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Modelowanie oddzialywan z udzialem biomolekul na réznych poziomach rozdzielczosci



Wstep

Kluczem do zrozumienia Zycia jest poznanie jak funkcjonuja biomolekuty, takie jak biatka i kwasy
nukleinowe. Pierwsze z nich sa jednymi z najwazniejszych komponentéw komorki, stanowiac
ponad 50% ich suchej masy [1] oraz pelnig zréznicowane funkcje budulcowe, transportujace czy
regulujace. Informacja o sekwencji bialek zawarta jest z kolei w DNA, ktére w procesie translacji
przepisuje te dane na mRNA, ktore nastepnie w trakcie transkrypcji wykorzystywane sa do
tworzenia bialek z pojedynczych aminokwaséw. Poznanie struktury, zachowania i procesow
zwigzanych z biatkami i kwasami nukleinowymi stanowi jedno z najwazniejszych wyzwan
stawianych przed naukowcami [2].

W  badaniach nad biomolekulami wykorzystuje sie szeroka game technik
eksperymentalnych takich jak: krystalografia [3], magnetyczny rezonans jadrowy (NMR) [4],
transfer energii miedzy chromoforami (FRET) [5], nisko katowe rozpraszanie promieni X (SAXS)
[6], powierzchniowy rezonans plazmowy (SPR) [7] oraz wiele innych metod pozwalajacych na
uzyskanie informacji o najwazniejszych wilasciwos$ciach strukturalnych danej molekuly oraz jej
najwazniejszych ruchach [8-9]. Jednak badania eksperymentalne sg czesto bardzo czasochlonne i
kosztowne, dlatego techniki teoretyczne coraz czeSciej stosuje sie jako uzupelnienie badan
eksperymentalnych [10]. Ciagly rozw6j metod teoretycznych pozwala w niektorych przypadkach na
projektowanie nowych lekow [11] oraz na przewidywanie nowych zjawisk zachodzacych w
ukladach biologicznych [12]. Przy weryfikacji uzyskanych przewidywan na drodze
eksperymentalnej, metody teoretyczne znaczaco obnizaja koszt i czas przeprowadzania badan.

Istotnym aspektem stosowania metod teoretycznych jest odpowiednie dobranie narzedzia do
zadanego problemu. Narzedzia teoretyczne ze wzgledu na sposob traktowania uktadu

(rozdzielczos¢ centrow oddzialtywan) mozna podzielic na: metody chemii kwantowej,

petnoatomowe pola silowe, gruboziarniste pola sitowe oraz modele ciagte (Rysunek 1).
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Rysunek 1 Schematyczne przedstawienie zaleznosci
dostepnej skali czasowej od rozmiaru symulowanego
uktadu oraz stosowanych technik chemii komputerowej.
QM oznacza metody chemii kwantowej (ang. quantum

mechanics), MM oznacza mechanike molekularng (ang.

molecular mechanics), CG oznacza gruboziarniste pola

sitowe (ang. coarse-grain force fields) a CM oznacza
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Metody chemii kwantowej rozdzielajg ruch jader i elektronéw, sa metodami bardzo
dokladnymi, pozwalajacymi bada¢ reakcje chemiczne, przemiany konformacyjne z duza precyzja.
Niestety metody te sg bardzo kosztowne obliczeniowo i ich zastosowanie ogranicza sie jedynie do
bardzo matych uktadow [13].

Metody pelnoatomowych pdl silowych traktuja kazdy atom jako pojedyncze centrum
oddzialywan, pozwalajac bada¢ znacznie wieksze uklady biologiczne. Zastosowanie kart
graficznych oraz odpowiednich algorytméw zrownoleglajacych pozwala na badania ukladow tak
duzych jak 1/10 komorki [14], jednakze takie uklady moga by¢ symulowane tylko przez okoto
kilkadziesigt ns, wymagajac przy tym ogromnych nakladow obliczeniowych, a dodatkowo sag
obcigzone duzym btedem zaleznosci od struktury poczatkowej systemu. Z drugiej strony mozliwe
jest prowadzenie symulacji zwijania niewielkich, 92 resztowych biatek w coraz dluzszym czasie
symulacji wynoszacym kilkadziesiat ps [15]. Z tego powodu, w przypadku wiekszych uktadéw oraz
dhuzszych symulacji konieczne jest zastosowanie gruboziatnistych pdl sitowych.

W modelach gruboziarnistych pdl sitowych, co najmniej kilka atoméw jest zgrupowane w
jedno centrum oddzialywan. W zaleznosci od rozdzielczosSci wyrézniamy modele, w ktorych czes¢
atomow jest w reprezentacji gruboziarnistej, a czeSC w pelnoatomowej (np. pole silowe Pal.aCe)
[16] oraz modele, w ktorych kilka centrow oddzialywan przypada na jednostke powtarzalng do
takich modeli zalicza sie pola sitowe MATRINI [17], CABS [18] czy UNRES [19]. Kolejne sa
modele gruboziarniste o jeszcze nizszej rozdzielczosci, w ktorych kilka jednostek powtarzalnych
zlaczonych jest w jedno centrum oddzialywan np. SURPASS [20], w ktorym cztery kolejne
aminokwasy sa polaczone w jedno centrum oddzialywan, az po modele supergruboziarniste, w
ktérych cate domeny lub biatka upraszcza sie do jednego centrum oddziatywan [21].

Metodami o najnizej rodzielczo$ci sa metody ciggle, w ktérych symuluje sie catos¢ uktadu.
Shizy do badania przepltywéw czy jednorodnych polimerow [22].

Warto wspomnie¢, iz obecnie coraz wiekszq popularnoscig ciesza sie modele mieszane
wykorzysujace dwa lub wiecej poziomoéw rozdzielczo$ci, w ktorych fragment ukladu jest
symulowany na jednym poziomie rozdzielczosci, podczas gdy reszta jest na drugim poziomie.
Pozwala to taczy¢ dokladnos¢ metody o wiekszej rozdzielczoSci z mozliwosciami symulacji dhuzej
skali czasowej systemu o mniejszej rodzielczosci. Najpopularniejsze sa polaczenia: QM/MM
[13,23] czy MM/CG [24].

Istotng role pelni réwniez potaczenie modeli ciaglych z dowolnymi innymi poziomami
reprezentacji. Przykladem jest polaczenie QM z modelami rozpuszczalnikow takimi jak COSMO
[25] czy PCM [26], gdzie oblicza sie powierzchnie dostepng dla rozpuszczalnika oraz ekranowanie
oddzialywan elektrostatycznych wywotanych przez jego obecnos¢. Natomiast w pelnoatomowych i
gruboziarnistych polach czesto wykorzystuje sie rozpuszczalnik w formie niejawnej zmieniajac

forme funkcyjng oddziatywan lub parametry w funkcji energii.



Przykladem takiego pola jest, rozwijane w naszej grupie badawczej, pole sitowe UNRES (ang.
UNited RESidue) [27-33]. W modelu tym lancuch polipeptydowy uproszczony zostat do dwéch
centrow oddzialywan: scalonej grupy tancucha bocznego (SC, ang. Side Chain) oraz scalonej grupy
peptydowej (p, ang. peptide group), a wspéhzedne atoméw Ca definiuja jedynie geometrie
lancucha gléwnego. Rozpuszczalnik traktowany jest w spos6b niejawny poprzez uwzglednienie go
w niektorych wkladach do wyrazenia na energie potencjalng. Zastosowane uproszczenia pozwalaja
osiggaC skale czasowe o 3-4 rzedy wielkoSci wieksze niz w przypadku zastosowania pol
pelnoatomowych przy wykorzystaniu takich samych zasobow obliczeniowych [34] .

W swojej pracy skupilem sie na rozwijaniu metod teoretycznych z wykorzystaniem
istniejacych narzedzi na roznych poziomach reprezentacji oraz zastosowaniem uzyskanych i
udoskonalonych narzedzi do badania najistotniejszych przemian konformacyjnych w wybranych
biomolekutach. Cykl prac mozna podzieli¢ na dwie przeplatajace sie czesci. Pierwszg czesS¢ stanowi
rozwijanie i rozszerzenie zastosowan gruboziarnistych pol sitowych UNRES i jego siostrzanego
odpowiednika dla kwasow nukleinowych NARES[35]. Do pola silowego UNRES wprowadzono
nowy potencjat korelujacy potozenie tancuchow bocznych i grupy peptydowej, wyprowadzono
potencjat Sredniej sity dla oddzialywan miedzy kwasami nukleinowymi i biatkami dla centréw
oddziatywan NARES i UNRES, wprowadzono sterowang dynamike molekularng do pdl sitowych
UNRES i NARES, wprowadzeno potencjal ekranowania oddziatujacych grup peptydowych przez
fancuchy boczne do gruboziarnistego pola silowego UNRES oraz wprowadzeno potencjat
opisujacych oddziatywania biatek z nanorurkq w formie ciggtej do gruboziarnistego pola sitowego
UNRES. Druga cze$¢ stanowi badanie najwazniejszych przemian konformacyjnych takich jak:
przejScia od struktury niepoprawnie zwinietej do struktury natywnej, rozwijania biomolekut,
zwijania bialek i asocjacji multimeréw. W dalszej czeSci mojego autoreferatu krétko
scharakteryzowatem wilasne osiggniecia naukowe. Szczeg6towe wyniki badan zostaly opisane w 12
publikacjach [H1-H12], ktére stanowig moj cykl habilitacyjny, z ktérych 11 prac to publikacje z

tzw. listy filadelfijskiej, natomiast jedna to rozdziat w ksiazce.

Opis osiagniec¢ naukowych

Okoto 30 procent zsyntezowanych biatek ulega degradacji gdyz ulega niepoprawnemu zwinieciu
[36]. Zrozumienie w jaki sposob biatko powraca do swojej natywnej struktury stanowi wyzwanie.
Kluczowe jest znalezienie odpowiedzi na pytania: Czy biatko musi ulec caltkowitemu rozwinieciu?
Czy proces przejscia ze struktury Zle zwinietej do natywnej jest zwiazany z duza barierg
energetyczna? Jaki jest mechanizm tego procesu?

W pierwszej pracy z cyklu habilitacyjnego [H1] przeprowadzono symulacje dla biatka wigzacego
albumine (kod pdb: 1GAB) przesuwajac pozycje drugiej petli o 5 reszt aminokwasowych (Rysunek
2).



W celu zbadania tego procesu, prowadzono symulacje badajac zachowanie przesunietej
petli, a analize wykonano stosujac opis fizyczny dla fali stojacej (solitonu). Badania wykazaty, iz
nie nastepuje przesuniecia reszta po reszcie, lecz glbwnym mechanizmem przesuwania petli jest
rozszerzenie i zwezenie (podobnie jak dla fali stojacej). Warto podkresli¢, iz wystepuje wiecej niz

jeden mechanizm przesunie¢ petli, dodatkowo wystepuje skokowe przesuniecie petli [H5].

Rysunek 2 Struktura natywna
domeny biatka wigzacego

albumine (A), struktura z

przesunieta petla o 5 rzeszt

A B aminokwasowych (B).

Bariera dla tego procesu (zwana rowniez barierg Peierls-Nabarro) dla energii fancucha gléwnego
wynosi w przypadku tego bialka okoto 4-6 kcal/mol. Jest to doS¢ duza bariera biorac pod uwage
fakt, iz biatka sq tylko marginalnie stabilne w temperaturze pokojowej (okoto 5-10 kcal/mol) [37].
Dlatego w niskich temperaturach biatko nie moze pokonac¢ bariery przesuwania petli i petla ta
zanika tworzac dhuga helise [H1,H5]. Warto podkresli¢, iz ruch tanucha gtéwnego jest skorelowany

z ruchem tancuchéw bocznych co skutkuje obnizeniem bariery do 3 kcal/mol [H1,H5].

Potencjaly korelacyjne
Jednym z najwazniejszych kierunkéw rozwoju technik teoretycznych jest rozwdj doktadno$ci
funkcji energii oraz udokladnianie parametréw stosowanych zaré6wno w polach gruboziarnistych
jak i pelnoatomowych. Korzystajac z wnioskow plynacych z istoty sprzezenia ruchéw lancucha
gléwnego z ruchem lancuchéw bocznych [H1] postanowiono wprowadzi¢ do funkcji energii
gruboziarnistego pola sitowego UNRES ten potencjat korelacyjny w formie jawnej.

W swojej drugiej pracy naukowej [H2] wprowadzono do pola silowego UNRES nowe

potencjaty korelujgce potozenie tancucha bocznego wzgledem tancucha gtéwnego (Rysunek 3).



Rysunek 3 Katy opisujace potozenie tancucha bocznego wzgledem tancucha gtéwnego. SC-Ca-Ca-
Ca (11), Ca-Ca-Ca-SC (12), SC-Ca-Ca-SC (13), uzywane jako zmienne gruboziarniste do nowych

potencjatow korelacyjnych oraz kat y oznacza kat torsyjny tancucha gléwnego.

W celu wprowadzenia tych potencjalow wykonano obliczenia przy uzyciu semi-
empirycznej metody kwantowo-chemicznej AM1 dla N- i C- terminalnie blokowanych
aminokwaséw prowadzac obliczenia na siatce. Jako zmienne wykorzystane zostaly katy obrotu
grupy peptydowej wokoét osi taczacej wegiel Ca z grupa CH3 grupy blokujacej oraz katy x
opisujace obrét tancucha bocznego, np. dla lizyny byly to katy A1, A2 oraz katy ¥i.4« (Rysunek 4).

Rysunek 4 Terminalnie blokowana
lizyna z zaznaczonymi katami,
ktorych uzyto jako zmienne do
wykonania  obliczen  potencjalu

Sredniej sity.

Na podstawie przeprowadzony obliczen wyliczono potencjaty $redniej sity (rownanie 1), a

uzyskane parametry zaimplementowano w gruboziarnistym polu sitowym UNRES.
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Gdzie, B=1/RT, R jest to stala gazowa, Tjest to temperatura, H oznacza macierz Hessianu, e jest to
energia badanej molekuly (X lub Y w zaleznosci od typu potencjatu sredniej sity liczonego), A1, A

oraz x oznaczaja katy, ktére opisujq petno-atomowa hiperpowierzchnie energii potencjalnej.

Nastepnie udoskonalone pole sitlowe UNRES zostalo zoptymalizowane i wykorzystane do testow
zdolnosci predykcyjnych do zwijania matych biatek, uzyskujac poprawe zdolnosSci przewidywania

($rednie odchylenie standardowe wzgledem struktury natywnej zmalalo o okolo 0,9A).

Réwniez w pracach [H4,H9-H10,H12] rozwijano funkcje energii w gruboziarnistych polach

sitowych.

Potencjaly dla pol UNRES i NARES
W pracy [H4] opracowano potencjaty sredniej sity dla oddzialywan centréw z gruboziarnistego pola

sitowego UNRES z centrami oddzialywan gruboziarnistego pola sitowego NARES. (Rysunek 5)

UNRES
Protein

ce
"3 Rysunek 5 Ilustracja oddzialywan miedzy centrami
biatka w polu sitowym UNRES reprezentowanym
B przez szare sfery i elipsoidy z centrami kwaséw

nukleinowych w  polu silowym NARES

NARES-2P

Niielsie s reprezentowanym przez niebieskie sfery i elipsoidy.

SG; oznacza fancuchy boczne reszt
Si+3 aminokwasowych, p; oznacza grupe peptydowa, P;
oznacza grupe fosforanowa, B; oznacza zasade

nuklinowa a S; oznacza fragment cukrowy.



W celu wyznaczenia potencjalow Sredniej sily przeprowadzono symulacje w pelnoatomowej
rozdzielczosci w polu siltowym AMBER ff10sb czasteczek majacych modelowa¢ centra
oddziatywan (Rysunek 6), z uzyciem wiezéw na odleglosci w celu przyspieszenia probkowania
przestrzeni konformacyjnej badanych ukladéow. Na podstawie uzyskanych symulacji
przeprowadzono analize wazonych histograméw w celu wyznaczenia potencjalow sredniej sity.
Nastepnie przeprowadzono dopasowywanie funkcji analitycznych do uzyskanych potencjaléw

Sredniej sity.

Rysunek 6 Przykladowe czasteczki uzyte do
symulacji wyznaczania oddzialywan
gruboziarnistych centrow z pol silowych
NARES i UNRES. Na rysunku zaznaczono
tylko atomy ciezkie (zielony — wegiel,

niebieski - azot, czerwony — tlen).

Potencjaly torsyjne

Rozwo6j gruboziarnistych pdl silowych nie sprowadza sie tylko do wyznaczania coraz
dokladniejszych potencjatow Sredniej sity. W pracy [H9] wyznaczono dokladng forme funkcyjna
jaka powinien zawiera¢ potencjat sredniej sity w gruboziarnistych polach sitowych. Wyprowadzenie
to ukazalo, iz stosowanie potencjaléw torsyjnych w gruboziarnistych polach sitowych jest
znacznym  przyblizeniem, czesto powodujacym bledy. Konieczne jest zastosowanie
zmodyfikowanych potencjaléw torsyjnych, w ktorych zalezno$¢ energii w kacie torsyjnym jest
réwniez zalezna od dwoch katéw miedzy wigzaniami wirtualnymi i wklad do energii ,,czysto”
torsyjny nie powinien wystepowac, ze wzgledu na zaleznosci geometryczne kata torsyjnego. Warto
nadmieni¢, iz wyprowadzenie ma charakter uniwersalny i te same zasady obowiazuja w
pelnoatomowych polach sitowych, jednak w przypadku tej rozdzielczosci stosowanie potencjatlow
torsyjnych jest uzasadnione ze wzgledu na duza sztywno$¢ katow walencyjnych. Przeprowadzone
obliczenia potencjalow tostyjnych dla N- i C- terminalnie blokowanych reszt aminokwasowych
glicyny, alaniny i proliny, z uzyciem metody zaburzen rachunku MP2 oraz uwzglednieniem
rozpuszczalnika w formie niejawnej z wykorzystaniem modelu PCM ukazaly, ze uzycie
potencjatéw torysjnych do pdl sitowych prowadzi do niepoprawnej funkcji rozkladu katow
torsyjnych i moze prowadzi¢ do niedoktadnosci obliczen szczeg6lnie w tych polach sitowych, w

ktorych katy miedzy wigzaniami wirtualnymi maja duza zmiennosc.
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Efekt ekranowania

Réwniez w kolejnej pracy [H11] udokladniono opis funkcji energii w gruboziarnistym polu
sitowym UNRES. W pracy tej wyprowadzono zalezno$¢ funkcji energii oddziatujacych dwoch grup
peptydowych w zaleznoSci od obecnosci tancuchéw bocznych w najblizszym otoczeniu. Poniewaz
obliczenia efektu tréjcialowego bylyby niezwykle kosztowne, roztozono oddzialywania na sume
sktadowych przestaniania poszczegdinych grup peptydowych.

Wspétczynniki modyfikujace oddzialywania elektrostatyczne obliczono na podstawie wycinka
sferycznego zajmowanego przez tancuch boczny reszt aminokwasowych (Rysunek 7).
Wprowadzenie oddzialywan ekranujacych do pola silowego UNRES ukazato, iz uwzglednienie
tych oddzialywan znaczaco poprawia zdolnosci predykcyjne pola sitowego UNRES, co zostalo
sprawdzone na zbiorze bialek testowych oraz w eksperymencie $lepego przewidywania struktur

CASP12 [H11]. Badania nad wptywem efektu ekranowania pokazaly réwniez, iz uwzglednienie

tego efektu prowadzi do utworzenia struktur skolapsowanych przyspieszajac proces zwijania od 2
do 1000 krotnie [H11].

Rysunek 7 Schematyczna reprezentacja
efektu ekranowania. Centralna kula z
gradientem koloréw reprezentuje grupe
peptydowa z zaznaczonym momentem
dipolowym, niebieska kula zaznaczono
pierwszq sfere hydratacyjna. Kolorem
Z0ttym 7aznaczono elipsoidy

fancuchéw bocznych reszt

aminokwasowych, kolorem
pomoranczowym zaznaczono wycinek
sfery niedostepny dla czasteczek wody.
R 0znacza promien pierwszej sfery
hydratacyjnej, rsor to krotki promien
sferoidy tancucha bocznego, rimg to
dlugi promien sferoidy tancucha

bocznego, a kat ( oznacza polowe

kata stozkowego.
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Potencjaly nanorurka-bialko

Oprocz udoskonalania funkcji energii w gruboziarnistym polu sitlowym UNRES prowadzono
réwniez badania pozwalajace wprowadzi¢ do pola sitowego UNRES oddziatywania uwzgledniajace
interakcje biatek z nanorurkami [H12] (Rysunek 8). Wprowadzono potencjat Kihary, zgodnie z

rownaniem:

o 12 o 6
Uecnr = 4¢ -
o=t () (%)

gdzie, € jest to glebokos¢ studni potencjahy, o jest to wartos¢ dla wykres zaleznosci potencjalu od
odlegtosci przyjmuje wartosc 0, r jest to odlegto$¢ centrum aminokwasowego od osi nanorurki,

r-RO jest to odleglos¢ centrum aminokwasowego od powierzchnii nanorurki.

Rysunek 8 Schematyczna reprezentacja nanorurki

(czerwony walec) w warunkach periodycznych

(niebieski szescian).

Parametry oddzialywan nanorurek weglowych z poszczegolnymi aminokwasami
przyblizono uzywajac parametrow z pola sitowego UNRES dla oddzialywan miedzy taficuachami
bocznymi a fenyloalaning. Badanie oddzialywan ukazaly iz wszystkie trzy modelowe biatka
(chymotrypsyna, albumina wolowa oraz peroksydaza sojowa) stosunkowo silnie oddziatluja z
nanorurkami (Rysunek 9). Pomimo, iz nie wszystkie z badanych bialek traca strukture catkowicie,

chymotrypsyna ulega znacznym zmianom konformacyjnym i nie zachowuje struktury okolic triady
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kataliczynej. Badania te sugerujg mozliwg toksyczno$¢ nanorurek. W przypadku pozostatych biatek

zmieny struktury nie byly az tak drastyczne.

Rysunek 9 Wolowa albumina wyizolowana z serum
oddzialujaca z nanorurkg. Kolorami zaznaczono
odpowiednie  typy  reszt  aminokwasowych:
hydrofobowe (jasnoniebieskie), aromatyczne

(ciemnoniebieskie), polarne (z6tte), naladowane

(czerwone), cysteine, proline i glicyne (zielone).

Symulacje rozwijania bialek i kwaséw nukleinowych

Waznym elementem moich badan bylo zastosowanie technik teoretycznych do badania istotnych
przemian konformacyjnych [H3, H6-H8, H10]. Jednym z najwazniejszych proceséw badanych
teoretycznie jest rozwijanie biomolekul. Sq dwie najwazniejsze techniki badania rozwijania
molekut: przez podgrzewanie uktadu oraz przez uzycie sterowanej dynamiki molekularne;j.

Badania procesu rozwijania mioglobiny przy uzyciu moledu solitonowego [H6] przez
podgrzewanie tego biatka ukazato duzg zgodnos¢ z wynikami eksperymentalnymi procesu zwijania
[38]. Badania pokazaly, iz struktury ktére powstaja pierwsze w procesie zwijania sq réwniez

najstabilniejsze w wysokich temperaturach. (Rysunek 10)
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Réwnie cennych informacji dostarcza badanie ukladéw biologicznych przy uzyciu sterowanej

dynamiki molekularnej. Wprowadzono do gruboziarnistego pola silowego UNRES sterowana

dynamike molekularng, ktorej mozliwosci przetestowatem poprzez wykonanie symulacji dla dwoch

modelowych bialek:

domeny Fn3 domain ludzkiej kontaktyny and domeny 127 tyntyny.

Przeprowadzone symulacje wykazaly duza zgodno$¢ z przeprowadzonym eksperymentem

mikroskopii sit atomowych [39], ukazujac najstabilniejsze struktury tego biatka [H7]. Badanie to

pozwolitlo na okreslenie, ktore fragmenty bialek }atwo ulegaja rozciagnieciu pod wpltywem sit

zewnetrznych (Rysunek 11). Pozwala to zrozumie¢, ktére fragmenty ulegaja odksztatceniu podczas

funkcjonowania tyntyny wyizolowanej z ludzkich miesni. [H7].

MJT A
2 s

N —— e, o S

Rysunek 11 Struktury stanéw przejSciowych uzyskanych w trakcie rozwijania tyntyny z trzech

dominujacych Sciezek rozwijania: od C-konca (A), od N-konca (B), symetrycznej (C).
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Badania odpornosci mechanicznej nie jest ograniczone tylko do biatek i dostarcza wielu
cennych informacji o funkcjonowaniu DNA. Wprowadzenie sterowanej dynamiki molekularnej do
pola sitlowego NARES pozwolitlo poréwna¢ odporno$¢ na uszkodzenia mechaniczne réznych
sekwencji kwasow nukleinowych [H8]. Przepowadzone badania wykazaly, iz sekwencje
telomeryczne wykazuja znacznie wiekszg odpornos¢ mechaniczng niz inne modelowe uklady.
(Rysunek 12)

1000

AT30
ATCG15
GC30

AT30
ATCG15
TTAGGG10
TTAGGG10
TTTAGGGY
TTTAGGGY
TTAGG12
TTAGG12

GC30 m—
800 - e

600

400

Force [pN]

200 |r

200 250 300 350 400 450 500 550
Stretch [A]

Rysunek 12 Wykres zaleznosci sity rozciagajacej od dlugosci rozciagniecia. Strzatka zaznaczono
zakresy rozciggnie¢, gdzie struktura ponownego nawiniecia nici telomerycznej po przesunieciu o

pewien fragment ma istotne wtasciwosci mechaniczne.
Sekwencje telomeryczne sq zdolne do ponownego nawijania (Rysunek 12), co stanowi mechanizm

zabezpieczajacy przed rozwinieciem szczegodlnie dla duzych odleglosci rozciggania. Co wiecej w

trakcie rozwijania zauwazono, iz sekwencje telomeryczne tworza trypleksy (Rysunek 13).
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Rysunek 13 Strutkura trypleksu uzyskana dla

sekwencji telomerycznych wuzyskana podczas

rozwijania.

Utworzenie trypleksu zapewnia dodatkowa stabilizacje DNA. Wyjatkowa stabilno$¢
sekwencji telomerycznych daje czeSciowo odpowiedZ, dlaczego wilasnie te sekwencje zostaly

wybrane jako zabezpieczenie koficowych fragmentow DNA.

Zwijanie bialek

Znacznie trudniejsze metodologicznie i obliczeniowo jest badanie procesu zwijania biatek.
W przypadku rozwijania bialek znana jest skturktura startowa, a stan rozwiniety zawsze mozna
osiggnaC¢ przez uzycie odpowiednio duzej sity lub przez podgrzanie do bardzo wysokiej
temperatury. Natomiast w przypadku zwijania stan poczatkowy nie jest dobrze zdefiniowany,
skuteczno$¢ zwijania jest zalezna od pola sitlowego, istnienia putapek kinetycznych na $ciezce
zwijania oraz od metody prébkowania przestrzeni konformacyjne;j.
Zastosowano pole silowe UNRES do badania procesu zwijania bakteriocydu thurincyny H
wyizolowanego z Bacillus thuringiensis [H10]. Peptyd ten zawiera nietypowaq strukture mostkow
weglowo-siarkowych oraz D-aminokwasy (Rysunek 14A). Przeprowadzono serie symulacji

wiaczajac wiezy na odpowiednie mostki weglowo-siarkowe (imitujace powstajace wigzania), ktore
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pozwolity na ustalenie, ktdre mostki tworzq sie pierwsze oraz czy kolejnos¢ tworzenia mostkow jest

istotna. Badania pokazaty, iz na poczatkowym etapie zamkniecie mostkéw D-Ser® — Cys* oraz D-

Ser”-Cys’ jest najbardziej korzystne dla procesu zwijania (Rysunek 14B).
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Rysunek 14 Struktura thurincyny H z zaznaczonymi mostkami weglowo-siarkowymi (A), drzewo

procesu zwijania z zaznaczonymi iloScig trajektorii ze strukturami natywnymi w zaleznosci od

utworzonych mostkow (B).

Jeszcze trudniejszym zadaniem jest badanie jednoczesnej asocjacji oraz zwijania biatka.

Dotychczas w polu sitowym UNRES miedzy tancuchami nakladane byly wiezy na C- i N- koniec

odpowiednich tancuchéw tak by uniemozliwi¢ oddalenie sie ich do nieskonczonosci. Technika ta

niestety powoduje zbytnig stabilizacje asocjatdbw oraz moze prowadzi¢ do nierealistycznych

trajektorii, w ktorych poszczeg6lne mery szybko zblizaja sie do siebie w linii prostej. W celu

wyeliminowania tych probleméw wprowadzono do pola sitowego UNRES warunki periodyczne

[H3], a nastepnie zbadano proces asocjacji i zwijania biatka BBAT1 (Rysunek 15).
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Rysunek 15  Struktura
eksperymentalna
homotetrameru BBAT1.

BBATT1 jest to homotetramer, kazdy pojedynczy mer sklada sie z helisy oraz krotkiej beta kartki.
Uzyskane wyniki badan poréwnatem z wczesniej otrzymang Sciezka zwijania dla pola sitowego
UNRES gdy stostowane byly wiezy na C- i N- koniec. Przeprowadzone symulacje pokazaty, iz
metoda traktowania oligomerycznego ukladu nie wplywa znaczaco na sam proces zwijania
poszczego6lnych monomerdw, natomiast znaczaco wpltywa na proces asocjacji (Rysunek 16). W
przypadku zastostowania wiezow na C- i N- koniec odpowiednich tancuchow temperatura
assocjacji wynosi troche ponad 400K natomiast dla ukladow w warunkach periodycznych
temperatura ta jest bardziej realistyczna i wynosi mniej niz 350K. Pokazuje to, iz metoda
traktowania uktadow oligomerycznych (wiezy na poszczeg6lne mery lub warunki periodyczne)

moze znaczaco wptywac na badanie proceséw assocjacji.
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Rysunek 16 Wykres zalezno$ci frakcji monomoréw, dimeréw trimeréw i tetrameréw w funkcji
temperatury dla biatka BBAT1: w warunkach symulacji asocjacji z wiezami na C- i N- koniec (A),

w warunkach pudelka periodycznego (B).

Podsumowanie

Ciagly rozwdj technik teoretycznych pozwala na coraz doktadniejsze przewidywania struktur biatek
oraz symulowania ich najwazniejszych ruchow [40-41]. Istotng role w tych badaniach pelnig
gruboziarniste pola silowe, w ktérych mozliwe jest symulowanie duzych ukladéw biologicznych
[42].

W swojej pracy udoskonalilem gruboziarniste pole silowe UNRES poprzez: wyprowadzenie
nowych potencjatow korelacyjnych dla lokalnych i lokalno-elektrostatycznych oddziatywan, efektu
ekranowania, zaleznosSci geometrycznej dla katéw torsyjnych i katow miedzy wigzaniami
wirualnymi oraz wprowadzitem warunki periodyczne. Zbadalem fizyczno$¢ zachowan
gruboziarnistego modelu solitonowego. Rozszerzylem stosowalno$¢ pdl sitowych UNRES i
NARES na sterowang dynamike molekularng oraz stworzylem model umozliwajacy symulacje
ukladéw zawierajacych kwasy nukelinowe i biatka. Wprowadzitem nanorurki do pola silowego
UNRES co umozliwito badanie oddzialywan biatko-nanorurka. Rozszerzenie pola sitlowego
UNRES o warunki periodyczne umozliwilo na badanie przemian konformacyjnych w trakcie
asocjacji w realistyczny sposob, a udoskonalenie funkcji energii znaczaco poprawito zdolnosci
predykcyjne tego pola i jego stosowalnosc.

Udoskonalone pola sitowe zweryfikowalem dla wielu ukladéw biologicznych takich jak mate
peptydy, mioglobina, tyntyna az do telomerycznych uktadéw kwaséw nukleinowych. Moje badania
pozwolity na okreslenie najwazniejszych ruchow badanych ukladéw biologicznych, a udoskonalone

narzedzia zostaty udostepnione dla Srodowiska naukowego na stronie www.unres.pl.
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