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OSWIADCZENIE

Autor rozprawy doktorskiej: Marcin Stasiulewicz

Ja, nizej podpisany(a), oswiadczam, iz jestem sSwiadomy(a), ze zgodnie z przepisem art. 27 ust.
1i 2 ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych (t.j. Dz.U. z 2021
poz. 1062), uczelnia moze korzysta¢ z mojej rozprawy doktorskiej zatytutowanej:

S ptyw oddziatywan sfer hydratacyjnych biatek i osmolitéw na stabilno$é biatek w roztworze” do
prowadzenia badan naukowych lub w celach dydaktycznych.1

Swiadomy(a) odpowiedzialnoéci karnej z tytutu naruszenia przepiséw ustawy z dnia 4 lutego
1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych i konsekwencji dyscyplinarnych okreslonych w
ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2021.478 tj.), a takze odpowiedzialnosci
cywilno-prawnej oswiadczam, ze przedktadana rozprawa doktorska zostata napisana przeze mnie
samodzielnie.

Oswiadczam, ze tres¢ rozprawy opracowana zostata na podstawie wynikow badan prowadzonych
pod kierunkiem i w Scistej wspotpracy z promotorem prof. dr. hab. inz. Januszem Stangretem, ,
promotorem pomocniczym dr Anetg Panuszko.

Niniejsza rozprawa doktorska nie byta wczesniej podstawg zadnej innej urzedowej procedury
zwigzanej z nadaniem stopnia doktora.

Wszystkie informacje umieszczone w ww. rozprawie uzyskane ze zrédet pisanych
i elektronicznych, zostaly udokumentowane w wykazie literatury odpowiednimi odnosnikami,
zgodnie z przepisem art. 34 ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych.

Potwierdzam zgodnos¢ niniejszej wersji pracy doktorskiej z zatgczong wersjg elektroniczna.

GAaNsK, dNia@ ... e
podpis doktoranta

Ja, nizej podpisany(a), wyrazam zgode/nie wyrazam zgody* na umieszczenie ww. rozprawy
doktorskiej w wersji elektronicznej w otwartym, cyfrowym repozytorium instytucjonalnym
Politechniki Gdanskiej.

GAaNsK, dNia@ ... e
podpis doktoranta

L Art. 27. 1. Instytucje o$wiatowe oraz podmioty, o ktérych mowa w art. 7 ust. 1 pkt 1, 2 i 4-8 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce, mogg na potrzeby zilustrowania tresci przekazywanych w celach dydaktycznych lub w celu
prowadzenia dziatalnosci naukowej korzysta¢ z rozpowszechnionych utworéw w oryginale i w ttumaczeniu oraz zwielokrotnia¢ w
tym celu rozpowszechnione drobne utwory lub fragmenty wiekszych utworéw.

2. W przypadku publicznego udostepniania utworéw w taki sposoéb, aby kazdy mégt mie¢ do nich dostep w miejscu i czasie przez
siebie wybranym korzystanie, o ktérym mowa w ust. 1, jest dozwolone wytgcznie dla ograniczonego kregu os6b uczacych sie,
nauczajgcych lub prowadzgcych badania naukowe, zidentyfikowanych przez podmioty wymienione w ust. 1.
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Tytut rozprawy w jezyku angielskim: Influence of the interactions of the hydration
spheres of proteins and osmolytes on the stability of proteins in solution

Jezyk rozprawy doktorskiej: polski

Promotor rozprawy doktorskiej: Janusz Stangret

Drugi-promotorrozprawy-doktorskiej*:

Promotor pomocniczy rozprawy doktorskiej*: Aneta Panuszko
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Data obrony:

Stowa kluczowe rozprawy doktorskiej w jezyku polskim: osmolity, woda, zwijanie
biatek, hydratacja, wigzania wodorowe, roztwory wodne, techniki spektroskopowe
Stowa kluczowe rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim: osmolytes, water,
protein folding, hydration, hydrogen bonds, aqueous solutions, spectroscopic techniques
Streszczenie rozprawy w jezyku polskim: Zjawisko zwijania biatek w roztworach
osmolitdow jest intensywnie badane od wielu lat. Wcigz jednak nie ma zgodnosci co do
mechanizmu stabilizacji/destabilizacji biatek. Celem niniejszej pracy bylo poznanie
mechanizmu wptywu osmolitéw na stabilnos¢ biatek. W tym aspekcie przeprowadzone
badania byty ukierunkowane na poznanie wptywu osmolitow na sfere hydratacyjng
biatka. W niniejszej pracy zbadatem wptyw przedstawiciela osmolitéw stabilizujgcych —
betainy i przedstawiciela osmolitow destabilizujacych — mocznika na sfery hydratacyjne
wybranych czgsteczek modelujgcych zwiniete formy biatek, biomakroczgsteczek
w formie zwinietej oraz czgsteczek modelujgcych fragmenty rozwinietego biatka.
Zastosowang technikg badawczg byla spektroskopia oscylacyjna FTIR. Uzycie
specjalnie opracowanej metody analizy danych widmowych, umozliwito wyizolowanie
widm wody zaburzonej jednoczesnie przez obecnosé czasteczki
modelowej/biomakroczgsteczki i osmolitu. Dostarczyty one informacji o zmianie stanu
strukturalno-energetycznego wody w sferze hydratacyjnej czgsteczek
modelowych/biomakroczgsteczek bedacych pod wptywem osmolitu. Interpretacja
danych eksperymentalnych pozwolita na sformutowanie wnioskéw dotyczgcych
mechanizmu stabilizacji/destabilizacji biatek przez osmolity.

Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim: The phenomena of protein folding in
osmolyte solution has been investigated for many years. However, there is no general
agreement on the mechanism of protein stabilization/destabilization. The aim of this
work was to understand the mechanism of osmolytes influence on the stability of
a protein. In this aspect, studies focused on understanding the influence of osmolytes on
the hydration sphere of a protein. To achieve this goal, the influence of a representative
of stabilizing osmolytes — betaine and a representative of destabilizing osmolytes — urea
on the hydration spheres of selected molecules modeling the folded forms of proteins,
the biomacromolecules in a folded form and molecules modeling fragments of the
unfolded protein was studied.

The utilized research technique was FTIR spectroscopy. The application of method of
spectral data analysis led to the isolation of the spectral fraction of those water
molecules that were affected simultaneously by the presence of a model
molecule/biomacromolecule and an osmolyte molecule. They provided information on
the change of the structural-energetic state of water in the hydration sphere of model
molecule/biomacromolecule under the influence of osmolyte. Interpretation of the
experimental data allowed for the formulation conclusions regarding the mechanism of
stabilization/destabilization of protein by osmolytes.

Streszczenie rozprawy w jezyku, w ktérym zostala napisana**:

Stowa kluczowe rozprawy doktorskiej w jezyku, w ktérym zostata napisana**:

* niepotrzebne skreslic
** dotyczy rozpraw doktorskich napisanych w innych jezykach, niz polski lub angielski
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STRESZCZENIE

Zjawisko zwijania bialek w roztworach osmolitow jest intensywnie badane od
wielu lat. Wcigz jednak nie ma zgodnosci co do mechanizmu stabilizacji/destabilizacji
biatek. Celem niniejszej pracy bylo poznanie mechanizmu wplywu osmolitow na
stabilno$¢ biatek. W tym aspekcie przeprowadzone badania byly ukierunkowane na
poznanie wptywu osmolitow na sfer¢ hydratacyjng biatka. W niniejszej pracy zbadatem
wpltyw przedstawiciela osmolitéw stabilizujacych — betainy i1 przedstawiciela osmolitow
destabilizujacych — mocznika na sfery hydratacyjne wybranych czasteczek
modelujacych zwinigte formy biatek, biomakroczasteczek w formie zwinigtej oraz

czasteczek modelujacych fragmenty rozwinigtego biatka.

Zastosowang technika badawczg byla spektroskopia oscylacyjna FTIR. Uzycie
specjalnie opracowanej metody analizy danych widmowych, umozliwito wyizolowanie
widm wody zaburzonej jednoczesnie przez obecnos$¢ czasteczki
modelowej/biomakroczasteczki i osmolitu. Dostarczyly one informacji o zmianie stanu
strukturalno-energetycznego  wody ~ w  sferze  hydratacyjnej czasteczek
modelowych/biomakroczasteczek bedacych pod wplywem osmolitu. Interpretacja
danych eksperymentalnych pozwolita na sformutowanie wnioskéw dotyczacych

mechanizmu stabilizacji/destabilizacji biatek przez osmolity.
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ABSTRACT

The phenomena of protein folding in osmolyte solution has been investigated
for many years. However, there is no general agreement on the mechanism of protein
stabilization/destabilization. The aim of this work was to understand the mechanism of
osmolytes influence on the stability of a protein. In this aspect, studies focused on
understanding the influence of osmolytes on the hydration sphere of a protein. To
achieve this goal, the influence of a representative of stabilizing osmolytes — betaine
and a representative of destabilizing osmolytes — urea on the hydration spheres of
selected molecules modeling the folded forms of proteins, the biomacromolecules in

a folded form and molecules modeling fragments of the unfolded protein was studied.

The utilized research technique was FTIR spectroscopy. The application of
method of spectral data analysis led to the isolation of the spectral fraction of those
water molecules that were affected simultaneously by the presence of a model
molecule/biomacromolecule and an osmolyte molecule. They provided information on
the change of the structural-energetic state of water in the hydration sphere of model
molecule/biomacromolecule under the influence of osmolyte. Interpretation of the
experimental data allowed for the formulation conclusions regarding the mechanism of

stabilization/destabilization of protein by osmolytes.
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LISTA SKROTOW
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SEOWNIK UZYTYCH TERMINOW

Woda zaburzona — woda be¢dgca pod wptywem substancji rozpuszczonej W roztworze

wodnym, spektralnie rézna od wody czystej.

Parametr N — liczba moli (lub czasteczek) wody zaburzonej przez 1 mol (lub jedna

czasteczke) substancji rozpuszczonej.

»Eksperymentalna” woda zaburzona — woda zaburzona przez dwie substancje
rozpuszczone w roztworze. Zawiera ona w sobie udziat wody zaburzonej osobno przez
kazdg z substancji oraz udzial wody bedacej pod jednoczesnym wpltywem dwodch
substancji rozpuszczonych. Odpowiadaja jej ,.eksperymentalne” widma wody

zaburzonej.

»Syntetyczna” woda zaburzona — woda zaburzona przez dwie substancje
rozpuszczone przy braku oddziatywan miedzy ich sferami hydratacyjnymi
(hipotetyczny stan roztworu). Odpowiadaja jej ,,syntetyczne” widma wody zaburzonej,
skonstruowane przez zsumowanie konturow widmowych wody zaburzonej przez czyste
sktadniki z uwzglednieniem liczby zaburzonych przez nie czasteczek wody oraz

stosunku liczby moli obu sktadnikow.

Woda ,,podwéjnie” zaburzona — woda bgdaca pod jednoczesnym wplywem dwoéch
réznych substancji rozpuszczonych. Odpowiadajg jej widma wody ,,podwoéjnie”

zaburzone;j.

,»Wspoéldzielona” woda zaburzona - woda ,,podwdjnie” zaburzona utworzona
w wyniku naktadania si¢ sfer hydratacyjnych obu substancji rozpuszczonych.

Odpowiadaja jej ,,wspotdzielone” widma wody zaburzone;.

Woda ,,nadmiarowa” — woda ,,podwojnie” zaburzona utworzona przez czasteczki
wody, pochodzace z otaczajacego rozpuszczalnika, laczace sfery hydratacyjne obu
substancji rozpuszczonych (tzw. woda ,,mostkujaca”). Odpowiadajg jej ,,nadmiarowe”

widma wody zaburzonej.
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1. WSTEP

Wszystkie znane kluczowe dla zycia procesy biologiczne wymagaja obecnosci
wody [1]. Proces zwijania biatek do ich aktywnej natywnej formy zachodzi tylko
w obecno$ci wody. Natywna forma biatka jest w delikatnej rownowadze z forma
zdenaturowang. Stabilno$¢ i struktura aktywnych bialek zalezy od wspoétdziatania
interakcji miedzy fragmentami biatka oraz migdzy powierzchnig bialek z czasteczkami
wody. Moze ona by¢ zaburzona przez obecno$¢ innych substancji rozpuszczonych,

zmiang¢ temperatury lub cis$nienia.

Osmolity sa matymi czasteczkami organicznymi mogacymi wptywaé na
stabilno$¢ biatek [2]. Ze wzgledu na ich wptyw na bialka mozna je podzieli¢ na dwie
grupy — stabilizatory i destabilizatory. Osmolity stabilizujace zapobiegaja utracie
aktywnosci biologicznej bialek pod wplywem niekorzystnych warunkéw $rodowiska,
podczas gdy osmolity destabilizujagce utatwiajg ich denaturacj¢. Mechanizm wptywu
osmolitow jest badany od wielu lat, jednak wciaz nie jest on do konca poznany. Wedlug
jednej z najpopularniejszych teorii, interakcje osmolitow stabilizujacych i tancuchow
gléwnych bialek sa niekorzystne, zarowno 2z postacia form zwinigtych jak
I zdenaturowanych biatek. W rezultacie osmolity stabilizujace sg wykluczane
z powierzchni biatek. W wyniku wickszego, niekorzystnego, efektu entropowego
w przypadku rozwinigtych bialek, zwigzanego z wystgpowaniem wigkszej objetosci
wykluczonej, rOwnowaga reakcji zwijania jest przesunieta W strone formy zwinigtej [3—
7]. Silg napgdowsa reakcji denaturacji wywieranej przez osmolity destabilizujace jest
natomiast efekt entalpowy zwigzany 2z ich bezposrednim oddzialywaniem
z powierzchnig biatek [4,8]. W przypadku formy rozwinigtej biatek, liczba miejsc
z ktorymi denaturaty moga oddziatywac jest wigksza w poréwnaniu do formy zwinigte;.
Inne hipotezy stanowig, ze stabilizacja lub destabilizacja biatek jest skutkiem
oddzialywan posrednich, wynikajacych ze zmiany wiasciwosci wody w obecnosci
osmolitow [9-15]. Cze$¢ autorow wskazuje, ze stabilizacja biatek jest efektem

wspotdziatania oddziatywan posrednich i bezposrednich [10,16].

Weczedniejsze prace cztonkéow Zespotu naukowego, W ktorym realizowatem
badania w ramach pracy doktorskiej wskazywaty na duza rol¢ mechanizmu
posredniego, okreslajacego stabilno$¢ biatek, polegajacego na zmianie wihasciwosci

wody solwatacyjnej, a tym samym zmianie trwalosci sfery hydratacyjnej
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biomakroczasteczek pod wplywem osmolitow [17]. Badaniu tego zagadnienia

poswiecitem swoja prace, wykorzystujac W tym celu spektroskopi¢ w podczerwieni.
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2. CEL | ZAKRES PRACY

Celem mojej pracy bylo poznanie mechanizmu wplywu osmolitéw na stabilno$é
biatlek w zakresie efektow zwigzanych z ich sferg hydratacyjna. Jego osiagnigcie
zamierzatlem zrealizowa¢ z wykorzystaniem widm oscylacyjnych w podczerwieni
Z zastosowaniem techniki rozcienczania izotopowego HDO w H,O w temperaturze
25°C. Zanalizowanie danych widmowych w kontekscie postawionego celu wymagato
opracowania metody pozwalajgcej na wyodrebnienie udzialu widmowego wody
solwatacyjnej czasteczki centralnej (biatka, peptydu, czasteczki modelowej) bedacej
pod wptywem sfery hydratacyjnej osmolitu. Wyodrgbnione widmo wody ,,podwdjnie
zaburzonej”, przez jednoczesny wplyw czgsteczki centralnej i osmolitu, mozna
porowna¢ z widmem wody zaburzonej jedynie przez czasteczke centralng (bez
obecnosci osmolitu W roztworze). Uzyskane réznice widmowe mozna interpretowaé
w aspekcie zmiany stanu energetyczno-strukturalnego wody solwatacyjnej czasteczki

centralnej wywotanej obecno$cig osmolitu W roztworze.

2.1. Wyboér uktadéw badawczych

1) Jako przedstawiciela osmolitow stabilizujacych do badan wybratem
N,N,N-trimetyloglicyn¢  (TMG), natomiast jako przedstawiciela osmolitow
destabilizujacych wybratem mocznik. Z wczes$niejszych prac Zespotu badawczego,
w ktorym wykonywatem swojg prace wynika, ze woda hydratacyjna wielu zbadanych
osmolitow stabilizujacych (aminokwasow, metylopochodnych glicyny) [18,19],
wykazuje duze wzajemne podobienstwo a takze podobienstwo do sfery hydratacyjnej
referencyjnego biatka (lizozymu z biatka jaja kurzego). Wyjatkiem od tej reguly jest
tauryna [20]. Z drugiej strony osmolity destabilizujace (mocznik i jego alkilowe
pochodne) [21] réwniez wykazujg wzgledem siebie podobienstwo sfer hydratacyjnych.
Stan wody hydratacyjnej osmolitow destabilizujacych ro6zni si¢ jednak istotnie

wzgledem wody hydratacyjnej osmolitow stabilizujacych oraz bialka.

2) Do przetestowania nowo opracowanej metody analizy danych widmowych
wybralem  jako czgsteczki centralne — zwigzki modelowe wzgledem
charakterystycznych cech powierzchni bialek W stanie zwinigtym. Sa to
N-metyloacetamid (NMA) oraz dimetylosulfotlenek (DMSO). Z wcze$niejszych badan
cztonkéw grupy badawczej, do ktorej nalezatem wiedzialem, ze NMA jest dobrym

modelem do badania sfery hydratacyjnej biatek [22]. Ustalilismy tez, ze istotny wplyw
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na wilasciwosci wody W sferze hydratacyjnej tej czasteczki ma bezposrednia bliskos¢
potozenia grupy polarnej i hydrofobowej w jej budowie [23]. Promuje ona tworzenie
wzmocnionej, klatratopodobnej, sieci wigzan wodorowych wokét grupy hydrofobowej
tej czasteczki. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzili$my takze podobny
wplyw analogicznego usytuowania polarnej i niepolarnych grup w czasteczce DMSO
na jej hydratacje [24]. Powierzchnia peptydéow i bialek w zwinigtej formie
charakteryzuje si¢ bliskg odlegto$cig fragmentéw polarnych i niepolarnych. Kooperacja
wigzan wodorowych miedzy czasteczkami wody oddzialujacymi z grupa hydrofilowa
oraz czasteczkami wody zlokalizowanymi przy powierzchni hydrofobowej skutkuje
zakotwiczeniem uwspdlnionej sieci wigzan wodorowych wody na grupie hydrofilowej
oraz jej dynamiczng stabilizacjg. Dlatego przy wyborze substancji modelowych
wzgledem zwinietych form biatek kierowalem si¢ kryterium podobienstwa charakteru
ich powierzchni do powierzchni bialek, charakteryzujacych si¢ bezposrednim

sasiedztwem grup hydrofilowych i hydrofobowych.

3) Do realizacji czeéci zasadniczej swojej pracy wybralem jako czasteczki
centralne — realne biomakroczasteczki w formie zwinigtej: prosty peptyd trpzip-1
oraz biatko lizozym z biatka jaja kurzego (hewl). Trpzip-1 jest prostym peptydem
przybierajacym forme f-zakretu, jego sekwencja jest dobrze poznana, peptyd ten
cechuje si¢ stabilng strukturg drugorzedowa w roztworze. Lizozym jest malym biatkiem
globularnym o dobrze poznanej strukturze i jest cz¢sto uzywany jako model w badaniu
procesu zwijania biatek. Obie biomakroczasteczki wystepuja w formie natywnej
w 25°C, nawet przy najwyzszej molalnosci mocznika uzytej w moich badaniach. Mgj
wybor zostat podyktowany takze tym, ze hydratacja trpzip-1 [25] i lizozymu [22] byta

zbadana wczesniej przez cztonkow Zespolu naukowego, w ktorego pracy bratem udzial.

4) Biomakroczasteczek wymienionych W punkcie 3 (a takze innych peptydow
| biatek) nie mozna bada¢ w temperaturze pokojowej (25°C) w formie rozwinigte;.
Czasteczki te po zdenaturowaniu termicznym i ochtodzeniu majg zaburzong i nie
zdefiniowang budowe, agreguja | ulegaja czeSciowej renaturacji. W zwigzku
Z powyzszym zmuszony zostalem do zastosowania jako czagsteczek centralnych
zwigzkéw  modelowych wzgledem fragmentéw rozwinigtej formy  biatek.
Uzasadnionym wyborem wydawata si¢ glicyna (GLY) i N-metyloglicyna (NMG). GLY
nie ma w swojej budowie typowej grupy hydrofobowej potozonej W bezposrednim

sgsiedztwie grupy polarnej. Nasze obserwacje wskazujg, ze grupa -CH,-, otoczona
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przez fragmenty polarne, nie jest wystarczajaca do zorganizowania wokol siebie
struktur hydratacyjnych charakterystycznych dla grup niepolarnych. Wyniki innych
badaczy wspieraja ten poglad [26]. W przypadku NMG grup hydrofobowa znajduje si¢
w wiekszej odleglosci od grupy polarnej. Bior¢ oczywiscie pod uwage to, ze
zastosowane modele wzgledem rozwinigtych form bialek maja znaczace ograniczenia
wynikajace z wielkosci i innej budowy w stosunku do biomakroczasteczek. Dlatego tez
uzyskane wyniki dla modeli form rozwinigtych biatek nalezy traktowaé z pewng

rezerwa.

W swoich badaniach nie stosowatem buforéw, poniewaz maja duzy wptyw na
sfer¢ hydratacyjng innych czasteczek obecnych w roztworze [27]. Dodatkowo ich

obecno$¢ bardzo skomplikowataby interpretacje wynikow widmowych.
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3. PRZEGLAD LITERATURY

3.1. Bialka i ich hydratacja

Biatka s3 cegielkami Zycia. Sa niezbedne we wszystkich procesach
zapewniajacych funkcjonowanie organizmow takich jak transport tlenu przez
hemoglobing, funkcje strukturalne, enzymatyczne, receptorowe itd. [28]. Pod wzgledem
strukturalnym sg biopolimerami zlozonymi z aminokwasoéw biatkowych, ktorych
sekwencja determinuje pierwszorzgdowa struktur¢ biatka. W sktad aminokwasow
biatkowych wchodzi dwadziescia rdéznych o-aminokwaséw. Roznig si¢ one
podstawnikami potozonymi przy atomie wegla o. Z wyjatkiem glicyny, wszystkie
aminokwasy sa enancjomerami. W naturze wystepuja prawie wytacznie aminokwasy
o konfiguracji L [29]. Aminokwasy w peptydach i biatkach sa zwigzane ze soba
wigzaniami peptydowymi. Tworzenie wigzan peptydowych zachodzi w wyniku reakcji
grup karboksylowych i grup aminowych aminokwasow. Reakcja ta dla dwoch

aminokwaséw moze by¢ zapisana schematycznie W nastepujacy sposob:

0 Q 0 R
H2N 4+ HaN HoN © OH
OH oH F — N + H,0
R R R H 0

Kat dwuscienny @ w grupie H-N-C=0 wynosi okoto 180°, atomy wodoru
i tlenu znajduja sie W niej w pozycji trans, ktora jest stabilniejsza o okoto 90 kJ-mol™
w stosunku do konfiguracji cis [30]. Wigzanie peptydowe -NH-CO- ma ograniczong
mozliwo$¢ obrotu ze wzgledu na jego czesciowo podwoéjny charakter [28], ktory
wynika z delokalizacji elektronu wigzania podwojnego w grupie karbonylowej na
wigzanie C-N. Brak mozliwosci swobodnego obrotu wokot tego wigzania wplywa na
dostgpnos¢ konfiguracji struktur wyzszego rzgdu dla zwijajacych si¢ biatek [28]. Reszty
aminokwasowe zwigzane wigzaniami peptydowymi tworza tancuch gtéwny biatka. Ich

sekwencja tworzy | rzgdowa strukture biatka.

W czasie zwijania biatka jego krotkie fragmenty przyjmuja uporzadkowana
strukture¢ przestrzenng, nazywang struktura drugorzedowa. Podstawowymi jej
elementami sa o-helisy i p-kartki oraz taczace je petle i f-skrety. Konformacja

przestrzenna a-helis i f-kartek jest gtownie wynikiem obecno$ci wigzan wodorowych
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miedzy grupami aminowymi wigzan peptydowych 1 grupami karboksylowymi reszt

aminokwasow.

Sposoéb wzajemnego utozenia elementéw struktur drugorzedowych okresla
strukture trzeciorzedowg biatek. Elementy struktury trzeciorzedowej biatek tworza

domeny, zdolne do petienia funkcji chemicznych i fizycznych.

Struktura czwartorzedowa okresla sposob utozenia oraz liczbe i typy jednostek
polipeptydowych ~ budujacych  biatko  oligomeryczne.  Struktury  trzecio-
I czwartorzedowe sg stabilizowane oddziatywaniami hydrofobowymi, wigzaniami
wodorowymi, mostkami solnymi oraz wigzaniami disiarczkowymi. Ze wzgledu na
ztozong budowe czasteczek biatek, nie jest jasne w jakim stopniu poszczegolne rodzaje

oddziatywan wplywaja na osiagganie form natywnych przez biatka.

Zwinigte biatka globularne sktadajg si¢ z rdzenia, w ktorym znajdujg si¢
w wigkszosci reszty hydrofobowe, a na powierzchni w przewazajacej wigkszosci grupy
hydrofilowe. Trzeba jednak pamigta¢ 0 tym, ze czeS¢ grup polarnych i natadowanych
tez znajduje si¢ we wngtrzu bialka, tak samo jak i niektore grupy hydrofobowe znajduja
si¢ na powierzchni biatek [31]. Nie mozna wigc stwierdzi¢ jednoznacznie, ze wnetrze

biatek jest czysto hydrofobowe, a jego powierzchnia catkowicie hydrofilowa.

Wigkszos¢ biatek globularnych ulega spontanicznemu zwijaniu do formy
natywnej w odpowiednich warunkach [32]. Molekularny mechanizm zwijania bialek
jest wcigz badany. Jako elementy odpowiedzialne za ten proces sg wskazywane
wigzania wodorowe. Wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe moga by¢
destabilizujace, stabilizujace, czg¢sciowo stabilizujace lub cze$ciowo destabilizujace.
Wazng rolg w utrzymaniu i zachowaniu prawidtowej struktury biatlek majg
oddziatywania hydrofobowe [1,33-36]. Jednak ich istota nie jest wcigz w peni
zrozumiana. Wedlug hipotezy Kauzmann’a [37], w S$rodowisku wodnym wokot
hydrofobowych fragmentéw biatek tworza si¢ uporzadkowane struktury lodopodobne
lub klatratopodobne ztozone z czasteczek wody. Zrodlem przyciagania fragmentow
hydrofobowych, prowadzacym do ich zblizenia w $rodowisku wodnym (asocjacja
hydrofobowa) jest korzystny efekt entropowy zwigzany z uwolnieniem do wody
objetosciowej uporzadkowanych czasteczek wody zlokalizowanych przy powierzchni
biatek. Jednak nie ma zgody co do pogladu, czy zorganizowane struktury wody

rzeczywiscie powstaja [38]. Jednym z probleméw w tym zakresie jest brak
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uniwersalnych kryteriow pozwalajacych okresli¢ strukture wody. Autorzy przyjmuja

roézne kryteria, za pomocg ktorych definiujg strukture wody [39].

Wszystkie niezbedne do zycia procesy biologiczne wymagaja obecnosci
wody. Tylko w jej obecnosci zachodzi proces zwijania biatek do ich aktywnych form
natywnych [40-42]. Czasteczki wody stanowig integralng cze$¢ biatek i nawet
w warunkach bezwodnych trwale ,,zwigzane” czasteczki wody stanowig okoto 10%
masy bialka [1]. Jednak taka ilos¢ wody nie jest wystarczajaca do pokrycia powierzchni
biatka warstwg hydratacyjng. Do osiggni¢ecia aktywnosci biologicznej 1 g bialka
wymagane jest co najmniej 0,4 g wody [42].

Biatka w stanie natywnym znajdujg si¢ W sStanie delikatnej rownowagi ze
stanem zdenaturowanym. Rownowaga migdzy stanem natywnym a zdenaturowanym
biatlek moze by¢ zaburzona przez zmian¢ temperatury, ci$nienia lub przez obecno$¢
substancji rozpuszczonych [43-45]. Réznica entalpii swobodnej miedzy tymi formami
wynosi ok. 5 — 20 kcal'mol™® w zaleznosci od rodzaju biatka [46,47]. Stabilnosé
i struktura aktywnych biatek zalezy od rownowagi oddziatywan miedzy jego
fragmentami oraz od oddziatywan biatkka z wodg hydratacyjng [37,41,48,49].
Wiasciwosci termodynamiczne wody solwatacyjnej sg z kolei wypadkowa rownowagi
oddziatywan woda-woda, woda-substancja rozpuszczona oraz zmian entropii
wywotanej formowaniem i deformacja uporzadkowanej sieci wigzan wodorowych.
Obecnos¢ biatek, ktore charakteryzujag si¢ duzg powierzchnig, wymusza modyfikacje
lokalnej sieci wigzan wodorowych wody. Czesci hydrofilowe bialek moga tworzy¢
wigzania wodorowe Z czasteczkami wody, natomiast wokot hydrofobowych

fragmentow moze tworzy¢ si¢ uporzadkowana sie¢ wigzan wodorowych.

Z wykorzystaniem symulacji metoda dynamiki molekularnej Makarov
| wspoOtautorzy [50] zbadali hydratacj¢ biatek. Wyznaczyli oni na powierzchni
mioglobiny miejsca aktywne do tworzenia wigzan wodorowych. Czas przebywania
czasteczek wody przy powierzchni biatka, w miejscach w ktorych potencjalnie moga
tworzy¢ si¢ wigzania wodorowe byt podobny do tego w miejscach nieaktywnych.
Natomiast w szczelinach i wklestosciach powierzchni biatka czasy te byly o wiele
dhuzsze [50]. Autorzy ci ustalili, ze w przypadku mioglobuliny przy powierzchni czasy
przebywania czasteczek wody sg krotsze niz 10 ps, natomiast we wklgstoSciach siegaja

450 ps [50]. Podobny efekt dotyczyt czasu reorientacji czasteczek wody [51].
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Czasteczki wody we wklestosciach tworza mniej wigzan wodorowych migdzy soba
w poréwnaniu do wody objetosciowej. Ponadto, czasteczki wody wokot grup
hydrofilowych s bardziej ruchliwe wzgledem tych bedacych w poblizu grup
hydrofobowych. Despa i wspoétautorzy [52] wskazywali na istnienie lokalnej
ustrukturyzowanej wody zlokalizowanej wokot czesci  hydrofobowych bialek.
Dynamika takiej wody jest spowolniona, co powoduje takze spowolnienie reorientacji
dipoli wody i zmniejszenie podatnosci elektrycznej w ich otoczeniu. W efekcie
zmniejsza si¢ W tym obszarze przenikalnos$¢ elektryczna. Powoduje to zwigkszenie sit
oddziatywan kulombowskich miedzy grupami polarnymi, znajdujacymi si¢ miedzy
grupami hydrofobowymi. Pozwala to na stwierdzenie, ze grupy hydrofobowe
posredniczg W oddziatywaniu miedzy grupami hydrofilowymi znajdujacymi si¢
W poblizu reszt aminokwasowych oraz w oddziatywaniu wewnatrzczasteczkowych

w miejscach kontaktu reszt aminokwasow.

Wystepowanie hydratacji hydrofobowej jest ogdlnie niezbednym warunkiem
asocjacji hydrofobowej i w jej szczegdlnym przypadku osiagniecia natywnych form
bialek w roztworach wodnych [53,54]. Substancje czysto hydrofobowe ulegaja
oczywiscie tego typowi hydratacji [55], jednak wysoki koszt entropowy sprawia, ze sg
one bardzo stabo rozpuszczalne. Obecnos¢ grup hydrofilowych w budowie czasteczek
charakteryzujacych si¢ mieszang budowa hydrofilowo-hydrofobowa moze zapewnié¢
relatywnie dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie i jednoczes$nie nie wyklucza obecnosci
fragmentéw odpowiadajacych za hydratacje hydrofobowa. Badania z uzyciem
symulacji metodg dynamiki molekularnej wskazuja na kooperacje grup polarnych
I niepolarnych w tworzeniu rozleglej sieci silnych wigzan wodorowych strukturalnie

lodopodobnej wody [56].

3.2. Hydratacja molekul hydrofobowych i amfifilowych

Klasyczny model hydratacji molekut hydrofobowych (iceberg formation
model) zostat opisany przez Franka i Evansa [57]. Wedlug tego modelu obecnosé¢
niepolarnej czasteczki w roztworze powoduje modyfikacje sieci wigzan wodorowych
otaczajgcej] wody. Czasteczki wody tworzg wtedy zorganizowana (lodopodobng)
struktur¢ wokot hydrofobowej molekuly. Jej tworzenie odbywa sie kosztem entropii,
wynikajgcej z ograniczenia translacji i rotacji czasteczek wody tworzacych klatke.

Stuszno$¢ tego modelu hydratacji jest jednak przedmiotem dyskusji. Wedlug Blokzijla
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I Engbertsa [58] wokot molekut hydrofobowych nie tworzy si¢ sie¢ wzmocnionych
wigzan wodorowych czasteczek wody. W ich obecnoséci Sie¢ czasteczek wody
utrzymuje swoja strukture. Czes¢ autorow kwestionuje stusznos$¢ hipotezy Franka
i Evansa na podstawie wynikéw otrzymanych za pomoca symulacji metoda dynamiki
molekularnej [39,58,59] oraz metod eksperymentalnych — EXAFS (Extended X-Ray
Absorption Fine Structure) [60] oraz rozpraszania neutrondéw [61,62].

Wyniki ostatnich badan wspieraja jednak hipotezg¢ Franka i Evansa. Grdadolnik
| wspotautorzy [55] wykorzystali pasmo drgan OD wody poéiciezkiey HDO do
scharakteryzowania wptywu hydrofobowych substancji, takich jak metan, etan, krypton
I ksenon, na otaczajaca woda (eksperyment przeprowadzony przy podwyzszonym
ci$nieniu). Obserwowane przesunigcie potozenia pasma OD w strong nizszych czestosci
byto poréwnywalne do tego, ktére wystepuje w lodzie In. Swiadczy to 0 powstaniu
lodopodobnej struktury wody w sferach hydratacyjnych tych molekut o energiach
wigzan wodorowych podobnych do tych obserwowanych w lodzie. Obserwacje te
zostaly potwierdzone przez innych autoréw W badaniach nad hydratacja metanu
i ksenonu z uzyciem spektroskopii Ramana potaczonej z analiza MCR (metoda
wielowymiarowej  dekonwolucji ~ krzywych)  [63]. Wyniki  wcze$niejszych
eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem spektroskopii generowania
czestotliwosci sumarycznych (sum frequency generation spectroscopy, SFG) [64]
wskazywaly na ostabienie wigzan wodorowych przy powierzchniach miedzyfazowych
W obecnos$ci czasteczek hydrofobowych (CCly/H,O and heksan/H,0), jednak nowsze
badania [65] wskazuja na wigksze uporzadkowanie i wigkszg energic wigzan

wodorowych D,0 w obecnosci heksanu, heptanu i polidimetylosiloksanu.

Baldwin i Rose [66] wyznaczyli entalpie swobodng przeniesienia alkanoéw
zwody do roznych rozpuszczalnikow organicznych, bazujagc na pomiarach ich
rozpuszczalnosci. Wyznaczenie entalpii swobodnych pozwolito im, wykorzystujac
zmodyfikowang metod¢ Nozaki-Tanforda [67], na wyznaczenie hydrofobowosci tych
alkanow. Wyniki te powigzali z energetyka hydratacji alkanoéw. Badania te potwierdzity
hipoteze Jorgensena i wspotautorow [68] 0 powstawaniu zorganizowanej sfery
hydratacyjnej wokot hydrofobowych fragmentéw alkandéw. Jest ona efektem
oddziatywan van der Waalsa fragmentéw hydrofobowych z atomem tlenu czasteczek
wody. W czasie tego typu hydratacji nastgpuje zmniejszenie entropii hydratacji,

wynikajacej z wigkszego stopnia uporzadkowania czasteczek wody wokot fragmentow
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hydrofobowych. Powstawanie takich zorganizowanych sfer wspiera hipoteze

Kauzmanna o entropowym zrédle oddzialywan hydrofobowych (rozdziat 3.1).

Na podstawie spektroskopii Ramana potaczonej z analiza MCR
Zzaobserwowano wystepowanie temperatury przej$cia, W ktorej bardziej zorganizowana
struktura wody 0 wzmocnionej sieci wigzan wodorowych wokoét czasteczek substanciji
rozpuszczonych jest zastgpowana strukturg mniej zorganizowang. Takie zachowanie

przejawiaja sfery hydratacyjne metanu, alkoholi, CO, i CO [69-71].

Badania nad hydratacja metanu i metanolu z uzyciem spektroskopii Ramana
polaczonej z analiza MCR daja niejasny obraz dotyczacy wptywu obecnosci grupy
hydroksylowej na sfer¢ hydratacyjng grupy hydrofobowej [63]. Wykazano, ze
tetraedryczno$é czasteczek wody wokot metanu jest znacznie wigksza W porownaniu do
metanolu, co wskazywatoby na burzacy wptyw grupy OH metanolu. Oszacowania
dotyczace temperatury przejscia struktur bardziej zorganizowanych, 0 wzmocnionej
sieci wigzan wodorowych, W struktury mniej zorganizowane wykazaly jednak, ze
wyzszg temperaturg cechuje si¢ roztwor metanolu w wodzie w stosunku do metanu.
Takie zjawisko wskazuje jednak na dziatanie stabilizujgce grupy hydroksylowej. Z tego
opisu wynika, ze W obecnosci grupy polarnej powstaje mniej zorganizowana struktura
w stosunku do analogicznego odpowiednika bedacego czasteczkg w ,,peini”
hydrofobowa. Jednak nadal te struktury sa bardziej zorganizowane w stosunku do tych
obserwowanych w wodzie czystej. Obecno$¢ grupy polarnej dodatkowo stabilizuje takg
strukturg w stosunku do zmian temperatury. Zbadano tez hydratacje dtuzszych
czasteczek kwasow organicznych i alkoholi oraz wptyw zmiany temperatury na stopien
uporzadkowania czasteczek wody I energi¢ wigzan wodorowych wokét fragmentow
niepolarnych [72]. Zauwazono, ze widma wody hydratacyjnej czesci hydrofobowe;j
kwasu n-pentanowego oraz butanolu sg bardzo podobne pod wzgledem konturu.
Zawieraja one waska skladowa potozona przy 3660 cm™, ktorej odpowiadaja
niewigzace grupy OH (dangling groups) oraz dwie szersze sktadowe (3450
i 3200 cm™). Wplyw grupy polarnej na hydratacje wokét sasiadujacych grup
hydrofobowych jest krotkiego zasiegu i jest on najwickszy W przypadku najblizej
zlokalizowanej grupy [72]. W naszej grupie badawczej réwniez zaobserwowaliSmy
wspotdziatanie grup polarnej i hydrofobowej w tworzeniu sieci wzmocnionych wigzan

wodorowych wody [23,24]
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3.3. Wplyw osmolitow na bialka

Osmolity s matymi czasteczkami organicznymi wykorzystywanymi przez
organizmy zywe do utrzymania W komoérkach rownowagi wodno-elektrolitycznej [73].
Wykazujg one zdolno$¢ do regulacji cisnienia osmotycznego i Stad wziely swojg nazwg.
Pozwalajg na przeciwstawienie si¢ organizmom zywym niekorzystnym warunkom
srodowiska, takim jak: wysokie lub niskie pH, duze zasolenie, wysoka lub niska
temperatura [73-75]. Do osmolitow zaliczane sg poliole (glicerol, sacharoza),
aminokwasy i ich pochodne (tauryna, p-alanina), metyloaminy (betaina, N-tlenek
trimetyloaminy), oraz mocznik i jego alkilowe pochodne [73]. Ze wzgledu na
wlasciwosci osmolitow W stosunku do bialek moga by¢ one podzielone na osmolity
stabilizujace 1 destabilizujagce strukture biatek. [73,75]. Osmolity stabilizujace
przeciwdzialaja denaturacji biatek w warunkach stresu $rodowiskowego wywotanego
miedzy innymi: wysoka temperatura, duzym zasoleniem [75]. Wykazuja zdolnos¢ do
cofania nieprawidlowo zwinietych bialek do form prawidtowych oraz zapobiegaja
agregacji biatek [76]. Osmolity te nie zakldcajg aktywnosci enzymatycznej biatek oraz
integralno$ci bton komorkowych. Ze wzgledu na wpltyw na funkcjonowanie biatek,
wsrod osmolitéw stabilizujagcych moga byé wyrdznione osmolity kompatybilne [73,77]
(poliole, aminokwasy i ich pochodne) i przeciwdziatajace [78,79] (metyloaminy).
Kompatybilne osmolity nie wykazuja wickszego wptywu na funkcjonowanie bialek,
utrzymujg jednak stabilno$¢ biatek w sytuacji stresu Srodowiskowego. Natomiast
osmolity przeciwdziatajace, dodatkowo, nasilajg faldowanie biatek i zapobiegaja ich
denaturacji przez mocznik. Do osmolitow stabilizujacych przeciwdziatajacych zalicza
si¢ betaina (N,N,N-trimetyloglicyna, TMG), ktora jest wykorzystywana przez
organizmy zywe do utrzymania turgoru komorkowego oraz funkcji enzymatycznej
biatek w warunkach duzego zasolenia [80,81]. Wykazano jej dziatanie jako
krioprotektanta komorek prokariontow [82]. Betaina przeciwdziata denaturacji biatek
spowodowanej obecnoscig osmolitow destabilizujacych [78]. Osmolity destabilizujace
przesuwajg natomiast rownowage reakcji faldowania biatek w strong formy
zdenaturowanej [83,84]. Do tej grupy sa zaliczane: chlorowodorek guanidyny oraz
mocznik i jego pochodne. Jednak niektore gatunki ssakow akumuluja mocznik
w swoich nerkach i wykorzystujg jako osmoprotektant [80,85]. Wykryto go rowniez
w organizmach niektérych ryb, w ktorych istnieje w obecnos$ci osmolitow

stabilizujacych majacych zdolno$¢ do hamowania jego wiasciwos$ci denaturujacych.
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Pomimo wieloletnich badan mechanizm oddziatywania osmolitow na
stabilno§¢ bialek nie zostal do tej pory jednoznacznie wyjasniony. Osmolity
stabilizujace sg z reguty wykluczane z powierzchni biatek [86], dlatego nie oddziatujg
bezposrednio z ich powierzchnig. Czgsto sa zlokalizowane w ich pierwszych lub
drugich sferach hydratacyjnych. Jedna z teorii zaktada, ze wykluczanie jest glownie
efektem silnej higroskopijnosci osmolitow stabilizujacych [87,88]. Natomiast niektorzy
autorzy wskazuja na zwigkszenie napigcia powierzchniowego roztworu po dodaniu

osmolitéw stabilizujagcych do roztworu biatek [86].

Asakura i Oosawa [89,90] zaproponowali jeden z pierwszych mechanizmow
stabilizacji makromolekut przez czasteczki substancji rozpuszczonej, tzw. model
»twardej sfery”. Thumaczyli za jego pomoca wplyw substancji rozpuszczonej na
koagulacj¢ koloidow. Wedtug tych autorow mate czasteczki substancji rozpuszczonej sg
wykluczane z powierzchni czasteczek koloidow lub makroczgsteczek z powodu
ograniczen sterycznych, ktoére sa niezalezne od temperatury. Efektem tego jest
powstanie wolnej objetosci wokot makromolekut lub koloidéw. Wigksza objetosée
wykluczenia ma miejsce w przypadku roztworu formy rozwinigtej makromolekut.
Sytuacja ta jest niekorzystna entropowo w poréwnaniu do roztworu niezawierajacego
rozwinigtych makromolekul. Dazenie do zmniejszenia niekorzystnego efektu
entropowego prowadzi do zminimalizowania obj¢tosci wykluczonej dla substancji
rozpuszczonej W roztworze, co przesuwa rownowage reakcji denaturacji biatka
w kierunku formy zwinigtej lub asocjacji czasteczek koloidow. W tym modelu sitg
napedowg zwijania makromolekut lub asocjacji koloidéw jest niekorzystny efekt
entropowy zwigzany z wiekszg objetoscia wykluczong dla rozwinigtej/rozproszonej
formy biatka/koloidu w poréwnaniu do jego formy zwinigtej/zasocjowanej. Ustalono
takze, ze W stosunku do niektorych czasteczek wykluczenie jest wypadkowym efektem
dwoch przeciwstawnych zjawisk: wykluczenia w wyniku ograniczen sterycznych
I oddzialywan przyciagajacych [91-98]. Zmiana entalpii swobodnej w wyniku dodania
substancji rozpuszczonej zostata przez autoréw powigzana z komponentem entalpowym
odpowiadajacym za przycigganie czasteczki substancji rozpuszczonej. Komponent ten
jest nazywany w literaturze jako sticky lub soft. Najprawdopodobniej jest on skutkiem
ztozonych interakcji makromolekut, czgsteczek substancji rozpuszczonych i wody.
Wykluczenie czasteczek substancji rozpuszczonych jest wynikiem dominujgcego

wptywu efektu entropowego nad efektem entalpowym zwigzanym z oddziatywaniami
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przyciagajacymi makromolekuta-substancja rozpuszczona. Pdzniejsze rozwinigcie teorii
Asakury i Oosawy [54] bierze pod uwage oddziatywania przyciggajace i odpychajace

makromolekutly i czgsteczek substancji rozpuszczonych.

Cze$¢ autoréw wskazuje, ze osmolity stabilizujace sg wykluczane z otoczenia
biatek W wyniku wystepowania niekorzystnych oddzialywan osmolitow stabilizujgcych
z tancuchem gtéwnym biatek [4,12,99-106]. Zjawisko to zostalo nazwane efektem
osmofobowym [100]. Z kolei bezposrednie, korzystne, oddziatywania osmolitow
denaturujgcych z biatkami powodujg ich destabilizacje [107]. Stwierdzono takze, ze
interakcje tancucha gléwnego bialek sg korzystniejsze z polarnymi fragmentami
czasteczek osmolitow W poréwnaniu do fragmentow niepolarnych [101]. Na podstawie
badan z wykorzystaniem symulacji metoda dynamiki molekularnej zostato stwierdzone
wykluczanie TMAO w przypadku powierzchni oligoglicyny jako modelu tancucha
gtownego Dbiatka [108]. Podobne wyniki otrzymano w przypadku badania
oddziatywania tego samego osmolitu z biatkiem synukleing [109] oraz polimerem
poli(N-izopropyloakryloamidem) (PNIPAM), réowniez za pomoca symulacji metoda
dynamiki molekularnej [110]. Stwierdzono tez, ze betaina jest wykluczana
z powierzchni  biatka domeny wigzacej HTH DNA [107]. W badaniach
z wykorzystaniem  zmodyfikowanego hydrofobowo polisacharydu zauwazono
wykluczanie osmolitow stabilizujacych — gliceryny, TMAO, proliny, betaina, sorbitolu
z jego powierzchni [111]. Wskazuje to na stabilizujacy wktad grup hydrofobowych
reszt aminokwasowych biatka W obecnosci osmolitu stabilizujacego. Jako przyczyne
wykluczania osmolitow autorzy wskazali zmiany W strukturze wody wokot dwoch
powierzchni — hydrofobowej modelu i osmolitu, ktéra uniemozliwia jednoczesna
optymalng hydratacje dwoch powierzchni w bliskiej odleglosci. Z drugiej strony przy
zastosowaniu spektroskopii NMR zostaly zaobserwowane silne oddzialywania
modelowej czasteczki cykloalanyloglicyny ze stabilizujacym osmolitem TMAO [112].
W naszym Zespole zaobserwowano, z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni,
ze tauryna oddzialuje bezposrednio z powierzchnig lizozymu [113]. Przeczy to
twierdzeniu, ze wszystkie osmolity stabilizujace sa wykluczane z powierzchni biatek.
Badania z wykorzystaniem spektroskopii FTIR oraz symulacji metoda dynamiki
molekularnej dostarczyly dowodow na obecnos$¢ bezposrednich oddziatywan osmolitu
stabilizujacego L-proliny z lizozymem [113]. Dominujacg role W tych interakcjach petni

grupa karboksylowa tego osmolitu.


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

»Model przeniesienia Tanforda” [114] stuzy do analizy roznic entalpii
swobodnych stanu zwinigtego | rozwini¢tego biatka w stanie rownowagi W roztworze
wodnym i roztworze zawierajacym osmolit. Pozwolil on na okreSlenie stopnia
stabilizacji lub destabilizacji biatka przez osmolit. Zespot Bolena [3] wykorzystat ten
model do scharakteryzowania oddziatywan osmolitow z biatkami. W swoich badaniach
autorzy opierali si¢ na zatozeniu, ze osmolity stabilizujace oddziatuja niekorzystnie
z powierzchnig biatek, natomiast osmolity destabilizujace oddziatujg korzystnie.
Entalpia swobodna przeniesienia, 4Gy, biatka z roztworu wody do roztworu osmolitu
jest uzywana do scharakteryzowania interakcji biatko-rozpuszczalnik. Dodatnie
wartos$ci 4G, oznaczaja, ze biatko jest solwofobowe podczas przeniesienia z wody do
roztworu osmolitu, natomiast ujemne warto$ci tego parametru oznaczaja, ze jest
solwofilowe. ,,Model przeniesienia” moze by¢ przedstawiony za pomocg cyklu
termodynamicznego (Rys. 1). Z jego pomoca mozna poréwnaé roznicg entalpii
swobodnej reakcji rozwijania biatek w roztworach wodnych, AGy.p, | roztworach
zawierajagcych osmolity, AGy_,,. Na podstawie cyklu termodynamicznego wynika
rownanie AGy_p — AGYp = AGyp — AG, . Parametry AG,yi4G,, odpowiadaja
entalpii swobodnej przeniesienia biatka w formie natywnej i biatka w formie
zdenaturowanej (rozwini¢tej) z roztworu wodnego do roztworu zawierajacego osmolit.
Dodatnia warto$¢ entalpii swobodnej przeniesienia biatka z roztworu wodnego do
zawierajacego osmolit $wiadczg 0 stabilizacji biatka przez osmolit, natomiast ujemna
warto$¢ 0 jego destabilizacji. Wartosci AG,y i14G,, zostaly wyznaczone dla
aminokwasow, ich reszt kwasowych oraz fragmentow tancucha gtownego [99,115,116].
Réznice AGy_.p —AGN.p | zarazem AGp,p — AG,y odpowiadaja wartosci tak
zwanemu parametrowi m, ktory jest miarg efektywnosci osmolitu w stabilizacji lub
destabilizacji danego biatka. Ujemne wartosci tego parametru oznaczaja, ze dany
osmolit jest destabilizatorem biatka, natomiast jego dodatnia warto§¢ wskazuje na

wlasciwosci stabilizujagce osmolitow.
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Rys. 1. Cykl termodynamiczny wynikajacy z Modelu Przeniesienia Tanforda [114]. N oznacza biatko
w stanie natywnym a D bialko rozwinigte (zdenaturowane).

Zalozenie addytywnosci entalpii swobodnej przeniesienia grup (group transfer
free energy, GTFE) reszt aminokwasowych i tancucha glownego pozwala na
oszacowanie AGy,yi4G,p. Auton i Bolen [116] podzielili udziaty w entalpii
swobodnej przeniesienia biatka na reszty aminokwasowe i tancuch gtowny biatek.
Pozwolito im to na stwierdzenie, ze wktad entalpii swobodnej przeniesienia tancucha
gléownego biatka ankiryny kontroluje kierunek przesunigcia rownowagi reakceji
zwijania-rozwijania tego biatka zarowno W przypadku osmolitu stabilizujacego —
N-tlenku trimetyloaminy (TMAO) oraz osmolitu destabilizujacego — mocznika.
Ciekawg obserwacja byto to, ze suma wkiadu entalpii swobodnej przeniesienia reszt
aminokwasowych byla przeciwna do kierunku przesuwania rownowagi reakcji
zwijania/rozwijania biatka w stosunku do wkiadu entalpii swobodnej tancucha
gléwnego biatka W obecnos$ci osmolitu stabilizujacego lub osmolitu destabilizujacego.
Podsumowujgc, wklad entalpii swobodnej przeniesienia reszt aminokwasowych
promowat denaturacj¢ biatka w obecnosci TMAO, z kolei mocznik jej zapobiegal.
Decydujacy wptyw miat jednak udzial entalpii swobodnej przeniesienia tancucha
gtéwnego biatka na reakcj¢ zwijania <> rozwijania biatka i to on decydowat 0 jej

kierunku.

Wedtug teorii posredniego wplywu osmolitéw na biatko, stabilizacja lub
destabilizacja biatek nastepuje poprzez zmiang wlasciwosci struktury wody, rozumiang
jako zmiane dtugos$ci wigzan wodorowych wody oraz zmiang stopnia uporzadkowania
czasteczek wody [9-15]. Niektore badania wskazujg na wspoétdziatanie mechanizmu
bezposredniego z mechanizmem posrednim W procesie stabilizacji bialek [10,16].
Z badan z wykorzystaniem spektroskopii FTIR i skaningowej kalorymetrii réznicowe;j

przeprowadzonych w naszym Zespole wynikato, ze wszystkie osmolity, zaréwno
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stabilizujace 1 destabilizujace, wzmacniaja wod¢ W swojej sferze hydratacyjnej
w poréwnaniu do wody czystej [17]. Pierwsze kryterium rozrézniajace osmolity pod
wzgledem ich wilasciwosci W stosunku do biatek i ich wptywu na wod¢ w swoich
sferach hydratacyjnych wylonito si¢ po analizie réznic funkcji rozktadu odlegtosci tlen-
tlen miedzy czasteczkami wody zaburzonej przez osmolity i funkcji rozktadu odlegtosci
tlen-tlen miedzy czasteczkami wody czystej. Stwierdzono, ze osmolity stabilizujace
charakteryzuja si¢ podobienstwem sfer hydratacyjnych ze sferg hydratacyjna biatka.
Natomiast woda w sferze hydratacyjnej osmolitow destabilizujgcych byta strukturalnie
rézna od wody hydratacyjnej biatko. Zaréwno sfery hydratacyjne osmolitow
stabilizujacych, jak i biatek wykazywaly si¢ zmniejszonym prawdopodobienstwem
wystepowania  populacji  $rednich  odleglo§ci miedzy czasteczkami  wody
odpowiadajacych najbardziej prawdopodobnej odleglosci O---O w wodzie czystej.
(2,83 A). W sferach hydratacyjnych osmolitow destabilizujacych wystepowato za$
wigksze prawdopodobienstwo wystepowania tego typu odlegtosci w stosunku do wody
czystej. Drugie kryterium wylonito si¢ po analizie warto$ci szerokosci potowkowych
pasm wody czystej oraz wody zaburzonej przez osmolity. Opierajac si¢ na
wyznaczonych parametrach widm, autorzy zauwazyli, ze widma wody zaburzonej przez
osmolity stabilizujagce maja wigksza szerokos¢ potdéwkowa pasma w poréownaniu do
widma wody czystej. Z kolei widma wody zaburzonej przez osmolity destabilizujace
cechujg si¢ mniejszg szerokoscig konturu pasma od konturu pasma wody czystej.
Kryterium szeroko$ci potdéwkowej jest miarg strukturalnej i energetycznej dystrybucji
stanow wody ma wiec zwigzek z entropowym stanem wody hydratacyjnej. PorOwnanie
szeroko$ci potowkowej pasma wody zaburzonej i wody czystej pozwala wiec na
przewidzenie kierunku wplywu substancji rozpuszczonej na stala réwnowagi

denaturacja biatka.

3.4. Wplyw osmolitow na wode w ukladzie z udzialem

substancji modelowych

Ztozona struktura polipeptydow 1 bialek spowodowata, ze w badaniach
wykorzystywano proste uktady modelowe. Jako czgsteczki modelowe stosowano:
czasteczki czysto hydrofobowe, takie jak neopentan [117,118], amidy takie jak NMA
oraz mniejsze peptydy [15,103,119-123]. Wyniki dotyczace wpltywu osmolitow

stabilizujacych 1 destabilizujagcych na wode w ukladach zawierajacych czasteczki
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modelowe pochodzg glownie z badan teoretycznych [13,15,103,119,120,122-125].

Niewiele jest prac eksperymentalnych w tym temacie [126-128].

Cechg charakterystyczng budowy peptydow i biatek jest blisko$¢ potozenia
grup hydrofilowych 1 hydrofobowych. Interesujagca w tym kontekscie jest hydratacja
czasteczek czysto hydrofobowych w obecnosci osmolitéw. Wykonano symulacje
oddziatywan migdzy wszystkimi czasteczkami wody w roztworze substancji czysto
hydrofobowej — neopentanu, w obecnosci osmolitu stabilizujagcego (betainy) lub
osmolitu destabilizujgcego (mocznika) [117]. Wykazano skrocenie dtugosci wigzan
wodorowych miedzy czgsteczkami wody w uktadzie neopentan-betaina oraz neopentan-
mocznik [117,118].

NMA jest najprostsza czasteczka zawierajaca wigzanie peptydowe dlatego tez
jest rozpatrywany jako minimalny model szkieletu peptydowego. Dodatkowo zawiera
dwie grupy hydrofobowe (CHs3). Z wykorzystaniem symulacji metoda dynamiki
molekularnej zostat zbadany wptyw osmolitow na strukture wody w uktadzie z NMA
[13,15,103,119,120,122-124]. Badania te dotyczyly ogolnego wpltywu dodania
osmolitu na oddziatywania miedzy wszystkimi czasteczkami wody w takich uktadach.
W efekcie przedstawiono wyniki dotyczace usrednionego efektu wywieranego przez
osmolity na czasteczki wody bedacej pod wptywem jednej z substancji rozpuszczonej,
czasteczek wody bedacych pod jednoczesnym wpltywem dwoch —substancji
rozpuszczonych oraz na wod¢ czysta. W badaniach nad wptywem osmolitow na
struktur¢ wody w uktadach NMA + osmolit (TMAO, trehaloza) stwierdzono, ze wraz ze
zwigkszaniem stgzenia osmolitoéw stabilizujacych nastgpuje wzmacnianie wigzan
wodorowych miedzy czasteczkami wody w roztworach NMA [13,120,124]. Wei
I wspotautorzy [15] stwierdzili, ze TMAO wzmacnia strukturg tetraedryczng wody
w obecnosci NMA. Wykazali takze, ze mocznik ma maty wptyw na dlugo$¢ wigzan
wodorowych migdzy czasteczkami wody oraz rozktad katow migdzy nimi w ukladzie
z NMA. Interesujaca obserwacja dokonang przez tych autorow jest to, ze dodatek
mocznika do wody czystej w matym stopniu wplywa na dlugos¢ wigzan wodorowych
wody 1 rozklad katéw miedzy czasteczkami wody, natomiast TMAO zwigksza
populacje silnych wigzan wodorowych i wzmacnia tetraedryczng struktur¢ wody.
Wykazano, ze betaina i inne osmolity stabilizujace (TMAO i trehaloza) sg wykluczane
z otoczenia NMA. Zaobserwowano dehydratacje NMA pod wplywem TMAO [122].

Stwierdzono tez, ze TMAO ma niewielki wplyw na lokalng gesto§¢ wody wokot
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czasteczki NMA, poza sferg hydratacyjna grupy NH, gdzie wystgpowal zwigkszenie
lokalnej gestosci wody. W obecnosci TMAQO zmniejszata si¢ liczba hydratacyjna grup
metylowych NMA [119]. W badaniach hydratacji uktadow NMA zauwazono
zwigkszenie hydratacji grup hydrofobowych NMA pod wplywem trehalozy [123,124]
oraz w obecnosci betainy [103]. Zbadano wplyw osmolitu destabilizujacego mocznika
na oddziatywania w sferze hydratacyjnej NMA [103,123] i stwierdzono, ze powodowat
on zmniejszenie hydratacji NMA w poréwnaniu do ukladow zawierajgcych jedynie
wode i NMA.

W badaniach wykorzystujacych symulacje metoda dynamiki molekularnej
[15,103,125] zbadano wplyw osmolitow na oddzialywania bezposrednie czasteczek
wody i osmolitow z NMA. Na podstawie analizy funkcji rozktadu radialnego [103]
stwierdzono, ze wigzania wodorowe mi¢dzy woda i NMA sg silniejsze w ukladach
zawierajacych betaing w porownaniu do tych zawierajacych tylko NMA 1 wode. TMAO
[15,125] i betaina [103] zwigkszaja site oddzialywania grupy karbonylowej NMA
i wody. Dodatkowo [103] stwierdzono, ze sita tych oddzialywan zwigksza si¢ wraz ze
wzrostem stgzenia betainy w ukladzie z NMA. W innych badaniach [103]
zaobserwowano ostabianie przez mocznik (w roztworach o st¢zeniu mocznika
wynoszacym 8 M) wigzan wodorowych miedzy protonem aminowym NMA i woda.
Ustalono tez, ze po dodaniu mocznika zwicksza si¢ prawdopodobienstwo oddziatywan
Hxma-Owoda W uktadach zawierajacych NMA [125]. Ponadto zauwazono, ze wigksze
prawdopodobienstwo wystgpowania wigzan wodorowych wystepuje miedzy tlenem

grupy karbonylowej i wodg niz atomami wodoru grupy aminowej NMA i woda.

Interpretacja wynikéw uzyskanych dla ukladow modelowych prostych
dipeptydoéw oraz tripeptydow moze by¢ przydatna przy probie opisania bardziej
ztozonych ukladow, takich jak helisy, zakrety 1 biatka. Wyniki badan dotyczace
krotkich peptydow pochodzily z symulacji metoda dynamiki molekularnej
[126,127,129-131]. Zbadano hydratacje peptydu NATA (N-acetylotryptofanoamidu) w
obecnosci osmolitow destabilizujacych: mocznika i chlorowodorku guanidyny oraz
osmolitu stabilizujagcego — proliny [129,130]. Zaobserwowano, ze jony guanidynowe
byty wykluczane z powierzchni dipeptydu NATA. Ustalono, ze chlorowodorek
guanidyny nieznacznie zwiekszat site wigzan wodorowych miedzy czasteczkami wody
oraz powodowal zmniejszenie liczby oddzialywan woda-woda [129]. Mocznik

oddziatywat bezposrednio z powierzchnig peptydu [130]. Stwierdzono, ze nie zmieniat
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on dynamiki wigzan wodorowych migdzy czasteczkami wody. Ponadto zaobserwowano
zwigkszanie przez mocznik sity wigzan wodorowych czasteczki wody z peptydem
[129]. Ustalono, ze prolina zwigkszata site wigzan wodorowych mi¢dzy czgsteczkami
wody w roztworze zawierajagcym peptyd NATA oraz wigzan wodorowych czasteczek
wody z tym peptydem [129]. Przeprowadzono badania hydratacji amfifilowego peptydu
NALMA (N-acetylo-leucyno-metylamidu) w obecnosci osmolitu stabilizujacego —
glicerolu oraz DMSO przy wysokim stg¢zeniu, w ktorym wykazuje wilasciwosci
destabilizujace [126]. Wykazano zwigkszenie liczby czasteczek wody wokot grup
hydrofobowych w obecnosci glicerolu, natomiast w obecnosci DMSO (w stezeniu
denaturujagcym) obserwowane bylo zmniejszenie hydratacji [126]. W roztworze
wodnym zawierajagcym NALMA byly zachowane wigzania wodorowe miedzy grupami
karbonylowymi peptydu i czasteczkami wody w obecnosci glicerolu jak i DMSO.
Wyniki te potwierdzaja badania dyfrakcji neutronowej [127]. Wyniki badan
dotyczacych hydratacji tripeptydu Gly-Ala-Phe w obecnosci glicerolu lub mocznika
[131] wskazywaly na silniejsze zorganizowanie struktury wody wokot peptydu w
obecnosci glicerolu niz w roztworze wodnym zawierajacym jedynie tripeptyd.
Zauwazono tez, ze glicerol byt wykluczany z powierzchni peptydu. Najsilniejszy efekt
wykluczania mial miejsce w otoczeniu reszty alaniny. Wigcej oddzialywan migdzy
czasteczkami wody i tripetydem wystepowato w uktadzie tripeptyd — glicerol, w
porownaniu do uktadu samego tripeptydu z woda. Z kolei w obecnos$ci mocznika
oddziatywania alaniny z Czgsteczkami wody byly zastepowane przez bezposrednie

oddziatywania reszty alaniny z czasteczkami mocznika.

ZYozonos$¢ uktadow zawierajacych biatka prowadzily do rozwazenia prostszych
uktadow, ktore mogly shuzy¢ jako uproszczone modele do badania hydratacji
w uktadach biatek z osmolitami. Wykonano symulacje metoda dynamiki molekularne;j
w uktadzie zawierajacym modelowy peptyd ztozony z 15 aminokwasow w obecnos$ci
mocznika lub TMAO [132]. Zaobserwowano zwigkszenie gestosci wody wokot
peptydu w otoczeniu TMAO, natomiast zmniejszanie w obecnosci mocznika. Na
podstawie badan wykazano, Ze oba osmolity moga oddziatywaé z peptydem, przy czym
liczba czasteczek TMAO znajdujacych si¢ w pierwszej sferze hydratacyjnej peptydu
jest mniejsza w poroOwnaniu do czasteczek mocznika. Mocznik wykazywat

powinowactwo do atoméw tlenu tancucha gléwnego biatka 1 dodatnio natadowanych
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reszt aminokwasowych, natomiast TMAO oddziatywatl z dodatnio naladowanymi

resztami aminokwasowymi i atomami wodoru tancucha gltéwnego.

Badania przedstawione przeze mnie powyzej W tym rozdziale zawieraly
charakterystyke ogdlnego wptywu osmolitow na catg wode w roztworze zawierajacym
takze czasteczke centralng. Obraz ten moze by¢ mylacy, poniewaz nie musi oznaczac
zmiany wiasciwosci wody w sferze hydratacyjnej czasteczki centralnej w podobny
usredniony sposéb. Dlatego tez przewidywanie wpltywu osmolitow na stabilno$¢ biatek
na podstawie ich zdolnosci do wzmacniania lub ostabiania struktury wody prowadzi do
btednych wnioskow. Wigkszos¢ osmolitow stabilizujagcych wzmacnia strukture. Jednak
sg wsérdd nich wyjatki takie jak tauryna [20], ktora w ogdlnym efekcie ostabia strukture
wody. Zawiera ona w swojej budowie grupe sulfonowa, ktora ostabia struktur¢ wody
oraz grup¢ aminowa wzmacniajaca struktur¢ wody. Wptyw grupy sulfonowej jest
decydujacy na og6lng charakterystyke oddziatywan migdzy czasteczkami wody
w roztworze. Sfera hydratacyjna bialka charakteryzuje si¢ wzmocniong energia wigzan
wodorowych wody. Dodatek tauryny zorientowanej grupa aminowa do powierzchni
biatka powoduje dodatkowe wzmocnienie sfery hydratacyjnej biatka. W nastgpstwie
takiej orientacji czasteczki tauryny, obserwowany jest efekt kooperatywnosci wigzan
wodorowych miedzy czasteczkami wody w sferze hydratacyjnej grupy aminowej
tauryny oraz migdzy czasteczkami wody zlokalizowanymi blisko powierzchni bialka.
Czesto osmolity destabilizujace sg rozpatrywane jako substancje majace ostabiajacy
wplyw na wigzania wodorowe w wodzie. Jednak mocznik, ktory jest osmolitem
destabilizujacym biatko ma niewielki wzmacniajacy wptyw na wode [133]. Jego
alkilowe pochodne natomiast, bedace rowniez osmolitami destabilizujgcym wzmacniaja
wyraznie struktur¢ wody i jednoczesnie sg silniejszymi destabilizatorami niz mocznik
[21]. Z opisu, ktory przedstawitem wyzej wynika, ze konieczne jest wyznaczanie
wplywu osmolitéw na oddzialywania migdzy czasteczkami wody wewnatrz sfery

hydratacyjnej czasteczki centralne;.

Jedyne znane mi prace eksperymentalne w ktéorych w wyizolowano udziat
czasteczek wody znajdujacych si¢ pod jednoczesnym wplywem obu substancji
pochodzity z badan naszego Zespotu [128,134,135]. Uzyto w nich spektroskopi¢ FTIR
[128,134,135] oraz analize¢ chemometryczng [128,134] danych widmowych do
wyizolowania jednoczesnego wptywu tych dwoch substancji na czasteczki wody.

Widma ekstrapolowano do bardzo duzego rozcienczenia. Badania w uktadzie NMA-
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Na,HPO, przeprowadzono dla réznych utamkoéow molowych NMA (obliczanych
wzgledem Nap,HPO,4, z pominigciem wody). Ustalono, ze przy utamkach molowych
Xnva = 0,2, 0,80, 0,85, 0,90 1 0,95 wystepowaly wspoétdzielone czasteczki wody miedzy
sferami hydratacyjnymi obu substancji rozpuszczonych. Energia wigzan wodorowych
migdzy czasteczkami wody wspoétdzielonej byta wigksza zarbwno w poréwnaniu do
wody zaburzonej przez NMA, jak i rowniez w pordwnaniu do wody zaburzonej przez
Na,HPO,4. Dla ulamkoéw molowych xyma= 0,4, 0,50, 0,60 wystepowaly czasteczki
wody nadmiarowej lgczace dwie sfery hydratacyjne NMA i Na,HPO,. Wigzania
wodorowe miedzy czasteczkami tej wody byty stabsze niz miedzy czasteczkami wody

w sferze hydratacyjnej NMA lub Na;HPO,.

Czlonkowie naszego Zespotu zbadali eksperymentalnie hydratacje w sferze
hydratacyjnej peptydow: diglicyny i NAGMA (N-acetylo-glicyno-metyloamidu)
w obecnosci TMAO lub mocznika z wykorzystaniem spektroskopii FTIR [136]. Na
podstawie analizy chemometrycznej stwierdzono, ze TMAO wzmacnia wigzania
wodorowe w sferach hydratacyjnych obu peptydéw, przy czym efekt ten jest silniejszy
w stosunku do diglicyny. Obecno$¢ wspotdzielonych czasteczek wody w uktadach
diglicyna—TMAO oraz NAGMA-TMAO wskazywata na akumulacj¢ tego osmolitu
w sferze hydratacyjnej peptydow. W przypadku uktadu diglicyna—mocznik kontakt sfer
hydratacyjnych peptydu i osmolitu odbywat si¢ poprzez dodatkowe (,,nadmiarowe’)
czasteczki wody, tzw. mostkujace czasteczki wody, taczace sfery hydratacyjne obu
substancji. Swiadczyto to 0 wykluczaniu mocznika ze sfery hydratacyjnej tego peptydu.
Ponadto, wigzania wodorowe migdzy ,,nadmiarowymi” czgsteczkami byly stabsze od
tych w sferze hydratacyjnej diglicyny oraz byly podobne pod wzgledem strukturalnym
I energetycznym do wody czystej. W przypadku peptydu NAGMA sfera hydratacyjna
mocznika byla wlaczana do sfery hydratacyjnej peptydu. W tej sytuacji mocznik
oddziatywat bezposrednio z peptydem. W efekcie, sfera hydratacyjna peptydu NAGMA
zawierata dwie populacje czasteczek wody: ostabiong i wzmocniong wzgledem wody
zaburzonej jedynie przez peptyd NAGMA. Wigkszy udzial populacji czasteczek wody
0 wickszej energii wigzan wodorowych powodowal, ze w ogélnym efekcie sfera

hydratacyjna peptydu byta nieznacznie wzmocniona.

Trzecia publikacja w tym zakresie powstala z moim udziatlem [135]. Wyniki
widmowe FTIR zostaly w niej opracowane juz nowa metoda, opisang w ramach tej

pracy, umozliwiajaca $ledzenie zmian hydratacji czgsteczki modelowej w funkcji
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stezenia osmolitu. Publikacja dotyczyta uktadow czasteczek modelowych: NMA oraz
DMSO w obecnosci osmolitu stabilizujacego - betainy lub osmolitu destabilizujgcego -
mocznika. Przeprowadzone badania sa fragmentem mojej pracy doktorskiej i zostaty

przedstawione w dalszej cze$ci dysertacji.

3.5. Hydratacja peptydu trpzip-1

Trpzip-1 jest prostym peptydem wykorzystanym w moich badaniach. Ma on
posta¢ beta zakretu 0 sekwencji SWTWEGNKWTWK (kod jednoliterowy sekwencji
aminokwasow) I masie 1,609 kDa [137,138]. Wykazuje on wlasciwosci zwinigtych
bialek oraz jest rozpuszczalny w wodzie [138]. Ma stabilng strukture¢ drugorzedowsa.
Jego wiasciwosci  termodynamiczne (4G, 4H i A4Cp), dotyczace reakcji
zwijania/rozwijania usrednione 1 przeliczone na jedng resztg aminokwasows sa
porébwnywalne z odpowiednimi wlasciwosciami przeliczconymi na jedng reszte
aminokwasowa W wigkszych biatkach. Z uzyciem skaningowej kalorymetrii réznicowe;j
zaobserwowano jego dwustopniowy proces denaturacji poprzedzony oligomeryzacja
[25]. W temperaturze nizszej niz 50°C peptyd wystepuje W swojej podstawowej
strukturze. Wykazano z uzyciem spektroskopii FTIR [25], ze struktura wody zar6wno
wokot formy zwinigtej (w temperaturze 25°C) oraz wokot formy zdenaturowanej
(w temperaturze 55-65°C) jest wzmocniona w stosunku do wody czystej o
odpowiadajace] temperaturze. Zaobserwowano efekt kooperatywnos$ci energetycznej
miedzy wigzaniami wodorowymi otaczajacymi fragmenty hydrofilowe i hydrofobowe
w formie zwinigtej. Stwierdzono takze, ze sfera hydratacyjna wokot rozwinigtego
peptydu charakteryzuje si¢ wigksza populacjg wigzan wodorowych 0 $redniej dtugosci
O---O (ok. 2,80 A) w stosunku do sfery hydratacyjnej wokot peptydu zwinietego
w temperaturze 25°C [25]. W literaturze nie ma publikacji dotyczacych wptywu

osmolitow na stabilnos$¢ peptydu trpzip-1.

3.6. Hydratacja lizozymu i wplyw osmolitow na jego

stabilnos¢

Lizozym jest biatkiem globularnym wykorzystanym w moich badaniach,
0 masie okoto 14,3 kDa, sktadajagcym si¢ ze 129 aminokwaséw [28]. Nalezy on do
grupy enzymow nazywanych glikozydazami [28]. Katalizuje on rozpad wigzania

glikozydowego pomigdzy czasteczkami kwasu N-acetylomuraminowego (NAM)
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I N-acetyloglukozaming (NAG) tancuchéw polisacharydowych $ciany komorkowe;j

niektorych bakterii oraz pomigdzy resztami NAG w chitynie [28].

Z wykorzystaniem spektroskopii dielektrycznej okreslono, ze w monowarstwie
na powierzchni lizozymu wystepuje 165 czasteczek wody [139]. Podobng wartos¢
uzyskano uzywajgc spektrometrii terahercowej (174+40) [140] oraz spektroskopii
Ramana (158+8) [141]. Wigksza liczbe czasteczek wody w sferze hydratacyjnej
lizozymu, wynoszaca 259, wyznaczono stosujac rozpraszanie neutronow [142]
i promieni rentgena [143]. W stanie czesciowej denaturacji lizozymu, w tzw. stanie
stopionym (stan molten globule), w ktérym a-helisy sg nierozwinigte (73°C) wykryto
212+11 czasteczek wody [141].

Na podstawie badan teoretycznych [143-145] i eksperymentalnych [142,146]
ustalono, ze warstwa hydratacyjna lizozymu ma wigkszg gegsto$¢ w stosunku do wody

czystej zarowno W przypadku formy zwinigtej [144] jak i zdenaturowanej [145].

Wykorzystanie spektroskopii ramanowskiej umozliwitlo zaobserwowanie
zmniejszenia udziatu tetraedrycznie zorganizowanych czasteczek wody W uktadzie
lizozym-woda w porownaniu do wody objetosciowej [141]. Zjawisko to wystepuje
w wickszym stopniu W temperaturze 90°C, w obecnosci zdenaturowanego lizozymu,
w porownaniu do temperatury 25°C, w ktorej lizozym wystgpuje W Stanie

podstawowym.

Na podstawie badan kalorymetrycznych, NMR oraz FTIR hydratacji lizozymu
[147] stwierdzono, ze W temperaturze okoto 47°C czasteczki wody hydratacyjne;j
lizozymu traca mozliwo$¢ tworzenia stabilnych wigzan wodorowych, a ich czas zycia
zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem temperatury. Obserwowane jest wtedy zatamanie
wystepowania tetraedrycznej struktury sieci wigzan wodorowych wody. Temperatura ta
jest goérng granicg istnienia lizozymu w formie zwinigtej. W temperaturze
odpowiadajacej denaturacji biatka (ok. 77°C) nastgpuje zerwanie wigzah wodorowych
mi¢dzy fragmentami bialka, czgsteczki wody hydratacyjnej stajg si¢ wolne, a ich

wspotczynnik samodyfuzji odpowiada wodzie czystej.

Wyniki badan nad denaturacja temperaturowg lizozymu pokazujg, ze
W pewnym zakresie temperatur mozliwe jest odzyskanie prawidtowej struktury

przestrzennej przez czesciowo rozwiniete biatko. Proces denaturacji temperaturowej
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przebiega w dwoch etapach, w czasie ktorych lizozym znajduje si¢ w trzech stanach:
podstawowym, przejsciowym i zdenaturowanym [147-151]. W stanie przejSciowym
(40-60°C) czasteczki biatka ulegajg szybkim przemianom i wystepuja W wielu
strukturach konformacyjnych w wyniku konkurencji oddziatywan hydrofilowych
I hydrofobowych. Na tym etapie mozliwy jest powrdt lizozymu do formy podstawowe;.
Jednak ze wzgledu na niestabilnos¢ lizozymu w takich strukturach, proces zwijania
moze ulec zaburzeniu prowadzac do osiggniecia zlej struktury tréjwymiarowej [147].
Przekroczenie temperatury denaturacji powoduje nieodwracalne zniszczenie struktury
lizozymu objawiajace si¢ utrata rozpuszczalnosci i agregacja [147]. W strukturze
lizozymu obserwowany jest wowczas gwaltowny wzrost udziatu antyréwnolegtych -
kartek i spadek udziatu a-helis [147]. Bialko traci wtedy swoja aktywno$¢ biologiczna.
Wedlug Meersmana i wspotautorow [152] w temperaturze migdzy 20-60°C struktura
drugo- i trzeciorzedowa lizozymu jest relatywnie stabilna. Nie sg obserwowane
struktury przejsciowe podczas rozwijania lizozymu W tym zakresie temperatur. Powyzej
70°C nastepuje czg¢sciowe, odwracalne rozwijanie biatka. Natomiast po przekroczeniu

temperaturze 80°C lizozym zostaje trwale zdenaturowany.

Osmolity stabilizujace podwyzszajg temperature denaturacji lizozymu [153—
155] i generalnie wraz ze wzrostem ich stezenia zwigksza si¢ odpornos$¢ temperaturowa
lizozymu [76,154,155]. Wedlug Arakawy i wspotautorow [153] najskuteczniejszym
osmolitem stabilizujagcym w stosunku do lizozymu jest tauryna, nast¢pnie glicyna
i seryna. Na podstawie badan z wykorzystaniem skaningowej kalorymetrii roznicowe;j
[19] stabilizujacy wptyw osmolitow przebiega W nastgpujacym porzadku: TMAO <
TMG < GLY < DMG < NMG. Ponadto, zauwazono, ze intensywno$¢ efektu
stabilizujacego tych osmolitow jest skorelowana z najbardziej prawdopodobng
odlegtoécia miedzy czasteczkami wody, Roo’, W ich sferach hydratacyjnych [19].
TMAO cechowat sie najwigkszg wartoéciag Roo’ miedzy czgsteczkami wody W swojej
sferze hydratacyjnej, natomiast NMG najmniejsza wartoscig W tym szeregu [19].
Santoro i wspotautorzy [76] wskazuja, ze W przypadku obecno$ci betainy (pH ~ 6,
55 mM NaCl, bufor cytrynianowy) efekt stabilizacji lizozymu osiagga maksimum przy
stezeniu betainy rownym 4 M, po czym zmniejsza si¢. Z kolei wplyw glicyny na
stabilno$¢ lizozymu w zakresie niskich stezen osmolitu jest maly: do st¢zenia glicyny
wynoszacego 0,01 M, bialko jest przez nig nieznacznie destabilizowane, od 0,01 M do

0,1 M w niewielkim stopniu stabilizowane. Silniejszy efekt stabilizacji lizozymu jest
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widoczny przy stezeniach glicyny > 0,1 M (pH = 7) [156]. Na podstawie badan
spektroskopowych FTIR [113], czlonkowie naszego Zespolu badawczego sprawdzili
czy osmolity stabilizujace — TMAO i prolina — byty wykluczane ze sfery hydratacyjnej
lizozymu. Okazato sie, ze zgodnie z przewidywaniami, TMAO byt wykluczany ze sfery
hydratacyjnej lizozymu, podczas gdy prolina oddziatywata bezposrednio z czasteczka
tego biatka. Zaprzecza to powszechnemu przekonaniu [4,12,99-106], o tym ze osmolity
stabilizujagce sa zawsze wykluczane ze sfery hydratacyjnej biatka. Wynika z tego, ze
kryterium wykluczania lub bezposredniego oddziatywania osmolitu z powierzchnig
biatka nie powinno by¢ uzywane do przewidywania wlasciwos$ci stabilizacyjnych lub
destabilizacyjnych osmolitu. W innej pracy eksperymentalnej cztonkow naszego
Zespotu zbadano hydratacje tauryny (osmolit stabilizujacy) i trimetylotauryny oraz ich
wplyw na stabilno§¢ lizozymu. Stwierdzono, ze tauryna wykazuje wlasciwosci
stabilizujagce w stosunku do lizozymu oraz ogoélnie ostabia wodge w swojej sferze
hydratacyjnej w stosunku do wody czystej. Temperatura denaturacji lizozymu
W obecno$ci mocznika i jego pochodnych oraz chlorowodorku guanidyny obniza si¢
wraz ze wzrostem stgzenia osmolitow [155-158]. Na podstawie badan spektralnych
przeprowadzonych w naszym Zespole stwierdzono, ze alkilowe pochodne mocznika
(osmoliy destabilizujace): N-metylomocznik, N-etylomocznik, N-n-butylomocznik,
N,N’-dimetylomocznik, N,N’-dietylomocznik, N,N,N’N -tetrametylomocznik
wzmacniajg strukture¢ wody w swojej sferze hydratacyjnej stosunku do wody czystej
| wszystkie s3 denaturantami lizozymu. Ustalono, ze arginina jest stabilizatorem
lizozymu do stezenia 100 mM, natomiast przy wyzszych stezeniach — destabilizatorem
[156]. Stwierdzono takze antyagregacyjne wiasciwosci mocznika, argininy oraz
chlorowodorku guanidyny w stosunku do stanu natywnego oraz zdenaturowanego

lizozymu [159].

3.7. Hydratacja mocznika i jego wplyw na bialka

Mocznik jest osmolitem destabilizujacym wykorzystanym w moich badaniach.
Jest pierwszg zsyntetyzowang organiczng substancjg chemiczng (w roku 1828)
Z substratow nieorganicznych [160]. W roztworze wodnym mocznik zwieksza
rozpuszczalno$¢ weglowodordow, utrudnia powstawanie miceli, zmniejsza lepkos¢

I hamuje Zelowanie roztworow celulozy.
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Struktura 1 dynamika roztworow mocznika jest przedmiotem wieloletnich
badan. Stosowano rézne metody eksperymentalne: pomiar ultradzwickow [161,162],
rozproszenia rentgenowskiego [163], dyfrakcji neutronow [164], spektroskopii
dielektrycznej [165], terahercowej [166], w podczerwieni [167] i ramanowskiej [168],
optycznego zjawiska Kerra [169] oraz NMR [170]. Przeprowadzono réowniez badania
teoretyczne metodami: symulacji dynamiki molekularnej [171], Monte Carlo [172,173],

obliczenia ab initio [174] oraz za pomoca teorii funkcjonatu gestosci (DFT) [175].

Istnieja ré6zne modele hydratacji mocznika. Wedlug Franka i Franksa [176]
mocznik zaktoca strukture rozpuszczalnika. Wskazywali oni na istnienie w roztworze
dwoch rodzajow wody: 0 wyzszej gestosci, wolnych czasteczek wody niezwigzanych
wigzaniami wodorowymi, Oraz 0 nizszej gestosci i strukturze tetraedrycznej. Wedtug
autoré6w tej hipotezy mocznik tworzy roztwory doskonate z woda ,.gesta” i jest
wykluczany z wody tetraedrycznej. W wyniku tego czasteczki mocznika sa otaczane
przez wod¢ 0 mniej uporzadkowanej strukturze. Wedlug tego modelu mocznik
powoduje zwigkszenie udziatu wody stabo zorganizowanej kosztem wody 0 strukturze
tetraedrycznej i w tym sensie wykazuje wlasciwosci ,,burzace” struktur¢ wody. Badania
z wykorzystaniem symulacji metodg Monte Carlo oraz metodg dynamiki molekularnej
[172,177] wskazuja na zmniejszanie liczby wigzan wodorowych wody w otoczeniu
mocznika. Idrissi i wspotautorzy [178] postulujg, na podstawie symulacji metoda
dynamiki molekularnej, ze struktura wody wulega znacznemu ostabieniu wraz
z dodatkiem mocznika. Wyniki te znajduja potwierdzenie W niektorych pracach
eksperymentalnych [169,179]. Z kolei badania metodami wolumetrycznymi i inne
symulacje komputerowe [133,180,181] sugeruja wzmacnianie struktury wody przez

mocznik.

Model SKSS (Schellman, Kresheck, Sheraga i Stokes) [182,183] przypisuje
wlasciwosci roztwordw mocznika dimeryzacji lub oligomeryzacji jego czasteczek.
Wedlug modelu SKSS w roztworze wodnym nast¢puje samoagregacja mocznika,
astruktura otaczajgcej wody nie ulega znaczacej zmianie. Spektroskopia
w podczerwieni [167] oraz badania dyfrakcji neutronéw [164] sugeruja obecnosé
kompleksow sktadajacych si¢ nawet z 16 meréw zwigzanych ze soba wigzaniami
wodorowymi. Réwniez symulacje metoda Monte Carlo sugeruja tworzenie klastrow
mocznika w roztworach wodnych [172,173]. Pomiary ultradzwickowe [161,162],
rozpraszania rentgenowskiego [163], spektroskopii ramanowskiej [168] oraz
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dielektrycznej [165] nie potwierdzily agregacji czasteczek mocznika wynikajacej
zmodelu SKSS. Dodatkowo obliczenia kwantowo mechaniczne nie wskazuja na
istnienie stabilnych cyklicznych dimerow mocznika w roztworach wodnych [175]. Na
stuszno$¢ modelu SKSS wskazuje jednak wiele badan eksperymentalnych i prac
teoretycznych, wedtug ktérych mocznik wbudowuje si¢ W struktur¢ wody i zachowuje
jej tetraedryczng strukture [167,170], jako czasteczka typu ,,water like” [174,177] lub
wyptywa na strukture wody w niewielkim stopniu [180,184]. Rezus i Bakker stwierdzili
na podstawie badan spektroskopowych, ze sie¢ wigzan wodorowych w roztworach
mocznika jest niemal nie zmieniona w poréwnaniu do Sytuacji w wodzie czystej [185].
Do podobnych wnioskéw doprowadzity badania z uzyciem spektroskopii terahercowe;j
[166] oraz symulacje metodami dynamiki molekularnej [171]. Interpretacja wynikéw
w aspekcie pytania czy mocznik ostabia lub wzmacnia strukture wody jest zalezna od
przyjetego przez autoréw kryterium okreslania wlasciwosci struktury wody, takich jak
liczba wigzan wodorowych jakie tworzy czasteczka wody z innymi czasteczkami wody,
Kryterium geometryczne charakteryzujace wigzania wodorowe, rdéznice W dynamice
wody wokot czasteczki rozpuszczonej a wodzie czystej lub odlegltos¢ migdzy
czasteczkami wody. Z wickszosci tych badan wylania si¢ wspolny wniosek, ze mocznik

ma niewielki wplyw na otaczajacg go wodg.

Roztwory mocznika byly badane w aspekcie jego zdolnosci do denaturacji
biatek, w wyniku czego zostaly zaproponowane dwa mechanizmy jego wplywu na
stabilnos¢ biatek: bezposredni i posredni. Wedtug pierwszego z nich, mocznik wigze si¢
bezposrednio z tancuchem gldéwnym biatek lub jego resztami aminokwasowymi silniej
niz woda. Istniejg rozne koncepcje oddzialywania mocznika z biatkiem. Efekt
entalpowy jest silag napedowg rozwijania biatka w przypadku mechanizmu
bezposredniego. Wynika on z Kkorzystnych energetycznie oddziatywan mocznika
z powierzchnig biatka, ktore wystepuja W wigkszej liczbie w przypadku formy
rozwinig¢tej biatka [4]. Wedlug czeSci autorow [3,116], interpretujacych wplyw
osmolitow destabilizujagcych na biatka w ramach modelu wplywu bezposredniego,
mocznik konkuruje z wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami wodorowymi fragmentéw
fancucha gléwnego biatka, ktore stabilizujg jego strukture drugorzedowa. Skupiajac si¢
na mechanizmie bezposrednim, inni autorzy [186] wskazujg na mozliwo$¢ wigzania
mocznika z fragmentami polarnymi powierzchni biomakroczasteczek w poblizu grup

hydrofobowych. Zaktdca to oddziatywania migdzy hydrofobowymi fragmentami biatka,
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co powoduje rozluznienie struktury przewazajaco hydrofobowego rdzenia biatka
I umozliwia jego denaturacje [186]. Inne badania sugeruja dwustopniowy proces
denaturacji biatka przez mocznik. W pierwszym etapie mocznik dziata jak surfaktant
i powoduje usuniecie wody z pierwszej sfery solwatacyjnej biatka tworzac ,,suchg
sfer¢” [6,187]. W tym procesie biora udzial oddzialywania dyspersyjne mocznika
z powierzchnia biatek. Mocznik wigze si¢ rowniez na tym etapie z protonem aminowym
tancucha glownego biatka wigzaniami wodorowymi, co prowadzi do zerwania
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych biatka. W drugim etapie mocznik
I woda solwatuja odstonigte reszty aminokwasowe: hydrofobowe, polarne i posiadajace

tadunek oraz tworza z nimi wigzania wodorowe [187].

Wedlug Wei, Yang i Gao [15,188,189] denaturacja biatek przez mocznik jest
indukowana przez akumulacj¢ jego czasteczek wokot tancucha biatka, w wyniku czego
cze$¢ wody jest usuwana z jego otocznia. Pozostata cze$¢ czasteczek wody silne
oddziatuje z grupa karbonylowa tancucha gtéwnego biatek. Oddziatywania te powoduja
zerwanie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych migdzy grupami polarnymi
w biatku. Reszty aminokwasowe zostaja zwigzane wigzaniami wodorowymi
Z czasteczkami mocznika oraz w mniejszym stopniu z czasteczkami wody. Silne
oddziatywanie zdenaturowanego biatka ze skladnikami roztworu uniemozliwia jego

zwinigcie do formy natywneyj.

Street i wspotautorzy [101] stwierdzili, na podstawie badan entalpii swobodnej
przeniesienia tancucha gtéwnego biatka z wody do roztworu osmolitu, ze mocznik
akumuluje si¢ W poblizu tancucha gldwnego biatka i oddziatuje z nim silniej niz woda.
Wedtug modelu przeniesienia Tanforda [114] oddziatywania tancucha gtéwnego biatek
majg decydujacy wplyw na faldowanie biatek [99,116]. Z kolei badania denaturacji
biatkka TRP-cage za pomocg symulacji metoda dynamiki molekularnej replik
temperaturowych (REMD) [190] sugeruja znaczny wplyw reszt aminokwasowych na
rozwijanie biatka. Stwierdzono, ze interakcje mocznik-biatko stanowia 60% udzialu
W zmianie  wspotczynnika  preferencji  interakcji  miedzy formg  zwinigtg
a zdenaturowana biatka. Znaczny w tym udzial reszt aminokwasowych zostat
potwierdzony przez badania wolumetryczne i osmometryczne [191,192]. Badania
hydratacji peptydu NATA w obecnosci mocznika z wykorzystaniem pomiaréw
anizotropowego zaniku fluorescencji i symulacji metoda dynamiki molekularnej [129]

wykazaty, ze mocznik powoduje formowanie niezorganizowanych agregatow wokot
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grupy indolowej peptydu, ma maly wplyw na wode, natomiast silnie oddziatuje

z tancuchem gtéwnym peptydu i z jego tancuchem bocznym.

Mechanizm posredni zaktada, ze mocznik zaburza struktur¢ wody 1 w ten
sposob ostabia efekt hydrofobowy. W konsekwencji powoduje zmniejszenie
oddziatywan hydrofobowych i umozliwia wprowadzenie czgsteczek wody W poblizu
grup hydrofobowych. Powoduje to dehydratacj¢, ekranowanego od wody w stanie
zwinigtym, rdzenia hydrofobowego biatka [36]. Czg¢s¢ badaczy wskazuje, ze
denaturacja bialka nastepuje na sposob mechanizmu posredniego i bezposredniego
[10,15,189]. Dwie hipotezy wptywu osmolitow — posredniego i bezposredniego — nie
wykluczaja si¢ wzajemnie | mogag oddawac pelen obraz wpltywu osmolitow na

stabilnos$¢ bialek.

3.8. Hydratacja betainy i jej wplyw na bialka

Betaina jest osmolitem stabilizujagcym wykorzystanym w moich badaniach.
Badania spektroskopowe i symulacje metoda dynamiki molekularnej ab initio wykazaty
istnienie dwoch izomerow konformacyjnych betainy w roztworze wodnym [193].
Izomer z katem dwusciennym 0° w wigzaniu OCCN charakteryzuje si¢ wigksza

populacja niz ten z katem 90°.

Istnieje niewiele doniesien literaturowych na temat hydratacji betainy. Za
pomoca symulacji metodg dynamiki molekularnej [194] probowano okresli¢ strukture
wody w sferach hydratacyjnych glicyny i jej analogdéw: glicyny, N-metyloglicyny,
N,N-dimetyloglicyny oraz betainy. W badaniach hydratacji tych substancji oparto si¢ na
modelu, w ktorym woda posiada dwie struktury: tetraedryczng — lodopodobna
I struktur¢ amorficzng — bardziej podobng do struktury wody w fazie gazowej. Na
podstawie obliczen stwierdzono, ze Srednia warto$¢ wspotczynnika tetraedrycznosci, q,
zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem stgzenia substancji rozpuszczonej. Oznacza to
zmniejszenie liczby czasteczek wody lodopodobnej i zwigkszenie liczby czasteczek
wody zwigzane] Z substancjg rozpuszczong. Na podstawie pordéwnania rozktadu
parametru g i funkcji rozktadu radialnego udowodniono istnienie od 1,5 do 2 sfer
hydratacyjnych w poblizu atomu azotu. Najwigcej wody 0 strukturze wody
objetosciowej, sposréd zbadanych substancji, znajduje si¢ W otoczeniu czasteczki
betainy. Stwierdzono rowniez, ze sfera hydratacyjna betainy rozcigga si¢ wokoét catej

czgsteczki, przy czym czas przebywania czgsteczek wody w otoczeniu anionu
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karboksylowego wynosi okoto 0,63 ps, co jest wyraznie wyzsza wartos$cig
W poréwnaniu do czasu przybywania W poblizu atomu azotu, wynoszacym okoto 0,13
ps. Obliczona liczba wigzan wodorowych przypadajagca na atom tlenu grupy

karboksylowej wynosi 2,35.

Sironi i wspotautorzy [195,196] badali hydratacje betainy za pomocg obliczen
kwantowomechanicznych QM/MM i symulacji metodg dynamiki molekularne;.
Symulacje przeprowadzono dla uktadow zawierajacych 1, 4 27, 64, 125 czasteczek
betainy otoczonych 453 czasteczkami wody. Na podstawie funkcji rozktadu radialnego
atomow tlenu czasteczek wody zlokalizowanych W poblizu anionu karboksylowego
stwierdzono, ze druga sfera hydratacyjna dla betainy nie istnieje. Ustalono réwniez, ze
srednia liczba wigzan wodorowych pomigdzy betaing a woda wynosi okoto 4 dla
roztworow O najnizszym stezeniu i zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia. Ponadto
liczba czasteczek wody w pierwszej sferze hydratacyjnej betainy wynosi 23,2
| zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem stgzenia betainy. Jednocze$nie zwigksza si¢
prawdopodobienstwo, ze wraz ze wzrostem st¢zenia betainy jedna czasteczka wody jest
wspotdzielona i nalezy jednoczesnie do kilku sfer hydratacyjnych réznych czasteczek
betainy. Stwierdzono rowniez, ze czasteczki betainy przy wyzszych st¢zeniach
oddziatujg ze sobg atomami tlenu grup karboksylowych posrednio, przez oddziatlywanie

Z czgsteczkami wody, z ktorymi tworzg wigzania wodorowe.

Na podstawie badan dotyczacych hydratacji glicyny i jej metylowych
pochodnych za pomocg spektroskopii FTIR [18] ustalono, ze liczba moli wody
zaburzonej przez 1 mol substancji rozpuszczonej wynosi 4 dla betainy. Ponadto
zaobserwowano rozszczepienie pasma OD wody HDO zaburzonej przez betaing na dwa
pasma skladowe polozone przy 2542 cm™ i 2445 cm™. Efekt ten tlumaczono
zatlamaniem symetrii oddziatywania grupy karboksylowej z czgsteczkami wody.

Stwierdzono rowniez wzmocnienie struktury wody przez betaing.

Hower z zespotem [197] wykorzystali metode wolumetryczng do badania
hydratacji betainy. Na tej podstawie wyznaczono liczbe czasteczek wody hydratujacych
betaing rdwna 3,17, co nieznacznie rézni si¢ od wartosci uzyskanych innymi metodami
[18,194-196]. Wyniki uzyskane z wykorzystaniem spektroskopii dielektrycznej [198]
sugeruja, ze betaina silnie wptywa na strukture wody. Wyznaczona liczba hydratacyjna

wynosita 9 i jest wyzsza W porownaniu do innych doniesien [18,195,196,199].
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Di Gioacchino i wspotautorzy [200] stwierdzili na podstawie badan dyfrakcji
neutronéw, ze tylko grupa karboksylowa betainy tworzy silne wigzania wodorowe
z wodg. Sfera hydratacyjna betainy zawiera 25 czasteczek wody. Wedlug autorow sieé¢
wigzan wodorowych wody W obecnosci betainy jest wzmocniona W porownaniu do
wody czystej. Wzmocnienie struktury wody wokot betainy potwierdzono takze na
podstawie wynikow badan prowadzonych z uzyciem symulacji metodg dynamiki
molekularnej [201].

Wplyw osmolitow stabilizujacych na biatka jest przedmiotem wieloletnich
badan [76,101,153,202]. Nickiedy autorzy sugeruja, ze stabilizacja biatek przez betaing
jest zwigzana z wykluczaniem jej ze sfery hydratacyjnej biatka [203,204] i jego
preferencyjnej hydratacji w roztworze wodnym. Bezposrednie oddzialywania biatka
Z betaing sa mniej korzystne niz Z woda. Efektem tego zjawiska jest mniejsze stezenie
osmolitu w sferze solwatacyjnej biatka. Wyniki prowadza do wniosku, ze
oddziatywania biatka z betaing maja charakter posredni, uczestniczy w nich woda
hydratacyjna bialka i betainy [203,204].

3.9. Hydratacja stosowanych w pracy czasteczek modelowych

Hydratacja N-metyloacetamidu

N-metyloacetamid (NMA) jest najprostsza czasteczka zawierajacg wigzanie
peptydowe oraz dwie grupy metylowe bedace centrami hydrofobowymi i jest uwazany

za dobry model hydratacji tancucha gldwnego biatka [22,205,206].

Z wykorzystaniem symulacji metodg Monte Carlo i metod ab initio wykazano,
ze korzystniejsza energetycznie w fazie gazowej i w roztworach wodnych jest forma
trans-NMA od cis-NMA [207,208]. Na podstawie badan NMR i spektroskopii Ramana
oszacowano zawarto$¢ formy trans-NMA na poziomie 98,5% [100,107,153,209].

Na podstawie badan hydratacji NMA za pomocg symulacji metodg dynamiki
molekularnej [210,211] stwierdzono, ze tworzy on trzy wigzania wodorowe
z czasteczkami wody. Tlen grupy karbonylowej tworzy dwa wigzania wodorowe
z dwiema czgsteczkami wody, natomiast proton grupy aminowej tworzy jedno wigzanie
wodorowe [210,211]. Inne badania obliczeniowe nad deuterowanym NMA w D,0O
wykazaly, ze wigzania wodorowe z grupa karbonylowa NMA majg dtuzszy czas zycia

niz wigzania pomigdzy czasteczkami wody [212]. Stwierdzono tez, ze wigzanie
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wodorowe grupy karbonylowej deuterowanego NMA z cigzka wodg jest silniejsze od

wigzania wodorowego migdzy deuterowang grupa aminowa a ciezka woda.

Na podstawie symulacji metoda dynamiki molekularnej [213] stwierdzono, ze
wigzania wodorowe W sferze hydratacyjnej NMA sg silniejsze niz w wodzie czystej. Do
podobnych wnioskéw prowadzity wyniki badan przeprowadzonych w naszym Zespole
z uzyciem spektroskopii w podczerwieni [23,214] i obliczen DFT [23]. Ustalono, ze
zwigkszenie populacji silnych wigzan wodorowych jest skutkiem interakcji miedzy
czgsteczkami wody oddzialujacymi z atomem tlenu grupy karbonylowej NMA
i czgsteczkami wody zlokalizowanymi wokot grup hydrofobowych. Na skutek
wystepowania hydratacji hydrofobowej i hydrofilowej wokot czasteczki NMA tworzy

si¢ wzmocniona klatratopodobna struktura utworzona z czasteczek wody.

Badania NMR i symulacje metoda dynamiki molekularnej [215] wskazaty na
istnienie stabych oddziatywan C-H--O migdzy grupami metylowymi NMA a atomami
tlenu wody. Na podstawie analizy funkcji rozktadu radialnego stwierdzono, Ze silniejsze
oddziatywania wystepuja migdzy woda i grupa metylowa zwigzang Z grupa
karbonylowg NMA niz z wodg | grupg metylowa zwigzang z atomem azotu NMA.

Hydratacja dimetylosulfotlenku

Dimetylosulfotlenek (DMSO) jest czasteczka modelowa wykorzystang
w moich badaniach. W swojej budowie charakteryzuje sie¢ bliskoscia potozenia grup
polarnej i niepolarnych, co sprawia, ze jest dobrym modelem do badania hydratacji
powierzchni charakteryzujacych si¢ mieszang hydratacja hydrofilowo-hydrofobowa
[24].

Badania spektroskopowe w podczerwieni wskazuja na istnienie oddziatywan
mi¢dzy atomami wodoru grup metylowych DMSO i atomami tlenu otaczajgcych
czasteczek wody [216-218]. Mozna je sklasyfikowaé jako wigzania wodorowe typu
blue-shift — obserwuje si¢ przesunigcie czgstosci pasm v(C-H) DMSO w strong
wyzszych liczb falowych w poroéwnaniu do izolowanej czasteczki DMSO.

Oddziatywania tego typu zaobserwowano tez na podstawie obliczen ab initio [219]

Wyniki  symulacji metodg dynamiki molekularnej [220] wykazaly
wystepowanie  hydratacji  hydrofobowej wokot grup metylowych DMSO

w rozcienczonych roztworach wodnych. W sferach hydratacyjnych tych grup
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zaobserwowano silniejsze i charakteryzujace si¢ dluzszym czasem zycia wigzania
wodorowe w poréwnaniu do wody czystej. Wyniki badan eksperymentalnych [221-
224] nie dajg uzgodnionej opinii na temat wystepowania hydratacji hydrofobowej
w przypadku DMSO. Wedlug niektorych autorow wyniki spektroskopii dielektrycznej
rozcienczonych roztworéw DMSO wskazuja na jej wystepowanie [221,222]. Jako
dowdd, przedstawiaja oni zwigkszenie czasu relaksacji wody wraz z dodawaniem
DMSO do roztworéw 0 duzej zawarto$ci wody. Inni autorzy [223] efekt ten thumaczg
poprzez zaburzanie sieci wigzan wodorowych wywolanych zawadami przestrzennymi.
Soper i Luzar [224] na podstawie badan dyfrakcji neutrondw i symulacji metoda
dynamiki molekularnej stwierdzili, ze sie¢ wigzan wodorowych wody jest bardziej
uporzadkowana i wzmocniona w obecnosci DMSO. Efekty te tlumaczyli jednak jako
rezultat silnych wigzan wodorowych pomigdzy czasteczkami wody a atomem tlenu
DMSO. Wyniki uzyskane w naszym Zespole wskazujg na tworzenie si¢ wody
0 strukturze ,,Jlodopodobnej” w sferze hydratacyjnej DMSO wokoét grup metylowych
W bardzo rozcienczonych roztworach [24]. Przy wysokich stezeniach, DMSO tworzy

stabe wigzania wodorowe z woda (istotnie stabsze niz wystgpujace W wodzie czystej).

Wigkszo$¢ wynikéw nowszych badan eksperymentalnych [225-227] oraz
symulacji metodg dynamiki molekularnej [220,224,228,229] wskazuje na wzmacnianie
struktury wody w rozcienczonych roztworach DMSO. Wyniki badan spektroskopowych
oraz obliczen DFT przeprowadzonych W naszym Zespole wskazuja na istnienie dwoch
populacji czasteczek wody W sferze hydratacyjnej DMSO: ostabionej i wzmocnionej
wzgledem wody. Wigkszy udziat populacji 0 silnych wigzaniach migedzy czasteczkami
wody powodowal, ze W og6lnym efekcie sfera hydratacyjna DMSO byla wzmocniona.
Powstawanie wzmocnionej sieci wigzan wodorowych w sferze hydratacyjnej DMSO
jest wspierane efektem kooperatywnosci wigzan wodorowych wody miedzy
czasteczkami wody zlokalizowanych wokot grup metylowych oraz czasteczkami wody
oddzialujgcymi z atomem tlenu czagsteczki DMSO. Rezultaty uzyskane za pomoca
spektroskopii w podczerwieni [227] i symulacji metoda dynamiki molekularnej [228]
pozwolily na stwierdzenie, ze przy duzym st¢zeniu DMSO ostabia struktur¢ wody.
Wptyw DMSO na struktur¢ wody koreluje z jego wplywem na stabilno$¢ bialek, przy
niskich stezeniach DMSO wzmacnia strukture¢ wody i przesuwa réwnowage reakcji
w kierunku zwinigtej formy biatka [230,231], natomiast w zakresie wysokich stezen
DMSO ostabia strukturg wody i jest denaturatem [232].
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Hydratacja glicyny

Glicyna jest najprostszym aminokwasem. W roztworach wodnych wystepuje
w postaci jonu obojnaczego w wyniku korzystnego oddziatywania z czasteczkami wody
[78,233-236]. Obliczenia teoretyczne [237-240] wskazujg na stabilizowanie jonu
obojnaczego w wyniku posrednictwa czasteczek wody zlokalizowanych miedzy grupa
aminowa 1 grupa karboksylowa. Autorzy [237-240] innych badan teoretycznych
wskazuja na bezposrednie wewnatrzczasteczkowe przeniesienie protonu Z grupy

karboksylowej na grupe aminows.

Na podstawie obliczen kwantowo-mechanicznych [241-243] otrzymano ro6zne
liczby czasteczek wystgpujacych W pierwszej warstwie hydratacyjnej glicyny. Wedtug
jednych z autorow sfera hydratacyjna glicyny zawiera 5 czasteczek wody [241]. Inni
autorzy wskazujg na 6 czasteczek [242]. Na podstawie symulacji ab initio metoda
dynamiki [242] molekularnej stwierdzono, ze sfera hydratacyjna glicyny sktada si¢ z 8
czasteczek wody, z czego 4,7 znajduje si¢ wokot grupy karboksylowej i 3 wokot grupy
aminowej. Z kolei inni autorzy [243] z uzyciem tej samej metody uzyskali liczbg

hydratacyjng réwng 9.

Hydratacja glicyny zostala zbadana z uzyciem symulacji metodg dynamiki
molekularnej [244,245]. Stwierdzono, ze glicyna ma niewielki wptyw na wigzania
wodorowe migdzy czasteczkami wody [244,245]. Na podstawie analizy funkcji
rozktadu radialnego Owoda-Owoda Zauwazono, ze polozenie jej pierwszego piku nie
zmienia si¢ pod wptywem dodatku glicyny do wody czystej, co mialoby wskazywac na
brak znaczacego wptywu glicyny na strukture wody w roztworze. Trzeba jednak
pamigtaé, ze opis ten dotyczy wszystkich czasteczek wody w roztworze, a nie tylko tych

W bezposrednim otoczeniu glicyny.

Wiyniki badan spektroskopowych FTIR [246] przeprowadzonych w naszym
Zespole wskazywaty na istnienie krotszych i silniejszych wigzan wodorowych w sferze
hydratacyjnej glicyny w poréwnaniu do wody czystej. Ponadto stwierdzono, ze glicyna
cechuje si¢ hydratacjag typu hydrofilowego, charakteryzujacg si¢ bezposrednimi

wigzaniami wodorowymi czasteczek wody z grupami polarnymi aminokwasu.
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Hydratacja N-metyloglicyny

Z obliczen DFT [247] ukladu N-metyloglicyny i wody wynikato, ze
niezbednych jest sze$¢ czasteczek wody do przeksztalcenia formy podstawowej tej
czgsteczki do jonu obojnaczego. W innej pracy teoretycznej [248] stwierdzono, ze
cztery czasteczki wody W uktadzie sg wystarczajagce do uzyskania trwatej stabilizacji

jonu obojnaczego N-metyloglicyny w stosunku do jego formy neutralnej.

Na podstawie symulacji metodg dynamiki molekularnej [249] stwierdzono, ze
dodatek N-metyloglicyny do wody nie zaburza tetraedrycznej struktury wody. Z analizy
funkcji rozktadu radialnego Ouwoda-Owoda, zauwazono zwigkszenie intensywnos$ci
pierwszego piku tej funkcji oraz przesunigcie maksimum tego piku W stron¢ mniejszych
odleglosci. Dodatkowo na podstawie analizy funkcji rozktadu odleglo$ci miedzy
czasteczkami wody oraz katow wigzan wodorowych mi¢dzy nimi stwierdzono, ze woda
w roztworze N-metyloglicyny jest wzmocniona w poréwnaniu do wody czystej.
Wzmocnienie wigzan wodorowych wody w sferze hydratacyjnej N-metyloglicyny
zostalo  zaobserwowane przez czlonkéw naszego  Zespolu  badawczego

z wykorzystaniem spektroskopii FTIR [250].

3.10. Widma oscylacyjne wody. Poglady na temat struktury
wody cieklej.

Spektroskopia w podczerwieni jest powszechnie stosowang metoda do badania
wody w fazie gazowej, cieklej oraz krystalicznej, a takze w amorficznym lodzie.
Rozciaggajace pasmo drgan OH (OD) jest czutg sondg odleglosci migdzy czasteczkami
wody, ktora z Kolei jest miarg sily wigzan wodorowych [251]. Z tego powodu
spektroskopia oscylacyjna dostarcza informacji strukturalno-energetycznych o sieci
wigzan wodorowych wody w roztworach. Na drgania czasteczki wody w niewielkim

stopniu wptywaja oddziatywania inne niz wigzania wodorowe.

Czasteczka wody wykonuje trzy drgania normalne. Czgstosci tych drgan dla
wody zwyktej (H20), ciezkiej (D,O) i polcigzkiej (HDO) w stanie gazowym
umiescitem w tabeli 1 [252]. W przypadku ciektej wody zwyktej (H,O) obserwowane
jest tez pasmo kombinacyjne drgan zginajacych i libracyjnych przy okoto 2100 cm™.
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Tabela. 1. Drgania normalne wody w stanie gazowym w cm™ [252].

Drgania v H,0 D,0 HDO
vy (V) 3652 2666 2719
Rozciagajace
va (Va) 3756 2789
Zginajace v, () 1595 1179 1402

W widmach cieklej wody oraz lodu uzyskanych za pomoca spektroskopii
w podczerwieni oraz ramanowskiej obserwowane jest przesunigciec maksimum pasm
rozciagajacych OH w strong nizszych czestosci w stosunku do wody w stanie gazowym.
Pasma rozciggajace oscylatorow OH Ilub OD w przypadku H,O oraz D)0
W podczerwieni sa bardzo szerokie | zawierajg W sobie wiele udzialow. Znaczne
poszerzenie pasma OH (OD) spowodowane jest niejednorodnoscia wigzan
wodorowych, sprzezeniem zdelokalizowanych drgan symetrycznych i asymetrycznych
oraz rezonansem Fermiego wynikajacego z naktadania si¢ drgan rozciagajacych OH
z drganiami pierwszego nadtonu zginajacego HOH [253]. Dlatego interpretacja widm
wody H;O lub D,O jest trudna. Ztozonos¢ widm wody obrazuja wyniki badan
spektroskopowych wielu autorow [252,254,255]. Badania nad drganiami normalnymi
H,O z uzyciem spektroskopii Ramana oraz W podczerwieni pozwolity na znalezienie
czterech sktadowych potozonych przy okolo 3240 cm? (3247 cm™), 3435 cm®
(3435 cm™), 3540 cm™ (3535 cm™), 3620 cm™ (3622 cm™) [252], warto$ci w nawiasach
pochodzg ze spektroskopii Ramana. Wedlug Maxa i Chapodos [254] natomiast, pasmo
drgan rozciagajacych H;O moze sklada¢ si¢ nawet z od$miu podstawowych
komponentow (Gaussowskich pasm sktadowych). Sktadaja si¢ na nie drgania
symetryczne oraz asymetryczne, ktoére sg przesunigte W stron¢ nizszych czgstosci
w stosunku do tych w fazie gazowej. Dodatkowa obecno$¢ pasm drgan zlozonych
W towarzystwie pasm drgan podstawowych tlumaczy wedlug tych autorow wysoka
absorbancje, jednocze$nie nie dostarcza znaczacych informacji 0 strukturze [254].
Czarnik-Matusiewicz i wspoétautorzy [255] na podstawie badan spektralnych wody
w funkcji  temperatury z uzyciem dwuwymiarowej spektroskopii korelacyjnej
w podczerwieni zidentyfikowali trzy komponenty pasma OH w wodzie zwyklej. Dwa
Z nich, synchronicznie skorelowane, odpowiadajace czasteczkom wody zwigzanym
wigzaniami wodorowymi, zmienialy swojg intensywno$¢ wraz ze zmiang temperatury.
Wedlug autorow, pasmo 0 najnizszej czg¢stosci mozna przypisa¢ czgsteczkom wody

zwigzanym czteroma wigzaniami wodorowymi. Pasmo 0 wyzszej czgstosci odpowiada
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oscylatorom OH zwigzanym wigzaniami wodorowymi wody z mniejszg liczbg wigzan
wodorowych. Z Kkolei pasmo asynchroniczne, 0 najwyzszej czestosci, odpowiada
oscylatorom OH, ktoére nie tworzg wigzan wodorowych lub wolnym grupom OH.
Z powyzszego opisu jest widoczne, ze pomimo wielu lat badan spektroskopowych
wody ciektej (H;O, D,0) przypisanie sensu fizycznego pasmom skladowym

W obszarach drgan OH i OD jest wcigz problematyczne.

Interpretacje skomplikowanych widm H,O lub D,O mozna uprosci¢ poprzez
zastosowanie metody rozcienczania izotopowego HDO w H,0 lub D,0O [256]. Drgania
OD (maksimum piku przy okoto 2500 cm™) i OH (maksimum piku przy okoto
3400 cm™) w fazie cieklej sa rozprzegniete. W efekcie, energia oscylacji nie ulega
podzieleniu na symetryczne i antysymetryczne drgania normalne [253].

Czystej HDO nie mozna otrzymaé, poniewaz istnieje ona W roztworze
wrownowadze z H,O i D,O: H,0+ D,0 22HDO [257]. Wedlug danych
literaturowych warto$¢ statej rownowagi, K, tej reakcji wynosi 3,72 - 3,94 [258-260]
w 25°C. Oznacza to, ze przy zastosowaniu 4% wagowego dodatku D,O do H,O
w wyniku reakcji wymiany izotopowej D,0O ulega niemal catkowitemu przereagowaniu
w HDO.

W przypadku braku substancji rozpuszczonych, ksztatt rozprzggnigtego pasma
OD wody jest zblizony do Gaussowskiego, jednak wykazuje on asymetri¢ [256]. Jest
ona spowodowana zmiang absorpcyjnosci molekut wraz z czgstoscig w obrebie pasma
OD oraz mozliwg obecnoscig tonéw ztozonych w zakresie o niskich czgstosci. Krotki
czas zycia wigzan wodorowych w cieczy powoduje poszerzenia pasma OD. Na
czestotliwos¢ drgan rozciggajacych w wodzie ciektej silnie wplywaja wigzania
wodorowe z otaczajagcymi czasteczkami wody [252]. Pasmo drgan OD (OH) w wodzie
cieklej jest przesuniete W kierunku nizszych czgstosci w stosunku do fazy gazowej
0225 cm™ (250 cm™) z powodu obecnosci wiazan wodorowych. Z tego powodu pasmo
drgan rozciaggajacych jest bardzo czutym wskaznikiem i jest uzywane do badania
wigzan wodorowych W wodzie objetosciowej, wodzie zawierajgcej sole i rozpuszczalne

w wodzie nieelektrolity.

Senior i Verral [261], na podstawie widm HDO zmierzonych w funkcji
temperatury stwierdzili, ze pasmo drgan HDO w podczerwieni jest ztozone z dwoch

zaleznych temperaturowo pasm sktadowych potozonych przy 2525 i 2650 cm™. Wraz
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ze wzrostem temperatury obserwowane bylo zwigkszanie intensywnos$ci sktadowej
potozonej przy wyzszych czestosciach 1 zmniejszenie intensywnosci skladowej
potozonej przy nizszych czgstosciach. Swiadczy t0 0 zmniejszeniu udziatu wiazan
wodorowych i zwigkszeniu udzialu wolnych grup OH (OD) wraz ze wzrostem
temperatury. Podobne wyniki uzyskat Walrafen [262] z uzyciem spektroskopii Ramana.
Na podstawie widm ciektej wody potciezkiej Lindner, mierzonych w zakresie 20-400°C
(wyniki zapisane w jego rozprawie doktorskiej sg opisane w pozycji [252]), znalazt trzy
pasma sktadowe w pasmie OD HDO: to przy okoto 2630 cm* bylo niemal niezalezne
od temperatury, natomiast potozenia dwoch pozostatych pasm przesuwaty si¢ W strong
wyzszych czgstosci wraz ze wzrostem temperatury i wystepowaty w zakresach 2510-
2620 cm™ i 2300-2550 cm™. Obecnos¢ sktadowej niewrazliwej na zmiane temperatury
wskazuje na istnienie niezwigzanych wigzaniami wodorowymi grup OD. Trzeba jednak
pamigta¢, ze nie mozna traktowa¢ grup niezwigzanych tak jakby byly w stanie
gazowym. Sg to grupy W polarnym $rodowisku rozpuszczalnika. Réwniez Kristiansson
| wspotautorzy [263] aproksymowali pasmo OD wody polciezkiej trzema
Gaussowskimi pasmami skladowymi (2329 cm™, 2506 cm™ i 2643 cm™). Max
I Chapados [254] znalezli na podstawie analizy drugiej pochodnej ksztalttu pasma HDO
w podczerwieni trzy pasma sktadowe potozone przy 2385 cm™, 2506 cm™ i 2625 cm™.
Wedhug nich pasmu potozonemu przy 2506 cm™ odpowiada drganie rozciagajace OD,
natomiast pasmu przy 2385 cm™ i 2625 cm™ przypisali odpowiednio drgania v(OD) —

vt oraz v(OD) + vr, gdzie vr 0znacza pasma odpowiadajace ograniczonej translacji.

Istnieja dwa gtéwne typy modeli dotyczace struktury wody — Mixture Model
oraz Continuum Model. Wedtug Mixture Model [264-266] woda sktada si¢ z co
najmniej dwoch stabilnych sktadnikow. Pierwszy model zaproponowano na podstawie
wynikéw badan widmowych ramanowskich [267] oraz w podczerwieni [261,268].
Gléwnym dowodem na poparcie tej tezy jest obserwowany punkt izozbestyczny
w widmach pasma wody w funkcji temperatury. Na podstawie analizy ksztattu pasm
ramanowskich stwierdzono, ze przy wyzszych czestoSciach w obrebie drgan
rozciggajacych pasma wody absorbuja oscylatory, ktére nie tworza wigzania
wodorowego przez atom H/D z czgsteczkami wody [251]. Obserwacje te wspieraja
poglad o tym, ze w cieklej wodzie znajdujg si¢ zwigzane wigzaniami wodorowymi
czasteczki wody oraz wolne grupy OH (OD). Dlatego czesto sktadowym spektralnym

przypisywane s3 udzialy: wody zwigzanej wigzaniami wodorowymi oraz wody
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niezwigzanej wigzaniami wodorowymi. Inni autorzy [268] przypisuja wodzie
komponenty rdéznigce si¢ liczba interakcji poprzez wigzania wodorowe. Wyrdzniaja
czagsteczki wody 0 wysokiej liczbie wigzan wodorowych — wode tetraedryczng, wode
posrednig (dimery i trimery) oraz wod¢ 0 malej liczbie wigzan z innymi czgsteczkami.
Badania z wykorzystaniem ultraszybkiej spektroskopii [269,270] (IR i IR-Raman)
doprowadzily do wykrycia dwoch komponentéw wody réznigcych si¢ czasem relaksacji
[269]. Jednemu z nich jest przypisywana woda tworzaca zero wigzan wodorowych.
Stwierdzenie to zostalo poparte wynikami symulacji metoda dynamiki molekularne;j
[271,272]. Wyniki innych badan z uzyciem femtosekundowej spektroskopii pump-
probe w podczerwieni rowniez wskazuja na istnienie dwoch komponentow roéznigcych
si¢ czasem relaksacji orientacyjnej [273]. Krotszemu czasowi relaksacji przypisano
stabo zwigzane wigzaniami wodorowymi czasteczki wody, natomiast dluzszemu
czasowi relaksacji odpowiadajg czasteczki wody silnie zwigzane. Doniesienia
w nowszej literaturze [274] wskazuja na istnienie w wodzie mieszaniny sktadajacej si¢
z wody 0 matej gestosci (low density liquid, LDL) i duzej gestosci (high density liquid,
HDL). Wodzie o niskiej gestosci miatyby odpowiadaé czasteczki wody o liczbie
koordynacyjnej wynoszacej W przyblizeniu cztery, odpowiadajacej wodzie 0 strukturze
tetraedrycznej. Liczba koordynacyjna czasteczek wody HDL jest blizsza pigciu,
dodatkowa czasteczka wody pochodzi z drugiej sfery hydratacyjnej i ,,wpasowuje” sig
W tetraedryczng sie¢ wigzan wodorowych W pierwszej sferze hydratacyjnej wokot

czasteczki wody.

Wigkszos¢  badan  spektroskopowych ~w  Dbliskiej podczerwieni oraz
ramanowskich dostarcza dowodow na shuszno$¢ modelu typu Mixture Model [275].
Wskazujg one na istnienie dwoch [276,277] lub trzech komponentéw [255,278]
i dostarczaja dowodow na istnienie wolnych grup OH. W badaniach w zakresie sredniej

podczerwieni te ostatnie pasma sg bardzo stabe [275].

Continuum Model [279,280] nie rozroznia granicznych struktur lecz traktuje
struktur¢ wody jako ciaggly rozklad geometrii i znieksztatcen $redniej struktury sieci
wigzan wodorowych. Wyniki badan teoretycznych wskazujg na taki Continuum Model,
w ktérym woda sklada si¢ z szerokiego kontinuum struktur réznigcych sie dtugoscia
wigzan wodorowych, katow i liczby koordynacyjnej oraz struktur chiralnych nie

przypominajacych niczego co wystgpuje W wodzie w stanie gazowym lub statym.
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Wedlug Maxa i Chapodos [254,281], w zaleznosci od udzialu molowego
w mieszaninie H,O i HDO istnieje pi¢¢ réznych jednostek organizacyjnych wody: OHy,
OH3D, OH,;D;, OHD3 i OD4, W ktorych dwa protony zwigzane sg wigzaniami
kowalencyjnymi, a pozostate dwa wigzaniami wodorowymi. Przy matym udziale D,0O
najbardziej prawdopodobnymi jednostkami sa OH4 1 OH3D. W ostatnim przypadku
oznacza to wystgpowanie czasteczek H-O-H z dwoma wigzaniami kowalencyjnymi
I wigzaniami wodorowymi O---D i O---H lub czasteczek H-O-D potgczonych dwoma
wigzaniami O---H. Sytuacje te przechodzg jedna w druga na skutek ,,przeskakiwania”
protonu. Autorzy nie znajduja dowodu na istnienie ,,wolnych” grup OH (OD) [281].
Zukowski [282] na podstawie badan spektroskopowych HDO w H,O stwierdzit, ze
ksztalt pasma drgan rozciagajacych jest zwigzany ze statystycznym rozkladem
oscylatorow wzgledem energii wigzan wodorowych. Badania Eavesa i wspotautorow
[283] =z wykorzystaniem femtosekundowej  dwuwymiarowej  spektroskopii
W podczerwieni wskazuja na istnienie bardzo nietrwatych wolnych oscylatorow OH
HDO rozcienczonej W D0, ktorych czas zycia jest krotszy niz 200 fs. W tym
rozumieniu wolne grupy OH sag niestabilne i nie stanowig istotnych komponentéw
wody. Obliczenia teoretyczne widm w podczerwieni oraz Ramana, opierajgce si¢ na
koncepcji fluktuacji wigzan wodorowych, wykonane przez Efimowa i Naberuchina
[284] wskazuja na glowna role sprzezen wewnatrzczasteczkowych grup OH oraz
nadtonu drgan zginajacych na ksztatt pasma drgan H,O. Wedlug nich nie jest potrzebne

proponowanie istnienia oddzielnych agregatéw do opisania ksztaltu pasma drgan wody.

Wedlug Ben-Amotza [69] pasmo rozciagajace H,O moze w dobrym
przyblizeniu nasladowa¢ stan dwukompozycyjny wody. Mozliwo$¢ opisania pasma
wody za pomocg dwodch sktadowych nisko- i wysokotemperaturowej, zostata
potwierdzona w zakresie 280 — 360 K przy cisnieniu atmosferycznym za pomoca
spektroskopii ramanowkiej z wykorzystaniem analizy MCR [285]. Jednak nie byto
mozliwe opisanie pasma rozciggajacego wody, zmierzonego W wyzszej temperaturze
I przy wigkszym ci$nieniu (ok. 600 K, 30 MPa) oraz W nizszej temperaturze (250 K), za
pomocg dwodch sktadowych.

Badania pasma drgan OH HDO rozcienczonej w H,O z wykorzystaniem
spektroskopii ramanowskiej potaczonej z analiza MCR doprowadzity do wniosku, ze
W obrgbie tego pasma byla obecna sktadowa wynikajagca z miedzymolekularnych

oddziatywan czgsteczek HDO z H,0. Dlatego obserwowane pasmo OH nie wynikato
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tylko z drgan OH HDO lecz zawierato udziaty pochodzace z otaczajacych czasteczek
H20 biorgcych udzial w delokalizacji drgania OH HDO. Czasteczki H,O wptywaja na
drgania grup OH w czgsteczkach HDO, nawet poza pierwszg sferg hydratacyjng
czagsteczek HDO [286].

Obecnos¢ substancji rozpuszczonych wpltywa na pasma drgan oscylacyjnych
wody w roztworze. Dlatego tez spektroskopia W podczerwieni oraz ramanowska sa
wykorzystywane do badania hydratacji soli [287-292], substancji organicznych
w roztworze [293-297] oraz substancji hydrofobowych [55,297,298]. W interpretacji
wpltywu substancji rozpuszczonych na otaczajaca ja wode pomocna jest
eksperymentalna reguta Badgera-Bauera [299], wedtug ktérej zmiana energii wigzan
wodorowych jest proporcjonalna do zmiany przesunigcia polozenia pasm
rozciggajacych wody. Silniejsze wigzania wodorowe odpowiadaja potozeniu pasma

przy nizszych liczbach falowych.
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4. METODYKA BADAWCZA

4.1. Uzyte substancje

Do badan eksperymentalnych wykorzystatem nastepujace odczynniki
chemiczne:
jako substancje modelowe:
e N-metyloacetamid (NMA, Aldrich, > 99%)
e Dimetylosulfotlenek (DMSO, Alfa Aesar, 99 +%)
e Glicyne (GLY, Aldrich, > 99%)
e N-metyloglicyne (NMG, Fluka, > 99%)
jako biomakroczasteczki:
e trpzip-1 (SWTWEGNKWTWK, Lipopharm.pl)
e Lizozym biatka jaja kurzego (hewl, Fluka)
jako osmolity:
¢ N,N,N-trimetyloglicyn¢ (TMG, Alfa Aesar, 98%)
e Mocznik (Aldrich, 99,5 %)

4.2. Przygotowanie roztworow

Roztwory zawierajace jedynie substancj¢ modelowa/biomakroczasteczke lub
roztwory podstawowe osmolitu przygotowatem metoda wagowa poprzez odwazenie
odpowiedniej masy wybranej substancji i dodanie odwazonej ilosci wody
demineralizowanej (x ~ 5-10% S-cm™). Roztwory serii stezeniowej osmolitu
sporzadzatem poprzez rozcienczanie roztworu podstawowego woda demineralizowang.
Kazdy z roztworéw — substancji modelowej/biomakroczgsteczki oraz roztwory z Serii
stezeniowej osmolitu dzielitem na dwie, W przyblizeniu, rownomasowe probki. Do
jednej z nich dodawatem D,O (Aldrich, 99,9%) w ilosci stanowigcej 4% catkowitej
masy wody w roztworze, do drugiej dodawalem rownowazng molowo ilos¢ H,O
w stosunku do dodanej D,0.

Roztwory  zawierajace dwie  substancje  rozpuszczone:  czasteczke
modelowa/biomakroczasteczkge 1 osmolit przygotowywalem przez rozpuszczenie
odwazonej substancji modelowej/biomakroczasteczki w  odgazowanej wodzie
demineralizowanej. Nastepnie roztwory byly dzielone na dwie czesci. Do jednej z nich

dodawatem osmolit do uzyskania jego maksymalnego stezenia W ramach serii.
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W nastgpnym kroku przygotowywalem seri¢ roztworéw 0 réznym st¢zeniu osmolitu
przez mieszanie w odpowiednich proporcjach probek zawierajacych roztwor substancji
trojsktadnikowych  modelowej/biomakroczgsteczki-osmolitu-wody z  roztworami
dwusktadnikowych  substancji  modelowej/biomakroczgsteczki-wody. W  celu
otrzymania serii probek wody polciezkiej kazdy z roztworéw dzielitem na dwie czesci.
Do jednej z nich dodawatem wode ciezka (D,0) w ilosci stanowiacej 4% catkowitej
masy wody w probce. Do drugiej czgsci, probki odniesienia, dodawatem réwnowazng
molowo ilo$¢ H,O w stosunku do dodanej ilosci D,O. W ten sposob uzyskiwatem serie
roztworow 0 roznych molalnosciach osmolitu 1 stalej molalnos$ci substancji
modelowej/biomakroczasteczki, zawierajacych wodg poélciezkyg oraz seri¢ roztworow
odno$nikéw zawierajacych wode zwykla. Molalno$ci substancji modelowych (NMA,
DMSO, glicyny i NMG) w roztworach wynosity okoto 1 mol-kg™, natomiast molalnos¢
trpzip-1 wynosita okoto 0,035 mol-kg™ i lizozymu wynosita okolo 0,008 mol-kg™.

Wszystkie roztwory sporzadzilem metoda wagowa, z wykorzystaniem wagi
Mettler Toledo, z doktadnosciag do 0,00001 g. Pomiary pH roztworéw trpzip-1 +
betaina, trpzip-1 + mocznik, lizozym + betaina, lizozym + mocznik 0 molalnos$ciach
odpowiadajacych tym, dla ktérych wykonalem pomiary widmowe, zawartem w Tabeli
S1.

4.3. Pomiar widm FTIR

Widma FTIR badanych roztworéw wodnych zmierzytem za pomoca
spektrometru Nicolet 8700 (Thermo Electron Co.) pracujacym pod kontrolg
oprogramowania OMNIC. Kazde widmo byto usrednieniem 256 niezaleznych skandéw
zarejestrowanych z rozdzielczoscia 4 cm™. Komora spektrometru byta przedmuchiwana
suchym azotem w celu usunigcia udzialu pary wodnej oraz ditlenku wegla
W zmierzonych widmach. Do pomiaréw uzywatem kuwety transmisyjnej wyposazonej
w okienka wykonane z CaF, Grubos¢ kuwety, wyznaczona interferometrycznie,
wynosita 0,029 mm. Termostatowana woda optywajaca kuwete pomiarowa zapewniata
utrzymanie temperatury probek w kuwecie na stalym poziomie 25 + 0,1°C.

Temperaturg probek kontrolowatem za pomocg termopary umieszczonej w probce.

4.4. Oprogramowanie komputerowe

Do rejestracji widm w podczerwieni zastosowatem program Omnic 7.2 firmy

Nicolet. Analize widm wykonalem przy uzyciu programéw GRAMS/32 4.01 (Galactic
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Industries Corporation, Salem, USA) oraz RAZOR (Spectrum Square Associates, Inc.,
Ithaca, USA). Do odczytu parametrow pasm uzylem programu GRAMS/AI w wersji
9.3 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Przy obliczeniach funkcji rozktadu odleglosci
mi¢dzyczasteczkowych tlen-tlen miedzy czasteczkami wody korzystalem ze skryptu

Array BASIC autorstwa dr. hab. inz. Macieja Smiechowskiego.
4.5. Metoda analizy danych widmowych

4.5.1. lzolacja widm wody zaburzonej

Zastosowanie techniki rozcienczania izotopowego HDO w H,O pozwolito mi
na uzyskanie widm wody pozbawionych wewnatrz- i mi¢dzyczasteczkowych sprzezen
oscylatorow. W ten sposob zostaly usuni¢te niedogodnosci interpretacyjne zwigzane
Z analiza ztozonego konturu pasma OH wody zwykte;j.

Woda w roztworach moze by¢ podzielona na dwa udziaty: wod¢ zaburzona,
ktora spektralnie roznie si¢ od wody czystej oraz wode objetosciowa. Przyjmuje sig, ze
woda objetosciowa wykazuje wlasciwosci identyczne do wody czystej. W ukladzie
zawierajacym dwie substancje rozpuszczone mozna wyrdzni¢ nastgpujace udziaty
wody: wode czysta i wodg zaburzong przez oObie substancje rozpuszczone, ktorg
zbiorczo bede okreslal  jako ,.eksperymentalng” wode zaburzong. W sklad
,»cksperymentalnej” wody zaburzonej wchodza: woda zaburzona przez substancj¢
1 (s1), woda zaburzona przez substancj¢ 2 (s2) oraz woda zaburzana réwnoczes$nie
przez obie substancje. Wodg¢ zaburzong jednoczesnie przez dwie substancje bede
nazywal ,,podwdjnie” zaburzong. Moim celem bylo wyizolowanie tego ostatniego
udziatu spektralnego wody. Serie widmowe w zakresie drgan OD wody polcigzkiej
analizowalem z wykorzystaniem metody widm réznicowych [300], przystosowanej do
wyodrebniania udzialu wody jednoczes$nie zaburzanej przez dwie substancje
rozpuszczone w roztworze. Metoda otrzymywania widm wody zaburzonej w obecnosci
tylko jednej substancji rozpuszczonej zostala opracowana i rozwinigta W naszym
Zespole wczesniej [300]. Istota tej metody polega na odjeciu od widma wody
W roztworze odpowiedniej porcji ,,wody czystej”.

Widmo wody zaburzonej przez jedng substancje rozpuszczong otrzymatem
z uzyciem klasycznej metody widm réznicowych [292]. Calkowite stezenie molowe
wody W roztworze, ¢ [mol-dm™®] moze byé¢ wyrazone jako ¢ = ¢, + Cp, gdzie cj jest

stezeniem molowym wody zaburzonej i Cp jest stezeniem wody objetosciowej. Sredni
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molowy wspotczynnik absorpcji wody moze by¢ wyrazony jako e=(ez-ca + &pcp)/C przy
kazdej liczbie falowej, ¢(vi), gdzie ¢ jest zmierzonym widmem wody w roztworze
(W skali molowego wspolezynnika absorpcji) przy molalnosci m [mol'kg™], ea jest
widmem wody ,zaburzonej”, & - widmem wody objetosciowej (bulk water),
Ca stezeniem wody zaburzonej [mol-dm™]. Po przeksztalceniu otrzymuje si¢ rownanie

pozwalajace na uzyskanie widma wody zaburzonej:
c
g =—(—¢&)+& (1)
Ca
Jako, ze ¢ = Nm/V i ¢, = 1/MV rownanie (1) moze by¢ wyrazone za pomoca
zalezno$ci.

1
- NMm
gdzie ¢ jest zmierzonym widmem wody w roztworze (w skali molowego wspotczynnika

&g (e—¢p) + g, (2)

absorpcji) przy molalnosci m [mol-kg™], M [kg:mol™] jest $rednia masa molowa wody
(masa molowej wody zawierajacej udzialy masowe 96% wody zwyktej i 4% wody
cigzkiej), V jest objetoscig roztworu zawierajagcego m moli substancji rozpuszczonej
i jeden kilogram wody. Wyrazenie (e-gp)/m jest roznicag migdzy widmem roztworu
i wody czystej przeskalowanej wzglgdem molalnosci roztworu. N jest liczbg moli
czasteczek wody zaburzonej przez jeden mol substancji rozpuszczonej?.

Procedur¢ wyznaczania widma wody zaburzonej zilustrowalem na Rys. 2, na
podstawie roztworu glicyny (o molalnosci 0,9687 mol-kg™) w wodzie. Zmierzone
widma H,0 i mieszaniny H,O + D,0 pokazatem na Rys. 2a, podczas gdy widma H,0 +
GLY i odpowiadajace im widma H,O + D,O + GLY umiescitem na Rys. 2b. W celu
otrzymania widm oscylacyjnych pasma vop HDO w H,0 odjatem od widm roztworow
zawierajagcych DO widma roztworéw zawierajacych tylko H,O, z uwzglednieniem
stosunku stezen H,O w obu roztworach. Skale absorpcji widma przeliczylem na skale
molowego wspotczynnika absorpcji z uwzglednieniem st¢zenia molowego HDO

W roztworze oraz grubosci kuwety, wyznaczonej interferometrycznie. Otrzymatem

2 Parametr N nie powinien by¢ utozsamiany z liczba hydratacyjng lub liczba solwatacyjng otrzymywang
na podstawie symulacji metodg dynamiki molekularnej lub badan dyfrakcyjnych. Wartos¢ N jest bliska
liczbie hydratacyjnej tylko wtedy gdy widmo wody zaburzonej przez substancj¢ rozpuszczong rozni si¢
znacznie od widma wody czystej w jego potozeniu lub ksztatcie konturu. W innym wypadku jego warto$¢
jest mniejsza niz liczba hydratacyjna. Ma to miejsce szczegolnie w przypadku wody zaburzonej w sferach
hydratacyjnych czasteczek hydrofobowych [298]. N jest liczba moli czasteczek wody réznigcych sie
spektralnie od wody czystej na skutek bezposredniego lub posredniego oddziatywania z jednym molem
substancji rozpuszczonej. Widmo wody zaburzonej zawiera w sobie informacje o stanie energetycznym
i strukturalnym wody w formie ,,skondensowanej”. Skutkiem tego jest wysoka czuto$¢ stosowanej
metody, pozwalajgca na rozroznienie ro6znych standw czgsteczek wody w roztworze.
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w ten sposob widmo czystej HDO (g,) oraz widmo HDO w roztworze zawierajacym
glicyne (¢) (Rys. 2c). Wilasciwe widmo wody zaburzonej (e4) znajdowatem w serii
widm probnych otrzymanych dla réznych wartosci parametru N Z uzyciem réwnania

(1), niektore z nich pokazatem na Rys. 2d.

1.0
a) ——H,0+D,0(4%) | b) —— H,0 + D,0 (4%) + GLY
------ H,0 + GLY
0.8+
8,
2
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Rys. 2. Procedura wyznaczania pasma OD wody zaburzonej przez substancje rozpuszczong (s;) na
przyktadzie GLY (Mg y = 0,9687 mol'kg'l). a) zmierzone widmo H,O i H,0 + D,0 (4% (wagowe) D,0O
w H,0), b) zmierzone widmo H,O + GLY i H,O + D,0 (4%) + GLY, c) widmo czystej HDO (s, linia
kropkowana) i widmo HDO w roztworze zawierajacym GLY (&, linia ciggta) d) seria probnych widm
wody zaburzonej (,,prawdziwe” widmo wody zaburzonej zaznaczone jest na czerwono), €) pasmo OD
wody zaburzonej przez substancj¢ rozpuszczong wraz Z rozkladem na analityczne pasma sktadowe: linia
przerywana oznacza pasma analityczne, linia kropkowana jest sumg pasm sktadowych, ciagta linia
czerwona oznacza oryginalne widmo zaburzone; dla pordéwnania, linig niebieska pokazano, pokazano
kontur pasma wody czystej.

Widma prébne aproksymowalem za pomoca sumy analitycznych pasm sktadowych
i linii bazowej. Uzywatem iloczynéw funkcji Gaussa i Lorentza jako wyjsciowych
analitycznych konturow pasm do dalszej analizy. Parametry pasm analitycznych: ksztatt

(stosunek funkcji Gaussa do funkcji Lorentza), intensywnos¢, szeroko$¢ potdwkowa
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I potozenie, mogly zmienia¢ si¢ w trakcie analizy. Minimalna liczba pasm
analitycznych, dajaca odpowiedni stopien dopasowania, jest przyjmowana jako
wlasciwa liczba pasm skladowych. Nastepnie do rozktadu pasma probnego,
zawierajacego analityczne pasma sktadowe, dodawatem zmierzone pasmo HDO wody
czystej (pokazane na Rys. 2c¢). Taki uktad skladowych podlegal ponownemu
dopasowaniu. W tym kroku, wszystkie parametry pasm analitycznych mogly si¢
zmienia¢, natomiast sposrod parametréw pasma HDO wody czystej tylko wysokos¢
tego pasma mogta ulega¢ zmianie. Przyjmowatem, ze ,,prawdziwym” widmem wody
zaburzonej jest pierwsze widmo w serii zawierajagce mniej niz 0,5% (pod wzglgdem
powierzchni) udziatu wody objetosciowej. Pasma sktadowe traktowalem jako funkcje
umozliwiajace aproksymacje ksztaltu pasma wody zaburzonej (Rys. 2e) lub probnych

pasm wody zaburzonej, bez przypisywania im sensu fizycznego.

4.5.2. lzolacja ,eksperymentalnych” widm wody zaburzonej

Widmo wody zaburzonej przez dwie substancje rozpuszczone w mieszaninie
nazwalem ,,eksperymentalnym” widmem wody zaburzonej, &. Wszystkie rodzaje wody
zaburzonej przedstawitem na (Rys. 3b-e). Uwzgledniajac, ze catkowita molalnos¢
roztworu (me) jest rowna sumie molalnosci S1 i s2, tzn. me = m; + m,, otrzymatem

réwnanie (3) pozwalajgce na izolacje ,,eksperymentalnego” widma wody zaburzonej, &e.

1
E, =
¢ N,Mm,

(e—¢gp) + & 3)

gdzie: ¢ jest zmierzonym widmem wody w roztworze (w skali molowego
wspotczynnika absorpcji) przy molalno$ci me [mol-kg'l], M [kg-mol'l] jest $rednig masa
molowg wody, Ne jest liczbg czasteczek wody zaburzonej, odpowiadajacg liczbie moli
wody zaburzonej przez sume¢ liczby moli substancji rozpuszczonych wynoszaca jeden

(n1 +nz; =1 mol).
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|| woda czysta
woda zaburzana przez s2

&) woda zaburzana przez s1
RS woda ,podwajnie" zaburzona

woda zmieniona (rézna od waod
zaburzonych przez s1is2)

Rys. 3. Graniczne przypadki wzajemnych interakcji sfer hydratacyjnych dwoch —substancji
rozpuszczonych w roztworze. a) sfery hydratacyjne dwoch czasteczek nie oddziatujg ze soba, b) obecnosé
dwoch substancji wptywa na dodatkowe czasteczki wody objetosciowej, ktore mostkuja te sfery
hydratacyjne c) roztwor w ktorym dwie sfery hydratacyjne nie przenikaja siebie, ale ich obecnos¢
wzajemnie wplywa na wod¢ W ich sferach hydratacyjnych, d) naktadajace si¢ na siebie sfery hydratacyjne
dwoch substancji, e) dwie rézne czasteczki rozpuszczone oddziatuja ze soba i ich sfery hydratacyjne
ulegajg modyfikacji w nowg sfer¢. Izolacja udzialu wody zaburzonej obecno$cig jednej substancji
W roztworze.

4.5.3. Konstrukcja ,,syntetycznych” widm wody zaburzonej.

,,Syntetyczne” widma wody zaburzonej (es) sa konstrukcja teoretyczng. Sg one
otrzymywane z wykorzystaniem widm wody zaburzonej przez kazda substancje
rozpuszczong z 0sobna, bez uwzglednienia ich interakcji. Zawieraja one zatem udziat
widmowy wody zaburzonej z osobna przez sl i s2, natomiast nie zawieraja udziatu
wody zaburzanej przez obie substancje rozpuszczone, czyli wody ,,podwoéjnie”

zaburzonej. Rownanie (4) opisuje widmo takiej hipotetycznej wody zaburzonej.


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

e _£a1+N2/N1'ﬁ'€a2
$ 1 + NZ/Nl - ﬁ
gdzie: p oznacza stosunek liczby moli s2 do s, & i &, to odpowiednio widma wody

(4)

zaburzonej w roztworze sl i s2, w ktorych stezenia substancji rozpuszczonych
odpowiadajg st¢zeniom substancji rozpuszczonych W uktadach typu s1 + s2 + woda. Ny
I N2 oznaczaja odpowiednio liczbe moli wody zaburzonej przez sl 1 S2,
w dwusktadnikowych roztworach typu [s1 + woda] i [s2 + woda]. Widmu & odpowiada
parametr Ns, ktory jest liczbg czasteczek wody zaburzonej, odpowiadajacg liczbie moli
wody zaburzonej przez sumg¢ liczby moli substancji rozpuszczonych wynoszacg jeden
(n1 + n2 =1 mol). Wartos$¢ parametru Ns otrzymywalem na podstawie rownania (5).
N +B-N,

=T ©)

4.5.4. Izolacja widm wody ,,podwdjnie” zaburzonej

Widmo wody ,,podwoéjnie” zaburzonej otrzymuje si¢ W wyniku odjecia od
»eksperymentalnego” widma wody zaburzonej odpowiadajacego ,,syntetycznego”
widma wody zaburzonej, zgodnie z rownaniem (6):

o — k- &
S 6
7 (6)

Parametr k charakteryzuje udzial wody ,,podwdjnie” zaburzonej w widmie

Eq =

»eksperymentalnej” wody zaburzonej. Jest zdefiniowany jako:
|Nal

k=1-
N

(7)

Sposob jego wyznaczania dla réznych wzajemnych interakcji czasteczek
substancji rozpuszczonych jest opisany w dalszej cze$ci rozdziatlu dotyczacego
metodyki badawczej. Wyrazenie ge — k-¢s W rownaniu (6) opisuje udzial spektralny wody
»podwojnie” zaburzonej W widmie ,eksperymentalnej” wody zaburzonej, za$
mianownik tego rownania, 1 — K, pozwala przeliczy¢ ten udziat na jeden mol wody
»podwdjnie” zaburzonej.

W zaleznosci od sytuacji, gdy liczba czasteczek wody ,,podwojnie” zaburzone;j
jest wigksza od zera, mniejsza od zera lub rowna zero, sposdb wyodrebniania widm
wody ,,podwojnie” zaburzonej si¢ rdézni.

Na Rys. 3b przedstawitem oddzialywanie sfer hydratacyjnych dwoch réznych
substancji rozpuszczonych jako rezultat obecnosci nadmiarowych czasteczek wody

,,podwojnie” zaburzonej (tzw. wody ,,mostkujgcej”). Czasteczki wody tego rodzaju sa
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wlaczane W oddzialywania z wody objetosciowej. Liczba czasteczek ,,mostkujacej”
wody ,,podwdjnie” zaburzonej moze by¢ wyrazona jako Ng = Ne — Ns. Widmo takiej
wody otrzymywatem przez odjecie ,,syntetycznego” widma wody zaburzonej od widma
,eksperymentalnej” wody zaburzonej ze wspotczynnikiem K rownym 1.

Przyklad sytuacji, w ktdrej nastgpuje naktadanie si¢ sfer hydratacyjnych
czasteczek dwoch réznych substancji rozpuszczonych jest pokazany na Rys. 3d.
W rezultacie, cz¢$¢ czasteczek wody jest uwspolniana miedzy sferami, podczas gdy
inne sg uwalniane do wody objetosciowej. W tym przypadku wartos¢ Ny jest ujemna.
Oznacza to, ze liczba zaburzonych czasteczek wody w ukladzie ,,eksperymentalnym”
jest mniejsza w poréwnaniu do odpowiadajacego uktadu ,,syntetycznego”. Wtedy |[Ng|
odzwierciedla liczb¢ moli czasteczek wody wspoldzielonych migdzy sferami
hydratacyjnymi czasteczek roznych substancji rozpuszczonych. Reszta czasteczek wody
to ,,syntetyczna” woda zaburzona. Ich udziatl spektralny musi by¢ odjety w celu
wyizolowania widma wody ,,podwdjnie” zaburzonej z uzyciem rownania (6).

Na Rys. 3c przedstawitem przypadek oddziatywan dwoch réznych sfer
hydratacyjnych, w ktorym nie wystepuje ich naktadanie. Czasteczki wody w sferach
hydratacyjnych substancji rozpuszczonych sg wzajemnie zaburzane w wyniku ich
bliskiej odleglosci. Jednak, ten rodzaj interakcji nie zmienia liczby czasteczek wody
zaburzonej. Rozroznienie miedzy tga a innymi sytuacjami jest mozliwe na podstawie
porownania ,,eksperymentalnych” (Ng) i ,,syntetycznych” (Ns) konturéw widm wody
zaburzonej. W tym przypadku ,,prawdziwe” widmo wody ,,podwojnie” zaburzonej
znajdowatem w serii widm probnych zbudowanych w oparciu 0 réwnanie (6)
otrzymanych dla réznych wartosci parametru k. W tych widmach sprawdzatem udziat
»syntetycznego” widma wody zaburzonej. W omawianej sytuacji, pierwsze widmo
W serii zawierajagce mniej niz 0,5% udziatu widmowego ,,syntetycznych” widm wody
zaburzonej uznawatem za witasciwe widmo wody ,,podwoéjnie” zaburzonej.

Mozliwa jest rowniez sytuacja, W ktorej czasteczki dwoch roznych substancji
oddziatuja bezposrednio ze soba (Rys. 3e). W efekcie tego rodzaju oddziatywania, sfery
hydratacyjne tych substancji moga przeksztatci¢ si¢ w catkowicie nowa sferg
hydratacyjng, 0 innych wilasciwosciach niz wyjsciowe sfery. Powyzszy opis dotyczy
sytuacji, w ktorej ,,eksperymentalne” widmo wody zaburzonej nie zawiera zadnego
udzialu spektralnego odpowiadajacego ,,syntetycznym” widmom wody zaburzonej.
W przypadku gdy czasteczki dwoch roznych substancji oddziatuja bezposrednio ze soba

i udziat spektralny ,,syntetycznej” wody zaburzonej jest znaczny, powinna zosta¢
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zastosowana procedura przedstawiona dla przypadku, ktory zaprezentowatem na Rys.
3c.

Przedstawiona metoda analizy danych widmowych pozwolita mi na

znalezienie wplywu jednej substancji rozpuszczonej na sfere hydratacyjna drugiej

substancji poprzez wyodrebnienie udzialu widmowego wody znajdujacej sie pod

wplywem obu substancji jednoczes$nie. Odrdznia to opracowang tutaj metodg analizy

danych widmowych od metod przedstawionych dotychczas w literaturze. W pracach
innych autorow otrzymywane sg zwykle informacje o pojedynczym wptywie substancji
rozpuszczonych na wodg¢ W roztworze, co moze dawaé nieprawdziwy obraz wplywu
osmolitéw na sfery hydratacyjne biomakroczasteczek. Dzieje si¢ tak, dlatego ze
niewielki dodatek substancji rozpuszczonej moze zmieni¢ W znaczny sposob ogolny
obraz hydratacji w roztworze, jednak niekoniecznie zmienia si¢ wtedy hydratacja
czasteczki centralnej. Obie substancje W roztworze moga zachowywaé si¢ catkowicie
niezaleznie W roztworze. Interakcje migedzy dwiema substancjami i ich sferami
hydratacyjnymi musza wigc by¢ zbadane za kazdym razem po to, zeby moc wyciagac

whnioski 0 wzajemnych oddziatywaniach sfer hydratacyjnych dwoch substancji.

45.5. llustracja metody izolacji widm wody zaburzonej w wukiadach

zawierajqgcych dwie substancje rozpuszczone

Procedure otrzymywania widm wody ,,podwdjnie” zaburzonej zilustrowalem
na Rys. 4 na przyktadzie uktadu lizozym + mocznik. W pierwszym kroku zmierzytem
widmo H,O czystej i mieszaniny H,O + D,O, w ktorej masa D,O stanowi 4%
catkowitej masy wody W probce (Rys. 4a). Otrzymalem tez widma roztworow
zawierajacych substancje rozpuszczone o odpowiednich molalno$ciach (Rys. 4b) —
widmo H,0 + lizozym + mocznik oraz odpowiadajace im widma H,O + D,0 + lizozym
+ mocznik. W celu otrzymania widm oscylacyjnych pasm vop HDO w H,0, od widm
roztworéw zawierajagcych D,O odjalem widma roztwordéw zawierajacych tylko H,O,
z uwzglednieniem stosunku stezen HpO w obu roztworach. Skale absorpcji widm
przeliczytem na skal¢ molowego wspodtczynnika absorpcji z uwzglednieniem st¢zenia
molowego HDO w roztworze oraz grubosci kuwety wyznaczonej interferometrycznie.
Wyizolowalem w ten sposob widmo HDO wody czystej (Rys. 4c¢) oraz seri¢ HDO
roztworow lizozym + mocznik o zmiennej molalnosci mocznika (w granicach 0 —
6,24 mol'kg?) i stalym stezeniu lizozymu (m = 0,00779 mol'kg™?) (Rys. 4d).

Wykorzystujac prawg strong rownania (3) uzyskatem seri¢ widm probnych dla réoznych
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wartosci parametru Ne dla wybranej wartosci molalnosci osmolitu (Rys. 4e). Probne
widma réznicowe rozktadatem, z wykorzystaniem oprogramowania komputerowego, na
jak najmniejszg liczbe analitycznych pasm skladowych, ktorych suma dawata kontur
adekwatnie zblizony do badanego probnego widma réznicowego. Jako pasma sktadowe
wykorzystywalem funkcje bedace iloczynem krzywych Gaussa i Lorentza. Do
otrzymanego rozktadu widma dodawalem eksperymentalne pasmo wody czystej
o0 dobieralnej w procesie aproksymacji wysokos$ci i sprawdzatem jego udzial widmie.
Pozwolito mi to na znalezienie widma wody zaburzonej o maksymalnej warto$ci
parametru Ne, ktore bylo pozbawione udzialu wody czystej, Rys. 4f, (w praktyce
uznawalem za wiasciwe to widmo, w ktorym udziat powierzchni pasma wody czystej
nie przekraczat 0,5%). W ten sposob otrzymywatem dla danego uktadu serie
,»eksperymentalnych” widm wody zaburzonej.

W nastepnym etapie analizy wyodrebnialem widmo wody ,,podwojnie”
zaburzonej z ,ecksperymentalnego” widma wody zaburzonej. W tej operacji
wykorzystalem ,,syntetyczne” widmo wody zaburzonej, & (Rys. 4g), skonstruowane za
pomocg rownania (4). Widmo to usuwatem z konturu ,.eksperymentalnej” wody
zaburzonej z uzyciem rownania (6). W ten sposéb otrzymywatem widmo wody
,»podwdjnie” zaburzonej (Rys. 4h).

Parametry pasm otrzymane dla ,.eksperymentalnych” widm wody zaburzonej,
wody zaburzonej przez osmolity wraz z parametrami pasma wody czystej,
Lwsyntetycznych” widm wody zaburzonej oraz widm wody ,,podwoéjnie” zaburzonej

zestawitem W materiatach uzupetniajacych w Tabelach S2-5.
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Rys. 4. Procedura wyznaczania pasma OD wody ,,podwdjnie” zaburzonej przez obecnos$¢ substancji
rozpuszczonych w roztworze, na przyktadzie uktadu lizozym + mocznik. a) zmierzone widmo H,O oraz
widmo roztworu H,O + D,0O (dodatek D,O w roztworze wynosi 4% wagowe w stosunku do H,0), b)
zmierzone widmo H,O + lizozym + mocznik oraz widmo roztworu H,O + D,O (4%) + lizozym +
mocznik, ¢) widmo HDO wody czystej, d) seria stezeniowa widm HDO W uktadzie lizozym + mocznik
(czerwona linia oznacza widmo odpowiadajgce Miizozym = 0,00779 mol- kg I Mmocznik = 1 ,01 mol-kg’ ) e)
prébne wazone widma réznicowe wody ,.eksperymentalnej” (Mjizozym =~ 0,00779 mol- kg i Mmocanik = 1,01
mol-kg™), f) pasmo OD wody zaburzonej przez substancje rozpuszczona uktadzie lizozym + mocznik (N,

= 6,7) wraz z rozkladem na analityczne pasma sktadowe: linia cigglta oznacza oryginalne widmo
zaburzone; linia kropkowana — sume¢ pasm sktadowych (czg$ciowo przystonigta przez oryginalne
widmo), linie przerywane — pasma sktadowe, g) ,,syntetyczne” widmo wody zaburzonej skonstruowane
na podstawie widmo wody zaburzonej przez I|zozym (Miizozym = 0,00779 mol-kg ') oraz widma wody
zaburzonej przez mocznik (Mpoeznik = 1,01 mol-kg™), h) widmo wody ,,podwojnie” zaburzonej.
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4.6. Analiza liczby czasteczek wody ,,podwojnie” zaburzonej

Celem analizy liczby czasteczek wody ,,podwojnie” zaburzonej, liczby Ne i Ng
odpowiadajace] ,.eksperymentalnym” i ,syntetycznym” widmom wody zaburzonej
przeksztatcitem w funkcj¢ N, zgodnie z rownaniami (8) i (9).

Npe) = Ne - (B+1) (8)
Nps) = Ns - (6+1) ©)

Powyzsze funkcje pozwalajg na zobrazowanie wptywu oddziatywan dwoéch
réznych substancji rozpuszczonych na liczbe czasteczek zaburzonych w zestawie
zlozonym z jednego mola czasteczek modelowych/biomakroczasteczek 1 S (Stosunek
liczby moli osmolitu do liczby moli czasteczek modelowych/biomakroczasteczek) moli
osmolitu. Ich uzycie pozwala na §ledzenie naktadania si¢ sfer hydratacyjnych substancji
rozpuszczonych lub pojawienie si¢ dodatkowych czasteczek wody zaburzonej
w uktadzie (wody ,mostkujacej”) w stosunku do ,syntetycznych” widm wody
zaburzonej w funkcji stezenia. Na podstawie badan z wykorzystaniem metody widm
roéznicowych ustalono, ze btad metody wynosi okoto 5% w zakresie wyznaczenia
wartosci liczby czgsteczek zaburzonych. Warto$¢ ta zostata oszacowana na podstawie
analiz przeprowadzonych dla roznych uktadéw. Wykorzystane zostaly przy tym rézne
warunki poczatkowe rozktadu pasm, roznigce si¢ liczbami pasm analitycznych oraz ich
parametrami poczatkowymi (potozeniem, ksztaltem 1 wysokoscig). Wartos¢ ta
przektada si¢ na btad wartosci parametru N wynoszacy 0,5 dla N < 10. Stupki btedow
widoczne na rysunkach zawierajacych wartoSci N, sg efektem dodawania bledow
wyznaczania liczby moli wody zaburzonej przez zestaw sktadajacy si¢ z jednego mola

czasteczek modelowych/biomakromolekut i £ moli osmolitu.

4.7. Interpretacja danych widmowych

Kontur widmowy wody niesie w sobie informacje o stanie energetycznym
i strukturalnym wody.

Informacj¢ 0 stanie energetycznym wigzan wodorowych uzyskatem na
podstawie eksperymentalnej reguty Badgera-Bauera [299], zgodnie z ktorg energia
wigzan wodorowych wody zmienia si¢ proporcjonalnie Z przesuni¢ciem potozenia pasm
OD (OH). Przesunigcie potozenia pasm OD lub OH w kierunku wyzszych/nizszych
liczb falowych wskazuje na ostabienie/zwigkszenie energii wigzan wodorowych wody.

Warto$¢ potozenia $rodka ciezkoéci pasma OD, V9, jest miarg $redniej energii wigzan
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wodorowych, podczas gdy warto$¢ potozenia maksimum pasma, v°, jest miarg energii
najbardziej prawdopodobnej.

Informacj¢ 0 strukturalnym stanie wigzan wodorowych otrzymatem w wyniku
transformacji konturéw pasm HDO na funkcje rozktadu odleglosci tlen-tlen miedzy
czasteczkami wody. Rozktad ten uwzglednia tez oddzialywania atomu tlenu czasteczki
HDO z atomem azotu grupy aminowej oraz z karbonylowym lub karboksylowym
atomem tlenu. W tej procedurze wykorzystatem empiryczng funkcj¢ (10) wyznaczong
przez Berglunda i wspotautorow [301], z uzyciem spektroskopii w podczerwieni, na
podstawie badan polozen pasm izotopowo rozcienczonej HDO w statych hydratach oraz
z uzyciem dyfrakcji neutronowej. Postuzyla do wyznaczenia odpowiadajacych
odleglosci tlen-tlen migdzy czgsteczkami wody, Roo. Wiarygodno$é zaleznosci vop i
Roo zostata potwierdzona badaniami teoretycznymi na podstawie pasm OD (HDO)

uzyskanych za pomocg spektroskopii czasowo-rozdzielczej w podczerwieni [302].

vop [cM™] — Roo (A)
Vop = 2727 — 8,97 - 108 - e=373'Roo (10)
gdzie: 2727 cm™ - eksperymentalna warto$¢ potozenia pasma OD HDO w fazie

gazowej. Biorac pod uwage, ze In(8,97-1 06) = 16,01, po przeksztalceniu funkcja

(10) moze by¢ przedstawiona w postaci (11), ktorg uzywatem.
Vop = 2727 — e1601-3.73Roo (11)
Powyzsza korelacja pozwala na znalezienie funkcji rozktadu odlegtosci tlen-
tlen, P(Roo), pomiedzy czgsteczkami wody tworzacymi wigzania wodorowe [298] na

podstawie rownan [303]:

p _ dvop
(Roo) = CSOD(VOD)% (12)
j P(Rpp)dRpo =1 (13)
0

gdzie: C — stala, ktora normalizuje pole pod rozktadem prawdopodobienstwo odlegltosci
tlen-tlen do 1, eop — absorbancja przy liczbie falowej vop.

Potozenie $rodka cigzkosci funkcji, Roo?, jest miarg $redniej odlegto$ci migdzy
czasteczkami wody, podczas gdy potozenie maksimum tej funkcji, Roo®, jest miara
odlegtosci najbardziej prawdopodobnej miedzy czasteczkami wody.

Moimi kryteriami do oszacowania wzmacniajacego lub ostabiajagcego wplywu

osmolitu na wigzania wodorowe wody zaburzonej przez czasteczke
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modelowa/biomakroczasteczke lub wody czystej s3a: S$rednia energia wigzan

wodorowych wody oraz $rednia odlegltos¢ tlen-tlen miedzy czasteczkami wody.
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5. WYNIKI BADAN

5.1. Wplyw osmolitu stabilizujacego i destabilizujacego na
sfery hydratacyjne czasteczek modelujacych stan natywny
bialka [135]

W tym rozdziale przedstawilem wyniki badan nad wpltywem osmolitu
stabilizujagcego — betainy lub osmolitu destabilizujgcego — mocznika na sfery
hydratacyjne czasteczek modelowych wzgledem biatka w stanie natywnym:
N-metyloacetamidu (NMA) lub dimetylsulfotlenku (DMSO).

5.1.1. Analiza danych widmowych

Czasteczki NMA oraz DMSO cechuja si¢ bliskim polozeniem grup
hydrofobowej i hydrofilowej w swojej budowie. W rezultacie sa dobrym modelem do
badania hydratacji biatek charakteryzujacych si¢ mieszanym typem hydratacji
hydrofilowo-hydrofobowej. W badaniach grupy badawczej, ktorej bytem cztonkiem
pokazalismy, ze blisko zlokalizowane grupy hydrofilowa i hydrofobowa czasteczki
wspomagaja tworzenie rozleglej klatratopodobnej struktury sieci wigzan wodorowych
wokot tej czasteczki [23,24]. Wyniki te znalazty potwierdzenie w symulacjach metoda
dynamiki molekularnej [304,305]. Ponadto ksztalt konturu widma wody zaburzonej
przez lizozym w znacznej mierze jest podobny do konturu widma NMA [22].
Obserwowane wzmocnienie wigzan wodorowych wody zaréwno w przypadku NMA
jak i DMSO jest mozliwe, poniewaz oddzialywania wody z grupami polarnymi sg
silniejsze niz wigzania wodorowe mig¢dzy czasteczkami wody W wodzie czystej.
Istnienie wzmocnionej sieci wigzan wodorowych jest wspomagane przez
kooperatywnos¢ wigzan wodorowych czgsteczek wody oddziatujgcych z grupami
polarnymi i czasteczek wody zlokalizowanych przy powierzchni hydrofobowej modeli.
Skutkuje ona zakotwiczeniem na grupach hydrofilowych wzmocnionej sieci wigzan
wodorowych wody i jej dynamicznej stabilizacji przy powierzchni grup niepolarnych
[22,24].

Analize widm w ukladach NMA + betaina, NMA + mocznik, DMSO +
betaina, DMSO + mocznik, wykonatem zgodnie z metoda przedstawiong w rozdziale
4.5. Doprowadzita ona do izolacji ,,eksperymentalnych” widm wody zaburzonej, ktére

przedstawilem dla kazdego z uktadow na Rys. 5. Jednocze$nie otrzymalem
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»eksperymentalne” liczby czgsteczek wody zaburzonej, Ne, W funkcji stezenia osmolitu.
Dla kazdego z uktadéw skonstruowatem ,,syntetyczne” widma wody zaburzonej (Rys.
S1 w materiatach uzupetniajgcych) i obliczytem ,,syntetyczne” liczby czgsteczek wody
zaburzonej, Ns. Parametry Ne i odpowiadajgce im parametry Ns transformowatem na

funkcje Npe) 1 Nps) (Rys. 6) zgodnie z procedura opisana w rozdziale 4.6.
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Rys. 5. ,,Eksperymentalne” widma wody zaburzonej w uktadach (a) NMA + betaina (b) DMSO + betaina,
(c) NMA + mocznik oraz (d) DMSO + mocznik. TMG i U oznaczaja odpowiednio betaing i mocznik.
Przerywang linig zaznaczono widma wody zaburzonej przez czasteczki modelowe.

W uktadzie NMA + betaina (Rys. 6a) miaty miejsce dwa efekty, w zaleznosci
od molalno$ci osmolitu W roztworze. Przy stezeniu betainy mniejszym niz 0,6 molkg™,
»eksperymentalne” liczby czasteczek wody zaburzonej byly wigksze w porownaniu do
,syntetycznych” liczb wody zaburzonej. Oznaczalo to wystgpowanie dodatkowych
czasteczek wody, tzw. ,,mostkujacych”, pochodzacych z wody objetosciowej (rozdziat
4.5). Ich stan energetyczny byt bardzo podobny do wody czystej. Natomiast przy

wyzszych stezeniach betainy, nastgpowata redukcja liczby czasteczek wody
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w ,,eksperymentalnych” widmach wody zaburzonej w stosunku do ,,syntetycznych”
widm wody zaburzonej, na skutek naktadania si¢ sfer hydratacyjnych czasteczek NMA
I betainy. Prowadzito to do uwolnienia czesci czasteczek wody do wody objetosciowe;.
W pozostatych uktadach (Rys. 6b-d: DMSO + betaina, NMA + mocznik oraz DMSO +
mocznik) obserwowane byto zmniejszenie ,,ecksperymentalnych” liczb czasteczek wody
zaburzonej w porownaniu do ,syntetycznych” liczb czasteczek wody zaburzonej

W catym zakresie stezen uzytych osmolitow.

15| (@ NMA +TMG 124 (b) DMSO + TMG
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Rys. 6. Liczby czasteczek wody zaburzonej (réwnania (8) i (9)) w funkcji molalno$ci osmolitu
przypadajace na pakiet ztozony z jednej czasteczki modelowej oraz f czasteczek osmolitu w uktadach: (a)
NMA + betaina, (b) DMSO + betaina, (c) NMA + mocznik oraz (d) DMSO + mocznik. Czarna linia
odpowiada zalezno$ciom otrzymanym dla ,,syntetycznych” widm wody zaburzonej, natomiast czerwona
linia odpowiada zalezno$ciom odpowiadajacym ,.eksperymentalnym” widmom wody zaburzonej. TMG
i U oznaczaja odpowiednio betaing i mocznik.

Dalsze informacje 0 hydratacji czasteczek modelowych pochodzity z analizy
widm wody ,,podwoéjnie” zaburzonej otrzymanych zgodnie z procedurg opisang
w rozdziale 4.5.4. Pozwalaty one na scharakteryzowanie stanu energetycznego
I strukturalnego wody bedacej pod rownoczesnym wptywem dwoch substancji
rozpuszczonych. Widma wody ,,podwojnie” zaburzonej dla wszystkich uktadow
zaprezentowatem na Rys. 7. Analizujac kontury widm wody ,,podwojnie” zaburzone;j

w uktadzie NMA + betaina mozna zauwazy¢, ze pasmo przedstawione na Rys. 7a,
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odpowiadajagce wodzie ,mostkujacej” w ukladzie NMA + betaina (Mpetaina =
0,29 mol'kg™) przypomina ksztaltem widmo wody czystej (wstawka na Rys. 7a).
Natomiast widma wody ,,podwojnie” zaburzonej otrzymane dla wyzszych stezen
osmolitu maja dwa maksima: pierwsze potozone przy 2420 cm™ odpowiada silnym
wiazaniom wodorowym wody, natomiast drugie potozone przy 2560 cm™ odpowiada

stabym wigzaniom wodorowym miedzy czasteczkami wody.

14] @) NMA + TMG  |(b) DMSO + TMG
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Rys. 7. Udziaty widmowe wody ,,podwojnie” zaburzonej w uktadach (a) NMA + betaina (we wstawce
znajduja sie natozone widmo wody czystej (fioletowy kolor) i widmo wody ,,moskujacej” (linia
przerywana, mmyc=0,29) , (b) DMSO + betaina, (c) NMA + mocznik oraz (d) DMSO + mocznik. TMG
i U oznaczaja odpowiednio betaing i mocznik. Przerywana linia oznacza widmo ,,mostkujacej” wody
,»podwojnie” zaburzone;j.

W celu poréwnania wptywu obu osmolitow na energi¢ wigzan wodorowych
w sferach hydratacyjnych czasteczek modelowych, na Rys. 8 przedstawilem roznice
mi¢dzy wartosciami potozen $rodkow ciezkosci pasm wody ,,podwojnie” zaburzonej
i wody zaburzonej przez czgsteczki modelowe, Av?, w funkcji molalno$ci osmolitu.
Ujemne warto$ci AV’ oznaczajg, ze $rednia energia wigzan wodorowych miedzy
czasteczkami wody W wodzie ,,podwojnie” zaburzonej jest wieksza od $redniej energii

wigzan wodorowych wody zaburzanej przez czasteczki modelowe, natomiast dodatnie
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wartoéci AV wskazuja na ostabienie wigzan wodorowych wody ,,podwdjnie”

zaburzonej w stosunku do wody zaburzonej przez czasteczki modelowe.

Na podstawie zalezno$ci pokazanych na Rys. 8 mozna zauwazy¢, ze obecno$¢
betainy powoduje wzmocnienie sfery hydratacyjnej DMSO w calym zakresie
molalnos$ci (ujemne wartosci Av%). Betaina wywierala inny wplyw na otoczke
hydratacyjng NMA w zalezno$ci od jej molalnosci w roztworze. Woda ,,mostkujaca”
miecdzy NMA i betaina przy molalnoéci betainy wynoszacej 0,29 molkg” byta
ostabiona (dodatnie wartosci Av’) w stosunku do wody hydratacyjnej NMA, natomiast
przy wyzszych molalnosciach betaina wzmacniata wode hydratacyjng NMA. Z Kolei
mocznik powodowal, w catlym zakresie jego molalno$ci, ostabienie wody w sferach

hydratacyjnych obu modeli (dodatnie wartosci Av9).

W uktadzie NMA + betaina, woda ,,mostkujgca” oraz woda ,,podwojnie”
zaburzona dla kazdej molalno$ci osmolitu jest wzmocniona W stosunku do wody
czystej. W pozostatych uktadach (zawierajacych betaing lub mocznik) tez jest
obserwowane wzmocnienie wody w sferach hydratacyjnych modeli przy kazdym ze

stezen osmolitu.

4
£
O, a0l ]
o
4
NMA+TMG
DMSO+TMG
NMA+U
DMSO+U
0 1 2 3 4 5 6 7 8

m_ [mol-kg™]

Rys. 8. Roznice migdzy wartosciami potozen srodkow ciezkosci pasm (jako miara $redniej energii wigzan
wodorowych miedzy czasteczkami wody) wody ,,podwojnie” zaburzonej (Av") i wody zaburzonej przez
czgsteczki modelowe (AV"), Av9 = vP —v™ w funkcji molalnosci osmolitu (m,). Linia przerywana
oznacza zakres wystepowania wody nadmiarowej, linia ciaggla — obszar wystgpowania wody ,,podwdjnie”
zaburzonej. Czerwong linig zaznaczono uklady zawierajace mocznik (U), czarng linig — uktady
zawierajace betaing (TMG). Zielona linia oznacza réznice miedzy wartosciami potozen $rodkow
ciezko$ci pasma wody czystej i wody zaburzonej przez NMA, natomiast niebieska linia oznacza réznice
wartos$ci potozen $rodkow ciezkosci pasma wody czystej i wody zaburzong przez DMSO.
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Stan strukturalny wody hydratacyjnej czasteczek modelowych moze by¢
scharakteryzowany funkcjami rozktadu miedzyczasteczkowych odlegtosci O---O,

P(Roo). W tym celu kontury pasma widma wody ,podwdjnie” zaburzonej

m+o0
podwdjna !

transformowatem na funkcje P(R,,) zgodnie z procedura opisang W rozdziale

4.7. Nastgpnie, analogiczne funkcje rozktadu odlegtosci uzyskane dla wody zaburzonej
przez czasteczki modelowe, P(Ryo)moe, ©Odjatem od funkeji rozktadu odleglosci

uzyskanych dla wody ,,podwojnie” zaburzonej. W ten sposéb otrzymatem roznice
funkcji rozktadu odleglosci O---O migdzy czasteczkami wody, 4P(Roo) (Rys. 9).
Operacja ta pozwolita mi na okreslenie wplywu osmolitow na dlugo$¢ wigzan
wodorowych w sferach hydratacyjnych NMA i DMSO. Na podstawie Rys. 9a mozna
zauwazy¢, ze betaina zwigkszata populacje czagsteczek wody silnie zwigzanych
wigzaniami wodorowymi (2,74 A) przy molalnosciach osmolitu 0,97; 1,46;
1,96 mol-kg™ oraz zmniejszata populacije czasteczek wody odpowiadajacych najbardziej
prawdopodobnej odlegtosci OO w wodzie czystej wzgledem sfery hydratacyjnej
NMA. Przebieg 4P(Roo) dla wody ,,mostkujacej”, zaznaczonej na Rys. 9a linig
przerywang, wskazuje na jej oslabienie w stosunku do wody hydratacyjnej NMA.
W tym przypadku widoczne jest zmniejszenie populacji oddziatywan silnych (okoto
2,75 A) i zwickszenie prawdopodobiefstwa wystepowania oddziatywan stabych,
dhizszych niz 2,85 A. Wplyw betainy na sfere hydratacyjng DMSO byt podobny do
wywieranego przez nig przy wyzszych molalno$ciach na sfery hydratacyjne NMA.
Obecno$¢ betainy przyczyniata si¢ do zwigkszenia populacji silnych wigzan
wodorowych migdzy czasteczkami wody. Wplyw mocznika byt znacznie rézny od
wplywu betainy na sfery hydratacyjne czasteczek modelowych, ale podobny wzgledem
obu modeli. W obecnosci mocznika zmniejszata si¢ populacja silnych wigzan
wodorowych wody (o odleglosciach migdzy czasteczkami wody wynoszacych 2,67 —
2,70 A) w sferach hydratacyjnych NMA i DMSO. Roéwnoczes$nie zwickszata sie
populacja $rednich i stabych wigzan wodorowych (0 odlegto$ciach rownych
i nieznacznie dhuzszych niz najbardziej prawdopodobna odlegtos¢ dla wody czystej).
W rezultacie mocznik powodowatl zastgpienie silnych wigzan wodorowych w sferach
hydratacyjnych czasteczek modelowych wigzaniami zblizonymi do tych wystepujacych
w wodzie czystej. Efekt taki moze by¢ nazwany ,,rozpuszczaniem” sfer hydratacyjnych

czasteczek modelowych. Mozna zauwazy¢, ze wplyw mocznika byl znaczaco rézny od
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wplywu betainy na sfer¢ hydratacyjng czasteczek modelowych, ale podobny wzglgdem

obu czagsteczek modelowych.

21NMA + TMG
1_
0_ ___________
Im N\ e
T P 029 —— 1.46
| — 097 —1.96
2_ T T T T T T
| DMSO + TMG (b)
1_
0
_1_- Moy
~ 0.48 0.98 1.45
g_/o 2_ T T T T T T
o NMA + U (c)
< B
1_
0
1 mU:
-14 0.49 0.97 7.75
21DMSO +U (d)
1_
0
14 myg:
0.48) —— 1.94 ——5.82
3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6
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Rys. 9. Roznice migdzy funkcjami rozktadu odleglosci O---O migdzy czasteczkami wody AP(Roo),
AP(Roo) = P(Roo) ™ cina — P(Roo Mg gdzie m+0 oznacza wodny roztwér czgsteczki modelowej (m)
i osmolitu (0), w funkcji molalnosci osmolitu [mol-kg™] w uktadach: (a) NMA + betaina, (b) DMSO +

betaina, (c) NMA + mocznik i (d) DMSO + mocznik. Pionowa linia przerywana zaznaczono najbardziej
prawdopodobng odlegto$¢ O---O miedzy czasteczkami wody W wodzie czystej.
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5.1.2. Analiza wynikow teoretycznych

Wyniki przedstawione w niniejszym rozdziale zostalty uzyskane przez dr Anetg
Panuszko, dr. hab. inz. Piotra Bruzdziaka, dr. hab. inz. Macieja Smiechowskiego oraz
Pawla Maszote. Zostaly one opublikowane we wspolnej pracy [135] z moim udziatem.
Sa one bardzo istotne w interpretacji danych widmowych, dlatego tez zamiescitem je
w tym rozdziale. Szczegdty obliczen DFT i AIMD zostaty opisane w publikacji [135].

Obliczenia DFT

Wyniki wykazaly, ze czasteczka mocznika (Rys. S2 i Rys. S3) wpasowywata
si¢ W sfer¢ hydratacyjng NMA antyrownolegle wzgledem momentu dipolowego
czasteczki modelowej i jednocze$nie wypierala czasteczki wody zlokalizowane
W poblizu ptaskiej czasteczki NMA. Wyjasnia to, stwierdzone na podstawie obliczen za
pomoca metodag AIMD, zmniejszenie liczby oddziatywan miedzy czasteczkami wody
w otoczeniu czasteczki NMA. W to miejsce powstaly oddziatywania miedzy NMA
i mocznikiem, ktore sg widoczne pod postacig duzej oliwkowej taty (Rys. S2) na

wizualizacji uzyskanej metoda zredukowanego gradientu gestos¢ (RDG).

W ukfadzie DMSO + mocznik wystgpowaty nieklasyczne, bezposrednie,
oddziatywania DMSO i mocznika. Realizowane one byly przez wolne pary dwoch
atomoOw azotu W czasteczce mocznika, ktore byly akceptorami dla protonow
metylowych DMSO. Efektem byty stabe, ale dobrze zdefiniowane oddziatywania typu
wigzan wodorowych CH--N (Rys. S4). Porownanie odlegtosci O-+-O obliczonych
komplekséw z mocznikiem oraz bez niego (Rys. S5) pozwala na stwierdzenie, Ze
obecnos¢ mocznika zmniejsza liczbe oddziatywan o matej dtugosci, podczas gdy liczba
$rednich dhugo$ci wzrasta. Wyniki te sg w swojej istocie podobne do tych otrzymanych

na podstawie spektroskopii.
Symulacje AIMD

Glowng zaobserwowang roznica miedzy betaing i mocznikiem byto
zwigkszone prawdopodobienstwo wystepowania bezposrednich oddziatywan tego
ostatniego z NMA, ktore jest widoczne na podstawie analizy funkcji rozktadu
radialnego (RDF, Rys. S6) miedzy $rodkami cigzko$ci czasteczek NMA i osmolitow.
Istnialy natomiast przestanki aby stwierdzi¢, ze betaina moze oddziatywa¢ z NMA

posrednio, poprzez wzmocnienie jego sfery hydratacyjnej. Do takich wnioskow
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doprowadzita petnoatomowa (all-atom) analiza RDF, ktora taczyta w sobie wszystkie
mozliwe oddzialywania. Atomy czasteczki mocznika lokalizowaty si¢ blizej NMA niz
atomy czasteczki betainy. Sposroéd wszystkich mozliwych odleglosci par atomowych
mi¢dzy czagsteczkami NMA i osmolitu, najmniejszymi odleglosciami byly mig¢dzy
atomami wegla grupy metylowej potaczonej z grupa aminowa NMA i atomu tlenu
mocznika, (NMA)C--O(mocznik), oraz atomem wodoru tej samej grupy z atomem
tlenu mocznika, (NMA)C-H---O(mocznik).

Przeprowadzono analize funkcji przestrzennego rozktadu (spatial distribution
functions, SDFs) atomow tlenu czgsteczek wody wokot czgsteczki NMA dla uktadow
NMA + betaina i NMA + mocznik (Rys. S7). Stwierdzono zwigkszenie
prawdopodobienstwa wystepowania czasteczek wody W poblizu atomdéw wegla grupy
metylowej potaczonej z grupa karboksylowa NMA i atomem tlenu NMA. W uktadzie
NMA + mocznik widoczne byto natomiast zalamanie kooperatywnosci oddziatywan
czasteczek wody, ktore oddziatuja z grupa hydrofilowa oraz tych zlokalizowanych
w poblizu grupy metylowej, w budowaniu wzmocnionej sfery hydratacyjnej.

Przy pomocy réznic SDF zbadano tez zmiang gesto$ci wigzan wodorowych
wokot NMA pod wplywem obecnosci osmolitéw. Oba osmolity zwigkszaty gestosé
wigzan wodorowych wokét atomu wegla grupy metylowej potaczonej z grupa
karbonylowa czasteczki NMA. Natomiast betaina i mocznik wywieraty r6zny wptyw na
gestos¢ wigzan wodorowych wody wokot hydrofobowej grupy metylowej polaczonej
z grupg aminowa czasteczki NMA. Mocznik powodowal zmniejszenie gestosci wigzan
wodorowych przy tej grupie. Otrzymane rezultaty wskazuja na rozpad hydrofobowe;j
sfery hydratacyjnej wokot atomu wegla tej grupy, ktory wynika z utraty
kooperatywnosci W tworzeniu wzmocnionej sfery hydratacyjne; wokot grupy

metylowej przez fragment hydrofilowy NMA.

5.1.3. Podsumowanie wplywu osmolitow na czgsteczki modelowe

Zastosowalem opracowang W ramach tej pracy procedure pozwalajaca na
okreslenie wplywu przedstawiciela osmolitow stabilizujgcych — betainy i osmolitow
destabilizujacych — mocznika na sfer¢ hydratacyjng czasteczek modelowych wzglgdem
powierzchni biatek zwinigtych — NMA i DMSO. Obie te czasteczki charakteryzuja sig
bezposrednim potozeniem grupy hydrofilowej i hydrofobowej w swojej budowie, tak

jak ma to miejsce w przypadku biatek w ich natywnej formie. Badania przeprowadzone
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w Zespole [23,24], w ktorym bralem udzial, wskazywaty na promowanie tworzenia
sieci wigzan wodorowych wody lodopodobnych wokot czasteczki — substancji
rozpuszczonej przy takim usytuowaniu tych grup. Z badan innych autoréw [56,305]
wynikaty podobne wnioski w stosunku do peptydow i bialek. Wyniki badan
widmowych wskazywaly na zwigkszanie przez betaing energii wigzan wodorowych
I skrocenie ich dilugosci w sferze hydratacyjnej czasteczek modelowych. Wplyw
mocznika jest natomiast przeciwny w stosunku do tych obserwacji. Otrzymane rezultaty
dla NMA i DMSO wydajg si¢ bezposrednio korespondowa¢ z wptywem obu osmolitow
na sfery hydratacyjne bialek i w ten sposob na przesuwanie delikatnej rownowagi
miedzy stanem zwinietym i rozwinigtym tych biomakroczasteczek. W wypadku betainy
to przesunigcie odbywa si¢ W stron¢ stanu zwinigtego, natomiast mocznik przesuwa

roOwnowage W stron¢ W stanu rozwinietego.

Wzmacniajacy wptyw betainy moze by¢ w uproszczaniu ttumaczony przez
kooperatywny efekt wigzan wodorowych wody w sferach hydratacyjnych modeli
i osmolitu, migdzy ktorymi dochodzi do kontaktu, cechujacymi si¢ w obu przypadkach
obecnoscig silnych wigzan wodorowych. Wartym zauwazenia jest fakt unikania
kontaktu sfer hydratacyjnych NMA i betainy przy niskich stezeniach tego osmolitu.
Takie unikanie kontaktu pomi¢dzy peptydami/biatkiem oraz osmolitami stabilizujgcymi
bylo postulowane przez Timasheffa [7,86,102] i wspotpracownikow oraz innych
badaczy [4,12,100,101,103,104]. Zjawisko to jest podstawg hipotezy 0 entropowej
stabilizacji biatek przez osmolity [45,75,104,306,307]. Widoczne jest jednak na
podstawie naszych badan, ze ten efekt jest istotny jedynie przy niskich stgzeniach
osmolitow | moze nie mie¢ uniwersalnego znaczenia. Hipoteza o sterowanej efektem
entalpowym stabilizacji biatek przez te grupe osmolitow wyglada na bardziej
uniwersalng. Przy wyzszych stezeniach, sfery hydratacyjne NMA i betainy naktadaja
si¢ na siebie, skutkujac synergistycznym wzmocnieniem wigzan wodorowych wody
w sferze hydratacyjnej NMA. W przypadku DMSO i betainy nie obserwowano unikania
kontaktu migdzy tymi czgsteczkami, a wzmacnianie wody w sferze hydratacyjnej
DMSO jest obserwowane od najnizszych stezen. W przeciwienstwie do betainy,
mocznik ma stosunkowa duza tendencj¢ bezposrednich oddzialywan z powierzchnia
modeli. Obliczenia teoretyczne wskazujg na bezposrednie oddziatywania mocznika
sitami van der Waalsa z ptaskg powierzchnig NMA. Czgsteczka mocznika ustawia si¢

rownolegle do powierzchni NMA, antyrownolegle wzgledem momentu dipolowego
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tego modelu. Najblizszy kontakt migdzy tymi czasteczkami jest realizowany przez atom
tlenu mocznika i atomy wodoru grupy metylowej NMA [135]. W przypadku uktadu
DMSO + mocznik, mocznik tworzy stabe wigzania wodorowe typu (mocznik)N---H-
C(DMSO), ktore ponownie wykazuje powinowactwo Z grupg niepolarna.
Powinowactwo czasteczki mocznika do powierzchni modelu skutkuje usuwaniem
czasteczek wody ze sfery hydratacyjnej czasteczki modelowej. Zdolno$¢ mocznika do
oddziatywania z powierzchnig biatek byla wielokrotnie przedstawiana w literaturze
[3,99,192,308,309], w kontekscie tlumaczenia jego wplywu na zachowanie si¢
zwinigtych form biatek. Nasze badania spektroskopowe prowadza jednak przede
wszystkim do wniosku, ze mocznik ostabia sfer¢ hydratacyjng badanych modeli
i ponownie wskazuje na entalpowo stymulowany wplyw osmolitow na stabilno$¢
biatek. Potrzebne jest dodatkowe wyjasnienie dotyczace ostatniego wniosku, poniewaz
mocznik wykazuje nieco silniejsze oddziatywania z czasteczkami wody niz czasteczki
wodg miedzy sobg [180,181], aczkolwiek sg one istotnie stabsze od oddziatywan
betaina-woda. Z tego powodu efekt kooperatywnosci wigzan wodorowych powinien
takze mie¢ miejsce, tak jak w przypadku betainy. Wytlumaczenie tego zjawiska staje si¢
oczywiste na podstawie wizualizacji symulacji AIMD (Rys. S7) i obliczen DFT (Rys.
S4). Wigzania wodorowe pomiedzy czasteczkami wody, oddzialujacymi
Z hydrofilowymi grupami czasteczek modelowych i czgsteczkami wody oddziatujgcymi
migdzy soba przy powierzchni grup hydrofobowych tych czasteczek modelowych
wspoétdziatajg w tworzeniu wzmocnionej lodopodobnej sieci wigzan wodorowych
w sferze hydratacyjnej tej czasteczki. To wspoldziatanie jest zaburzone przez obecnos¢
mocznika w roztworze i przyczynia si¢ do ogélnego ostabienia sieci wigzan
wodorowych miedzy czasteczkami wody otaczajacymi t¢ czasteczke. Wspomniane
zaburzenie kooperatywnos$ci wigzan wodorowych moze by¢ skutkiem bezposredniego
oddzialywania mocznika, gtéwnie z fragmentami niepolarnymi modelu, powodujacego

uwolnienie czgsteczek wody ze sfery hydratacyjnej tych obszarow.
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5.2. Wplyw osmolitu stabilizujacego i1 destabilizujacego na

sfere hydratacyjng biomakroczasteczek [310]

W tym rozdziale przedstawitem wyniki badan nad wptywem osmolitu

stabilizujagcego — betainy lub osmolitu destabilizujgcego — mocznika na sfery

hydratacyjne: biomakroczasteczek peptydu trpzip-1 lub lizozymu z biatka jaja kurzego.

5.2.1. Analiza danych widmowych

Analiza widm w uktadach trpzip-1 + betaina, lizozym + betaina, trpzip-1 +

mocznik oraz lizozym + mocznik doprowadzita do izolacji ,,eksperymentalnych” widm

wody zaburzonej (Rys. 10) i ,,syntetycznych” widm wody zaburzonej (Rys. S8).
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Rys. 10. ,,Eksperymentalne” widma wody zaburzonej w uktadach (a) trpzip-1 + betaina, (b) lizozym +
betaina, (c) trpzip-1 + mocznik oraz (d) lizozym + mocznik. TMG i U oznaczaja odpowiednio betaing
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i mocznik. Przerywang linig zaznaczono widma wody zaburzonej przez biomakroczasteczki.
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Jednocze$nie otrzymatem ,.eksperymentalne” liczby czasteczek wody
zaburzonej, Ne i1 ,syntetyczne” liczby czasteczek wody zaburzonej, Ns, w funkcji
molalnosci osmolitu. Przeksztalcone wartosci Ne i Ns (zgodnie z procedurg opisang
w rozdziale 4.6 przedstawitem na Rys. 11. Z pordéwnania tych wartosci wynika, ze
wartosci Np otrzymane dla ,,eksperymentalnych” widm wody zaburzonej sa mniejsze W
poréwnaniu do warto$ci Ny uzyskanych dla ,,syntetycznych” widm wody zaburzonej w
kazdym z rozpatrywanych ukladow. Oznacza to, ze niektére czasteczki wody sg
wspotdzielone miedzy sferami hydratacyjnymi obu substancji rozpuszczonych na
skutek naktadania si¢ ich sfer. Odpowiednie udzialy widmowe wody ,,podwdjnie”

zaburzonej w badanych uktadach pokazatem na Rys. 12.
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Rys. 11. Liczby czasteczek wody przypadajaca na pakiet ztozony z jednej czasteczki modelowej oraz S
czasteczek osmolitu W uktadach (réwnania (8) i (9)): (a) trpzip-1 + betaina, (b) lizozym + betaina, (c)
trpzip-1 + mocznik oraz (d) lizozym + mocznik. Czarna linia odpowiada zalezno$ciom otrzymanym dla
»syntetycznych” widm wody zaburzonej, natomiast czerwona linia odpowiada zalezno$ciom uzyskanym
dla ,,eksperymentalnych” widmo wody zaburzonej. TMG i U oznaczaja odpowiednio betaine i mocznik.
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Rys. 12. Udziaty widmowe wody ,,podwdjnie” zaburzonej w uktadach (a) trpzip-1 + betaina (b) lizozym
+ betaina, (c) trpzip-1 + mocznik oraz (d) lizozym + mocznik. TMG i U oznaczajg odpowiednio betaine
i mocznik.

Wplyw osmolitdow na sfery hydratacyjne biomakroczasteczek okreslitem w
aspekcie energii wigzan wodorowych czasteczek wody. Na Rys. 13 przedstawilem
obliczone roznice W potozeniach S$rodkéw cigzkosci pasm wody ,,podwdjnie”
zaburzonej i wody zaburzonej wylacznie przez biomakromolekuty (4v%) w funkcji
molalno$ci osmolitu. Uzyskane zalezno$ci wskazuja na odmienny wplyw osmolitu
stabilizujacego oraz destabilizujgcego na otoczki hydratacyjne biomakroczasteczek.
Obecno$¢ betainy W roztworze biomakroczasteczki powoduje wzmocnienie energii
wigzah wodorowych W sferach hydratacyjnych biomakromolekut (ujemne wartosci 41°)
w catym zakresie molalno$ci osmolitu. Zwigkszenie energii wigzan wodorowych jest
silniej zaznaczone przy nizszych molalno$ciach betainy w przypadku obu
biomakromolekut. Mozliwym wytlumaczeniem tego zjawiska jest zachowanie si¢
czasteczki betainy jako liganda. Przy niskich molalnosciach betainy akumuluje si¢ przy
specyficznych centrach oddziatywan na powierzchni peptydu lub biatka, dlatego tez

silnie wptywa na czgsteczki wody uwspolnione z biomakroczasteczkami. Przy pewnych
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molalnosciach te interakcje stajg si¢ wysycone. Reszta mniej specyficznie
zlokalizowanych czasteczek betainy wzmacnia mniej efektywnie wigzania wodorowe
wody. W obecnoéci destabilizujacego osmolitu — mocznika (dodatnie wartoéci A7)
wigzania wodorowe W sferach hydratacyjnych obu biomakromolekut sg natomiast
ostabione. Ponadto w stosunku do wody czystej, woda ,,podwdjnie” zaburzona W catym

zakresie molalno$ci osmolitu jest wzmocniona w kazdym ze zbadanych uktadow.

L&

4 trpzip-1+TMG
*  hewl+TMG

*  trpzip-1+U

¢ hewl+U

3 4 5 6 7 8
m_ [mol-kg™]

Rys. 13. Roznice wartosci potozen $rodkow cigzkosci pasm (jako miara $redniej energii wigzan
wodorowych miedzy czasteczkami wody) miedzy woda ,,podwojnie” zaburzong i wodg zaburzong przez
biomakroczasteczki (Av? = vP —v™) w funkcji molalnoéci osmolitu (m,). Czerwona linig zaznaczono
uktady zawierajace mocznik (U), czarng linig uklady zawierajace betaing (TMG). Zielona linia oznacza
roznice wartoéci potozen $rodkow ciezkosci pasma wody czystej i wody zaburzong przez trpzip-1,
natomiast niebieska linia oznacza rdznice warto$ci potozen Srodkow cigzkosci pasma wody czystej
i wody zaburzona przez lizozym.

Na Rys. 14 pokazatem funkcje 4P(Roo), otrzymane przez odjecie od funkcji
rozktadu odlegtosci O---O dla wody ,,podwojnie” zaburzonej, P(Roo)podwsjna: FUNKC]i
rozktadu odlegtosci O---O dla wody zaburzonej przez biomakroczasteczki,
P(Roo)siomakroczasteczka-  ZObrazowatem W ten sposob wplyw osmolitow na sfery
hydratacyjne trpzip-1 i lizozymu w aspekcie odleglosci migdzyczasteczkowych. Na
Rys. 14a i Rys. 14b mozna zaobserwowaé, ze obecno$¢ betainy zwigksza populacje
silnych wigzan wodorowych w sferach hydratacyjnych trpzip-1 i lizozymu (dodatnie
wartoéci 4P(Roo)), 0 odlegtosciach O---O z przedziatu 2,70-2,75 A (2,74 A — odleglosci
O---O w lodzie [311]). Najwigksze wzmocnienie wigzan wodorowych w przypadku

trpzip-1 wystepuje przy najnizszych molalno$ciach osmolitu. Ten efekt widoczny jest
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na podstawie pojawienia si¢ populacji bardzo silnych wigzan wodorowych (maksimum
przy 2,70 A). Przy wyzszych molalnosciach betainy, odlegto$ci przesuwaja sie W strone
mniej silnych interakcji (ale nadal silnych), jako wynik wcze$niej sugerowanego
wysycenia miejsc specyficznej akumulacji osmolitu wokét powierzchni peptydu.
Towarzyszy temu redukcja populacji czasteczek wody charakteryzujacych sie
odlegtoéciami miedzyczasteczkowymi wynoszacymi okoto 2,83 A (ujemne warto$ci
AP(Rooy), ktora odpowiada najbardziej prawdopodobnej odlegtosci O---O w wodzie
czystej. Wyjatkiem jest roznica AP(Roo) otrzymana w uktadzie z lizozymem przy
najwyzszej molalnosci betainy. W tym przypadku widoczny jest niewielki wzrost tej
populacji. Cickawa obserwacjg jest to, ze roznice AP(Roo) W przypadku uktadu lizozym
+ betaina sa mniejsze niz W przypadku uktadu trpzip-1 + betaina. Wskazuje to na
mniejszy wptyw betainy na sfer¢ hydratacyjng lizozymu w poréwnaniu do jego wplywu
na sfer¢ hydratacyjna trpzip-1. Wplyw mocznika na sfery hydratacyjne trpzip-1
I lizozymu jest przeciwny wzglgdem wplywu osmolitu stabilizujacego. Przy
najnizszych molalno$ciach mocznika obserwowany jest wzrost populacji stabych
i dlugich wigzan wodorowych (2,87-2,90 A) i zmniejszenie prawdopodobiefistwa
wystepowania silnych 1 krotkich wigzan wodorowych w przypadku obu
biomakroczasteczek. Przy wyzszych molalno$ciach mocznika pojawia si¢ znaczna
populacja wigzan wodorowych wody 0 dlugo$ciach rownych i dluzszych niz najbardziej
prawdopodobna odlegtoéé W czystej wodzie (2,83 A). Ponadto, W przeciwiefstwie do

betainy, wplyw mocznika na sfery hydratacyjne obu biomakroczasteczek jest podobny.


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

1.04(@) trpzip-1 + TMG

-1.01 0.17 0.41

1 0](b) hewl + TMG

_0_5_- mTMG:

0.50 1.44 !
1.00 3.88 !
1

AP(ROO)
KN
o1

1:0_'(c) trbzip-i + mocznik

10 0.41 2.06 5.76

1.04(d) hewl + mocznik

0.47 1.95 6.24

32 31 30 29 28 27 26
R, [A]

Rys. 14. Réznice miedzy funkcjami rozktadu odlegtosci O---O miedzy czasteczkami wody AP(Roo),
AP(Rpo) = P(ROO)ZZE(\)/Véjna - P(ROO)g;omakroczqsteczkav gdzie m+0 oznacza wodny roztwor
biomakroczasteczki (m) i osmolitu (0), w funkcji molalnoéci osmolitu [mol-kg™] w uktadach: (a) trpzip-1
+ betaina, (b) lizozym + betaina, (c) trpzip-1 + mocznik i (d) lizozym + mocznik. Pionowa linig
przerywana zaznaczono najbardziej prawdopodobng odleglto§¢ O---O miedzy czasteczkami wody
w wodzie czystej.
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5.2.2. Podsumowanie wplywu osmolitow stabilizujgcych i destabilizujgcych

na biomakroczgsteczki.

Przeprowadzona przez mnie analiza widmowa wykazata, ze betaina wzmacnia
sfery hydratacyjne zwinigtych form biomakroczasteczek w ich zwinietych formach,
podczas gdy mocznik je oslabia. Przy rozwazaniu roli betainy jako osmolitu, warto
zauwazy¢, ze wigzania wodorowe W sferach hydratacyjnych betainy [18,200] i biatek
[22,143,312] sg silniejsze niz te W czystej wodzie. Oddziatywanie miedzy tymi sferami
hydratacyjnymi powoduje dodatkowe wzmocnienie wigzan wodorowych z powodu
kooperatywnej natury wigzan wodorowych wody. Najsilniejsze wzmocnienie sieci
wigzan wodorowych wydaje si¢ mie¢ miejsce W obszarach bliskiego potozenia grup
polarnych i niepolarnych, w ktorych promowane jest powstawanie fragmentéw stabilnej
klatratopodobnej sieci wigzan wodorowych wody. Z drugiej strony pomimo, ze
mocznik wzmacnia w pewnym stopniu energi¢ wigzan wodorowych w roztworach
wodnych [133,180,313], w znacznym stopniu ostabia wode w sferach hydratacyjnych
biomakroczasteczek. Ta obserwacja potwierdza wniosek sformutowany juz na
podstawie wynikow badan nad hydratacja NMA i DMSO, ze mocznik zaburza
kooperatywno$¢ wigzan wodorowych wody hydratacyjnej w otoczeniu grup
hydrofilowych i hydrofobowych znajdujacych si¢ na powierzchni biomakroczasteczek.
Blisko$¢ grup tego typu jest bardziej prawdopodobna W przypadku zwinietych biatek
W poréwnaniu do rozwinigtych form. Dlatego tez obecno$¢ wczesniej wspomnianej
kooperatywnosci jest bardziej typowa dla zwinigtej formy. Przy tlumaczeniu efektu
wywotanego przez mocznik, nalezy wzig¢ pod uwage zdolno$¢ mocznika do
bezposredniego oddziatywania z powierzchnig biatek, szczegélnie w obszarach,
obecnosci grup hydrofobowych [314-317]. Oddziatywanie takie skutkuje czg$ciowym
uwolnieniem czasteczek wody hydratacyjnej [318]. W efekcie nastgpuje zakltocenie
cigglosci sieci wigzan wodorowych czasteczek wody hydratujacej polarne i niepolarne

fragmenty znajdujace si¢ W bliskiej odlegtosci
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5.3. Wplyw osmolitu stabilizujacego i destabilizujacego na

sfery hydratacyjne modeli fragmentow rozwinietych bialek.

W tym rozdziale przedstawilem wyniki badan nad wptywem osmolitu
stabilizujagcego — betainy lub osmolitu destabilizujacego — mocznika na sfery
hydratacyjne czasteczek modelowych wzgledem stanu rozwinigtego biatka: glicyny
(GLY) lub N-metyloglicyny (NMG).

5.3.1. Analiza danych widmowych

Na Rys. 15 i Rys. S9 zamiescitem ,,cksperymentalne” i ,, syntetyczne” widma
wody zaburzonej w uktadach GLY + betaina, NMG + betaina, GLY + mocznik i NMG
+ mocznik. Na Rys. 16 pokazatem liczb¢ czasteczek wody zaburzonej (Np)

otrzymanych dla tych widm w funkcji molalno$ci osmolitow.
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Rys. 15. ,,Eksperymentalne” widma wody zaburzonej w uktadach (a) GLY + betaina (b) NMG+ betaina,
(c) GLY + mocznik oraz (d) NMG + mocznik. GLY, TMG i U oznaczaja odpowiednio glicyng, betaing
i mocznik. Przerywang linig zaznaczono widma wody zaburzonej przez czasteczki modelowe.

Na podstawie Rys. 16a i b widoczne jest, ze W uktadach GLY + betaina oraz NMG +
betaina, przy molalnosciach nizszych niz 2.4 mol-kg'1 i1 mol-kg’l, odpowiednio,

warto$ci parametru N, odpowiadajace ,,eksperymentalnym” widmom wody zaburzonej
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sa wyzsze niz te odpowiadajace ,,syntetycznym” widmom wody zaburzonej. Oznacza
to, ze dodatkowe czagsteczki wody zostaty zaburzone W tych uktadach — pojawila si¢
tzw. woda ,,mostkujaca” (Rys. 3b). Przy wyzszych molalnosciach betainy, wartosci N,
dla ,,eksperymentalnych” widm wody zaburzonej sg mniejsze niz dla ,,syntetycznych”
widm wody zaburzonej, co wskazuje na istnienie ,,wspotdzielonej” wody zaburzonej,

bedacej skutkiem naktadania si¢ sfer hydratacyjnej (Rys. 3d).

(a) GLY + TMG | (b) NMG + TMG

o 1 2 3 4 o 1 2 3 4
-1 -1
m_. [mol-kg™] m_.. [mol-kg™]
(c) GLY + mocznik (d) NMG + mocznik

01 2 3 45 6 7 0 1 2 3 4 5 6
m,, [mol-kg™] m,, [mol-kg™]

Rys. 16. Liczby czasteczek wody przypadajaca na pakiet ztozony z jednej czasteczki modelowej oraz f
czasteczek osmolitu w uktadach (rownania (8) i (9)): (a) GLY + betaina, (b) NMG + betaina, (c) GLY +
mocznik oraz (d) NMG + mocznik. Czarna linia odpowiada zalezno$ciom otrzymanym dla
wsyntetycznych” widm wody zaburzonej, natomiast czerwona linia odpowiada zaleznoS$ciom
odpowiadajacym ,.eksperymentalnym” widmom wodzy zaburzonej. TMG i U oznaczaja odpowiednio
betaine i mocznik

W przypadku uktadéw zawierajacych mocznik (Rys. 16c¢ i d) liczba czasteczek wody
zaburzonej (Np) otrzymana dla ,,eksperymentalnych” widm wody zaburzonej jest nizsza
w poréwnaniu do ,,syntetycznych” widm wody zaburzonej w catym zakresie badanych
molalnosci. Powyzsza obserwacja $wiadczy 0 naktadaniu si¢ sfer hydratacyjnych

mocznika i czasteczek modelowych w catym zakresie molalnosci osmolitu.
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W przypadku uktadéow GLY + betaina i NMG + betaina nie bylem w stanie
wyznaczy¢ udzialu  widmowego wody ,,podwoéjnie” zaburzonej uzywajac
odpowiedniego wspotczynnika odejmowania ,,syntetycznych” widm wody zaburzonej
od ,.eksperymentalnych” widm wody zaburzonej (parametr k, rownanie (7), rozdziat
4.5.4, str. 59). Otrzymywane w ten sposob pasma wody ,,podwojnie” zaburzonej sa
w niektorych regionach ujemne. Wskazuje to na czgSciowag transformacje sfer
hydratacyjnych czasteczek substancji rozpuszczanych w nowe sfery hydratacyjne (Rys.
3e, rozdzial 4.5), z powodu utworzenia kompleksu molekularnego miedzy réznymi
substancjami rozpuszczonymi. Z tego powodu uzylem klasycznej metody analizy
danych, bazujacej na sprawdzaniu udzialu widmowego ,,syntetycznej” wody zaburzonej
w serii probnych widm wody ,,podwdjnie” zaburzonej, analogicznie jak w metodzie
znajdowania widma wody zaburzonej w roztworze zawierajacym tylko jedng substancje
rozpuszczong W roztworze. Wyizolowane udzialy widmowe wody ,,podwojnie”

zaburzonej w badanych uktadach przedstawilem na Rys. 17.
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Rys. 17. Udzialy widmowe wody ,,podwojnie” zaburzonej w uktadach (a) GLY + betaina, (b) NMG +
betaina, (c) GLY + mocznik oraz (d) NMG + mocznik. Przerywana linia oznacza nadmiarowa wodg
,,mostkujacg”. TMG i U oznaczajg odpowiednio betaine i mocznik.
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Wptyw betainy i mocznika, w aspekcie energetycznym, na sfery hydratacyjne
czasteczek modelowych® wzgledem rozwinietych fragmentéw biatek zaprezentowatem
Z uzyciem wartoéci /v? na Rys. 18. Analiza 4% w funkcji molalno$ci osmolitu
wskazuje, ze wigzania wodorowe W sferze hydratacyjne glicyny sa ostabione
W obecnoéci betainy (dodatnie warto$ci 4v%) W poréwnaniu do wody zaburzanej jedynie
przez glicyne. Zjawisko to wystgpuje W calym zakresie molalnosci betainy, zaréwno
w przypadku wody ,,mostkujacej” sfery hydratacyjne obu czasteczek (Rys. 3b) jak
i wody ,,wspotdzielonej” (Rys. 3d). Ponadto, ,mostkujgca” wodza zaburzona
w uktadzie GLY + betaina, przy dwoch najnizszych molalnosciach betainy, jest
oslabiona w stosunku do wody czystej. W ukltadach NMG + betaina, przy
molalnosciach ponizej 1 mol'kg™, energia wigzan wodorowych wody ,,podwédinie”
zaburzonej jest nizsza W poréwnaniu do wody zaburzonej jedynie przez NMG (dodatnie
wartoéci 419), podczas gdy przy wyzszych molalnosciach betainy jest wyzsza (ujemne
wartoéci A1%). Analizujac wplyw betainy na obie czasteczki modelowe mozna,
zauwazy¢, ze efekt wzmocnienia sfery hydratacyjnej NMG przez betaing i ostabienia
sfery hydratacyjnej glicyny zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem molalno$ci betainy. Przy
pozostatych  molalnoéciach, zaréwno ,mostkujaca” woda zaburzona, jak
I ,,wspotdzielona” woda zaburzona jest wzmocniona wzglgdem sfery hydratacyjnej

modelu.

Wplyw mocznika na sfery hydratacyjne obu modeli jest podobny: wigzania
wodorowe W ich sferach hydratacyjnych s wzmocnione (ujemne wartosci 4v9) przy
molalnosciach osmolitu ponizej 2,3 molkg™ i 1,5 molkg™ odpowiednio dla uktadow
GLY + mocznik i NMG + mocznik. Powyzej tych molalno$ci zauwazalne jest
ostabienie wigzan wodorowych wody wokot modeli fragmentow rozwinietych biatek,

przejawiajace si¢ dodatnimi warto$ciami 419,

Efekt wywierany przez mocznik wzgledem czasteczek modelujacych
wlasciwosci biatek w formie rozwinietej peptydow i biatek jest zdecydowanie rozny od
tego obserwowanego w przypadku sfer hydratacyjnych biomakroczasteczek
w zwinigtych formach (Rys. 13) oraz sferach hydratacyjnych prostych modeli biatek,
NMA i DMSO (Rys. 8), w ktorych energia wigzan wodorowych wody jest ostabiona

% Analogiczne réznice wartosci potozen srodkow ciezkosci pasm miedzy ,.eksperymentalng” woda
zaburzong i woda zaburzong przez czasteczki modelowe wzglgdem fragmentéw rozwinigtych biatek
zamie$citem w materiatach uzupetniajgcych na Rys. S10. Jego dyskusje przedstawitem w rozdziale 6.
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nawet przy najnizszych molalnosciach mocznika. Najbardziej prawdopodobnym
wytlumaczeniem tego zjawiska jest poczatkowe oddzialywanie mocznika przez jego
grupe karbonylowa z tymi czasteczkami wody, ktore tworzg wigzania wodorowe Z
grupami aminowymi glicyny (trzy mozliwe takie interakcje) lub grupg aminowg NMG
(dwa mozliwe wigzania wodorowe). Dalszy wpltyw mocznika jest realizowany przez
wigzania wodorowe grup aminowych tej czasteczki, skutkujace zmniejszeniem ich
energii. Wiadomo [177,313,319], ze wigzania wodorowe miedzy grupami -NH,
mocznika i czasteczek wody sg stabe, a przynajmniej znacznie stabsze niz interakcje
typu woda-woda. Tylko oddziatywanie mocznika przez grupe karbonylowa jest
silniejsze niz oddzialywania woda-woda [177,313,319]. Bezposrednie oddziatywania
mocznika z czgsteczkami modelowymi, skutkujace usunigciem czgsteczek wody z ich
silnych centrow oddziatywan, sa takze mozliwym powodem oslabienia wigzan

wodorowych wody przy wyzszych molalno$ciach mocznika.

60+
22
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S,
3 0
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Rys. 18. Roéznice warto$ci polozen srodkow cigezkosci pasm (jako miara $redniej energii wigzan
wodorowych miedzy czasteczkami wody) miedzy woda ,,podwojnie” zaburzong i wodg zaburzong przez
czasteczki modelowe wzgledem fragmentoéw rozwinietych biatek (Av9 = vP —v™) w funkcji molalnosci
osmolitu (m,). Linia przerywana oznacza zakres wystepowania nadmiarowej wody ,,mostkujacej”
zaburzonej, linia ciggla obszar wystepowania ,,wspoldzielonej” wody zaburzonej. Czerwong linig
zaznaczono uklady zawierajace mocznik (U), czarng linig uklady zawierajace betaing (TMG). Zielona
linia oznacza réznice warto$ci potozen $rodkow cigzkosci pasma wody czystej i wody zaburzong przez
GLY, natomiast niebieska linia oznacza réznice wartosci potozen srodkow cigzkosci pasma wody czystej

i wody zaburzong przez NMG
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Wigcej informacji 0 stanie strukturalnym wigzan wodorowych wody pod
jednoczesnym wplywem czasteczki modelowej i osmolitu (. wody ,,podwoéjnie”
zaburzonej) otrzymatem na podstawie roznic funkcji rozktadu odlegtosci O---O migdzy
wodg ,,podwoéjnie” zaburzong | wodg zaburzong tylko przez czasteczke modelowa
fragmentu stanu rozwinigtego biatek, AP(Roo). Odpowiednie zaleznosci w funkcji

molalnos$ci osmolitu przedstawitem na Rys. 19.

W uktadzie GLY + betaina (Rys. 19a) i NMG + betaina (Rys. 19b), przy
najnizszych stezeniach betainy, wzrasta populacja umiarkowanych i stabych wigzan
wodorowych (2,80 A — 2,95 A) i jednoczesnie zmniejsza si¢ populacja silnych wigzan
wodorowych (2,75 A) w stosunku do wody zaburzonej przez czasteczki modelowe
(GLY lub NMG). Przy tych molalno$ciach wystepuje ,,mostkujgca” woda ,,podwdjnie”
zaburzona. Przy najwyzszych molalno$ciach betainy (2,93 mol-kg™), obserwowany jest
mniejszy wzrost populacji oddziatywan o odleglosciach O--O wynoszacych 2,83 A (w
uktadzie NMG + betaina udziat tych wigzan jest nieistotny) oraz zwigkszenie populacji
silnych wigzan wodorowych. Otrzymane funkcje AP(Roo) dla tych wysokich
molalnosci odpowiadajg sytuacji, W ktorej sfery hydratacyjne dwoch czasteczek

substancji rozpuszczonych naktadajg si¢ na siebie.

Wptyw mocznika na sfery hydratacyjne glicyny i NMG jest podobny (Rys. 19c
i Rys. 19d). Przy najnizszych molalno$ciach mocznika (okoto 0,5 molkg™) zmniejsza
si¢ populacja wigzan wodorowych migdzy czasteczkami wody 0 odlegtosciach O---O
wynoszacych okoto 2,83 A. Jednocze$nie wzrasta populacja silnych wigzan
wodorowych (2,75 A) w poréwnaniu do wody zaburzonej przez czasteczki modelowe
wzgledem fragmentow biatek, GLY lub NMG. Wraz ze wzrostem molalno$ci mocznika
zwigksza si¢ udzial umiarkowanych i stabych wigzan wodorowych wody, podczas gdy
wkiad silnych wigzan zmniejsza si¢. Przy najwyzszych molalnosciach mocznika,
6,30 mol'kg™ i 5,91 molkg™ odpowiednio dla uktadow z GLY i NMG, wystepuje

znaczaca populacja umiarkowanych i stabych wigzan wodorowych.


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

10l @ GLY + TMG

1.0-

----029----047——293

- (c) GLY + mocznik

0.48 1.94

1.0-
0.5-
0.0

(d) NMG + mocznik

.0.5-
-1.0-

-1.5

32 31 30 2.9

OO[

Al

2.8

27 26

Rys. 19. Roznice miedzy funkcjami rozktadu odlegtosci O---O miedzy czgsteczkami wody, AP(Roo),

AP(Roo) = P(Roo)mu

podwdjna

—P(Ryo)", . 9dZie M+0 oznacza wodny roztwor czasteczki modelowej wzglgdem

fragmentow rozwinietych biatek (m) i osmolitu (0), w funkcji molalnoéci osmolitu [molkg™] w uktadach:
(a) GLY + betaina, (b)) NMG + betaina, (¢) GLY + mocznik i (d) NMG + mocznik. Pionowa linia
przerywana zaznaczono najbardziej prawdopodobna odlegltos¢ O---O migdzy czasteczkami wody
w wodzie czystej. Linia przerywana oznacza zakres wystepowania nadmiarowej wody ,,podwojnie”

zaburzonej, linia ciggta obszar wystgpowania ,,wspotdzielonej” wody zaburzonej.
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5.3.2. Konfrontacja wplywu osmolitow na sfery hydratacyjne biatek

W formie zwinigtej | rozwinietej.

W moich badaniach uzytem krotkiego peptydu — trpzip-1 i biatka — lizozymu
do zbadania hydratacji rzeczywistych biomakroczasteczek W ich zwinigte] postaci
w wodnych roztworach osmolitu. W temperaturze pokojowej czasteczki te nie sg
dostepne W rozwini¢tych formach. Dlatego tez, musiatem uzy¢ modeli (NMG i GLY)
rozwinigtych fragmentow biatek. Wptyw zbadanych osmolitow na sfery hydratacyjne
modeli fragmentoéw rozwinietych biatek rozni si¢ od ich wptywu na sfery hydratacyjne
natywnych  biomakroczasteczek lub  czasteczek modelujacych  powierzchnie
biomakroczasteczek w stanie natywnym (NMA lub DMSO). Wyniki badan widmowych
wykazaty, ze betaina byta wykluczana ze sfer hydratacyjnych modeli (NMG i GLY)
przy niskich molalnos$ciach. Efekt ten uwidoczniat si¢ jako wiaczanie dodatkowych
czasteczek wody pochodzacych z wody objetosciowej do bliskiego sasiedztwa miedzy
sferami hydratacyjnymi osmolitu i modelu. Te czasteczki wody mostkowaty ich sfery
hydratacyjne. Takie zachowanie betainy wspiera hipoteze 0 entropowym mechanizmie
stabilizacji biatek [104,307], wedtug ktorej w przypadku rozwini¢tych form bialtek,
objetos¢ wykluczona dla osmolitéw powinna by¢ wieksza w poréwnaniu do przypadku
zwinigtych biatek [54]. W zwiazku z tym entropia uktadu zawierajacego rozwinigte
bialko jest mniejsza W poréwnaniu do formy zwinigtej. Sytuacja ta prowadzi to do
przesuni¢gcia rownowagi reakcji zwijania bialek W kierunku formy zwinigte;.
W przypadku badanych przeze mnie uktadow, uzyskany wynik raczej wskazuje na
wiekszg tendencje rozwinigtej formy biatka do wykluczania osmolitow stabilizujgcych.
Taki efekt nie byl obserwowany w stosunku do zbadanych natywnych
biomakroczasteczek, ale byl obecny W przypadku modelu zwinigtych form biatek —
NMA, przy najnizszych molalnosciach betainy. Nadmiarowe czasteczki wody
,mostkujacej” sfery hydratacyjne GLY lub NMG i betainy charakteryzuja si¢ stabszymi
wigzaniami wodorowymi W porownaniu do tych w sferach hydratacyjnych czasteczek
modelowych. W efekcie, betaina zmniejsza energi¢ wigzan wodorowych w otoczce
hydratacyjnej GLY w calym zakresie badanych molalnosci (pomimo, ze powyzej
molalno$ci ok. 2 mol-kg™ interakcje zmieniaja swoj charakter, a w przypadku NMG do
molalnosci ok. 1 molkg™). Przy wyzszych molalnosciach, w przypadku NMG,
widoczne jest wzmocnienie wigzan wodorowych. Wyniki dla wyzszych molalnosci

moga Wwskazywa¢ na powstawanie specyficznych kompleksow molekularnych
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ztozonych z czasteczek wody 1 substancji rozpuszczonych, ktorych sktad zalezy od

sktadu roztworu.

Przy niskich molalnos$ciach mocznik wzmacnia sfery hydratacyjne GLY i NMG
(Rys. 18). Przy wyzszych molalno$ciach, wigzania wodorowe wody hydratacyjnej sa
ostabione, prawdopodobne W nastgpstwie bezposrednich oddzialywan osmolitu
I czasteczki modelowej. Efekt ten jest wyraznie inny od wptywu mocznika na sfery
hydratacyjne czasteczek modelujacych biatka w stanie natywnym (NMA lub DMSO)
oraz na sfery hydratacyjne biomakroczasteczek (trpzip-1 lub lizozymu), w ktérych
wigzania wodorowe migdzy czasteczkami wody s3 ostabiane od najnizszych stezen

mocznika.

6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI KONCOWE

Wielu autorow [106,133,171,178-180,201,320,321] zdecydowalo si¢ na
badanie wplywu osmolitoéw na strukture i wlasciwo$ci wody W roztworze upatrujac
W zmienionej charakterystyce wody wytlumaczenia wptywu osmolitdow na stabilnos¢
bialek. Powszechnym oczekiwaniem bylo to, ze substancje kosmotropowe
(wzmacniajace strukture wody) powinny stabilizowa¢ biatka, podczas gdy substancje
chaotropowe (ostabiajace struktur¢ wody) powinny wykazywa¢ dzialanie
destabilizujace [88,176]. Jednakze wyniki badan nad wptywem osmolitow na wodg sa
czesto sprzeczne [166,176-180,184,201,320,322,323], takze dlatego poniewaz uzywane
sg rozne metody badan i rozne parametry do scharakteryzowania stanu wody [39].
Niektorzy autorzy wskazywali, Ze niemozliwe jest potaczenie wptywu wzmacniajacego
lub oslabiajagcego  osmolitow z ich wlasciwosciami  stabilizujacymi  lub
destabilizujacymi [133,201,324]. Wada przedstawionego w literaturze podejscia byto
milczace zatozenie, ze zbadany wplyw osmolitu na wod¢ W roztworze bezposrednio
przenosi si¢ na taki sam wplyw na sfer¢ hydratacyjng biatka. Na podstawie
przyktadowego zestawienia na Rys. 18 i Rys. S10 (materialy uzupetniajace) uktadu
czasteczek modelowych, GLY i NMG, w obecnosci betainy i mocznika mozna pokazaé
btednos¢ takiej interpretacji. Rysunki te obrazujg roznice energii wigzan wodorowych
,,podwojnie” zaburzonej wody (Rys. 18), czyli zmienionej wody w sferze hydratacyjnej
czasteczki centralnej, oraz ,.eksperymentalnej” wody zaburzonej (Rys. S10), czyli
0goblnej (usrednionej) wody =zaburzonej w roztworze, przez obie substancje

rozpuszczone W odniesieniu do energii wigzan wodorowych wody hydratacyjnej
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czasteczki modelowej w funkcji molalnosci osmolitu. Poréwnanie przebiegu krzywych
na obu rysunkach ewidentnie pokazuje btedno$¢ rozumowania prezentowanego dotad
w literaturze. Przeprowadzone przeze mnie badania doprowadzity do izolacji efektu
wplywu osmolitu na sfere hydratacyjng czgsteczki centralnej. W tym aspekcie
przedstawione przeze mnie wyniki badan sa nowatorskie. Dodatkowo, zawarta w nich
jest analiza wptywu osmolitow na wode w ukltadach zawierajacych realne biatko —

Z tego typu wynikami nie spotkatem si¢ dotychczas w literaturze.

W niniejsze] pracy przedstawitem wyniki badan dotyczacych wplywu
osmolitéw stabilizujgcych i destabilizujgcych na sfery hydratacyjne peptydow i biatek.
W badaniach zastosowalem metode widm FTIR oraz technik¢ rozcienczania
izotopowego HDO w H,0. Do analizy widm zastosowatem specjalnie opracowang

metode, ktora pozwolita mi na wyodrebnienie udzialu widmowego czasteczek wody

bedacych pod jednoczesnym wplywem dwoch réznych substancji rozpuszczonych

(wody zaburzanej jednoczes$nie przez obecno$é W roztworze peptydu/biatka i osmolitu)

w roztworze w funkcji sktadu roztworu. Na tej podstawie mogtem okre$li¢ zmiang stanu

energetyczno-strukturalnego wody hydratacyjnej biatka/czasteczki  modelowej
spowodowang obecno$cia osmolitu W roztworze. Wyniki badan przedstawione
W niniejszej pracy sg pod tym wzgledem unikalne. Na podstawie potozenia i ksztattow
otrzymanych konturow pasm OD HDO ustalitem stan energetyczny wigzan
wodorowych wody. Strukture wody hydratacyjnej scharakteryzowatem poprzez funkcje
rozktadu odlegtosci tlen-tlen migdzy czasteczkami wody, uzyskang przez transformacje

konturu pasma OD z wykorzystaniem empirycznej zaleznosci korelacyjne;j.

W pierwszym etapie badan wyznaczytem wptyw osmolitu stabilizujacego —
betainy i destabilizujacego — mocznika na sfery hydratacyjne modeli powierzchni
natywnych biatek, NMA 1 DMSO. Wyniki moich badan dostarczyly dowodow na
wzmocnienie sieci wigzan wodorowych w sferach hydratacyjnych NMA lub DMSO
pod wptywem betainy. Mocznik natomiast ostabia wigzania wodorowe wody w sferach
hydratacyjnych tych czasteczek modelowych. Ostatni efekt jest skutkiem zaburzenia
ciggltosci wzmocnionej sieci wigzan wodorowych wody solwatacyjnej, powstatej
w wyniku bezposredniej bliskosci grup hydrofilowych i hydrofobowych czasteczek
modelowych. Uzyskane przeze mnie wyniki korespondowaty z wynikami obliczen
teoretycznych (DFT, RDG oraz symulacji AIMD) uzyskanych przez innych cztonkow

naszego Zespotu badawczego. Wyniki badan nad czasteczkami modelowymi wzgledem
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powierzchni natywnych bialek sugerowaty sterowany entalpowo mechanizm wptywu
osmolitow na réwnowage migdzy forma zwinieta a rozwinigta biatek w roztworach
wodnych. Réwnowaga ta jest uwarunkowana przez stan energetyczny sfery

hydratacyjnej biomakroczasteczki, bedacej pod wpltywem osmolitu.

W dalszej czes¢ pracy okreslitem rodzaj wplywu osmolitu stabilizujacego
I destabilizujacego na wode w sferach hydratacyjnych biomakroczasteczek 0 znaczeniu
biologicznym: peptydu — trpzip-1 i biatka — lizozymu z biatka jaja kurzego.
Obserwowatem w ich przypadku podobne zachowanie w stosunku do wcze$niej przeze
mnie zbadanych uktadow czasteczek modelowych wzgledem powierzchni natywnych
bialek i osmolitow. Mozna zatem uwazaé, ze modele te sa dobrymi modelami
powierzchni biatek w formie zwinigtej. Dowiodlem, Zze oba osmolity wywieraja efekt
entalpowy na sfery hydratacyjne biomakroczgsteczek. Betaina wzmacnia wigzania
wodorowe wody w sferach hydratacyjnych peptydéw i biatek juz od najnizszych
molalno$ci. Mocznik za$§ je ostabia 0od najnizszych molalnosci, W nastgpstwie
niszczenia sieci wzmocnionych wigzan wodorowych wody miedzy fragmentami
polarnymi i niepolarnymi biatek. Wymienione efekty moga by¢ bezposrednio
powigzane z wiasciwosciami stabilizujagcymi/destabilizujagcymi osmolitow w stosunku

do bialek.

W ostatnim etapie pracy okreslitem wpltyw osmolitow na sfery hydratacyjne
NMG i GLY. Czasteczki te postuzyly mi jako minimalne modele rozwinigtych
fragmentow peptydow i biatek. Wyniki badan wptywu osmolitow na sfery hydratacyjne
tych modeli musza by¢ traktowane z ostroznoscia, Z powodu istotnych ograniczen tych
modeli. Czasteczki te charakteryzujg si¢ brakiem grupy hydrofobowej (GLY) lub
wigkszym oddaleniem grupy hydrofobowej od grupy polarnej (NMG), co stanowito
kryterium wyboru. Okazuje si¢, ze osmolit stabilizujgcy unikat bezposredniego kontaktu
z ich powierzchnig. Zjawisko to wydaje si¢ wspiera¢ entropowy mechanizm stabilizacji
biatek przez osmolity. Sfera hydratacyjna tych modeli byta natomiast wzmacniania

W obecnosci destabilizujacego osmolitu.

Bioragc pod uwage uzyskane wyniki, efekt entalpowy wywierany przez
osmolity na sfery hydratacyjne bialek w formie zwinigtej i rozwinigtej jest

najwazniejszym czynnikiem okreslajgcym jego stabilnos¢ w roztworze. Efekt
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entropowy wspomaga dziatanie osmolitow stabilizujacych, z powodu destabilizacji

rozwinigte] formy biatka.
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Udzial w projektach badawczych

1. Projekt badawczy NCN typu OPUS: Stabilno$¢ biatek w wodnych roztworach
osmolitow w oparciu o komplementarne podej$cie eksperymentalne i teoretyczne
(projekt 2013/11/B/NZ1/02258). Kierownik — prof. dr hab. inz. Janusz Stangret
(Katedra Chemii Fizycznej, Politechnika Gdanska). Czg$¢ badan zostala
sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki w ramach powyzszego projektu.

2. Projekt badawczy NCN typu SONATA: Wplyw wiasciwosci wody hydratacyjnej na
proces powstawania widkien amyloidowych (projekt 2017/26/D/NZ1/004971)
Kierownik — dr hab. inz. Piotr Bruzdziak (Katedra Chemii Fizycznej, Politechnika
Gdanska). Cze$¢ badan zostala sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki
W ramach powyzszego projektu.
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Rys. S1. ,,Syntetyczne” widma wody zaburzonej w uktadach (a) NMA + betaina (b) DMSO + betaina, (c)

NMA + mocznik oraz (d) DMSO + mocznik. TMG i U oznaczaja odpowiednio betaing i mocznik.


http://mostwiedzy.pl

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

J——

NMA + UREA

DMSO + UREA

Rys. S2. Stereogramowy obraz zoptymalizowanych metoda DFT ukladow NMA + mocznik (goérny
wiersz) i DMSO + mocznik (dolny wiersz) z wyréznionymi czgsteczkami wody. Niebieskie i zielone
dyski oznaczaja wigzania wodorowe; zielone i oliwkowe powierzchnie oznaczajg inne rodzaje stabych
interakcji. Klasyczne wigzania wodorowe zaznaczono czerwonymi liniami przerywanymi, a inne
oddziatywania czarnymi przerywanymi liniami. Rysunek pochodzi z pracy [135].

NMA + TMG NMA + mocznik

Z osmolitem

Bez osmolitu

Rys. S3. Zwizualizowane za pomoca metody RDG stabe niekowalencyjne oddziatywania dla
zoptymalizowanych metoda DFT kompleksow NMA-osmolit-woda. Niebieskie lub zielone dyski
oznaczaja wigzania wodorowe, zielone i oliwkowe powierzchnie odpowiadaja stabym interakcjom innego
rodzaju. Rysunek pochodzi z pracy [135].
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Rys. S4. Zoptymalizowane za pomocg metody DFT kompleksy DMSO + osmolit + woda. Czgs¢
czasteczek wody i czasteczka osmolitu zostaty przedstawione jako transparentne w celu lepszego
wizualizowania rozmieszczenia czgsteczek wody wokot centralnej czasteczki modelowej. Rysunek
pochodzi z pracy [135].

Rys. S5. Fragmenty kompleksow DMSO z woda W obecnosci mocznika (po lewej stronie) oraz
bez mocznika (po prawej stronie) z zaznaczonymi odlegtosci O--O. Rysunek pochodzi z pracy [135].
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Rys. S6. Funkcje rozktadu radialnego mi¢dzy centrum masy NMA i centrum masy mocznika (niebieska
ciggla linia) i betaina (czerwona ciggta linia) oraz pelno atomowe RDF migedzy atomami NMA i atomami
mocznika lub betainy (odpowiednio, niebieskie lub czerwone linie przerywane). W okienku RDF mig¢dzy

atomem wegla grupy metylowej potaczonej z grupa aminowa NMA i O mocznika (ciagta linia) oraz
miedzy atomem wodoru grupy metylowej potaczonej z grupa aminowg i O mocznika (linia przerywana).
Rysunek pochodzi z pracy [135].
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Rys. S7. Goérny rzad: Wyniki obliczen aRDG otrzymane na podstawie trajektorii AIMD dla
uktadéw NMA + osmolit + woda. Niebieskie powierzchnie zostaty obliczone dla uktadow NMA + woda,
natomiast powierzchnie rézowe i pomaranczowe otrzymano, odpowiednio, dla uktadéw NMA + betaina
+ woda lub NMA + mocznik +woda. Czasteczka NMA jest umieszczona W centrum. W srodkowym
rzgdzie przedstawiono te same struktury (transparentne) z brytami odpowiadajgcymi dodatnim (zielone)
i uyjemnym (czerwone) roznicom funkcji rozktadu przestrzennego atomoéw tlenu czasteczek wody miedzy
uktadami NMA + osmolit + woda i NMA + woda. Kolorem jasno niebieskim i rozowm zaznaczono,
odpowiednio, dodatnie i ujemne réznice obliczonych gestosci wystepowania wigzan wodorowych miedzy
uktadami NMA + osmolit + woda i NMA + woda. W najnizszym wierszu umieszczono widok tego
samego uktadu z ,,gory”. Rysunek pochodzi z pracy [135].
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Rys. S8. ,,Syntetyczne” widma wody zaburzonej w uktadach (a) trpzip-1 + betaina, (b) lizozym
+ betaina, (c) trpzip-1 + mocznik oraz (d) lizozym + mocznik. TMG i U oznaczajg odpowiednio betaing
i mocznik.
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Rys. S9. ,,Syntetyczne” widma wody zaburzonej w uktadach (a) GLY + betaina (b) NMG+ betaina, (c)
GLY + mocznik oraz (d) NMG + mocznik. GLY, TMG i U oznaczajg odpowiednio glicyne, betaing
i mocznik.
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Rys. S10. Roéznice warto$ci polozen $rodkdéw cigzkosci pasm (jako miara $redniej energii wigzan
wodorowych migdzy czasteczkami wody) migdzy ,.eksperymentalng” woda zaburzong i wodg zaburzona
przez czasteczki modelowe wzgledem fragmentow rozwinigtych biatek (Av9 =v® —v™) w funkcji
molalnosci osmolitu (M,). Linia przerywana oznacza zakres wystepowania ,,nadmiarowej” wody
zaburzonej, linia ciagla obszar wystepowania ,,wspotdzielonej” wody zaburzonej. Czerwong linig
zaznaczono uktady zawierajace mocznik (U), czarng linig uktady zawierajace betaing (TMG).

Tabela S1. Zmiany pH roztworéw w funkcji molalnosci osmolitu [mol-kg?] dla uktadu
biomakroczasteczki i osmolitu. Wartosci pH dla czystych roztworéw lizozymu (m = 0,0348 mol-kg™)
i trpzip-1 (m = 0,00794 mol-kg™) wynosito odpowiednio 4,93 i 1,92.

trpzip-1 + TMG lizozym + TMG trpzip-1+ U lizozym + U

Mrmc pH MM pH my pH my pH

0.996 3.42 1.02 5.13 2.23 2.48 211 5.02
1.94 5.30 4.40 2.65 4.14 5.05
3.96 5.62 6.29 2.88 6.55 5.13

Tabela S2. Parametry pasm ,,eksperymentalnej” wody zaburzonej w badanych uktadach oraz wody

zaburzonej przez czasteczki centralne.

NMA + betaina

m Ne VO Vg ROOO Roog fwhh |
NMA 34=+0,5 2505+2 | 2479+2 | 2,821+ 0,003 2,826+0,003 | 167+4 | 12011
0,2904 43+0,5 2507+£2 | 2482 +2 | 2,821+ 0,003 2,828+£0,003 | 173+4 | 11177
0,9728 3,5+£0,5 2511+2 | 2478+2 | 2,785+ 0,003 2,826+0,003 | 188+4 | 11014
1,4602 33+0,5 2513+2 | 2478+2 | 2,777+ 0,003 2,823+0,003 | 195+4 | 10960
1,7527 34+0,5 2515+2 | 2477+2 | 2,777 +£ 0,003 2,823+0,003 | 195+4 | 10816
1,9653 3,5+£0,5 2517+2 | 2477+2 | 2,777+ 0,003 2,823+0,003 | 198+4 | 10760

NMA + mocznik

m Ne VO Vg Rooo Roog fwhh |
NMA 3,0+0,5 2501+2 | 2475+2 | 2,821+ 0,003 2,826+0,003 | 163+4 | 11368
0,4891 3,1£0,5 2505+2 | 2484+2 | 2,828 +0,003 2,828 +0,003 | 162+4 | 10350
0,9732 32+0,5 2505+2 | 2486+2 | 2,821+ 0,003 2,833+£0,003 | 159+4 | 9590
1,4573 34=+0,5 2506+2 | 2488+2 | 2,821+ 0,003 2,833+0,003 | 161+4 | 9313
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m Ne VO Vg ROOO Roog fwhh |
1,9414 3,5+0,5 2505+2 | 2489+2 | 2,821 +0,003 2,833+0,003 | 159+4 | 9041
3,8778 3,8+0,5 2507+2 | 2492+2 | 2,821 +0,003 2,836 +0,003 | 155+4 | 8634
5,8143 4,0+0,5 2507+2 | 2492+2 | 2,823 +0,003 2,836 +0,003 | 157+4 | 8500
7,7507 42+0,5 2507+2 | 2493 +2 | 2,821 +0,003 2,836 +0,003 | 156+4 | 8458

DMSO + betaina

m Ne VO Vg Rooo Roog fwhh |
DMSO 2,5+0,5 2517+2 | 2484+2 | 2,821 +0,003 2,831+0,003 | 167+4 | 12850
0,4848 2,7+£0,5 2519+2 | 2481 +2 | 2,821 +0,003 2,828 £ 0,003 | 181 +4 | 12325
0,9784 2,8+0,5 2521+2 | 2479+2 | 2,821 +0,003 2,828 £ 0,003 | 184 +4 | 12056
1,4544 2,8+0,5 2521+2 | 2479+2 | 2,810+ 0,003 2,826+ 0,003 | 190+4 | 11991
1,9391 2,9+0,5 2521+2 | 2478 +2 | 2,800+ 0,003 2,826+ 0,003 | 191 +4 | 11854

DMSO + mocznik

m Ne VO Vg Rooo Roog fwhh |
DMSO 2,5+0,5 2517+2 | 2484+2 | 2,821 +0,003 2,831+0,003 | 167+4 | 12850
0,4848 2,7+£0,5 2519+2 | 2481 +2 | 2,821 +0,003 2,828 £ 0,003 | 181 +4 | 12325
0,9784 2,8+0,5 2521+2 | 2479+2 | 2,821 +0,003 2,828 £ 0,003 | 184 +4 | 12056
1,4544 2,8+0,5 2521+2 | 2479+2 | 2,810+ 0,003 2,826+ 0,003 | 190+4 | 11991
1,9391 2,9+0,5 2521+2 | 2478 +2 | 2,800+ 0,003 2,826+ 0,003 | 191 +4 | 11854

trpzip-1 + betaina

m Ne VO Vg Rooo Roog fwhh |
trpzip-1 68,0 +2 2509+2 | 2476 £2 | 2,821 +0,003 2,828 +0,003 | 183+4 | 6872
0,1710 109+0,5 | 2530+2 | 2475+2 | 2,793 +0,003 2,826+ 0,003 | 196+4 | 7793
0,3418 6,7+0,5 2530+2 | 2475+2 | 2,793 +0,003 2,826+ 0,003 | 202+4 | 9324
0,4101 6,4+0,5 2530+2 | 2476 +£2 | 2,793 +0,003 2,823 +0,003 | 201 +4 | 9849
0,6151 53+0,5 2530+2 | 2477+2 | 2,793 +0,003 2,826+ 0,003 | 202 +4 | 10989
0,8201 4,6+0,5 2530+2 | 2477+2 | 2,800+ 0,003 2,828 £0,003 | 203 +4 | 11830
0,9909 4,7+0,5 2524 +£2 | 24792 | 2,793 £ 0,003 2,828 £ 0,003 | 197+4 | 12156

trpzip-1 + mocznik

m Ne VO Vg Rooo Roog fwhh |
trpzip-1 | 69,0+0,5 | 2513 +2 | 2481 +2 | 2,821 +0,003 2,831+0,003 | 177+4 | 6882
0,4116 82+0,5 2513 +2 | 2488+2 | 2,836+ 0,003 2,838 +0,003 | 166+4 | 7219
1,0285 59+0,5 2513+2 | 2491 +2 | 2,823 +0,003 2,838 +0,003 | 160+4 | 7683
1,5426 52+0,5 2513+2 | 2491 +2 | 2,823 +0,003 2,838+0,003 | 157+4 | 7780
2,0566 49+0,5 2513+2 | 2492+2 | 2,823 +0,003 2,838+0,003 | 157+4 | 7876
3,4275 49+0,5 2511+2 | 2493 +2 | 2,823 +0,003 2,838 +0,003 | 157+4 | 8087
3,9416 4,8+0,5 2511+2 | 2494+2 | 2,823 +0,003 2,838+ 0,003 | 157+4 | 8130
4,9698 4,8+0,5 2511+2 | 2495+2 | 2,823 +0,003 2,838 +0,003 | 157+4 | 8206
5,7580 4,7+0,5 2511+2 | 2494+2 | 2,823 +0,003 2,838 +0,003 | 157+4 | 8237

lizozym + betaina

m Ne VO Vg ROOO Roog fwhh |
lizozym | 375,0+20 | 2520+2 | 2477+2 | 2,810+0,003 2,828 +0,003 | 203+4 | 8755
0,5041 7,2+0,5 2528 +2 | 2476 +£2 | 2,800+ 0,003 2,826+ 0,003 | 210+4 | 11516
1,0009 53+0,5 2524+2 | 2478 +2 | 2,800+ 0,003 2,826+ 0,003 | 206 +4 | 12618
1,4356 4,4+0,5 2522+2 | 2477+2 | 2,800+ 0,003 2,826+ 0,003 | 203 +4 | 13373
2,3283 3,6+0,5 2522+2 | 2477+2 | 2,800+ 0,003 2,826+ 0,003 | 205+4 | 14333
3,8809 3,6 +0,5 2520+2 | 2478 +2 | 2,810+ 0,003 2,826+ 0,003 | 198 +4 | 14483

lizozym + mocznik

m Ne VO Vg Rooo Roog fwhh |
lizozym | 360,0+20 | 2519+2 | 2480+2 | 2,810+ 0,003 2,831 +0,003 | 199+4 | 10426
0,4688 9,5+0,5 2521+2 | 2486 +2 | 2,821 +0,003 2,836 +0,003 | 181 +4 | 9538
1,0065 6,7+0,5 2515+2 | 2489+2 | 2,821 +0,003 2,836 +0,003 | 171 +4 | 9123
1,9495 5,6+0,5 2513+2 | 2491 +2 | 2,821 +0,003 2,838 +0,003 | 162+4 | 8842
3,8978 4,8 +0,5 2509 +2 | 2492+2 | 2,821 +0,003 2,838 +0,003 | 159+4 | 8591
6,2358 4,5+0,5 2509+2 | 2492+2 | 2,823 +0,003 2,838 +0,003 | 155+4 | 8465

GLY + betaina
m Ne VO Vg Roo0 Roog fwhh |
GLY 8,3+0,5 2505+2 | 2456 +2 | 2,808 +0,003 2,810+ 0,003 | 192+4 | 9096
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m Ne VO Vg ROOO Roog fwhh |
02831 | 95+05 | 2509+2 | 24652 | 2,815+0,003 | 2,810+0,003 | 194+4 | 7258
0,4758 9,1£0,5 2509+2 | 2470+2 | 2,821+ 0,003 2,821+0,003 | 189+4 | 7648
0,9528 7,9+0,5 2511+£2 | 2472 +2 | 2,821+ 0,003 2,821+0,003 | 190+4 | 8019
14640 | 6,7+05 | 2511+2 | 24712 | 2,821+0,003 | 2,810+0,003 | 192+4 | 8218
2,9268 49+0,5 2515+£2 | 2470+2 | 2,821+ 0,003 2,810£0,003 | 197+4 | 8624
3,8320 44+0,5 2517+£2 | 2471 +2 | 2,821+0,003 2,810+0,003 | 198+4 | 8828

GLY + mocznik

m Ne VO Vg Rooo Roog fwhh |

GLY 8,1+0,5 2501+2 | 2451+2 | 2,800+ 0,003 2,803 +£0,003 | 200+4 | 8810
0,4849 6,4+0,5 2507+£2 | 2460+2 | 2,810+ 0,003 2,813+0,003 | 188+4 | 8402
0,9691 53+0,5 2509+2 | 2463 +2 | 2,810+ 0,003 2,815+0,003 | 181+4 | 8073
1,4533 4,6 0,5 2509+£2 | 2465+2 | 2,821+0,003 2,818+0,003 | 179+4 | 7848
1,9375 42+0,5 2509+2 | 2468 +£2 | 2,821+ 0,003 2,821+£0,003 | 173+4 | 7691
3,8742 3,7£0,5 2509+2 | 24772 | 2,821+0,003 2,828+0,003 | 162+4 | 7598
6,2951 3,605 2508+2 | 2482+2 | 2,821+ 0,003 2,831+£0,003 | 159+4 | 7772

NMG + betaina

m Ne VO Vg ROOO Roog fwhh |
NMG 8,4+0,5 2505+2 | 2462+2 | 2,810+ 0,003 2,813+0,003 | 190+4 | 8895
0,2851 8,0£0,5 2505+2 | 24662 | 2,818+ 0,003 2,810+0,003 | 187+4 | 9295
0,4715 7,5£0,5 2505+2 | 24672 | 2,818+ 0,003 2,810+0,003 | 188+4 | 9375
1,4640 6,4+0,5 2509+2 | 2476 +2 | 2,818+ 0,003 2,810+0,003 | 194+4 | 9583
1,9379 50£0,5 2509+2 | 2468 +£2 | 2,818+ 0,003 2,810+0,003 | 194+4 | 9693
2,9268 4,4+0,5 2513 +£2 | 2469+2 | 2,818+ 0,003 2,810+0,003 | 195+4 | 9818
3,8641 4,1+£0,5 2513+£2 | 2470+2 | 2,818+ 0,003 2,800+0,003 | 195+4 | 9956

NMG + mocznik

m Ne VO Vg Rooo Roog fwhh |
NMG 8,0+0,5 2501+2 | 2459+2 | 2,800+ 0,003 2,810+0,003 | 194+4 | 8812
0,4928 6,1 £0,5 2505+2 | 2465+2 | 2,810+ 0,003 2,815+£0,003 | 189+4 | 8686
0,9854 5,1£0,5 2509+2 | 2468 +2 | 2,810+ 0,003 2,821+£0,003 | 182+4 | 8545
1,4779 4,7+0,5 2509+2 | 2472 +2 | 2,821+ 0,003 2,823+0,003 | 179+4 | 8463
1,9705 4,4+0,5 2509+2 | 2475+2 | 2,821+ 0,003 2,826+0,003 | 173+4 | 8371
3,9407 3,8£0,5 2509+2 | 2481+2 | 2,821+ 0,003 2,831+£0,003 | 165+4 | 8024
5,9108 34=+0,5 2507+2 | 2484+2 | 2,821+ 0,003 2,831+£0,003 | 161+4 | 7596

m - molalno$¢ osmolitu /mol-kg ], N - ,.eksperymentalna” liczba czasteczek wody zaburzone;,
V° - potozenie maksimum pasma [cm™], 19 - potozenie $rodka ciezkosci pasma [cm™], Roo’ - odleglo$é

najbardziej prawdopodobna O---O [4], Roo? - $rednia odlegtosé O---O [A], fwhh - szeroko$é potéwkowa
pasma [cm™], | - natezenie integralne pasma [dm3mol *-cm™]

Tabela S3. Parametry pasm wody zaburzonej przez osmolity w badanych uktadach wraz z parametrami

wody czystej.
NMA + betaina
m N VO Vg ROOO Roog fwhh |
02904 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 = 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11128
09728 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 = 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11126
14602 | 44+£05 | 2521 +£2 | 2480+2 2,800 = 0,003 2,828 + 0,003 197 +4 | 11133
1,7527 | 44+£0,5 | 2521 +£2 | 2480+2 2,800 = 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 10946
1,9653 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 = 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11132
NMA + mocznik
m N VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,4891 | 53+0,5 | 2515+2 | 2494+2 2,836 = 0,003 2,841 + 0,003 153+4 | 8090
09732 | 53+0,5 | 2514+2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 153 +4 | 8264
14573 | 53+0,5 | 2513+2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 153 +4 | 8317
19414 | 53+05 | 2513+2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 154 +4 | 8359
38778 | 53+0,5 | 2511 +2 | 2495+2 2,826 + 0,003 2,841 + 0,003 154 +4 | 8536
58143 | 53+0,5 | 2509+2 | 2495+2 2,823 + 0,003 2,841 + 0,003 155+4 | 8603
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m N VO Vg ROOO Roog fwhh |
7,7507 | 53+0,5 | 2509+2 | 2495+2 2,823 £ 0,003 2,841 + 0,003 156 +4 | 8670
DMSO + betaina
m N VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,4848 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480=+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11145
09784 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480=+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11129
14544 | 44405 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11128
19391 | 44405 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11128
DMSO + mocznik
m N VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,4848 | 53+0,5 | 2515+2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 153+4 | 8229
0,9696 | 5,3+0,5 | 2515+2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 154+4 | 8298
19391 | 534+0,5 | 2513+£2 | 2495+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 154+4 | 8360
3,8782 | 53+0,5 | 2511 +2 | 2495+2 2,826 + 0,003 2,841 + 0,003 154+4 | 8568
58172 | 53+0,5 | 2509+2 | 2495+2 2,823 + 0,003 2,841 + 0,003 155+4 | 8603
trpzip-1 + betaina
m N VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,710 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480=+2 2,800 + 0,003 2,828 £ 0,003 196 +4 | 11115
0,3418 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 £ 0,003 196 +4 | 11113
0,4101 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480=+2 2,800 + 0,003 2,828 £ 0,003 196 +4 | 11129
0,6151 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 £ 0,003 196 £4 | 11124
0,8201 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480=+2 2,800 + 0,003 2,828 £ 0,003 196 +4 | 11107
0,9909 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480=+2 2,800 + 0,003 2,828 £ 0,003 196 £4 | 11122
trpzip-1 + mocznik
m N VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,4116 | 5,3+0,5 | 2515+2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 153+4 | 8047
1,0285 | 534+0,5 | 2513£2 | 2495+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 156+4 | 8384
15426 | 53+0,5 | 2513£2 | 2495+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 154 +4 | 8296
2,0566 | 5,3+0,5 | 2511 +2 | 2495+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 154+4 | 8378
3,4275 | 53+0,5 | 2511 +2 | 2495+2 2,826 + 0,003 2,841 + 0,003 154 +4 | 8489
3,9416 | 5,3+0,5 | 2511 +2 | 2495+2 2,826 + 0,003 2,841 + 0,003 154+4 | 8642
49698 | 53+£0,5 | 2511 +2 | 2495+2 2,826 + 0,003 2,841 + 0,003 155+4 | 8549
57580 | 5,3+0,5 | 2509+2 | 2495+2 2,823 +£ 0,003 2,841 + 0,003 155+4 | 8564
lizozym + betaina
m N VO Vg ROOO Roog fwhh |
05041 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480=+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11152
1,0009 | 44405 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11143
14356 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11139
2,3283 | 42+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11123
3,8809 | 4,1+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 £ 0,003 196 +4 | 11119
lizozym + mocznik
m N VO Vg ROOO Roog fwhh |
0,4688 | 5,3+0,5 | 2515+2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 153+4 | 7846
1,0065 | 53+0,5 | 2515+£2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 153+4 | 8190
1,9495 | 534+0,5 | 2513£2 | 2495+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 154+4 | 8357
3,8978 | 5,3+0,5 | 2511 +2 | 2495+2 2,826 + 0,003 2,841 + 0,003 155+4 | 8628
6,2358 | 5,3+0,5 | 2509+2 | 2495+2 2,823 +£ 0,003 2,841 + 0,003 155+4 | 8691
GLY + betaina
m N VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,2831 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11131
0,4758 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11144
0,9528 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11140
14640 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11146
2,9268 | 42+0,5 | 2521 +2 | 2480=+2 2,810+ 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11195
3,8320 | 4,1+0,5 | 2519+2 | 2480+2 2,810+ 0,003 2,826 + 0,003 193+4 | 11262
GLY + mocznik
m N VO Vg Roo0 Roog fwhh |
0,4849 | 53+0,5 | 2515+2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 153+4 | 7830
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A\ MOST

m N VO Vg ROOO Roog fwhh |
0,9691 | 53+£0,5 | 25152 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 £ 0,003 153+4 | 8107
1,4533 | 5,3+0,5 2514 +2 | 2494 +2 2,836 £ 0,003 2,841 £ 0,003 154 +4 | 8294
1,9375 | 5,3+£0,5 2513+2 | 2495+2 2,836 £ 0,003 2,841 + 0,003 154 +4 | 8378
3,8742 | 53+0,5 2511+2 | 2495+2 2,826 + 0,003 2,841 £ 0,003 155+4 | 8616
6,2951 | 53+0,5 2509+2 | 2495+2 2,823 +0,003 2,841 £ 0,003 155+4 | 8719

NMG + betaina

m N VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,2851 | 44+0,5 2521+2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 +£0,003 196 £4 | 11135
0,4715 | 44+0,5 | 2521 +£2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 +4 | 11144
1,4640 | 44+0,5 | 2521 +2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 + 0,003 196 £4 | 11134
19379 | 44+0,5 2521+2 | 2480+2 2,800 + 0,003 2,828 +0,003 196 £4 | 11129
2,9268 | 42+0,5 2521+2 | 2480+2 2,810+ 0,003 2,828 +£0,003 196 +4 | 11188
3,8641 | 4,1+0,5 2519+2 | 2480+2 2,810+ 0,003 2,826 + 0,003 193 +4 | 11292

NMG + mocznik

m N VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,4928 | 53+05 | 2515+2 | 2494+2 2,836 = 0,003 2,841 £ 0,003 153 +4 | 7967
09854 | 53+05 | 2514+2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 153+4 | 8125
14779 | 53+£0,5 | 2513 +£2 | 2494+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 154 +4 | 8279
19705 | 53+0,5 | 2513 +£2 | 2495+2 2,836 + 0,003 2,841 + 0,003 154 +£4 | 8346
3,9407 | 53+0,5 | 2511 +2 | 2495+2 2,826 + 0,003 2,841 + 0,003 155+4 | 8603
59108 | 53+0,5 | 2509+2 | 2495+2 2,823 + 0,003 2,841 + 0,003 155+4 | 8571

HDO
HDO | - | 2509+2 | 2497+2 | 2,836+0,003 | 2,841+0,003 | 162+4 | 10142

m - molalno$¢ osmolitu /mol-kg 1], N - liczba czasteczek wody zaburzonej, v° - potozenie maksimum
pasma [cm™], v¥ - potozenie $rodka cigzkosci pasma [cm™], Roo’- odleglo$é najbardziej prawdopodobna
O---0 [A], Roo? - $rednia odlegtosé O---O [A], fwhh - szeroko$¢ potéwkowa pasma [cm™], | - natezenie

integralne pasma [dm®-mol *-cm™]

Tabela S4. Parametry pasm ,,syntetycznej” wody zaburzonej W badanych uktadach.

NMA + betaina

m NS VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,2904 | 3,6+0,5 2507+2 | 2480+2 2,821 + 0,003 2,826 + 0,003 174+4 | 11783
09728 | 39+0,5 2511+£2 | 2480+2 2,821 + 0,003 2,826 + 0,003 184 +4 | 11466
1,4602 | 4,0+0,5 2513 +£2 | 2480+2 2,810 + 0,003 2,828 + 0,003 184 +4 | 11389
1,7527 | 4,0+0,5 2513 +£2 | 2480+2 2,810 + 0,003 2,828 + 0,003 188 +4 | 11372
1,9653 | 4,1+0,5 2513 +£2 | 2480+2 2,810 + 0,003 2,828 + 0,003 188 +4 | 11342

NMA + mocznik

m NS VO Vg ROOO Roog fwhh |
0,4891 | 3,8+0,5 2505+2 | 2483 +2 2,821 + 0,003 2,828 + 0,003 161+4 | 9874
09732 | 42+0,5 2507+2 | 2486=+2 2,821+ 0,003 2,833 + 0,003 160+4 | 9409
14573 | 44+05 2507+2 | 2488+2 2,823 + 0,003 2,833 + 0,003 161+4 | 9161
19414 | 45+0,5 2507+2 | 2489+2 2,823 + 0,003 2,836 + 0,003 159+4 | 9053
38778 | 48+0,5 2509+2 | 2492+2 2,823 + 0,003 2,838 + 0,003 159+4 | 8909
58143 | 5,0£0,5 2509+2 | 2494 +2 2,823 + 0,003 2,838 + 0,003 156 +4 | 8190
7,7507 | 5,0£0,5 2511+£2 | 2493+2 2,826 + 0,003 2,838 + 0,003 157+4 | 8543

DMSO + betaina

m NS VO Vg ROOO Roog fwhh |
0,4848 | 3,1+0,5 2519+2 | 2482+2 2,821 + 0,003 2,831 + 0,003 179 +4 | 12009
0,9784 | 3,5+0,5 2519+2 | 2481+2 2,821 + 0,003 2,828 + 0,003 184+4 | 11706
1,4544 | 3,6+0,5 2521+£2 | 2481+2 2,821 + 0,003 2,828 + 0,003 185+4 | 11563
19391 | 3,8+0,5 2521+£2 | 2481+2 2,821 + 0,003 2,828 + 0,003 190 +4 | 11486

DMSO + mocznik

m NS VO Vg Roo0 Roog fwhh |
0,4848 | 3,7+0,5 2513+2 | 2488+2 2,823 + 0,003 2,836 + 0,003 165+4 | 9850
0,969 | 4,1+0,5 2513 +£2 | 2490+ 2 2,823 + 0,003 2,839+ 0,003 163+4 | 9377
19391 | 45+0,5 2513 +£2 | 2491+2 2,823 + 0,003 2,839+ 0,003 161+4 | 9032
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A\ MOST

m Ns VO Vg ROOO Roog fwhh |
3,8782 | 48+0,5 2511+£2 | 249142 2,823 + 0,003 2,839 + 0,003 156 +4 | 8902
58172 | 5,0+0,5 2511+2 | 2493 +2 2,823 + 0,003 2,839 + 0,003 156 +4 | 8887

trpzip-1 + betaina

m NS VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,710 | 15,0+0,5 | 25172 | 2477+2 2,821 + 0,003 2,828 +£ 0,003 188+4 | 7904
0,3418 | 10,2+0,5 | 2517+2 | 2479+2 2,821 + 0,003 2,828 +£ 0,003 191 +4 | 8519
0,4101 | 9,3+0,5 2517+2 | 2478 +2 2,821 + 0,003 2,828 +£ 0,003 192+4 | 8686
0,6151 | 7,7+0,5 2517+2 | 2479+2 2,810+ 0,003 2,828 +£ 0,003 190+4 | 9115
0,8201 | 6,9+0,5 2517+2 | 2479+2 2,810+ 0,003 2,828 +£ 0,003 191 +4 | 9426
0,9909 | 6,5+0,5 2519+2 | 2479+2 2,810+ 0,003 2,828 +£ 0,003 191+4 | 9602

trpzip-1 + mocznik

m NS VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,4116 | 10,2+0,5 | 2513 +2 | 2487+2 2,823 + 0,003 2,836 + 0,003 163+4 | 7420
1,0285 | 7,4+0,5 2513 +2 | 249142 2,823 + 0,003 2,838 + 0,003 159+4 | 7876
1,5426 | 6,7+0,5 2512+2 | 249242 2,823 + 0,003 2,838 + 0,003 158+4 | 7933
2,0566 | 6,3+0,5 2511+2 | 2493 +2 2,823 + 0,003 2,838 + 0,003 158+4 | 8153
34275 | 59+0,5 2511+2 | 249342 2,823 +£ 0,003 2,841 + 0,003 158+4 | 8266
3,9416 | 58+0,5 251142 | 249442 2,823 +£ 0,003 2,838 + 0,003 158+4 | 8414
49698 | 5,8+0,5 251142 | 249442 2,823 +£ 0,003 2,841 + 0,003 155+4 | 8372
57580 | 5,7+0,5 2511+£2 | 2494 +2 2,823 +£ 0,003 2,841 + 0,003 155+4 | 8414

lizozym + betaina

m NS VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,5041 | 10,0+0,5 | 2521+2 | 2479+2 2,810+ 0,003 2,828 +£ 0,003 201 +4 | 9759
1,0009 | 7,3+0,5 2521+2 | 247942 2,810+ 0,003 2,828 +£ 0,003 198 +4 | 10186
14356 | 6,4+0,5 2521+2 | 247942 2,810+ 0,003 2,828 +£ 0,003 199 +4 | 10367
2,3283 | 5,6+0,5 2521+2 | 2480+2 2,810+ 0,003 2,828 +£ 0,003 199 +4 | 10586
3,8809 | 5,1+£0,5 2521+2 | 2480+2 2,810+ 0,003 2,828 +£ 0,003 196 +4 | 10765

lizozym + mocznik

m NS VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,4688 | 11,1+0,5 | 2516+2 | 2486+2 2,821 + 0,003 2,836 + 0,003 180 +4 | 9330
1,0065 | 8,0+0,5 2515+2 | 2488+2 2,821 + 0,003 2,839 + 0,003 169+4 | 8951
1,9495 | 6,7+0,5 2513 +2 | 2492+2 2,823 +£ 0,003 2,839 + 0,003 164 +£4 | 8826
3,8978 | 6,0+£0,5 2511 +2 | 2493+2 2,823 +£ 0,003 2,839 + 0,003 159+4 | 8827
6,2358 | 5,7+0,5 2510+2 | 2493 +2 2,823 +£ 0,003 2,839 + 0,003 159 +4 | 8828

GLY + betaina

m NS VO Vg ROOO Roog fwhh |
0,2831 | 7,4+0,5 2507 +2 | 2460+2 2,810 + 0,003 2,813 +£ 0,003 194 +4 | 9396
0,4758 | 7,0+£0,5 2507 +2 | 2462+2 2,810 + 0,003 2,813 +£ 0,003 197+4 | 9541
0,9528 | 6,4+0,5 2512+2 | 2465+2 2,810 + 0,003 2,816 + 0,003 195+4 | 9813
14640 | 6,0+0,5 2513 +2 | 2468 +2 2,810 + 0,003 2,818 £ 0,003 197 +4 | 10016
2,9268 | 54+0,5 2515+2 | 247142 2,810 + 0,003 2,821+ 0,003 196 +4 | 10375
3,8320 | 5,0+£0,5 2515+2 | 247242 2,810 + 0,003 2,821+ 0,003 196 +4 | 10552

GLY + mocznik

m NS VO Vg ROOO Roog fwhh |
0,4849 | 7,6+0,5 2503 +2 | 2460+2 2,810 + 0,003 2,813 +£ 0,003 186 +4 | 8597
0,9691 | 6,7+0,5 2509 +2 | 2467 +2 2,821+ 0,003 2,821 + 0,003 179+4 | 8514
14533 | 6,4+0,5 2509 +2 | 247242 2,821+ 0,003 2,823 +£ 0,003 174 +4 | 8512
19375 | 6,2+0,5 2509 +2 | 247542 2,821+ 0,003 2,826 + 0,003 171 +£4 | 8556
3,8742 | 59+0,5 2509 +2 | 2483 +2 2,821+ 0,003 2,833 + 0,003 162+4 | 8616
6,2951 | 5,7+0,5 2509 +2 | 2484 +2 2,821+ 0,003 2,833 + 0,003 160+4 | 8678

NMG + betaina

m NS VO Vg Roo0 Roog fwhh |
0,2851 | 7,5+0,5 2505+2 | 2464 +2 2,810+ 0,003 2,816 + 0,003 193+4 | 9166
0,4715 | 7,1+£0,5 2505+2 | 2466+2 2,810+ 0,003 2,818 + 0,003 193 +4 | 9215
14640 | 6,4+0,5 2515+2 | 2470+2 2,810+ 0,003 2,821+ 0,003 195+4 | 9849
19379 | 5,7+0,5 2515+2 | 247242 2,810+ 0,003 2,821+ 0,003 195+4 | 10026
2,9268 | 54+0,5 2515+2 | 247442 2,810+ 0,003 2,823 + 0,003 194 +4 | 10205



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

m Ns VO Vg ROOO Roog fwhh |
3,8641 | 50+05 | 2515+2 | 2474+2 | 2,810+0,003 | 2,823+0,003 | 195+4 | 10407
NMG + mocznik
m Ns VO Vg Rooo Roog fwhh |
0,4928 | 7,1+0,5 2507+£2 | 2467+2 2,810 + 0,003 2,821 + 0,003 185+4 | 8611
0,9854 | 6,7+0,5 2509+2 | 2472 +£2 2,821 + 0,003 2,823 + 0,003 180+4 | 8569
14779 | 6,4+0,5 2509+2 | 2476+2 2,821 + 0,003 2,828 + 0,003 173+4 | 8530
1,9705 | 6,2+0,5 2509+2 | 2479+2 2,821 + 0,003 2,828 + 0,003 170 +4 | 8526
3,9407 | 5,8+0,5 2509+2 | 2485+2 2,821+ 0,003 2,833 + 0,003 166 £4 | 8642
59108 | 57+0,5 2509+2 | 2487+2 2,821 + 0,003 2,836 + 0,003 164+4 | 8567

m - molalno$¢ osmolitu /mol-kg '], N - ,,syntetyczna” liczba czasteczek wody zaburzonej, 1° - polozenie
maksimum pasma [cm™], ¥ - potozenie $rodka cigzkosci pasma [cm™], Roo® - odlegloéé najbardzie;
prawdopodobna O---O /4], Roo? - érednia odlegtosé O---O [A], fwhh - szeroko$é potéwkowa pasma
[cm™], | - natezenie integralne pasma [dm*-mol *-cm™]

Tabela S5. Parametry pasm wody ,,podwdjnie” zaburzonej w badanych uktadach oraz wody zaburzonej
przez czasteczki centralne.

NMA + betaina

m Nd VO Vg Rooo Roog fwhh |
NMA 34=+0,5 2505+2 | 2479+2 | 2,821+ 0,003 2,826 +0,003 | 167+4 | 12011
0,2904 0,7£0,5 2507+2 | 2496+2 | 2,828 + 0,003 2,841 +£0,003 | 165+4 | 881
0,9728 -0,5+0,5 | 2432+2 | 2459+2 | 2,762+ 0,003 2,798+0,003 | 227+4 | 1007
1,4602 -0,7+0,5 | 2432+2 | 2458+2 | 2,762+ 0,003 2,792+£0,003 | 230+4 | 1586
1,7527 -0,6+0,5 | 2426+2 | 2457+2 | 2,757+ 0,003 2,793 +£0,003 | 233+4 | 1442
1,9653 -0,6+0,5 | 2423+2 | 2456+2 | 2,757+ 0,003 2,790 £0,003 | 232+4 | 1415
NMA + mocznik
m Nd VO Vg Rooo Roog fwhh |
NMA 3,0+0,5 2501+2 | 2475+2 | 2,821+ 0,003 2,826 +0,003 | 163+4 | 11368
0,4891 -0,7+0,5 | 2505+2 | 2483+2 | 2,836+ 0,003 2,828 +£0,003 | 163+4 | 2264
0,9732 -1,0£0,5 | 2501 +2 | 2482+2 | 2,826+ 0,003 2,828 +£0,003 | 161+4 | 2465
1,4573 -1,0+0,5 | 2501+2 | 2484+2 | 2,821+ 0,003 2,828+0,003 | 156+4 | 2211
1,9414 -1,0+0,5 | 2501+2 | 2484+2 | 2,821+ 0,003 2,828+0,003 | 156+4 | 2113
3,8778 -1,0+0,5 | 2501+2 | 2486+2 | 2,821+ 0,003 2,828+0,003 | 153+4 | 1687
5,8143 -09+0,5 | 2503+2 | 2485+2 | 2,821+ 0,003 2,828 +0,003 | 157+4 | 1872
7,7507 -09+0,5 | 2495+2 | 2488+2 | 2,821+ 0,003 2,828+0,003 | 145+4 | 1469
DMSO + betaina
m Nd VO Vg ROOO Roog fwhh |
DMSO 2,5+£0,5 2517+2 | 2484+2 | 2,821+ 0,003 2,831 +£0,003 | 167+4 | 12850
0,4848 -0,4+0,5 | 2521+2 | 2476+2 | 2,800+ 0,003 2,823 +0,003 | 183+4 | 1992
0,9784 -0,7+0,5 | 2521+2 | 2473+2 | 2,793 £ 0,003 2,821 +£0,003 | 193+4 | 2604
1,4544 -0,8+0,5 | 2522+2 | 2471+2 | 2,785+ 0,003 2,818+0,003 | 201+4 | 3148
1,9391 -09+0,5 | 2522+2 | 2471+2 | 2,777+ 0,003 2,818+0,003 | 202+4 | 3064
DMSO + mocznik
m Nd VO Vg ROOO Roog fwhh |
DMSO 2,5+£0,5 2517+2 | 2484+2 | 2,821+ 0,003 2,831+0,003 | 167+4 | 12850
0,4848 -0,5+0,5 | 2509+2 | 2485+2 | 2,818+ 0,003 2,828+£0,003 | 166+4 | 943
0,9696 -0,7+0,5 | 2510+2 | 2484+2 | 2,821+ 0,003 2,831 +£0,003 | 165+4 | 1120
1,9391 -0,7+0,5 | 2517+2 | 2486+2 | 2,821+ 0,003 2,831 +£0,003 | 160+4 | 1306
3,8782 -1,4+0,5 | 2513+2 | 2488+2 | 2,821+ 0,003 2,833 +0,003 | 156+4 | 1643
5,8172 -1,7+0,5 | 2509+2 | 2489+2 | 2,821+ 0,003 2,831+£0,003 | 152+4 | 2030
trpzip-1 + betaina
m Nd VO Vg Roo0 Roog fwhh |
trpzip-1 68,0 £2 2509+2 | 2476+2 | 2,821+0,003 2,828+0,003 | 183+4 | 6872
0,1710 -4,1+0,5 | 2536+2 | 2469+2 | 2,767+ 0,003 2,818+0,003 | 221+4 | 2086
0,3418 -3,5+0,5 | 2536+2 | 2471+2 | 2,767+ 0,003 2,8184+0,003 | 217+4 | 3724
0,4101 -29+0,5 | 2532+2 | 2474+2 | 2,767+ 0,003 2,821+0,003 | 215+4 | 3870



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

m Nd VO Vg ROOO Roog fwhh |
0,6151 24+05 | 2532+£2 | 2474+2 | 2,772 +0,003 2,823 +0,003 | 210+4 | 4711
0,8201 -23+0,5 | 2532+2 | 2474+2 | 2,785+0,003 2,828 +0,003 | 212+4 | 5589
0,9909 -1,8+0,5 | 2530+2 | 2475+2 | 2,777 +0,003 2,826+ 0,003 | 204+4 | 5184

trpzip-1 + mocznik

m Nd VO Vg Rooo Roog fwhh |

trpzip-1 | 69,0+£0,5 | 2513+2 | 2481+2 | 2,821+0,003 2,831+0,003 | 177+4 | 6882
0,4116 -20+£0,5 | 2540+2 | 2490+2 | 2,846 +0,003 2,869+ 0,003 | 166+4 | 1297
1,0285 -1,5+0,5 | 2524+2 | 2490+2 | 2,838 +0,003 2,838 +0,003 | 163+4 | 1368
1,5426 -1,5+0,5 | 2517+2 | 2490+2 | 2,821 +0,003 2,836 +0,003 | 158+4 | 1582
2,0566 -1,4+05 | 2517+2 | 2488+2 | 2,821 +0,003 2,836 +0,003 | 156+4 | 1603
3,4275 -1,0£0,5 | 2511 +£2 | 2491+2 | 2,821 +0,003 2,836 +0,003 | 152+4 | 1295
3,9416 -1,0£0,5 | 2520+2 | 2488+2 | 2,836+0,003 2,836 +0,003 | 153+4 | 1222
4,9698 -1,0£0,5 | 2517+2 | 2491+2 | 2,821 +0,003 2,836 +0,003 | 152+4 | 1243
5,7580 -1,0£0,5 | 25162 | 2491 +2 | 2,821 +0,003 2,836 +0,003 | 152+4 | 1278

lizozym + betaina

m Nd VO Vg Rooo Roog fwhh |
lizozym | 375,0+20 | 2520+2 | 2477+2 | 2,810+ 0,003 2,828 +0,003 | 203+4 | 8755
0,5041 -22+05 | 2528+2 | 2476+2 | 2,800+ 0,003 2,826+ 0,003 | 225+4 | 4537
1,0009 2,1+05 | 2524+2 | 2478+2 | 2,800+ 0,003 2,826+ 0,003 | 210+4 | 5188
1,4356 2,1+£05 | 2522+2 | 2477+2 | 2,800+ 0,003 2,826+ 0,003 | 208+4 | 6234
2,3283 -1,9+0,5 | 2522+2 | 2477+2 | 2,800+ 0,003 2,826+ 0,003 | 206+4 | 7568
3,8809 -1,6 0,5 | 2520+2 | 2478+2 | 2,810+0,003 2,826+ 0,003 | 201 +4 | 6948

lizozym + mocznik

m Nd VO Vg Rooo Roog fwhh |
lizozym | 360,020 | 2519+2 | 2480+2 | 2,810+ 0,003 2,831+0,003 | 199+4 | 10426
0,4688 -1,6 0,5 | 2522+2 | 2486+2 | 2,828 +0,003 2,836 +0,003 | 189+4 | 1542
1,0065 -1,3+0,5 | 2509+2 | 2487+2 | 2,826+0,003 2,833+0,003 | 173+4 | 1646
1,9495 -1,1£0,5 | 2505+2 | 2489+2 | 2,821+0,003 2,833+0,003 | 158+4 | 1512
3,8978 -1,2+0,5 | 2509+2 | 2487+2 | 2,821 +0,003 2,833+0,003 | 155+4 | 1556
6,2358 -1,2+0,5 | 2509+2 | 2490+2 | 2,821 +0,003 2,836 +0,003 | 149+4 | 1597

GLY + betaina
m Nd VO Vg Rooo Roog fwhh |
GLY 83+0,5 2505+2 | 2456+2 | 2,808 +0,003 2,810+ 0,003 | 192+4 | 9096

0,2831 2,2+0,5 2530+2 | 2504+2 | 2,838 +0,003 2,859+0,003 | 170+4 | 708
0,4758 2,2+0,5 2521+2 | 2505+2 | 2,836 +0,003 2,854+0,003 | 167+4 | 1202
0,9528 2,7+0,5 2511+2 | 2483+2 | 2,821 +0,003 2,833+0,003 | 180+4 | 2359
1,4640 2,0+0,5 2509+2 | 2483+2 | 2,828 +0,003 2,833+0,003 | 174+4 | 1572
2,9268 -1,9+0,5 | 2509+2 | 2467+2 | 2,821 +0,003 2,818+ 0,003 | 193+4 | 2110
3,8320 -1,6 0,5 | 2517+2 | 2463 +2 | 2,810+0,003 2,813+0,003 | 202+4 | 1702

GLY + mocznik
m Nd VO Vg ROOO Roog fwhh |
GLY 8,1+0,5 2501 +2 | 2451+2 | 2,800+ 0,003 2,803 +0,003 | 200+4 | 8810

0,4849 -0,8+0,5 | 2511 +£2 | 2445+2 | 2,777 +0,003 2,795+0,003 | 224+4 | 736
0,9691 -1,4+05 | 2509+2 | 2444+2 | 2,780+ 0,003 2,795+ 0,003 | 206+4 | 1353
1,4533 -1,8+0,5 | 2509+2 | 2444+2 | 2,793 +0,003 2,795+0,003 | 196+4 | 1782
1,9375 -2,0+0,5 | 2509+2 | 2449+2 | 2,800+ 0,003 2,803 +0,003 | 186+4 | 1987
3,8742 -22+05 | 2509+2 | 2466+2 | 2,821 +0,003 2,818+ 0,003 | 164+4 | 2217
6,2951 2,1+05 | 2507+2 | 2474+2 | 2,821 +0,003 2,823 +0,003 | 154+4 | 2324

NMG + betaina

m Nd VO Vg Roo0 Roog fwhh |
NMG 8,4+0,5 2505+2 | 2462+2 | 2,810+ 0,003 2,813+0,003 | 190+4 | 8895
0,2851 0,5+0,5 2501 +2 | 2478+2 | 2,823 +0,003 2,828 +0,003 | 161 +4 | 832
0,4715 0,4+0,5 2501 +2 | 2480+2 | 2,823 +0,003 2,831+0,003 | 151+4 | 801
1,4640 0,0+0,5 2490 +2 | 2427+2 | 2,810+ 0,003 2,790+ 0,003 | 157+4 | 768
1,9379 -0,7+0,5 | 2492+2 | 2440+2 | 2,810+0,003 2,796 +0,003 | 170+4 | 1095
2,9268 -1,0£0,5 | 2499+2 | 2448+2 | 2,800+ 0,003 2,803 +0,003 | 190+4 | 1883
3,8641 -0,9+0,5 | 2499+2 | 2446+2 | 2,787 £0,003 2,796 +0,003 | 197+4 | 2060
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NMG + mocznik

0o

m Nd 14 Vg Rooo Roog fwhh |
NMG 8,0+0,5 2501+£2 | 24592 | 2,800+0,003 2,810£0,003 | 194+4 | 8812
0,4928 -1,0£0,5 | 2490+2 | 2451 +£2 | 2,785+0,003 2,800+£0,003 | 213+4 | 1293
0,9854 -1,6£0,5 | 2505+2 | 2455+2 | 2,793 +£0,003 2,805+0,003 | 200+4 | 2018
1,4779 -1,7+£0,5 | 2512+£2 | 2461+2 | 2,800+0,003 2,813+£0,003 | 188+4 | 2222
1,9705 -1,8£0,5 | 2513+£2 | 2465+2 | 2,810+ 0,003 2,815+£0,003 | 181+4 | 2356
3,9407 -2,0£0,5 | 2509+2 | 2474+2 | 2,821 £0,003 2,823 +£0,003 | 167+4 | 2490
5,9108 -23+£0,5 | 2505+2 | 2478 +2 | 2,821 £0,003 2,826+£0,003 | 154+4 | 2481

m - molalno$¢ osmolitu /mol-kg ], Ng - liczba czasteczek wody ,,podwojnie” zaburzonej, v° - potozenie

maksimum pasma [cm™], ¥ - potozenie $rodka cigzkosci pasma [cm™], Roo® - odlegloéé najbardzie;

prawdopodobna O---O /4], Roo? - érednia odlegtosé O---O [A], fwhh - szeroko$é potéwkowa pasma
[cm™], | - natezenie integralne pasma [dm*-mol *-cm™]
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