Valasz Papai Imre biralatara

Ko6sz6nom Dr. Papai Imre urnak, hogy értekezésemet gondosan elolvasta és a
feltett kérdéseit. A kérdésekre az alabbiakban valaszolok.

A kvantumkémia szamitasokban haszndlt DFT modszerek tesztelése tobbszor is szoba keriil
a dolgozatban, és a kapott eredmények jol raviligitanak az energia becslések
bizonytalansigara. Kissé meglepd szamomra, hogy a tanulmdnyok tilnyomo tobbségében a
B3LYP funkciondlt alkalmaztik (gyakran diszperzid korrekcio nélkiil), és a modernebb hibrid
meta-GGA funkciondlok (Truhlar vagy HeadGordon féle funkciondlok) nem vagy csak
elvétve keriiltek alkalmazdsra illetve tesztelésre. Mi az oka annak, hogy a B3LYP funkciondl
ilyen sokdig népszerii maradt a fémtartalmil enzimek reakcidinak kvantumkémiai
tanulmdnyozdsaban? Mennyire fontos a diszperzids kolcsonhatdsok figyelembe vétele az
ilyen jellegti tanulmdnyokban. Megbizhatobb kizelité funkciondlok fejlesztése napjainkban
is aktiv kutatdsi teriilet. Léteznek olyan friss benchmark tanulmdnyok dtmenetifém
rendszerekre melyek segitenek eligazodni pontosabb (de mnagyobb rendszerekre is

felhaszndlhatd) funkciondlok kivdlasztdsiban?

K06szonom szépen a feltett kérdéseket, mert ezek a felhasznalt metodoldgia
nagyon fontos aspektusaira kérdeznek ra. A slirGiségfunkcional-elmélet jelentss
fejlédésen ment keresztiil az elmult 45 évben, s mdra mar tobb, mint 200 féle,
kiilonféle kozelitéseket tartalmazd funkcional létezik. Ezeket gyakran ,Jakob-
létrdja” alapjan csoportositjak. Elvileg minél magasabb lépcséfokon helyezkedik el
a funkciondl, anndl pontosabb és megbizhatobb eredményeket szolgaltat (és
altalaban nagyobb valamivel a szdmitasi igénye is). Az egyes lépcséfokok kozott
altaldban nagyon nagy a pontossagbeli kiilonbség, ugyanakkor egy adott
lépcséfokon  beliil mar altalaban kisebb. A funkcionalok kivalasztasanal
fécsoportbeli elemeket tartalmazo vegyiiletek esetén nagyon nagy segitséget nyujt
Mardirossian és Head-Gordon kozel 60 oldalas tanulmanya,! amelyben ezek
teljesitményét 8 kiilonféle tulajdonsag alapjan hasonlitjdk Ossze. Szinte minden
esetben a wB97 és Minnesota funkciondlcsaladok tagjai teljesitenek a legjobban,
ugyanakkor nem ugyanaz a funkciondl, hanem a csaldd kiilonb6z6 tagjai.

Az dtmenetifém-komplexek szamitasos kémiai vizsgalata soran a korrelécios
energia figyelembevétele még fontosabb, mint fOcsoportbeli elemek esetén. Ez

részben a részlegesen betoltott d alhéjnak, kompakt kétszeresen betoltott d



palyaknak, a kozel degenerdlt (n+l)s és nd alhéjaknak, valamint a fémek és
ligandumok kozott idénként kialakuld viszonylag gyenge kotéseknek is
tulajdonithatd. Ezek nemcsak az atmenetifém-komplexek alapallapotanak
szerkezetét és elektroneloszlasat befolyasoljak, de szamos hasonld energiaju allapot
létezéséhez is vezethetnek. Azaltal, hogy a DFT funkcionalok viszonylag alacsony
szamitasi szint mellett képesek figyelembe venni valamilyen szinten mind a
dinamikus, mind a nem-dinamikus elektronkorrelaciot, kiilonosen fontossa valtak
az atmenetifém-komplexek modellezésében. Ugyanakkor, ahogy egyre tobb
tanulmany jelent meg, nyilvanval6 valtak a DFT funkcionalok hianyossagai is. 2009-
ben Cramer és Truhlar 2 6sszefoglald tanulmanyukban ramutattak arra (tobbek
kozott), hogy a LYP korreldcids funkciondl igen gyengén irja le a kozepestava
korrelacids hatasokat, amelyek fontosak a diszperzios kolcsonhatédsok jo leirasahoz
is. Azt is megmutattak, hogy olyan rendszerekben, ahol ez kiemelkedden fontos ott
az M06 funkcional sokkal jobban teljesit, mint a BBLYP.

Hamarosan megjelentek, és a fentebbi okok miatt nagyon hamar elterjedtek,
a diszperzios kolcsonhatédsok figyelembe vételére alkalmas empirikus korrekciok,
amelyek koziil talan a legismertebb a D3.3 Eleinte ez csak egy kiilon alkalmazas
segitségével volt szamithatd, majd az altalunk haszndlt programcsomagokba is
beépitésre keriilt, de nem azonnal. Mar ebben az évben egyértelmi volt az is, hogy
a diszperzios kolcsonhatasok figyelembevétele fontos CYP enzim katalizalt
reakciok vizsgalatanal is.* Ett6l kezdve minden munkankban (kivéve az IPMDH
enzimet) mindig figyelembe vettiik a diszperzids kolcsonhatasokat a D2 vagy D3
korrekcidk segitségével. Sajnalom, ha ez nem deriilt ki egyértelmlen az
értekezésbol. Posztdoktorként Bristolban végzett szamitdsaink 2010 elStt késziiltek,
csak a publikaciok jelentek meg 2011-ben.

Nagyon sok tanulmdany és 6sszefoglald tanulmany foglalkozott és foglalkozik a
DFT funkcionalok validalasaval, kivalasztasaval atmenetifém-komplexek esetén. PI.
Swart és Gruden az OPBE funkciondl kiemelked¢d teljesitményét hangstlyozzak.’
Truhlar és tarsai 14 db vas-tartalmt komplexet vizsgaltak (7db Fe?, 5db Fe* és 2db Fe*
iont tartalmazd rendszert) 20 féle funkcionallal, és arra voltak kivancsiak, melyik képes
visszaadni az alapallapot spinallapotat.® A hibrid funkcionalok 6sszességében jobbak
voltak, mint a lokalis funkcionalok. A def2-TZVP baziskészletet hasznalva a PW6B95
mind a tizennégy komplex alapallapotat helyesen adta vissza, mig a B3LYP,
MPW1B95 és MN15 csupan egy komplex esetén tévedett. A lokalis funkcionalok koziil
az OPBE, OLYP és M06-L funkciondlok voltak a legjobbak, amelyek 12 komplex



alapallapotat talaltdk el. Ugyanakkor hozzateszik: “Azonban, kvantitativan, a
funkcionalok tobbsége egydltalan nincs kozel a kisérletileg mért spinallapot
felhasadasi energia értékekhez.”

Miért maradt 6sszességében annyira gyakori a BBLYP funkciondl bioszervetlen
kémiai tertileten? Miel6Stt a kérdést megvalaszolndm, még egyszer hangsulyozom,
hogy fontos a diszperzids kolcsonhatasok figyelembevétele. A legfontosabb okok, ami
miatt empirikus diszperzidval korrigalva a BBLYP még mindig népszerti funkcional,
a kovetkezdek: (1) képes visszaadni a kisérletileg rontgen-diffrakcioval meghatarozott
szerkezeteket (2) megfeleld leirasat adja a hemkomplexek spinéllapot felhasaddsanak
(3) kvalitativan helyes energiaprofilokat szolgaltat Osszhangban a legpontosabb
benchmark szdmitasokkal, amelyet a CCSDT(Q) mddszerekkel hatdroztak meg’
(4) nagyon sok esetben hasznosnak bizonyultak CYP enzimek vizsgalatanal®® (5) mas
funkciondlok (pl. B3LYP* B3PW91, M06, OLYP, és TPSSh) kvalitativan azonos

reakcioprofilokat adtak CYP enzim katalizis modellezése soran.°

A dolgozat 3.1. fejezetében bemutatott tanulmanyban kiilonbozo CYP izoformdk Cpd I
dllapotainak elektronszerkezetét és oxidalo képességét hasonlitottak Ossze, és arra a
kovetkeztetésre jutnak, hogy azok kiozott nincs jelentds kiilonbség, vagyis ez nem lehet
meghatdrozo tényez0 az izoformdk szelektivitdsdt illeten. A tanulmdnybdl ugyanakkor
kideriil (1. tablazat), hogy a P450cam enzim esetében a porfingyiriire és a kén atomra
szamolt p(por) és p(S) spinsiiriiségek jelentdsen eltérnek a tobbi, emberi izoformadkra szamolt
értékektol. Ennek mi lehet az oka?

A bakteridlis és human enzimformak spinstrtiségének eltérését az axialis
ciszteinat-ligandum eltéré hidrogénkotéses viszonyaival magyarazzak."! A CYP
enzimek aminosav sorrendjében a ciszteindt utan egy konzervalt glicin aminosav
talalhato, amely amidcsoportja hidrogénkotést dondl a ciszteinat kénatomjanak. Ez
a kolcsonhatas erésebb a bakteridlis enzimben, és kotéstavolsagok is rovidebbek kb.
0,1 A-mel, mint a humén izoformékban. Feltételezhetéen ez a kolcsonhatds
csokkenti a kén p palydjanak energiajat a porfirin a2u szimmetridju palyadjahoz
képest® (megtartva a Dsn szimmetridja porfingy(iri megtelel6 palyajanak jelolését
az irodalmi szokdsokkal 6sszhangban ), csokkentve ezzel koztiik a keveredést is, és

ezért mas a spinstiriség-eloszlas a human és bakterialis formakban.



Az 0Osztrogének metabolizmusdnak régioszelektivitdsit tdrgyalo 3.3. fejezetben hdrom
Osztrogénszdrmazék (dsztron, equilin és equilenin) 2- és 4-hidroxildcids reakcidinak
mechanizmusdt vizsgaltak. Egyszerti (a fehérje kornyezetet magiaba nem foglalo) Cpd I
modelleken végzett DFT szdmitisok eredményei (a két hidroxildcids vitvonalra szdmolt
aktivdildsi gdtak, és a reaktivitdst jellemz0 Fukui indexek) jo dsszhangban vannak az
enzimkatalizalt reakciokra mért 2-OH:4-OH termékarinyokkal. A dolgozatban leirtak
szerint (44. oldal) a szdmitott és a mért termékardnyokbol szdrmaztatott gdtkiilonbségekre
,nemcsak a trend egyezik meg, hanem szinte kvantitativ egyezést is talalunk”. Ugyanakkor
a 3. tablazatban szerepld aktivdldsi energia adatok (mért: -1.3, -0.5 és >0.8 kcal/mol; szdmolt:
1.4, 1.4 és 4.1 kcal/mol) ezt nem nagyon tamasztjik ald. Kifejtené, hogy fenti allitdst hogyan
kell ertelmezni?

Ko6szonom szépen a Birdld megjegyzését, s valoban ugy tlnik, hogy a
bemutatott értékek nem tdmasztjak ala a kvantitativ egyezést. Szerencsés lett volna
tobb szamitott értéket bemutatni a dolgozatban, amelyek a publikacioban részben
megjelentek, részben az ott bemutatott adatokbol kiszamithatoak. Ezeket az 1.
tablazatban 0sszegytjtottem. Az adatok minden esetben (kivéve pont azt az egyet,
amit a dolgozatban bemutattam) teljes mértékben Osszhangban vannak a
kisérletileg megtigyelt trenddel, miszerint a 4-hidroxilacios ut aranya az A<B<C
sorrendben novekszik, s hogy a C vegytilet esetén gyakorlatilag, csak a 4-hidroxilalt
termék keletkezése varhatdo megfigyelhet6 mennyiségben. Az is lathato, hogy a
kisérletekkel valé 6sszhangot a diszperzid korrekcio figyelembevétele rontja, mivel
kifejezetten a 4-hidroxilacids utat preferdlja, feltehetGen azért, mert abban az
allapotban kozelebb helyezkedik el egymashoz a porfirin gylrh és szteranvaz.
Ugyanakkor a dokkolasi eredmények alapjan inkdbb a sideon-szerti elrendezddés
valoszintisithetd a vizsgalt enzimek aktivzsebében, talan azokat a szamokat
érdemesebb megnézni. Kvantitativ vagy szinte kvantitativ egyezés alatt azt
értettem, hogy (1) 1 kcal/molon beliil van egyezés a két titra mért szamitott és
kisérleti adatokbol szarmaztatott aktivalasi energia kiilonbségek kozott (2) tovabba,
hogy diszperzi6 korrekcié nélkiil a szamitasok helyesen josoljak meg, hogy az A
vegylilet esetében a 2-hidroxilalt termék a valdszintiibb, B esetén nagyon kozel esik
a varhato termék arany, és C vegyiilet esetén csak a 4-hidroxilalt termék keletkezése

varhato.



1. tablazat Osztronszdrmazékok 2-hidroxilacids relativ

aktivalasi energidja kcal/molban a 4-hidroxilacios ut gatjdhoz képest B3LYP

utjanak

funkcionallal szdmitva sideon és faceon elrendezédésekben, vagy a mérésekbdl

szarmaztatva.
sideon faceon
6-311+G* | 6-311+G* 6-311+G* | 6-311+G*
Exp 6-311+G* 6-311+G*

+ZPE +ZPE+D3 + ZPE +ZPE+D3
A -1,28 | -0,5 -0,7 1,7 -0,2 -0,4 1,4
B -048 |-0,1 -0,2 2,3 0,0 0,0 1,4
C >0,8 |39 3,5 5,6 3,5 3,3 4,1

A 4.1. fejezetben a nitrogén-monoxid kitési energidjdra vonatkozo tanulmdinyokkal
kapcsolatban az alabbi kérdések meriilnek fel: a) Mi lehet az oka annak, hogy a NO-ra kapott
kotési entalpia becslések joval pontatlanabbak, mint a CO és O2 molekulakra kaptt DFT
eredmények? (50. oldal, irodalmi eredményekre valdo hivatkozdsok);, b) A kis modell
rendszerekre (Model 1-3) végzett benchmark szimitdsok hibabecslései mennyire iiltethetdk
dt nagyobb Fe(porfin)-NO rendszerekre?; c) Konceptudlisan mennyire megalapozott az az
eljards, hogy a Kohn Sham palyakbdl felépitett determindns hullamfiigguényt haszndljuk
referenciaként a csatolt-klaszter sorfejtésben?

a) Els6 latdsra valoban meglep6 megfigyelés, hogy a DFT mddszerek
sokkal pontatlanabbul becsiilik meg az NO és a hemcsoport kozotti kotddési
energiat, mint a CO/O: ligandumok kotddését. Sokan vizsgaltak ezt a kérdést ezt a
kérdést. Azt gondolom, annak megértéséhez, hogy miért nehezebb az NO kotddési
energidjanak megbecslése két dolgon érdemes elgondolkodni. Az egyik, hogy
honnan ered a DFT funkciondlok j6 vagy rossz teljesitéképessége, s hogy
mennyiben tér el a CO/O2 és NO kotddése a hemcsoporthoz.

Ahogy mar az egyik el6z6 kérdés kapcsan emlitettem, a DFT sok esetben
azért alkalmazhato sikeresen atmenetifém-komplexek esetén, mert a DFT mind a
dinamikus, mint a statikus elektronkorrelaciot figyelembe veszi valamennyire. Ez
részben hibakioltasbol ered. A Coulomb-tagban megjelené énkolcsonhatasi hibat a
HF modszerben pontosan kioltja a kicserélédési energia, viszont a DFT modszerben
ez nem teljesiil pontosan, igy van egy maradvany Onkolcsonhatasi tag, ami
idénként nagy hibakhoz vezethet. A hibrid funkciondlokban a HF kicserélédési tag

figyelembevétele hasonld hatdst, mintha részleges onkolcsonhatasi korrekciot



épitenénk be a funkciondlba, ami gy tlnik, hogy gyakran javitja a pontossagot.
Harvey szerint a B3LYP funkciondl jo teljesitOképessége onnan is ered, hogy a
benchmark készletekben taldalhaté molekuldk elektronszerkezetében mind a
statikus és dinamikus elektronkorrelacid, mind a maradék onkolcsonhatasi hiba
nagyjabdl konstans, rdadasul nagyjabol megegyezik.!? Ezért nagyobb hibak akkor
varhatoak, ha vagy az onkolcsonhatasi hiba tér el jelentdsen az atlagostdl, vagy ha
megvaltozik a dinamikus és statikus elektronkorrelacio egyensulya vagy mértéke.

Ebb6l a szempontbol tekintve az hem-NO komplex elektronszerkezete
jelentdsen eltér a hem-CO komplexétél. A CO komplex zarthéjd, amit ugy is
tekinthetiink, hogy a CO ligandum hat kolcson a d6 konfigurdcioju Fe* ionnal
tradiciondlis o-koordindcids és m-viszonykoordinacids kotésben. Az O2 mar nem
minden komplexben viselkedik artalmatlan ligandumként, viszont a NO egy
tipikus nemartalmatlan ligandum. A komplexet kétféle rezonancia szerkezettel is
leirhatjuk az Fe(I)-NO szerkezet mellett jelentds a Fe(I)-NO* rezonancia szerkezet
is. A kialakuld elektronszerkezet leirdsanak bonyolultsagat mutatja, hogy a hem-
NO komplex esetén (amelynek alapallapota dublett) a hibrid és tiszta DFT
funkciondlok jelentdsen eltérd spinstirtiséget adnak a Fe, N és O atomokra. (lasd
lentebb a 2. tdblazatot.) Valdszintisithet6en a Fe-NO komplexben a nem-dinamikus
elektronkorreldcié sokkal jelent6sebb mint a Fe-CO komplexben, s ez okozza azt,
hogy a DFT funkcionalok rosszabbul becsiilik meg az NO kotddési energidjat. Itt
szeretném még hozzatenni, hogy egy ujabb publikacionkban is vizsgaltuk az NO
kotddési energiat Fe(Il) - hem komplexekhez,® s egyértelmi, hogy a diszperzios
kolesonhatas figyelembe vétele kifejezetten fontos, s ezt nem tudtuk figyelembe
venni a 2009-es publikaciénkban).

(b) Mennyire iiltethetd dt a kismolekulds modellrendszereken végzett szdamitdsok
eredménye nagyobb rendszerekre? Azt gondolom, hogy amennyiben a kotésviszonyok
nagyon hasonléak a kis és a nagy rendszerben akkor elfogadhaté mértékben
atiiltethetSek a kovetkeztetések. Ugy probéltuk meg kivélasztani a ligandumokat a
kalibracids szamitasok soran, hogy a ligandumok toltése, szerkezete és a vasionhoz
torténd koordindcidja a méretbdl adodo lehetdségeken beliil a lehetd legjobban
hasonlitson a porfiringytra koordinacidjahoz. Vagyis a két ligandum (CHsN2 vagy
a CsHsN:) ugyanazzal a toltéssel és kotési geometridval rendelkezik, mint a
porfiringyliri. (A szadmitdsok sordn azt a megkotést alkalmaztuk, hogy a
ligandumok Osszes atomjanak ugyanabban a sikban kell maradnia). Ugyanakkor

egyikiik sem ciklikus, igy a konjugdcié mas a valddi rendszerben. Tovabba a



CsHsNoac; ligandum két szempontbol is hasonldbb a valodi rendszerhez: ugyanannyi
sp? szénatom talalhaté a két nitrogénatom kozott, mint a porfiringytriiben, és
emiatt a ligandum harapasi szoge is sokkal hasonlobb. Feltételezve, hogy a két rész
korreldcids energidja nagyjabol 6sszeadhato (ami nyilvan nem teljesiil pontosan,
hiszen az amidinligandumok és a vas kozott is vannak kotdelektronparok), és hogy
a funkcionalok helyesen irjdk le az amidinligandumok szerkezetét és energidjat,
valamint a vassal valo kolcsonhatasukat, akkor a modellrendszerekre szamolt
eltérés atvihetd a valodi porfiringytr(t tartalmazo rendszerekre.!

Nagyon érdekes kérdés, hogy mennyiben megalapozott KS palyak
hasznalata a CCSD(T) szamitasokban. Amennyire visszakovethetd, el6szor Harvey
€s Aschi javasolta ezt a megoldast.’® Maga a cikk csak roviden érinti ezt a kérdést,
de a vitairat tartalmazza a részletesebb okfejtést is. 1® Ennek lényege, hogy a HF
palyak gyakran meglehetGsen kiegyensulyozatlanok atmenetifém-tartalma
vegyliletek esetén, mert nem veszik figyelembe az elektronkorrelacio. Emellett a
palyak mindsége korlatozhatja az egyreferencids modszerek pontossagat is, mint pl.
a CCSD. Ugyanakkor a KS palyak az elektronkorreldcidt is figyelembe veszik. A
fentebbiek alapjan jutott esziikbe, hogy KS palyadkat haszndljanak kiinduldsi
hullamfiiggvényként CCSD(T) szamitasokban. Azt is megemlitették, hogy elvileg a
CC modszerek helyes eredményt kell adjanak nem HF palyak hasznalata esetén is.

E cikk ota eltelt kozel 20 évben nagyszamu tanulmany hasznalt KS palyakat
CCSD(T) szamitasokhoz, de egész mostandig nem vizsgaltdk a palydk hatasat az
eredményekre. Ezért igen érdekes Benedek Zsolt és tarsainak tanulmanya,
amelyben kétatomos molekuldk energidjat vizsgaltdk KS és HF palyak
hasznalataval kiilonb6z6 CC modszerekkel és alaposan diszkutdljdk a
felhalmozodott irodalmat is. 77 Felhivjak a figyelmet az 1960-ban publikalt Thouless-
tételre, amely bar eléggé elfeledett, de igen fontos allitast tartalmaz: a CC eredmény
gyakorlatilag fiiggetlen a palyakészlettol. Benedek és tarsai tanulmanyanak
legfontosabb kovetkeztetése, hogy a FCI limitben és kell6éen magas CC szinten nem
befolyasolja az eredményeket, hogy KS vagy HF palydkat hasznalunk a
szamitasokhoz. Ugyanakkor azt is bemutatjak, hogy nagyobb komplexek esetén,
amelyekre csak alacsonyabb szinti szamitdsok elérhetdek (pl. density fitting és
frozen core kozelités is szerepel a szdmitdsokban), van valamennyi hatdsa a
felhasznalt palyakészletnek.

Az utdbbi kapcsan szeretném megmutatni néhany porfirin komplexen végzett

szamitdsom eredményét, amelyekre B3PW91 és BP86 szamitdsokbdl szdrmazd KS



palyakat hasznaltam DLPNO-CCSD(T) szamitasokhoz (szamitasi szint: ZORA-
DLPNO-CCSD(T0)/ZORA-def2-TZVP  az  Orca4.2.1  programcsomaggal. A
strtségillesztéshez (Density fitting (RI) a SARC/] kiegészité baziskészletet
hasznaltuk). A szamitott abszoliit energidk nem egyeztek meg a két kiilonb6zd
palyakészletet felhasznalé CCSD(T) szamitasokban, viszont a relativ energidk a
legtobb esetben jO egyezést mutattak (2. tablazat). Ugyanakkor az FePIm-NO komplex
relativ energidja jelentdsen eltér. Ennek oka szinte biztosan az, hogy a két palyakészlet
eltérd, ennek egyik nagyon egyértelm(i megnyilvanulasa az vason és az axialis NO
ligandum N és O atomjain szamitott spinstirtiség.

A fentiek alapjan, s a Thouless-tételt is figyelembe véve azt gondolom
megalapozott a KS palydk haszndlata s bizonyos problémak esetén kifejezetten ajanlott
lehet.

2. Téblazat Vas-porfirin modellek relativ energidja kcal/molban és a
szamolt spinstirtiségek ZORA-DLPNO-CCSD(TO0)/def2-TZVP szinten szamitva
BP86 és B3PW91 KS palydakat felhasznalva

palyakészlet
BP86 pdélyakat | BBPWI1 palyakat
felhasznalva®® | felhasznalva (nem
publikalt)

Fe/N/O spinstirtiség? 0,46/0,33/0,20 0,19/0,49/0,31
FePIm kvintett + 2 NO 0 0
FePImNO dublett + NO -13,3 94
FePNONO szinglett + Im 3,3 23
FePNO dublet +IM + NO| 5,9 5.8

Im: imidazol P: porfirin NO: nitrogén-monoxid

a DFT szamitasbodl szarmazd adatok

Az 5.1. fejezetben leirtak szerint az izopropil-malat dehidrogendz (IPMDH) enzim
dltal katalizdlt oxiddcids folyamat modellezésénél a QM/MM sziamitdsokhoz az MD
szimuldaciokbdl valasztottak kiilonbozo kitnduldsi szerkezeteket (konkrétan harmat), és ezekre
eqyenként meghatiroztak az aktivalasi gatakat. A leirds szerint ezek a szerkezetek

konformdciojukban térnek el, de az nem deriil ki (szdamomra még a D10-es cikkbdl sem), hogy



pontosan mirdl van szo. Miben kiilonbézik a harom szerkezet? Csak az enzimkornyezetben,

cse

vannak kiilonbségek? Mennyire onkényes vagy trividlis ez a kivdlasztds? A szdmolt
energiaprofilokon mindenesetre viszonylag nagy eltérések adddnak, és mindhdrom esetben a
ketocsoportot tartalmazo koztitermék keletkezése endoterm folyamatnak bizonyul, és igy
vélhetden a dekarboxilicios lépés adja a teljes folyamat termodinamikai hajtoerejét.
Aldtdmaszthaté ez szdmitdsokkal? Az 5. fejezet végén taldlhaté Osszegzésben javaslatot
tesznek a teljes katalitikus ciklus mechanizmusdra, ami azt sugallja, hogy a dekarboxilezési

folyamatra is vannak mechanizmus ismeretek.

Ko6szonom szépen ezeket a feltett kérdéseket. Az egyik nagyon fontos kérdés
QM/MM szamitasok soran, hogy vajon mennyire reprezentativak a szamitott
eredményeink. A fehérjék nem merevek, hanem dinamikusan valtoz6 sokezer
szabadsagi fokkal rendelkez6 rendszerek, amelyek potencialis energia hiperfeliiletén
nagyszamu lokdlis minimum létezik. Ebbdl kovetkezéen a kiinduldsi és a
termékallapotok sokasagait varhatéan nem egy jol koriil hatdrolt atmeneti allapot
jellemzi, sokkal inkdbb egy atmeneti allapot sokasag.!® Fontos kérdés, hogyan
nyerhetiink informdcidt ezekrdl a sokasagokrdl. Amennyiben a probléma megengedi
célszeri olyan QM/MM moddszert haszndlni, amivel a rendszer szabadentalpigjat
vizsgalhatjuk, pl. eserny6-mintavételezéssel. Ilyenkor a legtobb esetben valamiféle
szemiempirikus modszerrel vizsgalhatjuk a QM régiot. Ugyanakkor atmenetifém-
tartalmti rendszerek esetén nem ismerek olyan szempiempirikus moddszert, ami
megbizhatéan miikddne, igy DFT funkcionalok haszndlatdra van sziikség. Ezekkel
viszont jelenlegi szamitdsi erdforrasaink mellett egyelére nem tudjuk ezeket a
rendszereket vizsgdlni, igy energiaprofilokra kell tdmaszkodnunk. Ilyenkor egy
kiindulasi szerkezetbdl adott reakcidkoordindta mentén hatdrozzuk meg a rendszer
energidjat (adiabatikus térképezés). Minden egyes kiindulasi szerkezet sajat aktivalasi
energidval és sajat mechanisztikus informdcio tartalommal rendelkezik.

Sajat és kollégak, ismerdsok tapasztalata is azt mutatja, hogy gyakorlatilag
minden esetben fiigg a QM/MM energiaprofil szdmitds eredménye a kiindulasi
szerkezet josagatol. Sok esetben nem lathatd at emberi szemmel, hogy kiindulasi
szerkezetek miért és mennyiben kiilonboznek egymastol. Amennyire az MM er6tér
megengedi, kiilonbozni fognak az aminosavak elhelyezkedésében, akar a szubsztrat
konformacidjdban, kotéstavolsdgban, hidrogénkotéses tulajdonsagokban. Igy volt ez
az IPMDH esetében is. Szerintem Kkifejezetten hasznos, ha valamennyire eltérd
szerkezeteket valaszt az ember, hogy nagyobb betekintést nyerhessen a reakcioba és a
fehérje hatdsaba.

Sajat tapasztalatom az, hogy érdemes kémiailag relevansnak tind kiinduldsi
szerkezetet valasztani, ahol azok az atomok és fragmensek, amelyek konkrétan részt



vesznek a kémiai reakcioban tigy helyezkednek el, hogy a reakcio le tudjon jatszodni.
Rossz kiindulasi szerkezet esetén szinte garantalhato, hogy nagyon magas aktivalasi
energia értéket szamit az ember. Ez teljesen eltér a QM szamitdsoktdl, ahol fdleg a
minimumok meghatdrozdsa (ha nincs nagyon sok beldliik) egyszer(ibb, és még rossz
kiindulasi szerkezet esetén is eljut altaldban az optimald algoritmus egy relevans
szerkezethez. Ilyen értelemben az IPMDH téma esetén is tobb kiinduldsi szerkezetet
valasztottam, amik szemre jonak tlintek. Szeretném hangsulyozni, hogy ez a teriileten
egy szokasos, és bolcs hozzaallas.!”

Szdmomra a szamitott aktivalasi energia kiilonbségek nem tlintek nagynak, sot
nagyon elégedett voltam veliik. Ismert olyan tanulmany pl. propén hidroxilacidja,®
ahol 8 kiilonb6z6 kiindulasi szerkezetre a szamitott aktivalasi energiak 5,0-22,1
kcal/mol kozott valtoztak. Nyilvdn nagyon fontos kérdés, hogy mit kezdiink a
szamitott aktivalasi energiakkal? Melyiket fogadjuk el, s miért? Tobbféle lehetdséget
is javasoltak, pl. lehet egyszertien atlagolni Oket, vagy lehet olyat, hogy a legmagasabb
értéket kihagyjuk, mondvan, hogy valdszintileg az alacsonyabb aktivalasi energiaju
reakcioutak fognak domindlni. Az utdébbi gondolatmenethez illik az is, hogy lehet pl.
a szamitott gatakat a Boltzmann-eloszlas alapjan atlagolni. Mi a munkdinkban
jellemzben megadtuk az egyes aktivalasi energidkat bemutatva azt, hogy mekkora
tartomanyon beliil valtoztak. 2

Nagyon érdekesnek tartom a Birdlo megjegyzését, hogy varhatdan a reakcio
termodinamikai hajtoerejét a dekarboxilacidés lépés adja. Az igazsag az, hogy
probéltam reakcidutakat szdmitani a dekarboxildciora is, de nem sikertilt értelmes
eredményekre jutni. Azt hiszem ennek tobb oka is volt. Valoszintileg a kiindulasi
szerkezeteim a dekarboxildcids 1épés modellezéséhez nem voltak jok. Az altalunk
hasznalt QM/MM program nem enged jelentdsebb relaxaciot a rendszerben, s nagyon
konnyen lehetséges, hogy mar a hidridtranszfer sordn vagy a koztitermék allapotban
a fehérje szerkezet valamiféle relaxdcién keresztiilmegy, ami megkonnyiti a
dekarboxilaciot, de én ezt nem modelleztem, nem tudtam modellezni, mert a QM/MM
energiaprofilok felvétele sordn nem jelent meg a rendszerben. A masik szintén
metodoldgiai probléma, hogy a dekarboxilacid6 soran a negativ toltesi
karboxilatcsoportbdl egy semleges gadzmolekula képzddik és ez jelentdsen
megvaltoztatia a QM régio dipolusmomentumat és a valdsagban egész biztosan
valamiféle fehérje konformacidvaltozas is elOsegiti Sajnos ezt sem tudja a mi
modszeriink visszaadni. Harmadik probléma, hogy a mi moddszeriinkkel csak
energiavaltozast tudunk szadmitani, viszont egész biztosan jelentds a reakcio
lejatszodasa soran az entropia novekedés is, hiszen egy CO: molekula szakad le a
szubsztratbol, bar lehetséges, hogy a transzlacids/rotacids fokok megndvekedéséhez
tartozoé entrépikus tag, csak azutdn valik jelentdssé, hogy a gdzmolekula kidiffundal a
fehérjébdl.

Azt hiszem ennek a lépésnek a vizsgdlatara szemiempirikus modszert
alkalmazé QM/MM modszerek alkalmasak lehetnének, amelyekkel pl.
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esernydmintavételezéssel kovetni lehetne a rendszer szabadentalpiajanak a valtozasat
és a fehérje kornyezet is jobban kovetni tudnd, s el6 tudnd segiteni a reakcid
lejatszodasat.

Viszont a birdlo intuicidjaval 6sszhangban a malat-dehidrogendz enzim esetén
(ami az IPMDH kozeli rokona) ismert a kétlépés reakcioé szabadentalpia-profilja.! A
szabadentalpia-profil gy hataroztak meg, hogy a reakcidt a koztitermékbdl inditottak
sl, s figyeltek mennyi kiinduldsi anyag és mennyi végtermék képzdodik. A
publikaciéban szerepld 4. d4bra szerint a NAD*ra torténd hidridtranszfer
szabadentalpia-veszteséggel jar, mig a dekarboxilacid szabadentalpia-nyereséggel.
Sajnos az abra rosszul adja vissza, de a cikk szovege szerint a kiindulasi anyagok és a
végtermékek 1:2,33 ardnyban képzdédtek a koztitermékbdl, s ez alapjan vagy a
végtermék oldal szabadentalpidjanak alacsonyabban kellene lennie, mint a kiinduldsi
anyagokénak, vagy a végtermékek felé kisebbnek kellene lennie a gatnak, vagy
mindkettonek igaznak kellene lennie. Mindenesetre, valdban a dekarboxilacios 1épés
adja a reakci6 szabadentalpia-nyereségét.

E*NADH+0AA

7N\
/ \
\ Free energy profile for
\ stepwise reaction.

75N

Free Energy

Free energy profile
for concerted reaction. /
.

N/ " E+ NADH- Pyr
E- NAD-Mal ‘ :

Reaction coordinate

1. dbra A malat-dehidrogenaz enzim reakciojanak szabadentalpia-profilja. Az
abra a ref. 21 hivatkozas 4. 4brdjaval azonos. A szimuldcidink szempontjabdl a
folytonos gorbe lényeges, amely mutatja, hogy a NAD*-ra iranyuld hidridtranszfer
soran képzddo koztitermék szabadentalpidja magasabb, mint a kiindulasi anyagé vagy

a végterméké.

Valdban javaslatot tettiink az enzim reakcidémechanizmusara, ennek alapja (1) a
meghatarozott rontgenszerkezet volt, amelyben a TYR 139-es oldallanc a szubsztrat és
a LYS 185 oldallanc kozvetlen kozelében helyezkedik el (2) kinetikai mérések,
amelyek a TYR 139-es oldallanc fontos szerepét jelezték a katalizisben (a TYRI39ALA
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mutans aktivitdsa kb szdzadrésze a vadtipusnak) és (3) a malat-dehidrogenaz enzim

esetén szintén egy TYR-LYS par jatszik kulcsszerepet a katalizisben.??

A kaliumion szerepét tirqyalo fejezetben (5.2. fejezet) a QM/MM eredmények
értelmezésénél (80. oldal) olvashatd, hogy az IMPDH enzim vad tipusdban a hidridiont
fogado C4 szénatom pozitivabb, és igy a hidridion felvétele konnyebb, mint a mutdins
enzimben. A 11. tablazat utolsé sordban taldlhato Mulliken toltés adatok ennek ellenkezdjét
mutatjik (vad tipusban negativabb a C4 szénatom). Félreértek én itt valamit?

Nagyon szépen kdszonOm ezt a megjegyzést, mert tényleg ravilagit arra,
hogy a Birdl6 gondosan elolvasta az értekezésemet. Nagyon jo példa ez arra, s
szamomra a jovOben is fontos emlékeztetd lesz, hogy a kovetkeztetéseinket
mindenképp az adatok alapjan kell levonni és bizonyitani, s nem szabad, hogy az
elképzeléseim félrevezessenek. Sajnos nem ért semmit félre a birdld. A tablazatban
szerepl6 érték nincs Osszhangban a szovegben szerepl6 magyarazattal, amely
egyébként csak az értekezésben szerepelt, a megjelent publikdcidoban nem. Bér a
szamitott érték nincs Osszhangban a magyarazattal, mégis az az érzésem, hogy a
magyardazat helyes, és tovabbi szamitasokkal, pl. masfajta toltések vizsgalataval ala
lehetne tdmasztani az elméletemet. Sajnos mivel a kisérletesek nem foglalkoznak
mar ezzel a rendszerrel, a molekuldris biokémia fejlédése is tulhaladta a
tradiciondlis enzimologiat, ezért ugy éreztem, hogy most nem érdemes tobb

energiat ebbe a kérdésbe fektetni.

Végiil a 6.3. fejezetben bemutatott mikrokinetikai szimuldciokkal kapcsolatban a
kovetkezoket szeretném megkérdezni: Mennyire ad egyértelmii megoldast az az illesztési
eljards amit a kinetikai modell paramétereinek a kisérleti adatokhoz valo illesztésénél
alkalmaztak? Elegendd kisérleti adat dllt rendelkezésre a nagyszami paraméter
illesztésehez? Mennyire dllja meg a helyét az a feltételezés amit az illesztési eljarasban
alkalmaztak, miszerint a DFT szamitott gatak +3 kcal/mol hibahatdron beliil vannak?

Ko6szonom szépen a feltett kérdéseket. Ezeket most nem a felvetésiik
sorrendjében valaszolom meg. MielStt a konkrét kérdésekre valaszolnék, szeretném
elmondani, hogy a legels6 mikrokinetikai szdmitdsainkat paraméter-illesztés nélkiil
végeztiik el, s ezekben a szimuldcidkban egyaltalan nem jelent meg az
autokatalitikus HER ciklus. Ennek legfontosabb oka az, hogy a vizsgalt DFT
funkcionalok koziil egyik sem képes jol megadni a SiPsFe-N2 és SiPsFe-H-
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komplexek stabilitdsanak aradnyat, mindegyikiik a kisérleti adatokhoz képest
talsagosan stabilnak mutatja az Fe-N2 komplexet az Fe-Hz komplexhez képest. Ha
a komplexek relativ stabilitdsa nem megtelel6 nyilvanvaloan a gatmagassag sem
lesz megftelel6. Ezért mindenképp sziikségiink volt paraméter-illesztésre.

Ahhoz, hogy képiink legyen a DFT funkcionalok pontossagarol a Hz és N2
komplexek kotddésének pontossagardl tjabb szamitasokat végeztiink a kisérletileg
ismert 4 rendszer egyensulyi allanddjahoz kapcsoldddan. Az eredmények a 3.
tablazatban lathatéak. Még a legjobbnak mutatkozo wB97X-D3 funkcional atlagos
hibdja is 4 kcal/mol koriil volt.

A fenti tablazat adatait tekintve nem 4llja meg helyét teljes mértékben az az
allitas, hogy a DFT hiba 3 kcal/molon beliil van, hiszen egy kritikus egyensulyi
alland¢ esetén tudtuk, hogy a mért értékhez képest 8 kcal/mollal is eltér a szamitott
szabadentalpia-érték (s ha reakcio szabadentalpia-valtozadsa ennyivel eltér, akkor a
gatmagassagok is eltérhetnek ennyivel), ugyanakkor azért a gyakorlatban szoktak
a DFT hibajat +3 kcal/molként becsiilni. A fentebb emlitett Martin Head-Gordon és
tarsai altal készitett benchmark tanulmany' is azt mutatta, hogy a kiilonb6z6
benchmark adatkészletek esetén az wB97XD funkcional kiilondsen megbizhatd, az
atlagos RMSD értékek szinte mindig 3 kcal/mol alatt voltak, kivéve a TCD
adatkészletet (Bond Dissociation Energies, kotés disszocidcids energia) ahol 6
kcal/mol alatt van az atlagos hiba, amit a publikdcié 17. dbrdja mutat. Ezért is
kovettiik azt a logikat, hogy paraméter-illesztés soran szisztematikusan noveltiik a
megengedett hibahatart, é¢s mar +3 kcal/molndl nagyon jo egyezést értiink el a
kisérleti adatokkal.

Valdban igaz az, hogy a modelliink nagyon sok illesztett paramétert
tartalmaz. Az is igaz, mint minden illesztési probléméandl, hogy anndl
megbizhatébbak eredményeket kaphatunk, minél tobb kisérleti adatpont 4&ll
rendelkezésiinkre. Sajnos a mi esetiinkben a paraméterillesztés soran 0sszesen 7
fiiggetlen kisérleti adatpontot tudtunk felhaszndlni: 5 darab Hx-mennyiség-id6
adatpart és 2 darab végso atviteli szdamot.?

Ezért ahhoz, hogy meggy6zddjiink arrdl, hogy mennyire robosztus a
modelliink, és csokkentsiik az illesztett paraméterek szamat készitettiink egy kisebb
kinetikai modellt. Ebben az N:RR ciklus részben az els6é tiz l1épését egyetlen
lépésként épitettitk be a modellbe (SiPsFe-N2 + 6 H* + 4 e — SiPsFe-NHs*). Az igy
kapott eredmények jo 6sszhangot mutattak a sok lépéses mikrokinetikai modellel,

ahogy az 2. Abra is mutatja.
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3. Tablazat Kisérletileg vizsgalt Hz és N2 kotokotddési reakciok mért egyensulyi

allandoi és ezekbdl szarmaztathatd szabadentalpia-valtozasok, valamint kiilonb6z6

funkcionalokkal (ZORA-Funkciondl.-D3(B])-CPCM(THF) / ZORA-def2-TZVP szinten

szamitott szabadentalpia értékek, valamint a kisérletekhez szamitott atlagos hiba.

Minden szabadentalpia érték kcal/molban van megadva.

AGeale— AGexp Kisérlet

Funkcional
B97X-
B3LYP TPSSh (£)) 3 MO6L SCAN Kexp AGexp,
Egyensu

SiPsFe-N: + Hz = -
SiPsFe-LL, + Njb 17,8 19,4 8,7 16,5 21,0 50 23
SiPsFe* + N2 = -
SiPsFe-Ny -2,7 -5,5 3,5 -4,1 -7,9 1700 44
SiPsFet + Ho: -
—SiPsFe-IL* 5,3 4,3 3,8 4,3 3,2 1500 43
SiPsFe-N:* +H2 =

8, 9,8 4 8,5 11,1 ,9 ,1
SiPsFe-Hz* + N2 0 0 0,90 10
Atlagos abszolut
hiba a kisérleti 8,5 9,8 4,1 8,4 10,8

adathoz képest

2. wB97X-D3 esetén nem alkalmaztunk kiilon D3(BJ) korrekciot

b az olddszer benzol volt a kisérletben s a szamitasban is; Erre a reakcidra
szamitott szabadentalpiavaltozasok igen jelentdsen eltérnek a kisérleti adattol. Ezt
a azzal magyaraztuk, hogy ez a reakcio két elemi lépést (N2-levalast és Ha-kotddést)
- foglal magaban, valamint hogy az SiPsFe-H: komplexben a H: ligandum

alaguteffektus révén folyamatosan valtoztatja benne az orientaciojat, amelybdl

eredd entropiatobbletet a kvantumkémiai szamitas nem veszi figyelembe.
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2. dbra A fejl6dd hidrogéngaz mennyisége az id6 fiiggvényében kisérletekbdl

(keresztekkel jelol adatpontok) és szimuldciokbdl. Az dbra a 24. referencia Supporting

Informadcidjaban szerepel.

Szeretném még egyszer megkdszonni Dr. Papai Imre urnak, hogy alaposan

atolvasta az értekezésemet, és elgondolkodott rajta. Koszonom az érdekes kérdéseket,

amelyek megvalaszolasa szamomra is tanulsagos volt, és remélem, hogy valaszaim

kielégité magyarazattal szolgalnak.
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