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Wykaz skrétowcow:

AFM — mikroskopia sit atomowych (ang. atomic force microscopy)

AMBER - pole sitowe opracowane na Uniwersytecie Kalifornijskim (ang. assisted model building with energy
refinement)

BE — model termicznie aktywowanej ucieczki z jamy potencjatu Bella-Evansa

CD - spektroskopia dichroizmu kotowego (ang. Circular Dichroism)

CHARMM - pole sitowe opracowane w Uniwersytecie Harvarda (ang. chemistry at Harvard macromolecular
mechanics)

DFS — dynamiczna spektroskopia sit (ang. dynamic force spectroscopy)

DHS — model termicznie aktywowanej ucieczki z jamy potencjatu Dudko-Hummer-Szabo

FF — pole sitowe (ang. force field)

FNDY — model termicznie aktywowanej ucieczki z jamy potencjatu Friddle-Noy-De Yoreo

IFF — migdzywarstwowe pole sitowe (ang. interface force field)

IUPAC - Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej (ang. The International Union of Pure and
Applied Chemistry)

MC — metody Monte Carlo

MD - dynamika molekularna (ang. molecular dynamics)

NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (and. nuclear magnetic resonance)

PBC — periodyczne warunki brzegowe (ang. periodic box cell)

PDB — bank danych strukturalnych biatek i kwasow nukleinowych (ang. Protein Data Bank)

RMSD - odchylenie $redniej kwadratowej pozycji atomow (ang. root mean square deviation)

SAPT — metoda rachunku zaburzen o adaptowanej symetrii (ang. symmetry-adapted perturbation theory)
SMD - sterowana dynamika molekularna (ang. steered molecular dynamics)

STRIDE — algorytm identyfikacji struktur drugorzedowych (ang. structural identification)

UFF — uniwersalne pole sitowe opracowane w Uniwersytecie Stanu Colorado (ang. universal force field)
XRD - dyfrakcja rentgenowska (ang. X-ray diffraction)

Na Rysunkach zastosowano notacje oznaczeh atomow:

XXXYY ZZ,

gdzie: XXX oznacza 3 literowy skrot aminokwasu, YY oznacza numer aminokwasu w tancuchu peptydowym, ZZ oznacza
rodzaj pierwiastka



The way to get good ideas is to get lots of ideas, and throw the bad ones away
Linus Pauling



STRESZCZENIE

Niniejsza praca o charakterze teoretyczno-obliczeniowym prezentuje zagadnienia zwigzane ze
stabilno$cig struktury drugorzedowej peptydéw, bedacej kluczowym czynnikiem decydujgcym
0 zachowaniu oraz funkcji peptydow i biatek. Jedng z najczesciej wystepujacych form przestrzennych
struktury peptydow jest a-helisa, szeroko wystepujaca w §wiecie biatek. Struktura ta przypomina
sprezyng, zbudowang ze skreconego w przestrzeni tancucha aminokwaséw. Przyjmuje si¢, ze wazng
role w stabilizacji tej struktury pelnig wigzania wodorowe, cho¢ ich doktadny udziat w formowaniu

i stabilizacji a-helisy nie jest znany.

Celem pracy byto okreslenie wptywu wigzan wodorowych na stabilno$¢ a-helikalnej struktury
peptydow oraz wyznaczenie wielkosci energetycznych i kinetycznych charakteryzujacych pojedyncze
wigzania wodorowe. Glownymi narzedziami stosowanymi w badaniach byly metody dynamiki
molekularnej i sterowanej dynamiki molekularnej, opartych na polu sitowym. Jako peptydy modelowe
wybrano dwa niewielkie polipeptydy — dekaalaning oraz peptyd o sekwencji AAKA(AEAAKA)sAC.
Peptydy te zostaly wybrane z uwagi na ich duza zdolno$¢ do tworzenia stabilnej drugorzgdowe;j
konformacji a-helikalnej. Uzyskana w wyniku modelowania geometria drugorzedowa peptydow zostata
zweryfikowana za pomoca algorytmu matematycznego identyfikujacego drugorzedowg strukture biatek

oraz poréwnana z geometriami uzyskanymi w wyniku badan rentgenograficznych.

Pole sitowe CHARMM36 postuzylo do opracowania modeli, a nastgpnie przeprowadzenia
symulacji dwoch a-helikalnych peptydow. Dodatkowo, wykonujac modyfikacj¢ czg¢sci parametréw pola
sitowego dotyczacych elektrostatyki, uzyskano mozliwos¢ symulowania braku sieci wigzan
wodorowych w jednym z modeli peptydow (dekaalaniny). Stosujac dynamike molekularng wraz ze
zmodyfikowanym polem sitowym mozliwym stato si¢ pokazanie jak brak sieci wigzan wodorowych
wplywa na stabilnos¢ modelowego peptydu. Symulacje metoda sterowanej dynamiki molekularnej
pozwolity na wykonanie eksperymentu obliczeniowego podobnego do badan eksperymentalnych
wykonywanych za pomocg mikroskopu sit atomowych, polegajacych na rozcigganiu pojedynczego
peptydu. Dzieki mozliwosci sterowania predkoscig rozciggania i wyznaczaniu sity przylozonej do
czasteczki peptydu wykonano szereg obliczen, na podstawie ktorych wyznaczono state sprezystosci
peptydu z i bez sieci wigzan wodorowych. Ich poréwnanie pozwolito na okreslenie wptywu sieci wigzan

na sztywnos$¢ i stabilnos¢ peptydu.

Metoda sterowanej dynamiki molekularnej wykorzystana zostata rowniez przy badaniu
kolejnego peptydu, AAKA(AEAAKA)sAC. Dzigki mozliwosci sterowania predkoscia rozciagania oraz
mozliwo$ci Wyznaczenia sity, przy ktorej peka wiazanie wodorowe, mozliwym stato si¢ wykonanie serii
eksperymentow obliczeniowych tzw. dynamicznej spektroskopii sit dla badanego modelu peptydu,

a nastepnie wyznaczenie parametréw energetycznych pojedynczego wigzania wodorowego, nie tylko
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korzystajac z trzech modeli termicznie aktywowanej ucieczki z jamy potencjatu (modele Bella-Evansa,
Dudko-Hummer-Szabo oraz Friddle-Noy-De Yoreo), ale rowniez modyfikujac jeden z nich.
Modyfikacja miata na celu wyznaczenie sktadowych energii swobodnej pojedynczego wigzania
wodorowego, tj. zmian entalpii i entropii. Przeprowadzone w tym celu symulacje zawieraty dwie serie
pomiarowe, zmienno-predkosciowq oraz zmienno-temperaturowa. Z obu serii w odpowiednich krokach
obliczeniowych wyznaczono kolejno interesujace parametry, a doktadny opis metody zawarty zostat

W tresci pracy.

Dzigki przeprowadzonym eksperymentom obliczeniowym udato si¢ wyznaczy¢ udziat sieci
wigzan wodorowych w sztywnosci a-helikalnego peptydu, jako C = 67 %. Pokazano rowniez, ze bez
sieci wigzan wodorowych reprezentowanej w dynamice molekularnej gtéwnie dzigki migdzyatomowym
oddziatywaniom elektrostatycznym struktura a-helisy jest niestabilna i szybko ulega degradacji. Dzigki
zastosowaniu modeli termicznie aktywowanej ucieczki z jamy potencjalu udalo si¢ wyznaczyé
parametry energetyczne i kinetyczne pojedynczego wigzania wodorowego w badanym uktadzie m.in.
$redni czas zycia tug(0) = (82 + 25) ps oraz energie wigzania AGpy = (1,59 £ 0,51) kcal-mol™. Dzieki
zaproponowanej modyfikacji modelu Dudko-Hummera-Szabo wyznaczono energi¢ swobodng wigzania
wodorowego AGg = (2,04 = 0,21) kcal-mol?, a takze jej sktad entalpowy AH = (3,69 + 0,36) kcal -mol™*
i enrtopowy TAS = (1,64 + 0,38) kcal-mol™ dla T = 300 K. Schemat eksperymentu obliczeniowego
przedstawionego w niniejszej pracy mozna wykorzystaé w badaniach teoretycznych innych
oddziatywan miedzymolekularnych, a takze wigzan specyficznych biatko-ligand, dzigki czemu badacze
moga uzyska¢ wigcej dodatkowych informacji o energetyce oddziatywania niz podczas stosowania

standardowego modelu Dudko-Hummera-Szabo.



SUMMARY

“Evaluation of the role of hydrogen bonds in the stability of a-helical peptides using molecular

dynamics simulations”

This theoretical and computational thesis presents studies on the stability of the secondary
structure of peptides, which is a key factor in determining the behavior and function of peptides and
proteins. One of the most common forms of peptide structures is the a-helix, which is widely present in
proteins. This structure resembles a spring, built of a twisted chain of amino acids. It is assumed that
hydrogen bonds play an important role in stabilizing this structure, although their exact role in the

formation and stabilization of the a-helix is not known.

The aim of the work was to determine the influence of hydrogen bonds on the stability of the a-
helical structure of peptides and to determine the energetic and Kkinetic quantities characterizing
individual hydrogen bonds. Molecular dynamics and steered molecular dynamics based on a force field
were used in the research. Two small peptides — decaalanin and the AAKA(AEAAKA)sAC polypeptide
— were selected as model peptides due to their high ability to form a stable a-helical conformation. The
helical geometry of the models was verified using mathematical tools and compared with two exemplary
geometries obtained from X-ray studies.

The CHARMM36 force field was used to model and simulate two a-helical peptides.
Additionally, by modifying some of its electrostatic parameters, it was possible to simulate the lack of
hydrogen bond network in one of the peptides (decaalanine). By applying molecular dynamics with the
modified force field, it was possible to show how the lack of hydrogen bond network affects the stability
of the model peptide. The steered molecular dynamics method allowed for a computational experiment
similar to atomic force microscope experiments involving stretching a single peptide. By controlling the
stretching velocity and determining the applied force on the peptide molecule, a series of calculations
were performed to determine the elastic constants of the peptide with and without the hydrogen bond
network. Their comparison allowed for determination of the influence of hydrogen bonds on the stiffness

and stability of the peptide.

The steered molecular dynamics method was also used to study another a-helical peptide,
AAKA(AEAAKA)sAC. By controlling the stretching velocity and determining the force at which the
hydrogen bond breaks, it was possible to perform computational experiments of the so-called dynamic
force spectroscopy for the studied peptide model, and then determine the energetic parameters of a single
hydrogen bond, not only using three models of thermally activated escape from the potential well (Bella-
Evans, Dudko-Hummer-Szabo, and Friddle-Noy-De Yoreo models), but also modifying one of them.
The modification aimed to determine the free energy components of a single hydrogen bond, i.e.,
changes in enthalpy and entropy. The simulations conducted for this purpose included two sets of
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measurements, namely, variable-velocity and variable-temperature sets. From both sets, the interesting
parameters were calculated successively in appropriate steps, and a detailed description of the
methodology is included in the content of the thesis.

Thanks to computational experiments, the contribution of hydrogen bond network to the
stiffness of a-helical peptides was determined to be C = 67 %. It was also shown that without the
hydrogen bond network, the a-helix structure is unstable and quickly degrades. By using the models of
thermally activated escape from potential well, the energetic and kinetic parameters of a single hydrogen
bond in the studied system were determined, including the average lifetime tus(0) = (82 + 25) ps and the
bond energy AGp, = (1.59 + 0.51) kcal-mol™. By proposing a modification of the Dudko-Hummer-Szabo
model, the free energy of hydrogen bond AGs = (2.04 + 0.21) kcal-mol™, as well as the enthalpic and
entropic contributions of this energy: AH = (3.69 + 0.36) kcal-mol™* and TAS = (1.64 £ 0.38) kcal-mol*
for T = 300 K, were determined. The computational methodology presented in the thesis can be used in
theoretical studies of other intermolecular interactions, including protein-ligand specific bonds, enabling
researchers to obtain additional information on the energetics of interactions beyond the standard

Dudko-Hummer-Szabo model.
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1. Wstep

1.1. Motywacja i cel badan

Wiedza o strukturze uktadéw biologicznych pomaga w okreslaniu funkcji biomolekuty lub jej
poszczegdlnych czesdci. Zrozumienie mechanizmow funkcjonowania biomolekul, a w szczegdlnos$ci
bialek oraz kwasow nukleinowych jest niezmiernie wazne dla mozliwo$ci kontroli proceséw
zachodzacych w stanach chorobowych, infekcjach bakteryjnych czy wirusowych. Wraz z rozwojem
technik eksperymentalnych, jak i obliczeniowych, mozliwym stato si¢ wykonywanie eksperymentow
mechanicznych na ztozonych uktadach biopolimerowych jakimi sg biatka. Otwiera to rowniez zupetnie
nowe mozliwosci z punktu widzenia projektowania funkcjonalnych materiatow nanoinzynieryjnych.
Szczegolnym zainteresowaniem w ostatniej dekadzie ciesza si¢ tzw. zszyte peptydy (ang. stapled
peptides), tj. pojedyncze peptydy o okreslonej konformacji helikalnej stabilizowane poprzez mostki
weglowodorowe przytaczone do peptydu. Wytwarzanie takich struktur pozwala na projektowanie nowe;j
klasy lekéw celowanych (ang. target drugs), np. inhibitorow w oddziatywaniach pomiedzy biatkami
lub pomiedzy biatkami a kwasami nukleinowym [1,2]. Przyktadem mogg by¢ badania, zar6éwno
eksperymentalne, jak i obliczeniowe, tropokolagenu — podstawowej jednostki funkcjonalnej kolagenu,
biatka fibrylarnego, ktore stanowi podstawowy skladnik substancji migdzykomorkowej, dajgcej
tkankom wickszg sprezysto$é [3]. Tropokolagen zbudowany jest z trzech a-helikalnych peptydéw
owinietych wokot siebie. Poznanie jego wlasnosci mechanicznych pozwoli na glebsze zrozumienie
dziatania duzych kompleksow biomolekut oraz tkanek podczas obcigzenia mechanicznego na poziomie
makroskopowym. Dodatkowo, badania nad biatkowymi materialami hierarchicznymi pozwola
poszerzy¢ wiedzg dotyczaca standow patologicznych spowodowanych uszkodzeniami biatek na
poziomie molekularnym, takich jak choroba Alzheimera, progeria czy podczas uszkodzen fragmentow
tkanek [4]. Powyzsze zagadnienia $ciS§le wiaza si¢ z wlasnosciami struktur helikalnych biatek,
w szczegolnosci a-helisy. Dlatego naukowcy intensywnie badajg ten typ drugorzedowej struktury,
zwlaszcza, ze od kilkunastu lat mozliwym jest wykonywanie eksperymentow prowadzonych
bezposrednio na pojedynczych peptydach.

Struktura drugorzedowa peptydow zdeterminowana jest nie tylko kolejnoscig aminokwasow,
bardzo waznym czynnikiem majacym wplyw na powstanie i stabilizacje struktur peptydow jest
formowanie si¢ wigzan wodorowych, bedacych specyficznymi oddziatywaniami migdzy atomami
donora i akceptora atomu wodoru. Badania wykonane za pomocg metod fizyki obliczeniowej wskazuja,
ze izolowane wigzanie wodorowe ma energi¢ ok. 6 kcal-mol™?, natomiast wigzanie wodorowe peptydu
w wodzie osigga nizszg energie, oK. 1,6 kcal-mol™. Mniejsza energia w rozpuszczalniku wskazuje, ze
wigzanie wodorowe nie moze by¢ opisywane jako integralna wtasno$¢ molekuty, a jako holistyczne
oddziatywanie uwzgledniajace rozpuszczalnik, w jakim peptyd wraz z wigzaniami wodorowymi si¢

znajduje. Dodatkowo, dynamika osrodka sprawia, ze wigzania te moga pekac i wigza¢ si¢ na nowo
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w czasie kilku pikosekund. Te entropowe efekty spowodowaty potrzebg wyznaczenia nie tylko energii
wigzania wodorowego, ale i wkladow entalpowych i entropowych w energi¢ aktywacji wigzania
wodorowego w celu jego doktadniejszego opisu.

Celem pracy doktorskiej bylo przeanalizowanie stabilnosci struktury a-helikalnego
polipeptydu podczas jego rozciagania ze szczegélnym uwzglednieniem roli wigzan wodorowych
w stabilizacji  struktury przestrzennej oraz wyznaczenie parametréw Kinetycznych
i energetycznych pojedynczego wiazania wodorowego, takich jak energia aktywacji i jej wklady
entalpowy i entropowy. Wykonane obliczenia metoda sterowanej dynamiki molekularnej (SMD)
mozna opisaé¢ jako komputerowy eksperyment wytrzymalosciowy, analogiczny do eksperymentu
rozciagania pojedynczego peptydu wykonanego za pomoca mikroskopu sil atomowych (AFM;
rysunek 1.1). Z danych uzyskanych z obliczen wyciagni¢to szereg informacji dotyczacych
stabilnosci i sztywnosci struktury a-helikalnej z i bez sieci wigzan wodorowych w modelowanych

polipeptydach oraz parametry pojedynczego wiazania wodorowego.

2 X

IFAFM(X) Fsup(X)

. 4

F, AFM/SMD

|
3,
|

(a) (b) (€)

Rysunek 1.1. Schemat poréwnawczy eksperymentu wykonywanego za pomocg AFM (a) oraz eksperymentu
komputerowego przeprowadzanego metoda SMD (b). W obu przypadkach otrzyma¢ mozna zalezno$¢ sity
dziatajacej na czasteczke od wydtuzenia badanego peptydu (c)

Eksperymenty pozwalajace na rozcigganie pojedynczych molekut pozwolity scharakteryzowac
m.in. mechaniczne wlasnosci pojedynczych polipeptydéw, jak i pozwolity czeSciowo opisa¢ proces

rozwijania si¢ peptydu [5,6]. Rownoczesnie, rozwoj informatyki i ciagly wzrost mocy obliczeniowe;j
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komputeréw pozwolil na prowadzenie obliczen i symulacji metodami dynamiki molekularnej (MD) na
coraz to wigkszych uktadach, wraz ze stosowaniem modeli explicite rozpuszczalnika, tj. umieszczaniem
symulowanego peptydu w otoczeniu tysiecy — dziesigtek tysigcy molekut rozpuszczalnika. Pierwsza
praca dotyczaca symulacji MD peptydu [7] z 1977 roku dotyczyta obliczen prowadzonych na modelu
zawierajacym 58 aminokwasow nieuwzgledniajacych atomoéw wodoru i czterech dodanych molekut
wody. Catkowita dtugo$¢ trwania wspomnianej symulacji to 9 ps. W chwili obecnej symuluje si¢ uktady
zawierajace nie kilkaset, ale nawet kilka miliondw atoméw — przyktadem moze by¢ symulacja biatka
SPIKE wirusa SARS-CoV-2, w ktorej badano zachowanie si¢ duzego biopolimeru zawierajacego okoto
1,7 miliona atomoéw w czasie symulacji rzedu kilku mikrosekund [8]. Mozliwo§¢ prowadzenia coraz
dhuzszych symulacji na coraz wigkszych uktadach pozwolita odtwarza¢ obliczeniowo eksperymenty
1 zjawiska zachodzace na poziomie atomowym. Dzieki temu mozliwym jest odtworzenie
wykonywanych obecnie eksperymentéw AFM metodami obliczeniowymi, otrzymanie danych jak przy
spektroskopii sit i na ich podstawie, stosujac modele termicznie aktywowanej ucieczki z jamy potencjatu
[9-13] dla wigzania wodorowego, wyznaczenie jego parametrow Kinetycznych i energetycznych.
Mozliwos¢ ta zostata wykorzystana w niniejszej rozprawie doktorskiej. Ponadto, wprowadzajac do
jednego z modeli teoretycznych modyfikacje, wyznaczono wktad entalpowy i entropowy w energie
aktywacji. Korzystajac z mozliwo$ci ingerencji w parametry stosowanego pola sitowego,
zaproponowano modyfikacj¢ oddzialywan elektrostatycznych dla wybranych atoméw symulujac brak
sieci wigzan wodorowych tworzacych a-helise. Dzicki temu mozliwa byta ocena wptywu roli wigzan
wodorowych na stabilno$¢ takiej struktury. Dodatkowo, w pracy pokazano, ze proces deformacji
mechanicznej a-helikalnych polipeptydow w skali atomowej jest zalezny od szybkosci przyktadanego

obcigzenia mechanicznego, o jest zgodne z badaniami eksperymentalnymi i modelami teoretycznymi.

1.2. Opis zawartoSci pracy

Rozprawa doktorska zostata zrealizowana pod kierunkiem dr. hab. Arkadiusza Ptaka, prof. PP,
w Zaktadzie Fizyki Obliczeniowej i Nanomechaniki Instytutu Fizyki, na Wydziale Inzynierii
Materiatowej i Fizyki Technicznej Politechniki Poznanskiej. Rozprawa ma charakter teoretyczno-
obliczeniowy; jej wyniki zostaly opublikowane w dwoch artykutach w czasopismach z listy JCR
(wymienione w wykazie osiggnig¢ naukowych na koncu rozprawy), a takze zamieszczone zostaty
w przygotowanym manuskrypcie pt. ”The role of hydrogen bonds in the stability and the stiffness of
a-helical deca-alanine”. Autor rozprawy samodzielnie wykonal wszystkie zawarte w pracy obliczenia,
opracowat wyniki obliczefi, dokonat ich analizy i interpretacji, formutujac stosowne wnioski. Uktad
redakcyjny rozprawy jest standardowy, z zamieszczonymi na wstepie streszczeniami w jezyku polskim
i angielskim.

Rozdziat pierwszy zawiera motywacje i cel badan, wraz z opisem zawartosci pracy.
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Rozdziat drugi zawiera opis zagadnien wprowadzajacych do tematyki pracy. Przedstawiony
zostal, miedzy innymi, podziat wielopoziomowej struktury biatek. Z uwagi na znaczacg role wigzan
wodorowych w tej budowie zamieszczono krotki opis tych oddziatywan. Dodatkowo zamieszczono opis
gléwnych metod eksperymentalnych, za pomoca ktérych bada si¢ strukture¢ polipeptydow i jej
wlasnosci. Przedstawiono teoretyczne modele wymuszonego silg zerwania wigzania, zastosowane
w celu wyznaczenia parametréw pojedynczego wigzania wodorowego.

W rozdziale trzecim zamieszczono opis stosowanych w pracy metod obliczeniowych.
Rozdziat ten zawiera opis mechaniki molekularnej, metody dynamiki molekularnej oraz sterowanej
dynamiki molekularnej. Dodatkowo zamieszczono w nim metody identyfikacji i klasyfikacji rodzaju
struktury drugorzedowej peptydow i biatek.

Rozdziat czwarty przedstawia modele peptydow, jakie zostaly wybrane do badan:
dekaalaning oraz peptyd ztozony z sekwencji aminokwasow AAKA(AEAAKA)sAC (A — alanina,
K — lizyna, E — glutamina i C — cysteina). Przedstawiono szczegotowo ich budowe oraz opis geometrii
(m.in. rozktad dlugosci wigzan wodorowych, wartosci katow torsyjnych), parametry optymalizacji
geometrii oraz symulacji podgrzewania modelu i symulacji réwnowagowej. W celu ewaluacji
poprawnosci zbudowanych modeli, dokonano ich poréwnania z wybranymi strukturami
krystalograficznymi biatek zawierajacych regiony bogate w a-helisy. W rozdziale tym zaproponowano
rowniez model peptydu dekaalaniny bez sieci wigzan wodorowych, dzigki ktéremu dokonano
poréwnania zmian strukturalnych modelu peptydu z i bez sieci tych wigzan w nastepnym rozdziale.

W rozdziale pigtym przedstawiono wyniki dwoch typow symulacji — metodg MD oraz metoda
SMD, zaro6wno dla modelu dekaalaniny z pelnym opisem elektrostatycznym wigzan wodorowych, jak
i dla modelu z brakiem sieci wigzan wodorowych. Poréwnanie wynikéw dla obu serii symulacji
umozliwito pokazanie wplywu wigzan wodorowych na stabilno$¢ struktury drugorzedowej
a-helikalnego peptydu oraz na oszacowanie udzialu wigzan wodorowych w sztywnosci modelowanego
peptydu.

W rozdziale szostym przedstawiono wyniki dwoch serii symulacji metodg SMD dla modelu
a-helikalnego peptydu ztozonego z sekwencji aminokwaséw AAKA(AEAAKA)sAC. Kazda z serii
symulacji wykonana zostata dla szeregu wartoséci predkosci rozciggania Vsmp, nastepnie z uzyskanych
danych wyznaczono $rednig sile zerwania wigzania wodorowego. Dla danych z pierwszej serii
pomiarowej zastosowano modele teoretyczne wymuszonego sita zerwania wigzania, aby uzyskac
parametry energetyczne i kinetyczne pojedynczego wigzania wodorowego. Dla danych z drugiej serii
pomiarowej zastosowano zmodyfikowany przez autora rozprawy jeden z modeli w celu wyznaczenia
wktadu entalpowego i entropowego w energi¢ aktywacji pojedynczego wigzania wodorowego.

W rozdziale siddmym przedstawiono podsumowanie pracy, gdzie zebrano najwazniejsze

wyniki pracy oraz przedstawiono wnioski koncowe.
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2. Zagadnienia wprowadzajace

2.1. Budowa peptydoéw i bialek

Biatka charakteryzuja si¢ zlozona, wielopoziomowg (hierarchiczng) budowg. Podstawowa
jednostka sktadowsa peptydow i biatek sg aminokwasy, zwiazki organiczne, ktore zawierajg grupe
karboksylowg -COOH oraz grupe aminowa -NHs. Aminokwasy moga si¢ ze sobg laczy¢ za pomoca
wigzania peptydowego, czyli wigzania amidowego migedzy grupa a-karboksylowa jednego aminokwasu
a grupa o-aminowg nastgpnego -CO-NH- tworzac tancuchy zbudowane z dwoch, trzech i wigcej
aminokwasow [14,15]. Z uwagi na to, ze biatka sktadajg si¢ czesto z wielu réznych aminokwasow, ktore
to dodatkowo moga ze soba oddziatywa¢, zachodzi proces zwijania si¢ tancuchow peptyddow, tworzac
tym samym skomplikowane geometrycznie formy. W celu opisu tych form wprowadzono rozréznienie
na 4 poziomy struktur biatek:

1. struktura pierwszorzgdowa — kolejno$¢ wystepowania poszczegolnych aminokwasow

W tancuchu peptydowym,

2. struktura drugorzedowa — przestrzenna struktura fragmentow tancucha polipeptydowego,

3. struktura trzeciorzedowa — struktura zwinigtego, dtugiego tancucha polipeptydowego

ztozonego z wielu struktur drugorzedowych,

4. struktura czwartorzedowa — struktura zwinigtego biatka ztozonego z wielu tfancuchow

polipeptydowych czyli podjednostek.

Tematyka badawcza niniejszej pracy dotyczy struktury drugorzgdowej biatek, a wigc przestrzennego
utozenia aminokwaséw wzgledem siebie we fragmentach tancucha peptydowego. Zmiana wzajemnego
utozenia aminokwasow mozliwa jest dzigki obrotom aminokwaséw wzgledem osi odpowiednich
wigzan biegngcych wzdhuz szkieletu peptydu [15]. Aminokwasy tworzg wzgledem siebie katy torsyjne
— katy dwuscienne pomi¢dzy dwiema ptaszczyznami okre§lonymi przez trzy atomy w cztero-atomowe;j
sekwencji czesci molekuty. Zgodnie z Migdzynarodowag Unig Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC)
zdefiniowa¢ mozna katy torsyjne:

- ¢ — kat opisujacy rotacje wokot wigzania N-C,,

- v — kat opisujacy rotacje wokot wigzania C,-C.

Atom C, definiowany jest jako pierwszy atom wegla w szkielecie wystepujacy po grupie aminowej
w tancuchu -NH3-C,H-R-CO-. W lancuchu peptydowym aminokwasy numeruje si¢ w kolejnosci od
aminokwasu C-terminalnego do N-terminalnego. Polozenie katow torsyjnych ¢ i v przedstawiono na

rysunku 2.1.
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Rysunek 2.1. Katy torsyjne ¢ i y definiujace drugorzedowa strukture peptydow i biatek. Przedstawiony peptyd
to di-alanina w konformacji a-helikalnej. Kolory reprezentuja odpowiednie pierwiastki: turkusowy — wegiel,
niebieski — azot, czerwony — tlen, biaty — wodér. Zaznaczono katy torsyjne ¢ i y, oraz wigzanie peptydowe
migdzy atomem wegla w 1 alaninie, a atomem azotu w 2 alaninie.

Poszczeg6lnym konformacjom tancuchéw peptydowych przypisano charakterystyczne wartosci katow
torsyjnych [15,16]:

e a-helisa — wartosci bliskie ¢=-57°, y= -47°,

e [B-harmonijka — wartosci bliskie ¢p=-119°, y=113°,

e skret — warto$ci bliskie ¢=-60°, y=30°,

e w pelni rozciagniety tfancuch — ¢ = 180°, y= 180°.
W rzeczywistosci katy dla powyzszych konformacji znajduja si¢ w przedzialach wartosci bliskich
podanym warto$ciom, dlatego tez powyzszg definicje struktur drugorzedowych nie nalezy traktowac
sztywno . W przyrodzie wystepuja rowniez inne rodzaje helis, np. n-helisa lub 3.10-helisa [17], niemniej
wymienione cztery typy wystepuja najczesciej. W praktyce do oceny typu konformacji wykorzystuje
sie np. Mape Ramachandrana [16] lub algorytmy identyfikujace strukture biatek (rozdziat 3.4).

Wysoka stabilnos¢ podstawowych struktur peptydow mozliwa jest dzieki oddziatywaniom
pomiedzy odpowiednimi atomami w fancuchu peptydowym, w tym wigzaniom wodorowym. Wigzanie
wodorowe powstaje pomiedzy atomem wodoru i atomem elektroujemnym zawierajacym wolne pary
elektronowe, i ma gtéwnie charakter elektrostatyczny. Nalezy jednak pamiegta¢, ze wigzanie wodorowe
jest efektem kwantowomechanicznym, ktérego istotg jest cze$ciowe wnikniecie protonu wodoru,
biorgcego udzial w wigzaniu kowalencyjnym, w glagb powloki elektronowej pobliskiego
elektroujemnego atomu (np. fluoru, tlenu, azotu), powodujac jej znaczng deformacje, cho¢ nie dochodzi
16



do powstania orbitalu molekularnego. Wigzanie to mozemy wyrazi¢ za pomoca wzoru D-H--A, gdzie
H prezentuje atom wodoru, D jest atomem be¢dacym donorem protonu, tworzgcym wigzanie
kowalencyjne z atomem wodoru, a A jest atomem elektroujemnym bedacym akceptorem protonu
wodoru [14].

Rysunek 2.2. Model wigzania wodorowego. D —donor, A —akceptor, H — atom wodoru, lg — odlegtos¢ pomiedzy
donorem a akceptorem. & i 8* oznaczajg tadunek czastkowy ujemny i dodatni.

Ze wzgledu na energi¢ wigzania wodorowego, wyr6zni¢ mozna podziat wigzan wodorowych na:

- silne — energia oddzialywania w zakresie 14 — 40 kcal-mol™?, dtugo$¢ wigzania 2,2 — 2,5 A,

- §rednie — energia oddziatywania w zakresie 4 — 14 kcal-mol™, dtugo$¢ wigzania 2,5 — 3.2 A,

- stabe — energia oddziatywania w zakresie 0 — 4 kcal-mol™, dlugo$¢ wigzania 3,2 — 4,0 A.

Oczywiscie, powyzszy podzial oraz prezentowane warto$ci energii i dlugos$ci wigzania nie sg $ciste
i prezentujg skomplikowany i ciagly charakter tego oddziatywania. Poniewaz wigzanie wodorowe ma
charakter kwantowy, z punktu widzenia metod ab initio (w tym przypadku Hartree-Focka) w sktad jego
energii wchodza zalezne od potozen jader atomowych i elektronow energie: elektrostatyczna, transferu
tadunku, polaryzacji i wymiany elektronow [19]. O ile energia elektrostatyczna moze mie¢ charakter
przyciagajacy lub odpychajacy, energia polaryzacji ma charakter przyciagajacy, energia transferu
fadunku charakter odpychajacy. Oczywiscie w zalezno$ci od metody wyznaczania energii wigzania
wodorowego sklad i sposob liczenia energii moze si¢ rézni¢, np. metoda rachunku zaburzen
0 adaptowanej symetrii (SAPT) zawiera sktadowe energii elektrostatycznej Eeec, €nergii odpychania
walencyjnego Eexcn, energii indukcyjnej Eing i dyspersyjnej Eaysp [20]. Metody kwantowe wyraznie
pokazuja, ze przy obserwowanych eksperymentalnie dtugo$ciach wigzan wodorowym pomigdzy tlenem
a azotem [21,22] sktadnik elektrostatyczny jest najwiekszy, i jego wktad znaczgco ro$nie wraz

z odlegtoscig pomiedzy atomami tworzacymi wigzanie wodorowe (tabela 2.1).
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Tabela 2.1. Sktadowe catkowitej energii wigzania wodorowego wyznaczone w ramach metody SAPT

mi¢dzy dwiema molekutami wody [20]

R[A] Eeec[kcal-mol™?]  Eexen[kcal-mol™] Eing[kcal-mol™] Edysp[kcal-mol™]
3,0 -7,12 4,90 -1,63 -1,54
3,7 -2,79 0,30 -0,18 -0,31
4.8 -1,12 0,00 -0,12 -0,05

W prostszych metodach obliczeniowych takich jak MD wigzanie wodorowe modeluje si¢ potencjatem
typu Lennarda-Jonesa 12-10, lub tez za pomocg dwoch potencjatow: elektrostatycznego i Lennarda-
Jonesa 12-6 (Patrz Rozdzial 2.1). Warto wspomnieé, ze zakres energii wigzan wodorowych
w biomolekutach jest dosy¢ szeroki i oscyluje w zakresie 4,8 — 6,0 kcal'-mol™ (20 — 25 kJ-mol™) [21],
niemniej w przypadku peptydow w roztworach wodnych obserwuje si¢ wigzania wodorowe W zakresie
stabych wigzan wodorowych tj. od 0,5 — 4,0 kcal'mol™ [23]. Jak pokazujg metody kwantowe, energia
wigzania wodorowego jest zalezna glownie od odlegtosci, jednakze kat pomiedzy donorem, wodorem
a akceptorem moze mie¢ rowniez wpltyw na warto$¢ tej energii, w zaleznosci od budowy i geometrii
aminokwasu. Aby struktura a-helikalna byta stabilna, wigzania wodorowe muszg istnie¢ pomiedzy
atomem tlenu z aminokwasu i a wodorem zwigzanym z atomem azotu w aminokwasie i+4, tworzac
specyficzng sie¢ oddziatywan (rysunek 2.3). W ten sposob powstata struktura geometryczna posiada
okoto 3,6 aminokwasu na peten zwdj helisy [17]. Dhugo$¢ powtarzajacej si¢ a-helikalnej struktury
zostata oceniona na okoto 5,4 A (0,54 nm). Poniewaz, jak wspomniano, definicja poprzez podanie katow
torsyjnych moze nie by¢ $cista, czgsto zaleca si¢ rowniez identyfikowac a-helikalng strukture jako

zawierajacg sie¢ wigzan wodorowych pomigdzy i-tymi a i+4-tymi aminokwasami [15].
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Rysunek 2.3. Model prezentujacy a-helikalny peptyd, dekaalaning z zaznaczonymi wigzaniami wodorowymi
charakterystycznymi dla a-helisy (i — i+4, czerwony, kreskowane linie) oraz schemat sieci tych wigzan.
Zaznaczono atomy tworzace pierwsze wigzanie wodorowe, atom tlenu z 1. aminokwasu oraz atomy wodoru i
azotu z 5. aminokwasu. Kolory reprezentujg odpowiednie pierwiastki: turkusowy — wegiel, niebieski — azot,
czerwony — tlen, biaty — wodor.

Rysunek 2.4. Model prezentujgcy a-helikalng strukture dekaalaniny wzdtuz osi polipeptydu (niebieska wstega)
oraz rzut prostopadty do osi polipeptydu. Na rysunku zaznaczono aminokwas 1 (zielony) i aminokwas 5 (z6tty),
ktore wspottworza petny zwoj a-helisy (przyjmuje si¢ 3,6 aminokwasu na zwdj).

Prace eksperymentalne pokazuja, ze aminokwasy cechuja si¢ r6zng sktonnos$cia do tworzenia helis (ang.
helix propensity) [18]. Aminokwasy takie jak alanina czy lizyna wykazuja duzg sktonno$¢ do tworzenia
helikalnych struktur, podczas gdy np. glicyna nie sprzyja ich tworzeniu. Powyzsze jest bardzo wazne
podczas projektowania sekwencji aminokwasow, za pomoca ktorych chcemy uzyskac stabilng strukture

a-helikalna.
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2.2. Metody badania struktury polipeptydow i bialek

Strukture polipeptydow i bialek oraz jej wlasnosci bada¢ mozna za pomoca metod
eksperymentalnych oraz teoretycznych. W niniejszym podrozdziale przedstawione zostang gtowne
metody eksperymentalne, podczas gdy w nastgpnym rozdziale opisane zostang zastosowane metody
obliczeniowe. Gtéwna metoda stuzaca badaniom struktury zwigzkéw chemicznych nieorganicznych jak
i organicznych, tworzacych krysztaty jest metoda dyfrakcji rentgenowskiej (XRD). Pierwszy raz XRD
w celu badania struktury skrystalizowanego biatka — mioglobiny — zastosowali M. Perutz
i J. Kendrew. Réwnie waznym bylo okreslenie struktury przestrzennej kwasow nukleinowych, na
podstawie wynikéw otrzymanych wspomniana metoda, wykonane przez F. Cricka, J. Watsona
i M. Wilkinsa. Oba osiagnigcia poskutkowaty przyznaniem nagrody Nobla w 1962 roku, odpowiednio
z chemii oraz fizjologii i medycyny. Na chwilg obecna ocenia si¢, ze okoto 90% struktur biatek i kwasow
nukleinowych dostepnych w migdzynarodowej bazie danych struktur biatek i kwaséw nukleionych
Protein Data Bank (PDB) to struktury uzyskane ta metoda. XRD wykorzystuje promieniowanie
rentgenowskie (promieniowanie to charakteryzuje sie krotka dtugoscia fali ok. 1 A), ktore padajac na
analizowany krysztat pod r6znymi katami, oddziatuje z chmurami elektronowymi atomow tworzacych
krysztat. Zgodnie z prawem Bragga nA = 2dsind (rysunek 2.5), powstatle w ten sposob refleksy sa
rejestrowane w postaci obrazow dyfrakcyjnych (w starszych technikach na kliszach filmowych,

w dzisiejszej aparaturze korzysta si¢ z detektoréw promieniowania) i analizowane.

Rysunek 2.5. Schemat rozpraszania promieniowania X na ptaszczyznach krysztatu. A oznacza dlugos¢ fali
promieniowania padajacego na krysztal, d — odleglos¢ migdzy plaszczyznami, 0 jest katem miedzy
plaszczyzna a padajacym promieniowaniem.

20



Zazwyczaj analiza sprowadza si¢ do wyznaczenia trojwymiarowej mapy gestosci elektronowej
w komorce elementarnej krysztatu. Nastgpnie mapa taka zostaje poddana dalszej analizie
matematycznej, dzigki ktorej mozliwe jest wyznaczenie pozycji i odlegto$ci atomoéw wzgledem siebie,
a co za tym idzie katow i dtugosci wigzan. Waznym jest tez ustalenie natury odpowiednich wigzan,
mozliwe dzigki ustaleniu rozktadu gestosci chmur elektronowych wokot atomow. W wyniku
opracowania geometrii oraz natury wigzan mozliwym jest opracowanie modelu przestrzennego badanej
biomolekutly, ktory nastgpnie postluzy¢é moze do dalszych badan obliczeniowych. Standardowa
rentgenografia pozwala na badanie struktury makrokrysztatow biatek o wielkosci ok. 50 um, ale dzigki
rozwigzaniom takim jak seryjna krystalografia femtosekundowa mozliwym sg badania nanokrysztatow
o wielkosci od 100 nm do 10 um. Warto wspomnie¢, ze uzupelieniem badan rentgenograficznych jest
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Uzupetnia ona badania krystalograficzne,
ponadto ma t¢ przewage, iz dzigki niej mozemy badac¢ strukturg 3D biatek zanurzonych w naturalnym
srodowisku — w roztworze wodnym, a takze uzyska¢ informacje o kinetyce reakcji. W przypadku badan
strukturalnych bialek oraz kwaséw nukleinowych wykorzystuje sic metody 2D spektroskopii NMR,
oparte na jadrowym efekcie Overhausera. Zjawisko to polega na wzajemnym przekazywaniu energii
miedzy uktadami jader, ktore biorg udzial w rezonansie (jadra rezonansowe), a uktadami jader, ktore
nie s3 w danej chwili pobudzone (jadra nierezonansowe). W wyniku oddziatywan dipolowych energia
pobudzenia z jader nierezonansowych (o$wietlanych dodatkowo promieniowaniem o odpowiednio
dobranej czgstotliwosci) przenoszona jest do grupy jader rezonansowych (mechanizm ten nosi nazwe
relaksacji skosnej). Wykorzystujac fakt, iz szybkos¢ tego mechanizmu jest zalezna od odlegtosci
r migdzy oddziatujagcymi ze sobg dipolami jadrowymi jak r° wyznaczyé mozna odlegtosci
migdzyatomowe, co pozwala na okreslenie trojwymiarowej struktury badanego biatka w roztworze
[27,28]. Narzgdziem, ktore pozwala na szybka identyfikacje typu struktury biatek w buforach
fizjologicznych jest dichroizm kotowy (CD). Metoda ta, dzigki analizie widm pozwala na oszacowanie
drugorzedowego sktadu strukturalnego bialek w probce. Pomimo, ze metoda ta nie daje szczegdtowe;j
informacji o potozeniach atoméw, jak XRD lub NMR, jest szeroko stosowang metoda w pracach
badawczych dotyczacych polipeptydow i biatek [29].

Opisujac metody eksperymentalne badania struktury polipeptyddéw i biatek, z uwagi na
charakter pracy wspomnie¢ nalezy o metodzie AFM. Metoda ta nie pozwala na przestrzenne
zobrazowanie struktury atomowej polipeptydow oraz bialek, ale pozwala na prowadzenie
eksperymentow mechanicznych z pojedynczymi biopolimerami [5]. Zasada dziatania AFM polega na
pomiarze sity oddziatujacej pomigdzy atomami probki a specjalnie w tym celu przygotowanym ostrzem.
Wychylenia mikrobelki z ostrzem podczas skanowania probki sg rejestrowane, a nastepnie analizowane.
Zakres sil, jakie mozna mierzy¢ za pomocg tej metody, to od 10° N do 102 N. AFM pracowaé moze
W trzech podstawowych trybach: kontaktowym, w ktérym ostrze AFM znajduje si¢ w zakresie sit krotko

zasiegowych odpychajacych; bezkontaktowym, w ktorym ostrze znajduje si¢ w zasiggu sit dlugo
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zasiggowych elektrostatycznych lub przyciagajacych van der Waalsa; oraz kontaktu przerywanego,
w ktorym mikrobelka wprowadzana jest w drgania powodujace cykliczne uderzanie ostrza

0 powierzchnig¢ (rysunek 2.6)

E

Tryb bezkontaktowy

Tryb przerywanego kontaktu

Tryb kontaktowy

Rysunek 2.6. Potencjat typu Lennarda-Jonesa z zaznaczonymi strefami zasiggu oddziatywan
wykorzystywanych w trzech podstawowych trybach pracy AFM.

Ten sposodb dziatania, wraz ze skanowaniem, tj. przemieszczaniem ostrza nad probka, oraz
rejestrowaniem sit, pozwala na mapowanie powierzchni badanego materialu. Uwzgledniajac, ze na
ostrze mogg oddziatywaé sity nie tylko miedzyatomowe, ale i elektrostatyczne czy magnetyczne,
technikg ta mozna obrazowac szereg réznych materiatéw organicznych jak i nie organicznych. Inng
zaleta metody jest mozliwo$¢ pomiaréw sity tarcia w skali atomowej. Nieoceniong zaleta AFM jest
mozliwos$¢ rejestrowania sity podczas rozwijania polipeptydow i biatek. Spektroskopia sit jest metoda
pozwalajaca na badanie oddziatywan pomiedzy molekula a podtozem lub sit wiazacych molekuty.
Techniki spektroskopii sit pozwalajg na pomiar wtasnosci mechanicznych pojedynczych polimerow
(zarowno nieorganicznych jak i organicznych) lub nawet pojedynczych wigzan. Wykorzystujac AFM,
rejestruje si¢ tzw. krzywe (charakterystyki) sity, czyli zaleznosci sity mierzonej przez ugiecie
mikrobelki mikroskopu w funkcji przemieszczenia si¢ skanera piezoelektrycznego. Dynamiczna
spektroskopia sit (DFS) jest rozwinigciem powyzszej techniki pozwalajacym na rejestrowanie krzywych
sily przy roznych szybkosciach separacji ostrza od probki, np. badanej molekuty. Wyniki uzyskane za
pomoca tej metody mozna analizowac stosujac modele termicznie aktywowanej ucieczki z jamy
potencjatu, dzigki czemu uzyskuje si¢ informacj¢ na temat kinetyki zrywania pojedynczego wigzania.
Generalnie, modele te wykazuja logarytmiczng (lub zblizong) zalezno$¢ rejestrowane;j sity od szybkosci

obcigzenia e, tj. szybkosSci przyktadania sity, zazwyczaj definiowanej jako pochodna sity w czasie.
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Dodatkowo, zaawansowane modele pozwalaja na wyznaczenie parametrow opisujacych doktadniej
oddziatywanie np. wysoko$¢ bariery potencjatu tj. energi¢ aktywacji wigzania. Z uwagi na charakter
eksperymentow obliczeniowych metoda SMD (por. rysunek 1.1 a) i b) oraz rysunek 2.7), ktora pozwala
na symulowanie eksperymentu AFM, obie techniki sg stosowane jednocze$nie w celu opisu badanego

oddziatywania w wielu problemach badawczych [4,30].
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Rysunek 2.7. Przyktadowy profil sity w funkcji przesuniecia skanera (tzw. krzywa sily) dla oddziatywania
biatko-ligand w eksperymencie spektroskopii sit [31] (a) oraz teoretyczna zalezno$¢ rejestrowanej sity
zrywajacej 0od szybko$ci obcigzania (b). Kolorami zaznaczono przebieg prostego (czerwony) oraz jednego z
zaawansowanych (niebieski) modeli aktywowanej ucieczki z jamy potencjatu, opisujacych zalezno$¢ sity od
szybkosci obcigzenia.

2.3. Modele teoretyczne wymuszonego sila zerwania wigzania

Modele teoretyczne wymuszonego sita zerwania wigzania, a doktadniej modele indukowanej
sitg i termicznie aktywowanej ucieczki z jamy potencjatu (ang. thermally activated and force-faciliated
escape from one-dimensional well) znalazty szerokie zastosowanie w badaniu procesow dotyczacych
m.in. wigzania si¢ liganda z biatkiem czy zjawiska nanoadhezji, za ktore odpowiedzialne jest wiele
oddzialywan takich jak sity van der Waalsa, oddziatywania elektrostatyczne czy sity kapilarne. Modele
te pozwalajg na analize zalezno$ci sity zrywajacej od szybkos$ci obcigzania badanej molekuty
w eksperymentach DFS z wykorzystaniem AFM, jak i SMD.

Energi¢ swobodng oddzialywania wiazacego mozna przedstawi¢ za pomoca potencjatu
o charakterze potencjalu Lennarda-Jonesa z wystgpujaca bariera aktywacji powstajaca wskutek

przytozenia zewnetrznej sity, po przekroczeniu ktorej uktad przechodzi ze stanu zwigzanego b do stanu
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zerwanego u (rysunek 2.8). Roznice energii pomiedzy stanem zwigzanym a zerwanym mozna
zdefiniowac jako energi¢ wigzania AGpu. Im wigksza ta warto$¢, tym silniejsze jest wigzanie. Dodatkowa
wielkoscig charakteryzujaca potencjal oddziatywan to odleglo$¢ od minimum potencjatu do bariery
potencjatu, xg. Warto zauwazy¢, ze im wigksza jest ta odlegtosc, tym szersza jest studnia potencjatu —
co oznacza wigkszy czas zycia wigzania (wigksza stabilno$¢ wigzania). Wysokos§¢ bariery w stosunku
do minimum potencjatu to energia aktywacji AGg, bedaca energia potrzebng do zerwania wigzania, czyli
pokonania bariery. Modele indukowanej sitg i termicznie aktywowanej ucieczki z jamy potencjatu
zaktadaja, ze pokonanie bariery mozna utatwi¢ za pomoca zwigkszania temperatury uktadu tworzacego
wigzanie lub tez za pomocg przytozenia zewngtrznej sity, ktora obniza barierg potencjatu, utatwiajac jej
przekroczenie. Badania eksperymentalne oraz prace teoretyczne wykazaly, ze istnieje zaleznos$¢ sity
zrywania wigzan od szybkosci obcigzania, co dato podstawe do opracowania modeli wymuszonego sitg
zerwania wigzania opisujacych parametry potencjatu oddziatywania takie jak szerokos¢ bariery Xg,

energi¢ aktywacji AGg czy energi¢ wigzania AGpy.

Rysunek 2.8. Schemat energii swobodnej oddzialywania pomiedzy dwoma ciatami prezentujacy przebieg
energii bez przytozonej sity (linia ciggla) oraz po przylozeniu sity deformujacej oddziatywanie (linia
przerywana). AGpy — 16znica energii swobodnej stanu zwigzanego w stosunku do zerwanego, AGg— energia
swobodna aktywacji bez przylozonej sity deformujacej oddziatywanie, Xg — odleglo$¢ pomigdzy minimum
potencjatu (stan zwigzany) a maksimum bariery potencjatu, E, — energia stanu zwigzanego, E, — energia stanu
Zerwanego
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W oparciu o model Kramersa [9] Bell wyprowadzil wzoér na zalezno$¢ statej dysocjacji

wigzania od przylozone;j sity:

kogt(F) = kogrexp (%) 2.3
kaT

gdzie k%¢ — stala dysocjacji wigzania bez przylozonej sily zewnetrznej, X — odlegto$¢ pomiedzy
minimum potencjatu (stan zwigzany) a maksimum bariery potencjatu, ks — stala Boltzmana,
T — temperatura [10]. Na podstawie rownania 2.3 Evans i Ritchie [11] wyznaczyli logarytmiczna
zalezno$¢ sity zerwania wigzania Fumb od szybkos$ci obcigzenia rg...
Fanp = Fgln <T—FO) 2.4
Fgkoge

gdzie re zaktadana jest w modelu jako stata a Fg = keT-Xg? nazywana jest sitg fluktuacji
termicznych. Model Bella-Evansa, pomimo szerokiego stosowania, ma ograniczenia — za jego pomoca
otrzyma¢ mozna informacj¢ na temat stalej dysocjacji wigzania oraz szerokosci studni potencjatu xg,
bez informacji na temat jej wysokos$ci (energii aktywacji) lub energii wigzania. Dodatkowo, model ten
nie uwzglednia ponownego wigzania zerwanych wigzan, cO jest dos¢ powszechnym zjawiskiem
w przypadku bardziej dalekozasiggowych oddziatywan niz wigzania kowalencyjne oraz niewielkich
predkos$ci rozciggania wigzan. Z uwagi na powyzsze opracowane zostaly bardziej zaawansowane
modele uwzgledniajgce w pewnym stopniu ksztatt potencjatu — model Dudko-Hummera-Szabo (DHS)
[12], czy tez zjawisko ponownego wigzania — model Friddle’a-Noya-De Yoreo (FNDY) [13].

Model DHS wyprowadzony zostat z teorii Kramersa uwzgledniajac stochastyczny charakter
ucieczki ze studni potencjatu. W takim ujeciu, wyrazenie na statg dysocjacji pod wptywem sity Kofi(F)

ma nastepujaca postac:

E(x)—Fx —E(x)—Fx

kT (dx e ksT dx
bariera 25
E(x) —E(x) )

eksTdx [ . e ksT dx
bariera

. e
koff(F) — kgff fstudnla

fstudnia

Autorzy zaproponowali liniowo-kubiczny ksztalt potencjatu energii w czesci od minimum do bariery
(wyktadnik y = 2/3) i wyprowadzili wyrazenie na najbardziej prawdopodobng sit¢ zrywajaca:
0 AGg 4
AGg kgT koskgTexp (kB_T>

Finp=—+1- l 2.6
unb )/XB AGB n XBT‘F

W wyrazeniu tym oprocz Koo i Xs wystepuje energia aktywacji wigzania, AGp. Zatem stosujgc ten model
do eksperymentalnie wyznaczonej zalezno$ci sily zrywajacej od szybkosci obcigzenia mozna

wyznaczy¢ t¢ energie.
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Model FNDY jest rozszerzeniem modelu Bella-Evansa zawierajacym dodatkowy parametr tzw.
site rownowagows Feq (ang. equilibrium force), ktora jest sita wystarczajacg do pokonania bariery
potencjatu przez uktad znajdujacy si¢ w stanie rownowagi pomigdzy zrywaniem i odtwarzaniem
zerwanych wigzan:

Foq = \/2kefrBGou 27
gdzie kesr jest stata sprezystosci uktadu, a AGpy jest roznicg energii swobodnej pomigdzy stanem
zwigzanym a zerwanym. W tym modelu zalezno$¢ sity zrywajacej od szybkosci obcigzania opisuje
wyrazenie:

TF
Funp = Feq + Fgln <1 +e7V —) 2.8
Fgkoee(Feq)

gdzie vy jest stata Eulera-Mascheroniego rowna 0,577, a Ko(Feq) jest stata dysocjacji wigzania pod
wplywem sity Feq. Za pomoca tego modelu mozna wyznaczy¢ site Feq, a w konsekwencji warto$¢ AGpy.

Stosujagc  powyzsze modele mozna z danych eksperymentalnych otrzymac¢ parametry
potencjatu charakteryzujgcego wigzanie. Pomimo, ze modele te bazuja na réznych zatozeniach,
rownoczesne ich stosowanie do odpowiednich zakreséw szybkoSci obcigzania pozwala uzyskac

uzupetniajace si¢ informacje na temat energetyki badanego oddziatywania.
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3. Metody obliczeniowe
3.1. Mechanika molekularna i pole silowe

Dla kazdego uktadu fizycznego poddawanego symulacjom, jednym z najwazniejszych
parametrow jest jego energia. Modelujac biopolimery musimy pamigtac, ze molekuly te maja wymiary
rzedu nanometrow, dlatego tez przy wszelkich obliczeniach energii musimy bra¢ pod uwagg efekty
kwantowe. Aby rozwigza¢ doktadnie zagadnienie energetyczne dla molekuty, musieliby$Smy rozwiazac
elektronowe rownanie Schrodingera dla kazdego ustalonego potozenia jader atomowych. Niestety, dla
uktadéw ztozonych jakimi sg polipeptydy 1 biatka, rozwigzanie takiego zagadnienia bytoby
matematycznie trudne i bardzo czasochtonne. Nie mniej, stosujac przyblizenie Borna-Oppenheimera
mozna zatozy¢, ze jadra atomowe znajduja si¢ w potencjale pochodzacym od gestosci elektronowej oraz
od innych jader atomowych. Zastgpienie potencjatu pochodzacego od kwantowych (elektronowych)
stopni swobody odpowiednio sparametryzowanym potencjatem klasycznym pozwala na uzyskanie
modelu mechanicznego, ktory jest podstawg mechaniki molekularnej. Parametryzacja ta powinna by¢
tak dobrana, aby jak najdoktadniej odpowiadata opisowi kwantowemu molekuty. Pole sitowe (FF)
mozna zatem zdefiniowa¢ jako pole skalarne V(r) energii oddziatywan wewnatrzmolekularnych
w przestrzeni konfiguracyjnej jader. Sity oddzialywujace na atomy mozna wowczas wyznaczy¢ jako
sktadowe wektora F=-W(r) w przestrzeni 3N-wymiarowej. Ogolna posta¢ takiego
sparametryzowanego potencjatu klasycznego opisujacego molekute ma postac:

H(p,vr)=V(r)+T(p) 3.1
gdzie p — pedy atomow, r — potozenia atomow, T(p) — klasyczna energia kinetyczna atomow
traktowanych jak punkty materialne, V(r) jest funkcja potencjalng uktadu. Energie kinetyczng T(p)
opisujemy jako:

2
Pi
T = 3.2
(») 2m,

Energia potencjalna V(r) w tym podejéciu jest reprezentowana w postaci sumy tatwo interpretowalnych
i weryfikowalnych eksperymentalnie cztondéw, ktore odpowiadaja za mozliwe w molekule zmiany
geometryczne, takie jak deformacja wigzan, katow miedzy nimi, obroty czesci molekut wokot osi.
Dodatkowo uwzglednione sa oddziatywania migdzyatomowe, takie jak oddziatywania elektrostatyczne
oraz Van der Waalsa. W klasycznych polach sitowych wigzania traktowane sa jako nierozerwalne.
Drgania wigzan traktowane sg jak drgania sprezyny W zakresie stosowalno$ci prawa Hooke'a. Podobnie,
katy walencyjne, czyli katy lezace pomigdzy sasiednimi wigzaniami rowniez opisuje si¢ za pomocg
potencjatu harmonicznego. Oddziatywania elektrostatyczne mogg by¢ opisywane za pomocg potencjatu
elektrostatycznego, ale istnieja rowniez metody zaawansowanego opisu elektrostatyki, stosowane
w zaleznosci od problematyki, przed ktdrg staje badacz wykorzystujacy FF. Oddziatywania Van der
Waalsa najczesciej opisuje si¢ za pomocg wspomnianych juz potencjatdow Lennarda-Jonesa, najczesciej
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typu 12-6. Niemniej, z uwagi na wielo$¢ FF, poszczegolne mogg si¢ r6zni¢ dodatkowymi formutami
majacymi opisa¢ wybrane zjawisko. Dodatkowo, parametry opisujace funkcje zawarte w polu sitowym
dla tych samych atoméw czy zwigzkéw rowniez mogg si¢ roznic, dlatego tez waznym jest, aby przed
zastosowaniem do wybranego problemu badawczego, zapoznaé si¢ z danym polem sitowym
i sprawdzi¢, do jakiego rodzaju molekut czy zwiazkoéw jest dedykowane. Istnieje wiele pol
dedykowanych biopolimerom (np. CHARMM, AMBER), oddziatywaniom warstw zwiazkow
nieorganicznych (np. IFF) czy tez ogdlnego zastosowanie (np. UFF) [32,33]. Pelna postaé funkcji pola
sitowego CHARMM w wersji 36 przedstawia si¢ nastepujgco:

1 1 3.3
+ zqu,((p — @)+ ZE"“’“ + cos(nw — 6)]

+ 2o [ - CO T+ Y

W zaleznosci od pola sitowego powyzsze wzory moga mie¢ r6zng postaé, niemniej kazde FF

stara si¢ mechanicznie jak najlepiej przyblizy¢ rézne typy oddzialywan wewnatrzczasteczkowych oraz
miedzyczasteczkowych. Aby prawidtowo opisywa¢ oddzialywania w molekule, polimerze czy
peptydzie niezbedne jest zroznicowanie traktowania atoméw w danym polu sitowym. Wtasnosci danego
atomu zaleza od jego konfiguracji elektronowej oraz umiejscowienia danego atomu w molekule np.
atomy wegla w benzenie moga mie¢ inne wlasnosci niz atomy wegla w szkielecie peptydowym, rowniez
wigzania w poszczeg6élnych molekutach tworzone przez wegiel mogg mie¢ rézne parametry. W polu
sitowym wykonuje si¢ zrdéznicowanie atomdéw poszczegdlnych pierwiastkow na kilka kategorii,
zwanych typami potencjatu. Dla kazdego typu potencjalu atomu wyznacza si¢ osobne parametry takie
jak state sitowe wigzania, dtugos$ci rownowagowe wigzan etc. Parametry te wyznaczane sg réznymi
metodami — zaréwno eksperymentalnymi, takimi jak kalorymetria, spektrometria mas, rentgenografia,
dyfrakcja elektronéw i neutrondéw, IR, Raman, NMR, jak i metodami obliczeniowymi (metody

kwantomechaniczne ab initio).
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Tabela 3.1. Sktadowe pola sitowego CHARMM w wersji 36 wraz z krotkim opisem [33]

Posta¢ funkcji Przebieg funkcji

Opis funkcji

1
V= Sk (r = 70)?

potencjal  energii  wiazan  kowalencyjnych,
przyblizonych modelem oscylatoréw harmonicznych,
zachowujacych si¢ zgodnie z prawem Hook’a
(energia odksztalcenia wigzania jest proporcjonalna
do kwadratu warto$ci odksztalcenia od dlugosci
rownowagi). Ky stala sitowa, rp dtugosé
rOwnowagowa wigzania, I — dlugo$¢ wiazania

1
Vo = Eke(g —0)*

potencjal energii katow migdzy wigzaniami,
przyblizonych modelem oscylatoréw harmonicznych.
ke ~ stala sitowa, 0y ~ kat rOwnowagowy, 0 — kat
miedzy atomami

1 2
V(p = E’Qp(‘p = o)

potencjal energii niewlasciwych katéw torsyjnych,
czyli takich, ktore znajduja si¢ w ukladzie trzech
atomoéw pierscienia 1 podstawnika na Srodkowym z
tych atomow. k; ~ stata sitowa, ¢o ~kat rownowagowy,
¢ — kat migdzy atomami

1
V, = Ek“’[l + cos(nw — §)]

potencjal energii dwusciennych katéw torsyjnych
wigzan, wokot ktorych mozliwy jest obrot. K., — stata
sitowa, Ko _ parametr reprezentujacy kat
rOwnowagowy, @ — parametr reprezentujacy kat
rOwnowagowy, n — parametr  okreslajacy
periodycznos$¢ danego wigzania

Vas = 1 (22) - (22)]

potencjal energii oddziatywan niewiazacych van der
Waalsa pomigdzy atomem A i B, opisywany
potencjatem Lennarda-Jonesa. Wyktadnik potegi
rowny 6 wynika z przyciggajacego oddziatywania van
der Waalsa pomiedzy wyindukowanymi dipolami
elektrycznymi neutralnych atomow. Wyktadnik
rowny 12 wiaze si¢ z energiag odpychania na matych
odleglosciach. Wielko§¢ & jest miarg energii
przyciagania (minimum potencjatu, wystepujace dla
ras = 2Y65), natomiast oag jest odlegtoscia, dla ktorej
migdzy atomami V=0. Odleglo$¢ miedzy atomami A
iBtor.

r
1
€4p = \/€a€R, Ogp = E(UA + o)
174
1
v, = da9B L
4meey T
r" r

potencjal kulombowskich energii potencjalnych. &
oraz ¢ oznaczaja przenikalno$¢ dielektryczna prozni i
osrodka, Qa,gs - tadunki elektrostatyczne atomow A i
B, r — odlegto$¢ miedzy atomami A i B
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Wszystkie uktady (chemiczne, biologiczne, fizyczne) daza do osiagnigcia stanu o jak najnizszej
energii. Dzigki matematycznej postaci FF, znajac geometri¢ molekuty mozna dokonac algorytmicznego
poszukiwania minimum funkcji opisujacej oddziatywania w molekule — operacja ta nazywana jest
optymalizacjg geometrii. Kazda mozliwa konformacyjnie posta¢ molekuty odpowiada punktowi na
powierzchni energii catkowitej czasteczki w funkcji wspotrzednych wszystkich jader tworzacych ta
czasteczke. Minimum na tej wielowymiarowej powierzchni jest punktem stacjonarnym, z ktérego
przesunigcie jader powoduje wzrost energii czasteczki. Przyjmuje sie, ze takie minimum odpowiada
najstabilniejszej konformacji molekuty, a zatem najbardziej prawdopodobnej w naturze. Do
poszukiwania minimum energetycznego stosowane s3 algorytmy iteracyjne wyszukiwania minimum
(ekstremum funkcji) zadanej funkcji celu — w tym przypadku energii catkowitej FF. W przypadku
czasteczek i opisujacego je pola sitowego idea tej metody jest znalezienie takiego zestawu odleglosci
i katéw pomiedzy atomami w czasteczce, aby energia pola sitowego dla takiej geometrii byta minimalna
(rysunek 3.1), czyli pochodna funkcji energii po wspotrzgdnych jest zerowa. Najczes$ciej uzywane
algorytmy w modelowaniu biomolekut to algorytmy I-stopnia (wykorzystujace I pochodng funkcji), np.
algorytm najszybszego spadku oraz algorytmy sprzezonych gradientéw, a takze algorytmy II-stopnia
(wykorzystujace rowniez II pochodna lub jej przyblizenia), np. Newtona lub kwazi-niutonowskie. Do
przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej, czyli mozliwych geometrii czasteczki, wykorzystuje sie tez
metody Monte Carlo (MC), oparte na losowych zmianach poszczegdlnych odleglosci i katow
w molekule.

Energia

Energia wigzania

Oglegtosc miedzy jagdrami

Rysunek 3.1. Ideowy schemat energii wewngtrznej czasteczki Hy opisanej funkcja Lennarda-Jonesa w funkcji
odlegtosci migdzy jadrami atoméw wodoru. Dla pewnej rownowagowej odleglosci R pomigdzy atomami
wodoru funkcja opisujgca energie czgsteczki przyjmuje warto$¢ minimalng — dla tej odlegtosci (geometrii)
czasteczka znajduje sie w stanie stacjonarnym. Optymalizacja geometrii jest procedurg majacg na celu znalezé
metodami obliczeniowymi odlegltos¢ R.
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Najprostszym algorytmem stuzacym optymalizacji geometrii jest algorytm najszybszego
spadku. W przypadku tej metody, wielko$ciag umozliwiajaca minimalizacje jest kierunek spadku
gradientu energii d:

d=-VU(r) 34
gdzie U(r) jest energia pola sitowego, na podstawie ktorej dokonuje si¢ minimalizacji, r opisuje
polozenia atomoéw czasteczki. W przypadku tego algorytmu wybieramy konformacje poczatkowa
(oznaczmy ja Io), definiujemy maksymalng liczb¢ krokow obliczen i wykonujemy kolejne iteracje

obliczen zgodnie z ponizszym wyrazeniem tak dtugo, az liczba krokéw nie osiaggnie zatozonego limitu:

Tky1 =T — akVU(rk) 3.5

Wielko$¢ ox jest wspotczynnikiem regulujacym wielkos¢ kroku. Nalezy pamiegtaé, ze algorytm
najszybszego spadku nie gwarantuje uzyskania minimum globalnego, natomiast bedzie kierowat
w Kierunku najblizszego minimum lokalnego funkcji. Liczba krokéw minimalizacji energii powinna
by¢ tak dobrana, aby w skonczonym czasie mozliwym byto osiggnigcie minimum. W praktyce liczba ta
jest wyznaczana empirycznie podczas obliczen wstgpnych i testowych poniewaz silnie zalezy ona od
ztozonosci uktadu jaki jest poddawany minimalizacji. Pewnym problemem w przypadku optymalizacji
geometrii duzych molekut w rozpuszczalniku jest fakt, ze FF nie uwzglgdniajg zmian entropii
wplywajacych réowniez na struktur¢ molekuty. Dlatego czesta praktyka jest — jesli to mozliwe —
porownanie uzyskanej po optymalizacji struktury z danymi krystalograficznymi, lub skorzystanie
zmetod identyfikacji rodzaju struktury drugorzedowej w celu poréwnania uzyskanej geometrii
z danymi eksperymentalnymi [34]. Problem minimalizacji energii (optymalizacji geometrii) jest
w dalszym ciggu szeroko analizowany i badany, zwlaszcza w kontek$cie przewidywania drugorzedowej
struktury biatek. Minimalizacja energii jest zabiegiem stosowanym przed kazda symulacja MD czy MC.
Dzigki osiagnigciu przez optymalizowana molekute stanu o najnizszej energii, zapewnia si¢ stabilizacje
algorytméw catkujacych w MD oraz uzyskuje si¢ najbardziej prawdopodobna, naturalng geometri¢

molekuty.
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3.2. Dynamika molekularna

Dynamika molekularna jest metoda obliczeniowa polegajaca na numerycznym rozwigzywaniu
roéwnan ruchu Newtona dla uktadu wielu atomow. W tym celu nalezy postuzy¢ si¢ FF jako opisem
oddzialywan pomigdzy wszystkimi atomami w symulowanej molekule. Sformutowanie réwnan ruchu
1 ich numeryczne scalkowanie po czasie prowadzi do uzyskania trajektorii (zbioru pedéw i polozen
w funkcji czasu) wszystkich atomoéw w przestrzeni fazowej przy ustalonych potozeniach poczatkowych.
Metoda MD jest metoda deterministyczng, zatem wynik symulacji zalezy S$ci§le od parametrow
poczatkowych.

Il zasada dynamiki przedstawia relacj¢ pomiedzy sitami dziatajacymi na czastke a druga
pochodna potozenia czastki po czasie. Dla uktadu N czastek mozna zapisa¢:

d%r
i ez

=F,i=12,-,N 3.6
gdzie m; — masa i-tej czastki, ri — wektor potozenia i-tej czastki, Fi — wektor sity dziatajacej na i-tg
czastke, t — czas integracji. Warto$¢ sity dziatajacej na i-tg czgstk¢ mozna obliczy¢ znajac postaé
catkowitego potencjatu oddzialywan dzialajacego na czastke:
F; = —VVpp, 3.7

Poniewaz zagadnienie oddziatywania na siebie wielu cial jest analitycznie nierozwiazywalne,
w catkowaniu numerycznym réownan ruchu stosuje si¢ odpowiednie algorytmy. Istnieje wiele metod
i algorytméw numerycznego calkowania — poczawszy od schematu réznicowego Eulera, poprzez
algorytmy Verleta, skonczywszy na algorytmach Rungego-Kutty oraz algorytmach ekstrapolacyjno-
interpolacyjnych. Doboér algorytmu zalezy przede wszystkim od problemu obliczeniowego — przede
wszystkim ilosci elementdow w symulowanym uktadzie i czasu symulacji. Tworcy pakietow
oprogramowania stuzacego do prowadzenia symulacji wybieraja algorytmy gtéwnie opierajac si¢ na
kryterium efektywnos$ci. Obecnie za pomoca MD symuluje si¢ uktady zawierajace nawet do milionow
atomow, odwzorowujac procesy trwajace do kilkudziesieciu-kilkuset nanosekund, co stanowi olbrzymie
wyzwanie obliczeniowe. Nalezy zatem rozwazy¢, czy dobor mniej doktadnego, ale efektywniejszego
algorytmu nie jest korzystniejszy, zwlaszcza w przypadku duzych ukladéw biologicznych.
W zagadnieniach zwigzanych z symulacjami uktadéw biologicznych najczgsciej stosuje si¢ algorytmy
Verleta, uzyskane dzigki rozwinigciu rownan ruchu w szereg Taylora dla potozenia r, predkosci

Vv i przyspieszenia a:

r(t + At) = r(t) + v(t)At + %a(t)Atz + -

v(t + At) = v(t) + a(t)At + - 3.8

a(t + At) = a(t) + b(t)At + -~
gdzie t oznacza aktualny czas, a At — krok czasowy. Algorytmy te posiadaja wazng dla fizyki

obliczeniowej cechg — dosy¢ dobrze spetniajg prawo zachowania energii, pgdu i momentu pedu. Warto$¢
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energii w sposOb oscylacyjny fluktuuje wokot pewnej wartosci, co jest bardzo pozadane podczas
dhugotrwatych symulacji. Dodatkowo, algorytmy te wymagajg tylko jednokrotnego obliczenia sit
w kazdym kroku, oraz sg stosunkowo tatwe do implementacji. Powszechnie stosowane sg trzy glowne
typy algorytméw Verleta (w zaleznosci od zagadnienia, mogg by¢ modyfikowane np. w sytuacji
zrownoleglania obliczen na klastrach obliczeniowych lub stacjach roboczych) — algorytm podstawowy

(rownanie 2.5), ,.leap-frog” (rownanie 2.6) oraz predkosciowy (réwnanie 2.7):

F(t)At?
r(t + At) = 2Ar(t) —r(t — At) +

3.9
[r(t + At) — r(t — At)]

3 At + 0(At?)

v(t) =

At
r(t + At) = r(t) + AtAv (t + 7)

U(H_%):v(t_g)_i_F(t)At 3.10

2 m

F(t)At?
r(t + At) = r(t) + v(t)At +

[F(t + At) + F(t)]At 3.11

v(t+At) =V (t) + o

W przypadku symulacji molekut stosuje si¢ standardowo krok czasowy At rzedu femtosekundy
(1 fs = 1-10%° sekundy). Jest to spowodowane konieczno$cig opisania najszybszego mozliwego ruchu
oscylacyjnego w molekule, wystepujacego w wigzaniu C-H. Majac zadany krok czasowy oraz znajac
poczatkowe potozenia atomoéw symulowanej molekuly w przestrzeni (dodatkowo okreslajac przestrzen
symulacji w postaci prostopadto$cianu lub sfery) nalezy przypisa¢ przed prowadzeniem symulacji
kazdemu atomowi w molekule predkosci poczatkowe. Mozliwe jest to dzigki zdefiniowaniu
temperatury T, w jakiej prowadzona jest symulacja (metody kwantowe oraz sama mechanika
molekularna nie uwzgledniaja wptywu temperatury). Predkosci poczatkowe przypisywane sa losowo

kazdemu z atomow tak, aby spetniony byt rozktad Maxwella-Boltzmana dla zadanej temperatury:

% _mvd
) v2e 2kpTAv 3.12

F0) =4 (57

gdzie m — masa atomu, kg — stata Boltzmanna, T — temperatura, f — utamek czgstek o predkosciach
lezacych w waskim przedziale (v; v+A4v). Majgc powyzsze dane wejSciowe mozna rozpoczaé
prowadzenie obliczen w warunkach, kiedy liczba czastek N, objeto$¢ symulowanego uktadu V i energia
catkowita E uktadu jest stala. Ten sposob prowadzenia obliczen nazywamy zespotem statystycznym
mikrokanonicznym NVE. Innym sposobem jest utrzymanie podczas symulacji statej objetosci uktadu

i temperatury — zespot NVT. Czesto stosowanym zespotem jest rowniez zespot NpT, w ktorym stosuje
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si¢ algorytmy pozwalajgce na utrzymanie statego ci$nienia i temperatury. Dobor zespolu statystycznego
zalezy od problemu badawczego i wielkosci, ktore chcemy analizowaé po przeprowadzeniu obliczen.
Nalezy pamigtac, ze np. w zespole NpT utrzymujemy state ci$nienie i temperature, jednakze w trakcie
trwania symulacji zmienia si¢ objetos¢ symulowanego uktadu poprzez dziatanie algorytmu skalujagcego
pozycje atomoéw. W tym przypadku chcac analizowac geometri¢ badanego uktadu musimy pamigtac, ze
jest ona zaburzona dziataniem algorytmu utrzymujacego stale cisnienie. W przypadku zespotu NVT
symulujemy uktad w statej objgtosci i temperaturze, bez skalowania pozycji atoméw — geometria
molekuty nie jest zaburzona poprzez dziatanie algorytmow, niemniej warto$ci ci$nienia symulowanego
uktadu beda fluktuowaty w trakcie trwania symulacji. Najprostsza metoda utrzymywania statej
temperatury jest skalowanie pre¢dkosci atomow z kazdym krokiem czasowym o kazdorazowo wyliczany
czynnik k=(ToT*)¥, gdzie To jest temperaturg docelowa, T jest temperatura biezaca wyznaczana
z energii kinetycznej atoméw uktadu. Metoda ta jednak nie pozwala na utrzymanie statej temperatury
przez dhugie czasy symulacji rzedu kilku nanosekund, dlatego stosowane sa zaawansowane algorytmy
tzw. termostaty. Przykladem takiego termostatu jest termostat Berendsena, w ktorym skalowanie
predkosci zalezne jest od czynnika vy, zaleznego od czasu relaksacji T atomow zanurzonych w kapieli
cieplnej:

1
r=[z - s
Inng czgsto stosowang technikg pozwalajaca na prowadzenie dtugich symulacji i utrzymywanie statej
temperatury jest prowadzenie dynamiki Langevina. Metoda ta jest rozwinigciem MD polegajacym na
dodaniu do réwnan ruchu wspotczynnika ttumienia tarcia z otoczeniem oraz losowych sit:

d*r

dr
miﬁ m; +Ri 3.14

i—)’a

gdzie y oznacza wspotczynnik tlumienia tarcia z otoczeniem, a Ri oznacza losows sit¢ dziatajaca na

=F

atom i. Zazwyczaj w dostepnych pakietach obliczeniowych definiuje si¢ wspotczynnik y (standardowo
stosuje sie wielkosci rzedu kilku ps™). Dynamika Langevina pozwala na precyzyjniejsze kontrolowanie
sredniej energii kinetycznej uktadu a wiec temperatury. Powyzsza metoda jest przydatna w symulacjach
prowadzonych w otoczeniu $rodowiska wodnego reprezentowanego przez obecno$¢ w przestrzeni
symulacji molekut wody (model srodowiska explicite) jak i podczas symulacji prowadzonej
w srodowisku wodnym reprezentowanym odpowiednig parametryzacja pola sitowego i symulacji
(model srodowiska implicite). Warto zauwazy¢, ze symulujac uktady biologiczne wplyw srodowiska
wodnego jest znaczacy na konformacje i geometric modelowanej molekuty, stad tez zaleca sig
stosowanie modelu explicite, czyli poprzez otoczenie w przestrzeni symulacji molekuty czasteczkami
wody. Atomy w tych czasteczkach rowniez sg sparametryzowane, ich opis za pomocg parametrow
(dlugos¢ wiazan, kat pomiedzy atomami H — O — H, tadunek oraz wystepowanie dodatkowych

wirtualnych tadunkow) nazywa si¢ typami wody. Symulujac uklady biologiczne warto réwniez

34



stosowac technike periodycznosci srodowiska, aby zapewni¢ ciagto$¢ osrodka, w ktorym znajduje si¢
molekuta. Tworzy si¢ wirtualne obrazy przestrzeni symulacji, uzywajac periodycznych warunkow
brzegowych (PBC) tak, aby jak najwierniej odtworzy¢ warunki naturalne rozpuszczalnika, w jakim
znajduje si¢ molekuta i zapobiec efektom brzegowym (sytuacji, w ktorej molekula zbliza si¢ do
krawedzi przestrzeni symulacji). Po przeprowadzeniu symulacji metoda MD otrzymujemy zbior
potozen i predkosci lub pedow wszystkich atomow uktadu w czasie. Zbior ten, nazywany trajektoria,
mozna nastepnie analizowaé, wyznaczajac z niego interesujace badacza parametry takie jak: $rednia
dhugos¢ wigzan, i katow, odchylenie S$redniej kwadratowej pozycji atoméw (RMSD), srednia

temperatura, Srednie energie wewngtrzne i wiele innych. [32,35]

3.3. Sterowana dynamika molekularna

Sterowana dynamika molekularna jest rozwinigciem dynamiki molekularnej [36]. W metodzie
tej stosuje si¢ dodatkowy potencjal pomiedzy wirtualnym atomem poruszajagcym si¢ w okreslonym
kierunku z zadang predkoscig a wybranym atomem lub grupa atoméw symulowanej molekuty, ktorej
drugi koniec blokuje si¢ w przestrzeni. Dzigki takiej operacji mozliwym jest stopniowe rozciaganie lub
$ciskanie czasteczki w czasie, rejestrujac przy tym sile dziatajaca na uprzednio wybrany atom molekuty.

Potencjal SMD opisany jest wyrazeniem:
1
Vsmp = 5 ksmp (Vsmpt — AT) 3.15

gdzie kswp jest statg sitowa potencjatu SMD, vsup jest predkoscia, z ktdrg porusza si¢ wirtualny atom
SMD (rysunek 3.2). W praktyce technika ta pozwala na prowadzenie wirtualnego eksperymentu
analogicznego do spektroskopii sit wykonywanej za pomoca AFM. W wyniku obliczen uzyska¢ mozna
charakterystyki sily, ktore analizowa¢ mozna tymi samymi metodami jak w przypadku DFS. Nalezy
jednak zwréci¢ uwage na rézne szybkosci przyktadania sity —w symulacjach SMD nawet do tysigcy
N-s, podczas gdy w spektroskopii sit za pomocg AFM szybko$¢ ta jest ok. 6 rzeddéw nizsza. Pomimo
tego w obu metodach obserwuje sie zaleznos¢ sity rozwijania od szybkos$ci obcigzenia, a dane
z symulacji pozwalajg poméc w interpretacji wynikow uzyskanych metodami eksperymentalnymi
[31,35].
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Rysunek 3.2. Schemat symulacji SMD. Pomigdzy wirtualnym atomem poruszajacym si¢ z predkosciag Vsmvp a
wybranym atomem molekuly przylozono dodatkowy potencjat SMD, opisany stalg sitowa ksmp. Podczas
trwania symulacji molekuta rozciggana jest zgodnie z kierunkiem poruszania si¢ wirtualnego atomu.
Rejestrowanie sity dziatajacej na wybrany atom w funkcji wydluzenia molekuty pozwala na sporzadzenie

charakterystyki sity, analogicznie jak w spektroskopii sit za pomoca AFM.

3.4. Metody rozpoznawania drugorzedowej struktury bialek

W zagadnieniach zwigzanych ze strukturg przestrzenng peptydow oraz bialek zasadniczym jest
umiejetnos¢  okreslenia struktury drugorzedowej symulowanej molekuty. W rozdziale 2.1
przedstawiono warto$ci katow torsyjnych, pozwalajace na okreslanie rodzaju struktury drugorzgdowej
peptydu. Poniewaz jednak przytoczone wartosci katow torsyjnych w rzeczywistosci nie sg warto$ciami
absolutnymi, powszechnie uzywa si¢ technik pozwalajacych pomoc zakwalifikowaé dang geometrig¢ do
odpowiedniego rodzaju. Jednymi z najpopularniejszych s mapa Ramachandrana oraz algorytm
STRIDE [37]. Mapa Ramachandrana jest graficzna reprezentacjg wartosci katow torsyjnych ¢ i y
szkieletu peptydowego. Na tej mapie znajdujg sie obszary reprezentujgce przynalezno$¢ aminokwasu

0 danych katach torsyjnych do odpowiedniego rodzaju struktury (rysunek 3.3):
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Rysunek 3.3. Ideowy schemat mapy Ramachandrana z zaznaczonymi obszarami struktury typu a-helisy
prawoskretnej (ar), lewoskretnej (o), helisy 3-10 (310) oraz beta-harmonijki (B).

Naniesienie wartos$ci katéw torsyjnych dla kazdego z aminokwasow na mape Ramachandrana
pozwala w prosty i szybki sposob zidentyfikowaé podstawowe (nie wszystkie) rodzaje struktury
badanego peptydu. Bardziej wyrafinowanym sposobem identyfikacji jest zastosowanie odpowiednich
algorytméw. Przyktadem jest algorytm STRIDE, opracowany w celu rozpoznawania szeregu rodzajow
struktur drugorzedowych biatek. Oprocz kryterium katéw torsyjnych, algorytm ten zawiera dodatkowo
potencjat typu Lennarda-Jonesa z potggami 8-6 majacy na celu identyfikowa¢ wiazania wodorowe
pomigdzy odpowiednimi aminokwasami w analizowanym peptydzie. Identyfikacja wigzania
wodorowego polega na wyznaczeniu energii tego wigzania z zaleznosci:

Eup = E.EE, 3.16
E: jest wspomnianym wczes$niej potencjalem typu Lennarda-Jonesa 8-6:

cC D
E=—5-= 3.17

Gdzie r jest odlegloécia miedzy donorem a akceptorem tworzacym HB, parametr C = -3 Ep I’
[kcal-A®-mol?], parametr D = -4 En ry° [keal-A®mol™]. En Oraz rm s3 parametrami opisujacymi
optymalne minimum energii i odlegto$¢ rownowagowa dla HB (w szkielecie peptydowym przyjeto Em
= -2,8 kcal-mol?, rm = 3,0 A). Sktadowe E, oraz E; opisujace zaleznosci kierunkowe wigzania HB
definiuje si¢ odpowiednio:

E, = cos®p 3.18
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(0.9 + 0.1sin 2t;)cos ty,0 < t; < 90° 3.19
E = {K; (K, — cos?t;)3cos ty, 90° < t; < 110°
0, t; >110°

gdzie p i to sa katami definiujacymi odchylenie atomu wodoru od idealnego, liniowego wigzania
wodorowego, Ki i K sg statymi sitowymi katowymi. Warunkowa kombinacja wyrazen na energi¢
wigzania wodorowego w odpowiednio zdefiniowanych zakresach katow pozwala na precyzyjniejsze
przypisanie danej struktury do odpowiedniego typu. W niniejszej pracy do identyfikacji drugorzedowe;j
struktury badanych modeli wykorzystana zostata implementacja algorytmu STRIDE w postaci wtyczki
do pakietu oprogramowaniu VMD (ang. Visual Molecular Dynamics) [37,38].
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4. Modele molekularne polipeptydow

W przeprowadzonych obliczeniach wykorzystano dwa modele a-helikalnych peptydéw,
zbudowane za pomoca oprogramowania VMD [38] — dekaalaning, ztozong z dziesi¢ciu aminokwasow
tego samego typu: alaniny, oraz AAKA(AEAAKA)sAC, ztozonego z alaniny (A), lizyny (K), kwasu
glutaminowego (E) i1 cysteiny (C). Budowa modeli polegala na stworzeniu w przestrzeni
trojwymiarowej tancucha aminokwaséw z uprzednio predefiniowanymi warto§ciami katow
torsyjnychmi ¢ = -57°, y = -47° Tak uzyskane modele zostaty zapisane w formacie Protein Data Bank
(PDB), szeroko stosowanym do zapisu geometrii biatek w przestrzeni. Przed przeprowadzeniem
wilasciwych symulacji, struktury zostaly poddane optymalizacji geometrii oraz stopniowemu
podgrzewaniu w pakiecie obliczeniowym NAMD [39] z wykorzystaniem pola sitowego CHARMM36.
Krok czasowy podczas symulacji to 1 fs. W celu ewaluacji poprawno$ci uzyskanych struktur,
porownano ich parametry geometryczne z wybranymi biatkami, dla ktoérych znana jest geometria
zbadan krystalograficznych. Wartosci parametréw geometrycznych podawane w tym rozdziale
wyznaczone zostaty jako $rednie arytmetyczne, natomiast niepewnos$ci pomiarowe zostaly obliczone

jako odchylenie standardowe.

4.1. Model dekaalaniny

Model dekaalaniny zbudowany zostat z 10 reszt aminokwasowych alaniny. Wybor tego
aminokwasu wynikal gléwnie z jego duzej sklonnosci do tworzenia a-helikalnych struktur [18].
Procedura budowania modelu i obliczen wstgpnych byla nastgpujaca:

- budowa aminokwasu z predefiniowanymi katami torsyjnymi (¢p = -57°, y = -47°),

- optymalizacja geometrii modelu in vacuo — 100 krokow,

- umieszczenie modelu w pudle periodycznym o rozmiarach 35 -38 - 31 A z rozpuszczalnikiem
—modelem wody TIP3P. Sam polipeptyd sktada si¢ z 115 atomdw, natomiast struktura w pudle
periodycznym wraz z rozpuszczalnikiem — woda — zawiera 4219 atoméw (1368 molekut wody),

- optymalizacja geometrii calego uktadu — 5000 krokow,

- stopniowe podgrzewanie modelu od 0 K do 300 K w 450 000 krokow, co odpowiada czasowi
symulacji 450 ps,

- symulacja wygrzewajaca MD w statej temperaturze T = 300 K przez 500 000 krokow, co

odpowiada czasowi symulacji 500 ps.
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Rysunek 4.1. Model dekaalaniny przed optymalizacja geometrii. Kolory reprezentujg odpowiednie pierwiastki:
cyjan — wegiel, niebieski — azot, czerwony — tlen, biaty — wodor. Przerywang niebieska linig zaznaczono
wigzania wodorowe.

Rysunek 4.2. Model dekaalaniny w pudle periodycznym wypetnionym molekutami wody po optymalizacji
geometrii i podgrzewaniu do temperatury 300 K. Kolorem niebieskim zaznaczono otaczajgce peptyd molekuty
wody, kolorem czarnym zaznaczono dekaalaning.
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Rysunek 4.3. Przebieg energii catkowitej podczas optymalizacji geometrii peptydu in vacuo (100 krokow
obliczeniowych) oraz peptydu w wodzie (5000 krokow obliczeniowych).
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Rysunek 4.4. Przebieg temperatury (czerwona krzywa) oraz energii catkowitej uktadu (niebieska krzywa)

podczas symulacji podgrzewania peptydu (450 000 krokéw co odpowiada 450 ps) i wygrzewajacej dynamiki
molekularnej (500 000 krokow co odpowiada 500 ps).

41



Rysunek 4.3. przedstawia przebieg energii modelu podczas optymalizacji geometrii, zarowno
peptydu in vacuo jak i catego uktadu (peptydu w pudle periodycznym z wodg). Podczas optymalizacji
uktad osiagnat widoczne plateau i minimalng energie catkowita -19 750 kcal-mol™. Po stopniowym
podgrzaniu energia catkowita uktadu w temperaturze 300 K wynosita -11 500 kcal-mol™. Podczas
symulacji wygrzewajacej MD, zaréwno temperatura uktadu jak i energia calkowita, zachowywaty staty
poziom (rysunek 4.4), co $wiadczy o stabilnosci symulacji.

W celu analizy uzyskanej geometrii pomierzono warto$ci katow torsyjnych oraz odleglo$ci
pomigdzy atomami tworzacymi wigzanie wodorowe (odlegtosci  donor —akceptor) po

zoptymalizowaniu uktadu.

Tabela 4.1. Warto$ci katow torsyjnych dla kazdego z aminokwasow dla uzyskanej po obliczeniach

optymalizacji geometrii dekaalaniny w wodzie

Aminokwas ¢ [°] v [°]
ALA1 0 -130,7
ALA2 -72,3 -37,4
ALA3 -60,0 -41,7
ALA4 -72,8 -36,1
ALA5 -57,3 -50,6
ALAG -712,2 -24,1
ALA7 -57,5 -47,2
ALAS8 -82,5 -38,6
ALA9 -62,6 153,9

ALA10 -127,8 0

Tabela 4.2. Wartosci odlegltosci donor — akceptor wigzania wodorowego (HB) uzyskane po obliczeniach

optymalizacji geometrii dekaalaniny w wodzie

Donor HB Akceptor HB Dtugo$¢ HB [A]
ALAlL ALAS5 3,12
ALA2 ALAG6 2,83
ALA3 ALA7 2,75
ALA4 ALAS8 3,09
ALA5 ALA9 3,01
ALAG6 ALA10 514

Aminokwasy 1, 9 i 10 warto$ciami katow torsyjnych odbiegaja od struktury a-helikalnej (Tabela 4.1).
Srednie warto$ci katow torsyjnych dla aminokwaséw 2 — 8 wynosza odpowiednio ¢ = (-67,8 + 9,6)°,
v = (-39,4 + 8,6)°1 sg zblizone do wartosci predefiniowanych (¢ = -57° , y = -47°). Srednia odlegto$é
pomiedzy donorem a akceptorem dla uzyskanej geometrii wynosi (3,3 = 0,9) A. Na postawie dtugosci
HB (tabela 4.2) mozna wnioskowa¢, ze podczas symulacji cze$ciowo rozwinigta zostata koncowa cze$é

molekuty — dlugoéé ostatniego wigzania wodorowego ALAG — ALA10 wzrosta do 5,14 A. Poniewaz
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jednak koncowe aminokwasy w kazdym tancuchu polipeptydowym wykazujg si¢ duza dynamika,
uzyskana geometria zostala uzyta do dalszych obliczen metoda dynamiki molekularne;.

W dalszej czgscei obliczen przeprowadzono symulacje wygrzewajacg dynamiki molekularnej
0 czasie trwania 500 ps. W celu doktadnej identyfikacji struktury drugorzedowej zastosowano algorytm
STRIDE (rysunek 4.5). W catym przedziale obliczen aminokwasy 2 — 8 zostaty zidentyfikowane jako
a-helikalne. Aminokwasy 1 i 10 nie tworza a-helikalnej struktury, natomiast aminokwas 9 czgsciej
przyjmuje konformacje a-helikalng niz rozwinigta. Aminokwasy rozpoczynajace i konczace tancuch
polipeptydowy wykazuja si¢ zawsze zwickszona dynamika — nie posiadajg partnera wspoltworzacego
Z nimi wigzanie peptydowe i tym samym ich sktonno$¢ do tworzenia rozwinigtej geometrii jest znacznie

wieksza podczas symulaciji.

1 Ata
2 ATA
3 ALA
4 ATA
5 ALA

6 ALA

7 ALA
B8 ALA
9 ALA

10 Ara

|
0 ps 250 ps 500 ps

B alfa-helisa M skret B 3.10 helisa [ ] Szkielet rozwiniety

Rysunek 4.5. Tlustracja identyfikacji drugorzedowej struktury uzyskanej geometrii podczas dynamiki molekularnej
w T =300 K przez 500 ps z uzyciem algorytmu STRIDE.

Na podstawie wynikow uzyskanych dziecki STRIDE obliczono parametr a-helikalnosci A,
ktory zdefiniowa¢ mozna jako stosunek liczby wystapien a-helikalnych aminokwaséw do liczby
wszystkich wystapien aminokwasow w jednostce czasu symulacji. Doktadniej zdefiniowa¢ mozna ten
parametr jako sumg liczby aminokwaséw a-helikalnych n liczong od ramki i do ramki j, podzielong

przez liczbe wszystkich aminokwasow m pomnozong przez liczbe sumowanych ramek (j —i + 1):
j
k=i "t
=__ZR=L® 10009 4.1
m(G—-i+1) %

Liczba wszystkich aminokwasow m wynosi 10, poczatkowa ramka zapisanej symulacji i = 1, koncowa
j =500. Suma liczby aminokwasow, ktore podczas symulacji od ramki i = 1 do ramki j = 500 miaty
strukture o-helikalng wynosi 3778 wystapien, wobec tego obliczony parametr o-helikalnosci
A =75,56%.

Dla przeprowadzonej symulacji wygrzewajacej wyznaczono $rednig warto$¢ odlegtosci donor-
akceptor dla wszystkich wigzan HB. Z przeprowadzonych obliczef uzyskano wynik (3,2 + 0,4) A, co

jest akceptowalnym wynikiem dla dlugoéci wiazan wodorowych (2,5 A — 3,5 A).
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Rysunek 4.6. Rozktad czestosci wystepowania odleglosci donor — akceptor w uzyskanej geometrii podczas
symulacji wygrzewania MD. Analizowano wigzania wodorowe pomiedzy atomami tlenu O aminokwasu i a
atomami azotu N aminokwasu i+4 (patrz rysunek 1.3 i 3.1).

Podczas symulacji wygrzewajacej pomierzono wartosci katow torsyjnych dla aminokwasow
2 —8 (zgodnie z wynikami algorytmu STRIDE, sa one w a-helikalne podczas trwania symulacji
wygrzewajacej MD). Wartosci $rednie katow torsyjnych uzyskane podczas symulacji wynosza

¢ = (-65 £ 10)°, y = (-37 + 13)°.
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Rysunek 4.7. Rozktad czgstosci wystepowania katow torsyjnych wszystkich aminokwaséw modelowanej struktury
dekaalaniny podczas symulacji wygrzewajacej MD

W uzyskanej koncowo symulacji 7 na 10 aminokwasow posiada geometri¢ o-helikalna
(A = 75.56%). Aminokwasy 1 i 10 jako koncowe nie posiadaty konformacji a-helikalnej, natomiast

aminokwas 9 wykazywat wyrazna tendencje do tworzenia tego typu struktury. Odlegtosci pomiedzy
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donorem a akceptorem wigzania wodorowego sa w akceptowalnym przedziale. Po pordwnaniu
ze strukturami referencyjnymi (rozdziat 4.4) uzyskiwang w ten sposob geometri¢ uznano za poprawnie

reprezentujacg a-helikalng strukture drugorzedows.

4.2. Model dekaalaniny bez sieci wigzan wodorowych

W celu oceny roli wigzan wodorowych w stabilnosci i sztywnosci a-helisy postanowiono
wykorzysta¢ mozliwos¢ zmiany parametrow pola sitowego CHARMM36, tak, aby zredukowaé
obecno$¢ wigzan wodorowych podczas prowadzenia symulacji MD i SMD. Metody
kwantomechaniczne pozwalaja wyznaczy¢ skladowe catkowitej energii wigzania wodorowego,
niemniej w polu sitowym, zgodnie ze wzorem 2.3, potencjal wigzania wodorowego reprezentowany
jest za pomoca oddziatywania elektrostatycznego oraz potencjatu van der Waalsa. Poniewaz energia
elektrostatyczna ma decydujacy wkiad w calkowita energi¢ wigzania wodorowego dla odleglosci
roéwnowagowych i wigkszych niz rownowagowe dla wigzania wodorowego (tabela 2.1 i 4.3) mozliwym
jest modyfikacja tadunku w polu sitowym dla tych atomow, ktore oddziatujac przyciagajaco formuja

wigzania wodorowe migdzy aminokwasami i a i+4.

Tabela 4.3. Porownanie udziatu energii elektrostatycznej w catkowitej energii wigzania wodorowego

w funkcji odlegltosci R donora od akceptora [20]

R[A] Eelec [kcal - mol™] Epozostate [kcal - mol™] Ens [kcal-mol?]
3,0 -7,12 1,73 -5,39
3,7 -2,79 -0,19 -2,98
4,8 -1,12 -0,17 -1,29

Tak zmodyfikowane pole sitowe powinno symulowaé¢ brak wigzan wodorowych podczas
symulacji MD i SMD, o ile w tej drugiej metodzie model peptydu bedzie rozciggany, tj. odlegtosci
miedzy donorem a akceptorem begda rowne badz wigksze od odlegtosci rownowagowej. Symulacje
sciskania peptydu wymagatyby dalszych ingerencji w polu sitlowym i modyfikacji parametréw
potencjatu Lennarda-Jonesa.

Zgodnie z rysunkiem 2.3, pomiedzy atomem tlenu z aminokwasu n a atomem wodoru
zwigzanym z atomem azotu wigzaniem kowalencyjnym z aminokwasu n+4 istnieje oddziatywanie
przyciagajace elektrostatyczne. Domys$lne tadunki elektrostatyczne czastkowe dla tej pary wynosza (o
= -051 e oraz gun = +0,31 e. W celu zasymulowania wyeliminowania tego oddzialywania
przyciagajacego, dla wszystkich atoméw wodoru zwigzanych z atomem azotu w szkielecie peptydowym
zmieniono fadunek na gun = 0,00 e. Aby zachowa¢ catkowity neutralny tadunek polipeptydu dokonano
kompensacji tadunku na tlenie, zmieniajac tadunek do wartosci qo = -0,20 e (rysunek 4.8).

Przeprowadzono szereg symulacji dla tej samej geometrii polipeptydu (dekaalaniny) w polu sitowym
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z 1 bez modyfikacji parametrow elektrostatycznych. Wyniki poréwnawcze symulacji MD i SMD

przedstawiono w nastepnym rozdziale pracy.

© ©

.5 % % .

E 3 £ £ E

585 § § £ § ¢

82 & 2 % £ S p

58 5 § g § 3 8

z Zz z z = z ad =

13 XP1 2 ALA N NH1 -0.470000 14.0070

14 Xp1 2 ALA HN H 0.310000 1.0080
Mm 15 xp1 2 ALA CA CT1 0.070000 12.0110
I 16 xp1 2 ALA HA HB1 0.090000 1.0080
N 17 Xp1 2 ALA CB CT3 -0.270000 12.0110
© 18 Xp1 2 ALA HB1 HA3 0.090000 1.0080
T 19 XP1 2 ALA HB2Z HA3 0.090000 1.0080
EO 20 XpP1 2 ALA HB3 HA3 0.090000 1.0080

21 Xp1 2 ALA C C 0.510000 12.0110

22 Xpl1 2 ALA O 0 -0.510000 15.9990

13 Xp1 2 ALA N NH1 -0.470000 14.0070
% 14 Xp1 2 ALA HN H 0.000000 1.0080

15 XpP1 2 ALA CA CT1 0.070000 12.0110
B 16 XP1 2 ALA HA HB1 0.090000 1.0080
O 17 ¥p1 2 ALA CB CT3 -0.270000 12.0110
© 18 Xp1 2 ALA HB1 HA3 0.090000 1.0080
T 19 XP1 2 ALA HB2Z HA3 0.090000 1.0080
§ 20 XP1 2 ALA HB3 HA3 0.090000 1.0080

21 Xp1 2 ALA C C 0.510000 12.0110

22 Xpl1 2 ALA O 0 -0.200000 15.9990

Rysunek 4.8. Modyfikacja parametrow pola sitowego pozwalajaca modelowac redukcje wiazan wodorowych.
Na czerwono zaznaczono atomy, dla ktorych zostaty zmodyfikowane wartosci fadunkéw elektrostatycznych
uzywane podczas symulacji (tlen O oraz atom wodoru H przy azocie N).
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4.3. Model AAKA(AEAAKA)sAC

Model AAKA(AEAAKA)sAC zbudowany zostat z 36 aminokwasow: alaniny A, lizyny K,
kwasu glutaminowego E oraz cysteiny C. Analogicznie do modelu dekaalaniny, wybor aminokwasow
wynikat z wysokiej sktonnosci tworzenia a-helikalnych struktur [18]. Procedura budowania modelu
1 obliczen wstepnych byta nastepujaca:

- budowa aminokwasu z predefiniowanymi katami torsyjnymi (¢p = -57° , y = -47°),

- optymalizacja geometrii modelu in vacuo — 100 krokow,

- umieszczenie modelu w pudle periodycznym o rozmiarach 25 -165 - 25.5 A z rozpuszczalnikiem
—modelem wody TIP3P. Sam polipeptyd sktada si¢ z 461 atomdéw, natomiast struktura w pudle
periodycznym wraz z rozpuszczalnikiem — woda — zawiera 9239 atoméw (2926 molekut wody),

- optymalizacja geometrii calego uktadu — 5000 krokow,

- stopniowe podgrzewanie modelu od 0 K do temperatury docelowej (staty wzrost 0,333 K na
1 ps) i symulacja MD w stalej temperaturze, co odpowiada tgcznemu czasowi symulacji 1000
ps (1 ns),

- symulacja wygrzewajaca MD w statej temperaturze 2 000 000 krokéw, co odpowiada czasowi
symulacji 2 000 ps (2 ns).

Symulacje podgrzewania i wygrzewania prowadzone byly na potrzeby dalszych badan w temperaturach

T =270, 280, 290, 300, 305 i 310 K. Dokonano analizy geometrii struktury dla symulacji w T = 300 K.

Rysunek 4.9. Model AAKA(AEAAKA)sAC przed optymalizacjag geometrii. Kolory reprezentujg odpowiednie
pierwiastki: cyjan — wegiel, niebieski — azot, czerwony — tlen, bialty — wodor. Przerywang niebieska linig
zaznaczono wigzania wodorowe.

Rysunek 4.10. Zbudowany model AAKA(AEAAKA)sAC w pudle periodycznym wypetnionym molekutami
wody po optymalizacji geometrii i podgrzewaniu do temperatury 300 K. Kolorem niebieskim zaznaczono
otaczajace peptyd molekuly wody, kolorem czarnym zaznaczono polipeptyd.
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Rysunek 4.11. Przebieg energii calkowitej podczas optymalizacji geometrii peptydu in vacuo (100 krokow
obliczeniowych) oraz peptydu w wodzie (5000 krokow obliczeniowych).
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Rysunek 4.12. Przebieg temperatury (czerwona krzywa) oraz energii catkowitej uktadu (niebieska krzywa)
podczas symulacji podgrzewania peptydu (1 000 000 krokéow co odpowiada 1 000 ps) i wygrzewajacej
dynamiki molekularnej (2 000 000 krokéw co odpowiada 2 000 ps) dla docelowej temperatury T = 300 K.
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Rysunek 4.12 przedstawia zachowanie si¢ energii modelu podczas optymalizacji peptydu in vacuo oraz
po umieszczeniu w §rodowisku wodnym. Podczas optymalizacji caty uktad osiggnat widoczne plateau,
osiggajac poziom energii catkowitej bliski -40 000 kcal-mol™. Po podgrzewaniu i podczas symulacji
wygrzewania dynamiki molekularnej dla temperatury docelowej T = 300 K energia catkowita oraz
temperatura uktadu zachowywaty si¢ stabilnie, osiagajac Etorar = (-22 290 + 110) kcal-mol? oraz
T =(298,1+2,6) K. Rysunek 4.13 przedstawia krzywe podgrzewania dla temperatur, T = 270, 280, 290,
300, 305 310 K. Dla temperatur:

- T =270 K — czas wygrzewania 810 ps, symulacja MD 190 ps,

- T =280 K — czas wygrzewania 840 ps, symulacja MD 160 ps,

- T =290 K - czas wygrzewania 870 ps, symulacja MD 130 ps,

- T =300 K — czas wygrzewania 900 ps, symulacja MD 100 ps,

- T =305 K — czas wygrzewania 915 ps, symulacja MD 85 ps,

- T =310 K — czas wygrzewania 930 ps, symulacja MD 70 ps.
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Rysunek 4.13. Przebieg krzywych temperatury uktadu podczas symulacji podgrzewajacej (0.333 K na 1 ps) i
krotkiej symulacji wygrzewajacej (dopetnienie do 1 ns) dla temperatur T = 270, 280, 290, 305 i 310 K.

Po osiggnieciu temperatury docelowej uktad zachowywat si¢ stabilnie osiggajac nastepujace wartosci
energii catkowitej (Wyznaczone z ostatnich 50 ps symulacji podgrzewania):

- temperatura docelowa 270 K — srednia energia (-24 500 + 120) kcal/mol, $rednia T (270,7 £ 2,5) K,

- temperatura docelowa 280 K — srednia energia (-23 730 £ 100) kcal/mol, $rednia T (280,1 £ 0,3) K,
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- temperatura docelowa 290 K — $rednia energia (-22 940 + 290) kcal/mol, $rednia T (291,3 £ 1,8) K,
- temperatura docelowa 300 K — $rednia energia (-22 290 + 110) kcal/mol, $rednia T (298,1 £ 2,6) K,
- temperatura docelowa 305 K — $rednia energia (-21 700 + 110) kcal/mol, $rednia T (305,4 £+ 1,9) K,
- temperatura docelowa 310 K — srednia energia (-21 290 + 120) kcal/mol, $rednia T (309,2 + 3,3) K.

W celu analizy struktury uzyskanej po optymalizacji geometrii a przed dynamika molekularng

Zmierzono wartosci katow torsyjnych oraz odleglosci pomigdzy atomami tworzacymi wigzanie

wodorowe. Pomierzone warto$ci zamieszczono w tabelach 4.4 1 4.5.
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Tabela 4.4. Warto$ci katow torsyjnych dla kazdego z aminokwasow po optymalizacji geometrii
modelu AAKA(AEAAKA)sAC

Aminokwas ¢ [°] v [°]
ALAL 0 -103,6
ALA2 68,29 67,77
LYS3 -64,82 -38,18
ALA4 -62,74 -41,62
ALA5 -63,72 -46,23
GLU6 -56,41 -39,11
ALA7 -63,46 -36
ALAS8 -59,26 -46,86
LYS9 -78,99 -32,68

ALA10 -57,7 -50,97
ALA1l -58,54 -43,81
GLU12 -75,97 -33,71
ALA13 -73,7 -30,83
ALA14 -64,14 -45,15
LYS15 -57,84 -43,45
ALA16 -50,46 -53,02
ALA17 -60,88 -43,17
GLU18 -65,05 -37,82
ALA19 -57,17 -43,45
ALA20 -56,99 -38,67
LYS21 -64,81 -33,1
ALA22 -88,75 -31,98
ALA23 -57,57 -45,43
GLU24 -58,37 -46,06
ALA25 -72,38 -27,44
ALA26 -71,01 -40,04
LYS27 -65,98 -40,95
ALA28 -60,6 -38,07
ALA29 -62,48 -41,9
GLU30 -57,62 -44,88
ALA31 -62,19 -36,54
ALA32 -68,01 -42,56
LYS33 -65,97 -36,67
ALA34 -64,99 -31,7
ALA35 -88,11 -1,517
CYS36 -65,78 0

Wartosci katow torsyjnych dla aminokwasow 1, 2, 35 i 36 odbiegaja od struktury o-helikalnej. Srednie
warto$ci katow torsyjnych dla aminokwasow 3 — 34 wynosza odpowiednio ¢ = (-64,0 + 7,7)° , y = (-40

+ 6)°1 sg zblizone do predefiniowanych wartosci katow (¢ = -57°, y = -47°).

51



Tabela 4.5. Wartosci odlegtosci donor — akceptor wigzania wodorowego po optymalizacji geometrii
modelu AAKA(AEAAKA)sAC

Donor HB Akceptor HB Dhugoéé¢ HB [A]
ALAl ALA5 6,761
ALA2 GLUG6 2,933
LYS3 ALA7 2,833
ALA4 ALA8 3,166
ALAS5 LYS9 3,094
GLUG6 ALA10 2,816
ALA7 ALA1l 3,145
ALAS8 GLU12 3,269
LYS9 ALA13 2,697

ALA10 ALAl14 3,048
ALA1l LYS15 3,372
GLU12 ALA1G6 3,122
ALA13 ALA17 2,734
ALAl14 GLU18 3,173
LYS15 ALA19 3,031
ALAI16 ALA20 3,270
ALA17 LYS21 3,893
GLU18 ALA22 3,374
ALA19 ALA23 2,728
ALA20 GLU24 2,805
LYS21 ALA25 3,135
ALA22 ALA26 3,026
ALA23 LYS27 3,032
GLU24 ALA28 2,875
ALA25 ALA29 3,140
ALA26 GLU30 2,807
LYS27 ALA31 2,842
ALA28 ALA32 2,910
ALA29 LYS33 3,179
GLU30 ALA34 3,062
ALA31 ALA35 3,072
ALA32 CYS36 3,128

Srednia odleglo$¢ pomiedzy donorem a akceptorem dla uzyskanej geometrii wynosi (3,2 + 0,7) A.
Uzyskana warto$¢ jest akceptowalna i mieSci si¢ w przyjetym przedziale dlugosci wigzan
wodorowych.

W dalszej cz¢sci obliczen przeprowadzono symulacje wygrzewajace dynamiki molekularne;j
o czasie trwania 2 ns dla kazdej z docelowych temperatur (270, 280, 290, 300, 305 1 310 K). W celu
doktadnej identyfikacji struktury drugorzedowej dla symulacji w T = 300 K zastosowano algorytm
STRIDE (rysunek 4.14). W catym przedziale obliczen aminokwasy 3 — 33 zostaty zidentyfikowane
jako a-helikalne. Natomiast aminokwasy 1, 2 i 36 sa catkowicie rozwinigte, podczas gdy aminokwasy
34 i 35 czesciowo sie rozwijajg i zwijajg podczas trwania symulacji, co jest sytuacjg analogiczng do

zmian geometrii poczatkowego i koncowego aminokwasu modelu dekaalaniny. Tutaj rowniez
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aminokwasy rozpoczynajace i konczace tancuch polipeptydowy wykazuja si¢ zawsze zwigkszona
dynamikg — aminokwasy krancowe nie posiadajg partnera do utworzenia wigzania peptydowego
umozliwiajacego kontynuacje struktury helikalnej. Aminokwasy 34 i 35 znajdujac si¢ na koncu

peptydu maja wigksza sktonnos¢ do zmiany geometrii podczas symulacji.
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31 ALA
32 ALA
33 Lys
34 ALA
35 AlA
36 CYs

| |
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B alfa-helisa M skret M 3.10 helisa [] Szkielet rozwiniety

Rysunek 4.14. llustracja identyfikacji drugo-rzedowej struktury geometrii uzyskanej podczas symulacji
wygrzewajacej MD (czas symulacji 2 ns) z uzyciem algorytmu STRIDE.

Podobnie jak w przypadku dekaalaniny, korzystajac ze wzoru 3.1. obliczono z symulacji
wygrzewajacej w temperaturze T = 300 K parametr a-helikalnosci A = 87,93%.

Dla przeprowadzonej symulacji wygrzewajacej w T = 300 K wyznaczono $rednia warto$¢
odlegtosci donor-akceptor dla wigzan HB. Dla wszystkich wigzan (uwzgledniajac aminokwasy 1, 2,
35 i 36) uzyskano wynik (3,3 + 0,9) A. Bioragc jednak pod uwage aminokwasy tworzace a-helise
tj. 3 —34 uzyskano (3,1 + 0,3) A. Powyzsze wyniki wskazujg na akceptowalng $rednig dtugo$¢ wigzan
wodorowych. Analiza dlugosci wigzan wodorowych rowniez wskazuje na rozwinigta forme

aminokwasow 1, 2, 36 i czesciowo 35.
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Rysunek 4.15. Histogram wartosci odlegtosci donor — akceptor w geometrii modelu AAKA(AEAAKA)sAC

uzyskanej podczas symulacji wygrzewajacej MD. Analizowano wigzania wodorowe pomigedzy atomami tlenu
aminokwasu i a atomami azotu aminokwasu i+4 (patrz rysunek 2.3).

Podczas symulacji wygrzewajacej pomierzono wartosci katow torsyjnych dla aminokwaséw
2 —34 (zgodnie z wynikami algorytmu STRIDE, sa one o-helikalne podczas trwania symulacji
wygrzewajacej ~ MD).  Wartosci  $rednie  uzyskane  podczas  symulacji = wynosza

¢ = (-64,7 + 10,3)°, y = (-39 + 11)°.
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Rysunek 4.16. Rozktad czestosci wystepowania kgtow torsyjnych aminokwasow 3 — 34 modelowanej struktury
dekaalaniny podczas symulacji wygrzewajacej MD modelu AAKA(AEAAKA)sAC

54



W uzyskanej koncowo symulacji wickszo$¢ aminokwasow posiada geometri¢ a-helikalng
(A =87,93%). Odlegtosci pomigdzy donorem a akceptorem wigzania wodorowego sg w akceptowalnym
przedziale. Po porownaniu ze strukturami referencyjnymi uzyskang geometri¢ uznano za poprawnie

reprezentujacg a-helikalng strukture drugorzedows.

4.4. Porownanie uzyskanych geometrii modeli z danymi krystalograficznymi

W celu weryfikacji geometrii uzyskanych modeli dekaalaniny oraz AAKA(AEAAKA)sAC,
oprocz zastosowania algorytmu STRIDE do identyfikacji struktury drugorzedowej, postanowiono
porownaé¢ geometrie modeli z a-helikalnymi fragmentami biatek 0 znanej strukturze wyznaczonej
krystalograficznie:

- 1m47 — ludzka interleukina-2, dla ktorej struktura geometryczna zostata rozwigzana w wyniku
badan krystalograficznych i udostepniona w PDB w 2002 roku [40]. Fragment
a-helikalny ztozony jest z sekwencji aminokwasow:
STKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINN,

- 1hgu — ludzki hormon wzrostu, dla ktorej struktura geometryczna zostata rozwigzana w
wyniku badan krystalograficznych i udostgpniona w PDB w 1995 roku [41]. Fragment
a-helikalny ztozony jest z sekwencji aminokwasow:
LSRLFOQNAMLRAHRLHQLAFDTYEEFEEA.

Wybrane struktury referencyjne zawieraja dlugi fragment a-helikalny, z ktorego obliczono

srednie warto$ci katow torsyjnych i srednie dlugosci wigzan wodorowych. Niepewno$ci pomiaru
okreslono jako odchylenia standardowe. Uzyskane warto$ci porownano z pomierzonymi z geometrii

modelowanych polipeptydow.
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Rysunek 4.17. Wizualizacja struktury 1m47, z zaznaczonym referencyjnym fragmentem a-helikalnym (kolor
niebieski).

Rysunek 4.18. Wizualizacja struktury 1hgu, z zaznaczonym referencyjnym fragmentem a-helikalnym (kolor
niebieski).
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Tabela 4.6. Wartosci katow torsyjnych dla kazdego z aminokwasow a-helikalnych referencyjnych

fragmentow struktur 1m47 i 1hgu

1m47 lhgu

Aminokwas ¢ [°] v [°] Aminokwas ¢ [°] v [°]

SER 0 -42,4 LEU -75,8 -24

THR -66,0 -35,6 SER -59,7 -38
LYS -64,8 -40,5 ARG -57,2 -19,5
LYS -63,1 -39,5 LEU -74,5 -55,7
THR -66,7 -43,6 PHE -51,7 -36,4
GLN -60,8 -43,6 GLN -63,1 -70,8
LEU -63,42 -37,2 ASN -39 -52,7
GLN -65,4 -43,8 ALA -61,7 -44,6
LEU -63,5 -35,3 MET -61,4 -52,9
GLU -68,1 -38,7 LEU -51,4 -58,1
HIS -67,8 -38,4 ARG -66,5 -27,9
LEU -62,7 -44.5 ALA -78,2 -26,2
LEU -56,2 -49,9 HIS -84,6 -30,9
LEU -65,5 -37,2 ARG -55,5 -23,4
ASP -61 -45,2 LEU -91,9 -34,7
LEU -67,6 -38,9 HIS -59 -40,6

GLN -63,9 -36,8 GLN -63,3 -35
MET -63,1 -37,4 LEU -82,1 -31,1
ILE -66,8 -48,8 ALA -71 -46,7
LEU -59,8 -44,9 PHE -71,2 -23,1
ASN -62 -41,6 ASP -58,7 -63,5
GLY -62,4 -46,4 THR -51,8 -39,3
ILE -61,8 -42,2 TYR -61,2 -55,1
ASN -59,9 -21 GLU -49,1 -55,8
ASB -91,9 -1 GLU -66,9 -42,5
PHE -54 -40,1
GLU -69,8 -39,9
GLU -66 47,7

ALA -64,3 -2,7

Warto$ci $rednie katéw torsyjnych dla referencyjnych struktur a-helikalnych to:
- Prmar = (62,2 £ 14,4)° | dangu = (-64,2 + 11,2)°,
- Yimar = (-39 + 10)0 y Wihgu = (-40 + 15)0.
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Tabela 4.7. Wartosci odlegtosci pomiedzy donorem a akceptorem wigzania wodorowego dla

a-helikalnych referencyjnych fragmentoéw struktur 1m47 i 1hgu

1m47 lhgu
Donor HB Akceptor HB Dlug[OAsT HB Donor HB Akceptor HB Dhlg[OAST HB

SER THR 3,272 LEU PHE 3,652
THR GLN 2,952 SER GLN 2,820
LYS LEU 2,994 ARG ASN 2,784
LYS GLN 3,132 LEU ALA 3,095
THR LEU 3,079 PHE MET 2,950
GLN GLU 2,928 GLN LEU 2,893
LEU HIS 3,033 ASN ARG 3,052
GLN LEU 2,983 ALA ALA 2,592
LEU LEU 2,859 MET HIS 3,116
GLU LEU 3,002 LEU ARG 2,848
HIS ASP 2,918 ARG LEU 2,763
LEU LEU 2,908 ALA HIS 2,793
LEU GLN 2,974 HIS GLN 3,071
LEU MET 2,941 ARG LEU 3,825
ASP ILE 3,318 LEU ALA 3,460
LEU LEU 3,088 HIS PHE 2,836
GLN ASN 2,749 GLN ASP 2,765
MET GLY 3,046 LEU THR 3,118
ILE ILE 2,900 ALA TYR 2,731
LEU ASN 2,933 PHE GLU 3,059
ASN ASB 3,317 ASP GLU 3,360

THR PHE 3,359

TYR GLU 3,312

GLU GLU 3,843

GLU ALA 2,986

Wartosci srednie odlegtosci donor — akceptor dla referencyjnych struktur a-helikalnych to:

- rmr=(3,0£0.1) A,
- Mhgu = (3,1 + 03) A.

Tabela 4.8. Poréwnanie parametréw geometrycznych modelowanych polipeptydow

z a-helikalnymi referencyjnymi fragmentami struktur 1m47 i 1hgu

Struktura ¢ [] v [°] Rp-a[A]
1m47 -62,2+ 14,4 -39+ 10 3,0+0,1
lhgu -642 +11,2 40+ 15 3,1+0,3

dekaalanina®® -67,8+9,6 -39,4+ 8,6 33+0,9
dekaalanina™P -65+10 37+13 32+04
AAKA(AEAAKA)SACOG -64,0+7,7 40+ 6 3,2+0,7
AAKA(AEAAKA)5AC'VID -64,7 £ 10,3 -39+11 3,1+0,3

OG - wartosci srednie uzyskane po optymalizacji geometrii, MD — warto$ci $rednie uzyskane z symulacji

wygrzewajacej MD
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Poréwnanie wynikéw pomiaréw w Tabeli 4.8. przedstawia duza zgodno$¢ geometrii modeli
uzyskanych w rozprawie z a-helikalnymi fragmentami referencyjnymi wybranych struktur 1m47 i 1hgu.
Odlegtosci donor — akceptor wigzania wodorowego znajduja si¢ dla wszystkich peptydow
w akceptowalnym zakresie (2,5 A — 3,5 A). Katy torsyjne sa réwniez zblizone, jednakze dla dekaalaniny
warto$¢ ¢ jest najnizsza. Roznice w katach torsyjnych wynikaja gtownie z rodzaju i budowy
poszczegbdlnych aminokwasow — determinuje to upakowanie tancucha polipeptydowego w przestrzeni,
i tym samym wplywa na $rednie wartosci katow w peptydzie. Srednia wartos¢ katow ¢ dla wszystkich
alanin w peptydzie 1hgu wynosi —(68,8 = 7,4)°, co jest warto$cig znacznie blizsza do wyznaczonej dla
modelowanego peptydu dekaalaniny. Powyzsze wskazuje, ze uzyskane w wyniku modelowania
molekularnego geometrie sa zgodne z strukturami a-helikalnymi wyznaczonymi metodami

krystalograficznymi.

4.5. Symulacje kontrolne

Celem wykonania symulacji  kontrolnych, przeprowadzonych dla modelu peptydu
AAKA(AEAAKA)sAC, bylo okreslenie wptywu na wyniki symulacji nastepujacych czynnikow:
stosowanego modelu wody TIP3P, liczby powtorzen symulacji SMD stosowanych w celach
statystycznych oraz warto$ci zastosowanej statej sitowej potencjatu SMD.

Pole sitowe CHARMM zostato zoptymalizowane pod model wody TIP3P, niemniej mozliwym
jest przeprowadzenie symulacji w nowszym modelu wody TIP4P. Aby poréwnaé parametry
geometryczne przeprowadzono symulacje wygrzewajaca modelu peptydu w nowszym modelu wody,
r6znigcym si¢ od modelu TIP3P dodatkowym, wirtualnym atomem reprezentujacym lepszy rozktad
fadunku elektrostatycznego. Nowsze modele wody daja lepsze wyniki w przypadku symulacji §cian lub
membran biomolekularnych, jednakze model TIP3P jest nadal szeroko stosowany w przypadku
pojedynczych, niewielkich biomolekut i jego zastosowanie powinno prowadzi¢ do uzyskania poprawnej
struktury peptydow [42]. W symulacji kontrolnej zastosowano tg samg temperature jak dla symulacji
z uzyciem modelu wody TIP3P T =300 K, oraz czas symulacji t = 2 ns. Do kontroli temperatury uzyto
dynamike Langevina. Jako strukture wejSciowa uzyto ponownie ta sama struktur¢ po optymalizacji
geometrii, jak w przypadku symulacji modelu peptydu w srodowisku wodnym reprezentowanym
modelem TIP3P. Wielko$¢ pudta periodycznego zastosowanego w symulacji ustalona zostala na

identyczng jak uprzednio, tzn. 25 -165 - 25.5 A3,

59



TIP3P TIP4P

Fon=0.9572 A /“\\\\\<fi\::957zﬂ

gy =-1.04e -~ ~

go=-0.834e R
© Fou = 0.15 A

gy =0.417e - gy = 0.52e

Rysunek 4.19. Schematyczna ilustracja réznicy pomigdzy modelami wody TIP3P i TIP4P. W modelu wody TIP4P
stosuje si¢ dodatkowy, wirtualny atom M, dla ktorego przypisuje si¢ tadunek -1,04 e, odlegty od atomu tlenu o
0,15 A. Modyfikacji ulegaja w tym modelu w stosunku do TIP3P adunki czastkowe przy atomach wodoru oraz
parametry Lennarda-Jonesa dla pary O-H.

Tabela 4.9. Poréwnanie parametréw geometrycznych modelowanych polipeptydow w modelu wody

TIP3P i TIP4P

Model wody Srednia odlegto$é¢ Akceptor—H  Srednia odlegtos¢ Donor — Akceptor
[A] [A]
TIP3P 2,22 +0,41 3,13+0,34
TIP4P 2,27 +0,44 3,17 +0,36

Wyniki wskazuja na nieznaczne réznice pomigdzy wyznaczonymi s$rednimi diugosciami wigzan
wodorowych: 3,13 A dla modelu TIP3P i 3.17 A dla modelu TIP4P. Réznica wynoszaca 0,04 A jest
niewielka, stanowi tylko 1,4% warto$ci $redniej dtugosci wigzania wodorowego dla modelu TIP3P.
Poniewaz réznice pomiedzy starszym modelem wody a nowszym sg nieznaczne, a pole sitowe
CHARMM zoptymalizowane zostalo pod model starszy, w prezentowanych badaniach zdecydowano
si¢ na dalsze stosowanie modelu TIP3P jako poprawnie opisujacego parametry geometryczne wigzan
wodorowych.

W badaniach zastosowano 10 powtorzen symulacji SMD w celu wyznaczenia $redniej sity
zrywajacej wigzanie wodorowe i okreslenia btedu standardowego. Przeprowadzono seri¢ krotkich,
testowych 50 symulacji dla vswp = 200 m-s™ i dtugosci 100 000 krokéw MD (liczba wystarczajaca do
zarejestrowania piku sily rozwijajacej; Sredni czas trwania 1 symulacji 1340 sekund) w tych samych
warunkach (poréwnaj rozdziat 6) i porownano wyniki W celu oceny wielkosci obliczonej niepewnosci

(tabela 4.10).
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Tabela 4.10. Poré6wnanie wyznaczone;j sily zrywajacej wigzanie dla serii 10 i 50 symulacji SMD dla

przyktadowej predkosci vsmp = 200 m-s™

Liczba symulacji Wartos¢ sity zrywajacej Laczny czas symulacji*
[PN] [h]
10 480+ 61 3.8
50 460 + 15 19

*serie symulacji prowadzone na 5 procesorach stacji roboczej Dell T3600 16GB RAM, XEON E5-2620

Warto$¢ $rednia sity zrywajacej uzyskanej w testowej serii pomiarowej 10 symulacji nieznacznie rézni
si¢ od wartosci sity uzyskanej dla testowej serii pomiarowej 50 symulacji, jej roznica (20 pN) stanowi
ok. 4% warto$ci uzyskanej $redniej dla 10 symulacji. Odchylenie standardowe jest mniejsze dla serii 50
symulacji, niemniej koszt czasu prowadzenia symulacji wzrasta pigciokrotnie. W przypadku petnych
symulacji (ponad 100% rozciagniecia peptydu) z predkosciami rozciggania nizszymi juz o rzad
wielkosci od testowej, zwickszenie liczby symulacji SMD spowoduje kilkukrotne zwigkszenie czasu
trwania symulacji przy roznicy kilku procent warto$ci wyznaczonej $redniej sity zerwania. Z uwagi na
powyzsze, w celu skrocenia czasu prowadzenia obliczen postanowiono pozosta¢ przy 10 symulacjach
0 tych samych parametrach, jako liczbie wystarczajacej do obliczen $redniej i oszacowania btedu
wyznaczanych warto$ci.

Stosowana stata sitowa powinna by¢ na tyle duza, aby za pomoca potencjatu SMD peptyd byt
w stanie pokona¢ lokalne bariery podczas rozwijania si¢, nie powinna by¢ jednak zbyt duza, gdyz wtedy
sita dziatajaca na peptyd bedzie bardziej podatna na fluktuacje termiczne. Podobna amplituda oscylacji
termicznych bedzie powodowaé wigksza zmiennos¢ sity. W celu wyznaczenia zakresu wartosci statych
sitowych w prowadzonym eksperymencie obliczeniowym, przeprowadzone zostaty serie symulacji
SMD z r6znymi warto$ciami statych sitowych: kswp =1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 i 14 kcal-mol*A2. Dla kazdej
statej sitowej wykonano seri¢ 10 symulacji rozciggania peptydu z predkoscig Vsmp = 100 m-s?,

w temperaturze 300 K o dlugosci 100 ps (rysunek 4.20).
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Rysunek 4.20. Przykladowe profile rejestrowanej sity SMD w funkcji wydtuzenia badanego peptydu
AAKA(AEAAKA)sAC dla symulacji SMD z vsmp = 100 m-s? i czterech roznych statych sitowych ksmp. Kolorem
czerwonym zaznaczono punkty pomiarowe dotyczace wartoéci sity SMD w zakresie wydhuzenia do 1 A, linig
przerywang przedstawiono regresje liniowg wykonang na podstawie tego zakresu danych.

62



Z kazdej symulacji, z zaleznosci sity SMD od wydluzenia peptydu wyznaczona zostata za pomoca
regresji liniowej stata sprezystosci peptydu kmor (warto$é wyznaczono z 1 A wydtuzenia peptydu).
Niepewnos$¢ pomiarowa oszacowano na podstawie bledow standardowych dla kazdej z serii symulacji.
Wyniki symulacji zostaly poréwnane z analogicznymi obliczeniowymi dla modelu kolagenu
zaprezentowanymi przez A. C. Lorenzo et all [43]. Podobnie jak w przypadku kolagenu (rysunek 4.21),
warto$ci statych sitowych potencjatu SMD mniejsze niz 4 kcal-mol A2 okazaty si¢ niewystarczajgce,
aby pokona¢ lokalne bariery potencjatu i spowodowa¢ widoczne zerwanie wigzan wodorowych. State
sitowe SMD poczagwszy od 4 kcal'-mol?A? pozwalaja na widoczne stopniowe zrywanie wigzah
wodorowych i pokonywanie lokalnych barier potencjatu, co prezentujg wyrazne piki sity wystgpujace
w profilach zaleznosci sity SMD od wydtuzenia molekuty. Stosowanie statych sitowych wigkszych niz
10 kcal-mol™*A2 powodujg wzrost szumu w sygnale, przez co wyznaczone wartosci statych sprezystosci
molekuty obarczone sg wigkszym btgdem. Podobnie jak dla kolagenu, w przypadku badanego peptydu
zakresem stosowalnosci statych sitowych potencjatu SMD pozwalajagcym na pokonywanie lokalnych
barier i uzyskiwaniu niskiego poziomu szumu w sygnale jest zakres od 4 do 10 kcal-mol*A?2, dla

ktorego $rednia warto$¢ Kmoi = (1,3 + 0.1) kcal-mol*A2,
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Rysunek 4.21. Zalezno$¢ wyznaczonej statej sprezystosci badanego peptydu AAKA(AEAAKA)sAC (lewy wykres)
oraz kolagenu [43] (prawy wykres) w funkcji zastosowane]j statej sitowej potencjatu SMD w symulacjach.
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5. Wplyw sieci wigzan wodorowych na sztywnos¢ i stabilnosé¢ a-helisy

W ponizszym rozdziale zawarto wyniki dwoch typow symulacji — metoda dynamiki
molekularnej oraz metoda sterowanej dynamiki molekularnej, zaréwno dla modelu dekaalaniny
z pelnym opisem elektrostatycznym wigzan wodorowych, jak i dla modelu ze zredukowanymi
wigzaniami wodorowymi. Porownanie wynikow obu serii symulacji umozliwito pokazanie wpltywu
sieci wigzan wodorowych na stabilno$¢ struktury drugorzedowej a-helikalnego peptydu oraz na

oszacowanie udziatu wigzan wodorowych w sztywnosci modelowanego peptydu.

5.1. Sie¢ wigzan wodorowych w dekaalaninie

Zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale czwartym modelowana dekaalanina posiada
a-helikalng strukture, mozliwa dzigki istnieniu szeSciu wigzan wodorowych pomiedzy aminokwasami.
Symulacja wygrzewajaca dekaalaniny w temperaturze T = 300 K 0 czasie trwania t = 500 ps pozwolita
okreslic wlasnosci sieci tych wigzan. Sie¢ ta moze by¢ zobrazowana za pomocg schematu

przedstawionego na rysunku 5.1.

Rysunek 5.1. Schemat sieci wigzan wodorowych pomigdzy poszczegdlnymi aminokwasami modelowanej
dekaalaniny.

Tabela 5.1. Dlugosci wigzan wodorowych w modelu dekaalaniny uzyskane z symulacji

wygrzewajacej dynamiki molekularnej. O oznacza atom tlenu, N atom azotu, ALA — aminokwas

alanine
Wigzanie Akceptor Donor Srednia dtugos$¢ wigzania
[A]
1 ALA1-0O ALA5 - N 3,03+0,21
2 ALA2 -0 ALAG6 — N 3,01 £0,22
3 ALA3 -0 ALA7 —N 3,11+0,25
4 ALA4 -0 ALAS8 — N 3,09 £0,23
5 ALA5 -0 ALA9 — N 3,27 +0,31
6 ALAG6 -0 ALA10 - N 3,59 +£0,53

Srednia  dlugo$¢é wigzan  wodorowych w  symulacji wygrzewajacej  Wynosi
(3,2 + 0,4) A. Srednia dhugos¢ wiazan 1—5 podczas symulacji nie przekroczyta 3.5 A, natomiast
dynamiczne okazato si¢ wigzanie 6, ktorego $rednia dtugos¢ przekroczyta umowng granice. Wynik ten

jest zgodny z przedstawionymi obliczeniami w rozdziale 4.1.
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Rysunek 5.2. Odlegtosci donor — akceptor pomiedzy aminokwasem i a i+4 dla sze$ciu wigzanh wodorowych w funkcji czasu
trwania symulacji wygrzewajacej MD. Linig czerwona zaznaczono umowna granic¢ dlugosci wiazania wodorowego.

Rysunek 5.2 przedstawia zmiany dtugosci wszystkich szesciu wigzan w funkcji czasu trwania
symulacji wygrzewajacej. Wigzania wodorowe 1 — 4 przez wigkszos¢ symulacji maja dlugos¢ ponizej

granicznej, wigzania 5 1 6 sg bardziej dynamiczne. Dla wszystkich wigzan mozna zaobserwowac
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zjawisko zerwania si¢ wigzania i ponowne wigzanie (ang. rebinding) — zjawisko to jest powszechne
i charakterystyczne dla wigzan wodorowych w peptydach, ktore sg uktadami dynamicznymi w realnych
warunkach. W wigkszosci przypadkow zerwanie wigzania trwato kilka — kilkanascie pikosekund,
z wyjatkiem wigzania 6, dla ktorego czas zerwania wynosit nawet kilkadziesiat pikosekund.

Rozktad odleglosci pomigdzy wybranymi atomami w czasteczce zobrazowa¢ mozna roéwniez
za pomocg funkcji radialnej dystrybucji par g(r) (ang. Radial distribution function lub pair correlaction
function), ktora opisuje zmiane gestosci w funkcji odlegtosci od referencyjnej czasteczki lub atomu.
Rysunek 5.3 przedstawia funkcj¢ g(r) pomiedzy atomami tlenu i azotu modelowanej dekaalaniny
wykonanej w zakresie odlegtosci od 0 do 10 A z krokiem 0,05 A.

I I I I I I I I I I I
5004  ALA -ALA
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g(r) Donor - akceptor [j.w.]

100
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Rysunek 5.3. Funkcja radialnej dystrybucji par dla odlegtosci donor — akceptor wigzan wodorowych dla
trajektorii uzyskanej z symulacji MD dekaalaniny. Linig czerwong zaznaczono umowng granice dtugosci
wigzania wodorowego.

Funkcja g(r) wskazuje na dwa wyrazne maksima w funkcji odlegtosci — maksimum dla
r=225A oraz r = 3,55 A. Pierwsze maksimum zwigzane jest z obecno$cia w molekule wigzania
peptydowego — atom tlenu w alaninie n znajduje si¢ w odleglosci ok. 2,25 A od atomu azotu w alaninie
n+1. Drugie maksimum znajduje si¢ blisko umownej granicy dtugo$ci wigzania wodorowego, 3,5 A.
Funkcja gesto$ci wyraznie ro$nie W przedziale od r = 2,5 A do r = 3,5 A, a nastepnie maleje do r =4 A.
Wystepowanie wickszej gestosci w tym zakresie odleglosci pomigdzy donorem a akceptorem wskazuje

migdzy innymi na istnienie wigzan wodorowych pomiedzy odpowiednimi atomami azotu i tlenu.
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Pamigtajac o zjawisku zrywania si¢ wigzania wodorowego 1 ponownego odtwarzania warto
postuzy¢ si¢ funkcja radialnej dystrybucji par, aby stwierdzi¢ czy mozliwym jest utworzenie wigzania
wodorowego z molekulami wody — rozpuszczalnika, ktory otacza modelowany peptyd. Woda jako
rozpuszczalnik tworzy sie¢ wigzan wodorowych pomigdzy soba, i podobnie jak w peptydach, sie¢ ta
podlega ciaglym zdarzeniom zrywania i odtwarzania wigzan wodorowych. Chwilowe oddziatywanie
molekuty wody z peptydem moze dodatkowo stabilizowac jego strukturg drugorzedowa poprzez
utrzymywanie peptydu w pewnej quasi-statej konformacji poprzez oddzialywania z molekutami
rozpuszczalnika. Na rysunku 5.4. przedstawiono funkcj¢ radialnej dystrybucji par dla odlegtosci woda
(srodek masy molekuty wody) — atom tlenu i azotu, wyznaczong z trajektorii uzyskanej z symulacji
wygrzewajacej dekaalaniny. Analiza funkcji gestosci g(r) wskazuje na istnienie maksimum w odlegtosci
r = 1,80 A dla par molekuta wody — atom tlenu. Wskazuje to wyraznie na mozliwo$é pojawienia si¢

wigzania wodorowego pomig¢dzy jedna z czasteczek wody a atomem tlenu w peptydzie.

atom tlenu - woda
—— atom azotu - woda

g(r) [j.w.]

Promien [A]

Rysunek 5.4. Funkcja radialnej dystrybucji par dla odlegtosci woda — atom tlenu (czarny) i azotu (czerwony)
dla trajektorii uzyskanej z symulacji MD dekaalaniny.

Analiza symulacji wygrzewajacej wskazuje, ze faktycznie dochodzi do sytuacji, w ktorej atom
tlenu nieuczestniczacy w wigzaniu wodorowym w peptydzie wigze si¢ za pomoca tego typu
oddziatywania z molekuta wody. Przyktadowe zdarzenie tego typu zobrazowano na rysunku 5.5, kiedy
atom tlenu z alaniny szostej (ALAG) oddziatuje z molekuta wody tworzac chwilowe wigzanie
wodorowe. Na rysunku zobrazowano odlegto$ci migdzy donorami a akceptorami — odlegto$¢ pomigdzy
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nimi spada do 2,6 A w czasie, w ktérym atom tlenu z szostej alaniny nie jest zwigzany wigzaniem
wodorowym z alaning numer dziesie¢ (odlegto$¢ migdzy tlenem ALAGBO a azotem ALAILON wzrasta
dook. 4 —5 A w czasie 425 — 475 ps). W przypadku tworzenia wigzania wodorowego pomiedzy atomem
donora w peptydzie a atomem akceptora w wodzie wida¢ wyraznie, ze taka sytuacja jest bardzo mato

prawdopodobna, co tez jest uzasadnione budowa molekut wody.
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Rysunek 5.5. Odlegtosci pomiedzy donorem a akceptorem szdstego wigzania wodorowego w dekaalaninie (tlen
w alaninie 6 i azot w alaninie 10) oraz pomigdzy atomami tlenu w alaninie 6 i sasiedniej molekule wody,
tworzacej krotkotrwate wigzanie wodorowe z peptydem. Linig przerywang zaznaczono umowng granice
dtugosci wigzania wodorowego.

5.2. Symulacje dynamiki molekularnej modeli dekaalaniny z i bez sieci wigzan
wodorowych

W celu oceny roli wigzan wodorowych w stabilno$ci a-helisy wykonano symulacje dynamiki
molekularnej dekaalaniny z modelem zredukowanych wigzan wodorowych (rozdziat 4.2) i porownano
ja zsymulacja dynamiki molekularnej dekaalaniny bez zredukowanych wigzan wodorowych. Symulacje
prowadzone byty w tych samych warunkach tj. temperaturze symulacji T = 300 K i periodycznym pudle
wypetlionym molekutami wody. Jako poczatkowa geometri¢ przyjeto tg sama strukture poczatkows (te
same potozenia atomow peptydu i wody), jaka uzyto do symulacji wygrzewajacej modelu dekaalaniny

po optymalizacji geometrii. Czas symulacji byt taki sam jak dla MD wygrzewajacej dekaalaniny t = 500
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ps. Symulacje poréwnano starajac si¢ pokaza¢ i okresli¢ roznice w zmianach strukturalnych
zachodzacych dla modelu bez zredukowanych wigzan (model z HB) oraz dla modelu ze zredukowanymi
wigzaniami wodorowymi (model bez HB) za pomoca wizualizacji zmian w strukturze, algorytmu
STRIDE, analizy dtugosci wigzan wodorowych i parametru RMSD.

W celu weryfikacji poprawno$ci zachowania si¢ modelu bez HB podczas symulacji
monitorowano stabilno$¢ energii catkowitej uktadu i temperatury (rysunek 5.6). Srednia temperatura
podczas symulacji wynosita (300 + 4) K i nie odbiegata od ustalonej warto$ci. Natomiast §rednia energia
catkowita uktadu wynosita -11 240 kcal-mol? i byla wyzsza od $redniej energii catkowitej uzyskanej
w analogicznej symulacji MD dla modelu z HB (-11 500 kcal-mol?, rozdziat 3.1). Wyzsza energia
sugeruje, ze symulowany uklad z modelem bez HB powinien by¢ mniej stabilny niz model z HB, co tez

zostato pokazane w dalszej czgéci rozdziatu.
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Rysunek 5.6. Przebieg temperatury (czerwona krzywa) oraz energii calkowitej uktadu (niebieska krzywa) dla
modelu bez wigzan wodorowych w symulacji MD o czasie trwania 500 ps.
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Model z HB Model bez HB

Rysunek 5.7. Wizualizacja zmian strukturalnych zachodzacych podczas trwania symulacji MD modelu
dekaalaniny z pelnym uwzglednieniem wigzan wodorowych (model z HB, niebieska wstega) i ze
zredukowanymi wigzaniami wodorowymi (model bez HB, czerwona wstega). Widoczny jest proces rozwijania
si¢ a-helisy dla modelu bez HB, podczas gdy struktura modelu z HB jest stabilna w trakcie trwania symulacji.

Modelowany brak wigzan wodorowych powoduje utrate stabilno$ci i rozwijanie si¢ struktury,
co rowniez widoczne jest podczas monitorowania RMSD szkieletu peptydu, bedacego w tym przypadku

miarg Sredniego odchylenia potozen atomoéw od swojej §redniej pozycji w przestrzeni:

51

gdzie N — liczba atoméw w molekule, 6 — odlegtos¢ pomiedzy atomem i w danej ramce symulacji a
atomem i w strukturze referencyjnej (poczatkowej). W przypadku analizy parametru RMSD struktura
referencyjng jest struktura wejsciowa do symulacji modelu bez HB. RMSD dla modelu z HB oscyluje
wokol poziomu 0,5 A, co jest zwigzane z drganiami termicznymi peptydu. RMSD modelu bez HB
wyraznie wzrasta w czasie pierwszych 50 ps symulacji do 3 A, co wskazuje na gwaltowng utrate
stabilnosci 1 zanikanie konformacji a-helikalnej. W dalszej czgéci symulacji RMSD powoli wzrasta,
wskazujac na dalsze rozwijanie si¢ peptydu, na co rowniez wskazujg wyniki uzyskane za pomocg

algorytmu STRIDE (rysunek 5.9).
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Rysunek 5.8. Porownanie RMSD dla atomow szkieletu peptydu dla modelu z HB (czarny) i bez HB (czerwony)
podczas symulacji MD.
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Rysunek 5.9. llustracja identyfikacji drugorzedowej struktury uzyskanej dla modelu z HB (gérna mapa) oraz
modelu bez HB (dolna mapa) podczas 500 ps symulacji MD w statej temperaturze T = 300 K.

Podobnie jak w przypadku RMSD, algorytm STRIDE pokazuje szybkie rozwijanie si¢ peptydu
ze redukowanymi wigzaniami wodorowymi. Brak oddziatywan przyciagajacych powoduje rozwinigcie

si¢ a-helisy do struktury drugorzedowej typu skret w przeciggu kilku pikosekund (kolor zielony),
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a nastgpnie do catkowitego rozwinigcia (kolor bialy). Podczas trwania symulacji pojawiaja si¢ bloki
peptydu (4 — 5 aminokwasow) utrzymujacych geometri¢ typu skret, jednakze po 300 ps struktura
wyraznie si¢ rozwija i traci strukture drugorzedowa. Wskazuje na to takze zupetnie odmienny rozktad
odlegtosci pomigdzy tlenem z aminokwasu i a azotem z aminokwasu (i+4) wchodzacymi w sktad par

atomow zdolnych do utworzenia wigzan wodorowych (rysunek 5.10).
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Rysunek 5.10.. Histogram wartosci odlegtosci donor — akceptor w uzyskanej geometrii modelu z HB (kolor
niebieski) i bez HB (kolor czerwony) podczas 500 ps symulacji wygrzewajacej MD. Analizowano wigzania
wodorowe pomig¢dzy atomami tlenu O aminokwasu i @ atomami azotu N aminokwasu i+4.

Dla modelu z HB najczesciej wystepujace wartosci dtugosci wigzania wodorowego wystepuja w okolicy
3 A ($rednia dugos¢ dla 500 ps symulacji wygrzewajacej 3,1 A; patrz rozdziat 3.1). Histogram dla
modelu bez HB znacznie odbiega od powyzszych danych. Poniewaz peptyd caly czas rozwijat si¢
podczas symulacji, odlegtosci pomigdzy atomami tlenu z aminokwasu
i a azotu z aminokwasu i+4 rosty, osiggajac po 500 ps symulacji najczestsze wartosci ok. 10 A,
wskazujac na rozwinigcie si¢ peptydu. Powyzsze wyniki zgadzaja si¢ w z danymi uzyskanymi
z algorytmu STRIDE.

Przedstawione wyniki wyraznie wskazuja, ze wigzania wodorowe maja decydujacy wptyw na
stabilno$¢ struktury drugorzedowej. Model bez HB juz po kilku ps symulacji traci a-helikalng strukture
drugorzedowa, co zostato potwierdzone za pomocg algorytmu STRIDE. Wzrasta kilkukrotnie dynamika
szkieletu peptydu, co obrazuje RMSD. Energia symulowanego uktadu zawierajacego model bez HB jest
wyzsza, niz dla modelu z HB. Przedstawione dane wskazujg jednoznacznie, ze bez obecno$ci wigzan
wodorowych, modelowanych w zastosowanym polu silowym glownie za pomoca oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy odpowiednimi atomami, nie jest mozliwe istnienie stabilnej struktury

a-helikalnej.
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5.3. Symulacje sterowanej dynamiki molekularnej modeli dekaalaniny z i bez sieci
wigzan wodorowych

W celu wyznaczenia wplywu wigzan wodorowych na sztywnos$¢ a-helikalnej struktury
drugorzgdowej wykonano szereg symulacji SMD dla modelu dekaalaniny z siecig HB i dla modelu bez
HB, dla roznych predkosci rozciggania peptydu tj. 5, 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 i 400 m-s™.
W symulacjach uzyto temperatury T = 300 K oraz stalej sitowej potencjatu SMD 4 kcal-mol™-A2. Jako
struktury wejsciowe do obliczen postuzyto 10 wybranych struktur dekaalaniny z ostatnich 100 ps
symulacji wygrzewajacej w temperaturze 300 K. Dla kazdej z predkosci wykonano 20 symulacji SMD
— 10 dla modelu z HB i 10 dla modelu bez HB. Dodatkowo, w celu weryfikacji wynikéw symulacji
W statej temperaturze wykonano jedng seri¢ 10 symulacji z predko$cig rozciggania 100 m-s* w stalej
temperaturze i pod statym cisnieniem 1 bara, rowniez z wykorzystaniem analizowanego modelu
dekaalaniny.

Tabela 5.2. Parametry symulacji SMD dla modelu z HB i bez HB w zaleznosci od predko$ci Vsmp dla

symulacji rozciggania w statej temperaturze T = 300 K

Predkosé Czas symulacji Wydtuzenie Czas symulacji Wydtuzenie
SMD [ps] molekuty [A] [ps] molekuly [A]
[m/s] Model z HB Model bez HB

5 5 8 5 8,5
10 0,5 5 0,5 6
50 2 13,5 2 14,1
100 0,5 3 0,5 3,6
150 0,5 4,6 0,5 5,6
200 0,25 2,1 0,25 2,8
250 0,25 2,8 0,25 3,6
300 15 4,6 15 5,6
350 15 55 15 6,6
400 1.2 4,6 1.2 55

Parametry symulacji dobrano tak, aby rozciggnag¢ modele o minimum 2 A. W przypadku
prowadzonego eksperymentu nie bylo potrzeby prowadzenia obliczen do momentu catkowitego
rozciggniecia, co pozwolito ograniczy¢ czas obliczeniowy. Dla kazdej z uzyskanych trajektorii
wyznaczono wydluzenie peptydu i sitg SMD rejestrowang podczas symulacji rozciggania peptydu. Za
pomoca regresji liniowej wyznaczono sztywnos¢ peptydu zaktadajac, ze podczas rozciagania w zakresie
1 A a-helikalny peptyd zachowuje si¢ zgodnie z prawem Hooke’a. Dokonano poréwnania $rednich
sztywnosci dla modelu z HB i modelu bez HB dla wszystkich predkosci SMD, przy czym chcgc okresli¢
wplyw wigzan wodorowych na sztywno$¢ podczas braku rozciggania czy naprezenia zewngtrznego
(vsmp = 0 m-s™) zastosowano metode regresji liniowej dla uzyskanych $rednich sztywnos$ci. Punkty
przecigcia prostych dla modelu z HB i modelu bez HB postuzyly do wyznaczenia wplywu wigzan

wodorowych na sztywnos$¢ a-helisy zdefiniowanego jako:
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kg — k
C[%] = 22088 . 1090 % 5.2

kygp
gdzie kyg oznacza stalg sprezystosci modelu z HB, knoHs 0znacza statg sprezystosci modelu bez HB.
Symulacje SMD (rozdziat 2.3) pozwalaja na dokonanie wirtualnego eksperymentu polegajacego na
rozcigganiu badanej molekuly ze stata, ustalong predkoscia. W przypadku dekaalaniny, zgodnie ze
schematem postgpowania W tego typu symulacjach, wybrano jeden z koncowych atoméw modelu jako
nieruchomy w przestrzeni (atom C, aminokwasu 1), a nastgpnie kolejny jako atom, do ktorego zostat
przytozony  potencjat SMD (atom C, aminokwasu 10). W ten sposdb, atom
C. aminokwasu 10 przemieszczat si¢ w przestrzeni zgodnie z dziatajagcym na niego potencjatem SMD,
ktéry przylozony byl pomiedzy wspomnianym atomem a wirtualnym atomem poruszajacym si¢
z zadang predkoscia Vsmp. Wybdr atomow szkieletu peptydu C. podyktowany byt potrzeba
bezposredniego dzialania potencjalu SMD na szkielet peptydu, ktorego katy torsyjne odpowiadaja za
strukture a-helikalng. Podczas rozciggania w takiej sytuacji zachodzi nie tylko rozcigganie wigzan, ale
przede wszystkim zmiany w katach torsyjnych, co obrazuje proces stopniowego rozwijania si¢ peptydu.
Rysunek 5.11 obrazuje przyktadowy wynik jednej z 10 symulacji rozciggania modelu z HB dla

predkosci rozciggania Vswp = 100 m-s™,

Rysunek 5.11. Wizualizacja symulacji rozciagania dekaalaniny, modelu z HB dla trzech wybranych momentoéw
symulacji, tj. 0 ps, 0,3 psi 0,5 ps. Kolory atoméw oznaczaja: czarny — atom C, aminokwasu 1, unieruchomiony
w przestrzeni, zielony — atom C, aminokwasu 10, do ktérego przytozony jest potencjat SMD, czerwony — atom
tlenu O aminokwasu 6, niebieski — atom azotu N aminokwasu 10. Linig przerywang zaznaczono wigzanie
wodorowe pomigdzy atomem ALA60O a ALA10N. Ilustracja wykonana dla przyktadowej, jednej z 10 symulacji
SMD dla modelu z HB dla predkoéci Vswp = 100 m-s™.
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Rysunek 5.12. Zmiany odleglo$ci pomiedzy atomami tlenu z aminokwasu i a azotu z aminokwasu (i+4). Wyniki
z przyktadowej, jednej z 10 symulacji SMD dla modelu z HB dla predkosci Vsmp = 100 m-s™.

Rysunek 5.11 i 5.12 obrazuja stopniowe rozcigganie si¢ modelu dekaalaniny dla jednej
z symulacji SMD. We wszystkich symulacjach w badanym zakresie predkosci SMD zauwazalny jest
podobny proces, mianowicie rozwijanie si¢ modelu peptydu od jego koncow podczas rozciggania.
Zmiany odlegltosci pomigedzy atomami tlenu z aminokwasu i a azotu z aminokwasu (i+4) pokazuja, ze
zerwane jako pierwsze jest ostatnie wigzanie wodorowe, pomigdzy aminokwasami 6 a 10 — dlugosc
wigzania wodorowego przekroczyta umowna granice 3,5 A po raz pierwszy po 0,05 ps symulacji.
Nastgpnym wigzaniem, ktore ulega zerwaniu jest wigzanie przedostatnie pomiedzy aminokwasami 5
a 9, ktore przekracza umowna granice dtugosci po ok. 0,2 ps. Wida¢ zatem ze model peptydu rozwijany
jest stopniowo od konca peptydu, do ktorego przylozono potencjat SMD, z tym, ze dla obu wigzan
wodorowych zanim zostang trwale zerwane zachodzi zjawisko odtwarzania zerwanych wigzan
wodorowych. Przyktadowe wyniki dla jednej z dziesieciu symulacji dla predkosci Vsmp = 100 m-s™
(rysunek 5.12) pokazuja oscylacje wokot umownej granicy dtugosci wigzania 3,5 A:

- dla wigzania 6 — 10 do 0,3 ps, po ktorych wiazanie jest trwale zerwane;

- dla wigzania 5 — 9 od 0,2 ps do 0,35 ps, po ktorych wigzanie jest trwale zerwane;

- pozostate wigzania przekraczaja umowng granice 3,5 A w okolicy 0,4 ps, niemniej wigzania

wodorowe 2 — 6, 37 i 4 — 8 po przekroczeniu tej dlugosci wykazuja tendencj¢ do utworzenia

ponownie wigzania wodorowego.
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Podobne zachowanie si¢ wigzan wodorowych wystgpuje w pozostatych symulacjach, tj. zrywanie si¢
wigzan wodorowych od konca modelu. Wyrdzni¢ mozna zakresy, w ktorych wystepuje zjawisko
odtwarzania zerwanych wigzan, zwlaszcza dla wigzan 6 — 10 i 5 — 9 dla najnizszych predkosci Vsmp. Im
nizsza predko$¢ SMD, tym wolniej peptyd jest rozciggany i tym wigksza szansa na zerwanie
i ponowne zawigzanie si¢ wigzania wodorowego — peptyd ma wiecej czasu na zmian¢ konformacji
i zminimalizowanie energii szkieletu peptydu poprzez utworzenie wigzania wodorowego. Podobne
whnioski mozna wyciagnaé analizujac wyniki uzyskane za pomoca algorytmu STRIDE (rysunek 5.13),
ktéry obrazuje zmiany konformacji w rozciagganym peptydzie. Dla modelu z HB i przyktadowe;j

symulacji wida¢ stopniowe zanikanie a-helikalnej struktury dla aminokwasu dziewiatego.

Model z HB Model bez HB

ALA1

ALA2
ALA3
ALA4
ALA5
ALAB
ALA7
ALAS8
ALA9
ALA10

| | | | | | | |
0 ps 0,1 ps 0,2 ps 0 ps 0,1 ps 0,2 ps
B alfa-helisa B skret B 3210 helisa L] Szkielet rozwiniety

Rysunek 5.13. Zmiany struktury drugorzgdowej podczas symulacji rozciagania modelu z i bez HB. Wyniki
uzyskane z przyktadowej, jednej z 10 symulacji SMD dla modelu z HB dla predkosci Vswp = 100 m-s™.

Poroéwnanie zmian strukturalnych w modelu z HB i bez HB pokazuje, ze modelowane
redukowanie wigzan wodorowych, podobnie jak dla symulacji dynamiki molekularnej daje podobne
efekty tj. samoistne rozwijanie si¢ struktury a-helikalnej i to w bardzo krotkich czasach. Rysunek 5.13
przedstawia dynamiczne zmiany w strukturze drugorzedowej takiego peptydu, ktory z poczatkowej
a-helikalnej struktury potrafi zmieni¢ konformacje na typ skret, lub 3.10 helisy w przeciagu zaledwie
0,1 ps. Tutaj proces rozciggania peptydu i jego rozwijania jest znacznie bardziej chaotyczny i losowy,
przy czym zaczyna si¢ rowniez od koncow modelu. Dla kazdej z symulacji modelu z HB i bez HB
rejestrowana byta sita SMD oraz wydtuzenie si¢ modelu peptydu podczas rozciggania. Rysunek 5.14
przedstawia usrednione dane zaleznosci sity w funkcji wydtuzenia dla trzech przyktadowych predkosci

SMD: vswp = 10, 100 1 400 m's™.
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Rysunek 5.14. Srednie wartosci sity SMD z 10 symulacji SMD dla modelu z HB dla trzech przyktadowych
predkosci SMD: Vswp = 10 m-s™ (niebieskie kwadraty), Vsmp = 100 m's™ (pomaraficzowe tréjkaty) i Vsmp =
400 m-s™ (czerwone kota).

Warto$¢ sity zalezna jest od predkosci SMD, im wyzsza predko$¢ rozciggania peptydu tym
wyzsze wartosci sity obserwujemy w komputerowym eksperymencie. Wyniki te sa zgodne
z obserwowanymi eksperymentalnie zalezno$ciami sity adhezji lub sity oddziatywan biatko — ligand
w funkcji szybkosci — odpowiednio — separacji ostrza AFM od badanej powierzchni lub separacji
molekut, co tez zostanie doktadniej opisane w rozdziale 6 [23,24,31].

Dla poczatkowego zakresu 14 —15 A zalezno$¢ wzrostu sity od wydluzenia jest
w duzej mierze liniowa, dlatego tez dla kazdej z 10 symulacji dla wybranej predkosci dla modelu z HB
lub bez HB wyznaczono wspoétczynnik kierunkowy prostej z regresji liniowej, odpowiadajacy za statg
sprezystosci molekuty. Dane z 10 symulacji pozwolity na wyznaczenie $redniej statej sprezystosci dla

danej predkosci SMD, dla modelu z i bez HB (rysunek 5.15).
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Rysunek 5.15. Zalezno$¢ $rednich statych sprezystosci dla modelu z HB (kolor czarny) i bez HB (kolor
czerwony) od predkosci rozciagania Vsmp. Liniami przerywanymi zaprezentowano regresje liniowa, stuzaca do
wyznaczenia ekstrapolowanych wartosci statych sprezystosci dla vVsmp = 0 m-s™. Niepewnoéci pomiarowe
zostaty okres$lone jako btad standardowy.

Wraz ze wzrostem predkosci SMD, warto$¢ wyznaczonej $redniej statej sprezystosci rosnie, co
widoczne bylo juz przy analizie $rednich profili zaleznosci sity od wydluzenia modelowanych
peptydow. Co wazniejsze, Srednie state sprezystosci dla modelu z HB sg wyzsze od $rednich statych
sprezystosci dla modelu bez HB w calym zakresie badanych predkosci. Chcac opisa¢ wpltyw wigzan
wodorowych na stala sprezystosci dekaalaniny w sytuacji stacjonarnej, w ktorej peptyd nie jest
rozciggany i poddawany zewng¢trznym naprezeniom, Wykorzystano metode regresji liniowej do danych
eksperymentalnych i za jej pomoca wyznaczono ekstrapolowane wartosci statych sprezystosci dla Vsmp
= 0 m-s?, czyli dla przypadku, kiedy na modelowany peptyd nie dziata sita zewngtrzna. Parametry
regresji liniowej przedstawione zostaty w tabeli 5.3.

Tabela 5.3. Parametry regresji liniowej srednich statych sprezystosci w funkcji predkosci rozciggania
vsmp dla modelu z HB i bez HB

Model Punkt Btad Wsp. Btad R?
przecigcia standardowy kierunkowy a standardowy
b db da
zHB 1,594 0,505 0,019 0,002 0,946
bez HB 0,520 0,179 0,011 0,008 0,980
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Stata sprezystosci modelu z HB w stanie stacjonarnym (bez zewnetrznej sily dziatajacej na
peptyd) wynosi kig = (1,6 £ 0,5) N'm?, natomiast dla modelu ze zredukowanymi wigzaniami
wodorowymi Knons = (0,52 + 0,18) N-m?. Wspotczynniki dopasowania R? prostej do danych
eksperymentalnych sg wysokie, wskazujac ze wyniki uzyskane z dopasowania funkcjg liniowg mozna
traktowac wiarygodnie. W dalszej czgsci obliczen wykorzystano zaproponowang metodg obliczeniowsg
(wzor 5.2) w celu wyznaczenia udziatu wigzan wodorowych w sztywnosci badanego modelu peptydu.
Srednia warto$¢ udziatu wyniosta C =~ 67 % dla temperatury 300 K zastosowanej w symulacjach SMD.
Nalezy pamigtac, ze udziat wigzan wodorowych w sztywnosci a-helisy jest szacunkowy i w realnych
warunkach bedzie zalezny nie tylko od temperatury, ale rowniez od otoczenia molekuty, np. pH osrodka
czy obecnosci jondw lub czasteczek mogacych wptywac na wigzania wodorowe. Prezentowane wyniki
wskazuja jednak, ze wigzania wodorowe stanowig istotny, a nawet dominujacy, wktad w sztywnosc¢
i stabilno$¢ a-helikalnego polipeptydu.

W celu weryfikacji wynikow symulacji SMD przeprowadzonych w warunkach izotermicznych
bez utrzymywania statego cisnienia (czyli bez zastosowania barostatu), wykonano jedna seri¢ symulacji
w statej temperaturze oraz stalym cisnieniu (z zastosowaniem barostatu), rowniez z wykorzystaniem
komorki PBC oraz zaproponowanego modelu z i bez HB. Podobnie jak w przypadku symulacji bez
barostatu, wykonano najpierw optymalizacje geometrii, podgrzewanie uktadu, nast¢pnie dynamike
molekularng (T = 300 K, p = 1 bar) i symulacie SMD (10x vswp=100 m-s?,
T = 300K, p =1 bar) dla modelu z i bez HB. RMSD modelu bez sieci wigzan wodorowych wzrasta do
prawie 3 A po czasie 100 ps symulacji MD, przewyzszajac okolo pieciokrotnie dynamike tancucha
gléwnego peptydu z obecnosScig sieci wigzan wodorowych. Wskazuje to na szybka destabilizacje
struktury drugorzedowej, podobnie jak w przypadku symulacji bez barostatu.W tym przypadku réwniez
wyznaczono profile §redniej sity w funkcji wydtuzenia peptydu z 10 symulacji SMD. Nastepnie, dla
kazdego profilu dla modelu z HB oraz modelu bez HB wyznaczono wspotczynnik kierunkowy prostej
z regresji liniowej, odzwierciedlajacy stalg sprezystosci molekuty (rysunek 5.16). Podobnie jak
w symulacjach bez barostatu, poczatkowy zakres rozciagania (1 — 2 A) ma charakter liniowy, a kat
nachylenia prostej dla serii bez HB jest nizszy niz dla serii z HB. Wyznaczona stata sprezysto$ci modelu
z HB wynosi kus = (1,74 + 0,01) N-m*, natomiast dla modelu bez HB knors = (0,84 + 0,01) N-m™.
Wspolczynniki dopasowania R? prostej do danych eksperymentalnych sg wysokie (0.99 i 0.97 dla
odpowiednio krzywych $redniej sity SMD w funkcji wydtuzenia peptydu z i bez HB), wskazujac ze
wyniki uzyskane z dopasowania funkcja liniowa mozna traktowa¢ wiarygodnie. Podobnie jak dla
symulacji bez barostatu wykorzystano zaproponowang metod¢ obliczeniowa (wzor 5.2), w celu
wyznaczenia i oceny udzialu wigzan wodorowych w sztywnosci badanego modelu peptydu. Dla
powyzszych danych dla predkosci rozciggania vsmp = 100 m's™ C = 51 %. Prezentowane wyniki sg

zbiezne z poprzednimi symulacjami SMD wykonanymi w warunkach nie-izobarycznych i potwierdzaja,
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ze wigzania wodorowe stanowia istotny wktad w sztywno$¢ i stabilnos¢ a-helikalnego polipeptydu.
Nalezy pamigtac, ze zastosowanie barostatu wigze si¢ ze skalowaniem wielkosci komorki elementarne;j
poprzez zmiang pozycji atomow znajdujacych si¢ w komorce, dlatego tez glowna seria pomiarowa
(tylko z uzyciem termostatu) wykonana zostala bez uzycia barostatu tak, aby wyeliminowa¢ wptyw

barostatu na zmiang pozycji atoméw bioracych udziat w wigzaniach wodorowych.
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Rysunek 5.16. Srednia sita obliczona z wynikow 10 symulacji SMD w funkcji wydtuzenia peptydu dla modelu
z (HB, niebieski) i bez (NOHB, czerwony) sieci wigzan wodorowych. Dane dla symulacji w stalej temperaturze
i ci$nieniu (T = 300 K, p = 1 bar, Vsmp = 100 m-s™)
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6. Parametry Kinetyczne i termodynamiczne pojedynczego wigzania
wodorowego

W ponizszym rozdziale przedstawiono wyniki dwodch serii symulacji metoda sterowanej
dynamiki molekularnej dla modelu o-helikalnego peptydu ztozonego z sekwencji aminokwasow
AAKA(AEAAKA)sAC. Kazda z serii symulacji wykonana zostata dla szeregu wartosci predkosci
rozciggania vsvp, nastgpnie z wyznaczonych danych wyznaczono §rednig site zerwania wigzania
wodorowego. Dla tych danych zastosowano modele teoretyczne termicznie aktywowanej ucieczki

z jamy potencjatu, aby uzyska¢ parametry termodynamiczne pojedynczego wigzania wodorowego.

6.1. Zastosowanie modeli wymuszonego silg zerwania wigzania

W celu wyznaczenia parametrow energetycznych a-helikalnej struktury drugorzedowej
wykonano szereg symulacji SMD dla szerokiego zakresu predkosci rozciagania peptydu tj. 1, 5, 10, 50,
100, 200, 300, 500, 750 i 1000 m-s™*. Symulacje przeprowadzono dla temperatury 300 K stosujgc statg
sitowg potencjatu SMD 7 kcal-mol™- A2, Jako struktury wejéciowe do obliczen postuzyto 10 wybranych
struktur z ostatnich 100 ps symulacji wygrzewajacej w temperaturze 300 K. Dla kazdej z predkosci
wykonano 10 symulacji SMD. Jeden z koncowych atoméw modelu AAKA(AEAAKA)sAC,
a mianowicie atom C, aminokwasu 1, zostat unieruchomiony w przestrzeni. Jako atom, do ktorego
przytozony zostat potencjat SMD, wybrano atom siarki w aminokwasie 36 — cysteinie (rysunek 6.1).
Taki wybdr punktow przylozenia sity, nie tylko zapewnit osiowe rozciaganie peptydu, ale rowniez
dobrze odzwierciedla wczesniejsze eksperymenty AFM [5,6,49]. Symulacje prowadzone byty dla
wszystkich predkosci na tyle dtugo, aby rozciagnaé peptyd catkowicie tj. do 130 A dtugosci szkieletu.

kSMD

Vsmp

‘ atom nieruchomy

QO atomsiarki

R @ wirtualny atom SMD
n

Rysunek 6.1. Schemat symulacji SMD modelu AAKA(AEAAKA)sAC. Atom nieruchomy w przestrzeni to
wegiel Co w aminokwasie 1, natomiast atom siarki w cysteinie zostal wybrany jako atom, do ktérego
przylozony jest potencjat SMD.

81



Analogicznie jak w przypadku symulacji SMD dla dekaalaniny, pod wptywem przytozone;j sity
peptyd stopniowo rozwija sig, tracgc swoja strukture a-helikalng. Obserwowa¢ mozna zmiany katéw

torsyjnych szkieletu peptydu, co $wiadczy o stopniowej utracie struktury drugorzgdowe;.
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Rysunek 6.2. Mapa Ramachandrana dla rozcigganego peptydu AAKA(AEAAKA)AC dla przyktadowej
symulacji SMD. Na mapie zaznaczono wartosci katow torsyjnych dla geometrii poczatkowej (szary), podczas
62% rozciagniecia (niebieski) i podczas 151% rozciagnigcia (czerwony) w stosunku do dhugosci poczatkowej

peptydu.

Podobnie jak dla dekaalaniny, peptyd rozwija si¢ od koncow molekuty, przy czym warto
zauwazyc¢, ze dla wysokich predkosci rozwijanie zaczyna sie od konca molekuty, do ktorego przytozony
zostal potencjat SMD. Dla bardzo wolnych predkosci peptyd rozwija si¢ od obu koncoéw. Analiza
danych pozwala stwierdzi¢, ze powyzej 5 m-s™ proces rozwijania si¢ peptydu jest sekwencyjny,
rozwijany jest aminokwas po aminokwasie. Przy niskich predkosciach tj. 1 i 5 m-s™ proces zachodzi
widocznie od obu koncoéw, i wydaje si¢ by¢ losowy. Pojawienie si¢ struktur a-helikalnych badz typu
3.10-helikalnych (rysunek 6.3) swiadczy o tym, ze pojawia si¢ zjawisko odtwarzania zerwanych wigzan
wodorowych. Podczas niskich predkosci rozciggania peptyd ma wigcej czasu na relaksacje oraz na
roztozenie sie napr¢zenia spowodowanego potencjatem SMD po catej molekule. W przypadku
predkosci bardzo wysokich, deformacji ulegaja aminokwasy najblizsze atomowi siarki, do ktérego
przytozony zostal potencjal rozciagajacy peptyd. Duze predkosci powoduja wzrost wartosci energii
w jednostce czasu wskutek braku czasu na relaksacje. Obrazuja to dobrze wykresy energii potencjalnych
pola sitowego dla poréwnywanych dwoch skrajnych predkosci rozciggania (rysunek 6.4). Warto$ci

energii sg state do momentu catkowitego rozciagniecia dla vswp = 1 m-s?, podczas gdy dla wyzszej
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predkosci Vsvp = 1000 m's™ rosng. Ponadto, w przypadku matych predkos$ci rozciggania, zerwane
wigzania wodorowe majg znacznie wigkszg szans¢ na odtworzenie [24]. Dla kazdej z symulacji
rejestrowana byta sita SMD oraz wydluzenie si¢ modelu peptydu podczas rozciggania (rysunek 6.5).

Symulacje byty prowadzone do momentu petnego rozciagnigcia peptydu (zakres dlugosci powyzej 125

A).
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Rysunek 6.3. Zmiany konformacji w czasie obrazowane za pomocg algorytmu STRIDE dla przyktadowych
symulacji dwoch skrajnych symulowanych predkosci rozciggania Vsmp= 11 1000 m-s™.
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Rysunek 6.4. Zmiany konformacji i energii dla przyktadowych symulacji dwoch skrajnych symulowanych
predkosci rozciggania Vsmp = 1 (A i C) i 1000 (B i D) m-s™. Zotta sfera reprezentuje atom siarki, cyfry
reprezentuja peptyd na poczatku rozciagania (1), czgsciowo rozwinigty (2) oraz catkowicie rozwinigty (3).
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Rysunek 6.5. Przyktadowe profile sity SMD dla catego zakresu rozciagnigcia peptydu dla trzech przyktadowych
symulacji z predko$ciami rozciggania Vsmp = 50, 200 i 500 m-s™. Szare punkty oznaczaja dane pomiarowe,

czarna linia oznacza profil sity uzyskany za pomoca funkcji wygtadzajace;.
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Przyktadowe profile sity SMD przedstawione na rysunku 6.5 wskazuja na pojawianie si¢ pikow
w rejestrowanej sile. Wystapienie pikow (wyraznie przewyzszajacych warto$¢ szumu sygnatu) powinno
wynika¢ z pokonania barier potencjatow, ktore opisujg oddziatywania w peptydzie. Poniewaz dynamika
molekularna i stosowane pole sitowe nie pozwalaja na zrywanie wigzan kowalencyjnych, gtowna
przyczyna wystapienia lokalnych maksimow sity powinny by¢ zrywane wigzanie wodorowe. Doktadna
analiza éredniej liczby wigzan wodorowych w modelowanym peptydzie w funkcji rozciggania peptydu
z predkoscig 100 m's? pokazuje, ze dla $redniego wydtuzenia peptydu (2,7 + 1,1) A, przy ktorym

wystepuje pierwszy pik sity, zerwane jest przynajmniej jedno wigzanie wodorowe (rysunek 6.6).
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Rysunek 6.6. Srednia liczba wigzan wodorowych wyznaczona z serii 10 symulacji dla vswp = 100 m's™%. Czarna
grubg przerywanga linig oznaczono wydtuzenie peptydu, przy ktorym $rednio wystepuje pik sity SMD, czarne
cienkie linie oznaczajg zakresy — btad standardowy $redniej. Kryterium istnienia wigzania wodorowego przyjeto
jako odlegto$é donor — akceptor mniejsza niz 3,5 A.

Rysunek 6.7 przedstawia przykladowe poréwnanie wydtuzen wigzan wodorowych od ich

$redniej dtugo$ci poczatkowej dla wybranej predkosci 100 m-s W przypadku tej konkretnej symulacji,

znacznie wydhuzone (ponad 1 A) zostato 31 wigzanie wodorowe dla rozciggniecia peptydu dx = 2,16 A.
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Rysunek 6.7. Porownanie profilu sity SMD w funkcji wydtuzenia peptydu (A) z wydluzeniami wigzan
wodorowych (B) dla wydtuzenia peptydu 0 A (jasny niebieski) i 2,16 A (ciemny niebieski). Na profilu
zaleznosci sity SMD od wydhuzenia peptydu zaznaczono odlegltosé 2,16 A, dla ktorej wystepuje pierwszy pik
sity.

Podobnie jak w przypadku analizy struktury ll-rzedowej za pomocg algorytmu STRIDE
(rysunek 6.3), potwierdza si¢ schemat pekania wigzan wodorowych: dla duzych predkosci SMD —
pekaja od jednego konca peptydu (ciagnigtego), dla matych predkosci SMD — od dwoch koncow
peptydu. Rysunek 6.8 przedstawia dlugosci i wydluzenia poszczegélnych wigzan wodorowych dla
predkosci posredniej 100 m-s?. Zauwazalne jest ,,pekanie” wigzan od konca peptydu, do ktorego
przytozona jest sita SMD, z réwnoczesnym wzrostem dtugosci wigzan wodorowych w srodkowej czgsc
peptydu. Doprowadza to do pekania kolejnych wigzan i zniszczenia struktury drugorzedowej po 12 A

rozciggnigcia peptydu.
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Diugosé HB w funkcji dtugosci peptydu
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Rysunek 6.8. Petna mapa dlugosci (A) i wydtuzen (B) wigzan wodorowych, przedstawiona w A dla 22 A
wydluzenia peptydu z symulacji przedstawionej na rysunku 6.7. Wyrazne pekanie wigzan wodorowych od
konca peptydu, do ktdrego przylozona jest sita SMD (wiazania od 32 do 23), oraz rozwijanie i pgkanie wigzan
w srodkowej czesci peptydu (19 i 20 wigzanie) powodujace niszczenie drugorzedowej struktury.

Dla kazdej z serii danych wyznaczona zostata sita zrywajaca wigzanie wodorowe Fun, Czyli
teoretyczna sita, przy ktorej nastgpuje zerwanie pierwszego wigzania wodorowego. Aby wyznaczy¢ t¢
site, dla kazdej symulacji dla danej predkosci zastosowano funkcje wygtadzajaca dane (filtr FFT),
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a nastgpnie wyznaczono warto$¢ sity zrywajacej (jako warto§¢ pierwszego piku w wygtadzonej

krzywej), wydtuzenie i czas, po ktorym zarejestrowano pik (rysunek 6.9).
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Rysunek 6.9. Przyktadowe dane sity SMD dla pierwszych 5 A rozciggniecia rozcigganego peptydu dla Vswp =
500 m-st. Czerwong przerywang linig oznaczono poziom sily zrywajgcej pierwsze wigzanie wodorowe Fyn.

Dla kazdej z symulowanych predkosci wyznaczono w ten sposob érednig site zrywajacg jako
srednig arytmetyczng z 10 symulacji. Niepewno$¢ pomiarowa (obliczeniowa) okreslono jako btad
standardowy. Dodatkowo, aby méc zastosowa¢ modele aktywowanego sitg zerwania wigzania, znajac
czas, po ktorym wystgpita sita Fun, Wyznaczono statg szybkosci obcigzania (ang. loading rate) re jako
iloczyn sity zrywajacej wigzanie i czasu wystgpienia sity Fumw. Zakres obliczonych sit zrywajacych
wigzanie wodorowe obejmuje od 140 pN dla trzech najmniejszych predkos$ci rozciggania do 1000 pN
dla najwiekszej Vsmp = 1000 m-s™. Zakres szybko$ci obcigzania wigzania obejmuje wartosci od 1 N-s*
do prawie 3000 N-s™*. W analogicznych eksperymentach DFS metodg spektroskopii sit atomowych za
pomoca AFM, zakresy sit jakie mozna mierzy¢ sa poréwnywalne do wynikow uzyskiwanych
w symulacjach SMD. Gtowna rdznicg jest zakres szybko$ci obcigzenia rr. Jak juz wspomniano we
wstepie, réznica pomi¢dzy minimalnymi szybkos$ciami obcigzania wigzania w symulacjach SMD
a eksperymentach za pomocg AFM wynosi 6 rzedow wielkos$ci. Obnizenie szybko$ci obcigzania
w symulacjach komputerowych MD do wielkosci podobnych do eksperymentow AFM na dzien
dzisiejszy jest bardzo problematyczne — symulacje wymagatyby znacznie dluzszych czasow trwania

(miesigce) i1znacznych mocy obliczeniowych. Dodatkowo, nalezatoby podja¢ dodatkowe dziatania
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implementacyjne w oprogramowaniu shizacym symulacjom komputerowym, aby zapewnié
poprawnos$¢ dziatania i stabilno$¢ algorytmom catkujacym przy czasach symulacji rzedu setek
nanosekund, a nawet mikrosekund, ze wzglgdu na olbrzymie liczby krokéw obliczeniowych. Nie mnigj
obecnie podejmowane sg proby prowadzenia symulacji komputerowych wykorzystujacych SMD oraz
metody przyblizen gruboziarnistych (CG, ang. coarse-grained) ktore umozliwiaja przeprowadzenie
wirtualnego eksperymentu spektroskopii sit w szerokim zakresie prgdkosci obcigzania [50].

Dane uzyskane z symulacji SMD zostaly wykorzystane do dopasowania trzech
przedstawionych uprzednio modeli aktywowanego sitag zerwania wigzania BE (Bella-Evansa), DHS
(Dudko-Hummera-Szabo) oraz FNDY (Friddle’a-Noya-De Yoreo). Dopasowanie wykonane zostato W
oprogramowaniu Origin 8.6 (OriginLab Corporation). W obliczeniach rr byto zmienna, Fun wartoscig
funkcji, natomiast parametry wyznaczane byty iteracyjnie dzigki odpowiedniemu zdefiniowaniu modeli
teoretycznych w programie Origin.
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Rysunek 6.10. Zalezno$¢ sity zrywajacej wigzanie wodorowe Funp 0d szybko$ci obcigzania z dopasowaniem
modelem BE dla trzech zakreséw szybkosci obcigzenia: 1 — 2820 N-st (czerwony), 39 — 2820 N-s™ (niebieski)
i 1 -39 N-s?! (zielony). Niepewnosci pomiarowe zostaly okreslone jako btad standardowy.
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Rysunek 6.11. Zalezno$¢ sity zrywajacej wigzanie wodorowe Funp 0d szybkosci obcigzania z dopasowaniem

modelem DHS dla dwéch zakresow szybkosci obcigzenia: 1 — 2820 N-s* (czerwony) i 39 — 2820 N-s*
(niebieski). Niepewnos$ci pomiarowe zostaty okreslone jako btad standardowy.
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Rysunek 6.12. Zalezno$¢ sily zrywajacej wigzanie wodorowe Funp 0d szybkosci obcigzania z dopasowaniem

modelem FNDY dla calego zakresu szybko$ci obcigzenia, 1 — 2820 N-s (czerwony). Niepewnosci
pomiarowe zostaty okreslone jako btad standardowy.
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Dzigki dopasowaniu modeli do danych eksperymentalnych mozna bylo wyznaczy¢ parametry
Kinetyczne i energetyczne dla zerwanego pojedynczego wigzania wodorowego. Tabela 6.2 przedstawia
obliczone wartosci Korf (dla BE i DHS to stata dysocjacji bez obecnosci sity, dla FNDY stata dysocjacji
przy przytozone;j sile rtownowagowej), xp to odlegtos¢ pomiedzy minimum jamy potencjatu a maksimum
bariery, 4Gp to energia swobodna zerwania wigzania wodorowego (rdznica pozioméw maksimum
bariery a minimum jamy potencjatu, rozdziat 2.3, rysunek 2.9), Feq to sita rtownowagowa, czyli sita
zerwania wigzania wodorowego, gdy uktad przebywa w rownowadze, a zatem ma czas na relaksacje.
Feq uwzglednia mozliwos$¢ odtwarzania zerwanych wigzan wodorowych. W celu pordwnania wynikoéw
dla réznych modeli, majacych roézng liczbe parametrow zastosowano dopasowany wspotczynnik
korelacji (ang. adjusted coefficient of determination) R2.; jako parametr opisujacy korelacje migdzy
dopasowanymi krzywymi a danymi symulacji. Niepewnosci obliczonych warto$ci wyznaczone zostaty

jako btad standardowy.

Tabela 6.1. Parametry uzyskane z modeli BE, DHS oraz FNDY z zaleznosci sity zrywajacej HB od

szybkosci obcigzenia

143 kotr X AG Fe
Model [N-s] R [1010§1] (Al kealmol'] [N

1-2820 0913 095:039 0,406 0,044 i -
BE 1-39 0535 0131023 123+0.59 i -
392820 0956 6721 0257+ 0,025 i -
s 1-2820 0954 0402014 06110061 5.13<1.11 -
392820 0966  122+038 047120001 433=093 -

FNDY 1-2820 0993 160+41 0208 0,020 i 120+ 13+

*dla wyznaczonej sity Feq Wyznaczono wg. wzoru 2.7 AGpy = (1,59 + 0,51) kecal-mol™

Sposrod trzech stosowanych w pracy modeli, dopasowanie modelu BE do danych
eksperymentalnych jest najnizszej jako$ci. Zaleznos¢ sity zrywajacej Funn od szybkosci obcigzania nie
jest logarytmiczna, jak przewiduje to model. Powszechng praktyka w takim przypadku jest podzielenie
danych na zakresy i zinterpretowanie zaleznosci sity zrywajacej Fun oddzielnie dla kazdego z zakresow
przyjmujac, ze powodem takiego stanu rzeczy jest wystgpowanie lokalnych barier aktywacji
w potencjale energii swobodnej. Stosujac powyzsze podejscie dokonano dopasowania modelu BE do
dwoch zakresow szybkosci obcigzenia e — ,,wolnego”, 1 — 39 N-s, i ,szybkiego”, 39 — 2820 N-s
(rysunek 6.10). Dla zakresu ,,wolnego” wyznaczona z modelu X jest znacznie wigksza niz dla zakresu
szybszego, jednakze wspotczynnik dopasowania R? jest niski (tabela 6.2). Niska jako$¢ dopasowania
zarowno dla ,,wolnego” regionu jak i dla catego regionu szybkosci obcigzania sugeruje, ze istnieje inne
wyjasnienie zaleznosci Fun(re) W tym zakresie. Chociaz interpretacja ,,dwoch barier” jest powszechnie
stosowana do specyficznych wigzan receptor-ligand [44] jej zastosowanie do wigzan wodorowych

wydaje sie nie by¢ uzasadnione. W przypadku oddziatywan biatko-ligand wigzania sktadajg sie z kilku
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rodzajow oddziatywan (m.in. elektrostatycznych, van der Waalsa, hydrofobowych itp.) i sa3 w stanie
tworzy¢ stany przejsciowe tworzace w potencjale energii swobodnej dwie lub wigcej barier potencjatu.
W przypadku wigzania wodorowego, opisanego W zastosowanym polu sitowym przez potencjat typu
Lennarda-Jonesa oraz elektrostatyczny, oddziatywania te nie wykazujg zadnych standow przejsciowych.
Pojawia si¢ pojedyncza bariera, ale w wyniku napr¢zenia wywolanego sita zewnetrzng podczas procesu
zrywania. Z tego powodu model Bella-Evansa nie wydaje si¢ by¢ odpowiednim do wtasciwego opisu
zrywania pojedynczego wigzania wodorowego. Lepsza jako$¢ dopasowania dla catego zakresu
szybkosci obciazenia uzyskano dla modelu DHS (rysunek 6.11, tabela 6.2). O ile przebieg modelu
odpowiada zaleznos$ci Fun(re) dla wysokich wartosci szybkosci obcigzania, model wydaje si¢ zawodzié
w przypadku opisywania zaleznosci dla niskich warto$ci szybkosci obcigzania. Pordéwnanie
wspOlczynnika dopasowania R%q dla zakresu ,,szybkiego™ i dla catego zakresu wskazuje, ze im nizsza
predkos¢ obcigzania, tym gorsze wyniki modelu, co wskazuje, ze dla najnizszych wartosci rr zatozenia
modelu nie opisuja poprawnie zalezno$ci sity zrywajacej od szybkos$ci obcigzania w przypadku wigzan
wodorowych. Model FNDY opracowany przy uwzglednieniu wktadu odtwarzania zerwanych wigzan
jest najlepiej dopasowanym modelem do danych (rysunek 6.12, tabela 6.2) w catym zakresie
prowadzonych obliczen. Wskazuje to bezposrednio na fakt, ze zrywanie i ponowne wigzanie wigzan
wodorowych ma wptyw na parametry energetyczne pojedynczego wigzania wodorowego w a-helisie.
Odtwarzanie si¢ zerwanych wigzan wodorowych widoczne réwniez bylo przy analizie danych
uzyskanych za pomoca algorytmu STRIDE (rysunek 6.3), gdzie dla niskiej predkosci rozciggania po
czesciowym rozwinigciu si¢ struktury drugorzedowej mozliwym byto ponowne, chwilowe odtworzenie
a-helikalnej struktury w srodkowej czesci peptydu. Wyniki wskazuja, ze wraz ze wzrostem szybkosci
obcigzania, maleje prawdopodobienstwo zaj$cia odtworzenia zerwanego wigzania wodorowego, tym

samym wraz ze wzrostem rr proces rozwijania staje si¢ bardziej sekwencyjny.

Energie swobodng wigzania wodorowego, zdefiniowang jako roznicg energii swobodnej stanu
niezwigzanego i  stanu zwigzanego (AGpy, rysunek 2.9), mozna obliczy¢ korzystajac z sily
rownowagowe] Feq wyznaczonej dzigki dopasowaniu modelu FNDY do danych Fumw(re). PO
przeksztatceniu rownania 2.7 i podstawieniu $redniej efektywnej statej sprezystosci uktadu sktadajacego
si¢ z a-helisy i sprezyny SMD wyznaczonej dla trzech najnizszych predkosci rozciagania Vsmp = 1, 5
i 10 m's™, ket = (0,750 = 0,084) N-mL, otrzymujemy warto$¢ energii swobodnej wigzania wodorowego
AGpy = (1,59 £ 0,51) kcal-mol™. Niepewnos¢ pomiaru obliczono metodg rozniczki zupetnej. Otrzymana
warto$¢ energii pojedynczego wigzania wodorowego w peptydzie zgadza si¢ z warto$ciami podanymi
dla HB w biatkach w wodzie (0,5 — 4,0 kcal-mol™) [23] lub warto$ciami dla dla HB w helikalnych
polipeptydach wyznaczonymi za pomocg metod dynamiki molekularnej (1,93 kcal-mol™?) [45,48].
Energia aktywacji wigzania wodorowego obliczona z wykorzystaniem modelu DHS dla dwoch
zakresOw szybkosci obcigzania analizowanej serii eksperymentalnej AGg wyniosta odpowiednio (5,13
£ 1,11) keal-mol™? i (4,33 £ 0,93) kcal-mol™ dla catego i ,,szybkiego™ zakresu rr. Warto$ci te sg podobne
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do danych przedstawionych przez Uribe et. al. [23] (4,8 kcal-mol™?). State dysocjacji z modeli DHS i
FNDY pozwalaja na wyznaczenie czasu zycia wigzania wodorowego. Czas zycia HB przy obecnosci
sity rownowagowej obliczono jako odwrotnos¢ wyznaczonej z modelu Kosi(Feq), the(Feq) = (6,2 = 1,6)
ps. Warto$¢ ta powinna by¢ nizsza niz czas zycia przy zerowej sile, charakteryzujacy wigzanie nie
poddane dziataniu sily zrywajacej. Natomiast taki czas Zycia mozna obliczy¢ ze statej dysocjacji
wyznaczonej z modelu DHS (k%#). W tym przypadku warto$¢ tus(0) = (82 + 25) ps i zgodnie z
przewidywaniami jest wigksza niz tnus(Feq). Obliczona warto$¢ jest zgodna z publikowanymi czasami
zycia wigzan wodorowych — wyznaczone czasy si¢gaja kilkudziesieciu pikosekund, co rowniez

posrednio wskazuje na zjawisko zrywania si¢ i wigzania na nowo wigzan wodorowych [45-47].

6.2. Wyznaczenie wkladu entalpowego i entropowego energii wigzania wodorowego

Lancuch peptydowy jest tym bardziej stabilny, im nizsza posiada energi¢ swobodna. Zwinigte

konformacje biatek maja nizszg energi¢ swobodna niz rozwinigte (rysunek 6.13).

A

Energia swobodna

Proces rozwijania peptydu

Rysunek 6.13. Schemat energetyczny procesu rozwijania peptyduod stanu zwinietego (F, ang. folded state),
poprzez stan przejsciowy (T, ang. transition state), do stanu rozwinigtego (U, ang. unfolded state).

Korzystajac z definicji energii swobodnej Gibbsa mozna zdefiniowa¢ AG jako:

AG = AH —TAS 6.2
gdzie AH jest zmiang entalpii, a AS obrazuje zmiany entropii. W warunkach statego ci$nienia
i temperatury zmiana energii swobodnej Gibbsa jest proporcjonalna do catkowitej zmiany entropii
uktadu i otoczenia. Pojgcie AG pomaga w okresleniu spontanicznosci danego procesu: gdy AG ma
warto$ci ujemne, to dany proces jest spontaniczny, natomiast gdy dodatnie — dany proces nie zachodzi
samoczynnie. Zazwyczaj roznica energii swobodnej pomigdzy stanem zwini¢tym a rozwinigtym
polipeptydu wynosi kilka kcal'mol™ (okoto 20 — 30 kJ-mol™?) [22]. Kolejnym parametrem jest tez
stabilno$¢ kinetyczna, méwiaca o tym, jak szybko zachodzi proces zwijania lub rozwijania biatka.
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Zalezna jest ona od energii aktywacji reakcji rozwijania si¢ struktury biatka, czyli réznicy energii
swobodnej pomigdzy stanem zwinigtym a stanem przej$ciowym (rysunek 6.13). Na stabilnos¢ struktury
biatek wplyw maja czynniki takie jak oddzialywania migdzyczasteczkowe z innymi molekutami (np.
rozpuszczalnika — wody, poprzez tworzenie wigzan wodorowych pomigdzy grupami bocznymi
aminokwasow a molekutami wody) czy interakcje hydrofobowe.

Wktad entalpowy oraz entropowy do energii swobodnej Gibbsa mozna wyznaczy¢ nawet dla
pojedynczego wigzania wodorowego, co byto celem tej czgéci rozprawy. Pomyst podstawienia wzoru
6.2 do modelu opisujacego wymuszone sitg zerwanie zostal wykorzystany przez Zepedg et al. [26].
Autorzy wykorzystali model BE dla analizy oddziatywan mig¢dzyczasteczkowych pomiedzy SisNa
a mikg oraz pomi¢dzy monowarstwami z grupami -COOH w etanolu. W niniejszej pracy postanowiono
zastosowa¢ bardziej ztozony model poprawniej opisujacy zaleznos$¢ sity zrywajacej Fun od szybkosci
obcigzania rr, @ mianowicie model DHS. W tym przypadku konieczna byta modyfikacja modelu DHS
oraz dwuetapowe dziatanie w celu wyznaczenia energii aktywacji oraz zmian entalpi i entropii (rysunek
6.14):

(i) z zalezno$ci sity zerwania od szybko$ci obcigzania za pomocg modelu DHS wyznaczono

parametry ks, Xp oraz AGg;

(if) z zaleznosci sity zerwania od temperatury za pomocg zmodyfikowanego modelu DHS

(AGp= AH — TAS), posiadajac Ko, X z poprzedniego kroku wyznaczono parametr o oraz
zmiang entalpii AH i entropii AS.
Modyfikacja modelu polega na wykorzystaniu formuly matematycznej modelu dla najbardziej
prawdopodobnej sity:
0 AGg 4
AGB kT koskgTexp (?)

Funp = 1- l 6.3
unb Yxg AGB n XBTF

W wyrazeniu tym oprocz Ko i Xg wystepuje energia swobodna aktywacji wigzania, AGg. Podstawiajac

do powyzszego modelu zalezno$¢ 6.4 wiazaca parametr k% z czasem dysocjacji to:

1 AG
KO — = (_ _ﬁ> 6.4
off ™ exp kT

Oraz stosujgc wzor 6.2 uzyska¢ mozna posta¢ modelu ze sktadnikiem entalpowym i entropowym:
kT kT \|”
AH — TAS XgTpTp

Dzigki dwuetapowemu podejsciu mozliwym stato si¢ wyznaczenie wktadow entalpowego

AH — TAS
Funb (T) =- 1 -

UXB

1 entropowego bez koniecznosci dopasowywania modelu DHS do danych szukajac jednocze$nie az

czterech parametrow modelu (AH, TAS, xg i K% lub 7p). Tak duza liczba parametrow do wyznaczenia
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w modelu uniemozliwiata jednoznaczne znalezienie rozwigzania przez stosowane algorytmy

dopasowania w oprogramowaniu Origin (zbyt duza liczba mozliwych rozwiagzan).

Optymalizacja N Podgrzewanie N Symulacja MD
£, geometrii |: > T |: > E

T o e

"t E— R
Jd U
Wyznaczenie (i) AG, oraz (i) AH i TAS Symula\c/je SMD
/]_ (10 sym. dla zmiennej)
VSMD TSMD

Rysunek 6.14. Schemat eksperymentu obliczeniowego wykorzystujacego zmodyfikowany model DHS w celu
wyznaczenia wkladoéw entalpowych i entropowych energii aktywacji wigzania wodorowego.

Zgodnie z zaproponowanym schematem postepowania, w celu wyznaczenia energii aktywacji
AGg oraz jej wktadu entalpowego i entropowego, dla wigzania wodorowego w a-helikalnej strukturze
drugorzgdowej, wykonano szereg symulacji SMD dla modelu peptydu AAKA(AEAAKA)sAC:
(i)  pierwsza seria ,,zmienno-predkosciowa” dla 8 predkosci rozciggania peptydu tj. 30, 50,
75, 100, 150, 200, 400, 500 m-s™, w stalej temperaturze 300 K,
(i)  druga seria ,,zmienno-temperaturowa” dla 9 temperatur T = 270, 275, 280, 285, 290,
295, 300, 305 1 310 K, ze statg predkoscig Vsmp = 100 m-s™.

Dla kazdej z serii zastosowano stala sitowa potencjatu SMD 4 kcal-mol*-A2. Struktury
poczatkowe stuzace do symulacji byly identyczne jak w przypadku struktur z serii symulacji
opisywanych w rozdziale 6.1. W celu zebrania statystyki i wyznaczenia bledow standardowych dla
kazdej zmiennej predkosci lub temperatury wykonano po 10 symulacji. Zarowno dla serii ,,zmienno-
predkosciowej” jak i serii ,,zmienno-temperaturowej” rejestrowane wydtuzenie peptydu oraz site SMD.
Z kazdego profilu sity SMD w funkcji dlugosci rozcigganej molekuty wyznaczono site zrywajaca
wigzanie wodorowe Fyn. Aby wyznaczy¢ te site, dla kazdej symulacji dla danej zmiennej predkosci lub
temperatury zastosowano funkcje wygtadzajaca dane (filtr FFT), a nastgpnie wyznaczono warto$¢ sity
zrywajacej (jako pierwszy pik w wygladzonej krzywej), wydtuzenie i czas, po ktorym zarejestrowano
pik (rysunek 6.15).
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Rysunek 6.15. Przyktadowy przebieg sity SMD dla 120 A rozciggnigcia modelowanego peptydu dla vswp = 75
m-s?. Punkty pomiarowe oznaczono szarymi kwadratami, czerwona ciagla linia prezentuje funkcje
wygtadzajaca. Czerwona przerywang linig oznaczono poziom sity zrywajacej pierwsze wigzanie wodorowe
Funb.

Z kazdej serii pomiarowej wykonano histogramy wyznaczajac najbardziej prawdopodobng site
zrywajaca Fumw dzigki zastosowaniu rozktadu log-normalnego. Rozktad log-normalny sity zrywajacej
pojedyncze wigzanie wodorowe zostal potwierdzony na podstawie weryfikacyjnej serii 50 symulacji
SMD dla vsmp = 100 m-s? (rysunek 6.16).
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Rysunek 6.16. Rozktad wystepowania sit zrywajacych pojedyncze wigzanie wodorowe dla serii 50 symulacji
SMD z vswp = 100 m-s?. Rozkiad opisywany jest funkcjg log-normlang, wskazujacg na wystepowanie

najbardziej prawdopodobnej sity zrywajacej Funb.
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Rysunek 6.17. Zalezno$¢ sity zrywajacej wigzanie wodorowe Funp od szybko$ci obcigzania z dopasowaniem
modelem DHS dla dwdch zakresow danych szybkosci obcigzenia: 21 — 626 N-s* (niebieski) i 57 — 626 N-s*
(czerwony). Niepewnosci pomiarowe zostaty okreslone jako blad standardowy.
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Rysunek 6.17 przedstawia serig¢ ,,zmienno-pr¢dkosciowa” (i). W tym przypadku zmienng byta
szybko$¢ obcigzania re, wyznaczona dla kazdej predkosci vsmp. Wartoscig funkcji byta najbardziej
prawdopodobna sita zrywajgca, wyznaczona na podstawie rozkladu log-normalnego sit. Dokonano
dopasowania modelu DHS dla dwoch zakresow szybkosci obcigzania: szerszego 21 — 626 N-s* oraz

wezszego 57 — 626 N-s, Dane uzyskane z dopasowania przedstawiono w Tabeli 6.2.

Tabela 6.2. Parametry uzyskane z modelu DHS z zaleznosci sity zrywajacej HB od szybkos$ci obcigzania

rr 2 k()oﬁ‘ XB 4G
Model N's] Reaq [ps] [A] [kcal-mol™']
DHS 21 -626 0,75 6,1 +1,6 0,33 +£0,06 26+1,1
57— 626 0,92 109+1,5 0,22 + 0,04 2,04+0,21

Energia aktywacji dla wezszego zakresu szybkosci obcigzania wynosi odpowiednio (2,6 + 1,1)
i (2,04 £ 0,21) kcal-mol™?, i jest mniejsza niz warto$¢ uzyskana w poprzednim eksperymencie
obliczeniowym (rozdz. 6.1). Wynika to z wezszego zakresu dopasowania, ktory nie obejmuje punktow
dotyczacych szybkosci obcigzania w zakresie kilku N-s?, dla ktorych zachodzi zjawisko odtwarzania
zerwanych wigzan nieuwzgledniane przez model DHS. Dodatkowo bardzo wysokie predkosci
rozciggania Vsmp rzedu 500 — 1000 m-s™ (re od 1000 do 3000 N-s™) nie zapewniaja czasu na relaksacje
modelu peptydu, co wida¢ bylo przy analizie energii wewnetrznej peptydu podczas symulacji SMD
(rysunek 6.4). Z tego powodu postanowiono wybra¢ srodkowy zakres szybkosci obcigzania (10 — 1000
N-s?) jako zapewniajacy najbardziej wiarygodne wyniki. Dopasowanie zastosowanego modelu DHS do
danych w zakresie 57 — 626 N-s? jest doktadniejsze niz dla zakresu 21 — 626 N-s? (R%g; = 0,92 vs 0,75),
dlatego w celu wyznaczenia zmiany entalpii i entropii postanowiono wykorzysta¢ parametry uzyskane
z tego zakresu szybkos$ci obcigzania. Stosujac przeksztatlcony wzor 6.4 wyznaczono czas dysocjacji
wigzania o = 0,302 ps, oraz wykorzystano obliczony parametr xg jako parametry wejsciowe do
zmodyfikowanego modelu DHS (wzor 6.5). W celu wyznaczenia zmian entalpii i entropii, wykonano
seri¢ ,,zmienno-temperaturowa” (ii), postepujac analogicznie jak w przypadku serii (i) — wyznaczono
najbardziej prawdopodobna site zrywajaca wigzanie wodorowe z rozktadu 10 wartosci sit zrywajacych,
wyznaczonych z profili sit SMD w funkcji wydtuzenia. Rysunek 6.18 przedstawia wyniki oraz

dopasowanie zmodyfikowanego modelu DHS do danych z serii (ii).
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Rysunek 6.18. Zalezno$¢ sity zrywajacej wigzanie wodorowe Fuw 0d temperatury z dopasowaniem
zmodyfikowanym modelem DHS. Niepewnosci pomiarowe zostaly okreslone jako blad standardowy.

W tabeli 6.3 przedstawiono wartosci AH oraz TAS dla 300 K, uzyskane z dopasowania. Roznica
miedzy wyznaczonymi energiami AH-TAS wynosi 2,05 kcal'mol? i jest zgodna z warto$cig 4Gp

uzyskana z dopasowania modelu DHS z serii (i).

Tabela 6.3. Parametry uzyskane z zmodyfikowanego modelu DHS z zaleznosci sity zrywajacej HB od

temperatury
Model AH-TAS AH TAS dla 300 K
[kcal-mol™] [kcal-mol™'] [kcal-mol™] R4
Zmodyfikowany DHS 2,05 3,69+0,36 1,64 + 0,38 0,91

Zaleznos¢ sity zrywajacej wigzanie wodorowe w badanym zakresie temperatur 270 K- 310 K
(-3° — 37°) jest widocznie malejgca, od 500 pN do 300 pN. Uzyskana warto$¢ sity zrywajacej wigzanie
wodorowe dla 300 K jest zgodna z poprzednia serig symulacji (i) dla vsmp=100 m-s*. Analizowanie
szerszego zakresu temperatur nie miatoby sensu — powyzej 310 K struktura a-helikalna jest niestabilna
i szybko ulega denaturacji tj. utracie drugorzgdowe;j struktury, natomiast ponizej 270 K wyniki bytyby
mato wiarygodne z uwagi na zastosowany model wody TIP3P, ktory nie zostat stworzony do poprawnej

reprezentacji struktury lodu wodnego. Zgodnie z intuicjg, wraz ze wzrostem temperatury sita potrzebna
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na zerwanie wigzania wodorowego maleje — spowodowane jest to wzrostem energii kinetycznej uktadu
wraz ze wzrostem temperatury. Dostarczenie do uktadu energii kinetycznej zwicksza
prawdopodobienstwo zerwania wigzania i utatwia pokonanie bariery potencjatu, stad tez dla wyzszych
temperatur obserwowane nizsze wartosci sity zrywajacej wiagzanie. Zmiana entalpii wyznaczona
w proponowanej metodyce dla badanego peptydu wyniosta AH = (3,69 + 0,36) kcal-mol™?, zmiana
wkladu entropowego obliczona dla 300 K wynosi TAS = (1,64 + 0,38) kcal-mol™? Skfadnik entropowy
obniza barier¢ aktywacji, a uzyskana wielko$¢ jest zgodna z obliczong dla pojedynczego aminokwasu
podczas rozwijania ubikwityny na podstawie analizy danych z eksperymentow NMR 1,4 kcal-mol*
[47]. Uzyskana wartos$¢ energii aktywacji jest zgodna z warto$ciami uzyskanymi dla a-helisy w wodzie
przez Sheu et. all [45,48].
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7. Podsumowanie i wnioski

W rozprawie doktorskiej przedstawiono wyniki badan teoretycznych i obliczeniowych
zwigzane ze stabilno$cig struktury a-helikalnych peptydow: dekaalaniny oraz peptydu o sekwencji
AAKA(AEAAKA)sAC. Bardzo wazng role w stabilizacji tej struktury petnig wigzania wodorowe, stad
tez glownym celem pracy byto okreslenie ich wptywu na stabilno$¢ struktury oraz wyznaczenie ich

wilasnosci Kinetycznych i energetycznych.

Za pomoca metod dynamiki molekularnej i sterowanej dynamiki molekularnej, opartych na polu
sitowym, dokonano szeregu symulacji majacych na celu pokazanie znaczenia sieci wigzan wodorowych
poprzez zamodelowanie ich braku w dekaalaninie. Dodatkowo, korzystajac z trzech modeli termicznie
aktywowane] ucieczki z jamy potencjatu (BE, DHS, FNDY), wyznaczono parametry kinetyczne
i energetyczne pojedynczego wigzania wodorowego. Dzieki modyfikacji modelu DHS opracowano
metodyke wyznaczania dodatkowych parametréw energetycznych — sktadowych zmian energii

swobodnej Gibbsa: entalpowej i entropoweyj.

Symulowanie procesow fizycznych oraz modelowanie struktur biologicznych czgsto opiera si¢
na pewnych zatozeniach oraz przyblizeniach. Ze wzgledu na duzg czasochtonno$¢ obliczen
kwantowomechanicznych ab-initio oraz ztozonos$¢ uktadow biologicznych (nawet dziesiatki lub setki
tysiecy atomow) badacze wykorzystuja metody obliczeniowe oparte na polach sitowych, takich jak
klasyczna MD. Aby uzyska¢ wiarygodne wyniki, podstawowym punktem wyjscia jest ocena
poprawnosci uzyskanych geometrii molekut, co tez zostatlo w niniejszej pracy przedstawione —
modelowane struktury zweryfikowane zostaty za pomocg algorytmu STRIDE pod katem posiadania a-
helikalnej struktury (dekaalanina 75,56 % helikalnosci, AAKA(AEAAKA)sAC 87,93 % helikalnosci).
Dodatkowo, porownanie katow torsyjnych oraz dltugosci wigzan wodorowych z dwoma wybranymi

fragmentami a-helikalnymi geometrii biatek uzyskanej z badan XRD potwierdzity poprawnos¢ struktur.

Zastosowane pole sitowe CHARMM36 posiada bogaty zestaw parametréw opisujacych
oddzialywania pomie¢dzy atomami w molekule. Poniewaz parametry te sa edytowalne oraz istnieje
mozliwo$¢ dodawania nowych typéw atoméw nie dziwi fakt, ze cze$¢ z badaczy korzysta z tego faktu
i modyfikuje pola sitowe. W przedstawionej pracy dokonano takiej modyfikacji, aby zasymulowac brak
sieci wigzan wodorowych w dekaalaninie. Wykorzystujac t¢ modyfikacje tatwo pokazaé, ze peptyd bez
wigzan wodorowych ma niestabilng strukturg. Na podstawie poréwnania wynikéw symulacji metoda
dynamiki molekularnej, w szczeg6élnosci parametru RMSD szkieletu peptydu z i bez sieci wigzan
wodorowych, mozna oszacowac, ze struktura modelu bez wigzan wodorowych jest okoto 6 razy mniej
stabilna juz po 50 ps symulacji. Warto zauwazy¢, ze peptyd traci strukture o-helikalng juz w pierwszych

pikosekundach symulaciji.
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Zastosowanie metody sterowanej dynamiki molekularnej i prowadzenie symulacji rozciggania
peptydu dla roznych predkosci rozciggania umozliwito wyznaczenie statej sztywnosci peptydu z i bez
sieci wigzan wodorowych przy zatozeniu, ze w poczatkowej fazie rozciggania zalezno$¢ rejestrowane;j
sity od wydtuzenia zachowuje si¢ zgodnie z prawem Hooke’a. Poréwnanie statych sztywnosci modelu
z 1 bez wigzan wodorowych pozwolitlo na oszacowanie udziatu wigzan wodorowych w sztywnosci

peptydu na poziomie C = 67 %.

Symulacje metoda dynamiki molekularnej i sterowanej dynamiki molekularnej kolejnego
peptydu, AAKA(AEAAKA)sAC, przeprowadzone dla réznych predkosci rozciggania i réznych
temperatur, w ktoérych wykonywano symulacje, pozwolity na wykonanie eksperymentu dynamicznej
spektroskopii sit, w ktorym mierzono site zrywajaca wigzanie wodorowe. Za pomocg modeli termicznie
aktywowanej ucieczki z jamy potencjatu (BE, DHS i FNDY) wyznaczono parametry energetyczne
pojedynczego wigzania wodorowego, w tym energi¢ aktywacji AGg oraz energi¢ wigzania AGpy.
Energia swobodna aktywacji wigzania wodorowego AGg wyniosta odpowiednio (5,1 + 1,1) kcal-mol™ i
(4,33 + 0,93) kcal'mol? dla zakresow szybkosci obcigzania re 1 — 2820 N-st i 39 — 2820 N-s™.
Obliczona energia pojedynczego wigzania wodorowego AGy, wyniosta (1,59 + 0,51) kcal-mol™. Jak
pokazano w pracy, wartosci uzyskane za pomoca sterowanej dynamiki molekularnej sa zgodne z
warto$ciami literaturowymi, niemniej nalezy poczyni¢ uwage, ze uzyskane metoda sterowanej dynamiki
molekularnej wartosci sg zalezne od stosowanego modelu i zatozen, na ktorych model si¢ opiera, np.
DHS nie uwzglgdnia odtwarzania zerwanych wigzan tak jak FNDY, dlatego tez zawodzi dla niskich
warto$ci szybkosci obcigzania tj. ponizej 10 N-s™. Dodatkowo predkosci rozciggania wyzsze niz 1000
N-s? nie pozwalaja na pelng relaksacje modelu peptydu, co rowniez zostalo pokazane. Analiza
powyzszego pozwolila na zawezenie obszaru stosowalno$ci modelu DHS w SMD, co tez zostato
wykorzystane przy prowadzeniu kolejnych symulacji z uzyciem zmodyfikowanego modelu DHS. Na
potrzeby wyznaczenia sktadowych energetycznych energii swobodnej Gibbsa zmodyfikowano model
DHS, i zaproponowano procedur¢ prowadzenia dwoch serii symulacji: zmienno-predkosciowej, a
nastgpnie zmienno-temperaturowej. Dzigki tej procedurze mozliwym byto wyznaczenie sktadow
entalpowego i entropowego w zmianie energii swobodnej Gibbsa. Podejscie dwuetapowe zastosowano
z uwagi na fakt ograniczenia liczby szukanych parametrow w modelu do maksymalnie trzech w
pierwszym kroku i dwoch w kolejnym. Nalezy pamigtaé, ze algorytmy dopasowania krzywej do danych
dziataja tym doktadniej, im mniej parametrow muszg wyznaczy¢, duza liczba parametrow szukanych
powoduje btadzenie algorytmu lub wrecz brak mozliwosci wyznaczenia parametrow dla zadanych
kryteriow zbieznosci. Dla badanego zakresu szybko$ci obcigzania re 57 — 626 N-s energia aktywacji
pojedynczego wigzania wodorowego wyniosta AGs= (2,04 + 0,21) kcal-mol™. Zmiana entalpii wyniosta
AH = (3,69 + 0,36) kcal-mol ™, zmiana entropii obliczona dla 300 K wynosi TAS = (1,64 + 0,38) kcal-mol"

! Powyzsze wyniki oraz wnioski zostaly opublikowane w dwoch publikacjach [24,25].
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Niniejsza praca, oprocz stosownej analizy opisujacej wigzania wodorowe z wykorzystaniem
dynamiki molekularnej, zawiera propozycj¢ modelowania braku sieci wigzan wodorowych w peptydach
oraz przedstawia propozycje modyfikacji jednego z modeli termicznie aktywowanej ucieczki z jamy
potencjatu (DHS) pozwalajacej na wyznaczenie wkladu entalpowego i1 entropowego w energie
swobodng pojedynczego wigzania wodorowego. Schemat eksperymentu obliczeniowego
przedstawionego w niniejszej pracy mozna wykorzysta¢c w badaniach teoretycznych innych
specyficznych oddziatywan migdzymolekularnych np. biatko—ligand, dzigki czemu badacze moga
uzyska¢ wigcej dodatkowych informacji o energetyce oddzialywania niz podczas stosowania
standardowego modelu DHS. Nowe metody obliczeniowe oraz rozwinigcia aktualnie stosowanych
modeli matematycznych sa szczegdlnie pozadane, zwlaszcza w kontek$cie wyznaczania parametréw
oddzialywania kompleksu biatko—ligand, co moze by¢ pomocne przy wyznaczaniu skuteczno$ci
projektowanych lekéw. Dodatkowo, stosowanie zar6wno metod eksperymentalnych, jak i réznych
obliczeniowych, pozwala na przeprowadzenie eksperymentu spektroskopii sit pojedynczych molekut
w szerokim zakresie szybko$ci obcigzania, co prowadzi do lepszego zrozumienia zjawisk fizycznych
zachodzacych w badanych uktadach i jest waznym krokiem w kierunku projektowania lekow, w tym

tzw. celowanych (ang. targeted drugs) [50,51].
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Spis rysunkow

Numer  Skrdocony podpis rysunku Strona
1.1. Schemat porownawczy eksperymentu wykonywanego za pomoca AFM (a) oraz 12
eksperymentu komputerowego przeprowadzanego metoda SMD (b). W obu przypadkach
otrzyma¢ mozna zaleznos¢ sity dziatajacej na czasteczke od wydtuzenia badanego peptydu

(©)

2.1 Katy torsyjne ¢ i v definiujace drugorz¢dowsy strukture peptydow i biatek. Przedstawiony 16
peptyd to di-alanina w konformacji a-helikalne;j.

2.2. Model wigzania wodorowego. 17
2.3. Model prezentujacy a-helikalny peptyd, dekaalaning z zaznaczonymi wigzaniami 19
wodorowymi charakterystycznymi dla a-helisy (i — i+4, czerwony, kreskowane linie) oraz

schemat sieci tych wigzan.

24. Model prezentujacy a-helikalng struktur¢ dekaalaniny wzdtuz osi polipeptydu (niebieska 19
wstega) oraz rzut prostopadty do osi polipeptydu.

2.5. Schemat rozpraszania promieniowania X na plaszczyznach krysztatu. 20

2.6. Potencjal typu Lennarda-Jonesa z zaznaczonymi strefami zasiggu oddziatywan 22
wykorzystywanych w trzech podstawowych trybach pracy AFM.

2.7. Przyktadowy profil sily w funkcji przesunigcia skanera (tzw. krzywa sity) dla 23
oddziatywania biatko-ligand w eksperymencie spektroskopii sit [31] (a) oraz teoretyczna
zalezno$¢ rejestrowane;j sity zrywajacej od szybkosci obcigzania (b).

2.8. Schemat energii swobodnej oddziatywania pomiedzy dwoma ciatami prezentujacy przebieg 24
energii bez przylozonej sily (linia ciggla) oraz po przylozeniu sity deformujacej
oddziatywanie (linia przerywana)

3.1. Ideowy schemat energii wewngtrznej czasteczki H, opisanej funkcja Lennarda-Jonesa w 30
funkcji odleglosci miedzy jadrami atomow wodoru.

3.2, Schemat symulacji SMD. Pomiedzy wirtualnym atomem poruszajacym si¢ z predkoscia 36
Vsmp @ wybranym atomem molekuty przytozono dodatkowy potencjat SMD, opisany stata
sitowg Kksmp. Podczas trwania symulacji molekuta rozciaggana jest zgodnie z kierunkiem
poruszania si¢ wirtualnego atomu.

3.3. Ideowy schemat mapy Ramachandrana z zaznaczonymi obszarami struktury typu a-helisy 37
prawoskretnej (ar), lewoskretnej (o), helisy 3-10 (310) oraz beta-harmonijki (B).

4.1. Model dekaalaniny przed optymalizacjg geometrii. 40

4.2. Model dekaalaniny w pudle periodycznym wypelionym molekutami wody po 40
optymalizacji geometrii i podgrzewaniu do temperatury 300 K.

4.3. Przebieg energii catkowitej podczas optymalizacji geometrii peptydu in vacuo (100 krokéw 41
obliczeniowych) oraz peptydu w wodzie (5000 krokdéw obliczeniowych).

4.4, Przebieg temperatury (czerwona krzywa) oraz energii catkowitej uktadu (niebieska krzywa) 41
podczas symulacji podgrzewania peptydu (450 000 krokéw co odpowiada 450 ps) i
wygrzewajacej dynamiki molekularnej (500 000 krokéw co odpowiada 500 ps).

4.5. Iustracja identyfikacji drugorzedowej struktury uzyskanej geometrii podczas dynamiki 43
molekularnej w T = 300 K przez 500 ps z uzyciem algorytmu STRIDE.

4.6. Rozktad czestosci wystepowania odlegtosci donor — akceptor w uzyskanej geometrii 44
podczas symulacji wygrzewania MD.

4.7. Rozktad czestosci wystepowania katow torsyjnych wszystkich aminokwaséw modelowane;j 44
struktury dekaalaniny podczas symulacji wygrzewajacej MD

4.8. Modyfikacja parametrow pola sitowego pozwalajaca modelowaé redukcje wigzan 46
wodorowych.

4.9. Model AAKA(AEAAKA)sAC przed optymalizacja geometrii. 47

4.10. Zbudowany model AAKA(AEAAKA)sAC w pudle periodycznym wypetnionym 47
molekutami wody po optymalizacji geometrii i podgrzewaniu do temperatury 300 K.

4.11. Przebieg energii catkowitej podczas optymalizacji geometrii peptydu in vacuo (100 krokéw 48
obliczeniowych) oraz peptydu w wodzie (5000 krokow obliczeniowych).

4.12. Przebieg temperatury (czerwona krzywa) oraz energii catkowitej uktadu (niebieska krzywa) 48

podczas symulacji podgrzewania peptydu (1 000 000 krokéw co odpowiada 1 000 ps) i
wygrzewajacej dynamiki molekularnej (2 000 000 krokéw co odpowiada 2 000 ps) dla
docelowej temperatury T = 300 K.
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Numer  Skrécony podpis rysunku Strona
4.13. Przebieg krzywych temperatury uktadu podczas symulacji podgrzewajacej (0.333 K na 1 49
ps) i krotkiej symulacji wygrzewajacej (dopetnienie do 1 ns) dla temperatur T = 270, 280,

290, 305 310 K.

4.14. lHustracja identyfikacji drugo-rzedowej struktury geometrii uzyskanej podczas symulacji 53
wygrzewajacej MD (czas symulacji 2 ns) z uzyciem algorytmu STRIDE.

4.15. Histogram  warto$ci  odleglosci donor — akceptor w geometrii  modelu 54
AAKA(AEAAKA)sAC uzyskanej podczas symulacji wygrzewajacej MD.

4.16. Rozktad czestosci wystgpowania katow torsyjnych aminokwasow 3 — 34 modelowanej 54
struktury ~ dekaalaniny  podczas  symulacji = wygrzewajacej MD  modelu
AAKA(AEAAKA)sAC

4.17. Wizualizacja struktury 1m47, z zaznaczonym referencyjnym fragmentem a-helikalnym 56
(kolor niebieski).

4.18. Wizualizacja struktury 1hgu, z zaznaczonym referencyjnym fragmentem a-helikalnym 56
(kolor niebieski).

4.19. Schematyczna ilustracja rd6znicy pomiedzy modelami wody TIP3P i TIP4P. 60
4.20. Przyktadowe profile rejestrowanej sity SMD w funkcji wydluzenia badanego peptydu 62
AAKA(AEAAKA)sAC dla symulacji SMD z vswp = 100 m-s™ i czterech r6znych statych

sitowych Ksmp.

4.21. Zalezno§¢ wyznaczonej statej sprezystosci badanego peptydu AAKA(AEAAKA)sAC 63
(lewy wykres) oraz kolagenu [43] (prawy wykres) w funkcji zastosowanej stalej sitowej
potencjatu SMD w symulacjach.

5.1. Schemat sieci wigzan wodorowych pomigdzy poszczegbélnymi aminokwasami 64
modelowanej dekaalaniny.

5.2. Odlegtos$ci donor — akceptor pomiedzy aminokwasem i a i+4 dla sze$ciu wigzan 65
wodorowych w funkcji czasu trwania symulacji wygrzewajacej MD.

5.3. Funkcja radialnej dystrybucji par dla odlegtosci donor — akceptor wigzan wodorowych dla 66
trajektorii uzyskanej z symulacji MD dekaalaniny.

5.4. Funkcja radialnej dystrybucji par dla odleglosci woda — atom tlenu (czarny) i azotu 67
(czerwony) dla trajektorii uzyskanej z symulacji MD dekaalaniny.

5.5. Odlegltosci pomigdzy donorem a akceptorem szostego wigzania wodorowego w 68
dekaalaninie (tlen w alaninie 6 i azot w alaninie 10) oraz pomigdzy atomami tlenu w alaninie
6 i sasiedniej molekule wody, tworzacej krotkotrwate wigzanie wodorowe z peptydem.

5.6. Przebieg temperatury (czerwona krzywa) oraz energii catkowitej uktadu (niebieska krzywa) 69
dla modelu bez wigzan wodorowych w symulacji MD o czasie trwania 500 ps.

5.7. Wizualizacja zmian strukturalnych zachodzacych podczas trwania symulacji MD modelu 70
dekaalaniny z pelnym uwzglednieniem wigzan wodorowych (model z HB, niebieska
wstega) 1 ze zredukowanymi wigzaniami wodorowymi (model bez HB, czerwona wstega).

5.8. Porownanie RMSD dla atoméw szkieletu peptydu dla modelu z HB (czarny) i bez HB 71
(czerwony) podczas symulacji MD.

5.9. Ilustracja identyfikacji drugorzedowej struktury uzyskanej dla modelu z HB (gorna mapa) 71
oraz modelu bez HB (dolna mapa) podczas 500 ps symulacji MD w stalej temperaturze T
=300 K.

5.10. Histogram wartosci odlegtosci donor — akceptor w uzyskanej geometrii modelu z HB (kolor 72
niebieski) i bez HB (kolor czerwony) podczas 500 ps symulacji wygrzewajacej MD.

5.11. Wizualizacja symulacji rozciggania dekaalaniny, modelu z HB dla trzech wybranych 74
momentoéw symulacji, tj. 0 ps, 0,3 psi0,5 ps.

5.12. Zmiany odlegloéci pomiedzy atomami tlenu z aminokwasu i a azotu z aminokwasu (i+4). 75
Wyniki z przyktadowej, jednej z 10 symulacji SMD dla modelu z HB dla predkosci Vsvp
=100 m-s™.

5.13. Zmiany struktury drugorzedowej podczas symulacji rozciggania modelu z i bez HB. Wyniki 76
uzyskane z przyktadowej, jednej z 10 symulacji SMD dla modelu z HB dla predkosci Vsmp
=100 m-s™.

5.14. Srednie wartosci sity SMD z 10 symulacji SMD dla modelu z HB dla trzech przykladowych 77

predkosci SMD: Vewp = 10 m's™ (niebieskie kwadraty), Vswo = 100 m's? (pomaranczowe
trojkaty) i Vsmp = 400 m-s? (czerwone kota).
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5.15. Zalezno$¢ $rednich statych sprezystosci dla modelu z HB (kolor czarny) i bez HB (kolor 78
czerwony) od predkosci rozciggania Vsmp.

5.16 Srednia sita obliczona z wynikéw 10 symulacji SMD w funkcji wydtuzenia peptydu dla 80
modelu z (HB, niebieski) i bez (NOHB, czerwony) sieci wigzan wodorowych.

6.1. Schemat symulacji SMD modelu AAKA(AEAAKA)sAC. Atom nieruchomy w przestrzeni 81
to wegiel Co w aminokwasie 1, natomiast atom siarki w cysteinie zostat wybrany jako atom,
do ktorego przytozony jest potencjat SMD.

6.2. Mapa Ramachandrana dla rozciaganego peptydu AAKA(AEAAKA)sAC dla przyktadowe;j 82
symulacji SMD.

6.3. Zmiany konformacji w czasie obrazowane za pomocg algorytmu STRIDE dla 83
przyktadowych symulacji dwoch skrajnych symulowanych predkosci rozciggania vsmp = 1
i 1000 m's.

6.4. Zmiany konformacji i energii dla przyktadowych symulacji dwoch skrajnych 83
symulowanych predkosci rozciggania Vsmp=1 (A 1 C) i 1000 (B i D) m-s™,

6.5. Przyktadowe profile sity SMD dla calego zakresu rozciagnigcia peptydu dla trzech 84
przykladowych symulacji z predko$ciami rozciggania Vsmp = 50, 200 i 500 m-s.

6.6. Srednia liczba wigzan wodorowych wyznaczona z serii 10 symulacji dla Vsmp = 100 m-s™. 85
6.7. Poréwnanie profilu sity SMD w funkcji wydtuzenia peptydu (A) z wydluzeniami wigzan 86
wodorowych (B) dla wydtuzenia peptydu 0 A (jasny niebieski) i 2,16 A (ciemny niebieski).

6.8. Petna mapa dhugosci (A) i wydhuzen (B) wigzan wodorowych, przedstawiona w A dla 22 A 87
wydtuzenia peptydu z symulacji przedstawionej na rysunku 6.7.

6.9. Przykladowe dane sity SMD dla pierwszych 5 A rozciggniecia rozcigganego peptydu dla 88
Vsmp = 500 m-s?,

6.10. Zalezno$¢ sity zrywajacej wigzanie wodorowe Fun od szybkosci obcigzania z 89
dopasowaniem modelem BE dla trzech zakreséw szybko$ci obcigzenia: 1 — 2820 N-s*
(czerwony), 39 — 2820 N-s™* (niebieski) i 1 — 39 N-s! (zielony).

6.11. Zalezno$¢ sity zrywajacej wigzanie wodorowe Fun od szybkosci obcigzania z 90
dopasowaniem modelem DHS dla dwéch zakresow szybkoéci obcigzenia: 1 — 2820 N-s?
(czerwony) i 39 — 2820 N-s™* (niebieski).

6.12. Zalezno$¢ sity zrywajacej wigzanie wodorowe Fun od szybkosci obcigzania z 90
dopasowaniem modelem FNDY dla catego zakresu szybkosci obcigzenia, 1 — 2820 N-s*
(czerwony).

6.13. Schemat energetyczny procesu rozwijania peptyduod stanu zwinietego (F, ang. folded 93
state), poprzez stan przejsciowy (T, ang. transition state), do stanu rozwinietego (U, ang.
unfolded state).

6.14. Schemat eksperymentu obliczeniowego wykorzystujacego zmodyfikowany model DHS w 95
celu wyznaczenia wkladow entalpowych i1 entropowych energii aktywacji wigzania
wodorowego.

6.15. Przykladowy przebieg sity SMD dla 120 A rozciggniecia modelowanego peptydu dla Vswp 96
=75m-st

6.16. Rozktad wystepowania sit zrywajacych pojedyncze wigzanie wodorowe dla serii 50 97
symulacji SMD z vsmp = 100 m-s™.

6.17. Zalezno$¢ sity zrywajacej wigzanie wodorowe Fun od szybkosci obcigzania z 97
dopasowaniem modelem DHS dla dwoch zakresow danych szybkosci obciazenia: 21 — 626
N-s! (niebieski) i 57 — 626 N-s* (czerwony).

6.18. Zalezno$¢ sity zrywajacej wigzanie wodorowe Fynn 0d temperatury z dopasowaniem 99

zmodyfikowanym modelem DHS.
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Spis tabel

Numer  Podpis tabeli Strona

2.1. Sktadowe catkowitej energii wigzania wodorowego wyznaczone w ramach metody SAPT 18
miedzy dwiema molekutami wody [20]

3.1. Sktadowe pola sitowego CHARMM w wersji 36 wraz z krotkim opisem [33] 29

4.1. Wartosci katow torsyjnych dla kazdego z aminokwasow dla uzyskanej po obliczeniach 42
optymalizacji geometrii dekaalaniny w wodzie

4.2. Wartos$ci odlegtosci donor — akceptor wigzania wodorowego (HB) uzyskane po 42
obliczeniach optymalizacji geometrii dekaalaniny w wodzie

4.3. Poréownanie udziatlu energii elektrostatycznej w catkowitej energii wigzania wodorowego 45
w funkcji odleglosci R donora od akceptora [20]

44. Wartosci katow torsyjnych dla kazdego z aminokwasow dla uzyskanej po obliczeniach 51
optymalizacji geometrii modelu AAKA(AEAAKA)sAC

4.5. Wartosci odlegtosci donor — akceptor wigzania wodorowego uzyskanej po obliczeniach 52
optymalizacji geometrii modelu AAKA(AEAAKA)sAC

4.6. Wartos$ci katow torsyjnych dla kazdego z aminokwasoéw a-helikalnych referencyjnych 57
fragmentow struktur 1m47 i 1hgu

4.7. Wartosci odleglosci pomigdzy donorem a akceptorem wigzania wodorowego dla 58
a-helikalnych referencyjnych fragmentdéw struktur 1m47 i 1hgu

4.8. Poréwnanie parametrow geometrycznych modelowanych polipeptydow 58
z a-helikalnymi referencyjnymi fragmentami struktur 1m47 i 1hgu

4.9. Poréwnanie parametrow geometrycznych modelowanych polipeptydow w modelu wody 60
TIP3P i TIP4P

4.10. Poréwnanie wyznaczonej sity zrywajacej wigzanie dla serii 10 i 50 symulacji SMD dla 61
przyktadowej predkosci Vsmp = 200 m-s™

5.1. Dhugosci wigzan wodorowych w modelu dekaalaniny uzyskane z symulacji 64
wygrzewajacej dynamiki molekularnej. O oznacza atom tlenu, N atom azotu, ALA —
aminokwas alaning

5.2. Parametry symulacji SMD dla modelu z HB i bez HB w zalezno$ci od predkosci Vsmp 73

5.3. Parametry regresji liniowej srednich statych sprezystosci w funkceji predkosci rozciagania 78
vsmp dla modelu z HB i bez HB

6.1. Parametry uzyskane z modeli BE, DHS oraz FNDY z zalezno$ci sity zrywajacej HB od 91
szybkosci obcigzenia

6.2. Parametry uzyskane z modelu DHS z zaleznosci sity zrywajacej HB od szybkosci 98
obcigzania

6.3. Parametry uzyskane z zmodyfikowanego modelu DHS z zaleznoSci sity zrywajacej HB od 99

temperatury
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Wykaz osiagnie¢ naukowych

1. Publikacje naukowe z listy JCR zwiazane bezposrednio z tematem rozprawy doktorskiej

5.

1) J. Dabrowski, W. Nowak, A. Ptak, How strong are hydrogen bonds in the peptide model?,
Physical Chemistry Chemical Physics 22, 1392-1399 (2020).

2) J. Dagbrowski, W. Nowak, A. Ptak, Enthalpic and entropic contributions to the activation
free energy of single noncovalent bonds in molecular systems: A computational
methodology, Physical Review A 106, 062803 (2022).

Manuskrypty w przygotowaniu

1) J. Dabrowski, M. Hermanowicz, A. Ptak, The role of hydrogen bonds in the stability and
the stiffness of a-helical deca-alanine

Publikacje naukowe z listy JCR niezwigzane z tematem rozprawy doktorskiej

1) M. Bazarnik, J. Dagbrowski, R. Czajka, MFM Investigations of [NiFe/Au/Co/Au]n
Multilayers, Acta Physica Polonica A, vol. 115 (2009)

Wystapienia konferencyjne — prezentacje wlasne
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