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Streszczenie

Kompleks F, syntazy ATP jest btonowym silnikiem obrotowym, ktory sprzega trans-
port protonéw z ruchem c-pierscienia, umozliwiajac synteze ATP. Mechanizm jego dziala-
nia oraz sposob inhibicji, pomimo dostepnosci wysokorozdzielczych struktur, pozostawaly
niewystarczajaco poznane. W niniejszej pracy, wykorzystujac pelnoatomows dynamike
molekularna i symulacje hybrydowe QM /MM, zbadatam zaréwno podstawy kierunkowe;j
rotacji c-pierscienia, jak i mechanizmy inhibicji przez dwa maloczasteczkowe zwiazki —
bedakiline (Bq) i oligomycyne (Olg).

Analizy, ktore przeprowadzitam, wykazaly, ze transfer protonu zachodzi zgodnie z
mechanizmem ,dziury protonowej” i ze kluczowa role w utrzymaniu kierunkowosci rota-
cji c-pierécienia odgrywa zakonserwowana reszta Argl76 w podjednostce a, separujaca
dwa potkanaly protonowe: wiazacy i uwalniajgcy. Dla inhibitora Bq stwierdzitam, ze jego
zdolnos$¢ wigzania z kompleksem F, wynika z obecnosci krotkiego, silnego wigzania wo-
dorowego (SSHB) z Glu65, odpowiedzialnego za transfer protonéw, wzmacnianego przez
obecno$é¢ reszty charakterystycznej dla mykobakterii Asp32. Oligomycyna natomiast two-
rzy stabilny kompleks poprzez oddziatywania dyspersyjne, wspomagane przez klasyczne
wiazanie wodorowe z Glu65 poprzez mostkujaca czasteczke wody.

Oba inhibitory, mimo odmiennego mechanizmu wiazania, blokuja rotacje c-pierscienia,
lokujac sie na jego interfejsie z nieruchoma podjednostka a i skutecznie zatrzymujac dziala-
nie syntazy ATP. Wyniki niniejszej pracy dostarczaja nowego wgladu w zasady sprzezenia
chemiosmotycznego oraz podkreslaja znaczenie krotkich, silnych wigzan wodorowych w

projektowaniu nowych inhibitoréw.
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Abstract

The F, subcomplex of ATP synthase is a membrane-embedded rotary motor that couples
proton translocation to the rotation of the c-ring, enabling ATP synthesis. Despite the
availability of high-resolution structures, the detailed mechanism of its function and inhi-
bition has remained insufficiently understood. In this work, using all-atom molecular dy-
namics and hybrid QM /MM simulations, I investigated both the basis of directional c-ring
rotation and the inhibition mechanisms of two small-molecule compounds—bedaquiline
(Bq) and oligomycin (Olg).

My analyses revealed that proton transfer proceeds via the proton-hole mechanism and
that a strictly conserved Argl76 in the a-subunit plays a pivotal role in maintaining the
directionality of c-ring rotation by separating the binding and release half-channels. For
Bq, I found that its strong binding affinity to the F, complex arises from the formation of a
short, strong hydrogen bond (SSHB) with Glu65, a key residue in proton transfer, further
reinforced by the presence of the mycobacteria-specific Asp32. In contrast, Olg stabilizes
its binding primarily through dispersion interactions, complemented by a classical water-
mediated hydrogen bond with Glu65.

Although Bq and Olg employ distinct binding mechanisms, both inhibitors converge
on blocking c-ring rotation by locating at its interface with the stationary a subunit,
thereby halting ATP synthase activity. These results provide new mechanistic insights
into chemiosmotic coupling and highlight the critical role of short, strong hydrogen bonds

in the rational design of novel inhibitors.
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1 Wprowadzenie

1.1 Syntaza ATP

Syntaza ATP, inaczej F1F,-ATPaza lub po prostu F-ATPaza, jest jednym z najbardziej
niezwyklych komplekséw biatkowych. Stanowi rodzaj maszyny molekularnej o ztozonej
strukturze i mechanizmie dziatania [1]. Jej dzialanie polega na wykorzystaniu energii
zmagazynowanej w gradiencie protonéw w poprzek blon biologicznych (np. wewnetrzne;j
btony mitochondrialnej) do syntezy ATP. Czasteczka ATP (adenozyno-5'-trifosforan) po-
siada w swojej budowie tak zwane "wysokoenergetyczne"wigzania fosfodiestrowe, ktorych
hydroliza z powstaniem ADP (adenozyno-5-difosforanu) i ortofosforanu dostarcza energii
o znacznych wartosciach (—30 kcal/mol w warunkach standardowych). Energia ta jest
wykorzystywana w komorkach w celu realizacji roznych proceséw endoergicznych, wyma-
gajacych wykonania pracy chemicznej (synteza polimeréw komorkowych przez enzymy
anaboliczne), pracy transportu (pompy blonowe) oraz pracy mechanicznej (ruch bialek
motorycznych, takich jak miozyny i kinezyny).

Warto zaznaczy¢, ze nie tylko ATP posiada wysokoenergetyczne wiazania. Do metabo-
litow o podobnych wtasciwosciach naleza m.in. fosfoenolopirogronian, fosforan karbamoilu,
2,3-bisfosfoglicerynian a takze fosfageny takie, jak fosfoarginina lub fosfokreatyna. W toku
ewolucji to jednak ATP stato sie uniwersalnym nosnikiem energii uzytecznej biologicznie,
napedzajac zdecydowana wiekszo$¢é procesow niesamorzutnych w komorce [2].

F-ATPaza wystepuje we wszystkich komorkach zywych, co podkresla jej unikalng funk-
cjonalno$¢. U drozdzy i ssakow lokalizuje sie w wewnetrznej btonie mitochondriéw, zas u
ro$lin w blonach tylakoidow chloroplastow. W przypadku bakterii i innych organizméw
prokariotycznych, ktére majg odmienng budowe komorkowa, F-ATPaza umieszczona jest
w blonie komorkowej [3, 4, 5, 6]. Warianty F-ATPazy wystepujace u organizméw od-
legtych filogenetycznie roznia sie szczegdéltami budowy i mechanizmu dziatania, jednak

ogblny schemat strukturalny i funkcjonalny pozostaje niezmienny.

1.1.1 Budowa syntazy ATP

Syntaza ATP ztozona jest z dwoch rotacyjnych biatek motorycznych: zakotwiczonego w
btonie kompleksu F, oraz hydrofilowego kompleksu F;, tworzac w ten sposéb oligome-
ryczne biatko o masie okoto 600 kDa |7]. Strukture petnego kompleksu pochodzacego z
mitochondrium drozdzowego Saccharomyces cerevisiae (PDB: 6B8H [8|) zaprezentowatam
na Rys. 1.

Niedawne badania wykazaly zdolno$é mitochondrialnej syntazy ATP do dimeryza-
cji i tertrameryzacji. Proces oligomeryzacji zachodzi w obrebie btony za posrednictwem

podjednostek biatka F, i prowadzi do silnego lokalnego wygiecia btony, co skutkuje fal-
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Rysunek 1: Struktura pelnego kompleksu F1Fo-ATPazy z zaznaczonym kompleksem F,
osadzonym w blonie oraz hydrofilowym kompleksem F;; PDB:6B8H |[§|

dowaniem sie btony i tworzeniem grzebieni mitochondrialnych (ang. cristae), ktore na-
daja mitochondriom charakterystyczny wyglad. Pofaldowanie skutkuje zwiekszeniem po-
wierzchni wewnetrznej btony mitochondrialnej. Daje to wiecej przestrzeni do zakotwi-
czenia bialek tancucha oddechowego, co zwieksza efektywnosé oddychania komorkowego
(fosforylacji oksydacyjnej) |9, 10]. W przypadku organizméw prokariotycznych struktury
oligomeryczne nie zostaty dotychczas zaobserwowane, co moze wynika¢ z braku konieczno-

Sci zwiekszania powierzchni ich btony komoérkowej na potrzeby fosforylacji oksydacyjne;j.

Bialko F,

Struktura kompleksu F; zostala przeze mnie opisana na podstawie pierwszej uzyska-
nej struktury krystalicznej tego biatka (PDB: 1COW) [11]). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
budowa tego kompleksu jest silnie zakonserwowana u réznych organizmoéw. W kazdym
przypadku kompleks F; sktada sie z trzech podjednostek «, trzech podjednostek [ oraz
pojedynczych podjednostek v i e. W mitochondrialnym wariancie F; dodatkowo wyste-
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puje podjednostka ¢. Podjednostki v oraz (3 utozone sa naprzemiennie, tworzac heksamer
o trzykrotnej osi symetrii, ktory mozna takze opisa¢ jako kompleks trzech dimeréw of
(a3f3). Wewnatrz heksameru ulokowana jest asymetryczna podjednostka «, nazywana -
walem (ang. y-shaft) zbudowana z dwoch helis tworzacych motyw typu zwinietej cewki
(ang. coiled-coil) [12, 13, 14, 15]. Podjednostki § pelia kluczowa role, jaka jest wiazanie
nukleotydéw. Na skutek oddziatywania z asymetryczna podjednostka 7 moga one roz-
ni¢ sie konformacja oraz obsadzeniem centréow aktywnych przez nukleotydy (ATP, ADP).
Badania krystalograficzne nad strukturami komplekséw F'1 zidentyfikowatly dwie podsta-
wowe konformacje podjednostek 3: "otwarta"i "zamknieta" [16, 17, 1, 13]. Obserwowane
w strukturach obsadzenia centrow aktywnych sa takze zréznicowane i nie zawsze kore-
luja ze stanem konformacyjnym. Zazwyczaj nukleotydy (ATP lub ADP) wiaza sie do
podjednostki 3 w konformacji zamknietej, cho¢ w przypadku wyzszych stezen obserwuje
sie je takze zwiazane do konformacji otwartej. W typowych sytuacjach ta ostatnia kon-
formacja pozostaje jednak na ogét nieobsadzona, stad zaktada sie, ze charakteryzuje sie
ona nizszym powinowactwem do nukleotydéw. Badania strukturalne wykazaty takze, ze
w zaleznosci od potozenia katowego podjednostki v, podjednostka (5 moze przyjmowac
takze konformacje posrednie pomiedzy stanem otwartym i zamknietym, okreslane jako
konformacje "pot-otwarte"i "pot-zamkniete" [18, 19, 15].

Jak szczegotowo opisze to ponizej, w trakcie cyklu katalitycznego F,-ATPazy obra-
cajaca sie podjednostka v powoduje, ze kazda z podjednostek [ przechodzi przez kazda
konformacje. Nastepuje wowczas sekwencja obejmujaca wigzanie ADP i P;, synteze ATP
oraz uwolnienie produktu. Role podjednostek zmieniaja sie cyklicznie podczas obrotu pod-
jednostki v w kierunku zgodnym z ruchem wskazowek zegara (patrzac od strony btony
mitochondrialnej, co odpowiada obrotowi w kierunku syntezy [12]. Mimo ze kieszen wia-
zaca nukleotydy tworzona jest glownie przez aminokwasy podjednostki 3, jej istotnym
elementem jest takze tzw. palec argininowy pochodzacy z sasiedniej podjednostki a. Ko-
ordynuje on y-fosforan w zwiazanej czasteczce ATP [12].

Badania strukturalne wykazaly takze, ze podjednostki «, bedac ewolucyjnymi orto-
logami podjednostek [, rowniez wiazg ATP. Nie maja one jednak zdolnosci do jego hy-
drolizowania, w zwiazku z czym zwigzane przez nie nukleotydy petlnia w trakcie cyklu

katalitycznego wytacznie role strukturalna.

Bialko F,

Transblonowy kompleks F, jest tworzony przez kilka réznych podjednostek, ktorych
konkretny sktad i budowa réznia si¢ miedzy organizmami. Gléwna i w duzej mierze za-
konserwowang czes¢ F, stanowia jednak podjednostki a, b oraz c-pierscieni (ang. c-ring). c-
pierscien jest cylindryczng struktura zbudowana z podjednostek c. Kazda z nich sktada sie

z dwoch transblonowych a-helis potaczonych elastycznym, hydrofilowym tacznikiem (ang.
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Rysunek 2: (A)Struktura heksameru kompleksu F1 z zaznaczona trojkrotna osia syme-
trii. (B) Schemat mechanizmu rotacji kompleksu F1. Podjednostki  przedstawitam jako
z6tte kotka z zaznaczonym miejscem wigzania nukleotydu, podjednostke v przedstawitam
za pomoca strzalki. Dla przejrzystos$ci nie umiescitam na rysunku podjednostek a. Pod-
jednostka v obraca w sze$ciu naprzemiennych krokach o 80°1 40°. Jedna z podjednostek
[ posiada pogrubione obramowanie i przypisany numer od 1 do 6. Zabieg ma na celu
zaprezentowanie $ciezke reakcji, ktora przechodzi pojedyncza podjednostka od pozycji

poczatkowej przy kacie 0 °.



péikanat c-pierscien
uwalniajacy i

Rysunek 3: Budowa kompleksu F, z zaznaczonymi poétkanatami. Zaznaczono reszty w
ramach interfejsu c-pierscien/podjednostka a, ktore sa istotne dla mechanizmu dziatania

bialka.

heliz-hairpin). Podjednostki te tworza oligomeryczna strukture o cylindrycznym ksztalcie
z pierscieniem wewnetrznym i zewnetrznym. Liczba podjednostek ¢ w c-pierscieniu jest
zalezna od organizmu i $cisle zwiazana z wartoscig gradientu elektrochemicznego proto-
no6w. Najmniejsza liczba podjednostek tworzacych c-pierscien znajduje sie u ssakow (8) [5],
natomiast najwieksza u cyjanobakterii Spirulina platensis (15) [20]. W mitochondriach
drozdzy c-pierscien zbudowany jest z 10 podjednostek [7], natomiast w tylakoidach chlo-
roplastow z 14 [6]. Najbardziej zmienny sktad podjednostek c-pierscienia wystepuje w
komorkach bakteryjnych i waha sie od 9 u Mycobacterium tuberculosis 21| przez 10 u
Bacillus PS8 [22] po 11 u Ilyobacter tartaricus 23].

Kluczowym elementem strukturalnym c-pierécienia jest obecno$é reszty kwasu gluta-
minowego lub asparaginowego (w zaleznosci od gatunku) zlokalizowanej w potowie dtugo-
Sci helis zewnetrznych [24, 25| (Rys. 3). Jest to jedyna silnie polarna reszta aminokwasowa
c-pierscienia osadzona w hydrofobowym rdzeniu btony. Pozostate polarne reszty wystepuja
wytacznie w czesci egzobtonowej, umozliwiajac stabilne potaczenie miedzy kompleksami
F,iF;.

Drugim podstawowym elementem kompleksu F, jest podjednostka a, ztozona z szesciu

a-helis. Cztery z nich oddziatuja z podjednostka b [26, 27|, ktora jest elementem todygi pe-

ryferyjnej, co zostanie oméwione ponizej. Dwie pozostate, dtugie helisy, 5 1 6, zawijaja sie



wokol c-pierdcienia, tworzac kluczowa powierzchnie kontaktu c-pierscieni/podjednostka a
(ang.a/c interface). Asymetryczne utozenie helis podjednostki a wzgledem c-pierécienia
przedstawitlam na Rys. 3. Helisa 5 znajduje sie blizej przestrzeni perimitochondrialnej (lub
periplazmy u prokariontéw), natomiast helisa 6 — blizej macierzy mitochondrialnej (lub
odpowiednio cytozolu). Na skutek takiego ulozenia podjednostki a, na jej powierzchni kon-
taktu z c-pierdcieniem tworza sie dwie przestrzenie wypetnione woda, ktore nazywane sa
potkanatami. Stanowia one uwodnione potaczenie pomiedzy roztworami z obu stron btony
a centralnie zlokalizowanymi resztami Asp/Glu c-pierscienia. Potkanal taczacy przestrzen
perimitochondrialng z c-pierscieniem jest okreslany jako potkanal wiazacy (protony lub
w rzadkich przypadkach jony sodowe), natomiast potkanal taczacy c-pierscient z macierza
mitochondrialng to potkanal uwalniajacy [10, 28, 29, 30|. W zwiazku z om6wiona asyme-
trycznodcia podjednostki a warto zauwazy¢, ze helisa 6 od strony przestrzeni perimito-
chondrialnej nie jest $cisle zwiazana z c-pierécieniem, tworzac szczeline, w ktorej znajduje
sie tancuch czasteczek wody. Przebiegajac pomiedzy helisami podjednostki a, umozli-
wia on protonom dotarcie do grupy karboksylowej kwasu glutaminowego c-pierscienia
w potkanale wigzacym i jego sprotonowanie. Po przeciwnej stronie podjednostki a po-
wierzchnia kontaktu jest bardziej zwarta i tworzy potkanat uwalniajacy. Znajdujace sie w
nim czasteczki wody tworzg sieé¢, ktéra umozliwia transfer protonu z grupy karboksylowej
glutaminianu do $rodowiska wodnego macierzy mitochondrialnej. Struktura ta zapewnia
efektywne odprowadzenie protonu po jego uwolnieniu z c-pierscienia, a jednocze$nie utrzy-
muje separacje od potkanatu wiazacego, co zapobiega przeciekowi protonéw i warunkuje
kierunkowo$¢ transportu.

Kluczowym elementem podjednostki a jest reszta argininy, ktorg zaznaczytam na ry-
sunku 3. Potozona jest ona centralnie, to znaczy w $rodku dtugosci helisy 5, ktora jest
odpowiedzialna za tworzenie interfejsu c-pierscieni/podjednostka a. Reszta ta jest w pelni
zakonserwowana we wszystkich scharakteryzowanych gatunkach. Taki stopieri zakonser-
wowania tej reszty sugeruje jej istotna role w mechanizmie dziatania biatka F,, co zostanie
szerzej omowione w rozdziale dotyczacym mechanizmu dziatania biatka.

Dodatkowe podjednostki F,, takie jak i/j, k, g, e oraz blonowa cze$¢ podjednostki b
biora udzial we wspomnianej powyzej oligomeryzacji syntazy ATP w obrebie blony [7,
10, 31].

Lodyga peryferyjna

W strukturze syntazy ATP wyroznia si¢ rowniez todyge peryferyjna (ang. peripheral
stalk), zwana takze galezia boczna. Strukture te zaprezentowalam na Rys. 4. Sktada sie
ona z podjednostek OSCP, d, Fs, f, 8 oraz hydrofilowej czesci podjednostki b [7]. Jest
to najstabiej strukturalnie scharakteryzowany element kompleksu syntazy ATP. Glowna

funkcja todygi peryferyjnej jest zapobieganie nieproduktywnemu obrotowi syntazy ATP

6



OSCP

Rysunek 4: Budowa todygi peryferyjnej z zaznaczonymi resztami

(patrz: Mechanizm dziatania syntazy ATP). Stabilizuje ona wzajemna orientacje heksa-
meru «333 oraz podjednostki a podczas sprzezonej rotacji c-pierscienia i podjednostki .
Stanowi wiec wazny element konstrukcyjny catego biatka.

Kluczowa podjednostka tworzaca gataz boczna jest podjednostka b, wystepujaca we
wszystkich organizmach posiadajacych w komoérkach F-ATPaze. Jej N-koncowy region
jest zakotwiczony w btonie jako a-helisa, natomiast pozostala czes¢ wystaje ponad btone
jako wysoce natadowana struktura a-helikalna. Topologiczne podobieristwo podjednostki
b miedzy organizmami bakteryjnymi a mitochondrialnymi sugeruje, ze petni ona podobna

funkcje niezaleznie od gatunku.

Podjednostki OSCP, b, d, Fg, e, f, g, a takze blonowe podjednostki j i k, tworza
trzon todygi peryferyjnej, ktorego zadaniem jest utrzymanie statycznych elementéw biatek

F, i F; w stabilnym ulozeniu wzgledem siebie [32]|. Dzigki polaczeniu tych elementow
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za posrednictwem galezi bocznej indukowany przeplywem ruch c-pierscienia moze byé
wydajnie przeniesiony na ruch podjednostki v wewnatrz katalitycznego heksameru as/f;

bez wywolywania nieproduktywnego obrotu catego heksameru [32].

1.1.2 Mechanizm dzialania syntazy ATP

Syntaza ATP jest ztozonym kompleksem biatkowym, i jak zostalo wspomniane wezesniej,
odpowiada za konwersje energii zgromadzonej w gradiencie elektrochemicznym protonéow
(duzo rzadziej jonow sodu) do energii wiazan fosfodiestrowych w czasteczce ATP. Proces
ten jest realizowany przez dwa rotacyjne biatka motoryczne F, oraz Fy, ktore sg potaczone
ze sobg przeciwstawnie w strukturze holoenzymu syntazy ATP. W ramach kompleksu F,
energia zmagazynowana w gradiencie elektrochemicznym protonéw jest zamieniana na
energie mechaniczng rotacji, ktéra przekazana do kompleksu F; zostaje nastepnie skon-
wertowana do energii chemicznej wigzan w ATP.

Pomiedzy dwoma stronami blony mitochondrialnej wystepuje gradient potencjatu
elektrochemicznego protonéw. Powstaje on w wyniku naltozenia sie na siebie efektu "che-
micznego" (réznica stezen protondéw) oraz elektrostatycznego (napiecie w poprzek btony).
W ostatnim etapie oddychania wewnatrzkomorkowego, w procesie taricucha oddechowego,
kosztem spontanicznego przeptywu elektronéw do akceptoréw o coraz wyzszym potencjale
redukcyjnym dochodzi do aktywnego transportu protonéw z powstaniem réznicy ich ste-
zenh po dwoch stronach wewnetrznej btony mitochondrialnej. W metabolizujacej komorce
stezenie protonéw jest na ogoét okoto dziesieciokrotnie wyzsze po stronie perimitochon-
drianej niz po stronie macierzy mitochondrialnej. Dodatkowo na skutek nieréwnowagi
stezen kationow i anionéw na blonie tej wystepuje spadek potencjatu elektrostatycznego
rzedu 150 mV (potencjal elektrostatyczny jest nizszy po stronie macierzy) [24]. W efekcie
powstatego gradientu potencjatu elektrochemicznego protony maja tendencje do sponta-
nicznego przeptywu do macierzy mitochondrialnej, co mozna wykorzysta¢ do wykonania
uzytecznej pracy (w ilosci ok. 15 kJ/mol w przeliczeniu na jeden przeplywajacy proton).

W komoérkach za wykonanie tej pracy odpowiada kompleks F,, ktory jest biatkiem
motorycznym sprzegajacym przeptyw protonéw z ruchem obrotowym c-pierscienia wo-
kot wlasnej osi wzgledem nieruchomej podjednostki a. Mechanizm tego sprzezenia opiera
sie na obecnosci w obrebie c-pierscienia grupy karboksylowej kwasu glutaminowego (lub
asparaginowego), ktora dzieki zdolnosci do przyjmowania i uwalniania protonéw umozli-
wia ich transport, przemieszczajac sie pomiedzy potkanatem wiazacym i uwalniajacym.
Dzieki temu, ze przemieszczenie to polega na obrocie o niemal 360°transport protonéw
stowarzyszony jest z rotacja c-pierscienia. Szczegdétowo mechanizm funkcjonowania biatka
F, zostanie oméwiony ponizej.

Rotacja c-pierscienia indukuje obrot podjednostki 7 [33] wewnatrz heksameru asfs

biatka F;. Jest to mozliwe dzicki oddzialywaniom o charakterze hydrofilowym, w szcze-
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goblnosci wiazaniom wodorowym. Tworzone sa one miedzy argininami dwoch podjednostek
c-pierscienia (Arg38 w Escherichia coli) z odpowiednio asparaging (Asn243) i glutamina
(GIn260) z podjednostki . Ponadto w przypadku mitochondrialnego enzymu, w ktorym
dodatkowo wystepuje podjednostka ¢, tworzone sg takze stabilizujgce wigzania wodorowe
miedzy argining (Arg38) c-pierscienia a grupa peptydowa proliny (Pro47) z podjednostki
d i arginina (Arg234) podjednostki v [34, 35].

Co nalezy mocno podkresli¢, proces syntezy ATP realizowany przez biatko F; jest
mikroskopowo odwracalny, co oznacza, ze moze ono takze hydrolizowa¢ ATP, np. wtedy
gdy gradient protonowy spadnie ponizej pewnego poziomu lub wtedy gdy jest to meta-
bolicznie pozadany efekt (u organizméw beztlenowych F-ATPaza pelni role pompy pro-
tonowej). Obserwowany kierunek rotacji syntazy ATP jest wynikiem sprzezenia dwoch
molekularnych silnikéw rotacyjnych, dziatajacych w przeciwnych kierunkach. Biatko F1
jest napedzane roznicg potencjalow chemicznych miedzy ATP i ADP/P;, natomiast biatko
F, poprzez gradient protonowy. Dopoki gradient protonéw jest dostatecznie wysoki, ho-
loenzym F-ATPazy realizuje synteze ATP. Jednak w sytuacji, gdy gradient protonowy
nie wystarcza do "pokonania"réznicy potencjatéw chemicznych miedzy ATP i ADP/P;,
rotacja zachodzi w przeciwnym kierunku, a wypadkowym efektem dzialania enzymu jest

hydroliza ATP i pompowanie protonéw wbrew gradientowi.

Z uwagi na mikroskopowa odwracalnos¢ zaroéwno reakeji syntezy /hydrolizy ATP, jak i
samego cyklu zmian konformacyjnych w syntazie ATP, badania nad mechanizmem dziala-
nia tego kompleksu prowadzi sie czesto w wariancie hydrolitycznym. W kontekscie metod
doswiadczalnych podejscie to jest szczegodlnie korzystne, bowiem umozliwia badanie ztozo-
nej dynamiki konformacyjnej biatka F; bez konieczno$ci wymuszania ruchu podjednostki
~ np. z wykorzystaniem "szczypcow"optycznych lub biatka F, i gradientu protonowego.
Podobnie mozna postapi¢ w badaniach in silico, co pozwala sie skupi¢ na lokalnych zmia-
nach strukturalnych, interakcjach miedzy podjednostkami (np. rotacji y-watu wzgledem
heksameru «a3(33) i przebiegu reakcji katalitycznej w centrach aktywnych z zastosowaniem
technik symulacji dynamiki molekularnej. W badaniach eksperymentalnych cyklu hydro-
litycznego do $ledzenia zmian konformacyjnych wykorzystuje si¢ takie metody jak FRET,
cryo-EM czy rejestracja rotacji pojedynczych czasteczek przy uzyciu technik optycznych.
Wariant ten umozliwia precyzyjne wyznaczenie zaleznosci kinetycznych i strukturalnych
w cyklu enzymatycznym. Nalezy jednak podkresli¢, ze w warunkach fizjologicznych syn-
taza ATP dziata glownie w kierunku syntezy, napedzana przez elektrochemiczny gradient
protonowy. Proces ten jest bardziej ztozony, poniewaz wymaga odwzorowania sprzezenia

translokacji protonéw z mechanizmem rotacyjnym oraz z reakcja chemiczna.

Bazujac na strukturze i mechanizmie dzialania podjednostki F; syntazy ATP w kie-
runku hydrolizy ATP (przedstawionej na rysunku 2), mozna wyr6zni¢ szereg nastepuja-

cych po sobie etapéw napedzanych rotacja centralnej podjednostki . Asymetryczna pod-
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jednostka ~ jest osadzona w centralnym kanale utworzonym przez katalityczny heksamer
ztozony z trzech dimeréw af, tworzacych podjednostke a3 o trojkrotnej symetrii. Ob-
r6t podjednostki v wewnatrz heksameru prowadzi do sekwencji skoordynowanych zmian
konformacyjnych trzech podjednostek 3, w obrebie ktorych znajduja sie miejsca aktywne
katalitycznie [1, 13]. Punkt wyjscia stanowi stan konformacyjny uktadu odpowiadajacy
katowi obrotu v réwnemu 0°. W tym stanie jedna z podjednostek 3 znajduje sie w kon-
formacji pot-zamknietej (ang. loose), zawierajac zwiazane ATP [18]. Gdy na sasiedniej
podjednostce 3 dochodzi do hydrolizy ATP, opisywana podjednostka ulega przejsciu do
konformacji zamknietej (ang. tight), rowniez z czasteczka ATP zwigzana w centrum ak-
tywnym. Zmiana ta zachodzi na zasadzie indukowanego dopasowania (ang. induced fit), w
ktorym wiagzanie ATP stabilizuje konformacje miejsca aktywnego, utatwiajac tym samym
proces katalizy [36]. Jednoczesnie hydroliza ATP w innej podjednostce [ dostarcza ener-
gii, ktora destabilizuje interakcje w obrebie dimeru a3 i przekazywana jest na centralng
podjednostke v. W tym momencie energia chemiczna zostaje przeksztatcona w energie
mechaniczna, a podjednostka v wykonuje obrét o okoto 80°, co inicjuje rotacyjny cykl
enzymu [13, 37].W wyniku tej rotacji tzw. ,palec argininowy” z podjednostki «, czyli
kluczowa reszta katalityczna, zostaje przesuniety w poblize ~y-fosforanu czasteczki ATP,
aktywujac kolejny etap cyklu [16, 1]. W kolejnym etapie rotacja podjednostki v wywoluje
skoordynowane zmiany konformacyjne pozostalych podjednostek 5. Obecnie wiadomo, ze
nie przechodzg one synchronicznie w stany ,zamkniety” i ,pot-zamkniety”, jak wczesniej
przypuszczano. Zgodnie z aktualnym modelem, miejsce otwarte wiaze nowa czasteczke
ATP i niemal natychmiast przechodzi w stan $cigle zamkniety, co jest sprzezone z ruchem
obrotowym o 80°. Rownolegle sgsiednie miejsce produktowe uwalnia najpierw nieorga-
niczny fosforan (P;), natomiast ADP zostaje uwolnione dopiero w kolejnym przetaczeniu
konformacyjnym. Dodatkowy podskok rotacyjny o 40°zamyka pelny krok 120°i przesuwa
wszystkie trzy podjednostki 3 o jeden cykl konformacyjny [13, 37, 38|. Proces ten po-
wtarza sie trzykrotnie, az do petnej rotacji podjednostki o 360°, co odpowiada hydrolizie
trzech czasteczek ATP[13, 37, 19].

Mikrowideografia pojedynczych czasteczek F; potwierdzita, ze pelny obrét podjed-
nostki v 0 120 ° sktada sie z dwoch podetapoéw rotacyjnych: pierwszego o 80-90 ° i drugiego
0 40-30 °Kroki te odpowiadaja kolejno przejéciom miedzy dwoma stanami przej$ciowymi,
okreslanymi jako stany zalezne od ATP oraz stany katalityczne [18, 39]. Ponadto zidenty-
fikowany w mitochondrialnym kompleksie F; co najmniej jeden dodatkowy stan posredni

poprzedza uwolnienie fosforanu (lub fosforanu i ADP) [40, 41, 42].

Sam mechanizm katalityczny w ramach kompleksu F; jest procesem nie do korica wyja-
snionym. Zaklada sie, ze reakcja ta przebiega wedhug schematu dysocjatywnej substytucji
nukleofilowej z atakiem czasteczki wody, ktorego celem jest 7-fosforan czasteczki ATP.

Obecnosé w kieszeni wiazacej reszty kwasu glutaminowego (lub asparaginowego) stuzy
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aktywacji czasteczki wody, poniewaz reszta ta pelni role uogélnionej zasady. Nie jest do-

tychczas jasne, co odpowiada za stabilizacje powstajacego stanu przejsciowego [43].

Ze wzgledu na to, ze sekwencja zmian konformacyjnych w obrebie kompleksu F; jest
napedzana przez rotacje c-pierScienia w kompleksie F,, naturalnym jest, ze efektywnosé
obu tych proceséw jest ze soba Scisle powiazana. Oznacza to, ze sprawnosé i dynamika
rotacji c-pierscienia bezposrednio wptywa na przebieg i tempo konformacyjnych przejsé w
kompleksie F, a z kolei stan konformacyjny podjednostek F; moze oddziatywaé¢ na ruch
c-pierscienia, tworzac sprzezenie zwrotne miedzy tymi dwoma czesciami syntazy ATP. We
wszystkich wariantach biatko F; zawiera katalityczny heksamer a3 o symetrii trojkrot-
nej, natomiast liczba podjednostek c-pierscienia jest zalezna od gatunku. W efekcie pelny
obrét rotora c-pierscient /podjednostka v wiaze sie z wykonaniem réznej liczby krokow rota-
cyjnych c-pierscienia. Oznacza to, ze im wiecej monomerdw zawiera c-pierscien, tym wiecej
protonéw jest przenoszonych w przeliczeniu na synteze pojedynczej czasteczki ATP [44].
Z termodynamiki wynika zatem, ze przy wickszej liczbie monomeréw proces moze prze-
biega¢ przy nizszych wartosciach sity napedowej wynikajacej z gradientu protonow [45].
Rzeczywiscie, badania pokazujg, ze w syntazie ATP praca rotacji generowana przez prze-
pltyw protonéw jest niemal réwna zmianie energii swobodnej w reakcji syntezy ATP w
warunkach fizjologicznych (du) [46]. Sugeruje to, ze biatko to dziata jako wysoce wydajny
mechanochemiczny przetwornik energii swobodnej przy niemal 100% wydajnosci termo-
dynamicznej. Jest to mozliwe na skutek Scistego sprzezenia mechanochemicznego, co ozna-
cza, ze podczas kazdego cyklu rotacji podjednostki v (czyli kazdego "kroku"rotacyjnego)
nastepuje precyzyjne zwiazanie i przeksztalcenie jednej czasteczki substratu w produkt
— hydroliza ATP w kierunku hydrolitycznym lub synteza ATP w kierunku syntetycz-
nym [47]. Krok odpowiada wiec jednej trzystopniowej rotacji podjednostki v o 120°, w
trakcie ktorej katalityczne podjednostki 3 przechodza cykl konformacyjny prowadzacy do
powstania lub rozktadu jednej czasteczki ATP. Tak precyzyjne sprzezenie minimalizuje
straty energii na ciepto i pozwala na niemal catkowite wykorzystanie energii gradientu
protonowego. Dla poréwnania, typowe silniki liniowe, takie jak miozyna czy kinezyna
— ktore poruszaja sie wzdtuz filamentow cytoszkieletu, przetwarzajac energie hydrolizy
ATP na ruch mechaniczny — cechuja sie znacznie nizsza efektywnoscia energetyczna, cze-
sto rzedu 40-60% ze wzgledu na straty mechaniczne i termiczne [48, 49]. Stanowi wiec
to o wyjatkowosci syntazy ATP. Mechanizm $cistego sprzezenia wymaga, aby zmiany w
obsadzeniu miejsc katalitycznych byty Scisle powiazane ze skoordynowanymi przej$ciami

konformacyjnymi heksameru asf33, a tym samym z mechanicznymi krokami podjednostki

7.
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1.1.3 Mechanizm rotacji w obrebie kompleksu F,

Ze uwagi na fakt, ze niniejsza praca dotyczy mechanizmu dziatania i inhibicji kompleksu F,
syntazy ATP, rotacyjny mechanizm tego biatka zostanie oméwiony szczegdtowo ponize;j.

Sita napedowa rotacji c-pierscienia w kompleksie F, jest gradient elektrochemiczny,
ktory obejmuje roznice pH (~1) oraz spadek potencjatu elektrostatycznego (ok. 150 mV)
w poprzek btony [50, 51]. Jak juz to zostalo wspomniane, gradient protonowy jest genero-
wany i utrzymywany na relatywnie staltym poziomie przez tanicuch oddechowy. Stata war-
tos¢ gradientu powoduje, ze tendencja powrotu protonéw do macierzy mitochondrialnej
jest niezmienna, dzieki czemu kompleks F, poddany jest stalemu $redniemu momentowi
sily napedzajacemu rotacje c-pierscienia. Protony sg przenoszone z przestrzeni perimito-
chondrialnej do macierzy mitochondrialnej, co jest zwigzane z rotacja c-pierscienia.

Droga protonu przez kompleks F, rozpoczyna sie w przestrzeni perimitochondrialnej,
gdzie panuje wyzsze stezenie protonéw. Stamtad proton wnika do poétkanatu wiazacego,
utworzonego przez c-pierscien i podjednostke a. Wewnatrz tego kanatu czasteczki wody
tworza uporzadkowany tanicuch, ktory wspomaga transport protonu (np. na zasadzie me-
chanizmu Grotthussa). Nastepnie proton dociera do zakonserwowanej reszty kwasu glu-
taminowego (Glub59 w mitochondrialnej podjednostce ¢ syntazy ATP z Saccharomyces
cerevisiae), bedacej elementem c-pierscienia w domenie F, kompleksu znajdujacego sie w
btonie wewnetrznej mitochondrium. Tam dochodzi do przej$ciowego zwiazania protonu,
czyli glutaminian ulega protonacji. Redukuje to jego polarny charakter i umozliwia dal-
szy obrot pierécienia, w trakcie ktorego sprotonowana reszta Glub9 przemieszcza sie do
hydrofobowego $rodowiska btony [52]. Sprotonowana podjednostka ¢ obraca sie wraz z
calym c-pierécienia, niosac ze soba proton az do styku z poétkanalem uwalniajacym po
drugiej stronie podjednostki a (obrét o niemal 360°). Kanal ten skierowany jest ku macie-
rzy mitochondrialnej. Tam srodowisko sprzyjajace deprotonacji (nizsze stezenie protondow
i nizszy potencjal elektrostatyczny) powoduje uwolnienie protonu z reszty kwasu gluta-
minowego do macierzy. W ten sposoéb caly proces zostaje domkniety, a energia uwalniana
przy przemieszczeniu protonu w doét gradientu elektrochemicznego zostaje mechanicznie
przekazana na obrot c-pierscienia [53, 5.

Proces przenoszenia protonu jest realizowany w kilku etapach i przedstawiono go na
Rys. 5. Po stronie perimitchondrialnej czasteczki wody dostaja sie do kluczowej reszty
kwasu glutaminowego (rzadziej asparaginowego) poprzez potkanal wiazacy na interfejsie
c-pierscien /podjednostka a. Reszta ta (Glub9 w Saccharomyces cerevisiae |S.c|; Glubb w
Mycobacterium smegmatis |M.s.]) znajduje si¢ w polowie wysokosci c-pierscienia. Srodo-
wisko potkanalu wiazacego, umozliwiajace wnikanie czasteczek wody, jest tworzone przez
polarne reszty aminokwasowe. Sa nimi m.in. Glu223 i His185 (S.c. [55, 56| oraz Asp222
(M.s.) |57, 58, 59]). Ze wzgledu na charakter tych reszt aminokwasowych oraz ich stopieri

zakonserwowania, spekulowano o ich roli w procesie przenoszenia protonéw [31, 60, 61,
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Rysunek 5: (A)Kompleks Fo z zaznaczonymi wodnymi potkanatami. (B) Schemat mecha-

nizmu funkcjonowania kompleksu F,. Rysunek na podstawie [54]

62, 55]. Ich obecnosé jest jednak kluczowa dla hydratacji potkanatu. Dotychczasowe bada-
nia pokazaly, ze nieobecno$é¢ grupy karboksylowej w potkanale wiazacym (Glu233 w S.c,
Asp222 w M.s) skutkuje utrata dostepu wody do kluczowego glutaminianu c-pierscienia

odpowiedzialnego za przenoszenie protonu [63, 60].

Protony, docierajac przez srodowisko wodne poétkanatu wigzacego do c-pierécienia,
powoduja protonacje kluczowej reszty kwasnej. Po sprotonowaniu, jak to zostato pokazane
na Rys. 5, c-pierécieri wykonuje obrét o jedna podjednostke ¢ w kierunku syntezy, czyli
przeciwnie do ruchu wskazowek zegara (patrzac od strony macierzy mitochondrialnej),
umieszczajac w potkanale kolejna poprzednio zdeprotonowana reszte kwasna. W kolejnych
takich krokach, po obrocie o niemal 360° sprotonowany kwas glutaminowy wchodzi do
potkanatu uwalniajacego, zwroconego w kierunku macierzy mitochondrialnej. Hydratacje
tego potkanalu zapewniaja reszty polarne, w szczegolnosci Asp244 i Glul62 ( S.c.) [60,
61, 62] lub GIn243 i Glul78 (M.s.) [57, 58, 59]). Podobnie jak w przypadku poétkanatu
wiazacego, utrata polarnosci skutkowataby znacznym spadkiem uwodnienia tego potkantu.

Jednak dzieki zakonserwowaniu tych reszt i obecnosci wody w poétkanale uwalniajacym,
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kwas glutaminowy moze ulec deportonacji, a proton przeniesiony na czasteczke wody

finalnie trafia do macierzy mitochondrialne;j.

Oczywiscie opisany proces dotyczy petnego obrotu c-pierécienia i wiaze sie z wielokrot-
nie powtarzanymi procesami protonacji i deprotonacji. Zjawiska te zachodza $cile zsyn-
chronizowane z obrotem c-pierscienia o jedna podjednostke. Liczba tych krokow zalezy od
liczby podjednostek c-pierscienia. Efektem tego procesu jest powigzanie przepltywu proto-

now przez kompleks F, z obrotem c-pierscienia, a nastepnie kolejnych elementéw syntazy

ATP. [50, 52.

7 uwagi na symetrie c-pierécienia powstaje jednak pytanie, w jaki sposob kompleks
Fo zapewnia jednokierunkowos¢ ruchu c-pierscienia. Taka wlasciwos$é jest kluczowa dla
zapobiezenia przeciekaniu protonéw, czyli sytuacji, w ktorej ich przepltyw przestaje byé
sprzezony z globalnym ruchem rotacyjnym. Brak preferencji kierunkowej c-pier§cienia pro-
wadzitby do dyssypacji energii zgromadzonej w gradiencie protonowym w formie ciepta.
Wysoka preferencja jest z kolei niezbedna dla utrzymania wysokiej wydajnosci procesu
konwersji energii w obrebie syntazy ATP. Poniewaz obrot c-pierscienia o jedna podjed-
nostke w obu kierunkach skutkuje powstaniem stanéw réwnowaznych, kierunek syntezy
musi by¢ preferowany kinetycznie, co oznacza, ze bariera energetyczna wzdtuz wspotrzed-
nej obrotu powinna byé znacznie nizsza w kierunku syntezy niz w kierunku hydrolizy.
Dotychczasowe badania sugeruja, ze ta preferencja jest wynikiem specyficznych interakcji
miedzy centralng reszta argininy w podjednostce a (Argl76 w S.c, Argl88 w M.s), a gru-
pami karboksylowymi w potkanatach wiazacym i uwalniajacym [64, 65, 52, 66]. Badania
mutacji reszty argininy potwierdzity, ze jej obecnos¢ jest warunkiem koniecznym dla sprze-
zenia translokacji protonéw z ruchem mechanicznym zwigzanym z obrotem c-pierécienia

i zapobiegania przeciekaniu protonéow [67, 68, 69.

Dodatkowo, poniewaz reszta argininy znajduje sie doktadnie w centrum helisy pod-
jednostki a, na styku z c-pierécieniem, pomiedzy dwoma podtkanatami transportujacymi
protony, jej dodatni tadunek elektrostatyczny moze oddziatywaé z ujemnie natadowana
zdeprotonowana grupa karboksylowa jednej z podjednostek ¢ znajdujacej sie w potka-
nale wyjsciowym. Oddzialywanie to sprzyjatoby rotacji c-pierscienia w kierunku syntezy
ATP, przeciwdzialajac jednoczesnie ruchowi wstecznemu, czyli rotacji w kierunku hy-
drolizy [69, 70, 71]. @Qarticle PMID:19362069, @article PMID:19362069, Na tej podstawie
zaproponowano rézne modele mechanizmu kierunkowo$ci obrotu, w tym model elektrosta-
tyczny oparty na gruboziarnistych symulacjach komputerowych [65]. Mimo to, szczegoly
tego procesu na poziomie atomowym pozostaja wciaz nie w pelni poznane. W szczeg6lno-
Sci nie jest jasne, dlaczego ta konkretna reszta — arginina — jest tak silnie zakonserwowana
ewolucyjnie. Co wiecej, proby zastapienia jej inng dodatnio natadowana reszta, taka jak li-
zyna, ktora teoretycznie mogtaby peli¢ podobng funkcje elektrostatyczna, nie przynosza

oczekiwanych efektow funkcjonalnych, takich jak utrzymanie efektywnej rotacji pierscie-
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nia i w efekcie syntezy ATP [72]|. Sugeruje to, ze oprocz samego tadunku, istotne moga
by¢ réwniez szczegdlne wiasciwosci strukturalne i chemiczne argininy, ktore sa kluczowe

dla prawidlowego dzialania mechanizmu rotacyjnego.

Warto zwrocié uwage na dwie amidowe reszty (w helisie 5, Asn180 dla S.c, Asn201
dla M.s oraz w helisie 6, GIn230 dla S.c, GIn289 dla M.s). Ich lokalizacja oraz wysoki
stopient zakonserwowania wskazuja na potencjalne znaczenie strukturalne lub funkcjonalne
w stabilizacji srodowiska hydrofilowego lub w organizacji potkanatéw kompleksu F, [57,
58, 59].

Na przestrzeni lat zaproponowano kilka szczegdétowych mechanizméw dziatania kom-
pleksu F,. Jednym z nich jest tzw. model , kot w kotach”. Zaktadal on, ze przejécie grupy
karboksylowej z formy sprotonowanej do zdeprotonowanej wymaga obrotu helisy, do kto-
rej ta grupa nalezy, o 180°. Przejscie to miato by¢ wspomagane przez silne oddzialywanie
z usztywniong reszta Arg, ktora przesuwa sie wzgledem grupy karboksylowej przy obrocie
podjednostki a o 60°. W tym modelu rotacji ulega nie tylko c-pierscien, ale réwniez ze-
wnetrzna helisa podjednostki ¢, ktora obraca sie na interfejsie a/c-pierscienn w potaczeniu
z obrotem calej podjednostki a [73, 61, 74, 75]. Podstawa tego modelu byta struktura
kompleksu F, uzyskana z wykorzystaniem spektroskopii NMR. Struktura ta obejmowalta
jedynie fragmenty biatek tworzacych kompleks, co skutkowato niepelnym i btednym obra-
zem architektury domen transbtonowych. W konsekwencji orientacja helis podjednostki a

wzgledem c-pierscienia zostata btednie okreslona jako horyzontalna.

Pézniejsze badania przeprowadzone z uzyciem krioelektronowej mikroskopii (ang. cryo-
EM) na kompletnych i funkcjonalnych kompleksach wykazaly, ze helisy podjednostki a sa
w rzeczywistodci utozone wertykalnie wzgledem c-pierscienia, przecinajac btone prostopa-
dle, a nie réwnolegle, jak wczesniej sadzono. Oznacza to, ze cala koncepcja modelu , kot w
kotach” byla oparta na btednych zatozeniach strukturalnych wynikajacych z ograniczen

techniki NMR oraz braku kompletnego obrazu kompleksu [50, 7]

Innym proponowanym mechanizmem funkcjonowania kompleksu F, byl model ,ze-
batki ruchow Browna” (ang. brownian ratchet) [52|. Jego zasada dzialania opierata si¢
o trzy kluczowe zalozenia. Po pierwsze, zaktada sie istnienie ograniczenia elektrostatycz-
nego: grupy karboksylowe reszt (najczesciej Glu lub Asp) w podjednostkach ¢ sa zawsze
sprotonowane, gdy sa zwrécone w strone lipidowego $srodowiska blony, natomiast moga
zosta¢ zdeprotonowane, a wiec natadowane ujemnie, gdy znajda si¢ w poblizu podjed-
nostki a, gdzie dostepne sa potkanaly protonowe. Po drugie, asymetryczne rozmieszczenie
dwoch potkanatdow protonowych w podjednostce a, ktore wechodza w kontakt z protonami
po przeciwnych stronach blony (cytoplazmatycznej i macierzowej), nadaje kompleksowi
kierunkowos¢. Taka geometria sprawia, ze rotacja c-pierscienia w jednym kierunku umoz-
liwia kolejno sprotonowanie i zdeprotonowanie reszt karboksylowych, natomiast rotacja

w przeciwnym kierunku jest energetycznie mniej korzystna. Po trzecie, model zaktada, ze
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pod wplywem nieukierunkowanych ruchéw Browna c-pierscien ulega spontanicznym, rota-
cyjnym fluktuacjom wzgledem nieruchomej podjednostki a. Te przypadkowe ruchy sa mo-
dulowane przez istniejacy gradient protonowy, czyli asymetryczne srodowisko elektroche-
miczne blony — réznice stezenia protonoéw i potencjatu elektrycznego po obu jej stronach.
Jesli obrot pierécienia w jedna strone utatwia przeptyw protonéw zgodnie z tym gradien-
tem, taki kierunek rotacji staje sie energetycznie uprzywilejowany. W efekcie przypadkowe
fluktuacje sa ,prostowane” przez system — tak jak w klasycznej zebatce Brownowskiej —
i przeksztatcane w ruch kierunkowy. Choé¢ model ten dobrze thumaczyl mozliwosé rotacji
bez potrzeby istnienia klasycznego mechanizmu ,zapadkowego”, jego zgodnosé z wysoka
wydajnoscia energetyczng syntazy ATP zostata zakwestionowana. Ze wzgledu na niemal
100% sprzezenie miedzy transportem protonéw a rotacja (a tym samym z synteza ATP),
wydaje sie mato prawdopodobne, aby losowe fluktuacje termiczne byty wystarczajace do
zapewnienia tak precyzyjnego i wydajnego dziatania. Dodatkowo, bardziej zaawansowane
modele mechanochemiczne wspierane przez dane strukturalne uzyskane za pomoca mikro-
skopii krioelektronowej sugeruja istnienie bardziej ztozonych interakcji elektrostatycznych
i mechanicznych niz przewidywal model ,zebatki ruchéw Browna”.

Wszystkie dotychczasowe modele napotykaly na ten sam problem - zwykle brakowato
wystarczajacych dowodéw potwierdzajacych te hipotezy. Coraz wiecej danych wskazuje,
ze mechanizm dziala w oparciu o dwa potkanaly tworzone na interfejsie podjednostek a/c,
ktore sa odseparowane od siebie za pomocg reszty Arg. Kanaly tworza srodowiska wodne

sprzyjajace protonowaniu i deprotonowaniu reszty Glu.

1.1.4 Transfer protonu jako podstawowy proces

Jednym z kluczowych elementéw mechanizmu dziatania kompleksu F,, ktory nie zostat
dotad szczegdtowo opisany, jest proces transportu protonéw z i do c-pierscienia. Brak wia-
rygodnych danych termodynamicznych i kinetycznych dla tego procesu wynika z dwoch
powodow. Po pierwsze, na poziomie eksperymentalnym bezposredni pomiar przeplywu
protonéw przez kompleks F, w jego naturalnym srodowisku btonowym jest wyjatkowo
trudny. Zwiazane jest to zar6wno z ograniczona dostepnoscia wysokorozdzielczych struk-
tur w stanie aktywnym, jak i z technicznymi trudno$ciami w odtworzeniu elektroche-
micznych warunkéw fizjologicznych in wvitro. Po drugie, w podej$ciu obliczeniowym, ato-
mistyczne symulacje komputerowe nie sa obecnie w stanie wiarygodnie odwzorowaé¢ ru-
chu pojedynczych protonéw w tak ztozonym uktadzie. Wynika to z faktu, ze transport
protonéw czesto zachodzi przez tzw. mechanizm skokowy Grotthussa, oparty na dyna-
micznych reorganizacjach wigzan wodorowych w sieciach czasteczek wody i reszt ami-
nokwasowych. Oznacza to, ze wiazania sa wielokrotnie zrywane i odtwarzane, co z ko-
lei wymaga uwzglednienia efektéow kwantowych i czaséw symulacji wykraczajacych poza

mozliwosci konwencjonalnej dynamiki molekularnej ab initio. Rozwigzaniem moze byé
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zastosowanie uproszczonego kwantowego opisu zachowania protonéw, ktory zostanie sze-
rzej wyjasniony w rozdziale Metody. Dodatkowym ograniczeniem jest brak wystarczajaco
precyzyjnie opracowanych pol sit — czyli zestawoéw parametréw opisujacych oddziatywa-
nia miedzy atomami w symulacjach molekularnych — oraz odpowiadajacych im modeli
dla reszt w stanie protonowanym i zdeprotonowanym w warunkach hydrofobowego wne-
trza blony. Innymi stowy, obecne narzedzia obliczeniowe nie odwzorowuja w pelni, jak
takie uktady zachowuja sie w tego rodzaju srodowisku, co utrudnia realistyczne symu-
lacje. Biorac pod uwage, ze wypadkowy proces katalityczny realizowany przez syntaze
ATP, a zatem takze transport protonéw przez blone, zachodzi w czasie rzedu milisekund,
bezposrednie odwzorowanie ruchu protonéw oznaczatoby konieczno$é prowadzenia dtugo-
trwalych symulacji, generujacych obecnie nieosiagalne koszty obliczeniowe. Warto dodac,
ze precyzyjne zbadanie transportu protonéw wymaga uwzglednienia catego kompleksu
F,, poniewaz dynamika przenoszenia tadunkéw zalezy nie tylko od lokalnych wlasciwosci
kanatow protonowych w podjednostce a, takich jak konformacja czy wzajemne ultozenie
taricuchow aminokwasowych, ale takze od konformacyjnych zmian catego biatka. Wazne
sa zwlaszcza oddziatywania pomiedzy c-pierscieniem a podjednostka a, ktore determinuja
m.in. kat obrotu c-pierécienia, przy ktérym dochodzi do protonowania reszty kwasnej w
potkanale wiazacym oraz deprotonowania tej reszty w potkanale uwalniajgcym. Pominie-
cie ktoregokolwiek z tych elementéw prowadzitoby do istotnego zafalszowania wynikéw,
poniewaz transport protonéw jest procesem $cisle skorelowanym z ruchem obrotowym i
zmianami srodowiska elektrostatycznego w obrebie catego uktadu rotacyjnego.

Zmaczaca role w mechanizmie dzialania kompleksu F, odgrywa takze konformacja
grupy karboksylowej podjednostek c-pierscienia. Grupa ta moze przyjmowac¢ konformacje
otwarta, charakterystyczng dla stanu zdeprotonowanego, lub zamknieta, wystepujaca w
przypadku sprotonowanego aminokwasu. Na stabilno$¢ tych konformacji istotny wplyw
ma stopienn uwodnienia lokalnego $rodowiska. W hydrofobowym wnetrzu btony, prefero-
wang konformacja dla sprotonowanej reszty glutaminianowej (Glu) jest forma zamknieta,
stabilizowana przez wewnetrzne wiazania wodorowe miedzy grupa karboksylowsa a sasied-
nimi resztami w obrebie c-pierécienia. Z kolei w silnie uwodnionym otoczeniu potkanatow,
gdzie dominuja oddzialywania z czasteczkami wody, formy zdeprotonowane przyjmuja
gtownie konformacje otwarta. Sprotonowane grupy karboksylowe w srodowisku uwodnio-
nym moga wystepowaé¢ w obu stanach, choé¢ z niewielky przewaga konformacji zamknie-
tej [71].

1.2 Inhibitory syntazy ATP

Ze wzgledu na kluczows role syntazy ATP, jaka jest sprzegniecie proceséw katabolicznych
z anabolicznymi poprzez synteze ATP, enzym ten stanowi interesujacy cel molekularny

w projektowaniu lekoéw. Jednym z eksploatowanych podejs¢ terapeutycznych jest upo-

17



sledzenie procesu translokacji protonéow przez kompleks F,, co skutkuje zahamowaniem
produkcji ATP. W tym mechanizmie, w przeciwienistwie do dziatania inhibitoréw tancucha
oddechowego, transport elektronéw i wytwarzanie gradientu protonowego moga przebie-
ga¢ nadal, jednak zmagazynowana energia nie jest wykorzystywana do syntezy ATP —
przyktadem takiego inhibitora jest bedakilina (Bq) stosowana w leczeniu gruzlicy [76]. W
kontekscie chorob bakteryjnych syntaza ATP jawi sie jako atrakcyjny cel terapeutyczny.
Jednak wysoki stopien konserwacji strukturalnej tego enzymu pomiedzy organizmami pro-
kariotycznymi a eukariotycznymi powoduje, ze opracowanie inhibitoréw o wystarczajacej
selektywnosci pozostaje istotnym wyzwaniem badawczym. Podobne wyzwania dotycza
prob wykorzystania syntazy ATP jako celu w leczeniu choréb wywoltywanych przez euka-
riotyczne mikroorganizmy, np. w terapii zakazen grzybiczych [77]. Niezaleznie od zastoso-
wan w leczeniu choréb zakaznych, rosngce zainteresowanie syntaza ATP dotyczy takze jej
potencjalnej roli w terapii schorzen niezakaznych, w ktérych enzym ten moze dziataé¢ jako
regulator metabolizmu komoérkowego — na przyktad w wybranych typach nowotworéw
czy zaburzeniach neurodegeneracyjnych [77].

Dotychczas opisano kilka klas inhibitoréw oddziatujacych z kompleksem F,, przedsta-
wionych na Rys. 6. Naleza do nich m.in. bedakilina (ang. Bedagquiline, Bq, 1-(6-bromo-2-
metoksychinolin-3-ylo)-4-(dimetyloamino)-2-(naftaleno-1-ylo)-1-fenylobutan-2-ol), lek prze-
ciwgruzliczy oraz oligomycyna (ang. Oligomycin, Olg), inhibitor mitochondrialnej syntazy
ATP. Zaktada sie, ze mechanizm dzialania obu tych zwiazkoéw jest podobny, na co wska-
zuje ich zdolnosé do wiazania sie z powierzchnia c-pierécienia w okolicy kluczowej reszty

kwasnej odpowiedzialnej za transport protonow [78|.
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Rysunek 6: Wzory strukturalne inhibitoréw btonowego kompleksu F,,.

1.2.1 Bedakilina — lek przeciwgruzliczy

Bedakilina jest zwiazkiem z grupy diarylocholin, otrzymanym w 2005 roku na podstawie
testow fenotypowych jako inhibitor przeciwko Mycobacterium smegmatis (M.s.) [76]. W

2012 roku zostata zatwierdzona przez Agencje Zywnosci i Lekoéw w Stanach Zjednoczonych
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jako lek w przypadkach wielo- i wysoko-lekoopornej gruzlicy ptuc (ang. multidrug-resistant
tuberculosis, MDR-TB; extensively drug-resistant tuberculosis, XDR-TB) [76, 79]. Znalazta
sie tez na wzorcowej liscie lekow podstawowych Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang.
WHO Model Lists of Essential Medicines) [80], a od 2019 roku jest takze dopuszczona do
stosowania w Polsce. Wykazuje aktywnosé wobec niereplikujacych pradkéw gruzlicy oraz

ma potencjal do skrocenia czasu terapii [81, 82].

Dotychczasowe badania wskazuja, ze Bq jest zwigzkiem selektywnie hamujacym dzia-
tanie mykobakteryjnej syntazy ATP [58]. Molekularny mechanizm tego dzialania nie jest
jednak w pelni poznany. Struktury krystaliczne kompleksu Bq z c-pierscieniem (PDB:
4V1F) [21] a nastepnie z pelnym biatkiem Fo (PDB: 7JGC) |83] pozwolity na zidentyfi-
kowanie i charakterystyke miejsca wiazacego Bq w obrebie syntazy ATP. Jak sie okazalo,
lek wiaze sie na powierzchni zewnetrznych helis c-pierscienia, gdzie tworzy sie ptytka kie-
szen wiazaca. Pierwsze struktury krystaliczne kompleksu z Bq byly niewystarczajace w
kontekscie badania hipotez mechanizmu jego dziatania. Zawieraly bowiem wytacznie c-
pierscien wraz ze zwiazkiem, co utrudnia badanie, czy i w jaki sposéb Bq hamuje ruch
c-pierscienia wzgledem podjednostki a. Dopiero niedawne rozwiazanie pelnego kompleksu
F, z Bq umozliwilo prowadzenie analiz w zakresie zrozumienia mechanizmu inhibicji syn-

tazy ATP przy pomocy Baq.

Bq jest staba, hydrofobowa zasada o pewnych wtasciwosciach amfifilowych (pKa = 8.9,
logP = 7.25[84]) z dwoma sasiadujacymi centrami chiralnymi (Rys. 6. Charakteryzuje sie
stosunkowo dtugim farmakokinetycznym okresem poéttrwania, co zwieksza jej toksycznosé.
Badania nad modyfikacjami Bq doprowadzity do wnioskow, ze aktywnosé przeciwgruzlicza
w grupie pochodnych Bq silnie zalezy od ich lipofilowosci [84]. Ponadto wykazano, ze Bq
jest zwigzkiem o relatywnie wysokim powinowactwie i selektywnosci wzgledem swojego
celu komoérkowego u mykobaterii, co sprawia, ze wykazuje niska aktywnosé wobec innych
bakteryjnych homologéw biatka Fo [85]. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy do stworzenia
kompleksu Bq z c-pierscieniem w miejscu wiazacym niezbedna jest obecnosé¢ fragmentu
diarylochinolinowego oraz grupy dimetyloaminowej. Badania in vitro pokazalty, ze modyfi-
kacje w obrebie grup fenylowej, naftylowej, hydroksylowej oraz substytucja atomu bromu
nie maja istotnego wplywu na aktywnosé przeciwbakteryjna [86, 84, 85, 87, 88, 89|. Wiaza-
nie Bq z mykobakteryjnym biatkiem F, wymusza pewne zmiany konformacyjne w biatku,
obejmujace zwlaszcza rotacje taicucha bocznego fenyloalaniny (Phe69), ktora nastepuje
w celu unikniecia sterycznego naktadania z grupa hydroksylowa Bq [21]. Takie dostosowa-
nie kieszeni wiazacej do Bq odpowiada modelowi indukowanego dopasowania — jednemu z
dwoch najpowszechniejszych dyskutowanych mechanizmoéw tworzenia komplekséw biatko-
inhibitor [83]. Warto zwrocié uwage, ze niemal wszystkie reszty aminokwasowe tworzace
kieszen wiazaca Bq maja charakter hydrofobowy, wiec kontakty miedzy Bq i c-pierscieniem

sa w wiekszo$ci niepolarne i stabilizuja kompleks za posrednictwem oddziatywan van der
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Rysunek 7: Struktura kompleksu F, ze zwiazana bedakiling (PDB: 7JGC) [83]. (A) Struk-
tura mykobakteryjnego c-pierscienia ze zwiazana Bq; widok z boku oraz z gory. (B) Do-
pasowanie przestrzenne czasteczki Bq do miejsca wiazacego. (C) Miejsce wiazace z zazna-

czeniem najbardziej kluczowych reszt aminokwasowych dla tworzenia kompleksu.

Waalsa [59, 83]. Ze wzgledu na to, ze oddzialywanie F,-Bq ma miejsce w hydrofobowym
srodowisku btony, niepolarne kontakty nie moga sie w pelni ttumaczy¢ energii swobod-
nej wiazania w tym kompleksie, wynoszacej ok. —8 kcal/mol [90, 91]. Istotnym wktadem
do sity napedowej procesu wiazania Bq musi by¢ zatem jedyny kontakt polarny, czyli
wiazanie wodorowe miedzy grupa aminowsa leku a zakonserwowanym, kluczowym gluta-
minianem c-pierscienia, ktory w przypadku Mycobacterium tuberculosis, (M.t.) znajduje
sie w pozycji 65. Wiele wskazuje na to, ze komplementarno$¢ ksztattu leku i biatka jedynie
stwarza steryczne warunki do powstania tego oddziatywania. Ilo$ciowa analizg istotnosci
tego wiazania wodorowego dla specyficznosci i powinowactwa Bq do biatka F, zajetam sie

W niniejszej pracy.

Pochodne bedakiliny

Zauwazajac wlasciwosci i potencjal terapeutyczny bedakliny, zaczeto poszukiwaé po-
chodnych, ktore wykazywaltyby rozszerzone lub zmienione spektrum przeciwdrobnoustro-

jowe [76, 87]. Biorac pod uwage sama strukture Bq, nalezy pamietac, ze posiada ona dwa
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sasiadujace centra chiralne (Rys. 6), co sprawia, ze jej synteza chemiczna jest procesem
pracochtonnym i kosztownym [92, 93]. Kolejnym argumentem za poszukiwaniem pochod-
nych Bq o poprawionych parametrach terapeutycznych i chemicznych byl fakt, ze zwigzek
ten ze wzgledu na swoja lipofilowo$¢ moze sie nadmiernie kumulowa¢ w tkankach [94].
W ramach tych prac zwiazanych z optymalizacja pochodnych Bq, przeprowadzono sys-
tematyczne badania zaleznosci miedzy struktura a aktywnoscia biologiczng (ang. struc-
ture—activity relationship, SAR)[95, 87, 86]. Analizy te mialy na celu identyfikacje kluczo-
wych elementow strukturalnych odpowiedzialnych za aktywnos$é przeciwdrobnoustrojowa
oraz poprawe wilasciwosci farmakokinetycznych i toksykologicznych. Zastosowano row-
niez narzedzia komputerowego wspomagania projektowania lekow (ang. computer-aided
drug design, CADD)|88|, umozliwiajace modelowanie oddziatywan ligand-biatko, ocene
wtasciwosci fizykochemicznych oraz predykcje potencjalnych miejsc wiazania. Wszystkie
badania prowadzono z wykorzystaniem wspoélnego rdzenia diarylochinolinowego, mody-
fikujac rézne podstawnikowe pozycje w celu zwiekszenia powinowactwa do docelowego
miejsca dziatania — gléwnie c-pierscienia pochodzacego z Mycobacterium tuberculosis —
oraz minimalizacji efektéw ubocznych. Dzieki tym podejsciom udato sie wyselekcjono-
waé zwiazki o zwiekszonej aktywnosci biologicznej, stanowiace podstawe dalszych badan

przedklinicznych.

MIC=0,51 [pg/mi] MIC=0,55 [pg/ml]
IC50=31,5 [UM] brak inhibicji ol

MIC=0,58 [pgfml]U > MIC=0,43 [ug/mi] Y
IC5,>66 [M] IC5,=20,3 [uM] 2
Rysunek 8: Wzory strukturalne zaproponowanych modyfikacji Bq, wraz z odpowiada-

jacymi im wartosciami MIC (dla inhibicji syntazy ATP w odwr6conych pecherzykach

blonowych Mycobacterium phlei) oraz wartosciami IC5q [86]

Na podstawie tych badan zasugerowano, ze grupa naftylowa moze zosta¢ zastapiona
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MIC=0,25 [pg/ml] MIC=0,25 [pg/ml]
1C50=29 [g/mi] 1C50=27 [g/ml]

MIC=2 [pg/ml] MIC=0,25 [pg/ml]
brak inhibicji IC50=23 [ng/ml]

Rysunek 9: Potencjalne modyfikacje czasteczki Bq o potencjale inhibicji bakterii Gram-

dodatnich Streptococcus pneumoniae wraz z wartosciami MIC oraz ICj [87]

prostszym pierscieniem benzenowym, natomiast grupa metoksylowa — réznymi hetero-
cyklicznymi pierscieniami aromatycznymi, takimi jak pirydyna, tiofen czy furany, zawie-
rajacymi roznorodne podstawnikami, ktére mogltyby modyfikowaé wtasciwosci fizykoche-
miczne i biologiczne zwiazku [87, 86]. Wykazano réwniez, ze obecno$¢ atomu azotu w
pierscieniu chinolinowym nie wplywa istotnie na aktywnos¢ biologiczna. Oznacza to, ze
modyfikacje w pozycji odpowiadajacej pierwotnemu atomowi bromu moga by¢ prowa-
dzone swobodniej, bez ryzyka znaczacego obnizenia aktywnosci [89, 88]. Wybrane struk-
tury potencjalnie aktywnych pochodnych bedakiliny zaprezentowatam na rysunku 31. Dla
czesci z nich przeprowadzono badania aktywnosci biologicznej, mierzac minimalne stezenie
hamujace (ang. minimum inhibitory concentration, MIC) czyli najnizsze stezenie zwiazku
hamujace wzrost drobnoustrojéow oraz potowiczne stezenie hamujace (half-mazimal in-
hibitory concentration, 1Csy), ktore okresla stezenie substancji powodujace 50% spadek
aktywnosci enzymu, w tym przypadku syntazy ATP. Parametry M IC mierzono z wyko-
rzystaniem odwroconych pecherzykow btonowych zawierajacych syntaze ATP pochodzaca
z Mycobacterium phlei, natomiast wartosci IC5g uzyskiwano na podstawie analizy aktyw-
nosci enzymatycznej syntazy ATP w obecnodci testowanych zwiazkéw w réznych steze-
niach. Na postawie tych parametréw nie zidentyfikowano jednak zadnego zwiazku, ktory
mogtby stanowié bardziej atrakcyjny terapeutyk, w poréwnaniu do Bq. Moze to wiec su-

gerowaé, ze poszukiwania aktywnych pochodnych zostaly oparte o elementy strukturalne,
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ktore nie determinuja aktywnosci przeciwbakteryjnej. Jednoczes$nie fakt ten wskazuje, ze
oddziatywania, ktore z bialkiem tworzg ugrupowania Bq: grupa naftylowa, fenylowa czy
metoksylowa, nie sa kluczowe dla procesu wiazania. Powstaje wiec pytanie czy sa poten-
cjalne mozliwosci modyfikacji czasteczki Bq, ktore moglyby prowadzi¢ do zmiany lub roz-
szerzenia spektrum dziatania zwigzku. Nalezy zauwazy¢, ze zadne z badanych modyfikacji
nie obejmowaly grupy dimetyloaminowej, tworzacej wiazanie wodorowe z c-pierscieniem.
W niniejszej pracy zbadatam role tego ugrupowania dla aktywnosci i selektywnosci Bq,

wskazujac na nowe mozliwosci modyfikowania struktury czasteczki.

1.2.2 Oligomycyna — inhibitor mitochondrialnej syntazy ATP

Po raz pierwszy wrazliwo$¢ mitochondrialnego c-pierscienia syntazy ATP na oligomycyne
zidentyfikowano w 1958 roku, wykazujac jednoczesnie jej nizsza aktywnosé przeciwko bak-
teryjnym homologom [96]. Przez kolejne dekady, mimo intensywnych badan, nie udato sie
jednoznacznie okresli¢ miejsca wiazania tego inhibitora. Gtéwna przeszkoda byty trudno-
Sci w uzyskaniu wysokorozdzielczych struktur kompleksow btonowych F,, wynikajace z ich
hydrofobowego charakteru i niestabilnosci poza $rodowiskiem btonowym. Przetom nasta-
pil wraz z rozwojem metod krystalografii rentgenowskiej i mikroskopii krioelektronowe;j
(cryo-EM), ktore umozliwity uzyskanie struktur zwiazkow w kompleksie z ich docelowymi
biatkami.

W 2012 roku opublikowano pierwsza strukture kompleksu oligomycyny z izolowanym
c-pierscieniem (PDB: 4F4S [97]), a w 2018 roku — strukture calego mitochondrialnego
kompleksu F, w obecnosci oligomycyny, uzyskana technika cryo-EM (PDB: 6CP5 [98]).
Analiza tych struktur pozwolita zidentyfikowaé¢ miejsce wigzania oligomycyny — znajduje
sie ono w szczelinie miedzy dwiema sasiadujacymi podjednostkami c-pierécienia, doktad-
niej miedzy ich transbtonowymi helisami. Ta specyficzna lokalizacja wigzania, uwzglednia-
jaca unikalne cechy powierzchni kontaktowej mitochondrialnego c-pierscienia, ttumaczy
wyzsze powinowactwo i selektywnosé oligomycyny wobec mitochondrialnej syntazy ATP
w poréwnaniu do homologéw bakteryjnych [98].

Olg (oligomycyna) nalezy do grupy poliketydowych antybiotykéw makrolidowych, kto-
rych charakterystycznym elementem strukturalnym jest makrocykliczny pierscien lakto-
nowy (Rys. 6) [57]. Struktura czasteczki Olg obejmuje rowniez pierscienie ketalowe w wa-
riancie spiro, typowe dla wielu naturalnych produktéow biosyntetyzowanych przez szlaki
poliketydowe. Zarowno cze$¢ hydrofobowa, jak i hydrofilowa odgrywaja istotna role w od-
dziatywaniu zwiazku z kompleksem F,. Dane krioelektronowe i krystalograficzne (Rys. 10)
wskazuja, ze oligomycyna wigze sie w szczelinie miedzy dwiema sasiadujacymi podjednost-
kami c-pierscienia, w rejonie ich transbtonowych helis [97, 98|. Hydrofobowa powierzchnia
pierscienia laktonowego dopasowuje si¢ do hydrofobowej kieszeni utworzonej przez niepo-

larne reszty boczne aminokwasOow c-pierscienia, stabilizujac potozenie czasteczki w obrebie
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Rysunek 10: Struktura kompleksu F, ze zwiazana oligomycyna na podstawie PDB:
6CP5 [98]. (A) Struktura c-pierScienia ze zwiazana Olg; widok z boku oraz z gory. (B)
Dopasowanie przestrzenne czasteczki Olg do miejsca wiazacego. (C) Miejsce wiazace z

zaznaczeniem reszt aminokwasowych kluczowych dla tworzenia kompleksu.

btony. Czes¢ hydrofilowa, zawierajgca grupy hydroksylowe, jest skierowana w strone wne-
trza kieszeni, w poblizu reszty Glub9 w drozdzowym wariancie c-pierscienia, gdzie two-
rzy oddzialywania polarne — gléwnie poprzez posrednie wiazania wodorowe z udziatem
czasteczek wody [97|. Zaklada sie, ze takie umiejscowienie czasteczki blokuje krytyczne
elementy rotora biorace udzial w transporcie protonéw przez kompleks F,, co uniemozli-
wia rotacje c-pierscienia i w konsekwencji zatrzymuje synteze ATP w podjednostce Fy. Ze
wzgledu na swoja wysoka swoistos¢ wobec mitochondrialnej syntazy ATP i duza site ha-
mowania, oligomycyna pozostaje cennym narzedziem badawczym w bioenergetyce, choé

jej toksyczno$é wyklucza zastosowanie terapeutyczne.

1.2.3 Potencjalne mechanizmy dzialania inhibitoréw

Pomimo znaczacych réznic w budowie Bq i Olg, uwidocznionych przez ich wzory struktu-
ralne na Rys. 6 (m.in. wielko$¢ czasteczki, elastycznosé konformacyjna), obie czasteczki
charakteryzuja sie szeregiem podobnych wtasciwosci, dzieki ktorym dzialaja one jako inhi-
bitory biatka F, syntazy ATP. Oba zwiazki taczy przede wszystkim to, ze sg inhibitorami
dzialajacymi w srodowisku btony lipidowej, gdzie moga wiazaé si¢ bezposrednio z ekspo-
nowang powierzchnia biatka. Preferencja do lokalizowania w blonie uwarunkowana jest
tym, ze obie czasteczki sg silnie hydrofobowe, charakteryzujac sie wartosciami wspotczyn-
nika podziatu logP wynoszacymi 7.1 dla Olg i 7.2 dla Bq. Obie one jednak zawieraja w

swojej budowie takze ugrupowania polarne, umozliwiajace tworzenie wigzan z kluczowa
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grupa karboksylowg reszty Glu c-pierscienia, uczestniczaca w transporcie protonow [86].

Zaproponowano kilka teorii opisujacych mechanizm dziatania Bq jako inhibitora my-
kobaktryjnego kompleksu F,. Jedna z nich opiera sie na zatozeniu, ze inhibitor — wiazac
sie na powierzchni c-pierscienia — tworzy z nim Scisty kompleks i tym samym blokuje
mozliwos¢ rotacji, dziatajac jako zawada steryczna. Innymi stowy, taka klasa inhibitorow
Fo dziatataby na zasadzie klina wchodzacego pomiedzy podjednostke a oraz c-pierscien.
Uzyskane ostatnio struktury krioelektronowe pelnego mykobakteryjnego kompleksu F, ze
zwiazana Bq potwierdzaja te hipoteze [83]. Bez zwiazanego inhibitora, zewnetrzna po-
wierzchnia c-pierécienia jest relatywnie gltadka, co sprzyja jej ruchowi rotacyjnemu wzgle-
dem nieruchomej podjednostki a, ciasno otaczajacej c-pierscien. Odpowiednio silne zwia-
zanie na powierzchni c-pierscienia czasteczki takiej jak Bq czy Olg, skutkuje powstaniem
wypuktosci, ktéra w kontakcie z podjednostka a powinna dziataé¢ jako zewnetrzny ele-
ment utrudniajacy rotacje [98, 97, 99, 100, 83]. Hipoteza ta jednak dotychczas nie zostata

bezposrednio potwierdzona ani eksperymentalnie, ani w symulacjach komputerowych.

Inna teoria zaklada, ze bedakilina moze dziala¢ jak jonofor, transportujac protony
(oraz jony K%) przez blone komorkows [101]|. Zdolnosé tej czasteczki do przenoszenia
jonéw wynika z jej wlasciwosci lipofilowych i zdolno$ci do tworzenia komplekséw z proto-
nami, ktére nastepnie moga by¢ przemieszczane w poprzek dwuwarstwy lipidowej. Tego
rodzaju transport skutkuje (czeSciowym) zniesieniem gradientu potencjatu elektroche-
micznego protonéw poprzez wyréwnanie stezen protonéw po obu stronach btony, co skut-
kuje redukcja — lub catkowitym zanikiem — sily protonomotorycznej. Oznacza to, ze
energia niezbedna do napedzania mechanizmu obrotowego syntazy ATP (wynikajaca z
gradientu pomiedzy dwoma stronami btony) przestaje by¢ dostepna. W konsekwencji do-
chodzi do zatrzymania syntezy ATP, co dla komorki bakteryjnej oznacza zahamowanie
procesow energetycznych i w efekcie §mieré komorki [101]. Jednak mechanizm ten wydaje
sie by¢ mato prawdopodobny ze wzgledu na fakt, ze Bq, dzialajac jako wydajny jono-
for, stanowitaby potencjalnie silnie toksyczna czasteczke — zaréowno dla patogenow, jak
i dla komorek gospodarza. Dziatanie jonoforowe wigze sie z nieselektywnym zaburzeniem
potencjatu elektrochemicznego bton, co mogloby prowadzi¢ do powaznych zaktdcen w ho-
meostazie komorkowej. Dodatkowo, cho¢ czasteczka Bq zawiera grupe aminows zdolna do
wiazania protonu, brakuje w jej strukturze innych charakterystycznych cech typowych dla
klasycznych jonoforéw — takich jak uporzadkowane uktady donoréw atomoéw tlenu czy
pierscienie tworzace kanaly jonowe. Brak takich elementéw ogranicza mozliwosé selektyw-
nego transportu kationéw, a co za tym idzie — ostabia argumentacje na rzecz mechanizmu
jonoforowego. Co wiecej, efektywne dziatanie jako jonofor wymagatoby nie tylko zdolnosci
do wiazania, ale takze do przenoszenia jonéw przez btone lipidowa w sposéb cykliczny, bez
utraty integralnosci czasteczki, czyli bez jej trwalego uszkodzenia, rozpadu chemicznego

lub utkniecia po jednej stronie btony. Tylko wéwczas mogtaby ona wielokrotnie powtarzaé
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proces transportu, co jest kluczowe dla funkcjonowania jonoforéw w ujeciu klasycznym.

1.3 Wiazanie wodorowe i jego znaczenie dla mechanizmu inhibicji
biatka F,

Jak zostato to omoéwione powyzej, istotnym elementem interakcji Bq i Olg z kompleksem
F, sa wiazania wodorowe z reszta Glu zaangazowang w transport protonéw. W warun-
kach hydrofobowego srodowiska blony, w ktérym funkcjonuje F,, tego typu oddziatywania
odgrywaja szczegblng role, co bedzie istotne w dalszej analizie mechanizmu dziatania in-
hibitorow.

Wiazania wodorowe (ang. hydrogen bonds, HB) sa wszechobecnymi oddzialywaniami
miedzyczasteczkowymi charakteryzujacymi sie kierunkowoscig i specyficznodcia. Ze wzgledu
na swoja wszechstronnos¢ i stabilno$é¢ odgrywaja fundamentalng role w przypadku wielu
zjawisk fizycznych, od determinowania struktur i funkcji biatek, przez rozpoznanie mo-
lekularne i samoorganizacje, az po reaktywnosé chemiczna [102, 103|. Pojecie wiazania
wodorowego zostato zaproponowane przez Paulinga, ktory zauwazyl, ze w niektorych wa-
runkach atom wodoru silnie wiaze sie, nie do jednego, a do dwoch atoméw. Dzieje sie
to w taki sposob, ze mozna uznaé, ze dziala jako element wiazacy pomiedzy nimi [104].
Oba atomy, do ktorych zwigzany jest taki atom wodoru, musza by¢ jednak silnie elek-
troujemne. Sila wiazania wodoru (H) do jednego z tych atomoéw jest zwykle wieksza,
przez co jest on okreslany jako donor wigzania wodorowego (D). Jego oddzialywanie z
H ma charakter kowalencyjny. Z kolei atom zwiazany stabiej z atomem wodoru staje
sie akceptorem wigzania wodorowego (A). Jego oddziatywanie z H ma gléwnie charakter
elektrostatyczny i zwykle jest duzo stabsze niz typowe wiazanie kowalencyjne. Sam ak-
ceptor musi posiada¢ co najmniej jedng wolng pare elektronowa, ktéra oddzialuje z H.
Tworzenie wigzania wodorowego wiaze si¢ zatem z transferem elektronéow z akceptora w
kierunku uktadu donujacego [105]. Ze wzgledu na ten dwoisty aspekt oddzialywan wodoru
z donorem i akceptorem wigzania wodorowe maja charakter zaréwno kowalencyjny, jak
i elektrostatyczny. Ponadto z perspektywy teoretycznej (np. schemat dekompozycji Mo-
rokumy i Kitaury) na energie oddziatywania wiazania wodorowego sktadaja sie: energia
wymienna, Ery (ktéra wynika z odpychania Pauliego uktadéow zamknietopowtokowych)
oraz sktadowe, bedace wynikiem dziatania sit przyciagajacych: energia polaryzacji (Fpr),
energia transferu tadunku (Ecr) 1 energia elektrostatyczna (Egg) [106]. Zazwycza] ener-
gia wigzania wodorowego waha sie w zakresie 2-10 kcal /mol, dlatego HB sa uznawane za
stabe oddziatywania niekowalencyjne [107, 108]. Odlegtos¢ pomiedzy donorem i akcepto-
rem, dpa, wynosi zazwyczaj <3.0 A przy lokalizacji protonu na donorze [109, 110], oraz
jest mniejsza niz suma promieni van der Waalsa atomow D i A [111]. Odpowiada to silnie

asymetrycznej zaleznosci energii potencjalnej w funkcji potozenia H wzdluz osi wiazania.

26



Wowcezas widoczne jest wyrazniejsze minimum przy malej odlegtosci D-H [112], co pre-
zentuje profil energetyczny na rysunku 11. Innym charakterystycznym efektem tworzenia
wiazania wodorowego jest wydtuzenie dtugosci wigzania D-H w czasteczce donorowej w
poréwnaniu do stanu izolowanego. Towarzyszy temu przesuniecie czestotliwosci antysyme-
trycznych modow drgan rozciagajacych wiazanie D-H w kierunku nizszych energii (czyli
w strone podczerwieni), a takze znaczacy wzrost intensywnosci pasma w widmie IR [105].
Zjawisko to jest bezposrednig konsekwencja ostabienia wigzania D-H na skutek jego od-
dzialywania z akceptorem A i stanowi jedno z kluczowych spektroskopowych kryteriow
obecnodci i sity wigzania wodorowego. Jest wiec to jedno z najwazniejszych kryteriow
wykrywania HB za pomoca metod spektroskopowych. Sita wigzania wodorowego jest za-
lezna od jego dtugosci, a zatem takze odleglosci miedzy D i A, oraz kata D-H-A. Jednak
ze wzgledu na elektrostatyczny wktad do energii HB, niewielkie odchylenia od liniowosci
wigzania (do 20°) maja relatywnie staby wpltyw na jego sile.

W tworzeniu stabilnych wiazan wodorowych duza role odgrywa réwniez $rodowisko.
HB tworzone w wodzie sa mniej stabilne (zatem efektywnie stabsze), bo czasteczki wody
konkuruja z donorem i akceptorem, poniewaz same moga tworzy¢ z nimi wigzanie wodo-
rowe. W efekcie tego energia swobodna wigzania okreslajaca jego wypadkowsa stabilnos¢ w
danych warunkach bedzie relatywnie niewielka, a tworzone wiazanie bedzie dtuzsze. Nato-
miast w przypadku braku silnych oddzialtywan konkurencyjnych z rozpuszczalnikiem, HB
tworzone w rozpuszczalnikach aprotycznych sg silniejsze i na ogét maja mniejsze dtugosci,

co prowadzi do maksymalnej stabilizacji zwiazanej z delokalizacja tadunku [113, 114].

HB SSHB

Energia
Energia

don doH

Rysunek 11: Poréwnanie profili energii w funkcji odlegto$ci miedzy wodorem a donorem
dla klasycznego wiazania wodorowego (HB) oraz krotkiego silnego wiazania wodorowego

(SSHB).

Zdarza si¢ takze, ze gdy D i A charakteryzuja sie podobnym powinowactwem do
protonu (inaczej podobna wartoscia pKa), energia HB moze znacznie przekraczaé stan-
dardowy zakres, czasami osiagajac 25-40 kcal/mol, podczas gdy odlegtos¢ dpu staje sie
znacznie krotsza (2.51& lub nawet mniej) [112, 115, 116, 117]. W takich przypadkach po-

tencjal, w ktorym znajduje sie proton wigzania wodorowego, jest bardziej symetryczny, a
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bariera energetyczna dla jego przejécia miedzy donorem i akceptorem jest niewielka. Stad
mozliwe staja sie niemal swobodne przeskoki protonu miedzy D i A w wyniku ruchéw ter-
micznych (i/lub kwantowej delokalizacji). Proton moze si¢ zatem znalez¢ po stronie D jak
i A z rownym (albo bardzo zblizonym) prawdopodobieristwem. Mozna wowczas mowic,
ze mamy do czynienia z wigzaniem o duzym charakterze kowalencyjnym, trzech centrach
i czterech elektronach. Taka interpretacje uzasadnia takze topologiczna analiza gesto-
Sci elektronowej [110, 118|. Ten specyficzny rodzaj wiazani wodorowych okresla sie jako
silne i krotkie wiazania wodorowe (ang. Short Strong Hydrogen Bond, SSHB). Skrajnym
przypadkiem takiego SSHB jest sytuacja, gdy potencjal dla ruchu protonu charaktery-
zuje sie pojedynczym minimum energetycznym (proton zlokalizowany jest w pojedynczej
studni potencjalu pomiedzy D i A). Dotyczy to przede wszystkim uktadéw symetrycz-
nych i homojadrowych, poniewaz w takim przypadku obie formy rezonansowe wiazania
sg izoenergetyczne i moga sie efektywnie ze sobg mieszac.

Wiasciwoscei tego specyficznego wigzania wodorowego, i samo jego powstawanie, sg
zalezne takze od otoczenia, w ktérym znajduja sie donor i akceptor. W srodowisku nie-
polarnym, w ktorym nie istnieje mozliwosé stworzenia konkurencyjnego HB z rozpusz-
czalnikiem, SSHB charakteryzuja sie wyjatkowo korzystnymi energiami swobodnymi two-
rzenia [110, 119, 108]. W przypadku SSHB obserwuje sie rowniez tendencje do bardziej
linearnego wiazania wraz z malejacymi odlegtosciami miedzy D i A [112].

Rola SSHB w tworzeniu kompleksow ligand—biatko byta dotad stabo zbadana, a in-
terakcje tego typu rzadko analizowano w kontekscie chemii medycznej [120, 121]. W do-
stepnej literaturze brakowalo jednoznacznych doniesien wskazujacych na ich udziat w
mechanizmie dziatania matoczasteczkowych inhibitoréw.

Analiza danych strukturalnych dla kompleksu Bq z c-pierscieniem kompleksu F, ujaw-
nita jednak obecnosé¢ wyjatkowo krotkiego kontaktu miedzy grupa aminowa Bq a reszta
Glub9, zaangazowang w transport protonéw. Obserwowana w tych strukturach odleglosé
D-A (ok. ~2,4 — 2,5 A) wykracza poza typowe zakresy klasycznych wigzan wodorowych
i sugeruje obecno$é silnego, nisko-barierowego wigzania wodorowego.

W przesztosci tego rodzaju oddziatywanie nie zostalo opisane ani zinterpretowane w
kontekscie wigzania Bq do syntazy ATP. Byla to zatem nowa hipoteza, ktéra postawi-
tam na podstawie analizy geometrii interakcji w strukturach krystalograficznych (PDB:
6CP5 [98]). Identyfikacja tej cechy wiazania doprowadzita mnie do zalozenia, ze SSHB
moze odgrywac istotna role w stabilizacji kompleksu inhibitora z biatkiem, a tym samym

przyczynia¢ sie do wysokiej efektywnosci hamowania obrotu c-pierécienia.

28



2 Cele oraz zakres pracy

Celem niniejszej pracy jest, w oparciu o metody symulacji komputerowych, zrozumie-
nie mechanizmu funkcjonowania kompleksu blonowego F, biatka syntazy ATP oraz jego
inhibicji za pomoca zwiazkéw matoczasteczkowych. Aby zbadaé temat w sposob jak naj-
bardziej wszechstronny, przeanalizowatam zaréwno mechanizm rotacji wolnego kompleksu
F, na poziomie pelnoatomowego pola sitowego, jak i rotacje kompleksu F, ze zwigzanym
inhibitorem, a takze podstawy mechanizmu wigzania inhibitoréw na powierzchni biatka
na poziomie molekularnym i kwantowym. W kolejnych akapitach przedstawiam te cele w
sposob bardziej szczegdtowy, grupujac je wedtug gtéwnych obszaréw badawczych i punk-
tow analizy.

Mechanizm rotacji w obrebie kompleksu F,

Podjetam sie okreslenia energetyki rotacji c-pierscienia poprzez wyznaczenie profili
energii swobodnej dla obrotu o jedna podjednostke c-pierscienia (pojedynczy krok ro-
tacyjny) w kierunkach odpowiadajacych syntezie i hydrolizie ATP. Uwzglednitam role
stanéw protonacji kluczowych reszt aminokwasowych — ze szczegbélnym uwzglednieniem
reszt kwasu glutaminowego zlokalizowanych w potkanatach: wiazacym (B) i uwalniajacym
(R). Skupitam sie¢ réwniez na identyfikacji etapéw limitujacych rotacje, w szczegdlnosci
okresdleniu momentéw, w ktérych zmiany stanu protonacji wptywaja na wysokos¢ barier
energetycznych oraz stabilnosé konformacyjna c-pierscienia.

Mechanizm transferu protonéw i indukcja jednokierunkowej rotacji
c-pierscienia

Ponadto zajelam sie wyjasnieniem mechanizmu, dzieki ktéremu transport protonow
w obrebie kompleksu F, mitochondrialnej syntazy ATP inicjuje i napedza rotacje c-
pierscienia, prowadzac do efektywnej konwersji energii gradientu protonowego w energie
mechaniczna. Skoncentrowalam sie na molekularnym mechanizmie transferu protonu oraz
wyznaczeniu bariery energetycznej dla procesu protonacji Glu65 przy kacie referencyjnym
0°i ocenie, czy transfer protonu moze stanowic¢ etap limitujacy w catkowitym mechanizmie
rotacji c-pierscienia.

Wplyw argininy na kierunkowo$¢ rotacji

Dodatkowo przeanalizowatam role wysoce konserwowanej reszty Argl76 w podjedno-
stce a kompleksu F, mitochondrialnej syntazy ATP oraz jej znaczenie dla kierunkowosci i
wydajnosci rotacji c-pierécienia. Zwrocitam szczegdlng uwage na hipoteze, zgodnie z ktora
Argl76 pemi funkcje elektrostatycznej bariery oddzielajacej dwa podtkanaly protonowe i
tym samym odpowiada za jednokierunkowy przeptyw protonow.

Wyplyw inhibitora na rotacje kompleksu F, na przyktadzie bedakiliny

Kolejnym celem mojej pracy bylo pogtebienie wiedzy na temat mechanizmu mole-

kularnego wiazania bedakiliny (Bq) do kompleksu F, syntazy ATP oraz wyjasnienie, w
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jaki sposob proces ten prowadzi do inhibicji rotacji c-pierécienia i blokowania aktywnog$ci
enzymu. Analiza obejmowala wplyw réznych stanéw protonacyjnych reszty Glu6b i in-
hibitora na energie oraz stabilno$¢ tworzonego kompleksu, identyfikujac stany protonacji
sprzyjajace trwalemu wigzaniu inhibitora. Nastepnie rozszerzytam badania o oddziatywa-
nia z podjednostka a, a takze przeprowadzitam dekompozycje energii wigzania wzgledem
poszczegdlnych reszt aminokwasowych, identyfikujac kluczowe determinanty oddziatywan
miedzy inhibitorem a biatkiem, ktore moga stanowié¢ potencjalne cele w projektowaniu no-
wych analogéw bedakiliny o zwiekszonej skutecznosci terapeutyczne;j.

Analiza silnego wigzania wodorowego w aspekcie inhibicji kompleksu F,

Szczegbdlna uwage poswiecitam mechanizmowi silnego, skréconego wiazania wodoro-
wego typu SSHB miedzy grupa karboksylowg Glu65 a dimetyloaminowa grupa Bq. W
ramach pracy zaplanowalam analize tego wigzania przy uzyciu hybrydowych symula-
cji QM/MM oraz oceny profilu energii swobodnej, aby zbada¢ mozliwosé¢ dynamicznego
wspotdzielenia protonu miedzy donorami, charakterystycznego dla SSHB. Dodatkowo po-
stawitam pytanie, w jakim stopniu reszta Asp32 wplywa na stabilizacje tego wiazania oraz
czy modyfikacja grupy aminowej Bq mogtaby wzmocni¢ SSHB i zwickszy¢ powinowactwo
inhibitora.

Mechanizm inhibicji syntazy ATP przez bedakiline

W ramach prowadzonych przeze mnie badan, chciatam lepiej zrozumie¢ specyfike wia-
zania Bq do kompleksu F, syntazy ATP. W szczeg6lnosci checiatam sprawdzié, czy kla-
syczny opis oparty na polu sitowym jest wystarczajacy do wyjasnienia mechanizmu stabi-
lizacji kompleksu biatko—inhibitor. Analiza ta miata na celu nie tylko lepsze zrozumienie
specyfiki wiagzania Bq, lecz takze wskazanie determinantéw odpowiedzialnych za jego se-
lektywnosé, co w dalszej perspektywie moze stanowi¢ punkt wyjscia do projektowania
bardziej efektywnych inhibitoréw syntazy ATP.

Mechanizm wigzania oligomycyny z biatkiem F,

W celu zbadania uniwersalnosci mechanizmu inhibicji syntazy ATP przeanalizowa-
tam réowniez dziatanie oligomycyny (Olg), mitochondrialnego inhibitora syntazy ATP.
Okreslitam interakcje Olg z kompleksem F,,, ze szczegolnym uwzglednieniem oddziatywan
sterycznych, hydrofobowych oraz klasycznych wigzan wodorowych z Glu65. Dzieki struk-
turze krystalograficznej i symulacjom wymuszonej rotacji c-pierscienia okreslitam bariery
energetyczne i moment, w ktérym obecno$é inhibitora prowadzi do zatrzymania rotacji
pierécienia. Analiza powinowactwa Olg do c-pierscienia oraz wkladu poszczegdlnych reszt
biatka w stabilizacje kompleksu pozwolita lepiej zrozumie¢ mechanizm dziatania tego in-
hibitora.

Mechanizm inhibicji kompleksu F, na przykladzie oligomycyny

Dla zbadania mechanizmu molekularnego inhibicji kompleksu F, syntazy ATP przez

zwiazek odmienny od Bq, bedacy jednoczesnie inhibitorem kompleksu F , oligomycyne
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(Olg) przeprowadzilam symulacje rotacji c-pierscienia wzgledem podjednostki a, wykaza-
tam, Zze obecno$é¢ Olg prowadzi do wprowadzenia bariery energetycznej ograniczajacej ruch
piercienia. Przeprowadzone badania pozwolily mi na poréwnanie mechanizmu dziatania
Bq oraz Olg, wskazujac, ze oba zwiazki wywotuja podobny efekt funkcjonalny poprzez
trwale zwiazanie na interfejsie c-pierscieni/podjednostka a, mimo réznic w charakterze

stabilizujacych je interakcji.
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3 Metody obliczeniowe

3.1 Podstawy teoretyczne

Metody chemii obliczeniowej, rozwijane od lat 50. XX wieku, stanowia obecnie istotne na-
rzedzie w badaniach z zakresu chemii i biologii molekularnej. Umozliwiaja one uzyskanie
informacji dotyczacych struktury zwigzkoéw chemicznych oraz energetyki i dynamiki pro-
cesow (bio)molekularnych, takich jak reakcje chemiczne czy przemiany konformacyjne
czasteczek i (bio)polimeréw. Zastosowanie mechaniki kwantowej (QM, ang. Quantum
Mechanics) pozwala na najbardziej precyzyjny opis zjawisk molekularnych. Jednak ze
wzgledu na ztozonosé badanych uktadoéw oraz diugie skale czasowe charakterystyczne dla
wielu procesow, pelny opis kwantowy czesto wymaga uproszczen. Wprowadzenie przybli-
zen umozliwia znaczng redukcje kosztoéw obliczeniowych oraz czasu potrzebnego do prze-
prowadzenia symulacji. Warto podkresli¢, ze wspotczesne metody chemii obliczeniowej
czesto dostarczaja wynikéw zgodnych z danymi eksperymentalnymi, dzieki czemu moga
stanowi¢ warto$ciowa alternatywe dla kosztownych i czasochtonnych badan doswiadczal-
nych. Dodatkowo oferuja one dostep do skal czasowych i przestrzennych, ktore pozostaja

poza zasiegiem wielu technik eksperymentalnych.
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Rysunek 12: Zakres stosowalno$ci metod chemii obliczeniowej pod wzgledem rozmiaru

badanego ukladu oraz skali czasowej procesu. Schemat powstal w oparciu o prace [122].
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3.1.1 Przyblizenie Borna-Oppenheimera

Punktem wyjscia dla opracowania metod symulacji zjawisk biologicznych i reakcji che-

micznych jest najbardziej ogblna posta¢ zaleznego od czasu réwnania Schrodingera:

. 0
Hy =ih— 1
p=insy (1)
Przy zatozeniu, ze Hamiltonian H nie zalezy od czasu, rownanie 1 moze zostaé spro-

wadzone do rozwiazania problemu wtasnego dla Hamiltonianu, co odpowiada znalezieniu

tzw. stanéw witasnych (lub stacjonarnych) uktadu:

Hy; = By (2)

gdzie E; jest energia i-tego stanu stacjonarnego badanego systemu, a v; jest funkcja fa-
lowa opisujacg ten stan. Operator Hamiltona H odpowiada catkowitej energii uktadu i dla
uktadéw molekularnych definiuje sie go zwykle jako sume operatoréw opisujacych energie
kinetyczna jader atomowych T, i elektronéw 7, oraz energie potencjalng oddziatywan

jadro-jadro Vnn, elektron-elektron Vee i jadro-elektron Vne:

ﬁ:Tn‘i‘Te‘i‘Vnn_"‘A/ee—i_Vne (3)

Jednak dla uktadow wigkszych niz atom wodoru (problem dwucialowy) $ciste ana-
lityczne rozwiazanie problemu witasnego Hamiltonianu jest niemozliwe. Jednym z przy-
blizen, ktore utatwia rozwiagzanie rownania 2 jest tzw. przyblizenie adiabatyczne, ktore
opiera sie na zatozeniu, ze masa elektronu jest 1800 razy mniejsza od masy protonu. W re-
zultacie struktura elektronowa atomoéw i czasteczek dostosowuje sie nieskonczenie szybko
do nowych potozen jader. Dzieki temu funkcje falowe, bedgce rozwiazaniem réwnania 2

mozna sfaktoryzowaé w nastepujacy sposob:

Vi = i(x; R)gi(R) (4)

Pierwszy czton w powyzszym rownaniu zalezy od wspotrzednych elektronow x (trzy
wspolrzedne przestrzenne 7 i jedna dyskretna wspotrzedna spinowa, s) a takze parame-
trycznie od potozeni jader R. Oznacza to, ze dla ustalonego R ten czton opisuje strukture
elektronowg uktadu. Kazdy z tych elektronéw jest opisany przez . Jest to tak zwana elek-
tronowa funkcja falowa. Drugi czlon réwnania (4) jest tak zwana jadrowa funkcja falowa.
Zalezy wyltacznie od wspotrzednych jader R i opisuje ich ruch. Wstawienie takiej postaci
rozwigzania do réwnania 2 oraz zastosowanie tzw. poprawki diagonalnej zaproponowa-
nej przez Borna i Oppenheimera powoduje, ze réwnanie Schrédingera dla ruchu jader

atomowych przyjmuje postac:

T, + B (R)|¢i(R) = Eii(R), (5)
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gdzie T, jest operatorem energii kinetycznej jader, a E¢(R) to energia potencjalna
elektronow, zalezna od konfiguracji jader. Energia ta jest wyznaczona na podstawie elek-
tronowego réwnania Schrodingera, w ktorym na Hamiltonian elektronowy sktadaja sie
operator energii kinetycznej elektronéw i operatory oddziatywan elektrostatycznych mie-

dzy elektronami, miedzy jadrami oraz miedzy elektronami i jadrami:

H.0;(x,R) = ES(R);(x, R). (6)

Przyblizenie Borna-Oppenheimera umozliwia rozdzielenie ruchu elektronéw i jader
oraz przedstawienie energii ukladu molekularnego jako sumy energii elektronowej, wi-
bracyjnej, rotacyjnej i translacyjnej. Rozdzielenie ruchu rotacyjnego i oscylacyjnego ja-
der czasteczki od ruchu translacyjnego srodka masy uktadu pozwala na wyeliminowanie
kwantowania ruchu translacyjnego. Z réownania (5) widaé, ze wartosci wlasne Hamilto-
nianu elektronowego Ef reprezentuja hiperpowierzchnie energii potencjalnej dla ruchu
jader w poszczegblnych stanach elektronowych. Taki model otwiera perspektywe relatyw-
nie prostego opisu energetyki ukladu za pomoca funkcji 3N — 6 wspolrzednych (gdzie
N N to liczba atomow uktadu), w szczegolnosci w dlugozyjacym podstawowym stanie

elektronowym.

3.1.2 Twierdzenie Hellmanna-Feynmana

Waznym narzedziem w chemii kwantowej jest twierdzenie Hellmanna-Feynmana, ktore
pozwala na efektywne obliczanie sit dzialajgcych w ramach uktadéow kwantowych. Méowi
ono, ze jesli funkcja falowa W jest doktadnym rozwiazaniem réwnania Schrodingera dla
hamiltonianu H (M) zaleznego od parametru A, to pochodna wartosci oczekiwanej ener-
gii wzgledem A\ jest rowna wartosci oczekiwanej pochodnej hamiltonianu wzgledem tego

parametru:

dE OH
a =) g

Zatem sity dziatajace na jadra, okreslone jako ujemne gradienty energii elektronowej,

mozna obliczy¢ bezposrednio ze Srednich wartosci operatora sity:

F, = —iE?l(Rl,RZ, ..Rn)  k=(1,2,..N) (8)
Ry '

Oznacza to, ze sily miedzy jadrami mozna obliczy¢ na podstawie elektronowej funkcji
falowej, bez koniecznosci bezposredniego rézniczkowania energii catkowitej wzgledem R.
W praktyce jest to wykorzystywane w metodach chemii kwantowej i dynamiki molekular-
nej, gdzie gradienty energii sg stosowane do obliczania geometrii rownowagowej czasteczek

oraz modelowania ich ruchu.
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Twierdzenie Hellmanna-Feynmana pozwala precyzyjnie wyznaczaé sity dzialajace na
jadra w symulacjach dynamiki molekularnej (MD, ang. Molecular Dynamics). W polacze-
niu z przyblizeniem Borna-Oppenheimera prowadzi to do efektywnego opisu ruchu jader
na powierzchni energii potencjalnej E¢(R), co jest fundamentem wielu metod modelowa-
nia molekularnego, takich jak ab initio Molecular Dynamics (AIMD).

W ramach przyblizenia Borna Oppenheimera, jadra traktowane jako klasyczne masy
punktowe poruszaja sie w efektywnym potencjale E¥(R), co pozwala na opis ewolucji
uktadu w czasie przez catkowanie klasycznych rownan ruchu. Problemem pozostaje jed-
nak precyzyjne wyznaczenie E¢(R) dla uktadow z duza liczba atoméw, poniewaz wiaze
sie z to bardzo wysokimi kosztami obliczeniowymi. W przypadku mniejszych uktadow
rozwigzaniem jest zastosowanie przyblizonych metod mechaniki kwantowej, opartych na
zasadzie wariacyjnej, rachunku zaburzen lub teorii funkcjonatlu gestosci. Takie podej-
Scie stanowi podstawe kwantowych symulacji dynamiki molekularnej w wariancie Borna-
Oppenheimera, tzw. ab initio Molecular Dynamics (AIMD), gdzie rzeczywista dynamika
uktadu atomow jest przyblizona poprzez iteracyjne rozwiazanie stacjonarnego rownania

Schrodingera (lub jego odpowiednikow opartych na gestosci elektronowej).

3.1.3 Teoria Funkcjonatu Gestosci

Powyzsze rozwazania opieraja sie na teorii funkcji falowych, ktora lezy u podstaw mecha-
niki kwantowej w obrazie Schrodingera. Od lat jest to bardzo skuteczna teoria dla do-
ktadnego przewidywania danych termochemicznych, strukturalnych i spektroskopowych
dla szerokiego zakresu matych i Srednich czasteczek. Jednak w przypadku uktadow wie-
lociatowych o duzej liczbie atoméw, takich jak biatka, kwasy nukleinowe czy nanoczastki,
obliczenia w oparciu o funkcje falowe staja sie nieefektywne ze wzgledu na ztozonosé
funkcji falowej. Jak zostalo wspomniane, funkcje te zaleza od potozenia wszystkich elek-
tronéw. Matematyczna ztozono$é funkcji falowej opisujacej wiele elektronéow nie tylko
utrudnia jej wyznaczanie, lecz réwniez ogranicza mozliwosci praktycznego wykorzystania
oraz prowadzi do utraty jej intuicyjnej interpretacji. Jednym z kluczowych poje¢ w opi-
sie ukladow wieloelektronowych jest gestosé elektronowa p(r), definiowana jako gestosé
prawdopodobienistwa znalezienia elektronu w danym punkcie przestrzeni znormalizowana
do liczby elektronéw N. Formalnie mozna ja wyrazi¢ przez scatkowanie kwadratu modutu
pelnej, antysymetrycznej funkcji falowej v po wszystkich wspoétrzednych spinowych oraz

wspotrzednych przestrzennych wszystkich elektronéw z wyjatkiem jednego:

p(r) = NZ/.../|¢(r,s,r2,s2,...7rN,sN)\2dx2dx3...de, (9)

gdzie N oznacza liczbe elektronow.
Ze wzgledu na trudnosci zwiazane z bezposrednim wyznaczeniem funkcji falowej uktadu

wieloelektronowego, w chemii obliczeniowej powszechnie stosuje sie teorie funkcjonatu ge-
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stosci (ang. Density Functional Theory, DFT). Jej podstawowym zaloZeniem jest to, ze
wszelkie wlasciwosci uktadu mozna wyrazié¢ jako funkcjonaly gestosci elektronowej p(r),
a nie funkcji falowej 1.

W szezegolnosei, w podejsciu Kohna-Shama (patrz nizej) przyjmuje sie przyblizenie,
w ktorym gestos$é elektronowa wyrazana jest jako suma kwadratow modutéw jednoelek-

tronowych orbitali (tzw. orbitali Kohna-Shama; KS):

plx) = 3 ). (10)

gdzie 1;(r) to i-ty orbital KS, a suma przebiega po wszystkich orbitalach obsadzonych
przez elektrony. Nalezy podkresli¢, ze jest to konstrukcja pomocnicza — funkcja falowa
Kohna-Shama nie jest funkcja falowa rzeczywistego ukltadu, lecz wprowadza wygodne
narzedzie do obliczania gestosci elektronowe;j i energii catkowitej uktadu w ramach DFT.

Tak zdefiniowana gestos¢ elektronowa p(r) jest bezposrednio zwiazana z prawdopodo-
bienstwem znalezienia elektronu w otoczeniu punktu r, niezaleznie od jego stanu spino-
wego. Poniewaz jednak elektrony sa nierozréznialne, to prawdopodobienistwo znalezienia
jednego z N elektronéw wynosi N razy prawdopodobienstwo dla pojedynczego elektronu.

Zatem gestosé elektronowa caltkuje sie do liczby elektronow.

/p(r)dr — N. (11)

Teoria DFT redukuje 3N-wymiarowy problem wyznaczenia funkcji falowej uktadu mo-
lekularnego do tréjwymiarowego problemu wyznaczenia gestosci elektronowej (r). Jest to
mozliwe na podstawie tzw. I twierdzenia Hohenberga-Kohna. Twierdzenie to méwi, ze dla
uktadu wieloelektronowego w stanie podstawowym gestosé elektronowa p(r) jednoznacznie
okresla zewnetrzny potencjat v(r), w ktérym poruszaja sie elektrony. Gestosé elektronowa
w niezdegenerowanym stanie podstawowym jest zatem wystarczajaca do zdefiniowania
hamiltonianu elektronowego, H,. 7 kolei H, na mocy réwnania 6 jednoznacznie deter-
minuje funkcje falowe opisujace strukture elektronows uktadu w stanie podstawowym i
stanach wzbudzonych, ktore dalej determinuja wszystkie wtasciwosci fizyczne uktadu. Do-
wod tego twierdzenia jest relatywnie prosty i mozna przeprowadzi¢ go przez reductio as
absurdum. Skonstruowanie elektronowego operatora Hamiltona wymaga znajomosci liczby
elektronéow N. Jest to niezbedne, aby zapisa¢ operatory energii kinetycznej oraz opera-
tory energii potencjalnej odpychajacej elektron-elektron i przyciagajacej elektron-jadra.
Wymagana jest rowniez znajomosé zewnetrznego potencjalu v(r), w ktorym poruszaja sie
elektrony, generowanego przez jadra (musimy zatem okresli¢ rodzaj jader i ich polozenia).
Na podstawie powyzszych informacji uzyskujemy hamiltonian elektronowy, ktory pozwala
na rozwiazanie elektronowego réwnania Schrodingera, czyli uzyskanie elektronowych funk-

cji falowych. Zalozmy, ze istnieja dwa zewnetrzne potencjaly vy (r) i vo(r) (a zatem i dwa
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hamiltoniany H i ﬁg) ze stanami podstawowymi W i W’ ktére generuja te sama gestosé
elektronowa p(r). Wowczas oryginalna zasada wariacyjna mechaniki kwantowej stwierdza,

ze dwie relacje musza by¢ jednoczesnie spetnione:

E1 < <\112|]:11|\I/2> == <\I/2|H2|\I/2> + <\I/2|I;[1 — ﬁ2|\112> = E2 + / (Ul(f}) - UQ(’F))ﬂ(F) d37”
(12)

oraz

By < (U1 |Ho|0y) = (U |H)[0y) + (U |Hy — H|Ty) = By — /(01(77) — vy (7)) p(F) d*r
(13)
gdzie Fy i Es to energie uktadu w stanach, odpowiednio, ¥y i Ws.

Powstaje zatem sprzecznosé:

Ei+ Ey, < Bl + By (14)

potwierdzajaca twierdzenie Hohenberga-Kohna. Oznacza to, ze gesto$¢ elektronowa
p(r) jednoznacznie okresla potencjal v(r), a tym samym takze hamiltonian i funkcje falowa
stanu podstawowego (a takze wzbudzonych).

Zgodnie z I twierdzeniem Hohenberga-Kohna energie catkowita mozna zatem zapisac

jako funkcjonal gestosci elektronowej (podstawowe rownanie teorii DFT):

Elp) = Veulp) + Tlp] + Veulpl = [ p(x)o(x)d’r + Tp] + Veelp) (15)

Cztony rownania T'[p], Vee|p] 1 Ven|p] sa funkcjonatami opisujacymi, odpowiednio, ener-
gie kinetyczna oraz energie potencjalne odpowiednich oddzialywan. Energia potencjalna
oddziatywania elektronéw z jadrami jest wyrazona jako wynik ich oddzialywania z polem
elektrostatycznym o potencjale v(r) generowanym przez jadra, wiec moze by¢ obliczona
w prosty sposob. Niestety, doktadne postacie T'[p] i Ve.|p] nie sa znane i zadna fundamen-
talna teoria nie pozwala ich wyprowadzi¢, wiec w praktycznym podejéciu funkcjonaty te
musza by¢ aproksymowane, czesto w oparciu o wyniki eksperymentalne.

Kluczowe dla praktycznej realizacji metody DFT jest tzw. II twierdzenie Hohenberga-
Kohna, okreslane takze mianem zasady wariacyjnej w teorii funkcjonalu gestosci. Twier-
dzenie to stwierdza, ze dla kazdego uktadu elektronowego istnieje funkcjonatl energii E|p],
ktory osiaga minimum dla rzeczywistej gestosci elektronowej p(r) odpowiadajacej stanowi
podstawowemu tego uktadu. Oznacza to, ze gesto$é stanu podstawowego jest ta, ktora mi-
nimalizuje wartosé funkcjonatu energii. Twierdzenie to implikuje rowniez, ze kazda inna
dopuszczalna gestosé elektronowa prowadzi do wyzszej energii caltkowitej, co czyni z funk-
cjonatu energii obiekt, ktory mozna wykorzysta¢ do wyznaczania stanu podstawowego

metoda minimalizacji.

37



Dowdd 11 twierdzenia Hohenberga-Kohna opiera sie na rozumowaniu przez sprowadze-
nie do sprzecznosci. Przyjmijmy, ze istnieje inna dopuszczalna gestosé elektronowa p(r),
rozna od rzeczywistej gestosci stanu podstawowego p(r), dla ktorej funkcjonal energii

przyjmuje nizszg wartosc:

Elpl < Elp]. (16)

Z 1 twierdzenia Hohenberga-Kohna wiadomo, ze gestosci p(r) i p(r) nie moga pochodzié
od tego samego zewnetrznego potencjatu v(r), poniewaz temu potencjatowi odpowiada
tylko jedna gesto$¢ stanu podstawowego. W szczegdlnosci, jesli p(r) # p(r), to nie moze
ona by¢ gestoscia stanu podstawowego badanego uktadu — pochodzi zatem od innej funkcji
falowej W ktora nie jest stanem podstawowym uktadu o potencjale v(r).

Zgodnie z zasada wariacyjna mechaniki kwantowej, energia oczekiwana wyznaczona
z dowolnej dopuszczalnej funkcji falowej U, innej niz funkcja stanu podstawowego WUy,

spelnia nier6wnosc¢:

(P|H|T) > Ey, (17)

gdzie Ey = E[p| oznacza rzeczywista energie stanu podstawowego badanego uktadu.

Poniewaz funkcja falowa ¥ generuje gestosé p(r), mozna zapisac:

E[p] = (V| H|¥) > Elp). (18)

Powyzsza nierownosé przeczy zalozeniu poczatkowemu 16, zgodnie z ktorym E|[p] <
E[p] Otrzymana sprzecznosé¢ dowodzi, ze zadna inna dopuszczalna gestosé elektronowa
p(r) # p(r) nie moze dawaé nizszej energii niz gestosé rzeczywista. W zwiazku z tym,
funkcjonal energii F[p] osiaga minimum wytacznie dla gestosci stanu podstawowego, co

konczy dowodd II twierdzenia Hohenberga-Kohna.

3.1.4 Metoda Kohna-Shama

Jednym z podejs$¢ do rozwiagzania problemu konstrukeji przyblizonej funkcji gestosci jest
oparta na drugim twierdzeniu Hohenberga-Kohna, propozycja Kohna i Shama. Metoda
ta opiera si¢ na podziale catkowitej energii na poszczegdlne wktady, ktore sa nastepnie
wyrazane jako funkcjonaly gestosci. W podstawowym wariancie wszystkie cztony o nie-
znanej postaci matematycznej taczy sie w tym podejsciu w jeden czlon, ktéry pozniej sie
parametryzuje. Kohn i Sham, bazujgc na jednoelektronowej postaci réwnania Schrodin-
gera, wprowadzili koncepcje nieoddzialujacego uktadu odniesienia zbudowanego ze zbioru
spinorbitali opisujacych zachowanie pojedynczych elektronéw w usrednionym polu pozo-

statych elektronow. Dzieki takiemu podejsciu mozna z duza dokladnoscia obliczy¢ wiek-
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szo$¢ wktadu do energii kinetycznej elektronéw, co w podejsciach alternatywnych jest
problematyczne.

W efekcie ztozonos$é funkeji falowej wielu elektronéw zostaje sprowadzona do pojedyn-
czego wyznacznika Slatera, zbudowanego z jednoelektronowych funkeji falowych, wyzna-

czanych przez samouzgodnione rozwiazanie nastepujacego problemu wtasnego:

2m

(J‘*vz " veff<r>) o) = e, (19

gdzie v.sf(r) to potencjatl Kohna-Shama, reprezentujacy efektywny potencjal zewnetrzny,
w ktorym poruszaja sie nieoddziatujace czastki, dobrany tak, by uzyska¢ gestosé elektro-
nowa identyczna z gestoscia ukladu oddziatujacych czastek. o;(r) jest funkcja orbitalna
Kohna-Shama, a ¢; to warto$¢ wlasna odpowiadajaca tej funkcji, czyli tzw. energia orbi-
talna. Opierajac sie wiec na metodzie Kohna-Shama, catkowita energie mozna przedstawic¢
jako zalezna od energii kinetycznej nieoddziatujacych elektronow T'[p], energii samooddzia-
tywania gestosci elektronowej F..[p] (tzw. potencjal Hartree), energii potencjalnej elek-
tronow w zewnetrznym potencjale v(r) oraz nieklasycznej energii wymienno-korelacyjnej

zwiazanej z potencjatem Vye|p]:

B(p) = T(p) + Euclp) + [ v(@)p(x)dr + Ve (p) (20)

Potencjal wymienno-korelacyjny Vxe(p) mozna formalnie zdefiniowaé jako nastepu-

jaca pochodna wariacyjna:

_ 0Exc(p)
Yxe =50

gdzie Exc(p) sktada sie z czterech wkltadow: energii korelacyjnej, energii wymien-

(21)

nej, korelacyjnej korekty energii kinetycznej oraz cztonu eliminujacego samooddziatywanie
elektronow.

Koniecznos$é wprowadzenia przyblizert wynika z faktu, ze niektorych sktadowych funk-
cjonalu Exc[p] nie da sie¢ wyznaczy¢ w pelni doktadnie. W tym celu stosuje sie takie
podejscia, jak aproksymacja lokalnej gestosci (spinowej) (ang. Local (Spin) Density Ap-
proximation, LDA) oraz uogolnione przyblizenie gradientowe (ang. Generalized Gradient
Approzimation, GGA).

Jednym z najprostszych przyblizen jest przyblizenie lokalnej gestosci spinowej (ang.
Local Spin Density Approximation, LSDA), ktére w niektorych przypadkach prowadzi do
otrzymania cztonéw wymiennych i korelacyjnych o akceptowalnej doktadnosci. Zaktada
ono wykorzystanie analitycznych rozwiazan dla jednorodnego gazu elektronowego jako
lokalnej funkcji gestosci. Konsekwencja tego podejécia jest niedoszacowanie energii wy-

miennej i przeszacowanie energii korelacji. W rzeczywistych uktadach chemicznych model
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jednorodnego gazu elektronowego nie odzwierciedla wystepujacej niejednorodnosci ge-
stosci elektronowej, przez co prowadzi do systematycznych btedéw. Ich skompensowanie
wymaga uzupelnienia funkcjonalu wymiany i korelacji o zalezno$¢ od gradientu gestosci
elektronowej, co pozwala uwzglednié¢ przestrzenna zmiennosé tej wielkosci.

W przypadku metody LDA gesto$é elektronowa jest traktowana jako jednorodny gaz

elektronowy, a wyrazenie Exc mozna zapisaé jako:

ELPA( /p r)exc|p(r)]dr, (22)

exclp(r)] = ex[p(r)] + ecp(r)], (23)

gdzie exc jest energia korelacyjno-wymienna w przeliczeniu na pojedyncza czastke
jednorodnego gazu elektronowego, ktora moze by¢ podzielona na wktad wymienny i wktad
korelacyjny 23. Sktadowa wymienna dla jednorodnego gazu elektronowego mozna wyrazié

nastepujaco:

1/3
=2 (2 ey 21)

Sktadowsa korelacyjna wyznacza sie na ogdét numerycznie, przy wykorzystaniu me-
tod kwantowego Monte Carlo. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze metoda LDA sprawdza sie
wytacznie dla uktadéw potprzewodnikowych i cial statych, gdzie gestosé jest relatywnie
jednorodna. Metoda ta jednak zawodzi w uktadach molekularnych, gdy mamy do czy-
nienia z duzymi zmianami gestosci w obrebie uktadu ze wzgledu na skoriczony rozmiar i
nieregularne utozenie czasteczek.

Metoda GGA uwzglednia zmiany gestosci elektronowej poprzez dodanie do wyrazen
na energie E'yc zaleznosci od gradientu gestosci Vp. Zabieg taki zdecydowanie poprawia
wyniki, zwlaszcza w kontekscie przewidywania struktur molekularnych oraz energii stanu

podstawowego czasteczek:

ESEA(0) = [ or)exclp(r), Vo(r)dr. (25)

Funkcjonaty hybrydowe stanowia kolejny krok w rozwoju DFT. Lacza one czton wy-
mienny obliczony wedtug metody Hartree-Focka z funkcjonatami LDA lub GGA. Jednym
z najbardziej popularnych funkcjonatéw hybrydowych jest BSLYP, ktory mozna zapisaé
jako:

EBSLYP — (1 . CL) + CLE)I;{F + bE§88 + (1 )ELSDA + CELYP, (26)

przy czym parametry a, b, ¢ sa dobierane na podstawie dopasowania do danych ekspe-

rymentalnych i wynosza odpowiednio: a = 0.20, a = 0.72, ¢ = 0.81.
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3.1.5 Zestawy funkcji bazowych

Zestaw funkcji bazowych to zbior funkcji matematycznych, wykorzystywanych do wyraze-
nia orbitali molekularnych uktadu, zwykle w formie kombinacji liniowych. Na przestrzeni
lat, wraz z rozwojem metod chemii kwantowej opartych na funkcji falowej oraz na teorii
funkcjonatu gestosci, zaproponowano ogromna kolekcje zestawow funkeji bazowych réznia-
cych sie rozmiarem, ztozonoscig i wydajnoscig obliczeniowa. Od doboru zbioru bazowego w
duzym stopniu zalezy precyzja odtworzenia kluczowych cech stanu elektronowego uktadu,
takie jak rozktad gestosci elektronowej, energia catkowita, momenty multipolowe czy wta-
Sciwosci spektralne. Bardzo duze zbiory bazowe sg potrzebne w przypadku, gdy celem jest
uzyskanie wysokiej jakosci funkcji falowych, w szczegélnosci tych uwzgledniajacych efekty
korelacyjno-wymienne. W zdecydowanej wickszosci standardowych obliczenn kwantowych,
orbitale molekularne sg budowane przy uzyciu liniowych kombinacji funkcji bazy (tzw.
orbitali atomowych) co prowadzi do tzw. przyblizenia LCAO (ang. linear combination of

atomic orbitals):

pi(r) = Z Cindi(T), (27)

gdzie @y jest k-tym orbitalem molekularnym, ¢; sa orbitalami atomowymi (zbior ba-
ZOWY), a ¢ sa wspotczynnikami rozwiniecia, ktore zgodnie z zasada wariacyjna podlegaja
optymalizacji w kierunku zminimalizowania energii w danym stanie elektronowym uktadu.
Nalezy przy tym pamietaé, ze wykorzystanie wickszego zbioru bazowego daje lepszy opis
orbitali czasteczki (a zatem takze wszelkich jej wlasciwosci), ale jednoczesnie koszt obli-

czeniowy staje sie czynnikiem ograniczajacym.

3.1.6 Metoda Scislego wigzania oparta o teorie funkcjonalu gestosci; DFTB

Chociaz zastosowanie metod DF'T znaczaco przyspiesza obliczenia w stosunku do metod
opartych na funkcji falowej, to w kontekscie zastosowania w dynamice molekularnej sg one
nadal ograniczone do uktadéw ztozonych maksymalnie z ok. 100-200 atoméw. Wieksze
uktady mozna badaé¢ z wykorzystaniem potempirycznych metod DFT (ang. semiempi-
rical DFT), takich jak DFTB (ang. Density-functional Tight Binding). W metodzie tej
przyjmuje sie szereg daleko idacych przyblizen, a czes¢ hamiltonianu parametryzuje sie
dla konkretnych atomoéw i ich par, wykorzystujac wyniki z DFT jako punkt odniesienia.

Punktem wyjscia do konstrukcji DFTB jest rozwiniecie catkowitej energii DFT w
szereg Taylora wokot wybranej gestosei elektronowej p°(r). W tym podejsciu gestosé elek-
tronowa rzeczywistego uktadu molekularnego p(r) wyraza sie zatem jako sume gestosci
referencyjnej p%(r) oraz zaburzenia (zwanego fluktuacja gestosci) dp(r). W DFTB jako
gestosé referencyjng przyjmuje sie nalozenie (superpozycje) gestosci elektronowych neu-

tralnych atomow, z ktorych sktada sie uktad:
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p(r) = po(r) +dp(r) Zpo r) +dp(r). (28)

Rozwiniecie funkcji energii wymienno-korelacyjnej do trzeciego rzedu prowadzi do

otrzymania nastepujacego wyrazenia na energie catkowita:

R r>+:/\”ff3¢h'+xacwoav]w»

+Ere[po(r)] + Enp /V“ po(r)lpo(r) r_f /p0|r—rf| drdr'+
6 Eycp() 1 . / (29)

o/ @f'vaﬂm@MMM“””r

dp(r)dp(r’)p(x")drdr dr”

53 33C "
5/ ] 556
= E"[po(r)] + E°[po(r), 5p(r)] + E2[po(r), (6p(r))*] + E7[po(r), (6p(r))7].

W réwnaniu 29 mozna wyrdznié cztery istotne cztony. Pierwszy z nich, hamiltonian

referencyjny HO° zalezny jest wylacznie od wybranej gestosci referencyjnej p°(r)

R 1 '
H’ = _§V2 +v(r) +/ pO(rr)/!dr/ + Vaepo(r). (30)

v —

Rozwiazanie uogo6lnionego problemu wlasnego dla tego Hamiltonianu w wybrane;j
(zwykle minimalnej) bazie orbitali pozwala na bardzo szybkie oszacowanie wktadow wia-
zacych oraz jednoelektronowych do catkowitej energii, 4. Poniewaz HO° zalezy wylacznie
od gestosci referencyjnej, rozwigzanie uzyskuje sie w jednym kroku bez koniecznosci pro-
wadzenia procedury samouzgadniania. Dodatkowo elementy macierzowe Hamiltonianu,
ktore zalezne sa wylacznie od wzajemnego ulozenia wszystkich par atomoéw w uktadzie,
sa stablicowane, co eliminuje koniecznosé¢ obliczania catek.

Drugi czton réwnania 29 odpowiada za tzw. wktad odpychajacy:

Eralpo(r)] = Bun + Exclpo(x /”m_ Lirar' = [Vacln@lpo(e)dr  (31)

Formalnie uwzglednia on szereg roznych wktadéw energetycznych, ktorych precyzyjne
wyznaczenie jest kosztowne, w tym energie korelacyjno-wymienna oraz odpychanie pomie-
dzy elektronami rdzeniowymi i odpychanie jadro-jadro. Dodatkowo koryguje on catkowita
energie ze wzgledu na podwojnie uwzglednione czlony. W praktycznych zastosowaniach
DFTB E,., uzyskuje si¢ poprzez dopasowanie do réznicy pomigdzy energiag obliczong na
podstawie DFT a Ej,q w funkcji odlegto$ci atomowych.

Kolejny czton rownania 29 odpowiada za poprawki zwiazane z fluktuacjami gestosci

elektronowej wzgledem gestosci referencyjnej:
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Esnalpo(r), 2//<6 Ercpolr + ! >p0(r) dp(r)d(pr’)dredr’.  (32)

)op(r')  |r—r/|
Fluktuacje te moga wynika¢ z oddziatywan elektronowych, wzbudzen elektronowych
czy efektow dynamicznych. Czton ten opisuje, w jaki sposéb zmiany gestosci elektronowe;j
w réoznych punktach przestrzeni wptywaja na energie uktadu.

Ostatni czton réwnania 29 odpowiada za nieliniowe efekty oddziatywan elektronowych:

Fuiien et = L [ [ 2

Stanowi on rozszerzenie rozwiniecia Taylora energii funkcjonatu DFT do trzeciego

dprdpr’ pr’ drdr’dr”. (33)
rzedu, bedac istotnym wyrazem dla wyzszych rzedéw aproksymacji DFTB (np. DFTB3).
Ostatecznie mozna wiec przepisa¢ réwnanie 29 w nastepujacy sposob:

occ

EDFTB — an<,¢z

W zalezno$ci od stopnia rozwiniecia szeregu Taylora, otrzymuje sie rézne warianty

Holths) + Ereplpo(v)] + Eanalpo(r), 5p(r)] + Esralpo(r), dp(r)].  (34)

metody. Uwzglednienie jedynie zerowego i pierwszego wyrazu prowadzi do oryginalnej
metody DFTB (DFTBL1) [123, 124], przydatnej w dynamice molekularnej oraz dla opisow
oddziatywan miedzyczasteczkowych. Wtaczenie drugiego rzedu fluktuacji tadunku defi-
niuje metode DFTB2 (SCC-DFTB) [125], ktora umozliwia modelowanie dynamicznych
zmian rozktadu tadunku, np. przy wzbudzeniach elektronowych lub w reakcjach chemicz-
nych. Dalsze rozszerzenie o czton trzeciego rzedu prowadzi do DF'TB3, bedacej obecnie
najdoktadniejszym wariantem w tej klasie metod, wykorzystywanej m.in. do modelowania
reakcji chemicznych i procesow w fazie skondensowanej [126, 127].

W metodzie DFTB elementy macierzowe operatora Hamiltona referencyjnego HO zde-
finiowanego zgodnie z 30 sa wstepnie obliczane i przechowywane w formie tabelarycznej
jako tzw. calki Slatera-Kostera. Pozwala to na szybkie oszacowanie wktadow jednoelek-
tronowych 1 wiazacych bez koniecznosci wykonywania kosztownych operacji catkowania
w trakcie symulacji. Tabelaryzacja obejmuje wartosci elementéw macierzy dla wszystkich
par atoméw w roznych orientacjach przestrzennych, co pozwala na ich interpolacje w
trakcie symulacji.

Podobnie energia odpychajaca E,., (31), ktora, jak wspomniatam, uwzglednia wktady
od odpychania jadrowego, energic wymienno-korelacyjng oraz szereg innych korekt, jest
dopasowywana do réznicy pomiedzy energia DFT a pozostalymi cztonami DFTB. W
praktyce dopasowanie to realizowane jest osobno dla kazdej pary atomoéw w funkcji ich
odlegtosci, co rowniez prowadzi do powstania tablicowanego potencjatu parowego.

Warto tez dodaé, ze dopiero w wariantach DFTB2 i DFTB3 konieczne jest rozwiazanie
iteracyjnego problemu samouzgadniania (ang. self-consistent charge; SCC). Proces ten po-

lega na przypisaniu nadmiaru/deficytu tadunku poszczegblnym atomom i wyliczeniu jego
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wplywu na potencjat elektrostatyczny oraz energie uktadu, a nastepnie aktualizacji roz-
ktadu tadunku az do osiagniecia zbieznosci. Iteracyjnosé¢ SCC czyni DFTB2 i DFTB3
bardziej kosztownymi obliczeniowo niz DF'TBI1, ale réwniez istotnie zwieksza ich doktad-
no$¢ w opisach rozktadow tadunku i wtasciwosci elektronowych.

Podsumowujac, metoda DFTB stanowi kompromis miedzy kosztami obliczeniowymi
a doktadnoscia modelowania uktadéw chemicznych. Jej pétempiryczna natura, oparta
na tablicowanych elementach macierzowych i rozwinieciach funkcjonatu energii, czyni ja
uzytecznym narzedziem w badaniach duzych uktadéw molekularnych, w tym w zastoso-

waniach do dtugoczasowej dynamiki molekularnej, chemii materiatowej i biologiczne;j.

3.1.7 Mechanika Klasyczna

Zjawiska zachodzace w skali atomowej maja charakter kwantowo-mechaniczny, dlatego
precyzyjnym narzedziem stuzacym do ich opisu sa réwnania mechaniki kwantowej, w
szczegolnosei zalezne od czasu réwnanie Schrodingera. Jednak ze wzgledu na ogromny
koszt obliczeniowy takiego podejscia, w praktyce do opisu ewolucji czasowej uktadow
molekularnych czesto stosuje si¢ techniki mechaniki klasycznej. Podejscie takie wymaga
przyjecia przyblizenia Borna-Oppenheimera, ktore znaczgco upraszcza opis energetyki
uktadow molekularnych poprzez wprowadzenie koncepcji hiperpowierzchni energii poten-
cjalnej (PES, Potential Energy Surface). Na tej podstawie ruch jader atomowych moze by¢
analizowany w sposob klasyczny, podczas gdy elektrony nieskoniczenie szybko dopasowuja
sie do aktualnej konfiguracji jader 5. W ramach takiego podejscia energia potencjalna
uktadu molekularnego jest opisywana jako funkcja potozen jader.

Matematyczna formalizacja ewolucji czasowej uktadéw mas zostata zapoczatkowana
przez Newtona w XVII wieku [128]. W mechanice Newtonowskiej dynamike kazdej czastki
w uktadzie wielociatlowym opisuje si¢ przy pomocy nastepujacego réwnania réozniczkowego
drugiego rzedu:

2
ml-a;;;i =F;(t) (35)
gdzie sita potencjalna F; dzialajaca w czasie t na i-ta czastke o masie m;, znajdujaca

sie w potozeniu r;, jest zdefiniowana jako ujemny gradient potencjatu:

Fi = —VriE(I'l,I'Q,...,I'N), (36)

przy czym E(ry,ro,...,ry) to energia potencjalna zalezna od konfiguracji N czastek
(np. atomoéw). Rozwiazaniem roéwnania ruchu Newtona 35 sa trajektorie, czyli krzywe w
6N-wymiarowej przestrzeni fazowej opisujacej polozenia i pedy wszystkich N atomow.
3N-wymiarowa przestrzenn uwzgledniajaca wyltacznie potozenia N atomoéw nazywana jest

z kolei przestrzeniag konfiguracyjna; zestaw chwilowych wartosci tych 3N potozeri to kon-
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figuracja. Jesli punkt poczatkowy w przestrzeni fazowej jest znany, na podstawie row-
nania 35 mozna jednoznacznie wyznaczy¢ ewolucje potozen i pedow N atomoéw, czyli
trajektorie ukltadu w przestrzeni fazowej. Rozwigzanie réwnania 35 dla liczby czastek
wiekszej niz 2 wymaga podejscia numerycznego, ktore polega na dyskretyzacji czasu, czyli
przyjeciu krotkiego, skoriczonego kroku czasowego, w ktorym sity dziatajace na atomy sa
state. Atomy poruszaja sie wiec ruchem jednostajnie przyspieszonym. Po kroku czasowym
otrzymuje sie zestaw nowych wspotrzednych i predkosci, czyli nowy punkt trajektorii w
przestrzeni fazowej. Proces ten jest iteracyjny. Oznacza to, ze po kazdym kroku czasowym
obliczane sa nowe wartosci potozen i pedéw na podstawie sit dziatajacych w danej chwili.
Wielokrotne powtarzanie tego procesu pozwala na wyznaczenie petnej trajektorii uktadu
w calej przestrzeni fazowej. W praktyce jednak dlugosé trajektorii i liczba iteracji sa za-
lezne od dostepnych zasobéw obliczeniowych oraz fizycznych wtlasciwosci analizowanego

systemu.

3.1.8 Algorytmy calkowania réwnan ruchu

Sity dzialajace na atomy w symulacjach dynamiki molekularnej pochodza z gradientu
energii potencjalnej. Poniewaz energia ta bywa wygodnie wyrazana w uktadzie wspot-
rzednych wewnetrznych (np. dtugosci wiazan, katy, katy dwuscienne), podczas jej prze-

ksztatcania do wspotrzednych kartezjanskich, stosuje sie regute tancuchowa:

OE <~ OF Ogy
or; — Oq, 0x;

(37)

gdzie x; to wspotrzedna kartezjanska, a g to wspolrzedne wewnetrzne. Przeksztatcenie
to stanowi standardowa procedure obliczania sit i poprzedza etap calkowania réwnan
ruchu.

Aby okresli¢ ewolucje uktadu w czasie, nalezy numerycznie rozwigza¢ réwnania ruchu
Newtona 35, czyli dokonac ich catkowania. W tym celu stosuje sie algorytmy integracyjne,
ktore sa kluczowe dla poprawnosci i stabilnosci symulacji.

Jednym z najczesciej wykorzystywanych w MD algorytmow jest dwukrokowa metoda
Verleta [129]. Jej gtowna zaleta jest dobra stabilno$é numeryczna oraz zachowanie energii
catkowitej uktadu w dtuzszej skali czasowej. Algorytm ten opiera sie na obliczaniu po-
tozenia czastek w chwili t + At na podstawie polozeri z chwil ¢ oraz t0A¢. Tym samym
wykorzystuje przyblizong postaé¢ drugiej pochodnej funkcji potozenia wzgledem czasu, co
odpowiada przejsciu od pochodnych cigglych do réznic skoriczonych w czasie.

W celu wyprowadzenia metody Verleta, potozenie czastki rozwijane jest w szereg Tay-

lora wokot chwili ¢, zarowno w przod, jak i wstecz:

‘ 2. 3.
dr;(t) Af 4 1d°r(t) A 4 1d°ri(t)

3 4
7 5 dp 6 dp At + O(AtY), (38)
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dI'Z' (t) 1 d2rl(t) 2 1 d3I'Z' (t)
— At + - At® — —
dt * 2 dt? 6 dt3

Dodanie i odjecie stron réwnan 38 i 39 prowadzi do wyrazenia na polozenie i-tego

ri(t — At) = 14(t) A + O(AY). (39)

atomu:

ri(t + At) = 2r; — r;(t — At) + FﬂAz@ + O(AY). (40)

my;
Podobng procedure stosuje sie dla otrzymania wyrazenia na predkosé i-tego atomu w

czasie t, wyznaczang jako symetryczny iloraz réznicowy:

_dri(t)  ri(t+ At) —r(t — At) )
=~ = N + O(At?) (41)

Glowna wada tego algorytmu jest roznica w precyzji wyznaczania potozen i predkosci

vi(t)

atomow (blad zalezny odpowiednio od czwartej i drugiej potegi kroku czasowego). Predko-
Sci wyznaczane sa posrednio na podstawie réznicy potozen w kolejnych krokach czasowych,
zamiast by¢ obliczane bezposrednio. W efekcie stosowane przyblizenia predkosci charak-
teryzuja sie wiekszym btedem i moga by¢ niewystarczajace w sytuacjach wymagajacych
wysokiej precyzji, takich jak obliczanie wtasciwosci kinetycznych uktadu. Ponadto wyzna-
czanie predkosci polega na dzieleniu r6znicy dwoch liczb o podobnej wartosci, co powoduje
wysoka wrazliwosé na skoriczona precyzje numeryczna. Dodatkowo predkosé jest okreslana
z jednokrokowym opdznieniem wzgledem potozen, co moze prowadzi¢ do niepozadanego
zjawiska tzw. dryfu energii catkowitej. Zgodnie z prawami dynamiki Newtona, w symulacji
uktadu izolowanego o statej energii caltkowitej, energia ta powinna pozostawac niezmienna
w czasie. W praktyce jednak, miedzy innymi na skutek dyskretyzacji i aproksymacji nu-
merycznych, energia uktadu moze ulega¢ stopniowym, niefizycznym zmianom.

Sposobem na czesciowe obejscie problemoéw z klasycznym algorytmem Verleta jest jego

modyfikacja prowadzaca do metody tzw. zabiego skoku (ang. leap-frog):

At At F, 3
v; <t+2> =v; (t—2> +EAt+®(At ), (42)
r; (t + A;) =r;(t) +v; <t + A;) 5t + O(AY). (43)

Dzieki temu mozemy zredukowaé problem numerycznego zaokraglania liczb przy za-
chowaniu dobrej wydajnosci obliczeniowej. Ustalone w kazdym kroku predkosci pozostaja
jednak przesuniete o pot kroku w stosunku do potozen. Rozwiagzaniem, ktore tatwo eli-
minuje ten problem, jest obliczenie predkosci jako sredniej z dwodch sagsiednich krokow
wedtug rownania:

vi(t = §) +vi(t+ §)

vi(t) = . . (44)

46



Faktem pozostaje, ze algorytm Verleta i jego modyfikacje stanowia obecnie grupe
najczesciej stosowanych podejsé do catkowania réwnan ruchu w dynamice molekularne;j.
Charakteryzuja sie wieloma zaletami, jak odwracalnos¢ w czasie i zachowanie symplek-
tycznego charakteru przestrzeni fazowej. Ponadto nie wykazuja tendencji do wyktadniczej
rozbieznodci z rzeczywista trajektoria, jaka charakteryzuja sie niektére bardziej kosztowne
metody wielokrokowe. Dzieki temu, mimo ze catkowita energia uktadu w schemacie Ver-
leta nie jest zachowana, to stalg wartos¢ zachowuje Hamiltonian nieznacznie zaburzony
wzgledem rzeczywistego Hamiltonianu uktadu. W efekcie catkowita energia oscyluje wokot
wartosci rzeczywistej, co nazywa sie¢ zachowanym cieniem Hamiltonianu. Gléwna zaleta
algorytmow Verleta pozostaje jednak przede wszystkim bardzo dobra wydajnos$é oblicze-

niowa.

3.1.9 Krok czasowy

Krok czasowy At jest kluczowym parametrem w symulacjach dynamiki molekularne;j.
Jego dhugosé jest zwykle wynikiem kompromisu miedzy potrzeba stabilnych obliczen a
checig "pokrycia"jak najwiekszego obszaru przestrzeni fazowej. Okresla on wiec, o ile
przesuwa sie czas w kolejnych iteracjach obliczeniowych oraz jak doktadnie jest odtwarzana
trajektoria uktadu. Im krotszy At, tym obliczona trajektoria bedzie bardziej stabilna i
precyzyjna, ale catkowity czas symulacji moze by¢ wowczas zbyt krotki, aby uzyskaé zespot
konfiguracji uktadu reprezentatywny dla badanego problemu. Zbyt dtugi krok moze z kolei
prowadzi¢ do dryfu energii oraz niestabilnosci numerycznych, wynikajacych z tworzenia
zbyt bliskich kontaktow miedzy centrami oddziatywan.

W symulacjach klasycznej dynamiki molekularnej uktadéw "chemicznych"najczesciej
stosuje sie krok czasowy rowny 2 fs. Wymaga to jednak wyeliminowania z opisu najszyb-
szych ruchéw w uktadach molekularnych, jakimi sa oscylacje wiazan kowalencyjnych z
udzialem atomu wodoru. Dokonuje sie tego poprzez zamrozenie tych wigzan w ich pod-
stawowym stanie oscylacyjnym (co w klasycznym opisie odpowiada zamrozeniu dtugosci
wiazania). Potrzeba ta wynika stad, ze oscylacje lekkich atoméw wodoru, nawet w tem-
peraturze fizjologicznej, maja okres rzedu 20 fs, a dziesie¢ krokéw czasowych na jedna
oscylacje to za mato, zeby uniknaé bledéw dyskretyzacji oraz dryfu energii. Zamroze-
nie dlugosci wiazan jest tez korzystne ze wzgledu na to, ze eliminuje niefizyczng czesé
pojemnosci cieplnej uktadu, ktora wynikataby z klasycznego opisu oscylacji wigzan. W
rzeczywistosci, nawet w relatywnie wysokich temperaturach kwantowe oscylatory wigzan
praktycznie nie ulegaja wzbudzeniom, pozostajac w stanie podstawowym. Nie kontrybu-
uja one zatem do pojemnosdci cieplne;j.

Powigzanym problemem jest sposéb wyznaczania temperatury uktadu, ktéra w symu-
lacjach estymuje sie na podstawie sredniej energii kinetycznej atomoéw, zgodnie z zasada

ekwipartycji energii. W klasycznym opisie bardzo szybkie drgania wigzan X—H sa trakto-
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wane tak, jakby mogty przyjmowac pelna energie kinetyczna odpowiadajaca temperaturze
uktadu. W rzeczywistosci, ze wzgledu na efekty kwantowe, ich energia jest w duzej mierze
,zamrozona’ w stanie podstawowym i nie powinna w petni wchodzi¢ do puli energii ter-
micznej. Jesli jednak w modelu klasycznym wliczy sie ja do $redniej, otrzymuje sie wartosé
energii kinetycznej, a wiec i temperatury, wieksza, niz odpowiada faktycznemu stanowi
termicznemu uktadu. Natozenie wiezéw na wiazania X—H eliminuje ten btad, dzieki czemu
temperatura wyliczona na podstawie ekwipartycji jest fizycznie poprawna.

W przypadku dynamiki molekularnej w wariancie ab initio (AIMD) najczesciej stosuje
sie krok czasowy 0.5 fs. Zastosowanie w AIMD przyblizenia adiabatycznego wymaga, by
kolejne konfiguracje jader nie réznity sie od siebie zbyt bardzo. Dzieki temu, mimo dys-
kretyzacji czasu, uktad w trakcie dynamiki pozostaje na powierzchni energii potencjalnej
odpowiadajacej stanowi podstawowemu. W sytuacji, gdy uzyty krok czasowy bytby zbyt
dtugi, relaksacja funkcji falowej do wlasciwego stanu podstawowego przy nowej konfigura-
c¢ji jader bytaby trudna do zrealizowania. Doprowadzitoby to do niepoprawnego wyznacza-
nia sit i btedow numerycznych, a w konsekwencji do niepoprawnej predykeji wlasciwosci
strukturalnych i termodynamicznych uktadu. Ze wzgledu na krotki krok czasowy w sy-

mulacjach AIMD na og6t nie stosuje sie wiezéw na dlugosci wiazan kowalencyjnych.

3.1.10 Dtlugosci wigzan i wiezy

W klasycznym opisie czestotliwoscei oscylacji dhugosci wiazan oraz katow ptaskich w wa-
runkach fizjologicznych sg wysokie z powodu duzych stalych sitowych, ktére opisuja ich
energetyke. Amplitudy tych oscylacji sa jednak niewielkie, co ma niewielki wplyw na
ogblng konformacje i dynamike uktadéw molekularnych. Ta cecha umozliwia nalozenie
wiezéw na niektoére stopnie swobody, co w praktyce oznacza ich "zamrozenie"w podsta-
wowym stanie oscylacyjnym.

Jedna z najczesciej stosowanych metod zamrazania dlugosci wiazan i katow plaskich
jest tzw. algorytm SHAKE [130]. Opiera sie on na technice nieoznaczonych mnoznikow
Lagrange’a. Metoda ta pozwala na tatwa konstrukcje rownan ruchu dla uktadu speknia-

jacego wiezy holonomiczne:

—m; dQ(ZQ(t) = 3812 <V(1") + kz:; Ak@)%@“)) , 1=0,1,..,N, (45)

gdzie \i(t) jest zaleznym od czasu mnoznikiem Lagrange’a, ktory pozwala na uwzgled-
nienie wiezow w ukladzie, a o, jest funkcja wiezu, okreslajaca konkretne ograniczenie na-
tozone na uktad. Zwykle jest to réznica miedzy rzeczywista dlugosdcia wigzania a zadang

wartoscig, zgodnie z rOwnaniem:

ok(r)) = |r; — rj|2 — d?j = 0. (46)
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Pierwszy czton po prawej stronie rownania 45 odpowiada sitom w uktadzie bez wie-
zow, podczas gdy drugi reprezentuje sity odpowiadajace wprowadzonym wiezom (ogra-
niczeniom). Oznacza to zastosowanie klasycznego algorytmu Verleta, a nastepnie skory-
gowanie uzyskanych potozenn w oparciu o sity wiezéw i obliczone mnozniki Lagrange’a.
W wyniku tego skorygowane wartosci potozenn musza spelnia¢ rownanie wiezéw, ktore

przebiega nastepujaco:

o(rt +5t) =0 k=1,2,.., N, (47)

Algorytm powyzszy mozna stosowaé do usztywniania w zasadzie dowolnych mecha-
nicznych stopni swobody w uktadach molekularnych w trakcie klasycznej dynamiki. Warto
jednak dodaé¢, ze dla prostego modelu czasteczki wody opracowano analityczna (i przez

to wydajniejsza) wersje algorytmu SHAKE o nazwie SETTLE [131].

Jako alternatywe dla SHAKE zaproponowano takze szybszy i mniej uniwersalny algo-

rytm LINCS [132], ktory bazuje na rozwazaniach geometrycznych i stosuje sie go naste-
pujaco:

vi(t + 68) = 1a(t) + vi(£)5t + ;ai(t)étz + Di(t)t, (48)

gdzie: r;(t) to wektor polozenia atomu w czasie t, v;(t) to predkos¢ atomu w czasie t,
a;(t) to przyspieszenie atomu w czasie ¢, 6t to krok czasowy, a D;(t) to korekta zwiazana
z wiezami (poprawka, ktora w ramach algorytmu LINCS stosuje sie w celu wymuszenia
ograniczen geometrycznych wynikajacych z nalozenia wiezow).

Algorytm LINCS zostal zaprojektowany jako szybka i stabilna alternatywa dla metody
SHAKE w narzucaniu wiezéw geometrycznych w symulacjach dynamiki molekularnej.
Znajduje zastosowanie przede wszystkim w usztywnianiu dtugosci wiazan kowalencyjnych,
co pozwala na eliminacje wysokoczestotliwosciowych drgan, szczegdlnie tych zwigzanych
z lekkimi atomami, jak wodoér. Umozliwia to stosowanie dtuzszych krokéw czasowych bez

pogarszania stabilno$ci symulacji.

Zamiast iteracyjnego rozwiazywania ukladéow réwnan, LINCS wykorzystuje rozwinie-
cie liniowe wiezow oraz obliczenia macierzowe oparte na przyblizeniu odwrotnosci ma-
cierzy wigzan (tzw. macierzy kierunkoéw), co pozwala na szybka i jednokrokowa korekte
potozen atoméw w celu spelienia warunkéow geometrycznych. Metoda ta jest szczegdlnie
efektywna przy duzej liczbie natozonych wiezéw, zapewniajac wysoka stabilno$é nume-
ryczng.

Ze wzgledu na swoja wydajnos¢ i efektywnosé obliczeniowa, LINCS zostal przyjety
jako domys$lny algorytm narzucania wiezow w pakiecie GROMACS.
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3.1.11 Temperatura i ci$nienie

Z punktu widzenia mechaniki klasycznej, temperatura uktadu molekularnego jest miarg
sredniej energii kinetycznej ruchu postepowego jego czasteczek. Cisnienie natomiast od-
powiada Sredniej sile, jaka czasteczki wywieraja na jednostkowa powierzchnie graniczna
uktadu w kierunku prostopadtym do tej powierzchni. Obie wielkosci maja istotne znacze-
nie nie tylko w gazach, ale rowniez w cieczach i ciatach stalych, gdzie stanowia podstawowe
parametry opisujace stan termodynamiczny.

W symulacjach dynamiki molekularnej temperatura i cisnienie sa kluczowe dla kontroli
warunkéw uktadu oraz dla interpretacji jego zachowania. Wplywaja na przebieg proceséw
takich jak dyfuzja, reakcje chemiczne, zmiany fazowe czy ewolucja struktury i dynamiki
uktadu.

Temperatura uktadu jest $cisle zwiazana z rozktadem predkosci czasteczek. Choé ruchy
termiczne maja charakter chaotyczny, to statystyczne wtasnosci tego ruchu mozna opisaé
za pomocg rozkltadu . Rozklad, zalezny parametrycznie od temperatury uktadu,okresla
prawdopodobienstwo, ze dana czasteczka w danym momencie ma okreslong warto$¢ pred-
kosci. Wynika on z wprost z podstawowych ztozen mechaniki statystycznej — formalizmu,
ktora pozwala opisa¢ wlasciwosci makroskopowe ukladéw na podstawie ich zachowania

mikroskopowego (patrz dalej). Rozklad Maxwella-Boltzmanna ma postac:

2/3 mU2
f(v) =4rm <27TZL T) v?e” 25T, (49)
B

Zachowanie podczas symulacji tego rozktadu, a zatem takze temperatury, jest istotne

dla prawidlowego odwzorowania rzeczywistej dynamiki uktadu.

Najprostsza metoda kontroli temperatury w symulacjach MD jest okresowe skalowanie
predkodci czasteczek tak, aby ich energia kinetyczna odpowiadata zadanej temperaturze
T. Podejscie to jest jednak rzadko stosowane ze wzgledu na liczne ograniczenia. Cho¢ nie
zaburza ono statystycznego rozkladu predkosci (np. Maxwella-Boltzmanna), prowadzi
do nienaturalnych, nieciagtych zmian trajektorii czasteczek oraz dryfu energii catkowi-
tej uktadu. Regularne przeskalowywanie predkosci zaktoca spojnosé dynamiczna symula-
c¢ji, uniemozliwiajac odtworzenie realistycznych ruchéw czasteczek. Dodatkowo, poniewaz
uktady o skonczonej liczbie stopni swobody wykazuja naturalne fluktuacje temperatury,
ttumienie ich przez mechaniczne dostosowywanie predko$ci moze prowadzi¢ do btednej
oceny wielkosci termodynamicznych, takich jak pojemnosé cieplna. Z tych powodoéw me-
toda ta nie jest zalecana w precyzyjnych badaniach symulacyjnych i zostata wyparta przez
bardziej zaawansowane techniki termostatowania.

W praktyce, aby lepiej odwzorowaé rzeczywiste zachowanie uktadéw, stosuje sie bar-
dziej wyrafinowane termostaty, czyli algorytmy pozwalajace kontrolowaé¢ temperature.
Termostaty takie nie tylko utrzymuja zadana temperature, ale takze pozwalaja na jej

naturalne fluktuacje, zgodne z rozktadem kanonicznym.
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Jedna z najprostszych do dzis stosowanych metod utrzymania statej temperatury jest
termostat Berendsena [133]. Dziala on na zasadzie modyfikacji predkosci czasteczek w
taki sposob, aby srednia energia kinetyczna odpowiadata zalozonej temperaturze. Dla
kazdego atomu w ukladzie predkosé jest ,wygtadzana” w kazdym kroku symulacji, tak
aby catkowita energia kinetyczna uktadu (7}) nie odbiegata od wartosci zgodnej z zadana
temperatura (7p) za pomoca parametru czasu sprzezenia 7, ktory okresla szybkosé do-
pasowania temperatury do wartosci odnosnej. Proces ten polega na stopniowej regulacji
predkosci czasteczek (v;), w celu ich ,schlodzenia” lub | rozgrzania” do pozadanej wartoscei,

zgodnie z rownaniem:

vi(t+ At) = J [l—l—ATt (;:Z—l)]vi(t). (50)

Cho¢ podejscie to jest bardziej ,delikatne” niz proste skalowanie predkosci — poniewaz
zmiany rozktadaja sie w czasie i nie powoduja gwattownego przeskalowania predkosci — to
jednak nie rozwigzuje podstawowego problemu fizycznego: ttumienia naturalnych fluktu-
acji temperatury. Termostat Berendsena nie generuje poprawnych zespoléw termodyna-
micznych, co skutkuje m.in. btednym wyznaczeniem takich wielkosci termodynamicznych
jak pojemnosé¢ cieplna. Z tego wzgledu metoda ta nie jest odpowiednia do symulacji,
ktorych celem jest poprawne odtworzenie statystycznych wlasnosci zespotu.

Innym podej$ciem do kontrolowania temperatury jest termostat Andersena [134], w
ktorym predkosci poszczegdlnych czasteczek sa okresowo ,resetowane” — z pewnym praw-
dopodobienistwem losowo wybierana czasteczka otrzymuje nowa predko$é wylosowana z
rozkladu Maxwella-Boltzmanna odpowiadajacego zadanej temperaturze. Metoda ta jest
prosta do zaimplementowania i gwarantuje prawidtowy rozktad predkosci w stanie row-
nowagi, co czyni ja poprawng z punktu widzenia statystycznej mechaniki zespotu kano-
nicznego (NVT). Jednak mechanizm losowego przeskakiwania miedzy stanami zaktoca
ciagtosé trajektorii i nie zachowuje dynamicznych korelacji predkosci. W efekcie termo-
stat Andersena nie nadaje sie do badania wtasciwosci dynamicznych uktadu, takich jak
dyfuzja czy funkcje korelacyjne czasu.

Algorytmem umozliwiajacym uzyskanie poprawnego zespotu statystycznego dla uktadu
w statej temperaturze jest tez termostat Noségo—Hoovera. Jest to najprostszy przedsta-
wiciel tzw. metod z rozszerzonym lagranzjanem (ang. extended-Lagrangian methods), w
ktorych do uktadu wprowadza sie dodatkowe stopnie swobody modelujace kontakt z abs-
trakcyjna taznia cieplng — nie w sensie fizycznego oddzialywania, lecz jako formalne
narzedzie umozliwiajace kontrole temperatury zgodna z rozktadem kanonicznym.

Termostat ten pozwala na utrzymanie sredniej temperatury blisko zadanej wartosci
przy jednoczesnym zachowaniu fizycznych fluktuacji energii kinetycznej, co odréznia go
od metod takich jak Berendsen. W oryginalnym formalizmie Noségo zmienna czasu ulega

przeskalowaniu:
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ot =s(t')ot (51)

gdzie 0t jest czasem rzeczywistym, 6t' czasem wirtualnym, a s(¢’) czynnikiem skaluja-
cym, bedacym jednocze$nie "potozeniem"dodanego stopnia swobody. Ten sposoéb stero-
wania dynamiks mozna interpretowac jako mechanizm sprzezenia zwrotnego: przy duzej
energii kinetycznej (a wiec temperaturze wyzszej niz zadana), czynnik skalujacy s rosnie,
co wydtuza krok w czasie rzeczywistym i tym samym ,chtodzi” uktad. Analogicznie, gdy
temperatura jest zbyt niska, s maleje, skracajac krok czasu rzeczywistego, co odpowiada
przyspieszeniu ruchéw i zwigkszeniu temperatury.

W praktycznych implementacjach stosuje sie uproszczong wersje zaproponowang przez
Hoovera, w ktorej rownania ruchu sa modyfikowane bez potrzeby skalowania czasu eks-
plicite. Modyfikacja ta zachowuje prawidtowy rozkltad kanoniczny i pozwala na badanie
wtasciwosci dynamicznych uktadu bez sztucznego ttumienia fluktuacji.

Podobne metody wykorzystuje sie do utrzymania zadanego cisnienia w ukladzie, z
ta roznica, ze przeskalowaniu na podstawie rozktadu podlegaja potozenia atomoéow, a nie
predkosci. Zmiany cidnienia, a tym samym potozen atoméw, prowadzg do zmian rozmiaru
uktadu. Za utrzymanie statego cisnienia odpowiadaja barostaty. Do najpopularniejszych
naleza barostat Berendsena i Parrinello-Rahmana [135, 136].

Pierwszy z nich polega na skalowaniu wspotrzednych przestrzennych czasteczek oraz
wymiaroéw komorki symulacyjnej za pomoca wspolezynnika skalujacego A(t) ktory zalezy

od czasu i kontroluje rozmiar uktadu:

ri(t + At) = X(t)r(t), (52)

gdzie r; to potozenie i-tej czasteczki. Wspolezynnik A(t) jest aktualizowany w kazdym

kroku symulacji zgodnie z:

At + At) = \(2) {1 + f(Pt;j“ - 1)} (53)

gdzie P, to aktualne, a P4 to zadane ci$nienie, 7, to czas sprzezenia barostatu,
okreslajacy szybko$é adaptacji objetosci uktadu.

Barostat Berendsena steruje wiec objetoscia (poprzez A(t)) w sposéb ptynny i rozcia-
gniety w czasie, dazac do zblizenia cisnienia do wartosci zadanej. Jednakze, podobnie jak
termostat Berendsena, ttumi on naturalne fluktuacje objetosci, co prowadzi do zanizenia
scisliwosci uktadu i niewlasciwego rozktadu statystycznego. Metoda ta nie odzwierciedla
fizycznej dynamiki uktadu-tazni cisnieniowej, ani nie zachowuje poprawnego zespotu NPT.

W przeciwienistwie do tego, barostat Parrinello-Rahmana traktuje wymiary oraz ksztatt
komorki symulacyjnej jako dynamiczne stopnie swobody, ktére moga zmienia¢ sie nieza-

leznie i anizotropowo w czasie symulacji. Dzieki temu umozliwia fizycznie uzasadnione
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odzwierciedlenie naturalnych fluktuacji zaré6wno objetosci, jak i ksztaltu uktadu, co jest
szczegoblnie istotne przy badaniu zjawisk zwigzanych z deformacjami strukturalnymi czy
przejsciami fazowymi. Taka elastycznosé w modelowaniu komorki pozwala na zachowanie
poprawnych wtasciwosci termodynamicznych, w tym realistycznych rozkladéw naprezen
i $cidliwosci, zapewniajac tym samym dokladniejsza i bardziej wiarygodna symulacje rze-

czywistych uktadow molekularnych.

3.1.12 Periodyczne warunki brzegowe
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Rysunek 13: Dwuwymiarowy schemat periodycznych warunkéw brzegowych (PBC) ilu-
strujacy, w jaki sposéb atom opuszczajacy pudlo symulacyjne jest zastapowany przez jego

obraz periodyczny

Uktady bedace w sferze naszego zainteresowania czesto charakteryzuja sie duza liczba
oddziatujacych atomoéw, ktorych ewolucja czasowa opisana jest za pomoca rownan New-
tona. Koszt obliczeniowy calkowania tych réwnar rosnie zwykle proporcjonalnie do kwa-
dratu liczby atoméw, poniewaz kazda czasteczka formalnie oddzialuje zw wszystkimi in-
nymi, a zatem liczba par oddzialywan wynosi N(N — 1)/2 i roénie jak N2, gdzie N to
liczba atomow w uktadzie. W praktyce oznacza to, ze podwojenie liczby atoméw moze
skutkowa¢ nawet czterokrotnym wzrostem wymagan obliczeniowych. Z tego powodu, aby

symulacje byty wykonalne, konieczne jest przestrzenne ograniczenie rozmiaréw badanych
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uktadow. W tym celu stosuje sie tzw. pudta symulacyjne, w ktérych umieszcza sie wy-
brany fragment uktadu, najistotniejszy z punktu widzenia badanego zjawiska. Pozwala to
na efektywne wykorzystanie zasob6w obliczeniowych i umozliwia przeprowadzenie symu-
lacji w rozsadnym czasie.

Pudto symulacyjne o skoriczonych wymiarach mozna by umiesci¢ w prozni, co jed-
nak prowadzitoby do powstania niefizycznych efektow brzegowych. Atomy znajdujace sie
przy krawedziach pudtla nie mialyby sasiadéow po jednej stronie, co mogloby skutkowaé
zaburzeniami ich dynamiki, a nawet zjawiskiem ,odparowywania” — ucieczki czasteczek z
uktadu. Aby temu zapobiec, mozna by zastosowaé zewnetrzny potencjal ograniczajacy ru-
chy atoméw do obszaru zdefiniowanego pudta. Jednak takie podejscie wptywa na rozktady
energii kinetycznej i potencjalnej atoméw, co znieksztalca fizyczne wlasciwosci uktadu i
nie odzwierciedla naturalnej dynamiki.

Zamiast tego w symulacjach powszechnie stosuje sie periodyczne warunki brzegowe
(ang. Periodic Boundary Conditions, PBC) (Rys. 13). W tej metodzie pudto symulacyjne
traktowane jest jako elementarna komorka nieskoriczonej sieci okresowej. Kazdy atom
posiada nieskoriczenie wiele periodycznych obrazéw, a gdy czasteczka opuszcza pudlo z
jednej strony, jej obraz pojawia sie po stronie przeciwnej, co zapewnia ciggtos¢ i jedno-
rodno$¢ symulowanego osrodka oraz eliminuje niepozadane efekty brzegowe wynikajace z
pustej przestrzeni.

Nalezy jednak pamietac¢, ze PBC moga powodowacé artefakty zwigzane ze sztucznie na-
rzucong periodycznoscig uktadu. Dlatego dobér odpowiedniej wielkosci pudta symulacyj-
nego jest kluczowy — zbyt mate pudto prowadzi do niefizycznych oddziatywan czasteczek
z ich wlasnymi obrazami, co znieksztatca wyniki, natomiast zbyt duze pudto zwieksza

koszty obliczeniowe i moze ograniczaé¢ efektywnosé probkowania przestrzeni fazowej.

3.1.13 Mechanika molekularna i pola silowe

W klasycznej dynamice molekularnej energia elektronowa w i-tym stanie elektronowym
(zwykle w stanie podstawowym, E¢'(r) jest zastepowana empirycznym modelem oddzia-
tywan reprezentowanym przez skalarna energie potencjalna (w skrocie potencjat) V(r).
W wielu zastosowaniach pozwala to na satysfakcjonujaca aproksymacje powierzchni ener-
gii potencjalnej wynikajacej z przyblizenia Borna-Oppenheimera. W celu dokonania tej
aproksymacji definiuje sie zwykle centra oddziatywan, ktore na ogdét umieszcza sie w poto-
zeniach jader i identyfikuje jako atomy. W modelu empirycznym energie potencjalng V' (r)
traktuje sie jako addytywna sume wktadéw pochodzacych od poszczegolnych rodzajow od-
dziatywan. Matematyczna forma tej funkcji wraz z odpowiednim zestawem parametrow
bywa okreslana jako pole sitowe (ang. force field, FF). W empirycznych polach sitowych
stosowanych do opisu uktadéw biomolekularnych energia potencjalna uktadu jest suma

wkladow zwiazanych z deformacja geometrii molekularnej (tzw. czltony wiazace; Vionded)
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i wkladéw odpowiedzialnych za oddzialywania niezwiazanych atomow (tzw. cztony nie-

W1azgCe; Vnonbonded) :

V(I‘) - ‘/bonded + Vnonbonded (54)

Energie zwiazane z cztonami wigzacymi sa odpowiedzialne za opis lokalnej struktury
czasteczek wynikajacy z istnienia okreslonej sieci wiazan kowalencyjnych pomiedzy ato-
mami. Najczesciej wykorzystywane sa tutaj potencjaly odpowiadajace zmianom dtugosci
wiazan i katow miedzy wiazaniami oraz rotacjom wokot tych wiazan. Stosowanym ukta-
dem wspohrzednych jest najczesciej tzw. uktad wspotrzednych wewnetrznych (dlugosei
wigzan, katy plaskie oraz katy torsyjne). Z jednej strony pozwala to opisywaé energe-
tyke czasteczki w sposéb bardzo intuicyjny, z drugiej jednak komplikuje nieco algorytmy
obliczeniowe, poniewaz dynamika molekularna realizowana jest we wspotrzednych karte-
zjanskich.

Energia oddzialtywania miedzy niezwiazanymi atomami V,,npondeq jest zwykle definio-
wana jako suma wktadow dwucialowych, zaleznych tylko od odleglosci miedzy atomami.
Obejmuje ona zaré6wno oddzialywania miedzyczasteczkowe, jak i nielokalne oddziatywania
wewnatrzczasteczkowe (stosuje sie wykluczenia dla par atoméw oddalonych o jedno lub
dwa oddzialywania kowalencyjne). Na cze$¢ Vionbondea POla sitowego sktadaja sie czlony
odpowiadajace oddzialywaniom elektrostatycznym, oddzialywaniom van der Waalsa, a
czasami takze wigzaniom wodorowym.

Dla wiekszosci pol sitowych funkcja energii potencjalnej moze by¢ zapisana w naste-

pujacy sposob:

V= ‘/;)OTL + Vang + Vdih + V;mp + ‘/vdW + ‘/el + ‘/ext + ‘/adda (55)

gdzie:
Vion - Wktad zwigzany ze zmiang dlugosci wiazan,
Vang - wkiad zwigzany ze zmiang wartosci katow plaskich,
Vain - wklad zwiazany ze zmiana wartosci katow torsyjnych,
Vimp - wklad zwigzany ze zmiang wartosci tzw. niewtasciwych katow torsyjnych,
Veaw - wktad odpowiadajacy oddziatywaniom van der Waalsa,
V., - wktad odpowiadajacy oddzialywaniom elektrostatycznym,
V..t - wktad opisujacy oddzialtywania z polami zewnetrznymi,
V.da - specjalny potencjal, ktory moze byé wykorzystany np. do usztywnienia wybranych
stopni swobody lub ich sprzezenia.
Wktady do energii potencjalnej zwiazane z deformacja dlugo$ci wiazan lub katow
plaskich sa w wiekszosci pol sitowych (choé¢ nie wszystkich) opisywane przez potencjal

harmoniczny:
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1 2
Vion = Z §k3h (rgh - Tgh) ) (56)

2

1
V;mg - Z 5 Zhi (eghi - 62}”) ) (57>

oni 3 odpowiednimi statymi sitowymi, 74, jest odlegloscig miedzy atomami

gdzie k;lg’h 1 kg,

gih,a by, jest wartoscig kata ptaskiego mi¢dzy wigzaniami tworzonymi przez atomy g

0
ghi

i h oraz hia. rgh i6;,. sa referencyjnymi wartosciami, odpowiednio, odlegtosci i kata
plaskiego, odpowiadajacym minimum energetycznemu w izolowanym ukladzie (czasami
nazywane wartosciami rownowagowymi danej wspolrzednej wewnetrznej). Potencjal har-
moniczny dobrze odzwierciedla zachowanie dtugosci wiazan i katéw w otoczeniu miniméw
energii odpowiadajacych ich wartosciom referencyjnym. Zdecydowanie przeszacowuje jed-
nak wartosci dla wiekszych odchylen od stanu réwnowagi, co skutkuje miedzy innymi
niemozno$cia zerwania wigzania kowalencyjnego w modelach opartych na typowych po-
lach sitowych. Ze wzgledu na to, ze wyraznym odksztalceniom zaréwno katoéow ptaskich,
jak i dlugosci wiazan od ich wartosci referencyjnych zawsze towarzyszy znaczny wzrost
energii, wspotrzedne te nazywane sg "twardymi"stopniami swobody. W normalnych wa-
runkach zakres ich oscylacji jest do$¢ ograniczony. Z tego powodu, jak juz wspominatam,
w symulacjach dynamiki molekularnej czesto "zamraza sie"niektére lub nawet wszystkie
takie "twarde"wspolrzedne, co umozliwia wydtuzenie kroku czasowego i eliminuje "kla-
syczne'" przeszacowanie pojemnosci cieplnej.

Zdecydowana wiekszosé interesujacych wlasnos$ci konformacyjnych i dynamicznych
makroczasteczek wynika ze ztozonych wspotzaleznosci pomiedzy oddzialywaniami nie-
wigzacymi a potencjalem torsyjnym, ktory opisuje zmiany energii wynikajace z obrotu
czesci czasteczki wokol pojedynczego wigzania.

Kat torsyjny, nazywany takze katem dwusciennym, definiuje sie jako kat pomiedzy
dwiema plaszczyznami: pierwsza wyznaczona przez trzy kolejne atomy g, h,i oraz druga
wyznaczong przez atomy h,i,j przy czym atomy h i ¢ sa polaczone wigzaniem wokot
ktorego nastepuje rotacja. Wartos¢ kata torsyjnego zalezy od przestrzennego ulozenia
tych dwoch ptaszezyzn wzgledem siebie i moze sie zmienia¢ od —7 do 7.

Potencjat torsyjny opisuje bariere energetyczna, jaka czasteczka musi pokonaé, aby

wykonaé rotacje wokot danego wiazania:

Viers = Z ;kzhij {1 + Cos (n%hij - SO[g)hijﬂ ) (58)

zhij
czyli liczba minimoéw energetycznych przypadajacych na peten obrot wokot rozpatrywa-

gdzie: k to odpowiednia stata sitowa (amplituda potencjatu), n to tzw. krotnosé,

nego wiazania, @gp;; to kat torsyjny (dwuscienny) dla atomow g, h, 4, j, a gpghij to czynnik

fazowy, ktory przesuwa potozenie miniméw energetycznych w funkeji kata. Potencjat ten
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ma postaé¢ okresowej funkcji kosinusoidalnej, co pozwala modelowaé symetryczne bariery
energetyczne zwiazane z rotacja wokoél pojedynczych wiazan — na przykiad w tancu-
chach alkanowych, gdzie konformacja trans (anty-periplanarne ulozenie atomoéw) odpo-
wiada wartosci kata okoto 7 a konformacje typu gauche — katom w okolicach £60.

W niektérych przypadkach jednak opis przy pomocy wyzej opisanych czlonéow wiaza-
cych nie wystarcza, aby zachowa¢ poprawna geometrie czasteczki. Dotyczy to szczegdlnie
ukladéw zawierajacych atomy wegla o hybrydyzacji sp?, takich jak pierscienie aroma-
tyczne, grupy karbonylowe czy uktady sprzezone. W takich przypadkach niezbedne jest
wymuszenie ptaskosci okreslonych fragmentow struktury czasteczki.

Jednym z podejéé to umozliwiajacych jest wprowadzenie tzw. niewtasciwych katow
torsyjnych (ang. improper torsions). Niewtasciwy kat torsyjny jest katem dwusciennym
zdefiniowanym dla czterech atoméw, z ktorych jeden (np. h) jest centralny i potaczony z
trzema pozostalymi (g, 4, j). Kat ten mierzy odchylenie atomu centralnego od plaszczyzny
wyznaczonej przez atomy (g, 1, 7). W przypadku geometrii planarnych (np. w czasteczkach
benzenu) jego warto$¢ powinna wynosi¢ 0 lub 7, w zaleznosci od przyjetej konwencji.

Aby wymusi¢ zachowanie tej ptaskosci, stosuje sie zwykle potencjal harmoniczny:

1 . 2
V;mp = Z 5 ;hij (gghij - ghij) ) (59)

to stala stala silowa dla niewlasciwego kata torsyjnego, u;; to aktualna

i

gdzie kg,

wartos¢ kata, a &£, to jego wartos¢ odnosna (najczesciej 0 lub 7). Niewlasciwe katy
torsyjne stosuje sie gtownie w celu penalizacji odchylenn od okreslonej geometrii, a nie
do opisu rotacji. jak wspomniatam, stuzg one m.in. do utrzymania planarnosci uktadéw
sp? lub do zachowania chiralnosci centréw stereogenicznych poprzez kontrole wzajemnego
ulozenia grup atomoéw.

W wiekszosci pol sitowych oddzialywania niewiazace w ukladzie opisywane sa jako
suma energii oddzialywan van der Waalsa (60) oraz oddzialywan elektrostatycznych (61).
Oddzialywania van der Waalsa sa tutaj zdefiniowane jako wypadkowa dwoch sktadowych:
silnego odpychania sterycznego dzialajacego na bardzo krotkich odlegtosciach miedzyato-
mowych oraz stabszej dyspersyjnej sity przyciagajacej, ktéra rowniez stosunkowo szybko

maleje wraz ze wzrostem odlegtosci. Do opisu obu tych rodzajow oddzialywan w polach

sitowych wykorzystuje sie zwykle potencjal Lennarda-Jonesa:

N N ro\ 2 70\ ©
Vg =Y € <”> —2 <”> ; (60)
i g>i Tij Tij

w ktorym wartos¢ €;; odpowiada glebokosci minimum energii potencjalnej, r;; jest
odlegtoscig miedzy atomami i i j, a r% jest odlegtos$ciag pomiedzy atomami w minimum
potencjatu.

W praktyce, aby ograniczy¢ liczbe par atoméw, dla ktoérych obliczane sa oddziatywa-
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nia, stosuje sie promien odciecia (r.), powyzej ktorego wktad do energii oddziatywania
jest pomijany. Umozliwia to redukcje zlozonosci obliczeniowej z O(N?), wynikajacej z

. L . . . . N(N-1
konieczno$ci obliczenia wszystkich %

) odleglosci miedzy parami atomoéw, do O(N),
zakladajac rownomierne rozmieszczenie czastek w przestrzeni. Dla zapewnienia cigglosci
potencjatu oraz jego pochodnych w poblizu r., wprowadza si¢ tzw. funkcje wylaczajaca
(ang. switching function), ktora wygtadza potencjal do zera w punkcie odciecia.
Dodatkowo wykorzystuje si¢ liste sasiadéw Verleta, zawierajacg atomy znajdujace sie
W rozszerzonym promieniu r.~+07. Pozwala to unika¢ kosztownej aktualizacji listy w kazdej
iteracji, poniewaz drobne przesuniecia atoméw nie wplywaja natychmiast na jej aktual-
nosé¢. W praktyce czesto stosuje sie dwie takie listy: jedna obejmujaca blizsze sasiedztwo,
aktualizowana czesciej, oraz druga dla dalszego otoczenia, aktualizowana rzadziej.
Zastosowanie odciecia odleglosci sprawdza sie dla oddzialtywan van der Waalsa, jednak

nie jest wystarczajace dla oddziatywan elektrostatycznych, ktére zanikaja znacznie wolniej

— ich energia maleje odwrotnie proporcjonalnie do odlegltosci:

FE yp pp. . (61)

e dege,ri;’

gdzie ¢; i g; oznaczaja tadunki czastkowe atoméw ¢ oraz j, €y przenikalnosé¢ dielek-
tryczng prozni, €, wzgledng przenikalnos$¢ dielektryczng osrodka, a r;; odlegto$é miedzy
atomami ¢ oraz j. Ladunki czastkowe maja charakter modelowy (nie sa de facto obser-
wablami) i sa przypisywane atomom w taki sposob, aby jak najlepiej odtwarzaly rozktad
potencjatu elektrostatycznego wokot czasteczki, wyznaczony np. na podstawie obliczen
kwantowo-chemicznych lub dopasowania do danych eksperymentalnych.

Ze wzgledu na dalekozasiegowy charakter oddziatywan elektrostatycznych, odciecie
odlegtosci prowadzitoby do istotnych btedéw. W celu efektywnego i doktadnego uwzgled-
nienia tych oddziatywan stosuje sie metode Particle Mesh Ewald (PME) [137]. Polega ona
na podziale catkowitego potencjalu elektrostatycznego na dwie czesci: krotkozasiegowa,
obliczang bezposrednio w przestrzeni rzeczywistej w obrebie promienia odciecia, oraz da-
lekozasiegows, wyznaczana w przestrzeni odwrotnej za pomoca szybkiej transformaty Fo-
uriera (FFT). Dzieki temu zlozono$é obliczeniowa zostaje zredukowana do O(N log N),
przy zachowaniu wysokiej precyzji.

W przypadku klasycznej mechaniki molekularnej, stosowane pola sitowe moga w przy-
blizeniu odwzorowywaé¢ hiperpowierzchnie energii potencjalnej uktadu w zakresie proce-
sow, ktore nie wymagaja opisu kwantowego — takich jak zmiany konformacyjne czy rota-
cje wigzan. W tym ujeciu pozwalaja one identyfikowaé stabilne, niskoenergetyczne stany
konfiguracyjne, odpowiadajace minimom energii na tej powierzchni. Mechanika moleku-
larna wykorzystywana jest w tym kontekscie do przeszukiwania przestrzeni konformacyj-
nej i lokalizowania takich stanéw przez iteracyjne wyznaczanie wspotrzednych wszystkich

centréw oddzialywania. Dla proceséw wymagajacych uwzglednienia efektéw kwantowych
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Rysunek 14: Iustracja wktadow tworzacych pole sitowe: (A) Rozciaganie dtugosci wiazan.
(B) Zmiana katow ptaskich. (C) Zmiana katow torsyjnych. (D) Oddzialywania Van der
Waalsa. (E) Oddzialywania elektrostatyczne.

(np. transferu protonoéw czy reakcji chemicznych) konieczne sa jednak inne metody, takie

jak mechanika kwantowa lub podejscia hybrydowe QM /MM.

3.1.14 Elementy termodynamiki statystycznej

Warto zauwazyé, ze przy przewidywaniu wielkosci mierzalnych eksperymentalnie, wtasci-
wodci makroskopowe, wynikajace czesto ze ztozonych zachowan w skali atomowej, maja
wieksze znaczenie niz pojedyncza szczegdltowa trajektoria uktadu na poziomie moleku-
larnym (konkretny zestaw polaczonych w czasie mikrostanéw uktadu). Termodynamika
statystyczna dostarcza solidnego matematycznego formalizmu umozliwiajacego przewidy-
wanie wlasciwo$ci makroskopowych uktadu na podstawie jego trajektorii dynamicznych
wygenerowanych w MD. W termodynamice statystycznej wprowadza sie koncepcje ze-
spotow — rozktadow statystycznych wszystkich mozliwych mikrostanéw danego uktadu
(lub alternatywnie, wielu realizacji uktadu) wazonych zgodnie z prawdopodobienstwem
ich wystapienia. Termodynamika statystyczna jest wykorzystywana do ilo$ciowej analizy
wladciwosci makroskopowych na podstawie zachowania uktadu na poziomie mikroskopo-
wym, stanowi zatem pomost pomiedzy zachowaniem ukladu na poziomie mikroskopowym
a jego makroskopowymi wtasciwosciami mierzonymi w eksperymentach.

Podstawowym postulatem mechaniki statystycznej jest jednakowe prawdopodobieni-
stwo wystapienia zdegenerowanych stanoéw mikroskopowych uktadu (mikrostanow), a wiec
mikrostanoéw o takiej samej energii catkowitej (E). Powyzszy postulat uzasadnia mie-
dzy innymi definicje entropii jako miary liczby mikrostanéw odpowiadajacych stanowi
termodynamicznemu (mikrostanowi) zdefiniowanemu przez okreslony sktad uktadu (N),

objetosé (V) i energie (E):

S(V,N,E) = kg nQ(N,V, E), (62)

gdzie kg jest stala Boltzmanna, a Q(N, V| F) oznacza liczbe wszystkich mozliwych mi-

krostanow (czyli konfiguracji pozycji i pedoéw czastek) w zadanym stanie makroskopowym
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(termodynamicznym). Zestaw wszystkich tych mikrostanéow dla uktadu o stalej energii,
objetosci i liczbie czastek, nazywany jest zespotem mikrokanonicznym. Odpowiada on
zatem uktadowi izolowanemu, ktory nie wymienia z otoczeniem ani energii, ani materii.
Jego funkcja charakterystyczna, czyli taka, ktora jednoznacznie okresla jego (réwnowa-
gowy) stan termodynamiczny, jest entropia.

Innym szeroko stosowanym rodzajem zespolu statystycznego jest zespdét kanoniczny.
Charakteryzuje on uktady, ktére moga wymieniaé energie z otoczeniem, ale nie wymieniajg
z nim materii. Oznacza to, ze uktad jest w kontakcie z otoczeniem o stalej temperaturze.
W takim uktadzie energia moze sie zmienia¢ w wyniku wymiany energii z otoczeniem, ale
liczba czasteczek i objetos¢ pozostaja state.

Prawdopodobienstwo, ze uktad opisany zespotem kanonicznym znajduje si¢ w danym

mikrostanie ¢ dane jest przez rozktad Boltzmanna:

1 E,
O, Vv, T) =P <_ kBT) ’ (63)

gdzie F; to energia i-tego stanu, kp to stala Boltzmanna, a Q(N,V,T) to funkcja

P, =

rozdziatu, bedaca suma po wszystkich mozliwych mikrostanach zespotu kanonicznego:

Q(N,V,T) Zexp( kET) (64)

Funkcja rozdziatu odgrywa kluczowa role, poniewaz stuzy jako czynnik normalizu-
jacy catkowite prawdopodobienstwo do 1 i umozliwia wyprowadzenie wszystkich funkcji
termodynamicznych uktadu w zespole kanonicznym. W szczegélnosci, energia swobodna
Helmholtza F ukladu w stanie zdefiniowanym przez makroskopowe parametry N, V i T

dana jest wzorem:

F(T,V,N) = —kgTIn Q(N,V,T). (65)

Zmnajac funkcje rozdziatu, mozna obliczy¢ $rednia warto$¢ dowolnej innej wielkosci
fizycznej A, np. energii, cisnienia czy momentu pedu, jako wartos¢ srednig po zespole

statystycznym:

5, Ase Pk

— zi:AiPi = OV (66)

gdzie A; to warto$é obserwabli A w mikrostanie 7.
W klasycznym opisie czesto przechodzi sie od sum po mikrostanach do catkowania po

przestrzeni fazowej, czyli zbiorze wszystkich mozliwych potozen r i pedéw p czastek:

Q//Arpexp( HkET)>dd (67)
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gdzie H(r, p) to klasyczny Hamiltonian uktadu, a wiec jego catkowita energia wyrazona
jako funkcja polozen i pedow, a A(r, p) to wartos¢ obserwabli w danym punkcie przestrzeni

fazowej. Odpowiadajaca temu funkcja rozdzialu ma postac:

Q= / / exp< kBT)>drdp (68)

Wyrazenia powyzsze i analogiczne formalnie umozliwiaja obliczenie wszystkich in-
teresujacych wielkosci charakteryzujacych uktad, jednak w praktyce wyznaczenie tych
calek dla uktadéow wieloczastkowych jest bardzo trudne z powodu wielowymiarowosci
przestrzeni fazowej (6N).

W symulacjach dynamiki molekularnej stosuje sie zatem podejscie alternatywne: za-
ktada sie, ze trajektoria generowana przez uktad w czasie odwzorowuje wtasciwy rozktad
prawdopodobienistwa mikrostanow. Wowczas Srednia wartosé obserwabli mozna aproksy-

mowaé przez $rednia czasowa:

(A) = (yine =~ [ A(0), p0) (69)

gdzie 7 to czas trwania symulacji. Zgodnie z hipoteza ergodyczna, dla dostatecznie

dtugiej trajektorii czasowa srednia obserwabli pokrywa sie ze srednia zespotowa:

lim <A>time - <A>en87 (70)

W praktyce, warto$¢ (A)yme oblicza sie dyskretnie jako $rednia po kolejnych krokach

symulacji:

1 M
tzme = Z A I'Z, pz (71)

1:0
gdzie M to liczba krokéw czasowych, a (r;, p;) to konfiguracje uktadu zapisane w
kolejnych momentach czasu. W praktyce gtéwnym problemem symulacji dynamiki mole-
kularnej jest fakt, ze z uwagi na ograniczone zasoby obliczeniowe uzaleznienie srednich

(A)time jest czesto bardzo trudne.

3.1.15 Energia swobodna

Czesto przywolywanym kryterium spontaniczno$ci proceséw jest zmiana energii swobod-
nej uktadu. W zaleznosci od przyjetego zespotu statystycznego, a zatem w zaleznosci
od ustalonych parametréw makroskopowych, definiuje sie rézne formy tej energii: w ze-
spole kanonicznym (NVT) jest to energia swobodna Helmholtza, F', natomiast w zespole
izotermiczno-izobarycznym (NPT) — energia swobodna Gibbsa, G. Przejscie uktadu ze
stanu A do stanu B jest spontaniczne wowczas, gdy towarzyszaca mu zmiana energii swo-

bodnej jest ujemna. Réznice energii swobodnej okreslaja termodynamiczng preferencje
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uktadu do populowania dostepnych stanéw w warunkach réwnowagi. Tego typu termo-
dynamiczny opis jest jednak na ogdt niewystarczajacy w przypadku analizy reakcji che-
micznych i innych proceséw molekularnych, w ktorych przejscia pomiedzy poszczegdlnymi
stanami odbywaja sie relatywnie wolno. Woéwczas kluczowe znaczenie ma takze znajomosé
energii swobodnych stanéw przejsciowych, ktéra determinuje szybkosé reakeji lub procesu.
Stan przejsciowy (ang. transition state) reprezentuje punkt o najwyzszej energii swobod-
nej na sciezce reakcji pomiedzy stanem poczatkowym a koricowym. Nawet jesli roznica
energii swobodnej miedzy stanami A i B sugeruje, ze proces jest termodynamicznie ko-
rzystny (czyli AG < 0), to w praktyce bariera miedzy nimi moze by¢ na tyle wysoka, ze
reakcja nie bedzie zachodzi¢ spontanicznie w interesujacej nas skali czasowej. Znajomosé
pelnego profilu energii swobodnej G(§) wzdtuz wspotrzednej reakeji taczacej A i B zapew-
nia zatem pelny opis termodynamiczny procesu, jak i umozliwia wnioskowanie na temat
jego kinetyki. Warto przypomnieé¢, ze réwnowaga termodynamiczna miedzy rozwazanymi
stanami jest scharakteryzowana albo przez roéznice energii swobodnej miedzy nimi, albo
przez stosunek stalych szybkosci dla reakeji wprost i reakcji odwrotne;.

Profil energii swobodnej wzdtuz wspolrzednej £ mozna zdefiniowaé nastepujaco:

G(€) — G(€%) = —kgT'n [ << (ﬁm | (72)

gdzie (kp) to stata Boltzmanna, G(£) jest energia swobodna uktadu w funkcji wspot-
rzednej reakcji £ opisujacej Sciezke procesu, a p(§) jest gestoscia prawdopodobienstwa

znalezienia uktadu w konkretnym punkcie wzdtuz wspotrzednej reakeji, zdefiniowang jako:

J3(§(x) = &) e on/nTdrdp
(p(€)) = [ e HEP)/ksT drdp 7

(73)

gdzie d(z) to delta Diraca, £(r) jest funkcja definiujaca wspohrzedna reakcji, ktora
zalezy od jednego lub wiekszej liczby stopni swobody. £(r) moze by¢ zasadniczo dowolna
funkcja potozert atomoéw, jednak najczesciej jako wspotrzedne reakeji stosuje sie odlegtosci
miedzyatomowe, katy ptaskie lub dwuscienne a takze ich kombinacje liniowe.

Profil energii swobodnej bywa takze czasem okreslany jako potencjat sredniej sity (ang.
Potential of Mean Force, PMF) i w zwiazku z tym mozna go wyznaczy¢ przez catkowanie
sredniej sity dzialajacej w ukladzie wzdluz wspohrzednej reakeji (F'(€))e. Rzeczywiscie,
mozna tatwo pokazaé, ze usredniona sita dzialajaca wzdtuz £ jest rownowazna (ujemnej)

pochodnej energii swobodnej G(&) wzgledem wspolrzednej reakeji:

dG(e) d 4 [ drexp (— E(’T))
7d£ = d—g l—kBTln/drexp< kBT 1 kT fdrexp( )
(74)
- —k:Bder exp kBT ) B, B
= —kp fdrexp( ) 5) <F(€)>§
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Wiele symulacji dynamiki molekularnej uktadéw o znaczeniu chemicznym lub biolo-
gicznym ma na celu wyznaczanie profilu energii swobodnej wzdtuz wybranej wspotrzedne;j
reakcji opisujacej badany proces. Niestety, bardzo czesto nie jest mozliwe uzyskanie tego
profilu w skoriczonym czasie w konwencjonalnej symulacji, poniewaz wymagatoby to uzy-
skania uzbieznionego i wiarygodnego oszacowania gestosci prawdopodobienstwa (p(€)).
Wynika to z faktu, ze czesto trudno jest efektywnie probkowaé¢ wysokoenergetyczne rejony
przestrzeni konfiguracyjnej odpowiadajgce barierom energii swobodnej pomiedzy stanami.
W praktyce okazuje sie, ze im bardziej ztozony jest badany proces, tym bariery energe-
tyczne sa czesto wyzsze, a ich pokonanie wymaga duzo dhuzszych czaséw symulacji, a w
zwiazku z tym takze szybko rosnacych zasobéw obliczeniowych. W konwencjonalnej sy-
mulacji uktad moze "utkngé¢"w pojedynczym stanie konformacyjnym przez bardzo dtugi
czas, nie docierajac do innych istotnych stanéow, ktére moglyby mie¢ wpltyw na ksztatt
profilu energii swobodnej. W konsekwencji, proba oszacowania G(£) na podstawie takich
trajektorii daje niepelny a wiec i niewiarygodny obraz rzeczywistego krajobrazu ener-
getycznego. Z tego powodu opracowano szereg metod tzw. usprawnionego probkowania,
ktore utatwiaja pokonywanie barier energii swobodnej, a tym samym pozwalaja na bar-

dziej precyzyjny opis termodynamiki i kinetyki procesu.

Préobkowanie parasolkowe

Jedna z najpopularniejszych technik usprawnionego probkowania jest metoda préobko-
wania parasolkowego (ang. umbrella sampling; US), ktora bada przestrzen konformacyjna
wzdluz wybranej wspotrzednej opisujacej interesujacy nas proces, zwanej wspotrzedna
reakcji. W metodzie tej przeprowadza sie serie symulacji z przytozonym zewnetrznym
potencjatem V' (§), ktory utrzymuje uktad w poblizu zadanych wartosci (jedno- lub wie-
lowymiarowej) wspotrzednej reakcji opisujacej postep procesu. W praktyce, zewnetrzne
potencjaly sa czesto rozmieszczane wzdluz wybranej wspolrzednej reakcji & w regular-
nych odstepach, tworzac tzw. ,okna” symulacyjne. Okna pokrywaja zachodzace na siebie
przedzialty wspotrzednej £, a przylozone w nich potencjaty skupiaja probkowanie wokot
konkretnych, zwykle centralnych punktow w tych przedziatach. Dzieki temu poszczegdlne
symulacje pokrywaja rézne fragmenty przestrzeni konformacyjnej, umozliwiajac zebra-
nie reprezentatywnych danych dla catego zakresu interesujacych wartosci wspotrzedne;j
reakcji. Najprostszym i najczesciej stosowanym potencjatem w US jest potencjatl harmo-
niczny. Zastosowanie dodatkowych potencjaléw pozwala na reprezentatywne probkowanie
wysokoenergetycznych obszarow przestrzeni konformacyjnej wzdtuz wybranej wspotrzed-
nej reakcji [138, 139]. W kazdym z okien symulacyjnych uzyskuje sie rozktad prawdopo-
dobienistwa znalezienia uktadu wzdtuz wspotrzednej reakcji, zaburzony przez zastosowany

dodatkowy potencjal V' (§):
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[ 8 (&) — &) exp (-7

e (UETE)

Po(§) = (75)

gdzie U(r) jest energia potencjalna uktadu, a py, jest zaburzona gestoscia prawdopo-
dobienstwa wzdtuz wspotrzednej reakeji €. Poniewaz potencjat V(&) jest staly dla danej
warto$ci wspotrzednej &, stosujac odpowiednie przeksztatcenia, mozna otrzymaé¢ wzor na

niezaburzony, réwnowagowy rozktad prawdopodobienstwa p,(§) wzdluz wspotrzednej &:

v<5>> S () (76)

U(r)
kel Jexp (_ kBT)
Ostatni czlon réwnania, ktéry mozna interpretowac jako wartosé oczekiwana czynnika

exp (;‘gﬁ) wzgledem rozktadu niezaburzonego, moze by¢ interpretowany jako dodat-

pu(&) = pp(§) X exp <

kowy wktad do energii swobodnej uktadu wynikajacy z zastosowania potencjatu zaburza-

jacego. Nalezy podkresli¢, Ze nie jest to wartosé oczekiwana samego potencjatu V() lecz

exp (—%), co odpowiada nieliniowemu usrednianiu wptywu zaburzenia. po rozktadzie
niezaburzonym:
%
F = —kgT In{exp (—ﬁ)) (77)

Stosujac takie oznaczenie, niezaburzony rozktad prawdopodobienstwa wzdtuz wspot-
rzednej reakcji rekonstruujemy nastepujaco:

(78)

Pul(©) = po(€) x exp (V(@‘F)

kgT

W praktyce jedna z najczesciej stosowanych metod wyznaczania wlasciwej gestosci
prawdopodobieristwa jest metoda wazonego histogramu (ang. Weighted Histogram Analy-
sis Method, WHAM) [140, 141]. Jej algorytm pozwala zminimalizowa¢ btad statystyczny
wyznaczania PMF na podstawie wazonej sumy niezaburzonych funkcji gestosci z poszcze-
golnych "okien"symulacji uzyskanych w oparciu o wyrazenie 77. Histogramy oznaczajg tu
zaburzone rozklady prawdopodobienstwa wartosci wspolrzednej reakeji € generowane w
poszczegdlnych oknach symulacyjnych. Histogramy z réznych okien sg nastepnie taczone
w celu uzyskania globalnego rozktadu prawdopodobienistwa dla calej interesujacego nas
zakresu wspolrzednej reake;ji.

Kluczowym elementem metody US jest odpowiednie rozmieszczenie potencjatow zabu-
rzajacych, tak aby histogramy dla sasiednich przedzialow wspotrzednej reakeji nachodzity
na siebie. Oznacza to, ze wartosci wspotrzednej & w réznych oknach powinny sie czesciowo
pokrywac, co umozliwia potaczenie wynikéw z réznych okien. Taka konstrukcja pozwala
na uzyskanie ciggtego i dobrze wyprobkowanego rozkladu prawdopodobieristwa wzdtuz
wspotrzednej reakcji, co z kolei umozliwia wiarygodne odtworzenie profilu energii swo-

bodnej.
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Rysunek 15: Schematyczna reprezentacja metody probkowania parasolkowego (US). Za-

kres wartosci wspotrzednej reakcji € dzieli sie na szereg naktadajacych sie okien symula-
cyjnych. W kazdym z nich uktad jest probkowany przy pomocy dodatkowego potencjatu
harmonicznego, ktory utrzymuje wartos¢ & w poblizu wybranego punktu. Na podstawie
zebranych rozktadow prawdopodobieristwa w poszczegdlnych oknach rekonstruuje sie glo-

balny profil energii swobodnej jako funkcje wspolrzednej &

Metadynamika

Inna techniky usprawnionego probkowania uzyta w niniejszej pracy jest metadyna-
mika. Podobnie jak w metodzie probkowania parasolkowego, wykorzystywany jest tu
zewnetrzny potencjal dziatajacy wzdluz wybranych wspotrzednych reakcji opisujacych
badany proces. W tym przypadku dodawany potencjal jest jednak zalezny od czasu. W
odroznieniu od probkowania parasolowego, w metadynamice nie jest wymagane wczesniej-
sze okreslenie konkretnych obszaréw wspolrzednej reakeji do intensywnego probkowania.
Zamiast tego, potencjal zaburzajacy jest budowany dynamicznie w trakcie symulacji, co
pozwala uktadowi stopniowo opuszczaé odwiedzane weze$niej konfiguracje i eksplorowaé

nowe regiony przestrzeni konfiguracyjnej [142, 143, 144|.

Symulacje daza do wyznaczenia profilu energii swobodnej wzdtuz wybranej wspotrzed-
nej zgodnie z rownaniem 72. W metadynamice stosuje sie potencjal zalezny od historii

trajektorii, bedacy suma krzywych Gaussa wzdtuz wspotrzednej reakeji:
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t d (1) — &(r(t 2
Vol ) = 3 wexp (_Z(&( ) — &i(x(t))) ) (79)

=1 i=1 207

gdzie w oznacza szybkosé¢, z jaka dodawany jest potencjal, d wymiar wspotrzednej
reakcji, &(r) i-ta sktadowa wspolrzednej reakcji bedaca funkcja polozen atomow r, a
0,; odchylenie standardowe krzywej Gaussa dodawanej jako inkrement potencjatu wzdtuz
sktadowej &;. Szybkos¢ wzrostu potencjatu dana jest przez stosunek wysokosci inkrementu

W oraz okresu 7, z jakim potencjal jest dodawany:

w=— (80)

-

W odréznieniu od probkowania parasolkowego, metadynamika nie wymaga wczesniej-
szego podzialu przestrzeni wspolrzednej reakeji na osobne okna ani doktadnej wiedzy o
potozeniu barier energetycznych. Zewnetrzny potencjal jest w niej budowany adaptacyjnie
w trakcie symulacji, co umozliwia systematyczne "wypychanie"uktadu z weze$niej odwie-
dzonych stanow i utatwia eksploracje trudno dostepnych obszaréw o wysokiej energii.
Dzieki temu metadynamika umozliwia skuteczniejsze probkowanie stanéw energetycznie
niekorzystnych oraz tych, ktére sa trudno dostepne ze wzgledu na obecnosé wysokich
barier w przestrzeni wspotrzednych kolektywnych.

Idea metadynamiki sprowadza si¢ do okresowego dodawania wzdtuz wspolrzednej re-
akcji zewnetrznego potencjatu w postaci odpychajacych funkeji zaburzajacych (najczesciej
o ksztalcie Gaussowskim), scentrowanych wokot biezacego potozenia uktadu w przestrzeni
wspotrzednych reakcji. Jesli uktad przebywa przez dtuzszy czas w danym minimum energii
swobodnej, kolejne funkcje odkladane w tym samym miejscu stopniowo podnosza lokalny
poziom energii. W rezultacie lokalne minimum staje sie energetycznie mniej korzystne, a
uktad jest niejako wypychany z tego obszaru, co umozliwia mu eksploracje nowych rejonow
wspotrzednej reakcji. Mechanizm ten pozwala na sukcesywne pokonywanie barier ener-
getycznych i odtworzenie przyblizonego profilu energii swobodnej w funkcji wybranych
wspotrzednych reakeji. W ten sposob metadynamika pozwala nie tylko na pokonywanie
barier energetycznych, ale takze na odkrywanie alternatywnych $ciezek przejscia miedzy
stanami, ktére moga pozostaé¢ niewidoczne w klasycznych symulacjach.

Nalezy jednak zauwazy¢, ze w praktyce dodany potencjal nie uzbieznia sie zwykle
do (ujemnego) profilu energii swobodnej, lecz ma raczej tendencje do oscylowania wokot
niego (142, 143, 145]. Aby zredukowaé problem tych oscylacji, mozna zastosowaé skalowa-

nie dodawanego potencjatu:

V(£ t)
W =W —— 81
o (- 157, 1)
gdzie W, to poczatkowa wysokosé potencjatu, a AT to parametr kontrolujacy szyb-

kos¢ zmniejszania si¢ dodawanego potencjatu. Dzieki takiemu zabiegowi uzbieznienie po-

66



tencjatu nastepuje zgodnie z:

AT

V(€ t — o0) = AT AT

G+ C (82)

gdzie C jest stala addytywna, a G(§) jest profilem energii swobodnej. Czesto, aby
oszacowaé stopien redukeji barier energii swobodnej wynikajacy z dodanego potencjaltu,
zamiast parametru AT stosuje sie czynnik skalujacy potencjal (ang. bias factor), zdefi-

niowany jako:

_AT+T
T

ot (83)

U(r)

Pb

| /?r—i\ ot PN

SN
Cd

g

Rysunek 16: Schematyczne reprezentacja metody metadynamiki. Odpychajace potencjaty
o ksztalcie rozktadu Gaussa sa deponowane wzdtuz wspotrzednej reakcji podczas symula-
cji MD, ,podnoszac” powierzchnie energii swobodnej. Dzieki temu uktad jest efektywnie
"wypychany"z lokalnych miniméw energii swobodnej, a regiony wysokoenergetyczne sa
takze probkowane. Kompletny profil energii swobodnej jest uzyskiwany jako ujemny lo-

garytm sumy zdeponowanych potencjaléw odpychajacych.
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3.2 Procedury symulacyjne

3.2.1 Budowa systemoéw

W celu osiagniecia zatozonych celéw przeprowadzitam szereg symulacji dynamiki mole-
kularnej osadzonego w bltonie kompleksu F, syntazy ATP. Struktury poczatkowe bialtka
w tych symulacjach pochodzily z réznych organizméw i zostaly przeze mnie pobrane z
bazy danych struktur krystalicznych biomakroczasteczek (ang. Protein Data Bank, PDB).
Wszystkie struktury umiescitam w odpowiednio dobranych pudlach symulacyjnych, a
biatka zostaly osadzone w blonach o sktadach skomponowanych na podstawie danych
literaturowych dotyczacych danego organizmu, przy uzyciu programu CHARMM-GUI
Membrane Builder [146]. Doktadne parametry zostaly podane przy opisie kazdego ana-
lizowanego systemu ponizej. Tak przygotowane uklady zostaly wysolwatowane modelo-
wanym eksplicite roztworem wody z jonami chlorkowymi (Cl7) i potasowymi (K*) w

stezeniu fizjologicznym (0,15 M) i neutralizujacym tadunek catego uktadu.

Mitochondrialny kompleks F,

Mitochondrialne biatko F, zostalo wyodrebnione ze struktury dimeru kompleksu F,
pochodzenia drozdzowego uzyskanego technika mikroskopii krioelektronowej (cryo-EM;
PDB: 6B2Z) [10]. Blon¢ skomponowatam z 151 czasteczek 1-palmitylo-2-oleoilo-glicero-3-
fosfocholiny (POPC), 118 czasteczek plamitylo-oleoilo-fosfatydyloaminy (POPE) i 55 cza-
steczek tetra-oleoilo-kardiolipiny (TOCL), co stanowito odpowiednio 46.6, 36.4 i 17 % mol
sktadu btony. Stezenia takie adekwatnie reprezentuja sktad wewnetrznej mitochondrialne;j
btony drozdzy [147]. W pudle symulacyjnym o wymiarach 123.85 x 123.85 x 91.422 Au-
miescitam 25201 czasteczek wody reprezentowanej z uzyciem modelu TIP3P [148]. We-
wnatrz c-pierécienia umieécitam po jednej czasteczce POPC i POPE w gérnym i dolnym
listku blony, zgodnie z sugestiami z literatury [149].

Tak przygotowany uktad zostal poddany dwuetapowej minimalizacji energii: w pierw-
szym kroku potozenia wszystkich atoméw biatka byly zamrozone, zas w drugim wszystkie
dodatkowe wiezy zostaly zdjete. Nastepnie uklad wstepnie zrelaksowalam przy uzyciu
protokotu CHARMM-GUI [150, 151, 152], prowadzac krotkie symulacje MD z coraz stab-
szymi wiezami natozonymi na atomy biatka. W dalszej kolejnosci uktad poddatam symu-
lacji MD o dtugosci 500 ns z przytozonym potencjatem harmonicznym o statej sitowej
1000 kJ/(mol-nm?), utrzymujacym uktad blisko okreslonej geometrii opisanej wybranymi
zmiennymi globalnymi, ktére odzwierciedlaly istotne przesuniecia i obroty fragmentéow
kompleksu. Dzigki temu mozliwe byto ograniczenie nadmiernych odchyleri od interesuja-
cego stanu referencyjnego. Nastepnie uklad poddatam réwnowazeniu bez zewnetrznych
potencjalow przez 700 ns. Struktury startowe do dalszych symulacji badajacych rotacje

kompleksu F, wybratam losowo z ostatnich 100 ns symulacji réwnowagowych.
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Poza wolnym kompleksem F, przygotowatam réwniez uktad zawierajacy petna struk-
ture kompleksu F, ze zwigzang Olg. Powstala ona na podstawie struktury uzyskanej z
uzyciem kriomikroskopii elektronowej (PDB: 6CP5), pochodzacej z Saccharomyces cere-
visiae |7|. Zawierala ona zwiazang Olg na powierzchni c-pierscienia. Sktad blony byt iden-
tyczny ze sktadem dla wolnego mitochondrondialnego F,. Zastosowatam ponownie model
wody TIP3P, a system umiescitam w pudle o wymiarach 12,4082 x 12,402 x 9,108 nm. Po-
dobnie jak powyzej wykorzystatam parametry z pola sitowego CHARMM36m dla biatka i
lipidéw. Parametry (z wytaczeniem tadunkéw czastkowych) dla Olg uzyskalam przez ana-
logie z uniwersalnego pola sitowego CHARMM Generalized Force Field (CGenFF) [153].
Na tak przygotowanym uktadzie wykonatam dwuetapowa minimalizacje, kroki protokotu
CHARMM-GUI oraz relaksacje 500 ns z potencjalem 1000 kJ/(mol-nm?) przylozonym
do atomoéw szkieletu biatka i 500 ns réwnowazenie systemu bez sit zewnetrznych.

Jednocze$nie zbudowatam uktad zawierajacy c-pierscieri Saccharomyces cerevisiae ze
zwiazanag Olg na podstawie struktury pochodzacej z rentgenografii strukturalne;
(PDB:4F4S) |97]. Procedura przygotowania uktadu odbyla si¢ zgodnie z opisem powyzej.
Wykorzystatam ten sam sktad blony, model wody TIP3P oraz wykorzystalam parame-
try z pola sitowego CHARMM36m dla biatka i lipidéw, a takze otrzymane uprzednio
parametry Olg. System umiescitam w pudle o wymiarach 11,901 x 11,901 x 9,580 nm.
Wykonalam dwuetapowa minimalizacje, kroki protokotu CHARMM-GUI oraz relaksacje
500 ns z potencjatem 1000 kJ/(mol-nm?) przylozonym do atomoéw szkieletu biatka i 500 ns

rOwnowazenie systemu bez sit zewnetrznych.

Mykobakteryjny kompleks F,

Jako strukture poczatkowa mykobakteryjnego kompleksu F,, a doktadnie c-pierscienia,
wykorzystatam strukture krystaliczng biatka pochodzaca z bakterii Mycoacterium phle:
(M.phlei; PDB: 4V1F). Biatko to wykazuje 83.7 % identycznosci sekwencyjnej z biatkiem
pochodzacym z ludzkiego patogena Mycobacterium tuberculosis (M.t.) |21]. Struktura F,
z M.phlei rozwiazana zostala z rozdzielczoscia 1.70 A i zawiera bedakiline zwigzana na
powierzchni c-pierscienia. Blone skomponowatam zgodnie ze sktadem btony mykobak-
teryjnej, w taki sposob, ze zawierala ona 184 czasteczki palmitolo-10-metylo-stearylo-
fosfatydyloinozytolu (PTPI), 22 czasteczki plamitylo-oleoilo-fosfatydyloaminiy (POPE) i
34 czasteczki tetra-oleoilo-kardiolipiny (TOCL), co odpowiada 76,6, 9,2 1 14,2 %
molowym|154]. Wewnatrz c-pierscienia umiescitam po dwie czasteczki PTPI w gérnym
i dolnym listku btony. Uklad umiescitam w prostopadio$ciennym pudle o wymiarach
103,629 x 103,629 x 109,560 A.

Do opisu energetyki uktadu wykorzystalam standardowe parametry dla biatka, lipi-
dow i jonoéw zgodnie z polem sitowym CHARMM36m [156]. Czasteczki wody zarepre-

zentowane zostaly przy pomocy modelu TIP3P, a parametry dla czasteczki bedakiliny
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34 35 36 37
cGazl €G3zl NG2D1 £G331 0.00 3.7656 1
ceazl cGazl NG201 £Ga31 0.00 0.799144 2
cGazl €G321 NG301 £G33L 0.00 539736 3
cG3z1 cGaz1 NE301 CG331 0.00 0677808 4
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Rysunek 17: Uaktualnione parametry pola sitowego dla czasteczki bedakiliny. Rysunek
wykorzystany z pracy [155] na podstawie udzielonej zgody.

(z wylaczeniem tadunkow czastkowych) dobrane zostaly przez analogie z uniwersalnego
pola sitowego CHARMM Generalized Force Field (CGenFF) [153]. Dodatkowo, zaprezen-
towane na Rys. 17 cztery cztony odpowiadajace katom torsyjnym w obrebie czasteczki
Bq zostaly przeze mnie zoptymalizowane poprzez dopasowanie do profili energii rotacji
obliczonych na poziomie MN12SX/6-31G z uzyciem pakietu Gaussian [157, 158|. Ladunki
czastkowe Bq uzyskalam przez dopasowanie do potencjatu elektrostatycznego obliczonego
na tym samym poziomie teorii.

Dla tak przygotowanego uktadu przeprowadzitam, podobnie jak w przypadku biatka
mitochondrialnego, dwuetapowa minimalizacje opisana powyzej oraz wstepne réwnowaze-
nie za pomoca protokotu CHARMM-GUI. Nastepnie przeprowadzitam symulacje z wyko-
rzystaniem potencjatu harmonicznego 1000 kJ/(mol-nm?) przytozonego do atoméw rdze-
nia biatka przez 500 ns dla przygotowania struktury referencyjnej oraz rownowazytam bez
zadnych dodatkowych potencjalow przez kolejne 500 ns.

Cheac zbada¢ mozliwosei rozszerzenia spektrum dziatania bedakiliny (Bq), przepro-
wadzitam symulacje takze dla zaproponowanych analogéw tej czasteczki. Powstaly one po-

przez zastapienie grupy dimetyloaminowej Bq trzema réznymi ugrupowaniami: 2-hydroksy-
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I-metyloimidazolem (I), kwasem formamidowym (II) oraz 1-metyloimidazolem (IIT). Otrzy-
mane w ten sposéb pochodne pozwolity porownaé¢ wptyw modyfikacji tej czesci czasteczki
na sposob oddziatywania z c-pierécieniem kompleksu F,. Struktury analogdéw zaprezento-

walam na Rys. 31.

Rysunek 18: Struktury oraz miejsca wiazania trzech analogow Bq ze zmodyfikowana
grupa aminowa:(I) 2-hydroksy-1-metylo-imidazolem, (II) kwasu formamidowym oraz
(III) 1-metylo-imidazolem oraz dopasowanie przestrzenne inhibitoréw do powierzchni c-

pierscienia mykobakteryjnego pochodzacego ze struktury M.phlei(PDB: 4V1F)

Poza uktadem zawierajagcym Bq w kompleksie z izolowanym c-pierscieniem przygo-
towatam réowniez ukltad zawierajacy pelna strukture kompleksu F, ze zwiazana Bq. Po-
wstata ona na podstawie struktury uzyskanej z uzyciem kriomikroskopii elektronowej
(PDB: 7JGC), pochodzacej z Mycobacterium smegmatis (M.s.). Zawierala ona zwiazana
bedakiline na powierzchni c-pierscienia. Sktad btony byl identyczny ze sktadem dla sa-
mego c-pierscienia, zastosowatam takze model wody TIP3P, a system umie$citam w pudle
o wymiarach 12,248 x 12,248 x 11,276 nm. Jak wyzej wykorzystatam parametry z pola
sitowego CHARMM36m dla biatka i lipidéw oraz bazowatam na uprzednio przygotowane;
parametryzacji bedakiliny.

Podobnie jak w obu powyzszych przypadkach wykonatam dwuetapowa minimalizacje,
kroki protokotu CHARMM-GUTI oraz relaksacje 500 ns z potencjatem 1000 kJ/(mol-nm?)
przytozonym do atomoéw szkieletu biatka i 500 ns réwnowazenie systemu bez sit zewnetrz-

nych.
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3.2.2 Symulacje dynamiki molekularnej

Wszystkie symulacje MD zaréwno biatka F, z mitochondrium, jak i mykobakterii, zo-
staly przeprowadzone przy uzyciu programu GROMACS [159] w warunkach izotermiczno-
izobarycznych (NPT). Temperatura w trakcie wszystkich symulacji wynosita 310 K i byta
utrzymywana za pomoca termostatu Nose-Hoovera [160]|. Cisnienie bylo utrzymywane
polizotropowo na poziomie 1 bara przy uzyciu algorytmu Parrinello-Rahmana [161], a
periodyczne warunki brzegowe (PBC) zastosowane zostaly we wszystkich trzech kierun-
kach kartezjanskich. Oddziatywania elektrostatyczne byly wyznaczane z wykorzystaniem
algorytmu (ang.) Particle Mesh Ewald (PME) z promieniem odciecia w przestrzeni rze-
czywistej 1,2 nm i odstepem siatki FFT 0,12 nm [162]. Oddziatywania dyspersyjne opisane
byty z pomoca potencjalu Lennarda-Jonesa z promieniem odciecia 1,2 nm i schematem
przetaczania sit w zakresie od 1,0 do 1,2 nm. Dtugosci wiazani kowalencyjnych z udzia-
tem atomu wodoru w przypadku biatka, czasteczek leku i lipidow zostaly zamrozone za
pomoca algorytmu P-LINCS [163], natomiast dla wody wiazania O-H oraz kat H-O-H
zostaly zamrozone za pomoca algorytmu SETTLE [131]|. Réwnania ruchu byty catkowane

metoda zabiego skoku Verleta z krokiem czasowym 2 fs [129].

Profile energii swobodnej dla rotacji c-pierscienia

Zmiany energii swobodnej w wyniku rotacji c-pierécienia wzgledem podjednostki a
zbadalam za pomoca metody probkowania parasolkowego (US). Jako wspotrzedna reakcji
przyjetam kat obrotu c-pierécienia wokoét statej pionowej osi przechodzacej przez jego sro-
dek (kat 8). Obrot e-pierscienia o jedna podjednostke dla mitochondrialnego kompleksu F,
odpowiada obrotowi o 36 ° (c-pierscient sktada sie z 10 podjednostek), natomiast dla my-
kobakteryjnego kompleksu o 46 ° (9 podjednostek c-pierscienia). Dla drozdzowego uktadu
przygotowatam wraz (z pomoca studenta A. Marciniaka z naszej grupy badawczej) 13
okien symulacyjnych oddalonych od siebie rownomiernie o 3° w ktorych uktad utrzymy-
wany byt za pomoca potencjatu opisanego w pracy Kutznera et al. [164] o stalej sitowej
0.5 kJ/(mol-nm?). W przypadku mykobakteryjnego systemu zastosowatam 22 okna symu-
lacyjne oddalone od siebie o 2 ° i utrzymywane w sposéb analogiczny do systemu drozdzo-
wego. Poczatkowe polozenia atomoéw wyekstrahowatam z symulacji wymuszonej rotacji
c-pierscienia wzgledem podjednostki a. Symulacje te przeprowadzitam ze stata predko-
Scia katowa 0.36 °/ns dla drozdzowego kompleksu Fo, oraz 0.40°/ns dla mykobaktery;j-
nego. W obu przypadkach umozliwit to przytozony potencjal izotropowy o statej sitowe;j
500kJ/(mol-nm?). Aby zapobiec obracaniu sie calego kompleksu F,, atomy rdzenia osa-
dzonej w btonie podjednostki b byly harmonicznie utrzymywane za pomoca stalej sitowe;j
1000 kJ/(mol-nm?). Kazde okno symulacyjne US dla rotacji mitochondrialnego kompleksu

F, poddane zostato symulacji MD przez 600 ns, z czego pierwsze 200 ns zostato pominiete
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w analizie. W przypadku kompleksu mykobakteryjnego symulacje trwaty 700 ns, a pierw-
sze 200 ns zostalo potraktowane jako réwnowazenie uktadu. Profile energetyczne rotacji
wyznaczytam przy uzyciu wielostanowego wariantu metody Bennetta (ang. multistate

Bennett acceptance ratio, MBAR) zaimplementowanej w programie pymbar [165].

Profile energii swobodnej dla wigzania Bq z c-pier$cieniem

Profile energii wigzania Bq do powierzchni c-pierscienia rowniez uzyskatam za pomocg
klasycznych symulacji MD z wykorzystaniem techniki US. Wspotrzedna reakcji doons
zdefiniowatam jako odlegto§é pomiedzy centrum masy gltéwnego taricucha c-pierécienia a
centrum masy ciezkich atoméw Bq. W celu wyprébkowania zachowania uktadu wzdtuz
tej wspotrzednej zastosowalam 21 rownoodlegtych okien symulacyjnych oddzielonych o
0,1 nm i utrzymanych potencjalem harmonicznym o stalej sitowej 500 kJ /(mol-nm?), po-
krywajac zakres wspotrzednej od 2,5 do 4,6 nm. Poczatkowe potozenia w kazdym oknie
wybratam na podstawie nieréwnowagowej symulacji, podczas ktéorej Bq byto poddane
oddysocjowaniu z powierzchni biatka przez 500 ns za pomoca ruchomego potencjatu har-
monicznego o stalej sitowej 500kJ/(mol-nm?). Dla kazdego okna US przeprowadzitam
600 ns symulacji, a pierwsze 200 ns zostalo pominiete w analizach jako réwnowazenie.
Profile energii swobodnej dla wigzania Bq z powierzchnig biatka otrzymatam przy uzyciu
metody wazonych histogramow (WHAM) [166].

Profile energii swobodnej dla wiagzania Olg z c-pierscieniem

Profile energii wigzania Olg do powierzchni c-pier§cienia réwniez uzyskalam za pomoca
klasycznych symulacji MD z wykorzystaniem techniki US. Wspotrzedna reakeji dooys zde-
finiowatam jako odlegtos¢ pomiedzy centrum masy gléwnego taricucha c-pierscienia a cen-
trum masy ciezkich atomow Olg. W celu wyprobkowania zachowania uktadu wzdtuz tej
wspotrzednej zastosowatam 21 réwnoodlegle okna symulacyjne oddzielonych o 0,1 nm i
utrzymanych potencjalem harmonicznym o stalej sitowej 500 kJ/(mol-nm?), pokrywajac
zakres wspotrzednej od 2,5 do 4,5 nm. Poczatkowe potozenia w kazdym oknie wybratam
na podstawie nieréwnowagowej symulacji, podczas ktorej Olg byto poddane oddysocjowa-
niu z powierzchni biatka przez 500 ns za pomoca ruchomego potencjatu harmonicznego o
statej sitowej 500 kJ/(mol-nm?). Dla kazdego okna US przeprowadzitam 600 ns symulacji,
a pierwsze 200 ns zostalo pominiete w analizach jako réwnowazenie. Profile energii swo-
bodnej dla wiazania Bq z powierzchnia biatka otrzymatam przy uzyciu metody wazonych
histogramow (WHAM) [166].
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3.2.3 Symulacje dynamiki molekularnej QM /MM

Symulacje transferu protonu z wykorzystaniem DFTB

Poczatkows strukture do symulacji QM /MM z wykorzystaniem DFTB, czyli potem-
pirycznego wariantu DFT, wybralam z réwnowagowej symulacji kompleksu F, (PDB:
6B2Z [10]) ze zdeprotonowang reszta kwasu glutaminowego c-pierscienia w poltkanale
uwalniajacym oraz zdeprotonowang reszta kwasu glutaminowego w poétkanale wiazacym.
Zdecydowatam si¢ na wybor klatki startowej o takim stanie protonacji, poniewaz celem
analizy bylo przesledzenie mechanizmu przeniesienia protonu na c-pierécienn w potkanale
wiazacym. Rejon kwantowy ukladu obejmowal tanicuch boczny reszty Glu c-pierscienia
(akceptor protonu), tancuch boczny Glu podjednostki a (donor protonu), taricuchy boczne
aminokwaséw polarnych Asnl180 i GIn230 oraz czasteczki wody pomiedzy donorem i ak-
ceptorem wybrane jako wszystkie czasteczki wody w odleglosci nie wiekszej niz 5Aod
centrum uktadu QM. W sumie w uktadzie kwantowym znalazly sie 63 atomy, ktore
byly traktowane za pomoca metody DFTB3 z zestawem parametrow 30B[167|. Zastoso-
wano implementacje korekty BJ D3 [168], aby zrekompensowa¢ brakujacy opis oddziaty-
wan dyspersyjnych w DF'TB. Pozostata czesé uktadu opisatam za pomoca pola sitowego
CHARMM36m [156]. Do rozwigzania réwnan ruchu Newtona wykorzystatam algorytm
leap-frog z krokiem czasowym 0,5 fs. Temperatura i cisnienie utrzymywane byty przy
pomocy termostatu Nosé-Hoovera i barostatu Parrinello-Rahmana. Symulacje QM /MM
przeprowadzono przy uzyciu specjalnej wersji Gromacs 5.0 z implementacja DFTB3 [169|
w polaczeniu z pluginem Plumed 2.1.1 [170]. Uktad poddano réwnowazeniu, a nastep-
nie przeprowadzono symulacje wymuszonego przeniesienia protonu z donora (Glu223) na
akceptor (Glub9) z zastosowaniem potencjalu harmonicznego. Na podstawie tej trajekto-
rii wybratam struktury startowe dla wyznaczenia profilu energii swobodnej dla procesu
przeniesienia protonu w poétkanale wiazacym z wykorzystaniem US. Uzyskany profil od-
powiadatl katowi obrotu c-pierscienia rownemu 0°(czyli stabilnej strukturze obserwowanej
w cryo-EM). W tym celu wykorzystatam metode zwielokrotnionej metadynamiki z (ang.
multiple walker metadynamics). Do opisania transferu protonu wykorzystalam wspot-
rzedna oparta na (zmodyfikowanej) wspohrzednej centrum nadmiarowego tadunku (ang.
modified center of excess charge, mCEC) [171]:

Ng Nx

Ng Nx
&= ZrHi — Zjoer — Z fsw (dHi’Xj> (rHi — er) ) (84)
i=1 =1 1

i=1j=

Pierwszy czton réwnania 84 jest suma wspotrzednych wszystkich atoméw wodoru w
czasteczkach zaangazowanych w transfer ri, za$ drugi czlon jest wazong suma poto-
zen 7 wszystkich atomow mogacych koordynowaé¢ wodoér i bioracych udzial w procesie
translokacji protonu w potkanale wigzacym (przy czym waga w™i jest liczba atomow

wodoru koordynujacych X; w najmniej sprotonowanej konfiguracji). Ostatni czlon stuzy
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jako poprawka biegnaca przez wszystkie odlegtosci miedzy wodorami i koordynujacymi je

atomami (d%+X7); f.,,(d) to funkcja przetaczajaca zdefiniowana w nastepujacy sposob:

1
B 1+exp<%)’

gdzie rg, = 0,125 nm oraz dg, = 0,006 nm sa parametrami empirycznymi, ktoére kon-

s (d)

(85)

troluja stromos¢ i scentrowanie funkcji przetaczajacej na skali dtugosci wigzania. Zmienna
wektorowa & reprezentuje przestrzenna lokalizacje przenoszonego nadmiarowego tadunku
(np. protonu w mechanizmie Grotthussa). £ moze zosta¢ przeksztalcona w wielkosé ska-
larng ¢ poprzez uwzglednienie odlegtosci de p miedzy mCEC i poczatkowym donorem

protonu D, oraz odlegltosci d¢ 4 miedzy mCEC i koricowym akceptorem protonu A:

¢ = dg’D — d§7A
dg,D —+ dg,A.

Przeniesienie protonu jest okreslane w zakresie od ( = 1 dla protonu zwigzanego z do-

(86)

norem do ¢ = -1 dla protonu zwiazanego z akceptorem. W moim przypadku wspotrzedna
mCEC zostala uzyta do opisania procesu przeniesienia protonu od Glu podjednostki a
do Glub9 c-pierscienia i obejmowata wszystkie cztery czasteczki wody QM lokujace sie
pomiedzy tymi resztami. Wszystkie czasteczki wody w regionie QM oraz atomy tlenu
grup karboksylowych potraktowatam jako mozliwe miejsca koordynacji protonéw. Prze-
niesienie nadmiaru tadunku zostato zmapowane wzgledem atomu wegla v obu kwasow
glutaminowych przy uzyciu wielkosci z réwnania 86.

Parametry metadynamiki zostaly dobrane tak, aby zapewnié¢ rownowage pomiedzy
doktadnodcig a efektywnoscig probkowania przestrzeni konformacyjnej. Do budowy po-
tencjatu dodatkowego zastosowatam rozktad Gaussa o szerokosci 0,05 jednostki wzdluz
kazdej wspotrzednej reakeji ¢ i wysokosci poczatkowej réwnej 0,6 kcal/mol, ktore doda-
wano co 1000 krokéw dynamiki molekularnej. Symulacje prowadzitam w schemacie tem-
perowanej metadynamiki z czynnikiem bias rownym 60, przy temperaturze 300 K. W
celu przyspieszenia zbieznosci uzyto 20 réwnolegtych symulacji, ktore wymieniaty infor-
macje o potencjale dodatkowym co 1000 krokéw. . Zakres przestrzeni przeszukiwanej dla

wspotrzednych kolektywnych wynosit —1 < ¢ < 1.

Symulacje AIMD Bq i jej analogbw w kompleksie z mykobakteryjnym c-

pierscieniem

Symulacje QM/MM dynamiki molekularnej ab initio (AIMD) mykobakteryjnego c-
pierscienia ze zwiazana na powierzchni Bq i jej analogami przeprowadzitam w btonie
o sktadzie opisanym powyzej. Do obliczen QM/MM wykorzystatam program NAMD
2.14 [172, 173] sprzezony z programem do obliczen kwantowych ORCA 4.2 [174]. Rejon

uktadu, ktory potraktowatam na poziomie kwantowym, obejmowat dwa tancuchy boczne
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krytycznych reszt kwasowych aminokwaséw c-pierscienia M.¢., czyli E65 1 D32 oraz grupe
dimetyloaminowa Bq. W efekcie w systemie kwantowym znalazly sie 32 atomy. Natomiast
energetyke calej reszty uktadu opisalam przy pomocy pola sitowego CHARMM36m. Wy-
konalam réwniez mutacje reszty D32 na alanine (D32A) w celu sprawdzenia jej znaczenia
dla mechanizmu dziatania leku. W tym przypadku uktad kwantowy obejmowal 29 ato-
mow. Oba systemy kwantowe dla Bq zaprezentowano na rysunku 19. Dla analogéw Bq w

obrebie poduktadéw kwantowych znalazly sie zmodyfikowane grupy funkcyjne.

Rysunek 19: Reprezentacja CPK przedstawiajaca poduktady QM w symulacjach AIMD
komplekow c-pierscienia typu dzikiego (A) oraz jego wariantu D32A (B) w kompleksie z
Bq. Dla przejrzystosci rysunku niepolarne atomy wodoru zostaty pominete. Dodatkowo
zaznaczono kluczowe w dalszej analizie odleglosci. Rysunek wykorzystany z pracy [155]

na podstawie udzielonej zgody.

Sity w systemie QM obliczytlam przy uzyciu metody Kohna-Shama z funkcjonatem
hybrydowym wB97X-D3 [175] w polaczeniu z zestawem bazy def2-SVP dla etapow wy-
magajacych mniejszego naktadu obliczeniowego oraz z zestawem def2-TZVP w przypadku
obliczenn wymagajacych wyzszej doktadnosci [176]. Dla usprawnienia prowadzonej symu-
lacji wykorzystatam aproksymacje rozktadu jednosci (RIJ) w potaczeniu z pomocniczym
zestawem bazowym def2/J do oszacowania catek wymiennych Hartree-Focka z zastoso-
waniem polnumerycznego algorytmu tancucha sfer (COSX) [177]|. System traktowany na
poziomie MM opisalam za pomoca pola sitowego CHARMM36m [156] dla biatek, Bq,
lipidéw i jonéw oraz modelu TIP3P dla wody. Aby uniknaé¢ "wiszacych wiazan"miedzy
systemami QM i MM i uzupetni¢ wiazania kowalencyjne, uzytam atoméw taczacych (ang.
link atoms, LA) w postaci wodoru z domyslnym rozktadem tadunku [172]. Zastosowalam
periodyczne warunki brzegowe w trzech kierunkach. Dla oddzialywan elektrostatycznych
miedzy systemami QM i MM wykorzystatam osadzanie elektrostatyczne (ang. electrostatic
embedding), w ktorym tadunki czastkowe systemu MM otaczajace region QM zostaly prze-

kazane do programu kwantowego ORCA przy uzyciu domyslnego promienia odcigcia [172].
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Oddziatywania elektrostatyczne dalekiego zasiegu miedzy regionami MM i QM, a takze
elektrostatyka MM, zostaly obliczone przy uzyciu metody PME z odcieciem przestrzeni
rzeczywiste] 1.2 nm i skokiem siatki 1.0 nm. Czastkowe tadunki QM bytly aktualizowane
w kazdym pojedynczym kroku. Potencjal Lennarda-Jonesa z promieniem odciecia 1.2 nm
zostal uzyty do opisania oddzialtywan van der Waalsa w obrebie systemu QM oraz na
granicy QM-MM.

Symulacje przeprowadzilam w warunkach izotermiczno-izobarycznych (NPT), utrzy-
mujac temperature na poziomie 310 K przy uzyciu dynamiki Langevina ze wspotczynni-
kiem thumienia 50 ps~!. Ciénienie utrzymywalam na poziomie 1 bar przy uzyciu metody
ttokowej Langevina z okresem oscylacji 0.2 ps i skala czasowa ttumienia 0.1 ps. Rownania
ruchu zostaly scatkowane przy uzyciu algorytmu predkosciowego Verleta z krokiem cza-

sowym 0.5 fs, a calkowity czas symulacji wynosit 80 ps (dla Bq) i 10 ps (dla analogow
Bq).

Wyznaczenie profili energii swobodnej dla transefru protonu w kompleksie F,

Profile energii swobodnej dla transferu protonu miedzy grupa karboksylowa reszty
E65 c-pierscienia i grupa dimetyloaminowa Bq wyznaczytam z wykorzystaniem dynamiki
molekularnej ab initio w wariancie QM /MM w potaczeniu z metoda prébkowania parasol-
kowego. Obliczenia wykonalam zaréwno dla biatka typu dzikiego (ang. Wild Type, WT)
jak i jego mutanta D32A. Zastosowatam taki sam poziom teorii, protokét symulacyjny i
ustawienia jak opisano powyzej w symulacjach réwnowagowych kompleksu Bq z biatkiem
F,. W symulacjach US wspotrzedng reakcji byta odlegtosé miedzy atomem wodoru a tle-
nem reszty karboksylowej E65 doy. Zaréwno dla wariantu W'T, jak i D32A przygotowatam
po 13 okien symulacyjnych w zakresie wspotrzednej 1.0-1.6 nm, oddzielonych o 0.05 nm i
utrzymywanych potencjalem harmonicznym ze stala sitowa 500 kcal /(mol-nm?). Poczat-
kowe konfiguracje uktadu w kazdym z okien symulacyjnych w obu wariantach wybratam
na podstawie symulacji wymuszonej translokacji protonu z E65 na azot grupy dimety-
loaminowej Bq z wykorzystaniem ruchomego potencjatu harmonicznego ze stalta sitows
1250 kcal /(mol-nm?). Kazde okno symulacyjne US symulowatam przez 90 ps, a pierwsze
40 ps potraktowalam jako réownowazenie uktadu. Profile energii swobodnej obliczytam
przy uzyciu metody WHAM [166].

Energie wigzania Bq oraz analiza wigzania wodorowego Bq-c-pierscien

Aby obliczyé¢ energie wiazania, BE, wynikajaca z obecnosci wigzania wodorowego
miedzy grupa dimetyloaminowa Bq a E65 c-pierscienia (w obecnosci lub nieobecnosci

D32), zostal uzyty nastepujacy wzor:
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BE = Ekompleks - (EBq + Ebia}ko) (87)

W tym przypadku Exompleks jest energia kompleksu uwzgledniajaca caly system QM,
Eg, jest energiag grupy dimetyloaminowej Bq, a FEhiax, jest energia pary aminokwasow
E65/D32 (w przypadku WT) lub samego E65 (dla wariantu D32A). Poszczegolne energie
zostaly oszacowane przy uzyciu teorii funkcjonatu gestosci (DFT) za pomoca programu
Gaussian 16 [158] i usrednione dla 100 losowych okien symulacyjnych MD wyekstrahowa-
nych z rownowagowych symulacji AIMD. Uktady traktowane kwantowo w ramach statycz-
nych obliczenn QM /MM zostaly wyodrebnione z catego symulowanego uktadu, a powtoki
elektronowe zamknieto atomami wodoru. W celu okreslenia podatnosci energii wigzania
na parametry obliczen wykorzystano trzy rézne funkcjonaly korelacyjno-wymienne, tj.
B3LYP [23, 178|, wBI7XD [179] i M06-2X [180] oraz dwa rézne zespoty funkcji bazowych,
tj. 6-311++g(d,p) i 6-31g(d). Uzyto korekty dyspersji D3 Grimme’a dla B3LYP i M06-
2X oraz skorygowano energie wiazania o blad superpozycji zestawu podstawowego (ang.
Basis Set Superposition Error, BSSE).

Obliczone gestosci elektronowe w punktach krytycznych przy pomocy oprogramowania
DAMQT?2.0 [181]. Wartosci usredniono dla 100 klatek symulacyjnych MD wybranych

losowo na podstawie symulacji rownowagowych QM /MM.
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4 Woyniki i dyskusja

4.1 Mechanizm dziatania kompleksu F, syntazy ATP

4.1.1 Mechanizm rotacji w obrebie kompleksu F,

Zadaniem, ktore postawitam przed soba, bylo zbadanie i wyjasnienie molekularnego me-
chanizmu rotacji w obrebie kompleksu F, syntazy ATP. Dotychczasowe analizy tego me-
chanizmu, oméwione przeze mnie we wprowadzeniu, okazaly sie niewystarczajace, zar6wno
ze wzgledu na ograniczenia poziomu stosowanej teorii [65], jak i z powodu niedoboru od-
powiednich struktur krystalicznych i danych eksperymentalnych [5]. Wezesniejsze badania
opieralty sie gléwnie na modelach teoretycznych oraz strukturach bakteryjnych komplek-
sow syntazy ATP, ktore réznia sie od form mitochondrialnych (miedzy innymi wielkoscia
c-pierscienia). Dotychczasowe analizy koncentrowaly sie zazwyczaj na ogdélnym schemacie
dzialania syntazy ATP, zaktadajac model "karuzeli", w ktorym obrot c-pierscienia wzgle-
dem podjednostki a prowadzi do translokacji protonéw. Tego rodzaju ujecie pozwalalo opi-
sa¢ sprzezenie pomiedzy przeptywem protonéw a ruchem rotacyjnym, ale nie wyjasnialto,
dlaczego rotacja w warunkach fizjologicznych zachodzi wytacznie w jednym kierunku.
Wiele wczesniejszych prac nie potrafito jednoznacznie okreslié doktadnego przebiegu ka-
naléw protonowych ani potozenia kluczowych reszt aminokwasowych odpowiedzialnych
za transfer protonéw i sprzezenie tego procesu z ruchem rotacyjnym. Brakowato row-
niez danych o dynamicznych zmianach konformacyjnych podczas cyklu katalitycznego.
Ze wzgledu na brak wysokorozdzielczych struktur mitochondrialnego kompleksu F,, wiek-
szo$¢ analiz bazowala na domniemaniach i poréwnaniach do bakteryjnych odpowiednikdw
(np. z Escherichia coli), co ograniczato mozliwosé ekstrapolacji wynikoéw na organizmy
eukariotyczne [97, 98, 182|. Przelomem w tej dziedzinie okazata sie identyfikacja pelnej
struktury mitochondrialnego kompleksu F, pochodzenia drozdzowego Saccharomyces ce-
revisiae (PDB 6B2Z) [8] za pomoca mikroskopii krioelektronowej. Uzyskana struktura
stanowi znakomity punkt wyjscia do dalszych, bardziej szczegdétowych analiz mechani-
zmu rotacji oraz sposobu, w jaki energia z gradientu protonowego jest przeksztatcana w
energie mechaniczna napedzajaca synteze ATP. We wspotpracy z Antonim Marciniakiem,
studentem biotechnologii Politechniki Gdanskiej, podjetam sie ustalenia mechanizmu leza-
cego u podstaw jednokierunkowej rotacji c-pierscienia wywotanej transportem protondw.
Za wykonanie wiekszosci tych symulacji rotacji c-pierscienia odpowiedzialny byt Antoni,
pracujacy pod wyznaczonym przeze mnie kierunkiem. Na tej podstawie zaproponowatam
mechanizm obrotu w ramach kompleksu F,, identyfikujac kluczowe reszty biorace w nim
udzial.

Zasadnicza kwestia, ktora staralam sie wyjasnié, byl mechanizm, dzieki ktéremu trans-

fer protonéw w obrebie potkanatéow kompleksu F, wiaze sie z rotacja c-pierécienia. Wia-
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domo, ze rotacja ta ma charakter jednokierunkowy — w warunkach fizjologicznych obrot w
kierunku zgodnym z ruchem wskazowek zegara sprzezony jest z synteza ATP, natomiast
kierunek przeciwny odpowiada hydrolizie ATP w kompleksie F;. Sama kierunkowosé nie
moze jednak wynikac¢ z termodynamiki, poniewaz z symetrii c-pierscienia wynika, ze prze-
suniecie o 36°w lewo lub w prawo prowadzi do takiego samego stanu rownowagi. Oznacza
to, ze zrodta asymetrii nalezy szuka¢ w dynamice procesu — a wiec w roznicach w wysoko-
Sci barier energetycznych i w sposobie, w jaki transfer protonéow jest sprzezony z ruchem

rotacyjnym c-pierscienia wzgledem podjednostki a.

Aby to zbadaé¢, przeprowadziliSmy zestaw pelnoatomowych symulacji MD, na pod-
stawie ktorych okreslitam zmiany energii swobodnej towarzyszace obrotowi c-pierscienia
o jeden monomer w stosunku do nieruchomej podjednostki a. Ze wzgledu na symetrie
c-pierscienia w drozdzowej syntazie ATP (sktadajacego sie z 10 podjednostek), przyje-
tam, ze pojedynczy krok rotacyjny wynosi 36°, co odpowiada przemieszczeniu o jedng
podjednostke wzgledem podjednostki a. Symetrie te wykorzystatam do przeprowadzenia
obliczenn w obu kierunkach rotacji. Analiza obu scenariuszy pozwolita okresli¢, czy réznice
w energetyce i dynamice procesu protonowego prowadza do asymetrii funkcjonalnej, ktora

moglaby ttumaczy¢ obserwowany in vivo jednokierunkowy charakter rotacji.

Dodatkowo, aby zrealizowa¢ precyzyjniejsza analize mechanizmu rotacji sprzezonego
z transferem protonoéw, rozwazytam roézne mozliwe konfiguracje protonacji kluczowych
reszt glutaminianowych (Glu), ktore znajduja sie w sasiedztwie potkanatu wiazacego oraz
potkanatu uwalniajacego. Konfiguracje te byly wybierane na podstawie przewidywanej
roli poszczegolnych reszt: Glu w potkanale wiazacym petnita role akceptora protonu, na-
tomiast Glu w potkanale uwalniajacym dziatata jako donor. Dzigki temu mozliwe byto
zbadanie, jak rézne stany protonacji tych reszt wplywaja na stabilno$é¢ konformacji ro-
tacyjnych c-pierscienia oraz przebieg kluczowych etapéw sprzezenia transferu protonéw z

jego obrotem.

W celu przygotowania réznych wariantéw standéw poczatkowych do przeprowadzenia
symulacji, skorzystalam z wykonanych przez Antoniego Marciniaka przewidywan war-
tosci pK, kluczowych reszt kwasu glutaminowego w podjednostkach c. Wartosci te dla
poszczegolnych reszt Glu c-pierscienia zostaly zaprezentowane na Rys. 20. Obliczenia te
wykazaly wyrazne roznice w wartosciach pK,: w potkanale wiazacym (B) wartosé¢ pK, wy-
nosita 8,4+0, 3 , natomiast w potkanale uwalniajacym (R) byta znacznie nizsza i wynosita
1,940, 2. Tak duza réznica wskazuje na znaczaco odmienne mikrosrodowisko elektrosta-
tyczne w tych dwoch regionach kompleksu F,, wynikajace m.in. z lokalnego rozmieszczenia
tadunkow, dostepnosci czasteczek wody oraz kontaktu z innymi resztami. Na podstawie
tych danych przyjetam, ze w stanie réwnowagowym, odpowiadajacym warunkom fizjolo-
gicznym i sprzyjajacym rotacji w kierunku syntezy ATP, reszta glutaminowa znajdujaca

sie w potkanale wiazacym powinna by¢ w stanie sprotonowanym (czyli obojetnym), na-
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tomiast ta znajdujaca sie w potkanale uwalniajacym — w stanie zdeprotonowanym (czyli
naladowanym ujemnie). Taki stan protonacji zostal przyjety jako podstawowy wariant do
analizy energetyki procesu rotacji.

W celu zbadania wpltywu stanu protonacji na przebieg i energetyke rotacji, przeprowa-
dzitam réwniez symulacje dla alternatywnego wariantu, w ktérym obie reszty glutaminowe
—zarOwno w potkanale B, jak i w potkanale R — znajdowaly sie w stanie zdeprotonowanym.
Poréwnanie wynikéw z obu przypadkéw pozwolito mi ocenié, jak zmiana stanu protonacji
wplynie na stabilno$é¢ poszczegdlnych konformacji w trakcie rotacji, na wysokos$é¢ barier
energetycznych oraz preferencje kierunku obrotu. Takie podejscie umozliwito mi ustalenie,
ze konfiguracja, w ktorej reszta Glu w potkanale B pozostaje sprotonowana, a w potka-
nale R zdeprotonowana, sprzyja rotacji w kierunku zgodnym z synteza ATP, podczas gdy
konfiguracja odwrotna prowadzi do zwiekszenia bariery energetycznej i utrudnia rotacje w
tym kierunku. W ten sposéb potwierdzitam funkcjonalne znaczenie asymetrii protonacji

w mechanizmie dziatania syntazy ATP. Wyniki analiz przedstawitam na Rys. 20.

40

Energia swobodna [kealimol]

B PO LT S PR I N T U I T O A
K4t obrotu e-plerécienta [7]
Rysunek 20: Profile energii swobodnej dla rotacji kompleksu F, w kierunku hydrolizy
i syntezy o jedna podjednostke c-pierscienia (obrét od 0°do 36°), przy roznych stanach
sprotonowania kwasu glutamionowego. pKa grup karboksylowych c-pierscienia w pozycji
0°obliczono na podstawie struktury (PDB 6B2Z) [8]. Rysunek wykorzystany na postawie
licencji CC-BY [54].

Dla przyjetego podstawowego stanu protonacji (reszta Glu zdeprotonowana w R i
sprotonowana w B, niebieska krzywa na Rys. 20) obserwuje sie lokalnie silng asymetrie
profili energii swobodnej w okolicy 0°, co przektada sie na wyrazna kinetyczna preferencje
rotacji w kierunku odpowiadajacym syntezie ATP, wynoszaca okoto 15 kcal /mol. W tym
wariancie reszta Glu c-pierécienia znajdujgca sie w potkanale B pozostaje sprotonowana, a
nastepnie wraz z ruchem rotacyjnym przesuwa sie w strone hydrofobowego wnetrza btony.
Dzieki temu przesuniecie reszty Glu z potkanalu B do hydrofobowej czesci btony naste-

puje bez duzego kosztu energetycznego. Aby zbada¢ wplyw stanu sprotonowania reszty
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Glu w potkanale B na energetyke rotacji, profil dla podstawowego wariantu poréwnano
z alternatywnym scenariuszem, w ktorym Glu w obu poétkanatach (B i R) znajdowaly
sie w stanie zdeprotonowanym. Jak pokazano na Rys. 20, w zakresie pierwszych kilkuna-
stu stopni obrotu (0-10°) zmiana energii swobodnej w wariancie zdeprotonowanym jest
nizsza o okoto 3 kcal /mol wzgledem wariantu referencyjnego. Wynik ten sugeruje, ze pro-
tonacja Glu w B moze nastepowaé po obrocie o okolo 10°wzgledem stanu referencyjnego.
Wymnik ten jest zgodny z wcze$niejszymi badaniami eksperymentalnymi na pojedynczych
czasteczkach biatka (ang. single-molecule studies), ktore wskazywaly istnienie podetapu
rotacyjnego o wartosci okoto 11°w mechanizmie rotacji kompleksu F, scherichia coli ?77?.
Przy dalszym przesuwaniu sie reszty w strone hydrofobowego wnetrza btony korzystniej-
szy staje sie jednak stan sprotonowany, co jest zgodne z intuicyjnym obrazem, w ktorym
protonacja obniza koszt umieszczenia reszty w srodowisku niepolarnym. Istotna role w
mechanizmie rotacji wydaje sie odgrywac takze reszta Glu wchodzaca do potkanatu uwal-
niajacego (pozycja pre-R na rysunku 20). Analiza profili energetycznych wskazuje, ze
moment deprotonacji tej reszty znaczaco wpltywa na energetyke rotacji. Gdy deprotona-
cja nastepuje juz w pozycji pre-R, krzywa energii swobodnej w zakresie 0-20° pozostaje
na poziomie odniesienia (0 kcal/mol), co wskazuje na brak istotnej bariery rotacyjnej. Na-
tomiast jesli deprotonacja odbywa sie dopiero po wejsciu do potkanatu R, obserwuje sie
wzrost energii w tym zakresie, co sugeruje pojawienie sie dodatkowej bariery dla rotacji.
Mozna wiec wnioskowaé, ze wczesniejsza deprotonacja w pre-R ulatwia rotacje, zmniej-
szajac bariere energetyczng i wzmacniajac sprzezenie pomiedzy przepltywem protonéw a
ruchem obrotowym c-pierscienia. Wyniki te stanowia istotne potwierdzenie dynamicznego

powiazania miedzy rotacja a procesami protonacji i deprotonacji w kompleksie F,.

4.1.2 Mechanizm transferu protonéw i indukcja jednokierunkowej rotacji c-

pierscienia

Biorac pod uwage $ciste sprzezenie pomiedzy rotacja c-pierécienia a stanem protonacji
reszt kwasu glutaminowego w poétkanale wiazacym, postanowitam szczegdétowo zbadaé
mechanizm przeniesienia protonu, ktory inicjuje rotacje w kierunku syntezy ATP. Zrozu-
mienie tego etapu ma kluczowe znaczenie dla wyjasnienia, w jaki sposéb gradient proto-
nowy zostaje przeksztalcony w energie mechaniczng obrotu — a tym samym, jak zachodzi
efektywne sprzezenie chemiosmotyczne w kompleksie F,.

Do wyznaczenia profilu energii swobodnej dla procesu przeniesienia protonu wykorzy-
stalam symulacje QM /MM z pétempirycznym wariantem DFT (DFTB; patrz "Metoda
Scistego wiazania oparta o teorie funkcjonatu gestosci"w rozdziale Metody) wspomagane
metadynamika. Poczatkowa struktura do symulacji QM /MM zostala wybrana z réwnowa-
gowej symulacji kompleksu F, (PDB: 6B2Z [10]), w ktorej reszta kwasu glutaminowego

c-pierscienia w potkanale uwalniajacym oraz reszta kwasu glutaminowego w potkanale
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wiazacym znajdowaly sie w stanie zdeprotonowanym. Wybrana klatka startowa odpo-
wiadata konfiguracji przed rozpoczeciem transferu protonu do c-pierscienia w potkanale
wiazacym. Wybrana klatka odpowiadata geometrii przed rozpoczeciem transferu protonu
do c-pierscienia. Uktad kwantowy obejmowalt 63 atomy: taricuch boczny Glu c-pierécienia
(akceptor protonu), Glu podjednostki a (donor protonu), sasiednie reszty polarne (Asn180
i GIn230) oraz czasteczki wody w odlegtosci < 5 Aod centrum uktadu (Rys. 21A).

Profil energii swobodnej wyznaczytam wzdtuz wspotrzednej ¢, ktora przyjmuje war-
tosci od -1 (proton zwiazany z Glu podjednostki a) do +1 (proton zwiazany z Glu c-
pierécienia). Krzywa zmiany energii swobodnej przedstawia pojedyncza bariere aktywacji
o wysokosci okoto 10 kecal/mol, oddzielajaca dwa minima odpowiadajace stabilnym sta-
nom protonacji donora i akceptora (Rys. 21B). Wysokos¢ bariery przektada sie na czas
charakterystyczny transferu rzedu mikrosekund, co jest zgodne z typowa kinetyka ob-
rotu c-pierécienia. Oznacza to, ze protonacja Glu6d przy omawianym kacie referencyjnym
0°jest z jednej strony kinetycznie dostepna, ale jednoczesnie moze stanowi¢ etap limitujacy
szybko$é catego procesu. Mozna zatem spekulowaé, ze w kolejnych potozeniach katowych
(np. okoto 10°), kiedy reszty Glu zaangazowane w transfer protonu zblizaja sie do sie-
bie, protonacja przebiega szybciej. Jest to zgodne z wynikami profili rotacji oméwionymi
przeze mnie powyzej (Rys. 20), ktore pokazuja, ze rotacja formy zdeprotonowanej Glu65
w poétkanale wiazacym do 10°jest tatwiejsza niz formy sprotonowanej. Uzyskane przeze
mnie wyniki wspieraja wiec hipoteze, ze transfer protonu staje sie bardziej sprzyjajacy

energetycznie przy wiekszych wartosciach kata obrotu niz w strukturze referencyjne;j.

Analiza trajektorii wykazala ponadto, ze przy kacie 0°transfer protonu nie przebiega
jako prosty skok miedzy donorowym i akceptorowym tlenem, czego mozna by sie spodzie-
waé ze wzgledu na dzielaca je odleglo$é. Intuicyjnie natomiast mozna by sie spodziewadé
mechanizmu typu Grotthussa, w ktorym transfer zachodzi dzieki tworzeniu sie i zanika-
niu jon6w hydroniowych (H30O"). W tym mechanizmie proton ,wedruje”’ przez sie¢ wig-
zan wodorowych, przekazywany od jednej czasteczki wody do nastepnej. Przeprowadzone
przeze mnie symulacje pokazuja jednak odmienny scenariusz — mechanizm tzw. ,dziury
protonowej” (proton hole mechanism). Polega on na tym, ze poczatkowo protonowany
zostaje akceptor (Glu65 c-pierscienia), przy zachowaniu sprotonowanego donora (Glu223
podjednostki a), z jednoczesnym utworzeniem jonu hydroksylowego (OH ™) (czyli deficyt
protonu) z czasteczki wody znajdujacej sie w poblizu Glu65 (Rys. 21C; stan posredni
O). Ta ,dziura” protonowa przemieszcza sie wzdluz tancucha czasteczek wody: kolejna
czasteczka wody przekazuje proton na inng czasteczke wody, przeksztatcajac sie w OH ™.
Proces ten powtarza si¢ kaskadowo, do momentu, kiedy deprotonacji ulega poczatkowy
donor (Glu223). Innymi stowy, zamiast ruchu nadmiarowego protonu jak w klasycznym
mechanizmie Grotthussa, obserwowany jest ruch deficytu protonu, ktory ,podaza” przez

szlak wodny w kierunku donora.
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Rysunek 21: Mechanizm przeniesienia protonéw za posrednictwem "dziury"protonowej w
potkanale wiazacym F, dla kata 0°. (A) Reprezentacja CPK przedstawiajaca podukltad
QM w potkanale wiazacym w symulacji DF'TB. Jasnorézowym kolorem zaznaczytam miej-
sce odciecia miedzy systemem QM i MM. (B) Profil zmiany energii swobodnej transferu
protonu w poétkanale wiazacym dla referencyjnego kata 0°uzyskany przy pomocy DFTB.
(C) Stany procesu z zaznaczonym polozeniem protonu. Reszty Glu pelniace role donora i
akceptora protonu zaznaczono odpowiednio kolorem rézowym (D) i pomaranczowym (A).
Stan podstawowy reprezentuje stan, w ktoérym proton zwiazany jest z Glu podjednostki a
(Glu223). Stan posredni O odpowiada powstaniu czasteczki OH™ (zaznaczona na zielono),
ktora oddalta proton na rzecz akceptora (Glub59). Stan posredni 0* reprezentuje kolejny
krok przeniesienia protonu na kolejna czasteczke wody (zaznaczona na zielono grupa OH™
gotowa do przyjecia protonu z donora. Stan koncowy pokazuje proton zwiazany z akcep-

torem Glu59 w potkanale wiazacym i zdeprotonowang reszte Glu223.
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4.1.3 Wplyw argininy na kierunkowosé rotacji

Centralnie polozona reszta argininy (Argl76) w podjednostce a kompleksu F, (Rys. 3) jest
Scisle zakonserwowana posrod wszystkich znanych wariantow syntazy ATP, co wskazuje
na jej istotng role w mechanizmie rotacyjnym. Na podstawie danych literaturowych oraz
wezesniejszych modeli funkcjonalnych |71, 183], zaproponowano, ze aminokwas ten bierze
udzial w kierunkowej kontroli transportu protonéw, oddzielajac dwa potkanalty — wigzacy
i uwalniajacy. W celu weryfikacji tej hipotezy postanowitam zbadaé¢ wptyw reszty Argl76
na kierunkowos$¢ rotacji c-pierécienia oraz na energetyke catego procesu.

Aby to osiggnaé¢, we wspolpracy z Antonim Marciniakiem, przygotowaliSmy wariant
mutacyjny, w ktorym Argl76 zastapiono alanina (mutacja Argl76Ala). Nastepnie prze-
prowadzilam serie symulacji rotacji c-pierscienia dla tego wariantu oraz dla formy dzikiej
(ang. wild type, WT), w celu poréwnania profili energii swobodnej w obu kierunkach
rotacji.

Wyniki, przedstawione na Rys. 22, wykazaly, ze mutacja Argl76Ala (fioletowa krzywa)
znosi naturalng kierunkowosé¢ rotacji. W wariancie dzikim (WT; niebieska krzywa) zaob-
serwowalam silng preferencje rotacji w kierunku syntezy ATP (poprzez obnizenie bariery
energetycznej w kierunku syntezy). W wariancie mutanta Argl76Ala réznica ta zanikla,
co skutkowato obnizeniem bariery dla rotacji w kierunku hydrolizy — o okoto 15 kcal /mol
w poréwnaniu do WT. Obie $ciezki rotacji (w kierunku syntezy i hydrolizy) staly sie w
tym przypadku energetycznie poréwnywalne, co oznacza utrate naturalnej preferencji do
rotacji w kierunku syntezy ATP.

Dla poréwnania, analiza drugiej wysoce zakonserwowanej reszty argininy, Argl69 (Rys. 3),
wykazata odmienny efekt. Jej usuniecie (mutacja Argl69Ala) nie wptynelo na kierunko-
woS¢ obrotu, a jedynie obnizyto wysokos¢ barier energetycznych w obu kierunkach wzgle-
dem WT. O ile Argl76 okazuje sie kluczowa dla utrzymania jednokierunkowej rotacji, o
tyle Argl69 pelni gtéwnie role w regulacji efektywnosci procesu.

Dalsze badania miaty na celu sprawdzenie, czy funkcje Argl76 mozna zachowaé po-
przez zamiane na inny dodatnio naladowany aminokwas. W tym celu przeprowadzitam
symulacje dla mutacji Argl76Lys. Wyniki zaprezentowane na Rys. 22 (krzywa czerwona)
wykazaly, ze cho¢ lizyna réwniez posiada dodatni tadunek, nie jest w stanie zastapié¢ funk-
cjonalnie argininy w tym miejscu. Dla kata obrotu od 0°do 6 *bariera energetyczna dla
rotacji w kierunku syntezy wzrosta o okoto 7.5 kcal /mol w poréwnaniu do WT, co odpo-
wiada obnizeniu szybkosci rotacji o 5 rzedéw wielkosci. Jednoczes$nie bariera dla rotacji
w kierunku hydrolizy pozostala wysoka (ok. 12 kcal/mol), co w praktyce blokuje rotacje
w obu kierunkach.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze obecno$¢ argininy w pozycji 176 jest klu-
czowa dla zachowania kierunkowosci rotacji c-pierscienia. W obu wariantach mutacyjnych

(Argl76Ala i Argl76Lys) zaobserwowatam zaburzenie struktury dwoch oddzielnych pot-
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kanatow i powstanie ciagtego, wodnego kanatu protonowego. Taka ciagtosé prowadzi do
rozprzegniecia transportu protonéw i rotacji c-pierscienia, umozliwiajac bierny przeciek
protonéw miedzy poétkanatami. Oznacza to, ze Argl76 pelni funkcje bariery elektrosta-
tycznej i strukturalnej, ktora zapobiega bezposredniemu przeciekowi protonéw miedzy
potkanatami. Jej obecnosé umozliwia precyzyjne rozdzielenie etapu protonacji i depro-
tonacji reszty Glu6b w c-pierscieniu, zapewniajac tym samym kierunkowosé¢ i wydajnosé
rotacji. Odkrycia te rzucaja nowe $wiatto na fundamentalny mechanizm dziatania kom-

pleksu F, i jego role w konwersji energii chemicznej na mechaniczng w procesie syntezy

ATP.

— T (RB"
— ArglTEAlE

Energia swobodna [kealimol]

Kat obrotu c-pierscienia [7]

Argl?ﬁAla Arg176Lys

Rysunek 22: (A) Poréwnanie profili energii swobodnej dla rotacji Fo miedzy wariantem
typu dzikiego i mutacjami centralnej argininy Argl76 (Argl76Ala, Argl76Lys). (B) Ob-
liczone wartosci pKa grupy karboksylowej w potkanale uwalniajacym i reprezentatywny

rozktad czasteczek wody. Rysunek wykorzystany na postawie licencji CC-BY z [54].

86



4.2 Wyplyw inhibitora na rotacje kompleksu F, na przykladzie
bedakiliny

4.2.1 Mechanizm tworzenia kompleksu bialko-inhibitor
Energia wigzania Bq na powierzchni c-pierscienia

Dzieki rentgenografii strukturalnej uzyskano w 2015 roku pierwsza strukture syntazy
ATP zwiazanej z bedakiling (PDB 4V1F) [21]. Struktura ta ujawnita lokalizacje inhibitora
na powierzchni c-pierscienia kompleksu F, pochodzacego z Mycobacterium phlei. Pomimo
tego istotnego odkrycia, mechanizm molekularny wiagzania bedakiliny oraz sposéb, w jaki
dochodzi do inhibicji rotacji c-pierécienia, pozostaja nadal nie w petni poznane. Dotych-
czasowe dane strukturalne nie pozwalaly jednoznacznie wyjasni¢, w jaki sposob stan spro-
tonowania reszt aminokwasowych oraz samego inhibitora wptywa na jego powinowactwo
i skutecznosé blokowania funkcji enzymu.

Celem przeprowadzonych przeze mnie badan byto okreslenie preferowanego energetycz-
nie mechanizmu wiagzania bedakiliny do powierzchni c-pierscienia w zaleznosci od stanéw
sprotonowania. Motywacja do podjecia tego zagadnienia byla potrzeba lepszego zrozu-
mienia zaleznosci pomiedzy mikroskopowa struktura kompleksu F, a jego funkcjonalng
inhibicja przez leki, co moze mieé¢ kluczowe znaczenie dla projektowania skuteczniejszych
inhibitoréw syntazy ATP, stosowanych obecnie w leczeniu gruzlicy.

W tym celu wyznaczytam profile energii swobodnej (inaczej potencjal $redniej sity;
ang. Potential of Mean Force, PMF) dla wigzania bedakiliny do biatka w trzech réznych
wariantach protonacyjnych. Jako wariant podstawowy (zielony na rysunku 23) przyjetam
konfiguracje, w ktorej reszta glutaminowa Glu65 w c-pierscieniu pozostaje w stanie spro-
tonowanym, a czasteczka bedakiliny (Bq) w stanie zdeprotonowanym. W takim wariancie
oba elementy uktadu sg elektrycznie obojetne, co odpowiada oczekiwanym warunkom hy-
drofobowego wnetrza blony lipidowej, ktore charakteryzuje sie niska sita dielektryczna.
Dla poréwnania przygotowatam takze wariant odwrotny (zolty), w ktorym Glu65 byta
zdeprotonowana, a Bq sprotonowana, oraz wariant pozbawiony protonu (czerwony), w
ktorym Glu65 byta zdeprotonowana, a Bq neutralna.

Do uzyskania profili energii swobodnej wigzania zastosowatam metode probkowania
parasolowego (ang. umbrella sampling; US), wykorzystujac staly zewnetrzny potencjal
harmoniczny, ktory utrzymywat czasteczke inhibitora w zadanych odleglosciach od po-
wierzchni c-pierScienia. Pozwolito mi to poréwnaé stabilno$é¢ kompleksu w réznych wa-
riantach protonacji pomiedzy Glu65 c-pierscienia i Bq oraz oceni¢, ktory z nich sprzyja
silniejszemu wigzaniu inhibitora.

Wyniki tych obliczenn przedstawitam na Rys. 23. W stanie podstawowym (zielona

krzywa), w ktorym reszta Glu65 c-pierscienia jest sprotonowana, a bedakilina (Bq) zde-
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protonowana (obie czasteczki elektrycznie obojetne), zmiana swobodnej energii wiaza-
nia wynosi okoto —1 kcal/mol. Wartos¢ ta jest znaczaco mniejsza niz odpowiadajaca
jej wartos¢ do$wiadczalna oszacowana na podstawie pomiarow metoda powierzchniowego
rezonansu plazmonowego (ang. Surface Plasmon Resonance, SPR), ktora wynosi okoto
—8 kcal /mol |90]. Rozbieznosé ta najprawdopodobniej wynika z ograniczeni pola sitowego
w opisie takich parametrow jak polaryzacja czy delokalizacja tadunku, a takze z uprosz-
czen modelu obliczeniowego, takich jak ograniczony czas symulacji i wynikajaca z tego

niepetna eksploracja mozliwych konformacji czasteczki inhibitora.

Energia swobodna AG [kcal/mol]

26 29 32 35 38 41 44
Odlegtos¢ bg c-pierscien deoy [Nm]

Rysunek 23: Poréwnanie wplywu stanu protonacji na energie swobodna wiazania Bq z

mykobakteryjnym c-pierscieniem w oparciu o profile energetyczne otrzymane przy pomocy
techniki US.

Nalezy zauwazy¢, ze pomimo silnie zanizonego powinowactwa, poréwnanie struktury
kompleksu uzyskanego w symulacjach z eksperymentalna struktura krystaliczna wska-
zuje na ich wysoka zgodno$é przestrzenng. Srednie odchylenie kwadratowe (ang. Root-
Mean-Square Deviation, RMSD) pomiedzy strukturami wynosi 0,22 nm, co sugeruje, ze
pozycja bedakiliny wzgledem powierzchni c-pierscienia zostata prawidtowo odwzorowana
w modelu obliczeniowym. Poroéwnanie struktur eksperymentalnej i symulowanej zostato
przedstawione na Rys. 24.

Na uwage zastuguja rowniez alternatywne warianty protonacji. Usuniecie protonu
grupy karboksylowej Glu65 (czerwona krzywa na Rys. 23), ktore uniemozliwia wytworze-
nie wigzania wodorowego z biatkiem, nie wplywa istotnie na energi¢ swobodna wiazania
leku, co potwierdza niemal identyczne powinowactwo wzgledem wariantu neutralnego (ok.
—1 kecal/mol). Wynik ten sugeruje, ze zastosowane pole sitowe nie jest w stanie wlasci-

wie odda¢ wplywu wiazania wodorowego pomiedzy grupa karboksylowa Glu65 a Bq na
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Rysunek 24: Poréwnanie optymalnej pozycji wiazania Bq wyznaczonej na podstawie sy-
mulacji energii swobodnej oparte na polu sitowym (zielony) w stosunku do struktury kry-
stalograficznej kompleksu c-pierscieri/Bq (PDB: 4V1F) (fioletowy). Nieefektywnos$é pola
sitowego dla odpowiedniego opisu silnej natury wiazania wodorowego doprowadzita do
wydtuzenia dtugosci HB miedzy Bq i Glu65 do zakresu powszechnie obserwowanego w
stabych wiazaniach wodorowych (odlegtos¢ akceptor-donor ok. 2,6A).Rysunek wykorzy-
stany z pracy [155] na podstawie udzielonej zgody.

powinowactwo Bq do jego targetu. Wynika to najpewniej z uproszczonego opisu wiaza-
nia wodorowego — oddzialywania, ktérego sita istotnie zalezy od struktury elektronowej
czasteczek.

Wyrazna réznica w energii swobodnej wiazania Bq pojawia sie dopiero w przypadku
uktadu z mozliwoscia wytworzenia pary jonowej (zotta krzywa na Rys. 23). Odpowiada
to sytuacji, gdy Glu65 wystepuje w formie zdeprotonowanej (ujemnie natadowanej), a Bq
jest sprotonowana (dodatnio natadowana). W tej konfiguracji energia wiazania wynosi
okoto —4 kcal/mol, co wskazuje na dominujacy wplyw oddzialywan elektrostatycznych
pomiedzy przeciwnie naladowanymi grupami w tym wariancie protonacyjnym. Wynik ten
jednoznacznie wskazuje, ze zastosowane pole sitowe nie odwzorowuje w pelni poprawnie
wartosci bezwzglednych energii swobodnych wiazania bedakiliny z biatkiem F,, a uzyskane
profile moga niedoszacowywacé znaczenia oddzialywar specyficznych, takich jak wiazania

wodorowe czy indukowane efekty polaryzacyjne.
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Energia wigzania Bq na interfejsie c-pierScienia i podjednostki a

Kolejnym krokiem w analizie powinowactwa Bq do kompleksu F, bylo rozszerzenie
modelu na pelng strukture biatka w jego naturalnym $rodowisku btonowym. Celem tego
etapu bylo uwzglednienie dodatkowych oddzialywan pomiedzy inhibitorem a aminokwa-
sami podjednostki a, ktére mogly byé¢ pominiete w uproszczonym modelu ograniczonym
jedynie do c-pierscienia. W tym celu wykorzystatam pochodzaca z mikroskopii krioelek-
tronowej strukture kompleksu F, ze zwiazana czasteczka Bq (PDB: 7JGC) [83], w ktorej
inhibitor zlokalizowany jest na interfejsie pomiedzy c-pierécieniem a podjednostka a. Na jej
podstawie przygotowalam model obejmujacy caly interfejs wraz z resztami bezposrednio

kontaktujacymi sie z inhibitorem. Strukture tego kompleksu zaprezentowatam na Rys. 26.

Do wyznaczenia profilu energii swobodnej wiazania (Rys. 25) zastosowalam metode
probkowania parasolowego, w ktorej jako wspotrzedna reakcji wykorzystatam odlegltosé
czasteczki inhibitora od $rodka masy atomoéw biatka (doons). To pozwolito mi na ilo-
Sciowg ocene energetyki procesu wigzania Bq na interfejsie c-pierscieni/podjednostka a.
Analize przeprowadzitam dla neutralnego wariantu protonacyjnego (sprotonowana reszta
Glu65, zdeprotonowana Bq), przyjetego jako najbardziej prawdopodobny w hydrofobo-
wym $rodowisku btony. Uzyskana energia swobodna wiazania w tym modelu wyniosta
okoto —5 kcal/mol, co stanowi warto$¢ posrednia pomiedzy wezesniejszym wynikiem dla
modelu opartego wylacznie na c-pierscieniu (—1 kcal/mol) a wartoscia eksperymentalna
wyznaczong metoda SPR (=8 kcal/mol)[90]. Wynik ten wskazuje, ze obecnosé podjed-
nostki a wyraznie zwicksza powinowactwo inhibitora, a preferowane energetycznie miejsce
wigzania lezy na interfejsie, a nie wylacznie na podjednostkach c. Biorgc pod uwage, ze
omawiane wyzej wartosci eksperymentalne energii wiazania uzyskane technika SPR wyko-
nywano na uktadach obejmujacych jedynie c-pierscienie, mozna by wiec oczekiwaé, ze w
rzeczywistym kompleksie energia wiazania jest wyzsza niz 8 kcal /mol (wartosé¢ uzyskana
doswiadczalnie dla izolowanego c-pierscienia), a preferencja wiazania w rejonie interfejso-

wym odgrywa kluczowsg role w stabilizacji kompleksu lek-cel molekularny.

Warto jednak podkresli¢, ze zastosowane przeze mnie pole sitowe nie odwzorowuje
poprawnie wszystkich specyficznych oddzialywan, w szczegélnosci tzw. silnych wiagzan
wodorowych (SSHB), ktorych obecnosé w kompleksie Bg-F, sugeruja zaréwno struktury
krystalograficzne, jak i cryo-EM. Niedoszacowanie wktadu tych oddziatywan jest prawdo-
podobnie gtéwna przyczyna zanizonego powinowactwa w modelach klasycznych. Dlatego,
aby uzyska¢ bardziej wiarygodny opis stabilizacji Bq na powierzchni kompleksu F,, ko-
nieczne bylo siegniecie po metody kwantowe, ktore zostana omoéwione w dalszej czesci

pracy.
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Rysunek 25: Profil energii swobodnej wiazania Bq na powierzchni mykobakteryjnego c-
pierscienia okreslony za pomoca symulacji US opartych na polu sitowym. Aby oszacowaé
wplyw wiazania Bq na interfejsie c-pierscien /podjednostka a poréwnaltam profile wigzania

Bq na powierzchni ¢-pierscienia (czerwony) i w ramach pelnego kompleksu F, (zielony).

Dekompozycja energii wigzania bedakiliny z kompleksem F,

Niezaleznie od nieadekwatnego opisu energetyki wiazania wodorowego miedzy Bq a
Glu65, wykorzystanie pola sitowego pozwolito na oszacowanie wktadéw energetycznych
poszczegolnych reszt aminokwasowych w stabilizacje kompleksu biatko—inhibitor. Taka
analiza umozliwita mi identyfikacje kluczowych elementéw powierzchni c-pierscienia od-
powiedzialnych za tworzenie i utrzymanie kompleksu z inhibitorem oraz okreslenie cha-
rakteru ich oddzialywan z Bq, co moze stanowi¢ podstawe do projektowania bardziej

selektywnych i skutecznych pochodnych tej czasteczki.

W tym celu, na podstawie danych pochodzacych z probkowania parasolkowego, prze-
prowadzitam dekompozycje energii wigzania inhibitora wzgledem wybranych reszt ami-
nokwasowych. Analiza zostala wykonana zaréwno dla uproszczonego modelu obejmuja-
cego jedynie c-pierscien (struktura PDB: 4V1F; Rys. 26), jak i dla pelnego interfejsu
c-pierscieni—podjednostka a (struktura PDB: 7JGC).
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W obu przypadkach zaobserwowalam, ze gtowny wktad (rzedu blisko 10 kcal/mol) w
stabilizacje czasteczki leku na powierzchni biatka pochodzi od trzech reszt zlokalizowa-
nych w c-pierécieniu. Kluczowa role odgrywa reszta glutaminianu Glu65, znana z funkcji
w transporcie protonéw. Jej obecnosé i potozenie umozliwiaja powstawanie korzystnych
oddziatywan elektrostatycznych i wiazania wodorowego ze sprotonowana grupa aminowa
Bq.

Dodatkowo, istotny wktad do energii tworzeniu kompleksu zaobserwowatam dla dwoch
sasiadujacych reszt aromatycznych: fenyloalaniny w pozycji 69 (Phe69) (wktad okoto
7 keal /mol) oraz tyrozyny w pozycji 68 (Tyr68) (wktad w energie wigzania okoto 5 kcal /mol)
(Rys. 26). Reszty te oddziatuja z pierscieniami aromatycznymi inhibitora za posrednic-
twem oddzialywan m — 7 oraz van der Waalsa, co znaczaco wzmacnia wiazanie Bq w
kieszeni c-pierdcienia.

W analizie pojawit sie rowniez istotny wktad stabilizujacy od oddziatywan dyspersyj-
nych z udzialem reszty izoleucyny w pozycji 70 (11e70), nalezacej do sasiedniej podjed-
nostki c-pierécienia. Jej lokalizacja wzgledem inhibitora sprzyja powstawaniu hydrofobo-
wej powierzchni kontaktu, ktora stabilizuje czasteczke Bq w miejscu wiazania.

Podsumowujac, przeprowadzona przeze mnie dekompozycja wskazuje, ze wigzanie Bq
w c-pierscieniu stabilizowane jest przede wszystkim przez oddziatywania polarne (gtownie
wigzanie wodorowe) z Glu65, oddzialywania aromatyczne z Tyr68 i Phe69, oraz kon-
takty dyspersyjne z alifatycznym fragmentem Ile70. Wynika z tego, ze kluczowe dla sity
i selektywnosci wiazania Bq sa jej grupy aromatyczne i polarne, ktore wspolpracuja z
odpowiednio uksztaltowana kieszenia biatka.

Jak wczesniej wykazatam, obecnos¢ podjednostki a znaczaco zwieksza powinowactwo
Bq do kompleksu F,, stabilizujac jej wiazanie na powierzchni kontaktu c-pierscieri/a. W
tym kontekscie zidentyfikowalam dodatkowe reszty aminokwasowe podjednostki a: izoleu-
cyne w pozycji 239 (I1e239), proline w pozycji 240 (Pro240) oraz fenyloalanine w pozycji
243 (Phe243). Reszty te pozostaja w bliskim kontakcie z pier§cieniami aromatycznymi Bq
(naftalenowym i benzenowym), wzmacniajac stabilizacje kompleksu poprzez oddziatywa-

nia dyspersyjne.

4.2.2 Analiza silnego wigzania wodorowego w aspekcie inhibicji kompleksu

F, przez Bq

Tworzenie silnego wigzania wodorowego

Motywacja do przeprowadzenia pogtebionej analizy oddzialywan pomiedzy inhibito-
rem Bq a syntaza ATP byla obserwacja, ze uproszczony opis oferowany przez pole sitowe
nie oddaje w pelni natury wiazania tego zwiazku na powierzchni biatka. Wyniki uzyskane

w ramach analizy wiagzania przy uzyciu symulacji typu US wskazaly, ze choé¢ dopasowanie
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Wktad do energii wigzania [kcal/mol]

Rysunek 26: Potozenie Bq na powierzchni c-pierscienia z zaznaczonymi resztami oddzia-
tujacymi z Bq. Skala ponizej reprezentuje wktad danego aminokwasu do energii wigzania
Bg-biatko. Wraz ze spadkiem wktadu do energii wigzania kolor aminokwaséw zmienia sie

7 czerwonego na niebieski.

przestrzenne i oddzialywania van der Waalsa odgrywaja istotna role w stabilizacji kom-
pleksu biatko—inhibitor, nie sg one wystarczajace do wyjasnienia mechanizmu silnego i

selektywnego wiazania Bq.

Analiza energetyczna wskazala, ze kluczowym elementem stabilizacji kompleksu pomi-
nietym w opisie klasycznym jest wiazanie wodorowe pomiedzy grupa karboksylowg reszty
Glu65 a grupa dimetyloaminowa Bq. Charakterystyka strukturalna tego oddziatywania
wskazuje, ze nie jest to klasyczne wigzanie wodorowe, lecz nalezy do typu krotkich sil-
nych wiazan wodorowych (ang. Short Strong Hydrogen Bonds, SSHB). W celu doktadnego
opisu natury tego wiazania zastosowatam symulacje dynamiki molekularnej w wariancie
QM/MM taczacym mechanike kwantowa z uproszczonym opisem pola sitowego, opar-

tym na teorii funkcjonalnej gestosci, zaimplementowane w interfejsie NAMD/ORCAZ27.
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W regionie kwantowym uwzglednitam boczne taricuchy reszt Glu65 i Asp32 oraz grupe
dimetyloaminows inhibitora Bq. Schemat badanego uktadu z zaznaczonymi odlegtosciami

omawianymi ponizej przedstawitam na Rys. 27A.

W celu okreslenia energii i geometrii analizowanego wiazania okreslitam efektywny
potencjal wigzania wodorowego poprzez wyznaczenie profili zmiany energii swobodnej
metodg probkowania parasolkowego (US), wzdtuz wspotrzednej doy (Rys. 27A), ktora
opisuje transfer protonu miedzy O Glu65 i N Bq. Przy nizszych wartosciach doy proton

zwiazany jest z O, natomiast przy wyzszych — przy N.

Uzyskana krzywa energii swobodnej zaprezentowana na Rys. 28A wskazuje na obec-
no$¢ dwoch minimow wzdluz wspolrzednej reakeji: jedno odpowiadajace konfiguracji z
protonem zwigzanym z grupa karboksylowa Glu65 (forma neutralna), drugie z proto-
nem przy grupie aminowej Bq (forma ,mostka solnego”). Roznica energii pomiedzy tymi
stanami wyniosta okoto 0,8 kcal /mol, przy czym (nieco) stabilniejsza byta konfiguracja z
protonem na Glu65. Warto zaznaczy¢, ze bariera transferu protonu miedzy heteroatomami
byta bardzo niska (ok. 1 kcal/mol) - w szczegdlnosci nizsza od typowych energii drgan ze-
rowych w modach rozciagajacych miedzy O—H lub N-H, dla ktoérych standardowo wynosi
ona 56 kcal/mol. Otrzymany wynik wskazuje zatem na mozliwos¢ dynamicznego wspot-

dzielenia protonu miedzy oboma czasteczkami, co jest cecha charakterystyczna SSHB.

Szczegdtowa charakterystyka strukturalna i energetyczna potwierdzita ten wniosek.
Srednia odlegtoi¢ O-N (doy) W analizowanym ukladzie, w ktorym wystepowaly dwa
stany - wariant z protonowang Glu i zdeprotonowana Bq, jak i wariant odwrotny — wyno-
sita 2,54 A (Rys. 28B). Obliczenia przeprowadzone metoda DFT z korekcja superpozycji
bazy (w kilku wariantach funkcjonaléow i baz funkcyjnych) wskazaly, ze energia wiaza-
nia w stanie neutralnym miesci sie w zakresie od —19 do —21 kcal/mol niezaleznie od
zastosowanego funkcjonatu i bazy. Wyniki zaprezentowatam na Rys. 30 oraz w tabeli 1.
Niezaleznie przeprowadzona analiza topologii gestosci elektronowej (QTAIM) pozwolita na
wyznaczenie wartosci gestosci w punkcie krytycznym wiazania wodorowego (ang. Bond
Critical Point, BCP). Zar6wno w przypadku formy neutralnej, jak i podwojnego jonu
(zwitterion), punkt krytyczny wigzania wodorowego charakteryzowal sie gestoscia rowna
w przyblizeniu 0,10 ¢/A3 (Rys. 29). Dla formy zdelokalizowanego protonu miedzy donorem
i akceptorem (equidistant) sygnat ten byl jeszcze silniejszy i wynosit 0,164 e/ A3, Wszystkie
te wartosci mieszcza sie w zakresie typowym dla quasi-kowalencyjnych wigzann wodoro-
wych (0,08-0,14 ¢/A3) [184]. Dodatkowo w kazdym z wariantéw obecne byly takze stabsze
punkty krytyczne, odpowiadajace oddzialywaniom pomocniczym (zaréwno o charakterze
klasycznych, jak i stabych wiazann wodorowych oraz kontaktow pierscieni—atom), ktorych
gestosci miescily sie w przedziale 0,002-0,05 e/ A3. Cho¢ wartosci te sa znacznie nizsze,
wskazuja na istnienie sieci dodatkowych oddzialywan stabilizujacych kompleks. Wyniki

powyzsze stanowia dodatkowe potwierdzenie, ze obserwowane oddzialywanie nalezy do
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grupy krotkich, silnych wiazan wodorowych o czesciowo kowalencyjnym charakterze.

€. D32A

Rysunek 27: (A) Definicja odlegtosci miedzyatomowych w uktadzie kwantowym Bq zwia-
zanej na powierzchni c-pierscienia w wariancie WT. (B) Definicja odlegtosci miedzyato-
mowych w uktadzie kwantowym Bq zwiazanej na powierzchni c-pierscienia w wariancie

mutacji Asp32Ala. Rysunek wykorzystany z pracy [155] na podstawie udzielonej zgody.

Specyficznosé i selektywnosé wigznia wodorowego

Wiedzac, ze kluczowa role w tworzeniu kompleksu F, z Bq odgrywa wiazanie wodorowe
typu SSHB, podjetam probe zidentyfikowania warunkéw koniecznych do jego utworzenia.
Szczegdlng uwage zwrocitam na reszte aminokwasowa Asp32, specyficzng dla c-pierscienia
syntazy ATP u mykobakterii.

W przeprowadzonych przeze mnie symulacjach QM /MM, w ktorych tancuch boczny
Asp32 zostal uwzgledniony w kwantowym regionie obliczeniowym (Rys. 27A), zaobser-
wowalam, ze oprocz skroconego wigzania wodorowego (SSHB) miedzy grupa karboksy-
lowa Glu65 a dimetyloaminowa grupa Bq, tworzy sie rowniez dodatkowe, klasyczne wia-
zanie wodorowe pomiedzy Glu65 a Asp32. Obecnosé tego oddzialywania potwierdzita
analiza topologii gestosci elektronowej (QTAIM) przeprowadzona przez cztonka naszego
zespolu badawczego, Subrahmanyama Sappatiego, ktora wykazata punkt krytyczny odpo-
wiadajacy tej interakeji (Rys. 29). We wszystkich wariantach WT gestos¢ wynosita okoto
0,04 e/A3. Biorac pod uwage, ze cho¢ odlegtosé donor-akceptor w tym przypadku wynosi
doy = 2.65A, a samo wigzanie zalicza si¢ do stosunkowo stabych, jego obecno$¢ moze
stabilizowa¢ SSHB. Zgodnie z literatura, dodatkowe elementy sieci wigzain wodorowych
moga wzmacniaé silniejsze oddziatywania i wplywaé na ich wtasciwosci strukturalne oraz
energetyczne [185]. W przypadku kompleksu F,~Bq wystepuje wiec taka siec.

Aby zweryfikowaé¢ hipoteze o istotnej roli Asp32 w stabilizacji wigzania typu SSHB,
przeprowadzilam mutacje tej reszty na alanine (Asp32Ala), eliminujac mozliwosé tworze-
nia przez nig wigzan wodorowych.

Nastepnie, wykorzystujac metode probkowania parasolkowego w ramach hybrydowych
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Rysunek 28: (A) Profil energii swobodnej dla transferu protonu w wariancie WT miedzy
heteroatomami zaangazowanymi w wiazanie wodorowe Bq-Glu65, obliczony przy uzy-
ciu symulacji QM /MM z zastosowaniem techniki US. Dolny panel pokazuje odpowiada-
jacy rozktad gestosci prawdopodobieristwa wzdhuz wspotrzednej reakeji doy. (B) Kra-
jobrazy energii swobodnej opisujace korelacje miedzy odlegtosciami doy, dony 1 dyg W
wariancie WT. Oznaczenia odlegtosci wyjasnione sa na Rys. 27A. (C) Poréwnanie profili
energii swobodnej dla transferu protonu w wariancie WT (pomaraniczowy) oraz muta-
cji (Asp32Ala; fioletowy) miedzy heteroatomami zaangazowanymi w wiazanie wodorowe
Bq-Glu65. Dolny panel przedstawia odpowiadajace im rozklady gestosci prawdopodo-
bieristwa wzdluz wspolrzednej reakcji doy. (D) Krajobrazy energii swobodnej opisujace
korelacje miedzy odlegtosciami dopy, don 1 dyy W wariancie mutacji Asp32Ala. Rysunek

wykorzystany z pracy [155] na podstawie udzielonej zgody.
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Rysunek 29: (A) Potozenia punktéow krytycznych odpowiadajacych réznym typom od-
dzialywan pomiedzy grupa aminowa Bq i c-pierscieniem (legenda: HB - punkt krytyczny
wiazania wodorowego, ring - punkt krytyczny pierécienia, weak - punkt krytyczny stabego
oddzialywania). Rozwazono cztery rozne przypadki: WT c-pierécien z protonem zlokali-
zowanym na Glu65 (WT neutralny), WT c-pierscienn z protonem zlokalizowanym na Bq
(WT zwitterion), WT c-pierscieni z protonem w réwnej odlegtosci od obu heteroatoméow
(WT equidistant) oraz wariant Asp32Ala c-pierscienia z protonem zlokalizowanym na
Glu65 (Asp32Ala neutralny). Rozmiary sfer sa proporcjonalne do odpowiednich wartosci
gestosci elektronowej, ktore sa pokazane na panelu (B) w e/A3. Pozycje punktow krytycz-
nych, jak i ich gestosci elektronowe zostaly usrednione po zestawie 100 losowych okien
symulacyjnych MD wyodrebnionych z rownowagowych trajektorii QM /MM. Rysunek wy-
korzystany z pracy [155] na podstawie udzielonej zgody.
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symulacji QM /MM, podobnie jak w przypadku F, w wariancie WT, wyznaczytam pro-
fil energii swobodnej wzdluz wspotrzednej reakcji zdefiniowanej jako odleglos¢ miedzy
donorem i wodorem (dpp), opisujacej transfer protonu pomiedzy grupa karboksylowa
Glu65 a dimetyloaminowa grupa Bq (Rys. 27B). Wybor tej wspotrzednej, podobnie jak w
przypadku WT, wynikal z jej bezposredniego zwigzku z mechanizmem tworzenia SSHB
oraz mozliwodcig jednoznacznego rozréznienia standéw zwigzanych z lokalizacja protonu.
Uzyskany na tej podstawie profil energii swobodnej dla wariantu mutacji Asp32Ala za-
prezentowalam na Rys. 28C.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaly, ze mutacja Asp32Ala prowadzi do istotnych
zmian w charakterystyce wigzania wodorowego. Profil energetyczny przyjat postaé typowa
dla klasycznego wigzania wodorowego, z wyraznym pojedynczym minimum odpowiada-
jacym lokalizacji protonu po stronie donora — grupy karboksylowej Glu65.

W konsekwencji zaobserwowalam réwniez spadek Sredniej energii wiazania o okoto
6 kcal/mol w poréwnaniu do typu dzikiego (WT) (Rys. 30). Dodatkowo, gestos¢ elektro-
nowa w punkcie krytycznym wigzania obnizyla sie do 0.06 e/ A3, co odpowiada wartosciom
charakterystycznym dla standardowych, stabszych wiazan wodorowych (Rys. 29).

Mutacja wptyneta réwniez na geometrie oddziatywania: §rednia odlegto$é¢ pomiedzy
atomami O i N (don) wzrosta z 2,54 A(dla WT) do 2,67 A(Rys. 28). Zaobserwowa-
tam takze zmniejszenie liniowosci wigzania wodorowego oraz zwickszona swobode katowsa
miedzy atomami donora i akceptora (O-H-N), wskazujaca na bardziej elastyczny, mniej

uporzadkowany charakter oddziatywania.

Tabela 1: Srednie wartosci energii wiazania miedzy grupa dimetyloaminowa Bq a Glu65

c-pierscienia dla wariantow WT i Asp32Ala. Wszystkie wartosci podano w kcal /mol.

Funkcjonat B3LYP MO06-2X wB97XD
6-311++g(d,p)

WT —21,48 40,77 | —20,44 + 0,21 | —19,17+£ 0,41
Asp32Ala | —14,42+0,29 | —14,64 4+ 0,03 | —14,32+ 0,15
6-31g(d)

WT —21,60 40,43 | —23,37+0,13 | —20,19 £ 0,41
Asp32Ala | —14,44+0,24 | —14,77+ 0,03 | —16,98 £ 0, 14

Dodatkowo, na podstawie przedstawionych wynikow (Tabela 1) mozna zauwazy¢ wy-
razny wptyw mutacji Asp32Ala na energie wigzania miedzy grupa dimetyloaminowa beda-
kiliny (Bq) a reszta Glu6s c-pierscienia. W przypadku wszystkich zastosowanych funkcjo-
natow (B3LYP, M06-2X, wB97XD) i dla obu baz (6-311++g(d,p) oraz 6-31g(d)) obserwuje
sie istotne obnizenie silty wiazania w wariancie Asp32Ala w poréwnaniu z dzikim typem

(WT).
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Rysunek 30: Wktad do energia wiazania Bq-F, wynikajacy z wiazania wodorowego miedzy
grupa dimetyloaminowa Bq a Glu65 c-pierscienia, w obecnosci (pomaranczowy) i nieobec-
nosci (fioletowy) Asp32, jako funkcja potozenia protonu pomiedzy dwoma heteroatomami.
Poniewaz potozenie protonu jest opisane jako réznica odlegtosci dyy - dogy, jej wartosci
ujemne odpowiadaja protonowi znajdujacemu sie na Bq (konfiguracja zwitterion lub "mo-
stek solny"), a wartosci dodatnie odpowiadaja protonowi zwigzanemu z c-pierscieniem
(konfiguracja neutralna). Trojkaty przedstawiaja poszczegolne energie wiazania obliczone
dla 100 geometrii wyodrebnionych losowo z réwnowagowych symulacji QM/MM. Linia
ciggta pokazuje Srednig biegnaca, obliczona oddzielnie dla konfiguracji neutralnej i zwit-
terion. Przyciaganie elektrostatyczne miedzy przeciwnie naladowanymi jonami jest od-
powiedzialne za znaczna czes¢ energii wigzania uzyskanej w konfiguracji zwitterion. W
rzeczywistosci, gdy dwa tadunki elementarne znajduja sie w odlegtosci 3,2A(érednia odle-
gtos¢ miedzy centrami tadunku grupy dimetyloaminowej Bq i grupy karboksylowej Glu65),
energia oddziatywania elektrostatycznego miedzy nimi wynosi ok. 100 kcal /mol. Rozktady
przedstawione na dole przedstawiaja prawdopodobienistwa znalezienia uktadu przy roéz-
nych wartosciach dyy - dog, zgodnie z rownowagowymi symulacjami QM/MM. Rysunek

wykorzystany z pracy [155] na podstawie udzielonej zgody.
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Wryniki te jednoznacznie wskazuja, ze reszta Asp32 odgrywa kluczows role w stabi-
lizacji wigzania Bq do Glu65. Usuniecie grupy bocznej asparaginianu znaczaco ostabia
interakcje, co sugeruje, ze tworzenie dodatkowego wiazania wodorowego Asp32-Glu65 w
dzikim typie jest istotnym czynnikiem energetycznie sprzyjajacym utrzymaniu inhibi-
tora w miejscu wigzacym. Obserwowane ostabienie powinowactwa po mutacji Asp32Ala
jest zgodne z hipoteza, ze Asp32 wspomaga tworzenie silnego, skréconego wigzania wo-
dorowego (SSHB) miedzy Bq a Glu65, co jest kluczowe dla efektywnej inhibicji rotacji
c-pierécienia.

Poréwnanie wariantu dzikiego (WT) oraz mutanta Asp32Ala jednoznacznie wskazuje,
ze dodatkowe wiazanie wodorowe pomiedzy Glubb a Asp32, obecne wytacznie w myko-
bakteryjnej syntazie ATP, jest warunkiem koniecznym do utworzenia silnego, krotkiego
wigzania wodorowego typu SSHB miedzy Bq a Glu65. Obecno$é tego dodatkowego wia-
zania stanowi kluczowy element umozliwiajacy selektywne wiazanie inhibitora.

Zjawisko to ilustruje unikalny przypadek silnej kooperatywnosci dwoch grup karbok-
sylowych — Glu65 i Asp32 — ktore wspodlnie uczestniczg w sieci wigzan wodorowych, zna-
czaco wzmacniajac podstawowe wigzanie SSHB. Efekt ten przektada sie na wzrost energii
swobodnej wiazania nawet o ponad 7 kcal/mol wzgledem ukladu pozbawionego tej ko-
operacji [185].

Biorgc pod uwage, ze reszta Asp32 jest ewolucyjnie zakonserwowana i wystepuje wy-
tacznie w c-pierscieniu mykobakteryjnych syntaz ATP, mozna ja uznaé¢ za element klu-
czowy dla specyficznosci wiazania Bq, a tym samym dla jej dziatania przeciwpratkowego.
Znaczenie tej reszty potwierdzaja badania nad opornoécia klinicznych izolatow Mycobac-
terium tuberculosis oraz Mycobacterium smegmatis, ktére wykazalty, ze mutacje Asp32 na
niekwasowe aminokwasy — takie jak walina, glicyna czy alanina — prowadza do catkowitej
utraty odpowiedzi na Bq [76, 186, 59]. Wyniki te dodatkowo podkreslaja kluczowa role

Asp32 w mechanizmie selektywnego rozpoznawania i wigzania inhibitora.

Alternatywne mozliwosci tworzenia silnego wigzania wodorowego

Biorac pod uwage uzyskane przeze mnie wyniki, ktore wskazuja, ze dodatkowe wig-
zanie wodorowe pomiedzy Asp32 i Glu65 jest niezbedne do utworzenia krotkiego, silnego
wigzania wodorowego (SSHB) z udzialem Bq, zaproponowatam nowsg strategie projekto-
wania inhibitorow. Celem tej koncepcji byto zastapienie klasycznego wigzania wodorowego
miedzy Asp32 a Glu65 — wystepujacego wylacznie w mykobakteryjnej syntazie ATP —
alternatywnym, wewnatrzczasteczkowym uktadem donor-akceptor w obrebie samego inhi-
bitora. Dzieki temu mozliwe byloby zachowanie warunkéw sprzyjajacych powstaniu SSHB,
nawet w biatkach pozbawionych reszty Asp32 lub analogicznej.

Zaproponowane modyfikacje strukturalne Bq miatyby na celu poszerzenie spektrum

dzialania na inne bakterie, zarowno Gram-dodatnie (+), jak i Gram-ujemne (-), a takze
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Rysunek 31: Sita wiazania wodorowego miedzy Bq lub jego trzema analogami (I, IT i III)
a Glubd w c-pierscieniu WT i jego wariancie Asp32Ala, okreslona ilosciowo jako energia
wiazania miedzy grupa tworzaca HB w czasteczce liganda (R) a para Glu65/Asp32 (WT)
lub samym Glu65 (Asp32Ala).

przeciwdziatanie rozwojowi opornosci.

Dotychczasowe proby zwiekszenia potencjatu terapeutycznego Bq, opisane w literatu-
rze, skupiaty sie gléwnie na modyfikacjach rdzenia diarylochinolinowego — przede wszyst-
kim grupy naftylowej oraz fenylowej. Niestety, wszystkie te podejscia, wbrew oczekiwa-
niom, prowadzily do obnizenia aktywnosci biologicznej [86, 87, 89, 187]. W $wietle tych
niepowodzen uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja na koniecznos¢ zmiany strategii pro-
jektowania inhibitorow i zwrdcenia wiekszej uwagi na interakcje z konserwowang reszta

Glu65, ktora odgrywa kluczowa role w stabilizacji kompleksu.

W zwiazku z tym postawitam hipoteze, ze zapewnienie silnego, kierunkowego wigza-
nia wodorowego z Glu65 — niezaleznie od obecnosci Asp32 — moze umozliwi¢ skuteczne
tworzenie SSHB i tym samym pozwoli¢ na rozszerzenie zastosowania zwiazkéw z klasy
diarylochinolin. Jest to jednak koncepcja teoretyczna, ktora nie zostala jeszcze zweryfi-
kowana doswiadczalnie, a jej celem jest przede wszystkim analiza mozliwo$ci utworzenia
SSHB w uktadach pozbawionych drugiej grupy karboksylowej z sasiedniego aminokwasu.

Wraz z cztonkiem naszego zespolu badawczego, Subrahmanyamem Sappatim, zapro-
jektowalismy trzy analogi Bq, w ktorych grupe aminowa zastapilisémy odpowiednio: (I) 2-
hydroksy-1-metyloimidazolem, (II) pochodna kwasu formamidowego oraz (III) 1-metylo-
imidazolem. Celem tych modyfikacji byto wprowadzenie grup funkcyjnych zdolnych do
tworzenia dodatkowego wiazania wodorowego z Glu65, zwiekszajacego trwatosé SSHB.

Energie wigzania wodorowego dla zaprojektowanych zwiazkéw wyznaczyt Subrahma-

nyam Sappati na podstawie statycznych obliczenn kwantowo-chemicznych, obliczajac roz-
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nice miedzy energia pelnego kompleksu a energia izolowanego biatka i liganda. Na Rys. 31
przedstawitlam wartosci energii wigzania uzyskane dla Bq i analogow (I-111) w wariancie
typu dzikiego (WT) oraz mutanta Asp32Ala. Z poréwnania widocznego na wykresie wy-
nika jednoznacznie, ze najbardziej stabilny kompleks tworzy zwiazek I (ok. —31 keal /mol
w WT), a najstabszy — zwiazek III (ok. —13 kcal/mol w WT). Bq i analog II w tym
zestawieniu zajmuja pozycje posrednie, wykazujac odpowiednio energie ok. —22 kcal /mol
i —18 kecal /mol.

Wymniki obliczen sugeruja, ze zwiazek I ma wyzsze powinowactwo do c-piericienia niz
oryginalna Bq. Rzeczywiscie, jedli jako wskaZnika uzyjemy roéznicy w energii wiazania
(AAE = AE; — AEp,), widzimy ze zwiazek I tworzy z biatkiem dzikim (WT) kom-
pleks stabilniejszy o 9,7 kcal/mol za$ z mutantem Asp32Ala o 8,0 kcal/mol (Rys. 31).
Otrzymane wartosci wskazuja zatem, ze zwiazek I moze byé¢ potencjalnie silniejszym in-
hibitorem niz Bq. Zwiekszone powinowactwo mozna przypisa¢ kooperatywnemu efektowi
dwoch wigzan wodorowych: silnego SSHB pomiedzy Glu65 a atomem azotu N3 pierscie-
nia imidazolowego (don = 2,48 A) oraz dodatkowego, stabszego wiazania pomiedzy grupa
hydroksylowa (2-OH) a drugim atomem tlenu w Glu65 (dpo =2,76 A). Co istotne, to
wzmocnienie wystepuje takze w przypadku mutanta Asp32Ala, co sugeruje, ze mody-
fikacja ta moze umozliwia¢ obejscie problemu opornoéci i zachowanie silnego wiazania
inhibitora z kompleksem nawet po wyeliminowaniu Asp32.

Dla zwiazku III, w ktorym grupa 2-OH zostata usunieta, zaobserwowano znaczace
ostabienie SSHB i obnizenie energii wigzania. Wynik ten sugeruje, ze brak dodatkowego
donorowego centrum hydroksylowego czyni te modyfikacje nieefektywna jako potencjalny
inhibitor.

W przypadku zwigzku II stwierdzono rowniez spadek energii wigzania w poroéwnaniu
do Bq. Moze to wynika¢ z wickszej elastycznosci konformacyjnej podstawionego ugrupo-
wania hydroksyiminowego, ktoére zaburza optymalna geometrie kooperatywnego uktadu
wiazani wodorowych.

Uzyskane dane wskazuja, ze modyfikacje strukturalne Bq ukierunkowane na utrzy-
manie lub wzmocnienie SSHB z Glu65 moga stanowié¢ obiecujaca droge do opracowania
nowych, skutecznych zwiazkéw przeciwbakteryjnych, réwniez przeciwko patogenom nie-

wrazliwym na oryginalng czasteczke Bq.

4.2.3 Mechanizm inhibicji syntazy ATP przez bedakiline

Celem moich badan bylo takze zrozumienie molekularnego mechanizmu dziatania beda-
kiliny jako inhibitora czesci F, syntazy ATP w mykobakteriach. Wiadomo, ze dziatanie
syntazy ATP opiera sie na rotacji c-pierscienia wzgledem podjednostki a, co umozliwia
transport protonéw i synteze ATP. Kluczowe dla zrozumienia mechanizmu inhibicji oka-

zato sie okreslenie, w jaki sposob Bq blokuje ten proces w patogenach takich jak Myco-
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Rysunek 32: (A)Wplyw Bq na rotacje w obrebie mykobakteryjnego kompleksu F, wyra-
zony jako roznica energii swobodnej obrotu w obecnoéci i przy braku Bq zwiazanego z
biatkiem. (B) Schemat mechanizmu czesciowej separacji c-pierscienia i podjednostki a na

skutek zwiazania Bq na interfejsie miedzy nimi.

bacterium tuberculosis.

Dotychczas zaproponowano dwie konkurencyjne hipotezy wyjasniajace mechanizm
dzialania Bq. Jedna z nich zakladalta, ze Bq wiaze sie bezposrednio na interfejsie c-
pierscien /podjednostka a, fizycznie blokujac rotacje [188]. Alternatywna teoria sugero-
wala, ze Bq dziala jako jonofor, transportujac jony H+ i K przez blone, co prowadzi do
zaburzenia gradientu protonowego i zatrzymania obrotu [101].

Wyniki moich obliczen QM /MM wskazaly na obecnosé¢ krotkiego, silnego wiazania
wodorowego (SSHB) pomiedzy grupa karboksylowa Glu65 a dimetyloaminows grupa Bq.
Tak silne i selektywne oddzialywanie sugeruje, ze Bq dziata jako element blokujacy rotacje
c-pierScienia poprzez stabilne przytaczenie do jego powierzchni. Hipoteza ta wymagata
jednak bezposredniego przetestowania — w tym celu obliczytam profil energii swobodnej

rotacji c-pierécienia w funkcji kata obrotu przy uzyciu metody préobkowania parasolkowego
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(US).

Przygotowatam dwa zestawy modeli. W pierwszym znajdowat sie kompleks F, pozba-
wiony inhibitora, stanowiacy uktad referencyjny, natomiast w drugim analogiczny kom-
pleks z Bq zwigzanym na powierzchni c-pierscienia. Dla obu systemoéw niezaleznie wy-
znaczytam profile energii swobodnej, a ich roznice (AAG) zinterpretowalam jako wplyw
obecnosci inhibitora na energetyke rotacji (Rys. 32).

Jak pokazuje uzyskany przeze mnie profil, kluczowym punktem jest obserwacja gwat-
townego wzrostu energii przy kacie rotacji ~ 23,°, odpowiadajacym konfiguracji, w kto-
rej zwigzana Bq napotyka podjednostke a. Wzrost ten odzwierciedla powstanie bariery
energetycznej dla rotacji, wynikajacej ze sterycznego odpychania pomiedzy inhibitorem a
powierzchnia podjednostki a, dodatkowo wzmocnionego obecnoscia silnego wigzania wo-
dorowego z Glu65. Zerwanie tego wiazania i kontynuacja obrotu jest energetycznie mniej
korzystne niz utrzymanie inhibitora w miejscu, co skutecznie zatrzymuje dalsza rotacje.

Zgodnie z ta koncepcja, mozna przewidywaé, ze obrot c-pierécienia zostaje drastycz-
nie spowolniony w momencie, gdy Bq napotyka fizyczna przeszkode w postaci podjed-
nostki a. Oznacza to, ze obecnosé Bq wprowadza do krajobrazu energii swobodnej rotacji
znaczacag bariere, skutecznie blokujaca dalszy ruch. Kluczowym warunkiem takiego scena-
riusza jest wystarczajaco silne powinowactwo Bq do c-pierscienia, co potwierdzaja moje
analizy uktadu wiazan wodorowych typu SSHB, zwlaszcza interakcji z Glu65.

Podsumowujac, moje badania wskazuja, ze dziatanie Bq polega na stabilnym zwigzaniu
w kieszeni c-pierScienia i wprowadzeniu bariery energetycznej dla jego rotacji wzgledem
podjednostki a. Oznacza to, ze obserwowany mechanizm inhibicji najlepiej opisuje scena-
riusz blokady interfejsu, wspierany przez silne oddziatywania molekularne, w szczeg6lnosci

SSHB z Glu65, a nie alternatywne dziatanie jonoforowe.

4.3 Mechanizm wigzania oligomycyny z bialtkiem F,

Ze wzgledu na fakt, ze obok bedakiliny (Bq) znany jest takze inny inhibitor kompleksu F,
syntazy ATP — oligomycyna (Olg) — uznalam za istotne poréwnanie mechanizmu ich
dziatania. Mimo ze sa to czasteczki o zupelnie odmiennej budowie chemicznej i rozmia-
rach, obie lokalizujg sie w tym samym miejscu, wiazac sie z powierzchnig c-pierscieniem
w miejscu wystepowania kluczowej reszty kwasnej (Glu). Rodzi to pytanie, czy sposob
rozpoznania i oddzialywania z kompleksem F,, a w konsekwencji mechanizm inhibicji,
przebiega w obu przypadkach podobnie, czy tez zasadniczo si¢ rézni.

W pierwszej kolejnosci skoncentrowatam sie na okresleniu powinowactwa oligomycyny
do c-pierscienia. W tym celu wyznaczytam profile energii swobodnej wiazania (PMF)
metodg probkowania parasolkowego (US); jako wspohrzedna reakceji przyjetam odlegtosé
miedzy $rodkami mas ciezkich atoméw inhibitora i atoméw tworzacych kieszen wiazaca

(szczegoly protokotu w rozdziale Metody). Otrzymany profil PMF (Rys. 33) wykazal
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Rysunek 33: Poréwnanie profili energii swobodnej dla wiazania Olg od F, (dcon) w
wariancie izolowanego c-pierscienia (czerwony) i na interfejsie c-pierscieni/podjednostka a
(zielony). Wspolrzedna reakcji zostala zdefiniowana jako odlegto$é miedzy srodkiem masy

atoméw Olg i srodkiem masy ciezkich atoméw szkieletu c-pierscienia.

obecno$é minimum energii swobodnej odpowiadajacego kompleksowi Olg—c-pierécien, z
wartoscia rzedu —5 kcal/mol wzgledem stanu zdysocjowanego. Co istotne, krzywe uzy-
skane dla samego c-pierécienia (czerwony profil) i dla calego kompleksu F,, (zielony profil)
sg jako$ciowo zgodne, ale réznia sie glebokoscia minimum: w przypadku izolowanego c-
pier§cienia warto$¢ minimum jest nieco nizsza (ok. 4 kcal/mol), podczas gdy w obecnosci
pelnego kompleksu F, minimum siega glebiej (ok. 6 kcal/mol). Wynik ten relatywnie
dobrze koresponduje z danymi eksperymentalnymi, wskazujacymi na stata inhibicji Olg
rzedu 1 uM, co odpowiada energii swobodnej wigzania ok. —8 kcal/mol |97, 189|. Zgod-
no$¢ powyzsza sugeruje, ze dla Olg pole sitowe odwzorowuje oddzialywania stabilizujace
znaczaco lepiej niz w przypadku Bq, dla ktorej obserwowatam znaczne rozbieznosci miedzy

symulacjami a danymi eksperymentalnymi.

Analiza energetyczna wykazala, ze dominujacy wklad stabilizujacy kompleks Olg—c-
pierscient pochodzi od oddzialtywan hydrofobowych i dyspersyjnych miedzy alifatycznymi
fragmentami Olg a resztami Leu63 i Phe64 (Rys.34B). Dodatkowo zaobserwowatam poje-
dyncze wiagzanie wodorowe (mediowane przez mostkowa czasteczke wody) laczace grupe
karboksylowa Glu65 z grupa karbonylowa zwiazana z weglem 36 Olg (Rys. 34C). Udzial
tej wody w stabilizacji kompleksu sugerowala juz struktura krystaliczna (PDB 4F4S)
[97]. Moje symulacje potwierdzity taka hipoteze, tym bardziej, ze w startowej klatce sy-

mulacji czasteczka ta nie byla obecna na interfejsie Olg/biatko. W odroznieniu od Bq, w
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Rysunek 34: (A) Wzor strukturalny Olg z zaznaczonymi numerami atoméw tancucha
makrolidowego. (B) Miejsce wiazace Olg w c-pierscieniu z zaznaczeniem reszt aminokwa-
sowych kluczowych dla tworzenia kompleksu. (C) Struktura c-pierscienia ze zwiazana Olg

z zaznaczong obecnoscia mostkujacej czasteczki wody uzyskana w symulacji MD.

przypadku Olg nie stwierdzitam wystepowania krotkich, silnych wiazan wodorowych — od-
legtosci i katy odpowiadaja klasycznym wigzaniom wodorowym. W tym wiec przypadku
stabilizacja opiera sie przede wszystkim na duzej powierzchni kontaktu inhibitor/biatko i

proporcjonalnej do niej energii oddziatywan dyspersyjnych.

4.4 Mechanizm inhibicji kompleksu F, na przyktadzie oligomy-
cyny

Aby sprawdzi¢ funkcjonalny skutek wiazania Olg na powierzchni c-pierscienia, wyzna-
czytam takze profile energii swobodnej dla jego rotacji wzgledem nieruchomej podjed-
nostki a, wykorzystujac metode probkowania parasolkowego. Wykorzystatam do tego
strukture krystaliczng drozdzowego kompleksu F, z oligomycyna (PDB 6CP5 [98]). Jako
wspotrzednej reakeji uzytam kata obrotu c-pierscienia. Aby zbada¢ wptyw Olg na rota-
cje, wyznaczytam dwa profile: pierwszy z nich uwzglednial obecno$é Olg na interfejsie
c-pierscient /podjednostka a, drugi natomiast odpowiadal rotacji bez zwiazanego inhibi-
tora. Na skutek odjecia od siebie tych dwoch profili energii swobodnej uzyskatam profil
podwojnej zmiany energii swobodnej (AAG), ktory zaprezentowatam na Rys. 35.
Analiza tego profilu pokazuje, ze w poczatkowym zakresie rotacji (0-8°) obecnosé
Olg nie wplywa istotnie na energetyke ruchu c-pierscienia — wartosci AAG pozostaja
niewielkie, nie przekraczajac 1-2 kcal /mol. Oznacza to, ze w tym zakresie ruch obrotowy
przebiega podobnie niezaleznie od obecnosci inhibitora. Jednak juz przy kacie obrotu
okoto 10°obserwuje gwaltowny wzrost energii swobodnej, siegajacy 8 kcal/mol. Wraz z

dalsza rotacja, w okolicach 25°, pojawia sie dodatkowo wyraZzne rozdzielenie powierzchni
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Rysunek 35: Profile energii rotacji mitochondrialnego kompleksu F, ze zwiazana Olg (nie-

bieski) oraz bez (zo6lty).

kontaktu c-pierscien/podjednostkaa, co wskazuje na destabilizacje calego kompleksu.

Warto podkresli¢, ze warto$é bariery rotacyjnej (ok. 8 kecal/mol) jest poréwnywalna z
wartoscia energii wigzania Olg (5-8 kcal/mol) (Rys.??) [97]. Sugeruje to, ze inhibitor jest
w stanie utrzymac sie¢ w miejscu wigzania takze w warunkach, gdy rotujacy c-pierécien ze
zwiazana Olg napotyka podjednostke a. Innymi stowy, Olg posiada wystarczajace powi-
nowactwo, aby ,przetrwa¢” moment, w ktérym zaczyna on stanowic¢ steryczng przeszkode
dla rotacji. W praktyce oznacza to, ze mechanizm dziatania oligomycyny polega przede
wszystkim na trwalym zwiazaniu na interfejsie c-pierscieni/podjednostka a, ktore prowadzi
do powstania bariery energetycznej blokujacej dalszy ruch pierscienia.

Zestawiajac te wyniki z wczesniejszymi analizami dla Bq, mozna stwierdzié¢, ze oba
inhibitory — mimo ré6znic w budowie i wtasciwoséciach — wywotuja podobny efekt funkcjo-
nalny: wprowadzenie bariery energetycznej, ktoéra skutecznie ogranicza rotacje c-pierécienia.
Oznacza to, ze zar6wno bedakilina, jak i oligomycyna dzialaja poprzez trwate zwigzanie na
interfejsie c-pierscieni/podjednostka a i fizyczne uniemozliwienie dalszego obrotu. Roznia
sie natomiast szczegdétowym charakterem stabilizujacych je interakeji: selektywne krotkie
wiazanie wodorowe (SSHB) w przypadku Bq versus kombinacja oddziatywan hydrofo-
bowych i klasycznego wiazania wodorowego (wraz z mostkiem wodnym) w przypadku
Olg.

Takie poréwnanie wskazuje, ze mechanizm blokady interfejsu moze by¢ uniwersalnym
sposobem inhibicji kompleksu F,, podczas gdy rodzaj oddziatywan molekularnych decy-

duje o sile, selektywnosci i specyfice wigzania danego inhibitora.
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Whnioski

Celem niniejszej pracy byto zrozumienie wybranych aspektéw mechanizmu funkcjonowa-
nia btonowej czesci syntazy ATP, biatka F,, oraz wyjasnienie sposobu jego inhibicji przez
dwa rozne zwiazki matoczasteczkowe - oligomycyne i bedalikine. Do realizacji tego celu
wykorzystalam metody komputerowe — pelnoatomowsa dynamike molekularng oraz obli-
czenia hybrydowe QM /MM - ktére umozliwily analize zjawisk trudnych do uchwycenia
metodami eksperymentalnymi. W ramach niniejszej pracy skupitam sie na trzech gtow-
nych obszarach badan. Jako pierwszy aspekt przeanalizowatam podstawy jednokierunko-
wej rotacji c-pierécienia biatka F, sprzezonej z transportem protonéw w poprzek blony.
Przebadatam réwniez mechanizm samego transportu protonéw i jego zwigzek z kierunko-
woscig rotacji wspomnianego c-pierécienia. Ponadto waznym punktem moich badan byto
scharakteryzowanie molekularnego mechanizmu dziatania dwoch inhibitoréw biatka F,
— bedakiliny oraz oligomycyny. Ponizej przedstawitam najwazniejsze wnioski ptynace z
przeprowadzonych analiz.

Mechanizm rotacji w obrebie kompleksu F,

Symulacje, ktére przeprowadzitam, pozwolity mi okresli¢ profile energii swobodnej ro-
tacji c-pierscienia i na ich podstawie pokazaé, ze kierunek odpowiadajacy syntezie ATP
jest energetycznie korzystniejszy od kierunku odwrotnego. Wykazatam, ze zmiany stanéow
protonacyjnych reszt kwasu glutaminowego w poétkanatach bezposrednio moduluja wyso-
kos¢ barier energetycznych rotacji. W szczegdlnosci protonacja reszty w potkanale wiaza-
cym (B) obniza koszt przesuniecia jej do hydrofobowego wnetrza btony, podczas gdy op6z-
niona deprotonacja w poétkanale uwalniajacym (R) prowadzi do pojawienia sie dodatkowej
bariery. Oznacza to, ze procesy protonacji i deprotonacji poszczegdlnych reszt w poétkana-
tach wyznaczaja kolejne etapy limitujace rotacje c-pierscienia, co stanowi mechanistyczne
uzupetnienie i potwierdzenie wezesniejszych obserwacji eksperymentalnych [190, 62].

Mechanizm transferu protonéw i indukcja jednokierunkowej rotacji
c-pierscienia

W niniejszej pracy wykazalam takze, ze kluczowym etapem mechanizmu rotacyjnego
c-pierscienia w kompleksie F, jest protonacja Glu65 w poétkanale wiazacym, ktéra moze
stanowi¢ etap limitujacy szybkos¢ calego procesu. Przeprowadzone przeze mnie symula-
cje hybrydowe QM /MM ujawnity, ze transfer protonu zachodzi zgodnie z mechanizmem
tzw. dziury protonowej (proton hole mechanism). W tym mechanizmie protonacja ak-
ceptora (Glub5 c-pierscienia) nastepuje réwnoczesnie z powstaniem lokalnego deficytu
protonu (OH ), ktory propaguje sie wzdtuz szlaku wodnego w kierunku donora (Glu223
podjednostki a). Taki sposob transferu moze mie¢ istotne konsekwencje dla zaleznosci
energetycznej i synchronizacji miedzy zmianami protonacji a obrotem c-pierscienia.

Wplyw zakonserwowanej argininy na kierunkowo$é¢ rotacji
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Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy analizy jednoznacznie wskazaly kluczowsa
role reszty Argl76 w podjednostce a kompleksu F, w zachowaniu kierunkowosci rota-
cji c-pierscienia. Pokazatam, ze obecno$¢ tego aminokwasu umozliwia rozdzielenie dwoch
potkanaléow protonowych i stabilizacje preferencji rotacji w kierunku syntezy ATP. Jest
to wazne ze wzgledu na wydajne sprzezenie transportu protonéw z konwersja energii elek-
trochemicznej w mechaniczna. Jednocze$nie wykazalam, ze mutacje tej reszty prowadza
do utraty kinetycznej preferencji do rotacji w kierunku syntezy ATP, co skutkuje obnize-
niem funkcjonalnosci catego kompleksu. Zaprezentowane przeze mnie wyniki dostarczaja
mechanistycznego wyjasnienia wczeSniejszych obserwacji eksperymentalnych i wyraznie
pokazuja, ze zakonserwowana Argl76 jest elementem niezbednym do wydajnego sprzeze-

nia transportu protonéw z rotacja kompleksu F, [98].
Wplyw inhibitora na rotacje kompleksu F, na przykladzie bedakiliny
Moje badania nad oddziatywaniami bedakiliny (Bq) z syntaza ATP wykazaly, ze in-

hibitor ten skutecznie blokuje rotacje c-pierscienia wzgledem nieruchomej podjednostki
a. Pierwsze strukturalne dowody uzyskano w 2015 roku dzieki krystalografii rentgenow-
skiej (PDB: 4V1F) [21], ktora ujawnita lokalizacje bedakiliny na powierzchni c-pierscienia
kompleksu F, z Mycobacterium phlei. Mimo tego przetomowego odkrycia, mechanizm
molekularny wiazania inhibitora pozostawal niejasny. Wyniki symulacji przeprowadzo-
nych przeze mnie w niniejszej pracy wykazaly, ze Bq wiaze sie na interfejsie c-pierscienia
i podjednostki a, a jej obecnosé skutecznie uniemozliwia rotacje c-pierscienia w kierunku
syntezy ATP. W konsekwencji hamuje to sprzezenie przeptywu protonéw z obrotem i

zatrzymuje dziatanie silnika protonowego.

Analiza silnego wigzania wodorowego w aspekcie inhibicji kompleksu F,

przez bedakiline

Dowiodtam, ze kluczowym elementem zapewniajacym skutecznos$é¢ bedakiliny jako
leku jest mozliwo$¢ utworzenia krotkiego, silnego wigzania wodorowego (SSHB) z za-
konserwowana reszta Glu65 w c-pierscieniu. Symulacje i analizy, ktore przeprowadzitam,
znajduja odzwierciedlenie w danych krystalograficznych [83|. Stabilizacja tego oddzia-
tywania jest dodatkowo wzmacniana przez unikalng dla mykobakterii reszte Asp32, co
ttumaczy specyficzno$é inhibitora wzgledem syntazy ATP pochodzacej z mykobakterii.
Analizy energetyczne przeprowadzone przeze mnie w ramach niniejszej pracy wykazaty,
ze wazna role w stabilizacji kompleksu Bq/F, odgrywaja takze oddzialywania dyspersyjne,
glownie z resztami Tyr68, Phe69 i I1e70, ktore wspotdziataja z aromatycznymi fragmen-
tami bedakiliny, jednak ich obecnos¢ jest niewystarczajaca. Wykazatam, ze SSHB jest
kluczowe dla tego kompleksu, wzmacniajac te oddzialywania, zapewniajac inhibitorowi

wyjatkowa trwalos¢ wiazania w hydrofobowym $rodowisku blony lipidowe;j.
Mechanizm inhibicji syntazy ATP przez bedakiline

Wyniki, ktore zebratam, pozwalaja zaproponowac sp6jny mechanizm inhibicji syntazy
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ATP przez bedakiline. Inhibitor wigze sie w blonie z c-pierscieniem, tworzac kluczowe
SSHB z Glu65 oraz dodatkowe oddzialywania dyspersyjne z resztami sasiadujacymi. Sta-
bilizacja ta powoduje, ze w momencie kontaktu Bq z interfejsem c-pierscien /podjednostka a
nastepuje zablokowanie rotacji c-pierscienia, uniemozliwiajac translokacje protonéw po-
miedzy potkanatami i tym samym zatrzymujac konwersje energii chemiosmotycznej w
mechaniczng. Co istotne, wykazatam, ze mutacje w pozycji Asp32 ostabiaja SSHB, co po-
twierdza kluczowa role tej reszty w mechanizmie wiazania. W szerszym kontekscie wyniki
te podkreslaja znaczenie krotkich, silnych wigzan wodorowych jako potencjalnych deter-
minantow skutecznosci innych inhibitoréw. Sugeruja takze, ze projektowanie analogéw Bq
zachowujacych zdolnos¢ do tworzenia SSHB z Glu65 moze stanowié¢ obiecujaca strategie
w opracowywaniu nowych lekow o poszerzonym spektrum dzialania wobec syntazy ATP

w réznych patogenach.
Mechanizm inhibicji syntazy ATP przez oligomycyne

W ramach badan nad oligomycyna (Olg) okreslitam molekularne determinanty jej wia-
zania z powierzchnig c-pierscienia i poréwnalam je z ustalonymi weze$niej dla bedakiliny.
Analiza profili energetycznych dla wiazania Olg pokazala, ze stabilizacja kompleksu oli-
gomycyny z c-pierécieniem wynika przede wszystkim z oddzialywan dyspersyjnych oraz
(zwyktego) wiazania wodorowego. Konkretyzujac, kluczowe znaczenie maja kontakty po-
miedzy alifatycznymi fragmentami oligomycyny a resztami Leu63 i Phe64 oraz mostkowe
wigzanie wodorowe pomiedzy Glu65 i grupa hydroksylows oligomycyny, posredniczone
przez czasteczke wody. W odréznieniu od bedakiliny, ktérej mechanizm opiera sie na
krotkim, silnym wiazaniu wodorowym (SSHB), oligomycyna wykorzystuje raczej rozlegta
powierzchnie hydrofobowsg i standardowe oddziatywania niekowalencyjne. Moje wyniki
wskazuja, ze obecnos¢ oligomycyny w kompleksie F, prowadzi do powstania wyraznej
bariery energetycznej, ktora blokuje rotacje c-pierscienia i tym samym uniemozliwia dzia-
tanie syntazy ATP. Obliczona energia swobodna wiazania (ok.—6 kcal/mol) pozostaje w
relatywnie dobrej zgodnosci z danymi eksperymentalnymi (stata inhibicji w zakresie ok.

1 M [189]), co potwierdza poprawnos¢ zastosowanego modelu.

Moje badania pokazuja, ze zaréwno w przypadku Bq, jak i Olg, zatrzymanie rotacji
nastepuje w momencie kontaktu inhibitora z podjednostka a, co wskazuje na wspoélny
sposob inhibicji syntazy. Bedakilina wiaze sie poprzez utworzenie krotkiego, silnego wia-
zania wodorowego (SSHB) z Glu65 — wiazania o nietypowo duzej sile stabilizujacej w
poréwnaniu z klasycznym H-wiazaniem — ktoére w istotny sposob przyczynia sie do jej
wysokiego powinowactwa i specyficznosci. Oligomycyna natomiast stabilizuje kompleks
gtownie poprzez rozleglte oddziatywania dyspersyjne oraz klasyczne wiazanie wodorowe z
Glu65 z posredniczaca czasteczka wody. Dodatkowo jej rozmiar i utozenie na interfejsie
fizycznie blokuja ruch c-pierécienia, dziatajac jako przeszkoda steryczna. Innymi stowy,

Bq i Olg wykorzystuja rézne zestawy oddziatywan molekularnych — odpowiednio: silne,
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krotkie wigzanie wodorowe kontra szerokie kontakty dyspersyjne — lecz oba prowadza
do tego samego efektu funkcjonalnego: zatrzymania rotacji c-pierécienia i zahamowania
transportu protonow.

Przeprowadzone badania dostarczyty nowego wgladu w mechanizmy bioenergetyczne,
trudne do uchwycenia wylacznie metodami eksperymentalnymi, i pokazaty kluczowa role
symulacji pelnoatomowej dynamiki molekularnej oraz metod QM /MM w analizie mecha-
nochemicznego dziatania biatek btonowych. Uzyskane wyniki moga stanowi¢ punkt wyj-
Scia do projektowania nowych inhibitorow syntazy ATP — zaréwno selektywnych wobec

wariantow bakteryjnych, jak i skierowanych przeciwko mitochondriom.
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