutacije dovode do

smanjenja aktivnosti enzima.® Dekompozicijom energije vezanja takoder je potvrdena vaznost
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ovih dvaju aminokiselinskih ostataka, uz tri druga aromatska aminokiselinska ostatka; Tyr60,
Tyr326 i Phe343. Osim toga, napravljena je analiza ucestalosti kontakta s tirozinskim ostacima
u aktivnom mjestu unutar 2.25A od molekule inhibitora (Tablica 4.). SEL gotovo dva puta éesée
ostvaruje interakciju s Tyr u aktivnom mjestu u usporedbi s ostala tri inhibitora. Ovaj podatak
ukazuje na vaznost hidrofobnih kontakata za vezanje inhibitora u aktivno mjesto, kao na i
vaznost konformacijske slobode molekule u aktivnom mjestu. SEL uspostavlja ¢esce kontakte
s Tyr od RAS-a, sto je u skladu s eksperimentalnim podacima koji ukazuju na jace vezanje
SEL-a u aktivno mjesto. Sliéno su u svojim istrazivanjima uo¢ili Gehe i sur.® koji su pokazali
da se 1Cso SEL-a smanjuje 15 do 130 puta zbog mutacija Tyr398Phe te Tyr435Phe. Osim toga,
pokazano je da —OH skupine Tyr398 i Tyr435 u aktivhom mjestu ne sudjeluju u vezanju
supstrata, ve¢ stvaranjem vodikovih veza sa susjednim aminokiselinama (GIn206 1 Leul71)
fiksiraju hidrofobni kavez; upravo zato njihova mutacija u Phe smanjuje moguénosti vezanja
(Slika 23.).
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Slika 23. Evolucija udaljenosti izmedu O (amidni, bo¢ni lanac) GIn206 — O (hidroksilni)
Tyr435 (prosje¢no 3.353A) (gore) te O (peptidni) Leul71 i —O (hidroksilni) Tyr398 (prosje¢no
2.024 A) na primjeru simulacije sa SEL (dolje).

SEL je takoder puno fleksibilnija molekula koja sadrzi viSe veza oko kojih je moguca rotacija,
Sto omogucava zauzimanje konformacija u kojima su povoljniji kontakti s drugim hidrofobnim
aminokiselinskim ostacima poput Leul71, Cys172 te Gly434.

Posebno su zanimljive interakcije inhibitora s 11e199, koji je eksperimenalno, %2 kao i
racunski,’®® identificiran kao ,gating residue* (aminokiselinski ostatak koji promjenom
konformacije regulira oblik i volumen aktivnog mjesta enzima, te regulira ulaz supstrata ili

inhibitora) zajedno s Tyr326% u nekim istrazivanjima. 11e199 o¢uvan je u svim do sada
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prouc¢avanim MAO B, osim u slucaju govedeg MAO B koji na tom mjestu ima Phe, koji je na
analognom mjestu konzerviran u MAO A. Pokazano je da Ilel99 u tzv. ,zatvorenoj
konformaciji*“ dijeli Supljinu MAO B na hidrofobni ulazni dio i supstratnu Supljinu, pri ¢emu
nastaje dvodijelna konfiguracija aktivnog mjesta, dok ,,otvorena konformacija“ omogucava
fuziju oba dijela u jednodijelnu $upljinu ukupnog volumena ~700 A3, koja je znacajno veéa od
supstratne $upljine unutar MAO A &ija je veli¢ina ~550 A3, te puno uéinkovitije veze, kako
supstrate tako i inhibitore.}4>1%2 Buduéi da je veéa i izduZzenija molekula od RAS-a, SEL
pomice Ile199 1 Tyr326 koji zauzimaju ,,otvorenu* konformaciju te na taj nain stvaraju
dovoljno veliku Supljinu da za smjestaj SEL-a (Slika 24.). Zbog toga dolazi do smanjene
interakcije s ta dva aminokiselinska ostatka. Ova promjena dovodi do ukupno jaceg vezanja
SEL, zbog toga §to on moze reagirati s ostacima iz obiju Supljina. S druge strane, RAS je manji
1 kompaktniji te znacajno rigidniji, Sto promovira vezanje u manju Supljinu, kao i interakcije s
premosc¢ujuéim aminokiselinskim ostacima (Tyr326 i 11e199) izmedu Supljina.!® Ovo je u
skladu s kristalografskim podacima koji ukazuju na to da 11e199 ostvaruje kontakt s
benzenskom jezgrom na RAS-u.1% Osim toga, ovaj zakljucak je snazno podrzan ¢injenicom da
se Ki vrijednosti vezanja malog inhibitora istatina povecavaju Cetiri puta mutacijom Ile199Tyr

te Gak do sto puta dvostrukom mutacijom 1le199Ala i Tyr326Ala.

Tyrd3s |,
y 1\ Tyr398
L &
||e199\/<‘- T(’ “,/ (Phe34
> = ‘ GInZOS(L RAS <Jleu171
lle199 X [ Leu171
/‘_ \__/_//
' Vi Tyr326

Slika 24. Reprezentativne strukture ireverzibilnih inhibitora selegilina (SEL) i rasagilina

(RAS) unutar aktivnog mjesta enzima MAO B (isjecci iz MD simulacija).

Ovi rezultati pokazuju vaznu ulogu [1e199 1 Tyr326 u selektivnosti vezanja inhibitora u aktivno

mjesto MAO B, te ukazuju na vaznost hidrofobnih i aromatskih kontakata za vezanje.
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4.1.2. Rezultati MD simulacija derivata komercijalnih inhibitora

Po analogiji na komercijalne inhibitore RAS i SEL napravljene su simulacije za odabrane
derivate komercijalnih inhibitora, DSEL i MRAS (Slika 19.), kako bi se provjerio utjecaj
metilne skupine na aminskom dusiku na vezanje u aktivno mjesto MAO B.

Gibbsova energija vezanja (AGginp) za oba derivata o¢ekivano je izrazito negativna,
kao 1 za komercijalne inhibitore, $to pokazuje da se vrlo povoljno vezu u aktivno mjesto MAO
B enzima. Gibbsove energije vezanja, kao i dekompozicija energije vezanja po
aminokiselinskim ostacima znacajnima za vezanje, prikazane su u Tablici 3. Radi lakse
usporedbe, uz analizirane MRAS i DSEL prikazani su ponovno rezultati i za komercijalne
spojeve RAS i1 SEL. Rezultati u Tablici 3. pokazuju da metilna skupina povecava AGginD
vezanja u slu¢aju SEL u odnosu na DSEL (AAGeino = 1,01 kcal mol™) i u slu¢aju MRAS u
odnosu na RAS (AAGeinp = 5,72 kcal mol™!). MRAS daje i najpovoljniju energiju vezanja u
odnosu na sve ispitivane spojeve. Navedeno potvrduje vaznost metilne skupine za, kao 1 veci

afinitet tercijarnih amina u odnosnu na sekundarne za vezanje u aktivho mjesto MAO B.
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Tablica 3. Izracunata slobodna Gibbsova energija vezanja (AGeino) iz MD simulacija
koristenjem MM-GBSA pristupa, i dekompozicija slobodne energije po pojedinom

aminokiselinskom ostatku (u kcal mol™).

INHIBITOR RAS SEL MRAS DSEL
AGginD —28,36 -31,83 -34,08 —30,83
FAD 2,94 -3,26 5,41 —1,26
GIn206 -2,53 2,59 -1,05 —5,37
Tyr435 -0,87 -1,39 —2,00 —0,95
Tyr398 -1,73 -1,25 —2,03 —0,61
Leul71 —0,56 -0,91 —0,56 -1,78
Tyr60 -0,71 -0,60 —0,34 —0,29
Cysl72 -0,18 -0,52 —0,67 —0,53
Phe343 -0,82 -0,51 —0,49 —0,48
11e198 -0,05 -0,51 —0,42 —0,37
Gly434 -0,15 -0,38 —0,52 —0,08
Leu328 -0,41 -0,35 -0,17 —0,20
Tyr326 -0,55 -0,32 —0,34 —0,53
Thr399 -0,07 -0,21 —0,16 —0,01
Vall73 -0,04 -0,18 —0,18 0,00
Gly205 -0,09 -0,18 —0,16 —0,54
Met341 -0,14 -0,16 0,02 0,00
GIn191 -0,04 -0,13 —0,13 —0,06
Arg42 -0,01 -0,11 —0,16 —0,01
Tyr188 -0,03 -0,11 —0,05 0,02
11e199 -0,94 -0,10 —0,02 —0,12
Ser59 -0,10 -0,10 —0,36 —0,07
Ki(MAO B) 700 nMm183184 g g1

ICs0(MAO B) 82,5 nM86.187 1 3 n\188.189 625 nM*%

* Ki (konstanta inhibicije) predstavlja omjer konstanta brzine vezanja i otpuStanja inhibitora u

aktivno mjesto enzima. ICsg predstavlja koli¢inu inhibitora potrebnu da se inhibira 50 % enzima
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Iz Tablice 3. vidljivo je da je MRAS, poput RAS i SEL, primarno stabiliziran interakcijom s
FAD kofaktorom, dok je u slu¢aju DSEL najznacajnija interakcija ona s GIn206. Navedeni
rezultati pokazuju da metiliranje aminskog dusSika ima znatan utjecaj na vezanje inhibitora u
aktivno mjesto. Iz uCestalosti nastajanja vodikovih veza (Tablica 4.), vidljivo je da metilirani
derivati imaju manji potencijal stvaranja vodikovih veza i to dva puta manji u slu¢aju DSEL i
SEL, odnosno ¢ak osam puta manji u slu¢aju usporedbe RAS i MRAS (Tablica 4.). Ovakvi
rezultati ponovno ukazuju na to da je za uspjeSan dizajn novih, potentnijih inhibitora, klju¢no
koristiti tercijarne umjesto sekundarnih amina. Osim toga, takvi spojevi su lipofilniji, Sto im
osigurava povoljniji farmakokineticki profil, budu¢i da takvi spojevi lakSe prelaze krvno-

mozdanu barijeru.

Tablica 4. Ucestalost ostvarivanja vodikovih veza i kontakata s Tyr u aktivnom mjestu kod

ispitivanih spojeva.

Broj vodikovih veza / ns Broj kontakata s Tyr / ns
RAS 0,8 0,3
SEL 0,2 0,5
MRAS 0,1 0,3
DSEL 0,5 0,3

Interakcije s GIn206, kao 1 s Tyr435 te Tyr398 u hidrofobnom kavezu klju¢ne su interakcije
kao 1 u slu€aju komercijalnih inhibitora.

DSEL je, kao 1 SEL, fleksibilna molekula, $to omogucéava optimalne kontakte s
hidrofobnim aminokiselinskim ostacima poput Leul71, Cys172 te Gly434. Na ovaj nacin
DSEL kompenzira slabije vezanje uzrokovano gubitkom metilne skupine, no 1 dalje se veze
znacajno slabije u odnosu na SEL i MRAS. Osim toga, DSEL ostvaruje vodikovu vezu s
amidnom skupinom GIn206 (Slika 25.), S§to znacajno povecava doprinos ove aminokiseline u
vezanju DSEL-a, no pozicionira DSEL u polozaj nepovoljan za inhibiciju rada enzima, tj.

apstrakciju hidrida.
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Slika 25. Evolucija udaljenosti izmedu N (amidni, bo¢ni lanac) GIn206 — N DSEL (prosje¢no
5.408 A).

Zbog svog hidrofobnog karaktera, MRAS ostvaruje znacajne C—H ---m interakcije s Tyr s bocne
strane FAD kofaktora, ¢ime se pozicionira povoljno za reakciju apstrakcije hidrida koja je u
poglavlju 4.2. izu¢avana kao mehanizam inhibicije enzima MAO B propargilaminskim
inhibitorima. Za razliku od svog nemetiliranog ishodnog spoja, MRAS zbog smanjene
mogucénosti stvaranja vodikovih veza zauzima puno povoljniji polozaj u aktivnom mjestu, $to
rezultira stvaranjem povoljnih interakcija s hidrofobnim aminokiselinskim ostacima poput
Gly434, 11e198, Phe 343 i posebno s Tyr398.

Za razliku od RAS-a, MRAS ne ostvaruje znacajne interakcije s premoscujué¢im
aminokiselinskim ostacima Tyr326 i Ile199, zahvaljuju¢i drugacijem nacinu vezanja u aktivno
mjesto u odnosu na RAS, najvjerojatnije kao posljedica smanjene mogucnosti stvaranja
vodikovih veza, kao 1 veeg volumena samog inhibitora zbog dodatka metilne skupine.

Ovi rezultati pokazuju vaznu ulogu I1e199 i Tyr326 u selektivnosti vezanja inhibitora u
aktivno mjesto MAO B te ukazuju na vaznost hidrofobnih i aromatskih kontakata za vezanje.
Na kraju, moZze se zakljuciti da uspjesSno vezanje inhibitora u aktivnho mjesto poticu njegova

fleksibilnost te hidrofobne interakcije s aminokiselinama u objema Supljinama unutar enzima;
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kombinacijom ova dva faktora postize se potencijalno bolje vezanje inhibitora u aktivnom

mjestu.

4.2. Mehanizam ireverzibilne inhibicije MAO B propargilaminskim
inhibitorima

MAO enzimi sisavaca poznati su veé gotovo cijelo stoljeée, 1% a njihovi selektivni ireverzibilni

i reverzibilni inhibitori vise od 60 godina. Usprkos tome, precizni molekularni mehanizam

kojim nastaje N5 adukt ireverzibilnog inhibitora s FAD-om, ¢ime se suprimira daljnja

kataliticka aktivnost enzima, nije poznat.?1%2% Razlog za izostanak detaljnog opisa

mehanizma u literaturi postaje ocit kada se promotri struktura adukta inhibitora i kofaktora

(Slika 26.).

Slika 26. Lijevo: struktura adukta FAD kofaktora (crno) i propargilaminskog inhibitora

(plavo). Desno: opcenita struktura propargilaminskog inhibitora.

Osim §to mora do¢i do nastajanja veze izmedu inhibitora i N5-atoma na flavinskom
kofaktoru, takoder je potreban pomak vodika s C(a) na C(f)-atom kako bi nastao odgovarajuci
produkt. Ovo jasno pokazuje da se izgledno radi o reakciji koja ukljucuje nekoliko koraka, ¢ime
je otezan njezin nedvojben 1 potpun opis.

Prvi razmatrani mehanizam je direktno stvaranje veze izmedu C(y)-atoma inhibitora i
N5-atoma flavinskog prstena (Slika 27.), sto bi odgovaralo strukturi kona¢nog adukta. Ova
reakcija uzima u obzir elektrofilni karakter N5 atoma kofaktora te mogucnost elektrofilnog
napada na z-sustav inhibitora. Uzimaju¢i SEL kao primjer, uz neionizirani Lys296, reakcija je

termodinamicki povoljna (AG; = —19,8 kcal mol V).
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Slika 27. Direktni napad C(y)-atoma inhibitora na N5-atom flavinskog prstena.

Dobiveni adukt je stabilan te karakteriziran udaljeno$éu od 1,430 A izmedu C(y)-atoma
inhibitora i N5-atoma flavina. Medutim, kineticka barijera za ovu reakciju iznimno je visoka i
iznosi 47,8 kcal mol™!, §to ovu reakciju ¢ini malo vjerojatnom. Uz protonirani Lys296 ova
reakcija postaje termodinami¢ki dodatno povoljnija za 4,9 kcal mol ™! te iznosi AG; =—24,7 kcal
mol™!, dok kineti¢ka barijera ostaje ista. Sli¢ne vrijednosti dobivene su za RAS. Ovi navedeni
rezultati ukazuju na to da navedeni mehanizam nije operativan.

Druga moguénost je da se inhibitor prvo aktivira deprotoniranjem terminalnog C(y)-
atoma (Slika 28.). Budu¢i da u aktivnom mjestu nema bazi¢nih aminokiselinskih ostataka koji
bi preuzeli proton,>® modelirali smo direktno deprotoniranje inhibitora od strane N1 iz
flavinskog prstena. Deprotoniranje je potaknuto blizinom C(y) i N5 (5,505 A za SEL, i 3,327A
za RAS) te &injenicom da je N1 najbazi¢nije mjesto flavinskog prstena.’® Nadalje, bazi¢nost
ovog mjesta podrzana je NBO analizom koja pokazuje da naboj na N1 atomu iznosi —0,64 |e|,
za razliku od N5 koji ima vrijednost —0,34 |e|, stoga je manje vjerojatan kandidat za primanje

protona.

Slika 28. Deprotoniranje terminalnog C(y)-atoma od strane N1-atoma iz flavinskog prstena.
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No, dobiveni produkti su manje stabilni od podetnih sustava i to 30,6 kcal mol™' za SEL u
sustavu s neioniziranim Lys296 i 23,0 kcal mol™ u slu¢aju s ioniziranim Lys296. Takve velike
razlike u energiji najbolje objasnjava razlika pKa vrijednosti izmedu donorskog i akceptorskog
mjesta. Bazi¢nost flavina moze se procijeniti na otprilike pKa vrijednost 7,0 S$to je
eksperimentalno odredena vrijednost za deprotoniranje N1-H skupine u reduciranom flavinu,2t
dok je tipi¢na vrijednost za deprotoniranje acetilena oko 25,°% te se prema toj vrijednosti
depotoniranje moze posti¢i samo jakom superbazom.>

Dva gore navedena mehanizma odbacena su kao zbog nepovoljne kineti¢ke barijere
(direktni napad C(y)-atoma inhibitora na N5-atom flavinskog prstena, AG* = 47,8 kcal mol™?),
odnosno termodinamike reakcije (deprotoniranje terminalnog C(y)-atoma od strane N1-atoma
iz flavinskog prstena, AG = 30,6 kcal mol™?). Osim toga, reakcije prijenosa protona, u pravilu,
niti nemaju kineti¢ku barijeru. Ispitano je i nekoliko drugih mogu¢ih mehanizama, no oni su
odbaceni zbog nemogucénosti lociranja prijelaznih stanja odnosno produkata reakcije.
QM studijom nedavno je pokazano da je mehanizam u kojemu dolazi do direktnog prijenosa
hidrida povoljniji od alternativnih mehanizama u Kkatalitickoj razgradnji dopamina.’ Za
modeliranje ovog procesa koristen je sli¢an klaster model MAO B enzima kao u ovoj disertaciji.
U radu koji je uslijedio, rezultati su potvrdeni koriStenjem EVB QM/MM pristupa koji je dao
barijeru od 16,1 kcal mol™!, $to je u izvrsnom slaganju s eksperimentalno odredenom
vrijednosti* od 16,5 kcal mol™' te u potpunosti podrzava predlozeni mehanizam.>® Ovaj
mehanizam pokazan je kao operativan i u sluéaju MAO A.57160181202 {j predlozenom
mehanizmu u prvom koraku dolazi do apstrakcije hidridnog aniona s C(o)-atoma supstrata na
N5-atom flavinskog prstena (Slika 8.). Osim toga, pokazano je da je upravo spomenuto
izdvajanje hidrida korak koji odreduje brzinu reakcije. Po uzoru na kataliti€¢ki mehanizam, ovaj
mehanisticki pristup primijenjen je 1 u slucaju reakcije inhibicije. Jo§ jedan razlog koji podrzava
ovu tezu je ¢injenica da je pokazano da sui RAS i SEL tzv. ,,inhibitori temeljeni na mehanizmu
reakcije* (engl. mechanism-based inhibitors).?% Kao $to je ve¢ spomenuto ranije, zbog svoje
kisele -NH grupe, RAS je smjesten nesto blize FAD-u za razliku od SEL-a ¢ija N-metilna grupa
stericki ometa priblizavanje inhibitora FAD-u. U prvoj stacionarnoj toc¢ki SP1 (Slika 29.),
udaljenost izmedu reaktivnog N5 na FAD-u i C(«) inhibitora iznosi 3,523 A u slu¢aju RAS-a
te 4,386 A za SEL, §to je u skladu s prosje¢nim vrijednostima dobivenim iz MD simulacija koje
iznose 3,669 za RAS te 4,223 A za SEL. Ovo podrzava izbor pocetnih geometrija za QM

izraune iz MD simulacija. Direktna apstrakcija hidrida pokazana je kao povoljan mehanizam
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u slucaju oba inhibitora, Sto je u skladu s rezultatima dobivenim za MAO kataliticku

reakCijU 9,56,57,160,181,202

Slika 29. Optimizirana geometrija reaktanata (FAD i SEL) u prvoj stacionarnoj tocki (SP1).
Ostatak klastera izuzet je zbog jednostavnosti prikaza.

U prvom prijelaznom stanju TS1 (Slika 30.) vodik je smjesten izmedu donora, C(a)-atoma
inhibitora, te akceptora, N5 atoma u flavinskom prstenu s vezama duljine 1,408 i 1,268 A za
RAS, odnosno 1,4101 1,280 A u slu¢aju SEL-a. Usprkos sli¢nosti geometrija prijelaznog stanja,
aktivacijska slobodna energija za SEL iznosi 27,9 kcal mol™! (vimag = 1243i cm™), dok je za
RAS nesto visa, 29,1 kcal mol ™! (Vimag = 1213i cm™"). Kako se radi o koraku koji odreduje brzinu
reakcije, ove vrijednosti potrebno je bolje prokomentirati. Zanimljivo je da ovaj odnos
aktivacijskih Gibbsovih energija predvida da je SEL reaktivniji, §to je potpuno u skladu s
odredenom vrijednosti kinact 0d 0,99 min~! za SEL,® odnosno 0,0533 min~!' za RAS.?* Ako
eksperimentalne parametre prerac¢unamo u razliku u aktivacijskoj slobodnoj energiji, dobijemo
1,7 kcal mol ™! u korist SEL, §to se viSe nego izvrsno slaZe s vrijedno$éu od 1,2 kcal mol ™! koja

je dobivena izraCunima.
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Slika 30. Optimizirana geometrija prijelaznog stanja transfera hidrida (TS1) s C(a)-atoma
inhibitora SEL na N5 atom u flavinskom prstenu. Ostatak klastera izuzet je zbog

jednostavnosti prikaza.

Moguce objaSnjenje za slabiju reaktivnost RAS-a je nepovoljnija orijentacija u aktivnom
mjestu. Naime, osim §to je manje fleksibilan u odnosu na SEL, vodikova veza koju FAD
ostvaruje s RAS-om, kao i interakcije s okolnim aminokiselinskim ostacima postavljaju RAS u
polozaj manje povoljan za apstrakciju hidrida.

Osim toga, distribucija relevantnih kuteva N5S(FAD)---H— C(a) za oba metilenska
vodika u SEL-u takva je da uvijek postoji jedan vodik koji zatvara kut od priblizno 0° §to je
najpovoljnije za transfer hidrida. 1z ovog razloga, SEL puno uspjesnije zauzima optimalni
polozaj za reakciju s FAD-om. Nasuprot tome, kod RAS-a samo je jedan metilenski vodik u

povoljnom poloZzaju za reakciju (Slika 31.).
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Slika 31. Evolucija kuteva izmedu N5(FAD) - H(reaktivni, inhibitor) — C(co)(inhibitor) u

slu¢aju RAS (gore) te SEL (dolje). Razli¢iti vodikovi atomi su prikazani razli¢itim bojama.

Takoder, zbog svojih elektron-donorajucih svojstava, metilna grupa na dusSikovom atomu SEL-
a stabilizira pozitivno nabijenu vrstu koja nastaje nakon apstrakcije hidrida, dok taj efekt kod
RAS-a ne postoji. Navedeno najbolje ilustriraju izracuni provedeni na pojedinac¢nim
inhibitorima koji pokazuju da je za 7,6 kcal mol™! energijski povoljnije maknuti hidrid s C(o)-
atoma u sluc¢aju SEL-a nego $to je u slu¢aju RAS-a. Ove rezultate dodatno potvrduju izracunati

NBO naboji te duljine veza detaljno prikazani u tablicama 5. i 6.
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Tablica 5. Distribucija naboja (NBO analiza, u |e|) i odabrane duljine veza (u A) tijekom
apstrakcije hidrida u reakciji ireverzibilne inhibicije s razagilinom (RAS) na (CPCM)/M06—
2X/6-31+G(d,p) razini teorije.

a2
Atom / Veza/ Izolirana | Enzim-Inhibitor | Prijelazno stanje (TS1) | Meduprodukt (SP2)
Molekula specija | Kompleks (SP1)
Namino -0,71 -0,75 -0,70 -0,72

o—H 0,24 0,24 0,37 0,46
C(o) -0,34 -0,34 -0,23 —-0,05
C(B) -0,04 -0,03 -0,04 -0,05
C(y) -0,25 -0,29 -0,27 -0,30
RAS 0,00 0,01 0,37 0,53

N-C(a) 1,462 1,458 1,399 1,403
C(a)-C(B) 1,468 1,466 1,403 1,315
C(B)-C(y) 1,205 1,210 1,236 1,306

o Enzim .
N0 N\(O
UL
o}
Atom / Izolirana | Enzim-Inhibitor | Prijelazno stanje (TS1) | Meduprodukt (SP2)
Veza/ Molekula specija | Kompleks (SP1)

N5 -0,34 -0,36 -0,54 -0,67
Cda 0,09 0,10 0,06 -0,01
C10a 0,45 0,46 0,48 0,55

N1 -0,65 —-0,64 —-0,65 —-0,64
FAD 0,00 0,03 -0,38 -0,53

N5—C4a 1,291 1,292 1,342 1,439
C4a-C10a 1,461 1,461 1,456 1,522
C10a—N1 1,307 1,306 1,310 1,302
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Tablica 6. Distribucija naboja (NBO analiza, u |e|) i odabrane duljine veza (u A) tijekom
apstrakcije hidrida u reakciji ireverzibilne inhibicije sa selegilinom (SEL) na (CPCM)/M06—
2X/6-31+G(d,p) razini teorije.

",
Atom / Veza Izolirana Enzim-Inhibitor Prijelazno stanje | Meduprodukt (SP2)
/ Molekula specija Kompleks (SP1) (TS1)
Namino -0,52 -0,54 -0,48 -0,50
C(Namino) -0,50 -0,50 -0,50 -0,50
H(a) 0,24 0,26 0,37 0,46
C(o) -0,34 -0,35 -0,24 —-0,04
C(B) -0,04 -0,03 -0,04 -0,06
C(y) -0,25 -0,27 -0,27 -0,31
SEL 0,00 0,01 0,36 0,51
N-C(metil) 1,462 1,467 1,464 1,464
N-C(a) 1,466 1,473 1,409 1,395
C(a)-C(B) 1,469 1,468 1,403 1,320
C(B)-C(y) 1,205 1,207 1,234 1,307
_Enzim
g oh o
o}
Atom/Veza/ Izolirana Enzim-Inhibitor Prijelazno stanje | Meduprodukt (SP2)
Molekula specija Kompleks (SP1) (TS1)
N5 -0,34 -0,36 -0,51 -0,68
Cda 0,09 0,10 0,05 -0,01
Cl0a 0,45 0,45 0,48 0,54
N1 -0,65 -0,64 -0,65 -0,65
FAD 0,00 0,03 -0,36 -0,54
N5—C4a 1,291 1,290 1,336 1,434
C4a-C10a 1,461 1,458 1,455 1,515
Cl10a—N1 1,307 1,306 1,310 1,302
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U reakcijskom kompleksu SEL-a i FAD-a (SP1) ukupni naboj specija je 0,01 odnosno 0,03 |e|,
dok se u prvom prijelaznom stanju vrijednosti mijenjaju i to na 0,36 i1 —0,36 |e|. Ovo pokazuje
da dolazi do prijenosa negativnog naboja u reakciji SEL-a i FAD-a. Tijekom reakcije SEL gubi
tre¢inu naboja elektrona koji se smjeSta na FAD. Naboj na N5 koji prima hidrid mijenja se s
—0.36 |e| (SP1) u —0,51 Je| (TS1). Naboj C(a)-atoma s kojeg se hidrid apstrahira mijenja se
neznatno, s -0,35 |e| na -0,24 |e|, Sto objasnjava prisutnost susjedne amino grupe koja
kompenzira gubitak elektrona. Takoder, ovo se ocituje pozitivnijim nabojem na aminskom
dusiku te smanjenjem N(amino)—C(a) udaljenosti; vrijednosti se mijenjaju s —0,54 |e|i 1,473 A
u SP1 na —0,48 |e| i 1,409 A u TS1, §to je u skladu s predlozenim hidridnim mehanizmom.
Prijelaz hidrida egzergona je reakcija, s vrijednostima AG; = —9,8 kcal mol ™! za SEL te AG, =
—8,5 kcal mol™! za RAS. Produkt ove reakcije negativno je nabijen FADH™ i pozitivno nabijen
inhibitor. Ovo je pokazano izraunom distribucije naboja; potpuno formiranje N5—H rezultira
nabojem od —0,54 |e| na FAD-u, dok naboj na SEL-u postaje 0,51 |e|. Takva elektrostatska
razlika vodi do nastajanja spontanog adukta SP2 (Slika 32.), gdje se C(y)-atom inhibitora veze
za C4a-atom na FAD-u.

\q/ﬁ

Slika 32. Optimizirana geometrija u drugoj stacionarnoj tocki (SP2) za SEL inhibitor. Ostatak
klastera izuzet je zbog jednostavnosti prikaza.

Veza izmedu inhibitora 1 kofaktora u formiranom aduktu vrlo je jaka, ¢emu najbolje svjedoci
izuzetno kratka veza izmedu C(y) na inhibitoru i C4a kofaktora. Ona iznosi 1,555 A u slu¢aju
SEL-a odnosno 1,545 A kod RAS-a. Stovise, izraunate vrijednosti energije disocijacije adukta

su AGiss = 31,1 kcal mol™! za SEL te AGgiss = 36,3 kcal mol™! za RAS, $to dodatno potvrduje
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stabilnost veze izmedu FAD-a i inhibitora. Ipak, unato¢ stabilnom meduproduktu, reakcija ide
dalje iz razloga $to nadolazece stacionarne to¢ke imaju nizu energiju od SP2. Vezanje na FAD
stvara alenski motiv unutar inhibitora, §to je vidljivo iz podjednake duljine C(a)—C(B) te
C(B)—C(y) veza od 1,320 1,307 A u SEL, odnosno 1,3151 1,306 A u RAS-u. U alenu, sredisnji
C(B) atom je najreaktivniji odnosno najnukleofilniji, tako da sljedeci korak ukljucuje transfer
apstrahiranog vodika s N5-atoma na C(f)-atom, no ovog puta u obliku protona (H"). Ovo se
o¢ituje u promjeni naboja na SEL-u s 0,51 |e| u SP2 te na 0,73 |e| u TS2 (Slika 33.).

Slika 33. Optimizirana geometrija prijelaznog stanja transfera protona (TS2) s N5 atoma C(J)

atom SEL inhibitora. Ostatak klastera izuzet je zbog jednostavnosti prikaza.

Analogan transfer na C(y) nije povoljan, dok transfer na C(a) vraca sustav natrag u SPI.
Spomenuti N5—H:--C(B) transfer protona povezan je s barijerama od 17,6 kcal mol ' za SEL
(Vimag = 1075i cm™!) te 18,0 kcal mol™! za RAS (vimag = 1283i cm™!). U oba slu¢aja vrijednosti
su nize od barijere za pocetnu apstrakciju hidrida. Nastaje SP3 meduprodukt (Slika 34.) koji
sadrzi napeti tro¢lani prsten izmedu C4a i N5 na FAD-u i C(y) na inhibitoru, no ipak je
energijski nizi u odnosu na SP2, vjerojatno zbog nestabilnosti alenske strukture u danom

okruzenju.
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Slika 34. Optimizirana geometrija u tre¢oj stacionarnoj tocki (SP3) za SEL inhibitor. Ostatak
klastera izuzet je zbog jednostavnosti prikaza.

Odgovarajuée N5—C(y), N5—C4a, i C4a—C(y) udaljenosti iznose 1,465; 1,452 i 1,537 A u
slu¢aju SEL, odnosno 1,468; 1,454 te 1,530 A kod RAS-a. Zanimljivo je da je reakcija koja
daje SP3 vise egzergona u slucaju RAS, dok je cjelokupni termodinamicki profil povoljniji za
SEL.

Zadnji korak ukljucuje pucanje veze izmedu C(y) inhibitora i C4a-atoma FAD-a te
formiranje C(y)— N5(FAD) veze kao $to je prikazano u SP4. U TS3 (Slika 35.), veze koje
nestaju su ve¢ dosta dugacke (1,929 A za SEL te 1,820 A za RAS), a proces je povezan s
barijerama od 6,4 kcal mol™! za SEL (vimag = 305i cm™') i 5,4 kcal mol™' za RAS (Vimag = 383i
cm™!), $to ih ¢ini energijski najmanje zahtjevnim prijelaznim stanjima tijekom cijelog
termodinamickog profila. Posljednji korak iznimno je egzergon te vodi do kona¢nog produkta.
Kod RAS, dolazi do stabilizacije za 25,3 kcal mol™! do kona¢nog produkta (AG; = —38,3 kcal
mol "), a stabilizacija je jo$ izrazenija kod SEL-a i iznosi 33,8 kcal mol™! (AG; = —39,1 kcal

mol™).
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Slika 35. Optimizirana geometrija prijelaznog stanja pucanja veze izmedu C(y) SEL inhibitora
i C4a-atoma flavinskog kofaktora (TS3). Ostatak klastera izuzet je zbog jednostavnosti
prikaza.

Slika 36. Optimizirana geometrija u tre¢oj stacionarnoj tocki (SP4) za SEL inhibitor. Ostatak

klastera izuzet je zbog jednostavnosti prikaza.
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Elektronska struktura kona¢nog adukta SP4 (Slika 36.) ukljucuje pozitivni naboj delokaliziran

unutar cijaninskog konjugiranog lanca.

Najvise pozitivnog naboja rasporedeno je na N(amino) i C(a) koji dobivaju po 0,18 i

0,49 |e| u odnosu na SP1, dok je veza koja ih povezuje skracena za 0,05 A. Konjugirani kostur

takoder je potvrden nedavnom analizom smanjene moguénosti rotacije C—N odnosno C—C veze

unutar modelnog sustava.?®® Takoder, geometrija kona¢nog adukta je u jako dobrom slaganju s

dostupnim rendgenskim difrakcijskim strukturama (Tablica 7.) >3

Tablica 7. Distribucija naboja (u |e| i odabranih duljina veza (u A)) u N5(FAD) aduktu sa SEL

I RAS.

_Enzim

I: : N 10a N\f
N 4a

B/V

Rl\i/ a

Rz
Veza/atom SEL adukt 2BYB.pdb* RAS adukt 152Q.pdb!®
N5-C(y) 1,329 1,28 1,331 1,28
C(y)-C(B) 1,387 1,33 1,383 1,29
C(B)-C(a) 1,389 152 1,394 1,53
C(o)~N(amino) 1,315 1,47 1,311 1,29
N5—-C4a 1,420 1,39 1,419 1,38
C4a—Cl10a 1,404 141 1,389 1,39
Cl10a—N1 1,326 1,38 1,332 1,39
N5 -0,36 -0,36
C(o) 0,14 0,13
C(B) —-0,48 —-0,44
C(y) 0,15 0,15
N(amino) -0,37 —-0,56
Cda —0,14 —0,14
Cl10a 0,47 0,46
N1 -0,67 -0,71
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Zanimljivo je da u SP4, FAD sadrzi anionski atom duSika N1 s izratunatim NBO nabojem od
—0,67 |e|, Sto je u skladu s nedavno objavljenim rezultatima spektrometrije masa, koji sugeriraju

da je N1 deprotoniran u aduktu i pri kiselim eksperimentalnim uvjetima (pH =~ 2).2%
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Slika 37. Profil slobodne Gibbsove energije izracunate na razini teorije (CPCM)/PBE0/6—
311++G(2df,2pd)//(CPCM)/M06-2X/6-31+G(d,p) za ireverzibilnu inhibiciju MAO B enzima
razagilinom (crveno) i selegilinom (ljubi¢asto) uz neutralni Lys296. Vrijednosti su izrazene u

kcal mol™!.

Na kraju, vazno je istaknuti da je opisani mehanizam (Slika 37.) povoljan i zbog ¢injenice da
se odvija na nacin da je svaka sljedeca stacionarna tocka energijski povoljnija od prethodne, uz
iznimnu egzergonost. Korak koji odreduje brzinu reakcije je apstrakcija hidridnog aniona.
Takoder, predloZzeni mehanizam potvrduje eksperimentalna opazanja da su RAS 1 SEL
inhibitori koji su temeljeni na mehanizmu reakcije, dok dobiveni profili slobodne reakcijske
Gibbsove energije ukazuju na nesto vecu reaktivnost SEL-a u odnosu na RAS, s obzirom da
SEL ima nizu barijeru prijelaza hidrida (AAG* = —1,2 kcal mol™!) te izraZeniju egzergonost
reakcije (AAG, = -0,8 kcal mol ™).

Kako bi se dodatno potvrdio navedeni zaklju¢ak, potrebno je spomenuti da je iskljucena

moguénost mehanizma prijenosa elektrona, u kojem dolazi do aktivacije inhibitora prijenosom
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elektrona na FAD, §to se donedavno smatralo katalitiCkim mehanizmom katalize MAO
enzima.*! Modeliranjem ovog procesa dobivene su sljedece energije ionizacije: IE(SEL) =
134,5 kcal mol™" i IE(RAS) = 146,1 kcal mol™, koje su u raskoraku s izra¢unatim elektronskim
afinitetom EA(FAD) = —77,2 kcal mol!. Ovako velika neslaganja sugeriraju zakljutak da

ovakav proces nije vjerojatan pa se u buduc¢nosti ne¢e razmatrati.
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Slika 38. Profil slobodne Gibbsove energije izracunate na razini teorije (CPCM)/PBE0/6—
311++G(2df,2pd)//(CPCM)/M06-2X/6-31+G(d,p) za ireverzibilnu inhibiciju MAO B enzima
razagilinom (crveno) 1 selegilinom (ljubicasto) uz pozitivno nabijeni Lys296. Vrijednosti su

izrazene u kcal mol ™.

Dodatno su izracunati reakcijski profili u sustavu koji ukljucuje protonirani aminokiselinski
ostatak Lys296 (Slika 38.), ¢ije protonacijsko stanje je, kao §to je ranije spomenuto, dvojbeno
u literaturi.

Pokazano je da je reakcija u prisutnosti neutralnog Lys296 termodinamicki i kineticki
povoljnija, §to je analogno kao kod kataliti¢ke degradacije dopamina,.® Ovi rezultati navode na
zakljucak da taj aminokiselinski ostatak ima vaznu ulogu u regeneraciji FADH2 u FAD pomocu
molekularnog kisika, no ne 1 u katalitickoj transformaciji supstrata, odnosno u reakciji

inhibicije, kao §to je ranije pretpostavljano u literaturi.?%2%7
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4.3. EVB simulacije reakcije ireverzibilne inhibicije enzima MAO B
propargilaminskim inhibitorima

4.3.1. Parametri EVB simulacija

Kao §to je ranije spomenuto u literaturnom pregledu, EVB metoda omogucava izuCavanje
enzimskih reakcija uzimaju¢i u obzir cijelu strukturu enzima. Glavna prednost ove metode
moguénost je opseznog uzorkovanja konformacijskog prostora uz znatno manji utrosak
racunalnog vremena. Pri tome, izuzetno je bitno da su parametri koji opisuju promatranu
kemijsku reakciju pazljivo odabrani. Prije ispitivanja kataliti¢ke reakcije unutar enzima, sustav
se kalibrira na standardne Gibbsove energije aktivacije (AG?) i reakcije (AGy) za referentnu

reakciju.

Tablica 8. Izratunate AG* i AG, za prijenos hidrida u reakciji propargilaminskih inhibitora RAS
i SEL s lumiflavinom u vodi te EVB parametri izraunati iz FEP simulacija uz kalibraciju na

izraGunate QM vrijednosti.

supstrat | AG!/ kcal mol™ | AG;/ kcal mol™* | Hi2/ kcal mol™ a2’ / keal mol™

RAS 30,60 19,18 44,34 106,70
SEL 31,11 17,29 43,59 80,40

Pomocéu izracunatih AG* i AG, Kkalibrirani su EVB parametri: Hi2 sprezajuéi parametar (engl.
coupling term) i pomak (a2°) u potencijalnoj energiji izmedu reaktanata i produkata. EVB
parametri naj¢esce se dobivaju FEP simulacijama iste reakcije koja je prethodno provedena u
plinskoj fazi, a ¢ije su standardne Gibbsove energije aktivacije i reakcije jednake standardnim
Gibbsovim energijama aktivacije i reakcije za referentnu reakciju. U ovom slucaju, kao
referentna reakcija koriStena je reakcija u vodenoj fazi. Izraunati parametri EVB simulacija
(Tablici 8.) koristeni su za simulacije istih reakcija u enzimu.

4.3.2. Rezultati EVB simulacija komercijalnih inhibitora

Reakcijski profili dobiveni EVB simulacijama reakcije unutar aktivnog mjesta MAO B
prikazani su na Slici 31. S obzirom na to da se svaki profil sastoji od 10 pojedinacnih
trajektorija, koji odgovaraju razli¢itoj poc€etnoj konfiguraciji inhibitora, sa sigurno$¢u se moze

zakljuciti da provedene simulacije konvergiraju i ukazuju na iste zakljucke.
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Slika 39. EVB reakcijski profili reakcije apstrakcije hidrida za inhibitore razagilin (crveno) i

selegilin (Ijubicasto).

Izradunate aktivacijske energije AGH(RAS) = 27,6 kcal mol™ i AG*(SEL) = 24,5 kcal mol?,
ukazuju na vecéu reaktivnost SEL-a, §to se izvrsno slaze s rezultatima klasternog pristupa koji
su prikazani u prethodnom poglavlju, kao i s eksperimentalno odredenim konstantama brzine
inhibicije koje iznose 0,99 min~' za SEL te 0,0533 min~! za RAS.%2% Kada se eksperimentalni
podaci preradunaju u razliku u slobodnoj aktivacijskoj energiji, koja iznosi 1,7 kcal mol™! u
korist SEL-a, dobije se izvrsno slaganje s izradunatom razlikom AAG* = 3,1 kcal mol? sto
dodatno potvrduje nase rezultate. Takoder, izraCunate vrijednosti AG; pokazuju da je reakcija
apstrakcije hidrida manje endergona u slu¢aju SEL-a (AG; = 8,3 kcal mol ™). Zanimljivo je da
su izracunate vrijednosti AGr termodinamicki povoljnije od onih dobivenih u vodenom mediju
(Tablica 8.), Sto pokazuje da je nabijeni meduprodukt koji nastaje nakon transfera H™ bolje
stabiliziran unutar enzima nego u vodenom okolisu (Slika 39.), §to je pojava koja je videna kod
nekoliko MAO supstrata.®541912% 5 druge strane, ako usporedimo reakcijske barijere izmedu
vodene otopine i enzimskog okruZenja, vidimo da je za MAO B snizen AG* za 2,97 kcal mol™!
u slu¢aju RAS-a, odnosno 6,64 kcal mol™! u slu¢aju SEL u odnosu na istovrsnu reakciju u

vodenom mediju (Slika 40.).
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Slika 40. Struktura hidratirane podjedinice MAO B s RAS (crveno) i SEL (ljubicasto) u

aktivnom mjestu enzima. FAD kofaktor prikazan je Stapicastim prikazom.

Kada primijenimo teoriju prijelaznog stanja, odgovarajuce ubrzanje reakcije iznosi dva do pet
redova veli¢ine na sobnoj temperaturi. Ovaj podatak govori da je ista reakcija znacajno ubrzana
u enzimu ako je promatramo u odnosu na istu reakciju u vodi. Kako bi stavili ove brojeve u
kontekst MAO B katalize, nuzno je napomenuti da se u prethodnim radovima pokazalo da
MAO B ubrzava katalizu prirodnih supstrata do devet redova veliine u odnosu na isti proces
u vodi, §to je u skladu s tim da je enzim evolucijski optimiziran za svoju fiziolosku kataliticku
ulogu, a ne za ireverzibilnu inhibiciju. Aktivno mjesto enzima poveéa inhibitornu mo¢ SEL u
odnosnu na RAS koja je u vodenom mediju manja (Tablica 8.).

Ponovno se uocava da je propargilaminska skupina klju¢na za ireverzibilnu prirodu ove
klase inhibitora. U ovoj disertaciji promatra se samo prvi korak za kojeg je ustanovljeno da je
korak koji odreduje brzinu reakcije, Sto ve¢ daje korisne uvide za sintezu novih, potentnijih

MAQO B ireverzibilnih inhibitora.
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4.3.3. Rezultati EVB simulacija derivata komercijalnih inhibitora
I u ovom sluc¢aju provjerena je uloga metilne skupine na aminskom dusiku propargilaminskog
inhibitora. Analogno proceduri za komercijalne inhibitore, provedene su simulacije za DSEL i
MRAS, derivirane oblike komercijalnih inhibitora.

Pomoéu AG* i AG; vrijednosti izra¢unatih QM metodologijom kalibrirani su EVB
parametri, Hi, sprezajuéi parametar i pomak (02°) u potencijalnoj energiji izmedu reaktanata i

produkta koji su prikazani u Tablici 9.

Tablica 9. Izra¢unate AG* i AG; za prijenos hidrida u reakciji propargilaminskih inhibitora RAS
i SEL s lumiflavinom u vodi te EVB parametri izraunati iz FEP simulacija uz kalibraciju na

izraGunate QM vrijednosti

supstrat | AG* / kcal mol™ | AG; / kcal mol™ | Hiz / kcal mol™® | o2° / kcal mol™
MRAS | 28,79 13,27 57,92 112,43
DSEL | 30,85 21,48 75,67 100,43

Reakcijski profili, dobiveni EVB simulacijama, za reakcije unutar aktivnog mjesta MAO B
prikazani su na Slici 33.

Izradunate aktivacijske energije AG*(MRAS) = 22,5 kcal mol* i AG*(DSEL) = 32,6
kcal mol™ ukazuju na veéu reaktivnost MRAS, §to dopridonosi zaklju¢ku da tercijarni amini

1zgledno imaju nizu kineticku barijeru za apstrakciju hidrida.

/[ 3
AG* =22.49 +0.85 kcal/mol

30| AG, = 12.92 + 0.84 kcal/mol
25

G [kcal mol?]

desmetilselegilin

N-metilrazagilin AG¥ = 32,55 + 1.36 keal/mol
AGy =19.78 + 2.04 kcal/mol
100 200 200 100 0 100 200

Reakcijska koordinata [kcal mol™]

-200 -100 0

Slika 41. EVB reakcijski profili apstrakcije hidrida za inhibitore N-metilrazagilin (crveno) i

desmetilselegilin (ljubicasto).
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U ovom slucaju, izracunate vrijednosti AG, termodinamicki su usporedive s onima dobivenima
u vodenom mediju (Tablica 9.) te iznose AG(MRAS) = 12,9 kcal mol i AG/(DSEL) = 19,8
kcal molt. S druge strane, ako usporedimo reakcijske barijere izmedu vodene otopine i
enzimskog okruZenja, vidimo da je MAO B snizio AG* za 6,35 kcal mol™! u slu¢aju MRAS-a,
dok u slu¢aju DSEL-a, barijera raste za 1,7 kcal mol™! (Slika 41.), $to ukazuje na to da je polarno
prijelazno stanje DSEL-a manje stabilizirano u odnosu na vodenu otopinu. Ovakav rezultat ne
iznenaduje, buduc¢i da DSEL kao metabolit SEL-a i eksperimentalno pokazuje slabiju inhibiciju
MAO B enzima.'%

Dodatno, MRAS pokazuje najpovoljniji reakcijski profil od svih do sada prouc¢avanih
spojeva, Sto ga ¢ini idealnim kandidatom za novi, potentniji MAO B inhibitor te se izrazito

preporuca njegova eksperimentalna karakterizacija.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U ovoj disertaciji istrazena je reakcija ireverzibilne inhibicije enzima MAO B s
propargilaminskim inhibitorima, izuzetno bitnom skupinom lijekova u lijeCenju
neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti.

Kombinacijom MD simulacija, izracunom MM-GBSA energije vezanja, QM Kklasternog
modela i EVB simulacija utvrden je precizan molekularni mehanizam inhibicije enzima MAO
B komercijalnim inhibitorima, razagilinom (RAS) i selegilinom (SEL), te su objaS$njena
eksperimentalna opaZanja o ve¢oj reaktivnosti SEL u odnosu na RAS. Osim toga, identi¢an set
simulacija proveden je i za N-metilrazagilin (MRAS) i desmetilselegilin (DSEL), derivate
komercijalnih inhibitora, kako bi se ispitao utjecaj metilne skupine na aminskom duSiku
inhibitora.

Pokazano je da je inaktivacija MAO B enzima reakcija koja se odvija u tri koraka. U
prvom koraku, koji ujedno i odreduje brzinu reakcije, enzim pomocu N5 atoma na FAD
kofaktoru vrs$i apstrakciju hidrida s C(a)-atoma inhibitora, $to je u potpunom slaganju s
kataliticCkim mehanizmom ove klase enzima te dodatno potvrduje ¢injenicu da su oba inhibitora
tzv. inhibitori temeljeni na mehanizmu reakcije. Nakon inicijalne apstrakcije hidrida, stvara se
adukt izmedu C4a-atoma kofaktora 1 inhibitora, koji je transformiran tako da sadrzi alenski
motiv. Reakcija se nastavlja prijenosom N5 vodikovog atoma natrag na C(j3)-atom inhibitora u
obliku protona, uz nastajanje tro¢lanog prstena sastavljenog od C(y)-atoma inhibitora i C4a-
atoma i N5-atoma flavinskog prstena. U zadnjem koraku veza izmedu C(y)-atoma inhibitora te
C4a flavina lako puca te se formira N5 adukt koji je u skladu s kristalografskim strukturama
enzima MAO B inhibiranog propargilaminskim inhibitorima.

Dobiveni reakcijski profili su i termodinamicki 1 kineti¢ki povoljniji za SEL u odnosu
na RAS, pa je tako razlika u izraunatim aktivacijskim energijama AAG* = —1,2 kcal mol™' u
korist SEL, u izvrsnom slaganju s eksperimenalno odredenom vrijedno$éu od AAG* = —1,7 kcal
mol~!. Usporedno s time, reakcija je u slu¢aju SEL vise egzergona vidljivo u izradunatim
reakcijskim Gibbsovim energijama od AAG, = —0,8 kcal mol ™.

Osim toga, potvrdeno je da na kemijsku reakciju unutar enzima utjeCu elektrostatske i

hidrofobne interakcije s aminokiselinskim ostacima u aktivnom mjestu. Tako je pokazano da je
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veca reaktivnost SEL-a dodatno podrzana ¢injenicom da se SEL kao veca i fleksibilnija
molekula bolje veze u aktivno mjesto nego RAS, pa izracunata energija vezanja za SEL iznosi
AGginp = —30,83 kcal mol™!, dok za RAS iznosi AGeinp = —28,36 kcal mol™*. Pokazano je da
se tercijarni amini vezu u aktivno mjesto MAO B puno bolje od sekundarnih (MRAS se veze
5,72 kcal mol™! bolje od sekundarnog amina RAS-a, dok se DSEL veze 1,01 kcal mol™! losije
u odnosu na SEL). Energije vezanja u skladu su s dostupnim ICso i Ki vrijednostima za
ispitivane inhibitore. Ovi rezultati, kao 1 ucestalost stvaranja vodikovih veza unutar aktivnog
mjesta, ukazuju na to da su za vezanje u aktivno mjesto MAO B odgovorne uglavnom van der
Waalsove interakcije s hidrofobnim aminokiselinama u aktivnom mjestu.

Vezanju inhibitora u aktivno mjesto enzima najvise doprinose interakcije s FAD-om, a
osim toga, znacajne interakcije ostvaruju se s Tyr435 i Tyr398, koji su dio hidrofobnog kaveza
aktivnog mjesta MAO B. Osim toga, vrlo je znacajna N—H- -7 interakcija aromatskog dijela
inhibitora s amidnom skupinom GIn206, koja je iznenadujuce jedna od najdominantnijih u
ukupnom vezanju propargilaminskih inhibitora.

EVB simulacijama potvrdena je veca reaktivnost SEL-a naspram RAS-a, a dobivene
vrijednosti iznose AG*(RAS) = 27,6 kcal mol™ i AG*SEL) = 24,5 kcal mol™, odnosno
AG*(MRAS) = 22,5 kcal mol i AG*DSEL) = 32,6 kcal mol. Rezultati jo§ jednom potvrduju
iznimnu vaznost metilne skupine na aminskom duSiku propargilaminskih inhibitora, te
potvrduju tezu da su tercijarni amini bolji inhibitori u odnosu na sekundarne. Osim toga, MRAS
daje najbolje rezultate od svih ispitivanih spojeva, pa predstavlja obecavajucu perspektivu u
kreiranju novih, potentnijih MAQO B inhibitora.

Dobiveni rezultati uvelike ¢e unaprijediti razumijevanje klini¢ki izuzetno bitne
inhibicije MAO B enzima, Sto ¢e pomo¢i u razvoju novih, farmakodinamicki 1 farmakokineticki

povoljnijih inhibitora, kao i opéenitom razumijevanju funkcioniranja MAO enzima.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

A

CcC
CGTO
Cl
COSMO

CPCM

CYP
DFT
DSEL
Dz

DZP

EC

EPR

EVB
FAD
FC

FDA

FMN

dngstrom, mjerna jedinica za duljinu; 1 A=10""m

teorija spregnutih grozdova (engl. Coupled Cluster)

kontrahirani Gaussianski tip orbitala (engl. Contracted Gaussian type orbital)
konfiguracijska interakcija (engl. Configuration Interaction)

set parametara za opis solvatacije (engl. Conductor-like Screening Model)

vodljiva metoda polarizabilnog kontinuuma (engl. Conductor-like Polarizable
Continuum Method)

citokrom P450 superporodica enzima (engl. Cytochrome P450)

teorija funkcionala gustoce (engl. Density Functional Theory)
desmetilselegilin

osnovni skup s dvostrukim brojem osnovnih funkcija (engl. Double Zeta)

osnovni skup s dvostrukim brojem osnovnih funkcija i jednim setom

polarizacijskih funkcija (engl. Double Zeta plus Polarization)
elektronska korelacija

elektronska paramagnetska rezonanca (engl. electronic paramagnetic

resonance)

metoda za simuliranje enzimskih reakcija (engl. Empirical Valence Bond)
flavin-adenin-dinukleotid

aproksimacija zamrznutih unutarnjih orbitala (engl. frozen core)

Americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)

flavin-mononukleotid
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GAFF

GGA

GTO

HF

IRC

KIE

LAO

LCAO

LDA

LINCS

LSDA

MAO

MAO A

MAO B

MAOI

MBPT

MD

meta-GGA

Generalizirano Amberovo polje sila polje sila (engl. generalized Amber force
field)

aproksimacija generaliziranog gradijenta (engl. Global Gradient
Approximation)

Gaussov tip orbitala (engl. Gauss type orbitals)

Hartree-Fock metoda

infracrvena spektroskopija (engl. infrared spectroscopy)

intrinzicka reakcijska koordinata (engl. Intrinsic Reaction Coordinate)
kineticki izotopni efekt

oksidaza lijevih aminokiselina (engl. left amino acid oxidase)

Linearna kombinacija atomskih orbitala (engl. Linear Combination of Atomic
Orbitals)

aproksimacija lokalne gustoce (engl. Local Density Approximation)
algoritam ograniavanja gibanja vodikovih atoma tijekom MD simulacija

aproksimacija lokalne spinske gustoée (engl. Local Spin Density

Approximaton)

monoamin-oksidaza

monoamin-oksidaza A

monoamin-oksidaza B

inhibitori monoamin-oksidaza

perturbacijska teorija vise tijela (engl. Many-body Perturbation Theory)
molekulska dinamika, molekulsko-dinamicki

aproksimacija meta generaliziranog gradijenta (engl. meta global gradient

approximation)
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MM

MM-PBSA

MM-GBSA

MRAS

NMR

NVE
NVT
PAO
PB
PBC
PCM
PDB
PES
PGTO

PME

QM

QM/MM

QZ

RAS

molekulska mehanika

metoda za izracun slobodne energije (engl. molecular mechanics — Poisson-

Boltzmann surface area)

metoda za izraCun slobodne energije (engl. molecular mechanics -

Generalised-Born surface area)

N-metilrazagilin

nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance)
izotermno-izobarni ansambl

mikrokanonski ansambl

kanonski ansambl

poliaminoksidaza

Poisson-Boltzmann

periodi¢ni rubni uvjeti (engl. Periodic Boundary Conditions)

metoda polarizabilnog kontinuuma (engl. Polarizable Continuum Method)
baza eksperimentalno odredenih struktura proteina (engl. Protein Data Bank)
ploha potencijalne energije (engl. Potential Energy Surface)

primitivni Gaussianski tip orbitala (engl. Primitive Gaussian type Orbitals)
Ewaldova metoda za izracun elektrostatskih interakcija (engl. Particle Mesh
Ewald)

kvantna mehanika; kvantno-mehanicki
kvantno-mehanicki/molekulsko-mehanicki

osnovni skup s Cetverostrukim brojem osnovnih funkcija (engl. Quadruple

Zeta)

razagilin
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RESP

RMSD

SASA

SCF

SEL

SHAKE

SMD

SSRI

STO

TCA

TIPnP

TS

TZ

TZ2P

WHO

parcijalni naboji u polju sila (engl. restrained electrostatic potential)
korijen srednjeg kvadrata odstupanja (engl. Root Mean Square Deviation)
povrsina dostupna otapalu (engl. Solvent Accessible Surface Area)
metoda samouskladenog polja (engl. Self-Consistent Field Method)
selegilin

algoritam ograniavanja gibanja vodikovih atoma tijekom MD simulacija
set parametara za opis solvatacije (engl. solute molecule density)

selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina (engl. serotonin selective

reuptake inhibitor)

orbitala Slaterovog tipa (engl. Slater type orbital)

triciklicki antidepresivi (engl. tricyclic antidepressant)

modeli molekula vode u kojima su duljine veza i kutovi fiksirani, a
elektrostatske interakcije definirane preko n toc¢kastih naboja (engl.
transferrable intermolecular potential n-point)

prijelazno stanje (engl. transition state)

osnovni skup s trostrukim brojem osnovnih funkcija (engl. Triple Zeta)

osnovni skup s trostrukim brojem osnovnih funkcija i dva seta polarizacijskih
funkcija (engl. Triple Zeta plus Double Polarization)

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
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