Molecular dynamics investigation of the structure-function relationships in proteins with examples

from Hsp70 molecular chaperones, aA-crystallin, and sericin
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STRESZCZENIE

Badanie zaleznos$ci migedzy strukturg a funkcja bialek i innych makromolekut biologicznych jest jednym z
gtownych zagadnieniem nauk o zyciu. Waznym celem takich badan jest poznanie oddziatywan wewnatrz-
i migdzy molekularnych niezbednych do funkcjonowania uktadow biologicznych. Pojecie zaleznosci
miedzy strukturg i funkcjg jest bardzo szerokie—po jednej stronie znajduja sie biatka opiekuncze, ktorych
funkcjg jest doprowadzenie do przyjmowania prawidtowej struktury przez inne biatka, za§ na
przeciwnym koncu znajdujg sie biatka strukturalne (np. budujace miesnie), ktorych funkcjg jest
wystepowanie w $cisle okreSlonej strukturze. Zrozumienie zagadnienia zatem polega na zbadaniu
wzajemnej zalezno$ci pomig¢dzy strukturg i funkcja w przyktadach biologicznych. W mojej pracy
doktorskiej badatam zalezno$ci struktura-funkcja dla trzech biatek: biatka opiekunczego Hsp70 (Heat
shock protein 70kDa), aA-krystaliny oraz biopolimeru sktadajacego si¢ glownie z serycyny. Biatko
Hsp70, jako biatko opiekuncze, znajduje si¢ przy jednym koncu zakresu badanych zagadnien,odpowiada
bowiem za prawidlowo zwinietg strukture innych biatek, ktore sg jej substratami. aA-krystalina znajduje
si¢ po s$rodku: spetnia funkcje biatka opiekunczego oraz jednoczes$nie spetlnia rolg strukturalng w
soczewce oka kregowcow. Praca nad biopolimerem serycynowym umozliwita za$ zaprojektowanie
metodami chemii obliczeniowej nowego biodegradowalnego materialu  elastycznego. Poniewaz

zalezno$¢ struktura-funkcja obejmuje zjawiska, ktére zachodza na poziomie mikroskopowym, glownym



narzedziem badan byta dynamika molekularna, ktora umozliwia zrozumienie zagadnienia ha poziomie

mobilno$ci poszczegdlnych czesci biatka oraz zachodzacych w niej zmian konformacyjnych.

Biatka opiekncze Hsp70 sktadaja si¢ z dwoch poddomen: poddomeny wigzacej nukleotyd (NBD),
bedacej ATP-azg, oraz poddomeny wiazacej substrat (SBD). Ztozona sie¢ oddziatywan allosterycznych
przekazuje wzajemnie informacje dotyczace stanu wigzaniu obu subdomen. Zachowanie poddomeny
NBD (Bos Taurus, pdb 3C7N:B) w zaleznos$ci od rodzaju zwigzanego nukleotydu byto badane metoda
dynamiki molekularnej, przy uzyciu pola sitowego AMBER. Po przeprowadzeniu kanonicznych
symulacji dynamiki molekularnej, trajektorie byty podane analizie Essential Dynamics (metoda oparta na
analizie gtownych sktadowych, PCA), ktora umozliwita okres$lenie dynamiki biatka jako superpozycji
ruchow opisywanych przez wektory wlasne macierzy wariancji-kowariancji wspoétrzednych
odpowiadajace najwickszym warto§ciom wiasnym. Dominujagcym ruchem okazatl si¢ obrét sktadowych
poddomen wzglgdem siebie, CO zgadza si¢ z wynikami badanh NMR. Zmiane orientacji poddomen wobec
siebie mozna opisywa¢ jako zmiang¢ katow okreSlajacych wzajemng orientacje jej dwoch czesci w
plaszczyznie gtownej (3) oraz w ptaszczyznie prostopadiej (t) do ptaszczyzny gtdéwnej domeny NBD.
Jednoczesnie wystepuja ruchy poszczegdlnych fragmentow na powierzchni biatka oraz na na styku jego
poddomen. Te fragmenty o zwigkszonej mobilnosci (‘hotspots’) stanowig miejsca kluczowe w
allosterycznej sieci domeny NBD. W zalezno$ci od stanu zwigzania nukleotydu, ruchy obejmowaty
odrebne zestawy punktow allosterycznych. Niektore miejsca wyznaczone w obecnych badaniach jako
punkty allosteryczne pokrywaja si¢ z regionami zasugerowanymi eksperymentalnie. Ponadto w
przypadku wigzania ATP, udzial ruchéw allosterycznych w dynamice biatka jest nieco wigkszy co
powoduje, ze wzgledne ruchy obrotowe domen w ptaszczyznie domeny NBD i poza nig sg bardziej ze

sobg skorelowane..

Symulacje dynamiki catego biatko opiekunczego DnaK (Hsp70 z E. Coli; pdb 2KHO)
przeprowadzitam przy uzyciu gruboziarnistego modelu oraz pola sitowego UNRES. Stan wigzania

nukleotydu byt symulowany poprzez wprowadzenie harmonicznych potencjaléw ograniczajacych na



odlegtosci w obrgbie domeny NBD, odpowiadajace stanowi niezwigzanemu badz zwigzanemu z ADP
oraz stanowi zwigzanemu z ATP. Na podstawie przeprowadzonych symulacji dynamiki Langevina
wyodrebnitam trzy typy struktur, w ktorych SBD wigze si¢ (nieckowalentnie) z NBD. Pierwszy typ
wigzania, zwanym typem |, polegal na otwarciu obu czg¢sci domeny SBD i zwigzanie poddomeny o z
poddomeng I domeny NBD, a poddomeny B z poddomeng IT NBD. Drugi typ wigzania, zwanym typem
II, polegat na odwrdceniu orientacji poddomen o i B o 180 stopni. Poddomena B lokalizowata si¢ nad
granicg poddomen | i IT domeny NBD, a poddomena o znajdowala si¢ po przeciwnej stronie domeny
NBD. Trzeci typ wigzania, zwanym Wwigzaniem zamknigtym, polegal na wigzaniu zamknig¢tej domeny
SBD do domeny NBD. Mimo ze, wszystkie stany wigzania wykazaly powinowactwo do wigzania
zamknigtej domeny SBD z NBD. preferencja do otwarcia domeny SBD oraz dalsze jej zwigzanie zalezaty
od rodzaju nukleotydu. Wigzanie ATP powodowalo najwigksze prawdopodobienstwo wystepowania
struktur zwigzanych typu I i typu II. Takie zachowanie jest zgodne z eksperymentem, gdyz biatko
wigzgce czasteczke ATP wykazuje najmniejsze powinowactwo do substratu a zatemotwarcie SBD
sprzyjata utracie substratu. W przypadku stanu zwigzanego z ADP, domena SBD wigze si¢ z domeng
SBD gloéwnie w postaci zamknigtej, co powoduje zmniejszenie prawdopodobienstwa jej wystgpowania w
konformacji otwartej, ktoéra nie wiaze substratu. Dla struktur zwigzanych z ATP wystgpowata réwniez
najwicksza czestotliwo$¢ pojawiania sie struktur zwigzanych typu I. Struktura tego typu zostata
zaproponowana przez innych badaczy jako struktura konformacji zwigzanej z ATP a juz po zakonczeniu
moich badan pojawita si¢ pierwsza struktura DnaK zwigzanego z ATP, ktora byla bardzo bliska
strukturze obliczonej przeze mnie. Funkcja biatka Hsp70 jest zatem okre$lona poprzez dynamike NBD,

ktora zalezy od rodzaju zwigzanego nukleotydu, oraz oddziatywania miedzy domenami biatka.

Przeprowadzitam symulacje sterowanej dynamiki molekularnej (Steered Molecular Dynamics)
biatka aA-krystaliny (z B. Taurus, pdb 3L1E), uzywaac pola sitowego AMBER. Symulacje SMD
polegaja na zewngtrznej sily rozciagajacej uktad podczas symulacji dynamiki molekularnej. W przypadku

aA-krystaliny, zostata wprowadzona sita rozciggajaca ktéora rozciggata biatko wzdtuz swojej osi gtéwne;j.



Badalam wplyw podstawienia reszty D-aminokwasu na wiasciwosci mechaniczne oraz strukturalne
biatka. Racemizacja aminokwasoéw jest naturalnie zachodzacym oraz szkodliwym zjawiskiem w
soczewce oka, stanowigc jedng z wielu mozliwych modyfikacji postranslacyjnych (PMT) aA-krystaliny;
spodziewanym jej skutkiem jest za¢ma oraz twardnienie soczewki (co jest jednym z czynnikow
powodujacych dalekowzrocznosé starczg). Przeprowadzitam symulacje SMD trzech uktadow, w ktérych
wprowadzitam pojedynczg mutacj¢ reszty L-aminokwasowa do reszty D-aminokwasowej oraz biatka
natywnego. Do analizy wynikéw uzytam metody podobnej do Essential Dynamics—w tym przypadku,
zamiast wspotrzednych Kkartezjanskich atomow uzytam ‘ogniw strukturalnych’ (‘structural links’).
Ogniwa strukturalne wskazuja na obecnos¢ oddziatywan miedzy dwoma resztami w strukturze biatka—
czesto odzwierciedlajg one zatem istnienie elementu struktury drugorzedowe;j, takiej jak np. B-kartki lub
a-helisy. Ogniwo moze réwniez wskazywaé na obecno$¢ innego kontaktu migdzytancuchowego.
Wektory wiasne wynikajace z takiej analizy korelujg site rozciagajaca z okreslonym zestawem ogniw
strukturalnych. Natura efektu wywotanym racemizacja oraz jego wptyw na wlasciwosci mechaniczne jak
i strukturalne biatka byty §cisle powigzane z lokalizacja wprowadzonej mutacji. Ogélnym skutkiem byta
zmiana sztywnosci poszczegdlnych elementow strukturalnych wystepujacych w  biatku. Wzrost
sztywnosci byl spowodowany reor@anizacja ogniw strukturalnych wzgledem struktury natywne;j.
Zmniejszenie sztywnosci bylo wywotane zanikaniem zestawu ogniw strukturalnych wystepujacych w
strukturze natywnej oraz zanikaniem korelacji tych ogniw z sitg. Nastepstwem tych proceséw byly
zmiany $ciezki rozwijania biatka. Zmiany sztywnosci elementow strukturalnych oraz pojawienie sie
nowych  posrednich konformacji podczas rozwijania wiazg si¢ z podwyzszonym ryzykiem
niepozadanych oddziatywan, prowadzacych do aglomeracji. Zalezno$¢ struktura-funkcja wystepujaca w
aA-krystalinie jest zatem relacjg ztozona, $cisle powigzang z miejscem, w ktorym wystepuje racemizacja,

ktora istotnie wplywa na wlasciwosci mechaniczne jaki i strukturalne rozwijajacego sie¢ biatka.

W ostatniej cze$ci mojej pracy zaprojektowatam oraz zbadatam pod katem wlasciwosci

mechanicznych biopolimer oparty na serycynie. Badania przeprowadzitam metodg symulacji SMD z



wykorzystaniem pola sitowego AMBER. Serycyna wystepuje jako uboczny produkt podczas procesu
oczyszczania jedwabiu. W przeciwienstwie do jedwabiu, struktura serycyny jest niejednorodna, z
przewaga wystepowania Statystycznego kiebka. Wprowadzenie serycyny do syntetycznych polimerow
powoduje, ze stajg si¢ one biodegradowalne oraz wykazuja inne (czgsto mozliwe do dostosowania)
wlasciwosci, takie jak absorpcja wody, wiasciwosci antyoksydacyjne lub ochrona przed
promieniowaniem UV. Biomateriaty sktadajace si¢ z czystej Serycyny sa jednak kruche. Struktura
jedwabiu wtoczkowego jest natomiast wysoko zorganizowana, a jej wlasciwosci fizyczne sg zwigzane z
wystepowaniem poszczeg6lnych motyw strukturalnych. Elastyczno$¢ jedwab zawdzigcza motywowi
elastycznemu, ktory przypomina strukturalnie sprezyne. W moich badaniach zaprojektowatam nowy
biopolimer, w ktorego sktad wchodzag monomery serycyny oraz motywu elastyny. Wiasciwos$ci
mechaniczne zaprojektowanego polimeru przetestowatam przy pomocy symulacji SMD. Biopolimer
ztozony z czystej serycyny shuzyt jako punkt odniesienia. Elastyczno$é¢ kazdego polimeru byta zbadana
poprzez wtorne rozcigganie, ktore zostato przeprowadzone po pierwotnym rozcigganiu i nastgpujacym po
nim okresie réwnowagowania, przeprowadzonego za pomoca kanonicznej symulacji MD. Oba
biopolimery w pierwotnych etapach rozciggania zachowaty sie podobnie: przytozenie sity wywotywato
rozwijanie struktury statystycznego kiebka serycyny; proces ten zachodzit nawet pod wptywem matej
sity. Dopiero po osiggnieciu stanu, w ktorym ulegaty deformacji wigzania miedzy monomerami, polimer
ztozony z czystej serycyny wykazywat duzy wzrost odpowiedzi na przytozong sit¢, z powodu rozciggania
wigzan chemicznych. W przeciwienstwie do tego, rozwijanie biopolimeru sktadzie dualnym w
odpowiedzi na przytozona site byto kontynuowane bez znacznych zmian odpowiedzi na przytozona
sitg—zachodzito tutaj rozwijanie si¢ motywu elastycznego. Proba ponownego rozciagnigcia polimeru
ztozonego z czystej serycyny potwierdzita, ze jego deformacja byla permanentna a zatem ze jest on
biomaterialem 0 ograniczonych wiasciwosciach elastycznych. Biopolimer z motywem elastycznym
odpowiadal na przytozong ponownie site podobnie jak po pierwszym jej przylozeniu, co swiadczy O

podwyzszonej wytrzymalosci oraz elastycznoSci tego materiatu. Znane zaleznos$ci struktura-funkcja



wystepujace w przypadku jedwabiu pozwolily zatem na zaprojektowanie oraz przetestowanie in silico

kandydata na biopolimer o pozadanych wtasciwosciach mechanicznych.

Podsumowujac, w mojej rozprawie doktorskiej zbadatam zalezno$¢ migdzy strukturg i funkcja
trzech biatek, pelnigcych rézne role biologiczne. Badania te stanowig ilustracje molekularnych narzedzi,
ktore przyroda wykorzystuje do zapewnienia funkcjonowania organizméw zywych oraz tego, jak mozna

w oparciu o te narzgdzia projektowac materiaty o pozadanych cechach.



