
НЕИРОХИМИЯт. 9, № 4, 1990
УДК 5.39.193:577.153КО11ФОРМАЦ110111J ЫН ЛС11ЕКТЫ ВЗЛИМОДЕЙСТВ11Я АММОНИЕВЫХ II СУЛЬфОНИЕВЫХ СУБСТРАТОВС ЛЦЕТНЛХОЛИНЭСТЕРАЗОЙ НЕРВНОЙ ТКАНИ

РОЗЕНГАРТ Е. В.. ШЕСТАКОВА Н. Н.

Институт эволюционной физиологии н биохимии им. И. М. Сеченова 
АН СССР, Ленинград

Методом молекулярной механики проведен теоретический конформационный ана­
лиз с расчетом всех устойчивых конформаций 9 субстратов АХЭ, аналогов АХ и 
.|цст>1лгомохолипа (АГХ) с различной структурой онневой группировки. На основа­
нии анализа конформационно-функциональных отношений в группе триалкпламмоние- 
ных соединений в отличие от ранее изученных триметиламмониевых аналогов АХ 
[1] показано, что потенциально продуктивными для гидролиза под действием АХЭ 
могут быть Нс только транс-транс конформеры ио фрагменту молекулы С(О)—О— 

С—С—N. Впервые осуществлен расчет всех устойчивых конформеров сульфониевых 
аналогов АХ и АГХ. На основании квантовохи.мических расчетов методом ППДП/2 
сделано заключение, что различия в распределении электронных плотностей па ато­
мах в молекулах АХ и его димстил- и метилэтилсульфонисвых аналогов незначи­
тельны. Предложена модель взаимодействия онневой группировки субстрата с 
апнойным центром АХЭ, позволившая объяснить различия в скоростях гидролиза 
аммониевых и сульфониевых субстратов.АХЭ нервной ткани играет ключевую роль в процессе функцио­нирования нервно-мышечного синапса, осуществляя гидролиз .ме­диатора АХ. а также является мишенью действия фосфорорга­нических соединений и холинерги чески активных веществ. В этой связи исследование структуры активного центра АХЭ содержит целый ряд информационных аспектов. Во-первых, это бйоорганический ас­пект—изучение механизма каталитического действия фермента- Во- вторых, сравнительно-энзимологический аспект—сопоставление свойств родственных ферментов у разных животных с учетом внутривидовых и межвидовых различий. В-третьих, нейрохимический аспект—срав­нение структуры узнающих участков АХЭ и рецепторных компонентов синапса. В-четвертых, прикладной аспект—использование сведений об особенностях строения каталитической поверхности АХЭ различного происхождения для конструирования специфических ингибиторов, по­тенциальных избирательных пестицидов и холинергических активных лекарственных препаратов. Наиболее доступным и информативным методом для подобных исследований является сопоставление струк-417



туры субстратов и ингибиторов АХЭ с их эффективностью [2]. Шли­фовка этого метода шла по пути усовершенствования количественной меры эффективности как за счет повышения чувствительности и точ­ности определения параметров ферментативной реакции, так и с по­мощью кинетических изысканий в способах определения индивидуаль­ных констант этого процесса. Описание же структуры эффекторов за прошедшие десятилетия продолжало оставаться чисто визуальным. Даже в недавней работе [3] размеры алкильного радикала в моле­куле фосфорорганического ингибитора оцениваются числом метилено­вых групп. Наиболее эффективным методом исследования простран­ственной структуры низкомолекулярных конформационно гибких сое­динений (а этой характеристике соответствуют все холинэстеразные эффекторы) является теоретический конформационный анализ в атом-атомно.м приближении (метод молекулярной механики) [1, 4—7]. Этот метод позволяет продемонстрировать .множественность во взаим­ном расположении структурных элементов эффектора, дает возмож­ность оценивать вероятность существования молекулы в той или иной конформации («заселенность») н делает осуществимым переход к ре­альному определению расстояний между функциональными группами эффектора.Весьма плодотворным оказалось применение .метода теоретиче­ского конформационного анализа структурно-функциональных отноше­ний в приложении к субстратам АХЭ. На основе расчета устойчивых конформации 23 триметиламмониевых производных АХ с разной структурой этиленового «мостика» между ацильной и катионной ча­стями молекулы сделан вывод, что при гидролизе под действием АХЭ продуктивной является полностью вытянутая конформация АХ [1, 8—10].В настоящей работе мы обратились к субстратам АХЭ с различ­ной структурой катионной группировки—триалкиламмонневым и дн- алкилсульфониевым производным АХ, а также к ацетилгомохолину (АГХ) и его метилэтнлеульфониевому аналогу. Представляло инте­рес оценить влияние структуры онневой группировки на выбор про­дуктивной конформации субстрата при гидролизе под действием АХЭ-Методы расчетовТеоретический конформационный анализ осуществлялся методом молекулярной механики по универсальной конформационной прог­рамме [И]. Устойчивые конформации отыскивались путем миними­зации энергии с варьированием значений торсионных и валентных углов при постоянных длинах связей. Конформационная энергия представлялась как сумма невалентных, электростатических и тор­сионных взаимодействий, энергии деформации валентных углов. Длины связей приняты такие, как в работе Шестаковой и соавт. [1]. Параметры потенциальных функций взяты из работы Мотапу и соавт. [12]. Распределение электронных плотностей рассчитывали ме­418



тодом 1П1ДП/2 [13]. Для оценки вероятности нахождения молекулы в каждой устойчивой конформации рассчитывали их заселенности (Р. %), как в работе [1].При описании конформаций торсионных углов были приняты стандартные обозначения: символы I, ё >и ё՜ означают соответственно 
гране-, гош+- и го/«--конформации.Взаимное расположение ацильной и катионной группировок для соединений с двумя метиленовыми группами—соединения (I) — (VII) определяется конформациями торсионных углов фрагментов С—С (О) — С — С3, С(О) — О—С’—С’ и О—С3 - С*—X, где Х==И или 3, а для соединений с тремя метиленовыми группами—соединения (VIII) и (IX)—конформациями фрагментов С—С (О)—О—С’, С(О)—О—О— С3, О —О—С3—С* и С֊—С3—С’—X. Расчеты, проведенные методом молекулярной механики, показали, что для всех ■исследованных структур энергетически более выгодным, а следовательно и более ве­роятным, является транс-расположение фрагмента С—С (О)—О—С. Поскольку энергия с цис-расположением этого фрагмента более чем на 3 ккал/моль выше, вкладом таких конформеров можно пренебречь- На этом основании при описании конформации структур данного ряда подразумевается, что фрагмент С—С(О)—О—С находится в т,ране-по­ложении. Для обозначения конформации молекулы использовали последовательность символов, первый из которых отражает геометрию фрагмента С (О)—О—С3 -С , а последующие—конформации следую­щих фрагментов по направлению от ацильной части к ониевой группи­ровке. В расчетах учитывали также конформационную подвижность катионных группировок. Для сравнения в таблицах приведены сум­марные заселенности конформаций ацетокси метиленовых фрагментов структур. В качестве характеристики скорости гидролиза субстратов использовались литературные данные о величинах активности ката­литического центра ас [14] или бимолекулярной константы Кп, пред­ставляющей собой отношение активности каталитического центра к константе Михаэлиса [15, 16].Результаты и обсуждениеРапсе было показано, что молекула АХ имеет 7 устойчивых прак­тически равновероятных конформаций: ёё> ё1՝ <ё, И, 1ё~, ё~1> ё~ё՜, причем продуктивной для гидролиза под действием АХЭ является Н [1]. Для триметиламмониевых производных АХ продуктивными яв­ляются конформации, совместимые с //--конформацией АХ по взаим­ному расположению ацильной и катионной групп, а значит и расстоя­ния между карбонильным углеродом и азотом (Ь|, А) и между кар­бонильным кислородом и азотом (1-2, А) у них соответственно равны- Конформационный анализ аммониевых субстратов с различной струк­турой ониевой группировки (табл. 1, соединения (I) — (V)), показал, что для данной группы соединений имеет место некоторая диффереи- 419



циация энергии, а следовательно и перераспределение по сравнению с АХ (соединение (1)) заселенности устойчивы* конформаций по ацетоксиэтильному фрагменту. Однако минимумы энергии имеют почти такие же координаты, как у АХ, то есть устойчивым,и остались те же 7 конформаций, с соответствующими значениями 1.։ и Б?. Зна­чения сигма-зарядов на атоме Ь1, рассчитанные но методу индукцион-
Т а блица 1 

Кинетические параметры гидролиза иод действием АХЭ а,. (%), заселенность устой­
чивых конформеров относительно ацетокснэтильного фрагмента трналкнламмоннсвых 
субстратов СН։-С(О)- О-СН2 СН2—R и коэффициенты корреляции между засе­

ленностью каждой устойчивой конформацией и (а,.)„,,

№ а.։ 
%

НК 8' 88՜ '8 Н •г՜ 8 • 8՜ г

I - <(сн,);, 100 17.8 11.4 0.2 14.3 13.5 0.2 Н.1 17,8

11 •\'(С11,։);С.|-1-. 
4-

103 18.9 12.4 0.8 12,4 11.7 12.3 0,8 12.5 18.0

III ,\՛ с илен, .47 |х,։ 13,4 0.6 1 !.(> 1 .9 12,2 9.6 13.4 18.3

IV - МС.Н-л (54 14.։ 14,(1 0.3 И.7 10.5 11.7 0.1 14.0 18.6

V -МСН., •[ Н СН,.| 
коэффициент коррс-

84 >7.5 13.7 0,6 1--.2 12,2 12.3 1 1.7 17.4

ляции о,։ 0,8 0.3 0,75 0.61 П.7О10.2 з,.ч —0,5пых параметров, свидетельствуют, что распределение электронных плотностей на атомах азота у представленных соединений практиче­ски нс изменяются и равны 0.1 е. Вращение вокруг связи С"—К1 у этих соединений не встречает особых затруднений, конформации с 
1-, в- и ^“-расположением фрагмента С՛’—С* —К'—С практически равновероятны. Без особенностей происходит вращение вокруг про­стых связей у алкильных радикалов в синевой, группировке- Однако при подсчете коэффициентов корреляции между кинетическим пара­метром ас и заселенностью каждой из устойчивых конформаций ока­залось, что в этом ряду субстратов не наблюдается приоритета //“-кон­формации, как это имело место для триметиламмонпевых аналогов АХ [1]. Более того, коэффициенты корреляции для 1д՜ и /// -конфор­маций несколько выше, чем для //“-конформации (табл. 1). Заметим, что три метильных заместителя у АХ разномерно экранируют цент­ральный атом азота катионной группировки. «Толщина» такой обо­лочки порядка 2 А (линейный размер метильной группы). Как видно из таблицы 1, увеличение «толщины» оболочки вокруг 14 (соедине­ния (II) — (V)) приводит к понижению скорости гидролиза под дей­ствием АХЭ.А что будет при уменьшении «толщины» оболочки? Это можно рассмотреть на примере третичного АХ,. диметиламипоэтилацетата.420



Было показано [18], что его конформационные возможности по аце- токсиэтильиому фрагменту такие же, как и у АХ. Однако при физио­логических pH это соединение протонировано, в связи с чем обра­зуется внутримолекулярная водородная связь—С = О...Н—1М, смеща­ющая конформационное равновесие в сторону свернутых форм, не способных к гидролизу. По всей видимости, именно наличие этих форм в популяции устойчивых конформеров определяет уменьшение скорости гидролиза диметиламиноэтилацетата- Таким образом, иссле­дование третичного АХ не дает ответа на поставленный вопрос.
Таблица 2

Кинетический параметр гидролиза под действием АХЭ (1у Кц) и энергия 
(ккал/моль) конформаций относительно ацетоксиэтильных фрагментов

для производных СН3С(О)ОСН2СН2—R

№ ֊R !gK|l

Энергия, ккал моль

•|”з

gg gl gg ։g It ։g g g g 1 g'g

1 — Х(СН.,)з 7.7 1,2 0.7 3,4 0.8 0,0 0.8 3,4 0,7 1.2

VI -SiCH.h 7,3 0,9 1.0 1.2 0.5 о.з 0.0 2,4 0,9 0,7

VII -S(CHj)C:H-. 7.0 1,2 1,1 1.1 0.7 0.4 0.1 2.3 1,0 0,8

Тогда мы обратились к сульфониевым соединениям, поскольку лротопирование 3 координационной серы маловероятно. Были про­анализированы сульфониевые аналоги АХ (табл. 2, соединения (VI), и (VII)). Для того, чтобы убедиться в возможности использования сульфониевых субстратов в качестве модели, были проведены расчеты распределения электронных плотностей на атомах квантовохимиче­ским методом ППДП/2 у соединений (I), (VI) и (VII). Как видно из рисунка, заряды па атомах в ацильной части остаются без изменений, что указывает на одинаковую прочность сложноэфирной связи. Сле­дует отметить, что помимо различия величии зарядов на ониевых ато­мах наблюдается утрата симметрии как в самой конфигурации ка­тионной группировки, так и в распределении на пей электронной плот­ности. Если в случае АХ (рис., а) катионная группировка представля­ет собой сферу с равномерно распределенным зарядом, то в случае сульфониевых соединений (рис., б и а) это диполь элипсоидной формы.Проведенный конформационный анализ соединений (VI) и (VII) не выявил существенных отличий в конформационных возможностях ацетоксиэтильных фрагментов по сравнению с АХ (табл. 2). Расстоя­ния между функционально значимыми атомами ацильной части и центра ониевого атома (Li и L-s) в случае сульфониевых соединений возрастает только па 0,2 А- Однако скорости гидролиза сульфоние­вых субстратов (соединения (VI) и (VII)) составляют 48 и 25% от скорости гидролиза АХ. Попытка объяснить это снижение только из-421



мелением эффективного объема катионной группировки [15] несо­стоятельна, поскольку объем метилэтнлеульфониевой группы практи­чески равен объему триметила ммопиевой группы.

5
| ‘0,38 -одт ]

Рис. Распределение зарядов на атомах, рассчитанное методом ППДП/2 для 
И-коиформаций по ацстокснэти'лыюму фрагменту молекул субстратов 
АХЭ: а—АХ (соединение (I)); б—соединение (VI); в—соединение (VII)Таким образом, эффект от уменьшения «толщины» оболочки вок­руг онневого атома на примере сульфониевых субстратов также соп­ровождается снижением скорости гидролиза под действием АХЭ. По­скольку расстояние между эстеразным и анионным центрами соот­ветствует полностью вытянутой конформации АХ, можно предполо­жить, что в случае сульфониевых соединений карбонильная группа не «дотягивается» и в силу этого не попадает в зону атаки гидрок­сила серина эстеразного центра АХЭ. В связи с этим было интересно проанализировать конформационные аспекты взаимодействия с АХЭ՛ «удлиненного» соединения, у которого ацетокснэтильный фрагмент заменен на ацетоксипропильный С11зС(О)ОСН2СН2СН25(СН3)С2Нз (соединение (IX)), а также его триметиламмониевый аналог АГХ, СН3С(О^СНоСНгСИгЫ(СНз)з (соединение (VIII)). Такая пата пред ставляет интерес тем, что скорость ферментативного гидролиза суль- фониевого соединения (|£Кп=5,5) оказалась выше, чем у аммоние­вого аналога (1е К„ =5,1) [16]. Был проведен конформационный ана­лиз обоих соединений, результаты расчетов приведены в табл. 3 и 4. Как видно из таблиц, конформационное возможности ацстоксинро- Г 422



пильного фрагмента у этой пары соединений различаются: некоторые- энергетически неустойчивые для ЛГХ (соединения (VIII)) конфор­мации являются устойчивыми для его сульфон нового аналога (сое­динение (IX)). Конформационная подвижность сульфониевой головки сохраняется: все возможные комбинации /“-, g~ и ^-конформаций фрагментов С’֊ С5— S—С и С’—S—С—С практически равновероят­ны. Ранее было показано [1], что продуктивными у АГХ (соедине­ние (VIII)) являются ggl~ и g~g~l՜ -конформеры как совместимые с ^“-конформацией АХ по расположению карбонильного углерода, кар- +бонилыюго кислорода и N. Их суммарная заселенность составляет 18% от общего числа устойчивых конформеров. Как показали рас­четы, у сульфоииевого соединения (IX) подобная совместимость с 
It -конформацией АХ наблюдается для 20% устойчивых конформеров, причем не только для ggt՜- и £“§“/“-конформаций, ио и для ggg~, gg~i~i 
igg~, tg~g~-, g~g։՜՜ и §“5“§“-конформсров, которые для АГХ (соеди­нение (VIII)) являются неустойчивыми- Несколько большая суммар­ная заселенность конформаций, совместимых с. //-конформацией АХ в какой-то мерс может объяснить белее высокую скорость гидролиза соединения (IX) по сравнению с АГХ. Однако, как уже обмечалось выше, следует учитывать конформационные возможности катионных групп и особенност։։ их взаимодействия с анионным центром АХЭ. У соединения (IX) имеются конформеры tig и tig՜, у которых расстоя­ния Li и La равны 5,4 и 5,7 А соответственно. Заселенность этих кон­формеров составляет 8,1%. Если S у этих конформеров обращен к анионному центру неэкранированной стороной, то смещение S в по­лости анионного участка позволит карбонильному углероду попасть в зрпу атаки гидроксила серина эстеразного центра. Заселенность

Т а б л в ц а 3՛

(VIII) CI13С(О)OCH2CH2CH2N(СН3)з___________

Энергия (Е, ккал/моль) и расстояния между функционально значимыми 
атомами карбонильным углеродом и азотом (L,. Л) и между 
карбонильным углеродом и азотом (L2. Л) для гомо-соединения
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таких конформеров составляет 2.5%. Таким образом, суммарная доля продуктивных конформеров соединения (IX)՜ существенно выше, чем у его триметиламмониевого аналога (VIII), что коррелирует с пара­метрами их ферментативного гидролиза (величины 1§ Кп, соответ­ственно, 5,5 и 5,1).
Таблица 4 

Энергия (Е, ккал/моль) и расстояния между функционально значимыми 
атомами карбонильным углеродом и серой (Ь,. А) и между 
карбонильным углеродом и серой (Ц, А) для гомо-соедписния

Сорбцию субстрата в активном центре ЛХЭ .можно представить з виде следующей гипотетической модели. Молекула АХ в продуктив­ной //“-конформации располагается в активном центре таким образом, что N находится на расстоянии метильной группы от анионного пунк­та. Замена метильной группы на другие алкилы приводит к «утол­щению» оболочки вокруг ониевого атома и так .меняет габариты //-конформера, что если аммониевая группа обращена к анионному центру «утолщенной» стороной, то карбонильный углерод смещается за зону действия гидроксила серина эстеразного центра и такая сорб­ция становится непродуктивной. В случае сульфонисвых субстратов, где алкильное окружение S несимметрично, возможен подход S к анионному центру неэкранированной стороной, что так же приводит к непродуктивной сорбции, ио уже за счет того, что карбонильный уг­лерод не «дотягивается» до эстеразного центра. Это может быть ча­стично компенсировано за счет конформаций с большим значением расстояний Li и L? у ацетокоииропильного соединения (IX). В рам­ках этой модели получает объяснение тот факт, что переход от эти­ленового к пропиленовому «мостику» у сульфониевых соединений (соединения (VII) и (IX)) сопровождался снижением величины Кп на 1,5 порядка, а в случае АХ и АГХ (соединения (I) и (VIII)), где невозможна компенсация за счет уменьшения «толщины» оболочки, это снижение составило 2,5 порядка-424



Так, исследования конформационно-функциональных отношений для субстратов ЛХЭ, различающихся природой и структурой катион­ной группировки, дали новые представления о взаимодействии оние- вых эффекторов с активным центром АХЭ нервной ткани.
С INFORMATIONAL ASPECTS OF INTERACTION BETWEEN AMMONIUM AND SUI.FDNIIJM SUBSTRATES AND NERVE TISSUE ACETYLCHOLINE ESTERASE

ROZEXG/RT I՜. V„ SHESTAKOVA N. N.

Seclicnn. Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, USSR 
Academy of Sciences, LeningradWe have used molecular mechanics for theoretical conformational analysis including calculation of all stable conformations of nine substra­tes of acetylcholine esterase (AChE), acetylcholine analogs and acetylho- niocholine with different structure of the onlum group. On the basis of this analysis we demonstrate that not only trans-trans conformers in C(O)-O-C-C-N fragment of the molecule can be potentially productive in hydrolysis. This is different from the case of trlmethy lam m inium ACh analogs stu lie I previously For the first time we have performed calculations of all stable conformers of ACh and acetylhomocholine sul­fonium analogs. Quantum chemical calculations allowed the conclusion that there are only small differences in the distribution of electron den­sities on atoms of the ACh molecule and molecules of its dimethyl- and methylethyl sulfonium analogs. A model for the interaction of the onium group of the substrate with the anionic site of AChE has been propo­sed. This model allows to explain differences in hydrolysis rates of am­monium and sulfonium substrates.
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