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1.1 Penicillin — ein Wundermittel gegen Infektionen?

Die Entdeckung des Penicillins gilt als grof3ter Meilenstein in der Geschichte der
Entwicklung von Antibiotika. Als Entdecker des Penicillins wird der Schotte
Alexander Fleming angesehen, der 1929 nach einer zufalligen Verunreinigung
einer pathogenen Staphylococcus aureus-Kultur mit Pilzsporen von Penicillium
notatum einen Hemmhof feststellte und so auf die bakterizide Wirkung von
Stoffwechselprodukten des Pilzes schloss [1]. Tatsachlich war er jedoch nicht
der Erste, dem dieser Effekt auffiel. Bereits 1872 hat der Arzt Joseph Lister in
einem Brief geschrieben: ,Sollte sich ein geeigneter Fall einstellen, werde ich
Penicillium glaucum [-Extrakt] einzusetzen versuchen und beobachten, ob das
Wachstum der Organismen [Bakterien] in menschlichem Gewebe gehemmt
wird.“ 1892 war es der franzosische Medizinstudent Ernest Duchesne, der eine
Arbeit Uber die Wirkung von Penicillium-Pilzen auf Bakterienwachstum
anfertigte, die allerdings nicht die entsprechende Aufmerksamkeit fand,
andernfalls hatte die Erfolgsgeschichte des Penicillins unter Umstanden schon
50 Jahre friher beginnen konnen.

Abbildung 1.1 Die Staphylococcus aureus-Petrischale Flemings mit durch Penicillium
notatum-Sporen verursachten Hemmhaofen

Fleming hatte wohl die Bedeutung seiner Entdeckung erkannt, es gelang ihm
jedoch nicht, die verantwortliche Substanz aufgrund ihrer Instabilitat zu
isolieren, so dass er seine Bemuhungen einstellte und seine letzte Publikation
uber das Penicillin 1931 veréffentlichte.

Um 1940 gelangen dem Australier (Lord) Howard Walter Florey und (Sir) Ernst
Boris Chain, einem judischen Flichtling deutsch-russischer Abstammung, in
Oxford nicht nur die Isolierung der bakteriziden Verbindungen, sondern auch
die Durchflhrung einer ersten erfolgreichen klinischen Testreihe, so dass das
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Penicillin und dessen Derivate von da an ihren Siegeszug durch Therapie und
Pharmaentwicklung antreten konnten [2]. Sowohl Fleming als auch Florey und
Chain erhielten 1945 fur ihre Forschungen den Nobelpreis fur Physiologie und
Medizin.

Bereits wahrend ihrer Untersuchungen fiel Florey und Chain auf, dass einige
Stamme von Escherichia Coli Bakterien in der Lage waren Penicillin zu spalten.
Die damals sogenannten ,Penicillinase“-Enzyme wurden schnell in
B-Lactamasen umbenannt. Sie verbreiteten sich unaufhaltsam Uber die meisten
Bakterienarten. 1941 waren noch alle Staphylococcus aureus Stamme
Benzylpenicillin-sensibel, 1944 wurde jedoch schon von Problemen in der
Therapie berichtet. Die grofRe Influenza-Pandemie 1957/58 wurde begleitet von
der Verbreitung eines Penicillin-resistenten Stamms von Staphylococcus
aureus. Die Entwicklung von ,Super-B-Lactamen®, den sogenannten
.pB-Lactamase-stabilen” Penicillinen, brachte nur kurzen Aufschub. Die nun als
~ouperbugs“ bezeichneten Mikroorganismen, allen voran die MRSA-Keime
(MRSA — Methicillin resistant Staphylococcus aureus) entwickelten erneut
Resistenzen. Die verschiedenen MRSA-Stamme stellen bei den Infektionen
durch Hospitalkeime die grofite Gruppe dar und ihre Verbreitung scheint
unaufhaltsam. Allein im deutschsprachigen Raum ist von 1998 bis 2001 der
MRSA-Anteil aller isolierten Staphylococcus aureus Stamme von 15 auf 20 %
angestiegen [3].

Gegenwartig sind Pseudomonas aeruginosa-, Serratia spp.-, Enterobacter
cloacae- und vor allem MRSA-Kulturen bekannt, die gegen fast' jedes
B-Lactam? (und viele andere Antibiotika) resistent geworden sind.

Die Kenntnis des molekularen Wirkungsmechanismus von (-Lactam-Antibiotika
konnte die Maoglichkeit zu einer zielorientierten Modifikation dieser
Verbindungen erdffnen und damit einen entscheidenden Fortschritt bei der
Bekampfung von Bakterien ermdglichen. Allerdings konnte bisher weder der
Reaktionsmechanismus der Enzyme, die als Zielstruktur der (-Lactam-
Antibiotika dienen, noch der der defensiven p-Lactamasen aufgeklart werden.

' Fir neue in die Therapie eingeflihrte B-Lactam-Antibiotika wie z.B. Ertapenem gelten MRSA-
Stdmme noch als sensibel.

2 Im pharmazeutischen Sprachgebrauch versteht man unter der eigentlich nicht ausreichenden
Bezeichnung ,3-Lactam® die Gruppe der B-Lactam-Antibiotika.
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Die vorliegenden Arbeit soll durch Anwendung aktuellster Molecular Modelling
Methoden einen Beitrag zur Aufklarung des Reaktionsmechanismus von
B-Lactamasen leisten.

Im Folgenden werden die Wirkungsweise und die Zielstrukturen von B-Lactam-
Antibiotika sowie Abwehrmechanismen der Bakterien dargestellt werden.
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1.2 Die Bakterienzellwand

Fir die Entwicklung nebenwirkungsarmer Chemotherapeutika® ist es wichtig,
Zielstrukturen in der prokayotischen Bakterienzelle zu adressieren, die sich von
denen der eukaryotischen Saugetierzelle weitgehend unterscheiden oder im
Idealfall erst gar nicht vorhanden sind.

Die Zellwand von Bakterien ist ein derartiges ,ideales* Target?, da sie in Form
des Mureins eine essenzielle Struktur besitzt, die in der Saugetierzelle nicht
vorhanden ist. Sowohl die Zellwande gramnegativer als auch die der
grampositiven Bakterien besitzen als unverzichtbaren Bestandteil das Murein,
auch wenn sich der restliche Aufbau der Zellwande stark unterscheidet [4].

Zum besseren Verstandnis der Wirkungsweise von B-Lactam-Antibiotika und
der Notwendigkeit fur ein Bakterium Abwehrmechanismen, wie die
Enzymklasse der B-Lactamasen zu entwickeln, soll der grundsatzliche Aufbau
und die Synthese des Mureins kurz erlautert werden.

1.2.1 Aufbau des Mureins

Die Grundstruktur des Mureins ist in grampositiven und in gramnegativen
Bakterienstammen identisch. Im Murein sind Polysaccharidketten Uber
Peptidbricken, die mehr oder weniger stark verzweigt sein kdnnen, miteinander
verknUpft, daher wird das Murein auch als Peptidoglykan bezeichnet (s.
Abbildung 1.2). Eine einzelne Polysaccharidkette setzt sich aus einer sich
wiederholenden Disaccharideinheit zusammen, die aus mit p-D-N-Acetyl-
Glucosamin 1-4 glykosidisch verknupfter B-D-N-Acetyl-Muraminsaure besteht.
Die N-Acetyl-Muraminsauren sind Uber ihre Carbonsaurefunktion mit einem L-
Alanin verbunden, das alternierend mit weiteren L- und D-Aminosauren
peptidisch verknlpft ist. Das Ende der Seitenkette besteht jedoch immer aus
einem D-Alanyl-D-alanin-Rest. Zur Stabilisierung des Mureins sind benachbarte
Proteoglykan-Ketten Uber ihre Peptidseitenketten kovalent miteinander
verbunden. Gramnegative Bakterien sind Uber die Aminosauren an Position 3
und 4 (jeweils eine Diaminosaure und ein D-Alanin) zweier verschiedener

! B-Lactame sind aufgrund ihrer Herkunft aus einem Organismus als Antibiotika zu bezeichnen.
Der Begriff Chemotherapeutika, der sich urspriinglich nur auf rein synthetisch gewonnene
Substanzen bezog, hat sich jedoch als Oberbegriff weitgehend durchgesetzt.

2 Ein .larget’ ist die Struktur, mit der ein Wirkstoff interagiert und dadurch eine Wirkung
hervorruft.
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Proteoglykan-Seitenketten  direkt miteinander verbunden. Grampositive
Bakterien dagegen verknupfen in der Regel diese Aminosauren uber ein
Interpeptid, dessen Zusammensetzung je nach Bakterienstamm stark variieren
kann. Der Hauptunterschied neben der Quervernetzungsart besteht jedoch in
der Dicke der Mureinschicht. Bei gramnegativen Bakterien ist diese nur ca. 25 A
diinn, bei grampositiven Bakterien kann sie bis zu 100 A dick werden.

D-Glu
L-Diaminosaure—— (Interpeptid)— D-Ala
D-Ala L-Diaminosaure
(D-Ala) D-Glu
L-Ala
Oﬁ/ e HO
CH,
HN / z
< ~o0 0" H P o
o 0 OH
HN
HO 0

Abbildung 1.2 Aufbau der Mureinschicht in der bakteriellen Zellwand.
G = N-Acetyl-Glucosamin
M = N-Acetyl-Muraminsaure
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Im Gegensatz zu dem in Funktion und Struktur ahnlichen Chitin’ ist die Struktur
des Mureins nicht kristallin [5], sondern gleicht eher der eines viskosen Gels [6],
das sich bis zu dem Vierfachen seiner Breite dehnen lasst [7]. Das Murein ist
dennoch der stabilitatsgebende Bestandteil der Zellwand [8][9]. Bei einer nicht
intakten Mureinschicht kann die Plasmamembran allein dem intrazellularen
osmotischen Druck nicht standhalten und es kommt zur Zelllyse.

1.2.2 Murein-Biosynthese

Die Biosynthese des Mureins ist ein komplexer Prozess und gliedert sich in
einen intrazellularen und einen extrazellularen Teil [10][11]. Intrazellular werden
die Bestandteile synthetisiert, die spater nach Transport in den extrazellularen
Raum (grampositiv) oder in den periplasmatischen Raum (gramnegativ)
polymerisiert werden.

An der Innenseite der Plasmamembran befinden sich die Enzyme, die
ausgehend von Fructose-6-Phophat Uber einen mehrstufigen Prozess ein
Css-Disaccharid-pentapeptid, das Undecaprenol, synthetisieren. Diese kleinste
Untereinheit des Mureins wird nach Transport aus der Zelle wahrend der
extrazellularen Syntheseschritte an die Murein-Glykankette durch eine
Transglycosylierungsreaktion geknupft und Uber eine Transpeptidation im
peptidischen Teil quervernetzt. Sowohl die Transglycosylierung als auch die
Quervernetzung werden von der gleichen Klasse von Enzymen, den Penicillin-
bindenden Proteinen (PBPs siehe Kapitel 1.3.1.1), katalysiert. Den
entscheidenden, durch B-Lactam-Antibiotika hemmbaren Schritt, stellt hierbei
die Quervernetzung des Peptidteils dar. Das PBP reagiert im ersten Schritt mit
dem endstandigen D-Alanyl-D-alanin-Rest der Peptidseitenkette. Dabei kommt
es zur Acylierung des PBPs an seiner aktiven Aminosaure, einem Serin, und
zur Abspaltung eines D-Alanins an der Peptidbindung. Drei Reaktionen kdnnen
nun konkurrierend ablaufen:

1. Das Acylenzym akzeptiert als Nucleophil die terminale Aminogruppe des
Interpeptids (grampositiv) bzw. der L-Diaminosaure (gramnegativ) einer
anderen Peptidseitenkette. Es kommt zur Quervernetzung des Mureins
und zur Aminolyse des Serinesters, wobei das Enzym regeneriert wird
[12][13].

' Chitin ist ein 1-4 glykosidisch verknupftes p-D-N-Acetyl-Glucosamin-Polysaccharid.
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2. Das Acylenzym wird durch Wasser hydrolysiert. Das Enzym regeneriert
sich, aber die Untereinheit kann nicht mehr Gber den eigenen D-Alanyl-
D-alanin-Rest quervernetzt werden, da ein Alanin abgespalten wurde
[14]. Das ist eine wichtige Reaktion zur Steuerung des Ausmales der
Quervernetzung.

3. Das Acylenzym wird durch das bereits abgespaltene Alanin wieder
regeneriert. Es ist dabei zwar zu keiner Quervernetzung gekommen,
aber diese ist noch moglich, da das Substrat des PBPs, der D-Alanyl-D-
alanin-Rest wiederhergestellt wurde [15].

1.3 Penicillin Recognizing Enzymes

Penicillin Recognizing Enzymes (PREs) bilden die Gesamtheit aller Enzyme,
die mit Penicillin bzw. anderen B-Lactam-Strukturen interagieren kdnnen, diese
also aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften ,erkennen® kdnnen. Sie lassen
sich weiter unterteilen und werden im Folgenden vorgestellt.

1.3.1 Einteilung der PREs

1.3.1.1 Penicillin Binding Proteins (PBPs)

Die penicillinbindenden Proteine, die PBPs, sind die eigentlichen Targets von
B-Lactam-Antibiotika und wurden erst wegen ihrer Eigenschaft, Penicillin zu
binden, entdeckt und 1972 das erste Mal isoliert. Zu dieser Zeit konnte man
sich jedoch noch nicht ihre Funktion oder den Grund ihrer Bindungseigenschaft
fur Penicilline erklaren [16]. 1974 gelang die Aufklarung ihrer Funktion und 1975
konnten durch Gel-Elektrophorese die PBPs weiter voneinander getrennt
werden, so dass ein System zu ihrer Einteilung etabliert werden konnte, das bis
heute Gultigkeit besitzt [17]-[19].

Nahezu alle PBPs sind membrangebundene Enzyme, die durch einen
~.Membran-linker* mit der Zellmembran verbunden, im periplasmatischen Spalt
bzw. im Extrazellularraum lokalisiert sind. Die physiologische Funktion von
PBPs ist der Auf- bzw. Abbau sowie die Instandhaltung der Mureinschicht in der
bakteriellen Zellwand. Mit Ausnahme eines zinkabhangigen Proteins enthalten
alle Enzyme dieser Klasse in ihrem aktiven Zentrum ein katalytisch essenzielles
Serin, haben aber keinerlei strukturelle oder sequenzielle Ahnlichkeit mit der
grollen Familie der Serin-Proteasen. Dies kann als Beispiel daflir angesehen
werden, wie sich in der Evolution das gleiche mechanistische Grundprinzip,



22 1 Einleitung

namlich die Nutzung eines als Nucleophil wirkenden Serins als katalytisch
unabdingbare Aminosaure, durchgesetzt hat.

Bei der Behandlung von Bakterien mit Penicillinderivaten binden die PBPs die
B-Lactame aufgrund deren Strukturahnlichkeit zu ihrem naturlichen Substrat,
dem D-Alanyl-D-alanin (s. Kapitel 1.4). Im Gegensatz zum naturlichen Substrat
konnen PBPs das [(B-Lactam nicht oder nur sehr langsam wieder abgeben, so
dass sie nicht mehr imstande sind ihre physiologische Funktion auszulben.
Das Bakterium kann sich ohne die Funktion der PBPs weder ausdifferenzieren
noch den Umgebungsbedingungen anpassen oder sich durch Zellteilung
vermehren. Durch fehlende Erneuerung der Quervernetzung der Mureinschicht
kann es zur Lyse der Zelle kommen.

Ob ein B-Lactam-Antibiotikum bakteriostatisch oder bakterizid wirkt, hangt,
auller von den Resistenzmechanismen des betroffenen Keims, im
Wesentlichen vom Spektrum der inhibierten PBPs ab. Jedes Bakterium besitzt
eine Vielzahl von verschiedenen PBPs, die sich au3er in ihrer Struktur und
Funktion auch in ihrer Sensibilitat gegentber den unterschiedlichen B-Lactam-
Antibiotika unterscheiden. Fur einige Ausnahmen (z.B. PBPs 2, 3 von E.Coli)
konnte gezeigt werden, dass unter B-Lactam-Behandlung deren Inhibition
alleine fur die bakterizide Wirkung verantwortlich ist [20], generell aber hangt
dies von dem Ausmal der Inhibierung aller PBPs ab. Es gibt auch PBPs, die
nicht in die Zellwandsynthese involviert sind, sondern als empfindlicher Signal-
Geber fur B-Lactam-Antibiotika dienen und so die Abwehrmechanismen eines
Bakteriums steuern (z.B. Synthese von B-Lactamasen, s. Kapitel 1.3.1.2) [21].

PBPs werden untereinander entsprechend ihrer Masse eingeteilt, wobei zwei
Hauptklassen  unterschieden werden, die jeweils aufgrund von
Sequenzhomologien in drei weitere Klassen unterteilt werden [15].

Die sogenannten High Mr PBPs (HMW-PBPs, Klasse A-C, Molekulargewicht
~60 kDa — 100 kDa) sind bifunktionelle Enzyme und aus mehreren Domanen
zusammengesetzt. Die penicillin-bindende Doméane hat die Funktion einer
DD-Transpeptidase und ist fur die Quervernetzung des Mureins verantwortlich.
Die Inhibition von High Mr PBPs ist ausschlaggebend flr das Absterben des
Bakteriums unter B-Lactam-Einfluss. Die Funktionen der anderen Domanen der
verschiedenen High Mr PBPs sind weiterhin nicht endgultig geklart, wenn auch
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fiir einige (z.B. PBPs 1A, 1B' von E.Coli) Transglycosylaseaktivitit gezeigt
werden konnte [22][23].

Die niedermolekularen Low Mr PBPs (LMW-PBPs, Klasse A-C,
Molekulargewicht ~25 kDa — 40 kDa; EC 3.4.16.4) sind monofunktionale
Enzyme. Sie stammen von High Mr PBPs ab [24][25] und konnen auch als
DD-Transpeptidase wirken, haben aber uUberwiegend den Charakter einer
DD-Carboxypeptidase. Durch Abspalten des terminalen D-Alanins haben sie so
einen regelnden Einfluss auf die Transpeptidaseaktivitat der High Mr PBPs und
das Ausmaly der Quervernetzung. Bakterien sind allerdings bei Inaktivierung
von Low Mr PBPs im Gegensatz zu einer Inhibition von High Mr PBPs zumeist
noch Uberlebensfahig, so dass die bakterizide Wirkung von (-Lactam-
Antibiotika nicht auf die Blockade von Low Mr PBPs zurickgefihrt werden kann
[26].

1.3.1.2 B-Lactamasen

Durch die natirliche Konfrontation mit p-Lactam-Antibiotika und den dadurch
entstandenen Evolutionsdruck, hat sich ausgehend von den PBPs eine neue
PRE - Klasse entwickelt, die der B-Lactamasen (EC 3.5.2.6) [25][27][28].

Diese ca. zwischen 30 und 40 kDa schweren Enzyme haben im Unterschied zu
PBPs die Fahigkeit, ein B-Lactam nicht nur zu binden, sondern nach Spaltung
des Lactamrings auch wieder abzugeben. Die entlassenen Substanzen haben
dann einen hydrolysierten Lactamring und so keine antibiotische Potenz mehr.
Einige besitzen einen Membran-Linker [29], die Mehrheit aber sind l0sliche
Enzyme. Als defensive Enzyme zum Schutze von PBPs sind B-Lactamasen
dort, wo PBPs aktiv sind, ebenfalls in hoher Aktivitat vorhanden. Grampositive
Bakterien sezernieren ihre [p-Lactamasen in das umgebende Milieu,
wohingegen gramnegative Bakterien sie im periplasmatischen Spalt
konzentrieren.

Der Selektionsvorteil von B-Lactamase-produzierenden Bakterien ist so grof3
gewesen, dass es zu Parallelentwicklungen unterschiedlicher Klassen von
B-Lactamasen gekommen ist. Die stetige Weiterentwicklung ist zudem durch
den breiten Einsatz von B-Lactam-Antibiotika in der Therapie verstarkt worden.
Bis heute sind bereits Uber 250 verschiedene B-Lactamasen beschrieben

' Auch die Unterklassen wie z.B. PBP 1 lassen sich inzwischen weiter unterteilen (PBP 1A,
PBP 1B etc.)
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worden. Meist sind B-Lactamasen plasmidcodiert, so dass deren Gene eine
hohe Mobilitat besitzen und die Vererbung auch zwischen verschiedenen
Spezies mdglich ist.

Die ersten Einteilungen der B-Lactamasen richteten sich nach Substratspektrum
[30], Genlokalisation [31] sowie dem isoelektrischen Punkt [32]. Sie erwiesen
sich jedoch allesamt als nicht ausreichend genug.

1980 wurde von Ambler et al. eine Einteilung der B-Lactamasen in 4 Klassen
(A, B, C und D) entsprechend ihrer Aminosaure-Sequenzhomologien
vorgestellt, die bis heute Gultigkeit besitzt [33]. Danach zahlen die
B-Lactamasen der Klasse A, C und D zu den ,Active-Site-Serine“-Enzymen, die
ein aktives Serin in ihrem katalytischen Zentrum enthalten. Vertreter der Klasse
B gehdren zu den zinkabhangigen Enzymen.

Bezeichnungen einzelner Klassen nach ihrem Spektrum sind vereinzelt noch
gebrauchlich, so dass die B-Lactamasen der Klasse A auch als Penicillinasen,
die der Klasse C als Cephalosporinasen und die der Klasse D auch als
Oxacillinasen bezeichnet werden [34]. Diese Bezeichnungen sind allerdings
nicht sehr sinnvoll, da das Spektrum der einzelnen Klassen breiter ist und durch
Mutationen stetig groRer wird. Trotzdem lasst sich aus der ursprlinglichen
relativen Substratspezifitat, die Entwicklung der unterschiedlichen Klassen von
unterschiedlichen PBPs und eine nahere Verwandtschaft zu PBPs als zu
anderen Lactamase-Klassen ableiten. Diese Vermutung von Kelly et al. [35]
konnte spater von Matagne et al. durch Bestimmung verschiedener
Substratprofile sowie durch Untersuchungen zur Sequenzabstammung von
Massova & Mobashery bestatigt werden (s. Abbildung 1.3) [25][36].
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—— class D B-lactamases

——— high Mw class C PBPs

low Mw class A PBPs

high Mw class A PBPs

high Mw class B PBPs

Primordial PBP —

class A (-lactamases

low Mw class C PBPs

— class C f-lactamases

—— low Mw class B PBPs

class B B-lactamases

Abbildung 1.3 Vereinfachter Stammbaum der PREs [25]

Die Inaktivierung von B-Lactamen durch B-Lactamasen stellt den wichtigsten
Resistenzmechanismus von Bakterien gegen diese Antibiotika dar. Dabei sind
Klasse A B-Lactamasen die am weitesten verbreiteten [27], zu denen auch
TEM1 von E.Coli gehort, das als Modellenzym fur die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Untersuchungen eingesetzt wurde.

1.3.2 Struktur

1.3.2.1 Primarstruktur

High Mr PBPs haben eine Sequenzhomologie von nur ca. 20%, was aber vor
allem auf die Unterschiede in den nicht-penicillin-bindenden Domanen
zuruckzufihren ist [25]. In den penicillin-bindenden Domanen ist die Homologie
zueinander sowie zu Low Mr PBPs und Lactamasen weitaus grofRer und kann
innerhalb einer Klasse von 3-Lactamasen bis zu 75% betragen. Drei strukturell
konservierte Sequenzabschnitte werden in allen Active-Site-Serine-PREs
wiedergefunden [25][33]: S*XXK, S(Y)XN und K(H/R)T(S)G (s. Abbildung 1.4;
fur Ein- und Dreibuchstabencode der Aminosauren s. Anhang D).
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Klasse A B-Lactamasen

TEM-1, E. coli
Sme-1, S. marcescens S6

S. typhimurium CAS-5

ROB-1, H. influenzae FI90/ULNPBSI/AL

1, B. cereus 5/B

B. subrilis 168/6GM

S. albus G

S. aureus PC1/SK456/NCTC9789
OHIO-1, E. cloacae

SHV-1, K. pneumoniae

Klasse C B-Lactamasen

C. freundil OS60/GN346

E. coli KI2MG1655

P99, E. cloacae PI9/QIOSR/MHN I

K. pneumoniae NU2936

P. aeruginosa PAO1

Klasse D B-Lactamasen

OXA-18, P. aeruginosa Mus
OXA-9, K. pneumoniae

OXA-2, S typhimurium Type 1A

High Mr PBPs

PBPla, M. leprae

PBP2, §. aureus SRM705
PBP1, N. gonorrhoeae FA19
PBP2x, S. pneumoniae R6

PBP2, N. meningitidis 1DA
PBP3, E coli K12

PBP3, H. influenzae RD/KW20
PBPS, E. hirae R40

PBPS, E. faecalis
BLARL, 8. aureus NCTC9789
BLARL, B. licheniformis 749/C

Low Mr PBPs

PBPT, E. coli K12/BHB2600
PBP7, H. influenzae RD/KW20
PBPS*, B. subiilis 168/Marburg
Streptomyces sp. K15
Streptomyces sp. R61

N. lactamdurans LC411, PBP4
PBP4, Synechocystis sp. PCC6803
PBP4, E. coli KIZMG1655
PBP4, H. influenzae RD/KW20

PBP4, Actinomadura sp. R39

Abbildung 1.4 Konservierte Aminosauren in PREs [25]

S* XXK

61-EERFPMMSTFK

66 -DERF PLUSSFK!

LLCGAV-78

LFLAAAV-83

66 -DERFAM(STSK
79-DERFAYASTFK
82-NERFAFASTYK|

82-NERFAYASTYK|

MAAAAV-83
RLLAGAV-96
RLAAGVL-99

JLAAGGF~99

82-DELFPM(SVFK|

56 -DKRFAYASTSK|

FLSSAAV-99

RINSAIL-73

59-DERFPMMSTFK

NVLCGAG-76

59 - DERFPMNSTFKVVLCGAV-76

77-QTLFELQSVSKFFNGVLG-94

73-QTLFELQSVSK

FTGVLG-30

77-QTLFELQSISKTFTGVLG-34

82-QTLFEIQSVSK]

LTATLG-99

83-ETLFEI{SVSK

58-DKAFAPMSTFK
56-ARRVSPCSSFK

65-KKRYSPASTFK

391 -LVGDGAGEVFK

391-TDPHPTGBSLK

FTATLA-100

PLAIMG-75

PLAIMG-73

PHTLFA-82

FTTAAA-408

FLAYGP-408

454 -QAMRQPGBTFK.

FVYSAA-471

330-QSNYEPGETMK

303 -TDMIEPGEAMK!
300-TDVFEPGETVK

320-TDTFEPGETVK

MMLAAA-347

FTIAKA-320

PMVVMTA-317

FVVLTA-337

415-ATGYAPGSTFK

416-ATGYAPESTFK

ITAAIG-432

ITGAIG-433

382-RKRYSPNSTYK|

LYLAMFG-399

395-TSRFAPASTYK

63-DLVRPIASISK

38-DSIQPIASVTK

FSALLA-412

MTAMVV-80

MTANVF-55

53 -HQKRRIASITK

MTAVLA-70

57-~DTRRSTESTTK.

MTAKVV-74

86 -TDRFRVESVTK!

53 -DSVFQSESVAK

FSAVVL-103

YTATLV-70

75~NTLYQMASVSK!

VTAWGV-92

$5-0QMALPASTQK

ITALAA-T72

62-STFMLSASTQK|

91 -GEQLLPASNMK

FTAVAA-79

FTAAAA-108

[S(Y) XN

122-SAAIT

|SDN

AANL-135

127-SAALQ

S DN

FATNI-140

127 -AAALQ

138-EAAVRESDN

SDN|

FAMNK-140
BATNL-151

141-EAAVR

141-EAAIR

149 -EVSITASDN]|

SDN|

SDN|

TAGNI-154

FAGNI-154
[FAANL-162

115-EASMT

120-AAAIT!

120-AAAITMSDN

164 -PGAKRLIYAN.
160-PGTQRLYAN

164 -PGTTRLYAN.
170-PGSHRJYSN|

171-PGSQRYYSN

SDI

DN|

TANNK-~128

BAANL~-133

SAANL-133

SIGL-177
BSIGL-173

hSIGL-177
FPSIGL-183

PSIGL-184

134-YVQRF

134 -YVKKFEYGN!

140-YLKKIDYGN.

GN

DVSG-147

PDVSG~147

DPST-153

458 -TDALATSPN

448-YDALRQSFN

AFAK-471

PALK-461

515-RQALTASKNI

389-SQGFAHSSN]

VSIR-528

/GMTL-402

356 -RGIMC

GTSK-369

353 -TGVLQKSSN]

373-DEILM;

SSN.

/GVSK-366

GVSR-386

474 -RNAMI

475-RTALVNSDN]|

457 -QLKQLI

SDN

[YMAQ-487

[YFAQ-488

YG!

NLGS-470

470-YLKSIHYG]

121-LLALMS|SEN.

DFSV-483

AAAS-134

96 -KAMLV.

109-YGLML

SDN]|

SGN|

AAHA-109

PAAVA-122

119-YGLMLHSGC

PAAYA-132

184 -PGAAYSYSN

146-PDTVISYCS'

NFVV-197

FGYAI-159

180-PGEEFSYSG!

EGYTV-193

300-KIMLK

DN

IADT-313

304 -KKMMK

S DN

DIADS-317

341-VPFMK

HAEM-354

K(HR T(S) G

223 -LPAGWFIAQKSG]

RGERGSR-241

229-VPADWVVGIOKT(]

CGAIGT-247

228~-LPKSWVVGIOKTY

239-TPTSWKVYDKS(

GDYGTT-246

GKYGVR-257

242-VPTDWVDADKSG

IAGSYGTR-260

242-APIGWEVGIPKSC

AGSYGTR-260

250-LPDDWTLGDKTY

216 -VPKDYKVARKS(H

(AGRYGTN-268

QAITYAS-234

221 -LPAGWFIADKT(

222-LPAGWFIADKTG

[AGERGAR-239

JAGERGAR-240

326 -PAVKASWVHKTG|

TGGFGS-344

322 -PAVRASWVHKTG

RTGGFGS-340

326 -PPVKASWVHKTG]

TGGFGS-344

328-ESGSQVLFNK

g

333-ALEGQRLLNKT(

SNGFGA-346

ISTNGFGA-351

201-EAGDWDVQG@KTG

202~AAEGWAVHGK SG

'GSLSDA-219

BGWLRDN-220

201-AGRNWILRAKTG

EGRMGW-219

604 - AGWDLPMSGKT(

TTEAHRS-624

574 -GVSGVNMGAKTG]

TGTYGAE-5%4

642 -ALGRTDIAGKTG

538-TVPGONVALKSG]

FTNDNKD-662

[PAQIADE-556

488 -AVDGFDVGHKTG]
485-AIKGYRIAIKTG

TARKLVN-506
[FAKKVGP-~503

503 -MVEGYRVGYKTG
608-ATLGIPIAAKT(G

603 -YNPNFSLAJKT(

TARKIEN-521
TAEIKEK-626

TAEIKDK-627

517-KNEKYELYGKTG

TGIVNGK-535

530-ESNGRVLSGKTG

225-RDNWNIQLTIKTG

TSVINGE-548

FTNAAGH-245

198 -DEIFDAAVNKTG

IQESGY-218

211~HLYPYSTGCKTGETKLAKR—231
q|

233-SSYSGAIGYKTY

GPEAKY-253

320-LSCGISVYQHTG]

293 -DWDGVPGYQHDG]

TVQGYYT-338

ASGGQFS-311

313-~TTSGGAVIGHDC

NMPALN-331

408-AGVDGKVSAKT]

LQGVYN-426

411-PPLVKNVIAKTY

450 -TAAEGVVEZRKTY

LKGVYN-429

TMSGVSA-468

(Nummerierung nach entsprechendem Swiss-Prot Eintrag [37])
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Durch Proteinfaltung kommen sich diese sequenziell weit voneinander entfernt
liegenden Aminosauren raumlich nahe und formen das aktive Zentrum, das bei
Klasse A pB-Lactamasen durch ein weiteres konserviertes Motiv - ein
Pentapeptid (EXXXN) - definiert wird (s. Abbildung 1.7). Dieses Pentapeptid
liegt auf dem nur in Klasse A [B-Lactamasen vorkommenden, sogenannten
Q- Loop (s.Abbildung 1.5).

Klasse A (B-Lactamase

OHIO-1, E. cloacae................uo....... ALPGDARDTTTA-179
SHV-1, K pneumoniae.............. ALPGDARDTTTP-179
LEN-1, K. pneumoniae LEN-1 ALPGDARDTTTP-179

TEM-1, E. cOli..cconirinnane AIPNDERDTTMP-181
P. mirabilis GN179 ......cccoeunncen. AVPGDKRDTTTP-186
PSE-4, P. aeruginosa Dalgleish .......... 157-LDRIEPDLNEGKLGDLRDTTTP-178
R capsulatus SP108.......c.oovvieninneee. 166-LDRIEPKLNPFASGDERDTTSP-187
NMC, E. cloacae NOR-1. ..164-LDRWELDLN[TAI PGDERDTSTP-185
Sme-1, S. marcescens S6 ........cccrveun. 166-LDRWELELN[TAIPGDKRDTSTP-187
OXY-2, K oxyroca D488 .................... 164-LDRTEPTLN[TAI PGDERDTSTP-185
K. oxytoca E23004/S1.781/SL7811......165-LDRTEPALN[SAI PGDKRDTTTP-186
S. typhimurium CAS-5.......ccvneveinnnane 165-LDRTEPTLNTAIPGDPRDTTTP-186

MEN-1, E. coli MEN......cooevvvurvnnnns 137-LDRTEPTLNTAI PGDPRDTTSP-158

S. fonticola CUV ... 141-LDRTEPTLN[TAI PGDKRDTTSP-162
C. diversus ULA27.....ccovivvvrreniicenens 168-LDRKEPELN[TAIPGDERDTTCP-189
P. vulgaris SE78-1 c.c.cevvvcvevrcnrerccrrnnen 167-LDRKEPELN[FAIHGDPRDTTSP-188
B. cepacia 249 ... 175-LDRWETELN[FALPGDLRDTTTP-196

176-ADRIETELNEVPPGETRDTSTP-197
N. lactamdurans 1L.C411 ........ ....175-ADRWEPELN[SAVPGDVRDTSTP-196
S. clavuligerus NRRL 3585... ..186-MDQY[EPELNHDPPHDPRDTTTP-207
111, B. cereus 569/H .......... ..185-SERFEPEL PGETHDTSTP-206
B. licheniformis 749/C... ..176-PERFEPELI PGETQDTSTA-197

Actinomadura sp. strain R39....

I, B. mycoides NI10R ... ..179-SDRFETELNEAT PGDIRDTSTA-200
I, B. cereus 569/H/9 ...... .....181-SNRFETEL IPGDIRDTSTA-202
I, B. cereus 5/B.......... +eee..179-SDRFETEL IPGDIRDTSTA-200
B. subtilis 168/6GM .......cc.ocerveervreceerene 179-AKRFETDLNSAIPGDIRDTSTA-200
ROB-1, H. influenzae

FI90/LNPBS1/AT ..o 176-TNRLEPDLNRAKPNDIRDTSTP-197
S. fradiae DSM40063.........ccccnvrecrvcunnne 178-LDRWEPELNSAEPGRVTDTTSP-199
S. lavendulae DSM2014 ..........ovvevurne 178-LDRWEPELNSAEPGRLTDTTTP-199
S AlBUS G s 187-LDRWEPELNSAEPGRVTDTTSP-208
S. lavendulae KCCS0263......ccocevrerernn 176-LDRWEPELNSAEPDRVTDVTTP-197
S. aureofaciens................coooveevnnne. 183-LDRWEPALNSAEPDRVTDTTSP-204
S. cellulosae KCCS0127 .....oveeeenennen 180-LDRWEPELNSGEPDRRTDTTS P-201
M. fortuitum...........o.coveeonncocnennnnc 167-LDRWEVELNSAIPGDPRDTSTA-188
S. aureus PC1/SK456/

NCTC 9789 ...oeeervcrreerreerecnnerenreeens 153-PVRYEIELN'YYSPKSKKD’I‘STP-l74

Abbildung 1.5 Homologie des Q-Loops in Klasse A p-Lactamasen [25]
(Nummerierung nach entsprechendem Swiss-Prot Eintrag)

1.3.2.2 Sekundar- und Tertiarstruktur

Die dreidimensionalen Strukturen von 28 verschiedenen 3-Lactamasen und flnf
PBPs, darunter zwei High Mr PBPs [38][39], sind derzeit aufgeklart. Trotz
geringer Sequenzhomologie fallt bei Vergleich der Strukturen von PBPs und
B-Lactamasen auf, dass Serin-B-Lactamasen (Klassen A, C, D) und der
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penicillin-bindende Teil der PBPs sehr groRe Ahnlichkeiten in ihrer
Tertiarstruktur sowie in dem Aufbau des aktiven Zentrums besitzen [35][40].

Bei B-Lactamasen befindet sich das aktive Zentrum zwischen zwei Teilen des
Enzyms, wobei eine Seite, die a/B-Domane, aus einem, durch umliegende
a-Helices stabilisierten, funfstrangigen [(-Faltblatt aufgebaut wird (auch
,0/B-site/domain®). Die andere Seite, die all-a-Doméane, besteht fast
ausschlieflich aus kirzeren a-Helices (,all a-site/domain®; s. Abbildung 1.6). Es
ist interessant, dass selbst Klasse B Metallo-3-Lactamasen das Bauprinzip des
von Helices umgebenen funfstrangigen B-Faltblatts beibehalten haben und so
auch strukturell einen Hinweis auf ihre genetische Herkunft geben.

In Klasse A B-Lactamasen befindet sich das aktive Serin im S*XXK-Motiv
(TEM1: STFK) am amino-terminalen Ende einer langen a-Helix (a2), das
S(Y)XN-Motiv (TEM1: SDN) auf einem Loop zwischen zwei Helices (a4, a5)
und das K(H/R)T(S)G (TEM1: KSG) auf dem innersten Strang des
funfstrangigen B-Faltblattes (B3). Der aus 24 Aminosauren bestehende Q-Loop
befindet sich zwischen Helix a6 und a8' und enthilt ein strikt konserviertes
Glutamat innerhalb des Pentapeptid-Motivs (TEM1: EPELN).

' Die nur aus drei Aminosauren bestehende Helix a7 ist Bestandteil des Q-Loops.
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Abbildung 1.6 Klasse A B-Lactamase TEM1 von E.Coli.;
Sekundarelemente nach dem Programm STRIDE [41]

1.3.2.3 Aktives Zentrum von TEM1

Abbildung 1.7 zeigt das aktive Zentrum von TEM1, das sich PRE-typisch
zwischen der all-a- und der a/B-Domane des Enzyms befindet und im
Mittelpunkt das aktive Serin70 enthalt (Nummerierung folgt Uber die gesamte
Arbeit dem Schema von Ambler et al.” [42]). Weitere konservierte Aminosauren,
denen eine aktive katalytische Funktion zugesprochen wird (siehe Kapitel 1.6),
sind Lys73, Ser130, Glu166 sowie ein Wassermolekll, das sich in jeder

! Aufgrund der hohen Ahnlichkeit aller Klasse A B-Lactamasen wurde ein einheitliches System
der Nummerierung eingefiihrt. Nach dem System von Ambler richtet sich die Nummerierung
der einzelnen Aminosaure nicht nach ihrer absoluten Position in der Aminosauresequenz,
sondern nach der relativen Position zu den konservierten Aminosduren, denen eine feste
Nummer zugeordnet ist.
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Kristallstruktur an der gleichen Stelle wiederfindet, da es durch
Wasserstoffbricken zu Ser70, Glu166 und Asn170 in seiner Position stabilisiert
wird. Ebenfalls fur die Bildung des Michaelis-Menten Komplexes und die
Katalyse wichtige und konservierte Aminosauren sind Asn132, Lys234, Ser235
sowie Arg244. Von Rontgenkristallstrukuren kann ein  komplexes
Wasserstoffbriickennetzwerk abgeleitet werden, das auch durch Molecular-
Modelling Untersuchungen bestatigt wird (s. Kapitel 4.2.2).

Abbildung 1.7 Aktives Zentrum von Klasse A 3-Lactamasen (TEM 1)
Farbkodierung der Atome”:
Grau: Kohlenstoff
Rot: Sauerstoff
Blau: Stickstoff
Gelb: Schwefel

' Die Farbkodierung wird Gber alle Abbildungen in der vorliegenden Arbeit beibehalten.
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1.4 B-Lactam-Antibiotika

1.4.1 Strukturen und Einteilung

Benzylpenicillin (Pencillin G'), das erstmals 1940 aus Penicillium notatum
gewonnen wurde, war lange Zeit das Modell-B-Lactam fur die Entwicklung
anderer Penicillin-Derivate. Inzwischen gibt es eine Vielzahl von Penicillin-,
Cephalosporin-,  Carbapenem-,  Carbacephem- sowie = monozyklische
Monobactamabwandlungen (s. Abbildung 1.8).

Eingeteilt werden sie innerhalb dieser Hauptgruppen nach den Eigenschaften
ihrer Seitenkette, die sie zu oral oder parenteral verfigbaren Antibiotika
machen. Das Wirkungsspektrum wird neben den strukturellen Eigenschaften
der Ziel-PBPs und den spezifischen Resistenzmechanismen eines
Bakterienstammes hauptsachlich durch die Lipophilie des Antibiotikums
bestimmt. ,Penicilline mit erweitertem Wirkungsspektrum® sind hydrophiler und
konnen so durch Porine auch die Zellwande gramnegativer Bakterien
passieren, die fur klassische (-Lactam-Antibiotika nicht permeabel sind.

' Das erste isolierte und eingesetzte ,Penicillin“ war ein Gemisch aus finf Penicillinen, die
spater mit Buchstaben benannt wurden. Therapeutische Bedeutung haben nur noch
Penicillin G, das Benzylpenicillin und Penicillin V (Phenoxymethylpenicillin).
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Abbildung 1.8 Verschiedene Vertreter der B-Lactam-Antibiotika

1.4.2 Reaktivitat gegeniiber PBPs

B-Lactam-Antibiotika reagieren mit dem aktiven Serin der PBPs und bilden ein
stabiles, schlecht hydrolysierbares Acylenzym, dessen aktives Zentrum dadurch
unfunktionell geworden und ,blockiert® ist. Die Selektivitat der B-Lactame fur
PBPs beruht auf deren Strukturanalogie zu dem natuirlichen Substrat von PBPs,
dem D-Alanyl-D-alanin-dipeptid [43]. Die Uberlagerung der beiden Strukturen
(s. Abbildung 1.9), lasst die identische raumliche Anordnung der Heteroatome
beider Molekulle erkennen, die durch ihre Wechselwirkungen mit Aminosauren
des aktiven Zentrums die Affinitat begrinden (s. Kapitel 4.6.1.).
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Abbildung 1.9 Uberlagerung von Benzylpenicillin (griin) und einem D-Alanyl-D-alanin-
dipeptid(blau)

Die Carboxylatgruppen (A), die Carbonylsauerstoffe und die Wasserstoffatome
der Peptidbindungen (B) von Substrat und Inhibitor lassen sich sehr gut zur
Deckung bringen. Die amidischen Carbonylkohlenstoffe der zu spaltenden
Peptidbindung des D-Alanyl-D-alanins sowie des B-Lactamrings (C) liegen
ebenfalls an der gleichen Position, um vom aktiven Serin nucleophil angegriffen
zu werden.

Im Vergleich zur Peptdibindung des D-Alanyl-D-alanins ist die B-Lactam-
Bindung des Suizidsubstrats allerdings wesentlich reaktiver. Handelt es sich
beim Substrat, nicht nur seiner Strukturformel, sondern auch seiner chemischen
Eigenschaften wegen um ein Amid, so ist dies bei Penicillinen nicht der Fall. Die
Carbonylaktivitat der B-Lactam-Bindung ist eher mit der eines Ketons zu
vergleichen. Der Grund hierfur liegt in der schmetterlingsartigen Geometrie des
Bicyclus, bestehend aus dem 4-gliedrigen B-Lactam- und einem Thiazolidin-
(Penicilline) bzw. Pyrrolinring (Carbapeneme), die es dem freien
m-Elektronenpaar des  Amidstickstoffs  nicht ermdglicht mit dem
Carbonylsauerstoff in Resonanz zu treten [44]. Die fir diese Mesomerie nétige
sp?-Hybridisierung des  Stickstoffs ist aufgrund der dafiir nétigen
Bindungswinkel energetisch unmdglich.
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Obwohl bei den Cephalosporinen und Carbacephemen der an den
B-Lactamring annellierte Ring durch ein Glied zum Dihydrothiazin- bzw.
Piperidenring erweitert ist, kann auch hier der Stickstoff keine vollkommen
planare Geometrie einnehmen. Zusatzlich wirkt sich die raumliche Anordnung
der Carboxylatgruppe des Piperidenrings zu dem Stickstoff aktivierend auf die
Carbonylgruppe der Lactambindung aus. Durch die Doppelbindung im
Piperiden liegt der Stickstoff in einer Ebene mit der Carboxylatgruppe, die so
einen elektronenziehenden Effekt austben kann.

Weiter erhoht wird die Reaktivitat aufgrund der Baeyer-Ringspannung [45] des
4-gliedrigen Lactamringes, die allein schon die Reaktivitat gegenuber einer
offenkettigen Form erhdht [46].

1.4.3 Resistenzen gegen B-Lactam-Antibiotika

Wenn auch die Spaltung durch B-Lactamasen den bedeutsamsten
Resistenzmechanismus gegen B-Lactam-Antibiotika darstellt, haben Bakterien
weitere Abwehrmechanismen entwickelt. Wurden aus PBPs durch Mutationen,
die im Wesentlichen die Deacylationsfahigkeit veranderten, B-Lactamasen, so
sind im Umkehrschluss auch Mutationen mdglich, die bereits den vorherigen
Schritt der Acylierung verhindern oder erschweren. Diese Art von intrinsischer
Resistenz wurde zum ersten Mal bei Pneumokokken beobachtet [47][48]. Die
aus den resistenten Keimen isolierten PBPs zeigen einen durch
Punktmutationen verursachten Austausch von nur wenigen Aminosauren, die
aber die Affinitdt der PBPs gegenlber speziellen B-Lactam-Antibiotika weit
genug erniedrigen, dass diese keine bakterizide Wirkung mehr erzielen. Fur die
gealterten PBPs codieren kleinste chromosomale Genabschnitte sogenannte
Mosaikgene, die nicht nur an Tochterzellen weitergegeben, sondern durch
Transformation auch zwischen verschiedenen Spezies ausgetauscht werden
konnen [49].

Ein anderer Mechanismus der Resistenz ist bei MRSA-Stammen festgestellt
worden. Diese Keime sind in der Lage reversibel ihr PBP-Profil zu andern.
Unter B-Lactam-Einfluss werden sonst repressive PBP-Gene translatiert, die fur
niedrig B-lactam-affine PBPs codieren. Diese haben zwar eine schlechtere
physiologische Funktion, die aber dennoch ausreicht, um ein Uberleben unter
B-Lactam-Stress zu gewahrleisten [50]. Des Weiteren kdnnen naturlich auch
andere nicht B-lactam-spezifische Resistenzen wie z.B. Veranderungen der
Zellwandpermeabilitat auftreten.
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1.5 Kinetik

Die Kinetik der durch B-Lactamasen katalysierten Spaltung von B-Lactam-
Antibiotika folgt dem in Gleichung 1.1 angegebenen Schema flr
Enzymkatalysen:

E+S9EE!%

-1

ESOM ES*000. E+P (1.1

E Konzentration des Enzyms

S  Konzentration des Substrats

ES Konzentration des Michaelis-Menten Komplexes
ES* Konzentration des Acylenzyms

P Konzentration des Produkts

Angenommen wird dabei, dass die Bildung des Acylenzyms (ES*) irreversibel
ist (k, = 0). Unterhalb der Sattigungsgrenze des Enzyms entspricht die
Umsetzungsrate der Acylierungsrate, die Konstante der Reaktion zweiter
Ordnung k»/K" ist demzufolge:

K = ﬁ S (1.2)
Km K kl + kZ
ko +ky ) )
K, =k— (Michaelis Konstante)

1

cat

K

m

Katalytische Effizienz/Acylierungsrate

= kathk

K a

Der Parameter der katalytischen Effizienz k../K,, ist deacylierungsunabhangig,
und entspricht daher hier ebenfalls der Acylierungsrate.
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Unter Sattigungsbedingungen ist die Umsetzungsrate unabhangig von der
Substratkonzentration und entspricht dann Gleichung 1.3, wobei der Wert von
k.o die Wechselzahl des Enzyms ist.

(1.3)

Je nachdem ob der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Acylierung
(ks>>k;) oder die Deacylierung (k,>>k;) ist, reprasentiert k., gleichzeitig die
Acylierungs- bzw. die Deacylierungsrate .

Die Kinetik einer Reaktion eines [(B-Lactam-Antibiotikums mit einem PBP oder
einer [(-Lactamase unterscheidet sich  entscheidend durch die
Geschwindigkeitskonstante k;. Wahrend diese bei B-Lactamasen sehr grol3 sein
kann, ist sie bei PBPs sehr klein, so dass die Reaktion auf der Stufe des
Acylenzyms stehen bleibt (k.. wird sehr klein) [51][52].

1.6 Reaktionsmechanismus der Klasse A B-Lactamasen

Der Reaktionsmechanismus, der zur Spaltung von B-Lactam-Antibiotika durch
Klasse A B-Lactamasen fuhrt, lasst sich in zwei Hauptschritte unterteilen. Nach
der Bildung des Michaelis-Menten Komplexes kommt es im ,Acylierungsschritt*
zur Acylierung des aktiven Serins und bereits zur Spaltung des Lactamrings.
Das gebildete Acylenzym wird anschlieBend im ,Deacylierungsschritt®
hydrolysiert.

1.6.1 Acylierung

Der Acylierungsmechanismus von Klasse A B-Lactamasen ist Gegenstand
kontroverser Diskussionen, da es trotz intensiver Forschungsarbeiten bisher
nicht gelungen ist, ihn abschlieRend aufzuklaren. Da der Mechanismus der
Acylierung von PBPs ebenso wenig bekannt ist, hilft auch der Blick auf den
Mechanismus eines verwandten Enzyms, um Parallelen zu dem zu
untersuchenden Enzym zu ziehen, nicht weiter. Auch der Vergleich mit Serin-
Proteasen ergibt keinen Aufschluss. Trotz der Ahnlichkeit der katalysierten
Reaktion mit der von den Serin-Proteasen vermittelten Spaltung von
Peptidbindungen, sind Rlckschlisse aus dieser umfangreich erforschten und
uberzeugend aufgeklarten Enzymkatalyse
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[53]-[56] schwer auf die Acylierungsreaktion der 3-Lactamasen zu Ubertragen.

Durch die Abstammung der Lactamasen von den PBPs ist anzunehmen, dass
das aktive Zentrum der PBPs durch die Evolution nur umfunktioniert wurde, sich
aber nicht von Grund auf mit der Spezialisierung auf die Spaltung von
B-Lactamen eigenstandig entwickelt hat. Ein Aquivalent zur katalytischen Triade
der Serin-Proteasen ist im aktiven Zentrum der Klasse A 3-Lactamasen nicht zu
finden. Obwohl dieses Erfolgsprinzip der Natur, bestehend aus aktivem Serin,
der General Base' Histidin, sowie einer zum Ladungsausgleich negativ
geladenen Aminosaure (meistens Aspartat), die sich in den strukturell
unterschiedlichsten Enzymen parallel entwickelt und durchgesetzt hat [57], in
den B-Lactamasen nicht angewendet wird, haben sich auch diese zu Enzymen
entwickelt, die nahezu diffusionskontrollierte Umsatzraten erreichen kdnnen
[58][59].

Ein allgemeiner Mechanismus nach der Bildung des Michaelis-Menten
Komplexes (A) lasst sich entsprechend Abbildung 1.10 formulieren.

Ser70
LO Ser70 Ser70
I
() H (+)L - - L -
B _ BH B(-) COO
COO o COO0 o
OMJ>< T T < AL
O
/—I\S /_I\S S
R R R
(A) (B) (C)

Abbildung 1.10 Allgemeiner Mechanismus der Acylierung von Klasse A p-Lactamasen

Zu Beginn der Reaktion muss das Serin durch eine General Base aktiviert
werden. Dies geschieht durch Abstraktion eines Protons, so dass das Serin flr
den Angriff nucleophilisiert wird. Der Angriff selber erfolgt von der a-face (exo)
des B-Lactams. Dies hat zur Folge, dass bei dieser Hydrolyse das freie
Elektronenpaar syn zu dem angreifenden Nucleophil steht. Diese Besonderheit

' Mit ,General Base“ wird die Aminosaure eines Enzyms bezeichnet, die als Base fungierend
ein Proton einer andere Aminosaure (z.B. Serin) aufnimmt und sie so aktiviert.
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steht im Kontrast zu dem allgemein gultigen Mechanismus der Hydrolyse von
Amiden und Peptiden, bei denen das freie Elektronenpaar anti, also auf der
entgegengesetzten Seite des angreifenden Nucleophils steht [60].

Der Grund dafur ist in der durch die Geometrie des Bicyclus bedingten,
sterischen Hinderung der endo Seite zu sehen. Diese Eigenschaft der
Penicilline hat sich auch bei der Evolution der B-Lactamasen durchgesetzt,
deren aktives Zentrum flr einen nucelophilen Angriff von der exo Seite her
optimiert ist.

Nach erfolgtem nucleophilen Angriff bildet sich ein tetrahedrales
Zwischenprodukt (B), das sich durch Bildung eines Ester, dem Acylenzym (C),
unter Protonierung des B-Lactam-Stickstoffs stabilisiert.

Leider konnten bisher weder die ldentitdt der General Base noch die des
direkten Protonenlieferanten fur den freiwerdenden Stickstoff eindeutig
bewiesen werden [61][62]. Jede denkbare Aktivierungsmaschinerie flhrt auch
zu einem anderen System der Protonierung des Stickstoffs im zweiten Schritt
der Acylierung. Die Identifizierung der den Mechanismus bestimmenden
General Base wird daruber hinaus durch die herrschende Ungewissheit Uber
den Protonierungsgrad von Lys73 erschwert, da die zwei meistdiskutierten
Theorien entweder Lys73 oder Glu166 als General Base zu Grunde legen
[52][63][64].

1.6.1.1 Lys73 als General Base

Lys73 befindet sich in einer Position, die vergleichbar der des Histidins in den
Serin-Proteasen ist. Die Aminogruppe ist nur ca. 3 A von der Hydroxylgruppe
des Serins entfernt und konnte so als Akzeptor fur das Proton fungieren,
ahnlich wie das in einigen Serin-Proteasen zu beobachten ist, die anstelle des
Histidins ein Lysin besitzen [65].

Der Mechanismus, nach dem Lys73 die Funktion der General Base ausubt,
wurde erstmals von Oefner et al. [66] vorgestellt und begrindet sich im
Wesentlichen auf die zu beobachtende Anhaufung von Acylenzym-
Zwischenprodukten bei Mutation von Glu166 [67]-[70]. Aufgrund dieser
Tatsache kann geschlossen werden, dass die Acylierung auch ohne Glu166
stattfinden kann und daher Glu166 flir den zugehdrigen Mechanismus nicht
zwingend notwendig sei.
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Vorraussetzung dafur ist allerdings eine neutral vorliegende e-Aminogruppe des
Lysins mit dementsprechend signifikant erniedrigten pks-Wert. Der pKs-Wert
einer Aminogruppe von Lysin betragt in Losung ungefahr 10,5. Die ndtige
Erniedrigung der Basizitat um ca. 4-6 Zehnerpotenzen versucht man durch das
elektrostatische Umfeld von Lys73 zu erklaren (s. Abbildung 1.11) [67].

Lys164
Lys234

NH, .
NH,

- Ser70

Asn132
o NH,,
HN
\\( 2 \H<>\l+
NH2 /\
Arg244

Arg275

Abbildung 1.11 Positiv geladene Aminosauren in der Nahe des aktiven Zentrums von
TEM1 (Lysin 73 neutral)

Zum einen sind insgesamt vier positiv geladene Aminosauren (Lys164, Lys234,
Arg244, Arg275) mit einem Abstand von 6 A bis 15 A in der N&he von Lys73
platziert, zum anderen befindet es sich in der Nahe des N-terminalen Endes
einer langen Helix (a2), deren Dipol ein weiteres positives Potenzial auf Lys73
ausuben soll. Die mogliche Wasserstofforicke von Ser70 zu Lys73 wird
aulRerdem fir dessen Neutralitat mitverantwortlich gemacht.

Einige Mutationsstudien stltzen diese These insofern, da sie zeigen, dass bei
Austausch von Lys73 eine Abnahme der Acylierungsrate zu beobachten ist,
auch wenn diese stark substratabhangig ist [71][74].
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Ein neutrales Lysin vorrausgesetzt, wurde der Mechanismus wie in Abbildung
1.12 dargestellt, funktionieren.

Lys73 Lys73
| ser130 /
IN + Ser130
\H / N
Ser70 V/ H 0o YAV 4
\ / o
0 H

— 7/
COO Ser70 _ H Ccoo~

S R S
(A) / (B)

/ Ser130

\
/o =
Py
P
A
/
@)
O

Abbildung 1.12 Acylierungsmechanismus mit neutralem Lys73 als General Base

1.6.1.2 GIlu166 als General Base

Gibson et al. entwickelten 1990 die Theorie eines Mechanismus mit Glutamat
166 als General Base [74], Das Problem bei diesem Mechanismus stellte der
eigentlich zu groRe Abstand (ca. 3,5 - 4 A) zwischen Ser70 und Glu166 dar, der
eine Deprotonierung von Ser70 durch Glu166 unwahrscheinlich erscheinen
lieR. Erst mit der Aufklarung weiterer Kristallstrukturen von Klasse A
B-Lactamasen ist die Existenz eines konservierten Wassermolekils im aktiven
Zentrum bewiesen worden, das die fur einen direkten Transfer zu grof3e Distanz
uberbricken kann.

Seit Lamotte-Brasseur et al. [72] diese Erkenntnis auf den Mechanismus
Ubertragen haben, hat er weiter an Bedeutung gewonnen. In Molekuldynamik-
Simulationen ist aulRerdem gezeigt worden, dass der das Glutamat 166
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prasentierende Q-Loop eine hohe Flexibilitdt aufweist und sogar ohne das
Wasser als Zwischenstation zur Deprotonierung von Ser70 in der Lage sein
konnte [73]. Mutationsstudien belegen, dass zwar bei Ersatz von Glu166 immer
noch Acylierungsreaktionen mdglich sind, allerdings nur, ahnlich wie bei
Mutation von Lys73, mit einer drastisch erniedrigten Rate [74][75]-[77]. Alle
Glu166-Mutanten zeigen durchweg nicht nur verminderte Acylierungs-, sondern
noch starker verminderte Deacylierungsraten. In Abbildung 1.13 ist der
beschriebene Mechanismus dargestellt.

Lys73 Lys73
N Ser130 : N/+ Ser130
Ser70 / \H | / \H |
N HH 0 H O
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Abbildung 1.13 Acylierungsmechanismus mit Glu166 als General Base

1.6.1.3 Weitere Mechanismushypothesen

Swarén et al. fuhrten 1995 die Idee einer substratinduzierten Aktivierung des
katalytischen Systems der B-Lactamasen in die Diskussion ein [78]. Danach
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solle der pKs von einem neutralen Lys73 wahrend der Bildung des Michaelis-
Menten Komplexes so stark ansteigen, dass Lys73 dann basisch genug ware,
ein Proton von Ser70 zu abstrahieren. Der Grund daflr solle in der bei allen
B-Lactamen essenziellen Carboxylatgruppe liegen, die bei Bindung die Ladung
des benachbarten Lys234 ausgleichen und so Lys73 fur dessen mogliche
Protonierung aktivieren solle. Chen et al. wiederum sehen es genau umgekehrt
und erwarten eine Senkung des pks bei Substratbindung [79]-[81]. Danach solle
sich der pKs von Lys73 erst wahrend der Komplexbildung so weit erniedrigen,
dass es ein Proton abspalten und mit einer dann unprotonierten Aminogruppe
als General Base fungieren kénne.

Ishiguro et al. [82] sprachen der Carboxylatgruppe nach einer molekular-
mechanischen Modelling-Untersuchung eine andere Funktion zu. Der
entscheidende Punkt solle hier eine Anderung des Wasserstoffbriickenmusters
im aktiven Zentrum nach Bindung des Substrates sein. Die Carboxylatgruppe
solle demnach mit Ser130 eine Wasserstoffbricke bilden und dariber
anschlielfend Lys73 und schliellich Ser70 deprotonieren. Diaz et al. griffen
diese ldee auf und vereinfachten den vorgeschlagenen Mechanismus. Die
Acylierung solle danach nur Uber eine Protonenverschiebung zwischen Ser70,
Lys73 und dem Stickstoff des B-Lactams vonstatten gehen [83].

1.6.1.4 Protonierung des B-Lactamstickstoffs

Die Suche nach dem letzten Donor, der den B-Lactamstickstoff nach
Ringspaltung protoniert, hat sich als weniger muhevoll herausgestellt. Herzberg
& Moult zogen die Mdglichkeit in Betracht, der Stickstoff konne direkt von Ser70
oder Lys73 — naturlich nur, wenn Lys73 auch als General Base fungiert —
protoniert werden [84], was sich aber schon von der Geometrie her als
unwahrscheinlich herausstellte.

Unabhangig von der ldentitdt der General Base wird die hochkonservierte
Aminosaure Serin 130 als letzter Donor akzeptiert, ist sie doch in einer idealen
Position, diese Aufgabe zu Ubernehmen (s. Kapitel 4.6.1). UnUbersichtlicher ist
die Herkunft des Protons, dass von Ser130 weitertransferiert wird. Je nach
General Base gibt es eine Vielzahl von Moglichkeiten, bei denen sogar ein
zweites Wassermolekul (Lamotte-Brasseur et al. [72]) eine Rolle spielen
konnte. Allein wenn Lys73 als General Base fungieren wirde, ist es am
wahrscheinlichsten, dass das Proton direkt zu Ser130 und von dort weiter zum
Stickstoff des B-Lactams gereicht werden wurde.
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1.6.2 Deacylierung

Im Zwischenprodukt zwischen Acylierungs- und Deacylierungsschritt, dem
Acylenzym, ist das B-Lactam durch eine Esterbindung kovalent an die B-
Lactamase gebunden. Nach dem 1987 erstmals von Herzberg und Moult [84]
vorgeschlagenen und mittlerweile in vielerlei Hinsicht bestatigten
Reaktionsmechanismus (s. Abbildung 1.14) wird das Acylenzym (A) durch ein
Wassermolekul hydrolysiert. Dieses Wassermolekul, das in allen Wild-Typ
Rontgenkristallstrukturen an der gleichen Position zu finden ist, wird durch
Glu166 fur die Hydrolyse nucleophilisiert. Ein Proton wird von dem Wasser
nach oder schon wahrend des nucleophilen Angriffes auf Glu166 Ubertragen
und es bildet sich ein, einen sp3-hybridisierten Kohlenstoff enthaltendes,
Zwischenprodukt (B). Das Enzym wird durch anschlieende Elimination des
gespaltenen [B-Lactams regeneriert und steht zur Spaltung des nachsten
Antibiotikums bereit (C).

Ser70 Sef‘70
CoO-
COO - oY 94 »
HO
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H /4 /COOH R S
Glu166

Glu166
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/
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Abbildung 1.14 Deacylierungsmechanismus von Klasse A 3-Lactamasen

Die essenzielle Bedeutung von Glu166 fur die Deacylierungsreaktion, die als
Beweis fur den vorgeschlagenen Mechanismus dient, kann anhand zahlreicher
Mutationsstudien bestatigt werden. Wird das Glutamat durch eine andere
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Aminosaure ersetzt, kommt es zur Akkumulation des Acylenzym-
Zwischenprodukts, das nicht weiter hydrolysiert werden kann [74][76][77].

Das unverzichtbare Vorhandensein des Wassers flr die Deacylierung lasst sich
auch anhand der Wirkungsweise von sogenannten ,B-lactamasestabilen® -
Lactam-Antibiotika' wie z.B. Temocillin oder Cefoxitin (s. Abbildung 1.15)
ableiten. Diese Verbindungen tragen eine 3-a-Seitenkette (Methoxylreste), die
das katalytische Wasser verdrangt und seine Position besetzt. Eine Hydrolyse
des gebildeten Esters kann von Glu166 so nicht mehr katalysiert werden oder
verlauft deutlich langsamer [85].
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Abbildung 1.15 ,B-lactamasestabile“ f-Lactam-Antibiotika

Dieselben Ergebnisse konnten mit einer schlecht deacylierenden N170Q-
Mutante beobachtet werden. Die Kristallstruktur zeigt, dass das aktive Zentrum
aulBer der Deplatzierung des Wassers, hervorgerufen durch die um eine
Methylengruppe kurzere Seitenkette des Asparagins, keinerlei Veranderungen
im Vergleich zu dem des Wild-Typs aufweist [81]. Der Mechanismus der
Deacylierung konnte nicht zuletzt auch durch eine theoretischen Studie
bestatigt werden [86].

Zusammenfassend lasst sich  feststellen, dass der Dbetrachtete
Deacylierungsmechanismus durch alle verfugbaren Untersuchungsmethoden
verifiziert wurde und allgemein akzeptiert ist.

'Es gibt auch schon Bakterienstdmme, die gegen diese B-Lactame resistent sind, es ist daher
richtiger sie als ,B-Lactam-Antibiotika mit erhdhter (3-Lactamase-Stabilitat“ zu bezeichnen.
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Die hohe Mutationsrate von Mikroorganismen und die damit einhergehende
Entwicklung von Resistenzmechanismen machen die standige Entwicklung
neuer innovativer Chemotherapeutika, aber auch die Optimierung bekannter
Verbindungen zwingend erforderlich. B-Lactam-Antibiotika sind rund 75 Jahre
nach ihrer Entdeckung die verbreitetsten Antibiotika bzw. Chemotherapeutika.
Sie werden nahezu bei allen bakteriellen Infektionen eingesetzt.

Die vollstandige  Aufklarung des  molekularen  Wirkungs-  bzw.
Reaktionsmechanismus dieser Wirkstoffgruppe ist trotz intensiver Forschung
bisher ohne Erfolg geblieben. Modifikationen von (-Lactam-Strukturen erfolgen
daher im Wesentlichen nur aufgrund von empirischen statistischen
Vorgehensweisen und sind nicht auf Grundlage mechanistischer Kenntnisse
moglich. Es darf hierbei nicht nur versucht werden, die Zielenzyme effektiver zu
inhibieren, sondern es mussen vor allem auch die Resistenzmechanismen, die
B-Lactamasen, umgangen werden. Inzwischen hat die Suche nach Lactamen,
die gegen diese Enzyme eine erhdhte Stabilitdt aufweisen, hohere Prioritat als
die Optimierung der Wirksamkeit gegen bestimmte Ziel-PBPs.

Die enge Verwandtschaft von PBPs und [(-Lactamasen lasst auch auf eine
Ahnlichkeit des Mechanismus schlieRen. Dies lasst darauf hoffen, bei
voranschreitender Strukturaufklarung von penicillin-bindenden Proteinen,
Ruckschlisse auf deren Reaktionsmechanismus von dem der B-Lactamasen
ziehen zu konnen.

Aufgrund der erleichterten Kristallisierbarkeit der nicht membrangebundenen,
kleineren [(-Lactamasen sind diese im Vergleich zu PBPs umfassender
untersucht worden. Der Reaktionsmechanismus konnte jedoch trotz intensiver
Anstrengungen ebenfalls nicht abschlieRend aufgeklart werden. Die ubiquitar
vorkommende, wichtigste Unterfamilie der Klasse A B-Lactamasen verspricht
bei der Aufklarung des Mechanismus die grof3ten Erfolgsaussichten, da fur
diese Gruppe im Vergleich zu den Klassen C und D die meisten Informationen
vorliegen.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Acylierungsreaktion von Klasse A
B-Lactamasen, die den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Spaltung
von B-Lactam-Antibiotika darstellt, im Hinblick auf quantitative und vor allem
qualitative Aspekte untersucht werden. Hierbei sollten die verfugbaren
Ergebnisse experimenteller Untersuchungen mit einem theoretischen Modell in
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Einklang gebracht werden, um einen allgemeingultigen Reaktionsmechanismus
fur diese Enzymklasse abzuleiten.

Durch  Anwendung von kombinierten  quantenmechanisch/molekular-
mechanischen Methoden sollte die Acylierungsreaktion unter Einbeziehung des
Einflusses der Proteinumgebung auf das Substrat modelliert werden.

Die Analyse des Reaktionsweges auf atomarer Ebene sollte die Art und Weise
des Zusammenspiels der katalytischen Aminosauren aufklaren. Es sollte
weiterhin die Struktur des Ubergangszustandes ausfiihrlich untersucht werden,
um dessen Stabilisierung durch die Proteinumgebung zu verstehen, die letztlich
die Katalysegeschwindigkeit des Enzyms bestimmt. Die verantwortlichen
Aminosauren sollten dabei identifiziert und ihre Effekte quantifiziert werden.
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3.1 Das CHARMM-Kraftfeld

Die Berechnungen in vorliegender Arbeit wurden Gréssenteils mit dem
Software-Paket CHARMM in der Version c27b2 [87] in Verbindung mit dem
CHARMMZ22-Kraftfeld [88] durchgefuhrt. Im Folgenden werden die
Besonderheiten des Kraftfeldes und die verwendeten Optionen des Programms
nur kurz erlautert. (Eine detaillierte Beschreibung der Kraftfeldtheorie s. [87][89];
vollstandige Liste der Kraftfeldterme s. Anhang E).

3.1.1 Fixieren und Restrainen von Atomen

In manchen Simulationen ist es nétig, die Bewegungsfreiheit von Atomen
einzuschranken oder ganz auszusetzen. Dies kann erreicht werden, indem
Atome mit Restraints belegt werden, durch die Potenziale hervorgerufen
werden, die die Koordinaten der restrainten Atome moglichst wenig von einer
Referenzstruktur abweichen lassen. Das Potenzial eines harmonischen
Restraints wird berechnet, indem das Quadrat der Differenz der aktuellen
Position eines bestimmten Atoms zu dessen Position in einer gesetzten
Referenzstruktur mit einem Faktor multipliziert wird. Die erhaltene Energie wird
zur Gesamtenergie hinzuaddiert.

— ref \2
Etarm = Z kri (x; = x; f) (3.4)

X, xir ¢/ Koordinaten-Sets des restrainten und des Referenzatoms

kr Kraftkonstante fir das Restrainen eines Atoms

i

Beim Fixieren von Atomen wird die aktuelle Position der ausgewahlten Atome
eingefroren. Um die Rechenzeit zu verkirzen, werden Wechselwirkungen von
fixierten Atomen untereinander nicht mehr berechnet. Das hat zur Folge, dass
mit einem unterschiedlichen Muster von fixierten Atomen berechnete
Energieinhalte ahnlicher Strukturen nicht mehr vergleichbar sind, so dass sich
dieses Muster wahrend einer Simulation oder bei Vergleich der Energie
verschiedener Strukturen nicht andern darf.
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3.1.2 Cutoff und Dielektrizitatskonstante

Eine effiziente Verkirzung der Rechenzeit wird durch die Anwendung eines
Cutoffs erreicht. Der Cutoff gibt die Distanz an, von der an keine
nichtkovalenten (,nonbonded“) Wechselwirkungen mehr mit Atomen berechnet
werden, die weiter entfernt sind als die gesetzte Cutoff-Distanz. Der Cutoff hat
durch die Modifizierung der Coulomb-Energieterme einen gro3en Einfluss auf
die absolute Energie eines Systems, so dass es wichtig ist, die Cutoff-
Parameter innerhalb einer Untersuchung konstant zu halten.

Der Cutoff wurde unter Anwendung einer Shifting-Funktion definiert. Diese
Funktion sorgt dafur, dass die Wechselwirkungen uber einen zu definierenden
Bereich (i.d.R. 4 A) von 100 auf 0 % skaliert werden und so keine scharfe
Interaktionsgrenze entsteht [90]. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Standard-Cutoffs von CHARMM flr gro3e Proteinsysteme genutzt, bei denen
unter Anwendung einer Dielektrizitadtskonstante von 1 eine Skalierung der
nichtkovalenten Wechselwirkungen innerhalb der Distanz von 8 A auf 12 A
erfolgte.

3.1.3 Energien von Wasserstoffbriicken

Im Gegensatz zu einigen anderen Kraftfeldern gibt es im CHARMM22-Kraftfeld
keinen separaten Energieterm far die Berechnung von
Wasserstoffbriickenenergien. Die Parametrisierung des Kraftfelds ist so
durchgefuhrt worden, dass alleine durch die Berechnung der elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen beteiligten Donor- und Akzeptor-Atomen einer
Wasserstoffbriicke die Energieveranderungen durch Bildung oder Bruch
derselben beschrieben werden.

3.1.4 ,Shake“-Algorithmus

Der in CHARMM implementierte ,Shake“-Algorithmus wird verwendet, um
Rechenzeit wahrend der Durchfiihrung von Molekildynamik-Simulationen
einzusparen. Bei Anwendung des Shake-Algorithmus kénnen Bindungslangen
und -winkel wahrend einer Simulation konstant gehalten werden, was eine
Verdopplung der Schrittgrofie erlaubt und so die zugangliche Simulationsdauer
effektiv verdoppelt [91]. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Algorithmus
wahrend Molekuldynamik-Simulationen fur alle Bindungen, an denen
Wasserstoffatome beteiligt sind, angewendet.
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3.2 Geometrieoptimierungen und Molekuldynamik-
Simulationen

Mit Hilfe von Algorithmen zur Energieminimierung ist es moglich, Strukturen
entsprechend der Parameter des angewendeten Kraftfeldes in ihrer Geometrie
zu optimieren. Die Minimierung wird gestoppt, wenn entweder eine bestimmte
vorgegebene Maximalschrittzahl erreicht wird oder wenn die Energieanderung
innerhalb eines Schrittes einem ebenfalls vorgegebenen Abbruchkriterium
(Konvergenzkriterium) genugt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
verschiedene Methoden fir die Energieminimierungen von Geometrien
verwendet.

Bei Anwendung der ,Steepest-Descent” (SD) Methode werden die Atome nach
einem vorgegebenen Inkrement in negative Richtung des Energiegradienten
bewegt, um ein nahes lokales Minimum auf der Potenzialflache zu finden. Diese
Methode eignet sich aufgrund der sehr glnstigen Rechenzeit flr die initiale
Minimierung von Konformationen mit hohem Energieinhalt. Prazise, globale
Minima werden mit SD-Minimierungen nicht erreicht.

FUr eine qualitativ anspruchsvollere Minimierung bietet sich die ,Adopted Basis
Set Newton-Raphson® (ABNR) Methode an. Diese sehr rechenintensive
Minimierungsmethode stellt eine von States weiterentwickelte und in CHARMM
implementierte Methode der ,Newton-Raphson“ Minimierung dar [87][92]. Hier
wird die Ableitung des Energiegradienten berechnet und der Punkt gesucht, bei
dem der Wert fur diese Ableitung gleich Null wird. Des Weiteren wird durch
Einbeziehung der zweiten Ableitung, das irrtimliche optimieren einer Struktur
an einem Sattelpunkt verhindert. Mit ABNR-Minimierungen ist es mdglich,
energetisch aullerst stabile Geometrien zu finden.

Bei Molekuldynamik-Simulationen (MD-Simulationen) [93][94] werden die
Konformationsanderungen eines Moleklls in Abhangigkeit von der Zeit
modelliert. Durch Anwendung von MD-Simulationen kénnen Einblicke in die
Stabilitdt und den energetisch konformativen Freiraum des betrachteten
Molekuls gewonnen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden bei
MD-Simulationen ,Langevin-Dynamics® [95] in Verbindung mit der in Kapitel
3.4.2.2 beschriebenen SBC-Methode fur stochastische Randbedingungen
angewendet.
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3.3 Root-Mean-Square-Wert

Der Root-Mean-Square-Wert (RMSD-Wert) ist ein Mall fur die
Ubereinstimmung bzw. fiir die Abweichung der Konformationen beim Vergleich
verschiedener Geometrien. Er ist definiert als die Wurzel der Summe der
Abstandsquadrate der Koordinaten der zu vergleichenden Geometrie (X, y, z)
zu denen der Referenzstruktur (x°, y°, z°), geteilt durch die Anzahl der
betrachteten Atome N. Wird der RMSD-Wert fir den Vergleich mehrerer
Strukturen verwendet, muss beachtet werden, dass er nur einen Mittelwert Uber
die betrachteten Atome darstellt, so dass ihre Auswahl immer einheitlich
erfolgen muss.

RMSD = i (x=x")" +(y —Ny°)2 +(z = z°%)?

(3.5)

RMSD  Root Mean Square-Wert

XYz Koordinaten der zu vergleichenden Geometrie
0 0 0 . .
X ,¥Y ,Z Koordinaten der Referenzgeometrie

N Anzahl der Atome

3.4 QM/MM - Kombinierte
quantenmechanische/molekularmechanische Methoden

Zur Untersuchung des Reaktionsmechanismus von 3-Lactamasen wurde in der
vorliegenden Arbeit die QM/MM-Methode, eine Hybridmethode von
quantenmechanischen und molekularmechanischen Ansatzen, angewendet.
Diese in der Praxis noch junge Methode soll deshalb hier ausfihrlicher erlautert
werden.

3.4.1 Moglichkeiten der QM/MM-Anwendungen

Die Entwicklung der QM/MM-Methoden hatte zum Ziel, quantenmechanische
Ansatze auch auf groRe Systeme anzuwenden, die aufgrund der zu hohen
Rechenzeiten fur diese Methoden nicht zuganglich waren. Konnte man mit Hilfe
empirischer Kraftfeldtheorien auch grof3e Biosysteme erfolgreich simulieren, so
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waren die quantenmechanischen Verfahren ausschlielYlich fur die Chemie und
Physik kleiner Moleklle praktikabel. Trotz des grossen Fortschritts in der
Computertechnologie, wird es auch bei optimistischster Denkweise in
absehbarer Zeit nicht mdoglich sein, Makromolekile wie Lipidmembranen,
Proteine oder DNS, die aus mehreren tausend Atomen bestehen,
quantenmechanisch zu behandeln.

Die Modellierung von chemischen Reaktionen ist ausschlieBlich durch die
Anwendung quantenmechanischer Verfahren mdglich. Dies soll anhand eines
Bindungsbruchs verdeutlicht werden. Fur alle von kovalenten Bindungen
abhangigen Energieterme eines Kraftfelds soll hier stellvertretend nur die
Bindungslangenenergie betrachtet werden (Gleichung 3.6). Die Bindungs-
langenenergie wird dabei Uber die Abweichung der Bindungslange von der
Gleichgewichtsbindungslange berechnet.

Epona = % Z ky, (bj - b}))z (3.6)

kb. Bindungsart(b;)-abhéangige Kraftkonstante
]
b; aktuelle Bindungslange

b? Gleichgewichts-Bindungslange

Ein reales System besitzt sowohl an der Gleichgewichtsgeometrie des Edukts
als auch an der des Produkts ein Energieminimum. Zwischen diesen Minima
befindet sich der Ubergangszustand mit hdherem Energieinhalt (s. Abbildung
3.1). Dieses Verhalten kann mit QM-Methoden reproduziert werden. Mit MM-
Methoden steigt durch die Definition der Bindungslangenenergie die Energie
exponentiell mit der Auslenkung der Bindungslange der brechenden Bindung
an. Weder der Ubergangszustand noch die Minimumgeometrie des Produkts ist
darstellbar.

Aus diesem Grund kann der Reaktionsmechanismus von Enzymen, deren
Aufgabe es ist biochemische Reaktionen zu katalysieren, nicht in silico durch
Kraftfeld-Methoden untersucht werden. Molekularmechanische
Affinitatsberechnungen zwischen Enzym und Substrat kdnnen hilfreiche Daten
zur der Bildung des Michaelis-Menten Komplexes liefern, detaillierte Einblicke in
die ablaufende Reaktion kdnnen sie jedoch nicht geben. Die Entwicklung der



56 3 Methoden

QM/MM-Theorie 1976 durch Warshel und Levitt gab nun erstmals die
Moglichkeit, Reaktionen in dem aktiven Zentrum eines Enzyms theoretisch zu
beschreiben [96]. Praktikabel wurden QM/MM-Anwendungen allerdings erst in
jungster  Vergangenheit durch die grossen Fortschritte in  der
Computertechnologie in Verbindung mit rechenzeitsparenden Optimierungen
der Methoden [97].

—— Experiment
-+- Quantenmechanisch
--=-- Molekularmechanisch

Energie

Produkte Edukte

Abbildung 3.1 Energieverlauf einer Reaktion mit Daten unterschiedlichen Ursprungs

3.4.2 Methodik

3.4.2.1 Partitionierung des Systems

Zu Beginn einer QM/MM-Berechnung muss das Gesamtsystem in eine QM-
und eine MM-Region unterteilt werden (s. Abbildung 3.2). Zusammen mit der
Randregion (Boundary-Region) wird das System so durch drei Regionen, die in
die Berechnungen eingehen, beschrieben.
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QM-Region

MM-Region

Boundary-
Region

Abbildung 3.2 Partitionierung eines QM/MM-Systems

Die ,QM-Region“ enthalt auler dem Substrat alle Aminosauren(-teile), die
aufgrund ihrer katalytischen Funktion unentbehrlich sind oder aus anderen
Griinden quantenmechanisch behandelt werden miissen’. Die ,MM-Region®
besteht aus den restlichen Atomen des Proteins sowie allen
Ldsungsmittelmolekilen. Die ,Boundary-Region*“ steht far die
Umgebungsbedingungen, die durch QM- und MM-Atome allein nicht erfasst
werden.

Atome in der QM-Region werden als Kerne und Elektronen reprasentiert. Die
Potenzialhyperflache dieser Atome wird mit Hilfe der Born-Oppenheimer-
Naherung bestimmt, so dass die Energie als Funktion der Kernkoordinaten
erhalten wird [98]. MM-Atome werden als Massepunkte und nicht als Kerne und
Elektronen  dargestellt, ihre Potenziale werden von empirischen
Energiefunktionen bestimmt [87]. Zwischen der MM- und der in ihr
eingebetteten QM-Region werden Wechselwirkungen berechnet, so dass die
Proteinumgebung fur die im QM-Teil ablaufende Reaktion realistisch
wiedergegeben wird.

' Bestimmte Atome oder Atomgruppen kénnen auch eingeschlossen werden, wenn z.B.

angeregte Zustande eine Rolle spielen.
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3.4.2.2 Der System-Hamiltonian

Um die Energie der Atome des gesamten Systems zu berechnen, wird ein
effektiver Hamiltonian zusammengesetzt, so dass die zeitunabhangige
Schrédinger-Gleichung fur die Wellenfunktion der Elektronen formuliert werden
kann (3.7).

q,%(0,R,,R,)=ER,, R, ¥(I.R,R,) @7

H Effektiver Hamiltonian

gy Wellenfunktion

E Energie des Systems

r Koordinaten der Elektronen der QM-Atome
R Koordinaten der QM-Atomkerne

R v Koordinaten der MM-Atome

Die Wellenfunktion ist eine Funktion der Elektronenkoordinaten und hangt
sowohl von den Kernkoordinaten der QM- als auch der MM-Atome ab. Die
Energie wird fur jede durch die QM-Kernkoordinaten definierte Geometrie
berechnet, und bestimmt so die Born-Oppenheimer Potenzialflache des
Systems. Diese wird gegeben durch den Erwartungswert der Wellenfunktion fur
den Hamiltonian (3.8).

~

a w>
o (3.8)

Sabo

gt

Der verwendete effektive Hamiltonian setzt sich aus einzelnen Hamiltonians
zusammen (3.9).

N N N

Hy, =Hy, Y Hyy Y Hpyppe ¥ H (3.9)

Boundary



3.4 QM/MM - Kombinierte quantenmechanische/molekularmechanische Methoden 59

Die Gesamtenergie des Systems ist demnach die Summe der Erwartungswerte
jedes dieser Hamiltonians (3.10).

Ero = Eom * Evpr ¥ Eopr v + Eoundary  (3.10)

Der QM-Hamiltonian (I:[QM) beschreibt die quantenmechanischen Partikel

(Kerne und Elektronen) sowie deren Wechselwirkungen untereinander und wird
in Atomeinheiten wie in Gleichung (3.11) ausgedrickt (fir Details
s. quantenmechanische Fachliteratur z.B. [99][100]).

~ 1 1 A
R LA T bl sl

y i ia ia ap

i,j Elektronenkoordinaten
a,[B Kernkoordinaten

Elektron/Elektron oder Elektron/Kern - Distanz

~N

R Kern/Kern - Distanz

YA Kernladung

In der vorliegenden Arbeit wurde die semiempirische Methode AM1 (Austin
Model 1, [101][102]) zur Beschreibung der QM-Atome verwendet. Bei
semiempirischen Methoden werden im Vergleich zu ab initio Verfahren mehrere
zusatzliche Vereinfachungen und Naherungen eingefuhrt, um die Rechenzeit zu
verkurzen. Zudem werden mehrere Integrale, die sich bei der Losung der
Schrédinger-Gleichung ergeben, nicht explizit geldst, sondern als Parameter
vorgegeben. Diese Parameter entstammen experimentellen und theoretischen
Untersuchungen [103]. Semiempirische Methoden haben sich aufgrund dieses
empirischen Anteils in vielen Fallen ab initio Methoden mit kleinen Basissatzen
als Uberlegen erwiesen. AM1 ist u.a. fur alle in dieser Arbeit auftretenden
Elemente (das sind Wasserstoff, Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff, Schwefel)
parametrisiert worden.
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Der MM-Hamiltonian (ﬁMM) ist eine Funktion der Atomkoordinaten der MM-
Atome, deren Energie demzufolge Uber molekularmechanische Methoden
bestimmt wird [87].

Der QM/MM-Hamiltonian (ﬁQM,MM) beschreibt die Interaktion zwischen QM-
und MM-Atomen (3.12).

, @ QM-Elektronen bzw. Kerne
M MM-Atom

4  Elektronenladung

VA Kernladung

A Konstante fiir repulsiven Term

B Konstante flir attraktiven Term

Die Wechselwirkungen zwischen den MM-Atomen und den QM-Atomen haben
einen elektrostatischen Teil, der berechnet wird, indem die MM-Atome in den
Hamiltonian als koordinatenabhangige Punktladungen eingehen. Van der
Waals Wechselwirkungen werden durch Einflhrung eines Lennard-Jones
Terms in den Hamiltonian bertcksichtigt. Nur der erste Term in Gleichung
(3.12) ist von den Koordinaten der Elektronen abhangig und muss daher auch
quantenmechanisch betrachtet werden. Die letzten beiden Terme sind dagegen
von den Elektronenkoordinaten unabhangig und konnen nach Berechnung
direkt zur Gesamtenergie addiert werden (flur weiterfuhrende Erlauterungen s.
[104]).

Der Boundary-Hamiltonian (ﬁgmdm) bezieht sich auf die oben bereits

angefuhrten Randbedingungen. Es kénnen wie bei reinen Kraftfeldmethoden
periodische- (PBC — ,periodic-boundary-conditions*) [105] oder stochastische
Randbedingungen (SBC — ,stochastic-boundary-conditions®) [106] angewendet
werden. Bei periodischen Randbedingungen wird das zu untersuchende
System an allen begrenzenden Flachen gespiegelt, um zu verhindern, dass
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sich Molekule und Atome am Rand der Box aufgrund des angrenzenden
Vakuums und der damit verbundenen erhdhten Freiheit artifiziell verhalten’. In
QM/MM-Systemen  muss allerdings bei  Verwendung  periodischer
Randbedingungen berlcksichtigt werden, dass sich die Ladungsverteilung
innerhalb der QM-Atome wahrend der Berechnungen andert. Diese
Ladungsanderung muss auch in den gespiegelten Boxen berucksichtigt
werden. Um realistische Ergebnisse zu erhalten muss nun entweder vor jedem
erneuten Berechnen der Wellenfunktion eine Ladungsberechnung der QM-
Atome durchgefuhrt werden oder das CutofflBoxengro3enverhaltnis muss so
gewahlt werden, dass die gespiegelten QM-Atome keinen Einfluss mehr auf die
zentrale Box haben.

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlie3lich die SBC-Methode verwendet,
bei der auf alle Atome ein nach innen gerichtetes Potenzial wirkt, das die
Verhaltnisse in einem Gitter oder einer Lésung wiedergeben soll. Die SBC-
Methode ist besonders bei spharischen Systemen von Vorteil und hat keinerlei
Auswirkungen auf die oben beschriebene Berechnung des QM/MM-Potenzials.

3.4.2.3 Link-Atome

Das groflte Problem bei der Anwendung der QM/MM-Methodik ist die
Behandlung von Bindungen zwischen einem MM-Atom und einem QM-Atom,
bei denen die Grenze zwischen QM- und MM-Region genau Uber diese
Bindung verlauft.

In vielen QM/MM-Enzym-Systemen ist es ndétig, die QM-Region so zu
definieren, dass Teile von den umgebenden Aminosauren eingeschlossen
werden. Dies kann z.B. der Fall sein, wenn bestimmte Wechselwirkungen von
Substrat und Aminosauren genauer evaluiert werden sollen. Bei der
Beschreibung von Enzymreaktionen, bei denen kovalente Bindungen zwischen
Enzym und Substrat gebildet werden, ist es dagegen unerlasslich, die
beteiligten Seitenketten im QM-Teil einzubinden. Die ohne zusatzliche
Behandlung der Grenzbindung entstehenden freien Valenzen der QM-Atome
mussen abgesattigt werden.

Es gibt viele Ansatze zur Behandlung derartiger Grenzprobleme [87][107]-[109].
Fir die vorliegende Arbeit wurde das Prinzip der ,Link Afoms" verwendet, das

' Lésungsmittelmolekiile (und Seitenketten) tendieren dazu bei ungeniigender Randbehandlung
aus der Box ,auszuwandern®.
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breite Anwendung gefunden und in unterschiedlichsten Systemen sehr gute
Ergebnisse erzielt hat [110]-[112].

In den meisten Fallen besteht ein Interesse daran, die funktionellen Gruppen
bestimmter Seitenketten in die QM-Region zu integrieren. Bei den in
vorliegender  Arbeit  durchgefuhrten =~ QM/MM-Berechnungen  wurden
ausschlieBlich Seitenketten dem QM-Teil zugeordnet, so dass das
angewendete Verfahren exemplarisch fur ein Lysin verdeutlicht werden soll.

Die Grenze der QM-Region wird durch die Bindung des die funktionelle Gruppe
tragenden Kohlenstoffs zum jeweils benachbarten Kohlenstoffatom in der
Seitenkette gelegt. Im Falle von Lysin sind die e-Methylengruppe sowie die
Aminogruppe noch im QM-Teil enthalten, wohingegen alle anderen Atome,
angefangen beim Cod—Kohlenstoffatom, dem durch Kraftfeld-Methoden
beschriebenen Teil weiterhin zugehorig bleiben (s. Abbildung 3.3).

As-1 MM-Region

HN CB Cd NH,
Cq/ \Cy/ \CS/

/L @) QM-Region

As+1

Abbildung 3.3 QM/MM-Grenze fir die funktionelle Gruppe eines Lysin

Die durch den Ausschluss des Co&-Bindungselektrons entstandenen freien
Valenzen werden nun abgesattigt, indem ein dem QM-Teil zugehdriges
Wasserstoffatom, das Link-Atom, an das Ce-Atom entlang der Bindungsachse
zu CO addiert wird. Die QM-Region ist so effektiv nicht um eine Lysin-
Seitenkette, sondern um eine Methylammoniumgruppe erweitert worden (s.
Abbildung 3.4).
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As-1 MM-Region

O QM-Region

As+1

Abbildung 3.4 Link-Atom bei Einbindung einer Lysin-Seitenkette in die QM-Region

Aufgrund der Ausrichtung des Link-Atoms entlang der Ce-Cd Bindungsachse
mussen seine van der Waals Parameter so gesetzt werden, dass es keine van
der Waals Wechselwirkungen mit dem MM-Teil eingeht. Andernfalls wurde der
geringe Abstand von Link-Atom zu CO&-Atom zu hohen Energien und/oder
dadurch verursachten falschen Geometrien flhren.

Die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Link-Atom und MM-Atomen
werden hingegen berechnet. Die urspruanglich tblichen und in CHARMM—c27b2
enthaltenen Link-Atoms (,QQ-Typ®), die vdllig unsichtbar fur die MM-Region
sind, wurden nicht eingesetzt. Der Entwurf und die Definition eines oben
beschriebenen Link-Atoms wurde durchgeflhrt, da gezeigt worden ist, dass
QM/MM-Systeme, in denen nicht nur die restlichen QM-Atome, sondern auch
die Link-Atome durch die Ladungen der MM-Atom beeinflusst werden (,HQ-
Typ“), bessere Ergebnisse liefern [113].

Es ist zu beachten, dass alle kovalenten Energieterme des Kraftfelds berechnet
werden, an denen wenigstens ein MM-Atom beteiligt ist. Die kovalenten
Energien werden nur ausgeschlossen, wenn sie ausschlieBlich QM-Atome
betreffen. Fur das Beispiel oben bedeutet dies, dass beispielsweise die
Bindungswinkelenergie des Winkels 6 = [Cy:Cd:Cg] berechnet wird. Die
Bindungslangenenergie der Bindung b = [Ce:N] geht dagegen nicht mehr in die
Energie ein.
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Samtliche QM/MM-Berechnungen wurden mit dem Programm CHARMM [87]
durchgefuhrt, das dazu mit Teilen des semiempirischen Rechenprogramms
MOPAC [114] kombiniert worden ist [104].

3.5 Energie-Korrekturen von AM1

Die QM-Region der durch QM/MM-berechneten Reaktionen wurde durch die
semiempirische Methode  AM1 beschrieben. Um AM1-bedingte
Ungenauigkeiten und Schwachen aufzuklaren, wurden die mit AM1 erhaltenen
Energien korrigiert.

Bei quantenmechanischen Energieberechnungen hat sich gezeigt, dass sich
die mit verschiedenen Methoden und Basissatzen berechneten Geometrien nur
geringflgig unterscheiden, die zugehdrigen Energien dagegen stark differieren
konnen. Ist der Energieinhalt verschiedener Strukturen von Interesse, bietet
sich an, die Geometrien mit einer schnellen Methode mit kleinem Basissatz
zunachst zu optimieren. Anschlie3iend wird mit einem aufwendigeren Verfahren
mit grollerem Basissatz der Energieinhalt der erhaltenen Geometrien durch
Einzelpunktrechnungen neu bestimmt.

Fur die vielfaltigen Kombinationsmdglichkeiten von semiempirischen, ab initio
Hartree-Fock- und Dichtefunktionaltheorie-Methoden (DFT, [115]-[118]) stehen
viele Erfahrungswerte zur Verfugung, an denen die Verringerung der
Abweichung zu experimentellen Daten von Gasphasen-Reaktionen abgelesen
werden kann [119]. Fur die Neuberechnung von Energien AM1-optimierter
Geometrien haben sich die Methoden der Dichtefunktionaltheorie den Hartree-
Fock ab initio-Methoden als Uberlegen erwiesen [120][121]. B3LYP/6-31+G(d)
hat sich dabei als sinnvollstes Verfahren das Verhaltnis von zu erreichender
Genauigkeit und bendtigter Rechenzeit betreffend herausgestellt.

Auch die durch QM/MM-Ansatze erhaltenen Energien lassen sich auf diese
Weise korrigieren. Wahrend die durch AM1 berechneten QM/MM-
Wechselwirkungsenergien i.d.R. sehr gut sind, kann sich in der AM1-Energie
der QM-Atome eine Fehlerquelle ergeben.

Zur einzelnen Neuberechnung der QM-Energie wurden die QM-Atome von den
MM-Atomen isoliert, da die in Gleichung 3.10 separat aufgefuhrten QM- und
QM/MM-Energieterme immer zusammen berechnet werden. Die Energien der
isolierten Geometrien der QM-Atome wurden anschlieend im Vakuum je
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einmal mit AM1 und mit B3LYP/6-31+G(d) berechnet. Die korrigierten Energien
wurden erhalten, indem in der aus Gleichung 3.10 berechneten Gesamtenergie
die AM1-Energie mit der B3LYP-Energie ausgetauscht wird (Gleichung 3.13).
Der quantenmechanische Anteil der Gesamtenergie setzt sich nach erfolgter
Neuberechnung dann aus der AM1-QM/MM-Wechselwirkungsenergie und der
B3LYP/6-31+G(d)-Vakuum Energie der QM-Atome zusammen.

+E

EKO}’I" = ETOt - EQMAM]._ Vakuum (31 3)

QMB 3LYP _Vakuum

3.6 Modellierung von Reaktionen

Eine Reaktion in der organischen Chemie zeichnet sich durch Bindungsbriiche
und Bindungsbildungen aus. Zwischen Edukten und Produkten liegen immer
ein oder mehrere Ubergangszustande, die die energetisch giinstigsten
Geometrien fiir deren Ubergang ineinander reprasentieren. Das Energieniveau
eines Ubergangszustandes liegt jedoch immer héher als das der zugehdrigen
Edukte, Zwischenprodukte oder Produkte. Der Energieunterschied zwischen
diesen Niveaus wird als Aktivierungsenergie bzw. Barriere (,Barrier”)
bezeichnet. Dieser Energieunterschied ist auch dafur verantwortlich, dass
Minimierungs- oder Moleklldynamikalgorithmen von einer bestimmten Struktur
ausgehend normalerweise nicht die Geometrie eines Ubergangszustandes oder
Produktes darstellen kdnnen, da das System ohne weitere Eingriffe von auf3en
diese Barriere nicht Uberwinden kann.

Bei der Modellierung von Reaktionen wird eine Reaktionskoordinate bestimmt,
die ein System entlang eines durch die Koordinate vorgegebenen
Reaktionswegs fuhren soll. Die Reaktionskoordinate wird durch Variablen
definiert, die sich mit Fortschreiten der Reaktion andern und so ein Potenzial
erzeugen, dass das System Uber den Energieberg zwingt. Die eingesetzten
Variablen koénnen den Wert einer beliebigen geometriebeschreibenden
Kenngrolie wiedergeben. Sowohl bei Bindungsbruch als auch bei deren Bildung
bietet sich die Definition der Reaktionskoordinate uber Bindungslangen bzw.
uber Atomabstande an. Am Beispiel der Reaktion von Essigsaure mit Wasser
soll das angewandte Verfahren verdeutlicht werden.
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Abbildung 3.5 Definition einer Reaktionskoordinate:
Rot - zu brechende Bindung
Grin - zu bildende Bindung

Das Fortschreiten der Reaktion wird definiert Uber das Mal® des Anwachsens
des Abstandes der beiden Atome deren Bindung gebrochen werden soll (O4:H,
rot), und Uber das Mal® der Verminderung des Abstandes der beiden Atome
deren Bindung gebildet werden soll (O2:H, grin). Da nicht bekannt ist, wie sich
die Atomabstande im Verlauf der Reaktion relativ zueinander verandern, muss
dem System die Freiheit gegeben werden Geometrien des jeweils energetisch
gunstigsten Verhaltnisses zu berechnen.

Diese Unabhangigkeit wird erreicht, indem nicht fur jede Bindungslange ein
Restraint gesetzt wird, sondern beide Distanzen in einer Variablen vereint
werden, die das Potenzial der Reaktionskoordinaten bestimmt. Mit Hilfe des
CHARMM-Befehls  ,RESDistance [122], der es erlaubt einen
distanzabhangigen harmonischen Restraint zu setzen, kann fur obige Reaktion
die Reaktionskoordinate R wie in (3.14),

R=d(01:H)—d(02:H) (3.14)
oder allgemein wie in (3.15) formuliert werden.

R = ]abd(ab)+ Ibcd(bc) (3.15)

d Distanz zwischen zwei Atomen(a, b oder c)

| optionaler Wichtungsfaktor fur einzelne Atompaare
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Das entsprechende Potenzial wird in Analogie zu der Berechnung von
Bindungsenergien bestimmt:

Ep = ZkR,, (Ri _Rio)z (3.16)

Die GrolRe der Kraftkonstante &z wird so gewahlt, dass das System dem durch
die Reaktionskoordinate definierten Abstandsverhaltnis genligen muss. In der
vorliegenden Arbeit wurde fur alle Reaktionskoordinaten eine Kraftkonstante
von 5000 kcal mol™ angewendet, die so groR ist, dass das System die durch die
Reaktionskoordinate vorgegebenen Bedingungen einhalt.

Die Energien der Potenzialhyperflache einer Reaktion werden erhalten, indem
ausgehend von einer energieminimierten Ausgangsstruktur des Edukts, die
Variable der Reaktionskoordinate schrittweise verandert wird und anschlielend
jedes Mal die Geometrie erneut energieminimiert wird. Die SchrittgroRe der
Veranderung von R’ bestimmt so die Anzahl der Strukturen, die zwischen der
Edukt- und der Produktgeometrie berechnet werden und ist daher ein Mal} far
die Genauigkeit, mit der ein potenzieller Ubergangszustand zwischen diesen
Ausgangs- und Endzustanden der Reaktion bestimmt wird.

Bei den in dieser Arbeit durchgefuihrten Reaktionswegberechnungen wurde
jede Struktur bis zu einem Abbruchkriterium von 0,01 kcal mol™”
energieminimiert. Samtliche durch Restraints hervorgerufene Potenziale sind
nicht zum Energieinhalt der Struktur gehdrig und dirfen nicht in die
Potenzialflache eingehen. Nach jeder Minimierung wurde daher eine
Einzelpunktrechnung ohne Restraints durchgefuhrt. Die dadurch erhaltenen
Energien der optimierten Strukturen kdénnen dann zur Bestimmung des
Energieprofils bzw. der Potenzialflache der Reaktion herangezogen werden.
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4.1 Vorgehensweise

In der vorliegenden Arbeit wurde der Acylierungsmechanismus fur Klasse A
B-Lactamasen untersucht. Wie in Kapitel 1.6.1 beschrieben, musste dazu
entschieden werden, wie die entscheidenden Protonenubergange ablaufen
sollten und vor allem, wie die Aktivierung von Ser70 durch das aktive Zentrum
gewahrleistet wird.

Nach Auswahl des Modellenzyms wurde in Molekuldynamik-Simulationen
versucht, Hinweise auf den Protonierungsgrad von Lys73 zu erhalten, um dann
unter Einbeziehung der verfigbaren Literatur einen Mechanismus zu
modellieren, der Ubereinstimmend mit experimentellen Daten und theoretischen
Untersuchungen die als General Base eingesetzte Aminosaure bestatigt.

4.1.1 Auswahl der Klasse A B-Lactamase

Zu Beginn der Untersuchungen wurde eine der derzeit 48 Klasse A
B-Lactamasen, deren Rontgenstruktur aufgeklart und in der Proteindatenbank
(PDB; [123]) abgelegt sind, als Vorlage ausgewahlt. Bei der Auswahl des
Modellenzyms waren zwei Aspekte von entscheidender Bedeutung:

- Einerseits muss das Enzym eines der Klasse A B-Lactamasen sein, das
durch mdglichst viele unabhangige Studien quantitativ untersucht worden
ist, um die Ergebnisse des modellierten Reaktionsmechanismus
Uberprifen zu kénnen. Qualitative Ergebnisse dagegen kénnen, auch
wenn sie von verschiedenen Klasse A 3-Lactamasen stammen, aufgrund
der hohen Homologie innerhalb dieser Familie (s. Kapitel 1.3.1.2) auf alle
Vertreter Ubertragen werden.

- Zum anderen ist die Verflgbarkeit einer (oder mehrerer) sehr gut
aufgeldster Kristallstrukturen sehr wichtig, da die Ergebnisse der
Modellierung von enzymkatalysierten Reaktionen in hohem Male von
einer stabilen Enzymstruktur abhangen. Die Gulte der eingesetzten
Kristallstruktur ist entscheidend, da selbst geringe Modulationen
peripherer Proteinabschnitte  wahrend einer Simulation grolke
Auswirkungen auf die Energie haben kénnen. Die Anderung der Energie
soll aber ausschlieBlich in Abhangigkeit von dem Fortschreiten der
Reaktionen verfolgt werden, die durch die angewendeten
Reaktionskoordinaten hervorgerufen werden.
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Fur die Untersuchungen des Acylierungsmechanismus in der vorliegenden
Arbeit wurde die B-Lactamase TEM1 von Escherichia Coli ausgewahlt (Swiss-
Prot: P00810). Fur dieses 1978 sowohl DNA- [124] als auch
aminosaurensequenzierte [125] Enzym sind neben einer Reihe von
Kristallstrukturen weitere experimentelle Daten zuganglich, da es sich um eine
haufig verwendete Referenz-B-Lactamase handelt. Zudem sind aufRer Wild-Typ-
und  Mutations-Strukturen  auch  solche, die mit verschiedenen
Modellsubstanzen im aktiven Zentrum zusammen aufgeklart worden sind, in der
Proteindatenbank verfugbar.

4.2 Molekildynamik-Simulationen des aktiven Zentrums

Die Unkenntnis des Protonierungsgrades von Lys73 stellt flr die Entscheidung
Uber die Identitat der General Base und damit fur den Mechanismus die groite
Unsicherheit dar. Um einen Einblick in die Verhaltnisse in dem aktiven Zentrum
zu erhalten, wurden Molekildynamik-Simulationen zur Untersuchung des
Protonierungsgrades von Lys73 durchgeflhrt. Hierbei wurden zwei identische
MD-Simulationen aufgesetzt mit dem Unterschied, dass bei einer Lys73
protoniert und bei der anderen Lys73 neutral vorlag.

Uber die Simulationsdauer wurde der RMSD-Wert der Heavy-Atoms’ der von
Seitenketten wichtiger Aminosauren des aktiven Zentrums (s. Abbildung 1.7) im
Vergleich zur Kristallstruktur verfolgt. Die Ergebnisse sollten dabei helfen, eine
Abschatzung zu machen, wie sich das fragliche Vorhandensein einer Ladung
auf die experimentell bestimmten Positionen der Heavy-Atoms auswirken.

Des Weiteren wurden die Bildung bzw. der Bruch der entscheidenden
Wasserstoffbricken aufgezeichnet, anhand derer ebenfalls Rickschlisse auf
die Wahrscheinlichkeit des einen oder anderen Protonierungszustandes
gezogen werden kdnnen.

Als Startgeometrie wurde eine von Swarén et al. mit 2,3 A Auflésung
aufgeklarte, inhibitorfreie Kristallstruktur (PDB: 1CKS3; [126]) eingesetzt. Die
einzige Mutation in der verwendeten Struktur, eine vom aktiven Zentrum 21 A
entfernte N276D-Mutation wurde in silico wieder zuriick umgewandelt.

' Der Begriff ,Heavy-Afoms® hat sich auch im Deutschen durchgesetzt, um alle ,nicht*-

Wasserstoffatome zu bezeichnen (in der vorliegenden Arbeit also C, N, O, S).
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Da zur Beobachtung von RMSD-Werten und Wasserstoffbricken keine
quantenmechanischen Rechnungen zwingend notwendig sind, wurde eine rein
molekularmechanische Simulation durchgeflihrt. Ansonsten wurde die Struktur
analog dem - in Kapitel 4.5 ausfuhrlich beschriebenen Protokoll - mit
Wasserstoffen versehen und solvatisiert. Als Referenzkonformation fur die
Berechnung der RMSD-Werte diente die mit Restraints auf die Heavy-Atoms
des Backbones’ und der Seitenketten in 500 Schritten SD-Minimierung
relaxierte Kristallstruktur.

4.2.1 RMSD-Wert Analyse

Nach einer initialen Equlibrierungsphase von 70 ps wurden uber die folgenden
330 ps die RMSD-Werte der beobachteten Seitenketten alle 500 fs
aufgezeichnet. Abbildung 4.1 zeigt die erhaltenen Diagramme.

In den MD-Simulationen erwies sich das aktive Zentrum sowohl mit protonierter
als auch mit neutraler Lys73 Aminogruppe als aulerst stabil. Die
Abweichungen der Seitenketten von den Konformationen der Kristallstruktur
sind als sehr gering einzustufen, gemessen daran, dass es sich um RMSD-
Werte, gewonnen aus einer freien MD-Simulation handelt. Einige Unterschiede
lassen sich trotzdem ablesen.

Das katalytische Wasser — in dieser Kristallstruktur Wat307 — hat deutlich mehr
Freiheiten in der Simulation mit einem neutralen Lysin, als in der mit einem
protonierten. Es verlasst seine Ubliche Position zwischen Ser70, Glu166 und
Asn170 und orientiert sich in Richtung des sich 6ffnenden aktiven Zentrums, wo
es durch Wechselwirkungen von Asn132 und Glu166 festgehalten wird. Eine
direkte Folge davon ist die zu beobachtende groliere Flexibilitat von Ser70.

Die RMSD-Werte von Arg244 und Glu166 zeigen in beiden Simulationen ein
sehr einheitliches Bild. Lys73 selber unterscheidet sich nicht auffallig in seinen
relativen Positionen von der Kiristallstruktur, ob mit oder ohne protonierter
e-Aminogruppe, auch wenn in der MD-Simulation mit protoniertem Lys73 etwas
geringere RMSD-Werte aufgezeichnet wurden.

' Mit Backbone werden die Atome der Peptidbindung sowie die Ca-Atome (mit Wasserstoffen)
der Aminosauren bezeichnet, sie bilden das ,Ruckgrat” eines Proteins.
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Abbildung 4.1 RMSD-Wert Schwankungen der Heavy-Atoms von Aminosauren des
aktiven Zentrums wahrend einer 400ps MD-Simulation
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Das benachbarte Lys234 scheint bis zum letzten Viertel der beobachteten
Simulation stabiler in der Variante mit neutralem Lysin zu bleiben. Der RMSD-
Wert steigt jedoch ab ca. 350 ps an und pendelt sich auf einem Niveau,
vergleichbar dem der Moleklldynamik-Simulation mit protoniertem Lys73, ein.

4.2.2 Wasserstoffbriicken des aktiven Zentrums

Die Uber die Molekuldynamik-Simulationsdauer alle 500 fs aufgezeichneten
Geometrien wurden nach Existenz und Stabilitat mechanistisch
entscheidendender Wasserstoffbriicken des aktiven Zentrums untersucht.

Besonders wichtig sind hierbei die Wasserstoffbriicken, die das katalytische
Wasser in seiner Position zwischen Ser70 und Glu166 fixieren (s. auch Kapitel
4.6.2). Die Funktion des katalytischen Wassers ist im Deacylierungsschritt
sowohl nach einem Acylierungsmechanismus mit neutralem als auch mit
protonierten Lys73 identisch. Demnach darf der Protonierungsgrad von Lys73
keine Auswirkungen auf die Wasserstoffbricken haben, die eine korrekte
Position des Wassers gewahrleisten. Fur einen Mechanismus mit Glu166 als
General Base (Lys73 protoniert) ist die Position des Wassers zusatzlich fur den
Acylierungsschritt wichtig.

Die Wasserstoffbriicke von Ser70 zum neutralen Lys73 ist essenziell fur die
Deprotonierung von Ser70, falls ein neutrales Lys73 als General Base wirken
sollte.
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4.2.2.1 Ser70-Lys73 (neutral) Wasserstoffbriicke

In Abbildung 4.2 ist die Dauer der Wasserstoffbriicke von Ser70 zu Lys73 in
dem aktiven Zentrum des neutralen Lys73 in Abhangigkeit von der
Simulationsdauer dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die in dem
minimierten aktiven Zentrum noch vorhandene Bricke bei Beginn der
Simulation verschwindet und sich nur noch vorubergehend fur jeweils wenige
Femtosekunden erneut bildet.

+ Lys73 . B . . .

0 50 100 150 200 250 300 350 400
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Abbildung 4.2 Lebendsauer der Ser70-Lys73 Wasserstoffbriicke; MD-Simulation -
Lys73 neutral

4.2.2.2 Wasserstoffbricken des katalytischen Wassers (Wat307)

Fir die Betrachtung des Wasserstofforickenmusters des katalytischen
Wassermolekuls ist die Einbeziehung mehrerer Aminosauren noétig, da das
Wasser im Vergleich zu einer Aminosaure eine erhohte Flexibilitat besitzt und
so auch mit verschiedenen Aminosauren des aktiven Zentrums interagieren
kann.

Die Dauer der jeweiligen Wasserstofforiicke des Wassers mit den
unterschiedlichen Aminosauren ist jeweils in getrennten Zeitskalen fir die
beiden Protonierungszustande von Lys73 in Abbildung 4.3 wiedergegeben.

Sowohl das aktive Zentrum des neutralen als auch das des protonierten Lysins
scheint eine ausreichende Stabilisierung der Position des katalytischen
Wassers zu leisten. In beiden reilt der Kontakt zu Glu166 Uber die gesamte
Simulationsdauer nicht ab, auch wenn das jeweils beteiligte Sauerstoffatom des
Glutamats dabei variabel ist. Ebenfalls regelmallig vorhanden ist die
Wasserstoffbriicke zu Ser70.
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Abbildung 4.3 Lebensdauer der Wasserstoffbricken von Wat307 mit verschiedenen
Aminosauren des aktiven Zentrums mit neutralem oder protoniertem
Lys73

Die Hauptunterschiede werden bei der dritten beteiligten Aminosaure deutlich.
Wahrend in der Simulation mit protoniertem Lys73 das konservierte Asn170 als
weiterer Hauptwechselwirkungspartner auftritt, ist das in der Simulation mit
neutralem Lysin die Aminosaure Asn132. Asn132 ist im Vergleich zu Asn170
weniger zentral, sondern mehr in Richtung des sich 6ffnenden aktiven Zentrums
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platziert. Die Folge davon ist, dass das Wasser seine angestammte Position
verlassen muss, um mit Asn132 interagieren zu kdnnen.

Das ist auch an dem voribergehenden Auftreten einer Wasserstoffbricke zu
dem ebenfalls zentralen Lys73 erkennbar. In der Simulation mit der neutralen
Form des Lysins ist diese Wasserstoffbriicke Uberhaupt nicht zu beobachten
wahrend sie sich in der Simulation mit protoniertem Lys73 regelmalig bildet.
Der Positionswechsel des Wassers ist auch schon nach der Analyse der
Schwankungen der RMSD-Werte deutlich geworden.

Sowohl das aktive Zentrum mit neutralem als auch das mit protoniertem Lys73
konnen das fir die Deacylierung unabdingbare Wassermolekil (Wat307)
fixieren. Auffallend ist dabei, dass die Fixierung im Falle der Simulation mit
protoniertem Lys73 in einer katalytisch gunstigeren und mit der Kristallstruktur
besser Ubereinstimmenden Position gelingt. Hier konnten zudem die drei
Hauptwechselwirkungen, die in allen Klasse A Kristallstrukturen [64][127]-[132]
beschrieben worden sind, namlich die Wasserstoffbricken zu Ser70, Glu166
und Asn170 Uber die gesamte Simulationsdauer nahezu durchgangig
aufgezeichnet werden.

4.3 Elektrostatisches Umfeld von Lys73

Wenn Lys73 als General Base wirken soll, kommt seinem elektrostatischen
Umfeld eine wichtige Funktion zu. Wie in Kapitel 1.6.1.1 dargestellt, wird das
elektrostatische Umfeld von Lys73 fur eine signifikante Erniedrigung des pKs-
Wertes der Aminogruppe verantwortlich gemacht. Entscheidend hierbei sollte
der Einfluss von vielen positiv geladenen Aminosauren in unmittelbarer Nahe zu
Lys73 sein. Diese These wurde anhand der Abstande geladener Aminosauren
zu Lys73 Uberpruft.

In Abbildung 4.4 sind alle geladenen Aminosauren in der Nahe von Lys73
abgebildet, deren Ladungen nicht eindeutig infolge der Lokalisation an der
Proteinoberflache durch Solvatisierung abgeschirmt sind. Die zugrundeliegende
Struktur ist dieselbe Kristallstruktur von TEM1, die im vorhergehenden Kapitel
fur die MD-Simulationen genutzt wurde.
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Abbildung 4.4 Geladene Aminosauren in der Nahe von Lys73

In unmittelbarer Nachbarschaft zu Lys73 liegt mit einem Abstand von 6 A die, in
allen Klasse A [-Lactamasen strukturkonserviert enthaltene, Aminosaure
Lys234. In nur 3 A Abstand befindet sich Glu166 auf dem fir Klasse A
B-Lactamasen charakteristischen Q-Loop. Auf einer Seite von Lys73 finden
sich, mit einer Distanz von 12 und 16 A bereits etwas weiter entfernt, die positiv
geladenen Aminosauren Arg244 und Arg275, denen gegenuber Asp131 mit
einem Abstand von 7 A zu Lys73 platziert ist.

Am Ausgang des aktiven Zentrums befinden sich ein Arginin (Arg164) und drei
Glutamate (Glu168, Glu171, Glu239), die allesamt mit einem Abstand zwischen
13 und 15 A noch elektrostatische Wechselwirkungen mit Lys73 haben kénnen.
Sie liegen allerdings auch schon relativ weit an der Proteinoberflache, so dass
sie Kontakt zu Lésungsmittelmolekilen haben und sich ihre Effekte dadurch
abschwachen. Arg164 und Glu171 neutralisieren sich dartber hinaus, da sie
eine feste Salzbricke ausbilden.
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Die Verteilung der geladenen Aminosauren um Lys73 kann keinen Hinweis auf
eine so ausgepragte positive Polarisierung des gesamten aktiven Zentrums
erbringen, die nétig ware, um die Basizitat von Lys73 um die erforderlichen vier
Zehnerpotenzen abzusenken. In direkter Nachbarschaft zu Lys73 finden sich
nur eine negativ und eine positiv geladene Aminosaure. Zwei von den drei
nachsten nicht Lésungsmittel exponierten Aminosauren (Lys234, Arg244) sind
zwar positiv geladen, aber mit Uber 12 A bereits zu weit entfernt, um
entscheidend auf Lys73 einzuwirken.

Die postulierte Wirkung des Dipols der a-Helices auf Lys73 (besonders von a2)
lasst sich auch nur schwer nachvollziehen. Lys73 ist selbst Teil dieser Helix, so
dass die Seitenkette folgerichtig zentriert zur Seite heraussteht. Die
Dipolwirkung auf die Lys73-Seitenkette ist daher im Vergleich zu einer
endstandigen Position sehr viel geringer einzuschatzen und es ist sehr
unwahrscheinlich, dass durch die Dipolwirkung der langen Helix eine pKs-
Erniedrigung eintritt.

Sowohl die aus den MD-Simulationen gewonnenen Erkenntnisse als auch die
Analyse der elektrostatischen Gegebenheiten des aktiven Zentrums stltzen
zusammen mit den in Kapitel 1.6.1 dargestellten Argumenten die Theorie eines
protonierten Lys73 und Glu166 als General Base. Es wurde daher ein
Mechanismus modelliert, der die Aminosaure Glu166 nutzt, um Ser70 zu
aktivieren (detailliertere Ausfihrungen s. Kapitel 5.1).

4.4 Validierung der AM1-Methode fur Benzylpenicillin

In der Protein-QM/MM Modellierung hat sich die semiempirische Methode AM1
fur die meisten Fragestellungen als bestgeeignete Methode fur die Berechnung
des QM-Teils erwiesen. Sie ist daher in vielen Simulationen von
Enzymreaktionen erfolgreich eingesetzt worden. Es ist gezeigt worden, dass
AM1 generell sehr gute Geometrien — auch von Ubergangszustanden —
berechnet [133][134].

Trotzdem sollte sichergestellt werden, dass AM1 auch fir Benzylpenicillin
zufriedenstellende Geometrien liefert. Hierzu wurden Vergleichsrechnungen
durchgefuhrt.
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441 Ringgeometrie

Zur Uberpriifung der von AM1 bevorzugten Ringgeometrien wurden
Vakuumgeometrieoptimierungen von Benzylpenicillin mit AM1 sowie ab initio
Hartree-Fock- und B3LYP-DFT-Methoden mit groRen Basissatzen
durchgefuhrt. Die berechneten Strukturen wurden anhand der Parameter der
Ringgeometrien miteinander und mit der Kristallstruktur [136] von
Benzylpenicillin verglichen. Die Kristallstruktur diente auch als Ausgangs-
geometrie fur die Optimierungen, nachdem sie mit dem Programm SYBYL 6.5
[137] mit Wasserstoffen versehen und mit der Minimierungsmethode Steepest-
Descent in 100 Schritten im Tripos Kraftfeld [138] energieminimiert worden
waren. Die reprasentativen Parameter fur die erhaltenen Ringgeometrien sind
in Abbildung 4.5 aufgelistet.

Die Bindungslangen werden von AM1 in gutem Einklang mit den ab initio- und
DFT-Bindungslangen berechnet. Lediglich die Lactambindung wird um ca. 0.05
A zu lang wiedergegeben. Die Schwefel-Kohlenstoffbindungsldngen fallen
dagegen geringflgig kirzer aus als in den Kristall- und ab initio- bzw. DFT-
Thiazolidinringen.

Auch die durch AM1 bestimmten Bindungswinkel weichen nur unwesentlich von
den Vergleichswerten ab. Einzig der Bindungswinkel [C7:N4:C3] hat zu den
Werten der ab initio Geometrien eine noch tolerierbare Differenz von ca. 8°. Im
Vergleich dazu liegt der durch AM1 berechnete Winkel mit nur 1,5° Abweichung
sehr viel naher an den Werten der Kristallstruktur als die ab initio- und DFT-
Geometrien.

Die Torsionswinkel zeigen leichte Variationen in ihren Werten. Die von AM1
erhaltenen Daten liegen bei den Winkeln, die die Torsion des Lactamringes
bestimmen, genau zwischen den Kristalldaten und den Werten der ab initio-
und DFT-Berechnungen. Bei den Torsionswinkeln, die uber die Brucken-
kopfatome hinweg durch die Verknupfung beider Ringe definiert werden, sind
kleinere Abweichungen von den ab initio und DFT-Strukturen zu verzeichnen.
Die Ubereinstimmung mit der Kristallstruktur bleibt jedoch erhalten.

Insgesamt sind die geringflgigen Differenzen zu den Vergleichswerten im
selben, tolerierbaren Rahmen wie die Ergebnisse von Vergleichsrechnungen
einer sehr groRen Studie zur Untersuchung der durch unterschiedliche
theoretische Methoden berechneten Geometrien verschiedenster Molekile
[139] und bestatigen die Eignung von AM1 zur Berechnung der Ringgeometrien
des Grundgerustes von Benzylpenicillin, dem Penicillansaurebicyclus.
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Kristall- AM1 HF/ B3LYP/

struktur 6-311+G(d,p) 6-311+G(d,p)
Bindungslangen [A]
C7 N4 1,38 1,43 1,36 1,38
C7 C6 1,51 1,58 1,54 1,56
C6 C5 1,56 1,58 1,55 1,56
C5 N4 1,45 1,48 1,44 1,46
C5 S1 1,82 1,75 1,83 1,85
S1.C2 1,84 1,80 1,88 1,91
C2C3 1,56 1,56 1,57 1,58
C3 N4 1,46 1,45 1,45 1,46
Bindungswinkel [°]
C5N4 C7 94,08 93,44 94,95 95,09
N4 C7 C6 92,45 91,67 91,11 91,20
C7C6C5 84,71 84,26 83,90 83,97
C6 C5N4 89,69 89,69 87,96 88,28
C6 C5 S1 119,42 116,81 118,65 117,25
C7 N4 C3 125,16 123,76 131,47 132,72
C581C2 95,27 95,68 93,87 93,20
N4 C5 S1 105,16 109,45 105,13 104,99
Torsionswinkel [°]
N4 C5 C6 C7 5,31 6,91 10,10 8,45
C6 C5N4 C7 -5,80 -7,60 -11,42 -9,58
C7 N4 C3C2 -86,89 -90,83 -84,46 -84,58
S1 C5N4 C3 -20,20 -18,54 -34,30 -35,62

Abbildung 4.5 Geometrie-Parameter des Benzylpencillinbicyclus
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4.4.2 sp? - Stickstoffgeometrie

Die Seitenkette von Benzylpenicillin enthalt wie nahezu alle B-Lactam-
Antibiotika eine Seitenkette mit einer, einen sp?-hybridisierten Stickstoff
enthaltenden, Peptidbindung. Es ist bekannt, dass AM1 keine guten planaren
Geometrien fiir sp>-hybridisierte Stickstoffe liefert, so dass Modifikationen nétig
sind und die Geometrie der peptidischen Seitenkette gesondert untersucht
wurde.

Zur Gewabhrleistung eines planaren Stickstoffs in der Seitenkette wurden
Restraints eingefuhrt. Die Restraints wurden durch Eichrechnungen sowohl in
Auswahl der restrainten Atome als auch durch Variation der angewendeten
Kraftkonstanten so angepasst, dass mit AM1 im Vakuum sp?-Stickstoff-
geometrien, vergleichbar der einer High-Level DFT-Geometrie (B3LYP/6-
311+G(d,p)), berechnet werden konnten (s. Abbildung 4.6).

Um dies zu erreichen, wurde ein Dieder- und ein Improper-Dieder'-Restraint
eingefihrt (s. Anhang F) und durch alle in dieser Arbeit prasentierten AM1
Berechnungen hindurch beibehalten. Eine Variation dieser Restraints war nicht
angezeigt, da die Peptidbindung der Seitenkette nicht die Moglichkeit zur
Flexibilitat wahrend der Katalyse besitzen muss.

Die Seitenkette ist essenziell fur die Bildung des Michaelis-Menten Komplexes
und die Koordination des Substrats im aktiven Zentrum. Die Atome der
Seitenkette haben jedoch keinen direkten Einfluss auf die katalytische Funktion
des Enzyms und behalten ihr Wasserstoffbruckenbindungsmuster vom
Michaelis-Menten Komplex bis zum Acylenzym unverandert bei. Die Restraints
mussen dartber hinaus unverandert bleiben, um berechnete Geometrien und
deren Energien vergleichbar zu halten.

! Improper-Diederwinkel ist die CHARMM-Bezeichnung des ,out-of-plane“-Winkels.
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A

SN

CG H3

Torsionswinkel [°] B3LYP/ AM1/
6-311+G(d,p) Restraints

C1 N2 C5 04 0 (1,6) -1,1 (0,5)
C1 N2 C5 C6 0 (-178,8) -0,4 (-179,2)
C6 C5 N2 H3 0 (-1,6) 0,0 (-1,6)
H3 N2 C5 04 0 (178,7) 0,9 (179,7)

Abbildung 4.6 Torsionswinkel in [°] als Planaritats-Parameter fir den peptidischen
Stickstoff in der Benzylpenicillin-Seitenkette (Werte von AM1 relativ zu
denen der DFT-Struktur angegeben; in Klammern Absolutwerte)

4.4.3 Korrekturrechnungen der AM1-Energien

Das in Kapitel 3.5 beschriebene Verfahren zur Neuberechnung der Energien,
der durch AM1 erhaltenen Geometrien, wurde fur die Penicillinstruktur anhand
der Bestimmung von Enthalpien dberprift. Dabei wurden aus einer
Reaktionssimulation mit einem QM/MM-System Strukturen extrahiert und
zunachst einzeln im Vakuum geometrieoptimiert. Anschliefend wurden durch
Einzelpunktrechnungen  die  zugehodrigen  Energien  bestimmt.  Aus
Rechenzeitgrinden wurden nur Acetat, Methanol und das Anion der
Penicillansaure betrachtet. Zum Vergleich wurden die den Enthalpien
zugrundeliegenden  Energieberechnungen sowohl mit AM1-optimierten
Strukturen als auch mit High-Level DFT-optimierten Geometrien durchgefuhrt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.7 aufgeflhrt.
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2 Ekaukte 2 Eprodukte
Q CO0 ~ \ coo~
Energie Geometrie )J\o* Om )0]\ O\Tjig< o
_H
CH,OH S o s
B3LYP/ B3LYP/
6311+G(dp) ! 6311+G(d,p) -837169,36 -837087,68 81,68
B3LYP/ B3LYP/
6311+G(d,p) é 6-31+G(d) -837169,36 -837087,67 81,69
B3LYP/  ;  B3LYP/
6-31+G(d) 6-31+G(d) -836996,11 -836915,47 80,64
B3LYP/
6311+G(d,p) AMT -837153,33 -837068,45 84,88
B3LYP/
631+G@) | AW -836983,27 -836901,09 82,18

Abbildung 4.7 Enthalpiewerte, berechnet mit unterschiedlichen Ansatzen (Energien in
[kcal mol™])

Die mit B3LYP berechneten Enthalpiewerte weichen, unabhangig von dem
Ursprung der zugrundeliegenden Geometrie, nur geringfiigig voneinander ab
und zeigen so, dass der Level der quantenmechanischen Optimierungs-
methode nur einen kleinen Einfluss auf die Geometrie hat. Die Berechnungen
der Enthalpien mit den AM1 optimierten Strukturen zeigen mit dem kleineren
Basissatz die geringeren Abweichungen zu den jeweils reinen DFT-Werten.

Als theoretischer Level des Korrekturverfahrens von AM1 wurde daher
B3LYP/6-31+G(d) gewahlt, dass sich in vielen unabhangigen Untersuchungen
als die allgemeine DFT-Methode der Wahl gezeigt hat und ein sehr gunstiges
Verhaltnis von der Rechenzeit zu der Genauigkeit der Ergebnisse besitzt
[119][140].

4.5 Aufbau des QM/MM-Systems

Fir die Modellierung der enzymatischen Reaktionen wurde ein QM/MM-System
basierend auf den Daten einer Kristallstruktur entwickelt. Da die Qualitat des
Systems entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse der spateren
Reaktionswegberechnungen hat und die Entwicklung einen nicht unerheblichen
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Anteil an den Rechenzeitkosten verursacht, wird das Verfahren hier kurz
dargestellt.

4.5.1 Kiristallstruktur

Aus den in Kapitel 4.1.1 genannten Grinden, wurde eine von Strynadka et al.
mit 1.7 A ausreichend hoch aufgeldste Struktur als Grundlage fur das
Enzymmodell ausgewahlt (PDB: 1FQG, [67]). Die Kristallstruktur wurde von
einer E166N-Mutante gewonnen. Diese Mutation hat zur Folge, dass die
Lactamase keine Deacylierung mehr katalysieren kann (s. Kapitel 1.6.2). Da
das Enzym vor der Kristallisation mit Benzylpenicillin umgesetzt wurde, ist es
folglich an Ser70 mit dem gespaltenen B-Lactam verestert. Die Struktur stellt
somit — abgesehen von der Mutation — das Acylenzym, das Zwischenprodukt
der gesamten [(-Lactamase katalysierten Reaktion, und das Endprodukt des
Acylierungsschrittes dar.

Untersuchungen der Autoren sowie eigene Vergleiche mit Wild-Typ Strukturen
ergaben, dass die Mutation keinen Einfluss auf das Wasserstoffbriicken-
bindungsmuster des aktiven Zentrums hat und auch zu keiner Veranderung
peripherer Enzymabschnitte fuhrt.

Das Standard-B-Lactam-Antibiotikum Benzylpenicillin ist bereits in einer
physiologisch korrekten Konformation im aktiven Zentrum enthalten, so dass
eine haufige Fehlerquelle, namlich das nicht einwandfreie Docken’ einer
Substanz in das aktive Zentrum, allein durch die Wahl der Startstruktur
vermieden wurde. Die ausgewahlte Kristallstruktur eignet sich aus diesen
Grlinden ausgezeichnet als Startgeometrie fur die theoretische Untersuchung
der Acylierung, da es vom rechentechnischen Verfahren her unerheblich ist, in
welche Richtung eine Reaktion berechnet wird.

4.5.2 Ruckmutation der E166N-Mutante

Um das funktionsfahige aktive Zentrum des Wild-Typs zu generieren, musste
das durch Mutation in Position 166 eingefihrte Asparagin zurtck in ein
Glutamat umgewandelt werden. Aufgrund der Ahnlichkeit des vorliegenden
mutierten aktiven Zentrums mit dem des Wild-Typs, wurde die Geometrie von
Glu166 in einer natlrlichen TEM1-B-Lactamase als Vorlage genutzt.

' Das ,Docken* ist der Vorgang des Positionierens eines Substrats im aktiven Zentrum eines
Enzyms oder eines Ligands an einer Rezeptorbindungsstelle.
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Hierzu wurden ,Internal Coordinates® (ICs) von Glu166 einer Wild-Typ-
Kristallstruktur (PDB: 1BTL, [141]) generiert. Interne Koordinaten beschreiben
die Lage von Atomen einer Geometrie relativ zueinander und werden in
Abstanden und Winkeln definiert, nicht zu verwechseln mit kartesischen
Koordinaten, die die absolute Position angeben und durch X, Y und Z-Werte
festgelegt werden.

Die Atome der Seitenkette von Asn166 in der Mutante wurden geldscht und
durch neue Atome, von einer durch die ICs erzeugten Glutamat-Seitenkette,
ersetzt. Als Bezugsatome dienten dabei die aus der mutierten Kristallstruktur
beibehaltenen Backbone-Atome von Asn166. Auf diese Weise wurde effektiv
die Seitenkette des Wild-Typ Glutamats 166 in das aktive Zentrum der vormals
E166N-Mutante transferiert.

4.5.3 Wasserstoffatome

Die in der Kristallstruktur nicht vorhandenen Wasserstoffatome des Proteins
wurden aufgrund der  Standard ICs fir  Aminosauren  des
CHARMM22—Kraftfelds [89] erschaffen. Die Wasserstoffatome der
Kristallwassermolekile wurden mit der in CHARMM implementierten HBUILD-
Routine hinzugefligt [142].

Aufgrund der Biosynthese von Benzylpenicillin aus den Aminosauren R-Valin
und S-Cystein wurden auch fur die Wasserstoffe des Benzylpenicillins die ICs
von Aminosauren angewendet. Bei den Wasserstoffatomen, bei denen das
nicht eindeutig moglich war, wurde der wahrscheinlichste Wert gewahlt. Hierbei
ist anzumerken, dass die Platzierung bzw. Parametrisierung der Wasserstoffe
des Substrats nur von untergeordneter Bedeutung ist, da das gesamte Molekdl,
wie im folgenden Kapitel beschrieben wird, dem QM-Teil zugehorig und somit
von Kraftfeldparametern unabhangig ist.

4.5.4 Optimierung des katalytischen Wassers(Wat290) und der
Wasserstoffatome

Eine beachtenswerte Folge der Mutation von Glu166 zu Asn166 ist eine leicht
veranderte Position des konservierten Wassermolekiils (1FQG: Wat290") im

' Die Nummerierung der Kristallwassermolekiile wurden von der Kristallstruktur (ibernommen.
Bei der hier verwendeten Kristallstruktur (1FQG) tragt das katalytische Wasser die Nummer
290, wahrend es in der fur die MD-Simulationen (s. Kapitel 4.2) verwendeten Kristallstruktur
(1BTL) mit 307 nummeriert ist.
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Vergleich zum Wild-Typ. Diese Veranderung ist auf die Abhangigkeit der
Position des Wassermolekuls von seinen Wasserstoffbrickenbindungspartnern,
u.a. also auch auf die Aminosaure in Position 166, zurickzufuhren. Das
Wassermolekul ist zwar durch die typischen Wasserstoffbricken zu Ser70,
Asn166 und Asn170 noch immer fixiert, allerdings, aufgrund der um eine
Methylengruppe kirzeren Kette von Asn166 im Vergleich zu Glu166, an einer
leicht veranderten Position.

Nach erfolgter Ruckmutation wurde die Wasserposition wieder angeglichen.
Daher wurde eine SD-Energieminimierung von 278 Schritten durchgefuhrt, bei
der alle Atome aulRer Wat290 fixiert wurden. Durch diese Minimierung wurde
erreicht, dass das Wassermolekul wieder eine vergleichbare Position wie in den
Wild-Typ Strukturen eingenommen hatte.

In einer anschlieBRenden Minimierung wurden alle Wasserstoffatome optimiert,
wahrend alle Heavy-Atoms und der gesamte QM-Teil festgehalten wurden. Hier
waren 964 Schritte der SD-Methode nétig, um das Abbruchkriterium von 0,01
kcal mol™ zu erreichen.

4.5.5 QM-Region

In die QM-Region wurden aufler dem Substrat, Benzylpenicillin, auch vier
Aminosaure-Seitenketten des aktiven Zentrums integriert. Es wurden die
Aminosauren ausgewahlt, die aufgrund von Mutationsstudien sowie ihrer
strukturellen Konservierung eine aktive Funktion wahrend der Enzymkatalyse
vermuten lassen und mit denen daher ein Mechanismus modelliert werden
sollte. DarlUber hinaus wurde das in allen Klasse A [(B-Lactamasen enthaltene
konservierte Wassermolekul (Wat290) aufgenommen.

Die Aminosauren Ser70, Lys73, Ser130 und Glu166 wurden auf die in Kapitel
3.4.2.3 beschriebene Weise in die QM-Region (iberfiihrt. Als Ubergangsbindung
zwischen QM- und MM-Region wurde jeweils die Bindung zwischen dem die
funktionelle Gruppe tragenden Kohlenstoffatom und dem jeweils benachbarten
Kohlenstoffatom festgelegt. Vier der in Kapitel 3.4.2.3 beschriebenen Link-
Atome wurden entlang dieser Bindungen eingegliedert.

Die isoliert betrachtete QM-Region des Acylenzyms setzt sich so aus dem
Benzylpenicillin, zwei Methanolmolekilen, einem Methylammonium-Kation
sowie einem  Acetat-Anion  zusammen. Insgesamt  besteht die
guantenmechanisch beschriebene Region aus 70 Atomen (s. Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8 QM-Region, bestehend aus dem Substrat Benzylpenicillin sowie den
funktionellen Gruppen der Aminosauren Ser70, Lys73, Ser130, Glu166
und dem Wassermolekul Wat290

4.5.6 Solvatisierung und Formung des Systems

Zur Hydratisierung des Systems wurde eine praequilibrierte, spharische
Wasserbox von 26 A Radius auf das Enzym superpositioniert, wobei der
Sauerstoff von Ser70 als Reaktionszentrum und Mittelpunkt gesetzt wurde.

AnschlieBend wurde das System zu einer Sphare geschnitten, indem alle
Wassermolekule und Aminosauren, die nicht wenigstens ein Atom innerhalb
eines Radius von 18 A um das Zentrum besafen, geléscht wurden. Die
Reduktion der Atomanzahl durch diesen Schritt ist notwendig, da eine
Untersuchung eines Reaktionsweges durch QM/MM-Berechnungen mit allen
Atomen eines Enzyms zu rechenintensiv ist, um in einer angemessenen Zeit
durchgefuhrt werden zu kénnen.

Das Entfernen der auReren Proteinschichten ist fur die Modellierung der
Reaktion insofern unerheblich, weil auch bei Vorhandensein dieser entlegenen
Atome durch den Cutoff keinerlei Interaktionsenergien mit den Atomen des
aktiven Zentrums oder des Substrates direkt berechnet werden warden.

Eine physiologische Aufgabe der aufleren Aminosduren besteht darin, die
Wasserloslichkeit des Enzyms zu gewahrleisten. Dies zeigt sich auch durch die
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Haufung von Idsungsvermittelnden, geladenen Aminosduren in den
Grenzregionen. So wurden in diesem Schritt 99 der insgesamt 263
Aminosauren entfernt, wobei mit 32 mehr als die Halfte der insgesamt 61
geladenen Aminosauren darunter enthalten waren’.

Die andere wichtige Funktion von peripheren Aminosauren ergibt sich aus
deren Beitrag zur Bildung der Tertiarstruktur des Proteins. Diese soll das
Enzym an den entscheidenden Stellen rigidisieren, um u.a. den Eingang zum
aktiven Zentrum und die Kavitat selber ausreichend zu stabilisieren. Durch die
Reduktion des Systems kann das Protein diese stabilisierende Funktion nicht
mehr leisten, so dass besondere MalRnahmen erforderlich werden.

Zur Stabilisierung des Proteins und des aktiven Zentrums wurde ein eigens zu
diesem Zweck von Brooks et al. [95] entwickeltes Restraint-System fur die
duBeren 4 A des reduzierten Systems eingesetzt. Zur Anwendung dieser
Restraints wurde eine Randpufferzone definiert, die alle Proteinatome, die
weiter als 14 A vom Reaktionszentrum entfernt liegen, einschlieRt. Diese
Pufferzone wurde in vier weitere Unterpufferzonen unterteilt, wobei die
verschiedenen angewandten Kraftkonstanten fur Backbone-Atome, - und
y- Seitenkettenatome sowie fur die tGbrigen Heavy-Atoms von innen nach aul3en
ansteigen (s. Anhang F).

Das Verkleinern des Enzyms um die mechanistisch unwichtigen Aminosauren
wurde in vielen Reaktionsmodellierungen erfolgreich angewandt und kann
inzwischen als ein Standardschritt in der Modellierung von Enzymreaktionen
angesehen werden [95][112][143]-[146].

Es ist allerdings zu beachten, dass das Entfernen der duf3eren Aminosauren
eines Enzyms nur bei sehr gut aufgelosten Kristallstrukturen anwendbar ist, die
in dem verwendeten Kraftfeld stabil erscheinen, andernfalls wirde das System,
nicht zwangslaufig bei Minimierungen, auf jeden Fall jedoch bei
MD-Simulationen trotz Restraints auseinanderfallen. Die Stabilitat des
verkleinerten Enzyms wurde in reinen molekularmechanischen MD-
Simulationen Uberprift, aulerdem zeigten Vergleichsrechnungen einfacher
Reaktionsschritte  keine  strukturellen oder energetisch  signifikanten
Unterschiede zum vollstandigen Enzym.

' Enfernt wurden 7 Glu, 6 Asp, 7 Arg, 6 His und 6 Lys.
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Im nachsten Schritt wurden alle Uberlappenden Wassermolekule entfernt. Als
uberlappend wurde ein Wassermolekul eingestuft, wenn der Sauerstoff des
Wassermolekuls mit einem anderen Heavy-Atom der Kristallstruktur naher als
2,6 A zu liegen kam. Des Weiteren wurden die Wassermolekiile geldscht, deren
Sauerstoff einen gréReren Abstand als 6,5 A zu einem anderen Heavy-Atom
besal3, die also aufgrund ihrer Entfernung keinen hydratisierenden Effekt mehr
ausuben konnten.

Danach wurden in 4000 Schritten SD-Minimierung die Ubriggebliebenen 192
addierten Wassermolekule optimiert, wahrend alle anderen Atome festgehalten
wurden. Darauf schlossen sich noch einmal eine 882-Schritte SD- und
191-Schritte ABNR-Energieminimierung aller Wasserstoffe bei Fixierung aller
Heavy-Atoms an.

Durch diese aulRerst genaue Minimierungsprozedur der Wassermolekile und
Wasserstoffe wurde verhindert, dass in der folgenden Equilibrierung durch
ungenau positionierte Wassermolekdle artifizielle Bewegungen erzeugt werden.
Die Equilibrierung der addierten Wassermoleklile und des Kristallwassers
wurde mit einer 11 ps langen MD-Simulation mit anschlielender Minimierung
durchgefuhrt. Danach wurden erneut alle Wassermolekiile, die nicht mehr oben
angefuihrten  Kriterien genugten, geloscht. Dies waren vor allem
Wassermolekuile, die trotz Anwendung von ,stochastic-boundary-conditions*
Uber die 18 A Grenze hinaus evaporiert sind, was als ein Indiz fiir deren
ursprunglich ungunstige Position angesehen werden kann.

Um eine vollstandige Hydratisierung sicherzustellen, wurde dieselbe Prozedur
(Wasseraddition, Minimierungen, MD-Simulation) anschlieRend wiederholt.

Das fur die QM/MM-Berechnungen eingesetzte System bestand so aus 70 QM-
Atomen und 3216 MM-Atomen, in denen 226 Wassermoleklle (TIP3P-
Wassermodell [147]) enthalten waren.

4.5.7 Relaxation und Vollminimierung

Die empirische Parametrisierung von Kraftfeldern und die Packungsdichte von
Kristallen lasst auch Kristallstrukturen in Molecular-Modelling-Programmen
zunachst als verzerrte Geometrien mit hohem Energieinhalt erscheinen. In
einem Relaxationsschritt wurde daher eine Minimierung durchgefihrt, um
besonders unglnstige Bereiche zu eliminieren und die Ubrigen
Bindungsparameter dem Kraftfeld anzupassen. Hier wurden nicht die oben
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erlauterten Pufferrestraints, sondern stattdessen Restraints auf alle Backbone-
und Seitenketten-Heavy-Atoms mit hohen Kraftkonstanten angewendet.

Fir die Seitenketten wurde eine Kraftkonstante von 25 kcal mol™ und fiir die
Backbone-Atome eine Kraftkonstante von 50 kcal mol™ eingesetzt. Nach einer
SD-Minimierung von 500 Schritten zeigte das Backbone einen RMSD-Wert im
Vergleich zur Kristallstruktur von 0,04 A, die Seitenketten von 0,15 A und die
unrestrainten QM-Heavy-Atoms von 0,4 A. Die duRerst geringe Abweichung
des Backbones und der Seitenketten von der Kristallstruktur deuten an, dass
das Ziel dieser Minimierung, eine Relaxierung besonders unvorteilhafter
Geometrien, ohne grofl’e Strukturanderungen erfolgreich durchgefihrt werden
konnte, wobei sich der absolute Energieinhalt von -1902 auf -3816 kcal mol™
verminderte.

Der erhaltenen Struktur kommt den in dieser Arbeit prasentierten
Berechnungen eine sehr wichtige Rolle zu. Sie stellt die Referenzstruktur dar,
auf die die Pufferregion-Restraints, die in jeder QM/MM-Rechnung angewendet
werden, bezogen werden. Das Setzen der Pufferregion-Restraints, basierend
auf dieser Struktur, verspricht ein moglichst durch alle Rechnungen hindurch
straffes Halten des Systems an den Koordinaten der relaxierten
Rontgenkristallstruktur.

Nach der Relaxation wurde die Struktur in 1000 Schritten SD- und
anschlieBenden 1839  Schritten ~ ABNR-Minimierung bis zu dem
Abbruchkriterium von 0,01 kcal mol’ optimiert. Diese ,vollminimierte® Struktur
reprasentiert die Startstruktur flir die anschlieRenden Reaktionsweg-
berechnungen.

Samtliche Berechnungen von Energiebilanzen mussen, um vergleichbar zu
sein, auch mit einer Standardmethode evaluiert werden. Die angewandte
Methode wurde dementsprechend auch zur Berechnung der Startstruktur
benutzt. Das Abbruchkriterium ist dabei von besonderer Bedeutung und muss
in allen Energieberechnungen des Reaktionswegs eingehalten werden. Es wird
dadurch erreicht, dass die Energien von Geometrien berechnet werden, die mit
derselben Prazision energieminimiert wurden und nur deswegen vergleichbar
sind.
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In allen Reaktionswegberechnungen wurden die gleichen Minimierungs-
bedingungen angewendet und sollen aufgrund ihrer Bedeutung hier im
Uberblick einmal zusammengefasst werden, um Wiederholungen in einzelnen
Kapiteln zu vermeiden:

»yStandard-Minimierungsmethode*

Algorithmus Adopted Basis (s. Kapitel 3.2)
Newton-Raphson (ABNR)
Abbruchkriterium 0,01 kcal mol” (s. Kapitel 4.5.7)
Protein-Restraints Pufferregion-Restraints (s. Kapitel 4.5.6)
(s. Anhang F)
QM-Restraints Peptidischer Stickstoff (s. Kapitel 4.4.2)
Evtl. Reaktionskoordinate  (s. Kapitel 3.6)

Abbildung 4.9 zeigt zur Veranschaulichung die Behandlung der Kristallstruktur
bis hin zur Startstruktur in einem Fliessdiagramm auf.
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E166N — TEM1 Kristallstruktur
(1FQG; 1,7 A Auflésung)

TEM1 Kristallstruktur

TEM1 Kristallstruktur
mit Wasserstoffen

TEM1
hydratisiert

TEM1
relaxierte Referenzstruktur

« Ubernahme ICs von 1BTL E166

» Léschen von N166 und
neu Erschaffen von E166

* Bildung der Protein-H durch ICs
* Bildung der Wasser-H durch ,HBUILD"

* Bildung der Benzylpenicillin-H
durch ICs

* Optimierung der Position von Wat290
» Wasserstoff-Minimierung

Zwei Mal:
» Addition von Wassersphare

» Léschen: weiter weg von Ser70-O als 18 A,
naher als 2,5 A an Heavy-Atom,
weiter als 6,5 A von Heavy-Atom

* Minimierungen

* 11 ps MD-Simulation des Wassers mit
anschlieendem Minimieren und Loschen

* 500 Schritte SD-Minimierung
Restraints:
Heavy-Atoms des Backbones mit 50 kcal mol,
die der Seitenketten mit 25 kcal mol!

Standard-Minimierungsbedingungen
* 1000 Schritte SD-Minimierung
+ 1839 Schritte ABNR-Minimierung

vollminimierte Startstruktur

Abbildung 4.9 Arbeitsschritte zur Generierung einer Startstruktur fir QM/MM-
Berechnungen basierend auf der Kristallstruktur 1FQG
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4.6 Michaelis-Menten Komplex

Der Michaelis-Menten Komplex besteht aus dem Enzym und dem im aktiven
Zentrum durch ausschlie8lich nichtkovalente Wechselwirkungen gebundenem
Substrat. Die Lage des Substrats oder eines Inhibitors im aktiven Zentrum und
die sich daraus ergebenden madglichen Wechselwirkungen bestimmen in der
Regel auch den Mechanismus der ersten Reaktionsschritte. Eine genaue
Untersuchung des Komplexes ist daher fur die Mechanismusaufklarung
zwingend erforderlich. Dabei kann schon die hierbei angewandte Methode
einen grof3en Einfluss auf das Ergebnis haben.

Bei der Betrachtung eines Komplexes, der durch Geometrieoptimierungen einer
Kraftfeldmethode generiert wurde, lassen sich bei guter Parametrisierung haufig
Ruckschlisse auf einen mdoglichen Reaktionsmechanismus anhand des
vorliegenden Wasserstoffbrickenbindungsmusters ziehen. Bei Anwendung
eines semiempirischen QM/MM-Systems ist dies schwieriger, da
semiempirische Methoden Wasserstoffbricken generell nicht zuverlassig
voraussagen bzw. diese aus semiempirisch bedingten, energetischen Grinden
nicht immer finden [148]-[150].

Obwohl die angewendete Methode AM1 noch immer die beste der
semiempirischen Methoden fur die Untersuchung von Wasserstoffbricken ist,
muss trotzdem davon ausgegangen werden, dass durch die in Kapitel 4.5.5
beschriebene Einbindung der katalytisch aktiven Seitenketten in die
QM-Region, das Auffinden von Wasserstofforicken zwischen dem
quantenmechanisch beschriebenen Substrat und diesen vier Seitenketten nur
eingeschrankt moglich ist.

Fir die Modellierung des Mechanismus hat das insofern keine Konsequenzen,
da die essenziellen Wasserstoffbricken von zu transferierenden Protonen
durch die jeweils angewendeten Reaktionskoordinaten (s. Kapitel 3.6)
sichergestellt werden. Wasserstoffbricken zwischen QM- und MM-Region
werden wesentlich besser mit AM1 gefunden, wenn auch nicht so zuverlassig
wie mit reinen molekularmechanischen Methoden. Es lassen sich trotz dieser
Schwierigkeiten einige Wasserstoffbricken innerhalb der QM-Region und vor
allem auch zwischen Atomen der QM- und der MM-Region identifizieren, die
gerade deswegen fur das System als besonders wertvoll eingestuft werden
mussen.
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4.6.1 Wechselwirkungen: Benzylpenicillin — aktives Zentrum

Das aktive Zentrum befindet sich am Ende der Spalte zwischen der all-a- und
der a/B-Domane. Das Benzylpenicillin bindet bei der Bildung des Michaelis-
Menten Komplexes mit der Carboxylatgruppe voraus in das aktive Zentrum der
B-Lactamase. Die Seitenkette mit dem Benzylrest ist dagegen in Richtung des
Ausgangs vom aktiven Zentrum angeordnet (s. Abbildung 4.10).

Abbildung 4.10 Oberflachendarstellung des Michaelis-Menten Komplexes von
Benzylpenicillin im aktiven Zentrum von TEM1

Die wichtigste Gruppe fir die Koordination des Penicillins ist die
Carboxylatgruppe am Thiazolidinring. Sie wird in einer, von drei konservierten
Aminosauren gebildeten, elektrostatisch positivierten Tasche gebunden
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(s. Abbildung 4.11). Die obere und untere Seite wird dabei von den positiv
geladenen Aminosauren Lys234 und Arg244 begrenzt. In die Mitte der Tasche
zeigt die Hydroxylgruppe von Ser235, die eine feste Wasserstoffbriicke mit
einem der Carboxylatsauerstoffe des Penicillins bildet. Wegen des ionischen
Anteils dieser Interaktionen kommt der Carboxylatgruppe so eine Ankerfunktion
fur das Benzylpenicillin im aktiven Zentrum zu.

Abbildung 4.11 Michaelis-Menten Komplex von TEM1 mit Benzylpenicillin

Das andere Ende des Penicillins wird Uber die ,Peptidbindung“ der Seitenkette
fixiert. Der Carbonylsauerstoff der Peptidbindung fungiert dabei als Akzeptor
eines Wasserstoffatoms von der Amidfunktion des ebenfalls konservierten
Asn132. Der peptidische Stickstoff doniert seinerseits einen Wasserstoff und
bildet so eine Brucke mit der Carbonylgruppe des Backbones von Ala237 aus
dem B3-Faltblatt.
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Eine weitere Ausrichtung des Substrats erfolgt durch die Bildung von zwei
Wasserstoffbricken zwischen dem Carbonylsauerstoff des (3-Lactamrings und
den Wasserstoffen der Peptidbindungen des Backbones von Ser70 und Ala237.
Diese elektrophile Tasche erhalt in der Katalyse eine ganz entscheidende
Bedeutung (nicht abgebildet; s. Kapitel 4.8.1).

Ser130 formt eine Wasserstoffbricke mit dem Stickstoff des [B-Lactamrings.
Allerdings ist sie geometrisch nicht einwandfrei auszumachen, da alle
beteiligten Atome der durch AM1 beschriebenen QM-Region angehoéren. Der
geringe Abstand von 3,3 A zwischen Stickstoff und Sauerstoff I4sst diese
Wasserstoffbrickenbindung jedoch als sehr wahrscheinlich erscheinen.

Es existieren weiterhin auch Dispersionswechselwirkungen zwischen dem
Substrat und dem Enzym, die allerdings fur die Bindung aufgrund des geringen
Betrages im Vergleich zu den elektrostatischen Wechselwirkungen nur eine
untergeordnete Rolle spielen. Vor allem die Methylgruppen des Thiazolidinrings
interagieren dabei mit den Seitenkette von Val216, Ala237 und Met270, das
aullerdem Kontakt mit dem Phenylring des Benzylpenicillins hat.

4.6.2 Wechselwirkungen: Aktives Zentrum

Auler den oben angefihrten Substrat-Enzym Wechselwirkungen existieren
weitere fur Katalyse und Stabilitat wichtige Wechselwirkungen der Aminosauren
des aktiven Zentrums untereinander. Eine Funktion dieser Wechselwirkungen
ist die Fixierung des Wassermolekuls 290. Das katalytische Wassermolekul
wird durch ein Netzwerk von Wasserstoffbriicken positioniert, das drei
Aminosauren einschliet. Die Aminosauren Ser70, Glu166 und Asn170 sind
triangelféormig um das Wassermolekul platziet und bilden derart
Wasserstoffbricken aus, dass Glu166 und Asn170 als Akzeptoren dienen,
wohingegen Ser70 als Donator beteiligt ist. Das Wassermolekul nimmt aufgrund
seiner bifunktionellen Eigenschaft, sowohl als Donor als auch als Akzeptor
fungieren zu konnen, die zentrale Position in diesem Netzwerk ein. Ser70,
Glu166 und das Wassermolekul sind Bestandteile der QM-Region, was zur
Folge hat, dass die beschriebenen Wasserstoffbricken im Modell nicht ideal
gerichtet sind. Der geringe Abstand der beteiligten Heavy-Atoms, der bei allen
kleiner ist als 3 A, sowie die Ergebnisse der freien MD-Simulationen (s. Kapitel
4.2.2.2) lassen an ihrer Existenz jedoch keine Zweifel.

Lys73 hat sowohl bei der Konstruktion des aktiven Zentrums als auch beim
Michaelis-Menten Komplex eine sehr wichtige ordnende Funktion. Die
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Aminogruppe ist in unmittelbarer Nahe von Ser70 positioniert und bildet als
Donator auRer mit Ser70 Wasserstoffbricken mit Ser130, Glu166 und Asn132
aus. Durch diese Verbruckung des aktiven Zentrums wird dieses zum einen
offen gehalten, zum anderen wird zusatzlich durch die Absattigung des
Sauerstoffs von Ser130 verhindert, dass Ser130 seinerseits mit dem
benachbarten Ser70 interagieren kann.

Diese Absattigung ist wichtig, da erst durch sie die Bildung der oben
beschriebenen Wasserstoffbricke von Ser70 mit Wat290 gewahrleistet wird,
ohne die Ser70 nicht flr einen nucleophilen Angriff an das Substrat aktiviert
werden kann. Ser130 wird in seiner Position weiter fixiert, indem es eine
Wasserstoffbricke zu Lys234 ausbildet. Glu166 interagiert durch eine weitere
Wasserstoffbricke mit Asn170.

4.7 Berechnung der Acylierungsreaktion

Wie bereits in Kapitel 4.5.1 beschrieben, handelt es sich bei der ausgewahlten
Kristallstruktur um das Endprodukt der zu modellierenden Acylierungsreaktion.
Die einzelnen Reaktionsschritte und deren Berechnungen werden dennoch in
der richtigen chronologischen Reihenfolge vorgestell, um eine bessere
Ubersicht zu erreichen. Die Berechnungen der einzelnen Reaktionsschritte
wurden zudem mit gegenlaufigen Reaktionskoordinaten in jeweils beide
Reaktionsrichtungen durchgefuhrt, um so ein vollstandigeres Bild der Reaktion
zu erhalten und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sicherzustellen.

4.7.1 Acylierung 1. Schritt:
Bildung des tetrahedralen Zwischenprodukts

Die Bildung des tetrahedralen Zwischenprodukts vom Michaelis-Menten
Komplex stellt fir Benzylpenicilin - wie fir die meisten Substrate - den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der gesamten B-Lactamspaltung durch
B-Lactamasen dar. Insgesamt sind drei Reaktionen zur Bildung des
tetrahedralen Zwischenprodukts nétig (s. Abbildung 4.12). Fur den nucleophilen
Angriff an den Carbonylkohlenstoff des B-Lactamrings (Z) wird Ser70 durch
Deprotonierung (Y) aktiviert, die Glu166 als General Base unter Nutzung eines
Wassermolekuls gewahrleistet (X).
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Abbildung 4.12 Reaktionen zur Bildung des tetrahedralen Ubergangszustandes

4.7.1.1 Aktivierung von Ser70

Die Aktivierung von Ser70 setzt die Abstraktion des Protons der
Hydroxylgruppe durch Glu166 Uber Wat290 voraus. Es wurden in einem
Reaktionsschritt beide dazu nétigen Protonentransfers (X, Y) modelliert, um das
Auftreten eines Hydroxoniumions in Nahe zum deprotonierten Serin bei
alleinigem Modellieren von (X) zu verhindern.

Hierzu wurden zwei Reaktionskoordinaten definiert (s. Abbildung 4.13). Die
eigentliche Deprotonierung wurde durch die Reaktionskoordinate Ry
(Ry = dO4:H1] — d[O2:H4]) restraint. Der Transport eines Protons vom
Wassermolekul zur General Base, Glu166, wurde durch eine weitere
Reaktionskoordinate Ry (Ry = d[O2:Hy] - d[O3:H2]) bestimmit.
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Abbildung 4.13 Definition der R,/Ry — Reaktionskoordinaten fur die Aktivierung von Ser70
Rot - zu brechende Bindung
Grin - zu bildende Bindung

Beide Reaktionskoordinaten wurden in 0,2 A — Schritten verandert' und - wie in
Kapitel 3.6 beschrieben - harmonisch restraint, so dass zu jeder Kombination
der Werte der Reaktionskoordinaten eine entsprechende Geometrie und deren
Energie  berechnet wurde. Durch die Anwendung von  zwei
Reaktionskoordinaten ergibt sich eine zweidimensionale ,Potential Energy
Surface” (PES), eine Potenzialhyperflache, die durch die berechneten Energien
definiert wird (s. Abbildung 4.14).

Die wahrscheinlichen Zwischenprodukte, d.h. Energieminima auf der
Potenzialflache, wurden zusatzlich ohne das durch die Reaktionskoordinaten
hervorgerufene Potenzial energieminimiert. Die erhaltene Potenzialhyperflache
ist in Abbildung 4.14 abgebildet.

' Die Richtung, in die eine Reaktionskoordinate verandert wird, hangt von der Definition ab, je
nachdem welche Distanz als Minuend in die Differenzbildung eingeht, wird die Variable
erhéht oder erniedrigt; im vorliegenden Fall wurden die Reaktionskoordinaten also
vergrofert.
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Glu166

Geometrie [x11;y0]

Geometrie [x11;y11]
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Michaelis-Menten Komplex
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Abbildung 4.14 Potenzialhyperflache der Reaktionskoordinaten Ryund Ry

Die Struktur bei [x0;y0] entspricht der des Michaelis-Menten Komplexes. Die
Energie des Michaelis-Menten Komplexes wurde auf Null gesetzt und die
Energien der anderen berechneten Strukturen relativ dazu angegeben’. Bei
niedrigen y-Werten, d.h. bei Transferbeginn des Ser70-Protons, kann entlang
der Reaktionskoordinate Ry, der Deprotonierung des Wassermolekuls, ein
Energieanstieg im Zusammenhang mit der Bildung des Hydroxidions
beobachtet werden. Bei hohen y-Werten, nachdem das Proton von Ser70 an
das Wassermolekll Ubergegangen ist, fallt die Energie bei Fortschreiten der
Reaktionskoordinaten Ry ab. Entlang dieser Koordinate kann das entstandene
Hydroxoniumion das Glutamat 166 protonieren und so seine aufgenommene
Ladung weitergeben.

In dem mittleren Bereich der Reaktionskoordinaten ist fir jeden Ry-Wert eine
Kante entstanden, an der die Energie stark abfallt. Dieser Energiesprung steht
im Zusammenhang mit dem spontanen nucleophilen Angriff des deprotonierten

' Alle Energieinhalte der im Rahmen dieser Arbeit berechneten Geometrien werden relativ zu
der Energie des Michaelis-Menten Komplex angegeben.
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Ser70 an den Carbonylkohlenstoff des (B-Lactams (Reaktion Z, s. Abbildung
4.12). Die Kante zeigt, dass ein deprotoniertes Ser70 im aktiven Zentrum nicht
stabil ist. Die Abstraktion eines Protons von Ser70 flhrt immer zu einem, vom
Fortschreiten der durch Ry beschriebenen Reaktion unabhangigem,
nucleophilen Angriff.

Der nucleophile Angriff ist in keiner der hier angewandten Reaktionskoordinaten
restraint. Das flhrt dazu, dass eine grol’e Barriere entsteht, bevor die
unrestrainte Reaktion erfolgt und der damit verbundene Energiegewinn auftritt.
Eine quantitative Auswertung der Potenzialflache ist daher aufgrund des
Energiesprungs nicht moglich.

Der Einsatz von Reaktionskoordinaten, die zu einer oder mehreren nicht darin
definierten Reaktionen flhren, kdnnen keine gleichmalig verlaufenden
Potenzialflachen liefern. Die unrestraint auftretende Reaktion, hier der
nucleophile Angriff, lauft von einem Schritt der Reaktionskoordinate auf den
nachsten vollstandig ab. Die jeweiligen Strukturen werden durch die
angewendete Minimierung direkt absolut minimiert, da sie durch keinen
Restraint bei ungiinstigeren, dem Ubergangszustand der unrestrainten
Reaktion naheren, Geometrien gehalten werden, so dass es zu einem abrupten
Energiegewinn kommt.

Die Reaktionsbarrieren werden zu hoch berechnet, weil sie eindeutig durch die
unrestrainte Reaktion bestimmt werden, so auch im vorliegenden
Reaktionsschritt durch den nucleophilen Angriff. Vor dem Schritt der
Reaktionskoordinate Ry, der letztlich zum nucleophilen Angriff fihrt, werden in
den vorhergehenden Schritten sehr unglnstige Strukturen minimiert und die
Barriere wird unnatirlich hoch, gefolgt von einem dann sehr grofen
Energiegewinn. Es muss also auller der AM1-bekannten generellen
Ubertreibung von Reaktionsbarrieren [133][134] von einer weiteren, nicht
abschatzbaren Erhohung ausgegangen werden.

Die Geometrie [x0;y11] ist als eine tetrahedrale, zwischenprodukt-ahnliche
Struktur anzusehen. Die Struktur enthalt im aktiven Zentrum zwar ein
Hydroxoniumion, wird aber von AM1 als stabiles Minimum berechnet. Der
anschlieRende Protonentransfer zur Wiederherstellung des Wassermolekiils
und Protonierung von Glu166 ([x0;y11] bis [x11;y11]) hat jedoch nur eine sehr
kleine Barriere von 0,8 kcal mol™.

Die Struktur am Ende beider Reaktionskoordinaten entspricht dem
tatsachlichen tetrahedralen Zwischenprodukt. Diese, bei den eingesetzten
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Reaktionskoordinaten eigentlich unerwartete Struktur, enthalt bereits einen
tetrahedralen Carbonylkohlenstoff und die protonierte General Base, Glu166.

Aufgrund des Energiesprungs - hervorgerufen durch den unrestrainten Ser70-
Angriff - 1asst sich von der Potenzialflache zwar keine quantitative, jedoch eine
qualitative Aussage treffen. Im aktiven Zentrum ist ein deprotoniertes, negativ
geladenes Ser70 nicht stabil. Bei Deprotonierung kommt es zu einem
spontanen nucleophilen Angriff, der in keiner Abhangigkeit zu dem
Protonentransfer vom Wassermolekal zur General Base steht. Die
Potenzialhyperflache weist daher auf einen konzertierten
Reaktionsmechanismus von Deprotonierung und nucleophilen Angriff hin.
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4.7.1.2 Nucleophiler Angriff und Ser70-Deprotonierung

Die beiden in vorhergehender PES zeitgleich stattfindenden Reaktionen, von
denen eine nicht restraint war, wurde durch die Berechnung einer
Potenzialflache unter Anwendung der flir diese Reaktionen entsprechenden
Reaktionskoordinaten untersucht.

Reaktionskoordinate Ry fur die Deprotonierung von Ser70 wurde beibehalten.
Anstelle von Ry wurde eine neue Reaktionskoordinate R; eingefuhrt, die den
Angriff von Ser70 an den Carbonylkohlenstoff beschreibt (R; = d[O4:C4]; s.
Abbildung 4.15). Ry wurde in 0,1 A vergrdRert, wahrend R, bestehend aus nur
einer Distanz, in 0,05 A — Schritten reduziert wurde.

Lys73 Ser130

Ser70 / |
: 0

AN /

A CETEA T

A -

H—0Q7 COO

. \ O,
/L HO il S
o xl_l\s
Glu166 N'H H

Abbildung 4.15 Definition der Ry/R,~ Reaktionskoordinaten fur Aktivierung von Ser70
Rot - zu brechende Bindung
Griin - zu bildende Bindung

Die mit den Reaktionskoordinaten berechnete PES ist in Abbildung 4.16
dargestellt. Die Energie des Michaelis-Menten Komplexes ist bei den
Nullpunkten der beiden Reaktionskoordinaten - analog der Ry/Ry»-PES - zu
finden. Die glatt verlaufende Form der Potenzialhyperflache zeigt, dass bei
Anwendung der Reaktionskoordinaten Ry und R; zunachst keine unrestrainten
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Reaktionen auftreten. Das wird auch durch die Analyse der erhaltenen
Strukturen bestatigt.
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Abbildung 4.16 Potenzialhyperflache der Reaktionskoordinaten Ry und R,

Die Potenzialhyperflache bestatigt die aus vorhergehender PES gewonnenen

Erkenntnisse und zeigt eindeutig die Konzertiertheit der beiden Reaktionen
(Y,Z) auf. Der Weg der geringsten Energie lauft nicht, einem sequenziellen

Mechanismus folgend, entlang nur einer der beiden Reaktionskoordinaten-
achsen an deren Ende sich ein Energieminimum bildet bevor dann die Reaktion
der zweiten Reaktionskoordinaten beginnen wirde. Der energetisch gunstigste
Weg fir das System lauft durch die Mitte der Potenzialhyperflache tber den
Ubergangszustand bei Geometrie [y4;z16] (s. Abbildung 4.17a) von dem eine
Barriere fiir die Reaktion von 20,7 kcal mol™ bestimmt werden kann.
Abstand genau der

Im Ubergangszustand befindet sich das Proton von Ser70 mit jeweils 1,2 A
in Mitte zwischen

den des
Wassermolekiils sowie der Hydroxylgruppe. Der nucleophile Angriff ist schon

Sauerstoffatomen
vorangeschritten, die Lange der entstandenen Bindung ist jedoch mit 1,67 A
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noch eindeutig groRer als die ideale Bindungslange im Zwischenprodukt von
1,46 A.

Glu166 Glu166

Ser130 Ser130

Wat290

(a)

Abbildung 4.17 QM-Atome von reprasentativen Strukturen aus der Ry/ R, —
Potenzialhyperflache (Ladngenangaben in A)
(a) Ubergangszustand (Geometrie [y4;216])
(b) zwischenprodukt-ahnliche Struktur (Geometrie [y11;z10])

Die Struktur des Energieminimums bei [y11;z10] (s. Abbildung 4.17b) entspricht
der der zwischenprodukt-ahnlichen Struktur aus der vorhergehendenden PES.
Ser70 hat die Carbonylgruppe angegriffen und der Carbonylkohlenstoff hat eine
tetrahedrale Konfiguration angenommen. Das Wassermolekil liegt nach
Aufnahme des Protons als Hydroxoniumion vor.

Die Stabilitat dieser zwischenprodukt-ahnlichen Struktur ist allerdings fraglich.
Trotz der Berechnung eines Energieminimums konnte bei hdheren Y-Werten,
wenn sich das Proton und damit auch des Wassermolekul weiter von Ser70
entfernen, eine spontane Deprotonierung des Wassers durch Transfer eines
Protons zu Glu166 beobachtet werden (Werte nicht gezeigt). AuRerdem wurde -
ausgehend von der minimierten Geometrie [y15;z19] — eine sehr niedrige
Barriere fur diesen Protonentransport in einer eindimensionalen
Reaktionswegberechnung mit Ry als Reaktionskoordinate (s. Abbildung 4.12)
bestimmt. Die Potenzialflache (s. Abbildung 4.18) zeigt einen grof3en
Energiegewinn nach Uberwindung einer Barriere von nur 0,9 kcal mol™”. Die
berechnete Barriere ist viel zu gering, als dass es sich tatsachlich um ein
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stabiles Zwischenprodukt handeln konnte. Die verwendeten
Reaktionskoordinaten scheinen daher trotz der berechneten AM1-
Energieminimumstruktur flr die Beschreibung des vollstandigen ersten
Acylierungsschritts nur bedingt geeignet zu sein.

20

10 A

-10 4

-20 1

-30

x0 x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x8 x9 x10 x11 x12 x13 x14 x15 x16 x17 x18

Abbildung 4.18 Potenzialflache der Reaktionskoordinate Ry

Die AM1-QM/MM-Potenzialflache der Reaktionskoordinaten Ry und R; wurde
uberpruft, indem die erhaltenen Energien nach dem in Kapitel 3.5
beschriebenen Verfahren neu berechnet wurden. Die in Abbildung 4.19
gezeigte PES der mit BALYP korrigierten Energien bestatigt die Erkenntnisse
uber die bereits angedeutete Instabilitat des tetrahedralen Zwischenprodukts 1
bei [y15;z19].

Die vermeintliche zwischenprodukt-ahnliche Struktur wird durch B3LYP als eine
Struktur hohen Energieinhalts berechnet, ohne dass auch in dessen Nahe auf
der Potenzialflache ein Energieminimum erkennbar ist. Die ohnehin durch AM1
gering berechnete Stabilitat muss daher auf die semiempirische Methode
zurlckgefuhrt werden und die Struktur nicht als reelles Zwischenprodukt,
sondern als AM1-Energie-Artefakt angesehen werden.

Das Fehlen einer Barriere in der PES zeigt, dass die Reaktion nicht allein durch
die zwei angewendeten Reaktionskoordinaten beschrieben werden kann. Die
Energie steigt wahrend des nucleophilen Angriffs an und erreicht bis zu seiner
Vollendung (z20, d[0+:C4] = 1,46 A) kein Energieminimum, das einem stabilen
Zwischenprodukt entsprechen kénnte. In der energiearmsten Struktur auf der
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z20-Achse bei [y5;z20] ist das zu abstrahierende Proton noch nicht vollstandig
transferiert, sondern mit einer Distanz von 1,33 A zu O sowie 1,13 A zu O,
zwischen Donor und Akzeptor platziert.

Eine Struktur mit einem protonierten Wasser im aktiven Zentrum ist instabil. Der
zweite Protonentransfer von Wat290 zu Glu166 muss daher einsetzen, bevor
das erste Proton von Ser70 vollstandig an Wat290 Ubergegangen ist.
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Abbildung 4.19 Potenzialhyperflache der Reaktionskoordinaten Ry und R,
(QM-Energien mit B3LYP/6-31+G(d) neu berechnet)

4.7.1.3 Nucleophiler Angriff, Ser70 Deprotonierung und Protonentransfer
zu Glu166

Aus den vorangegangenen Berechnungen ist deutlich geworden, dass alle drei
Reaktionen (X, Y und Z) in einem Schritt bertcksichtigt werden mussen. Die
Reaktionskoordinaten Ry und Rz wurden hierflir zu Ry; kombiniert (Ryz = d[O1:H1]
— d[O2:H] — d[C+:04]; s. Abbildung 4.15), wahrend Ry unverandert beibehalten
wurde. Die SchrittgroRe der Verdnderung von Ry wurde mit 0,1 A nicht
verandert. Ry; wurde entsprechend den angewendeten SchrittgroRen der
einzelnen Reaktionskoordinaten in 0,15 A Intervallen vergréRert.
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Durch die Definition von Ry; wurde dem System die Freiheit gelassen, zu jeder
Phase des Protonenubergangs von Wat290 zu Glu166 (Ry) das gunstigste
Verhaltnis des Fortschritts des nucleophilen Angriffs zu dem der Ser70
Deprotonierung zu berechnen.

Bei Anwendung der Reaktionskoordinaten ergibt sich die in Abbildung 4.20
dargestellte Potenzialhyperflache.
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Abbildung 4.20 Potenzialhyperflache der Reaktionskoordinaten Ry und Ry,

Das Profil der Potenzialflache entspricht dem einer konzertierten Reaktion. Der
Weg der geringsten Energie verlauft durch die Mitte der Potenzialflache, mit
dem von AM1 berechneten Ubergangszustand bei [x7;yz9] (s. Abbildung 4.22a)
als Punkt hochster Energie. Das Energieminimum, das dem tetrahedralen
Zwischenprodukt entspricht, findet sich bei [x17;yz19] (s. Abbildung 4.22b).

Die alleinige simultane Abstraktion des Ser70-Protons zusammen mit dem
nucleophilen Angriff der Ser70-Hydroxylgruppe ist nicht der energetisch
gunstigste Mechanismus, da sonst der Weg der geringsten Energie zunachst
entlang der x0-Achse verlaufen musste. Dieses Ergebnis hat sich bereits nach
Auswertung der Ry/R,-Potenzialflache angedeutet.
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Nach Neuberechnung der QM-Energien mit B3LYP gibt die PES qualitativ ein
identisches Bild wie die reine AM1-QM/MM-Potenzialflache (s. Abbildung 4.21).

Die Konzertiertheit der Reaktion lasst sich auch hier deutlich erkennen.
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Abbildung 4.21 Potenzialhyperflache der Reaktionskoordinaten Ry / Ry,
(QM-Energien mit B3LYP/6-31+G(d) neu berechnet)

Der B3LYP-Ubergangszustand (Geometrie [x6;yz7]) ist sehr &hnlich dem du
AM1 erhaltenen Ubergangszustand. Allein die Langen

rch
der

Wasserstoffbrickenbindungen der zu transferierenden Protonen differieren

geringfugig. Bei der von B3LYP favorisierten Struktur ist das Proton von Ser70

mit 1,1 A noch fester an Ser70 gebunden und hat mit 1,3 A auch noch ei

nen

etwas grolleren Abstand zu dem Sauerstoff des Wassermolekils als in der
AM1-Struktur, in der es mit Abstanden von jeweils um 1,2 A in der Mitte platziert

ist.
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Glu166

Ser130

Ser70 F!
12,01

Abbildung 4.22 QM-Atome reprasentativer Strukturen der Ry / Ry, Potenzialhyperflache
(Langenangaben in A)
(a) AM1-Ubergangszustand (Geometrie [x7;yz9])
(b) Tetrahedrales Zwischenprodukt (Geometrie [x17;yz19])

Der andere Protonentransfer (X) ist mit Distanzen zwischen den beteiligten
Atomen von Wat290 und Glu166 zwischen 1,1 und 1,3 A in beiden Strukturen
ahnlich weit fortgeschritten. Die Distanz vom Carbonylkohlenstoff des Penicillins
zum nucleophilen Sauerstoff von Ser70 ist sowohl in der AM1-Geometrie
(2,01 A) als auch in der B3LYP-Struktur (2,04 A) im Vergleich zum Michaelis-
Menten Komplex (2,48 A) bereits deutlich kleiner geworden.

Bei Betrachtung des Ubergangszustandes ([x7;yz7] und [x7;yz9]) zeigt sich,
dass die Barriere und damit die Umsetzungsrate nicht durch den nucleophilen
Angriff, sondern durch die beiden fur die Aktivierung nétigen Protonentransfers
bestimmt wird. Die zwei Protonen befinden sich ungefahr in der Mitte zwischen
den jeweils beteiligten Donor- und Akzeptor-Atomen, wahrend sich die Distanz
zwischen O und C; zu 2 A zwar verkiirzt hat, der eigentliche nucleophile Angriff
jedoch erst noch bevor steht.

Ist Ser70 erst mal aktiviert (deprotoniert), kommt es verbunden mit einem
groRen Energiegewinn sehr schnell zum nucleophilen Angriff und zur Bildung
des tetrahedralen, sp°-hybridisierten Kohlenstoffatoms. Der Sauerstoff des
katalytischen Wassermoleklls wird Uber die Reaktion durch die aus den
Protonentransfers resultierenden Wasserstoffbricken und durch eine weitere
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Wasserstoffbricke mit der Cy-Carbonylgruppe von Asn170 in seiner Position
fixiert.

Das Energieminimum und damit die Geometrie des tetrahedralen
Zwischenprodukts hat sich im Vergleich zu dem der reinen AM1-QM-Energie
von [x17;yz19] auf [x12;yz17] auf der Potenzialhyperflache ebenfalls leicht
verschoben. Die Unterschiede der Geometrien sind aber nur sehr gering, da im
Wesentlichen die Position des Wassermolekuls variiert, wahrend die
Geometrien der Aminosauren und des tetrahedralen Kohlenstoffs im noch
intakten B-Lactamring nahezu identisch sind. Die Lange der neu geformten
Bindung zwischen Ser70 und dem Penicillin betragt 1,45 A.

Eine weitaus groRere Abweichung ist bei dem Vergleich der jeweils
berechneten Barriere festzustellen. Die mit den B3LYP korrigierten Energien
erhaltene Barriere konnte mit 8,7 kcal mol™" deutlich niedriger als die reine AM1-
Barriere von 19,6 kcal mol™ bestimmt werden. Der berechnete Unterschied der
Barrieren steht in Einklang mit den Eigenschaften der angewendeten
Methoden, die generell in Bezug auf die Vorhersage von Reaktionsbarrieren,
aber auch auf die berechneten Stabilitaten von Wasserstoffbrickenbindungen,
gegensatzliche Eigenschaften haben.

Semiempirische Methoden wie AM1 berechnen allgemein Aktivierungsenergien
deutlich zu hoch, wahrend B3LYP Reaktionsbarrieren, besonders von
Protonen- und Wasserstoffubergangen, etwas zu niedrig berechnet. Die daraus
resultierende Differenz der Barrieren wird zusatzlich dadurch vergroRert, dass
die Struktur des Ubergangszustands durch starke Wasserstoffbriicken
gekennzeichnet ist (s. Kapitel 4.8), die von AM1 energetisch weniger vorteilhaft
und mit einer zu grof3en Distanz zwischen den beteiligten Atomen vorhergesagt
werden. B3LYP dagegen berechnet Wasserstoffbriickenbindungen in ihrer
Ausdehnung vergleichsweise kurz sowie energetisch aullerst guinstig, so dass
die Struktur des Ubergangszustands von B3LYP relativ zu AM1 stabiler
vorhergesagt wird [151]-[158].

Weiterhin wirkt sich die Bestimmung der B3LYP-Barriere, basierend auf einer
nicht durch B3LYP berechneten Geometrie, dem Michaelis-Menten Komplex
(Geometrie [x0;yz0]), zusatzlich erniedrigend auf die B3LYP-Barriere aus. Die
absolute Energie des Ubergangszustands wird maRgeblich durch die von den
angewendeten Reaktionskoordinaten hervorgerufenen extremen Bindungs-
langen und -winkeln bestimmt. Der Bereich des Ubergangszustands auf der
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Potenzialfliche wurde durch die Wahl der sehr kleinen SchrittgréRen’ der
Reaktionskoordinaten umfassend abgedeckt, so dass die Geometrie des
Ubergangszustands und =zugleich seine Energie — dann auch mit
unterschiedlichen Methoden — verhaltnismaRig genau bestimmt werden konnte.

Dagegen muss die reelle durch B3LYP-optimierte Geometrie des Michaelis-
Menten Komplexes ein niedrigeres Energieniveau haben als die Energie, die
von der AM1-minimierten Startstruktur durch das Neuberechnen der QM-
Energie mit B3LYP erhalten wurde. Die Geometrie des Minimums resultiert aus
einer freien AM1-Optimierung ohne Reaktionskoordinaten-Restraints. Die
Geometrien der Wasserstoffbriicken kdnnen daher nicht denen des potenziellen
B3LYP-Energieminimums entsprechen. Der berechnete B3LYP-Energieinhalt
dieser Geometrie ist relativ zu dem des Ubergangszustands, dessen Geometrie
uberwiegend durch die Reaktionskoordinaten bestimmt wird, dementsprechend
zu grof3.

Das relativ zur Energie des Ubergangszustands aus der Methode resultierende
zu hohe B3LYP-Energieniveau des Michaelis-Menten Komplexes ist fur eine
leichte Absenkung der Barriere verantwortlich. Die reelle B3LYP-Barriere muss
folglich wegen des zu ungenauen Energieminimums und der leicht zu hoch
berechneten Stabilitat von Wasserstoffbriicken groRer sein als die hier durch
das AM1-B3LYP-Korrekturverfahren berechnete Barriere.

4.7.2 Acylierung 2. Schritt:
Bildung des Ser70-Enzym-Esters

Nach der erfolgten Bildung des tetrahedralen Zwischenprodukts, muss nun der
B-Lactamring des Benzylpenicillins gespalten sowie das dabei freiwerdende
Stickstoffatom des Thiazolidinrings protoniert werden.

FUr diese Reaktion sind insgesamt drei Protonentransfers noétig, bei denen das
Proton an Glu166 Uber ein Netzwerk von Wasserstoffbricken zu dem Stickstoff
transportiert wird (s. Abbildung 4.23). Der Stickstoff der sich 6ffnenden
B-Lactambindung (Q) wird von Ser130 protoniert (S), das als letzter Donor
fungiert (s. Kapitel 1.6). Das ubergebene Proton wird an Ser130 von Glu166

' Die angewendeten kleinen Schrittgrof3en, die die Berechnung einer PES sehr rechenintensiv
werden lassen, wurden erst auf Berechnungen mit gréReren SchrittgréRen folgend
durchgefiihrt, um die quantitativen Ergebnisse zu verbessern.
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uber das zwischenzeitlich unprotonierte Lys73 als Zwischenstation
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Abbildung 4.23 Reaktionen zur Bildung des Acylenzyms aus dem tetrahedralen
Zwischenprodukt

4.7.2.1 Protonierung des Thialzolidinstickstoffs und
Ser130-Reprotonierung

Zunachst wurde die Protonierung des Stickstoffs und die gleichzeitige

Protonierung von Ser130 durch Lys73 in einem Schritt berechnet, da es nach

statischen Energie-Berechnungen mdglich schien, dass der Stickstoff initial vor

der Ringspaltung protoniert werden konnte [159].

HierfUr wurden die Reaktionskoordinaten Rs (Rs = d[O4:H4] - d[N1:H4]) und R7 (Rr
= d[N2:H3s] - d[O4:H3]) definiert (s. Abbildung 4.24). Die in Abbildung 4.25
dargestellte Potenzialflache wurde berechnet, indem die Reaktionskoordinaten
in 0,2 A — Schritten vergréRert wurden.
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Nr=H,  Ser130

Abbildung 4.24 Definition der Rg und Ry — Reaktionskoordinaten fir die Protonierung des
Stickstoffs im Thiazolidinring
Rot - zu brechende Bindung
Grun - zu bildende Bindung

Als  Ausgangsstruktur (Geometrie [sO;t0]) fur die Berechnung der
Potenzialflache diente die durch AM1 bestimmte Geometrie des tetrahedralen
Zwischenprodukts, des Endproduktes aus der vorangegangenen PES.

Die Berechnung einer Potenzialflache mit einer Ausgangsstruktur, die als
Energieminimum einer mit B3LYP korrigierten PES identifiziert wurde, ist nicht
moglich. Die Optimierung der Geometrien einer Reaktionskoordinaten-
Berechnung ist nur durch die Anwendung von AM1 als QM-Methode
praktikabel, so dass bei der ersten Energieminimierung von der B3LYP-
Minimumstruktur auf jeden Fall eine Geometrie erhalten werden wurde, die der
des AM1-Minimums entsprache.

Die Form der resultierenden Potenzialflache (s. Abbildung 4.25) zeigt eindeutig,
dass die Protonierung des intakten Bicyclus nicht moglich ist. Entlang der
Reaktionskoordinate Rs, die den Verlauf dieser Protonierung beschreibt, ist fur
jeden Wert von Ry ein Energiesprung zu beobachten, der auf die Spaltung des
Lactamrings zuruckzufuhren ist (Reaktion Q, s. Abbildung 4.23).
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Die Spaltung ist in den hier angewendeten Reaktionskoordinaten nicht

bertcksichtigt. Die unrestraint ablaufende Reaktion fuhrt zu einem plétzlichen

Energiesprung, analog zu dem der bei der Rx/Ry-Potenzialflache in Abbildung
4.14 beobachtet werden konnte.

Von der Geometrie [s11;t0] kann entlang der R-Koordinate ein Energiegewinn

von ca. 22 kcal mol™" bestimmt werden, der sich durch die Reprotonierung des
entstandenen Ser130-Anions ergibt.
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Abbildung 4.25 Potenzialhyperflache der Reaktionskoordinaten Ry und Ry
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4.7.2.2 B-Lactamringspaltung und
Protonierung des Thialzolidinstickstoffs

Die beiden Reaktionen, die sich nach Auswertung der vorhergehenden
Potenzialflache als konzertiert ablaufend erwiesen, wurden in einer weiteren
PES-Berechnung untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Reaktions-
koordinaten Ry fir die Protonierung des Stickstoffs aus vorangegangener PES
und eine neue Reaktionskoordinate R, fur die Ringspaltung (Rp = d[C1:N4])
angewendet (s. Abbildung 4.26). Die SchrittgréRe von 0,2 A von R; wurde
beibehalten, wahrend die aus nur einer Distanz bestehende
Reaktionskoordinate R, in 0,1 A-Schritten vergroBert wurde. Die sich aus den
berechneten Energien ergebende Potenzialhyperflache ist in Abbildung 4.27
dargestellt.

Glu166

Abbildung 4.26 Definition der R; und R, — Reaktionskoordinaten fir die Protonierung des
Stickstoffs im Thiazolidinring und die Spaltung des B-Lactamrings.
Rot - zu brechende Bindung
Grun - zu bildende Bindung

Ausgangsgeometrie ist hier ebenfalls das tetrahedrale Zwischenprodukt,
dessen Energie bei [t0;q0] abzulesen ist. Die Ringspaltung entlang R, endet bei
niedrigen Ry -Werten in einem Energieminimum. Dieses Minimum [t2;q10]
suggeriert einen sequenziellen Reaktionsmechanismus mit einem relativ
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stabilen Stickstoffanion, ist aber dennoch als ein Artefakt anzusehen. Die
Barriere fur die anschlieliende Protonierung des Stickstoffs entlang Ry liegt nur
bei ca. 1 kcal mol™ und ist damit viel zu gering, als dass es sich um ein stabiles
Zwischenprodukt handeln kdnnte, das flir den Nachweis eines sequenziellen
Mechanismus unabdingbar ist.
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Abbildung 4.27 Potenzialhyperflache der Reaktionskoordinaten Ry und R,

Es scheint trotzdem am energetisch gunstigsten zu sein, wenn die Bindung der
Lactambindung einleitend anwachst, bevor nach dem Ubergangszustand bei
[t1;95] die Protonierung des Stickstoffs des Thiazolidinrings einsetzt. Der
Mechanismus dieser beiden Reaktionen ist somit im Sinne einer nicht strikt
konzertiert ablaufenden Reaktion zu verstehen. Die beiden Reaktionen sind
zeitlich leicht versetzt und erfolgen nicht vollstandig parallel. Es wird allerdings
keine stabile Struktur als Zwischenprodukt zwischen den beiden Reaktionen

gebildet.

Dennoch wird auch bei Anwendung von Ry und Rp kein stabiles
(Zwischen-)Produkt erreicht, sondern es kommt abermals zu einer mit einem
groRen Energiegewinn einhergehenden unrestrainten Reaktion. Im Laufe der
Protonierung des Thiazolidin-Stickstoffs wird Ser130 bereits durch Lys73 wieder
protoniert (Reaktion S, s. Abbildung 4.23). Der Betrag des Energiegewinns



120 4 Ergebnisse

dieser unrestrainten Reaktion entspricht in etwa den 22 kcal mol™ der gleichen,
allerdings restrainten Reaktion (Rs) aus vorhergehender Potenzialflache.

Weder die Ringspaltung noch die Protonenibergange zum B-Lactam-Stickstoff
und zu Ser130 folgen einem sequenziellen Reaktionsmechanismus, sondern
scheinen konzertiert abzulaufen.

4.7.2.3 B-Lactamringspaltung und Protonenverschiebung
von Lys73 uiber Ser130 zu dem Thialzolidinstickstoff

Die bisher ausgewerteten Potenzialflachen zeigten eindeutig, dass die
Protonentransfers S, T sowie die Ringspaltung Q (s. Abbildung 4.23) nicht in
aufeinanderfolgenden Reaktionen ablaufen kénnen. Die Berechnung einer PES
mit den drei - den Reaktionen entsprechenden - Reaktionskoordinaten Rs, Ry
und Rp wurde nun derart durchgefuhrt, dass Ry und Ry in einer
Reaktionskoordinate Rsr vereinigt wurden (Rsr = d[O4:H4] - d[N1:H4]) + d[N2:H3] -
d[O4:H3); s. Abbildung 4.24 und Abbildung 4.26). R, wuchs weiterhin in 0,05 A
Schritten an, wahrend Rsr in Schritten von 0,2 A vergroRert wurde.

Die Reaktionskoordinate Rsr wird durch insgesamt vier Distanzen definiert, die
zur Erflllung des Restraints vom System gegeneinander abgeglichen werden
konnen. Das System hat dadurch mehr Freiheiten und der Fortgang der
Reaktionen ist nicht eindeutig definiert. Bei VergroRerung von Rsr koénnte
beispielweise das starke Anwachsen einer Distanz die Veranderungen der
Variablen des Restraints erfullen, ohne dass die restrainten Reaktionen
ablaufen.

Die Freiheiten wurden daher durch spezielle Restraints eingegrenzt, um das
Berechnen artifizieller Strukturen zu verhindern Die zusatzlichen Restraints
wurden so definiert, dass die Atomabstande d[N4:Hs] und d[O4:H3] wahrend
einer Geometrieoptimierung nur kleiner, die Abstande d[O4:H4] und d[N2:Hs] nur
grosser werden oder unverandert bleiben konnten (s. Anhang F). Die
resultierende auflerst rechenintensive Potenzialhyperflache ist in Abbildung
4.28 abgebildet.
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Abbildung 4.28 Potenzialhyperflache der Reaktionskoordinaten Rs; und Ry

Die Energie des tetrahedralen Zwischenprodukts ist bei [st0;q0] zu finden und
entspricht der Ausgangsgeometrie fur die Berechnung der PES. Der Weg der
niedrigsten Energie fuhrt, wie bereits aus Abbildung 4.27 bekannt, Uber ein
initiales Anwachsen des C-N-Abstandes der sich spaltenden Lactambindung,
bevor der Protonentransfer zu dem freiwerdenden Stickstoffatom des

Thiazolidinrings einsetzt (Q, S, s. Abbildung 4.23).

Die gewellte Form der Potenzialflache entlang der Rs-Achse zeigt, dass die
Protonentransfers und die daraus resultierende Energiegewinne nicht
gleichmalig ablaufen. Der Grund hierfur liegt in dem Mechanismus, nachdem
die Protonen zwar nicht in einer Reaktion zeitgleich, jedoch auch nicht in zwei
aufeinanderfolgenden Reaktionen im Sinne eines sequenziellen Mechanismus
transferiert werden. Wie sich auch schon bei der vorangegangenen PES
angedeutet hat, setzt die Reprotonierung von Ser130 erst gegen Ende der
Protonierung des durch die Esterbildung freigewordenen Stickstoffs des
Thiazolidinrings ein.

Die Abfolge der beiden Protonentransfers wurde durch die Definition der
zugehdrigen Reaktionskoordinate Rsr in keiner Weise beeinflusst, so dass die
ermittelte, leicht versetzte chronologische Abfolge allein aus energetischen
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Vorteilen fur das System resultiert. Am Ende der drei Reaktionen kann ein
stabiles Zwischenprodukt bei dem Energieminimum (Geometrie [st10;q11])
identifiziert werden.

Ein leicht verandertes Bild der Reaktion erhalt man durch die B3LYP/6-31G+(d)
korrigierte Potenzialflache (s. Abbildung 4.29). Die von AM1 als zweifelhaftes
Energieminimum wiedergegebene Geometrie [st1;q11] stellt sich als Geometrie
hohen Energieinhaltes heraus, die in einer ansteigenden Flanke der
Potenzialflache liegt und keinen Charakter eines Minimums besitzt. Es bestatigt
sich die von AM1 durch die geringe Barriere der Folgereaktion angedeutete
Instabilitat dieser Struktur, die mit einem geoéffneten, unprotonierten Bicyclus
vorliegt.
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Abbildung 4.29 Potenzialhyperflache der Reaktionskoordinaten Rsr und Ry
(QM-Energien mit B3LYP/6-31+G(d) neu berechnet)

Der entscheidende Unterschied ist allerdings die signifikante Verschiebung des
Ubergangszustands auf der Potenzialflache. Der Ubergangszustand ist einem
konzertierten Reaktionsmechanismus entsprechend auf der PES mehr in die
Mitte verschoben. Die Analyse seiner Geometrie ([g4;st3], s. Abbildung 4.30a)
dokumentiert den reellen, hohen Grad an Konzertiertheit der Protonierung des
Stickstoffs und der Reprotonierung von Ser130 (Reaktionen Q, S). AM1

berechnet die Struktur, die von B3LYP als Ubergangszustand favorisiert wird,
als energetisch ungunstig.

In diesem Ubergangszustande betragt der Abstand der beiden Atome, die die
zu spaltende Lactambindung bilden, 1,93 A (d[C1:N4]). Das Proton, das den
freiwerdenden Stickstoff protoniert (H,), befindet sich mit 1,34 und 1,22 A
Abstand zwischen dem donierenden Sauerstoff der Hydroxylgruppe von Ser130
(O4) und dem akzeptierenden Stickstoff des Thiazolidinrings (N2; s. Abbildung
4.30). Das Proton, das von Lys73 zu Ser130 transferiert wird, bildet bereits eine

Wasserstoffbricke zu Ser130 aus, hat aber noch eine ideale Bindungslange
von 1,02 A.
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Abbildung 4.30 QM-Atome reprasentativer Strukturen der Rs;/Ry-Potenzialhyperflache
(Langenangaben in A)
(@) B3LYP-Ubergangszustand (Geometrie [q4;st3])
(b)  Geometrie [q9;st7]

Nach dem Ubergangszustand wird der erste Protonentransfer (S) beendet und
der zweite (T) setzt ein. Die Welle, die in der reinen AM1-PES zwischen den
beiden in Rgr restrainten Reaktionen das Ende des ersten Transfers
kennzeichnete, ist auch in der B3LYP-korrigierten PES noch vorhanden. Hier
kann sogar ein sehr kleiner Energieanstieg von 0,5 kcal mol” festgestellt
werden. Resultierend aus der von B3LYP aulerst stabil berechneten
Wasserstoffbricke, kann diese Barriere und die zugehorige
zwischenproduktahnliche Struktur vernachlassigt werden. Der Transfer (S) ist
bei dieser Struktur (Geometrie [q9;st7], s. Abbildung 4.30b) vollzogen. Der
Abstand von 2,43 A zwischen den ehemaligen Bindungsatomen der
B-Lactambindung kennzeichnet den hier schon vollendeten Bindungsbruch.

In den letzten Schritten wird das Proton von Lys73 vollstandig an Ser130
weitergegeben, wobei sich die Distanz zwischen dem Proton und dem
Sauerstoffatom der Hydroxylgruppe von Ser130 von 1,5 A auf die
Bindungslange von 1,01 A verkiirzt. Die Struktur des B3LYP-Zwischenprodukts
(Geometrie [q9;st10]; s. Abbildung 4.31a) ist sehr ahnlich dem der reinen AM1-
Potenzialflache  (Geometrie [q10;st11]; s. Abbildung 4.31b). Der
Hauptunterschied der beiden Geometrien liegt in der Entfernung des Stickstoffs



4.7 Berechnung der Acylierungsreaktion 125

der Aminogruppe von Lys73 zum Proton von Ser130. In der von AM1
favorisierten Struktur betragt die Distanz zwischen den beiden Atomen 2,06 A,
wahrend sie in dem Zwischenprodukt von B3LYP eine erwartungsgemal}
kiirzere Wasserstoffbriicke von nur 1,76 A ausbilden.

An der Struktur des Zwischenprodukts lasst sich die Folge der freien
AM1-Geometrie-Optimierung  des  Zwischenprodukts  erkennen. Die
Wasserstoffbriicke zwischen dem Sauerstoff von Ser130 und Lys73 ist durch
den Wegfall der Restraints der Reaktionskoordinaten nicht mehr ideal gerichtet.
Die Estergeometrien sind in beiden Strukturen identisch. Die Bindung von
Ser70 zum Penicillin betragt jeweils 1,36 A und hat im Vergleich zum
tetrahedralen Zwischenprodukt noch einmal um 0,1 A abgenommen.

Die Unterschiede der Geometrien von charakteristischen Strukturen muissen
hier ebenfalls - wie schon in den vorangegangenen Reaktionsschritten (X, Y, Z)
- auf die durch die Methoden unterschiedlich stark berechneten Stabilitaten der
Wasserstoffbricken zurtickgefihrt werden. Der bei allen Strukturen von st9-
st12 zu beobachtende Energienanstieg in der B3LYP-berechneten
Potenzialflache steht ebenfalls im Zusammenhang mit der VergroRerung der
Ausdehnung der entsprechenden Wasserstoffbriicken, die von B3LYP als sehr
ungunstig berechnet werden.
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Abbildung 4.31 QM-Atome reprasentativer Strukturen der Rg;/Ry-Potenzialhyperflache
(L&ngenangaben in A)
(a) B3LYP-Zwischenprodukt
nach den Reaktionen XYZST (Geometrie [q9;st10])
(b) AM1-Zwischenprodukt
nach den Reaktionen XYZST (Geometrie [q10;st11])

Die nach der B3LYP-Korrektur erhaltene Barriere fur die konzertiert ablaufende
Spaltung des Lactamrings und des ersten Protonentransfers betragt
7,1 kcal mol™. Die Analyse des Energieverlaufs, der mit reinen AM1-QM/MM-
Energien gewonnen wurde, suggeriert dagegen einen partiell sequenziellen
Mechanismus. Der entscheidende Schritt ware dabei der initiale Bruch der
Lactambindung, bevor die Protonentransfers einsetzen. Die Barriere lage mit
16,4 kcal mol' in einer &hnlichen GroRenordnung wie die der
geschwindigkeitsbestimmenden Reaktion zur Bildung des tetrahedralen
Zwischenprodukts (X, Y, Z).

4.7.2.4 Protonentransfer von Glu166 zu Lys73

Nach der erfolgten Protonierung von Ser130 in den vorangegangenen
Reaktionsschritten, befindet sich mit nur 2,9 A Abstand das deprotonierte Lys73
in unmittelbarer Nahe zu dem noch protonierten Glu166. Im letzten
Reaktionsschritt wird das Proton von Glu166 auf Lys73 Ubertragen. Ein friherer
Einsatz des Protonentransfers zeitgleich mit der Deprotonierung von Ser130, ist
durch die raumliche Anordnung der drei beteiligten Aminosauren nicht moglich.
Glu166, Lys73 und Ser130 bilden ehe einer Gerade als ein Dreieck
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(s. Abbildung 4.31), so dass die Aminogruppe von Lys73 erst um die Cg-N-
Bindung rotieren muss, bevor das freie Elektronenpaar ein Proton von Glu166
akzeptieren kann. Diese Rotation ist bei Vollendung der Protonierung von
Ser130 mdglich, so dass intermediar das stabile Zwischenprodukt mit neutraler
e-Aminogruppe von Lys73 entsteht.

Die ohne Restraints einer Reaktionskoordinate energieminimierte Geometrie
[910;st11] aus vorangegangener PES diente als Ausgangsstruktur fir die
Modellierung des letzten Reaktionsschritts. Fur den Protonenubergang wurde
eine eindimensionale Reaktionskoordinate Rz (Rz = d[Os:Hz] - d[N2:H2]) zur
Beschreibung der Reaktion definiert (s. Abbildung 4.32).

Lys73

/

"—’_,,,——’j4qz Ser130

J/ H
o HO
Ser70
> © \ CO0™
O
Glu166 @) HN
RY, &S

Abbildung 4.32 Definition der R; - Reaktionskoordinate
fur den Transfer eines Protons von Glu166 zu Ser130
Rot - zu brechende Bindung
Grin - zu bildende Bindung

Die Reaktionskoordinate wurde in 0,2 A-Schritten vergréRert und die jeweiligen
Strukturen danach energieminimiert. Anschlieend wurde nach Bestimmung
der B3LYP-QM-Energien auch hier die zu den erhaltenen Geometrien
gehorigen Energien neu berechnet. Sowohl die Energien, die durch
ausschlieBliche Verwendung von AM1 als quantenmechanische Methode
berechnet wurden, als auch die mit den B3LYP-QM-Energien
zusammengesetzte Werte, sind im Diagramm in Abbildung 4.33 als Funktion
von der Reaktionskoordinate Ry aufgetragen.
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Abbildung 4.33 Potenzialhyperflache der Reaktionskoordinate Ry

Die beiden Energiekurven unterscheiden sich deutlich in ihren Energiebilanzen.
Das AM1-Energieniveau des Acylenzyms (Geometrie [r12]) ist im Vergleich zu
der Ausgangsstruktur bei [rO] um 6,5 kcal mol” angestiegen, so dass der
Anschein erweckt wird es handele sich um einen endothermen Reaktionsschritt.

Die Analyse des B3LYP-Energieverlaufs lasst dagegen auf ein anderes
Ergebnis schlieBen. Die Energie fallt wahrend des Reaktionsverlaufs ab und
erreicht bei Geometrie [r10] das Energieminimum des Acylenzyms. Der
Energiegewinn von Ausgangsstruktur zu Acylenzym betragt 16,5 kcal mol™, so
dass die mit B3LYP-korrigierten Energien berechnete Energiebilanz des
Reaktionsschritts eindeutig exothermen Charakter hat.

Ein Ubergangszustand und der fiir eine Reaktion typische Verlauf der
Energiekurve Uber das zugehorige Energiemaximum findet sich hier nicht.
Trotzdem Ilasst der uneinheitliche Verlauf der Kurve auf den Ablauf der
zugrundeliegenden Reaktion schlie3en. Die Krummung der Kurve andert sich
nach Geometrie [r5], die als Sattelpunkisgeometrie anzusehen ist und so der
Struktur des Ubergangszustandes entspricht. Die Geometrien des B3LYP-
Zwischenproduktes und des Ubergangszustandes entsprechen den durch AM1
bestimmten Geometrien, wenn man die nach der Analyse aller berechneten
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Potenzialflachen beobachteten Verschiebungen der B3LYP-Minima und
-Maxima zu Geometrien mit kiirzeren Wasserstoffbriicken berucksichtigt.

Die Struktur des Ubergangszustands zeichnet sich durch die Position des zu
ubergebenden Protons zwischen Glu166 und Lys73, aus mit denen es jeweils
durch eine Wasserstoffbrickenbindung in Kontakt steht. Das Endprodukt des
Reaktionsteilschritts und gleichzeitig das Endprodukt der Acylierungsreaktion ist
das Acylenzym (s. Abbildung 4.34). Hier hat das Wasser eine zentralere
Position zwischen Glu166 und dem noch esterartig am Enzym gebundenen,
gespaltenen Benzylpenicillin.

Der Sauerstoff des katalytischen Wassers ist bereits ausgerichtet, um in der
folgenden Deacylierung nach Aktivierung durch Glu166, mit dem es bereits eine
Wasserstoffbriicke bildet, den Ester nucleophil anzugreifen und zu
hydrolysieren, um so das Enzym wieder zu regenerieren (s. Kapitel 1.6.2).

Lys73

Glu166

Ser130

e

)
Wat290

Abbildung 4.34 QM-Atome des Acylenzyms (Geometrie [r12])

Die unterschiedlichen Energiebilanzen dieses Reaktionsschritts von AM1 und
B3LYP lassen vermuten, dass AM1 die neutralen Zustande von Lys73 und
Glu166 Uberbewertet und zu stabil berechnet. Um dies zu untersuchen, wurden
vergleichende Enthalpieberechnungen durchgefuhrt.



130 4 Ergebnisse

Die Geometrien der QM-Atome von Lys73 und Glu166 wurden dazu von der
Ausgangsstruktur (Geometrie [r0]) und der Struktur des Acylenzyms (Geometrie
[r12]) extrahiert und im Vakuum Einzelpunktrechnungen unterworfen. Die
erhaltenen Enthalpien fir die Protonierung von Methylamin durch Essigsaure
sind in Abbildung 4.35 aufgefuhrt.

Z EEdukte Z EProdukte
(0] | (@]
Methode )J\O/H NH, )ko N, AH
B3LYP/
6-31+G(d) -203902,57 -203770,92 131,65
AM1 -102,28 42,7 144,98

Abbildung 4.35 Enthalpiewerte [kcal mol'1] fur die Protonierung von Methylamin durch
Essigsaure im Vakuum

Die Ergebnisse bestatigen den Eindruck aus den Reaktionswegberechnungen.
AM1 berechnet die Edukte um ca. 13 kcal mol™ zu stabil im Vergleich zu
B3LYP. Im Wesentlichen ist das mit der Berechnung des Methylammoniumions
zu begrinden. Dieses wird von AM1 sehr energiereich berechnet und fuhrt so
relativ zu Methylamin zu einem zu hohen Energieinhalt, der sich auch in der
daraus berechneten Enthalpie niederschlagt. Diese Ergebnisse stimmen mit
anderen Untersuchungen Uberein, die ergaben, dass AM1 dazu tendiert,
Basizitaten schlecht wiederzugeben [134][135].

4.8 Aminosauren-Dekompositionsanalyse

Der Einfluss einzelner Aminosauren auf die Stabilisierung reprasentativer
Strukturen der Acylierungsreaktion wurde mit einer Aminosauren-
Dekompositionsanalyse untersucht. Fur die Durchfihrung der Aminosauren-
Dekomposition wurden alle Aminosauren der zu untersuchenden Struktur in der
Reihenfolge ihres Abstandes vom aktiven Zentrum von auf3en nach innen
nacheinander entfernt. Dabei wurde der Abstand vom aktiven Zentrum als die
Distanz des zentralen Massepunktes der betreffenden Aminosaure zum
Sauerstoff der Ser70-Hydroxylgruppe definiert.
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Nach jedem Entfernen einer Aminosaure wurde die Wechselwirkungsenergie
zwischen Enzym und Substrat neu berechnet. In der Neuberechnung der
Energie haben die geldschten Aminosduren keinen Einfluss mehr'. Der
absolute stabilisierende oder destabilisierende Effekt kann direkt an dem
entsprechenden Energieanstieg oder -abfall im Vergleich zur vorhergehenden
Wechselwirkungsberechnung abgelesen werden.

Flr eine aussagekraftigere Analyse wurden die Veranderungen der
Wechselwirkungsenergien jeweils relativ zu denen des Michaelis-Menten
Komplexes betrachtet, um so die unterschiedlich starke Bedeutsamkeit der
entsprechenden Aminosaure fir eine Struktur zu erfassen.

Die MM-Energien des Enzyms und Solvents sowie die QM-Energien des
Substrats wurden bei diesen Berechnungen nicht bertcksichtigt, da sie fur den
stabilisierenden  Effekt des Proteins nicht relevant sind. Die
Wechselwirkungsenergien wurden durch Neuberechnung der QM/MM-Energien
nach jedem Loschen einer Aminosaure bestimmt, so dass die MM-Energien auf
diese Weise nicht einbezogen wurden.

Die QM-Energien der zu vergleichenden Strukturen hingegen wurden durch die
Subtraktion der QM/MM-Energie des Michaelis-Menten Komplexes voneinander
entfernt. Das ist mdglich, weil die Proteinumgebung keinen Einfluss auf die in
der QM/MM-Energie enthaltenen QM-Energie des Substrats hat (s. Kapitel
3.4.2.2, Gleichung 3.10). Der jeweilige Unterschied der QM-Energien von
Michaelis-Menten Komplex und der untersuchten Struktur ist daher bei jeder
Wechselwirkungsberechnung  konstant und tragt nicht zu dem
charakteristischen Ansteigen oder Abfallen der Energie nach Entfernen einer
Aminosaure bei.

Die Effekte der Aminosauren-Seitenketten, die im QM-Teil integriert sind,
konnen allerdings nicht bestimmt werden, so dass sich die fur die
entsprechenden Aminosauren angegebenen Werte nur auf die im MM-Teil
verbliebenen Atome beziehen.

' Alternativ konnten auch samtliche Parameter der zu untersuchenden Aminoséure auf Null
gesetzt werden, um ihren Beitrag zur QM/MM-Energie zu entfernen.
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Im Diagramm in Abbildung 4.36 sind die jeweiligen Differenzen der QM/MM-
Energien von den zu untersuchenden Strukturen (Ubergangszustand,
tetrahedrales Zwischenprodukt, Acylenzym) und dem Michaelis-Menten
Komplex als eine Funktion vom Abstand der geloschten Aminosaure zum
aktiven Zentrum aufgetragen. Den stabilisierenden Einfluss einer Aminosaure
kann man durch den Anstieg der Energie nach dem Entfernen der jeweiligen
Aminosaure erkennen, den destabilisierenden Einfluss hingegen durch einen
Energieabfall.

Im ersten Diagramm (a) ist die relative Stabilititsanderung des
Ubergangszustandes des ersten, fiir die gesamte Acylierung geschwindigkeits-
bestimmenden, Reaktionsschrittes (Geometrie [x7;yz9]; s. Kapitel 4.7.1.3)
dargestellt. Das zweite Diagramm zeigt die relative Stabilisierung des
tetrahedralen Zwischenprodukts nach Vollendung dieses Reaktionsschrittes
(Geometrie [x17;yz19], s. Kapitel 4.7.1.3). Das dritte Diagramm bezieht sich auf
die Stabilisierung des Acylenzyms (Geometrie [r12]; s. Kapitel 4.7.2.4) im
Vergleich zum Michaelis-Menten Komplex.

Die Diagramme unterscheiden sich deutlich im Ausmal} des stabilisierenden
Einflusses der Proteinumgebung auf die einzelnen Geometrien. Am starksten
werden erwartungsgemalR der Ubergangszustand und das tetrahedrale
Zwischenprodukt stabilisiert. Die Struktur des Acylenzyms zeigt sich dagegen
sehr stabil, so dass der Einfluss des Proteins deutlich geringer ist.
Aminosauren, die einen besonders auffalligen Effekt ausuben, sind durch Pfeile
gekennzeichnet und werden im Folgenden besprochen.

Fur die Interpretation der einzelnen Stabilisationseffekte ist die Kenntnis der
Ladungsverteilung des Substrats und der katalytischen Aminosauren in den
verschiedenen Strukturen von entscheidender Bedeutung. Aus diesem Grund
wurde von allen untersuchten Strukturen vor der Aminosauren-Dekomposition
eine Ladungsberechnung mit Hilfe einer Mulliken-Populationsanalyse der
Atome in der QM-Region durchgefihrt [160]. Die Ladungen der entscheidenden
Atome sind in Abbildung 4.37 tabellarisch aufgefuhrt.
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Abbildung 4.36 Aminosauren-Dekompositionsanalyse
Ubergangszustand (Geometrie [x7;yz9]; s. Kapitel 4.7.1.3)
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tetrahedrales Zwischenprodukt (Geometrie [x17;yz19])
Acylenzym (Geometrie [r12]; s. Kapitel 4.7.2.4)
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Abbildung 4.37 Ladungsverteilung ausgesuchter Atome der QM-Region verschiedener

Strukturen

4.8.1 Met69, Ser70, Gly236, Ala237 - Oxyanion Hole

Die vier Aminosauren Met69, Ser70, Gly236 und Ala237 Uben sowohl auf die

Struktur des Ubergangszustands als auch auf die des

Zwischenprodukts einen stark stabilisierenden Einfluss aus.

tetrahedralen
Die vier

Aminosauren werden zusammen betrachtet, da der stabilisierende Effekt durch
Wechselwirkungen hervorgerufen wird, an denen die Atome der zwei durch die

Aminosauren gebildeten Peptidbindungen beteiligt sind.
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Die Peptidbindungen liegen an der hinteren Seite des aktiven Zentrums und
formen eine elektrophile, positivierte Tasche, das ,Oxyanion Hole*'. Das
Oxyanion Hole ist eine Kavitat im aktiven Zentrum, die den B-Lactam-Sauerstoff
(O4) der Carbonylgruppe durch Wasserstoffbriicken bereits bei Bildung des
Michaelis-Menten Komplexes koordinativ bindet (s. Kapitel 4.6.1; s. Abbildung

4.38a).

Wahrend des nucleophilen Angriffs kommt es vortubergehend zur Bildung eines
tetrahedralen, sp®-konfigurierten Carbonylkohlenstoff. Der Sauerstoff andert
dabei seine Ladung, die vom Michaelis-Menten Komplex Uber den
Ubergangszustand bis hin zum tetrahedralen Zwischenprodukt zunehmend
negativer wird.

Im Acylenzym ist der Kohlenstoff wieder sp2-hybridisiert, die Ladung ist jedoch
der des Ubergangszustands vergleichbar und deutlich negativer als im
Michaelis-Menten Komplex. Der Ladungsunterschied beruht auf den
unterschiedlichen Arten von Carbonylgruppen, denen der Sauerstoff in den
verschiedenen Strukturen zugehorig ist. Der Sauerstoff des im Acylenzym
entstandenen Esters liegt durch Resonanz gegenuber dem ketonahnlichen
Sauerstoff des intakten B-Lactams des Michaelis-Menten Komplex negativiert
vor (s. Kapitel 1.4.2).

Das Oxyanion Hole stabilisiert diese negative Ladung des Sauerstoffs durch
starke Wasserstoffbriickenbindungen mit den Wasserstoffatomen der
peptidischen Backbone-Stickstoffe. Der stabilisierende Effekt ist entsprechend
der Ladung des Sauerstoffs im tetrahedralen Zwischenprodukt (s. Abbildung
4.38c) mit insgesamt 15,2 kcal mol™ gréRer als im Ubergangszustand (5,9 kcal
mol™; s. Abbildung 4.38b) und im Acylenzym (2 kcal mol™; s. Abbildung 4.38d).

Das Ausmald der Stabilisierung der verschiedenen Strukturen lasst sich aulder
an der Korrelation mit der Ladung des Sauerstoffatoms auch an der damit
verbundenen Zunahme der Bindungsstarke der Wasserstoffbricken ablesen.
Als MalR fir die Bindungsstarke konnen die Langenanderungen der
Wasserstoffbrickenbindungen herangezogen werden. Im Michaelis-Menten
Komplex sind diese noch 1,94 bzw. 2,01 A lang, verkiirzen sich aber bereits im

' Der Begriff ,Oxyanion Hole* (Oxyanion-Loch) ist von den Serin-Proteasen entlehnt worden, bei
denen das wahrend der Peptidspaltung auftretende Oxyanion durch eine &hnliche Tasche
stabilisiert wird.
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Ubergangszustand zu 1,85 und 1,99 A. Im tetrahedralen Zwischenprodukt
betragen die Distanzen zwischen den Protonen und dem Sauerstoff nur noch
1,79 und 1,9 A, wahrend sie im Acylenzym wieder zu 1,94 und 1,87 A
angewachsen sind.

Im tetrahedralen Zwischenprodukt ist der Sauerstoff durch die
Wasserstoffbriicken am starksten gebunden. Der Sauerstoff tragt die grofdte
negative Ladung (sogar starker negativ als der Sauerstoff einer
Carboxylatgruppe), so dass der Stabilitatsverlust fur die Struktur
dementsprechend am gravierendsten ist, wenn die Aminosauren des Oxyanion
Holes entfernt werden.

Die geringere Auswirkung auf die Stabilitdt des Ubergangszustands lasst sich
mit dem erst im Beginn befindlichen nucleophilen Angriff auf das B-Lactam
erklaren. Die negative Ladung des Sauerstoffs hat noch nicht so stark
zugenommen und die Langen der Wasserstoffbrickenbindungen haben auch
noch nicht so stark abgenommen wie im tetrahedralen Zwischenprodukt. Der
Beitrag zum Energiegewinn bei Bildung der Wasserstoffbricken ist daher im
Vergleich zum tetrahedralen Zwischenprodukt entsprechend geringer, zum
Michaelis-Menten Komplex jedoch deutlich groRer.

Obwonhl es sich bei dem Acylenzym und dem Michaelis-Menten Komplex um
Geometrien eines sp>hybridisierten Kohlenstoffs handelt, sind die
Bindungslangen der Wasserstoffbricken im Acylenzym denen des
Ubergangszustands vergleichbar und deutlich kiirzer als im Michaelis-Menten
Komplex. Die Carbonylgruppe des Acylenzyms gehort zu einem Ester (s.0.) und
der Sauerstoff ist dementsprechend negativer geladen und wird durch festere
Wasserstoffbriicken stabilisiert'. Das Oxyanion Hole ist daher fiir die Stabilitat
des Acylenzyms wichtiger als fir die des Michaelis-Menten Komplexes.

Der Vergleich der beiden Wasserstoffbriicken zeigt, dass bei jeder Struktur eine
starkere Zunahme der Energie bei Entfernen der Aminosauren Met69 und
Ser70 zu beobachten ist als bei Entfernen der Aminosauren Gly236 und
Ala237. Der Grund dafur ist jedoch nicht nur in der hoheren Prioritat der

' Der Sauerstoff der Carbonylgruppe eines Acetessigesters hat beispielsweise eine Ladung

von —0,481; wahrend der von Aceton nur eine Ladung von —0,405 besitzt (B3LYP-Ladungen).
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Wasserstoffbricke von Ser70 zum Sauerstoff zu sehen, sondern resultiert auch
aus der Berechnungsmethode. Sowohl Gly236 als auch Ala237 sind vom
aktiven Zentrum weiter entfernt als Met69 und Ser70 und werden
dementsprechend auch vorher geldscht. Kann die Stabilisierung des
Sauerstoffs nach dem Entfernen der Aminosaure, die die erste
Wasserstoffbricke zum Sauerstoff formt (Ala237), noch teilweise durch die
ubriggebliebene  Wasserstoffbriicke kompensiert werden, so st ein
stabilisierender Effekt nach dem Ldschen von Met69 und Ser70 ganz
verschwunden und der Energieanstieg fallt dementsprechend hoher aus.
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Abbildung 4.38 Wasserstoffbriicken des Oxyanion Holes; (Distanzangaben in A)
(a) Michaelis-Menten Komplex
(b)  Ubergangszustand
(c) Tetrahedrales Zwischenprodukt
(d) Acylenzym

48.2 Asn132

Die konservierte Aminosaure Asparagin 132 hat auf alle untersuchten
Strukturen relativ. zum Michaelis-Menten Komplex einen ausgepragt
stabilisierenden Einfluss, der bei dem tetrahedralen Zwischenprodukt mit
6,4 kcal mol" am groRten ist. Der Ubergangszustand und das Acylenzym
werden mit 1,8 und 2,3 kcal mol™ in einer vergleichbaren Starke durch Asn132
stabilisiert.

Eine wichtige Aufgabe des Asparagins ist die Immobilisierung der Seitenkette
des Penicillins. Diese wird durch eine Uber die ganze Reaktion existente
Wasserstoffbriicke zwischen einem der amidischen Wasserstoffatome und dem
peptidischen Sauerstoff (O2) der Seitenkette gewahrleistet (s. Kapitel 4.6.1;



4.8 Aminosauren-Dekompositionsanalyse 139

s. Abbildung 4.39a-d). Diese Wechselwirkung bleibt in allen Strukturen nahezu
unverandert erhalten. Erkennbar ist das an den mit 2,04 bis 2,15 A ungefahr
gleichbleibenden Langen der Wasserstoffbricke in allen Strukturen und der
konstanten Ladung des beteiligten Sauerstoffatoms aus der QM-Region.

FUr die Bildung des Michaelis-Menten Komplexes und die Positionierung im
aktiven Zentrum ist diese Wasserstoffbriicke essenziell, die Ursache fur die
unterschiedlich stark stabilisierenden Auswirkungen von Asn132 kann sie
jedoch nicht sein. Verantwortlich flr die Energieunterschiede ist die Interaktion
von Asn132 mit Lys73 und die damit einhergehende Stabilisierung der positiven
Ladung des Lysins. In allen Strukturen bildet der Sauerstoff der amidischen
Seitenkette des Asn132 mit Lys73 eine Wasserstoffbricke.

Im Michaelis-Menten Komplex liegt diese Wasserstoffbricke in gegabelter
Form vor, wobei der andere Akzeptor des Wasserstoffs von Lys73 ein
Sauerstoffatom der Carboxylatgruppe (O3) von Glu166 ist, so dass diese
Wechselwirkung Salzbrickencharakter hat (s. Abbildung 4.39a). Daruber
hinaus bildet die e-Aminogruppe von Lys73 eine weitere gegabelte
Wasserstoffbriicke mit den Sauerstoffen der Hydroxylgruppen von Ser70 und
Ser130. Die positive Ladung von Lys73 wird jedoch vorwiegend durch die
Salzbricke zu Glu166 stabilisiert. Die Lange der Wasserstoffbriicke zu Asn132
betragt 1,9 A, die der Salzbriicke zu Glu166 2,09 A.

Im Ubergangszustand ist das Proton der Ser70 Hydroxylgruppe auf halber
Distanz zur Carboxylatgruppe von Glu166 Ubergegangen (s. Abbildung 4.39b).
Die negative Ladung des akzeptierenden Sauerstoffatoms (Os3) wird dabei
durch die einsetzende Protonierung geringer. Als Folge davon lockert sich die
Briicke von Glu166 zu Lys73 und die Léange nimmt auf 2,46 A zu. Die
stabilisierende Wirkung von Glu166 auf die positive Ladung von Lys73 wird
dadurch kleiner. Asn132 dagegen gewinnt an Bedeutung fur die Stabilisierung
des Ubergangszustands durch die sich auf eine Lange von 1,78 A
vermindernde Wasserstoffbricke.

Dieser Effekt ist im tetrahedralen Zwischenprodukt noch starker ausgepragt
(s. Abbildung 4.39c). Als Folge der hier vollstandig protoniert vorliegenden
Carboxylatgruppe von Glu166 hat die Ladung an dem protonierten Sauerstoff
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(O3) stark abgenommen. Das Glutamat kann so keinen Beitrag mehr zur
Stabilisation der positiven Ladung von Lys73 leisten. Der Abstand des
Wasserstoffs und des Sauerstoffs der ehemaligen Salzbriicke ist auf seine
maximale Léange von 2,74 A angewachsen, wahrend die Wasserstoffbriicke zu
Asn132 nur noch eine Distanz zwischen den beteiligen Atomen von 1,7 A
uberspannt. Die Wasserstoffbriicke hat damit ihre geringste Lange erreicht, der
stabilisierende Effekt von Asn132 ist dementsprechend am grofiten fir die
Geometrie des tetrahedralen Zwischenprodukts.

Im Acylenzym bildet sich ebenfalls eine feste Wasserstoffbriicke von Asn132
zu Lys73 aus, die mit einer Lénge von 1,8 A kiirzer als die im Michaelis-Menten
Komplex ist, obwohl die Carboxylatgruppe von Glu166 auch hier in
deprotonierter, negativer Form vorliegt (s. Abbildung 4.39d). Beide Sauerstoffe
der Carboxylatgruppe (O3, O4) tragen wieder eine vergleichbare negative
Ladung wie im Michaelis-Menten Komplex. Die ebenfalls mégliche Salzbriicke
hat mit 2,2 A zwischen Glu166 und Lys73 eine dhnliche Ausdehnung. Trotzdem
ist der berechnete Energiezuwachs beim Acylenzym nach Entfernen von
Asn132 um 1,8 kcal mol™ gréRer als beim Michaelis-Menten Komplex.

Wahrend der Bildung des Acylenzyms kommt es zu einer Veranderung des
Wasserstoffbrickenbindungsmusters auf der anderen Seite von Lys73, das es
mit den Sauerstoffen der Hydroxylgruppen von den Aminosauren Ser130 und
Ser70 (Os, Og) bildet. In allen bisher betrachteten Strukturen blieben die
gegabelten Wasserstoffbriicken, die mit den Sauerstoffatomen der Seitenketten
dieser Aminosauren geformt werden, erhalten.

Im Acylenzym dagegen nimmt die Aminogruppe von Lys73 eine leicht
veranderte Position ein, in der das Wasserstoffatom nicht mehr zwischen den
beiden Serin-Sauerstoffatomen platziert ist, sondern nur noch zu Ser70 eine
Distanz hat, um ein Wasserstoffbricke zu bilden. Diese Veranderung beruht auf
einer Rotation der Aminogruppe um ca. 17°, bei der die Wasserstoffbricke zum
Sauerstoff von Ser130 (Os) verloren geht und der Abstand der urspringlich die
Briicke formenden Atome auf 3,38 A anwéchst.

Nach der Drehung bildet sich eine neue, gegabelte Wasserstoffbriicke mit den
Sauerstoffen von Ser70 (Og) und dem katalytischen Wasser (O7) aus, das in der
folgenden (nicht modellierten) Deacylierungsreaktion deprotoniert wird, um den
Enzym-Penicillinester zu hydrolysieren (s. Kapitel 1.6.2).
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Die mal3gebliche Veranderung ist jedoch nicht der Austausch des Akzeptors
der Wasserstoffbricke von Ser130 gegen Wat290, sondern die Abnahme der
Bindungsstarke der Wasserstoffbriicke zu Ser70. Diese Abnahme steht im
Zusammenhang mit der Ladungsanderung des Sauerstoffs von Ser70. Handelt
es sich im Michaelis-Menten Komplex bei dem beteiligten Sauerstoffatom noch
um den Sauerstoff einer Hydroxylgruppe, so ist es im Acylenzym ein
Estersauerstoff, dessen Ladung durch die resonanzbedingte Verteilung der
freien m-Elektronen deutlich vermindert ist. Als Konsequenz davon kann das
positiv geladene Lys73 durch die resultierende schwachere Brucke zu Ser70
schlechter stabilisiert werden und die Interaktion mit Asn132 gewinnt so fur die
Stabilitat der Struktur des Acylenzyms an Bedeutung.
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Abbildung 4.39 Stabilisierung von Lys73 durch Asn132 (Distanzangaben in A)
(@)  Michaelis-Menten Komplex
(b)  Ubergangszustand
(c) Tetrahedrales Zwischenprodukt
(d)  Acylenzym

48.3 Asn170

Asparagin 170 fallt in der Dekompositionsanalyse dadurch auf, dass es sich auf
den Michaelis-Menten Komplex und das Acylenzym deutlich stabilisierender
auswirkt als auf den Ubergangszustand und das tetrahedrale Zwischenprodukt.
Der Einfluss von Asn170 ist fir den Michaelis-Menten Komplex im Vergleich zu
dem Ubergangszustand um 2,4 kcal mol”’ und zu dem tetrahedralen
Zwischenprodukt um 3,2 kcal mol” energetisch giinstiger. Das Acylenzym
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profitiert dagegen von Asn170 gegenuber dem Michaelis-Menten Komplex mit
0,6 kcal mol™ sogar noch etwas mehr.

Das konservierte Asparagin 170 ist wie Glu166 Bestandteil des Q-Loops von
Klasse A B-Lactamasen. Es erflllt zwei wichtige Aufgaben wahrend der
Katalyse.

Bei Bildung des Michaelis-Menten Komplexes sorgt es fir eine ideale
Ausrichtung des  Wassermolekils  fir  die  bevorstehenden
Protonentransfers durch Bildung einer Wasserstoffbriicke des
amidischen Carbonylsauerstoffs der Seitenkette mit dem Proton von
Wat290 (s. Abbildung 4.40a). Das beteiligte Proton des Wassers ist das,
welches wahrend der gesamten Acylierungsreaktion am Sauerstoff des
Wassermolekuls gebunden bleibt.

Die andere beruht auf der Interaktion des nicht als Protonenakzeptor an
der Acylierung beteiligten Sauerstoffs der Carboxylatgruppe von Glu166
(O4) mit einem Amidwasserstoff von Asn170. Diese Wasserstoffbriicke
ist verantwortlich fur die Stabilisierung und Ausrichtung von Glu166 im
aktiven Zentrum, die fur dessen Funktion als General Base sehr wichtig
ist. Beide Wasserstoffbricken bleiben Uber alle Reaktionsschritte
erhalten, auch wenn sich ihre Bindungsstarken andern, was auch die
unterschiedlichen Auswirkungen von Asn170 auf die einzelnen
Strukturen erklart.

Die beschriebenen Wasserstoffbricken sind in allen Strukturen essenziell. Es
Uberwiegt allerdings aufgrund des ionischen Anteils der Energiegewinn durch
Bildung der Wasserstoffbricke zu Glu166 den der Wasserstoffbricke zu
Wat290. Der ionische Anteil dieser Wasserstoffbriicke andert sich jedoch im
Laufe der Reaktion.

Das akzeptierende Sauerstoffatom von Glu166 (O4) der Wasserstoffbricke
zwischen Asn170 und Glu166 ist in Folge der fortschreitenden Protonierung
des Glutamats an Os bereits im Ubergangszustand deutlich weniger geladen.
Mit abnehmender Ladung des Sauerstoffs nimmt die Bindungslange der
zugehdrigen Wasserstoffbriicke von 1,89 auf 1,94 A zu (s. Abbildung 4.40b).

Im tetrahedralen Zwischenprodukt ist Glu166 vollstandig protoniert, der
Sauerstoff am wenigsten geladen und die Wasserstoffbriicke zu Glu166 mit
2,04 A am langsten (s. Abbildung 4.40c). Im Acylenzym liegt Glu166 wieder
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deprotoniert vor und das Sauerstoffatom ist wieder ahnlich negativ geladen wie
im Michaelis-Menten Komplex (s. Abbildung 4.40d). Die Lange der
Wasserstoffbriicke hat sich folgerichtig wieder auf 1,88 A vermindert und
dokumentiert so den - auch am Energiegewinn ablesbaren Zuwachs - des
stabilisierenden Einflusses von Asn170.

Die Starke der Wasserstoffbricke hangt entscheidend von der Ladung der
beteiligten Atome ab, so dass es verstandlich ist, dass die beiden Strukturen,
die ein weniger stark geladenes Glu166 im aktiven Zentrum besitzen, von der
Wasserstoffbricke zwischen Asn170 und Glu166 auch weniger profitieren.

Die Bindungslange der Wasserstoffbriicke zum Wassermolekiil ist aufgrund
der zentralen Funktion von Wat290 wahrend der Reaktion mehr von den
erforderlichen Positionen des Wassers im entsprechenden Reaktionsschritt
abhangig als von den Ladungsverhaltnissen der beteiligten Atome. Die
Ausdehnung der Wasserstoffbriicke ist so im Ubergangszustand mit 2,1 A
grofer als in den anderen Strukturen, obwohl sie hier am wichtigsten ist, da sie
den partiell mit drei Wasserstoffen verbundenen Sauerstoff des
Wassermolekuls stabilisiert. Die energetischen Auswirkungen des Verlusts
dieser Wasserstoffbriicke im Ubergangszustand durch die Aminos&uren-
Dekomposition kdnnen jedoch nicht eindeutig abgelesen werden.

Der relative Energieverlust vom Ubergangszustand zum Michaelis-Menten
Komplex ist durch die Ladungsverminderung der ionischen Ladung an O4 und
der damit zusammenhangenden Abschwachung der zugehdrigen
Wasserstofforicke  dominierend und  Uberdeckt einen potenziellen
Energiegewinn durch die Wasserstofforicke zum Wassermolekul. Bei Bildung
des tetrahedralen Zwischenprodukts fallt allerdings auf, dass im Vergleich zum
Ubergangszustand der um 0,8 kcal mol” zunehmende Energieverlust relativ
grof® im Verhaltnis zur Abnahme der Ladung an Oy ist. Der Energieverlust kann
daher nicht ausschlieBlich von der geringeren Bindungsstarke der
Wasserstoffbriicke von Asn170 zu Glu166 im Zwischenprodukt herrihren,
sondern muss zusatzlich in der Abnahme der Wichtigkeit der Wasserstoffbriicke
von Asn170 zu Wat290 begrundet sein.
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Abbildung 4.40 Wasserstoffbriicken von Asn170, (Distanzangaben in A)
(@)  Michaelis-Menten Komplex
(b)  Ubergangszustand
(c) Tetrahedrales Zwischenprodukt
(d)  Acylenzym

4.8.4 Lys234, Ser235, Arg244 und Arg275

Die Bedeutung von elektrostatischen Wechselwirkungen fur die QM/MM-
Energie Uberwiegt bei Weitem die der van der Waals Interaktionsenergien.
Einige der auffalligsten Veranderungen der Wechselwirkungsenergien bei der
Dekompositionsanalyse wurden demnach beim Entfernen von geladenen
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Aminosauren beobachtet. Besonders auffallig sind dabei drei positiv geladene
Aminosauren, die aus den gleichen Grunden fur das Zwischenprodukt und den
Ubergangszustand, aber auch fur das Acylenzym von Bedeutung sind und
deshalb gemeinsam vorgestellt werden. Ser235 ist zwar ungeladen, hat aber
einen synergistischen Effekt auf die verschiedenen Strukturen und wird daher in
die Analyse von Lys234, Arg244 und Arg275 mit eingeschlossen.

Alle vier Aminosauren liegen auf der gleichen Seite des aktiven Zentrums,
wobei Lys234, Arg244 und Ser235 die Bindungstasche fur die
Carboxylatseitenkette des Penicillins formen (vgl. Kapitel 1.6.1.1 und Kapitel
4.6.1; s. Abbildung 4.42). Aulier Lys234, das relativ zum Michaelis-Menten
Komplex fur das Acylenzym weniger wichtig ist, wirken die Aminosauren auf
alle untersuchten Strukturen stark stabilisierend. Der aufaddierte, energetische
Effekt von Arg234, Ser235 und Arg244 ist beim tetrahedralen Zwischenprodukt
am groften und belduft sich auf 20 kcal mol™. Bei dem Ubergangszustand und
dem Acylenzym liegt er mit 7,7 und 8,7 kcal mol™ deutlich niedriger.

Das Auftreten dieser Effekte beruht auf den komplexen, elektronischen
Veranderungen innerhalb der quantenmechanisch betrachteten Atome wahrend
der Acylierungsreaktion. Die Abstraktion des Protons von Ser70 fuhrt zu einer
Verschiebung der negativen Ladung von Glu166 in Richtung des Ser70. Im
Ubergangszustand ist das bereits an der Verminderung der Ladung der
Carboxylatsauerstoffe von Glu166 (O3, O4) und der Zunahme an negativer
Ladung der Sauerstoffe des katalytischen Wassers (O7), der Hydroxylgruppe
von Ser70 (Og) und der B-Lactamcarbonylgruppe (O4), zu erkennen.

Im tetrahedralen Zwischenprodukt ist die Ladung noch weiter verschoben, so
dass das am weitesten entfernte Atom von Glu166, namlich der Sauerstoff des
B-Lactams, den groten Teil der negativen Ladung Ubernommen hat. Die
Wanderungsrichtung der Ladung von Glu166 weist genau auf die
entgegengesetzte Seite des aktiven Zentrums, wo Lys234, Arg244 und Arg275
positioniert sind. Im Acylenzym ist die negative Ladung zu Glu166
zuruckgekehrt, das dann wieder vergleichbare Ladungen wie im Michaelis-
Menten Komplex tragt.

Die Anderung der Ladungsverteilung der einzelnen Strukturen kann auf3er an
den Ladungsdaten der einzelnen Atome (s. Ladungstabelle, Abbildung 4.37)
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auch anhand von GRID-Interaktionsfeldern verfolgt werden. Das Programm
GRID [161]-[164] legt das zu untersuchende Molekul in einen Gitterkafig und
berechnet an jedem Gitterpunkt mit einer vorher festzulegenden GRID-Sonde
eine Wechselwirkungsenergie mit dem Molekul. Die Wechselwirkungsenergien
setzen sich aus einem dominierenden elektrostatischen, einem van der Waals-
und einem Wasserstoffbriicken-Energieterm zusammen. Die berechneten
Interaktionsenergien lassen sich in attraktive Wechselwirkungen mit einem
negativen Energiewert und repulsive Wechselwirkungen mit einem positiven
Energiewert  unterscheiden.  Die Interaktionsenergien  konnen  als
Isokonturflachen angezeigt werden, so dass sie in Form von Feldern analysiert
werden konnen.

Zur Untersuchung der Ladungsverschiebung wurden von jeder der vier
verglichenen Strukturen die Atome der gesamten QM-Region in einen GRID-
Kafig eingefuhrt und durch die ,N3+“-Sonde, die eine positiv geladene
Aminofunktion simuliert, abgetastet. Das Anwachsen oder Abnehmen von
negativer Ladung kann so indirekt durch Veranderung der dadurch
hervorgerufenen zugehorigen Wechselwirkungsfelder verfolgt werden.

Die in Abbildung 4.41 dargestellten Felder wurden bei einem Energiewert von
-5,9 kcal mol”" konturiert. Die Felder dokumentieren die elektronischen
Veranderungen der an der Reaktion beteiligten Atome, die bereits durch die
berechneten, unterschiedlichen Ladungsverteilungen erkennbar waren.
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Abbildung 4.41 Gridfelder berechnet mit einer Ammoniumsonde
und bei —5,9 kcal mol™ konturiert (Grau = B-Lactam-Carbonylsauerstoff)
Grin: Michaelis-Menten Komplex
Rot: Ubergangszustand
Blau: Tetrahedrales Zwischenprodukt
Orange: Acylenzym

Die Untersuchung der Felder zeigt, dass neben der Ladungsverschiebung die
durch die Geometriednderungen hervorgerufenen Effekte eine wichtige Rolle
spielen. Bei Angriff des Ser70-Sauerstoffs und bei Bildung des tetrahedralen
Zwischenprodukts andert der Carbonylsauerstoff des p-Lactams seine
Ausrichtung als Folge des Wechsels von der sp* zur sp>-Hybridisierung des
Kohlenstoffs. Bei dem in den Abbildungen gewahlten Blickwinkel zeigt der
Sauerstoff schon im Ubergangszustand weiter nach unten als im Michaelis-
Menten Komplex. Diese Ausrichtungsanderung verstarkt sich weiter bis zum
tetrahedralen Zwischenprodukt.

Im Acylenzym liegt erneut ein sp-hybridisierter Kohlenstoff vor. Im Gegensatz
zum Michaelis-Menten Komplex ist die Carbonylgruppe jedoch nicht mehr in
einen Bicyclus eingegliedert und deshalb freier beweglich. Sie nimmt eine
Position ein, in der der Sauerstoff ebenfalls nach unten zeigt.
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Bei Analyse der Isokonturflaichen des Ubergangszustands (rot) ist bereits ein
Anwachsen des Feldes vom Michaelis-Menten Komplex (orange) festzustellen,
auf das der Sauerstoff der Carbonylgruppe deutet. Dadurch wird angezeigt,
dass hier die Wechselwirkungen flr eine positive Ladung (die Probe) gunstiger
werden. Aulderdem ist schon eine leichte Verschiebung des Feldes nach unten,
also in die Richtung, in die sich der Sauerstoff bewegt, zu erahnen.

Im tetrahedralen Zwischenprodukt (blau) sind diese Feldveranderungen viel
starker ausgepragt zu beobachten. Die Interaktionsfelder haben sich parallel zu
der Ausrichtungsanderung des Sauerstoffs deutlich weiter nach unten
verschoben und sind weiter angewachsen. DarlUber hinaus lasst sich eine
generelle Zunahme der Wechselwirkungsfelder auf der rechten Seite der QM-
Atome feststellen, wie es sich schon aus der Richtung der Ladungs-
verschiebung voraussehen liel3.

Die Zunahme der Felder auf der linken Seite im tetrahedralen Zwischenprodukt
ist auf eine veranderte Position des Wassers zurtuckzufuhren. Nur dort nimmt es
eine Position ein, in der es Wasserstoffbriicken von aulden akzeptieren kann
und SO die Wechselwirkungsfelder induziert. Alle anderen
Geometrieanderungen der untersuchten Strukturen haben keine Auswirkungen
auf die Fahigkeit bestimmter  Strukturelemente der QM-Region,
Wasserstoffbriicken zu bilden, so dass die Veranderungen der berechneten
Interaktionsenergien nur auf elektrostatische Wechselwirkungen zuruck-
zufiihren sind.

Die Bildung des Acylenzyms (grtin) geht mit einer Abnahme der Felder auf der
rechten Seite, entsprechend dem dortigen Ladungsrickgang, einher. Die
potenziellen Wechselwirkungsenergien werden durch die Flachen auf der
rechten Seite aber noch immer groRer als im Michaelis-Menten Komplex
angezeigt. Der Sauerstoff des gebildeten Esters zeigt - wie oben beschrieben -
in die gleiche Richtung wie in der tetrahedralen Geometrie, so dass die
zugehorigen Felder im Vergleich zum Michaelis-Menten Komplex auch hier
deutlich nach unten verschoben sind.

Die beobachteten Ladungsverschiebungen und die Zunahme der Attraktivitat
fur positive Ladungen auf der rechten und der unteren Seite der QM-Atome (bei
der hier benutzten Ausrichtung der QM-Atome) ist sehr gut mit den Positionen
der geladenen Aminosauren und dem Verlust an Stabilitat bei der Eliminierung
ihres Einflusses wahrend der Aminosauren-Dekomposition in Einklang zu
bringen. Sowohl die positiven Ladungen von Arg275 als auch von Arg244 sind
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mit ca. 11 und 8 A Abstand zum Carbonylsauerstoff auf der rechten unteren
Seite der QM-Atome positioniert und daher in der Lage, durch elektrostatische
Wechselwirkungen die Zunahme der negativen Ladung sowohl an diesem Atom
als auch an den Ubrigen Atomen auf der rechten Seite zu stabilisieren
(s. Abbildung 4.42). Dabei kommt dem naher gelegenen Arg244 bei allen
Strukturen die bedeutendere Rolle zu, da dessen Einfluss stets groRer ist als
der von Arg275.

Arg244 ist dartber hinaus auch deswegen bedeutungsvoller als Arg275, weil es
eine wichtige Salzbriucke zu der Carboxylatgruppe des Benzylpenicillins
ausbildet. Die Carboxylatgruppe unterliegt wahrend der Reaktion keiner
Veranderung, so dass sie im Michaelis-Menten Komplex wie in allen anderen
Strukturen auf die gleichen Wechselwirkungspartner angewiesen ist. Die
Stabilisation der anionischen Carboxylatgruppe ist jedoch in Strukturen
essenzieller, bei denen in der Umgebung ein Uberschuss an negativer Ladung
zu verzeichnen ist.

Ausser mit Arg244 unterhalt die Carboxylatgruppe auch noch
Wechselwirkungen mit Lys234 und Ser235. Lys234 ist oberhalb der
Carboxylatgruppe auf der Seite der QM-Atome platziert, von der sich der
wahrend der Reaktion abknickende Carbonylsauerstoff des p-Lactams weiter
entfernt. Die Hauptaufgabe von Lys234 ist somit nicht eine elektrostatische
Interaktion mit diesem Atom, sondern die Stabilisation der Carboxylatgruppe
des Penicillins, besonders wenn Arg244 im Laufe der Reaktion fir die
Stabilisierung der sich verschiebenden Ladung im Substrat essenzieller wird.

Der Verlust von Arg244 im Zuge der Dekompositionsanalyse kann durch
Lys234 ausgeglichen werden. Der Energieverlust ist daher bei Elimination von
Arg244 nicht so gro® wie bei dem spateren Entfernen von Lys234. Ser235
bleibt als letzter Wechselwirkungspartner mit der Ausbildung einer stabilen
Wasserstofforicke zur Carboxylatgruppe in der Dekompositionsanalyse
erhalten. Es kann jedoch nicht die gleiche Stabilisation leisten wie die positiv
geladenen Arginine durch die ionischen Interaktionen. Trotzdem zeigt sich,
dass auch Ser235 im Vergleich zum Michaelis-Menten Komplex ebenfalls flr
alle anderen Strukturen groRere Bedeutung hat und auf die wahrend der
Reaktion entstehenden Geometrien starker stabilisierend wirkt als auf den
Michaelis-Menten Komplex.

Es fallt auf, dass Lys234 fur das Acylenzym weniger essenziell als fir den
Michaelis-Menten Komplex ist. Das tetrahedrale Zwischenprodukt und der
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Ubergangszustand werden von Lys234 noch mit 8,9 und 6,4 kcal mol”
stabilisiert, wahrend sich dessen Einfluss auf den Michaelis-Menten Komplex
um 6 kcal mol™ giinstiger auswirkt als auf das Acylenzym.

Der Grund liegt in der Ladungsanderung des benachbarten Sauerstoffs der
ehemaligen Ser70 Hydroxylgruppe (Og). Die von Glu166 stammende, negative
Ladung, die noch im Ubergangszustand und Zwischenprodukt auf die rechte
Seite der QM-Atome verschoben war, ist im Acylenzym 2zu Glu166
zuruckgekehrt. Trotzdem ist der Carbonylsauerstoff (O4) negativer als im
Acylenzym, da es sich nun um den Sauerstoff eines Esters handelt. Die
Elektronendichte des Sauerstoffs von Ser70 ist infolge der Resonanz geringer
und dessen Ladung weniger negativ. Die Interaktion mit Lys234 wirkt sich fur
das Acylenzym daher nicht mehr so energieerniedrigend aus wie noch im
Michaelis-Menten Komplex.

Darlber hinaus liegt der ebenfalls zu Lys234 benachbarte B-Lactamstickstoff
(N1) im Acylenzym nach Spaltung der B-Lactambindung protoniert vor. Der
Stickstoff ist zwar etwas negativer geladen als im Michaelis-Menten Komplex,
die Ladung ist jedoch durch den gebundenen Wasserstoff auch entsprechend
abgeschirmt, so dass die elektrostatische Wechselwirkung mit Lys234
abgeschwacht ist.



152 4 Ergebnisse

Lys234

Glu166

Ser235

Abbildung 4.42 Lokalisation verschiedener wichtiger Aminosauren zur Stabilisation der
Ladungsverschiebungen wahrend der Acylierung
(Beispielstruktur: Tetrahedrales Zwischenprodukt)
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5.1 General Base

Im modellierten Reaktionsmechanismus wurde Glutamat 166 als General Base
eingesetzt, da unter Berucksichtigung aller verfligbaren Daten und den in dieser
Arbeit vorgestellten Untersuchungen des aktiven Zentrums, nur Glu166 die
Aminosaure sein kann, die Ser70 durch Deprotonierung aktiviert. Der
Mechanismus konnte darlUber hinaus durch die berechneten Energiebarrieren
bestatigt werden. Der Ausschluss des Mechanismus, der in Analogie zu den
Serin-Proteasen ein Lysin (Lys73) als General Base nutzt, sowie der anderen
Mechanismen beruht auf folgenden Schlussfolgerungen.

Die Theorien, die einen Mechanismus unterstitzen, der Lys73 als General
Base nutzt, basieren im Wesentlichen auf der Beobachtung, dass Mutanten
ohne Glu166 immer noch von B-Lactam-Antibiotika acyliert werden konnen,
auch wenn die Rate dann stark reduziert ist. Aus diesem Grund wird
angenommen, kdénne nur Lys73 in neutraler Form als Akzeptor fur das Proton
von Ser70 dienen. Grundbedingung flir diesen Mechanismus ist also ein
drastisch erniedrigter pKs-Wert fur die Aminogruppe des Lysins.

Der pKs von Lys73 kann jedoch nicht als Folge der elektrostatischen
Gegebenheiten im aktiven Zentrum um vier Zehnerpotenzen erniedrigt sein. Die
Analyse des aktiven Zentrums ergab, dass Dipoleffekte von a-Helices aufgrund
ihrer raumlichen Anordnung zu dem Lysin keinen Einfluss auf dessen pKs-Wert
haben konnen. Die Basizitatserhdhung musste demnach allein durch die
benachbarten Aminosauren hervorgerufen werden. Die Untersuchung des
aktiven Zentrums mit Hinblick auf die Lage von geladenen Aminosauren zu
Lys73 lieferte jedoch keinen eindeutigen Hinweis darauf, warum eine derartig
starke Erniedrigung des pKs-Werts erfolgen sollte.

In unmittelbarer Nahe zu Lys73 befinden sich mit Lys234 und Glu166 nur zwei
gegensatzlich geladene Aminosauren. Alle anderen in Frage kommenden
Aminosauren haben schon deutlich mehr Abstand und werden teilweise durch
andere benachbarte, negativ geladene Aminosauren in ihrem Einfluss auf
Lys73 abgeschwacht.

Es konnte weiterhin erwartet werden, dass sich die Mutation von Glu166 nicht
negativ auf die Acylierungsrate auswirkt, da das fur ein mégliches neutrales



156 5 Diskussion

Vorliegen von Lys73 verantwortliche, positive elektrostatische
Umgebungspotenzial noch verstarkt werden wurde. Alle Glu166-Mutanten
zeigen jedoch eine drastische Abnahme der Acylierungsrate [74]-[77].

Die Dimensionen der Abnahme der Acylierungsrate von E166- und K73-
Mutanten weisen ebenfalls eindeutig auf Glu166 als General Base hin. So ist
bei einer K73R-Mutante die Geschwindigkeitskonstante der Acylierung
(k2; s. Kapitel 1.5) um das 200fache kleiner, wahrend bei einer E166N-Mutante
sowohl &, als auch die Konstante fur die Deacylierung k; um das 2000fache
abgeschwacht werden [74].

Messungen der Umsatzraten von Klasse A B-Lactamasen in Abhangigkeit vom
pH-Wert zeigten typische Glockenkurven mit zwei kritischen pH-Werten. Bei der
Absenkung des pH-Wertes unterhalb von 5 fallt die Umsatzrate stark ab. Dieser
erste pH-Wert kann nur Glu166 zugeschrieben werden. Mutationsstudien an
Lys73 und Lys234 ergaben, dass der Umsatzrickgang ab pH-Werten groRer
als 8 von Lys73 und Lys234 abhangt und suggeriert, dass sich diese nahe
beieinander liegenden Lysine eventuell gegenseitig in ihrer Funktion ersetzen
konnen. Lys73 kann aber keinesfalls alleine eine so wichtige Funktion, wie die
der General Base haben [165][166].

Die Aufklarung der Kristallstruktur einer K73H-Mutante zeigte, dass der
Imidazolring des substituierten Histidins positiv geladen ist. Die einzige
signifikante Veranderung, die im aktiven Zentrum beobachtet worden ist, war
die Drehung von Ser70 in eine Konformation, die aul3erst ungunstig fur den
nucleophilen Angriff an ein Substrat ist und so die schlechteren katalytischen
Eigenschaften dieser Mutante erklart [80].

Bisher bekannte theoretische Untersuchungen starken ebenfalls die Rolle von
Glu166 als General Base. Berechnungen des pks-Wertes der e-Aminogruppe
von Lys73 ergaben, dass dieser grofder als 10 und damit unvereinbar mit einem
Mechanismus mit Lys73 als General Base ist [167]. Der berechnete pKs-Wert
konnte auflerdem durch eine NMR-Titration experimentell bestatigt werden
[168].
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Die vorgestellten substratinduzierenden Mechanismen sind in Anbetracht des
notigen pks-Sprungs von 10 auf 6 ebenso unwahrscheinlich, zumal bei
pks-Berechnungen auch mit Substraten im aktiven Zentrum immer pks-Werte
grofder als 10 bestimmt wurden [169].

Hierfir musste Ser130 initial durch die Carboxylatgruppe des Penicillins
deprotoniert werden. Dies ist bei Betrachtung der beteiligten Atome im
Michaelis-Menten Komplexes eher unwahrscheinlich. Einerseits konnte Ser130
immer als Wasserstoffbrickenbindungspartner fur den B-Lactam-Stickstoff
identifiziert werden, was auch durch unabhangige Untersuchungen bestatigt
wurde [170]. Andererseits ist die Carboxylatgruppe des p-Lactams durch direkte
Wechselwirkungen mit Lsy234, Arg244 und Ser235 sehr gut im aktiven Zentrum
gebunden. Es erscheint daher aufierst unwahrscheinlich, dass sich dieses
Muster andern und die Carboxylatgruppe eine andere Funktion als die hier
beschriebene Ankerfunktion im aktiven Zentrum haben konnte.

Auch die Modellierung der Mechanismen, die eine ringartige Protonen-
verschiebung mit oder ohne Einbeziehung der Carboxylatgruppe des Substrats
vorsahen, ergaben durchweg sehr hohe Barrieren (~40 kcal mol™”), die diese
Mechanismen unrealistisch erscheinen lassen [83].

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Molekuldynamik-Simulationen stitzen
ebenfalls einen protonierten Zustand von Lys73 und daher einen Mechanismus
mit Glu166 als General Base. Aufgrund des geringen strukturellen Unterschieds
zwischen neutralem und protoniertem aktiven Zentrum, der sich auch in
zahlreichen Kristallstrukturen verschiedener Mutanten zeigt [71][80], beruhen
die Schlussfolgerungen von den Ergebnissen der Simulationen ebenfalls nur
auf geringen Unterschieden. Diese deuten jedoch alle auf ein Lysin im
protonierten Zustand hin.

Bedeutung hat dabei die erhohte Mobilitat des katalytischen Wassermolekuls im
aktiven Zentrum des neutralen Lysins, die im Kontrast zu der invariablen
Position des Wassers in den bekannten Kristallstrukturen steht. Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass die, fur eine mogliche Aktivierung von Ser70
durch ein neutrales Lys73, essenzielle Wasserstofforicke des zu
transferierenden Protons zwischen diesen beiden Aminosauren in der
MD-Simulation nicht existent war. Ahnliche Ergebnisse wurden, unabhangig
von den hier vorgestellten Untersuchungen, durch MD-Simulationen von TEM1
im Komplex mit Benzylpenicillin kirzlich veroffentlicht [170].
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5.2 Molekularer Reaktionsmechanismus

Nach der Untersuchung des aktiven Zentrums wurde die Acylierung als
symmetrischer Mechanismus zu der Deacylierung, d.h. unter Nutzung der
identischen Aminosaure als General Base (Glu166), modelliert. Die
Modellierung der Acylierungsreaktion sowie die anschlieRende Analyse des
Reaktionswegs als Bestatigung des Mechanismus aus theoretischer Sicht,
stellte die grolite Herausforderung der vorliegenden Arbeit dar.

Die Acylierung lasst sich aufteilen in fiinf Protonenibergange, die Bildung einer
Sauerstoff-Kohlenstoff- und den Bruch einer Kohlenstoff-Stickstoffbindung. Es
konnte gezeigt werden, dass die einzelnen Reaktionen jedoch nicht in
aufeinanderfolgenden Schritten ablaufen, sondern komplexeren konzertierten
Mechanismen folgen.

Die Simulation dieser zusammengesetzten Reaktionen konnte unter
Anwendung der QM/MM-Methodik durch Berechnung von Potenzial-
hyperflachen durchgefuhrt werden, die durch verschiedene parallel oder einzeln
angewendete Reaktionskoordinaten berechnet wurden. Als unverzichtbare,
allerdings aullerst rechenintensive MalRnahme zeigte sich hierbei das
Korrekturverfahren der semiempirisch gewonnenen, quantenmechanischen
Energien mit der DFT-Methode B3LYP.

Mit den berechneten Potenzialflachen lassen sich Barrieren und Energieminima
bestimmen und auch Fragen zur Konzertiertheit oder zum sequenziellen Ablauf
der einzelnen Reaktionsschritte beantworten. Das Energieschema in Abbildung
5.1 zeigt den Energieverlauf der gesamten Acylierungsreaktion auf. Die
Energien entsprechen den Energiemaxima und -minima der fur die jeweilige
quantenmechanische Methode berechneten Potenzialhyperflachen.
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Abbildung 5.1 Energieverlauf der Acylierungsreaktion von Klasse A B-Lactamasen
oben: QM-Anteil der QM/MM-Energie mit AM1 berechnet
unten:QM-Anteil der QM/MM-Energie mit B3LYP berechnet
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Der geschwindigkeitsbestimmende erste Schritt in der Acylierungsreaktion
beginnt mit der Abstraktion eines Protons von Ser70 durch das katalytische
Wasser. Das Wassermolekul Uberbrickt dabei als Zwischenstation die Distanz
zur General Base (Glu166), an die es zeitgleich ein Proton weitergibt. Simultan
dazu greift der aktivierte Sauerstoff von Ser70 nucleophil den Kohlenstoff der
B-Lactamcarbonylgruppe an, der dabei in einen tetrahedralen, sp*-hybridisierten
Zustand ubergeht.

Die Berechnung reiner AM1-QM/MM-Potenzialflachen, die den B3LYP-
Korrekturen vorangegangen waren, konnte bereits die Konzertiertheit der
Aktivierung von Ser70 und des nucleophilen Angriffs beweisen (Publikation
2003 [171]). Das Produkt dieser beiden Reaktionen ware ein tetrahedrales
Zwischenprodukt, das im aktiven Zentrum ein protoniertes Wasser besalie.
Allerdings wurde die Existenz dieses Zwischenprodukts durch seine berechnete
geringe Stabilitat in Frage gestellt.

Die Abhangigkeit der Stabilitat des mutmalilichen Zwischenprodukts von der
angewendeten quantenmechanischen Methode zur Beschreibung der in der
QM-Region enthaltenen Atome, konnte durch B3LYP-Korrekturen der AM1-
Energien eindeutig aufgezeigt werden. Demnach kann die Struktur mit einem
protonierten Wassermolekull im aktiven Zentrum nicht als ein Zwischenprodukt
bewertet werden. Der zweite Protonentransfer zur General Base, Glu166, muss
daher zeitgleich zur Protonierung des Wassermolekiils erfolgen.

Erweiterte, zusammengesetzte Reaktionskoordinaten erwiesen sich als sehr
gut geeignet, um beide Protonentransfers und den nucleophilen Angriff zu
beschreiben, so dass eine harmonisch verlaufende Potenzialhyperflache des
ersten Reaktionsschritts berechnet werden konnte. Das Produkt dieser
Reaktion ist das tetrahedrale Zwischenprodukt. Die Geometrie des berechneten
Ubergangszustands beweist, dass die Reaktionen strikt konzertiert ablaufen,
wobei die Protonentransfers, die Energie des Ubergangszustands bestimmen.
Die Bildung der Ser70-Penicillin-Bindung erfolgt sehr schnell, sobald der
Sauerstoff der Ser70 Hydroxylgruppe genugend aktiviert worden ist. Eine
ausreichende Nucleophilie des Sauerstoffs wird erreicht, wenn die Distanz
zwischen dem Proton und dem Sauerstoff der Hydroxylgruppe von Ser70 auf
eine bestimmte GréRe angewachsen ist (ca. 1,17-1,2 A). Im Ubergangszustand
ist die General Base Glu166 bereits partiell, im Zwischenprodukt dann
vollstandig protoniert.
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Dieser Protonierungszustand ist experimentell wahrend der Untersuchungen zu
der  vorliegenden Arbeit, durch eine hochaufgeloste ~ TEM1-
Réntgenkristallstruktur (0,8 A) nachgewiesen worden, die ein Borsaure-
Analogon des Ubergangszustands bzw. des tetrahedralen Zwischenprodukts’
im aktiven Zentrum enthalt [130].

Anhand der Kristalldaten konnten unterschiedliche Bindungslangen der
Carboxylatsauerstoffe zu dem Carboxylatkohlenstoff von Glu166 bestimmt
werden, die auf die Protonierung des Glutamats schlie3en lassen. Ein Vergleich
der wahrend der Modellierung erhaltenen Strukturen mit dieser Kristallstruktur
ist aufgrund der extremen Unterschiede der Substrate nur schwer moglich. Es
lasst sich aber feststellen, dass auch in der Kristallstruktur das Wassermolekdl
durch Ser70, Glu166 und Asn170 in seiner Position fixiert wird. Die absolute
Position des Wassers scheint jedoch noch zentraler zwischen diesen drei
Aminosauren als im modellierten Ubergangszustand zu sein. Hier dominiert der
Kontakt zu den an der Katalyse direkt beteiligten Aminosauren Ser70 und
Glu166. Die Kristallstruktur enthalt demnach eher ein Analogon, das einem
Zwischenprodukt entspricht, in dem die Position des katalytischen Wassers
durch gleichberechtigte, elektrostatische Wechselwirkungen bestimmt wird und
nicht durch dessen Beteiligung an Protonentransfers.

Der auf die Bildung des tetrahedralen Zwischenprodukts folgende
Reaktionsschritt ist gekennzeichnet durch die Spaltung des Lactamrings und
durch die Bildung eines Esters, in dem der tetrahedrale Kohlenstoff wieder in
einer sp2-hybridisierten, planaren Konformation vorliegt. Es konnte wie im
ersten Reaktionsschritt gezeigt werden, dass es sich auch hierbei um eine
hochkonzertierte Reaktion handelt. Infolge der Spaltung kommt es zur
Protonierung des freiwerdenden Stickstoffs durch Ser130, das seinerseits von
Lys73 protoniert wird.

Die Konzertiertheit der drei Reaktionen kann nur schlecht von der
angewendeten semiempirischen Methode AM1 wiedergegeben werden und
wird erst durch die Ergebnisse nach der Neuberechnung der

' Die verwendete Struktur spiegelt das Cephalosporin Cefatazidim wider. Die Autoren legen
sich anhand ihrer Ergebnisse nicht eindeutig fest, ob es sich um ein Ubergangs- oder
Zwischenprodukt-Analogon handelt. Es stellt auf jeden Fall ein Analogon zu einer Struktur mit
einer tetrahedralen Konformation des B-Lactamkohlenstoffs dar.
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quantenmechanischen Energien mit B3LYP deutlich. Der Grund dafur ist, dass
AM1 Wasserstoffbricken nur ungentugend genau berechnet.

Protonentransferreaktionen werden im Wesentlichen durch die beiden
Wasserstoffbricken zu den Donor- und Akzeptoratomen stabilisiert. Werden
diese Wasserstoffbricken - wie im Falle von AM1 - nicht mit dem
entsprechenden Energiegewinn fur das System berechnet, liegt auch die
zugehorige Barriere zu hoch. Als Konsequenz davon ist es unwahrscheinlich,
dass Multi-Protonentransferreaktionen von AM1 als konzertierte Reaktionen
vorausgesagt werden. Die hier beobachtete unterschiedliche Form der AM1-
und der B3LYP-Potenzialhyperflache ist ein Beispiel fur dieses Verhalten.

Sowohl die AM1- als auch die B3LYP-Ergebnisse belegen, dass der
Protonentransfer zu Ser130 erst gegen Ende der Protonierung des
B-Lactamrings einsetzt, ohne dass vorher ein stabiles Zwischenprodukt mit
deprotonierter Hydroxylgruppe von Ser130 gebildet wird. Im Gegensatz zu der,
mit der Protonierung des Stickstoffs des Thiazolidinrings, hochkonzertiert
ablaufenden Spaltung des Lactamrings, ist die Protonierung von Ser130 dazu
als nicht strikt konzertiert ablaufende Reaktion zu werten.

Die primar Stabilitat bringende Reaktion wahrend dieses Reaktionsschritts ist
die Bildung des Esters aus dem tetrahedralen Zwischenprodukt. Eine Folge
davon ist die Spaltung der Lactambindung, die erst die Protonierung des
freiwerdenden Stickstoffs durch Ser130 und darauf folgend die Protonierung
von Ser130 induziert. Die Protonierung von Ser130 kann demnach nicht mit den
vorhergehenden Reaktionen simultan, sondern muss zeitlich versetzt ablaufen,
was sowohl durch die Ergebnisse von AM1 als auch von B3LYP bestatigt
werden konnte. Die Funktion von Ser130 als letzter Donor konnte daruber
hinaus durch Potenzialflachen verifiziert werden, in denen ausschlie3lich von
Ser130 spontan ablaufende Protonierungen des [(-Lactam-Stickstoffs
beobachtet wurden.

Die Ergebnisse widerlegen die auf statischen Berechnungen beruhende
Theorie einer initialen Protonierung des Stickstoffs [159]. Diese Reaktion wurde
in keiner der berechneten Potenzialflachen beobachtet, so wie auch gezeigt
werden konnte, dass eine Struktur mit einem protonierten Stickstoff im intakten
B-Lactamring instabil ist.
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Der von AM1 berechnete Energiegewinn des zweiten Reaktionsschritts ist mit
16,37 kcal mol™ auffallend groR im Verhaltnis zu den B3LYP-Ergebnissen. Die
Dimension des Energiegewinns beruht auf der in dieser Reaktion auftretenden
Reduktion der ionischen Ladungen innerhalb der QM-Region und der
Deprotonierung der Lys73-Aminogruppe. Der Protonentransfer der positiv
geladenen Aminogruppe zu dem partiell als Anion vorliegenden Ser130
vermindert die ionische Ladungsanzahl von drei auf nur noch eine Ladung der
Carboxylatgruppe des Benzylpenicillins.

Der unverhaltnismalige Energiegewinn resultiert hauptsachlich aus der
Schwache von AM1 bei der Berechnung des Energieinhaltes der protonierten
Aminogruppe (Lys73), die zu energiereich im Verhaltnis zum neutralen Amin
berechnet wird und dadurch den zu groRen Energiegewinn bei Deprotonierung
verursacht. Des Weiteren sind generell die Energiebilanzen, die AM1 bei
Reaktionen liefert, die auf Edukt- und Produktseite ein Ungleichverhaltnis bei
der Anzahl der ionischen Ladungen aufweisen, nur bedingt vertrauenswiurdig
(vgl. Kapitel 4.7.2.4). Dennoch sind die von AM1 berechneten Geometrien
qualitativ so gut, dass die Neuberechnungen der QM-Energieanteile der
QM/MM-Energien mit einer aufwendigeren quantenmechanischen Methode
mdglich war.

Die bekannten AM1-Schwachen fuhren bei Energieberechnungen nur dann zu
Ungenauigkeiten, wenn sich die zu vergleichenden Strukturen hinsichtlich des
Protonierungszustandes von Lys73 oder in der Anzahl der ionischen
Nettoladungen unterscheiden. AulRer bei der Protonierung von Ser130 durch
Lys73 sind diese Bedingungen auch im folgenden Reaktionsschritt bei der
Protonierung von Lys73 durch Glu166 erflllt.

Im letzten Schritt der Reaktion wird das noch deprotoniert vorliegenden Lys73
durch Glu166 wieder protoniert und die Bildung der Zwischenproduktstruktur
des Acylenzyms damit abgeschlossen. Die berechneten Potenziale von AM1
und B3LYP sind aufgrund der semiempirischen Ungenauigkeiten hinsichtlich
ihrer Energiebilanzen uneinheitlich. Der von AM1 berechnete, nicht reale
Energieverlust wahrend dieses Schrittes, konnte jedoch durch die B3LYP-
Korrektur erfolgreich bereinigt werden.

Die B3LYP-Ergebnisse zeigen in diesem Punkt die Grenzen von AM1 bei der
Beschreibung von chemischen Reaktionen in quantitativer wie auch in
qualitativer Hinsicht auf. Der Verlauf der mit B3LYP neu berechneten Energien
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fallt bis hin zu dem Energieniveau des Acylenzyms ab, ohne ein
Energiemaximum einer Ubergangszustandsstruktur zu passieren. Dies steht im
Kontrast zu den Ergebnissen von AM1. Hier trennt eine relativ hohe Barriere
von 13,3 kcal mol’ die Struktur mit neutral vorliegender Aminogruppe
(Zwischenprodukt 1) und das Acylenzym mit protonierter Aminogruppe. Die
Geometrie des Zwischenprodukts musste demnach als stabiles
Energieminimum eingeschatzt werden. Aufgrund der B3LYP-Ergebnisse muss
aber postuliert werden, dass auch der letzte Protonentransfer von Glu166 zu
Lys73 ahnlich wie der vorangehende von Lys73 zu Ser130 im Sinne einer nicht
strikt konzertierten Reaktion ablauft.

Die B3LYP-Ergebnisse korrigieren aulerdem den von AM1 vorausgesagten
endothermen Charakter des Reaktionsschritts. Die Protonierung von Lys73
durch Glu166 wird von B3LYP als eindeutig exotherm mit einem Energiegewinn
von 13,7 kcal mol™ berechnet.

Der sequenzielle Reaktionsmechanismus und die positive Energiebilanz, den
die AM1-Ergebnisse in diesem Schritt suggerieren, sind das Resultat der
unzureichenden Beschreibung der geladenen Aminogruppe von Lys73 sowie
der Veranderungen der Ladungsverteilung innerhalb der QM-Region (s.0.).

5.3 Einfluss der Proteinumgebung

Die Modellierung des Reaktionsmechanismus von Klasse A B-Lactamasen
ermoglichte die Untersuchung der Funktion von einzelnen Aminosauren
wahrend der Reaktion auf atomarer Ebene. Die Aminosauren mit dem grofdten
Einfluss konnten  dabei durch  Anwendung der  Aminosauren-
Dekompositionsanalyse identifiziert werden.

Grundsatzlich Iasst sich feststellen, dass der wichtigste Effekt der Aminosauren
und damit die umsatzsteigerndste Eigenschaft des Enzyms die Stabilisierung
der negativen Ladung ist, die zwischenzeitlich am Substrat bei Bildung der
tetrahedralen Konformation zusatzlich auftritt. Den grofdten stabilisierenden
Einfluss haben demgemass Aminosauren, die positiv geladene Seitenketten
tragen und entsprechend zum aktiven Zentrum und dem Substrat positioniert
sind. Die andere essenzielle Struktur ist die des Oxyanion Holes, das zwar
ungeladen ist, aber dafur im direkten Kontakt mit der zu stabilisierenden
Ladung, dem negativ geladenen Sauerstoffatom der B-Lactambindung, steht.
Die drei Aminosauren Lys234, Arg244, Arg275 und das Oxyanion Hole tragen
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so schon allein ca. 75% zur Stabilisierung des tetrahedralen Zwischenprodukts
bei.

Die Ergebnisse dokumentieren, dass die grofdte stabilisierende Wirkung auf das
tetrahedrale Zwischenprodukt und nicht auf den Ubergangszustand ausgetibt
wird. Die Veranderungen wahrend der Reaktion sind im Ubergangszustand
bereits erkennbar, erreichen jedoch im tetrahedralen Zwischenprodukt ihren
Hohepunkt. Dies sind vor allem die Geometriednderungen des Kohlenstoffs der
B-Lactamcarbonylgruppe und die zugehorigen elektronischen Veranderungen
der beteiligten Atome, die sowohl im Ubergangszustand als auch im
tetrahedralen Zwischenprodukt von denselben Strukturen des aktiven Zentrums
aufgefangen werden. In beiden Geometrien muss die Entstehung von ahnlich
lokalisierten Ladungen kompensiert werden. Eine entsprechend stabilisierend
wirkende Aminosaure hat so auch auf beide Strukturen den gleichen
qualitativen Einfluss, der sich entsprechend der Grélke der zu stabilisierenden
Ladung nur in quantitativer Hinsicht unterscheidet. Das tetrahedrale
Zwischenprodukt wird demnach auch entsprechend seiner Ladungsverteilung
am starksten stabilisiert.

Die Geometrie des Ubergangszustands wird durch die beiden
Protonentransfers bestimmt, die ein partiell protoniertes Wassermolekdl
hervorrufen. Dieses dreibindige Wassermolekul wird durch das Enzym ebenfalls
effektiv  stabilisiert, allerdings konnte dieser Effekt nicht durch die
Dekompositionsanalyse erfasst werden. Die entscheidenden Atome von zwei
der beteiligten Aminosauren, namlich die des protonendonierenden Ser70 und
die des protonenakzeptierenden Glu166, sind in der QM-Region enthalten, so
dass deren Effekt nicht einzeln evaluiert werden konnte. Der stabilisierende
Einfluss von Asn170 auf das Wassermolekul hingegen, konnte nicht bestimmt
werden, da es durch seine Wechselwirkung mit Glu166 im Vergleich zum
Michaelis-Menten  Komplex insgesamt weniger vorteilhaft flir den
Ubergangszustand ist.

Das Pauling-Prinzip [172], wonach Enzyme u.a. deswegen katalytisch wirken,
weil sie Ubergangszustande stabilisieren, ist auch bei TEM1 erfiillt. Der
stabilisierende Effekt des Enzyms auf den Ubergangszustand wurde durch die
Dekompositionsanalyse mit ca. 16 kcal mol” bestimmt. Die Barriere wiirde sich
somit ohne den Einfluss der Proteinumgebung ungefahr verdoppeln.
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Der Stabilisierung des tetrahedralen Zwischenprodukts kommt daruber hinaus
ebenfalls eine entscheidende katalysierende Bedeutung zu. Ohne sie wirde
das Energieniveau des Zwischenprodukts um ca. 45 kcal mol™”" ansteigen und
sich dieser erste Reaktionsschritt in eine endotherme Reaktion mit einem
Energieverlust von ca. 17 kcal mol” wandeln, der sich ebenfalls stark
erniedrigend auf die Umsetzungsrate auswirken wurde.

Die wichtigsten umsatzsteigernden Effekte des Enzyms sind so zum einen die
Stabilisierung des Ubergangszustands und die daraus hervorgehende
Erniedrigung der Barriere. Zum anderen wird das eigentlich sehr hohe
Energieniveau des tetrahedralen Zwischenprodukts durch das aktive Zentrum
aulerst effektiv abgesenkt. Erst dies fihrt neben dem Zusammenspiel der an
den Protonentransfers beteiligten Aminosauren zu den hohen Wechselzahlen
von Klasse A 3-Lactamasen.

Auler der Identifizierung von Aminosauren, die auf die Geometrie des
Substrates einwirken, ist es auch mdglich gewesen, die Wirkungsweise solcher
Aminosauren zu erschliel3en, die einen direkten Einfluss auf die Funktionalitat
des aktiven Zentrums haben.

Die bereits angeflihrte Aminosaure Asn170 ist in allen Strukturen fur die
Ausrichtung und Bindung des katalytischen Wassers erforderlich. Sie konnte
darUber hinaus auch als die Aminosaure identifiziert werden, die Glu166 fur
dessen Funktion als General Base im Michaelis-Menten Komplex und im
Acylenzym ausrichtet und stabilisiert.

Es gelang des Weiteren nicht nur die postulierte Rolle von Asparagin 132 als
Interaktionspartner der peptidischen Seitenkette des Substrats zu bestatigen,
sondern dessen aullerst wichtige Funktion als Wechselwirkungspartner von
Lys73 nachzuweisen. Diese Interaktion ist besonders wichtig in Geometrien wie
dem Ubergangszustand und dem tetrahedralen Zwischenprodukt, in denen die
negative Ladung und damit der Einfluss des Hauptwechselwirkungspartners,
Glu166, stark abgeschwacht sind.
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Lys73 ist ebenfalls eine essenzielle Aminosaure flr das aktive Zentrum wie in
zahlreichen Mutationsstudien gezeigt werden konnte [64][74][166]. Die Funktion
bei Klasse A B-Lactamasen ist jedoch nicht die der General Base. Trotzdem
kommen Lys73 zwei Schlusselfunktionen in dem Acylierungsmechanismus zu.

Es ist zum einen direkt katalytisch beteiligt, um das wahrend der Reaktion von
Glu166 gebundene Proton im Zuge der Protonierung des B-Lactam-Stickstoffs
an Ser130 zu Ubergeben. Zum anderen hat Lys73 die wichtigste ordnende
Funktion fur das aktive Zentrum. Die Platzierung im Mittelpunkt des aktiven
Zentrums erlaubt es Lys73, mit allen wichtigen katalytisch wirkenden
Aminosauren in Kontakt zu treten und sie so entsprechend ihren Funktionen im
Laufe der Reaktion zu positionieren. AuRerdem sattigt es die freien Valenzen
der Ser130-Hydroxylgruppe ab, so dass die Bildung einer Wasserstoffbriicke
zwischen Ser70 und Ser130 verhindert wird, die eine Aktivierung von Ser70
durch Glu166 und damit die Acylierung stark erschweren wirde.

5.4 Vergleich von Ergebnissen

5.4.1 Ergebnisse experimenteller Untersuchungen

Die Aktivierungsenergie fur die Spaltung von Benzylpenicillin durch TEM1 ist in
verschiedenen, unabhangigen, experimentellen Untersuchungen zwischen 12,7
und 13,7 kcal mol™" bestimmt worden [74][173]-[175]. Der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt ist dabei die Acylierungsreaktion und hierbei die Bildung
des tetrahedralen Zwischenprodukts [64][71]. Die Modellierung dieses ersten
und wichtigsten Schritts konnte erfolgreich durchgeflihrt werden, ohne dass -
wie in anderen fur die Umsetzungsrate unbedeutenderen Reaktionsschritten -
Mangel in den AM1-berechneten Energien einen Einfluss auf das Ergebnis
hatten.

Die durch AM1 erhaltene Barriere liegt mit 19,6 kcal mol™ sichtlich héher als die
experimentell ermittelte. Die Differenz liegt jedoch im Rahmen der zu
erwartenden Abweichungen bei Anwendung von semiempirischen Methoden,
die Reaktionsbarrieren im Allgemeinen zu hoch berechnen. Eine weitere sich
ungunstig auf die Genauigkeit der Barriere auswirkende Gegebenheit ist die
Struktur des Ubergangszustands.

Die Geometrie des Ubergangszustands wird maRgeblich durch zwei simultan
ablaufende Protonentransfers bestimmt. Der Energieinhalt dieser Geometrie
und damit die Barriere der Reaktion hangt somit entscheidend von vier
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Wasserstoffbrickenbindungen bzw. vier schwachen, kovalenten Bindungen
zwischen den zu transferierenden Wasserstoffatomen und den Donor- und
Akzeptoratomen ab. Die Genauigkeit, mit der semiempirischen Methoden diese
Bindungen berechnen, ist jedoch nicht befriedigend. In der von AM1
berechneten Barriere ist daher eine zusatzliche artifizielle Erhdhung enthalten,
die von der unzureichenden Beschreibung von Wasserstoffbriicken durch AM1
herrihrt. Aus diesen Grinden sind die von AM1 absolut zu hoch berechneten
Barrieren gut mit den experimentellen Werten zu vereinbaren.

Nach der Neuberechnung der QM-Anteile der QM/MM-Energien mit B3LYP
konnte die Barriere mit 8,7 kcal mol” unterhalb der experimentellen Barriere
bestimmt werden. Die Absenkung der Barriere kommt aus den in Kapitel 4.7.2.3
ausfuhrlich erlauterten Grinden zustande. Sie steht in Zusammenhang mit der,
auf der Geometrie des AM1-Energieminimums basierenden, zu hohen B3LYP-
Energie des Michaelis-Menten Komplexes und der B3LYP-Eigenschaft, die
Stabilitdt von Wasserstoffbricken zu Ubertreiben. Die reelle B3LYP-Barriere
muss demnach leicht erhdht sein und liegt viel ndher an den experimentellen
Daten.

Die Acylierung von TEM1 kann als Beispiel dafir angesehen werden, dass die
angewandte Methode der Energie-Neuberechnung mit B3LYP sehr gut
geeignet ist, um realistische Energiewerte fur die Modellierung enzymatischer
Prozesse, ausgehend von Daten, die durch AM1-QM/MM-Kalkulationen
gewonnen wurden, zu erhalten.

5.4.2 Ergebnisse theoretischer Untersuchungen

Aspekte der Acylierungsreaktion von Klasse A B-Lactamasen sind in
verschiedenen theoretischen Ansatzen untersucht worden.

Der Vergleich der Ergebnisse mit denen einer reinen Vakuum ab initio-
Untersuchung [176] mit einem reduzierten Modell des aktiven Zentrums
demonstriert die Wichtigkeit, die Proteinumgebung bei der Modellierung von
Enzymreaktionen einzuschliessen, wie es in der vorliegenden Arbeit im
QM/MM-System durchgefihrt wurde. Die Barrieren sind sehr uneinheitlich
berechnet worden und umfassen eine Breite von 16 bis 39 kcal mol™. Ein
weiterer Hinweis fur die Mangel eines reinen QM-Modells sind die berechneten
Energiebilanzen dieses Systems. Die Energien der Produkte sind hierbei
deutlich hoher bestimmt worden als die Energien der Edukte. Das steht im
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Gegensatz zu dem exothermen Charakter der Reaktion und den im Rahmen
dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen eines QM/MM-Modells.

Die Resultate der ab initio-Studie konnten allerdings anhand der Ergebnisse der
Aminosauren-Dekompositionsanalyse nachvollzogen werden. Hier konnte
ebenfalls ein drastischer Energieanstieg der Produkte und Zwischenprodukte
beim Entfernen des Einflusses der molekularmechanisch beschriebenen
Aminosauren bis zu einem reinen QM-Modell beobachtet werden.

Eine andere statische ab initio-Studie beschaftigte sich ausschliel3lich mit den
Auswirkungen des Oxyanion Holes auf verschiedene Strukturen der
Acylierungsreaktion [177]. Trotz der Anwendung eines stark reduzierten QM-
Modells sind dabei mit B3LYP/6-31+G(d)/RHF/6-31+G(d) sehr ahnliche
Ergebnisse erzielt worden, wie in der hier prasentierten Analyse des
quantitativen Effekts des Oxyanion Holes. Der energetische Einfluss ist
ebenfalls flir die das Zwischenprodukt reprasentierende Struktur mit
17 kcal mol™" deutlich stabilisierender berechnet worden als fiir den
Ubergangszustand mit 4 kcal mol”. Die vorgestellten Ergebnisse der
Aminosauren-Dekompositionsanalyse ergaben im Vergleich dazu 15,2 und
5,9 kcal mol™”. Ubereinstimmend mit dieser Studie kann der Schluss gefolgert
werden, dass das Oxyanion Hole - wie andere Aminosauren auch - primar die
Stabilisierung des Zwischenprodukts gewahrleistet.

In einer QM/MM Studie ist der Acylierungsmechanismus, der als General Base
ein neutrales Lys73 einsetzt, modelliert worden [178][179]. Dabei sind statische
Einzelpunktrechnungen und primitivere eindimensionale Reaktionskoordinaten
verwendet worden, die - wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte -
nicht ausreichend sein konnen, um die komplexen, konzertiert ablaufenden
Reaktionen innerhalb des aktiven Zentrums umfassend zu beschreiben. Trotz
des Einsatzes der gleichen semiempirischen Methode (AM1) und des gleichen
Kraftfeldes (CHARMM) sind Barrieren von bis zu 45 kcal mol™ ermittelt worden.
Sie liegen damit deutlich hoher, als die Barriere des hier verifizierten
Mechanismus mit Glu166 als General Base und um ein vielfaches hoher als die
experimentell ermittelten Ergebnisse.
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Glu166 kann daher sowohl durch die Ubereinstimmung der qualitativen,
experimentellen und theoretischen Ergebnisse als auch durch den Vergleich
der experimentellen mit den hier berechneten quantitativen Daten, die einzige
Aminosaure sein, die die Aufgabe hat, Ser70 zu aktivieren.

Die trotz Mutation von Glu166 stattfindende Acylierung von 3-Lactamasen steht
nicht im Gegensatz dazu, obwohl sie immer wieder als Gegenargument gegen
eine Glutamat vermittelte Aktivierung angefuhrt worden ist.

PBPs werden von B-Lactam-Antibiotika effizient acyliert, besitzen aber keinen
Q-Loop oder eine mit Glu166 vergleichbare Aminosaure. PBPs mussen daher
Uber einen anderen Acylierungsmechanismus als den Uber Glu166 der Klasse
A B-Lactamasen verfigen. Aufgrund der Abstammung der B-Lactamasen von
den PBPs und aufgrund der vorhandenen Ahnlichkeiten zwischen den aktiven
Zentren dieser Enzyme liegt es nahe, dass Klasse A 3-Lactamasen noch immer
in der Lage sind, diesen Mechanismus, wenn auch mit kleineren
Geschwindigkeitskonstanten, zu nutzen.

Diese These wird durch Beobachtungen gestutzt, die mit B-Lactamen gemacht
wurden, die eine 6- bzw. 7a-Methoxyseitenkette tragen (s. Kapitel 1.6.2). Diese
von den Enzymen nicht abzuspaltenden Lactame acylieren Wild-Typ Klasse A
B-Lactamasen wie auch E166-Mutanten, die dabei durch die Deplatzierung des
katalytischen Wassers sowie die eventuell vorliegende Mutation von Glu166,
keinen Mechanismus mit Glu166 als General Base nutzen konnen. Die
Acylierungsrate solcher Substanzen wird bei E166-Mutanten [76] um das bis zu
750fache erhdht und zeigt, dass der sekundare Mechanismus durch Glu166
bzw. dessen negative Ladung gestort wird. Diese Erkenntnis ist logisch mit
einem Alternativmechanismus in Verbindung zu bringen, der Lys73 als dann
neutrale Aminosaure und General Base vorsieht, da die wichtigste unmittelbar
auf das protonierte Lys73 ladungsstabilisierend wirkende Aminosaure, namlich
Glu166, fehlt
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Acylierungsmechanismus von
Klasse A B-Lactamasen untersucht. Die mit der Acylierung einhergehende
Spaltung von B-Lactam-Antibiotika durch B-Lactamasen stellt den wichtigsten
Resistenzmechanismus von Bakterien gegen diese Klasse von Antibiotika dar.
Als Modellstrukturen fir die Untersuchungen wurden mit der Lactamase TEM1
von Escherichia Coli sowie dem Benzylpenicillin jeweils die prominentesten
Vertreter der Klasse A 3-Lactamasen und der B-Lactam-Antibiotka ausgewanhlt.
Anhand von theoretischen Untersuchungen wurde ein mit experimentellen
Untersuchungsergebnissen ubereinstimmender Reaktionsmechanismus
erarbeitet und anschlieRend die Acylierungsreaktion modelliert und analysiert.

Es mussten zunachst Hinweise fur die ldentitdt der den Mechanismus
bestimmenden General Base durch Molecular-Modelling-Techniken gewonnen
werden. Ergebnisse von MD-Simulationen konnten hierbei, in Einklang mit allen
verfugbaren Daten, ein strukturell konserviertes Glutamat als General Base
verifizieren. Die erfolgreiche Modellierung der gesamten Acylierungsreaktion
konnte anschlieRend den Mechanismus bestatigen.

Durch Anwendung von guantenmechanisch/molekularmechanischen-
Hybridmethoden (QM/MM) konnte eine der komplexesten, theoretisch
dargestellten Enzymreaktionen modelliert werden. Hier wurde nicht nur auf den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Acylierung Wert gelegt, sondern die
vollstandige Reaktion berechnet. Es wurde gezeigt, dass sich die einzelnen
Reaktionen der Acylierung in zwei Reaktionsschritte aufteilen. Innerhalb dieser
Reaktionsschritte wurden hochkonzertiert und nicht strikt konzertiert ablaufende
Reaktionen beobachtet, die das perfekte Zusammenspiel der katalytischen
Aminosauren demonstrieren.

Die Analyse der Ubergangszustandsstruktur des geschwindigkeits-
bestimmenden Schritts erbrachte, dass die Umsatzrate dieser Enzyme von den
Protonentransfers abhangt, die das aktive Serin flir den nucleophilen Angriff an
den B-Lactamring des Antibiotikums aktivieren.

Es konnten dartber hinaus Energiebarrieren flr die Acylierung berechnet
werden, die, unter Berucksichtigung der durch die gegenwartig anwendbaren
Methoden zu erreichenden Genauigkeiten, gut mit den experimentell
bestimmten Aktivierungsenergien in Einklang zu bringen sind.

Schlieldlich war es mdglich, katalytisch essenzielle Aminosauren der Klasse A
B-Lactamasen zu identifizieren. Dabei konnte der Mechanismus der
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Stabilisierung von wichtigen reprasentativen Strukturen der Acylierungsreaktion
aufgeklart und der Effekt quantifiziert werden. Hier scheint der Kompensation
von Ladungsverschiebungen innerhalb des aktiven Zentrums wahrend der
Reaktion die grof3te Bedeutung zuzukommen.
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A  Abkiirzungen und Einheiten

Abklirzungen

bzw. beziehungsweise

DFT Dichtefunktionaltheorie

EC enzyme class

et al. et alii

evil. eventuell

HF Hartree-Fock

i.d.R. in der Regel

IC internal coordinates

MD Molekildynamik

NMR ~huclear magnetic resonance"; Kernresonanzspektroskopie
PDB Protein Data Bank

pH negativer dekadischer Logarithmus der Hydroxoniumionen-Konzentration
pks negativer dekadischer Logarithmus der Saurekonstante
QM/MM guantenmechanisch/molekularmechanisch

RHF restricted Hartree-Fock

RMS root mean square

RMSD root mean square deviation

S. siehe

S.0. siehe oben

u.a. unter anderem

vdW van der Waals

val. vergleiche

z.B. zum Beispiel

Einheiten

A Angstrém, 10" m

K Kelvin (0 K =-273,15 °C)

kcal Kilokalorie (1 kcal = 4,186 kJ)

fs Femtosekunde (1 fs = 10™"° s)

ps Picosekunde (1 ps = 107? s)

Hartree

1 Hartree = 627,5095 kcal mol”
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B Hardware

Silicon Graphics Workstations:
IRIS INDIGO? R10000
IRIS O2 R12000

Silicon Graphics Origin 2000

mit 38 R10000 Prozessoren
(am Rechenzentrum der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf)

Linux Beowulf Cluster
a) mit 92 Intel-Prozessoren zwischen 500 und 2800 MHz
b) mit 96 Intel Xeon P4 2 GHz Prozessoren

(beide in der Fakultat fir Theoretische Chemie der Universitat Bristol)

C Software

CHARMM Sehr umfangreiches Molecular-Modelling-Paket der Universitat
Harvard, das neben reinen Kraftfeldanwendungen auch eine
Schnittstelle zum Programm MOPAC beinhaltet und so flr
QM/MM-Rechnungen zuganglich ist (Chemistry at Harvard
Molecular Mechanics; http://yuri.harvard.edu/)

GRID Programm zur Berechnung von Wechselwirkungsenergien von
kleineren Molekilen mit Sonden, die funktionelle Gruppen
reprasentieren

INSIGHT2000 Grafikmodul des Programmpakets INSIGHTII der Firma Accelrys
zum Strukturaufbau und zur Visualisierung

JAGUAR DFT/ab initio — Programm der Firma SCHRODINGER, das sich als
besonders schnell bei Anwendungen der Dichtefunktionaltheorie
erwiesen hat

MOPAC semiempirisches Rechenprogramm der Firma SCHRODINGER

MS-OFFICE Microsoft - Excel, - Powerpoint und - Word

SYBYL Molecular-Modelling-Paket der Firma TRIPOS mit Schnittstellen

u.a. zu dem Programm MOPAC

VMD Visualisierungsprogramm der Universitat lllinois (Visual Molecular
Dynamics; http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/)
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D Aminosauren: Ein- und Dreibuchstabencode

Aminoséaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Cystein Cys C
Asparaginsaure Asp D
Glutaminsaure Glu E
Phenylalanin Phe F
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Lysin Lys K
Leucin Leu L
Methionin Met M
Asparagin Asn N
Prolin Pro P
Glutamin Gin Q
Arginin Arg R
Serin Ser S
Threonin Thr T
Valin Val \%
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
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8 Anhang

E Energie-Terme des CHARMM-Kraftfeldes

Die Gesamtenergie E, eines Moleklls ergibt sich im CHARMM-Kraftfeld aus
den Standardenergietermen:

Eges :EB +EW +ET +Eonp +EvdW +E

ele

Dabei werden die einzelnen Terme wie folgt definiert:

Bindungslangen-
energie Ep

Bindungswinkel-
energie Ey

Torsionswinkel-
energie Er

Out-of-plane-
Energie E,,,
(Improper
Diederwinkel
energie)

van-der-Waals-
Energie E,

Elektrostatische
Energie E,,

(Coulomb-
Potenzial)

Ey = de(d ~d, )’

E; = zkr [1+C05(”¢ _¢0)]

Eoop = zkoopxz
Eoop = kaop [1+ COS(”X - XO)]

E - i o_ Bij
vdw 12 6
Ty Ty

E :z%

;€

ka

d
dy

ke

0
&

Bindungsléngen-Kraftkonstante
(kcal mol'A™)

aktuelle Bindungslange (A)
Referenz-Bindungslénge (A)

Bindungswinkel-Kraftkonstante
(kcal mol'rad™®)

aktueller Bindungswinkel (Grad)

Referenz-Bindungswinkel
(Grad)

halbe Torsionsbarriere
(kcal mol'1)

Periodizitat
aktueller Torsionswinkel (Grad)

Referenz-Torsionswinkel
(0° oder 180°)

Kraftkonstante der out-of-plane-
Energie

aktueller fiktiver Torsionswinkel
fiktiver Referenztorsionswinkel
Periodizitat

Konstante im repulsiven Term
(kcal mol'A™)

Konstante im attraktiven Term
(kcal mol™'A®)

Abstand zwischen den Atomen

iundj (A)

Ladungen der Atome i, j
Abstand zwischen den Atomen
iundj (A)
Dielektrizitatskonstante



195

F CHARMM-Eingabedateien

F1 Input-Files zur Generierung des QM/MM - Systems

F1.1 Bau des Systems bis zur Minimierung der Wasserstoffatome

* Charnm | nput for Generating TEML
* Protonated Lys73

*

bom evel -2

READ RTF CARD NAME "~/ PARAFI LES/top_al | 22_prot. i np"

READ RTF CARD APPE NAME "~/ PARAFI LES/ A MECH P_PAR/ gmmm rtf"
READ PARA CARD NAME "~/ PARAFI LES/ par _al | 22_prot . i np"

READ PARA CARD APPE NAME "~/ PARAFI LES/ A_MECH P_PAR/ gnmmm pr nf

READ SEQU COOR RESI D NAME "./TEML. crd"
GENE TEML SETUP FI RST NONE LAST NONE

READ SEQU COOR RESI D NAME "./ QWM crd"
GENE QWM SETUP

PATCH CONA TEML 70 QWWM 523 SETUP
PATCH CONB TEML 73 QWWM 523 SETUP
PATCH CONC TEML 130 QWM 523 SETUP
PATCH COND TEML 166 QWM 523 SETUP
PATCH DI SU TEML 77 TEML 123 SETUP
PATCH ASPP TEML 214 SETUP

!'Bui | di ng neutral term nal residues
I PATCH NTUN TEML 26 SETUP

I PATCH CTUN TEML 288 SETUP

I'Bui l ding neutral term nal residues
PATCH NTER TEML 26 SETUP

PATCH CTER TEML 288 SETUP

AUTOGEN ANGLES DI HEDRALS

READ SEQU COOR RESI D NAME "./CRW.crd"
GENE CRWI SETUP NOANGLE NCDI HEDRAL

READ COCR RESI CARD NAME "./TEML.. crd"
READ COCR RESI CARD NAME "./ QWM crd"
READ COCR RESI CARD NAME "./CRWI. crd"

I nternal Coordinates for E166 fromthe natural enzyne 1BTL
READ COCR COVP PDB NAME "./teml_bt| _conp. pdb”
COOR INIT COWP SELE . NOT. ATOM TEML 166 * END

I C FI LL PRESERVE
| C PARAMETER

I C BU LD

HBUI LD

COOR ORI EN MASS NORO SELE ATOM QWWM 523 0OS11 END
WRI TE COOR PDB NAME construct. pdb
OPEN WRI TE UNIT 25 CARD NAME "construct. psf"



196 8 Anhang

VWRI TE PSF UNIT 25 CARD

! Position of Active Water 290 has to be optinized after NL66E Re-
nmut ati on

CONS FI X SELE . NOT. ((ATOM QWM 523 OH1) .OR (ATOM QWM 523 HW)) END

M N SD NSTE 2000 NPRI 500 TOLG 0.01 ATOM FSHI FT CDI E VDW VSH FT -
CUTNB 13.0 CTCFNB 12.0 CTONNB 8.0 WM N 0.8 EPS 1.0

M NI ABNR NSTE 2000 NPRI 500 TOLG 0.01 ATOM FSHI FT CDI E VDW VSHI FT -
CUTNB 13.0 CTOFNB 12. 0 CTONNB 8.0 WM N 0.8 EPS 1.0

COOR RVB SELE ((ATOM QWWM 523 OHl) .OR (ATOM QWM 523 HW)) END
COOR RV SELE TYPE N .OR TYPE CA .OR TYPE C .OR TYPE O END
CONS FI X SELE NONE END

WRI TE COOR PDB NAME d_wat er 290ni ni . pdb

IMnimzation of all water hydrogens

CONS FI X SELE . NOT. ((RESN TIP3 .AND. TYPE H*) .OR (ATOM QMW 523
OH1l) . OR (ATOM QWM 523 HW)) END

M N SD NSTE 2000 NPRI 100 TOLG 0.01 ATOM FSHI FT CDI E VDW VSHI FT -
CUTNB 10.0 CTOFNB 9.0 CTONNB 8.0 WM N 0.8 EPS 1.0

M NI ABNR NSTE 2000 NPRI 100 TOLG 0.01 ATOM FSHI FT CDI E VDW VSHI FT -
CUTNB 10.0 CTCOFNB 9.0 CTONNB 8.0 W N 0.8 EPS 1.0

COOR RMs SELE . NOT. TYPE H* END

COOR RM5 SELE (RESN TIP3 . AND. TYPE H*) END

COOR RMB SELE ((ATOM QUWM 523 CH1) .OR (ATOM QWM 523 HW)) END
CONS FI X SELE NONE END

VWRI TE COOR PDB NAME e_crwt_water _H mini. pdb

M nimzation of Hydrogens
CONS FI X SELE . NOT. TYPE H* END

COOR COPY COWP
I Quantum nmechani cal treated atons

QUANTUM SELE SEG D QMW END -
REMO AML | TRM 1000 CHARCE -1.0 EXGR

M N SD NSTE 2000 NPRI 100 TOLG 0. 01 ATOM FSHI FT CDIE VDW VSHI FT -
CUTNB 10.0 CTOFNB 9.0 CTONNB 8.0 WM N 0.8 EPS 1.0

M NI ABNR NSTE 2000 NPRI 100 TOLG 0.01 ATOM FSHI FT CDI E VDW VSHI FT -
CUTNB 10.0 CTOFNB 9.0 CTONNB 8.0 WM N 0.8 EPS 1.0

WRI TE COOR PDB NAME f_h_mi ni . pdb

WRI TE COOR CARD NAME f_h_mini.crd

STOP
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F1.2 Hydratisierung, Equilibrierung und Formung des Systems

* Charmmfile for Hydratisation of TEML

* 27 round
*

bom evel -2

READ RTF CARD NAME "~/ PARAFI LES/top_al | 22_prot.inp"

READ RTF CARD APPE NAME "~/ PARAFI LES/ A MECH P_PAR/ gmmm rtf"
READ PARA CARD NAME "~/ PARAFI LES/ par _al | 22_prot . i np"

READ PARA CARD APPE NAME "~/ PARAFI LES/ A_MECH P_PAR/ gmmm pr nf

! Hmninzed and sol vated enzyne
READ PSF CARD NAME "equi _sol v_1_4ni ni . psf"
READ COOR CARD NAME "equi _solv_1 4mini.crd"

I Addi ng sol vent waters

READ SEQU TI P3 2742

GENE SOL1 SETUP NOANG NODI

READ COCOR CARD RESI NAME "~/ PARAFI LES/ wat box26. cr d"

I Centering the waterbox

COOR AXI'S SELE SEG D SOLV END SELE ATOM QWM 523 OS11 END
COOR TRANS AXI'S DI ST ?RAXI FACT 1.0 SELE SEG D SOLV END
WRI TE COOR PDB NAME x_aqua_add_1. pdb

! Del etion of residues further away than 18A
del e atomsele .not. .byres. ( ATOM QWM 523 OS11 . AROUND. 18.0 ) END
WRI TE COOR PDB NAME x_aqua_add_2 el res. pdb

! Del eting Overl apping Waters
DELETE ATOM SELE . BYRES. (SEG D SOL* .AND. TYPE OH2 . AND. -
((.NOT. SEG D SOL* . AND. .NOT. HYDROGEN) -
.AROUND. 2.6)) END
WRI TE COOR PDB NAME x_aqua_add_3 el solv. pdb

! Deleting waters further away than 6.5A from heavy atons
DELETE ATOM SELE . BYRES. (SEA@ D SOL* . AND. TYPE OH2 . AND. .NOT. -
((.NOT. SEG D sO.* . AND. .NOT. HYDROGEN) -
. AROUND. 6.5)) END
VWRI TE COOR PDB NAME x_aqua_add 4 del . pdb
WRI TE COOR CARD NAME x_aqua_add_4 del .crd

CONS FI X SELE . not. SEA D SOL* END

'Mnimzation of solvent water nol ecul es

M Nl SD NSTE 20000 NPRI 1000 TOLG 0.01 ATOM FSHI FT CDI E VDW VSHI FT -
CUTNB 13.0 CTONNB 8.0 CTOFNB 12.0 WM N 0.8 EPS 1.0

M NI ABNR NSTE 8000 NPRI 500 TOLG 0.01 ATOM FSHI FT CDI E VDW VSHI FT -
CUTNB 13.0 CTONNB 8.0 CTOFNB 12.0 WM N 0.8 EPS 1.0

WRI TE COOR PDB NAME x_m ni _1_sol v. pdb
WRI TE COOR CARD NAME x_mini _1 solv.crd

CONS FI X SELE NONE END
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I'Mnimzation of Hydrogens

COOR COPY COWP
CONS FI X SELE .not. Type H* end

M N SD NSTE 2000 NPRI 500 TOLG 0.01 ATOM FSHI FT CDI E VDW VSHI FT -
CUTNB 10.0 CTOFNB 9.0 CTONNB 8.0 WU N 0.8 EPS 1.0

M NI ABNR NSTE 2000 NPRI 500 TOLG 0.01 ATOM FSHI FT CDI E VDW VSHI FT -
CUTNB 10.0 CTOFNB 9.0 CTONNB 8.0 WM N 0.8 EPS 1.0

COOR RM5 SELE . NOT. TYPE H* END
COOR RM5 SELE TYPE H* END
CONS FI X SELE NONE END

WRI TE COOR PDB NAME x_nini_2_h. pdb

WRI TE COOR CARD NAME x_mini_2_h.crd

OPEN WRI TE UNI T 25 CARD NAME "x_nini 2_h. psf"
WRI TE PSF UNI T 25 CARD

I MD-RUN for waters
!
IDefinition of reaction and buffer regions
DEFI BUFFER SELE .NOT. (PO NT 0.0 0.0 0.0 CUT 14.0 .or. RESN TIP3 )
END
DEFI BUF1 SELE BUFFER . AND. PO NT 0.0 0.0 0.0 CUT 15.0 END
DEFI BUF2 SELE BUFFER . AND. PONT 0.0 0.0 0.0 CUT 16.0 -
.AND. . NOT. BUF1 END
DEFI BUF3 SELE BUFFER . AND. PO NT 0.0 0.0 0.0 CUT 17.0 -
.AND. . NOT. BUF1 .AND. .NOT. BUF2 END
DEFI BUF4 SELE BUFFER . AND. .NOT. (BUF1 .OR BUF2 .OR BUF3) END

DEFINE MAIN SELE TYPE N .OR TYPE CA .CR TYPE C .OR TYPE O END

DEFI NE BETA SELE TYPE CB . AND. . NOT. SEG D QWM END

DEFI NE GAMVA SELE TYPE CG . OR TYPE OG . OR TYPE SG END

DEFI NE REST SELE .NOT. (MAIN .OR BETA .OCR GAMVA .OR RESN TIP3 -
.OR TYPE H*) END

CONS HARM SELE BUF1 . AND. MAIN END FORCE 0. 27
CONS HARM SELE BUF1 . AND. BETA END FORCE 0. 24
CONS HARM SELE BUF1 . AND. GAMVA END FORCE 0. 23
CONS HARM SELE BUF1 . AND. REST END FORCE 0. 22
CONS HARM SELE BUF2 . AND. MAIN END FORCE 0. 85
CONS HARM SELE BUF2 . AND. BETA END FORCE 0. 78
CONS HARM SELE BUF2 . AND. GAMVA END FORCE 0. 73
CONS HARM SELE BUF2 . AND. REST END FORCE 0. 69
CONS HARM SELE BUF3 . AND. MAIN END FORCE 1. 44
CONS HARM SELE BUF3 . AND. BETA END FORCE 1. 31
CONS HARM SELE BUF3 . AND. GAMVA END FORCE 1. 22
CONS HARM SELE BUF3 . AND. REST END FORCE 1. 18
CONS HARM SELE BUF4 . AND. MAIN END FORCE 1. 70
CONS HARM SELE BUF4 . AND. BETA END FORCE 1. 55
CONS HARM SELE BUF4 . AND. GAMVA END FORCE 1. 45
CONS HARM SELE BUF4 . AND. REST END FORCE 1.40

I Quantum nmechani cal treated atons
QUANTUM SELE SEG D QWM END -
REMO AML | TRM 1000 CHARCE -1.0 EXGR
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CONS FI X SELE .not. SEG D SOL* END

SHAKE BONH
'Friction coefficients
SCALAR FBETA SET 62 SELE RESN TIP3 . AND. TYPE OH2 END

COOR AXI S sel ect ATOM QWWM 523 OS11 END

! Read i n defornmabl e boundary potential for waters.
OPEN READ UNIT 4 CARD NAME "~/ PARAFI LES/ wat 18. pot "
SBOUND READ UNIT 4

! Appl y boundary potentia
sboundary set xref ?XAXl yref ?YAXI zref ?ZAXl -
assign 1 selection segid SOL* .and. —
resname TIP3 - .and. type O end

OPEN WRITE UNIT 31 CARD NAME "x _solv_equi _1.rst"
OPEN WRITE UNIT 32 FILE NAME "x_sol v_equi _1. dcd"
OPEN WRITE UNIT 33 FILE NAME "x_sol v_equi _1.dvl"
OPEN WRITE UNIT 34 CARD NAME "x_sol v_equi _1. ene"

I'Equilibration of the System
DYNA LEAP LANGEVI N STRT NSTEP 10000 TI MESTP 0. 001 -
| PRFRQ 1 I HTFRQ O | EQFRQ O NTRFRQ O -
I UNREA O IUNWRI 31 I UNCRD 32 I UNVEL 33 KUNIT 34 -
NPRI NT 500 NSAVC 500 NSAVV 500 IHBFRQ O INBFRQ -1 -
| SVFRQ 5000 | LBFRQ 50 RBUFFER 0.0 TBATH 310.0 TSTRUC O -
ATOM FSH FT VDW VSH FT WM N 0. 002 CDIE EPS 1.0 -
CUTNB 13.0 CTONNB 8.0 CTOFNB 12.0 -
FI RSTT 310.0 FI NALT 310.0 ECHECK 8000.0 -
IASORS O IASVEL 1 ISCVEL O ICHECW 1 TWNDH 10.0 TWNDL -10.0

CONS FI X SELE NONE END
CONS HARM CLEAR

VWRI TE COOR PDB NAME x_sol v_equi _1. pdb

WRI TE COOR CARD NAME x_solv_equi _1.crd

WRI TE PSF CARD NAME t est. psf

OPEN WRITE UNIT 25 CARD NAME "x_sol v_equi _1. psf"

VWRI TE PSF UNIT 25 CARD

STOP
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F2  Beispiel zur Berechnung einer Achse fiir eine Potenzialhyperflache
definiert durch zusammengesetzten Reaktionskoordinaten

* Charmmfile for calculating a PES for
* Lactamring Cl eavage; protonation of |actamnitrogen and Ser 130

*

bom evel -2

READ RTF CARD NAME "~/ PARAFI LES/top_al 1 22 _prot.inp"

READ RTF CARD APPE NAME "~/ PARAFI LES/ A MECH P_PAR/ gmmm rtf*"
READ PARA CARD NAME "~/ PARAFI LES/ par _al | 22_prot. i np"

READ PARA CARD APPE NAME "~/ PARAFI LES/ A_MECH P_PAR/ gmmm pr nf

READ PSF CARD NAME "../gmrel axation-. psf"
READ COOR CARD NAME "../gmrel axation.crd"

DEFI BUFFER SELE . NOT. (PO NT 0.11662 -0.01190 -0.12699 CUT 14.0 .or.

RESN TIP3 ) END

DEFI BUF1 SELE BUFFER . AND. PO NT 0.11662 -0.01190 -0.12699 CUT 15.0

END

DEFI BUF2 SELE BUFFER . AND. PO NT 0.11662 -0.01190 -0.12699 CUT 16.0 -
.AND. . NOT. BUF1 END

DEFI BUF3 SELE BUFFER . AND. PO NT 0.11662 -0.01190 -0.12699 CUT 17.0 -
.AND. . NOT. BUF1 .AND. .NOT. BUF2 END

DEFI BUF4 SELE BUFFER . AND. .NOT. (BUF1 .OR BUF2 .OR BUF3) END

DEFI NE MAIN SELE TYPE N .OR. TYPE CA .OR TYPE C .OR TYPE O END

DEFI NE BETA SELE TYPE CB . AND. . NOT. SEG D QWM END

DEFI NE GAMVA SELE TYPE CG . OR TYPE OG . OR TYPE SG END

DEFI NE REST SELE .NOT. (MAIN .OR BETA .OR GAMVA .OR RESN TIP3 -

.OR TYPE H*) END

CONS HARM SELE BUF1 . AND. MAIN END FORCE 0. 27
CONS HARM SELE BUF1 . AND. BETA END FORCE 0. 24
CONS HARM SELE BUF1 . AND. GAMVA END FORCE 0. 23
CONS HARM SELE BUF1 . AND. REST END FORCE 0. 22
CONS HARM SELE BUF2 . AND. MAIN END FORCE 0. 85
CONS HARM SELE BUF2 . AND. BETA END FORCE 0. 78
CONS HARM SELE BUF2 . AND. GAMVA END FORCE 0. 73
CONS HARM SELE BUF2 . AND. REST END FORCE 0. 69
CONS HARM SELE BUF3 . AND. MAIN END FORCE 1. 44
CONS HARM SELE BUF3 . AND. BETA END FORCE 1. 31
CONS HARM SELE BUF3 . AND. GAMVA END FORCE 1. 22
CONS HARM SELE BUF3 . AND. REST END FORCE 1. 18
CONS HARM SELE BUF4 . AND. MAIN END FORCE 1. 70
CONS HARM SELE BUF4 . AND. BETA END FORCE 1. 55
CONS HARM SELE BUF4 . AND. GAMVA END FORCE 1. 45
CONS HARM SELE BUF4 . AND. REST END FORCE 1. 40

I Definition of sp2-hybridisized Nitrogen of Peptide-bond
CONS Dl HEdral SELE ATOM QWM 523 C6 . OR ATOM QWM 523 N14 . OR -
ATOM QUM 523 C15 . OR. ATOM QUM 523 C17 END -
FORCE 30.0 M N 180.0 PERI od 2
CONS DI HEdral SELE ATOM QUWM 523 N14 .or. ATOM QWM 523 C6 -
.or. ATOM QYWM 523 HN14 . OR ATOM QYWM 523 C15 END -
FORCE 50.0 MN 0.0 PERIod O
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I Quant um nmechani cal treated atons
QUANTUM SELE SEG D QWM END -
REMO AML | TRM 1000 CHARGE -1.0 EXGR

I'Lactam Ring C eavage (Q
SET Q7
CALC CQ 1.53+(0.1*@)

1Ser130 -> Beta Lactam N (S) ! OS21HN4 (0.98) - NAHNA (1.98)
K73 - > Ser130 (T) !HK14NK11 (1.03) - HK140821 (2. 14)

SET ST 1

SET CST -1.7 !-2.11

I Coordi nat es
READ COCR CARD NAME "glg2_g@Q st0.crd"

1'S1 SRDs HNM4- 0S21 - HM- M4

1 0S21- H\4

COOR STAT SELE ATOM QWM 523 0OS21 END

set x1 ?XAVE

set yl ?YAVE

set z1 ?ZAVE

COOR STAT SELE ATOM QUWM 523 HN4 END

set x2 ?XAVE

set y2 ?YAVE

set z2 ?ZAVE

CALC di stancequadl ( @2- @&1)*( @2- @1)

CALC di stancequad2 (@2-@1)*(@2- @1)

CALC di stancequad3 (@2-@1l)*(@2- @l)

CALC di st ancequad (@i stancequadl + @li st ancequad?2)
CALC OS21HN4 SORT (@i st ancequad + @li st ancequad3)
I N4- HN4

COCOR STAT SELE ATOM QWM 523 N4 END

set x1 ?XAVE

set yl1 ?YAVE

set z1 ?ZAVE

COOR STAT SELE ATOM QMWM 523 HNA END

set x2 ?XAVE

set y2 ?YAVE

set z2 ?ZAVE

CALC di stancequadl ( @2- @&1)*( @2- @&1)

CALC di stancequad2 (@2-@1)*(@2- @1)

CALC di stancequad3 (@2-@1l)*(@2- @l)

CALC di stancequad (@li stancequadl + @i st ancequad2)
CALC NMdHNA SQRT (@i stancequad + @i st ancequad3)
1 S2 SRDs HK14-NK11 - HK14-(0Ss21

I HK14- NK11

COOR STAT SELE ATOM QWM 523 NK11 END

set x1 ?XAVE

set yl1 ?YAVE

set z1 ?ZAVE

COOR STAT SELE ATOM QMWM 523 HK14 END

set x2 ?XAVE

set y2 ?YAVE

set z2 ?ZAVE

CALC di stancequadl ( @2- @&1)*( @2- @&1)

CALC di stancequad2 (@2-@1)*(@2- @1)

CALC di stancequad3 (@2-@1l)*(@2- @l)

CALC di stancequad (@li stancequadl + @i st ancequad2)
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CALC HK14NK11 SQRT ( @li stancequad + @li st ancequad3)
| HK14- 0s21

COOR STAT SELE ATOM QWM 523 0OS21 END

set x1 ?XAVE

set yl1 ?YAVE

set z1 ?ZAVE

COOR STAT SELE ATOM QWWM 523 HK14 END

set x2 ?XAVE

set y2 ?YAVE

set z2 ?ZAVE

CALC di stancequadl (@2- @&1)*( @2- @&1)

CALC di stancequad2 (@2-@1)*(@2- @1)

CALC di stancequad3 (@2-@1)*(@2- @l)

CALC di stancequad (@i stancequadl + @li st ancequad2)
CALC HK140S21 SQRT (@li stancequad + @li st ancequad3)
'Q

1 C7- M4

COOR STAT SELE ATOM QWWM 523 C7 END

set x1 ?XAVE

set yl1 ?YAVE

set z1 ?ZAVE

COOR STAT SELE ATOM QWWM 523 N4 END

set x2 ?XAVE

set y2 ?YAVE

set z2 ?ZAVE

CALC di stancequadl (@2- @&1)*( @2- @&1)

CALC di stancequad2 (@2-@1)*(@2- @1)

CALC di stancequad3 (@2-@1)*(@2- @l)

CALC di stancequad (@i stancequadl + @li st ancequad?2)
CALC C7N4 SQRT (@i st ancequad + @i st ancequad3)

SKI P RESD HARM CDI H
ENERGY ATOM FSHI FT CDI E VDW VSHI FT -
CUTNB 13.0 CTCFNB 12.0 CTONNB 8.0 WM N 0.8 EPS 1.0
OPEN WRI TE CARD UNI T 26 NAME gqlg2_q@Q energy. txt
WRITE TITLE UNIT 26

*00 @ 0 @Q -2.11 ?ENER ?QVEL @S21HNA @WUHN4A @HK14NK11 @4K140S21

OPEN WRITE UNIT 11 FILE NAME gqlg2_q@Q dcd
TRAJ | WRITE 11 NFILE 99
SET F O

LABEL LOOP
SKI P EXCL RESD HARM CDI H

CALC 1NAHNA @WHN4 - 0.001

CALC 10S21HNA @DS21HN4 + 0. 001
CALC 1HK14NK11l @4K14NK11l + 0. 001
CALC 1HK140521 @1K140521 - 0.001

'Q

RESDI STANCE RESET KVAL 5000.0 RVAL @Q -
1.0 QUM 523 C7 QWM 523 N4

I'ST

RESDI STANCE KVAL 5000.0 RVAL @ST -

1.0 QWM 523 HN4 QWM 523 0S21 -1.0 QWM 523 N4 QWM 523 HN4 -
1.0 QVWM 523 HK14 QWM 523 NK11 -1.0 QWM 523 HK14 QWM 523

o821 -
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1'S1 SRs
I Secure Restraint S1 | N4-HN4 shoul d decrease
RESD KVAL 50000.0 RVAL @N4HN4 PCSI Tl VE -

1.0 QUM 523 N4 QWM 523 H\4
! Secure Restraint S1 Il OS21-HN4 shoul d increase
RESD KVAL 50000.0 RVAL @OS21HNA NEGATI VE -

1.0 QUM 523 0S21 QWIW 523 HN4

152 SRs
I Secure Restraint S2 | HK14-0S21 shoul d decrease
RESD KVAL 50000.0 RVAL @HK140S21 PCOSI Tl VE -

1.0 QM 523 HK14 QWM 523 0OS21
ISecure Restraint Yl HK14-NK11 shoul d increase
RESD KVAL 50000. 0 RVAL @HK14NK11l NEGATI VE -

1.0 QWM 523 HK14 QWM 523 NK11

PRI NT RESDI STANCES

M NI ABNR NSTE 8000 NPRI 50 TOLG 0.01 ATOM FSHI FT CDI E VDW VSHI FT -
CUTNB 13.0 CTOFNB 12.0 CTONNB 8.0 WM N 0.8 EPS 1.0

PRI NT RESDI STANCES
TRAJ WRI TE

! Di st ances

1S1 SRDs HN4- OS21 - HN4- N

1 0S21- H\4

COOR STAT SELE ATOM QUWM 523 OS21 END

set x1 ?XAVE

set yl ?YAVE

set z1 ?ZAVE

COOR STAT SELE ATOM QWM 523 HN4 END

set x2 ?XAVE

set y2 ?YAVE

set z2 ?ZAVE

CALC di stancequadl (@2- @&1)*( @2- @1)

CALC di stancequad2 (@2-@1)*(@2- @1)

CALC di stancequad3 (@2-@1l)*(@2- @l)

CALC di stancequad (@i stancequadl + @i st ancequad?2)
CALC OS21HN4 SCRT (@i st ancequad + @li st ancequad3)
I Nd- HN4

COOR STAT SELE ATOM QWM 523 N4 END

set x1 ?XAVE

set yl ?YAVE

set z1 ?ZAVE

COOR STAT SELE ATOM QWM 523 HN4 END

set x2 ?XAVE

set y2 ?YAVE

set z2 ?ZAVE

CALC di stancequadl ( @2- @&1)*( @2- @1)

CALC di stancequad2 (@2-@1)*(@2- @1)

CALC di stancequad3 (@2-@l)*(@2- @1)

CALC di stancequad (@li stancequadl + @i st ancequad2)
CALC NMdHNA SQRT (@i stancequad + @i st ancequad3)
1S2 SRDs HK14- NK11 - HK14- 0s21

I HK14- NK11

COOR STAT SELE ATOM QWWM 523 NK11 END

set x1 ?XAVE
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set yl ?YAVE

set z1 ?ZAVE

COOR STAT SELE ATOM QWWM 523 HK14 END

set x2 ?XAVE

set y2 ?YAVE

set z2 ?ZAVE

CALC di stancequadl ( @2- @&1)*( @2- @1)

CALC di stancequad2 (@2-@1)*(@2- @1)

CALC di stancequad3 (@2- @1)*(@2- @l)

CALC di stancequad (@i stancequadl + @li st ancequad?2)
CALC HK14NK11 SQRT ( @li stancequad + @li st ancequad3)
I HK14- G821

COOR STAT SELE ATOM QWWM 523 0OS21 END

set x1 ?XAVE

set yl ?YAVE

set z1 ?ZAVE

COOR STAT SELE ATOM QWWM 523 HK14 END

set x2 ?XAVE

set y2 ?YAVE

set z2 ?ZAVE

CALC di stancequadl ( @2- @1)*(@2- @1)

CALC di stancequad2 (@2-@1)*(@2- @1)

CALC di stancequad3 (@2-@l)*(@2- @1)

CALC di stancequad (@i stancequadl + @li st ancequad2)
CALC HK140S21 SQRT (@i stancequad + @li st ancequad3)
I Q SRDs

1C7-M

COOR STAT SELE ATOM QWWM 523 C7 END

set x1 ?XAVE

set yl ?YAVE

set z1 ?ZAVE

COOR STAT SELE ATOM QWWM 523 N4 END

set x2 ?XAVE

set y2 ?YAVE

set z2 ?ZAVE

CALC di stancequadl ( @2- @1)*(@2- @1)

CALC di stancequad2 (@2-@1)*(@2- @1)

CALC di stancequad3 (@2-@l)*(@2- @1)

CALC di stancequad (@i stancequadl + @li st ancequad2)
CALC C7N4 SQRT (@i stancequad + @i st ancequad3)

SKI P RESD HARM CDI H

ENERGY

OPEN APPEND CARD UNIT 26 NAME qlg2_q@Q energy.txt
VWRI TE TI TLE UNIT 26

*@F @ @T @Q @ST ?ENER ?QVEL @S21HNA @4HNA @HK14NK11 @4K140521
*

CLOSE UNIT 26

I W\RI TE COOR CARD NAME qlg2_qg@Q st @T. crd
INCR F by 1

INCR ST by 1

INCR CST by 0.4
IF CST LT 3 GOTO LOOP

STOP
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F3 Python-Skripte
F3.1 alle2grid.py
Das Skript alle2grid.py schreibt sdmtliche durch CHARMM berechnete Energien (s. Anhang F2)

in eine Matrix die man mit MS-Excel einlesen kann, um Potenzialflachen zu visualisieren und
auszuwerten.

#! [usr/freeware/bin/python2

i mport string
i nport os

os.system('cat filenane_variable*.txt > all_energy.txt')

ausgabefile = open('matrix_real.txt', "w)
ausgabefile2 = open('matrix_rel.txt', "w)
y s, ye =20, 18

zs, ze= 0, 19

yzaehler = z_s

mt_energy = -6299. 25212

ausgabefile.wite("%2s" % ("x"+str(y_s)))
ausgabefil e. cl ose()
ausgabefile = open('matrix_real.txt', "a')
ausgabefile2. wite("%2s" % ("x"+str(y_s)))
ausgabefil e2. cl ose()
ausgabefile2 = open('matrix_rel.txt', "a')

for y in range(y_s+1, y_e+l):
ausgabefile . wite("%s" % ("x"+str(y)))

for y in range(y_s+1, y_e+1):
ausgabefile2. wite("%0s" % ("x"+str(y)))

while yzaehler <= z_e:
ausgabefile.wite("\n% 3s" % ("yz"+str(yzaehler)))
ausgabefile2. wite("\n% 3s" % ("yz"+str(yzaehler)))
xzaehler =y s
whil e xzaehler <= y_e:
energyfile = open('all_energy.txt', 'r")
vor handen = 0
for line in energyfile.readlines():
spalten = string.split(line)
if spalten[1] == str(xzaehler) and spalten[2] ==
str(yzaehler):
if string.find(spalten[5], '.") !=-1:
value = string.replace(spalten[5], '"."',"',")
el se:
value = spalten[5] + ',0
ausgabefile.wite("%s" % val ue)

value real = float(spalten[5]) - mt_energy
val uepoint = ("% 2f" %val ue_real)
if string.find(str(valuepoint), '".") = -1:
val ue = string.replace(str(valuepoint), "."',",")
el se:

value = str(valuepoint) +',0
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ausgabefile2. wite("%9s" % val ue)
vorhanden = 1
energyfile.close()
i f vorhanden ==
ausgabefile.wite("%s" %" ")
ausgabefile2. wite("%9s" %" ")
print str(xzaehler)+' _'+str(yzaehler)+ fehlt!’
xzaehl er =xzaehl er +1
yzaehl er =yzaehl er +1

ausgabefile.wite("\n")
ausgabefil e. cl ose()
ausgabefile2. wite("\n")
ausgabefil e2. cl ose()
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F3.2 convert_crd2jag.py

Mit dem Skript convert crd2jag.py koénnen aus CRD-Files Jaguar-Input-Files fir
Einzelpunktrechnungen generiert werden.

#! [usr/freeware/bin/python2
i mport string

Y=0
Z=0
while Z <= 20:
while Y <= 18:
try:
crdfile = open('x"' +str(Y)+' _yz'+str(2)+ _mni.crd, 'r")
jaginpfile = open('x'+str(Y)+ _yz'+str(2)+ .in", '"W)
jaginpfile.wite("Python-generiertes Jaguar
I nputfil e\ n&gen\ ni df t =22111\ ni geopt =0\ nnol chg=- 1\ nbasi s=6-
31G +\ ni p6=2\ ni p11=2\ ni p17=2\ ni p24=2\ n& n&zmat\ n")
for line in crdfile.readlines():
spalte = string.split(line)
try:
if spalte[l] '="1
pass
el se:
jaginpfile.wite("%s%8s%6s%6s\n" %
(spalte[3][0], spalte[4], spalte[5], spalte[6]))
except | ndexError:
pass
jaginpfile.wite("&n")
except |1 CError:
print 'x'+str(Y)+' _yz'+str(2)+ fehlt!!l”’
Y +=1

Y=0
Z +=1
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F3.3 grid_corr.py
Das Skript grid_corr.py extrahiert aus allen Jaguar-Output-Files die Energie (dort angegeben in

Hartrees) rechnet diese in kcal mol™ um, und erstellt nach der Korrektur der im Ubergeordneten
Ordner enthaltenen AM1-Energien eine neue Matrix fir MS-Excel

#! [usr/freeware/bin/python2
i mport string

y s, ye =20, 28

zs, z_e= 0, 15
yzaehler = z_s
gl obal mmt_b3l yp_ener gy

gl obal mmt_gnmm ener gy
gl obal mmc_aml_ener gy
gl obal mmt_ener gy

gl obal gmm ener gy

gl obal b3l yp_energy

gl obal aml_ener gy

# Berechnung der MMC Energy (y0_zO0)
mt_energy = -1154494. 0074376634

ausgabefile = open('matrix_rel _corr.txt', '"w)
ausgabefile.wite("%2s" % ("p"+str(y_s)))
ausgabefil e. cl ose()

ausgabefile = open(' matrix_rel _corr.txt', '"a')

ausgabefil e2 = open('npatrix rel _corr.txt', '"w)
ausgabefile2. wite("%2s" % ("p"+str(y_s)))
ausgabefil e2. cl ose()

ausgabefil e2 = open('npatrix_rel _corr.txt', "a')

ausgabefil e3 = open('nkatrix _rel _corr.txt', '"w)
ausgabefile3d. wite("%2s" % ("p"+str(y_s)))
ausgabefil e3. cl ose()

ausgabefil e3 = open('nkatrix_rel _corr.txt', '"a')

for y in range(y_s+1, y e+l):
ausgabefile.write("%s" % ("p"+str(y)))
ausgabefile2. wite("9®s" % ("p"+str(y)))
ausgabefile3. wite("%9s" % ("p"+str(y)))

5

e yzaehler <= z_e:
ausgabefile.wite("\n% 3s" % ("r"+str(yzaehler)))
ausgabefile2. wite("\n% 3s" % ("r"+str(yzaehler)))
ausgabefile3. wite("\n% 3s" % ("r"+str(yzaehler)))
xzaehler = y_s
whil e xzaehler <=y e:
energyfile = open('../all _energy.txt', 'r")
vor handen = 0
for line in energyfile.readlines():
spalten = string.split(line)
if spalten[1] == str(xzaehler) and spalten[2] ==
str(yzaehler):
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gmmm energy = float(spalten[5])
el se:
pass
energyfile.close()
try:
jagoutfile =
open(' p' +str(xzaehler)+' _r'+str(yzaehler)+' .out")
for line in jagoutfile.readlines():
spalte = string.split(line)
try:
if spalte[0] !="SCFE: ':
pass
el se:
b3l yp_energy = float(spalte[4])*627.5095
vorhanden = 1
except | ndexError:
pass
jagoutfile.close()
except |1 OError:
print 'p'+str(xzaehler)+' _r'+str(yzaehler)+ .out fehlt!!!l’
aml_energyfile = open('aml_energy.txt', 'r")
for line in anl_energyfile.readlines():
spalten = string.split(line)
if spalten[0] == str(xzaehler) and spalten[1l] ==
str(yzaehler):
anl_energy = float(spalten[2])
aml_energyfile.close()
i f vorhanden ==
corr_energy = gmmm.energy - anml_energy + b3lyp_energy -
nmct_ener gy
elif vorhanden == 0:
corr_energy = 0.0
val uepoint = ("%. 2f" %orr_energy)
value = string.replace(str(valuepoint), '".',",")
ausgabefile.wite("%s" % val ue)
ausgabefile2. wite("%9s" % val uepoint)
ausgabefil e3. wite("%s" % vorhanden)
xzaehl er +=1
yzaehl er +=1

ausgabefile.wite("\n")
ausgabefile2. wite("\n")
ausgabefile3d. wite("\n")
ausgabefil e. cl ose()
ausgabefil e2. cl ose()
ausgabefil e3. cl ose()
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"You only go around once, so you better go hard!"
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