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Rozdzial 1

WPROWADZENIE

Zwijanie oraz rozwijanie bialek to podstawowe procesy, ktore odgrywaja kluczowa role
w funkcjonowaniu organizméw i w zwigzku z tym sa one szeroko badane przez naukowcow od
wielu lat. Maja one réowniez kluczowe znaczenie dla przebiegu wielu proceséw biotechnologicz-
nych oraz zwiazanych z nia galezi nauki i przemystu. Wiele czynnikéw, takich jak: temperatura,
pH czy ci$nienie moze wplywaé na réwnowage miedzy stanem zwinietym i rozwinietym biatek.
Roéwnowaga konformacyjna moze by¢ rowniez modulowana poprzez dodatek drobnoczasteczko-
wych organicznych substancji rozpuszczonych, ktore ze wzgledu na swoja aktywnosé osmotyczna
bywaja nazywane osmolitami. Zwiazki tego rodzaju sa akumulowane w zywych komoérkach w
warunkach ekspozycji na warunki hipertoniczne, zapobiegajac nadmiernej utracie wody. W za-
leznosci od rodzaju osmolitu moga one dziala¢ na zwinieta forme biatka stabilizujaco (betaina,

TMAO, prolina) badz destabilizujaco (mocznik).

Rozwaza sie dwa gléwne rodzaje mechanizmu: bezposredni oraz posredni, ktore pro-
buja wyjasni¢ stabilizujace badz destabilizujagce dzialanie osmolitow na biatka. Bazuja one na
koncepcjach, odpowiednio, preferencyjnego oddziatywania osmolitu z biatkiem oraz modyfikacji
wlasciwosci wody solwatacyjnej. Mimo wieloletnich badan, szczegétowy molekularny mechanizm
przesuwania rowowagi konformacyjnej biatek przez osmolity nadal nie jest jeszcze w pelni po-

znany.

Metoda dynamiki molekularnej umozliwia opis zachowania uktadéw bezposrednio na
poziomie molekularnym, dzieki czemu bywa coraz czesciej wykorzystywana do wyznaczenia pre-
ferencyjnych oddzialywan osmolitow z poszczegdlnymi elementami strukturalnymi biatka. Co
wiecej, symulacje metoda dynamiki molekularnej moga efektywnie wspomoc interpretacje wyni-

kéw doswiadczalnych.
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Rozdzial 2

PRZEGLAD LITERATURY

2.1 Bialka

2.1.1 Budowa chemiczna i strukturalna bialek

Biatka sa makroczasteczkami, ktére maja ogromne znaczenie dla przebiegu proceséw
biologicznych. Pelnia one wiele waznych funkcji, m.in. budulcows, immunologiczng i enzyma-
tyczna. Zbudowane sa z aminokwasoéw, potaczonych ze soba wiazaniami peptydowymi (Rysu-

nek 2.1):
R, 1 O
H

- '\N/\/ h N

T

RYSUNEK 2.1: Wiazanie peptydowe.
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Ugrupowania peptydowe tworza plaskie uklady atoméw o ograniczonej rotacji. Maja
one kluczowe znaczenie dla tworzenia sie struktur przestrzennych bialek, zwanych takze konfor-

macjami. Strukture bialek charakteryzuje sie, wyrdzniajac nastepujace struktury:

m pierwszorzedowa — sekwencja aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym

m drugorzedowa (a-helisy, S-kartki, petle) — lokalny sposob skrecania tancucha polipeptydo-

wego
m trzeciorzedowa — tréjwymiarowa struktura catego taricucha polipeptydowego

m czwartorzedowa — przestrzenne utozenie biatek zbudowanych z wiecej niz z jednego tancu-

cha polipeptydowego

Oproécz wigzan peptydowych duze znaczenie w formowaniu sie struktur przestrzennych
biatek maja ograniczenia steryczne oraz rodzaj aminokwaséw wchodzacych w sktad biatka. W
biatkach powszechnie wystepuje dwadziescia réznych aminokwaséw, ktorych tancuchy boczne
réznig sie: wielkodcia, ksztaltem, aromatycznodcia, zdolnoscia do tworzenia wiazan wodorowych
oraz hydrofobowoscia. Rodzaj aminokwas6w ma wplyw na formowanie sie struktury natywnej
biatka. Aminokwasy hydrofobowe, do ktoérych nalezg: alanina, cysteina, fenyloalanina, izoleu-
cyna, leucyna, metionina, prolina, tryptofan i walina, odgrywaja istotna role w procesie zwijania
sie biatek. Stabilizuja one strukture przestrzenng biatek poprzez tzw. efekt hydrofobowy [1]. Nie-
polarne taricuchy boczne takich aminokwaséw maja tendencje do unikania kontaktu z polarnymi
czasteczkami wody, umiejscawiajac sie w rdzeniu natywnej struktury bialek. Istotne znaczenie w
tworzeniu sie struktur bialek odgrywa takze cysteina, w ktoérej w tanicuchu bocznym wystepuje
grupa tiolowa. Poprzez ta grupe cysteina moze tworzy¢ mostki disiarczkowe. Struktura prze-
strzenna biatek i jej formowanie sa niezmiernie istotne dla funkcjonowania zywych komorek i sa

w zwiazku z tym przedmiotem wielu badan [2-5].

Wiadomo, ze zasadnicza role w utrzymaniu struktury, stabilnosci i funkcji biatek od-
grywaja czasteczki wody [6]. Biatka moga oddzialywaé z woda poprzez tworzenie wiazan wodoro-
wych. W roztworach wodnych biatek mozna wyréznié: wode zwiazang bezposrednio wigzaniami
wodorowymi z biatkiem, wode zaburzong przez bialtko, ale niezwigzana z nim bezposrednio wia-
zaniami wodorowymi oraz wode charakteryzujaca sie struktura i wlasciwosciami czystej wody
(o wlasciwosciach takich jak we wnetrzu roztworu) tzw. wode objetosciowa (z ang. bulk) [6-8|.

W celu skrocenia, w dalszej czesci pracy bede uzywaé sformutowania ,woda objetosciowa”.
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Stabilnos¢ strukturalng biatka mozna scharakteryzowaé przez polozenie stanu réwno-
wagi miedzy stanem natywnym a rozwinietym (zdenaturowanym) biatka. Zwijanie oraz rozwi-
janie biatek to podstawowe procesy, ktére odgrywaja kluczowa role w funkcjonowaniu komorek,
organizmoéw i w zwiazku z tym sa one szeroko badane przez naukowcow od wielu lat [2-5, 9].
Wiele czynnikow, takich jak: temperatura [10], pH czy cisnienie [11, 12| moze wplywaé na te
rownowage. Rownowaga konformacyjna moze by¢ réowniez modulowana poprzez obecnosé nie-
wielkich czasteczek organicznych — osmolitéw, ktére sa akumulowane w zywych komérkach w

warunkach ekspozycji na warunki hipertoniczne, zapobiegajac nadmiernej utracie wody [13-18].

2.2 (Oddzialywania osmolitéw z biatkami

Jak juz wczesniej wspomniano, osmolity sa to male, organiczne substancje rozpusz-
czone. Wystepuja one w komorkach zywych [18, 19], gdzie pelnig szereg waznych funkcji, miedzy
innymi odgrywaja wazna role w procesie faldowania sie bialek. Czasteczki te moga wplywaé na
stabilnog¢ strukturalna i termiczna biatek oraz innych makromolekut, [20, 21| asocjacje biatko-
biatko oraz biatko-DNA [22] a takze na stopient odwracalnosci przejscia miedzy stanem zwinietym
i rozwinietym biatka [18, 21, 23]. Osmolity reguluja cisnienie osmotyczne w cytoplazmie [17, 24].
Sa niezbedne do kontroli proceséw odbywajacych sie w komoérkach zywych. Pomagaja one prze-
zy¢ komérkom w ekstramalnych warunkach, takich jak: wysoka temperatura, duza wilgotnosé
czy wysoki poziom zasolenia [17, 18, 24|. Bardzo istotne znaczenie odgrywaja podczas stresu
osmotycznego ochraniajac organizmy, organy (m.in. nerki), komorki [17, 23]. Osmolity zmieniaja
roztozenie czasteczek wody w komoérkach zywych, co powoduje zmiane hydratacji wystepujacych

tam makroczasteczek.

W zaleznosci od rodzaju osmolitéw moga one dziala¢ na biatka stabilizujaco — prze-
suwajgc rownowage konformacyjnag w kierunku stanu natywnego badz destabilizujgco — prze-
suwajac rownowage w kierunku stanu zdenaturowanego. Przyktadem osmolitow stabilizujacych
sa metyloaminy (np. TMAO i betaina), aminokwasy (np. prolina) czy tez poliole (np. cukry
i glikole). Bywaja one czesto okreslane jako chemiczne chaperony albo osmolity kompatybilne
(Rysunek 2.2), poniewaz stabilizuja one struktury biatek na ogol bez wplywu na ich funkcje

komorkowa [15, 19, 23, 25-27].
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a) o H5C
|1|+ H,C \N+ CH;—COO"
Hs CH, Hs HsC  betaina
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CH,
b VRN
) T CH, CH,

f —CH— COO" |
H,N* —CH— COO HoN* — CH — COO-

glicyna prolina
<) OoH OH OH
HO H - OH HO H ““\o n, H OH
" o, | L vy, O %y,
HO™ oy HO" “OH “OH
OH OH OH
mio-inozytol trehaloza

RYSUNEK 2.2: Struktury podstawowych osmolitow: a) metyloaminy (np., TMAO oraz betaina),
b) aminokwasy (up., prolina oraz glycina), c¢) poliole (np., trehaloza oraz inozytol).

Przyktadem osmolitu destabilizujgcego jest mocznik, produkt uboczny katabolizmu
aminokwaséw, ktory jest znany z przesuwania rownowagi w kierunku stanu rozwinietego. Przy
stosunkowo wysokich stezeniach (> 4 M) wywoluje on catkowita denaturacje biatka [21, 23, 27,
28]. Co ciekawe, mimo ze mocznik zakloca strukture i funkcje bialek, a jego wysokie stezenia
sa szkodliwe dla komorek, to jest gromadzony w niektorych komoérkach i tkankach eksponowa-
nych na warunki hipertoniczne, nawet do stezenia (~600mM) w celu zrownowazenia wysokiego
ci$nienia osmotycznego [15, 29, 30]. W tkankach tych efekt denaturujacy mocznika jest niwelo-
wany przez akumulacje osmolitéw stabilizujacych, w szczegolnoscei przez N-tlenek trimetyloaminy
(TMAO) i N,N,N-trimetyloglicyne (betaine) [13-15, 18, 29, 31-34]. Osmolity te sa gromadzone
m.in. w komoérkach nerkowych, ktore zawieraja wysokie stezenia mocznika, w celu zbalansowania

hipertonicznosci zewnatrzkomorkowej [14, 19, 24, 29, 31-33].

2.3 Zastosowanie osmolitow

Wykazano, ze akumulacja osmolitéw pod wplywem stresu moze mieé istotny wplyw
na szereg proceséw komoérkowych takich jak faldowanie biatek, rozpoznanie molekularne i wigza-

nie ligandow |18, 35]. Mozliwosé szybkiej i niekosztownej oceny wplywu danego stezenia osmolitu
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na wtasciwosci strukturalne konkretnych biatek bytaby takze cenna w zastosowaniach biotechno-
logicznych. Osmolity sa bowiem obecnie powszechnie wykorzystywane na wielu etapach procesu
nadekspresji biatek, m.in. do utatwiania faldowania niektorych bialek in vitro (stabilizatory jako
chemiczne chaperony), stabilizacji biatek labilnych strukturalnie w warunkach pozakomorkowych
(metyloaminy, poliole), zapobiegania agregacji (aminokwasy, metyloaminy), oczyszczania biatek
(aminokwasy w utatwianiu elucji biatek), ponownego zwijania bialek niewtasciwie uformowanych
(mocznik), rozpuszezania cial inkluzyjnych (mocznik), uzyskania optymalnej funkcjonalnosci en-
zymow a takze do zapobiegania inaktywacji termicznej enzymoéw (np. betaina uzywana jako do-
datek w reakcji PCR. dziata destabilizujaco wzgledem DNA bogatego w pary GC i jednoczesnie
protekcyjnie wzgledem polimerazy DNA) [18, 35, 36].

Przewidywanie dziatania osmolitéw na réwnowage konformacyjng bialek byloby takze
uzyteczne z punktu widzenia badania roli osmolitéw w procesach patologiczych a takze ich poten-
cjalnego wykorzystania terapeutycznego. W szczegblnosci dotyczy to chordb, ktorych etiologia
wigze sie z niewtasciwym faldowaniem oraz agregacja bialek w postaci ztogow amyloidowych.
Ustalono mianowicie, ze w zaleznoéci od rodzaju i stezenia osmolitéw ich obecnosé moze zaré6wno
zapobiegaé, jak i sprzyjaé¢ procesowi fibrylacji biatek. Dla przyktadu, TMAO w wysokich steze-
niach utrudnia powstawanie ztogow a-synukleiny, lezacych u podioza choroby Parkinsona, [18]
a takze zapobiega powstawaniu agregujacej formy biatka prionowego [37] Z drugiej strony przy
nizszych stezeniach osmolit ten promuje agregacje peptydow B-amyloidowych bedacych gtow-
nym czynnikiem patologicznym w chorobie Alzheimera. Wplyw osmolitéw na procesy agregacji
biatek potwierdzono takze w badaniach in vivo — pokazano m.in., ze trehaloza i inozytol zapobie-
gaja patologicznej agregacji biatek w mysich modelach, odpowiednio, plasawicy Hauntingtona
i choroby Alzheimera [18]. W tym kontekscie intrygujacy jest takze do dzi§ nieustalony mecha-
nizm, ktory taczy zwiekszong produkcje TMAO przez flore jelitows z chorobami serca i uktadu
krazenia [38].

2.4 Modelowe bialka — lizozym, ubikwityna, S-hairpin, Trp-cage

Lizozym to modelowe bialko szeroko stosowane w badaniach nad zwijaniem i stabil-
noscia temperaturowa biatek [39-41]. Jest to globularny, zasadowy enzym o masie 14.4kDa,
odkryty w 1922 roku przez A. Fleminga. Lizozym sklada si¢ z 129 reszt aminokwasych i posiada
az 8 reszt cysteinowych potaczonych czterema mostkami disiarczkowymi. Wystepuje on w ludz-
kich tzach, linie, biatku jaja kurzego a takze w licznych innych komoérkach rodlin i zwierzat. Jego

dziatanie polega na rozktadaniu wiazania glikozydowego miedzy N-acetyloglukozaming a kwasem
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N-acetylomuraminowym w polisacharydach sciany komoérkowej bakterii. Dodatkowo hydrolizuje
on takze wiazania glikozydowe w chitynie wystepujacej miedzy innymi w $cianie komorkowej
grzybow [41]. Taki mechanizm dziatania sprawia, ze lizozym ma wlasciwosci przeciwbakteryjne,
przeciwwirusowe oraz przeciwgrzybiczne [39-41]|, dzieki czemu pelni wiele istotnych funkeji i
znajduje szerokie zastosowanie w medycynie i weterynarii: wspomaga terapi¢ antybiotykami,
antyseptykami, kortykosteroidami a w przemyé$le spozywczym dodawany jest do konserwacji

produktéw miesnych i rybnych itp.

[-hairpin jest prostym motywem strukturalnym biatka sktadajacym sie z dwoch zo-
rientowanych wzgledem siebie antyréwnolegle S-nici (N-koniec jednej nici sasiaduje z C-koricem

drugiej), potaczonych krotka petla sktadajaca sie z kilku reszt aminokwasowych.

Trp-cage jest modelowym mini biatkiem globularnym ztozonym z dwudziestu reszt ami-
nokwasowych, ktore przyjmuje stabilng zwinieta strukture zawierajacg rowniez dobrze zdefinio-
wana strukture drugorzedowa (a-helise). Reszty hydrofobowe tworzace rdzen biatka usytuowane
sa wokol centralnej reszty tryptofanu. Trp-cage przyjmuje swoja natywna strukture (fatduje sie)

w czasie kilku mikrosekund [42, 43].

Ubikwityna jest naturalnie wystepujacym, matym, globularnym biatkiem sktadaja-
cym sie z siedemdziesieciu szeSciu aminokwaséw. Pelni wazna role w procesie degradacji biatek:

znakuje biatka przeznaczone do degradacji poprzez kowalencyjne wiazanie sie z nimi [44].

2.5 Wplyw temperatury na r6wnowage reakcji rozwijania biatek

Od dawna wiadomo, ze osmolity zmieniajg réwnowage zwijania biatek w temperaturze
pokojowej, jednak temperaturowa zaleznosé tego efektu jest mniej zrozumiata [45-48|. Podczas
gdy stwierdzono, ze dziatanie denaturujace mocznika jest ogélnie zwiekszane przez temperature
[49, 50|, wplyw temperatury na stabilizacje biatek przez osmoprotektanty jest bardziej ztozony
[46, 48]. W szczegolnosei zaobserwowano, ze w temperaturze pokojowej betaina i inne stabilizu-
jace osmolity (sarkozyna, glicyna i prolina) dzialaja jako stosunkowo stabe stabilizatory i moga
nawet nieco destabilizowaé niektore biatka. Jednakze, wraz ze wzrostem temperatury, ich stabili-
zujacy efekt rowniez wyraznie sie zwigksza (np. wplyw betainy na entalpi¢ swobodna rozwijania
cytochromu ¢ zmienia sie od ~0kcal/mol w temperaturze 293 K do 0.6 kcal/mol w temperatu-
rze 353 K) [46, 48|. Z biologicznego punktu widzenia temperaturowa zaleznosé¢ moze pozwoli¢
na dodatkowa ochrone przed stresem termicznym bez silnego zakldcania rownowagi zwijania

bialek w normalnych temperaturach [48, 51]. W przeciwieristwie do tego, w innych badaniach
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stwierdzono, ze stabilizujacy wpltyw S-hydroksyektoiny, sorbitolu i betainy na RNaze A wzrasta

z temperatura tylko nieznacznie [47, 52| a w przypadku argininy nawet spada [45].

Molekularny mechanizm temperaturowej zaleznosci wpltywu osmolitéw na stabilnosé
biatek nie jest w pelni zrozumialy [28, 53|. Na podstawie symulacji wykonanych metoda dynamiki
molekularnej zasugerowano, ze w niskich temperaturach denaturacja indukowana mocznikiem
jest zdominowana przez oddzialywania Lennarda-Jonesa miedzy osmolitem a powierzchnig biatka
[28]. Jednak wraz ze wzrostem temperatury, elektrostatyczne oddzialywania miedzy mocznikiem
a biatkiem staja sie bardziej przyciagajace, co prowadzi do zwickszonej destabilizacji biatka w
wyzszych temperaturach. Elektrostatyczne oddzialywania miedzy biatkiem i woda najwyrazniej
staja sie takze bardziej korzystne, co dodatkowo stabilizuje stan rozwiniety i przyczynia sie do
destabilizacji biatka [28|. Jeszcze mniej wiadomo na temat wpltywu temperatury na stabilizacje
biatek przez osmolity stabilizujgce, takie jak betaina i TMAO. Mechanistyczne badania nad tymi
stabilizatorami stanowia duze wyzwanie, poniewaz ich wplyw na réwnowage zwijania jest znany
tylko dla konkretnych biatek i okazato sie, ze jest zalezny od wielu czynnikéw, w tym stezenia
osmolitu i pH [47, 48, 54|. Na przyktad stwierdzono, ze 1.0 M roztwor betainy stabilizuje lizozym
i mioglobine, podczas gdy destabilizuje cytochrom c [48]. Wedtug badan Singha [54], czasteczki
betainy stabilizuja RNaze A w obojetnym pH (6-8), podczas gdy destabilizuja a-laktalbumine
w zakresie pH 4-4.5 [54].

2.6 Mechanizm stabilizacji bialek

Molekularny mechanizm stabilizacji/destabilizacji biatek przez osmolity nie jest jesz-
cze w pelni poznany [23, 26, 2628, 30, 55-61|. Rozwaza sie zwykle dwa gtowne rodzaje tego

mechanizmu:

m mechanizm posredni [62-64]

m mechanizm bezposredni |28, 56, 60, 65—68|

W pierwszym z tych mechanizméw osmolity dzialajg posrednio, stabilizujac lub desta-
bilizujac strukture biatka poprzez zmiane wlasciwosci rozpuszczalnika [62—64]. Przykladem moze
by¢ denaturacja, ktora jest wywolana ostabieniem efektu hydrofobowego w obecnosci osmolitu.
Przyktadem zas mechanizmu bezposredniego sa preferencyjne oddziatywania osmolitu z bial-
kiem, np. poprzez tworzenie wiazan wodorowych [28, 56, 60, 65-68|. Nalezy jednak pamietac, ze

te dwa mechanizmy nie wykluczaja sie i obserwowany efekt moze byé wypadkowsa ich dziatania.
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Istnieje kilka szczegdtowych teorii ttumaczacych w jaki sposéb osmolity wptywaja na
stabilno$é¢ biatek, m.in. teoria wykluczania sterycznego, teoria napiecia powierzchniowego oraz
teoria oddzialywan osmofobowych/osmofilowych, przy czym najwieksze uznanie zdobyta dotad

ta ostatnia 23, 25, 26, 55, 69-73].

Teoria ta wprowadzona zostalta przez zesp6ét Bolena i wyjasnia ona dlaczego osmolity
stabilizuja badZ destabilizuja biatka. W ramach tej teorii uwaza sie, ze z termodynamicznego
punktu widzenia, osmolity stabilizujace nie oddziatuja korzystnie z biatkiem. Z kolei osmolity

destabilizujace oddzialuja korzystnie (preferencyjnie) z biatkiem.

Zespo6! Bolena teorie te badat z wykorzystaniem cyklu termodynamicznego pokazanego
na Rysunku 2.3 [55] gdzie: N — stan natywny, D — stan zdenaturowany, w — biatko w czystej
wodzie, o — biatko w roztworze osmolitu, AG y_p — standardowa entalpia swobodna denaturacji,

AG,, — standardowa entalpia przeniesienia biatka z wody czystej do roztworu osmolitu.

AG"\.p
N, ——>D,,
A A
AGtr,N AGtr,D

Y Y
N, =<—>D,
AG®\.p

RYSUNEK 2.3: Cykl termodynamiczny pozwalajacy wyznaczy¢ zmiany entalpii zwijania sie
biatka w wyniku obecnosci osmolitu.

7 faktu, ze entalpia swobodna jest funkcja stanu wynika ze, nie zalezy od drogi prze-
miany. A zatem suma entalpii swobodnej denaturacji w wodzie i entalpii przeniesienia biatka w

stanie zdenaturowanym z wody do roztworu osmolitu réwna sie sumie entalpii swobodnej procesu
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przeniesienia biatka w stanie natywnym z wody do roztworu osmolitu oraz entalpii swobodnej

denaturacji w roztworze osmolitu. Otrzymujemy zatem, ze:
ACztr,D - ACTYtr,N = AG(J)\?AD - AG%_}D (21)

W przypadku osmolitéw stabilizujacych proces przeniesienia biatka z wody do roz-
tworu osmolitu jest niekorzystny termodynamicznie co wyraza si¢ przez wzrost standardowego
potencjatu chemicznego biatka. Zas dla osmolitéw destabilizujacych proces ten jest korzystny a
standardowy potencjal chemiczny biatka maleje. Poniewaz biatko w stanie zdenaturowanym ma
wiecksza powierzchnie dostepna do oddzialywania z osmolitem niz w stanie natywnym, proces
jego przeniesienia do roztworu osmolitu stabilizujacego bedzie bardziej niekorzystny w stanie
zdenaturowanym. Z kolei dla osmolitéw destabilizujacych proces ten bedzie w stanie zdenaturo-
wanym bardziej korzystny. Na podstawie poczynionych obserwacji wida¢ zatem, ze dla osmolitu
stabilizujacego wartos¢ wyrazenia AGy.p — AGy, N jest dodatnia, a zatem wartos¢ AGR7_, p
jest wigksza niz wartos¢ AGY,_, . Swiadczy to o tym, ze biatko w roztworze takiego osmolitu jest
bardziej stabilne niz w wodzie czystej. Z kolei, dla osmolitu destabilizujacego warto$¢ wyrazenia
AGy,p — AGy N jest ujemna, a co za tym idzie wartos¢ AGS_, , jest mniejsza niz w wodzie

czystej.

Dodatkowo powyzszy cykl termodynamiczny jest bardzo przydatny w wyznaczaniu
wywolanej przez osmolit zmiany w entalpii swobodnej zwijania. Mozna ja mianowicie wyznaczy¢
na podstawie pomiaréw entalpii swobodnej przeniesienia biatka lub sktadajacych sie na niego

aminokwasow z wody do roztworu osmolitu.

Wielkoscig, ktorej uzywa sie do charakteryzowania oddzialywan biatko—osmolit jest

parametr m, ktory definiuje sie nastepujacym wyrazeniem [57, 74-77|:

B 6Angs B OlnKops Olnyr,

gdzie:

Angs — entalpia swobodna rozwijania sie¢ biatka
mg — stezenie osmolitu

Kops — stata réwnowagi

v1 — wspoOlczynnik aktywnosci biatka

A1 — roznica wartos$ci pochodnej potencjalu chemicznego wzgledem stezenia osmolitu pomie-

dzy stanem zdenaturowanym a natywnym biatka
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Parametr m opisuje zatem nachylenie wykresu zaleznosci entalpii swobodnej procesu
rozwijania biatka od stezenia osmolitu. Z definicji potencjatu chemicznego wynika, ze oddziaty-
wania miedzy biatkiem a osmolitem sg korzystne termodynamicznie, jezeli Auis < 0, za$ gdy

Apis > 0 wowcezas oddzialywania sa niekorzystne.

Ustalono jednoznacznie, ze denaturanty, czyli przede wszystkim mocznik, promuja
rozwijanie poprzez preferencyjna akumulacje na powierzchni biatka, a wiec poprzez entalpowa
stabilizacje stanu rozwinietego, w ktérym powierzchnia biatka dostepna dla bezposrednich od-
dzialywan z rozpuszczalnikiem jest wieksza [21, 23, 66, 73]. Molekularny mechanizm lezacy u
podloza tej akumulacji jest zdecydowanie mniej jasny. Na podstawie pomiaréw entalpii swo-
bodnej przeniesienia jednostek budulcowych biatka (szkieletu peptydowego i poszczegolnych
tancuchéw bocznych) z wody do roztworu mocznika zaproponowano, ze za stabilizacje stanu
zdenaturowanego odpowiada przede wszystkim preferencyjne odzialywanie mocznika ze szkie-
letem peptydowym |73, 78|. Badania osmometryczne z wykorzystaniem zwiazkéw modelowych
wskazuja jednak, ze oddzialywania z tanicuchami bocznymi sa co najmniej tak samo istotne,
odpowiadajac za 60 % efektu denaturujacego [57, 76]. Wyznaczono preferencyjne oddziatywa-
nia miedzy czasteczkami mocznika a poszczegdlnymi atomami w biatku, m.in. tlenem z grupy
amidowej, karboksylanowej i hydroksylowej; azotem z grupy amidowej i azotem amoniowym, a
takze z weglami alifatycznymi i aromatycznymi [57, 76]. W wyniku tych pomiaréw zaobserwo-
wano, ze czasteczki mocznika chetnie oddziatujg z tlenem z grupy amidowej. Entalpia swobodna
przeniesienia modelowego ugrupowania peptydowego z wody do jednomolowego roztworu mocz-
nika przyjmuje warto$¢ ujemna (g = —0.1). Czasteczki mocznika chetnie oddziatuja rowniez
z tlenem z grupy karboksylowej (z = —0.02). Dzieje si¢ tak prawdopodobnie z tego powodu,
ze czasteczki mocznika moga byé zaré6wno donorem, jak i akceptorem wiazan wodorowych. Z
pozostalymi grupami, tj. z grupa amidows, azotem w postaci kationu, weglem aromatycznym,

oddzialywania czasteczek mocznika nie maja decydujacego znaczenia [57, 76].

Sugeruje sie, ze za obserwowang sktonnosé¢ czasteczek mocznika do wigzania sie z po-
wierzchnia biatka odpowiadaja zaréwno wiazania wodorowe, przede wszystkim z grupami ami-
dowymi i karbonylowymi szkieletu peptydowego, [67] jak rowniez oddzialywania dyspersyjne,
glownie z niepolarnymi tancuchami bocznymi [65, 66, 79, 80|. Nasze badania z wykorzystaniem
symulacji molekularnych potwierdzity znaczenie oddzialywan z taricuchami bocznymi, sugeru-
jac takze dodatkowy efekt destabilizujacy polegajacy na redukcji oddziatywan hydrofobowych

poprzez ogranicznie kontaktu miedzy woda a fragmentami niepolarnymi biatka [81].
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Jeszcze mniej wiadomo na temat mechanizmu dzialania osmolitéw stabilizujacych
(np. TMAO i betainy). Liczne badania wskazuja, ze sa one wykluczane z bezposredniego sasiedz-
twa biatka, destabilizujac stan zdenaturowany [23, 57, 82|, jednak przyczyny tego zachowania
nie zostaty jednoznacznie ustalone. Wedtug klasycznego modelu Asakury-Oosawy, destabilizacja
stanu zdenaturowanego ma charakter czysto entropowy i polega na ograniczeniu przestrzeni kon-
figuracyjnej dostepnej dla czasteczek osmolitéw traktowanych jak ,twarde sfery” o skornczonej
objetosci [83]. Wobec stwierdzonego entalpowego wktadu do dziatania stabilizujacego metylo-
amin [84, 85|, ujecie powyzsze zostalo ostatnio rozwiniete przez dodanie efektywnego potencjatu
modelujacego energetycznie niekorzystne oddzialtywanie pomiedzy biatkiem a osmolitem. Wktad
ten moze wynikaé¢ np. z silnej hydratacji osmolitu, ktéra prowadzi do jego wykluczenia z po-
wierzchni biatka i w efekcie entalpowej destabilizacji stanu rozwinietego. Na podstawie pomiaréw
entalpii swobodnej przeniesienia oraz badan osmometrycznych dla zwiazkéw modelowych wy-
znaczono preferencyjne oddziatywania miedzy czasteczkami betainy a poszczegdlnymi atomami
w bialku, m.in. tlenem z grupy amidowej, karboksylanowej i hydroksylowej; azotem z grupy ami-
dowej i azotem amoniowym, a takze z weglami alifatycznymi i aromatycznymi [57]. W wyniku
tych pomiaréw zaobserwowano, ze entalpia swobodna przeniesienia modelowego ugrupowania
peptydowego z wody do jednomolowego roztworu betainy przyjmuje wartos¢ dodatnia (#y =
0.34). Wida¢ zatem, ze czasteczki betainy nie preferuja oddzialtywan z tlenem z grupy amido-
wej. Dodatkowo mozna zauwazyé, ze czasteczki betainy unikaja takze oddzialywan z tlenem z
grupy karboksylowej (55 = 0.12) [57, 76]. Dzieje si¢ tak prawdopodobnie z tego powodu, ze
czasteczki betainy moga by¢ wylacznie akceptorem wiazan wodorowych. Z pozostalymi grupami
tj. z grupa amidowa, azotem w postaci kationu, weglem aromatycznym oddzialywania czasteczek
betainy nie maja decydujacego znaczenia [57, 76]. Rezultaty te, sugerujace silnie zréznicowany
rozktad osmolitéw stabilizujacych na powierzchni biatka, znalazlty takze potwierdzenie w prze-
prowadzonych przez nas symulacjach dynamiki molekularnej [86]. Sugeruje sie takze, ze osmolity
stabilizujace wykluczane sg zwlaszcza z otoczenia szkieletu peptydowego, zas ich oddziatywania

z taricuchami bocznymi zaleza silnie od typu aminokwasu.

Na podstawie spektroskopowych badari mozna znalezé réznice w wplywie czasteczek
osmolitow na strukture wody, ktore sa kluczowe dla wyjasnienia wplywu osmolitéw na stabilnosé
biatek [87]. W celu wyjasnienia mechanizmu dziatania osmolitéw badano hydratacje osmolitow
oraz biatka za pomoca spektroskopii oscylacyjnej z zastosowaniem metody widm réznicowych
[87-90] oraz skaningowej kalorymetrii roznicowej (z ang. differential scanning calorimetry, DSC)

[87]. Okazalo sie, ze wszystkie analizowane osmolity stabilizujace i destabilizujace wzmacniaja
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strukture wody [87|. Autorzy zaproponowali dwa kryteria, ktore sa kompatybilne z stabilizuja-
cymi i destabilizujacymi wtasciwosciami osmolitéw a jednoczesnie roznicuja wplyw osmolitéw na
strukture wody. Pierwszym kryterium jest warto$é¢ parametru catkowitej szerokosci potéwkowej
pasma OD w odniesieniu do pasma wody zaburzonej przez osmolit. Parametr ten jest miara
odleglosci strukturalnej (rozktady odleglosci miedzyczasteczkowych wody — Rpo) 1 energetycz-
nego stanu dystrybucji czasteczek. Dla osmolitéw stabilizujacych przyjmuje on wartosci wieksze
niz w wodzie objetoéciowej (162cm™!) a dla osmolitéw destabilizujacych — wartosci mniejsze.
Drugim za$ kryterium jest populacja czasteczek wody o $redniej energii wiagzann wodorowych
w odniesieniu do wody objetosciowej. Osmolity destabilizujace wykazuja zwiekszona populacje
$redniej energii wiazan wodorowych w odniesieniu do wody objetosciowej, zas dla osmolitow

stabilizujacych populacja tych wiazan jest zmniejszona [87].

Zauwazono, ze rozklady odleglosci miedzyczasteczkowych wody (Rpo) zaburzonej
przez osmolity stabilizujagce majg maksimum przesuniete w kierunku krétszych odleglosci w
porownaniu z rozktadem wody czystej. Stwierdzono zatem, ze woda w otoczeniu osmolitow
stabilizujacych tworzy wiecej silniejszych wigzann wodorowych w poréwnaniu z woda czysta.
Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze osmolitem, ktéry najsilniej w tym sensie
wzmacnia strukture wody jest TMAO [88, 89]. Z kolei, N-metyloglicyna zwieksza w najwiekszym
stopniu populacje silnych wiazan wodorowych w grupie pochodnych glicyny. Ustalono, ze mocz-
nik jest zwiazkiem, ktory w niewielkim stopniu wzmacnia strukture wody. Stwierdzono, ze woda
zaburzona przez mocznik ma charakter zblizony do wody czystej i prawdopodobnie przyczynia

si¢ do powstawania bezposrednich oddzialywan w ukladzie biatko-mocznik-woda [88].

Okazato sie, ze sfera hydratacyjna biatek okre§lana gtownie przez hydratacje szkie-
letu peptydowego jest uderzajaco podobna do sfery hydratacyjnej osmolitéow stabilizujacych, a
kompatybilno$é wzmocnionych sfer hydratacyjnych prowadzi, poprzez mechanizm kooperatyw-
nosci wigzan wodorowych wody, do zwieckszonej stabilnosci biatek w roztworach tych osmolitow
[87]. Osmolity stabilizujace przesuwaja stala rownowagi denaturacji biatka w kierunku stanu
natywnego biatka na drodze entalpowej i entropowej stabilizacji stanu zwinietego w stosunku do
rozwinietego. Z kolei, osmolity destabilizujagce wywieraja odwrotny wplyw na stabilnosé¢ biatek.
Wykazuja one ,strukturalnie rézne” wilasciwosci wody hydratacyjnej. Niekompatybilnosé tych
sfer hydratacyjnych powoduje ,rozpuszczanie”’ sie sfery hydratacyjnej biatka i w konsekwencji
obnizenie stabilnosci biatka. Zauwazono, ze nie ma wyraznej zaleznosci miedzy oddziatywaniem
biatko-osmolit, tj. akumulacja/wykluczaniem czasteczek osmolitu z powierzchni biatka a stabil-
noscia biatek. Autorzy ukazali, Zze nie ma rowniez bezposredniej korelacji miedzy wlasciwosciami

osmolitow tworzacymi/burzacymi strukture wody a wplywem na stabilnos$¢ bialek. Okazalo sie,
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ze sposob hydratacji osmolitu, tj. podobienstwo/brak podobieristwa w sferach hydratacyjnych

osmolitow i biatka, jest kluczowym czynnikiem determinujacym stabilnosé biatka [87].

Zbadano oddzialtywania miedzy strukturalnie podobnymi osmolitami (tauryna i tri-
metylotauryna) a dwoma biatkami (lizozymem i ubikwityna) za pomoca spektroskopii FTIR,
skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC) oraz obliczern DFT [90]. Okazalo sie, ze tauryna i
trimetylotauryna (TMT) wywieraja inny wplyw na bialka. Tauryna dziata jak stabilizator pod-
wyzszajacy temperature denaturacji (w przypadku lizozymu zwieksza temperature stopniowo
wraz ze wzrostem molalnosci, w przypadku ubikwityny — stabilizuje najsilniej przy niskich mo-
lalnosciach, dla wyzszych molalnosci powoduje niewielki spadek termicznej stabilnosci). Z kolei,
TMT zmniejsza stabilno$é¢ biatek. Co ciekawe, chociaz grupa sulfonowa zaréwno tauryny, jak i
TMT jest zdolna do tworzenia wigzan wodorowych z grupami powierzchniowymi protonéw grup
donorowych powierzchni biatek to w rezultacie czasteczki osmolitéw nie oddzialuja poprzez ta
grupe z bialkami. Zaobserwowano, ze w otoczeniu tauryny wystepuja dwie odrebne populacje
czasteczek wody: stabo zwigzane czasteczki wody wokot grupy sulfonowej oraz silnie zwiazane
czasteczki wody z grupa aminows. Wywnioskowano zatem, ze grupa aminowa wzmacnia struk-
ture wody, podczas gdy grupa sulfonowa ja ostabia [90]. Nalezy tu podkresli¢, ze struktura wody
wokot biatka jest wzmocniona i taki stan wody determinowany jest gtéwnie przez taricuch gtéwny
biatka. Dodanie tauryny, ktora jest zorientowana grupa aminowa w kierunku powierzchni biatka,
dodatkowo poprawia wlasciwosci wzmocnionej sfery hydratacyjnej biatka i stabilizuje natywna
forme biatka. Bezposrednie oddzialywania tej grupy z powierzchniowymi taricuchami bocznymi
zapewniajg wlasciwg orientacje tauryny i zapobiegaja negatywnemu wplywowi grupy SOs . Z
kolei, w przypadku TMT, ostabiona sfera hydratacyjna grupy SOz burzy zwigzang wodorowo
sie¢ wody wokot biatka i destabilizuje ja. Co ciekawe, przy niskich stezeniach TMT stabilizuje
w niewielkim stopniu oba bialka. Efekt ten mozna przypisaé¢ rzeczywistemu efektowi osmofo-
bowemu, ktoéry zostaje przezwyciezony, gdy stezenie osmolitu wzrasta, poniewaz efekt burzenia
generowany przez TMT przezwycieza efekt stabilizujacy spowodowany mechanizmem wyklucza-

nia [90].
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CELE I ZALOZENIA

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto wyjasnienie molekularnego mechanizmu wptywu
osmolitow na stabilnosé bialek z wykorzystaniem metody dynamiki molekularnej. Zastosowana
metoda badawcza umozliwia opis zachowania uktadéw bezposrednio na poziomie molekularnym,
przez co szczegbdlnie dobrze nadaje sie do badania mikroskopowych sit napedowych réznorakich

proceséw (bio)molekularnych.
Aby osiggnaé cel gtowny postawitlam sobie nastepujace cele szczegotowe:

1. Wyjasnienie dlaczego betaina jest wykluczana a mocznik akumulowany na powierzchni mo-

delowego biatka — lizozymu.

2. Zweryfikowanie hipotezy o wykluczaniu wszystkich osmolitéw stabilizujacych z powierzchni

lizozymu.

3. Charakterystyka czynnikéw wpltywajacych na efekt stabilizujacy osmolitéw oraz ustalenie jak

stabilizacja zalezy od symulowanego momentu dipolowego czasteczki osmolitu.

4. Wyjaénienie mechanizmu za posérednictwem ktoérego osmolity wplywaja na denaturacje ter-

miczng matego glubularnego biatka Trp-cage.

5. Przetestowanie zatozenia o addytywnosci elementarnych wktadéw, w celu zbudowania modelu
teoretycznego pozwalajacego na przewidywanie dla zadanej sekwencji aminokwasowej wpltywu

wybranych osmolitow na rownowage konformacyjng kilku modelowych biatek.

15
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METODYKA BADAWCZA

4.1 Podstawy teoretyczne metody

4.1.1 Dynamika molekularna

W celu wyjasnienia wplywu osmolitéw na stabilnos¢ biatek wykorzystatam metode dy-
namiki molekularnej. Jest to podstawowa metoda obliczeniowa pozwalajaca na badanie wtasci-
wosci uktadéw molekularnych w warunkach odzwierciedlajgcych warunki fizjologiczne. Dynamika
molekularna umozliwia wyznaczenie trajektorii (ewolucji w czasie) uktadu atoméw na podsta-
wie calkowania klasycznych réwnan ruchu. Uzyskujemy w ten sposéb zestaw potozen atomoéow
w przestrzeni odzwierciedlajacy wlasnosci i zachowanie uktadu w stanie rownowagi (91, 92| a w
niektorych przypadkach takze w trakcie proceséw nieréwnowagowych. Z teoretycznego punktu
widzenia, podstawg dynamiki molekularnej jest przyblizenie Borna-Oppenheimera, ktore umoz-
liwia rozdzielenie ruchu jader oraz ruchu elektronéw. Zaklada sie, ze elektrony nieskoiiczenie
szybko dostosowuja sie do nowych potozen jader, ze wzgledu na fakt iz masa elektronu jest 1836
razy mniejsza od masy protonu. Dzieki temu przyblizeniu mozemy przyporzadkowaé konkretnej

konfiguracji uktadu okreslong wartos$é¢ energii potencjalne;j.

W dynamice molekularnej do wyznaczenia zestawu kolejnych konfiguracji uktadu (tzw. tra-

jektorii) stosuje sie druga zasade dynamiki Newtona (Réwnanie 4.1):

F{t)=m-at), i=12,...N (4.1)

gdzie:
F; — sita dzialajaca na ¢-ty atom w chwili ¢

16
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m; — masa i-ego atomu

d2r;(t
ai = dtlQ()

— przyspieszenie i-ego atomu w chwili ¢
r;(t) — polozenie i-ego atomu w chwili ¢

N — calkowita liczba atomoéw w ukladzie

Roézniczkujac funkcje energii potencjalnej wzgledem polozenia mozemy obliczy¢ site dzialajaca

na i-ty atom (Rownanie 4.2):
F(r)=-V;-V(r), i=12..N (4.2)

gdzie:
V; :(%v a%i, 8%1)* gradient (wektor pochodnych czastkowych)

V(r;) — energia potencjalna, zalezna od polozen wszystkich atomoéow, (r; = r1,7r2,...,7N)

Scatkowanie tego uktadu 3N réwnan roézniczkowych drugiego rzedu umozliwia wyzna-
czenie ewolucji czasowej dla uktadu N czastek. Warto wspomnieé tutaj, ze rozwiazanie takiego
uktadu jest mozliwe tylko wtedy gdy znamy potozenie r;(t = 0) i predkosé¢ poczatkows v;(t = 0)
kazdego atomu. Przyjmujac skoniczony krok czasowy (At) oraz zalozenie, ze w tym krotkim kroku
czasowym sily dzialajace na atomy pozostaja stale, otrzymujemy nowe potozenia i predkosci w
chwili t + At. Na ich podstawie obliczamy sity dziatajace po kolejnym kroku czasowym, a co
za tym idzie dostajemy kolejny zestaw wspolrzednych i predkosci. Procedure powtarzamy dla

zadanej liczby krokow [91, 92].

4.1.2 Algorytmy catkowania réwnan ruchu

W dynamice molekularnej istnieje wiele algorytméw stuzgcych do wyznaczenia poto-
zenia i predkosci atomow ukladu w funkeji czasu [92]. Najczesciej stosowanym algorytmem jest
algorytm Verleta, ktéry polega na rozwinieciu zaleznosci potozenia i predkosci i-tego atomu od

czasu w szereg Taylora (Rownania 4.3 i 4.4):

. aT'i (t) 1 82n- (t) 2 1 837”2- (t) 3

ri(t + At) = ri(t) + 5t At + 3 e At + 6 o0 At + ... (4.3)
o 8T‘i(t) 1 82ri(t) 2 1 83T‘i(t) 3

rilt = &) = 7i(t) — = A+ S AL — S A (4.4)
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Po dodaniu i odjeciu stronami powyzszych réwnari, a nastepnie uwzglednieniu tego, ze predkosé
jest pierwsza pochodna polozenia po czasie, za§ przyspieszenie jest rowne drugiej pochodnej po
czasie otrzymujemy Roéwnanie 4.5:

ri(t + At) = 2r; — ri(t — At) + Fill) op2 + ... (4.5)

m;

Predkos¢ z kolei mozna otrzymaé¢ odejmujac stronami Rownania 4.3 i 4.4. Wowczas otrzymujemy

Roéwnanie 4.6:
Ti(t + At) -1 (t - At)
() — 4.

Stosowanie algorytmu Verleta jest stosunkowo proste, poniewaz liczymy tylko sity i przyspiesze-
nia w ukladzie. Wada tej metody jest fakt, iz predkosci sg op6znione o jeden krok w stosunku
do potozen atoméw. Aby temu zaradzi¢ mozna zastosowaé predkodciowy algorytm Verleta, dla

ktorego zaleznosci potozenia i predkosci od czasu dane sg nastepujacymi réwnaniami:

1 Fi(t)

, — . - 2
ri(t + At) = r; + v (t) At + 2 m, At (4.7)
; — )= ——2A 4.
vi(t+ 2) v(t)+2 - t (4.8)
. At 1 Fl(t + At)
vi(t + At) = v (t + ?) + iTAt (4.9)

Najczesciej jednak stosowanym algorytmem jest tzw. algorytm ,zabiego skoku” (z ang. leapfrog):

vt + %) it — %) + lj;@m (4.10)
ri(t + At) :m(t)—kw(t—k%)At (4.11)

Wada tego algorytmu jest to, ze obliczone potozenia i predkosci przesuniete sa wzgledem siebie
o pol kroku catkowania. Mozemy jednak predkosci v;(t) wyznaczy¢ jako Srednie arytmetyczne
dwoch predkosci w potowie kroku catkowania, uzyskujac w ten sposéb polozenia i predkosci w

tej samej chwili [92-94].

Opisane powyzej algorytmy to algorytmy symplektyczne. Ich cecha charakterystyczna
jest to, ze catkowita energia uktadu oscyluje wokoét pewnej statej wartosci bliskiej poczatkowej

energii catkowitej.
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4.1.3 Krok czasowy

Ustalenie odpowiedniego kroku czasowego ma ogromne znaczenie w czasie prowadze-
nia symulacji, poniewaz okresla on dokladnosé obliczanej trajektorii. Wazne, by krok czasowy
byt dostosowany do czestotliwosci najszybszych ruchéow w ukltadzie. Zastosowanie zbyt dtugiego
kroku czasowego, moze spowodowa¢ silny dryf catkowitej energii uktadu oraz niestabilnosci al-
gorytmow catkowania. Zbyt maty zas krok czasowy, moze wiazaé sie z tym, ze uzyskamy niere-
prezentatywny rozktad konfiguracji. Krok czasowy powinien zatem wynosi¢ ok. 1fs = 1071 s,
poniewaz przy takiej dtugosci kroku atomy powigzane w czasteczkach powinny mieé pelng swo-
bode ruchu. Mozna wydtuzyé krok czasowy do 2-4fs, usztywniajac dtugosci wigzan oraz inne

szybko oscylujace stopnie swobody [92, 93].

4.1.4 Temperatura, ciSnienie

W celu blizszego oddania warunkéw eksperymentalnych, w czasie prowadzenia obliczen
metoda dynamiki molekularnej istnieje mozliwo$é utrzymywania stalej temperatury uktadu.
Stosuje sie tutaj m.in. metode stabego sprzezenia (z ang. weak-coupling method) zaproponowana
przez Berendsena. W algorytmie tym skalujemy predkosci wszystkich atoméw z odpowiednia
stala czasows tak, aby w kolejnych krokach symulacji temperatura nie odbiegala zanadto od

zadanej wartosci [92].

Aby utrzymagé state cisnienie w uktadzie mozna zastosowaé¢ podobny algorytm. Roznica
jest jednak to, ze w tym przypadku skalowane sg poltozenia atoméw zamiast predkosci. Prowadzi

to do zmian objetosci symulowanego uktadu [92, 93].

4.1.5 Periodyczne warunki brzegowe

Aby wyeliminowaé efekty brzegowe (niestandardowe zachowania atoméw na brzegach
pudla symulacyjnego) oraz aby umozliwi¢ odpowiedni rozmiar przestrzeni, w ktorej bedzie sie
odbywaé¢ symulacja, wykorzystuje sie periodyczne warunki brzegowe (z ang. periodic boundary
conditions — PBC). Podejscie takie powoduje, ze symulowany przez nas uktad powtarzany jest
nieskoriczenie wiele razy, dzieki czemu zapewniona jest ciagtosé symulowanego uktadu [92, 93|.
Czasteczki znajdujace sie w danej komoérce oddziatuja zaréwno z czasteczkami z tej samej ko-
morki, jak i z czasteczkami z innych komoérek, dzieki czemu ukltad symulacyjny lepiej odzwier-

ciedla warunki rzeczywiste, co ukazano na Rysunku 4.1.
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RYSUNEK 4.1: Schematyczny rysunek periodycznych warunkéw brzegowych [92, 95].

4.1.6 Pola silowe

Aby opisa¢ oddziatywania miedzy atomami i wyznaczy¢ energie potencjalng uktadu,
stosuje sie tzw. pola sitowe (z ang. force field). Pola sitowe definiujemy jako funkcje matematyczne
umozliwiajace wyznaczenie przyblizonych wartosci energii potencjalnej uktadu w zaleznosci od
potozen atomow [92-94]. Pola sitlowe maja wiele zalet: sa modelami prostymi, tanimi a dzieki
odpowiedniej parametryzacji moga dawaé¢ wyniki zblizone do eksperymentalnych. Koniecznosé

dobierania parametréw nalezy z kolei uznaé za wade takiego podejscia.

Podstawowe réwnanie definiujace energie potencjalna uktadu w przyblizeniu pola si-
lowego mozna przedstawi¢ jako sume wkladoéw wiazacych (z ang. bonded terms) oraz sume

wkladow niewiazacych (z ang. nonbonded terms):

V =V + Voo (4.12)

gdzie:
V' — energia potencjalna
Vw — energia potencjalna wktadéw wiazacych

Vo — energia potencjalna wktadéw niewiazacych

Wkiady wiazace odpowiadaja za istnienie wigzan kowalencyjnych miedzy atomami w
czasteczce. Energia tych oddzialtywan wyrazana jest zwykle jest jako suma wktadéw odpowiada-
jacych zmianom dlugosci wiazan, katoéw ptaskich, katéow dwusciennych oraz niewtasciwych katéow
dwusciennych:

Vi = Vo Vo + Vg + Vg (4.13)

gdzie:

Vi, — wklad odpowiadajacy zmianom dlugosci wigzan
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Vy — wktad odpowiadajacy zmianom wartosci katéw ptaskich

Vy — wktad odpowiadajacy zmianom wartosci katow dwusciennych

Vns — wklad odpowiadajacy zmianom wartosci niewlasciwych katéw dwusciennych

Do opisu wktadu zwiazanego ze zmiang dlugosci wiazan stosuje sie zwykle potencjat

harmoniczny (Rysunek 4.2, Réwnanie 4.14):
Vi, = § :lk@(ri- — 792
9 1] J 1)

gdzie:
k‘% — stala silowa, okresla sile¢ wiazania miedzy atomem ¢ oraz j

r;; — odlegloé¢ miedzy atomem ¢ oraz j

0

r;; — rownowagowa odlegtos¢ migdzy atomem i oraz j

200—————— . ; .
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(4.14)

RYSUNEK 4.2: Zalezno$¢ energii potencjalnej od odleglosci dla oscylatora harmonicznego [92,

96].

W niektorych przypadkach przyblizenie harmoniczne nie jest wystarczajace dla odpo-

wiedniego opisu zmian energii w uktadzie. Trzeba wéwczas zastosowaé potencjal anharmoniczny,

na przyklad tzw. zaleznos¢ Morse’a (Rysunek 4.3, Rownanie 4.15). Dla pojedynczego wiazania

dana jest ona réwnaniem:

Vij(rij) = Dij{1 — exp[—By;(rij — ri;)]}*

gdzie:
Vij(ri;) — energia potencjalna
D;; — gtebokos¢ studni potencjatu

B;; — szerokoéc¢ studni potencjatu

(4.15)
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r;; — odlegloé¢ miedzy atomem i oraz j

0 . fo . .
r;; — rownowagowa odlegtos¢ miedzy atomem ¢ oraz j
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RYSUNEK 4.3: Zaleznoéé energii potencjalnej od odlegtosci dla oscylatora anharmonicznego
[92, 96].

Drugi wktad w Rownaniu 4.13 jest zwykle rowniez opisywany przez potencjal harmo-

niczny. Odpowiada on za zmiany wartosci katow plaskich (Rownanie 4.16, Rysunek 4.4):

1

gdzie:

kfjk — stala sitowa

0i;1 — kat plaski wystepujacy miedzy wigzaniem utworzonym przez atomy 4 oraz j, a wigzaniem
utworzonym miedzy atomami j oraz k

9?]- & — rownowagowa wartos¢ kata plaskiego wystepujacego miedzy wigzaniem utworzonym przez

atomy ¢ oraz j, a wiazaniem utworzonym miedzy atomami j oraz k

Kolejnym wkladem jest potencjal torsyjny zwiazany ze zmianami wartosci katow dwu-

$ciennych (Rownanie 4.17, Rysunek 4.5):

N
Va
Vo= 5 [+ cos(ndij — dly) (4.17)

n=0
gdzie:
V,, — wysokosé bariery rotacji

n — tzw. krotnosé, okreslajaca liczbe miniméw energetycznych podczas obrotu wokoét wigzania

od 0° do 360°
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RYSUNEK 4.4: Schematyczny rysunek kata plaskiego 6;;, (patrzac od strony lewej) oraz wykres
zaleznosci energii potencjalnej od zmiany kata 6;;, (patrzac od strony prawej) [92, 96].

¢k — kat dwuscienny wystepujacy miedzy plaszczyzng utworzong przez atomy i, j oraz k, a
plaszczyzna utworzona przez atomy j, k oraz [
qb?jkl — rownowagowa wartosé kata dwusciennego wystepujacego miedzy plaszczyzng utworzona

przez atomy %, j oraz k, a plaszczyzna utworzong przez atomy j, k oraz [

a2

a
T

-

@
—

>¢fjk:

Volkjmol?]

]

/ . \, \,
ag 500 12040 mg mg

o[°]

RYSUNEK 4.5: Schematyczny rysunek kata dwusciennego ¢;;1; (patrzac od strony lewej) oraz
wykres zaleznosci energii potencjalnej od zmiany kata ¢;;x; (patrzac od strony prawej) [92, 96].

Aby zachowaé ptaska geometrie wokol atoméw o hybrydyzacji sp? oraz aby wyelimi-
nowa¢ artefaktowe zachowanie si¢ atomow stosuje sie wktad odpowiadajacy zmianom niewtasci-

wych katow dwusciennych (Réwnanie 4.18, Rysunek 4.6):

Lon
Vig = Z §kij(lil(¢ijkl - ¢?jkl)2 (4.18)

gdzie:
kal — stala silowa

¢ijr — niewlasciwy kat dwuscienny wystepujacy miedzy plaszczyzna utworzong przez atomy i, j

oraz k, a plaszczyzna utworzong przez atomy j, k, oraz 1
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qﬁ?jkl — réwnowagowa warto$¢ niewlasciwego kata dwusciennego wystepujacego miedzy plasz-

czyzng utworzong przez atomy i, j, oraz k, a plaszczyznag utworzona przez atomy j, k oraz 1

¢Ejk-'

RYSUNEK 4.6: Schematyczny rysunek niewlasciwego kata dwusciennego ¢;;5; [92, 96].

Energie potencjalna oddzialywan niewiazacych wyraza sie¢ zwykle jako sume energii

oddziatywan van der Waalsa oraz energii oddziatywarn elektrostatycznych:
Vow = Voaw + Ve (4.19)

gdzie:
Vyaw — energia oddziatywarni van der Waalsa

V.1 — energia oddzialywan elektrostatycznych

W celu opisania oddzialywari van der Waalsa stosuje sie najczesciej tzw. potencjat

Lennarda-Jonesa:

Voaw = ZZ%‘[(%)” —2(=2)% (4.20)

i=1 j>i Tij
gdzie:
i — glebokosé studni potencjatu dla atomoéw i oraz j
o;; — polozenie studni potencjatu dla atomow 7 oraz j

r;; — odleglod¢ miedzy atomami i oraz j

Na podstawie Réwnania 4.20 oraz Rysunku 4.7 mozna zauwazy¢, ze pierwszy czton w
tym réwnaniu maleje z dwunasta potega odleglosci opisujac silne odpychania miedzy atomami
dla matych odleglosci (tzw. odpychanie Pauliego). Drugi za$ czton maleje z szosta potega i jest

odpowiedzialny za przyciaganie sie atomow wynikajace z oddziatywan dyspersyjnych [92, 93].
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RYSUNEK 4.7: Schematyczny rysunek potencjatu Lennarda-Jonesa (linia czerwona). Dodatkowo
przedstawiono czton odpychajacy (linia zielona) oraz czton przyciagajacy (linia rozowa) [92, 96].

Wklad odpowiedzialny za oddzialywania elektrostatyczne (Rysunek 4.8) opisuje sie

rownaniem Coulombas:

N N .
Va=3 3" ng;ziw (4.21)
=1 j>i
gdzie:
i, q; — tadunki atoméw i oraz j
€o — przenikalnosé elektryczna prozni

e, — stala dielektryczna

r;; — odleglod¢ miedzy atomami i oraz j

RYSUNEK 4.8: Schematyczny rysunek oddzialywan elektrostatycznych [92, 96].

Jednakze obliczenie energii oddzialywan elektrostatycznych w oparciu o powyzsze
rOwnanie bytoby bardzo czasochtonne. Dlatego stosuje sie przyblizenie pozwalajace relatywnie
szybko wyznaczy¢ pelna elektrostatyke ukladu, przy zwykle zaniedbywalnych btedach wynika-
jacych ze sztucznej periodycznosci — tzw. algorytm PME (z ang. Particle Mesh Ewald). Dzieki
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temu algorytmowi jesteSmy w stanie uniknaé¢ wprowadzania tzw. promieri odciecia (z ang. cut-
off distance), czyli odleglosci, powyzej ktorej zaniedbuje sie wszelkie wkiady energetyczne w
celu skrécenia czasu obliczen. Jak wiadomo, promien odciecia moze prowadzi¢ do pojawiajacych
sie w trakcie symulacji nieciaglosci energii oraz sil, co z kolei moze powodowaé niestabilnosci

algorytmu calkowania réwnan ruchu [92, 93].

Doktadnosé i poprawnosé obliczenn dynamiki molekularnej zalezy w duzej mierze od za-
stosowanego pola sitowego. Parametry pola sitowgo wyznacza sie eksperymentalnie (np. z danych
krystalograficznych, neutronograficznych) lub teoretycznie na podstawie obliczeri kwantowo-
mechanicznych. Istnieje wiele rodzajow poél sitowych. Do symulacji uktadéw biologicznych naj-

czesciej korzysta sie z pol sitowych: CHARMM, AMBER, OPLS oraz GROMOS [92-94, 97].

4.2 Procedura symulacyjna

4.2.1 Wplyw osmolitow na stabilno$é bialek na przykladzie mechanicznego

rozwijania lizozymu

A. Molekularne uklady i procedura symulacji.

Siedem podstawowych ukladéw zbudowalam do zasymulowania mechanicznego roz-
wijania lizozymu umieszczonego w §rodowisku wodnym, a takze w wodnym roztworze betainy
oraz mocznika o réznych stezeniach tych osmolitow. Kazdy uktad, dwunastoscienne pudto sy-
mulacyjne o dtugosci 7.8nm (odpowiadajacej okoto 335 nm?), zawieral pojedyncza czasteczke
lizozymu oraz czasteczki rozpuszczalnika odpowiadajace trzem stezeniom betainy (1.0, 2.5 and
5.0 M), trzem stezeniom mocznika (3.5, 5.0 and 7.0 M) i czystej wodzie (0 M). W celu neutraliza-
¢ji tadunku lizozymu do kazdego ukladu dodatam po osiem jonéw chlorkowych. Doktadne liczby

czasteczek wody oraz osmolitu przedstawitam w Tablicy 4.1.
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Uklad/Stezenie Liczba czasteczek osmolitu Liczba czasteczek wody

mocznik 3.5 M 719 8917
mocznik 5.0 M 1025 7972
mocznik 7.0 M 1435 6768
betaina 1.0 M 206 9795
betaina 2.5 M 411 8311
betaina 5.0 M 718 6258

czysta woda 0 11275

TABLICA 4.1: Sktad rozpuszczalnika we wszystkich badanych uktadach.

Parametry  pola silowego dla  mocznika, N,N’-dimetylomocznika i  sarkozyny
(N-metyloglicyny) uzyskatam z uogoélnionego pola sitowego CHARMM (CGenFF) [98], za$ pa-
rametry dla betainy zostaly otrzymane przez analogie, korzystajac z parametréw pola sitowego
CHARMM27 dla fosfatydylocholiny (dla grupy trimetyloamoniowej i metylenowej) oraz dla fosfa-
tydyloseryny (dla grupy karboksylowej) [99]. Dla wody uzytam model TIP3P [100]. Wspoétrzedne
poczatkowe dla lizozymu zostaly wyznaczone na podstawie rentgenografii strukturalnej X-ray
i pobrane z bazy danych PDB (kod:1AKI). Do zasymulowania biatka uzytam pola silowego
CHARMM27 [101].

Wszystkie symulacje MD przeprowadzitam z wykorzystaniem pakietu GROMACS [97].
Zastosowalam periodyczne warunki brzegowe i metode PME (Particle Mesh Ewald) [102, 103|
z promieniem odciecia 1.0nm w celu uwzglednienia dalekozasiegowych oddzialywan elektro-
statycznych. Symulacje wykonalam w temperaturze 300 K ze stala sprzezenia 0.1ps oraz pod
ci$nieniem 1bara ze stala sprzezenia 2.0 ps w oparciu o metode Berendsena, korzystajac, odpo-
wiednio, ze sprzezenia z termostatem [104| oraz z barostatem [104]. Podczas symulacji, dtugosci
wigzan usztywnitam algorytmem LINCS [105]|, co pozwolilo na zastosowanie kroku catkowa-
nia rownego 2.0fs. Poczatkowo kazdy system zréwnowazytam przez przeprowadzenie symulacji

réwnowagowych o dtugosci 1.0 us .

Aby rozwing¢ lizozym w kontrolowany sposob, przytozytam zewnetrzny potencjat do
promienia bezwtadnosci biatka (promienia zyracji, Ry, ), zdefiniowanego dla grupy referencyjnej

zawierajacej wszystkie atomy C,, z taricucha gltéownego biatka:

1
Ryyr = [ 2 (1 — rcom)? (4.22)
Ca
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gdzie: N jest liczbg atomoéow C,, r; — potozenie i-tego wegla C,, rcom — poltozenia $rodka

ciezkosci grupy referencyjne;j.
B. Sterowana dynamika molekularna.

Podczas wymuszonego rozwijania Rgy, zmienial si¢ od wartosci poczatkowej 1.4nm

dla stanu natywnego do wartoéci 3.0 nm, ze stata sitowa 7000 kJ mol~'nm—?

, 1 czterema réznymi
predkosciami: 1-1074, 1-107°, 5-107® and 5 - 10 %nm ps~'. Uktady z 2.5M sarkozyna oraz
5.0 M N,N’-dimetylomocznikiem przygotowatam w analogiczny spos6b dla najmniejszej predkosci

rozciggania 5 - 10~ %nm ps—1.

Aby zwiekszy¢ istotnosé statystyczna uzyskanych wynikéw, dla kazdego uktadu wy-
konatam pie¢ niezaleznych symulacji rozwijania. Poczatkowe konfiguracje dla symulacji mecha-
nicznego rozwijania wzietam z trajektorii rownowagowych po 0.92 us, 0.94 us, 0.96 us, 0.98 us,

1.00 ps.

4.2.2 Czy wszystkie osmolity stabilizujace sa wykluczane z powierzchni bia-

tek?

A. Symulowane uklady i procedura symulacji.

Do zbadania oddziatywan miedzy czasteczkami osmolitu (proliny lub TMAQO) z lizo-
zymem uzytam symulacji MD. Wszystkie symulacje wykonatam, uzywajac pakietu GROMACS
[97]. Parametry pola sitowego dla biatka oraz dla jonéw obojnaczych czasteczek proliny uzyska-
tam z pola sitowego CHARMM?27 [101] a dla czasteczek TMAO z uogdlnionego pola sitowego
CHARMM (CGenFF) [98]. Dla wody uzylam model TIP3P [100]. Wspohrzedne poczatkowe dla
lizozymu zostaly wyznaczone na podstawie rentgenografii strukturalnej X-ray a nastepnie zostaty
pobrane z bazy danych PDB (kod:1AKI). Kazdy uklad, dwunastoscienne pudto symulacyjne o
dtugosci 8.0nm (odpowiadajacej okoto 360 nm?) zawierat pojedyncza czasteczke lizozymu oraz
roztwory osmolitu o stezeniach (1.0, 2.0, 3.0 i 4.0 M). W celu neutralizacji tadunku tej makro-
molekuty do kazdego uktadu dodatam po osiem jonéw chlorkowych. Uktady zminimalizowatam,
uzywajac metody najmniejszego spadku w dwoch etapach: w pierwszym wszystkie ciezkie atomy
biatka unieruchomitam, w drugim pozwolitam wszystkim atomom poruszaé sie swobodnie. Sy-
mulacje wykonatam w warunkach NPT w temperaturze 300 K ze stala sprzezenia 0.1 ps oraz pod
ci$nieniem 1 bara ze stala sprzezenia 2.0 ps w oparciu o metode stabego sprzezenia Berendsena.

Zastosowaltam periodyczne warunki brzegowe i metode PME (Particle Mesh Ewald) [102, 103] z
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promieniem odciecia 1.0 nm w celu uwzglednienia dalekozasiegowych oddzialywan elektrostatycz-
nych. Podczas symulacji, usztywnitam dtugosci wiazan za pomoca algorytmu P-LINCS [105], co
umozliwito zastosowanie typowego kroku catkowania rownego 2.0 fs. Kazdy uklad symulowatam

przez 1.0 us.

4.2.3 Wplyw osmolitéw na stabilnosé bialek na przykladzie mechanicznego

rozwijania ubikwityny

A. Symulowane uklady i procedura symulacji.

W celu zasymulowania mechanicznego rozwijania ubikwityny umieszczonej w srodowi-
sku wodnym, a takze w wodnym roztworze 2.5 M czasteczek betainy o zrdéznicowanej polarnosci,
zbudowalam osiem gléwnych modeli symulacyjnych. W celu zréznicowania polarnodci czasteczek
betainy, tadunki czastkowe na poszczegélnych atomach przeskalowatam przez czynnik: 0.4, 0.6,
0.8,1.0,1.2,1.411.6. Na Rysunku 4.9 przedstawitam przyktadowe struktury ubikwityny w stanie
zwinietym i rozwinietym. Dodatkowo kolorem czerwonym zaznaczylam aminokwasy kwasowe,

niebieskim — zasadowe, zielonym — polarne a pomaranczowym — hydrofobowe.

mm kwasowe HEE zasadowe polarne hydrofobowe

RYSUNEK 4.9: Struktura ubikwityny w stanie zwinietym i rozwinietym. Kolor czerwony
odpowiada aminokwasom kwasowym, niebieski — zasadowym, zielony — polarnym a pomararn-
czowy — hydrofobowym.

Wszystkie tadunki na poszczegélnych atomach czasteczek betainy przeskalowatam
przez wspdélny czynnik: 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 i 1.6. Wspolrzedne poczatkowe dla ubikwityny
zostaly wyznaczone na podstawie rentgenografii strukturalnej X-ray a nastepnie zostaly pobrane
z bazy danych PDB (kod:1ubq). Do zasymulowania biatka uzylam pola sitowego CHARMM27

[101]. Kazdy uktad, dwunastoscienne pudto symulacyjne o dtugosci 6.8 nm (odpowiadajacej okoto
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222 nm?), zawieral pojedyncza czasteczke ubikwityny oraz czasteczki rozpuszczalnika odpowia-
dajace 2.5 M roztworowi betainy i czystej wodzie (0 M). W celu neutralizacji tadunku biatka do
kazdego uktadu dodatam odpowiednia liczbe jonéw sodowych i chlorkowych tak, aby zachowane
byty warunki fizjologiczne (150 mM NaCl). Parametry pola sitowego dla czasteczek betainy zo-
staly otrzymane, korzystajac z parametrow pola sitowego CHARMM?27 dla fosfatydylocholiny
(dla grupy trimetyloamoniowej i metylenowej) oraz dla fosfatydyloseryny (dla grupy karboksy-
lowej) [99]. Dla wody uzytam model TIP3P [100].

Wszystkie symulacje MD przeprowadzitam z wykorzystaniem pakietu GROMACS [97].
Zastosowalam periodyczne warunki brzegowe oraz metode PME (Particle Mesh Ewald) [102, 103|
z promieniem odciecia 1.0nm w celu uwzglednienia dalekozasiegowych oddziatywari elektrosta-
tycznych. Symulacje wykonatam w temperaturze 300 K ze staly sprzezenia 0.1 ps oraz pod ci-
$nieniem 1 bara ze stala sprzezenia 2.0 ps w oparciu o metode stabego sprzezenia Berendsena
[104]. Podczas symulacji, usztywnitam dtugosci wiazan przy pomocy algorytmu LINCS [105], co
pozwolito na zastosowanie kroku catkowania o dtugosci 2.0 fs. Poczatkowo kazdy uktad zréwno-

wazytam przez przeprowadzenie 2 us symulacji réwnowagowych.
B. Sterowana dynamika molekularna.

Aby rozwina¢ ubikwityne w kontrolowany sposob, przylozyltam zewnetrzny potencjat

1

do promienia bezwladnosci (Rgy,), ktory dla predkosei rozwijania 5:107% nm ps™! zmienial sig

od wartosci poczatkowej 1.16 nm dla stanu natywnego do wartosci 1.9 nm dla stanu rozwinietego.

Uktady z 5.0 M ,przeskalowana’ betaina (o czynnik 1.2, 1.4 i 1.6) w uktadzie zawiera-

jacym lizozym-betaina-woda przygotowalam w analogiczny sposob jak dla ubikwityny.

Aby zwiekszy¢ istotnosé statystyczna uzyskanych wynikow, dla kazdego uktadu wyko-
natam pieé¢ niezaleznych symulacji rozwijania. Poczatkowe konfiguracje dla symulacji mechanicz-

nego rozwijania wzielam z trajektorii rownowagowych po 1.0 us, 1.25 us, 1.5 us, 1.75 us, 2.0 us.
C. Wyznaczanie ci$nienia osmotycznego.

Osiem uktadow z roznymi stezeniami czasteczek betainy (0.5 M, 0.685 M, 1.0 M, 1.37 M,
1.5M, 2.0M, 3.0 M, 4.0 M) zbudowalam zgodnie z procedura opisana przez Luo and Roux [106].
Stezenia i inne szczegdtowe parametry zestawilam w Rozdziale 5 w Tablicy 5.4. Przestrzen do-
stepna dla czasteczek betainy zostala ograniczona przez wirtualng membrane pétprzepuszczalna,

poprzez przytozenie potencjatu harmonicznego z staly sitowa réwng 1000 kJ mol ™ 'nm~2. Kazdy
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uktad (osiem roznych stezen i osiem réznych symulowanych momentéw dipolowych) symulowa-

tam przez 1.0 us, uzyskujac trajektorie o tacznej dtugosci 64 us.

4.2.4 Wplyw osmolitéw na termiczna stabilnos$é bialtek

A. Molekularne uklady i procedura symulacji.

Wspotrzedne poczatkowe dla biatka Trp-cage o sekwencji NLYIQ WLKDG GPSSG
RPPPS (wersja TC5b) skladajacego sie z 20 aminokwasow zostaly pobrane z danych pocho-
dzacych z eksperymentu spektroskopii NMR (PDB kod 1L2Y). Znaczaca stabilnosé¢ wersji TC5b
biatka Trp-cage [107], jego niewielki rozmiar i szybka kinetyka zwijania sprawiaja, ze biatko to jest
przedmiotem licznych badan dotyczacych procesu faldowania biatek, m. in. z wykorzystaniem
symulacji biomolekularnych [28, 108-111]. Kazdy uklad, dwunastoscienne pudlo symulacyjne
zawieral pojedyncza czasteczke Trp-cage oraz czasteczki rozpuszczalnika odpowiadajace dwém
stezeniom betainy (1.5 1 3.5M), dwom stezeniom mocznika (3.5 1 5.0 M) oraz czystej wodzie

(0M). Doktadne liczby czasteczek wody oraz osmolitu przedstawitam w Tablicy 4.2.

Uklad/Stezenie Liczba czasteczek osmolitu Liczba czasteczek wody

0M — 3988
B15M 112 3152
B35M 262 2088
U35M 262 3099
U5.0M 374 2736

TABLICA 4.2: Sktad rozpuszczalnika we wszystkich badanych uktadach.

Jony Cl~ oraz Na™ zostaly dodane w celu zneutralizowania uktadu i osiagniecia fizjologicznego
stezenia (150 mM NaCl). Parametry pola sitowego dla mocznika zostaly uzyskane z uogolnionego
pola sitowego CHARMM (CGenFF) [98|, za$ parametry dla betainy zostaly otrzymane przez
analogie, korzystajac z parametrow pola sitowego CHARMMZ27 dla fosfatydylocholiny (dla grupy
trimetyloamoniowej i metylenowej) oraz dla fosfatydyloseryny (dla grupy karboksylowej) [99].
Parametry pola silowego dla biatka i jonow zostaly uzyskane z pola sitowego CHARMM36 [99].

Kazdy uktad byt réwnowazony przez 10ns w warunkach NPT w temperaturze 300 K
i pod ci$nieniem 1.0 atm. Nastepnie, dla kazdego z przygotowanych uktadéw przeprowadzono
symulacje REMD z zastosowaniem 50 replik w zakresie temperatury od 300 do 510 K. Tempera-

tury posrednie zostalty wybrane tak aby uzyskaé¢ jednolita czestotliwosé wymian. Kazda replika
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byta symulowana przez 600 ns. Wszystkie symulacje zostaly przeprowadzone z uzyciem pakietu
GROMACS 4.6.5 [112]. Zostaly zastosowane periodyczne warunki brzegowe w 3D a oddziatywa-
nia elektrostatyczne zostaly obliczone korzystajac z metody PME (z ang. Particle Mesh Ewald)
z promieniem odciecia réwnym 1.0 nm i siatka Fouriera 0.12nm. Promien odciecia réwny 1.0 nm
zostal uzyty takze dla oddzialywan Lennarda-Jonesa. Dtugosci wiazan zostaly usztywnione, ko-
rzystajac z algorytmu P-LINCS dla bialtka [112] oraz SETTLE [113] dla wody. Rownania ruchu
byty catkowane z wykorzystaniem algorytmu zabiego skoku (z ang. leap-frog algorithm) z kro-

kiem czasowym 2.0 fs.
B. Termodynamika oddzialywania bialko—osmolit.

W celu zbadania wplywu temperatury na preferencyjne oddzialtywania miedzy czg-
steczkami osmolitu a powierzchnig biatka Trp-cage, zostaly obliczone profile entalpii swobodnej
w funkcji temperatury AG(r,T) = —kT lng(r,T), gdzie: g(r, T') jest funkcja rozktadu radialnego
miedzy czasteczkami osmolitu a powierzchnia biatka (z ang. minimum-distance distribution func-
tion) obliczonym w temperaturze T'. Wktady entalpowe (AH) i entropowe (—T'AS) do entalpii
swobodnej asocjacji czasteczek osmolitu do powierzchni biatka (AG) zostaly otrzymane przez

dopasowanie do otrzymanych profili entalpii swobodnych wyrazeri analitycznych:

AG(r,T) = AH(r,Tp) + AC,(r)(T — Tp)

T (4.23)

—T |AS(r,Ty) + ACy(r) In ()]
T

gdzie: dwa parametry dopasowania AH (r,Ty) i AS(r,Tp) sa wktadami entalpowymi i entropo-

wymi do profilu entalpii swobodnej w temperaturze odniesienia Ty a trzeci parametr dopasowania

AC), jest odpowiednig zmiang pojemnosci cieplnej przy zalozeniu jej niezaleznosci od tempe-

ratury. Odpowiednio, zaleznosci wktadéw entalpowych i entropowych od temperatury zostaly

wyznaczone nastepujaco:

AH(r,T) = AH(r, To) + AC,(r) (T — Tp) (4.24)
AS(r,T) = AS(r, Ty) + AC(r) In (;;) (4.25)
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4.2.5 Czy istnieje szansa wyznaczania parametru charakteryzujacego wplyw
wybranych osmolitéw na réwnowage konformacyjna bialtka dla zada-
nej sekwencji aminokwasowej w oparciu o sumowanie elementarnych

wkladow?

A. Molekularne uklady i procedura symulacji — modelowe heptapeptydy.

W celu wyznaczenia wktadéw do wspoédtezynnika preferencyjnego oddziatywania I' po-
chodzacych od poszczegdlnych elementéw strukturalnych biatek, wykonatam symulacje MD dla
modelowych, w pelni hydratowanych heptapeptydéw, po jednym dla kazdego z dwudziestu natu-
ralnych aminokwaséow. W celu zapewnienia lepszego prébkowania oraz w celu utatwienia zbiez-
nosci wartosci I', uzytam heptapeptydy zawierajace po trzy aminokwasy danego typu, oddzie-
lone przez fragmenty GlyGly. Poszczegblne heptapeptydy zawierajace po trzy izolowane prze-
strzennie tanicuchy boczne wszystkich kodowanych amimokwaséw utrzymywalam w konformacji
rozciagnietej. Wszystkie heptapeptydy wygenerowalam przy uzyciu programu Pymol [114] i sy-
mulowalam przez 1 ps. Kazdy uktad, dwunasto$cienne pudto symulacyjne o dlugosci 4.9nm
(odpowiadajacej okoto 91 nm?), zawieral pojedyncza czasteczke heptapeptydu oraz czasteczki
rozpuszczalnika odpowiadajace 2.5 M roztworowi TMAO, 5.0 M roztworowi mocznika i czystej
wodzie (0 M). W celu neutralizacji tadunku i zapewnienia fizjologicznego stezenia (150 mM), do
kazdego ukladu dodalam odpowiednig liczbe jonéw sodowych (Na't) oraz chlorkowych (C17).
Parametry pola silowego dla heptapeptydéw oraz dla jonéw zostaly uzyskatam z pola sitowego
CHARMMS6, zas dla czasteczek mocznika oraz TMAO z uogdélnionego pola sitowego CHARMM
(CGenFF) [101]. Dla wody uzytam model TIP3P [100].

Wszystkie symulacje MD przeprowadzitam z wykorzystaniem pakietu GROMACS [97]
w warunkach NPT. Symulacje wykonatam w temperaturze 300 K ze stalg sprzezenia 0.1 ps oraz
pod ci$nieniem 1 bara ze stala sprzezenia 2.0 ps w oparciu o metode Berendsena [104]. W celu
przewidzenia zaleznosci temperaturowej profili entalpii swobodnej dla asocjacji czasteczek osmo-
litu z powierzchnia biatka, uktady symulowalam takze w czterech dodatkowych temperaturach
(280, 290, 310 and 320K). Zastosowalam periodyczne warunki brzegowe i metode PME (z
ang. Particle Mesh Ewald) [102, 103| z promieniem odciecia 1.0 nm, w celu uwzglednienia daleko-
zasiegowych oddzialywan elektrostatycznych. Podczas symulacji, dtugoéci wigzan usztywnitam
przy pomocy algorytmu P-LINCS [105], co pozwolilo na caltkowanie rownar ruchu z krokiem

czasowym 2.0 fs.
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B. Molekularne uktady i procedura symulacji — modelowe biatka.

W celu przetestowania zalozenia o addytywnosci wspotczynnika AL, przeprowadzitam
symulacje MD wybranych biatek modelowych, zaréwno w stanie natywnym jak i zdenaturowa-
nym, z wykorzystaniem zwielokrotnionej metadynamiki (3-spinka), wymiany replik temperatu-

rowych (ubikwityna) oraz nierownowagowej denaturacji mechanicznej (lizozym).

Trpzip symulowatam w 5.0 M roztworze mocznika, 2.5 M roztworze TMAQO oraz w ukta-
dzie niezawierajacym czasteczek osmolitu. W celu przewidzenia wspotczynnikow preferencyjnego
oddziatywania I' w stanie zwinietym i rozwinietym biatka wykonatam po dziesie¢ niezaleznych sy-
mulacji metadynamiki (z ang. multiple-walker metadynamics simulations) [115], ktére polegaja
na dynamicznym aktualizowaniu potencjatu w celu doprowadzenia uktadu do réwnomiernego
rozktadu wzdtuz wybranych wspoétrzednych. Jako wspotrzedne reakcji uzytam zmienne opisu-
jace stopien zwiniecia biatka, takie jak: promienn bezwtadnosci i liczba wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych. Symulacje MD wykonatam z wykorzystaniem pola sitowego CHARMM36

[101] zgodnie z powyzszym opisem.

Dla lizozymu i ubikwityny wykonatam symulacje mechanicznego rozwijania z zewnetrz-
nym potencjalem przytozonym do promienia bezwladnosci (doktadny opis znajduje sie w pod-
rozdziale 4.2.1 1 4.2.3). Uklady symulowalam przez 1.0 us w 5.0 M roztworze mocznika oraz 2.5 M
roztworze TMAO.

4.3 Analiza danych

4.3.1 Srednie odchylenie kwadratowe (z ang. root-mean square deviation,

RMSD)

Srednie odchylenie kwadratowe jest metryka pozwalajaca porownywaé miedzy soba dwie kon-

formacje tej samej czasteczki i jest zdefiniowane nastepujaco:

N
1 02
RMSD = N EZ |ri — |7, (4.26)

gdzie:
N — catkowita liczba atoméw ciezkich

r; — wektor potozenia i-tego atomu ze struktury odnoénej

0

r; — wektor polozenia i-tego atomu ze struktury poréwnywane;j
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4.3.2 Wiazania wodorowe (z ang. hydrogen bonds)

W tej pracy wiazania wodorowe definiowane byly w oparciu o kryterium geometryczne, w kto-
rym zaklada sie, ze wigzanie wodorowe istnieje, jedli odlegtoéé akceptor—donor jest mniejsza niz

0.35nm a kat akceptor-donor-wodér jest mniejszy niz 40 °.

4.3.3 Liczba czasteczek w kontakcie z bialkiem

Liczby czasteczek osmolitu w kontakcie z biatkiem obliczylam w Rozdziale 5.4 przyjmujac, ze
czasteczki sa w kontakcie jezeli centralny atom osmolitu (metylenowy atom wegla betainy oraz

atom wegla mocznika) jest w odlegtosci mniejszej niz 0.45 nm od dowolnego atomu biatka.

4.3.4 Lokalny wspoélczynnik podziatu dla osmolitu — Cp

Lokalny wspotczynnik podziatu dla osmolitu, Cp, definiuje sie nastepujacym wzorem:

_ No My

— . 4.2
Co Ny Mo (4.27)

gdzie: Np oraz Ny sa to liczby czasteczek, odpowiednio, osmolitu lub wody w kontakcie z

biatkiem, Mo i My sa to catkowite liczby czasteczek osmolitu i wody w uktadzie.

Jezeli lokalny wspoétezynnik podziatu przyjmuje warto$é powyzej 1.0 oznacza to, ze czasteczki
osmolitu preferencyjnie oddziatuja z bialkiem, jezeli za$ przyjmuje warto$é¢ ponizej 1.0 oznacza
to, ze czasteczki osmolitu nie oddziatuja korzystnie z bialkiem. Z kolei, jezeli przyjmuje wartosé
rowng 1.0 oznacza to, ze nie ma preferencyjnych oddziatywan zaréwno z czasteczkami wody jak

i czasteczkami osmolitu.

A. W Rozdziale 5.1 i 5.3 zastosowalam kryterium, ze czasteczki sa w kontakcie jezeli centralny
atom osmolitu (metylenowy atom wegla betainy oraz atom wegla mocznika) jest w odleglosci

mniejszej niz 0.55nm od dowolnego atomu bialtka (tanicucha gléwnego i taicuchoéw bocznych).

B. Zgodnie z praca Stumpe i Grubmullera [56], w Rozdziale 5.2 zastosowalam kryterium, ze
czasteczki sa w kontakcie jezeli sa w odleglosci mniejszej niz 0.35 nm. Lokalne wspoélczynniki
podziatu obliczytam dla kazdego typu aminokwasu znajdujacego sie na powierzchni biatka (tan-
cuchow bocznych i tanicucha gtownego) i dla réznych mozliwych oddziatywan: biatko (grupa NH)
i atom tlenu z czasteczki osmolitu (proliny i TMAO), atom tlenu z biatka i grupa aminowa z

czasteczek proliny.
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4.3.5 Wspodlczynnik preferencyjnego oddzialywania — I

Wspoélezynnik I' przedstawia preferencje oddzialywan osmolitéw z bialkiem w zaleznosci od

odleglosci od powierzchni biatka. Definiuje sie go nastepujaco: |68, 116, 117|

> - Ny (1)), (4.28)

gdzie: Ny and Np sa liczbami czasteczek wody i betainy w domenie lokalnej wokot biatka (region
do odleglosci 1), za§ NJU* i N2k sa tymi liczbami w glebi roztworu. () oznacza usrednianie
po trajektorii. Jezeli wspotczynnik I' przyjmuje wartosci ujemne oznacza to, ze osmolit jest
wykluczany z domeny lokalnej wokot biatka, z kolei gdy jest on dodatni oznacza to, ze osmolit

jest tam akumulowany.

4.3.6 Radialna funkcja preferencji — fo(r)

Radialng funkcje preferencji (uogolnienie wspotezynnika Cp) zdefiniowatam jako stosunek liczby
czasteczek osmolitu i czasteczek wody znajdujacych sie w pewnej odlegtosci r od powierzchni

biatka do ich stosunku w wodzie objetosciowej, zgodnie ze wzorem:

fo(r) = . (4.29)

gdzie: No(r) oraz Ny (r) sa to liczby czasteczek, odpowiednio, osmolitu lub wody w domenie

lokalnej wokoét biatka, Mo i My sa to catkowite liczby czasteczek osmolitu i wody w uktadzie.

4.3.7 Srednia wazona funkcja preferencji

W celu petniejszego opisu rozktadu osmolitow wzgledem biatka, funkcje fo(r) usrednitam dla

kazdego analizowanego obszaru powierzchni:

P(r) = M) (4.30)

A

gdzie: A; jest waga tj. procentem powierzchni odpowiadajacym poszczegdlnym resztom amino-
kwasowym z Tablicy 5.3. Srednia wazona daje globalny obraz rozkladu czasteczek osmolitu w

poblizu powierzchni bialka.


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rozdzial 4. Metodyka Badawcza 37

4.3.8 Powierzchnie dostepne dla rozpuszczalnika (z ang. solvent accessible

surface area, SASA)

Powierzchnie dostepne dla rozpuszczalnika dla poszczegdlnych aminokwaséw znajdujacych sie
na powierzchni lizozymu obliczytam na podstawie struktury 1AKI.pdb metodg podwojnej sze-

$ciennej siatki z promieniem sondy 0.14 nm.

4.3.9 Wspoélczyniki AI' dla modelowych biatek

W celu obliczenia wspélczynnika preferencyjnego oddzialywania AT dla modelowych bialek
(lizozym, ubikwityna, trpzip) zalozytam jego addytywnosé i zsumowatam wktady policzone przy

pomocy heptapeptydéw w sposdéb wazony, zgodnie ze wzorem:
N
AT =) Az, AT, (4.31)
i

gdzie: AT'; sa wktadami pochodzgcymi do wspotczynnika preferencyjnego oddziatywania od po-
szczegbdlnych aminokwaséw a suma zostala obliczona dla wszystkich N aminokwaséw wchodza-
cych w sktad danego biatka modelowego. Jako wagi zastosowalam wzgledne zmiany w ekspo-
zycji na rozpuszczalnik dla danej reszty Ax; obliczone jako: As;/s;, gdzie: As; jest roznica w
powierzchni dostepnej dla rozpuszczalnika dla i-tego aminokwasu miedzy stanem rozwinietym i
zwinietym bialka a s; jest maksymalna wartoscia SASA dla danej reszty (w pelni eksponowanej

na rozpuszczalnik).

4.4 Sprzet i oprogramowanie komputerowe

Obliczenia w ramach pracy wykonywatam za pomoca klastréw obliczeniowych (Galera,
Tryton) w centrum obliczeniowym TASK (Tréjmiejska Akademicka Sie¢ Komputerowa) [118].
Korzystalam réwniez z superkomputeréw Zeus i Prometheus, ktore znajduja sie w centrum

obliczeniowym w Krakowie [119].

Symulacje MD przeprowadzitam przy uzyciu pakietu obliczeniowego Gromacs [97]. Do
wizualizacji trajektorii (Rysunki 4.9, 5.1 i 5.4) poshuzytam si¢ programem VMD (z ang. Vi-
sual Molecular Dynamic) [120]. Rysunki 5.1 i 10.2 wykonalam w Matlabie przy pomocy skryptu
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[121]. Rysunki 5.15 1 5.29 wykonatam przy pomocy skryptow autorstwa Mitosza Wieczora. Rysu-
nek 5.25 wykonatam przy pomocy skryptu autorstwa Mateusza Koguta [122|. Wszystkie rysunki
wykonatam za pomoca programow Matlab [123], Gimp [124] oraz Inkscape [125].
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Rozdzial 5

WYNIKI I ICH DYSKUSJA

Celem mojej pracy doktorskiej byto zbadanie na poziomie molekularnym oddziaty-
wan miedzyczasteczkowych w uktadach biatko-osmolit-woda, co mogloby przyblizy¢ poznanie
molekularnego mechanizmu wplywu osmolitéw na stabilno$é bialek. Aby osiagnaé cel glowny
postawilam sobie pieé¢ celi szczegdtowych (patrz: Rozdzial 3). W zwiazku z tym prezentacje wy-
nikéw réwniez podzielitam na pie¢ podrozdzialéw, ktére odpowiadaja wskazanym przeze mnie

celom szczegdlowym w Rozdziale 3.

W czesci pierwszej przedstawitam opis mechanicznego rozwijania lizozymu w obec-
nosci typowego osmolitu stabilizujacego (betainy) i destabilizujacego (mocznika). Efektem tej
czedci pracy bylo obliczenie wartosci pracy potrzebnej do rozwiniecia lizozymu w obecnosci oby-
dwu osmolitéw: mocznika i betainy oraz przy braku osmolitéow. Aby wyjasni¢ réznice w warto-
$ciach pracy potrzebnych do rozwiniecia lizozymu obliczyliSmy w ramach wspoétautorskiej pracy
[81] rézne molekularne parametry charakterystyki badanych uktadoéw, miedzy innymi, liczby
wigzan wodorowych, lokalne wspoétczynniki podzialu w uktadzie: bialtko-osmolit-woda, profile
entalpii swobodnych, entalpii oraz entropii dla pojedynczych czasteczek rozpuszczalnika w funk-
cji odlegtosci od powierzchni biatka. Na podstawie uzyskanych wynikéw wyjasniliémy, dlaczego
czasteczki betainy sa wykluczane z powierzchni lizozymu, za$ czasteczki mocznika sa na jej

powierzchni akumulowane.

W drugim podrozdziale, zweryfikowatam hipoteze o tym czy wszystkie osmolity stabili-
zujace sg wykluczane z powierzchni lizozymu. Okazato sie, ze w przypadku TMAOQO, wykluczanie
czasteczek osmolitu jest bezsprzeczne. Zas, w przypadku proliny, zaobserwowalam bezposrednie
oddziatywania pomiedzy czasteczkami osmolitu i biatkiem. Wyniki, ktére uzyskatam za pomoca

symulacji MD byly zgodne z uzyskanymi rownolegle wynikami eksperymentalnymi.

39
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W trzeciej czesci pracy, opisalam mechaniczne rozwijanie na przyktadzie mniejszego
biatka — ubikwityny. Aby sprawdzi¢ hipoteze o entalpowym pochodzeniu stabilizacji biatek przez
czasteczki betainy, przeskalowalam czastkowe ladunki wszystkich atoméw czasteczek betainy
przez wspoélny czynnik w zakresie od 0.4 do 1.6. Na podstawie uzyskanych wynikéw ustalitam
jak stabilizacja zalezy od symulowanego momentu dipolowego czasteczek osmolitu. Dokonatam
takze walidacji modelu czasteczek betainy oraz zdekomponowalam wartosci prac rozwijania na
wklady pochodzace z wykluczania czasteczek osmolitu z powierzchni biatka, réznic w solwatacji

oraz wplywu cis$nieni osmotycznych.

W kolejnej czesci pracy przedstawitam molekularny mechanizm wyjasniajacy jak osmo-
lity wplywaja na denaturacje termiczng matego biatka globularnego Trp-cage. Ze wzgledu na
fakt, ze wczedniej badacze koncentrowali sie przede wszystkim na bezposrednim oddziatywa-
niu czasteczek osmolitow z biatkami [28], w ramach wspotautorskiej pracy, ktora jest w trakcie
realizacji [122] skupiliSmy sie na okresleniu glownych termodynamicznych sit napedowych odpo-

wiedzialnych za zmiane stabilnosci biatka.

Ostatni podrozdziat poswiecony jest sprawdzeniu czy mozliwe jest przewidywanie dla
zadanej sekwencji aminokwasowej parametru charakteryzujacego wpltyw wybranych osmolitow
na réwnowage konformacyjna biatka poprzez sumowanie elementarnych wkladéw pochodza-
cych od poszczegblnych elementéw strukturalnych biatka. Dodatkowo zbadalam mechanistyczne
aspekty wplywu osmolitow na stabilnoéé biatek, m.in. wyznaczytam entalpie swobodne asocjacji
czasteczek osmolitow z poszczegbdlnymi elementami strukturalnymi biatek, a nastepnie zdekom-

ponowalam je na wklad entalpowy i entropowy w oparciu o zaleznosé temperaturows.

5.1 Wplyw osmolitéw na stabilno$é¢ bialek na przykladzie me-

chanicznego rozwijania lizozymu

5.1.1 Wspodlna Sciezka wymuszonego rozwijania

W celu zbadania wplywu typowych osmolitéw stabilizujacych i destabilizujacych na
stabilno$é biatek, uzylam nier6wnowagowej dynamiki molekularnej do zasymulowania mecha-
nicznego rozwijania lizozymu w obecnosci osmolitéw: mocznika, betainy oraz przy ich braku.
W tym celu zewnetrzne sity sterujace przyltozytam do promienia bezwtadnosci (promienia Zyra-

cji, Rgyr), zdefiniowanego dla referencyjnej grupy zawierajacej wszystkie atomy C, w lanicuchu
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gtownym biatka. Promient bezwtadnosci zmienial sie od wartosci 1.4 nm dla stanu natywnego do

wartosci 3.0 nm (szczegdlowy opis w rozdziale 4.2.1A).

a) t=0ns t=169ns
Rgyr=1.4nm Rgyr=1.8nm

t=448ns

Rg4yr=2.5nm

b) ® Woda
& ® 2.5M Betaina
A @® 5.0M Mocznik

4t
£
S o
N
o
o

-4

-8 i

10 -5 0 5 10
PC1 [nm]

RYSUNEK 5.1: Mechaniczne rozwijanie bialtka a) Wykresy rozwijania lizozymu ukazane zo-
staly dla najmniejszej predkosci rozciggania 5-10~%nm ps—!. Wartosci promienia bezwtadnosci
(Rgyr) na kolejnych rysunkach sa réwne: 1.4 nm — stan natywny; 1.8 nm — punkt zerwania gtow-
nych oddzialywan stabilizujacych strukture biatka; 2.0nm — najwieksze zmiany w strukturze
lizozymu, tj. fragmenty schowane w stanie natywnym, a po rozwinieciu biatka — eksponowane
na rozpuszczalnik zaznaczono kolorem czerwonym, 3.0nm — arbitralnie przyjety stan zdena-
turowany. b) Trajektorie rozwijania lizozymu w ukladzie niezawierajacym czasteczek osmolitu
(kolor niebieski), w obecnosci czasteczek betainy (kolor zielony) i w obecnosci czasteczek mocz-
nika (kolor czerwony). Poczatkowe i koricowe stany sa pokazane duzymi kotkami.

Aby sprawdzi¢ czy droga przejscia od stanu zwinietego do rozwinietego zalezy od sktadu
rozpuszczalnika, na podstawie danych symulacyjnych obliczytam i zdiagonalizowalam macierz
kowariancji dla wszystkich atoméw C, biatka podczas jego rozciggania w roztworze wodnym
przy braku czasteczek osmolitu. Jako wspotrzedna zbiorowa opisujaca przejscie lizozymu ze stanu
natywnego do rozwinietego zastosowatam projekcje na pierwszy i drugi wektor wlasny (ev) ma-

cierzy kowariancji. Wyniki rzutowania trajektorii uzyskanych w obecnoéci czasteczek mocznika
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i betainy na te dwa wektory wlasne wraz z trajektoria otrzymana przy braku czasteczek osmo-
litow przedstawitam na Rysunku 5.1b. Zgodnie z oczekiwaniami, stany poczatkowe wszystkich
badanych uktadow znajduja sie w tym samym miejscu (evl=13 nm, ev2=4 nm). Po rozciagnieciu
lizozymu wartosci gtéwnych sktadowych dla uktadu lizozym-mocznik-woda wynosza evl= —8 nm
oraz ev2= —bnm, dla uktadu lizozym-betaina-woda: evl= —13nm oraz ev2= —2nm a dla li-
zozymu niezawierajacego czasteczek osmolitu: evl= —13nm oraz ev2= —3.5nm. Wida¢ zatem,
ze stany koncowe badanych uktadéw réwniez sa do siebie dosyé podobne a proces rozwijania we
wszystkich przypadkach przebiega w sposéb poréwnywalny tj. polega na dysocjacji dwoch glo-
bularnych subdomen, z ktérych kazda utrzymywana jest przez mostki disiarczkowe. W wyniku
tej dysocjacji wyeksponowaniu na rozpuszczalnik ulegaja w kazdym przypadku dwie antyrow-
nolegte nici peptydowe taczace subdomeny. Mozna zatem domniemywaé, ze roznice w pracach
potrzebnych do rozwiniecia biatka nie wynikaja z istotnych réznic w stanach koricowych procesu

rozwijania.

Wnhniosek ten znajduje dodatkowe potwierdzenie na wykresach zaleznosci powierzchni
dostepnej dla rozpuszczalnika (SASA) i §rednich odchyleniach kwadratowych (RMSD) w funkcji
promienia bezwladnosci (Rgy,), ktore pokazatam w Rozdziale 10 — Zalaczniki, Rysunki 10.1 i

10.2.

5.1.2 Praca rozwijania jako miara przesuniecia r6wnowagi denaturacji wy-

wolanej przez czasteczki osmolitu

W celu zoobrazowania podobienstw i réznic w wartosciach sit potrzebnych do rozwi-
niecia biatka w obecnosci czasteczek mocznika oraz betainy, na Rysunku 5.2a przedstawitam
wykresy zaleznosci sity przylozonej do lizozymu od promienia bezwladnosci dla réznych predko-

$ci rozwijania.

Na podstawie wykresu zaleznodci sity przytozonej do lizozymu od promienia bezwtad-
nosci (Rysunek 5.2a) mozna zauwazy¢, ze poczatkowo, w zakresie promienia bezwtadnosci od 1.4
do ok. 1.7nm-1.8 nm, przykltadana sita szybko wzrasta a struktura biatka poddana jest silnym
naprezeniom. W okolicy 1.8nm sila uzyskuje maksimum (z ang. rupture force) i dochodzi do
tzw. pekniecia struktury biatka, ktore charakteryzuje sie zerwaniem gtéwnych oddziatywan sta-
bilizujacych strukture natywna. Powyzej tego punktu rozwijanie przebiega tatwiej, pod wplywem

duzo mniejszych sil zdominowanych przez tarcie.
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Wysoki koszt energetyczny rozwijania lizozymu podczas poczatkowego etapu jest spo-
wodowany ekspozycja poprzednio schowanych hydrofobowych taricuchéw bocznych i innych nie-

polarnych fragmentéw, na co wskazuje duza zmiana SASA (Rysunek 10.1).

Po przekroczeniu bariery ograniczajacej szybkosé, dalszy wzrost SASA jest mniej za-
uwazalny i sity sterujgce spadaja do wartosci znacznie nizszych, chociaz efekt wysokiego stezenia
roztworéw mocznika i betainy, odpowiednio, utatwiajacy i przeciwstawiajacy sie rozwijaniu, jest

nadal widoczny.
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RYSUNEK 5.2: Sily i prace rozwijania w sterowanych symulacjach MD. a) Sity potrzebne

do rozciagniecia lizozymu w obecno$ci wzrastajacych stezeri roztworéw betainy i mocznika oraz

przy braku osmolitow b) Praca potrzebna do rozwiniecia lizozymu jako funkcja promienia bez-

wladnosci Ryy,.. Wykresy wykonane sg dla predkodci rozciggania 5-10~%nm ps—!; dla wiekszych
predkosci rozciagania — Rysunki 10.3 i 10.4. Pokazano paski btedow.

Na Rysunku 5.2b przedstawitam wartosci pracy potrzebne do rozwiniecia lizozymu w
obecnosci czasteczek osmolitu: betainy i mocznika oraz przy ich braku, uzyskane dla najmniejszej
predkosci rozciggania 5-107% nm ps~!. Ze wzgledu na podobna dyssypacje energii, réznice w
pracach rozwijania w stosunku do czystej wody moga odzwierciedla¢ rzeczywisty (zaklocajacy

strukture biatka) wplyw czasteczek osmolitu na rownowage zwijania biatka.

Okazalo sie, ze w poréwnaniu do uktadu niezawierajacego czasteczek osmolitu, wiecej

pracy jest potrzebne do rozwiniecia lizozymu w obecnosci czasteczek betainy az do 40 % w 5.0 M
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roztworze. Zas odwrotny efekt obserwujemy w przypadku czasteczek mocznika — lizozym staje sie
bardziej wrazliwy na naprezenia mechaniczne i w zwigzku z tym praca rozwijania jest mniejsza

nawet o 20 % dla 7.0 M roztworu mocznika.

Na podstawie uzyskanych wynikéw widaé, ze zarejestrowane wartoéci pracy rozwijania
uzyskane za pomoca tego modelu sa skorelowane ze znanym z doswiadczenia sposobem dziatania
czasteczek mocznika i betainy na stabilnos¢ biatek. Zgodnosé ta daje zatem punkt wyjscia do
analizy molekularnego podtoza zréznicowanego efektu czgsteczek osmolitu na zachowanie biatek.
W zwigzku z tym, gtéwnym celem dalszych badan byto wyjadnienie dlaczego wiecej pracy po-
trzebujemy do rozwiniecia lizozymu w obecnosci czasteczek betainy niz w obecnosci czasteczek
mocznika. Co istotne, ustalenie tej przyczyny mogltoby pomédc w poznaniu mechanizmu wptywu

czasteczek osmolitu na stabilnosé biatek.

W przypadku obydwu roztworéw osmolitu, praca wzrasta szybciej przy wyzszych pred-
kosciach rozciggania niz w czystej wodzie — destabilizujacy wplyw czasteczek mocznika jest
efektywnie odwrocony w granicach szybkiego rozwijania (Rysunek 10.3). Ze wzgledu na to,
ze roztwory mocznika i betainy maja wieksza lepkosé niz roztwor czystej wody [126-128], na
podstawie tej tendencji mozna wywnioskowaé, ze podczas gdy dla wyzszych predkoéci sita zdo-
minowana jest przez opor lepkosci, przy najnizszej predkosci — dyssypowana energia jest na tyle
niska, ze obliczona praca odzwierciedla rzeczywisty wpltyw czasteczek osmolitéw na réwnowage

zwijania/rozwijania bialtka.

Aby dodatkowo przetestowac¢ adekwatnosé stosowanego modelu, przeprowadzitam row-

niez symulacje ukazujace rozwijanie lizozymu w obecnosci dwoch innych osmolitéw: N-metyloglicyny

(sarkozyny) oraz N,N’-dimetylomocznika. Wedlug autoréow pracy [127], czasteczki sarkozyny sta-
bilizujg biatka silniej niz czasteczki betainy, przy jednoczesnej nizszej lepkosci roztwordéw sarko-
zyny w stosunku do roztworéw betainy. Dimetylomocznik jest z kolei silniejszym denaturantem
niz sam mocznik a jednoczesnie roztwory zawierajace N,N’-dimetylomocznika sa bardziej lepkie
niz roztwory mocznika [126-128|. Na podstawie Rysunku 5.3 mozna zauwazy¢, ze do rozwiniecia
lizozymu w obecnodci czasteczek N,N’-dimetylomocznika potrzeba mniej pracy niz do rozwiniecia
lizozymu w obecnosci czasteczek mocznika. 7 kolei, do rozwiniecia lizozymu w obecno$ci czaste-
czek sarkozyny potrzebujemy wiecej pracy niz do rozwiniecia lizozymu w obecnosci czasteczek
betainy. Obserwacje te sg zatem zgodne z doswiadczalnie potwierdzonym wplywem osmolitow

stabilizujacych i destabilizujacych na biatka, a nie wynikaja z wpltywu lepkosci rozpuszczalnika.
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RYSUNEK 5.3: Zaleznosci pracy potrzebnej do rozciagniecia lizozymu w czystej wodzie (kolor

czarny) oraz w obecnosci czasteczek osmolitu: sarkozyny (kolor niebieski), betainy (kolor zie-

lony), mocznika (kolor czerwony) oraz N,N’-dimetylomocznika (kolor rézowy) w funkeji Ry, dla

predkosci rozciggania 5 x 10~ %nm-ps~!. Stezenia roztworéw osmolitu w poszczegolnych ukta-

dach zostaly wybrane w taki sposob, aby wszystkie roztwory mialy podobne frakcje objetosciowe
osmolitu. Pokazano paski btedow.

5.1.3 Analiza wigzan wodorowych ujawnia istotne réznice miedzy rozwija-

niem lizozymu w obecnosci czasteczek betainy i mocznika

Nalezy oczekiwaé, ze wraz ze wzrostem stezenia roztworu osmolitu, ilos¢ wody dostep-
nej do solwatowania biatka maleje zaréwno w stanie rozwinietym, jak i zwinietym. Hydrofilowe
czasteczki osmolitu moga skompensowa¢ ten spadek przez dostarczenie dodatkowych wigzan
wodorowych z biatkiem. Jednak, ze wzgledu na to, ze czasteczki osmolitéw moga tworzy¢ silniej-
sze lub stabsze wigzania wodorowe w poréwnaniu z woda, to ich obecnosé¢ prowadzi do dodat-
nich lub ujemnych entalpii przeniesienia biatka z wody do roztworu osmolitu. Poniewaz liczba
miejsc mogacych tworzyé¢ wigzania wodorowe na powierzchni biatka ogdélnie zwieksza sie podczas
rozwijania, niezerowe entalpie przeniesienia moga przetozyé¢ sie na stabilizacje lub destabiliza-
cje stanu natywnego. W zwigzku z tym wyznaczytam liczby wigzan wodorowych utworzonych

migdzy lizozymem i czgsteczkami osmolitu oraz wody w funkcji promienia bezwtadnosci, Ry,
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(Rysunek 5.5a) — szczegdlowy opis dotyczacy wyznaczenia liczby wiazaii wodorowych przed-
stawitam w rozdziale 4.3.2. Ze wzgledu na to, ze praca rozwijania w kazdym ukladzie zalezy
od réznic w liczbie wiazan wodorowych miedzy stanem rozwinietym i natywnym biatka, na Ry-
sunku 5.5b poréwnatam catkowite zmiany liczby wiazan wodorowych. Aby uzyskane wyniki byty
mniej czute na fluktuacje konformacyjne natadowanych tancuchéw bocznych znajdujacych sie
na powierzchni biatka, uwage skoncentrowalam na analizie wigzan wodorowych miedzy dwoma
antyrownolegtymi ni¢mi (Glu35-Asn65 and I1e88-Alal10) taczacymi dwie subdomeny lizozymu,
ktore rozpadaja sie w czasie rozwijania (Rysunek 5.4). W celu za$ ulatwienia poréwnania, wyklu-
czytam fragment beta-kartki (Thr43-Gly54), ktory inaczej zachowuje sie w roztworach betainy
i mocznika. Na Rysunku 5.4 zaznaczytam na czerwono fragmenty eksponowane jako ciagte re-
prezentatywne tancuchy polipeptydowe dla regionéw, ktore sa schowane w zwinietych biatkach i

staja sie eksponowane podczas rozwijania.

RYSUNEK 5.4: Struktura lizozymu. Na czerwono zaznaczone sa fragmenty, ktore podlegaja naj-

wiekszej ekspozycji na rozpuszczalnik (tzw. fragmenty eksponowane, wychodzace na zewnatrz

podezas rozciagania) i sa one pokazane na tle reszty biatka oznaczonej kolorem niebieskim. Do-

datkowo pokazane sa 4 mostki disiarczkowe. Powierzchnia lizozymu pokolorowana jest zgodnie
z typami reszt (Rysunek 4.9).

Na lewym panelu Rysunku 5.5a mozna zauwazy¢, ze w calym zakresie Ry, catkowita
liczba wiazan wodorowych miedzy biatkiem a woda w ukladzie zawierajacym czasteczki betainy
jest tylko nieznacznie zmniejszona w stosunku do ukladu niezawierajacego czasteczek osmolitu
(maksymalnie do 20% dla najwickszego stezenia roztworu betainy). W tym samym czasie, cho-
ciaz czasteczki betainy moga potencjalnie tworzy¢ wigzania wodorowe z biatkiem poprzez grupe

karboksylowa, liczba takich wiazan wodorowych jest relatywnie niewielka podczas rozwijania.
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RYSUNEK 5.5: Zmiany liczby wigzan wodorowych wywolane rozwijaniem bialka. a)

Liczba wigzan wodorowych miedzy bialtkiem a osmolitem lub woda w funkeji Rgy. Pokazano

paski bledow. b) Réznica w liczbie wiazani wodorowych miedzy stanem rozwinietym i zwinietym

bialtka w obecnosci czgsteczek osmolitu oraz przy ich braku dla najmniejszej predkosci rozcia-

gania (5-107%nm ps~!). Pokazane sa cztery wklady: tancuch gléwny — woda (kolor zielony),

tanicuch glowny — osmolit (kolor czerwony), taricuchy boczne — woda (kolor niebieski), taricuchy
boczne — osmolit (kolor pomaranczowy).

W rzeczywistosci, wzrost liczby wigzan wodorowych miedzy biatkiem i czasteczkami wody jest
duzo wiekszy niz miedzy biatkiem a czasteczkami betainy, co wida¢ na Rysunku 5.5b i jest po-
rownywalny do wzrostu przy braku czasteczek osmolitu, w szczegblnosci dla tancucha gtéwnego
biatka dla ktorych obserwuje sie 80-90% wzrost w czystej wodzie. Na podstawie tych obserwacji

widaé¢, ze nowo eksponowane fragmenty sa preferencyjnie solwatowane przez czasteczki wody,
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za$ czasteczki betainy sa wykluczane z powierzchni biatka, co jest zgodne z danymi eksperymen-
talnymi [25, 55, 71-73]. Sam efekt wykluczania moze by¢ thumaczony na drodze preferencyjnego

oddzialywania wody z powierzchnig biatka i/lub silng hydratacja betainy.

W przeciwieristwie do czasteczek betainy, czasteczki mocznika preferencyjnie akumu-
luja sie na powierzchni biatka (Rysunek 5.5b). Pomimo faktu, ze liczba czasteczek wody prze-
wyzsza liczbe czasteczek mocznika 4.5- do 12-krotnie, na Rysunku 5.5b widaé, ze liczba nowych
wigzan wodorowych miedzy biatkiem a czasteczkami mocznika jest poréwnywalna do tych miedzy
biatkiem a czasteczkami wody (70-130 % tego drugiego w zaleznosci od stezenia). Sugeruje to,
ze czasteczki mocznika oddzialuja z poczatkowo nieeksponowanymi resztami bardziej korzystnie
niz z czasteczkami wody, co obserwowane jest rowniez doswiadczalnie [55, 57, 73, 129]. Dokladny

molekularny mechanizm tej preferencyjnej akumulacji nie jest jednak w pelni poznany [23, 129].

Aby zbadaé¢ ten mechanizm, po pierwsze nalezy zauwazy¢, ze wzrost liczby wigzan
wodorowych miedzy biatkiem a rozpuszczalnikiem jest tylko nieznacznie wiekszy (4-6 %) w
roztworze mocznika niz w ukladzie bez osmolitu (Rysunek 5.5). Jezeli weZniemy réwniez pod
uwage, ze wigzania wodorowe tworzone z biatkiem przez czasteczki mocznika sg srednio dtuzsze
a tym samym energetycznie mniej korzystne niz te tworzone przez czasteczki wody z biatkiem
(Rysunek 5.6), to mozna uwazaé, ze w poréwnaniu do czystej wody, roztwory mocznika nie maja
wyraznie wiekszej zdolnosci do stabilizowania rozwinietych konformacji biatka przez tworzenie
bezposrednich wigzan wodorowych. Dlatego tez w przeciwienistwie do niektérych poprzednich
wynikow badan 30, 130, 131], na podstawie uzyskanych obecnie wynikow mozna stwierdzié¢, ze
same oddziatywania polarne nie sy wystarczajace do wyjasnienia zmniejszonej pracy rozwijania
w roztworach mocznika. Najprawdopodobniej, destabilizacja wywotana obecnoscia czasteczek
mocznika wynika z korzystnych (niepolarnych) oddziatywan dyspersyjnych miedzy czasteczkami
mocznika a biatkiem [56, 66, 79| i/lub ostabieniem efektu hydrofobowego przez akumulacje cza-

steczek mocznika na powierzchni biatka [65, 132-134].

Autorzy wczesniejszych prac zaproponowali, ze wplyw czasteczek betainy i innych cza-
steczek metyloamin na stabilno$é biatek ma czesciowo charakter entalpowy, wynikajacy prawdo-
podobnie ze zmniejszonej solwatacji biatka [135-137|. Dodatkowo, na podstawie danych przed-
stawionych na Rysunku 5.5b widaé¢, ze suma liczby nowych wiazarn wodorowych utworzonych
miedzy czasteczkami wody a bialkiem oraz miedzy czasteczkami betainy a biatkiem w 2.5 M
roztworze betainy jest zmniejszona o okoto 10 % w poréwnaniu do roztworu bez osmolitu, bez

wyraznej zaleznosci od stezenia roztworu betainy. Ten spadek — prowadzi do mniej korzystnej
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RYSUNEK 5.6: Znormalizowane rozktady dlugosci wiazann wodorowych utworzonych pomiedzy

lizozymem a czgsteczkami wody (w ukladzie z czysta woda, czarna linia ciagla) a czastecz-

kami betainy (w roztworach o réznych stezeniach betainy; linia kropka/kreska) a czasteczkami
mocznika (w roztworach o roznych stezeniach mocznika; linia przerywana).

entalpii solwatacji stanu rozwinietego — i moze by¢ uznawany za wazny wktad do entalpowych

kosztéw rozwijania w roztworach betainy.

5.1.4 Wykluczanie czasteczek betainy i akumulacja czasteczek mocznika jako

zjawisko ogoélne

Aby dostarczy¢ bardziej szczegbtowego obrazu zjawiska wykluczania i akumulacji czg-
steczek osmolitu na powierzchni biatka, obliczytam lokalne wspoétczynniki podziatu dla osmolitu
(Co). Wspdlezynnik ten opisuje odchylenia od réwnomiernego rozktadu przestrzennego czaste-
czek rozpuszczalnika w sasiedztwie substancji rozpuszczonej a definicje jego przedstawilam w

Rozdziale 4.3.4.

Na Rysunku 5.7 przedstawitam zmiany lokalnego wspoétczynnika podziatu dla osmo-
litu podczas rozwijania. Obliczytlam je oddzielnie dla taricucha gtéwnego i taricuchéw bocznych

eksponowanych fragmentéow w biatku.

Mozna zauwazy¢, ze czasteczki betainy i mocznika wykazujg inna preferencje do tan-
cucha gtéwnego, co jest zgodne z wezesniejszymi wynikami [14, 55, 60, 73, 138]. W laricuchu
glownym biatka, uklady zawierajace czasteczki mocznika sa wzbogacone ok. 1.5-(w stanie zwi-

nietym) do 2-razy (w stanie rozwinietym) bardziej w stosunku do sytuacji gdyby czasteczki
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RYSUNEK 5.7: Analiza wykluczania i akumulacji czasteczek osmolitu na powierzchni
bialka. Lokalny wspoélczynnik podziatu zostal obliczony dla czasteczek osmolitu w odniesieniu
do biatka w funkcji Ry, dla réznych stezen roztworéw mocznika i betainy.

mocznika byty roztozone réwnomiernie w catym uktadzie. Z kolei w ukltadach zawierajacych
czasteczki betainy zaobserwowalam zmniejszenie si¢ stezenia nawet do 50 % w poréwnaniu do

sytuacji gdyby czasteczki betainy byly roztozone réwnomiernie w catym uktadzie.

Mniejsze réznice sa obserwowane wokot taicuchow bocznych, w przypadku czasteczek
mocznika ok. 1.5 razy wiecej niz w sytuacji gdyby czasteczki mocznika byly roztozone réwno-
miernie w caltym uktadzie. Zas dla czasteczek betainy, lokalny wspotczynnik podziatu jest réwny
ok. 1.0 dla wszystkich stezen. Te obserwacje wskazuja, ze czasteczki betainy sa preferencyjnie
wykluczane z tanicuchéw gtéwnych w biatku, zas czasteczki mocznika chetnie akumuluja sie przy
powierzchni biatka, najbardziej w poblizu taficuchéw gltéwnych, nieco zas mniej w okolicy tani-
cuchow bocznych. Co ciekawe, ostatnio pomiary osmometryczne dla betainy i innych osmolitéw
stabilizujacych (TMAO i sarkozyny) wskazuja, ze efekt stabilizujacy osmolitéw wynika raczej z
ich wykluczania z powierzchni taiicucha gtéwnego niz z tancuchéw bocznych |55, 73, 138, zgodnie
z tym co obserwowalam w symulacjach. Na Rysunku 5.7 ukazatam takze, iz w trakcie rozwijania
(w szczegolnosci w poblizu miejsca zerwnania gltéwnych oddzialywan stabilizujacych strukture
biatka, Rgyr = 1.7nm) czasteczki mocznika coraz silniej akumuluja si¢ na powierzchni biatka a
lokalny wspotczynnik podziatu jest wiekszy o ok. 0.5 razy dla lizozymu w stanie rozwinietym niz

zZwinietym.
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Na podstawie zaobserwowanych tendencji mozna stwierdzi¢, ze podczas gdy czasteczki
mocznika maja silniejsza preferencje do regiondéw, ktore staja sie eksponowane na rozpuszczal-
nik, przede wszystkim do taricucha gltéwnego i hydrofobowych taricuchéw bocznych — czasteczki

betainy wykazuja podobng preferencje zaréwno do stanu zwinietego, jak i rozwinietego.

W celu okreglenia preferencji oddziatywan, obliczytam radialne funkcje preferencji cza-
steczek osmolitu woko6t stanu rozwinietego lizozymu, dla catego biatka, jak rowniez oddzielnie
dla taricucha gtéwnego i tancuchow bocznych. Radialng funkcje preferencji — fo(r) definiuje sie
jako stosunek liczby czasteczek osmolitu i czasteczek wody znajdujacych sie w pewnej odleglosci
r od powierzchni biatka do ich stosunku w wodzie objetosciowej (szczegdltowy opis przedstawitam
w rozdziale 4.3.6). Odchylenia od jednosci w funkeji preferencji interpretuje sie tak samo jak dla
lokalnego wspotczynnika podziatu. Ponadto, w celu zbadania wykluczania i akumulacji czaste-
czek osmolitu w poblizu réznych typéw aminokwaséw obliczytam funkcje preferencji oddzielnie
dla fragmentéw kwasowych, zasadowych, hydrofobowych o polarnych dla 2.5 M roztworu betainy

oraz 5.0 M roztworu mocznika.

Jak wida¢ na podstawie Rysunku 5.8, czasteczki betainy sg wykluczane z powierzchni
eksponowanych tancuchow gtéwnych. Dla roztworéw o stezeniu 1.0 i 2.5 M mozna zauwazy¢,
ze do odlegltosci 0.5 nm od tancucha gléwnego, stezenie betainy jest ok. 1.5 razy wicksze w po-
rownaniu ze sktadem dwuskladnikowego rozpuszczalnika w glebi roztworu. Dodatkowo widaé,
ze efekt wykluczania czasteczek osmolitu z powierzchni biatka jest mniej zauwazalny dla 5.0 M
roztworu betainy, wskazujac, ze przy wyzszych stezeniach roztworéw, czasteczki betainy maja
silniejsza tendencje do bardziej rownomiernej dystrybucji. Z drugiej strony, czasteczki betainy
zblizaja sie tatwo do eksponowanych taricuchéw bocznych, tworzac korzystne kontakty w dwoch
roznych odlegtosciach miedzyczasteczkowych, ktére mozna przypisaé¢ dwém réznym orientacjom
czasteczek wzgledem powierzchni biatka, co wida¢ na Rysunku 5.8c. Po zdekomponowaniu ra-
dialnych funkeji dystrybucji (Rysunek 5.8d) wida¢, ze najwyzszy pik znajdujacy si¢ w odleglosci
0.3-0.4 nm odpowiada prawie wytacznie bezposrednim oddziatywaniom grupy karboksylowej cza-
steczek betainy z zasadowymi taficuchami bocznymi biatka. Podobnie, drugi, znacznie mniejszy
pik w odlegtosci 0.5-0.6 nm mozna przypisaé¢ oddzialtywaniom fragmentéow kwasowych w biatku
z grupa aminows czasteczek betainy poprzez czasteczke (czasteczki) wody. Co ciekawe, rozklady
dla reszt polarnych maja dwa piki, ktére pokrywaja si¢ z tymi powyzej, sa jednak zdecydowanie
mniejsze. Ich wysoko$é sugeruje, ze reszty polarne, jak i hydrofobowe nie moga zmieniaé sku-

tecznie orientacji czasteczek betainy. A to z kolei oznacza przestrzennie zréznicowany i silnie
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RysuNEk 5.8: Radialne funkcje preferencji dla 2.5 M roztworu betainy i 5.0 M roz-

tworu mocznika w odniesieniu do bialtka. Radialne funkcje preferencji byty obliczone w

odniesieniu do: a) calej czasteczki bialtka, b) laicucha gléwnego w biatku, c) tancuchow bocz-

nych w biatku. d) Radialne funkcje preferencji zostaly zdekomponowane na: polarne (zielony),

kwasowe (czerwony), zasadowe (niebieski) oraz hydrofobowe (pomararniczowy) tancuchy boczne

dla $rednich stezeil roztworéw osmolitu. W wybranych stezeniach roztworéw, czasteczki betainy
i mocznika zajmuja poréwnywalne frakcje objetosciowe rozpuszczalnika.

zalezny od sekwencji rozktad czasteczek betainy na powierzchni rozwinietego biatka. Na pod-
stawie powyzszych obserwacji mozna wywnioskowaé, ze na powierzchni biatka jest stosunkowo

malo miejsc z ktérymi czasteczki betainy moga oddziatywac.

W przeciwienistwie do czasteczek betainy, czasteczki mocznika silnie akumuluja sie
na powierzchni biatka (Rysunek 5.8 po prawej). Zgodnie z wczesniejsza dyskusja, czasteczki
mocznika najsilniej oddzialuja z taricuchem gléwnym w biatku (lokalne stezenia 3.5-4.0 razy

wieksze niz we wnetrzu roztworu). W przypadku zas taricuchow bocznych, wzbogacenie jest
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tylko nieznacznie mniejsze (2.5-3.5 razy). Dodatkowo widaé, ze piki na funkcjach rozktadu ra-
dialnego w przypadku uktadow zawierajacych czasteczki mocznika sg szersze niz w przypadku
uktadoéw zawierajacych czasteczki betainy, co wskazuje na gorzej zdefiniowany sposéb wigzania.
Czasteczki mocznika oddziatujg z biatkiem, przyjmujac zdecydowanie wiecej réznych orientacji
niz czasteczki betainy. Wiele czynnikéw sktada sie na réznorodnosé tej orientacji, jak widaé¢ na
podstawie radialnych funkcji dystrybucji zdekomponowanych na wktady pochodzace od grup
polarnych, kwasowych, zasadowych i hydrofobowych (Rysunek 5.8d). Warto zauwazy¢, ze dla
fragmentow zasadowych, szerszy rozklad odzwierciedla mozliwos¢ tworzenia wigzan wodorowych
z natadowanymi grupami i/lub hydrofobowe kontakty z alifatycznymi czesciami tancucha bocz-
nego. Z drugiej strony, ostre i wyzsze piki dla kwasowych tancuchéw bocznych wynikaja z faktu,
ze oddzialuja one z czasteczkami mocznika wylacznie przez wiazania wodorowe. Sg one entro-
powo preferowane ze wzgledu na osiem réznych sposobéw parowania: dwa atomy tlenu z karbok-
sylowej grupy oraz cztery atomy wodoru z czasteczek mocznika. Nalezy réwniez zauwazyé, ze
istnieja liczne kontakty miedzy czasteczkami mocznika i hydrofobowymi taricuchami bocznymi.
Kontakty te majg charakter niespecyficzny i sg z natury przestrzennie heterogeniczne, co znaj-
duje potwierdzenie w szerokosci pikéw na funkcjach rozktadu radialnego. Ogoélnie, na podstawie
dobrze zdefiniowanych i szerokich pikéw dla nienaladowanych reszt (w szczegolnosei dla reszt
hydrofobowych) mozna wywnioskowaé, ze czasteczki mocznika rzeczywiscie maja preferencje do

reszt, ktore tworza rdzen bialtka, co zauwazono juz powyzej.

W powyzszej dyskusji zostaly rozwazone dwa potencjalne mechanizmy prowadzace do
denaturujacego efektu czasteczek mocznika: pierwszy z nich bazuje na ostabieniu efektu hydrofo-
bowego, ktory jest jedna z gtownych sit napedowych dla zwijania biatek [88, 139, 140], w drugim
za$ czasteczki mocznika stabilizuja stan rozwiniety biatka przez korzystne oddzialywania van

der Waalsa z eksponowanymi fragmentami biatka [65-67, 141, 142].

5.1.5 Termodynamiczna analiza oddzialywan ujawnia istote akumulacji i wy-

kluczania czasteczek osmolitu

W celu zbadania charakteru sit napedowych wykluczania i akumulacji czasteczek osmo-

! w ramach naszej wspolnej pracy [81] obliczyt entalpie oddzialywan miedzy

litu, Mitosz Wieczor
pojedyncza czasteczka osmolitu lub wody [AH,(r) i AH,(r)] i sSrodowiskiem (biatko oraz reszta

rozpuszczalnika) w funkeji odleglosei czasteczki od powierzchni biatka, r (Rysunki 10.5 i 10.6).

"Wyniki przedstawione w niniejszym podrozdziale wykonat Mitosz Wieczor w ramach naszej wspolnej pracy
[81]. Wiele ciekawych wnioskoéw wynika z tych badari, dlatego zestawilam je w ramach niniejszej pracy doktorskie;j.
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7 tych profili, Mitosz Wieczor obliczyl profile efektywnej entalpii oddzialywan przez wiaczenie
efektu zastapienia czasteczek rozpuszczalnika, tj. biorac pod uwage fakt, ze asocjacja czasteczki
osmolitu z powierzchnig powoduje przemieszczenie pewnej liczby czasteczek wody i osmolitu
ktore by tam przebywaly do glebi roztworu. Dla betainy i mocznika, efektywna entalpia AH(r)
zostalta zatem obiczona jako: AH,(r) (1 — yo(r)) — q AHy(r)(1 — yo(r)), gdzie: yo(r) jest objeto-
$ciowym udziatem osmolitu w danej odleglosci r od powierzchni biatka, q jest stosunkiem s$redniej
molowej objetosci osmolitu i wody (4.17 w przypadku betainy i 2.53 w przypadku mocznika).
Nastepnie zmiany te odniesione zostaly do aktualnych rozktadow czasteczek wokot biatka po-
przez obliczenie odpowiednich profili entalpii swobodnej dla asocjacji bialko-rozpuszczalnik jako
AG(r)=—kTIn p(r), gdzie: p(r) jest radialna funkcja dystrybucji biatko-rozpuszczalnik. Wktad
translacyjny do entalpii swobodnej zostat odjety poprzez odpowiednia normalizacje rozktadow
na podstawie odlegtosci od powierzchni biatka r, co doprowadzito do profili entalpii swobodnej o
statych wartosciach w duzej odlegtosci od powierzchni biatka. Ostatecznie, przez odjecie AH(r)
od AG(r), obliczony zostal wklad entropowy do entalpii swobodnej asocjacji (oznaczony jako
—TAS(r)), ktory zawiera zaréwno wklad od oddzialtywan hydrofobowych, jak i odzwierciedla
liczbe miejsca wiazania osmolitu w odlegltosci r, ktére odpowiadaja Sredniej entalpii wigzania

AH(r).

Rysunek 5.9 przedstawia profile entalpii swobodnej (AG) dla asocjacji czasteczek osmo-
litu z powierzchnia biatka w ukladach ze Srednimi stezeniami roztworéw osmolitu (2.5M roz-
twor betainy and 5.0 M roztwor mocznika). W celu odroznienia roznych typoéw aminokwasoéw na
powierzchni biatka, profile zostaly wyznaczone réwniez w odniesieniu do reszt kwasowych, zasa-
dowych, polarnych i hydrofobowych oraz oddzielnie w odniesieniu do taricucha gtownego (5.10).
Oryginalne profile AH,, oraz AH, potrzebne do obliczenia AH(r) pokazalam w Rozdziale 10
(Rysunki 10.5 i 10.6).

Jak mozna zobaczy¢ na podstawie Rysunkéw 5.9 i 5.10, asocjacja czasteczki mocznika
z powierzchnia biatka jest entalpowo korzystna dla wszystkich typéw reszt taricucha bocznego
oraz tancucha gléwnego — z wyjatkiem kwadnych tanicuchéw bocznych, gdzie wysokie koszty
desolwatacji nie sprzyjaja bezposrednim oddzialywaniom z osmolitem (warto spojrzeé rowniez na
Rysunek 10.5). Dla biatka jako catoici, sredni entalpowy zysk (w przyblizeniu —4 do —6kJ /mol)
wynikajacy z oddzialywan van der Waalsa oraz wigzan wodorowych pozostaje korzystny pod
wzgledem entalpii swobodnej pomimo kosztu przemieszczania czasteczek wody z powierzchni
biatka do wnetrza roztworu (~2.5 kJ/mol odpowiadajacej ~2.5 czasteczkom wody wymienionym
przez pojedyncza czasteczke mocznika) oraz spadku entropii translacyjnej asocjujacej czasteczki

mocznika (< 3kJ/mol w zakresie badanych stezen). W zwiazku z tym korzystne bezposrednie
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RYSUNEK 5.9: Profile: AG, AH oraz —TAS dla asocjacji pojedynczej czasteczki osmo-
litu z powierzchnia lizozymu (z lewej) oraz z poszczegdlnymi typami reszt wyste-
pujacej na jego powierzchni (z prawej). Profile entalpii swobodnej (AG) oraz entalpii
oddziatywan ze srodowiskiem (AH) a takze wklad entropowy (—T'AS) w 2.5 M roztworze be-
tainy oraz 5.0 M roztworze mocznika wykreslone w funkcji odleglosci od powierzchni biatka.

oddzialywania z biatkiem moga by¢ uwazane za gtéwng site napedows, obserwowanej akumulacji

czasteczek mocznika przy powierzchni biatka.

W celu zbadania tych oddzialywan w sposéb bardziej szczegdtowy, zbadatam ich role
w procesie rozwijania biatka i w zwiazku z tym zdekomponowatam zmiany entalpii solwatacji
po rozwinieciu na poszczegdlne wktady pochodzace od oddziatywan miedzy rozpuszczalnikiem i
roznymi typami reszt. Na podstawie uzyskanych wynikow (Rysunki 10.7 1 10.8) mozna zauwazy¢,
ze oddziatlywania elektrostatyczne oraz van der Waalsa miedzy czasteczkami mocznika i biatkiem
sprzyjaja procesowi rozwijania. Jak nalezy sie spodziewaé, ten ujemny przyrost energii, obser-
wowany jest w szczegdlnosci dla licznych reszt hydrofobowych i polarnych, ktore sg wystawione
na dzialanie rozpuszczalnika, co w duzej mierze jest kompensowane przez utrate oddzialywan
typu mocznik-woda oraz mocznik-mocznik (Rysunek 10.9). Poréwnanie z czysta woda (Rysu-
nek 5.10), z jednej strony ukazuje, ze wktad elektrostatyczny do entalpii solwatacji zwiazany jest
z silg wigzan wodorowych utworzonych miedzy bialkiem a czasteczkami rozpuszczalnika, nieza-
leznie od obecnosci lub stezenia roztworéw mocznika. Z drugiej strony, oddziatywania van der
Waalsa z nowo eksponowanymi taricuchami bocznymi i taiicuchem gléwnym biatka sg znacznie

silniejsze dla uktadéow zawierajacych czasteczki mocznika niz dla ukladéw zawierajacych tylko
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RYSUNEK 5.10: Profile: AG, AH and —TAS dla asocjacji pojedynczej czasteczki osmo-

litu z eksponowanymi fragmentami taiicucha gltéwnego biatka. Profile entalpii swobod-

nej (AG) oraz entalpii oddzialywan ze srodowiskiem (AH) a takze wkiad entropowy (—TAS)

w 2.5 M roztworze betainy oraz 5.0 M roztworze mocznika wykreslone w funkcji odlegtosci od
taricucha gléwnego bialka.

czasteczki wody. Ta réznica powoduje bardziej ujemng zmiane entalpii solwatacji w obecnosci
czasteczek mocznika. Obserwacja ta potwierdza argument, ze oddziatywania van der Waalsa a
nie wigzania wodorowe zapewniaja krytyczng site napedowa dla czasteczek mocznika akumulu-
jacego sie przy powierzchni biatka. Na podstawie Rysunku 5.9 mozna zauwazy¢, ze entalpowa
stabilizacja wiazania czasteczek mocznika do bialtka jest znacznie nizsza (o ok.5kJ/mol) w sa-
siedztwie reszt hydrofobowych w stanie rozwinietym i, w tym przypadku, minimum dla krzywej
AH(r) jest przesuniete o 0.4-0.6 nm w kierunku roztworu wody objetosciowej. Mimo, ze zasta-
pienie czgsteczek wody w poblizu hydrofobowych fragmentow czasteczkami mocznika jest wciaz
energetycznie korzystne (o ok. 2.4kJ/mol), catkowita zmiana entalpii nie jest wystarczajaca,
aby uzasadnié¢ preferencje tych regionéow dla czasteczek mocznika (Rysunek 5.9). Rzeczywiscie,
wyrazne minimum dla krzywej —TAS(r) (Rysunek 5.9) zbiegto sie z minimum dla entalpii swo-
bodnej co sugeruje, ze akumulacja czasteczek mocznika wokét hydrofobowych fragmentow jest

takze napedzana entropowo.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikéw analizy oddzialywan mozna za-

uwazy¢, ze zaréwno korzystne oddziatywania van der Waalsa miedzy czasteczkami mocznika i
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biatkiem oraz ostabienie efektu hydrofobowego wplywa na zmniejszenie pracy rozwijania lizo-

zymu w wykonanych symulacjach.

Na podstawie termodynamicznej analizy oddzialywan wyjasnilismy takze moleku-
larne podstawy efektu stabilizujacego czasteczek betainy na biatka, i ewentualnie innych me-
tyloamin. Na podstawie Rysunku 5.10 mozna zauwazy¢, ze chociaz czasteczki betainy nie aso-
cjuja preferencyjnie do eksponowanych fragmentoéw tancucha gléownego biatka (co widaé¢ réwniez
na Rysunku 5.9), to asocjacji towarzyszy korzystna zmiana entalpii (AH w zakresie —20 do
—10kJ/mol). Ten zysk entalpowy jest najwyrazniej mniejszy niz dodatni wktad —TAS, co
sprawia, ze entalpia swobodna wigzania jest niekorzystna. Z oddzialywaniem czasteczek betainy
z biatkiem zwigzana jest zatem niekorzystna zmiana entropii wynikajaca z koniecznosci przy-
jecia przez czasteczke osmolitu konkretnej orientacji wzgledem powierzchni biatka. Przypomina
to troche uktad trietyloamina-woda wykazujacy dolng krytyczna temperature mieszalnosci z po-
dobnej przyczyny. Powyzsze obserwacje wspieraja gltéwny wniosek, iz wykluczanie czasteczek
betainy moze wynika¢ z niedoboru miejsc wiazacych, ktore sa w stanie pomiesci¢ w termodyna-
micznie korzystny sposob, blisko taricucha gléwnego, czasteczke osmolitu w sposéb analogiczny

do specyficznego wiazania ligandow (takze czesto niekorzystnego entropowo).

Na podstawie dekompozycji zmian entalpii solwatacji po rozwinieciu biatka (Rysu-
nek 5.9) mozna stwierdzi¢, ze zwlaszcza oddzialywanie hydrofobowych taiicuchéw bocznych
biatka z czasteczkami betainy jest znacznie mniej korzystne w stanie zwinietym niz w stanie

rozwinietym, gdyz sa one bardziej eksponowane na dziatanie rozpuszczalnika.

Na podstawie analizy liczby wiazan wodorowych stwierdziliémy, ze czasteczki beta-
iny wystepujace jako wspoélrozpuszczalnik znacznie zmniejszaja sktonnosé czasteczek wody do
tworzenia wigzan wodorowych z biatkiem, co jest szczeg6lnie widoczne w przypadku tancucha

gtoéwnego.

Na Rysunku 10.6 widaé, ze entalpowa sita napedowa dla asocjacji biatko-woda jest
znacznie mniejsza w obecnosci czasteczek betainy (AH, =~ 0kJ/mol) niz w roztworze nieza-
wierajacym czasteczek osmolitu (AH,, ~ —4kJ/mol), co daje dodatkowy wglad do obserwacji

efektu zmniejszonej solwatacji.

5.1.6 Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikéw w ramach pierwszej czesci pracy stwierdziliSmy,

ze uzyskany model obliczonych prac rozwijania lizozymu w czystej wodzie oraz w wodnych
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roztworach mocznika i betainy poprawnie odzwierciedla stabilizujagcy efekt czasteczek betainy

oraz denaturujacy efekt czasteczek mocznika.

W celu analizy wplywu czasteczek osmolitu na obliczone prace rozwijania, zbadalismy
molekularne uwarunkowania stabilnosci biatek w badanych roztworach. W szczegélnosci przeana-
lizowaliSmy, w trakcie rozwijania bialtka, tworzenie sie nowych wiazan wodorowych miedzy bial-
kiem a czasteczkami osmolitu oraz miedzy biatkiem a czasteczkami wody. DokonaliSmy réwniez
ilosciowej oceny wielkosci oraz rozmieszczenia przestrzennego wykluczanych i akumulowanych
czasteczek osmolitu na powierzchni biatka, a nastepnie uzupehiliémy te wyniki o szczegotowe
analizy funkcji termodynamicznych oddziatywari dla poszczegblnych elementéw sktadowych ba-

danych uktadow.

W naszych badaniach ustaliliémy, ze czasteczki mocznika akumuluja sie w sasiedztwie
bialtka, co jest zgodne z wczesniejszymi eksperymentalnymi i obliczeniowymi wynikami wykorzy-
stywanymi do tlumaczenia efektu denaturacji [23, 57, 71-73]. Okazalo sie, ze stezenie roztworow
mocznika wzrasta nie tylko przy powierzchni bialtka, lecz pozostaje réwniez podwyzszone w
odlegtosci 1.0-1.5nm od powierzchni biatka, wskazujac na bogata obecnosé¢ czasteczek mocz-
nika w sferze solwatacyjnej wokot lizozymu. Akumulowanie sie czasteczek mocznika odgrywa
takze wazna role w solwatowaniu rdzenia bialka, ktory zostaje bardziej eksponowany podczas
denaturacji. Catkowita liczba nowo utworzonych wigzan wodorowych miedzy biatkiem a cza-
steczkami mocznika oraz miedzy biatkiem a czasteczkami wody jest w rzeczywistosci podobna
do tej obserwowanej w czystej wodzie. Na podstawie tych obserwacji widaé, ze w przeciwien-
stwie do niektorych ostatnich prac [30], wiazania wodorowe nie moga wyjasnia¢ bezposrednio
denaturujacego efektu czasteczek mocznika. Na podstawie uzyskanych danych mozna natomiast
stwierdzi¢, ze dwie inne sily napedowe wywotuja denaturacje biatka. Stan rozwiniety lizozymu
jest stabilizowany przez korzystne bezposrednie oddziatywania miedzy czasteczkami mocznika i
resztami tworzacymi rdzen biatka. Czasteczki mocznika sa nie tylko donorami i akceptorami wia-
zan wodorowych, lecz takze oddziatuja korzystnie dyspersyjnie z niepolarnymi resztami biatka,
stabilizujac jego rozwiniete konformacje. Czasteczki mocznika wrecz akumulujg sie silniej przy

niepolarnych fragmentach, co napedza rozwijanie si¢ biatka.

W przypadku betainy okazalo sie, ze jej czasteczki sg wykluczane z powierzchni biatka.
Powszechnie uwaza sie, ze efekt taki doprowadza do stabilizacji entropowej natywnej formy
biatek w przypadku osmolitow kompatybilnych. Zaobserwowalidmy réwniez, ze wykluczanie jest
ograniczone do sgsiedztwa lancucha gltéownego biatka oraz w pewnym stopniu, hydrofobowych

taiicuchow bocznych. W tym samym czasie, stwierdziliémy, ze obojnacze jony betainy gromadza
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sie w poblizu naladowanych, gtéwnie zasadowych reszt, co przyczynia si¢ do nieréwnomiernego i
zmiennego rozktadu czasteczek osmolitu na powierzchni biatka. Co interesujace, asocjacja miedzy
biatkiem a czasteczkami betainy jest korzystna entalpowo oraz niekorzystna entropowo — zatem
oddziatywania sa mato prawdopodobne i nie sg liczne, ale gdy juz sie zdarza to czasteczki betainy

zachowuja sie w takim oddzialywaniu podobnie jak wiazacy sie specyficznie ligand.

5.2 Czy wszystkie osmolity stabilizujgce sa wykluczane z po-

wierzchni biatek?

Na podstawie analizy lokalnych wspolczynnikow podziatu (Rysunek 5.11) oraz po-
wierzchni dostepnych dla rozpuszczalnika (z ang. solvent accessible surface area, SASA) (Ta-
blica 5.1) w uktadach zawierajacych lizozym i 1.0 M roztwor proliny lub 1.0 M roztwér TMAO
mozna zauwazy¢, ze na powierzchni biatka znajduja sie dwa rodzaje reszt oddziatujacych silnie
z czasteczkami proliny: reszty argininy (zajmujace ok. 22 % powierzchni biatka) oraz reszty li-
zyny (zajmujace ok. 7 % powierzchni biatka). Z kolei z czasteczkami TMAO oddziatuja silnie
wylacznie reszty argininy. Grupy aminowe i guanidynowe tych reszt moga oddzialywaé bez-
posrednio z ujemnie naladowanymi grupami czasteczek osmolitu i w rezultacie odpowiednie
lokalne wspotezynniki podziatu sg wieksze niz 1.0. Inne typy reszt oddzialuja z czasteczkami
proliny przez grupe OH lub COO™ (gloéwnie Ser, Tyr, Asp i Glu) a z czasteczkami TMAO przez
grupe aminowa (Lys), jednak oddzialywania te sa wyraznie mniej korzystne, gdyz obliczone lo-
kalne wspotezynniki podziatu sa bliskie 1.0. Pozostate aminokwasy wchodzace w sktad lizozymu
sa preferencyjnie hydratowane i w zwigzku z tym lokalne wspoétczynniki podzialu sa mniejsze
niz 1.0. Przy wyzszych stezeniach roztworéw osmolitu, lokalne wspoétczynniki podziatu sa na
ogo!t nizsze, ale ogolny ksztalt histogramow jest w kazdym przypadku podobny (Rozdzial 10 —
Zataczniki: Rysunki 10.10-10.12).
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Nazwa reszty Skrot 1-lit.  Skrot 3-lit. %SASA

Arginina R Arg 21.77
Asparagina N Asn 13.68
Lizyna K Lys 7.18
Glicyna G Gly 7.08
Kwas asparaginowy D Asp 6.57
Seryna S Ser 5.64
Treonina T Thr 5.31
Tryptofan A% Trp 4.47
Alanina A Ala 4.11
Leucyna L Leu 3.97
Walina A% Val 3.34
Glutamina Q Gln 3.20
Prolina P Pro 2.39
Kwas glutaminowy E Glu 2.17
Fenyloalanina F Phe 1.87
Histydyna H His 0.91
Pozostalte 6.33

TABLICA 5.1: Powierzchnia dostepna dla rozpuszczalnika (SASA) odpowiadajaca poszczegol-
nym aminokwasom wchodzacym w sktad lizozymu [%].

Calkowita powierzchnia lizozymu wykazujaca korzystne oddzialywania miedzy cza-
steczkami proliny a bialtkiem jest stosunkowo wysoka (ok. 29 %) i moze to wyjasnia¢ duza
liczbe czasteczek proliny, ktére oddziatuja korzystnie z biatkiem, co zaobserwowano réwniez w
prowadzonym rownolegle eksperymencie [86]. Warto zauwazy¢, ze zgodnie z badaniami Diehl i
wspolpracownikow [76], reszty argininy preferencyjnie oddzialuja z czasteczkami proliny a od-
dzialywania miedzy resztami lizyny i czasteczkami proliny sa tylko nieznacznie mniej korzystne.
Jednak, w tym samym artykule, na podstawie pomiaréw cignieni osmotycznych stwierdzono, ze
oddziatywania miedzy czagsteczkami proliny a innym globularnym biatkiem — surowicza albuming
wotowa, BSA (z ang. bovine serum albumin) — sa niekorzystne. W zwiazku z tym obliczylam
procentowy udzial Arg na powierzchni biatka BSA i okazalo sie, Ze jest on znacznie nizszy
(ok. 5 %) niz w przypadku lizozymu (ok. 22 %). Z tego powodu rozbieznos¢ wiazania czasteczek
proliny z tymi biatkami moze wynikaé¢ z ich réznego sktadu aminokwasowego. Co ciekawe, mniej-

sze stezenia roztwordéw osmolitu sprzyjaja wyzszym lokalnym wspoétczynnikom podziatu dla Arg
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RyYSuUNEK 5.11: Analiza wykluczania i akumulacji czasteczek osmolitu na powierzchni
bialka. Lokalny wspoélczynnik podziatu zostal obliczony na podstawie odlegtosci miedzyatomo-
wych uzyskanych dla poszczegolnych aminokwaséw znajdujacych sie na powierzchni lizozymu
dla 1.0M roztworéw osmolitu A) lizozym — atomy tlenu z czasteczek TMAO B) lizozym —
karboksylowe atomy tleny z czasteczki proliny C) lizozym — atomy wodoru z grupy aminowej
czasteczki proliny. Lokalne wspoélczynniki podziatu zostaly obliczone oddzielnie dla kazdego ami-
nokwasu z tanicucha gtéwnego/taricuchow bocznych biatka. Nazwy aminokwaséw odpowiadajace
poszczegdlnym jednoliterowym skrétom znajduja sie w Tablicy 5.1.

i Lys. Uzyskane przeze mnie wyniki sa wysoce spojne z danymi eksperymentalnymi [89] i na
ich podstawie mozna zauwazy¢, ze dostepnos¢ powierzchni lizozymu dla czasteczek proliny jest

ograniczona.

Na podstawie analizy radialnych funkcji preferencji mozna uzyskaé lepszy weglad w

rozktad czasteczek osmolitu na powierzchni biatka. W zwiazku z tym, aby uzyskaé¢ ogélny obraz
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RYSUNEK 5.12: Srednie radialne funkcje preferencji — P(r) uzyskane dla 1.0 M roztworéw osmo-
litu: (A) powierzchnia lizozymu — atomy tleny z czasteczek TMAO, (B) powierzchnia lizozymu
— karboksylowe atomy tleny z czasteczek proliny.

oddzialywari miedzy biatkiem a czasteczkami osmolitu, obliczytam srednie wazone funkcje prefe-
rencji (P(r)), gdzie wktady od poszczegolnych reszt wazone byly przez odpowiadajacy im utamek
powierzchni dostepnej dla rozpuszczalnika, zgodnie z procedura opisana w Rozdziale 4.3.7. Wy-
znaczone P(r) przedstawilam na Rysunku 5.12. W przypadku czasteczek TMAQO, na podstawie
ksztaltu radialnych funkcji preferencji mozna zauwazyé, ze bezposrednie oddzialywania miedzy
tymi czasteczkami a biatkiem nie sa zbyt czeste. Waskie i stosunkowo niskie piki wskazuja, ze na
powierzchni bialtka jest tylko kilka miejsc, gdzie czasteczki TMAO moga korzystnie oddziatywaé
z biatkiem. Ponadto, mozna zauwazy¢, ze w odlegtosci 0.5 nm pojawia sie drugi pik co wskazuje,
ze czasteczki TMAOQO gromadzg sie w zewnetrznej powtoce hydratacyjnej i oddzielone sg od po-
wierzchni biatka warstwg czagsteczek wody. Wyniki te sa spdjne z spektroskopowymi lokalnymi
wspoétczynnikami podziatu, gdzie stwierdzono, ze oddzialywania miedzy biatkiem a czastecz-
kami TMAO maja posredni charakter [86] i sa zgodne z hipoteza preferencyjnego wykluczania

czasteczek osmolitu z powierzchni biatka.

Na podstawie wypadkowej funkcji P(r) obliczonej bez wktadéw pochodzacych od Arg

(Rysunek 5.12A) mozna zauwazy¢, ze zadna inna reszta nie oddzialuje z czasteczkami TMAO
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tak znaczaco. Pierwszy pik jest bardzo maly i na jego podstawie mozna zauwazy¢, ze czasteczki
TMAO sg silnie wykluczone z powierzchni biatka niezawierajacych reszt Arg. Mozna zatem
twierdzi¢, ze jedynymi mozliwymi centrami oddzialywarn na powierzchni biatka sg bezposred-
nie oddzialywania czasteczek TMAO z taricuchami bocznymi Arg. Preferencyjne wykluczanie
czasteczek TMAOQO z powierzchni biatka jest rowniez wyraznie widoczne na funkcjach rozktadu
radialnego czasteczek wody i osmolitu w odniesieniu do powierzchni biatka, co pokazalam w

Rozdziale Zalaczniki na Rysunku 10.13.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna zauwazy¢, ze czasteczki proliny zachowuja
sie inaczej niz czasteczki TMAO, co wydaje sie byé sprzeczne z hipotezg preferencyjnego wy-
kluczania czasteczek osmolitu z powierzchni biatka. Na podstawie radialnych funkcji preferencji
widaé, ze czasteczki proliny oddziatuja preferencyjnie z powierzchnia biatka (wyzsze wartosci
P(r) i stosunkowo szersze piki niz w przypadku czasteczek TMAQ). Czasteczki proliny sa skon-
centrowane w pierwszej sferze hydratacyjnej biatka i nie sa widoczne zadne zewnetrzne powtoki,
jak w przypadku czasteczek TMAQO. Moje obserwacje potwierdzaja wyniki badan spektrosko-
powych w ukladach prolina-woda-lizozym [89]. Podobne wnioski mozna wyciagnaé¢ z radialnych
funkeji dystrybucji dla czasteczek wody i proliny w odniesieniu do powierzchni biatka (Rysu-

nek 10.13).

W przypadku czasteczek proliny, radialne funkcje preferencji bez wktadu pochodzacego
od Arg sa prawie identyczne z obrazem catosciowym (Rysunek 5.12B), na ktorym pokazatam,
ze bezposrednie oddzialywania biatko-prolina nie sg ograniczone do obecnosci Arg i wydaja sie
by¢ uniwersalne dla calej powierzchni lizozymu. Co wazne, mozna ponownie zauwazy¢ wyrazna

roznice w oddziatywaniach biatko-osmolit pomiedzy obydwoma osmolitami stabilizujacymi.

5.2.1 Podsumowanie

W tej czesci pracy pokazatam, ze czagsteczki TMAO praktycznie nie oddziatujg bezpo-
$rednio z powierzchnig bialtka z wyjatkiem eksponowanych reszt argininy, a wszelkie inne mozliwe
oddzialywania miedzy biatkiem a osmolitem majg charakter posredni. Stwierdzitam, ze w odle-
glosci jednej czasteczki wody od powierzchni biatka stezenie TMAQO jest wyzsze niz w wodzie
objetosciowej tzn. czasteczki wody posrednicza w oddzialywaniach miedzy biatkiem a czastecz-
kami TMAQ. Zaobserwowaltam takze, ze TMAO gromadzi si¢ na powierzchni biatka w wigkszym
stopniu przy nizszych stezeniach roztworéw osmolitu, co takze wspiera hipoteze, ze czasteczki

TMAO sy preferencyjnie wykluczane z powierzchni biatka.
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W przypadku roztworéw proliny ukazatam, ze chociaz czasteczki proliny sa dobrymi
stabilizatorami bialek to oddziatuja bezposrednio z powierzchnia biatka, a grupy karboksylowe
czasteczek proliny odgrywaja dominujaca role w tych oddziatywaniach. Prolina wciagz jest jednak
wykluczana z obszarow taricucha gtownego biatka, ktore zajmuja ok. 25% powierzchni lizozymu

dostepnej dla rozpuszczalnika.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze osmolity stabilizujace moga
oddzialtywaé¢ bezposrednio z powierzchnig biatka (czasteczki proliny) lub moga by¢ preferencyj-
nie wykluczane z powierzchni biatka (czasteczki TMAQO). Widaé¢ zatem, ze chociaz czasteczki
proliny i TMAO sa osmolitami stabilizujacymi to mechanizm stabilizacji nie jest jedynie zwig-
zany z bezposrednim /posrednim oddzialywaniem z biatkiem lub z preferencyjnym wykluczaniem
czasteczek osmolitu z powierzchni biatka. Uzyskane wyniki sa zgodne z wynikami eksperymen-

talnymi [86].

5.3 Wplyw osmolitéw na stabilno$é¢ bialek na przykladzie me-

chanicznego rozwijania ubikwityny

5.3.1 Praca rozwijania jako miara przesuniecia stanu r6wnowagi wywolanej

przez czasteczki osmolitu

W celu ustalenia, w jaki sposob polarnosé (scharakteryzowana np. przez moment di-
polowy) czasteczek osmolitu wplywa na dzialanie stabilizujace wzgledem biatek, w pierwszej
kolejnosci wyznaczytam wartosci sit oraz pracy potrzebnych do rozwiniecia ubikwityny w obec-
nosci czasteczek betainy o tadunkach czastkowych przeskalowanych o staty czynnik w zakresie

0.4-1.6 (Rysunek 5.13).

Na podstawie wykresu zaleznodci sity przytozonej do ubikwityny w zaleznosci od pro-
mienia bezwladnosci (Rysunek 5.13a) mozna zauwazy¢, ze poczatkowo, w zakresie promienia
bezwladnosci od 1.16 do ok. 1.4nm—1.5nm przyktadana sita szybko wzrasta a struktura biatka
poddana jest silnym naprezeniom. W okolicy ok. 1.45 nm sita uzyskuje maksimum i dochodzi do
tzw. pekniecia struktury biatka, ktore charakteryzuje sie zerwaniem gtéwnych oddziatywan sta-
bilizujacych strukture natywna. Powyzej tego punktu rozwijanie przebiega tatwiej, pod wplywem

duzo mniejszych sil zdominowanych przez tarcie.

Na podstawie Rysunku 5.13b widaé, ze praca potrzebna do rozwiniecia ubikwityny

w obecnosci czasteczek betainy o tadunkach przeskalowanych o czynnik 0.4 i 0.6 jest wyraZnie
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RysuNEK 5.13: Sily i prace rozwijania w sterowanych symulacjach MD.
a) Sity potrzebne do rozciagniecia ubikwityny w 2.5 M roztworze betainy z tadunkami przeskalo-
wanymi o czynnik w zakresie (0.4-1.6) oraz przy braku osmolitow (czarna, przerywana linia) b)
Praca potrzebna do rozwinigcia ubikwityny jako funkcja promienia bezwladnosci Rg,,.. Wykresy
wykonane sa dla predkosci rozciaggania 5-10~%nm ps—'. Pokazano paski bledow.

mniejsza niz przy braku osmolitu, co oznacza, ze czgsteczki betainy o matym symulowanym mo-
mencie dipolowym destabilizujg biatka. Z odwrotna sytuacja mamy do czynienia w przypadku
czasteczek betainy o tadunkach przeskalowanych o czynnik 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 i 1.6 — praca roz-
wijania jest wieksza niz w wodzie, co oznacza, ze czasteczki betainy o wiekszych symulowanych
momentach dipolowych dziataja na biatka stabilizujaco. Mozna réwniez zauwazy¢, ze wraz ze
wzrostem tadunkéw czastkowych na czasteczkach betainy monotonicznie roénie praca potrzebna
do rozwiniecia ubikwityny. Widaé¢ zatem, ze najwiecej pracy potrzebujemy do rozwiniecia biatka
w obecnosci czasteczek betainy o najwickszym symulowanym momencie dipolowym (czynnik

skalujacy 1.6).

Aby sprawdzié¢, czy uzyty model symulacyjny jest adekwatny, przeprowadzitam réwniez
symulacje mechanicznego rozwijania lizozymu w 5.0 M roztworze betainy o tadunkach czastko-

wych przeskalowanych o staly czynnik w zakresie od 1.0 do 1.6. Symulacje wykonatam dla
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RYSUNEK 5.14: Zmiany w pracach rozwijania dla przeskalowanych czasteczek betainy.

Na wykresie przedstawiono ilo§é¢ pracy potrzebna do rozwiniecia lizozymu w 5.0 M roztworze

betainy z fadunkami przeskalowanymi o czynnik w zakresie 1.0 do 1.6, dla predkosci rozciggania
(5-10~%nm ps1).

predkosci rozciggania 5-10~% nm ps—!. Na Rysunku 5.14 ukazatam, ze zwiekszenie czastkowych
tadunkow czasteczek betainy prowadzi do znaczacej poprawy efektu stabilizujacego czasteczek

osmolitu, co znajduje odzwierciedlenie we wzroscie pracy rozwijania lizozymu.

Gloéwnym celem dalszych badan bylo wyjasnienie skad biora sie obserwowane réznice

w wartosciach pracy.

5.3.2 Cisnienia osmotyczne przyczyna stabilizacji? Walidacja modelu cza-

steczki betainy.

Aby sprawdzi¢ w jakim stopniu efekt stabilizujacy czasteczek osmolitu wynika z wy-
wieranego przez nie ci$nienia osmotycznego, obliczytam wartosci tego parametru dla wszystkich
badanych modeli czasteczek betainy rézniacych sie symulowanym momentem dipolowym. Na-
stepnie, na Rysunku 5.15, poréwnalam te wyniki z wynikami eksperymentalnymi (przerywana

linia) i w ten sposob dokonatam walidacji modelu.

Cisnienie osmotyczne jest to ci$nienie jakim nalezy dziala¢ na roztwoér, aby powstrzy-
maé przepltyw rozpuszczalnika przez polprzepuszczalna membrane, ktora rozdziela roztwory o

roznych stezeniach. Przyczyna pojawienia sie ci$nienia osmotycznego jest roznica aktywnosci
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substancji po obu stronach membrany. Dla dobrze rozpuszczalnych czasteczek cisnienie osmo-

tyczne M moze byé oszacowane przy pomocy roéwnania van’t Hoffa:

M=c-R-T, (5.1)

gdzie: ¢ — stezenie osmolitu, R — stata gazowa, T — temperatura.

Rownanie van’t Hoffa jest Scigle spetnione tylko w przypadku roztworéw doskonale
rozciericzonych. Odchylenia od doskonalosci s uwzgledniane we wspotczynniku osmotycznym,

ktory zdefiniowany jest nastepujaco:

n
o= 7|_Iek8p (5.2)

ideal
Szczegbdtowy opis dotyczacy zbudowania ukladéw przedstawitam w Rozdziale 4.2.3.
W Tablicy 5.2 zawartam szczegdtowe informacje dotyczace obliczonych ci$nieri osmotycznych
dla wszystkich symulowanych roztworéw betainy w funkcji stezenia roztworu osmolitu. Na Ry-

sunku 5.15 ukazatam zaleznosci cisnienia osmotycznego od stezenia roztworu osmolitu dla wszyst-

kich badanych modeli.

Na podstawie Rysunku 5.15 oraz Tablicy 5.2 mozna zauwazy¢, ze ciSnienie osmotyczne
rosnie dla czasteczek betainy przeskalowanych o czynnik w zakresie 0.4 do 1.0, za$ dla czasteczek
betainy o wiekszych symulowanych momentach dipolowych (wspotczynnik w zakresie 1.2-1.6)
ci$nienie osmotyczne maleje. Widaé takze, ze eksperymentalng wartosé cisnienia osmotycznego w
calym zakresie stezeni najlepiej odzwierciedla model czasteczki betainy przeskalowany o czynnik

1.2, z bledem nieprzekraczajacym 14 % w 1.0 M roztworze.

Dyskusje na temat wplywu ci$nienia osmotycznego na efekt stabilizacyjny czasteczek

osmolitu przeniostam do rozdziatu 5.3.4.
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RYSUNEK 5.15: a) Ci$nienia osmotyczne w funkcji stezenia roztworéw osmolitu dla czasteczek

betainy z ladunkami czastkowymi przeskalowanymi o staly czynnik: rozowy (0.4), czerwony

(0.6), pomaranczowy (0.8), czarny (1.0), zielony (1.2), niebieski (1.4), fioletowy (1.6). Dla po-

réwnania czarng linig kropkowana zaznaczono ci$nienie idealne, a kreskowana — cisnienie eks-
perymentalne.

Stezenie 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 id exp

0.50 M 9.35 11.22 12.16 12.52 12.00 10.80 8.19 1247 13.72
0.63M 12.10 1540 1691 1740 1636 14.69 1043 16.96 19.27
1.00M 14.17 2228 25.74  26.74  25.03 21.22 13.64 2494 29.93
1.32M 13.40 29.7v9 35.62 3747 35.10 28.89 17.18 43.53 43.53
1.50M 12.27 3230 39.51 41.64 38.84 3232 18.55 48.64 48.64
2.00M 11.07 43.50 55.50 59.72  56.30 45.69 24.80 49.88 69.84
3.00M 9.90 62.08 83.19 91.85 88.29 73.06 39.21 74.83 119.72
4.00 M 9.50 81.18 113.04 12835 116.94 107.73 64.18 99.77 179.58

TABLICA 5.2: Cisnienia osmotyczne we wszystkich badanych roztworach betainy o tadunkach
przeskalowanych przez czynnik: 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 i 1.6. Dla poréwnania zestawiono
rowniez ci$nienie idealne (id) oraz ci$nienie eksperymentalne (exp).
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5.3.3 Wykluczanie osmolitu jako funkcja symulowanego momentu dipolo-

wego w przypadku czasteczek betainy

Aby dostarczy¢ szczegdlowego obrazu zjawiska wykluczania i akumulacji czasteczek
osmolitu na powierzchni bialtka, obliczylam wspotezynniki preferencyjnego oddzialywania T'
(szczegdlowy opis dotyczacy wyznaczania tych wspotezynnikow przedstawitam w rozdziale 4.3.5)

w stanie zwinietym i rozwinietym.

stan natywny stan zdenaturowany
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RYSUNEK 5.16: Analiza wykluczania i akumulacji czasteczek betainy na powierzchni

biatka w funkcji odleglosci. Wspotczynnik preferencyjnego oddziatywania I" zostal obliczony

dla czasteczek osmolitu w odniesieniu do a) biatka jako calosci b) taricucha glownego w biatku

¢) taficuchow bocznych w biatku, w kazdym przypadku osobno w stanie zwinietym i zdena-

turowanym (rozwinietym), dla czasteczek betainy o ladunkach przeskalowanych o czynnik 0.4

(rézowy), 0.6 (czerwony), 0.8 (pomarariczowy), 1.0 (czarny), 1.2 (zielony), 1.4 (niebieski) i 1.6
(fioletowy).

Na podstawie Rysunku 5.16 mozna zaobserwowaé zmiany wspotczynnika preferencyj-

nego oddzialywania w zaleznosci od odlegtosci od powierzchni biatka podczas rozwijania.
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Widaé, ze zmiana czastkowych tadunkéw na wszystkich atomach w czasteczkach be-
tainy znacznie réznicuje ich preferencje do oddzialywania z taiicuchem gléwnym i bocznymi,
zwlaszcza w stanie rozwinietym. Na podstawie tego Rysunku widaé, ze czasteczki betainy sa wy-
kluczane z powierzchni taricucha gléwnego zaréwno w stanie zwinietym jak i rozwinietym, gdyz
wspolczynnik preferencyjnego oddzialywania I' przyjmuje wartosci mniejsze niz zero. Wyjatek
stanowia czasteczki betainy przeskalowane o czynnik 0.4, dla ktérej wspotczynnik I' przyjmuje
wartodci wieksze niz zero i w zwiazku z tym sa one akumulowane na powierzchni taricucha gtow-
nego. Co ciekawe, im bardziej polarne sa czasteczki betainy (wicksze czastkowe tadunki na ich
atomach, wicksze symulowane momenty dipolowe) tym wartosci wspolezynnikow I' sa bardziej
ujemne, a w zwiazku z tym czasteczki betainy sa bardziej wykluczane z powierzchni tancucha
gléwnego, co szczegdlnie widaé¢ w stanie zdenaturowanym. Z kolei, dla catego bialtka i jego tani-
cuchoéw bocznych, dla niewielkich odleglosci (0.1-0.3 nm) wspotezynnik I' przyjmuje wartosci
dodatnie, co oznacza, ze czasteczki betainy sa akumulowane na powierzchni biatka. Dla wick-
szych odlegtosci od powierzchni biatka (0.3—1.0 nm) wspotczynnik I' przyjmuje wartosci mniejsze
niz zero i w zwigzku z tym czasteczki betainy sa wykluczane z powierzchni biatka. Podobnie, jak
w przypadku tancucha gltéwnego, wyjatkiem sa czasteczki betainy przeskalowane o czynnik 0.4,
gdzie wspotezynnik I' przyjmuje wartosci wieksze niz zero i w zwiazku z tym czasteczki betainy

o niewielkiej polarnosci i akumuluja sie na powierzchni biatka.

Dodatkowo obliczytam lokalne wspoétczynniki podziatlu dla czasteczek betainy o ta-
dunkach przeskalowanych o czynnik w zakresie 0.4-1.6 wzgledem wszystkich rodzajow reszt
aminokwasowych ubikwityny, osobno dla tancuchéw bocznych (Rysunek 5.17) oraz lancucha
glownego (Rysunek 5.18), zar6wno w stanie natywnym jak i zdenaturowanym. Na podstawie
Rysunkéw 5.17 i 5.18 mozna zauwazy¢, ze czasteczki betainy o wiekszych symulowanych momen-
tach dipolowych oddziatuja korzystnie jedynie z fragmentami zasadowymi, dla ktoérych lokalne
wspoétczynniki podziatu przyjmuja wartosci wieksze niz 1.0. Jest to efekt oddzialywania czaste-
czek betainy poprzez grupe karboksylowa z grupami guanidynowymi reszt Arg oraz grupami
aminowymi reszt Lys. Z kolei czasteczki betainy o mniejszych symulowanych momentach dipolo-
wych oddziatujg korzystnie réwniez z niektérymi aminokwasami polarnymi czy hydrofobowymi.
Dodatkowo, mozna zaobserwowa¢ pewne monotoniczne trendy w zachowaniu sie lokalnego wspot-
czynnika podziatu: wraz ze wzrostem czastkowych tadunkow na czasteczkach betainy zmniejsza
sie lokalny wspoélczynnik podziatu dla aminokwaséw hydrofobowych oraz polarnych. Odwrotna
sytuacje obserwujemy w przypadku aminokwaséw zasadowych, gdzie wraz ze wzrostem polarno-
Sci czasteczek betainy zwieksza sie lokalny wspotezynnik podziatu, a co za tym idzie czasteczki

betainy akumulujg sie przy powierzchni fragmentow zasadowych.
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RYSUNEK 5.17: Analiza wykluczania i akumulacji czasteczek osmolitu na powierzchni

biatka. Lokalny wspolezynnik podzialu zostal obliczony dla czasteczek betainy (o tadunkach

przeskalowanych o czynnik zmieniajacy sie w zakresie 0.4-1.6) w odniesieniu do poszczegolnych

tancuchow bocznych wystepujacych na powierzchni ubikwityny. Kolorem czerwonym zaznaczono

aminokwasy kwasowe, niebieskim — zasadowe, zielonym — polarne a pomaranczowym — hydro-

fobowe. Nazwy aminokwasoéw odpowiadajace poszczegbdlnym jednoliterowym skrotom znajduja
sie w Tablicy 5.1.

Dodatkowo, obliczytam radialne funkcje rozkladu czasteczek osmolitu (OGB — atom
tlenu z czasteczki betainy, NGB — atom azotu z czasteczki betainy) wokodl czasteczek wody
(OW — atom tlenu, HW — atom wodoru z czasteczki wody), a takze radialne funkcje rozktadu
czasteczek betainy wzgledem siebie nawzajem (OGB-OGB, NGB-NGB). Radialne funkcje roz-

ktadu charakteryzuja relatywne zmiany gestosci danego typu czasteczek w funkcji odleglosci r
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RYSUNEK 5.18: Analiza wykluczania i akumulacji czasteczek betainy na powierzchni

biatka. Lokalny wspolezynnik podziatu zostal obliczony dla czasteczek betainy (o tadunkach

przeskalowanych o czynnik zmieniajacy sie w zakresie 0.4-1.6) w odniesieniu do elementow

tancucha gltéwnego ubikwityny odpowiadajacych poszczegdlnym rodzajom reszt. Kolorem czer-

wonym zaznaczono aminokwasy kwasowe, niebieskim — zasadowe, zielonym — polarne, poma-

rariczowym — hydrofobowe. Nazwy aminokwaséw odpowiadajace poszczegdlnym jednoliterowym
skrotom znajduja sie w Tablicy 5.1.

od czasteczki odniesienia.

Na Rysunku 5.19a, b widaé, ze wraz ze wzrostem polarnosci czasteczek betainy, cza-
steczki wody sa coraz silniej wiazane przez czasteczki osmolitu. Na Rysunku 5.19¢ przedstawitam

wzajemne oddziatywania czasteczek betainy. Na podstawie tego Rysunku mozna zauwazyé, ze


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rozdzial 5. Wyniki ¢ ich dyskusja 73

a) 9.0
8.0
7.0
OGB-OW
6.0
-
~ 5.0
o
4.0
3.0
2.0
1.0 -
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
r [nm] r [nm]
b) 3.0
— 0.4
— 0.6
2.5 0.8
—_—1.0
NGB-OW NGB-HW — }i
20 —1.6
LSy
=
935
1.0 v\
0.5
03 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
r [nm] r [nm]
c) 3.0
— 0.4
— 0.6
2.5 0.8
—_1.0
OGB-0OGB NGB-NGB — 1.2
2.0 —1.4
—1.6
-
-
=
D15
1.0
0.5
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 0.2 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

r [nm] r [nm]

RysuNEk 5.19: Radialne funkcje rozkladu czasteczek betainy o ré6znych symulowa-
nych momentach dipolowych. Radialne funkcje rozktadu czasteczek betainy byty obliczone
w odniesieniu do: a), b) czasteczek wody, c) innych czasteczek betainy w funkcji odleglosci r,
dla czasteczek betainy o tadunkach przeskalowanych o czynnik 0.4 (r6zowy), 0.6 (czerwony), 0.8
(pomaranczowy), 1.0 (czarny), 1.2 (zielony), 1.4 (niebieski) i 1.6 (fioletowy).

dla czasteczek betainy o wiekszym symulowanym momencie dipolowym (1.2, 1.4, 1.6) maksi-
mum funkeji rozktadu tlen-tlen wystepuje przy odlegtosci 0.4nm, co oznacza, ze $rednio rzecz
biorac, grupy karboksylowe znajduja sic wzgledem siebie w odlegtosci, w ktorej odpychaja sie
elektrostatycznie. U podtoza tego nieco zaskakujacego efektu lezy mostek wodny tworzony po-
miedzy grupami karboksylowymi przez pojedyncza czasteczke wody, co bylo obserwowane takze
wezesniej [86]. Mniej polarne czasteczki betainy (1.0) nie oddzialuja juz tak korzystnie ze soba

poprzez atomy tlenu (OGB-OGB), a maksimum piku przyjmuje wartosci mniejsze niz 1.0. W tym
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RYSUNEK 5.20: Radialne funkcje rozktadu atomoéw tlenu (na lewo) oraz atoméw wodoru (na
prawo) z czasteczki wody w obecnosci rozwinietego lizozymu, obliczone w odniesieniu do atomu:
a) tlenu b) azotu czasteczek betainy z fadunkami czesciowymi przeskalowanymi o wspotezynnik:
1.0 (czarny), 1.2 (czerwony), 1.4 (roézowy), 1.6 (zielony).

zakresie polarnosci czasteczki betainy odpychaja sie wzajemnie najsilniej. Dodatkowo, mozna za-

uwazy¢, ze czasteczki betainy o jeszcze mniejszych symulowanych momentach dipolowych maja

dosy¢ szerokie piki odpowiadajace oddzialywaniom (OGB-OGB). Warto réwniez zauwazy¢, ze

czasteczki betainy o najmniejszym symulowanym momencie dipolowym (0.4 i 0.6) bardzo silnie

oddzialuja z innymi czasteczkami betainy poprzez grupy trimetyloamoniowe (NGB-NGB), a

oddzialywanie to ma charakter hydrofobowy.

Dodatkowo, na podstawie Rysunku 5.20 wida¢, ze w przypadku lizozymu (podobnie jak

dla ubikwityny — Rysunek 5.19a i Rysunek 5.19b), zdolnos¢ wiazania czasteczek wody zwicksza

sie wraz z polarnoscia czasteczek osmolitu a zwickszenie czastkowych tadunkéw na czasteczkach

betainy prowadzi do znaczacej poprawy efektu stabilizujacego czasteczek osmolitu.
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5.3.4 Czy efekt stabilizacyjny jest zwiazany ze zmniejszeniem solwatacji?

Jak juz weze$niej wspomniatam, efekt stabilizacyjny czasteczek osmolitu moze wynikaé
z niekorzystnych bezposrednich oddziatywan czasteczek osmolitu z powierzchnia biatka, prowa-
dzacych do wykluczania czasteczek osmolitu, ale moze mieé¢ réwniez na niego wplyw sposob
hydratacji osmolitu, jego wplyw na hydratacje biatka oraz koniecznosé¢ wykonania pracy prze-
ciwko ci$nieniu osmotycznemu wywieranemu przez czasteczki osmolitu. Aby zatem sprawdzic,
ktory z wymienionych powyzej efektow jest dominujacy, wykonaltam symulacje mechanicznego
rozwijania ubikwityny w obecnoéci czasteczek betainy o réznych symulowanych momentach di-
polowych, w ktorych objetosé wykluczania byta identyczna dla kazdego z osmolitow (atomy C,,
czasteczek betainy utrzymywane byly w w trakcie rozciagania w odlegltosci co najmniej 0.8 nm
od powierzchni biatka). Na Rysunku 5.21 przedstawitam wykresy zaleznosci prac potrzebnych
do rozwiniecia ubikwityny w obecnosci czasteczek betainy przeskalowanych o czynnik w zakresie

0.4-1.6 od promienia bezwladnosci.
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RYSUNEK 5.21: Prace rozwijania ubikwityny w sterowanych symulacjach MD, w tra-

cie ktorych czasteczki betainy byly wykluczone na odleglto$é 0.8 nm od powierzchni

biatka. Praca jest przedstawiona jako funkcje promienia bezwladnosci Ry, dla czasteczek be-

tainy o tadunkach przeskalowanych przez czynnik w zakresie 0.4-1.6. Wykresy wykonane sa dla
predkosci rozciggania 5-10~%nm ps~!. Pokazano paski bledéw.

Na podstawie Rysunku 5.21 wida¢, ze zmienil sie nieco trend w poréwnaniu do prac,
w przypadku gdy objetosci wykluczania réznily sie miedzy soba. Mozna zauwazyé, ze praca
potrzebna do rozwiniecia ubikwityny rosnie wraz ze wzrostem czynnika skalujacego od 0.4 do
1.0, gdzie osiaga najwieksze wartosci, po czym dla bardziej polarnych czasteczek betainy (czynnik

skalujacy 1.2, 1.4 i 1.6) maleje. Koreluje to z wartosciami ci$nienia osmotycznego, co sugeruje,
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ze w tym przypadku praca rozwijania moze w duzym stopniu zalezeé¢ od ci$nienia osmotycznego

wywieranego przez czasteczki osmolitu.
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RYSUNEK 5.22: Liczba wiazan wodorowych miedzy biatkiem a czasteczkami wody w funkcji

Rgyr wyznaczone podczas rozwijania ubikwityny w obecnodci czgsteczek betainy o tadunkach

przeskalowanych o czynnik 0.4 (r6zowy), 0.6 (czerwony), 0.8 (pomarariczowy), 1.0 (czarny), 1.2
(zielony), 1.4 (niebieski) i 1.6 (fioletowy). Pokazano paski btedow.
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RYSUNEK 5.23: Liczba wiazani wodorowych miedzy biatkiem a czasteczkami wody przypadajaca

na powierzchni¢ hydrofilowa w funkcji Ry, wyznaczone podczas rozwijania ubikwityny w obec-

nosci czasteczek betainy o tadunkach przeskalowanych o czynnik 0.4 (r6zowy), 0.6 (czerwony),
0.8 (pomaranczowy), 1.0 (czarny), 1.2 (zielony), 1.4 (niebieski) i 1.6 (fioletowy).

Ze wzgledu na to, ze objetosci wykluczania sa teraz identyczne, prace potrzebne do
rozwiniecia ubikwityny w obecnosci czasteczek betainy zdekomponowalam na wktad pochodzacy
od ci$nieri osmotycznych oraz na wktad pochodzacy od hydratacji biatka. Okazato sie, ze prace

wynikajace z réznych ci$nien osmotycznych stanowia do ok. 30 % calkowitego wktadu do pracy
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potrzebnej do rozwiniecia ubikwityny i sa wprost proporcjonalne do ci$niefi osmotycznych. Z
kolei wktad pracy zwiazany z solwatacja jest wktadem dominujacym. Na Rysunku 5.22 przed-
stawitam wykres zaleznosci liczby wiazann wodorowych miedzy biatkiem a woda w zaleznoéci od
promienia bezwladnosci Ryyr. Na podstawie tego Rysunku mozna zauwazy¢, Ze mniej wigzan
wodorowych tworzy sie miedzy biatkiem a czasteczkami wody w obecnodci czasteczek betainy
o najwiekszych symulowanych momentach dipolowych (1.2-1.6). Z kolei, w obecnosci czaste-
czek betainy o mniejszych symulowanych momentach dipolowych czasteczki wody tworza nieco
wiecej wigzann wodorowych z biatkiem. Réznice w liczbach wiazan wodorowych moga wynikaé z
roznej struktury biatka lub ze zmniejszonej/zwickszonej solwatacji biatka. Aby sprawdzi¢, ktory
efekt ma wpltyw na réznice w liczbie wigzan wodorowych na Rysunku 5.23 przedstawitam liczby
wigzan wodorowych przypadajacych na powierzchnie hydrofilowa. Po pomnozeniu tych liczb
przez Srednig powierzchnie dostepna dla rozpuszczalnika okazato sie, ze roznice w liczbie wig-
zan wodorowych wynikaja ze zmniejszonej hydratacji biatka przez czasteczki betainy o duzych

symulowanych momentach dipolowych.

5.3.5 Podsumowanie

W tej czesci pracy pokazalam w jaki sposéb stabilizacja zalezy od symulowanego
momentu dipolowego czasteczki osmolitu. Dodatkowo, dokonatam walidacji modelu czasteczek

betainy oraz dokonatam dekompozycji efekt stabilizacyjnego.

W celu analizy wplywu czasteczek osmolitu na obliczone prace rozwijania, zbadatam
molekularne uwarunkowania stabilnosci biatek w badanych roztworach. W szczegblnosci, obli-
czytam lokalne wspotczynniki podziatu. Na ich podstawie dokonatam ilosciowej oceny wielkosci
oraz rozmieszczenia przestrzennego wykluczanych i akumulowanych czasteczek osmolitu na po-
wierzchni biatka. Dodatkowo obliczytam réwniez radialne funkcje rozktadu czasteczek osmolitu

wokot czasteczek rozpuszczalnika.

Zaobserwowalam, ze praca potrzebna do rozwiniecia ubikwityny w obecnosci czaste-
czek betainy o tadunkach przeskalowanych o czynnik w zakresie 0.4-1.6 ro$nie wraz ze wzro-
stem czastkowych tadunkéw na atomach czasteczek betainy. Dodatkowo zaobserwowalam, ze
czasteczki betainy o malej polarnosci, matym symulowanym momencie dipolowym (czynnik ska-
lujacy réwny 0.4 1 0.6) destabilizuja biatka. Za$ czasteczki betainy o wiekszych symulowanych
momentach dipolowych, wiekszej polarnosci (czynnik przeskalowania 0.8-1.6) stabilizuja biatka

i efekt jest tym silniejszy im bardziej polarne sg czasteczki betainy.
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Zaobserwowalam, ze czasteczki betainy sa wykluczane z powierzchni ubikwityny, za-
rowno z sasiedztwa tancucha gléwnego, jak i tanicuchéow bocznych. Dodatkowo zauwazytam, ze
im bardziej polarne sg czasteczki betainy tym sa silniej one wykluczane z powierzchni bialtka
(fragmentow polarnych i hydrofobowych). Stwierdzitam takze, ze obojnacze jony betainy gro-
madza, sie w poblizu natadowanych, zasadowych reszt, co daje powody do nieréwnomiernego i
zmiennego rozkladu na powierzchni biatka. Mozna zatem powiedzieé, ze czasteczki betainy —
doéé duze czasteczki z duzym momentem dipolowym — wykazuja dziatanie podobne jak ligand,
tzn. oddzialuja korzystnie ze stosunkowo niewielu miejscami na powierzchni biatka. Obserwo-
wane efektywne wykluczanie czasteczek betainy z powierzchni tancucha gltéwnego przektada sie

na efekt stabilizujacy czasteczek osmolitu.

Pokazalam réwniez, ze wraz ze wzrostem polarnosci czasteczek betainy, czasteczki
wody sa coraz silniej wiazane przez czasteczki osmolitu. Stwierdzitam, ze czasteczki betainy o
matych symulowanych momentach dipolowych (0.4, 0.6 i 0.8) oddzialuja ze soba hydrofobowo,
czasteczki betainy o wiekszych symulowanych momentach dipolowych (1.0) sa silnie hydrato-
wane. Za$ czasteczki betainy o najwiekszych symulowanych momentach dipolowych (1.2, 1.4 i

1.6) oddzialuja ze soba przez wiazania wodorowe mediowane przez jedna czasteczke wody.

Zaobserwowalam, ze prace potrzebne do rozwiniecia ubikwityny, w symulacjach w
ktorych objetosé wykluczania czasteczek osmolitu jest identyczna, sa wprost proporcjonalne
do ci$nienn osmotycznych. Zauwazytam, ze ci$nienie osmotyczne rosnie dla czasteczek betainy
przeskalowanych o czynnik w zakresie 0.4 do 1.0, za$ dla czasteczek betainy bardziej polarnych
1.2-1.6 ci$nienie osmotyczne maleje i w zwigzku z tym zmniejsza sie efekt stabilizujacy zwiazany

z wykluczaniem czasteczek betainy.

Ukazalam, ze model czasteczek betainy przeskalowany o czynnik 1.2 najlepiej odzwier-

ciedla wyniki eksperymentalne dotyczace cisniei osmotycznych oraz wspélczynnikéow T

Pokazatam, ze efekt stabilizacyjny wynika z wykluczania czasteczek osmolitu z po-
wierzchni biatka, ze sposobu hydratacji osmolitu, wptywu osmolitu na hydratacje biatka oraz

wplywu ci$nienia osmotycznego.
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5.4 Wplyw osmolitéw na termiczng stabilno$é biatlek — symula-
cje biatka Trp-cage w roztworach mocznika i betainy metoda

replik temperaturowych (REMD)

5.4.1 Wzrost temperatury przyczyna zwiekszenia wykluczania czasteczek be-
tainy oraz zmniejszenia akumulacji czasteczek mocznika na powierzchni

biatka Trp-cage

Podjetam probe zindentyfikowania molekularnych czynnikéw determinujacych wplyw
osmolitéw na termiczna denaturacje biatka Trp-cage. Na wstepie obliczytam temperaturowa
zalezno$¢ wspoétezynnika preferencyjnego oddziatywania I', ktorego definicje przedstawitam w
Rozdziale 4.3.5. Na Rysunku 5.24 przedstawitam odpowiednie zaleznosci dla 3.5 M roztworu be-
tainy i 5.0 M roztworu mocznika w funkcji odleglosci od powierzchni biatka. Zaleznosci te zostaty
obliczone oddzielnie dla tancucha gléwnego i taricuchdéw bocznych. Dla uktadéw zawierajacych
czasteczki mocznika mozna zauwazy¢, ze wartosé I' jest dodatnia w calym zakresie odlegtosci, co
wskazuje na typowe dla denaturantéw gromadzenie si¢ czasteczek osmolitu na powierzchni biatka
[60]. Ponadto, akumulacja czasteczek mocznika wokot tanicuchow bocznych biatka jest nieznacz-
nie wieksza niz wokot taricucha gtownego, co jest zgodne z wezesniejszymi wynikami [60, 66, 80].
Co istotne, liczba czasteczek mocznika zgromadzonych na powierzchni biatka Trp-cage wyraznie

zmniejsza sie wraz ze wzrostem temperatury.

W przeciwienistwie do roztworéw zawierajacych czasteczki mocznika, na podstawie
ujemnych wartosci I' uzyskanych dla roztworéw betainy widaé, ze czasteczki tego osmolitu sa
efektywnie wykluczane z powierzchni biatka Trp-cage, przy czym wykluczanie jest najbardziej
widoczne w bezposrednim sasiedztwie tancuchéw bocznych (I' = —3.5 dlar = 0.4nm). Uzyskane
przeze mnie wyniki sg zgodne z wspotczynnikami preferencyjnego oddziatywania I' uzyskanymi z
pomiaréw osmometrycznych [55, 78|, ktore ukazuja wykluczanie osmolitéw stabilizujacych z po-
wierzchni biatka. Mozna réwniez zauwazy¢, ze liczba czasteczek betainy obecnych na powierzchni
biatka zmniejsza sic wraz ze wzrostem temperatury, co sugeruje, ze obserwowany wzrost stabiliza-
c¢ji biatka wraz ze wzrostem temperatury wywoltany obecnoscia czasteczek betainy moze wynika z
ich silniejszego wykluczania z powierzchni Trp-cage. Jak wspominatam, jest to zgodne z szeroko

akceptowanym mechanizmem dzialania osmolitow stabilizujacych [46-48, 52].
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RYSUNEK 5.24: Wspolezynnik preferencyjnego oddzialywania (T') obliczony dla 5.0 M roztworu
mocznika oraz 3.5 M roztworu betainy w odniesieniu do powierzchni biatka (osobno laricucha
glownego i taiicuchéw bocznych) w funkeji temperatury i odlegtosci od powierzchni biatka.

5.4.2 Entalpowa sila napedowa dla asocjacji czasteczek mocznika i betainy
do powierzchni bialka Trp-cage zmniejsza sie wraz ze wzrostem tem-

peratury

Aby zrozumieé¢ dlaczego wzrost temperatury powoduje zwiekszenie wykluczania cza-
steczek betainy oraz zmniejszenie akumulacji czasteczek mocznika na powierzchni biatka obli-
czytam, w jaki sposéb profile entalpii swobodnej dla asocjacji obydwu osmolitéw do powierzchni
bialtka Trp-cage zaleza od temperatury. Na Rysunku 5.25A ukazatam odpowiednie profile entalpii
swobodnej, obliczone jako AG(r,T) = —kT Ing(r,T), gdzie g(r,T') jest funkcja rozktadu radial-
nego miedzy czasteczkami osmolitu a powierzchnia biatka Trp-cage (z ang. minimum-distance
distribution function) w funkcji temperatury 7'. Nastepnie, na Rysunku 5.25BC, profile entalpii
swobodnej zostaly zdekomponowane na wktady entalpowe (AH) oraz entropowe (—TAS), co

szczegotowo opisalam w Rozdziale 4.2.4.

Widoczne na Rysunku 5.25A minimum energii swobodnej dla mocznika w zakresie 0.2—
0.4nm wskazuje na akumulacje czasteczek tego osmolitu na powierzchni biatka. Wida¢ takze,
ze gleboko$é¢ tego minimum zmniejsza sie wraz ze wzrostem temperatury, co potwierdza, ze

asocjacja czagsteczek mocznika z powierzchnig biatka Trp-cage jest mniej korzystna w wyzszych
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RyYSUNEK 5.25: Termodynamiczna charakterystyka oddzialywan miedzy czasteczkami osmo-

litu a powierzchnig biatka Trp-cage. A, Temperaturowa zalezno$¢ profili entalpii swobodnej (w

kJ/mol) dla asocjacji czasteczek osmolitu do powierzchni biatka Trp-cage w 5.0 M roztworze

mocznika i 3.5 M roztworze betainy. BC, Entalpowe (AH) oraz entropowe (—TAS) wklady do
profili entalpii swobodnej pokazanych na panelu A.

temperaturach. Podobnie, dla uktadu zawierajacego czasteczki betainy, entalpia swobodna aso-
cjacji, ktora jest niekorzystna juz w 300 K, staje sie jeszcze bardziej dodatnia wraz ze wzrostem
temperatury, co po raz kolejny wskazuje, ze wzrost temperatury powoduje zwiekszenie wyklu-

czania czasteczek tego osmolitu z powierzchni biatka.

Wktad entalpowy do profili entalpii swobodnej (Rysunku 5.25B) pokazuje, ze entalpia
asocjacji czasteczek mocznika z powierzchnia biatka (do odleglosci 0.4 nm) przyjmuje wartosci
ujemne w calym zakresie badanych temperatur, zmieniajac sie od wartosci AH = —2.1kJ/mol
w temperaturze T = 300K do wartosci AH = —0.4kJ/mol w temperaturze T = 510K. Po-
niewaz odpowiadajacy wklad entropowy (Rysunek 5.25C) jest niekorzystny, ale nie na tyle by
przezwyciezy¢ korzystny wktad entalpowy [28, 60, 143] mozna wywnioskowaé, ze obserwowana
akumulacja czgsteczek mocznika na powierzchni biatka jest napedzana entalpowo. Warto podkre-

sli¢, ze korzy$¢ entalpowa maleje wraz ze wzrostem temperatury, co sugeruje, ze zmniejszajaca
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sie w tym samym czasie akumulacja czasteczek mocznika wynika z ich coraz stabszych od-
dzialywari z biatkiem. Rzeczywiscie, na Rysunku 5.26 pokazatam, ze obserwowanemu spadkowi
entalpii asocjacji towarzyszy znaczny spadek liczby wiazan wodorowych pomiedzy czasteczkami
mocznika a taiicuchem gtéwnym i taficuchami bocznymi biatka. Ustalitam, ze wraz ze wzrostem
temperatury od 300 do 510 K zrywaniu ulega 13 i 18 % wigzan wodorowych mocznik-biatko,
odpowiednio, dla tanicucha gtéwnego i taricuchéw bocznymi biatka. Mniejszy spadek liczby wig-
zan w pierwszym przypadku wynika z wyraznej preferencji czasteczek mocznika do tworzenia
wigzan wodorowych z grupami amidowymi tancucha gtéwnego biatka, ktore stajg sie bardziej
eksponowane podczas termicznego rozwiniecia biatka. Na Rysunkach 5.27 i 5.28 ukazatam, ze
w wyzszych temperaturach ostabieniu ulegaja takze oddzialywania elektrostatyczne miedzy cza-
steczkami mocznika a taricuchem gléwnym i tanicuchami bocznymi (odpowiednio, o 18 i 15 %),

jak rowniez oddzialywania van der Waalsa (odpowiednio, o 101 13 %).

Na Rysunku 5.25B pokazatam, ze entalpowa sila napedzajaca asocjacje betainy z po-
wierzchnia biatka Trp-cage jest wyraznie stabsza niz w przypadku czasteczek mocznika. Jednak,
w niskich temperaturach, asocjacja ta jest rowniez marginalnie korzystna entalpowo. Dodatkowo,
na podstawie Rysunku 5.25BC mozna zauwazy¢ dwa wyrazne minima o réwnej gtebokosci, wez-
sze przy 0.3nm i szersze przy 0.5-0.6nm. Na podstawie danych symulacyjnych wida¢, ze mi-
nima odpowiadaja dwoém preferencyjnym orientacjom czasteczek betainy wzgledem powierzchni
biatka: pierwsze minimum odpowiada kontaktowi przez grupe COO™ betainy, zas drugie przez
grupe aminows. Ze wzgledu na fakt, ze nawet w niskich temperaturach, entalpia asocjacji czg-
steczek osmolitu z powierzchnia biatka jest niewielka (> —0.4 kJ/mol), mozna twierdzi¢, ze
obserwowane efektywne odpychanie czasteczek betainy z powierzchni biatka jest zdominowane
przez niekorzystny entropowy wklad (az do 2.5 kJ/mol). Obserwacja ta jest zgodna ze sterycz-

nym modelem wykluczania czasteczek osmolitu z powierzchni biatka [85].

Na podstawie Rysunku 5.25B mozna ponadto stwierdzi¢, ze obserwowane przeze mnie
zwickszone wykluczanie czasteczek betainy z powierzchni biatka w wyzszych temperaturach jest
spowodowane stosunkowo szybkim wzrostem wktadu entalpowego wraz z temperatura. Ponie-
waz czynnik entropowy (Rysunek 5.25C) w tym samym czasie staje sie korzystniejszy, mozna
wywnioskowaé, ze za zwiekszajace sie wykluczanie czasteczek betainy z powierzchni biatka Trp-
cage odpowiada wktad entalpowy. Podobnie, jak w przypadku uktadu zawierajacego czasteczki
mocznika, obserwowany wzrost AH wynika prawdopodobnie ze zmniejszajgcej sie liczby wigzan
wodorowych pomiedzy czasteczkami betainy a tanicuchami bocznymi biatka. Rzeczywiscie, na
podstawie Rysunku 5.26 mozna zauwazy¢, ze catkowita liczba wiazari wodorowych miedzy cza-

steczkami betainy a biatkiem zmniejsza si¢ 0 6 %, co jest glownie spowodowane spadkiem liczby
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RYSUNEK 5.26: Zaleznosé¢ liczby wiazani wodorowych miedzy czasteczkami osmolitu (mocznik

lub betaina) a powierzchnia biatka Trp-cage (taricuch glowny lub taricuchy boczne) od tem-

peratury w przeliczeniu na pojedyncza czasteczke osmolitu w pierwszej sferze solwatacyjnej

(tj. bedacych w kontakcie z biatkiem) w danej temperaturze. Pokazano paski odchylen standar-
dowych.

wigzan pomiedzy taricuchem bocznym bialtka a czasteczkami betainy (od 0.6 do 0.52 wiazania na
jedna czasteczke osmolitu wraz ze wzrostem temperatury od 300 do 510 K). Co ciekawe, liczba
wigzan wodorowych miedzy czagsteczkami betainy a tanicuchem gtéwnym nieznacznie zwieksza
sie wraz ze wzrostem temperatury (od 0.09 do 0.12 wiazan na czasteczke osmolitu), co wynika
ze zwickszajacej sie ekspozycji taricucha w trakcie termicznej denaturacji. Jednak efekt ten jest
znikomy w poréwnaniu do zmniejszajacej sie liczby wigzan wodorowych pomiedzy czasteczkami
betainy a tancuchami bocznymi w biatku. Dodatkowo, na podstawie analizy energii oddzialywan
elektrostatycznych oraz van der Waalsa (Rysunki 5.27 1 5.27), mozna zauwazy¢, ze oddziatywa-
nia elektrostatyczne miedzy czasteczkami betainy a taricuchem gtéwnym i taricuchami bocznymi
bialtka ulegaja ostabieniu (odpowiednio, o 171 8 %), podobnie jak oddzialywania van der Waalsa

(odpowiednio o0 91 6%), co wskazuje, Ze asocjacja czasteczek betainy do powierzchni tancuchow
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RYSUNEK 5.27: Zalezno$¢ energii oddziatywan elektrostatycznych miedzy czasteczkami osmo-
litu (mocznik lub betaina) a powierzchnia biatka Trp-cage (fanicuch gtéwny lub taiicuchy boczne)
od temperatury w przeliczeniu na pojedyncza czasteczke osmolitu w pierwszej sferze solwata-
cyjnej (tj. bedacych w kontakcie z biatkiem) w danej temperaturze. Pokazano paski odchylen
standardowych.

gtownych i bocznych biatka jest mniej energetycznie korzystna w wyzszych temperaturach.

5.4.3 Slabsze oddzialywania bialko-osmolit w wyzszych temperaturach sa

odpowiedzialne za zmniejszong akumulacje czasteczek osmolitu na po-

wierzchni bialtka

W celu doktadniejszego zbadania molekularnych czynnikéw wplywajacych na zmniej-

wierzchnig biatka dla pieciu réznych temperatur.

szenie akumulacji czasteczek mocznika i zwickszenie wykluczania czasteczek betainy z powierzchni
biatka Trp-cage wraz ze wzrostem temperatury zdekomponowatam wartosci entalpii asocjacji
osmolitow na wkltady pochodzace od poszczegdlnych sktadnikoéw uktadu poprzez usrednienie
odpowiednich energii oddziatywan wzdluz trajektorii w kazdej badanej temperaturze. Na Ry-

sunku 5.29 wkltady te pokazalam w funkcji odlegtosci pomiedzy czasteczkami osmolitu a po-


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rozdzial 5. Wyniki ¢ ich dyskusja 85

MOCZNIK BETAINA
-3.7 7.0
-3.9 -7.2
S 41 S -1.4
£ £
~ =
F 4.3 T 76
-4.5 7.8
t.gtéwny t.gtéwny
300 342 384 426 468 510 300 342 384 426 468 510
Temperatura [K] Temperatura [K]
-5.4 -8.2
-5.6
-8.4
-5.8
3 S .
£ 6.0 H 8.6
) X
o 6.2 uT -8.8
-6.4
-9.0
-6.6
t.boczne t.boczne
300 342 384 426 468 510 300 342 384 426 468 510
Temperatura [K] Temperatura [K]

RYSUNEK 5.28: Zalezno$é energii oddziatywan van der Waalsa miedzy czasteczkami osmolitu

(mocznik lub betaina) a powierzchnia biatka Trp-cage (laricuch gtéwny lub taricuchy boczne)

od temperatury w przeliczeniu na pojedyncza czasteczke osmolitu w pierwszej sferze solwata-

cyjnej (tj. bedacych w kontakcie z biatkiem) w danej temperaturze. Pokazano paski odchylen
standardowych.

mocznik betaina

biatko-osmolit 4.0 8.0
woda-osmolit —4.0 —2.0
osmolit-osmolit 0.1 —-3.2
woda-woda oraz biatko-woda —0.8 —2.0

TABLICA 5.3: Zmiany wkladéw do entalpii asocjacji czasteczek osmolitu z powierzchnig biatka
Trp-cage (AAH w kJ/mol) w odpowiedzi na wzrost temperatury od 300 do 510 K.

Na podstawie Rysunku 5.29 mozna zauwazy¢, ze wartosci entalpii asocjacji (AH, czarne
krzywe) sa wynikiem kompensacji duzych wkltadéw o przeciwnych znakach. Co interesujace, dla
obu roztworéw osmolitéw asocjacja czasteczek osmolitu do powierzchni biatka Trp-cage jest
korzystna entalpowo ze wzgledu na przyciagajace oddziatywania bialko-osmolit. Ponadto, te
korzystne oddzialywania sa niemal catkowicie kompensowane przez utrate oddzialywan miedzy

osmolitem a woda, jak réwniez pomiedzy biatkiem a woda.

Na podstawie Rysunku 5.29 oraz Tablicy 5.3 widaé, ze wraz ze wzrostem temperatury
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RYSUNEK 5.29: Dekompozycja zmian entalpii asocjacji czasteczek mocznika i betainy z po-
wierzchnia biatka Trp-cage (AH) na poszczegdlne wktady: biatko-osmolit, biatko-woda, woda-
osmolit, osmolit-osmolit oraz woda-woda.

od 300 do 510K wklad biatko-osmolit do AAH staje sie znacznie mniej korzystny (o 4.0 i
8.0kJ/mol, odpowiednio, dla roztworéw mocznika i betainy. Poniewaz w tym samym czasie inne
wklady entalpowe wyraznie maleja (odpowiednio, o —4.6 i —7.2 kJ/mol) mozna wywnioskowac,
ze zmniejszona akumulacja czasteczek mocznika i zwickszone wykluczanie czasteczek betainy w

wyzszych temperaturach wynika z ich stabszego oddziatywania z powierzchnig biatka.

5.4.4 Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych symulacji zaobserwowalam, ze destabilizujacy wplyw
mocznika wynika z jego entalpowo sterowanej akumulacji na powierzchni biatka. Dodatkowo,
okazalo sie, ze akumulacja czasteczek mocznika na powierzchni biatka zmniejsza sie wraz ze
wzrostem temperatury ze wzgledu na stabsze oddzialywanie z biatkiem. Spadek energii oddzia-
tywania w wyzszych temperaturach wynika ze zmniejszajacej sie liczby wiazan wodorowych oraz
energii oddziatywan elektrostatycznych oraz van der Waalsa pomiedzy czasteczkami osmolitu a

biatkiem, w szczeg6lnosci z tanicuchami bocznymi.

Okazalo sie, ze dziatanie protekcyjne betainy przed termiczna denaturacja wynika z
jej wykluczania z powierzchni biatka. Co interesujace, efekt ten zwieksza sie wraz ze wzrostem
temperatury. Na podstawie analizy termodynamicznej pokazatam, ze w niskich temperaturach,
wktad entropowy jest na tyle niekorzystny, ze dominuje nad korzystng entalpig zas spadek energii
oddziatywania w wyzszych temperaturach wynika ze zmniejszajacej sie liczby wiazan wodoro-

wych oraz energii oddziatywan van der Waalsa pomiedzy czasteczkami osmolitu a biatkiem.
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5.5 Czy istnieje szansa wyznaczenia parametru charakteryzuja-
cego wplyw wybranych osmolitéw na réwnowage konforma-
cyjna bialka dla zadanej sekwencji aminokwasowej w oparciu

o sumowanie wkltadéw elementarnych?

Najpowszechniej akceptowany model dzialania osmolitéw na biatka zaktada, ze u pod-
toza efektu stabilizujacego lub destabilizujacego lezy, odpowiednio, wykluczanie lub akumulo-
wanie osmolitu na powierzchni biatka |23, 65-67]. Poniewaz denaturacji biatka na ogot towarzy-
szy zwickszanie jego powierzchni eksponowanej na rozpuszczalnik, niekorzystne oddzialywanie z
osmolitami stabilizujacymi prowadzi do powstania efektywnej sity przeciwdziatajacej rozwijaniu.
I odwrotnie, jesli czasteczki osmolitu oddziatluja z powierzchnig biatka korzystnie, rownowaga
konformacyjna przesuwa si¢ w kierunku formy rozwinietej. llosciowo mozna te zaleznosci wyrazié
nastepujaco:

e TN (5.3)

dc My

gdzie: AAG to zmiana entalpii swobodnej towarzyszacej faldowaniu biatka pod wplywem do-
dania osmolitu o stezeniu ¢, m,, to molalno$é¢ czystej wody, zas Al'y, to roznica wspodltczynnika
preferencyjnej hydratacji pomiedzy stanem natywnym a stanem rozwinietym [136]. Ta ostatnia
wielko$¢ przyjmuje wartosci ujemne dla osmolitow wykluczanych z powierzchni (nadmiar wody
w sasiedztwie biatka jest wyzszy w stanie wiekszej powierzchni kontaktu z rozpuszczalnikiem)
i w konsekwencji entalpia swobodna zwijania przyjmuje wartosci bardziej ujemne a réwnowaga
konformacyjna biatka przesuwa sie w kierunku stanu natywnego. Z odwrotnym efektem mamy
do czynienia w przypadku osmolitow akumulowanych na powierzchni biatka. Poniewaz stwier-
dzono do$wiadczalnie, ze pochodna w Rownaniu (5.3) jest czesto stala w szerokim zakresie stezen

osmolitu, okresla sie ja zwykle jako tzw. parametr m (ang. m-value) [136, 144, 145].

Ze wzgledu na to, ze preferencja do oddziatywania z powierzchnia biatka, zwlaszcza
w przypadku wykluczania, jest silnie zalezna od typu aminokwasu, prowadzac do heteroge-
nicznego rozktadu osmolitéow wokét biatka oraz do zréznicowanej czultosci biatek na dzialanie
osmolitéw, podjelam prébe opracowania modelu teoretycznego pozwalajacego na przewidywa-
nie dla zadanej sekwencji aminokwasowej parametru m, charakteryzujacego wptyw wybranych
osmolitéw na rownowage konformacyjna biatka. W celu skonstruowania i przetestowania tego
modelu, w pierwszej kolejnosci wyznaczytam wklady do wspotczynnika preferencyjnego odziaty-

wania dla dwudziestu reszt aminokwasowych wystepujacych w obrebie modelowanych, w petni
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RYSUNEK 5.30: Wspolcezynniki preferencyjnego oddziatywania (I') obliczone dla taricucha gtow-

nego i tancucha bocznego wszystkich reszt aminokwasowych w modelowych heptapeptydow w

obecnosci 5.0 M roztworu mocznika oraz 2.5 M roztworu TMAO w funkcji odlegtosci od po-

wierzchni heptapeptydu. Nazwy aminokwaséw odpowiadajace poszczegblnym 3-literowym skro-
tom znajduja sie w Tablicy 5.1

hydratowanych heptapeptydéw, symulowanych w obecnosci TMAO (jako przykladu osmolitu
stabilizujacego) oraz mocznika (jako przyktadu osmolitu destabilizujacego). Na Rysunku 5.30
pokazatam uzyskane profile I' pochodzace od poszczegdlnych elementéow strukturalnych biatek:
dwadziescia réznych laricuchéw bocznych oraz dwadzieécia elementéw szkieletu peptydowego

(odpowiadajacych réznym resztom).

Na podstawie Rysunku 5.30 mozna zauwazy¢, ze w przypadku mocznika wspotczyn-
niki I' sa, ogodlnie rzecz biorac, nieco bardziej dodatnie dla elementéw tanicucha gtéwnego niz dla
tanicuchow bocznych, co odzwierciedla obserwowang przeze mnie wcze$niej preferencje mocznika
do oddzialywania ze szkieletem biatka. Dodatkowo mozna zauwazy¢, ze czasteczki mocznika naj-
chetniej gromadza sie w sasiedztwie reszt tryptofanu a nieco mniej w sasiedztwie reszt tyrozyny,
cysteiny i argininy. Na Rysunku 5.30 wida¢ réwniez, ze najmniej korzystnie mocznik oddzia-
luje z aminokwasami kwasowymi. Z kolei, wspotczynniki I dla asocjacji czasteczek TMAO z
resztami aminokwasowymi przyjmuja w wickszosci przypadkéw wartosci mniejsze niz zero, co
oznacza, ze czasteczki TMAO sa wykluczane z powierzchni praktycznie wszystkich elementow

strukturalnych wystepujacych na powierzchni biatka.
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RYSUNEK 5.31: Wspotezynniki preferencyjnego oddziatywania (T') obliczone dla taricucha glow-
nego i taricuchow bocznych lizozymu, ubikwityny (ubq) oraz peptydu trp-zip w 5.0 M roztworze
mocznika oraz 2.5 M roztworze TMAO w funkcji odlegtosci od powierzchni biatka.

Na Rysunku 5.30 widaé, ze czasteczki TMAO sg silnie wykluczane z sasiedztwa grup
aminowych tanicucha gltéwnego, w duzej mierze niezaleznie od rodzaju tancucha bocznego, jak
nalezalo sie tego spodziewac. Z kolei sposrod wszystkich wszystkich tanuchéw bocznych TMAO

wykluczone jest najbardziej z otoczenia aromatycznych reszt tryptofanu i fenyloalaniny a nieco
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mniej z sasiedztwa reszt glutaminianu, metioniny, proliny, izoleucyny, leucyny, glutaminy, tyro-
zyny i histydyny. Wyjatek stanowia reszty argininy, wokot ktorych niewielka akumulacje czaste-

czek osmolitu (I' > 0), zgodnie z tym, co obserwowalam wczesniej dla lizozymu.

Nastepnie, wyznaczytam wspotczynniki preferencyjnego oddzialtywania (I') dla wybra-
nych modelowych biatek (lizozymu, ubikwityny oraz peptydu trp-zip), zaréwno w stanie natyw-
nym jak i zdenaturowanym, co pokazalam na Rysunku 5.31. W celu przetestowania zatozenia
o addytywnosci AI' dla wybranych modelowych bialek, wyznaczytam réwniez zmiany ekspozy-
¢ji poszczegblnych aminokwaséw na rozpuszczalnik pod wplywem rozwijania. Zmiany te wraz z
wktadami do I' od poszczegolnych elementéw strukturalnych postuzyly mi do oszacowania AT
przy zalozeniu addytywnosci (szczegdtowy opis procedury znajduje sie w rozdziale 4.2.5). Uzy-
skane w ten sposob oszacowania poréwnaltam z wartosciami AI" obliczonymi dla petnych struktur

bialek bezposrednio na podstawie przeprowadzonych symulacji (Rysunek 5.31 i Tablica 5.4).

Nazwa bialka TMAO-bb TMAO-sc mocznik-bb mocznik-sc

Lizozym —0.85 (—0.20) —0.83 (—0.02) 859 (13.2) 8.1 (11.0)
Ubikwityna ~ —0.93 (—0.55) —1.03 (—0.36)  7.84 (6.00)  7.35 (4.90)
Trpzip —0.69 (—0.29) —0.79 (—0.30)  8.81 (1.15)  8.26 (0.75)

TABLICA 5.4: Obliczone wartosci AT dla oddzialywan miedzy czasteczkami osmolitu (mocznik,

TMAO) oraz powierzchnig bialek (laricuchami gléwnymi-bb, laicuchami bocznymi-sc) przy

zalozeniu addytywnosci poszczegdlnych wkladow. W nawiasie podano wartos$ci wyznaczone bez-
posrednio dla trzech bialek na podstawie symulacji w ich stanie zwinietym i rozwinietym.

Na podstawie uzyskanych przeze mnie wynikéw mozna zauwazy¢, ze wartosci AL, ktore
obliczytam dla pelnych struktur biatek bezposrednio na podstawie przeprowadzonych przeze
mnie symulacji wyraznie r6znig od wartosci AT, ktére wyznaczytam przez zsumowanie wktadow
od poszczegdlnych elementéw strukturalnych przy zatozeniu addytywnosci. O ile znaki prze-
widywanych AI zgadzaja sie z uzyskanymi z bezposrednich obliczen, czyli model poprawnie
przewiduje stabilizacje lub destabilizacje, to stopieri przesuniecia réwnowagi nie jest oddany wy-
starczajaco doktadnie, w szczegdlnosci dla TMAOQO. Oznacza, to ze dziatanie osmolitéw na biatko
nie ma charakteru addytywnego i nie moze by¢ przewidziane przez sumowanie lokalnych wktadéow
do ATI'. Poprawny model wymagalby uwzglednienia co najmniej parowych korelacji pomiedzy

resztami.

Dodatkowo, zbadatam molekularne podtoze obserwowanego wykluczania lub akumu-
lacji osmolitéw w bezposrednim sasiedztwie poszczegdlnych elementéw strukturalnych obecnych
na powierzchni biatka. W tym celu, na podstawie odpowiednich radialnych funkcji rozktadu, wy-
znaczytam profile entalpii swobodnej dla asocjacji czasteczek osmolitow (TMAO oraz mocznika)

z dwudziestoma typami tancuchéw bocznych oraz z odpowiadajacymi im elementami szkieletu
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peptydowego. Co wiecej, powtdrzenie symulacji dla kilku innych temperatur pozwolito mi na-
stepnie na zdekomponowanie tych profili na wktady entalpowe i entropowe w oparciu o zaleznosé
entalpii swobodnej od temperatury. Na Rysunku 5.32 i Rysunku 5.33 pokazalam wyznaczone
profile dla asocjacji, odpowiednio, czgsteczek TMAO i mocznka z poszczegdlnymi elementami

strukturalnymi wystepujacymi na powierzchni biatek.

Minima entalpii swobodnej w ok. 0.3 nm dla mocznika na Rysunku 5.33 wskazuja na
akumulacje czasteczek osmolitu w sasiedztwie reszt kazdego aminokwasu. Najgltebsze minimum
zaobserwowalam dla asocjacji czasteczek mocznika w sasiedztwie reszt aminokwasow zasado-
wych (lizyn i arginin). Z drugiej strony, dla TMAO (Rysunek 5.32) minima sa bardzo plytkie
(~1.0kJ/mol) i odsuniete od powierzchni reszt, co przy wzieciu pod uwage wktadu translacyjnego
do entropii promujacego dysocjacje, wskazuje na wykluczanie czasteczek TMAQO z powierzchni

biatek, z wyjatkiem reszt zasadowych, tak jak to obserwowalam wczesniej.

Na podstawie dekompozycji profili entalpii swobodnej ukazanej na Rysunku 5.33 mozna
zauwazy¢, ze entalpia asocjacji czasteczek mocznika w sasiedztwie reszt kazdego peptydu przyj-
muje wartosci ujemne, co oznacza, ze akumulacja czasteczek mocznika w sasiedztwie wszystkich
badanych aminokwasow jest napedzana entalpowo. Z drugiej strony, dla TMAO (Rysunek 5.32),
entalpia asocjacji tych czasteczek osmolitu przyjmuje wartosci dodatnie, co oznacza, ze wyklu-
czanie czasteczek TMAO z powierzchni badanych aminokwaséw, z wyjatkiem reszt zasadowych
(arginin i lizyn) oraz aminokwaséw zawierajacych grupy hydroksylowe (seryny, treoniny i tyro-
zyny), ma takze podloze entalpowe, prawdopodobnie zwiazane z silna solwatacja osmolitu. Co
ciekawe, w przypadku reszt aminokwasow, z ktérych czasteczki TMAO sy wykluczane zaobser-
wowalam pojawienie sie minimum w ok. 0.4—0.5 nm, co oznacza, ze czasteczki TMAO oddzialuja
korzystnie z tymi resztami aminokwaséw za posrednictwem czasteczek wody, co takze potwier-
dza hipoteze o duzym koszcie desolwatacji towarzyszacym bezposredniej asocjacji z powierzchnig

bialka.

5.5.1 Podsumowanie

Uzyskany szczegotowy opis energetyki preferencyjnego oddzialywania pomiedzy osmo-
litami a biatkiem pozwolil mi na zaproponowanie, ze akumulacja czasteczek mocznika ma charak-
ter entalpowy, za$ wykluczanie czasteczek TMAQO ma charakter zalezny od rodzaju aminokwasu

(albo entalpowy albo entropowy).
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Ukazatam takze, ze dziatanie osmolitéw na biatko nie ma charakteru addytywnego i
nie moze by¢ przewidziane przez sumowanie lokalnych wktadéw do AI" obliczonych dla poszcze-
gbélnych rodzajow reszt aminokwasowych. Nie wszystkie wnioski wysnute w oparciu o metode
osmometryczna [57, 73, 75, 76, 78| musza by¢ zatem poprawne. Mozna natomiast spodziewac
sie, ze model bedzie dziatal poprawnie gdy zostanie rozbudowany o korelacje miedzy wktadami

wynikajacymi z wplywu sasiednich aminokwaséw.
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RYSUNEK 5.32: Charakterystyka termodynamiczna oddzialywania miedzy biatkiem a czastecz-
kami TMAOQ: profile entalpii swobodnej (AG), entalpii (AH) oraz entropii (—T'AS) dla asocja-
cji czasteczek TMAO z poszczegdlnych resztami aminokwasowymi wyaznaczone na podstawie
symulacji modelowych heptapeptydoéw. Nazwy aminokwaséw odpowiadajace poszczegdlnym 3-
literowym skrotom znajduja sie w Tablicy 5.1.
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RyYSuNEK 5.33: Charakterystyka termodynamiczna oddzialywania miedzy biatkiem a czastecz-

kami mocznika: profile entalpii swobodnej (AG), entalpii (AH) oraz entropii (—T'AS) dla aso-

cjacji czasteczek mocznika z poszczegolnych resztami aminokwasowymi wyaznaczone na podsta-

wie symulacji modelowych heptapeptydow. Nazwy aminokwasow odpowiadajace poszczegdlnym
3-literowym skrotom znajduja sie w Tablicy 5.1.
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PODSUMOWANIE

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawitam wyniki badan dotyczacych réznych
aspektéw oddziatywan miedzyczasteczkowych pomiedzy rozpuszczalnikiem i substancja rozpusz-
czona w wodnych roztworach zwigzkéw o biologicznym znaczeniu. W badaniach wykorzystatam
metode dynamiki molekularnej, ktéra umozliwia opis zachowania ukladu bezposrednio na po-

ziomie molekularnym.

7 analizy otrzymanych rezultatéw wynika, ze odtworzytam efekt stabilizujacy betainy
oraz destabilizujacy mocznika, obserwujac odpowiednio wzrost i spadek mierzonej pracy rozwi-
jania biatek. Okazalo sie, ze czgsteczki mocznika korzystnie oddziatujg ze wszystkimi rodzajami
aminokwaséw na powierzchni biatka poprzez wiazania wodorowe z grupami aminowymi i kar-
bonylowymi szkieletu peptydowego, jak réowniez poprzez oddzialywania dyspersyjne, gtéwnie
z niepolarnymi tancuchami bocznymi. W efekcie, mocznik poprzez entalpowa stabilizacje stanu
rozwinietego i ostabienie efektu hydrofobowego promuje rozwijanie biatka. W przypadku roztwo-
réw betainy zaobserwowano wykluczanie czasteczek osmolitu z powierzchni biatka, w szczeg6l-
nosci z tancucha gléwnego i hydrofobowych tancuchéw bocznych. Czasteczki betainy gromadza
sie natomiast w poblizu reszt zasadowych, dajac silnie nierdbwnomierny rozktad osmolitu na po-
wierzchni biatka. Na podstawie analiz energetycznych zaobserwowano, ze wykluczanie betainy
z powierzchni bialka wynika gléwnie z braku korzystnych miejsc akceptorowych. Nalezy do-
daé, ze silne wigzanie wody przez betaine wplywa na zmniejszong zdolnosé czasteczek wody do

solwatowania bialka w obecnosci osmolitu.

W wyniku analizy rezultatéw otrzymanych dla TMAO i proliny okazato sie, ze osmo-

lity stabilizujace moga oddzialtywaé¢ bezposrednio z powierzchnia biatka gléwnie przez grupe
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karboksylowa (prolina) lub moga by¢ preferencyjnie wykluczane z powierzchni biatka, a wszel-
kie mozliwe oddzialywania miedzy biatkiem a osmolitem maja charakter posredni w ktérym
uczestnicza czasteczki wody (TMAO). Wida¢ zatem, ze chociaz prolina i TMAO sa osmolitami
stabilizujacymi, to mechanizm stabilizacji nie zawsze wynika wprost z preferencyjnego wyklu-

czania czasteczek osmolitu z powierzchni biatka.

Pokazatam, ze czasteczki betainy o malym symulowanym momencie dipolowym de-
stabilizuja biatka, za$ czasteczki betainy o wiekszych symulowanych momentach dipolowych
stabilizujg biatka i efekt jest tym silniejszy, im czasteczki betainy maja wiekszy symulowany
moment dipolowy. Okazalo sie, ze im czasteczki betainy maja wieksze symulowane momenty di-
polowe tym sa silniej wykluczane z powierzchni biatka (fragmentéw polarnych i hydrofobowych)
oraz silniej akumulowane w okolicach fragmentéw zasadowych. Pokazatam réwniez, ze wraz ze
wzrostem symulowanego momentu dipolowego czasteczek betainy, czasteczki wody coraz silniej
oddziatujg z czasteczkami osmolitu. Stwierdzitam, ze czasteczki betainy o matych symulowa-
nych momentach dipolowych oddziatuja ze soba hydrofobowo, czasteczki betainy o wiekszych
symulowanych momentach dipolowych sa silnie hydratowane, zas czasteczki betainy o najwick-
szych symulowanych momentach dipolowych oddzialuja ze soba przez wiazaniania wodorowe z
jedng czasteczka wody. Okazalto sie, ze efekt stabilizacyjny czasteczek osmolitu zalezy od spo-
sobu hydratacji osmolitu, wplywu osmolitu na hydratacje biatka oraz koniecznosci wykonania
pracy przeciwko cisnieniu osmotycznemu, wynikajacego z obecnosci czasteczek osmolitu. Poka-
zatam réwniez, ze model czasteczek betainy przeskalowany o czynnik 1.2 najlepiej odzwierciedla

wyniki eksperymentalne.

7 analizy wynikéw ukazujacych wplyw temperatury na stabilnos¢ biatek wynika, ze
mocznik destabilizuje Trp-cage w wyniku entalpowej akumulacji na powierzchni biatka a dziata-
nie stabilizujace betainy wynika z jej wykluczania z powierzchni biatka. Dodatkowo, akumulacja
czasteczek mocznika zmniejsza sie a wykluczanie czasteczek betainy z powierzchni biatka zwick-
sza sie wraz ze wzrostem temperatury ze wzgledu na stabsze oddziatywanie z biatkiem. Co inte-
resujace spadek energii oddzialywania w wyzszych temperaturach wynika ze zmniejszajacej sie
liczby wiazari wodorowych oraz energii oddzialywan elektrostatycznych pomiedzy czasteczkami

osmolitu a biatkiem.

W ostatniej czesci pracy dokonatam préby zbudowania prostego modelu teoretycz-
nego pozwalajacego na przewidywanie wplywu osmolitow na stabilnos¢ biatek w oparciu o ich
sekwencje aminokwasowa. Okazalo sie, ze dziatanie osmolitéw na biatko nie ma charakteru addy-

tywnego i nie moze by¢ przewidziane przez sumowanie lokalnych wktadéow do AI' pochodzacych
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od poszczegbdlnych aminokwaséw. Zasugerowalam zatem, ze aby takie podejscie dawalto iloSciowo
poprawne wyniki niezbedne jest rozbudowanie modelu o korelacje wynikajace z obecnodci sasied-

nich aminokwasow.

Na podstawie badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej

mozna sformutowaé nastepujace wnioski:

1. Stabilizacja biatek przez osmolity wynika: (a) z preferencyjnego wykluczania osmolitu z po-
wierzchni bialtka, (b) ze sposobu hydratacji osmolitu, (c¢) z wptywu osmolitu na sfere hydratacyjna
biatka w stanie natywnym i rozwinietym, (d) z wplywu ci$nienia osmotycznego wywieranego

przez osmolit.

2. Mocznik akumulowany jest na powierzchni bialek, poniewaz oddziatuje korzystnie ze wszyst-
kimi rodzajami aminokwaséw na powierzchni biatka poprzez wiazania wodorowe oraz oddzialy-
wania dyspersyjne. Oddzialywania zas betainy nie sa preferowane termodynamicznie na skutek

niekorzystnej entropii.

3. Akumulacja mocznika ma charakter entalpowy za$ wykluczanie TMAQO ma charakter zalezny

od rodzaju aminokwasow (entropowy/entalpowy).

4. Wazrost temperatury powoduje zwiekszenie wykluczania betainy i zmniejszenie akumulacji
mocznika, poniewaz entalpia asocjacji czasteczek osmolitu do powierzchni biatka staje sie mniej
korzystna w wyzszych temperaturach: zmniejsza sie liczba wiazan wodorowych oraz energia

oddziatywan elektrostatycznych i van der Waalsa.

5. Dzialanie osmolitéw na biatko nie ma charakteru addytywnego ze wzgledu na korelacje po-

miedzy sgsiednimi aminokwasami.
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STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy byto zbadanie molekularnego mechanizmu wptywu biologicznie
znaczacych zwiazkow, tzw. osmolitow na stabilnosé biatek. Aby zweryfikowadé istniejace hipotezy
i dostarczy¢ spdjnego obrazu dziatania osmolitéw na poziomie molekularnym, wykorzystano me-
tode dynamiki molekularnej do zasymulowania mechanicznej denaturacji modelowych biatek —
lizozymu i ubikwityny. W tym podejsciu odtworzony zostal efekt stabilizujacy betainy oraz de-
stabilizujacy mocznika. Aby wyjasni¢ réznice w wartosciach pracy potrzebnych do rozwiniecia
biatek zostaly obliczone r6zne molekularne parametry charakterystyki badanych uktadéw, mie-
dzy innymi, liczby wiazai wodorowych, wspolczynniki preferencyjnego oddziatywania w ukta-
dzie: biatko-osmolit-woda, profile entalpii swobodnych, entalpii oraz entropii dla pojedynczych
czasteczek rozpuszczalnika w funkcji odlegtosci od powierzchni biatka. Na podstawie uzyskanych
wynikéw wyjasniono dlaczego betaina jest wykluczana z powierzchni biatek, zas mocznik jest
na jej powierzchni akumulowany. Dodatkowo, zweryfikowana zostata hipoteza o tym czy wszyst-
kie osmolity stabilizujace sa wykluczane z powierzchni biatek. Ustalono rowniez jak stabilizacja
zalezy od polarnosci stabilizatoréw oraz zdekomponowano wartosci prac rozwijania na wktady
pochodzace z wykluczania osmolitéw z powierzchni biatka, réznic w solwatacji oraz wplywu ci-
$nien osmotycznych. Zbadano takze molekularny mechanizm wyjaéniajacy dlaczego w wyzszych
temperaturach betaina zwieksza stabilno$é biatek a mocznik wykazuje mniejszy efekt destabi-
lizujacy. W tym celu skupiono sie na okresleniu gtéwnych sit napedowych odpowiedzialnych za
zmiane stabilnosci biatek na poziomie termodynamicznym. Na koniec sprawdzono czy mozliwe
jest przewidywanie dla zadanej sekwencji aminokwasowej parametru charakteryzujacego wplyw
wybranych osmolitow na réwnowage konformacyjng biatka poprzez sumowanie elementarnych

wkladéw pochodzacych od poszczegblnych elementéw strukturalnych biatka.
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SUMMARY

The main goal of the doctoral thesis was to study the molecular mechanism by which
biologically relevant osmolytes, denaturing (urea) and stabilizing (betaine, proline, TMAO), af-
fect the protein stability. To verify existing hypotheses and to provide a complete picture of
the effect of osmolytes on protein stability at the molecular level, the molecular dynamics si-
mulations were used to simulate the mechanical denaturation of model proteins — lysozyme and
ubiquitin. In this approach, the stabilizing effect of betaine and the denaturing effect of urea
were reproduced. To explain the differences in the unfolding work with respect to pure water,
the various molecular parameters of the systems studied, such as the number of hydrogen bonds,
preferential interaction coefficient between solvent molecules and protein, the free enthalpy, en-
thalpy and entropy profiles for a single solvent molecule as a function of the distance from the
protein surface were calculated. Based on the results, it was explained why betaine is excluded
from and urea accumulated at the protein surface. Additionally, the hypothesis that the all sta-
bilizing osmolytes are preferentially excluded from the protein surface was tested. It has been
also determined that stabilization depends on the polarity of osmoprotectant molecules. Further,
the unfolding work were decomposed into contributions from: the exclusion of osmolyte from the
protein surface, the differences in solvation and the effect of osmotic pressures. Moreover, the
molecular mechanism was studied to explain why in high temperature betaine increases the sta-
bility of protein structure and urea has a greater destabilizing effect. Therefore, this work focused
on determining of main driving forces responsible for the change in protein-solution stability at
the thermodynamic level. Finally, it has been determined whether it is possible to predict, for
a given amino acid sequence, a parameter characterizing the effect of selected osmolytes on the

protein folding equilibrium by summing up the local residue-specific contributions.
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ZATLACZNIKI

betaina/woda mocznik/woda
120
h'l-' 110 5M
£ 2.5M o~
c 100
Tl
< 90 oM
()]
< 80
[7)]

70
biatko biatko

™

&
£
&
<
()]
<
(1)}

hydrofilowe
-

N

£
=
<
[}
g
()]

hydrofobowe hydrofobowe

1.6 2.0 2.4 2.8 1.6 2.0 2.4 2.8

Rgyr [nm] Rgyr [Nnm]

RYSUNEK 10.1: Zalezno$¢ powierzchni dostepnej dla rozpuszczalnika (SASA) od promienia
zyracji Rgy, dla lizozymu w obecnosci mocznika i betainy oraz przy ich braku dla predkosci
rozciggania 5 x 107% nm-ps~!. Na panelu gornym przedstawiono SASA dla calej czasteczki
lizozymu, natomiast na panelu srodkowym i dolnym, SASA zostala zdekomponowana na wktad
hydrofilowy oraz hydrofobowy. Najwiekszy wzrost SASA wystepuje w punkcie zerwania glow-
nych oddziatywar stabilizujacych strukture biatka, i odpowiada solwatowaniu wczesniej schowa-
nego rdzenia biatka. Krzywe, ktore sa w tym samym kolorze odpowiadaja podobnym frakcjom
objetosciowym osmolitu w poszczegblnych uktadach. Pokazano paski btedow.
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RYSUNEK 10.2: Zmiany rozkladu sredniego odchylenia kwadratowego (RMSD) wzgledem struk-
tury wyjsSciowej wraz ze wzrostem promienia zyracji dla lizozymu podczas rozciagania w obec-
nosci mocznika, betainy oraz przy braku osmolitu dla predkosci rozciagania 5 x 1076 nm-ps~*.

Skala koloréw odpowiada znormalizowanemu czasowi symulacji.
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RyYsSUNEK 10.3: Prace potrzebne do rozciaggniecia lizozymu od stanu natywnego do rozwinietego

w obecnosci betainy i mocznika oraz przy braku osmolitéw (predkosci rozciagania: 1 x 1074,

5x 107°, 1 x 10~ 5nm-ps~!). Krzywe, ktore sa w tym samym kolorze odpowiadaja podobnym
frakcjom objetosciowym osmolitu w poszczegélnych uktadach.
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RYSUNEK 10.4: Sily potrzebne do rozciggniecia lizozymu od stanu natywnego do rozwinietego

w obecnosci betainy i mocznika oraz przy braku osmolitéw (predkosci rozciagania: 1 x 1074,

5 x 1075, 1 x 10~°nm-ps~!). Krzywe, ktore sa w tym samym kolorze odpowiadaja podobnym
frakcjom objetosciowym osmolitu w poszczegolnych ukladach.
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RysuNEk 10.5: Profile entalpii oddzialywain miedzy pojedyncza czasteczka osmolitu
(AH,) oraz wody (AH,) w odniesieniu do powierzchni biatka. Profile entalpii oddzia-
tywan zostaly usrednione dla 200 pojedynczych czasteczek rozpuszczalnika (woda lub osmolit)
w 2.5 M roztworze betainy oraz 5.0 M roztworze mocznika i wykreslone w funkcji odlegltosci od
powierzchni biatka. Dodatkowo wktady entalpowe zostaly zdekomponowane na wktady pocho-

Odlegtos¢ [nm]

dzace od réznych typ reszt: kwasowe, zasadowe, polarne i hydrofobowe.
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RysuNEK 10.6: Profile entalpii oddzialywain miedzy pojedyncza czasteczka osmolitu

(AH,) oraz wody (AH,) w odniesieniu do powierzchni laicucha gléwnego bialtka.

Profile entalpii oddzialywan zostaly usrednione dla 200 pojedynczych czasteczek rozpuszczalnika

(woda lub osmolit) w czystej wodzie, 2.5 M roztworze betainy oraz 5.0 M roztworze mocznika i
wykreslone w funkcji odleglosci od powierzchni bialka.
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RYSUNEK 10.7: Zmiany miedzy stanem natywnym a rozwinietym w energiach oddzialywan

kulombowskich miedzy biatkiem (tancuch gléwny oraz taricuchy boczne) i rozpuszczalnikiem

(mocznik/betaina i woda) dla réznych stezenn osmolitu. Zmiany zostaly rowniez zdekompono-

wane na wktady: polarny (kolor zielony), kwasowy (kolor czerwony), zasadowy (kolor niebieski)
oraz hydrofobowy (kolor pomarariczowy).
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RYSUNEK 10.8: Zmiany miedzy stanem natywnym a rozwinietym w energiach oddzialywan
van der Waalsa miedzy biatkiem (laricuch glowny oraz taicuchy boczne) i rozpuszczalnikiem
(mocznik/betaina i woda) dla réznych stezen osmolitu. Zmiany zostalty réowniez zdekompono-
wane na wktady: polarny (kolor zielony), kwasowy (kolor czerwony), zasadowy (kolor niebieski)

oraz hydrofobowy (kolor pomarariczowy).


http://mostwiedzy.pl

/\/\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

Ayl

Bibliografia 110

a) 250 W woda-woda mocznik/woda
[ woda-osmolit
= 200} osmolit-osmolit
(o)
£ 150
i betaina/woda
el
— 100t
-
Ll
) J L |
0 5.0M 2.5M 1..0M OM 3.5M 5.0M 7.0M

b)

1400} betaina/woda 1

mocznik/woda

=' 1200} -
o
§ 1000}
= 800!
5
o 600
"'Y 400
< |

200t

5.0M 2.5M 1.0M OM 3.5M 5.0M 7.0M

RYSUNEK 10.9: Zmiany miedzy stanem natywnym a rozwinietym w energiach oddzialtywan:

a) kulombowskich i b) van der Waalsa miedzy poszczegolnymi rozpuszcezalnikami: woda-woda

(kolor czerwony), woda-osmolit (kolor niebieski), osmolit-osmolit (kolor pomarainczowy) dla
réznych stezen osmolitu.
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RYSUNEK 10.10: Analiza wykluczania i akumulacji czasteczek osmolitu na po-
wierzchni biatka. Wspotczynnik preferencyjnego oddziatywania zostal obliczony na podstawie
odleglosci miedzyatomowych uzyskanych dla poszczegolnych aminokwaséw znajdujacych sie na
powierzchni lizozymu dla 2.0 M roztworéw osmolitu A) lizozym — tleny z czasteczek TMAO B)
lizozym — tleny karboksylowe z czasteczki proliny C) lizozym — wodory z grupy aminowej cza-
steczki proliny. Wspotczynniki preferencyjnego oddzialtywania zostaly obliczone oddzielnie dla
kazdego aminokwasu z laricucha gléwnego/tancuchow bocznych biatka. Nazwy aminokwasow
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odpowiadajace poszczegblnym jednoliterowym skrotom znajduja sie w Tablicy 5.1.


http://mostwiedzy.pl

Bibliografia

112

/\/\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

RysuNEk 10.11: Analiza wykluczania i akumulacji czasteczek osmolitu na po-
wierzchni bialtka. Wspoélczynnik preferencyjnego oddzialywania zostal obliczony na podstawie
odleglosci miedzyatomowych uzyskanych dla poszczegblnych aminokwaséw znajdujacych sie na
powierzchni lizozymu dla 3.0 M roztworéw osmolitu A) lizozym — tleny z czasteczek TMAO B)
lizozym — tleny karboksylowe z czasteczki proliny C) lizozym — wodory z grupy aminowej cza-
steczki proliny. Wspoétczynniki preferencyjnego oddzialtywania zostaly obliczone oddzielnie dla
kazdego aminokwasu z lanicucha glownego/taricuchow bocznych biatka. Nazwy aminokwasow
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odpowiadajace poszczegdlnym jednoliterowym skrotom znajduja sie w Tablicy 5.1.
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RysUNEK 10.12: Analiza wykluczania i akumulacji czasteczek osmolitu na po-
wierzchni bialtka. Wspoélczynnik preferencyjnego oddzialywania zostal obliczony na podstawie
odleglosci miedzyatomowych uzyskanych dla poszczegélnych aminokwaséw znajdujacych sie na
powierzchni lizozymu dla 4.0 M roztworéw osmolitu A) lizozym — tleny z czasteczek TMAO B)
lizozym — tleny karboksylowe z czasteczki proliny C) lizozym — wodory z grupy aminowej cza-
steczki proliny. Wspotczynniki preferencyjnego oddzialtywania zostaly obliczone oddzielnie dla
kazdego aminokwasu z lanicucha gtownego/taricuchow bocznych biatka. Nazwy aminokwasow
odpowiadajace poszczegblnym jednoliterowym skrotom znajduja sie w Tablicy 5.1.


http://mostwiedzy.pl

7 ——

/\/\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

—

Bibliografia 114

“ Lizozym-woda-TMAO Lizozym-woda-Prolina

A —— Owosa | B ~—— Ouwoda
40 4 Huwoda Hwoda
30 4 4
20+ 1
104 /™

™ ¥ — ]
S 0 —

C ' : OTMAlo D ‘ I— oPr;Iina
40+ Hrmao ——— Herolina
30 ]

204 4
10- /\ ]
O T T — T T T

00 01 02 03 04 0500 01 02 03 04 05
r/nm

RysuneEk 10.13: Radialne funkcje rozktadu dla czasteczek wody obliczone w odniesieniu do
powierzchni lizozymu w uktadach zawierajacych 1.0 M roztwor TMAO (A) oraz 1.0 M roztwor
proliny (B). Radialne funkcje rozktadu dla czasteczek osmolitu (atomoéw centralnych: azotu
z czasteczek TMAO i wegla a z czasteczek proliny) w odniesieniu do powierzchni biatka w
uktadach zawierajacych 1.0 M roztwor TMAO (C) oraz 1.0 M roztwor proliny (D).
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