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Tiocianata un cilveka oglskabes anhidrazes I1

mijiedarbibas kvantu kimisks petijums
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™Latvijas Organiskas sintézes institiits

Kopsavilkums. Lai noskaidrotu tiocianata un CA 11
mijiedarbibas mehanismu, veikta detalizéta kvantu Kimiska
izpéte, izmantojot pusempirisko PM6 metodi. Aktiva centra
modelis tika balstits uz CA II struktiras kristalografiskajiem
datiem (PBP kods - 2CBA). Modeli tika ieklauti: Zn** katjons,
kas ir saistits ar OH" ligandu un triju histidinu — His94, His96,
His119 - atlikumu imidazolu gredzeniem; atlikumi Glul06,
Thr199, Thr200, His107, Arg246, Asn244, GIn92 un 8 iidens
molekulas. Mijiedarbibas pirma stadija noris spontani un tas
gaita notiek tiocianata molekulas deprotonéSana un tiocianata
anjona (SCN) veidoSanas. Peéc ts parvareSanas cinka
koordinacijas sfera noris tidens molekulas aizvietoSana ar
tiocianata anjonu SCN". Lidzsvara stavokli saites Zn-N garums
ir 1,844 A, un atbilsto3a saites karta ir 0,639.

Atslegas vardi: oglskabes anhidraze II, tiocianats, inhibitors,
PM6 metode.

[. IEVADS

Oglskabes anhidrazes (CA) ir cinku saturo$ie metaloenzimi,
kuri kataliz€ oglekla dioksida CO, atgriezenisku hidrataciju
lidz bikarbonatam un protonam. Paslaik visas CA iedala
piecas klasés (a, B, v, 6 un &). a-Klases oglskabes anhidrazes
sastopamas visos mugurkaulniekos, baktérijas, alg€s un zalo
augu citoplazma. Ziditajiem ir pazistamas a-CA16 izoformas,
kuram ir atSkiriga katalitiska aktivitate, intracelulara
lokalizacija un sadalijjums organisma audos. Oglskabes
anhidrazes ir iesaistitas vairakos fiziologiskos un patologiskos
procesos, ieskaitot ar elposanu, CO, un bikarbonata parnesi
starp metabolisma procesa esoSajiem audiem un plausam;
vides pH un CO, homeostazg, elektrolitu sekrécija dazados
audos un organos, biosintézes reakcijas, onkogengze utt. Sada
sakara daudzas CA izoformas ir nozimigi terapeitiski mérki
ar potencialu inhib&t vai arstét vairakas slimibas, tostarp
glaukomu, aptaukosSanos, epilepsiju, osteoporozi, laundabigos
audzgjus utt. Vismaz 25 kliniski paslaik izmantojamiem
preparatiem piemit ievérojamas CA inhib&josas ipasibas [1].
Pastav divas galvenas inhibitoru klases: neaizvietotie
sulfonamidi un to bioizosteri un anjoni, kas veido kompleksus
ar enzima metalu. Sie inhibitori veido saiti ar Zn** jonu vai
aizvieto cinka neproteina ligandu. P&d€jos gados tiek veikti
plasi pétijumi, lai atrastu jaunus un efektivus inhibitorus
dazadu klasu CA, tai skaita starp neorganiskajiem joniem un
mazam molekulam [2-4]. Tiocianats ka potencials CA
inhibitors ir pazistams jau ilgaku laiku [S]. Attieciba pret
ziditaju a-CA izoformam, tiocianata anjons uzrada inhibgjosas
Tpasibas ar inhibicijas konstanti diapazona 0,010-39 mM.
Cilvéka CA 1II gadijuma §7 vértiba ir 1,6 mM [2].
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Enzimu inhibitoru racionala mekléSana prasa detalizEtu
informaciju par pétamajiem objektiem. Lidzas datiem par

potenciala inhibitora iedarbibas mérka trisdimensijas
struktiiras uzbiivi, svariga nozime ir ligandu un biomolekulu
mijiedarbibas mehanisma noskaidroSanai. Molekularas

sisttmas kvantu Kkimiskie aprékini dod iespgju iegiit So
informaciju, kas nav eksperimentali nosakama tiesa veida,
pieméram, dati par aktivacijas energiju, parejas stavokli,
struktiiru un iesp&jamiem starpproduktiem.

II. MODELA 1ZVELE UN APREKINU METODE

Oglskabes anhidraze II ir  polipeptidu keéde no 260
aminoskabem. Nesen, pétot tiocianata hidratacijas mehanismu
ar DFT metodi, tika izmantots CA II aktiva centra vienkarSots
modelis, kura imidazola gredzenu vietd ir tris amonjaka
molekulas — [Zn (NH;3);0H]" [6]. Miisu gadifjuma enzima
aktiva centra modelis pamatojas uz CA II  struktiiras
kristalografiskajiem datiem (Protein Data Bank code - 2CBA
[7]). Modelr tika ieklauti: Zn** katjons, kas ir saistits ar OH"
ligandu un trim histidina atlikumiem His94, His96 un His119;
Glul06, Thr199, Thr200, His107, Arg246, Asn244, GIn92
atlikumi un 8 Gdens molekulas — Wat264, Wat265, Wat292,
Wat318, Wat338, Wat359, Wat369, Wat389. Kopgjais atomu
skaits sisttma ir 243. (Skaidribas labad att€los 1.-7. paraditi
tikai tie sistémas atomi, kuri ir tieSi iesaistiti kimiskajas
parvertibas. Attalumi un saiSu garumi uzraditi angstrémos.)
Kvantu kimiskie aprékini veikti ar programmu MOPAC2009
[8], izmantojot nesen izstradato pusempirisko metodi PM6
[9]. Ka rada prakse, ST metode ar labu precizitati reproduce
vairakas olbaltumvielu Ipasibas, ieskaitot metaloproteinus,
enzimu geometriju un aktivo centru strukttru [10]. Aprekini
tika veikti ar molekularas sist€mas visu geometrisko
parametru pilnu optimizaciju, izmantojot programmas
atslegas vardu PRECISE. Stacionaro punktu  rakstura
verifikacija (minimums/parejas stavoklis) tika veikta,
analiz€jot svarstibu frekvences. Reakcijas sistemas datora
dizains un post-processing vizualizacija veikti, izmantojot
programmatiiru ChemCraft [11] un Jmol [12].

III. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

Modelgjot mijiedarbibas procesu starp CA un inhibitoru,
sakuma stavokli attalums starp tiocianata udenraza atomu
Hlun tuvakas tdens molekulas (Wat359) atomu O1 ir 6,908
A, bet attalumus starp tiocianata N atoma un enzima cinka
jonu— 11,269 A (1. att.).
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1. att. Sisteémas CA Il-tiocianats sakuma stavoklis.

Reakcijas pirma stadija notiek patvaligi (bez energétiskas
barjeras parvargsanas). Post-processing vizualizacija rada, ka
tiocianata molekula pakapeniski tuvojas enzimam. Kad
attalums H1-O1 klast 1,827 A, no fidens molekulas Wat338,
kurai ir Gdenraza saite ar OH ligandu, atSkelas protons H3,
kas 1slaicigi ienem tiltveida poziciju starp atomu O2 un OH
liganda skabekla atomu O3. Attalumam O1-H1
samazinoties lidz 1,677 A, no Gidens molekulas Wat359 (O1)
atdalas protons H2, un vienlaicigi tiltveida protons H3
pievienojas OH ligandam, tadgjadi parverSot to par tdens
molekulu. P&c programmas daziem optimizacijas soliem no
tiocianata molekulas (HSCN) atdalas protons HI, kas
pievienojas Gidens molekulas Wat359 skabekla atomam Ol.
Atbilstosi aprékiniem dalina SCN ir anjons — tas kopgjais
ladigs ir -0,954.

Talak notiek sinhrona H5 protonu parnese no Thr199
atlikuma uz atlikuma Glul06 karboksilgrupu, un protona
H4 parnese no cinka koordinétas tidens molekulas uz atlikuma
Thr199 skabekla atomu O4 (2. att.). Kad sist€ma ir sasniegusi
lidzsvara stavokli m1, svarigakie attalumi ir $adi: O2-H3 =
1,829 A, 03-H4 = 1,390 A, 04-H5 = 1,513 A, N-H1 = 1,946
A un N-Zn = 5,878 A. Sis stadijas reakcijas siltums AH; =
-23,7 kcal/mol.

Tatad reakcijas pirmaja stadija notiek spontana tiocianata
molekulas deprotong€Sana un tiocianata anjona SCN
veidoSanas. Protons pa tUdenraza saiSu tiklu tiek parnests uz
telpiski attalinato nukleofilo atlikuma Glu106 karboksilgrupu.
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2. att. Sistémas lidzsvara stavokla m1 strukttira.

aminoskabju atlikumu Glul06 un Thr199
protona parneses procesa tika konstatéta ari
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kvantu kimiskaja p&tijjuma par CO, hidratacijas mehanismu
[13].

Turpmakie aprékini tika veikti, izmantojot ieksgjas
reakcijas koordinati, par kuru tika izvelgts attalums starp
anjona SCN~slapekla un enzima cinka atomiem, ka arT sedla
punkta mekléSanas metodika SADDLE. Tika atrasti tris
parejas stavokli (ts).

Pirmais parejas stavoklis tsl ir saistits ar tidenraza saiSu
tikla  strukturalo reorganizaciju, ko izraisa SCN™ anjona
kustiba cinka atoma virziena: SCN™ nobida no sava cela
idens molekulu Wat359 (O1). ST procesa aktivacijas energija
ir 3,5 kcal/mol. Parejas stavokli raksturo $adi attalumi starp
atomiem : H2-N =2.374 A, HI-N =2,166 A, H3-02 = 1,854
A, H4-03=1,436 A, 03-Zn=1,970 A,N-Zn=5,516 A.

Kad sistéma ir sasniegusi atbilstoso lidzsvara stavokli m2,
tidens molekula Wat359 (O1) atrodas jau aiz SCN” anjona, un
attalums HI1-N ir palielinajies lidz 3,827 A (3. att.), bet
attalums starp SCN™ slapekla atomu un enzima cinka atomu ir
samazinajies Iidz 5,328 A.
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3. att. Sist€émas lidzsvara stavokla m2 struktiira.

Nakamais parejas stavoklis ts2 ir saistits ar tidens molekulas
Wat318 (02), kurai ir Gdenraza saite ar enzima ligandu,
aizvietoSanu ar tdens molekulu Wat292 (06). Energijas
barjeras augstums ir 4,8 kcal/mol. Parejas stavokli attalumi
starp atomiem ir §adi: H3—06 = 2,196 A, H3-02 =3,111 A un
N-Zn=4,544 A (4. att.).
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4. att. Sisteémas parejas stavokla ts2 struktira.

Lidzsvara stavokli m3, kas seko aiz ts2, attalums H3-O2
palielinas lidz 3,221 A, bet attalums H3—O6 samazinas lidz
2,149 A. Attalums starp SCN slapekla atomu un enzima
cinka atomu samazinas lidz 4,320 (5. att.).
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5. att. Sist€émas lidzsvara stavokla m3 struktiira.

Talaka anjona SCN™ tuvoSanads cinka atomam reakcijas
sisttma izraisa reversu divu protonu parnesi. Parejas
stavoklim ts3 raksturiga  augstaka aktivacijas energija,
salidzinot ar ts1 un ts2, un ta ir 8,2 kcal/mol. Ka redzams 6.

tt., OH  ligands ir parverties par tidens molekulu reversa

protona H4 parneses  rezultata no Thr199 atlikuma uz
liganda skabekla atomu O3. Vienlaicigi notikusi protona H5
parnese no Glul06 atlikuma uz Thr199 atlikuma skabekla
atomu O4. Attalums Zn—O3, salidzinot ar lidzsvara stavokli
m3, ir palielinajies no 1,951 A Iidz 2,087 A, un tam atbilstosa
saites karta ir samazinajusies no 0,573 lidz 0,404. Tas liecina,
ka saite starp ligandu un enzimu ir kluvusi jatami vajaka.
Attalums Zn—N ir 2,578 A.

Tadgjadi Sie dati liecina par aminoskabju Glul106 un Thr199
atlikumu iz8kiro$o lomu protona parnesé ar zemam energijas
barjeram no tiocianata molekulas uz enzima ligandu. Sis
reakcijas stadijas siltums, izejot no ts3 stavokla, ir -26,3
kcal/mol.
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6. att. Sisteémas parejas stavokla ts3 struktiira.
Péc sedla punkta parvaréSanas cinka koordinacijas sfera
notieck f@idens molekulas aizvietoSanas process ar SCN'.
Relakseta stavoklt m4 (7. att.) tidens molekula (O3) atrodas no

cinka atoma ieveérojama attaluma, kas vienads ar 4,306 A, un
jaunizveidotas Zn—N saites garumus ir 1,844 A.
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7. att. Sistémas lidzsvara stavokla m4 struktiira.
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Iegiitie rezultati par enzima fikséta SCN™ geometriju labi
sakrit ar eksperimentalajiem kristalografiskajiem datiem
[14]: Zn-N =1,907 A, N-C = 1,269 A, C-S = 1,538 A.
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8. att. Tiocianata un CA II mijiedarbibas potencialas energijas diagramma.

Pétamas reakcijas energijas profils ir paradits 8. att.
Sistémas sakotngja stavokla m0 energija ir izoléta oglskabes
anhidrazes modela un brivas tiocianata molekulas rasanas
siltumu summa. Reakcija ir eksotermiska. Energijas izmaina
sisteéma starp sakotngjo stavokli m0 un galigo stavokli m4 ir
37,1 kcal/mol, kas liecina par enzimatiskas reakcijas produkta
izteiktu stabilitati. Saites Zn—N karta ir 0,639. Spriezot p&c tas
lieluma, var secinat, ka saitei starp inhibitoru un enzimu nav
kovalenta daba.

IV. SECINAJUMI

Veikts teorétisks pétijjums par tiocianata un cilvéka
oglskabes anhidrazes Il mijiedarbibas mehanismu. Enzima
aktiva centra modelis bija balstits uz CA II  struktiras
kristalografiskajiem datiem. Reakcijas cela lokalizéti un
raksturoti tris parejas un Cetri lidzsvara stavokli, ka rezultata
iegiits reakcijas energijas profils.

Konstatéts, ka reakcijas pirma stadija noris spontani un tas
rezultata deprotongjas tiocianata molekula, un rodas SCN’
anjons. Protons pa @idenraza saiSu tiklu, kurd ietilpst Gidens
molekulas Wat359 un Wat338, hidroksida ligands, ka ari
Thr199 atlikums, tiek parnests uz telpiski attalinato nukleofilo
Glul06 atlikuma karboksilgrupu. Sis reakcijas stadijas
siltums ir -23,7 kcal/mol. Udens molekulu un strukturali
kustigo tdenraza saiSu klatbutne enzima aktivaja centra
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Mendel Fleisher, Raivis Zalubovskis, Andulis Shmidlers, Daina Jansone. Quantum Chemical Investigation of the Interaction between
Thiocyanate and the Human Carbonic Anhydrase 11

In order to investigate the interaction mechanism of thiocyanate with CA II, a detailed quantum chemical study using the semiempirical PM6
method was carried out. The model system used in these calculations was based on the crystal structure of human CA (PDB code — 2CBA).
This system included a Zn*" cation bonded to a HO™ group and three histidine residues: His94, His96, and His119; the following residues:
Glul06, Thr199, Thr200, His107, Arg246, Asn244, GIn92, and also 8 water molecules (Wat264, Wat265, Wat292, Wat318, Wat338, Wat359,
Wat369, Wat389). The first step of the interaction of thiocyanate and CA occurred spontaneously with the heat of reaction AH = -23.7 kcal /
mol. As a result of this process, the proton left the thiocyanate, there was SCN™ anion formation, and proton transfer occurred through the
hydrogen-bond network to the oxygen atom of residue Glu106. Further, three transition states (TS) were found. The first of these states had the
activation energy Fa = 3.5 kcal / mol, and was related to the repulsion of the water molecule Wat359 from the path of the anion. The second TS
occurred, when the water molecule Wat318, linked by a hydrogen bond to the hydroxyl group bonded to Zn**, was replaced with the molecule
Wat292. The activation energy for this process Fa = 4.8 kcal / mol. The third TS could be characterized by the highest activation energy, equal
to 8.2 keal / mol. In this case, the hydroxyl group bonded to Zn>" was converted into a water molecule as a result of back transfer of a proton
from the residue Thr199. After overcoming this TS, in the zinc coordination sphere there was the process of replacing the water molecule with
the SCN™ anion. In the equilibrium state, the Zn-N bond length was equal to 1.844 A, and the appropriate bond order was equal to 0.639. The
computational results provided a better understanding of the molecular interaction between the thiocyanate inhibitor and the CA II enzyme.

Menpens @aeiimep, Paiibuc Kaaydockue, Annynauc Mmuanepe, [laiina Sncone. KBaHTOBo-XHMHYeCKOe HCCIeT0BaHHE
B3aHMO/IeiiCTBHSI THOLMAHATA ¢ kapOoanruapasoi II yesoBexa

C nenpio M3y4eHHs MeXaHU3Ma B3auMojnelcTBusi ThoumaHata ¢ KA II mpoBeneHo neranbHOe KBaHTOBO-XHMMHYECKOE HCCIICIOBAHUS C
HCTIONB30BAHUEM TONyIMIHpHYECKoro MeToma PM6. Mojenb akTHBHOTO IIEHTpa SH3MMa Oblla IOCTPOEHA HA OCHOBE HMEIOIIUXCS
KpHcTaorpaaeckux JaHHbIX cTpykTypsl KA II (kox PDB — 2CBA). B Mozenb Gbinn BKTIOUEHB: Zn>' KaTHOH, cBs3anubli ¢ OH™ rpymmoi
U TpeMs UMHIA30JbHBIMH KOJbLAMH TpeX TMCTHAMHOBBIX ocTarkoB His94, His96 u His119; ocrarkm Glul06, Thr199, Thr200, His107,
Arg246, Asn244, GIn92, a takxke 8 monekyxn Boasl — Wat264, Wat265, Wat292, Wat318, Wat338, Wat359, Wat369, Wat389. IlepBas cramus
B3aUMoJiecTBUs THonmanata ¢ KA mporekaer camMonpousBosibHO ¢ TemioTod peakumu AH = -23.7 kxan/mons. DTOT mpomnecc MPUBOIUT K
JETIPOTOHUPOBAHUIO THOLMAHaTa U oOpa3oBanuio annoHa SCN'. IIpoToH IO ceTH BOXOPOMHBIX CBSI3eH IEPEHOCHTCS K HMPOCTPAHCTBEHHO
yIaJleHHOl HykieopmibHOH KapOokcuinbHOW rpymnme pesuaust Glul06. damee Obuin jtokanu3oBaHbl TpH nepexoinsix cocrosaus (I1C).
IlepBoe M3 HHMX MMeeT dHepruio aktupBauu FEa = 3.5 kkan/Monb, W CBSI3aHO C OTTECHEHHEM MOJEKyJbl Boabl Wat359 ¢ myTu aHHOHa.
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Crnenyroiiee [1C umeet sHepruto aktuBanuu Fa=4.8 kkan/mMonb 1 00yCIOBICHO MPOIECCOM 3aMEICHHs MOJICKYJIbl Bobl Wat318, cBs3aHHOI
H-cBsI3pI0 ¢ THAPOKCHIIBHBIM JIUTAHIOM, MOJIeKyJod Bojasl Wat292. [locnenHee mepexoHOE COCTOSHHE XapaKTECPU3yeTCs HaHUOOJbIICH
SHeprueil aktuBauyu, paBHo# 8.2 kxan/Moinb. IIpy 3TOM IHAPOKCHIIBHBIN JIMTAH] NPEBPAIACTCS B MOJIEKYJIy BOJBI B pe3ysbTaTe 0OpaTHOrO
nepenoca nporoHa ot pesuaus Thr199. Ilocie npeogonenus cucremoii atoro I1IC B koopauHAUMOHHOW cdepe MUHKA MPOUCXOIUT MPOLECe
3aMeIIeHHs MONEKyIbl Bomsl annoHoM SCN'. B paBHOBECHOM COCTOSHHHM AauHA cBs3u Zn-N pasHa 1.844 A, a cooTBeTcTByIommii HOPSIOK
cBsa3u coctaBnsger 0.639. IlomydeHHble naHHBIE MAIOT OoOJiee IIOJIHOE NPEACTABICHHE O MOJCKYISIPHOM MEXaHWU3ME B3aMMOJICHCTBUS
naruburopa tuonuanat ¢ KA II su3umom.
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