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Santrumpos

ATP — adenozintrifosfatas

BMR - branduoliy magnetinis rezonansas

Cho - cholino katijonas

DFT - tankio funkcionalo teorija (angl. Density Functional Theory)

DMSO - dimetilsulfoksidas

GAFF - jégy laukas (angl. General AMBER Force Field)

GIb — glibenklamido anijonas

HF modelis — Hartrio — Foko modelis

JS — joninis skystis

Katp — adenozintrifostatui jautrus kalio jony kanalas

LCAO - tiesiné¢ atominiy orbitaliy kombinacija (angl. Linear Combination of Atomic Orbitals)
LJ — Lenardo — DZounso potencialas

MD simuliacijos — molekulinés dinamikos simuliacijos

MM - molekuliné mechanika

MO - molekuliné orbitale

PBC - periodinés kraStinés salygos (angl. Periodic Boundary Conditions)

QM - kvantiné mechanika

QM/MM - hibridinis kvantinés mechanikos ir molekulinés mechanikos modelis

RDF - radialinio pasiskirstymo funkcija (angl. Radial Distribution Function)

RESP - riboto elektrostatinio potencialo (angl.Restrained Electrostatic Potential) metodas
SMD - solvatacijos modelis, pagristas elektroniniu tankiu (angl. Solvation Model based on Den-
sity)

TMS - tetrametilsilanas

Trp — triptofano anijonas



Ivadas

Glibenklamidas, dar vadinamas gliburidu, yra sulfonilkarbamidy klasés vaistinis prepara-
tas, naudojamas II tipo cukriniam diabetui gydyti. Sis junginys veikia kepeny lasteliy membrani-
nius adenozintrifosfatui (ATP) jautrius kalio jony kanalus (Katp), taip padédamas valdyti gliukozeés
kiekj kraujyje, veikiant insulino sekrecija [1]. Sis vaistinis junginys naudojamas nuo XX a. 9-ojo
deSimtmecio, o pastaruoju metu jis vél ima dominti tyréjus dél randamy naujy potencialiy farmaci-
nio panaudojimo budy, tokiy kaip galvos skausmo, uZdegimy slopinimas, kurie remiasi jo savybe
blokuoti minétuosius kalio kanalus [2, 3].

Deja, glibenklamidas pasizymi prastu tirpumu vandenyje (15-24 ug/mL) [4,5], o tai ap-
sunkina jo farmacinj panaudojima. Norint padidint glibenklamido tirpuma vandenyje, mokslinin-
kai naudoja tokius metodus kaip nanodaleles [6] ar joninius skysCius, tiksliau joninj skystj i$
biomolekuliy — cholino katijony ir triptofano anijony [7]. Joniniy skys¢iy naudojimas biologinése
sistemose yra sparCial vystoma sritis, nes joniniy skysciy savybés gali buti pritaikomos norimai
sistemai, parenkant tam tikrus katijonus ir anijonus, o naudojant biomolekules Sie skysciai gali
biti ir bioskaidiis bei biosuderinami. Cholino-triptofanato joninio skyscio ir vandens miSiniuose
(joninio skyscio 0,0195 — 1,25 masés %), glibenklamido tirpumas padidéjo iki 27 mg/mL — net
130-600 karty palyginus su tirpumu gryname vandenyje [7]. ISsiaiSkinus, kokios tarpmolekulinés
saveikos nulemia Siuos tirpumo pokycius, biity galima nustatyti, kokios joninio skysCio ypatybés
padidina glibenklamido tirpuma, ar tai vienintelis joninis skystis, tinkamas Sios klasés junginiy
tirpumo vandenyje didinimui, kaip ji buty galima panaudoti farmaciniais tikslais.

Vienas pagrindiniy metody, leidZianciy tirti jvairias tarpmolekulines saveikas, taip pat ir
tarp tirpinio ir tirpiklio molekuliy, yra branduoliy magnetinio rezonanso (BMR) spektroskopija.
"H BMR cheminiai poslinkiai yra jautriis aplinkai, todél keiGiantis artimai molekulinei aplinkai,
kinta ir signalai. Lyginant "H BMR cheminius poslinkius skirtingose sistemose, galima issiaiskinti
kokie struktiiriniai pokyciai vyksta tirpale ir kaip tai veikia junginiy savybes, jskaitant ir tirpuma.

Siame darbe pasirinkta tirti glibenklamida dviejose sistemose: vandeninéje aplinkoje (Glbyg)
ir joninio skysCio miSinyje su vandeniu (Glbyy/yq) bei lyginant rezultatus nustatyti, kokios savei-
kos lemia padidéjusj glibenklamido tirpuma vandenyje. Tam naudoti kompiuterinio modeliavimo
metodai, leidZiantys apskai¢iuoti glibenklamido vandenilio atomy "H BMR parametrus. Dél maZo
tirpumo vandenyje, eksperimentiniai glibenklamido BMR matavimai atlikti tirpiklyje dimetilsul-
fokside [7], kuriame tarpmolekulinés saveikos nebiitinai atitinka esancias vandeninéje organizmo
terpéje. Tuo tarpu naudodami kompiuterinius metodus, galime iStirti pageidaujamas specifines sis-
temas, todel glibenklamidas tirtas vandeniniuose tirpaluose.

Darbo tikslas:

Ivardinti padidéjusio glibenklamido tirpumo vandens ir cholino-triptofanato joninio sky-
s¢io miSiniuose priezastis molekuliniame lygmenyje, taikant molekulinés dinamikos (MD) simu-
liacijas ir '"HBMR spektry skaiCiavimus kvantinés mechanikos/molekulinés mechanikos (QM/MM)

metodus.



Darbo uzdaviniai:

. Naudojantis tankio funkcionalo teorija ir termodinaminiais ciklais, apskaiCiuoti glibenklami-
do jony tautomery pusiausvyros konstantas pKr ir rasti stabiliausia tautomera vandeningje

aplinkoje.

. Atlikti glibenklamido MD simuliacijas vandenin¢je (Glb,q) ir joninio skysCio miSinio su

vandeniu sistemose (Glbyg /aq)-

. ApskaicCiuoti glibenklamido protony magnetinio ekranavimo konstantas Glb,g ir Glbyy /5q sis-

temose, naudojant QM/MM skaiciavimus.

. Ivertinti tirpiklio tarpmolekuling struktiira artimoje glibenklamidui aplinkoje bei glibenkla-

mido protony magnetinio ekranavimo konstanty skirtumus Glb,g ir Glbyy /o sistemose.



1 Literaturos apzvalga

1.1 Glibenklamidas

Glibenklamidas (C,;H,;CIN,O,S, IUPAC: 5-chlor-N-[2-[4-(cikloheksilkarbamoilsulfamoil)
fenil]etil]-2-metoksibenzamidas) (1.1 pav.) dar Zinomas kaip gliburidas, yra naudojamas kaip an-
tidiabetinis preparatas II tipo cukriniam diabetui gydyti. Jis susintetintas 1969-aisiais, nuo XX a.
9-0 deSimtmecio patvirtintas jo medicininis naudojimas. Pastaruoju metu §is junginys vél tiriamas
dél potencialiy naujy farmacinio panaudojimo budy, paremty jo savybe uzdaryti membraninius

adenozintrifosfatui (ATP) jautrius kalio kanalus (Karp) [4,5].
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1.1 pav. Glibenklamido anijono molekuliné formulé.

1.1.1 Glibenklamido fizikinés ir cheminés savybés

Glibenklamidas kambario temperatiiroje yra kietos busenos, baltos spalvos kristalai. Jun-
ginio molekuliné masé 494 g/mol, lydymosi temperatira 173-175 °C. Jis mazai tirpus vandenyje,
labiau etanolyje (5 mg/mL), dimetilsulfokside (25 mg/mL), chloroforme, metanolyje ar dimetilf-
luoride. Glibenklamidas turi cikloheksano zieda ir du aromatinius benzeno Ziedus, kuriy vienas
priklauso benzensulfonamidinei grupei. Sios funkcinés grupés pK, 25°C temperatiiroje yra 5,5 [8],

todel neutralioje vandeningje terpéje Sis junginys yra deprotonuotas.

1.1.2 Glibenklamido fiziologinis poveikis

Glibenklamidas priskiriamas antrosios kartos sulfonilkarbamidiniams preparatams, nau-
dojamamiems II tipo (nuo insulino nepriklausomam) cukriniam diabetui gydyti. II tipo diabetu
serganciy Zmoniy organizme sutrikes insulino iSsiskyrimas arba susilpnéjes jo poveikis, todél prep-
aratai padeda kepenims iSskirti daugiau insulino. Glibenklamidas padeda valdyti gliukozés kiekj
kraujyje, veikdamas insulino sekrecijg ir veikima.

Zinomas ir glibenklamido veikimo mechanizmas — molekulé prisijungia prie kepeny -
lasteliy pavirSiaus ir sumaZina ATP jautriy K* kanaly pralaiduma. Sumazéjes K* jony i$neSimas

i§ lastelés sukelia membranos depoliarizacija ir jtampai jautriy Ca>* kanaly atsidaryma. Pro juos



1 lastele pateke Ca** jonai skatina insulino sekrecija (1.2 pav.). Glibenklamidas veikia nedidelia-
me plazmos koncentracijy intervale (50-200nM), tod¢l jo veiksmingos dozés yra gana nedidelés

(vartojant per burng <10 mg) [1].

a) hiperpoliarizuota membrana b) depoliarizuota membrana
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1.2 pav. Glibenklamido veikimas kepeny S lastelése.
a) II tipo cukriniu diabetu serganciy Zmoniy kepeny Iastelése sutrikusi insulino sekrecija.
b) Sulfonilkarbamidiniai preparatai, kaip glibenklamidas, sumaZina Karp kanaly pralaiduma taip
depoliarizuodami lastelés membrang. Tai sukelia jtampai jautriy Ca®* kanaly atsidaryma, o |
lastelg pateke Ca** jonai skatina insulino sekrecija.

Glibenklamido veikimas neapsiriboja vien kepenuy lastelemis, Karp kanalai randami ir
smegeny arterijy lygiyjy raumeny lastelése. Neseniai rasta, kad Karp kanalai yra svarbus fak-
toriai migrenos patofiziologijoje, todél juos blokuojantys junginiai turi potencialo tapti naujais
prie§migreniniais preparatais [2]. Sio tyrimo metu pastebéta, kad kalio kanalus atidarantis jungi-
nys levkromakalimas sveikiems savanoriams sukelia galvos skausmus, o sergantiems migrena —
migrenos priepuolius. Tikslus mechanizmas kodél Karp kanaly atidarymas sukelia migreng néra
aiskus, bet i$siaiskinta, kad levkromakalimas iSplecia smegeny arterijas ir tai sukelia galvos skaus-
ma. Karp kanaly aktyvacijos sukelta vazodilatacija (kraujagysliy iSsiplétimas) turi jtakos migre-
nai, taCiau neaisku, ar ju susitraukimas padéty nuslopinti galvos skausma. Keliy atlikty tyrimy
duomenys rodo, kad glibenklamidas selektyviai maZina levkromakalimo ir kity Karp veikimu
paremty vazodilatatoriy sukeltg kraujagysliy iSsiplétima, neveikdamas bazinio kraujagysliy tonuso
(1.3 pav.). Tode¢l Sis preparatas yra tinkamas tolesniems tyrimams kaip potenciali priemoné galvos

skausmo ir migrenos slopinimui [2].



1.3 pav. Levromakalimo (Lev) ir glibenklamido (GIb) poveikis smegeny kraujagysliy lygiesiems
raumenims. Lev atveria Ka7p kanalus, K* jonai palieka lastele taip sukeldami hiperpoliarizacija
ir kraujagysliy plétimasi. In vivo ir in vitro Glb blokuoja K 7p kanalus taip slopindamas Lev
indukuotg vazodilacija. Adaptuota iS [2].

Neseniai iStirta, kad jungdamasis prie Karp kanaly glibenklamidas slopina uzZdegimus
centringje nervy sistemoje (CNS) [9]. Jis sumaZina neurouzdegiminius ir elgesio sutrikimus po
CNS traumy, taip pat veikia antiuZdegimiskai kvépavimo [10, 11], virSkinimo [12], Sirdies ir
kraujagysliy sistemoms [13], septinio Sokio atvejais [14]. Junginys veikia sumaZzindamas prouzde-
giminiy citokiny ir reaktyviy deguonies formy gamyba lastelése bei slopina uzdegiminiy lasteliy
migracija i§ uzdegimo vietos. Be visy kity galimy panaudojimo sriciy, glibenklamidas taip pat yra
ir potencialus prieSuzdegiminis agentas, kurio tolesni tyrimai galéty vesti iki naujo klinikinio jo

pritaikymo [3].

1.1.3 Glibenklamido BMR matavimai

Vieni pirmyjy glibenklamido BMR matavimo rezultaty publikuoti 9-ajame XX a. deSimt-
metyje, kai preparatas buvo iSleidZiamas j farmacijos rinka [15], ju pagrindinis tikslas buvo iSma-
tuoti grynos medZiagos '"H BMR spektra. Véliau glibenklamido "H BMR matavimai naudoti tiriant
jo molekuling struktiira eksperimentiniais [16] bei teoriniais metodais [17, 18] ir bandant padidinti
$io junginio tirpuma vandenyje [7].

Eksperimentiniais tyrimais rasta, kad glibenklamido tirpumas vandens ir cholino-triptofa-
nato joninio skys¢io misiniuose Zenkliai padidéja [7]. "H BMR signalai jautriis aplinkos poky¢iams,
todeél Sis metodas yra puikus norint iSsiaiSkinti ne tik molekulés struktiira, bet ir jos sudaromus tar-
molekulinius ry$ius. Remiantis 'H BMR spektry matavimais bandyta issiaigkinti, kokios joninio
skyscio jony ir glibenklamido saveikos lemia tokj tirpumo padidéjima. Buvo matuoti tik gliben-
klamido bei glibenklamido ir joninio skys¢io molekuliy 'H BMR spektrai deuteruotame dimetil-
sulfokside (DMSO). DidZiausi glibenklamido "H BMR signaly pokyc¢iai stebéti alia sulfonami-
dinés grupés esancio NH grupés protono signale, taip pat benzensulfonamidinés grupés aromatinio
Ziedo protony signaluose bei triptofano jono protony signaluose. Tai leidZia daryti prielaida, kad
bitent tos jony vietos aktyviausiai dalyvauja tarpmolekulinése saveikose, leidZianCiose gliben-
klamidui i8tirpti vandenyje. Dél BMR matavimo salygy apribojimy, Sie matavimai atlikti DMSO
tirpale, taciau matavimai DMSO nebitinai atspindi tarpmolekulines saveikas, padidinancias gli-

benklamido tirpuma vandeniniame tirpale. Siame darbe glibenklamidas tirtas vandeninéje terpéje,



siekiant atkurti kuo artimesne¢ organizmui aplinka ir kuo geriau i$siaiSkinti glibenklamido tirpumo
padidéjimo priezastis. BMR cheminiai poslinkiai gali nusakyti jony susigrupavima, pvz. joniniy
pory formavima vandeniniuose tirpaluose [19]. Tokie matavimai buvo atlikti ir Siame darbe tiria-
mo cholino-triptofanato joninio skys¢io miSiniams su vandeniu. I$siaiSkinta, kad miSinyje esant
daugiau nei 1,5 masés procento joninio skyscio, jau formuojamos joninés poros. Tai svarbu, nes
jei dél vaistiniy preparaty tirpumo didinimo savybiy Sis joninis skystis biity naudojamas farma-
cijoje, nekilty rupesciy dél jo saugumo organizmui, nes mazose koncentracijose jis disocijuoty j

organizme naturaliai randamas biomolekules — triptofanatg ir choling [7].

1.2 Joniniai skysciai

Joniniai skysciai (JS) yra druskos iS organiniy katijony ir organiniy ar neorganiniy anijony,
kuriy lydymosi temperatiira Zzemesné uz 100 °C, idealiai — Zemesné nei kambario. Jy itin maZzas
soCiyjy gary slégis ir degumas daro juos puikia draugiSka aplinkai alternatyva jprastiems organi-
niams tirpikliams. Kadangi joniniams skys¢iams daznai naudojamos organinés medZiagos, galima
pasirinkti i§ daugelio anijony ir katijony Seimy su skirtingais pakaitais ir kurti joninius skysc¢ius su

pageidaujamomis fizikocheminémis savybémis.

1.2.1 Joniniy skys¢iy fizikinés ir cheminés savybés

Vystantis mokslui, technologijoms ir ieSkant kuo daugiau naujy medziagy pritaikymo
budy iSlaikant kuo maZesng¢ Zala aplinkai, joniniai skysciai yra viena i§ aktyviausiai nagriné¢jamy
ir didelj potenciala turinCiy sriciy tarp "Zaliyjy" medZziagy. JS daznai vadinami "modifikuojamais"
(angl. tunable), nes jy chemines ir fizikines savybes galima modifikuoti pasirenkant juos sudara-
nCius jonus. Tai itin vertinga savybe, leidusi mokslininkams iki Siol sukurti net keturias joniniy
skysciy kartas.

JS sritis iSsipléte 8-9-ame XX a. deSimtmeciuose, kai buvo sukurta pirmoji mazo laku-
mo, didelio terminio stabilumo joniniy skysCiy karta. Jie buvo pripazinti idealiais tirpikliais bei
terpe ir elektrochemijoje, ir besivystan¢ioje Zaliojoje chemijoje. Sie skys¢iai daZniausiai buvo su-
daryti i§ dialkilimidazolo ir alkilpiridinio katijony su halogenidy anijonais ir labiausiai vertinti
del savo fizikiniy savybiy [20]. Antroji JS karta sukurta apie 1992 m., atrastos ir kitos naudingos
Siy skysciy savybeés kaip chiraliSkumas, cheminis aktyvumas, antiuzdegiminis poveikis [21]. Be
anksc¢iau naudoty katijony, imti naudoti amonio, fosfonio metilimidazolio (EtMeim+) katijonai,
NO,",NO,", BF,", MeCO?~ anijonai. Dél minéty savybiy Sie JS buvo pritaikyti tiek fizikoje, tick
chemijoje, taciau buvo gana didelio toksiSkumo ir mazo bioskaidumo (angl. biodegradability) [22].
XXI a. pradZioje naudojant bioskaidZius ir natiiralius jonus sukurta ir trecia JS karta, turinti maza
toksiskuma ir didelj bioskaiduma. Cia naudojami cholino, aminorigiciy bei kiti biologinj akty-
vuma turintys jonai. Naudojant specifinius jonus, gali buti sukurti JS, skirti konkreciai uzduociai
(angl. task-specific ionic liquids). TrecCiosios kartos JS gali buti naudojami kaip antibakterinés ir
antigrybelinés medziagos, biomolekuliniai stabilizatoriai, taip pat galimos panaudojimo sritys yra

farmacija ir biomedicina [20]. Pati naujausia, dar besivystanti, JS skys¢iy karta yra JS tirpalai

10



ar miginiai su molekuliniais skysciais. Sie skys¢iai laikomi jdomiais tyrimy objektais dél nenu-
speéjamuy savybiy, kintanCiy priklausomai nuo jony ir tirpiklio santykio [20,21].

JS skystoje fazéje savaime persitvarko j amfifilines nanostrukttras, kas yra nejprasta dau-
gumai molekuliniy tirpikliy, formuojanciy tvarkingas struktiiras nebent su kaimyninémis mole-
kulémis. Tokia vidiné tvarka suteikia JS unikalias savybes, o kadangi galima pasirinkti daug jvairiy
jony, JS pritaikymo biidy taip pat gali buti nejtikétinai daug. Atlikti JS mikrostrukttros eksperi-
mentinius tyrimus daZznai yra itin sudétinga, todél dauguma duomeny apie jas yra gauti teoriniais
metodais kaip klasikinis ar tankio funkcionalo teorijos (angl. Density Functional Theory, DFT)
molekulinis modeliavimas. TeoriSkai rastos nanoheterogeninés strukturos patvirtinamos ir spektri-
niais tyrimais [20].

JS savybés kaip mazas degumas, nykstamai mazas gary slégis ir Zinoma biosuderinamu-
mas, Sias medZiagas daro patrauklias biologiniams pritaikymams, taCiau iSSukiai kyla tiriant jy
biologinj skaiduma ir galima toksiSkuma aplinkai. Bitent todél svarbu ir perspektyvu tirti bio-
suderinamus joninius skyscius, kurie gali biti sintetinami i§ aminortgsciy, saldikliy, gliukozes,

karboksiragsciy [21].

1.2.2 Joniniy skys¢iy svarba biologinése sistemose

Vaistiniy preparaty efektyvumas priklauso nuo jy bioprieinamumo (angl. bioavailabili-
ty), t. y. vaisto gebéjimo pereiti membranas ir tirpumo. Kadangi fiziologinis vaisto prieinamu-
mas daZniausiai priklauso nuo jo tirpumo kiino skysciuose, kuo maZesnis junginio tirpumas, tuo
maZzesné ir absorbcija bei efektyvumas. Tai daZnai lemia gana dideles vaisty dozes, kad buty
pasiektas norimas farmakologinis efektas. Prastas tirpumas vandenyje yra viena i§ pagrindiniy
problemy naujy vaisty kiirime, ypa¢ preparatams vartojamiems lengviausiu ir populiariausiu var-
tojimo budu — per burng [20].

Padidinti junginiy tirpuma galima keiciant juos chemiskai (formuojant vaisto druskas ar
prekursorius), vaistus talpinant j transportines miceles arba formuojant jy nanokristalus [23, 24]
arba naudojant joninius skyscCius. Joniniai skysciai gali buti naudojami padidinti vaisty tirpumut,
nes esant 10'® galimy jony kombinacijy, imanoma sukurti tokius JS, kurie galéty puikiai tirp-
ti vandenyje, padidinti medZiagy absorbcija. DaZnai joniniai skys¢iai naudojami papildomai kaip
emulsikliai, kopolimerai, tirpikliai [20]. Tyrimais parodytas tokiy junginiy kaip kumarinas [25],
acetaminofenas ir kofeinas [26], ibuprofenas [27] ir glibenklamidas [7] padidéjes tirpumas vande-
nyje naudojant jvairius joninius skyscius kaip tirpiklius ar viena i$ keliy tirpikliy miSiniuose.

Joniniai skysciai gali buti jvairiai pritaikomi ir biomedicinoje: kaip vaistiniai junginiai
(jprasti vaistai kaip JS, vaisty pirmtakai JS), vaisty ar jy perneSimo sistemy sintezé¢je (fermen-
tinés katalizés priedai, katalizatoriai, terpé), biomedicininéje analizéje (elektroforezéje, chromato-
grafijoje, masiy spektroskopijoje), vaisty perneSime (tirpikliai, kotirpikliai, kopolimerai, emulsi-
kliai) [20].

Vienas dazniausiai naudojamy katijony treciosios kartos joniniuose skysciuose yra choli-
nas (1.4 pav. a), kuris yra biologiskai skaidus, nebrangus ir tirpus vandenyje. Jo naudojimas leidZia

kurti biojoninius skyscCius kurie yra biologiskai skaidus ir mazo toksiSkumo. Choling galima gauti
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1§ naturaliy Saltiniy, jis dalyvauja daugybéje organizmo funkcijy, atminties ir raumeny kontroléje,
nes yra neuronesiklio acetilcholino pirmtakas. Taip pat cholinas randamas dviejy fosfolipidy — fos-
fatidilcholino ir sfingomielino sudétyse, kurie dazni biologinése lasteliy membranose [28]. Choli-
nas joniniuose skysCiuose yra daZznai naudojamas kartu su jvairiais organiniais anijonais, daZniau-
sial aminorugStimis, pvz. triptofanu (1.4 pav. b). Eksperimentiskai rasta, kad butent tokio joninio
skyscio pridéjus j vandenj (> 1,5 masés %) besiformuojancios joninés poros Zenkliai padidina me-
dikamento glibenklamido tirpuma [7]. Dél organizme naturaliai randamy biomolekuliy naudojimo,

joninis skystis tampa potencialiai biosuderinamas ir bioskaidus.

O
, I &
N C
- | \/\OH o e’ =
© | NH
NH.,,
(a) (b)

1.4 pav. Biologinio joninio skyscio jonai. a) Cholino katijonas, b) triptofanato anijonas.

1.3 Kompiuterinés chemijos pagrindai

Kompiuteriné chemija (angl. computational chemistry) yra sparciai vystoma teorinés che-
mijos Saka, kurios pagrindas — cheminiy problemy sprendimas naudojant kompiuteriu atlieka-
mus matematinius skaiCiavimus. Kompiuteriné chemija leidzia pritaikyti jvairius teorinius mo-
delius realioms molekulinéms sistemoms, taip paaisSkinant eksperimentinius duomenis. Be to, tin-
kamai interpretuoti skaiciavimy rezultatai gali suteikti teorinj pagrinda planuojamiems fizikiniams
eksperimentams, todél kompiuteriné chemija vis daZniau naudojama naujy medZiagy, vaistiniy

preparaty kiirime ir tobulinime.

1.3.1 Borno — Openheimerio artinys

Sriodingerio lygtis (1.1) yra centriné kvantinés mechanikos lygtis, apibréZianti sistemos

busenas (bangines funkcijas) ir jy energijas.
Hy =Ey (1.1)

Cia H — sistemos hamiltonianas, ¥ — sistemos bangin¢ funkcija, E — sistemos energija. Visos
molekulés molekulinis hamiltonianas (Hyo)) yra penkiy operatoriy suma. Pirmieji du démenys
apraso elektrony ir branduoliy kinetines energijas, atitinkamai T, ir T,,. Like trys iSreiskia saveikuy
tarp elektrony pory (V..), elektrony ir branduoliy pory (Vo) ir branduoliy pory (Von) potencines

energijas:
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R ri
AB i<j ij
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7A“n TE Vnn Vne ‘7(,(,

¢ia M4 — A-tojo branduolio maseé, V2, Vl.2 — laplasianai, kuriuose diferencijuojama atitinkamai
branduoliy ir elektrony koordinaciy atzvilgiu, Z4, Zp — A-tojo ir B-tojo atomy numeriai, Rsp —
atstumas tarp A-tojo ir B-tojo branduoliy, r;4 — atstumas tarp i-tojo elektrono ir A-tojo branduolio,
r;j — atstumas tarp i-tojo ir j-tojo elektrony. Pirmajame (T},) ir antrajame (7,) nariuose sumuoja-
ma atitinkamai branduoliais ir elektronais, o likusiuose — branduoliy (V,,), branduoliy ir elektrony
(Vne) ir elektrony poromis (Vee) [29]. Hamiltonianas lygtyje (1.2) iSreikStas atominiy vienety sis-
temoje.

Nors i$sprendus Sriodingerio lygti gauname pilng informacija apie tiriama sistema, ta¢iau
esant trims ir daugiau daleliy (atomy), Sriodingerio lygties tiksliai i§spresti nejmanoma dél dau-
gelio kiiny problemos (angl. many-body problem), todél taikomi jvairus artiniai. Jie leidZia ap-
skaiCiuoti apytiksle sistemos pagrindinés biisenos energija (ji pagal variacinj principa biitinai yra
nemaZzesné uz tikslia pagrindinés busenos energija) ir naudojant ja apskaiciuoti norimus fiziki-
nius sistemos parametrus. Vienas i§ svarbiausiy ir daZniausiy naudojamy tokiy artiniy yra Borno —
Openheimerio artinys (aproksimacija). Jis paremtas tuo, kad atomo branduolio masé yra 10* — 10°
didesné uz elektrono mase, todél molekuléje elektronai juda daug greiciau uz branduolius. Pa-
gal Borno — Openheimerio artinj, molekulés elektrony sistema prisitaiko prie branduolinés, elekt-
roniné energija tampa priklausoma nuo branduoliniy koordinaciy, todél kiekvienam branduoliy
iSsidéstymui egzistuoja viena tam tikra elektroniné energija. Atskiriant branduoliy ir elektrony
judéjima, griodingerio lygtis skyla i dvi, todel ir Hpol galima skelti j branduolin;j ir elektroninj.
Branduolinis hamiltonianas (H,,) sudaromas i$ kinetinés branduoliy energijos ir branduoliy jaucia-
mo potencialo, randamo i§sprendus elektronine Sriodingerio lygtji. Tuo tarpu elektroninj hamilto-

niana (H.,) sudaro trys nariai ir jis leidZia apskaiiuoti sistemos elektroning energija:

- szf 32, ri (13)

iA i<j i
A/—/h/—/\ .
T, Vne Vee

Elektroninj hamiltoniana sudaro kinetinés elektrony energijos operatorius (7},), traukos tarp elektrony
ir branduoliy pory potencinés energijos operatorius (Vne) ir stiimos tarp elektrony pory potencinés
energijos operatorius (V,.). Pilnoji sistemos energija tuomet isreiskiama elektroninés ir branduo-

linés energiju suma [30]:

Ewi = E,+E, (1.4)

1.3.2 Sleiterio determinantas

Norint iSspresti energijos lygtis ir surasti elektroning molekulés energija, svarbu banging

funkcija iSreiksti taip, kad ji biity tinkama naudoti tolimesniuose skai¢iavimuose. Tam naudojamas
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Sleiterio determinantas, kuriuo N-elektronés sistemos banginé funkcija iSreiSkiama, atsiZvelgiant
1 daleliy tapatinguma. Jame naudojamos sukininés orbitalés — vienelektronés funkcijos, priklausa-

ncios nuo trijy erdviniy elektroniniy koordinaciy ir sukinio:

xi) o) - (1)

1 (x1(2) x2(2) - xn(2)

w(1,2,...N) = — (1.5)

g

X1(N) x2(N) - xn(N)

prieS determinantg esantis daugiklis yra normavimo konstanta, y; — vienelektronés sukininés orbi-
talés. Sukinines orbitales galima iSreiksti kaip erdviniy ir sukininiy orbitaliy sandauga.

Sleiterio determinantas atsiZvelgia ir j Pauli draudimo principa, pagal kurj du elektronai
negali buti vienodose busenose. Jeigu du vienodi elektronai egzistuoty vienoje orbitaléje su iden-
tiSkomis koordinatémis ir sukiniu arba egzistuoty dvi identiSkos orbitalés, determinante atsirasty
du vienodi stulpeliai ar eilutés, visas determinantas biity lygus nuliui ir tokia banginé funkcija

neegzistuoty [29].

1.3.3 Hartrio — Foko modelis

Bangine funkcija iSreiSkus kaip Sleiterio determinanta, ieSkoma sukininiy orbitaliy rin-
kinio, atitinkan¢io minimalig molekulés energija. Tokioms orbitaléms rasti naudojamas Hartrio —

Foko (HF) modelis, jvedant vienelektronj Foko operatoriy, kuris yra dviejy operatoriy suma:
E(1) =h(1)+99(1) (1.6)

pirmasis démuo yra operatorius / parodantis elektrono kinetine energija (7,) ir jo saveikos su vi-
sais branduoliais potencing energija (V,e), antrasis - Hartrio — Foko vidutinio lauko operatorius
pHF Del Sleiterio determinanto naudojimo, Hartrio — Foko modelis yra nekoreliacinis, t. y. elekt-
rong veikia vidutinis visy esanciy elektrony pozicijuy efektas, taciau jis nesaveikauja su kiekvienu
elektronu, esan¢iu tam tikrame taske. Sia vidutine saveika ir apibudina Hartrio — Foko vidutinio
lauko operatorius 777,

Naudojantis Foko operatoriumi galima sudaryti vienelektrong pseudotikriniy verciy lygtj,

kuri vadinama kanonine Hartrio — Foko lygtimi:
F(Dxi(x1) = eixi(x1) (1.7)

¢ia y; yra sukining orbitalé, o &; - tos orbitalés energija [29].

IeSkant tokio orbitaliy rinkinio, kur orbitalés buty tikrinés Foko operatoriaus funkcijos,
reikia jas apibréZti matematiskai. Atominiy orbitaliy apraSymas paremtas papras¢iausiomis — van-
denilio atomo orbitalémis, kurios randamos i$sprendus Sriodingerio lygtj vandenilio atomui. Tuo
tarpu molekulinés orbitalés konstruojamos sujungiant daug atominiy orbitaliy, naudojant tiesing

atominiy orbitaliy kombinacija (angl. linear combination of atomic orbitals, LCAO):
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K
Wi = Zcui¢p (1.8)
p=1

¢ia ; — molekulin¢ orbitale (MO), ¢, — matematiné funkcija, atrodanti kaip atomine¢ orbitale,
vadinama bazine funkcija, C,; — skaiCius (kartais vadinamas molekulinés orbitalés koeficientu),
parodantis, kiek baziné funkcija prisideda prie MO, randamas kiekvienai sistemai pagal variacinj
principa. K — i-tajai orbitalei apraSyti skirtas baziniy funkcijy (¢) skaicius [30], artinys tuo tiks-
lesnis, kuo didesnis K, t. y. naudojant daugiau baziniy funkcijy atvaizduoti molekulinei orbitalei.
Radus MO, kurios pakankamai gerai atvaizduoja sistemos banging funkcija, galima apskaiciuoti

dominancius tos sistemos fizikinius parametrus (dipolio momenta, energija ir pan.).

1.3.4 Tankio funkcionalo teorija

Kitoks budas jvertinti elektrony koreliacija yra tankio funkcionalo teorija (angl. Density
Functional Theory, DFT). Ji remiasi Hohenbergo-Kono teorema, teigiancia kad energija yra ha-
miltoniano funkcionalas (funkcijos funkcija) E[H], o pats hamiltonianas priklauso nuo elektrony
skaiCiaus N bei branduoliy poziciju {R4} ir kraviy {Z,}, taigi energija priklauso nuo visy Siy
kintamyjy. Tacdiau visi jie gali buti surasti Zinant elektroninj tankj o(r), tad energija yra tankio
funkcionalas E[p(r)] [31].

Energijos tankio funkcionalas turi tris svarbias savybes:

1. Jis unikalus, t. y. neijmanoma, kad naudodami du skirtingus tankius rastume ta pacia energija:
E[p1] # E[p2], jei p1 # p2 (1.9)
Tai svarbu, nes tikslus tankis leis rasti tikslia energija:
Eliksli = E [ priksius] (1.10)
2. Funkcionalas neprieStarauja variaciniam principui:

E[p] =2 E|prikslus] (1.11)

3. Jis gali buti randamas naudojant vienelektronj funkcionala:

Elp] = / drp(r)v(r), Ciav(r) = %}S)] (1.12)

Todel tikslig energija rasti nesunku, nes v(r) yra vienelektroné funkcija, tai tiksli energija gali buti

iSreikSta per orbitales:
N
E[p] = Y (i(0)|v(x)l¢i(r) (1.13)
i=1
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nes vienelektronés funkcijos iSreiSkimas kitomis vienelektronémis funkcijomis néra aproksimaci-

ja
N
p(r) = > (¢i(r)|gi(r)) (1.14)
i=1

Tinkamos ortonormuotos orbitalés randamos sprendZiant Kono-Samo (Kohn-Sham, KS) lygtis:

FRS¢ES = g5 K5 (1.15)
gia FXS — Kono-Samo operatorius, ¢XS — Kono-Samo orbitalé, X5 — jos energija.

KS formalizme kinetinés energijos funkcionalas v(r) yra skiriamas j dvi dalis — tiksliai
apskaiCiuojama ir maza koreliacijos narj. PrieSingai nei banginé funkcija, kurios sudétingumas
didéja eksponentiskai didéjant elektrony skaiciui, elektroninio tankio kintamuyjy skaicius nekinta,
nesvarbu koks yra sistemos dydis. Zinoma, kad skirtingi elektroniniai tankiai susije su skirtingomis
pagrindinés busenos energijomis, taciau néra aiSku, koks funkcionalas juos sieja. Todél pagrindi-
nis DFT metody uZdavinys ir yra rasti koreliacijos funkcionala, kuo tiksliau apraSant; rySj tarp

elektroninio tankio ir energijos [30].

1.4 Molekulinés dinamikos simuliacijos

Molekulinés dinamikos (MD) simuliacijos yra metodas, leidZiantis jvertinti molekulinés
sistemos kitima ir tarpmolekulines saveikas tam tikra laiko tarpa, analizuojant uZfiksuotas judanciy
daleliy trajektorijas. MD simuliacijos yra nepamainomos, bandant teoriSkai paaiskinti eksperimen-
tinius rezultatus, tyriné¢jant daugianariy cheminiy sistemy tarpusavio saveikas ar tirpiklio jtaka
medZiagy tirpumui, cheminéms reakcijoms.

MD simuliacijos ypac¢ naudingos tiriant molekules tirpale, kadangi dauguma fiziniy tyrimo
metody (rentgenostruktiriné kristalografija, masiy spektroskopija) vykdomi molekuléms nesant
tirpale ir neleidZia jvertinti aplinkos (tirpiklio) poveikio joms. Kompiuteriniy simuliacijy metu
stebima sistema nuolat fiksuojama, todél galima stebéti, kaip vyksta tarpmolekuliniai procesai ir
molekuliy judéjimas, vietoj to, kad bty fiksuojamas tik i$sidéstymas tam tikru laiku ar uzsaldyta
konformacija. Taip pat MD simuliacijos gali puikiai papildyti eksperimentinius metodus tiriant
molekuliniy sistemy virsmus [32,33], dinamika (nustatant difuzijos, rugS$tingumo konstantas [34])

ar tarpmolekulines saveikas [35, 36].

1.4.1 Molekulinés mechanikos jégu laukai

MD simuliacijy metu sistemos trajektorija fiksuojama tam tikra laika, kad bty galima
apskaiCiuoti vidutinj dominantj sistemos parametra. Sistemos energijos funkcija priklauso tik nuo
molekuliy koordinaciy ir laike nekinta, kinta tik jos pasiskirstymas tarp potencinés ir kinetinés
energijy. Todel visa sistemos judéjima galima apskaicCiuoti naudojantis klasikinés mechanikos
désniais, tiksliau antruoju Niutono désniu. Taigi, kiekvienai i§ trijy dalelés koordinaciy (x, y, z)

sprendZiamos antrojo Niutono désnio lygtys:
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arba F;(t)=m;-a;, ri=x,y,z2 (1.16)

¢ia U — potenciné energija, m; — i-tosios dalelés mase, r; — i-tosios dalelés koordinatés (x,y,z), F;
— i-taja dalelg veikianti jéga, a; — i-tosios dalelés pagreitis.

Molekuliniai jégy laukai yra energijos funkcijy rinkinys, apibréZiantis tarpatominius po-
tencialus, t. y. jégas, kuriomis veikiamos sistemos dalelés [30]. Pilnoji sistemos energija susideda
i§ cheminiy rySiy, kampy ir dvisieniy kampy tarp atomy, elektrostatinés energijos (Kulono nario)

ir Lenardo — DZounso (kitaip van der Valso) potencialo:

Eo = Eryﬁiai + Ekampai + Edvis.kampai + Eeist + Evaw (1 . 17)

Pirmieji trys lygties nariai apibudina vidumolekulines saveikas, o du paskutiniai yra vadinami tarp-
molekuliniai potencialais. Tarpmolekuliniy sagveiky narius sudaro Kulono ir Lenardo — DZounso
(LJ) potencialai:
4i4; gij gij °
E’j(r) Z47‘(801”l +4Z &ij [(r ) _(I”_) ] (1.18)
Jis ij ij

Cia g;, q; yra i-tosios ir j-tosios daleliy taSkiniai kraviai, r;; — atstumas tarp i-tosios ir j-tosios
daleliy , ¢ — elektriné konstanta, g;; ir o;; — Lenardo — DZounso jégy lauko parametrai, o sumuo-
jama visomis unikaliomis daleliy poromis.

Kulono potencialas apibrézia elektrostating saveika, priklausancia nuo daleliy kruviy, o
LJ potencialas (1.5 pav.) atsizvelgia i nuo kriivio nepriklausanéias saveikas tarp daleliy. Sis po-
tencialas dar vadinamas 6-12 potencialu dél nariy, pakelty tais laipsniais. Narys r~'2 dél Pauli
arba sterinés stumos bei tus¢iy elektroniniy orbitaliy persiklojimo labiausiai veikia energija esant
maZiems atstumams tarp saveikaujanéiy daleliy. Narys r~© apibréZia traukos jéga, atsirandancia
tarp neutraliy atomy del Londono dispersijos jégos. Abieju saveiky energija tampa nykstamai
maza, kai atstumas tarp atomy yra didelis [31]. Dazniausiai, vykdant MD simuliacijas LJ poten-
cialo parametrai parenkami i§ moksliniy Saltiniy arba Zinomuy universaliy jégy lauko parametro
rinkiniy.

V(r) \ 1

" Stimosjéga

ri2

1

- .
,7¢————Traukosjéga K — 7'_6

&

1.5 pav. Lenardo — DZounso potencialas.
V(r) — potenciné energija, r — atstumas tarp daleliy, &€ — potencialo gylis, o — van der Valso
spindulys.
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Lenardo — DZounso potencialo parametrai yra atominiai parametrai, parenkami pagal ato-
mo tipa. Kai atomy tipai skiriasi, skiriasi ir parametrai, o jiems apskaiciuoti gali buti naudojamos
Lorenco — Berteld kombinacijos taisyklés. Lorenco taisykléje j atomus Ziiirima kaip j kietasias
sferas su spinduliais o5 ir o7 ir laikoma, kad dviejy daleliy spinduliy aritmetinis vidurkis atitinka
efektyvuji spindulj o7, ties kuriuo ima itin stipriai veikti stimos j€gos tarp atomuy:

O'l'+0'j
O','j:
2

(1.19)

Pagal Bertelo taisykle nebegalima gauti vidutinio potencialo ¢;; kaip dvieju daleliy potencialy &;

ir &; aritmetinio vidurkio, tam naudojamas geometrinis vidurkis:
Eij = VEI&j (120)

MD simuliacijose naudojami jégy laukai parenkami pagal tyrinéjamos sistemos prigimtj,
tiriamus parametrus, norimg poliarizuojama jégy lauka, kompiuterio pajégumus ir t.t. Baltymams
daZniausiai naudojami CHARMM, AMBER [32, 33, 37, 38], organinéms molekuléms — OPLS,
MMFF ir MM4, GAFF jégu laukai [35,39,40].

1.4.2 MD simuliacijos algoritmas

MD simuliacijos pradedamos vykdyti, turint tam tikras pradines sistemos koordinates x.
Kiekvienai jos dalelei, pagal Maksvelo pasiskirstyma, priskiriamas pradinis judesio kiekis py.
Duotai konfigiiracijai apskaiciuojama potenciné energija ir kiekvieng atoma veikianti jéga, tuomet
Zinant daleliy pagreicius leidziama sistemai evoliucionuoti pagal antraji Niutono désnj tam tikra
laiko tarpa (Ar). Taip gaunamos naujos sistemos koordinatés, joms skai¢iuojami nauji parametrai
ir lyginami su pries tai gautais. Ciklas kartojamas, kol sistemos parametry vidurkiai pasiekia pasto-
vias vertes — nusistovi termodinaminé pusiausvyra (arba kol pasiekiamas maksimalus simuliacijos
laikas) (1.6 pav.). Tada galutinéms sistemos koordinatéms apskai¢iuojamos norimos fizikinés sa-
vybeés [31].
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1.6 pav. MD simuliacijos schema.

Niutono judéjimo lygtims integruoti galima naudoti jvairius metodus, kaip Verlet algorit-
ma arba patobulintas jo versijas — vadinamaji grei¢io Verlet metoda arba leap-frog metoda. Sie
metodai skiriasi tuo, kaip yra suskaiiuojamos naujos sistemos daleliy koordinatés, greiiai ir pa-

greiciai (1.7 pav.).

a) tot t t+ét t-ot t t+ot t-ot t  t+ot t-ot t  t+ot

r __;_
v
a \ 4
b)
r — L B [ B
, 1 T B
a - B AR
c)

1.7 pav. Verlet algoritmo formos. a) Originalus Verlet metodas. b) Greicio Verlet forma.
¢) leap-frog forma. Parodyti skai¢iavimo Zingsniai, nuspalvinti langeliai atitinka skai¢iavimo
metus iSsaugomus kintamuosius. Adaptuota i8S [41].
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Integruojant pagal leap-frog algoritma, sistemos koordinatés r(¢) ir grei¢iai v(¢) skaiciuo-

jami taip:
1
r(t+At) =r(t)+Arv(t+ §At) (1.21a)

V(Z+%AI) :V(I—%AZ)+Ata(I) (1.21b)

Cia Ar — integravimo zingsnis. UZfiksuojami apskaiciuoti daleliy pagreiciai a(z) ir koordinatés r(¢)
bei greidiai ties puse Zingsnio v(f — %At). Pirma taikoma greicio lygtis (1.21b), greiciai perSoka
1 kitas koordinates ir jgauna kito pusés Zingsnio vertes v( + %At), tuomet greitj laitko momentu ¢

2 2 2 '

Tada naudojama lygtis (1.21a) ir apskai¢iuojamos daleliy pozicijos tolimesniame Zingsnyje nei
greiiai [41].

Naudojamo integravimo Zingsnio At trukmé MD simuliacijose pasirenkama viena eile
mazesné nei trumpiausio virpesio trukme, dazniausiai 1 fs [30]. Pacios simuliacijos trukmé pri-
klauso nuo to, ka norima tirti: molekuliy konformacijy kitimams vykdomos ps — ns trukmeés si-
muliacijos, difuzijai ar jvairioms saveikoms tirti — ns — us, o ilgiausios, pvz. baltymy lankstymosi,

simuliacijos vykdomos net milisekundziy eiléje [42—44].

1.4.3 MD simuliacijy ansambliai

MD simuliacijos leidZia pritaikyti statistinés mechanikos principus, norint apskaiciuoti
tam tikras sistemos savybes. DaZniausiai simuliacijose skaiCiuojama jégos, molekuliy orientaci-
ja, energija ir t. t. Pagrinda tokiems skai¢iavimams duoda pasirinktas simuliacijos ansamblis. IS
statistinés mechanikos pusés, sistemos makroskopinés savybeés kaip slégis ar tankis priklauso nuo
visy jmanomy kvantiniy buseny vidurkio. Norint apskaiiuoti realios sistemos savybes, patogu
pasirinkti ansamblj — jsivaizduojama makroskopiniy savybiu rinkinj, kurj turi atitikti kiekviena si-
muliacijoje dalyvaujanti sistema t. y. kiekviena molekuliné konfigiiracija. Pvz., pasirenkama, kad
turi nekisti sistemos temperatira, slégis ir molekuliy skaicius.

Dazniausiai cheminiams procesams pasirenkami NPT (izoterminis — izobarinis) ar NVT
(kanoninis) ansambliai, nes Siy procesy metu palaikomas pastovus daleliy skaiCius, ir slégis arba
taris. Mikrokanoninis ansamblis (NVE) MD simuliacijy metu naudojamas, kai vykdomas tem-
peraturos ar tiirio nustatymas. Taip pat egzistuoja ir NPH (izobarinis — izoentalpinis) ansamblis,
jis retai naudojamas MD simuliacijoms, bet patobulinti jo algoritmai, skirti palaikyti pastoviam
slégiui, gali biiti naudojami simuliacijose su NPT ansambliu.

NVE ansamblis (pastovus daleliy skaiCius, turis ir energija) yra klasikinis pasirinkimas
MD simuliacijoms, nes ju metu sprendZziamos Niutono lygtys, kurioms galioja energijos tvermeés
désnis. Pilnosios energijos kontroliavimas vykdomas per kineting energija. Simuliacijos pradZio-
je kiekvienai dalelei priskiriama norima energija, nors tikroji energija priklauso nuo kinetinés ir

potencinés energijy sumos. Norima energija pasiekiama perskaiciuojant daleliy pradinius greicius
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(angl. rescaling), atsizvelgiant j norimas kineting ir tikraja energijas. UZtenka greiCius perskaiciuo-
ti tik karta simuliacijos pradZioje ir dél NVE ansamblio naudojimo, energija liks pastovi [45].

Kanoninis NVT ansamblis (pastovus daleliy skaiius, tiris ir temperatiira) naudojamas
vietoj NVE ansamblio, nes daZniausiai geriau Zinoma sistemos temperatiira, nei jos energija. Sia-
me ansamblyje svarbiausia palaikyti pastovig temperatira, tam naudojami jvairis termostatai.
Dazniausiai naudojamas Berendseno termostatas [46], taip pat Lanzeveno [41,47,48], Anderse-
no [49], Nosé [50], Nosé — Huverio [51] termostatai. Siame darbe naudotas LanZeveno termostatas
temperaturg palaiko naudojant modifikuota Niutono judéjimo lygti:

. _Di

i
mj

p; =F;—vyp;+1; (1.23)

¢ia F; yra jéga veikianti i-taji atoma dél saveikos potencialo, y; trinties koeficientas, o f; — atsitiktiné
jéga del atsitiktiniy smugiy tarp daleliy. Atsitiktiniai skaiciai parenkami pagal Gauso skirstinj su

tokia dispersija:

> 2myyikgT
of=—"""

1.24
! At ( )

¢ia At — integravimo Zingsnis judéjimo lygtims.

NPT ansamblyje galimi keli sistemos simuliavimo metodai, papildant tai, kas naudota
NVT ansambliams. Pirmas metodas yra hibridinis Monte Carlo ir MD metodas, sukurtas Hanso
C. Anderseno [49]. Anderseno termostatas gali buiti modifikuotas taip, kad palaikyty pastovy slégj
NPH ansambliui ir transformuotas j} NPT ansamblj, jterpiant stochastinius procesus. Alternatyva

yra Huverio lygtys NVT ansambliui, jtraukiant slégio apribojimus [52].

1.4.4 Periodinés krastinés salygos

Ruosiant prading molekuliy konfiguracija skysciy MD simuliacijoms, molekules galima
iSdéstyti jvairiai. Vienas i§ galimy — skysto laSo modelis, kai tiriamoji molekulé patalpinama j i$
tirpiklio molekuliy sudaryta sfera, kuri turi buti pakankamai didelé, kad molekulés aplinka bty
panasi ] esancia tirpale. Taip simuliuojamas skyscio laSas dujy aplinkoje. Taciau Sis metodas turi
kelis trikumus, kurie gali trukdyti, priklausomai nuo tiriamos sistemos. Pirma, iSor¢je esancios
tirpiklio molekulés gali atsiskirti j dujy faze ir vykdant pakankamai ilga simuliacija, tirpiklio laSas
gali iSgaruoti. Antra, jei tirpiklio molekulés polinés, laso iSoréje jos gali pradéti formuoti pavirSines
struktiiras ir taip paveikti giliau esancias tirpiklio molekules. Taip tirpiklio molekulés gali dirbtinai
suformuoti solvatacinius sluoksnius, o ne egzistuoti tokioje busenoje kaip tirpale.

Dél Siy trikumy daZniau naudojamos periodinés krastinés salygos (angl. Periodic Bounda-
ry Conditions, PBC). Naudojant PBC, suformuojama MD simuliacijos dézZe, kurioje patalpinamos
tirpiklio molekulés ir tiriamoji molekulé - tirpinys. Si déZ¢ daZniausiai bana kubo formos, tada ji
6 kartus atkartojama ir patalpinama prie kiekvienos i§ pagrindinés dézeés sieny (1.8 a pav.). Toks

procesas kartojamas, kol suformuojama begaliné sistema.
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1.8 pav. Periodinés kraStinés salygu iliustracijos dviejose dimensijose.
a) Centrinés dézés molekulés kopijuojamos ir patalpinamos identiSkose dézése aplink ja.
b) Jei molekulé palieka déze, ji atsiranda prieSingoje dézés puséje, taip palaikomas pastovus
molekuliy skaiCius dézéje.

Sistemos energija sudaro visos saveikos tarp visy daleliy visose déZése, taciau atomy ko-
ordinatés kitose déZése yra nustatomos pagal pagrinding déZg, t. y. jei molekulé iSeina i§ dézés
kairéje, ji j kaire pajuda visose déZése, taigi pagrindinéje dézéje atsiras deSinéje (1.8 b pav.), taip
iSvengiama molekuliy garavimo. O norint iSvengti dalelés saveiku su pacia ja skai¢iavimo, nurodo-
mas atstumas (angl. cutoff distance), uz kurio daleliy tarpusavio saveikos energija yra prilyginama

nuliui ir kuris turi buti ne didesnis, nei pusé kubinés dézés krastinés ilgio [31].

1.4.5 Radialinio pasiskirstymo funkcijos

MD simuliacijy metu fiksuojamos ne tik sistemy molekulinés konfigiiracijos, bet ir ra-
dialinio pasiskirstymo funkcijos (angl. Radial Distribution Functions, RDF). Jos suteikia svarbia
strukturing informacija apie kiekvienos sistemos molekuliy iSsidéstyma ir yra iSreiSkiamos kaip

tikimybeé rasti vieno tipo atomus (B) nutolusius nuo kito tipo atomy (A) tam tikru atstumu:

dN

- 1.25
A pridr ( )

gaB(r) =
Cia gap(r) — radialinio pasiskirstymo funkcija tarp atomy A ir B, dN — B atomy skai¢ius dr storio

sferiniame sluoksnyje, nutolusiame nuo A atomo atstumu r, p — B atomuy tankis (%), r — atstumas

tarp atomy A ir B.
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1.5 Jungtiniai kvantinés mechanikos ir molekulinés mechanikos metodai

Jungtiniy kvantinés mechanikos ir molekulinés mechanikos (QM/MM) metodu galima tir-
ti dideles molekulines sistemas, kai iSrenkama viena ar kelios molekulés, kurios yra svarbiausios
ir kuriy parametrus ketinama apskaiciuoti. Siy skaiGiavimy metu tiriama sistema padalinama j dvi
dalis — kvantinés mechanikos (QM) ir molekulinés mechanikos (MM) metodais apskai¢iuojamas
(1.9 pav.). QM dalyje yra dominanti molekulé ar jos dalis, pvz. aktyvusis fermento centras ar
tirpinio molekulé. Taip pat i QM dalj galima pridéti ir daugiau molekuliy, pvz. artimas tirpiklio
molekules, darancias jtaka tam tikriems molekuléms parametrams. Visoms molekuléms Sioje da-
lyje taikomi kvantinés mechanikos skaiiavimy principai. MM dalis apima likusia sistema, pvz.
neaktyvia fermento dalj arba tirpiklio molekules. Joms taikomi paprastesni, klasikinés mechanikos
principai, daZniausiai jos vaizduojamos kaip taskiniai kriviai aplink QM dalyje esancias mole-
kules. Naudojant QM/MM metodus, galima islaikyti didelj kvantiniy skaic¢iavimy tiksluma domi-
nan¢ioms molekuléms tuo paciu sutaupant skaiciavimo resursy nenaudojant jy visai molekulinei

sistemai.

1.9 pav. Kvantinés mechanikos — molekulinés mechanikos sri¢iy pasiskirstymas glibenklamido
vandeninio tirpalo su joniniu skysc¢iu sistemoje. QM — kvantinés mechanikos sritis, MM —
molekulinés mechanikos sritis.

Sistemos MM dalis atvaizduojama naudojant jégu lauka, kuriame molekulés atvaizduoja-
mos kaip taskiniai kruviai, priskiriant po kravj kiekvienam atomui. Taip pat kruviai gali biti pri-
skiriami ir daug elektrony turin¢ioms sritims, pvz. cheminiy rysiy vidurio taSkams ar aromatinéms
sistemoms. Galima sumodeliuoti ir kiekvienos molekulés MM srityje poliarizacines saveikas, tuo-
met masés centrui yra suteikiamas poliarizuojamumo tenzorius, sukuriantis indukuotus dipolius.

Pilnoji QM/MM sistemos energija susideda i§ kvantinés mechanikos, molekulinés mecha-

nikos ir jy saveikos energijy, todél ir sistemos hamiltonianas susideda i§ trijy daliy:
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I:IZI:IQM +I:IQM/MM+I:IMM (126)

Cia ﬁQM yra Borno — Openheimerio hamiltonianas, Ay apraso klasikines saveikas tarp MM sri-
ties molekuliy, o FIQM /M 18reiSkiamas vidutinio lauko aproksimacija ir yra sistemos hamiltoniano

démuo, apraSantis sgveikas tarp QM ir MM sriciy:
I:IQM/MM = [:Ipol + Helgt (1.27)

I—AIQM /MM susideda i8 I-Alpol, kuris jvertina bendra poliarizacija tarp QM ir MM sriCiy, atsiZvelgiant j
daugelio kuny efektus, ir H., aprasancio elektrostatines saveikas tarp elektrony ir branduoliy su
taskiniais kraviais MM ir QM srityse [53].
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2 Tyrimo metodika

Darbe apraSyti skai¢iavimai vykdyti atviros prieigos skai¢iavimo centro ,,HPC Sauletekis*
auksto nasumo superkompiuteriu Vilniaus universiteto Fizikos fakultete, bei Umea technologijos
instituto auksSto nasumo skaiciavimo centro HPC2N (angl. High Performance Computing Center
North) superkompiuteriu.

Glibenklamido, cholino ir triptofano jony struktiiros sukonstruotos, naudojant programas
GaussView 5.0 [54] ir Avogadro [55], ju geometrijos optimizuotos naudojant programa Gaus-
sian16 [56]. Molekulinés dinamikos (MD) simuliacijoms vykdyti naudota programa AMBER20
[57], jungtiniai kvantinés mechamikos / molekulinés mechanikos (QM/MM) skaiciavimai atlikti

programa Dalton [58].

2.1 Molekulinés dinamikos simuliacijos
2.1.1 MD simuliaciju parametrai

Glibenklamido, cholino ir triptofano jony molekuliy geometrijos optimizuotos naudojant
Hartrio-Foko elektroninés strukttiros metoda [59] ir 6-31G* vienelektrong baze [60]. Elektrosta-
tiniai atomy potencialai optimizuotoms glibenklamido, cholino ir triptofano jony konformacijoms
buvo suskaiciuoti pagal Merzo — Kolmano schema, naudojant Hartrio-Foko metoda [59] ir 6-31G*
vienelektrong bazg¢ [60]. Atomy kruviai apskai¢iuoti naudojant apriboto elektrostatinio potencialo
(angl. Restrained Electrostatic Potential, RESP) metoda, programos AMBER jrankiu Antecham-
ber [61,62]. Lenardo — DZounso ir kity atominiy potencialy parametrai atomams parinkti automa-
tiSkai pagal ju tipus, naudojant jrank;j tleap. Vandens molekuléms naudotas TIP3P modelis [63], o
norint i$laikyti sistemas neutralias, kiekvienoje i§ jy pridéta po vieng Na* jong. MD simuliacijoms

naudotas GAFF jégy lauko [64] parametry rinkinys.

2.1.2 MD simuliaciju vykdymas

MD simuliacijos buvo vykdytos dviem sistemoms — glibenklamidui esant vandeniniame
tirpale (Glb,q) arba vandens bei joninio skyscio miSinyje (Glbyy/ag, joninio skyscio moliné dalis
x1.=0,01). Tokia joninio skyscio dalis tirpale pasirinkta, Zinant, kad joninio skys¢io pory vande-
niniame tirpale formavimui reikia bent 1,5 masés % (y;.=0,001) joninio skyscio [7]. Pasirinkta
naudoti didesn¢ JS moling dalj, kad simuliacijos déZéje uztikrintai vykty tarpmolekulinés saveikos
tarp glibenklamido ir joninio skys¢io molekuliy. Abiejose sistemose glibenklamidas buvo deproto-
nuotas, nes sulfonamidinés grupés pK,=5,5 [8], o skai¢iavimai atlikti vandeninéje aplinkoje, todél
glibenklamidas buty jonin¢je formoje. Glibenklamido vandeniniame tirpale sistema sudaré vie-
nas glibenklamido anijonas ir 3000 vandens molekuliy. Sistema, kurioje glibenklamidas iStirpintas
vandens ir joninio skys¢io miSinyje sudaré glibenklamido anijonas, 30 joniniy pory (30 triptofano
ir 30 cholino jony) ir 3000 vandens molekuliy. Taip pat j kiekvieng sistema buvo pridétas vie-
nas Na* katijonas, kad biity palaikomas neutralus sistemos kravis. Pradinés sistemy konfigtiracijos

sukonstruotos naudojant programa Packmol [65].
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MD simuliacijos vykdytos 298 K temperattroje ir atliktos keliais etapais, kad buty efekty-
viai pasiekta statistiné pusiausvyra. Pirmiausia vykdytos 3 ns simuliacijos NPT ansamblyje, kuriy
metu leidZiama kisti sistemos tiiriui, bet palaikomas pastovus 101,3 kPa slégis. Po Sios simuliacijos
pasiekus pusiausvirajj sistemos tankj, pereita prie simuliacijy NVT ansamblyje iSlaikant pastovy
sistemos turj ir leidZiant kisti jos slégiui. Pirmoji simuliacija, kurios metu pasiekta termodinaminé
pusiausvyra, vykdyta 5 ns. Antroji simuliacija, kurios metu buvo registruojamos molekulinés kon-
figliracijos, vykdyta 40 ns, konfigtracijas fiksuojant kas 1 ps. IS kiekvienos sistemos atrinkta po
200 molekuliniy konfiguracijy, iSrinkty kas 200 ps, jos naudotos QM/MM skai€iavimams.

Simuliacijoms taikytos periodinés krastinés salygos, saveikos tarp atomy, esanciy didesniu
nei 16 A atstumu (angl. cutoff distance), laikytos nykstamai maZomis. Niutono judéjimo lygtys
integruotos, naudojant leap-frog integravimo metoda, integravimo Zingsnelis — 1 fs. Simuliacijose
naudotas Berendseno barostatas [46] ir LanZeveno termostatas [41, 47, 48]. Palaikyti pastovaus
ilgio cheminiams rySiams su vandenilio atomais, naudotas settle algoritmas, o pastoviai vandens

molekuliy geometrijai — rattle algoritmas.

2.2 Tautomerinés pusiausvyros konstantos apskaiciavimas

Glibenklamidas gali egzistuoti keliose tautomerinése formose, todel buvo svarbu iSrinkti,
kurig 18 jy reikéty naudoti. Tam iSsiaiskinti buvo apskaiciuotos tautomerinés pusiausvyros konstan-
tos tarp glibenklamido jono tautomery. Pirmiausia, naudojant Gaussian09 M05-2X tankio funkcio-
nalg [66] su cc-pVTZ baze [67] ir SMD (angl. Solvation Model based on Density) [68] solvatacijos
modeliu, buvo apskaiciuotos keturiy glibenklamido tautomery (3.1 pav.) ldisvosios Gibso ir elekt-
roninés energijos dujy fazéje ir vandenyje. Tai leido jvertinti tautomerinés pusiausvyros konstanta
pKT, kuri susijusi su virsmo tarp tautomery reakcijos laisvaja Gibso energija taip:

Aqu _ [taut; ]

~ RTIn10 _ & [taut, ]

pKT 2.1

¢ia T — temperattra (K), R — universalioji dujy konstanta (kJ/(mol - K)), [taut;] ir [taut;] — gliben-
klamido tautomery koncentracijos tirpale.

AG®
g
tautomeras lg tautomeras 2g
AG*SI AG*SZ
AG*,
tautomeras 1,4 tautomeras 2,4

2.1 pav. Glibenklamido tautomery termodinaminis ciklas tarp dujinés biisenos ir vandeninio
tirpalo.
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Pagal termodinamin; cikla pavaizduota 2.1 pav., Gibso laisvoji energija vykstant tautomeriniam

virsmui gary fazeéje iSreiSkiama taip:
AGy = Gg(tauty) — Gy(tauty) 2.2)
ApskaiCiuota tautomero solvatacijos laisvoji energija lygi:
AG(x) = Gyq(x) — EG (%) (2.3)
Tuomet laisvoji Gibso energija, vykstant tautomeriniam virsmui tirpiklyje, lygi:

AG, = AGI+AGY, — AGY, (2.4)
= AG9+AAG; (2.5)

*

aq’
jono ir trijy jo tautomery tautomerinés pusiausvyros konstantos.

Apskaiciavus tautomery virsmo laisvaja energija AG;,, pagal (2.1) apskaiciuotos glibenklamido

2.3 Magnetinio ekranavimo konstanty skaiciavimai

Ekranavimo konstantos buvo apskaiciuotos naudojant def2-TZVP baze [69, 70] ir PBEO
tankio funkcionala [71]. | kvantinés mechanikos (QM) dalj jtraukta tik glibenklamido molekulé.
Molekulés buvusios molekulinés mechanikos dalyje apraSytos kaip taSkiniai kruviai. | skaiCiavi-
mus jtrauktos molekulés, esancios ne toliau nei 20 A atstumu nuo centrinés glibenklamido mo-
lekulés, j kiekviena skai¢iavima vandeninio glibenklamido tirpalo sistemoje jtraukiant 1062-1121
molekuliy, o vandens ir joninio miSinio sistemoje — 882-1015 molekuliy. Jvesties failai programai
Dalton2019 paruosti naudojant programa Whirlpool 1.14. [72]. QM/MM skaiciavimai atlikti 200-
ams molekuliniy konfigiiracijy, apskaiciuotos ekranavimo konstantos yra aritmetiniai vidurkiai i$

visy Siy konfigiiracijy.
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3 Rezultatai ir ju aptarimas

3.1 MD simuliacijos

EksperimentiSkai parodyta, kad cholino-triptofanato joninio skys¢io (nuo molinés dalies
yiL = 1,14 -107) ir vandens miSiniuose, vaistinio preparato glibenklamido tirpumas iauga iki
27 mg/mL — net 130-600 karty palyginus su tirpumu vandenyje (15-24 ug/mL) [7]. Siame dar-
be bandyta iSsiaiskinti, kokios tarpmolekulinés saveikos tai lemia. Darbe glibenklamidas naudotas
anijoninéje formoje, nes jo sulfonamidinés grupés pK, = 5,5 [8], taigi tirtuose vandeniniuose tir-
paluose §is junginys yra deprotonuotas. Glibenklamido anijonas gali egzistuoti keliose skirtingose
tautomerinése formose (3.1 pav.), todel buvo svarbu rasti, kurj tautomera reikéty tirti. Tam buvo
apskaiciuotos tautomerinés pusiausvyros konstantos tarp pirmojo (3.1 pav. a) ir kity trijy glibenkla-
mido tautomery. Konstantos pKt apskaiciuotos naudojant DFT metodus ir SMD tirpiklio modelj

bei termodinaminius ciklus, kaip apraSyta 2.2 skyrelyje.

\\/o b) pKr=16,4 \\/o
|
\@ﬁ ST \Owaf e
C) pKT 11 0 d) pKT—27,5 \\/O

@A\WO @&Q@*\

3.1 pav. Glibenklamido jono tautomerai. Raudona spalva paZyméti tautomeriniai persitvarkymai
tautomero a) atzvilgiu; nurodytos pKt apskaiciuotos pirmojo tautomero atzvilgiu.

Apskaiciuotos visy trijy tautomery tautomerinés pusiausvyros konstantos pateiktos 3.1 paveiksle.
Visos pKt buvo kur kas didesnés uz nulj, dél dideliy jy verciy galime teigti, kad tautomerai (3.1
b-d) tirpale nebus stebimi, tautomeriné pusiausvyra yra pasislinkusi j pirmojo tautomero (3.1 pav.
a) puse, todel darbe pasirinkta naudoti jj.

Norint iSsiaiSkinti, kokios tarpmolekulinés saveikos nulemia glibenklamido tirpumo po-
kycCius j vandeninj tirpala pridéjus cholino-triptofanato joninio skyscio, tirtos dvi sistemos: gli-
benklamidui esant vandeniniame tirpale (Glb,q) ir vandens bei joninio skysCio miSinyje (Glbyy /ag,
x1=0,01). Glibenklamido (Glb), cholino (Cho) ir triptofano (Trp) jony molekulinés geometrijos
buvo optimizuotos (3.2 pav.) ir naudotos molekulinés dinamikos (MD) simuliacijy jégy lauko para-
metrams iSvesti, bei kaip pradinés geometrijos. MD simuliacijos atliktos normaliomis termodina-
minémis salygomis, naudotas GAFF jégu laukas [64]. Simuliacija kintant sistemos turiui vykdyta
3 ns, termodinaminés pusiausvyros pasiekimui — 5 ns, o simuliacija, kurios metu buvo registruotos
molekulinés konfigiracijos — 40 ns. Jos metu abiems sistemoms (Glb,q ir Glbyy /q) uZfiksuotos dvi
statistiSkai nepriklausomy molekuliniy konfigtiracijy imtys, po to naudotos glibenklamido konfor-

macinei analizei.
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(a) cholino jonas (b) triptofano jonas

(c) glibenklamido jonas

3.2 pav. Optimizuotos jony struktiros ir atomy Zymejimai.

ISanalizavus dvisienius kampus tarp pasirinkty glibenklamido molekulés atomy, buvo tir-
ta, kokiose konformacijose §i molekulé egzistuoja tirpaluose (3.3 pav.) ir kurios jos funkcinés
grupées labilios tirpale. Pirmiausia patikrinta, ar simuliacijy metu iSlieka vidumolekulinis vandeni-
linis rySys tarp glibenklamido O1 ir H7 atomy (atomy numeracija pateikta 3.2 paveiksle). Priedo
paveiksle (A.la pav.) pavaizduotas dvisienio kampo C2-C7-C8-N1 kitimas, jo daZniausiai stebéta
verté¢ 0°, tai palanki konformacija vandeniliniam rySiui. Retkarciais Sio kampo vertés varijavo
+120°- +180°, -120°- -180°intervaluose iSirus vandeniliniam rySiui, tai dazniau vyko Glbyp/aq
sistemoje. Taip pat jvertintas C2 — C7 benzeno Ziedo sukimasis apie ry$j C9 — C10. Pagal dvisie-
nio kampo N1-C9-C10-C11 (A.1b pav.) vertes matoma, kad Sis kampas daZniausiai yra apie +60°,
kartais +180°. Glbyy/5q sistemoje Sis kampas kinta dazniau, nei Glb,q, kur jo dazniausia verté -
60°, C2 — C7 benzeno Ziedas vandens aplinkoje néra stabilioje konformacijoje. Taip pat vyksta ir
cikloheksano Ziedo sukimasis apie N3 — C18 jungtj abiejose sistemose, stebétos dvisienio kam-
po C17-N3-C18-C19 vertes +90°arba +150°(A.1c pav.). MD simuliacijy metu ilgesnj laika iSlike
skirtumai tarp glibenklamido konformacijos Glb,q ir Glbyr/yq Sistemose matomi ties sulfonamidi-
ne grupe. Dvisienio kampo S1-N2-C17-N3 verté Glb,q sistemoje iSsilaiko apie -120°, o Glbyy /aq
apie +120°, bet simuliacijos pabaigoje taip pat persivercia i -120° (A.le pav.). Taip pat skiriasi ir
dvisienis kampas C14-S1-N2-C17, Glb,q sistemoje jo vertés varijuoja apie +15°, o Glby/.q apie
-15° (A.1d pav.), kol kaip ir S1-N2-C17-N3 kampas, simuliacijos pabaigoje atsivercia j +15°. Kon-
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formaciné glibenklamido molekulés analizé parodé, molekulés konformacija tirpaluose yra dina-
miSka ir negalima teigti, kad yra reikSmingy pokyciy tarp konformacijy Glb,q ir Glbyy /ag, 18skyrus
sulfonamidinés grupés dvisienius kampus. Taip pat matoma, kad glibenklamido molekulé pasisu-
ka taip, kad jos hidrofobinés dalys (aromatiniai ir cikloheksano Ziedai) kuo maZiau kontaktuoty su

vandeniu.

(a) (b) (©)

3.3 pav. DaZniausios glibenklamido konformacijos vandeniniuose tirpaluose.
a) C2 — C7 benzeno Ziedo padéties kitimas, b) C11 — C16 benzeno Ziedo padéties kitimas,
c¢) cikloheksano Ziedo padéties kitimas.

Taip pat i§ MD simuliacijy gautos radialinio pasiskirstymo funkcijos (RDF), pagal ku-
rias galima nustatyti tarpmolekuling skyscio struktura, susidaran¢ius vandenilinius rySius bei kitas
saveikas. Jel tarp atomy susiformuoja vandenilinis rySys, tai tipiSkai radialinio pasiskirstymo funk-
cijoje tarp vandenilinio rySio donorinés grupés vandenilio ir vandenilinio rySio akceptoriaus 1,5 —
2,0 A srityje matoma aiSkiai iSreikSta smailé. RDF suintegravus sferiSkai ir padauginus i§ daleliy
skaitinio tankio pagal (3.1) lygti, galima apskaiciuoti koordinacijos skaiCiy, parodantj, kiek vidu-

tiniSkai atomy B yra Salia atomy A.

N=47rp3/ rngB(r)dr (3.1
0

Cia N — koordinacijos skaiius, pp —atomy B tankis homogeninéje sistemoje (Ng/V), r — atstumas
tarp A ir B atomy, gap(r) — radialinio pasiskirstymo funkcija tarp atomy A ir B.

Radialinio pasiskirstymo funkcijas galima skai€iuoti ne tik tarp dviejy atomy, bet ir tarp
atomy grupiy. Norint i$siaiSkinti ar joninio skysCio jonai saveikauja su glibenklamido molekule,
buvo patikrinta, ar skiriasi vandens molekuliy skaiCius artimoje glibenklamido aplinkoje Glb,q ir
Glbyy/aq sistemose. Suintegravus atitinkamas radialinio pasiskirstymo funkcijas pagal (3.1) lygti,
buvo apskaiciuoti koordinacijos skaiciai tarp glibenklamido cikliniy struktiiry ir vandens, bei cikliniy
struktury ir triptofanato indolo grupés ir cholino N1 ir H10 atomy (1 lentel¢). Aplink Glb C2 — C7
benzeno Zieda Glb,q sistemoje rasta vidutiniSkai 15,4 vandens molekuliy, o Glbyy /o — vos 8,7. Da-
lis ju pakeista Trp ir Cho molekulémis (1 lentelé). Glb C11 — C16 benzeno Ziedas Glb,q sistemoje

buvo apsuptas vidutiniS$kai 13,7 vandens molekuliy, i$ kuriy Glbyy /5 sistemoje liko tik 9,2. Vietoje
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ju matomos vidutinisSkai 1,3 Trp indolo grupés ir 0,5 Cho H10 atomo. Glibenklamido cikloheksa-
no Ziedo Glb,q sistemoje artimoje aplinkoje aptiktos 22 vandens molekulés, o Glbyy /5q sistemoje
— vos 16,2, vietoje ju kaip ir kitais atvejais atsirado saveikos su triptofanato indolo Ziedais, taip
pat ir cholino N1 bei H10 atomais. Matoma, kad Glbyy /5q sistemoje JS jonai apsupa glibenklamido

molekule i§stumdami iS jos artimos aplinkos dalj vandens molekuliy.

1 lentele. Glibenklamido cikliniy funkciniy grupiu koordinacijos skaiciai Glb,g ir Glbyg /aq
sistemose (Wat - vandens molekulés).

Glb C2-C7 Glb C11-C16  GlIb cikloheksanas
Glbyy Glbyaq Glbyg Glbyq Glbyg  Glbypjag

Wat O 15,38 8,72 13,66 9,20 21,97 16,22
Cho H10 - 0,31 - 0,53 - 0,68
Cho N1 - 0,16 - 0,08 - 0,66
Trp Indolas - 0,43 - 1,34 - 1,22

Ieskant specifiniy glibenklamido ir JS jonuy saveiky, apskaiCiuoti koordinacijos skaiciai
tarp visy atomy, galinciy sudaryti vandenilinius rySius (svarbiausi pateikti 2 lenteléje). Vandenili-
nio rySio akceptoriais glibenklamido molekuléje gali buti chloro atomas (Cl11), azoto (N2) ir de-
guonies (O1-0O5) atomai. Kai vandeniniame miSinyje yra joninio skyscio, dalin} neigiama kravj
turintj Glb CI1 atoma i$ dalies koordinuoja teigiama kriivj turinti cholino trimetilmetilamonio
grupe, nes apskaiciuotas Glb Cl1 — Cho N1 koordinacijos skaicius 0,49. Neigiamg kruvj turin-
tis Glb N2 atomas Glb,q sistemoje yra apsuptas vandens (koord. sk. 0,91), o Glbyy /5q miSinyje dalj
vandens pakeiCia cholino ir triptofanato jonai (koord. sk. su Cho H10 0,11, su Trp H3 — 0,09). Gli-
benklamido deguonies atomy aplinka skirtinga: GIb O1 atomas, kaip matyta ir i§ konformacinés
analizeés, palaiko vidumolekulinj vandenilinj ry$j su Glb H7 abiejose sistemose (koord. sk. 0,72).
GIb O2 vandeningje sistemoje sudaro vandenilinius rySius su vandeniu (koord. sk. 1,05), o Glbyg/aq
taip pat stebimos saveikos ir su triptofanato amino grupiy ir cholino hidroksigrupés vandenilio ato-
mais. Cia ir toliau, pavieniai koordinaciniai skaiiai tarp glibenklamido ir JS jony atomy nevirsijo
0,1. GIb O3 ir GIb O4 vandenyje vidutiniSkai sudaro kiek daugiau nei 1 vandenilinj rySj su vandens
molekulémis (koord. sk. Glb O3 ir GIb O4 su Wat H 1,16), esant joninio skyscio saveikauja ir su
Trp H3 bei Cho H10 atomais. GIb O5 Glb,q sistemoje taip pat sudaro vandenilinj ryS; su vandens
molekulémis (koord. sk. 0,94), 0 Glbyy /4q ir su Trp H3 ir Cho H10 atomais. Vienas i$ glibenklami-
do vandenilinio rySio donory — H7, kaip minéta, sudaro vidumolekulinj vandenilinj rysj su O1, o
H16 — vandenilinj ry§j su vandens molekulémis abiejose sistemose, tik Glbyy /,q sistemoje Glb H16
- Wat O koordinacijos skaiCius sumazéja nuo 0,82 iki 0,71. Pastebéta, kad nors pavieniai koordina-
cijos skaiciai tarp Glb ir JS jony atomy néra dideli, jie susideda j didesnius skaic¢ius (0,1 —0,2), tad
saveikos yra, taCiau ne itin specifinés. Tuo tarpu nespecifinés saveikos tarp glibenklamido cikliniy
grupiy ir cholino bei triptofanato jony yra daznesnés.

Galima teigti, kad cholino ir triptofanato jonai nesudaro specifiniy saveiky su glibenklami-
do molekule, hidrofilinés molekulés dalys kaip sulfonamiding¢, -NH lieka prieinamos vandeniui ir

Glb,g, ir Glbyy /4q sistemose. JS jonai daugiausiai nuo vandens uzdengia hidrofobines glibenklami-
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2 lentelé. Glibenklamido atomy koordinacijos skaiCiai Glb,g ir Glbyy /5 sistemose
(Wat - vandens molekulés).

Glb O2 Glb O3 Glb O4 Glb O5 Glb N2

Wat H 1,05 0,84 1,14 1,00 1,18 0,98 0,94 0,81 0,91 0,74

Cho H10 - 0,03 - 0,03 - 0,02 - 0,04 - 0,11

Trp H3 - 0,07 - 0,06 - 0,08 - 0,10 - 0,09

Trp H9 - 0,03 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00

Trp H11 - 0,02 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00
Glb H16 Glb Cl1 Glb O1

Glby Glbysg Glby Glbisg Glbyy  Glbypsg

Wat O 0,82 0,71 - -
Cho N1 - - - 0,49 - -
Glb H7 - - - - 0,72 0,72

do molekulés dalis, t. y. aromatines sistemas ir cikloheksano Zieda, o tai galimai ir yra padidéjusio

glibenklamido tirpumo vandenyje prieZastis.

3.2 'HBMR parametrai

Atlikus Glb,q ir Glbyg /oq sistemy MD simuliacijas ir atrinkus molekulines konfigiiracijas
kas 200 ps, naudojant QM/MM skaicCiavimus apskaiciuotos glibenklamido protony magnetinio
ekranavimo konstantos (o). DaZniausiai kaip BMR matavimy rezultatai pateikiami cheminiai po-
slinkiai, apskaiiuojami i§ ekranavimo konstanty, naudojant tam tikro junginio (daZnai tetrame-
tilsilano, TMS) signala kaip atskaitos taska, pagal (3.2) formul¢. Kuo didesné atomo ekranavimo
konstanta, tuo maZesnis jo cheminis poslinkis. Siame darbe likta ties ekranavimo konstantomis,
kadangi nesiekiama kiekybinio atitikimo su eksperimentiniais cheminiais poslinkiais, o ieSkoma
ekranavimo konstanty kitimo, kuris gali paaiSkinti sgveikas, padidinancias glibenklamido tirpuma
vandenyje.

o' =ol—0' 3.2)
Didziausi ekranavimo konstanty pokyciai tarp Glb,q ir Glbyy/aq sistemy stebimi amidiniy grupiy
(H7 ir H16) ir netoli jy esanciy protony (H9, H10, H11) bei cikloheksano (H21-H27) vandeni-
lio atomams (3 lentelé). IS to galima spresti, kad Sios glibenklamido molekulés grupés dalyvauja
tarpmolekulinése saveikose, galimai didinanciose glibenklamido tirpuma vandenyje. Ekranavimo
konstanty pokyciai dera ir su atomy koordinacijos skaiciy pokyciais (1 lentelé, 2 lentel¢é), nes pasi-
keitus minéty sri¢iy artimai molekulinei aplinkai, atitinkamai kinta ir "H BMR parametrai. Ekrana-
vimo konstanty standartiniai nuokrypiai taip pat suteikia informacijos apie molekulés konformaci-
nius pokycius. Judriose molekulés vietose, kurios jautrios konformaciniams pokyciams, ekranavi-

mo konstantos varijuoja didesniame verciy intervale. Sie rezultatai koreliuoja su i§ MD simuliacijy
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gauta informacija apie glibenklamido dvisieniy kampy kitima simuliacijy metu — protony ties jud-
riais dvisieniais kampais, kaip N1-C9-C10-C11, C17-N3-C18-C19, ekranavimo konstantos vari-

juoja labiau.

3 lentelé. Glibenklamido atomy magnetinio ekranavimo konstantos o, kur matomi didZiausi
pokyciai Ao tarp Glbyq ir Glbyy /5q sistemuy.

Atomas Glbyq Glbyy/aq Ao, m. d.

o,m.d. £SD,m.d. o,md. +SD,m.d.

H7 24,69 0,08 24,97 0,08 0,28
HO9 27,75 0,04 27,85 0,03 0,10
HI10 28,39 0,02 28,49 0,02 0,10
HI11 28,54 0,02 28,49 0,02 -0,05
HI16 25,47 0,06 25,39 0,06 -0,08
H17 29,25 0,04 29,12 0,04 -0,13
H21 30,83 0,05 30,74 0,04 -0,09
H22 30,86 0,03 30,79 0,03 -0,07
H23 30,39 0,03 30,31 0,03 -0,08
H24 30,47 0,04 30,15 0,03 -0,32
H25 30,97 0,04 30,64 0,04 -0,33
H26 31,20 0,04 30,92 0,03 -0,28
H27 30,59 0,05 29,96 0,03 -0,63

I§ atliktos konformacinés analizés, apskaiciuoty koordinacijos skai¢iy ir protony magnetinio ekra-
navimo konstanty pokycCiy, galime daryti prielaida, kad glibenklamido tirpuma vandenyje padidi-
na tarpmolekulinés saveikos tarp cholino bei triptofanato jony ir glibenklamido amidiniy grupiy,

aromatiniy Ziedy ir cikloheksano ziedo.
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ISvados

1. Apskaiciavus glibenklamido jono tautomery pusiausvyros konstantas pKr iSsiaiskinta, ku-
ris glibenklamido jono tautomeras yra stabiliausias vandeninéje aplinkoje, jis pavaizduotas

(3.1 pav. a).

2. Dvisieniy kampy tarp glibenklamido atomy analizé parode, kad molekulés konformacija
vandeninio tirpalo (Glb,g) ir vandens miSinio su joniniu skysCiu (Glby/yq) sistemose yra
dinamiska ir nespecifiné sistemai. Abiejose sistemose glibenklamido konformacija tokia,

kad su vandeniu kontaktuojancio pavirSiaus plotas buity kuo mazesnis.

3. Apskaiciavus koordinacinius skaicius tarp glibenklamido ir joninio skyscio jony atomy ma-
toma, kad specifiniy saveiky tarp Siy molekuliy néra. Hidrofilinés glibenklamido funkcinés
grupés abiejose sistemose (Glbyq ir Glbyy/aq) saveikauja su vandeniu, Glby /g Sistemoje jo-
ninio skyscio jonai apsupa hidrofobines glibenklamido dalis — aromatinius ir cikloheksano

ziedus.

4. Glibenklamido protony magnetinio ekranavimo konstanty skirtumai tarp Glb,q ir Glby /aq
sistemy néra dideli, stebimi tose molekulés vietose, kur jos artimoje aplinkoje vanden; pa-
keiCia joninis skystis — Salia cikliniy struktiiry ir amidiniy grupiy. Galima daryti prielaida,
kad joninio skyscio jony saveikos su Siomis glibenklamido molekulés dalimis ir yra jo pa-

didéjusio tirpumo vandenyje priezastis.
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VAISTINIO JUNGINIO GLIBENKLAMIDO BMR PARAMETRU
MODELIAVIMAS VANDENINIUOSE BIOAKTY VIU JONINIU SKYSCIU
TIRPALUOSE

Zyginta Einoryté
Santrauka

Glibenklamidas, dar vadinamas gliburidu, yra sulfonilkarbamidy klasés vaistinis prepara-
tas, naudojamas II tipo cukriniam diabetui gydyti. Sis junginys veikia kepeny lasteliy adenozintri-
fosfatui (ATP) jautrius kalio kanalus (Karp), taip padédamas valdyti gliukozeés kiekj kraujyje, vei-
kiant insulino sekrecija. Taip pat randami nauji potencialiis jo farmacinio panaudojimo budai, kaip
galvos skausmo, uzdegimy slopinimas [2, 3]. Taciau, glibenklamidas pasiZymi prastu tirpumu van-
denyje (15-24 ug/mL) [4,5], o tai apsunkina jo farmacinio panaudojimo plétojima. Norint padidinti
glibenklamido tirpuma vandenyje, mokslininkai panaudojo biologinj joninj skystj i§ biomolekuliy
— cholino katijony ir triptofano anijony [7]. Jo ir vandens miSiniuose glibenklamido tirpumas pa-
didéjo iki 27 mg/mL — net 130-600 karty palyginus su tirpumu gryname vandenyje. ISsiaiSkinus,
kokios tarpmolekulinés saveikos nulemia Siuos tirpumo pokycius, buty galima nustatyti, kokios
joninio skyscio ypatybés padidina glibenklamido tirpuma, kaip buty galima plétoti glibenklamido
bei joniniy skysciy taikymus biologinéms sistemoms.

Vienas pagrindiniy metody, leidZianciy tirti jvairias tarpmolekulines saveikas, yra branduoliy
magnetinio rezonanso (BMR) spektroskopija, nes 'H BMR cheminiai poslinkiai kinta, kei¢iantis
tiriamos molekulés artimai molekulinei aplinkai. Siame darbe pasirinkta tirti glibenklamido 'H
BMR parametrus dviejose sistemose: vandeningje aplinkoje (Glb,g) ir joninio skyscio miSinyje su
vandeniu (Glby jaq)- Sio darbo tikslas — jvardinti padidéjusio glibenklamido tirpumo vandens ir
cholino-triptofanato joninio skys¢io miSiniuose priezZastis molekuliniame lygmenyje, taikant mo-
lekulinés dinamikos (MD) simuliacijas ir 'H BMR parametry skai¢iavimus kvantinés mechani-
kos/molekulinés mechanikos (QM/MM) metodais.

Apskaiciuotos glibenklamido tautomerinés pusiausvyros konstantos pKr ir rastas van-
deningje aplinkoje stabiliausias tautomeras. Analizuojant dvisienius kampus tarp glibenklami-
do atomy nustatyta, kad reikSmingy glibenklamido konformacijos pokyciu tarp Glb,q ir Glbyy /aq
sistemy néra, molekulés konformacija tokia, kad su vandeniu kontaktuojancio pavirSiaus plotas
bty minimalus. Apskaiciuoti glibenklamido ir tirpiklio atomy koordinacijos skaiciai bei gliben-
klamido protony magnetinio ekranavimo konstanty pokyciai leidZia daryti prielaida, kad gliben-
klamido tirpuma vandenyje padidina tarpmolekulinés saveikos tarp joninio skys¢io cholino bei

triptofanato jony ir glibenklamido amidiniy grupiy, aromatiniy Ziedy ir cikloheksano Ziedo.
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MODELLING NMR PARAMETERS OF GLIBENCLAMIDE DRUG IN
AQUEOUS MIXTURES OF BIOACTIVE IONIC LIQUIDS

Zyginta Einoryté
Summary

Glibenclamide also known as gliburide is a sulphonylurea drug used to treat type 2 diabe-
tes. Glibenclamide’s mechanism of action is based on inhibiting membrane adenosine triphosphate
(ATP) sensitive potassium ion channels (Katp) in liver cells, thus controling insulin secretion and
glucose levels in blood. New ways to use this compound for inhibiting headaches or various infla-
mations are also being found [2,3]. Unfortunately, glibenclamide is poorly soluble in water (15-24
pug/mL) [4,5] which makes it harder to find new pharmaceutical applications. To improve glibenc-
lamide’s solubility, a biological choline-tryptophanate ionic liquid was added to water, increasing
glibenclamide’s solubility to 27 mg/mL — by 130-600 times compared to the solubility in pure wa-
ter. Discovering what intermolecular interactions result in such increase of solubility would help
us understand what ionic liquid properties are responsible for this and how can we adapt more
biological ionic liquids to biological systems.

One of the main tools for studying intermolecular interactions is nuclear magnetic reso-
nance (NMR) spectroscopy as '"H NMR chemical shifts depend on the surroundings of the mole-
cule. The NMR parameters of two systems: glibenclamide in aqueous solution (Glb,q) and in ionic
liquid mixture with water (Glby/,q) were investigated. The main goal of this study was to find
out what intermolecular interactions result in the increase of glibenclamide’s solubility in aqueous
mixtures with ionic liquid by using molecular dynamics (MD) simulations and quantum mechanics
/ molecular mechanics (QM/MM) methods.

Constants of tautomeric equilibrium pKt were calculated for glibenclamide tautomers in
aqueous environment and the most stable one of them was found. By analysing the dihedral ang-
les between glibenclamide atoms, it was found that there are no significant changes between the
conformations of glibenclamide in Glb,q and Glbyy /5q systems, the conformation of the molecule
is such which minimises the water accessible surface. The calculated coordination numbers be-
tween the glibenclamide and solvent atoms and glibenclamide’s magnetic shielding constants let
us conclude that the increase of solubility of glibenclamide in ionic liquid mixtures with water
is impacted by intermolecular interactions between choline and tryptophanate ions and the amide

groups, aromatic rings and cyclohexane cycle of glibenclamide.
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Priedai

* 1 priedas. Dvisieniy kampy tarp atrinkty glibenklamido molekulés atomy dinamika.
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1 priedas

DVISIENIU KAMPU TARP ATRINKTU GLIBENKLAMIDO MOLEKULES ATOMU
DINAMIKA
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A.1 pav. Dvisieniy kampy tarp glibenklamido atomy kitimas MD simuliacijy metu vandeninéje (water) ir
joninio skyscio su vandeniu (IL) sistemose.
a) dvis. kampo C2-C7-C8-N1, b) dvis. kampo C8-N1-C9-C10, c) dvis. kampo N1-C9-C10-C11,

d) dvis. kampo C14-S1-N2-C17, e) dvis. kampo S1-N2-C17-N3,
f) dvis. kampo N2-C17-N3-C18, g) dvis. kampo C17-N3-C18-C19
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