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Ze wzgledu na powszechng obecno$¢ czasteczek chiralnych w organizmach zywych szeroko
rozumiana aktywnos$¢ optyczna jest jednym z najwazniejszych tematow badawczych w spektroskopii,
o0 znaczeniu zarowno w dziedzinie chemii, jak i biochemii. R6znorodne aspekty chiralnosci i ich zwigzek
ze strukturg elektronowa czasteczek przejawiaja si¢ w wielu efektach optycznych zwigzanych
z zalamaniem, rozproszeniem, absorpcja i emisja $wiatta. Techniki oparte na tych zjawiskach pozwalaja
rozrozni¢ enancjomery, a czesto takze konformery danego zwiazku. Pomiary skrecalno$ci optycznej czy
widm elektronowego dichroizmu kotowego sg procedurami powszechnie stosowanymi w ustalaniu
konfiguracji absolutnej zwigzkow. Jednak dopiero przeprowadzenie obliczen teoretycznych i porownanie
ich z eksperymentem pozwala na jednoznaczne okreslenie konfiguracji zwigzku chemicznego. Ze wzgledu
na bezposredni wptyw ulozenia atoméw w badanej czgsteczce na przebieg widma, spektroskopia
chiralooptyczna znalazta szerokie zastosowanie w analizie strukturalnej zarowno matych czasteczek (np.
badania konformacji), jak i duzych uktadéw biologicznych (np. badanie struktury II-go i lll-cio rzedowe;j
biatek). [1]

Celem badan przeprowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiej byto poglebienie wiedzy na
temat modelowania wplywu otoczenia molekularnego na wtasciwosci chiralooptyczne. Osiggnetam to
poprzez przeprowadzenie szeregu symulacji komputerowych, ktorych wyniki zostaly pordéwnane

z dostepnymi danymi eksperymentalnymi. Badania wlasne sktadajg si¢ z trzech czesci, a w kazdej



z nich badatam parametry chiralooptyczne chromoforéw o oznaczeniu biologicznym. W pracy doktorskiej
skupitam si¢ na opisie elektronowych zjawisk chiralooptycznych, tj.: skrecalnosci optycznej (ang. optical
rotation, OR), dyspers;ji skrgcalnosci optycznej (ang. optical rotatory dispersion, ORD), elektronowego
dichroizmu kotowego (ang. electronic circular dichroism, ECD lub CD) i luminescencji spolaryzowanej

kotowo (ang. circularly polarized luminescence, CPL).

We wszystkich opisanych projektach modelowatam wptyw otoczenia na wilasciwosci badanych
czasteczek. Oprocz badania zalezno$ci strukturalnych sprawdzilam przydatno$¢ réznych parametrow
charakteryzujacych §rodowisko i r6znych metod modelowania otoczenia. Schematy obliczeniowe uzyte w
pracy obejmuja: model osrodka ciagltego (PCM), dynamike molekularng (MD), model polaryzowalnego
osadzenia (PE-QM/MM) oraz mikrosolwatacje lub opisywanie najblizszego otoczenia badanej czgsteczki
na tym samym poziomie teorii co chromoforu (QM/QM).

Symulacje poréwnujagce rézne modele kwantowo-chemiczne (w tym PCM, mikrosolwatacje
i MD) do badania wptywu solwatacji i konformacji na wlasciwosci OR, ORD i CD przeprowadzitam na
przyktadzie  prostych  chiralnych  zwigzkow  organicznych:  (R)-(+)-2-hydroksypropanoamidu
i (S)-(+)-2-aminopropanolu. Nastepnie symulowatam wiasciwosci CD i CPL szeregu chiralnych
chromoforow biatek fluorescencyjnych, w tym biatka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent
protein, GFP), a takze wptyw otoczenia molekularnego (opisanego na poziomie PCM, PE-QM/MM oraz
QM/QM) na przebieg modelowanych widm. Ostatnim zwigzkiem chemicznym, ktorym zajmowalam si¢
w pracy jest tioflawina T (ThT). Ten niechiralny barwnik pod wplywem szeregu czynnikow
srodowiskowych moze wykazywac¢ indukowany dichroizm kolowy, a takze indukowang luminescencje
spolaryzowana kotowo. W pracy zaproponowatam mechanizm indukowania sygnalow CD i CPL oraz

opisatam wptyw otoczenia molekularnego na przebieg widm chiralooptycznych ThT.

Pierwszym z podjetych probleméw badawczych byta analiza wplywu otoczenia na wilasciwosci
chiralooptyczne badanych czasteczek oraz sprawdzenie, jak dobrze zastosowane modele $rodowiska
odtwarzaja wplyw roznego otoczenia na te whasciwosci.

Ogolnym wnioskiem dotyczacym modelowania zar6wno srodowiska wodnego, jak i bialkowego
jest to, ze obliczone wtasciwosci chiralooptyczne w duzym stopniu zalezg od uwzglednionych
konformacji badanej czasteczki, a takze struktury przestrzennej najblizszego otoczenia. W celu
prawidlowego opisu badanych wlasciwosci nalezaloby uwzgledni¢ w obliczeniach oddziatywania
specyficzne, takie jak na przyktad wigzania wodorowe. Czasteczki wody i grupy funkcyjne tworzace
wigzania z badanym chromoforem lub inne asymetryczne otoczenie (uwzglednione w regionie kwantowo-
chemicznym) mogg w sposob znaczacy modyfikowac gestosé elektronowa badanych chromoforow, a tym

samym wptywa¢ na ich odpowiedz optyczna.



Metoda, ktora opisuje w sposob adekwatny zarowno konformacje chromoforu, jak i rdzne
konfiguracje otoczenia jest niewatpliwie dynamika molekularna. Pozwala ona na probkowanie przestrzeni
konformacyjnej i dobrze nadaje si¢ do modelowania wiasciwosci chiralooptycznych. Przeprowadzenie
obliczen dla znacznej liczby klatek z symulacji MD jest jednak bardzo czasochtonne i wymaga duzych
zasobow komputerowych.

Kolejng z metod dobrze odtwarzajacych wpltyw $rodowiska na wlasciwosci chiralooptyczne
badanych zwiazkdéw jest model polaryzowalnego osadzenia PE-QM/MM. Bardzo dobrze sprawdzit si¢ on
W opisie otoczenia biatkowego chromoforow biatek fluorescencyjnych (poprawnie przewidujac
uszeregowanie wartosci sily rotatora roznych mutantow GFP i DsRed), a takze adekwatnie przewidziat
usredniony wptyw czasteczek wody na badane parametry CD i CPL.

Warto tez zwroci¢ uwage na model mikrosolwatacji, ktory do$¢ niskim kosztem pozwala na
uwzglednienie oddziatywan specyficznych z rozpuszczalnikiem, a jednocze$nie prowadzi do wynikow

zgodnych z eksperymentem (dla (R)-(+)-2-hydroksypropanoamidu).

Drugim z poruszanych probleméw badawczych bytlo modelowanie widm Iuminescencji
spolaryzowanej kotowo (CPL) chromoforéw o znaczeniu biologicznym — biatek fluorescencyjnych
i tioflawiny T. Sprawdzitam najpierw jakie aspekty metodologiczne maja wplyw na obliczane parametry
CD i CPL. Naleza do nich m.in. uwzglednienie réznej podatnosci elektrycznej otoczenia oraz wybor
funkcjonatu do optymalizacji geometrii i obliczen wtasciwosci CD i CPL. Przeanalizowatam nastg¢pnie
zalezno$¢ pomiedzy strukturami réwnowagowymi chromoforéw o znaczeniu biologicznym i ich
wilasciwo$ciami chiralooptycznymi w stanie podstawowym i wzbudzonym.

Przeprowadzone obliczenia wskazuja, ze struktury chromoforow biatek fluorescencyjnych
w stanie podstawowym i wzbudzonym moga r6zni¢ si¢ dos¢ znacznie. Na ogo6t geometria chromoforéw
w stanie podstawowym jest bardziej ptaska, podczas gdy w stanie wzbudzonym nastepuje skrecenie
plaszczyzny pomigdzy pier§cieniami aromatycznymi w chromoforze, a takze zmniejszenie kata plaskiego
pomigdzy nimi.

Uwzglednienie wptywu otoczenia, przynajmniej na poziomie PCM, w optymalizacji geometrii
stanu wzbudzonego wydaje si¢ koniecznoscig i jest tez wazne w obliczeniach badanych wlasnosci
molekularnych (szczegélnie dla stanu wzbudzonego). Jedynie obliczenia z modelem PCM pozwolity na
uzyskanie prawidtowej — dodatniej — wartosci sily rotatora eGFP (biatka 0 wzmocnionej zielonej
fluorescencji) w widmie luminescencji spolaryzowanej kotowo. Uwzglednienie otoczenia za pomocg
modelu os$rodka ciaglego prowadzito takze do struktur rownowagowych tioflawiny T o geometrii
znaczgco roznej niz dla czasteczki izolowanej. Istotnym rowniez wydaje si¢ wniosek metodologiczny, aby
we wszystkich obliczeniach wlasciwosci chiralooptycznych przeprowadzonych za pomoca metody
funkcjonatu gestosci (DFT) korzysta¢ z funkcjonatow o rozdzielonym zasiegu separacji oddziatywan, np.

CAM-B3LYP, co pozwala na otrzymanie dobrego jako$ciowo opisu intensywnosci pasm na widmie.



Ostatnim z celow rozprawy doktorskiej byto zbadanie mechanizméw indukowania wiasciwosci
chiralooptycznych niechiralnego barwnika — tioflawiny T. Za pomocg metod chemii kwantowej zbadatam
mechanizm "chiralnego skrgtu" oraz indukowania chiralno$ci przez zmiane rozkladu gestosci
elektronowej czasteczki ThT pod wplywem otoczenia biatkowego.

Przeprowadzone obliczenia sugeruja, ze oba przebadane mechanizmy moga indukowa¢ zmiany
efektu Cottona o sile rotatora rzedu kilkudziesieciu 10-40 esu-cm-erg-G-1, zatem oba moga wptynaé na
powstanie silnego sygnatu ICD i ICPL tioflawiny T interkalowanej w amyloidach. Biorac pod uwagg
doniesienia literaturowe o preferencyjnym wigzaniu si¢ czasteczki ThT w poblizu tancuchéw biatkowych
bogatych w pierscienie aromatyczne, [2,3] przeprowadzone obliczenia mogg rzuci¢ nowe $§wiatlo na
kwesti¢ oddziatywania ThT z amyloidami biatkowymi i innymi tego typy uktadami.

Wykonalam réwniez symulacje dla kompleksu tioflawiny T z acetylocholinoesteraza, ktdérego
struktura zostala ustalona na postawie pomiarow eksperymentalnych. Obliczenia te potwierdzity
indukowanie znacznej intensywnosci efektu Cottona dla ptaskiej czasteczki ThT w otoczeniu biatkowym
zawierajagcym pierscienie aromatyczne.

Przeprowadzenie symulacji dla tioflawiny T pozwolito takze na zweryfikowanie zaproponowanego
w literaturze mechanizmu wygaszania fluorescencji tego barwnika w wodzie. [4] Na podstawie obliczen
wykonanych dla izolowanego chromoforu sugerowano, ze geometria stanu wzbudzonego relaksuje si¢ do
struktury, dla ktorej sita oscylatora ma wartos¢ bliskg zeru. [4] Obliczenia, ktore przeprowadzitam
w ramach rozprawy doktorskiej wykazaly, ze mechanizm ten niekoniecznie moze mie¢ miejsce
w $rodowisku silnie polarnym, a brak fluorescencji w wodzie jest raczej zwigzany tylko ze swobodna
rotacja wewnetrzng pomiedzy pierScieniami czasteczki ThT, sprawiajaca, ze kanat relaksacji

bezpromienistej jest efektywny.

Wyniki badan bedace podstawa mojej pracy doktorskiej zostaly opublikowane w czasopismach
migdzynarodowych: dwie prace w Journal of Physical Chemistry B oraz jedna w Chemical Physics.
Kolejna z prac poswigconych opisywanej tematyce zostata wystana do czasopisma Physical Chemistry

Chemical Physics, a pozostate sg w przygotowaniu.
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