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Rozdziat 1

Wprowadzenie

Bialka sg stosunkowo duzymi i skomplikowanymi zwigzkami chemicznymi, ktore pelnig
kluczowg role w wielu procesach biologicznych. Nieodlagcznym elementem wigkszosci z tych
procesow jest woda —jej obecnos¢ decyduje m.in. o stabilnosci struktury biatek oraz ich aktywnosci
biologicznej' ™.

Struktura wody solwatacyjnej biatlek w wyrazny sposob rozni si¢ od struktury czystej
wody. Czasteczki wody, ktore zwigzane sg z powierzchnia bialka poprzez wigzania wodorowe,
posiadajg ograniczong swobode ruchu, poniewaz wigzania te sg silniejsze niz wigzania powstajace
miedzy czasteczkami wody®. Z drugiej strony obecno$¢ wody w zaglebieniach i rowkach na
powierzchni czasteczek biatka moze prowadzi¢ do ostabienia wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych, co zwigksza elastyczno$¢ struktury makroczasteczki’. Zachowanie rownowagi
miedzy sztywnoscig i elastycznoscig struktury bialek petni kluczowa role z punktu widzenia ich
aktywnosci biologicznej.

W inny sposob zachowuje si¢ woda sgsiadujaca z obszarami hydrofobowymi biatek.
W tym przypadku brak jest mozliwosci tworzenia si¢ wigzan wodorowych miedzy czasteczkami
biatka i wody. Hydrofobowy charakter powierzchni sprawia, ze struktura wody solwatacyjnej staje
si¢ bardziej uporzadkowana w poréwnaniu do wody niezaburzonej obecno$cig biatka, a jej
dynamika — spowolniona. Na skutek tego, oddzialywania elektrostatyczne migdzy pobliskimi
grupami polarnymi zostaja wzmocnione®.

Specyficzng grupe biatek, zarowno pod wzglgdem funkcji, jak i wlasciwosci wody
solwatacyjnej, stanowig bialka przeciwdziatajace zamarzaniu. Zwiazki te posiadajg zdolnos¢ do
wigzania si¢ z powierzchnig krysztalow lodu, przez co powstrzymujg proces krzepnigcia ptynow
ustrojowych organizméw zywych. Wydaje sie, ze kluczowa role w procesie rozpoznawania
1 wigzania si¢ biatek nalezgcych do tej grupy z lodem pelni woda solwatacyjna.

W dalszej czeSci rozdzialu przedstawione zostang ogodlne informacje na temat biatek
z grupy przeciwdzialajacych zamarzaniu oraz zaprezentowany zostanie aktualny stan wiedzy

dotyczacej mechanizmu ich funkcjonowania.
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1.1. Budowa bialek przeciwdziatajagcych zamarzaniu

W latach 50. XX wieku grupa badawcza Scholandera’ starata si¢ znalez¢ odpowiedz na
pytanie, w jaki sposob ryby sa w stanie przezy¢ w wodach Arktyki. Temperatura utrzymuje si¢ tam
na poziomie ok. -1,7°C przez caly rok. Badacze ustalili, ze ryby zyja w ciaglym stanie
przechtodzenia, mimo iz stezenie jonow obecnych w ptynach ustrojowych tych organizmow jest
wystarczajace, aby obnizy¢ temperaturg krzepniecia tylko o ok. 1°C.

Okoto dwudziestu lat pozniej, DeVries i in.!%!!

odkryli w plynach ustrojowych ryb
zyjacych w wodach Antarktyki glikoproteiny wykazujace zdolno$¢ do obnizania temperatury
krzepnigcia roztworu. Naukowcy ustalili, ze dziatanie tych zwigzkow nie jest wynikiem
wystepowania efektu koligatywnego.

Od czasu odkrycia glikoprotein wykazujacych aktywno$¢ przeciwzamrozeniowsg,
znaleziono wiele innych zwigzkéw chemicznych wykazujacych podobne dziatanie. Zwigzki te
znane sg pod wspdlng nazwa bialtek/glikoprotein przeciwdziatajacych zamarzaniu (AF(G)P,
ang. antifreeze (glyco)protein). Ponadto, natrafiono rowniez na inne zwiazki chemiczne zdolne do
oddzialywania z lodem (IBP, ang. ice-binding proteins), ale o funkcjach odmiennych od biatek

12,13

przeciwdziatajacych zamarzaniu. Byly to m.in. biatka hamujgce rekrystalizacj¢'>">, ulatwiajace

)14,15

wigzanie z lodem (obecne np. w blonie komoérkowej niektorych bakterii oraz biatka

wspomagajgce nukleacje lodu'®!7,

Z upltywem czasu, grupa zwiazkéw chemicznych okreslanych mianem biatek
przeciwdzialajacych zamarzaniu znacznie si¢ powigkszyla. Poszczegdlni jej przedstawiciele
charakteryzujg si¢ znaczng réznorodnoscig zarowno pod wzgledem budowy chemicznej, jak
i struktury drugo- i trzeciorzgdowej czasteczek. Biatka te dzieli si¢ obecnie na dwie glowne grupy
— na biatka pochodzace z organizméw ryb oraz biatka wystepujace u innych organizmow zywych.
Bialka wystepujace u ryb podzielone zostaty z kolei na kilka mniejszych klas, biorac pod uwage
podobienstwa sekwencji aminokwasowej i budowy przestrzennej poszczegdlnych czasteczek
—wyrdznia si¢ tu glikoproteiny przeciwdzialajace zamarzaniu (AFGP) oraz bialka
przeciwdziatajgce zamarzaniu typoéw od I do IV.

Glikoproteiny przeciwdzialajace zamarzaniu (Rys. 1.1 a) zbudowane sg zazwyczaj z od
kilku do kilkudziesigciu powtorzen tripeptydu Ala-Ala-Thr. Z kazdg z grup hydroksylowych
treoniny zwigzana jest reszta disacharydowa. Czgsteczki majg posta¢ lewoskretnych helis, przy
czym podstawniki sacharydowe sg zlokalizowane po jednej z jej stron. Wéréd AFGP wyroznia si¢
osiem klas zwigzkow, ktdre roznig sie¢ miedzy soba wielko$cig czasteczek'®.

Biatka przeciwdzialajgce zamarzaniu typu I (Rys. 1.1 b), podobnie jak AFGP,
charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscig alaniny w sekwencji aminokwasowej oraz zbudowane sg

z niewielkich, powtarzajacych sie fragmentow. W roztworze wystepujg w postaci helis!®. Z kolei
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biatka typow 111 III (Rys. 1.1 ¢, d) sg biatkami globularnymi, ktorych sekwencja pozbawiona jest
powtorzen?®?!, Cechg wyrdzniajaca biatka AFP typu II jest obecno$¢ w ich strukturze mostkow
disiarczkowych, tworzacych si¢ z udziatem reszt cysteiny i stabilizujacych strukture przestrzenng
czgsteczek??. Biatka AFP typu III nie posiadaja w swojej strukturze cysteiny, charakteryzuja sic
rowniez nizszg zawarto$cig alaniny?®. Grupa IV biatek AFP (Rys. 1.1 ¢) posiada obecnie tylko
jednego przedstawicicla. Biatko to zostalo znalezione w organizmie kura amerykanskiego

(Myoxocephalus octodecemspinosus)***.

Rys. 1.1. Gtowne klasy zwigzkéw posiadajacych aktywnos$¢ przeciwzamrozeniowa: a) jednostka
budulcowa AFGP?, b) AFP I (PDB: 1WFA), ¢) AFP 11 (PDB: 2PY2), d) AFP III (PDB: 1MSI), €)
AFP V2%, f) hiperaktywne biatko AFP (PDB: 1L0S)

Bialka AFP wystepujace w plynach ustrojowych mikroorganizméw i stawonogoéw maja
czesto posta¢ B-helis?” % (Rys. 1.1 f). W odréznieniu od bialek wystepujacych w organizmach ryb,
ktore s w stanie obnizy¢ temperatur¢ krzepnigcia ptynow ustrojowych o ok. 1 — 1,5°C, biatka te
charakteryzujg si¢ wyzsza aktywno$cig przeciwzamrozeniowg — nawet o jeden lub dwa rzedy
wielko$ci w poréwnaniu do bialek wystepujacych u ryb (dla tych samych stezen)*°. Z tego powodu
biatka te okreSlane sg czg¢sto mianem biatek hiperaktywnych, podczas gdy bialka wystepujace
w organizmach ryb nazywane sg bialkami o umiarkowanej aktywnosci.

Stopien aktywnosci biatek AFP o umiarkowanej aktywnos$ci i hiperaktywnych to nie
jedyna cecha roznigca te dwie grupy zwigzkéw chemicznych. Zaobserwowano na przyklad, ze
ksztalt krysztatdw lodu formujacych si¢ w roztworach biatek nalezacych do tych grup 1 bedacych
w temperaturze w zakresie dziatania bialek jest rozny*'32. Obecno$¢ w roztworze biatek
charakteryzujgcych si¢ umiarkowang aktywnos$cig prowadzi do powstawania krysztalow
o charakterystycznym, wydtuzonym ksztatcie (bipiramid heksagonalnych lub igiet), z kolei biatka
hiperaktywne powodujg, ze krysztaly przyjmuja posta¢ heksagonalnych plytek. Ksztatt
powstajacych w roztworze krysztatow lodu jest zwigzany ze zdolnoscig bialek AFP do wigzania si¢
z rtoznymi plaszczyznami krystalograficznymi lodu®®*?. Badania pokazaly, ze biatka
o umiarkowanej aktywno$ci mogg si¢ wigzac z jedng lub wieloma ptaszczyznami krysztatu lodu,

jednak w przeciwienstwie do biatek hiperaktywnych, nie posiadajg zdolnosci do wigzania si¢ z jego
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plaszczyzng podstawowg®> ¢, Uwaza sig, ze zdolno$¢ do wigzania si¢ biatek AFP z plaszczyzng
podstawowg decyduje o ich hiperaktywno$ci®.

Powyzszy wniosek zostal jednak niedawno zakwestionowany?®”®,

Okazato sig
mianowicie, ze biatko AFP pochodzace z organizmu okrzemki (Fragilariopsis cylindrus) posiada
zdolno$¢ do wigzania si¢ m.in. z ptaszczyzng podstawowa lodu, a mimo tego wykazuje aktywno$c¢
biologiczng na poziomie biatek o umiarkowanej aktywnosci. Ksztalt krysztatow lodu powstajgcych
w roztworze tego bialka odpowiadat ksztattowi krysztatdw tworzacych si¢ w obecno$ci poznanych
wczesniej biatek hiperaktywnych. Jednocze$nie zauwazono jednak, Ze wigzanie biatka
z plaszczyzna podstawowa jest czeSciowo odwracalne, co moze by¢ czynnikiem decydujacym
o obnizonej aktywnos$ci’.

Stosowanie  klasyfikacji  bialek przeciwdzialajacych zamarzaniu na  biatka
o umiarkowanej aktywnosci i hiperaktywne wzbudza watpliwosci niektorych badaczy. Pokazano
na przyktad, ze stopien aktywnosci biatek (wyrazany za pomoca szerokosci petli histerezy
termicznej, wystepujgcej na skutek obecnosci biatek w roztworze) zalezy w znacznym stopniu od
czasu ekspozycji krysztalow lodu w roztworze na obecno$¢ biatek AFP*?, Efekt ten spowodowany
jest rozng szybkoscig wigzania si¢ poszczegélnych bialek z r1éznymi plaszczyznami
krystalograficznymi lodu — adsorpcja biatek na ptaszczyznie podstawowej jest znacznie wolniejsza
niz adsorpcja na innych ptaszczyznach krystalograficznych lodu. Z tego tez wzgledu, dwie
najczesciej stosowane do wyznaczania aktywnosci bialek przeciwdziatajacych zamarzaniu metody
pomiarowe prowadzg czesto do rozbieznych wynikow®. W pomiarach prowadzonych
z wykorzystaniem krioskopii nanolitrowej, roztwor zawierajacy biatka AFP ochladzany jest
stosunkowo wolno, co daje czasteczkom zdolnym do wigzania si¢ z ptaszczyzng podstawowsa lodu
wystarczajagco duzo czasu na adsorpcj¢ na powierzchni krysztatow. W efekcie, biatka okreslane
mianem biatek hiperaktywnych, uzyskujg w tym eksperymencie znacznie lepsze wyniki niz biatka
o umiarkowanej aktywnosci. W przypadku pomiaréw metodami sonokrystalizacyjnymi, probka
zamrazana jest bardzo szybko i przy stosunkowo duzym stopniu przechtodzenia roztworu. W tej
sytuacji, zdolnos$¢ do szybkiego wigzania si¢ z powierzchnig krysztatéw lodu petni wazniejsza role
w procesic hamowania procesu krzepnig¢cia. Aktywno$¢ przeciwzamrozeniowa bialek
hiperaktywnych wyznaczona z wykorzystaniem sonokrystalizacji okazuje si¢ by¢ wyraznie nizsza
niz bialek o umiarkowanej aktywno$ci®.

Z przytoczonych powyzej informacji wynika, Ze grupa bialek przeciwdziatajacych
zamarzaniu charakteryzuje si¢ duzg réznorodnoscia, zarowno jesli chodzi o struktur¢ chemiczng
1 przestrzenna, jak i o sposob oddzialywania z powierzchnig lodu. Mimo to, biatka AFP petnig
w organizmach zywych t¢ samag role, ktora polega na hamowaniu procesu krzepnigcia ptynoéw
ustrojowych, gdy ich temperatura spadnie ponizej zera stopni w skali Celsjusza. Nie jest to jedyna

wspolna cecha tej grupy zwiazkow. Wickszo$¢ czasteczek biatlek AFP posiada na swojej
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powierzchni stosunkowo ptaski i charakteryzujacy si¢ znaczng hydrofobowos$ciag obszar, ktory — jak

pokazano?*?

— odpowiada za wigzanie si¢ z powierzchnig lodu. W obszarze tym, oprocz grup
o charakterze hydrofobowym, znajduja si¢ rowniez grupy zdolne do tworzenia wigzan wodorowych
z czasteczkami wody na powierzchni lodu. Wydaje si¢ rowniez, ze sam mechanizm dziatania biatek

AFP nalezacych do roznych grup jest bardzo podobny™.

1.2. Mechanizm funkcjonowania bialek przeciwdziatajacych

zamarzaniu

Od momentu odkrycia biatek przeciwdziatajacych zamarzaniu, podjgtych zostato wiele
prob wyjasnienia mechanizmu ich funkcjonowania. Szeroko akceptowany (jednak nie jedyny
z proponowanych* ) jest tzw. mechanizm adsorpcji — inhibicji*t, ktory zaklada, ze czasteczki
biatek AFP adsorbuja si¢ na powierzchni powstajacych w ptynach ustrojowych organizmow
zywych krysztatdéw lodu. Dzigki temu, dalszy wzrost krysztatdw odbywac si¢ moze jedynie
w obszarach pomigdzy zaadsorbowanymi czgsteczkami biatka, prowadzac tym samym do

powstawania nowych, lokalnie zakrzywionych, powierzchni (Rys. 1.2).

a ° ciekta woda ® inne biatko
o© o -~ e © . e
A A Ao
lod
b ciekta woda
® ® @
o ® ®
() ® e
- Y ° . { ® o
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Rys. 1.2. Schematyczny rysunek przedstawiajagcy mechanizm funkcjonowania biatlek AFP#,
a) Czasteczki biatka AFP adsorbujg si¢ na powierzchni narastajacego lodu. b) Dalszy wzrost lodu
odbywa si¢ jedynie w obszarach migdzy czasteczkami AFP zwigzanymi z powierzchnia lodu, co
prowadzi do powstania lokalnie zakrzywionej granicy faz cialo state-ciecz

Zgodnie z efektem Gibbsa — Thomsona***® temperatura wspolistnienia fazy cicklej i statej
nad zakrzywiong granicg faz zalezy od promienia krzywizny tej granicy, co mozna opisac

rownaniem (1.1):
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T =To(1 +M) (1.1)
rAH krzep

gdzie symbolami T i Ty oznaczone zostaly odpowiednio temperatury rownowagi fazowej ciato
stale — ciecz nad zakrzywiong oraz plaska powierzchnia, o jest napigciem powierzchniowym, V,,;
— objetoscig molowa, r — promieniem krzywizny granicy faz, natomiast AHy,,e, jest molowg
entalpig krzepnigcia cieczy. W zwigzku z tym, Ze entalpia krzepnigcia przyjmuje wartosci ujemne,
temperatura rownowagi miedzy faza stalg i ciekla jest tym niZzsza, im mniejszy jest promien
krzywizny granicy faz.

Jak wspomniatam wcze$niej, ograniczenie mozliwos$ci narastania lodu na powierzchni
krysztalbw do obszarow miedzy zaadsorbowanymi czasteczkami biatek AFP prowadzi do
powstania granicy faz o lokalnie zakrzywionej powierzchni. W efekcie, proces krzepnigcia cieklej
wody bedacej w kontakcie z lodem zostaje zahamowany az do momentu osiaggni¢cia przez roztwor
nowej rownowagowej temperatury krzepnigcia. Roéznica migdzy réwnowagowsg temperaturg
krzepnigcia roztworu zawierajgcego oraz niezawierajacego bialek AFP nazywana jest histerezg
termiczng.

Mimo iz og6lny mechanizm funkcjonowania biatek przeciwdzialajgcych zamarzaniu jest
szeroko akceptowany, szczegdly samego procesu wigzania si¢ czgsteczek bialka z powierzchnig
lodu wcigz nie sg do konca poznane. W dalszej cze$ci rozdziatu przedstawiony zostanie aktualny
stan wiedzy dotyczacej mozliwych mechanizmoéw zachodzenia tego procesu oraz poruszona

zostanie kwestia odwracalnosci procesu wigzania si¢ biatek AFP z lodem.

1.2.1. Odwracalno$¢ procesu wigzania biatek AFP z lodem

Mowigc o odwracalnosci (badz nicodwracalno$ci) procesu wigzania si¢ bialek AFP
z powierzchnig lodu nalezy w pierwszej kolejnosci sprecyzowaé, co oznacza w tym kontek$cie
pojecie ,,odwracalno$ci”. Wigzanie czgsteczki bialka z lodem nazywane jest odwracalnym, jesli
biatko ulega desorpcji z powierzchni lodu w krotkim przedziale czasu od momentu jego adsorpcji
na tej powierzchni. Z kolei wigzaniem nieodwracalnym okresla si¢ sytuacjg, w ktorej biatko
pozostaje zwigzane z powierzchnig lodu w dtuzszym okresie czasu (zwykle rzedu godzin lub dni).
W dalszej cze¢éci rozdziatu pojecia odwracalnosci oraz nieodwracalno$ci procesu wigzania beda
stosowane wlasnie w takim kontekscie.

Mechanizm funkcjonowania bialek AFP oparty na efekcie Gibbsa — Thomsona wymaga,
aby wigzanie czasteczek biatka z lodem bylo nieodwracalne®. W przeciwnym wypadku
niemozliwe byloby catkowite zahamowanie procesu wzrostu krysztatow lodu w temperaturach
w zakresie histerezy termicznej, gdyz desorpcja bialek pozostawiatlaby na powierzchni lodu

niechronione obszary, w ktorych wzrost lodu musiatby nastepowac¢*’. Mimo tego, na przestrzeni lat
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pojawito si¢ w literaturze kilka doniesien, ktore zdawaty si¢ sugerowac, ze czasteczki bialek AFP
wigzg si¢ z lodem w sposob odwracalny lub czeSciowo odwracalny?>7424849,

Zasugerowano na przyktad*®, ze zdolnos$¢ biatek przeciwdziatajacych zamarzaniu do
obnizania temperatury krzepnigcia roztworu jest wynikiem gromadzenia si¢ czgsteczek biatka
w poblizu powstajgcych krysztaldow lodu, co prowadzi do lokalnego wzrostu st¢zenia roztworu
w poblizu fazy statej i tym samym obnizenia temperatury krzepnigcia w wyniku dziatania efektu
koligatywnego. Z kolei inni badacze*® argumentowali, Ze proces wigzania si¢ biatek AFP z lodem
jest nieodwracalny jedynie w przypadku czasteczek, ktore adsorbujg si¢ na powierzchni
w pierwszej kolejnosci i sg odpowiedzialne za zahamowanie wzrostu krysztatu. Kolejne czgsteczki
biatka miatyby si¢ natomiast wigza¢ si¢ w sposob odwracalny. Kolejna hipoteza dotyczaca
mechanizmu dziatania bialek AFP, zaproponowana przez Kristiansena i Zachariassena®, zaktadata,
ze wigzanie bialek z lodem moze by¢ odwracalne Iub nicodwracalne, w zaleznosci od warunkow.
Wedhug tego modelu, wigzanie biatek z lodem powinno by¢ odwracalne w roéwnowagowej
temperaturze krzepnigcia roztworu i stawac si¢ nieodwracalne na skutek dalszego obnizania
temperatury. W zwigzku z tym, mechanizm wigzania czgsteczek biatek AFP z lodem obejmowac
powinien dwa etapy, z ktorych pierwszy polega na gromadzeniu si¢ czasteczek biatka w poblizu
powstajacych w roztworze krysztalow lodu, a drugi na nicodwracalnym wigzaniu si¢ tych
czasteczek z lodem. Roéwnoczesnie autorzy zwrocili uwage na fakt, ze granica miedzy lodem
i ciekta woda nie jest dobrze zdefiniowana, a co za tym idzie czasteczki biatka beda si¢ raczej
gromadzi¢ w obszarze przejsciowym miedzy faza stalg i ciekla, niz adsorbowaé¢ na powierzchni
lodu®. Nieodwracalne zwigzanie si¢ biatka z lodem nastepowa¢ bedzie zatem na skutek zestalenia
(zakrzepnigcia) tej warstwy przejsciowe;.

Najnowsze badania, przeprowadzone z wykorzystaniem réznorodnych technik oraz
biatek AFP nalezacych do rdéznych klas, zdajg si¢ wskazywaé, ze wigzanie bialek
przeciwdzialajagcych zamarzaniu z lodem jest nieodwracalne’31-54,

Jesli mechanizm dziatania biatek AFP oparty na efekcie Gibbsa-Thomsona jest
poprawny, powinno by¢ mozliwe zaobserwowanie nie tylko efektu obnizenia temperatury
krzepnigcia wody nad zakrzywiong granicg faz, ale rowniez podwyzszenia temperatury topnienia
powierzchni krysztatdw lodu. Przez dlugi okres czasu nie udawato si¢ jednak potwierdzi¢
wystepowania tego zjawisko, co stato si¢ jedng z przyczyn, dla ktorych mechanizm ten byt
kwestionowany>’.

Celik i in.’! pokazali, ze topnienie krysztalu lodu pokrytego czasteczkami biatek AFP
rozpoczyna si¢ w obszarach migdzy zaadsorbowanymi czasteczkami, co sprawia, ze powierzchnia
lodu staje si¢ lokalnie zakrzywiona. Temperatura topnienia lodu w powstatych wglebieniach jest
wyzsza niz temperatura topnienia lodu o plaskiej powierzchni, zgodnie z efektem

Gibbsa-Thomsona. Jednocze$nie zauwazono rowniez, ze efekt podwyzszenia temperatury
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topnienia wynikajgcy z obecnosci bialek AFP na powierzchni lodu jest wyraznie mniejszy niz efekt
przeciwny. Postgpujacy proces topnienia lodu skutkuje stopniowym zmniejszaniem si¢
powierzchni kontaktu migdzy powierzchnig biatka i lodem, co prowadzi do desorpcji czasteczek
bialka.

249 e

Stosujgc znakowanie biatkami GFP (ang. green fluorescent protein) pokazano
biatka AFP zaadsorbowane na powierzchni krysztatu lodu powstrzymujg jego wzrost, a ponadto,
ze nie nastgpuje wymiana czgsteczek biatek migdzy powierzchnig lodu i roztworem. ObnizZenie
temperatury roztworu poza zakres funkcjonowania biatek AFP skutkuje natomiast wbudowaniem
czedci zaadsorbowanych czgsteczek biatek w strukture powstajacego lodu. Jeden z najbardziej
przekonujacych dowoddéw na nieodwracalno$¢ wigzania bialek AFP z lodem stanowi wynik
cksperymentu polegajacego na pozbawieniu roztworu otaczajacego krysztal lodu pokryty
zaadsorbowanymi biatkami AFP wolnych czasteczek biatka®>>. W tym przypadku czasteczki
biatka AFP réwniez byly znakowane biatkami GFP, co pozwolilo na obserwacj¢ zmian ich stezenia
w roztworze i na powierzchni krysztatow lodu w czasie. Jak pokazano, proces krzepnigcia lodu
pozostawat zahamowany réwniez pod nieobecnos¢ wolnych czasteczek AFP, ale co wazniejsze,

nie zaobserwowano desorpcji czasteczek AFP z powierzchni lodu do roztworu.

1.2.2. Mechanizm funkcjonowania biatek AFP na poziomie molekularnym

Jedna z pierwszych prob wyjasnienia mechanizmu wigzania si¢ bialek AFP
z powierzchnig lodu przypisywata kluczowa rolg zdolnosci tych biatek do tworzenia wigzan
wodorowych z powierzchnig lodu*’. Dosy¢ szybko okazalo sie jednak, ze teoria ta ma wiele
mankamentow. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem mutantow biatek AFP pokazaty, ze
nieobecnos¢ grup hydroksylowych na powierzchni wiazacej biatka prowadzi do tylko czesciowej

utraty aktywno$ci®*-

. Jednoczesnie stwierdzono, ze bialka pozbawione reszt metylowych
w obszarze powierzchni aktywnej catkowicie traca aktywnos¢ przeciwzamrozeniowg. Uzyskane
wyniki zdawaly si¢ wigc wskazywac, ze oddzialywania hydrofobowe pelnig wazniejsza role
W procesie wigzania si¢ biatek AFP z powierzchnig lodu. Niedawno przedstawiono jednak kolejne
argumenty przemawiajace za znaczacg rolg wigzan wodorowych w tym procesie”’.

Wykorzystujac mutanty biatek AFP, w ktorych wybrane hydrofobowe aminokwasy
w obszarze aktywnym biatka zostaly zamienione na réwniez hydrofobowe, ale mnigjsze
aminokwasy, pokazano, ze dopasowanie strukturalne biatek AFP do powierzchni lodu ma znaczgcy
wplyw na aktywno$¢ Dbiologiczng tych bialek®®. Przestrzenne rozmieszczenie —reszt
aminokwasowych na powierzchni wigzgcej biatek przeciwdziatajgcych zamarzaniu zapewnia dobre

dopasowanie potozen atomoéw tlenu grup hydroksylowych zlokalizowanych na powierzchni

czasteczek do weztow sieci krystalicznej lodu?’. Z drugiej strony, potozenie hydrofobowych grup
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funkcyjnych na powierzchni biatka moze stanowi¢ czynnik umozliwiajacy biatkom rozpoznawanie
struktury lodu w znaczacym nadmiarze cieklej wody — pokazano, Ze grupy te rozmieszczone sg
w taki sposob, aby mogly zajmowac puste przestrzenie w sieci krystalicznej lodu™.

Niezaleznie od tego, ktore z oddzialtywan — wigzania wodorowe czy oddzialywania
hydrofobowe — jest wazniejsze z punktu widzenia procesu wigzania si¢ czasteczek bialek AFP na
powierzchni lodu, wydaje si¢, ze oba sg niezbgdne, aby proces ten zachodzit efektywnie.
Zaproponowano na przyktad®, ze rola grup hydrofobowych zlokalizowanych w obszarze
powierzchni wigzacej bialek jest nadanie odpowiedniej struktury wodzie solwatujacej ta
powierzchni¢, co ma umozliwia¢ wstepne rozpoznawanie i wigzanie bialek z lodem. Z kolei
mozliwos¢ tworzenia si¢ wigzan wodorowych migdzy powierzchnig biatka i lodem zapewnia
nicodwracalnos¢ tego wigzania.

Do podobnych wnioskow, dotyczacych roli struktury wody solwatacyjnej biatek AFP
w procesie wigzania si¢ z lodem, doszli rowniez inni badacze®. Zwrocono rowniez uwage na fakt,
ze powierzchnia lodu nie ma dobrze zdefiniowanej struktury przestrzennej, a jest ona raczej
obszarem o strukturze posredniej mi¢dzy faza stalg i ciekta. W zwiazku z tym procesu wigzania si¢
biatka AFP z lodem nie powinno si¢ rozwaza¢ w kategoriach wigzania biatko — ligand.
Zasugerowano, ze wigzanie czasteczek bialek z lodem nastepuje w wyniku krzepniecia wody
znajdujgcej sie miedzy lodem a powierzchnig aktywna biatka zlokalizowanego w jego poblizu®.

W ostatnich latach zainteresowanie rolg wody solwatacyjnej w procesie wigzania si¢
biatek przeciwdziatajacych zamarzaniu z lodem wyraznie wzrosto i to wiasnie temu tematowi

poswigcona zostala kolejna cz¢$¢ tej pracy.

1.2.3. Rola wody solwatacyjnej w procesie wigzania biatek AFP z lodem

Powierzchnia bialek charakteryzuje si¢ znaczng heterogenicznoscia, zaréwno pod
wzgledem budowy chemicznej (reszty aminokwasowe o roznej polarnosci), jak i topografii.
W zwigzku z tym, czasteczki wody sasiadujace bezposrednio z powierzchnig bialek poddane beda
dziataniu réznych warunkéw. Aminokwasy polarne sg w stanie tworzyé wigzania wodorowe
z otaczajgcg woda, co prowadzi do zaburzenia struktury wody solwatacyjnej w poréwnaniu do
struktury czystej wody. Obszary powierzchni biatka o charakterze hydrofobowym beda z kolei
promowa¢ wzmocnienie tetraedrycznej struktury pobliskiej wody. Ponadto, sama obecnosé
czasteczek substancji rozpuszczonej o znacznym rozmiarze bgdzie wymuszata zmiany w istniejacej
sieci wigzan wodorowych w wodzie. W zwigzku z powyzszym, struktura wody solwatacyjnej
biatek w wyrazny sposob bedzie si¢ rozni¢ od struktury czystej wody.

Jedna z cech odrdzniajgcych wode solwatacyjng biatek od czystej wody jest jej gestosc.

61,62

Pokazano®-®*, ze obecnos$¢ czasteczki biatka wywoluje wzrost gestosci wody solwatacyjnej
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siggajacy 5-10%. Efekt ten jest skutkiem zmniejszania si¢ odlegltosci miedzy czasteczkami wody
sgsiadujgcymi z powierzchnig bialka oraz zaburzeniem ich tetraedrycznego uporzadkowania®>63,

W porownaniu do wody solwatacyjnej bialek nieposiadajagcych aktywnos$ci
przeciwzamrozeniowej, woda solwatacyjna bialek AFP charakteryzuje si¢ wigkszym
uporzadkowaniem strukturalnym®-%°. Pokazano”, ze obecno$¢ na powierzchni wigzacej tych
biatek reszt aminokwasdéw o charakterze hydrofobowym modyfikuje strukture¢ wody nie tylko
w najblizszym otoczeniu tych aminokwasow, ale wptywa na strukture catej wody solwatujacej ten
obszar biatka. W efekcie, aminokwasy polarne zlokalizowane w obszarze aktywnym biatek AFP
posiadajg warstwe solwatacyjng o strukturze charakterystycznej dla aminokwasoéw niepolarnych
(co umozliwia rozpoznanie i wstgpne zwigzanie biatka z lodem), a jednocze$nie majg zdolno$¢ do
tworzenia wigzan wodorowych z lodem.

Wedlug niektérych autoréw, woda solwatacyjna bialek AFP wykazuje wyrazne
podobienstwa do struktury lodu®®6+6668.71-73 Nuytt i Smith®® w swojej pracy stwierdzili, ze woda
solwatacyjna powierzchni aktywnej bialek AFP nie tylko jest bardziej uporzadkowana
w poréwnaniu z woda solwatacyjng innych bialek lub woda niezaburzona obecnoscia substancji
rozpuszczonych, ale tworzy swego rodzaju ,,matryce”, o strukturze przypominajacej strukture lodu.
Adsorpcja biatka na powierzchni lodu polega wigc — wedtug tych autoréw — na tgczeniu si¢ warstwy
solwatacyjnej powierzchni aktywnej bialka z warstwg solwatacyjng krysztalu lodu oraz
nastgpujacym po nim krzepnigciu wody wypetniajagcej obszar miedzy bialkiem i lodem.
Podobienstwo strukturalne mi¢dzy woda solwatacyjng bialek AFP i lodem zostato wskazane przez
Kristiansena i Zachariassena® jako przyczyna ulatwionego krzepnigcia wody znajdujacej sie
migdzy biatkiem i lodem. Garnham i in.”! argumentowali, ze biatka AFP niosa ,,swoj wiasny 16d”,
ktory moze by¢ traktowany jako integralna cze$é samego biatka. Z kolei Hudait i in.”* stwierdzili,
ze o ile struktura wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka wykazuje pewne podobienstwa
do struktury lodu, to nie mozna jej nazwac ,,Jodopodobng”.

Zdolno$¢ powierzchni aktywnej biatek AFP do porzadkowania wody solwatacyjnej oraz
znaczenie wody w procesiec wigzania si¢ bialek AFP z powierzchnig lodu badane byty
z wykorzystaniem mutantow tych biatek. Pokazano na przyklad®77>"7 ze utrata grup
metylowych lub hydroksylowych zlokalizowanych w obszarze wigzgcym biatek prowadzi nie tylko
do wyraznego obnizenia aktywnosci biologicznej, ale rowniez do zmniejszenia uporzgdkowania
strukturalnego wody solwatacyjnej tego obszaru.

Dodatkowych argumentéow przemawiajacych za znaczaca rola wody solwatacyjnej
W procesie wigzania si¢ biatek AFP z lodem dostarczyly badania z udziatem biatek indukujacych
nukleacje lodu (INP, ang. ice nucleating protein). Mimo tego, iz biatka te posiadaja funkcje
przeciwstawng w stosunku do biatlek AFP, budowa obszaru aktywnego w przypadku obu grup

bialek jest zadziwiajaco podobna. Czynnikiem rdéznicujgcym wydaje si¢ tu by¢ rozmiar

10
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powierzchni oddziatujacej z powierzchnig lodu’"

— w przypadku bialek INP jest ona znacznie
wigksza, dzigki czemu biatka te sa w stanie porzadkowa¢ swoja wode solwatacyjng na znacznie
wigksza skalg. Woda ta staje si¢ z kolei zarodkiem krystalizacji fazy statej. W przypadku biatek
AFP sytuacja jest bardzo podobna, z tg réznica, ze wielko$¢ obszaru, w ktorym woda solwatacyjna
charakteryzuje si¢ uporzadkowang strukturg jest zbyt mata, aby prowadzi¢ do nukleacji lodu. Efekt
ten potwierdzono, wykorzystujac fragment biatka INP, ktory w badaniach wykazywat wlasciwos$ci
przeciwzamrozeniowe, a nie indukujace powstawanie lodu®’. Pokazano rowniez, ze biatka AFP
mogg utatwiaé nukleacje lodu, jesli ich stezenie w roztworze jest odpowiednio wysokie®! oraz ze
modelowe powierzchnie, zbudowane z powtarzajacych si¢ fragmentow powierzchni aktywnej
biatek AFP, wykazuja dziatanie charakterystyczne dla biatek INP®2,

Przedstawione powyzej argumenty pokazujg zgodny obraz roli wody solwatacyjnej
W procesie wigzania si¢ biatek AFP (nalezacych do roznych klas) z lodem. Istniejg jednak rowniez
badania, ktore nie sg z tymi wnioskami zgodne. Pokazano na przyktad®, ze w przypadku jednego
z hiperaktywnych biatek AFP woda solwatacyjna powierzchni aktywnej nie wykazuje wysokiego
stopnia uporzadkowania obserwowanego w przypadku innych biatek nalezacych do tej grupy.
Zasugerowano, ze sama powierzchnia aktywna biatka zapewnia wystarczajace dopasowanie
przestrzenne do powierzchni lodu, a wigc modyfikacja struktury wody solwatacyjnej nie jest
konieczna, aby biatko moglo petnié¢ swoja funkcje. Niektore badania®*®** nie wykazaly roznic
w strukturze wody solwatacyjnej powierzchni wigzacej biatek AFP w poréwnaniu do struktury
wody solwatacyjnej biatek nieposiadajacych aktywnosci przeciwzamrozeniowej. Zamiast tego
pokazano, ze kilka czgsteczek wody zlokalizowanych jest w zagtebieniu na powierzchni aktywnej
biatka AFP — czgsteczki te nie braty bezposredniego udzialu w procesie wigzania biatka z lodem,
ale pomagaly w utrzymaniu sztywnej struktury powierzchni aktywnej (a tym samym zapewniaty
dopasowanie strukturalne powierzchni biatka do lodu).

Jak wida¢, w literaturze pojawiajg si¢ roznorodne teorie na temat roli wody solwatacyjnej
W procesie wigzania si¢ bialek AFP z powierzchnig lodu, a takze czasem samego mechanizmu ich
dziatania. Ponadto nalezy pamigtaé, ze badania cz¢sto prowadzone sa z wykorzystaniem réznych
metod badawczych, co moze utrudnia¢ porownywanie uzyskanych w nich wynikéw. Jedng
z najbardziej popularnych metod badawczych wydaje si¢ by¢ dynamika molekularna, ktéra daje
mozliwos¢ obserwacji zachowania uktadéw na poziomie molekularnym. Metoda ta oferuje szeroki
wybor modeli wody oraz parametryzacji prowadzonych symulacji, co z jednej strony pozwala na
dopasowanie warunkow symulacji do konkretnego zagadnienia badawczego, ale z drugiej utrudnia

poréwnywanie rezultatow i wycigganie na ich podstawie bardziej ogolnych wnioskow.

11


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wprowadzenie

1.3. Oddziatywanie biatek AFP z lodem

Rolg biatek nalezacych do grupy przeciwdzialajacych zamarzaniu jest hamowanie
postepu procesu krzepnigcia wody w ptynach ustrojowych organizmoéow zywych. Aby tego dokonac,
czasteczki biatka musza by¢ w stanie rozpoznaé i zwigzaé si¢ z powierzchnig krysztatow lodu.
W poprzednim rozdziale przedstawitam aktualny stan wiedzy dotyczacy roli wody solwatacyjnej
bialek AFP w tym procesie. Aktualnie, uwaga poswigcona zostanie strukturze lodu oraz
mechanizmowi powstawania nowych warstw fazy stalej na powierzchni istniejacych krysztatow.
W dalszej cze$ci rozdzialu przedstawione zostang rowniez dane literaturowe dotyczace

mechanizmu oddziatywania biatek przeciwdziatajacych zamarzaniu z powierzchnig lodu.

1.3.1. Lod heksagonalny 1 regularny

Najczesciej wystepujaca na Ziemi odmiang lodu jest 16d heksagonalny. Jak wskazuje na
to nazwa, 16d ten posiada heksagonalng sie¢ krystaliczng, w ktorej weztach zlokalizowane sg atomy
tlenu czasteczek wody. Pomiedzy atomami tlenu znajdujg si¢ atomy wodoru, ktore tworzg wigzania
wodorowe z pobliskimi atomami tlenu. Lod regularny posiada strukture bardzo podobng do lodu
heksagonalnego — rdznice migdzy tymi dwiema formami stanowi sposéb ulozenia warstw
w kierunku prostopadtym do osi ¢ krysztatu (Rys. 1.3). Mimo tego, iz 16d regularny charakteryzuje
sie nieco mniejszg stabilno$ciag w poréwnaniu do lodu heksagonalnego®, badania pokazuja, ze
odmiana ta nie tylko pojawia si¢ (obok lodu heksagonalnego) w nowo powstajacych krysztatach
lodu®”3, ale czesto wystepuje w tych krysztatach w przewadze®"-2%4°

Przeprowadzonych zostalo wiele badan majacych na celu ustalenie przyczyny tego
zjawiska. Zasugerowano na przyktad®’, ze proces krzepniecia wody moze postepowaé zgodnie
z tzw. regulg Ostwalda. Regula ta zaktada, Ze podczas krzepnigcia cieczy w pierwszej kolejnosci
powstawaé¢ bedzie taka struktura krystalograficzna, ktora charakteryzuje si¢ najmniejszg

92100 odwoluje si¢ do niewielkiej r6znicy w stabilnoéci obu form lodu

stabilnoscig. Inna teoria
—dzigki temu formy te mogg powstawa¢ z podobnym prawdopodobienstwem, a przewaga
zawarto$ci lodu o strukturze regularnej w krysztatach lodu moze mieé¢ podloze kinetyczne®.
Niektore badania zdaja sic wskazywaé, ze znaczenie moze tu mieé¢ takze czynnik entropowy”.
Ksztalt powstajacych w procesie krzepnigcia zarodkow krystalizacji moze by¢ przyczyng
preferencji wzgledem lodu o strukturze regularnej'®'. Zarodki o wysokiej zawartosci lodu o tej
strukturze charakteryzujg si¢ bardziej regularnym (sferycznym) ksztattem, co zapewnia im wigksza

stabilnos¢ w porownaniu do zarodkow o duzej zawartosci lodu heksagonalnego.
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Rys. 1.3. L6d heksagonalny i regularny. a) Komoérka elementarna krysztatu lodu heksagonalnego,
z zaznaczonymi trzema plaszczyznami krystalograficznymi (podstawowa, pryzmatyczng (1010)
oraz pryzmatyczng (1120)). b) Schematyczna reprezentacja struktury lodu heksagonalnego. c)
Schematyczna reprezentacja struktury lodu regularnego. Na rysunkach b) i ¢) przedstawione zostaty
rzuty w kierunku prostopadtym do osi a (po lewej stronie) i ¢ (po prawej stronie)

Badania pokazuja, ze zawartos$¢ lodu o strukturze heksagonalnej i regularnej zmienia si¢
wraz ze stopniem przechtodzenia wody, w ktorej nastepuje krystalizacja®. Co wazne, podobne
rezultaty uzyskuje si¢ zarowno na drodze eksperymentu, jak i symulacji komputerowych (Rys. 1.4).
Obserwowane rozbiezno$ci moga wynika¢ m.in. z réznic w metodyce prowadzenia badan.
Znaczacy wplyw na wyniki uzyskiwane z wykorzystaniem symulacji komputerowych moze mie¢
stosowanie periodycznych warunkow brzegowych oraz wielko§¢ uktadéw symulacyjnych.
Ponadto, proces krzepniecia wody postepuje w sposdb chaotyczny””-!%19 ¢co sprawia, ze wyniki
uzyskiwane na podstawie analizy zachowania niewielkiej liczby uktadéw symulacyjnych moga by¢
miato wiarygodne. Co ciekawe, na podstawiec Rys. 1.4 mozna stwierdzi¢, ze symulacje
komputerowe prowadzone z wykorzystaniem jednoatomowego modelu wody mW wykazujg nizsze
zawarto$ci lodu o strukturze regularnej w nowo powstajagcym lodzie, w poréwnaniu do symulacji
prowadzonych z wykorzystaniem innych modeli wody oraz do badan eksperymentalnych. Z tego
tez wzgledu nalezy bra¢ pod uwage, ze rowniez wykorzystywany w badaniach model wody moze

mie¢ wptyw na uzyskiwane wyniki.
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Rys. 1.4. Zalezno$¢ zawartosci lodu o strukturze regularnej w nowo powstajacym lodzie od stopnia
przechtodzenia wody. Zielonymi punktami oznaczone zostaly dane uzyskane z wykorzystaniem
eksperymentalnych metod badawczych®”!*, natomiast niebieskimi i pomaranczowymi punktami
— dane pochodzace z symulacji komputerowych (odpowiednio, z wykorzystaniem modeli wody
mW?29395:9899 oraz modeli wody z rodziny TIPXP3894102,105,106) 'Ciemnoczerwone punkty obrazuja
wyniki uzyskane w ramach tej pracy (Rozdziat 5.1.7)

Pomimo rosnacej ilosci dostgpnych informacji, przyczyna preferencji w stosunku do
struktury regularnej lodu w nowo powstajacym lodzie wcigz pozostaje niewyjasniona. Poznanie
szczegotow procesu krzepniecia wody ma znaczenie nie tylko poznawcze, ale jest wazne rowniez
z punktu widzenia badan nad mechanizmem dziatania bialek przeciwdziatajacych zamarzaniu,
a doktadniej nad mechanizmem oddziatywania tych bialek z powierzchnig lodu. W kolejnej czesci

pracy zaprezentowany zostanie aktualny stan wiedzy dotyczacy tego zagadnienia.

1.3.2.  Mechanizm krzepni¢cia wody na powierzchni krysztatu lodu

Mechanizm powstawania nowej warstwy lodu na powierzchni istniejgcego krysztatu byt
przedmiotem wielu badan. Wykorzystujgc metody dynamiki molekularnej pokazano, ze szybkos¢
krzepniecia wody na réznych plaszczyznach krystalograficznych lodu jest rdzna®':%7-106-108,
Najwolniej 16d powstaje na ptaszczyznie podstawowej. Zaobserwowano, ze proces ten przebiega

warstwowo’7-106-108

— proces powstawania nowej warstwy lodu rozpoczyna si¢ dopiero po
zakrzepnigciu wody w poprzedniej warstwie. W zwigzki z tym, ptaszczyzna podstawowa krysztatu
lodu pozostaje podczas procesu krzepniecia gladka'®. Inaczej wyglada proces krzepniecia wody na
plaszczyznach pryzmatycznych (1010) i (1120). Pokazano®>71%19%8 " e krzepniecie wody na
plaszczyznie pryzmatycznej (1010) zachodzi dwa do trzech razy szybciej niz na plaszczyznie
podstawowej, a szybko$é tego procesu na plaszczyznie pryzmatycznej (1120) jest jeszcze wicksza.

Ponadto zaobserwowano, ze w przypadku ptaszczyzn pryzmatycznych proces przebiega w sposob
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ciggly — wzrost krysztalu zachodzi poprzez ,,przymarzanie” pojedynczych czasteczek wody do jego
powierzchni. W efekcie, powierzchnia krysztatu lodu staje si¢ nieréwna i pofatdowana'?’.
Zaproponowano, ze przyczyna, dla ktorej szybkos¢ krzepniecia wody na plaszczyznie
podstawowej jest zauwazalnie mniejsza w poréwnaniu do plaszczyzn pryzmatycznych (1010)
i (1120) jest sposob wigzania si¢ czasteczek wody nowej warstwy lodu z krysztatem. W przypadku
ptaszczyzny podstawowej, liczba czasteczek wody potrzebnych do utworzenia stabilnego zarodka
krystalizacji nowej warstwy lodu jest wicksza niz w przypadku plaszczyzn pryzmatycznych!®’.

Z kolei inne badania'®

sugeruja, ze zmniejszona szybko$¢ krzepnigcia wody na plaszczyznie
podstawowe] wynika z konieczno$ci reorganizacji polozen czasteczek wody w krzepnacej
warstwie, w celu dopasowania do sieci krystalicznej istniejacego lodu. Proces ten nie zachodzi
w przypadku plaszczyzn pryzmatycznych, gdzie czasteczki wody uktadajg si¢ na powierzchni
krysztatu od razu w miejscach odpowiadajgcych potozeniem weztom sieci krystaliczne;.

Waznym czynnikiem, ktory nalezy wzig¢ pod uwage prowadzac badania nad
mechanizmem procesu krzepnigcia wody na istniejagcym krysztale lodu jest konstrukcja uktadu
symulacyjnego. Pokazano'®, ze w ukladach, w ktorych warstwa lodu rozciaga sie w catym
przekroju pudetka symulacyjnego, wielko$¢ powierzchni kontaktu lodu z ciekta wodg ma wyrazny
wplyw na szybko$¢ krzepnigcia wody. Uwaza sie, ze przyczyna tego zjawiska lezy w stosowaniu
w symulacjach periodycznych warunkow brzegowych. Uktady, w ktorych powierzchnia kontaktu
wody i lodu jest niewielka, charakteryzujg si¢ wigkszym uporzadkowaniem ze wzgledu na mniejszy
rozmiar powtarzanego w przestrzeni pudetka symulacyjnego. W efekcie, zmiana entropii w wyniku
postepu procesu krzepniecia jest w takim uktadzie mniejsza, a sam proces krzepnigcia zachodzi

szybciej, w porownaniu do uktadéw o wigkszym rozmiarze.

1.3.3. Wplyw stanu powierzchni lodu na mechanizm krzepni¢cia wody na

jego powierzchni

Lo6d, niezaleznie od tego czy posiada strukture¢ heksagonalng czy regularna,
charakteryzuje si¢ pewnym stopniem nieuporzadkowania. Nieuporzadkowanie to wynika
z istnienia roznych sposobow, w jaki czasteczki wody moga by¢ zorientowane w sieci krystalicznej
lodu. Orientacje te sa w krysztale lodu przypadkowe, przez co calkowity moment dipolowy
krysztatlu jest bliski zera. Sytuacja jest nieco odmienna na powierzchni krysztalu lodu.
Powierzchniowe czasteczki wody moga tworzy¢ maksymalnie trzy wigzania wodorowe
z czgsteczkami wody rowniez bedacymi fragmentem fazy statej. Atomy wodoru oraz wolne pary
elektronowe atoméw tlenu niezaangazowane w tworzenie wigzan wodorowych z czasteczkami
wody w lodzie, uktadajg si¢ na powierzchni krysztalu w pewien wzor, ktory moze mie¢ wptyw na

wlasciwosci tej powierzchni. Celowym jest wigc pytanie, czy stan powierzchni lodu, opisany za

15


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wprowadzenie

pomocg ilosci i rozmieszczenia ,,wolnych” wigzan O-H (ang. dangling O-H bond) — czyli takich,
ktore nie sg zaangazowane w tworzenie wigzan wodorowych z czasteczkami wody w lodzie — ma
znaczenie dla procesu krzepnigcia wody na tej powierzchni.

Dostepne w literaturze dane, dotyczace rozmieszczenia ,,wolnych” wigzan O-H na
powierzchni lodu, w wigkszosci odnoszg si¢ do powierzchni lodu graniczacej z proznia. Pokazano
na przyktad'®, ze obnizenie temperatury krysztalu ponizej pewnej krytycznej warto$ci (szacowanej
na 30 K i 70 K odpowiednio dla ptaszczyzny podstawowej i pryzmatycznej (1010)) prowadzi do
porzadkowania si¢ ,,wolnych” wigzan O-H na powierzchni lodu, prowadzac do utworzenia

oI wekazuja jednak, ze temperatura przejscia miedzy

pasmowej struktury. Inne badania
uporzadkowang i nieuporzadkowang strukturg powierzchni lodu jest znacznie wyzsza, a wigc
struktura pasmowa lodu powinna by¢ obserwowana nawet w temperaturach wyzszych od 200 K.
Z kolei inni autorzy''? pokazali, ze taka struktura powierzchni lodu nie tylko nie jest strukturg
dominujacg, ale moze w ogole nie wystepowac w rozwazanych temperaturach.

Z zaprezentowanych powyzej informacji wynika, ze w$rod badaczy nie ma zgodnosci co
do preferowanego sposobu uporzadkowania ,,wolnych” wigzan O-H na powierzchni lodu.
Pokazano natomiast, ze w zalezno$ci od stopnia uporzadkowania, rdézni¢ si¢ moze energia
powierzchniowa lodu. Okazuje si¢, ze energia ta jest najnizsza w przypadku powierzchni

0

o uporzagdkowanej, pasmowej strukturze''’ oraz ze zalezy ona w sposob liniowy od stopnia

uporzadkowania powierzchni''-!3,

Rozwazajac lokalne zmiany stopnia uporzadkowania
pokazano'"®, ze temperatura topnienia lodu jest wyzsza w obszarach o zwigkszonym zageszczeniu
»wolnych” wigzan O-H, w porownaniu do reszty powierzchni. Obszary te mogg tez
charakteryzowac si¢ wiekszg reaktywnoscig'!!.

Na podstawie lokalnego rozmieszczenia ,,wolnych” wigzan O-H na powierzchni lodu
dokonano klasyfikacji potencjalnych miejsc adsorpcji nowych czasteczek wody (z fazy gazowe;j)

N4 - Miejsce adsorpeji” zdefiniowane zostato jako obszar powierzchni lodu

na tej powierzchni
obejmujacy trzy czagsteczki wody tworzace powierzchni¢ krysztalu znajdujace si¢ najblizej
adsorbujacej si¢ czasteczki. Najbardziej korzystne energie oddziatywan znaleziono dla obszarow,
w ktorych jedna lub dwie z czasteczek wody tworzacych miejsce wigzania posiadaty ,,wolne”
wigzanie O-H. Byly to jednocze$nie miejsca, w ktérych zaadsorbowana czgsteczka wody mogty
utworzy¢ najwiecej wigzan wodorowych z powierzchnig lodu. Pokazano rowniez!'®, ze na energig
oddzialywania czgsteczek wody z powierzchnig lodu ma wpltyw nie tylko najblizsze otoczenie
(budowa miejsca adsorpcji), ale rowniez stopien uporzadkowania catej powierzchni lodu.

Sposob uporzadkowania czgsteczek wody w krysztale lodu ma wplyw na nat¢zenie pola
elektrycznego generowanego przez krysztal. Wzrost lokalnego zageszczenia ,,wolnych” wigzan

O-H na powierzchni lodu prowadzi¢ bedzie do (lokalnego) wzrostu natezenia pola elektrycznego,

co z kolei bedzie przekladato si¢ na wyzsze energie adsorpcji czasteczek wody w tym obszarze!''®.
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Ponadto, wewngtrzne uporzadkowanie krysztatu lodu rowniez bedzie miato znaczacy wptyw na
natezenie pola w miejscu adsorpcji'!’.

Przytoczone argumenty pokazuja, ze stopien uporzadkowania ,,wolnych” wigzan O-H na
powierzchni krysztatlu lodu moze mieé¢ wplyw na procesy zachodzace na tej powierzchni.
W zwigzku z tym, ze wigkszo$¢ dostepnych danych dotyczy uktadow, w ktorych powierzchnia lodu
sasiaduje z proznia, trudno jest wyciggaé na ich podstawie wnioski dotyczace granicy faz ciato

stale — ciecz.

1.3.4. Oddziatywanie bialek AFP z lodem

Wigkszos¢ dostepnych danych dotyczacych sposobu oddziatywania bialek AFP z lodem
pochodzi z symulacji komputerowych. Metodyka ta postuzyla na przyktad do znalezienia
optymalnej orientacji czasteczek bialek AFP wzgledem lodu®”!'8. Z wykorzystaniem dokowania

67,73

molekularnego pokazano®’-”, ze w przypadku pewnych hiperaktywnych biatek AFP, w wigzaniu
si¢ bialka z lodem posredniczy kilka czasteczek wody zlokalizowanych w ,kanale” mig¢dzy
resztami treoniny na powierzchni aktywnej. Czasteczki te, okreslane mianem ,,zakotwiczonych”
(ang. anchored), wiaza si¢ za pomocg wigzan wodorowych zar6wno z powierzchnig biatka, jak
1 powierzchnig lodu, stabilizujac wigzanie czasteczki biatka z krysztatem. Dalsze badania pokazaty
ponadto, ze zmodyfikowana wersja biatka (w ktorej niektore reszty treoniny na powierzchni
aktywnej zostaly zastgpione resztami seryny) wiagze si¢ z powierzchnig lodu bezposrednio®.
Symulacje prowadzone w uktadach, gdzie biatka AFP zlokalizowane byly bezposrednio na
powierzchni lodu wykorzystano do obserwacji procesu powstawania lokalnie zakrzywionych
powierzchni lodu miedzy czgsteczkami tych bialek!'. Pokazano'?’, ze obnizenie temperatury
uktadu ponizej zakresu dziatania biatlek AFP prowadzi do powstawania ,,mostkow” taczacych
sasiadujace ze sobg uwypuklenia powierzchni lodu. W konsekwencji dochodzi do wbudowania
czasteczek AFP w strukture lodu i do krzepnigcia catego roztworu. Uzyskane rezultaty wskazuja
wigc, ze wielkos$¢ czasteczek bialek AFP (wysokos¢ 1 szeroko$¢) ma bezposredni wptyw na ich
aktywnos¢ biologiczna.

Symulacje komputerowe umozliwity rowniez przesledzenie procesu adsorpcji biatek AFP
na powierzchni lodu na poziomie molekularnym®. Po raz kolejny pokazano'?!, Zze obecno$é
zardbwno grup metylowych i hydroksylowych jest niezbedna, aby biatka mogly petié swojg
funkcje. Struktura wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej, mimo iz w pewnym stopniu podobna
do struktury lodu, nawet po zwigzaniu biatka z lodem pozostaje znieksztalcona’ 21122,

Struktura warstwy wody znajdujacej si¢ w bezposrednim kontakcie z powierzchnig

aktywng biatek AFP zaadsorbowanych na powierzchni lodu jest rézna w przypadku réznych

plaszczyzn krystalograficznych lodu’™. W kazdym przypadku obserwuje si¢ powstawanie wokot
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grup metylowych powierzchni aktywnej pierscieniowych struktur ztozonych z czgsteczek wody.
Struktury te zakotwiczone sa na powierzchni biatka poprzez wigzania wodorowe, w ktorych biorg

udzial grupy hydroksylowe reszt treoniny.
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Cel 1 zakres pracy

Bialka przeciwdziatajace zamarzaniu stanowig obiekt zainteresowania wielu badaczy.
Szczegolnie ciekawym zagadnieniem jest mechanizm dziatania zwigzkoéw chemicznych nalezgcych
do tej — charakteryzujacej si¢ duza réznorodnoscia (zarowno pod wzgledem budowy chemicznej
1 przestrzennej poszczegolnych przedstawicieli, jak i poziomu ich aktywnos$ci) — klasy.

Mechanizm funkcjonowania biatek AFP opiera si¢ na ich zdolno$ci do wigzania si¢
z lodem. Czasteczki biatka zwigzane z powierzchnig krysztalu ograniczaja wielko$¢ obszaru,
w ktérym dochodzi¢ moze do krystalizacji wody, co skutkuje powstawaniem lokalnie zakrzywionej
granicy faz ciato stale — ciecz. Zgodnie z efektem Gibbsa — Thomsona, temperatura krzepnigcia
wody nad powierzchnig o niewielkim promieniu krzywizny jest nizsza niz nad powierzchnig ptaska.
W efekcie, proces krzepnigcia wody na powierzchni lodu zostaje zahamowany w pewnym
przedziale temperatur ponizej zera stopni w skali Celsjusza.

Dwa wazne aspekty przedstawionego powyzej mechanizmu wcigz pozostaja niejasne. Po
pierwsze: w jaki sposob biatka AFP sg w stanie rozpozna¢ faze statg w ogromnym nadmiarze cieklej
wody? Pod wzgledem strukturalnym, przechtodzona, ciekta woda oraz nowo powstaty 16d r6znig
si¢ od siebie jedynie w niewielkim stopniu. W obu przypadkach czasteczki wody maja tendencje
do uktadania si¢ w uporzadkowany sposob, roznice stanowi jedynie stopien tego uporzadkowania.
Ponadto, brak jest ostrej granicy mi¢dzy faza stata (lodem) i ciekla woda. Fazy te oddzielone sa od
siebie obszarem przejSciowym, o stosunkowo duzej grubosci i strukturze posredniej miedzy lodem
i ciekla woda. Nie jest wigc jasne, jak nalezy rozumie¢ pojecie ,,adsorpcji na powierzchni lodu”,
uzywane czesto w konteksScie procesu wigzania si¢ biatlek AFP z lodem. Po drugie, postawi¢ mozna
pytanie, w jaki sposob dochodzi do wigzania czgsteczek bialek AFP z powierzchnig lodu oraz
dlaczego biatka te nie sg odpychane od powierzchni narastajgcej fazy stalej, jak ma to miejsce
w przypadku innych (nieposiadajacych aktywnos$ci przeciwzamrozeniowej) biatek.

Zgodnie z aktualnym stanem, wazng role w procesach oddzialywania i wigzania si¢ biatek
przeciwdziatajacych zamarzaniu z powierzchnig lodu odgrywaja efekty solwatacyjne. Z tego tez
powodu w swojej pracy skupitam si¢ wlasnie na tym zagadnieniu. Celem moich badan byta proba

odpowiedzi na postawione powyzej pytania dotyczgce mechanizmu wigzania si¢ bialek AFP
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z powierzchnig lodu, ze szczegélnym uwzglednieniem roli wody solwatacyjnej biatek AFP w tym
procesie.

W celu zrealizowania zalozonych celéw, przeprowadzitam badania metodami dynamiki
molekularnej. Zaplanowatam 1 zrealizowalam szereg eksperymentow, pozwalajacych na
systematyczng analize zachodzacych zjawisk. Pierwszy etap badan mial na celu opisanie zmian
strukturalnych zachodzacych w cieklej wodzie w obecnosci krysztatu lodu oraz wybranego do
badan hiperaktywnego biatka AFP. Ponadto, analizie poddany zostal wptywu obecnosci czgsteczki
biatka AFP w sgsiedztwie krysztatu lodu na proces krzepnigcia wody na powierzchni tego krysztatu
(rozdziaty 5.1 —5.2). W drugim etapie badan skupitam si¢ natomiast na roli, jakg woda solwatacyjna
powierzchni wigzacej biatka AFP oraz lodu pelni w procesie oddzialywania tego biatka

z powierzchnig krysztatu lodu (rozdzialty 5.3 oraz 5.4).
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Metody obliczeniowe, obok metod eksperymentalnych, stanowia gtowne zrodlo wiedzy
dotyczacej mechanizmoéw funkcjonowania czasteczek o znaczeniu biologicznym w $rodowisku
wodnym. Wazne miejsce posrod nich zajmuje dynamika molekularna, ktora — dzigki zastosowaniu
metod symulacyjnych — umozliwia §ledzenie postgpu rdéznych procesOw na poziomie

molekularnym.

3.1. Dynamika molekularna

Mozna wyrdzni¢ dwie gtéwne gatezie metod dynamiki molekularnej: metody klasycznej
oraz kwantowej dynamiki molekularnej. W metodach klasycznych czgsteczki traktowane sg jak
klasyczne obiekty. Atomy budujace czgsteczki reprezentowane sg za pomocg kul o pewnym
promieniu i masie, natomiast wystepujace migdzy nimi wigzania wyobrazi¢ sobie mozna jako
sprezyny. W takim modelu dynamik¢ uktadu opisa¢ mozna z wykorzystaniem praw klasycznej
mechaniki. Z kolei kwantowa dynamika molekularna bierze pod uwage kwantowg natur¢ wigzan
chemicznych. Funkcje gestosci elektronowej dla elektrondw biorgcych udziat w tworzeniu wigzan
chemicznych wyznaczane sa z wykorzystaniem mechaniki kwantowej, podczas gdy rdzenie
atomow (jadro wraz z elektronami wewnetrznych powtok elektronowych) traktowane sg w sposob
klasyczny. Podejscie takie pozwala na prowadzenie symulacji w uktadach, w ktérych dochodzi do
powstawania i zrywania wigzan chemicznych (co nie jest mozliwe w przypadku klasycznej
dynamiki molekularnej), wymagajac jednoczesnie bardzo duzej mocy obliczeniowej. Z tego
wzgledu stosowalno$¢ tej metody ograniczona jest do stosunkowo matych uktadow symulacyjnych,
a wigc to klasyczna dynamika molekularna stanowi metod¢ najczgéciej wykorzystywang

w przypadku symulacji uktadow o znaczeniu biologicznym.
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3.1.1. Przyblizenie Borna-Oppenheimera

Pelny opis uktadu zlozonego z N atomoéw znajdujacych si¢ w potozeniach
R = (R4, R, ..., R;, ...,Ry), posiadajacych n elektronéw zlokalizowanych w potozeniach

r = (1,7, ..., 1, .. Ty), Wymaga rozwigzania zaleznego od czasu réwnania Schrodingera:
0
Ay = ih— (3.1
Y =iy

gdzie symbolem H oznaczony zostat operator Hamiltona, A = % (h jest statg Plancka), natomiast

1 oznacza funkcje falowa zalezng od czasu oraz potozen jader atomow i elektronow. W przypadku,

gdy Hamiltonian w réwnaniu (3.1) nie zalezy w sposob jawny od czasu mozna zapisac:

Ay = Ey (3.2)

gdzie symbolem E oznaczono catkowitg energi¢ uktadu.

Operator Hamiltona zapisa¢ mozna w postaci nastgpujacej sumy wkladow

energetycznych:
A=TR)+T@)+VR) +V({@,R)+V () (3.3)

gdzie:

T(R) — energia kinetyczna jgder atomowych,

T(r) — energia kinetyczna elektronow,

V(R) — energia oddziatywan jgdro-jadro,

V(rR) — energia oddziatywan jadro-elektron,

46! — energia oddziatywan elektron-elektron.

Jak wida¢, jeden z czlondw powyzszej sumy zalezy jednoczesnie od potozen jader
atomowych i elektrondéw, co uniemozliwia podzial Hamiltonianu na cze$¢ jadrowa i elektronowa.
Problem ten mozna rozwigza¢ poprzez zastosowanie przyblizenia Borna-Oppenheimera, ktdre
opiera si¢ na zalozeniu, ze masy jader atomowych sg nieskonczenie duze w porownaniu do mas
elektronow. W zwigzku z tym jadra atomowe, z punktu widzenia elektrondw, rozpatrywaé mozna
jako obiekty stacjonarne. W konsekwencji, funkcje falowg 1) przedstawi¢ mozna w postaci iloczynu

dwoéch czynnikow:

Y = Yo (r; R)Pnyc(R) (3.4)

gdzie symbolem ,;(r; R) oznaczona zostata funkcja falowa elektronéw (zalezna od potozen
elektronow oraz — parametrycznie — od potozen jader atomowych), natomiast Y,,,,.(R) oznacza

funkcje falowa jader atomowych (zalezna tylko od potozen jader). Funkcja . (r; R) reprezentuje
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stan elektronowy ukladu, w ktorym potozenia jader atomowych sa ustalone i jest rozwigzaniem

elektronowego rownania Schrédingera:

Heppe1(r; R) = Eoi(R) e (75 R) (3.5)
Wielko$¢ oznaczona w powyzszym rownaniu jako E,;(R) nazywana jest energia
elektronowa. Podstawiajac rownanie (3.4) do rownania (3.2) oraz korzystajac z zaleznosci (3.5)
otrzyma¢ mozna réwnanie Schrodingera opisujace ruch jader atomowych w  potencjale

generowanym przez elektrony:

[T(R) + Eel(R)]lpnuc = EYnuc(R) (3.6)
Zgodnie z twierdzeniem Hellmanna-Feynmana, oczekiwang warto$cia gradientu

Hamiltonianu jest ujemny gradient energii potencjalnej, czyli sita dziatajgca na jadra atomowe:

0
Fi= g Ea(®), k=1,23,.,N 3.7)

Dzicki znajomosci sit dzialajacych na jadra atoméw znajdujacych si¢ w uktadzie mozna
przewidzie¢, jak zmienia¢ si¢ bgdg potozenia tych jader w czasie. W metodach kwantowej dynamiki
molekularnej stosuje si¢ podejscie oparte na wyznaczaniu potencjatu, w ktérym poruszajg si¢ jadra
atomowe, zgodnie z powyzszymi zatozeniami. Zadanie to jest jednak bardzo wymagajace pod
wzgledem obliczeniowym, co sprawia, ze w praktyce metody te stosuje si¢ tylko dla uktadow

o stosunkowo niewielkiej liczbie atomow.

3.1.2. Pole sitowe

W klasycznej dynamice molekularnej potencjat E,;(R) zastgpowany jest empiryczng
funkcjg, pozwalajacg opisa¢ (w sposob przyblizony) oddzialywania w ukladzie na podstawie
potozen atomdéw. Potencjat ten, nazywany polem sitowym (V(R)), mozna przedstawi¢ w postaci
nastepujacej sumy:

V(R) = Viona + Vang + Viors + Vimpr + Vetec + Voaw (3.8)

Poszczegodlne sktadniki rownania (3.8) opisujg energi¢ potencjalng oddziatywan
wigzacych (Vy = Vpona + Vang + Viors + Vimpr) 1 niewiazacych (Vip = Veree + Vpaw) migdzy
atomami w uktadzie. Wklady wigzace do energii potencjalnej charakteryzujg energi¢ oddziatywan
miedzy atomami potaczonymi ze sobg wigzaniami kowalencyjnymi — rozwazane sg tu wklady
pochodzace od oddzialywan zardwno miedzy atomami bezposrednio ze sobg zwigzanymi (Vyonqa),

jak i atomami, ktore oddzielone sg od siebie dwoma lub trzema wigzaniami kowalencyjnymi (Vpp, g,

VtorSa Vimpr)-
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Wplyw zmian dtugosci wigzan i1 katow plaskich (Rys. 3.1 a, b) na energi¢ potencjalng

opisywany jest zwykle z wykorzystaniem potencjalow harmonicznych:

Voona = szu (r =73 (3.9)
22 ijk (Gl]k gl]k (3.10)
I.]k

gdzie k] kg-k to state sitowe odksztatcen dotyczacych odpowiednio dlugosci wigzan i katow

ij>
ptaskich miedzy wigzaniami, 7;; jest odlegtoscig migdzy atomami zwigzanymi wigzaniem
chemicznym, natomiast 6;;; jest katem migdzy wigzaniami tgczacymi atomy i i j oraz j i k.
Wielkosci oznaczone symbolami 7 ij oraz 6? jk okreslaja wartosci rownowagowe odpowiednich

parametrow.

Rys. 3.1. Schematyczny rysunek przedstawiajacy parametry wykorzystywane do wyznaczania
energii potencjalnej oddziatywan wiazacych migdzy atomami w uktadzie symulacyjnym:
a) dlugo$¢ wigzania taczacego dwa atomy, b) kat ptaski migdzy dwoma wigzaniami chemicznymi,
c) kat dwuscienny (torsyjny), d) niewlasciwy kat torsyjny
Kolejny wktad do energii potencjalnej uktadu zwigzany jest ze zmianami wiclkosci katow

dwusciennych miedzy wigzaniami (Rys. 3.1 ¢), a wigc z obrotami wokot wigzan pojedynczych:

1
Viors = Z 2 1]kl[1 +Cos(n¢ukl ¢10]kl)] (3.11)

bijki
W powyzszym rownaniu symbolem kf; «1 9Znaczona zostala stata sitowa, ¢y jest wielkoscia kata
dwusciennego, n okresla liczbe miniméw energetycznych przypadajacych na peten obrot wokot
rozpatrywanego wigzania, natomiast ¢ ij x1 jest czynnikiem fazowym.

Ostatnim z wktadow wiazacych do energii potencjalnej uktadu jest wktad zwigzany ze

zmianami niewlasciwych katéw torsyjnych, ktory — podobnie jak wktady zwigzane ze zmianami
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dlugosci wigzan 1 katow ptaskich miedzy wigzaniami — opisywany jest z wykorzystaniem

potencjatu harmonicznego:

1 2
Viwpr = - 5550 e = S5sa) (3.12)

Cijkl

Symbolami kfjkl, Cijkis (L-O]-kl oznaczono w rownaniu (3.12) odpowiednio stala sitowa, wielkos¢
niewlasciwego kata dwusciennego oraz rownowagowa wielkos¢ niewlasciwego kata
dwusciennego. Niewtasciwy kat dwuscienny definiowany jest jako kat miedzy ptaszczyzng
przechodzaca przez atomy 1, j, k oraz ptaszczyzng przechodzaca przez atomy j, k, 1 (Rys. 3.1 d).
Wktad do energii potencjalnej Vi, odpowiada m.in. za ograniczenie ruchow zginajgcych, co
pozwala na kontrolowanie geometrii uktadu wigzan (np. dla zachowania ptaskiej geometrii wokot
atomu o hybrydyzacji sp?), jak rOwniez umozliwia zachowanie odpowiedniej chiralno$ci atomow.

Oddziatywania niewigzace w ukladzie opisywane sg jako suma energii oddziatywan
van der Waalsa (modelowana z wykorzystaniem potencjatu Lennarda-Jonesa, rownanie (3.13))

oraz oddziatywan elektrostatycznych (opisanych prawem Coulomba, réwnanie (3.14)):

Voaw = ZZSU ((n,) —2<%>6> (3.13)

ioj>i

4 (3.14)
Vetec = Z Z 4 4TE0Er T

W powyzszych rownaniach symbole &, or ; 0znaczaja odpowiednio glgboko$¢ studni potencjatu
oraz potozenie minimum potencjatu dla atomow i oraz j, r;; okresla odlegtos¢ migdzy atomami
i1J,q; oraz q; sa fadunkami czgstkowymi tych atoméw, natomiast symbolami &, oraz &, oznaczone
zostaty przenikalno$¢ elektryczna prozni oraz stata dielektryczna osrodka.

Jak wspomniatam wczesniej, pole sitowe jest funkcja, ktdora w sposob przyblizony opisuje
oddzialywania migdzyatomowe w uktadzie. Warto$ci parametrow stosowanych w polach sitowych
wyznaczane sg eksperymentalnie lub na podstawie obliczen kwantowo-mechanicznych i mogg si¢

rozni¢ w zaleznosci od konkretnych zastosowan.

3.1.3. Algorytmy catkowania rownan ruchu

Wyznaczenie kolejnych standéw ukladu w czasie (trajektorii) wymaga rozwigzania
klasycznych rownan ruchu dla wszystkich czastek znajdujacych si¢ w tym ukladzie. Jak
wspomniatlam wczesniej, oddzialywania miedzy tymi czastkami opisane sa za pomocg pola
sitowego. Sity dzialajace na kazdy atom w uktadzie mozna znalez¢ wyznaczajac gradient funkcji

energii potencjalnej (V (R)):
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Jednoczes$nie, zgodnie z drugg zasada dynamiki Newtona, sita dziatajgca na atom w danej

chwili czasu jest proporcjonalna do przyspieszenia:

dzdrigt) (3.16)
t

gdzie symbolem F;(t) oznaczona zostata sita dziatajaca na i-ty atom w uktadzie, m; jest masa tego

Fi(t) =my

atomu, natomiast r;(t) jest wektorem polozenia i-tego atomu w chwili czasu t. Wykorzystujac
rownania (3.15) i (3.16) mozna zapisac¢ nastepujacg rownosc:

d?r(t 1
—d;g ) ~—VV(R), gdziei=1,23,..,N (3.17)
i

Chcac wyznaczy¢ trajektorie uktadu nalezy znalez¢é rozwiazanie uktadu 3N roéwnan
roézniczkowych drugiego rzedu. Jedng z czesciej stosowanych metod rozwigzywania takich rownan
jest metoda roznic skonczonych, w ktorej pochodna funkcji przyblizana jest za pomocg
odpowiednich ilorazow réznicowych. Posiadajac informacje na temat potozen i predkosci atomow
w czasie t, poszukiwa¢ mozna zatem polozen i predkosci atomow po uplywie pewnego czasu
rownego 6t.

Istnieje wiele algorytmow umozliwiajacych rozwigzanie powyzszego problemu. Z punktu
widzenia metod dynamiki molekularnej, preferowane jest stosowanie algorytmow, ktore pozwalaja
na szybkie uzyskanie wyniku, umozliwiajg stosowanie stosunkowo dtugiego kroku czasowego oraz
w wystarczajaco dobry sposob odtwarzajg trajektori¢ ukladu wyznaczong za pomocag bardziej
doktadnych metod. Wymagania te dobrze spetnia algorytm Verleta, co sprawia, ze jest on obecnie
wykorzystywany w wickszosci programow stuzacych do prowadzenia symulacji metodami
dynamiki molekularne;.

Zasadg dziatania algorytmu Verleta przedstawi¢ mozna za pomocg ponizszych rownan:

v(t+%6t> =v(t)+%6t-a(t) (3.18)
r(t +6t) = r(t) +6t-v(t+%6t) (3.19)
v(t+6t) =v (t +%6t) + %St -a(t + &t) (3.20)

W pierwszym kroku (réwnanie (3.18)) wyznaczane sg predkosci atomow dla czasu
posredniego miedzy aktualnym (t) i nastgpnym (t + 6t) krokiem obliczeniowym: v (t + %(St),
z wykorzystaniem wartos$ci predkosci oraz przyspieszen atomoéw w czasie t. Nastepnie predkosci
te stosowane sa do wyznaczenia polozen atoméw w czasie t + 6t (rownanie (3.19)). W ostatnim

kroku znajdowane sa predkosci atomow w czasie t + &t, co konczy procedure dla tego kroku

obliczeniowego (réwnanie (3.20)).
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Modyfikacja algorytmu Verleta jest algorytm skokowy (ang. leapfrog algorithm). W tym
przypadku wyznaczenie polozen atoméw w kolejnym kroku symulacyjnym przeprowadza si¢ na

podstawie nastepujacych réwnan:
1 1 3.21
v(t+§6t)=v(t—56t>+6t-a(t) (3.21)

r(t+6t) =r(t) + 6t v (t + %&) (3.22)
Podobnie jak poprzednio, pierwszy krok polega na wyznaczeniu predkosci atoméw
w posrednim czasie t + % ét, tym razem wykorzystujac predkosci atoméw w czasie t — %(St oraz
ich przyspieszenia w czasie t. W metodzie tej rOwnania opisujace ewolucje¢ potozen oraz predkosci
atomow w czasie sg wzglgdem siebie przesuni¢te o pot kroku czasowego G 6 t). Predkosci atomow
w czasie t moga zosta¢ wyznaczone jako Srednia arytmetyczna pr¢dkosci w momentach czasu

¢ —%& oraz t +%6t:

v(t—380) +v(t+56t) (3.23)

v(t) =

3.1.4. Krok czasowy

Stosowanie algorytmoéw catkowania rownan ruchu w dynamice molekularnej w sposob
nieunikniony prowadzi do uzyskania trajektorii obarczonych pewnym bledem. Wybor kroku
czasowego Ot jest jednym z wazniejszych czynnikow wptywajacych na wielkos¢ popetianego
btedu. Z jednej strony stosowanie duzych krokéow czasowych prowadzi do znacznego
przyspieszenia symulacji, albo inaczej, pozwala na uzyskanie trajektorii o tej samej dlugosci
w krotszym czasie. W efekcie mozliwe jest uzyskanie trajektorii, ktore obejmujg wigkszy obszar
przestrzeni fazowej uktadu. Niestety, algorytmy catkowania stajg si¢ niestabilne, gdy zastosowany
krok czasowy jest zbyt duzy. Na skutek wystepowania duzych bledéw obciecia, ruch czastek staje
si¢ niestabilny, a catkowita energia uktadu moze w gwaltowny sposob rosna¢ w czasie.

Wybor wielko$ci kroku czasowego jest limitowany czestotliwoscig drgan wigzan
chemicznych. Najszybsze drgania (o czestotliwo$ci rzedu 10'* Hz) obserwowane sg dla wigzan,
w ktorych tworzenie zaangazowany jest atom wodoru. Standardowo przyjmuje si¢, ze krok
czasowy powinien by¢ co najmniej o rzad wielkosci krotszy niz okres drgan wigzan o najwigkszej
czestotliwosci — w praktyce oznacza to, iz krok czasowy powinien by¢ mniejszy lub réwny
1 152 (1015 s). W niektorych przypadkach mozliwe jest niewielkie zwigkszenie kroku czasowego
— do 24 fs — poprzez zastosowanie procedur wymuszajacych state dlugosci wigzan

charakteryzujacych si¢ najwyzsza czestotliwoscig drgan (wigzan typu H-X).
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3.1.5. Algorytm SHAKE

Metoda najczesciej stosowana w celu natozenia wigzéw na dlugosci wigzan chemicznych
w symulacjach metodami dynamiki molekularnej jest algorytm SHAKE'?*!?°, Zasada dziatania
tego algorytmu opiera si¢ na zastosowaniu pewnej sily dziatajacej wzdhuz wigzania chemicznego
i wymuszajacej zachowanie okreslonej dlugosci tego wigzania. W praktyce stosuje si¢ nastepujaca
procedurg postgpowania.

W pierwszym kroku znajdowane sg polozenia atomoéw w czasie t + §t za pomoca
standardowych algorytmoéw catkowania réwnan ruchu. Na tym etapie zadne wi¢zy nie zostaly
jeszcze natozone na dtugosci wigzan, a wigc w celu uzyskania pozadanego efektu niezbedne jest
wprowadzenie odpowiednich poprawek do potozen atomoéw. Sita wymuszajgca state dlugosci
wybranych wigzan (dziatajgca wzdtuz tych wigzan w czasie t) wyznaczana jest z wykorzystaniem

nastepujgcego rownania;

b (dP(®) —di(t+8) 3.94
feonstr(t) = 25t2 &(t) ) &uc(t +50) d(t) ( )

gdzie d(t) i d,.(t + 6t) sa wektorami wigzania odpowiednio w czasie t (wigzanie z nalozonymi
wigzami) 1 t + 6t (wigzanie przed natozeniem wigzow), d,.(t + 6t) jest dlugosciag wigzania

w czasie (t + 6t), d(t) jest dlugoscia wigzania narzucang przez wiezy, a i jest masg zredukowang
atomow I oraz j polaczonych wigzaniem (% = mi + mi) Poprawka potozenia atomu i wynikajaca
i j

z natozenia wigzOW na wigzanie w czasie t + §t jest rowna:

5t
Ar;(t + 6t) = m * feonser(t) (3:25)
i

3.1.6. Kontrola temperatury 1 ci§nienia

Jednym z zespolow statycznych czesto wykorzystywanych w symulacjach prowadzonych
metodami dynamiki molekularnej jest zespol izobaryczno-izotermiczny (NpT). W zespole tym
liczba czastek w uktadzie jest stata, a ci$nienie i temperatura sg utrzymywane na zadanym poziomie
poprzez zastosowanie termostatow i barostatow.

W symulacjach komputerowych chwilowa temperaturg uktadu ustala si¢ w oparciu o jego

energi¢ kinetyczna, co mozna wyrazi¢ w postaci nastgpujacego rOwnania:

3 1 , 1 ,
> NkgT(6) = 52 mv? = T(t) = ME mv? (3.26)
l l
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gdzie N jest liczba czastek w uktadzie, kg to stala Boltzmanna, m; jest masg czastki, a v; jej
predkoscig. Zadaniem termostatu jest utrzymanie S$redniej temperatury ukladu na zadanym
poziomie. Jak to wynika z rownania (3.26), mozna tego dokona¢ poprzez skalowanie predkosci
czastek w uktadzie. Jesli temperatura uktadu w czasie t wynosi T(t), a predkosci zostang
przemnozone przez staly czynnik A, to zmiana temperatury uktadu moze zosta¢ wyznaczona za

pomoca ponizszego rOwnania:

1 1
_ 2 (A2 2 2= (12—1)- 3.27
AT 3Nk, 2 m;(Av;) 3Nk, 2 mvf = (A*—1)-T(t) ( )
L l

Najtatwiejszym sposobem kontroli temperatury jest wigc skalowanie predkosci czastek
w kazdym kroku czasowym, z zastosowaniem czynnika A = % (gdzie symbolem T, oznaczona

zostala pozadana temperatura uktadu). Zgodnie z tym podejsSciem, zmiana temperatury uktadu,
wynikajaca ze zdefiniowania nowej temperatury odniesienia (Tj), realizowana jest w sposob
skokowy, w ramach jednego kroku obliczeniowego. Ponadto, algorytm ten nie dopuszcza
mozliwosci wystepowania fluktuacji temperatury uktadu wokoét wartosci zadane;.

Nieco mniej drastyczne podejsécie zostalo zastosowane w termostacie Berendsena'?®
(nazywanym rowniez metoda stabego sprzgzenia, ang. weak-coupling method). Predkosci, tak jak
poprzednio, skalowane sag w kazdym kroku obliczeniowym, jednak w tym przypadku skalowanie
jest przeprowadzone w taki sposob, aby szybko$¢ zmian temperatury byta proporcjonalna do

roznicy miedzy chwilowg (aktualng) temperaturg uktadu (T (t)) i temperaturag odniesienia (T):

ar®y _ 1. 3.28
dt 17 (TO T(t)) (328

gdzie T jest stalg sprzezenia termostatu z uktadem. W efekcie temperatura uktadu zmienia si¢
wyktadniczo w kierunku zadanej temperatury T.

Zachowanie stalego ci$nienia w ukladzie symulacyjnym osiggnaé mozna poprzez
skalowanie potozen znajdujacych si¢ w nim czgstek, co w nieunikniony sposob prowadzi do zmian
objetoéci uktadu. Barostat Berendsena'?® jest jednym z najcze$ciej stosowanych w tym celu
rozwigzan.

Cis$nienie w ukladzie w kazdym kroku symulacyjnym wyznaczy¢ mozna korzystajac
z nastepujacej zaleznosci:

2
3V(t)

gdzie symbolami P(t) oraz V(t) oznaczone zostaly odpowiednio cis$nienie i objetos¢ uktadu

P(t) = (Ex(©) —W() (3.29)

w czasie t, natomiast W(t) jest $rednig diagonalnych elementéw tensora wiriatu (2(t)) Wiriat

wyznacza si¢ w nastgpujacy sposob:
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50 =7 Y dy(OF (0 (330

i<j
W powyzszym réwnaniu d;j(t) oznacza odlegto$¢ migdzy czastkami i oraz j, natomiast F;;(t) jest
sita wywierang na czastke i przez czastke j.
Zastosowanie barostatu Berendsena powoduje, ze ciSnienie w ukladzie zmieniaé si¢

bedzie w sposob opisany rownaniem:

dP(t) 1 (Py = P®) (331

dt 1
gdzie Tp jest stalg sprzezenia uktadu z barostatem, natomiast P(t) i Py to odpowiednio chwilowe
(W czasie t) ci$nienie panujace w uktadzie oraz ci$nienie odniesienia. Zmiana ciSnienia wigze si¢
ze zmiang objetosci pudetka symulacyjnego oraz zmiang potozen poszczegodlnych czastek
w uktadzie. Podobnie jak w przypadku termostatu Berendsena, definiowany jest tu czynnik

skalujacy, ktory przyjmuje postac:

1
3
)= (1 2o Po)) (3-32)
Tp

1 umozliwia wyznaczenie nowych potozen czgstek w uktadzie.

3.1.7. Periodyczne warunki brzegowe

Jednym z problemow, na ktore nalezy zwroci¢ uwage prowadzac symulacje komputerowe
jest wplyw efektow brzegowych na uzyskiwane rezultaty. Wszystkie czastki w ukladzie
symulacyjnym zamkni¢te sg w pewnym obszarze przestrzeni nazywanym pudelkiem
symulacyjnym. Otoczenie czastek znajdujacych si¢ blisko Scian pudetka bedzie si¢ rdznié
w poréwnaniu do czastek znajdujacych si¢ w glebi pudetka, odmienne beda wigc réwniez sity
dziatajace na te czastki. Efekt ten mozna zniwelowaé poprzez zastosowanie periodycznych
warunkow brzegowych (ang. periodic boundary conditions). Podejscie to polega na powielaniu
wyjsciowego pudetka symulacyjnego w przestrzeni, co prowadzi do powstania regularnej,
nieskonczonej sieci (Rys. 3.2).

Ruch czastek wewnatrz wyjsciowego (oryginalnego) pudetka symulacyjnego jest
w kazdym kroku symulacyjnym odwzorowywany we wszystkich jego periodycznych obrazach
— jesli ktoras z czastek opusci (centralne) pudetko symulacyjne, jedna z jej kopii wniknie do pudetka
z przeciwnej strony. Oddzialywanie kazdej z czastek z otoczeniem jest wyznaczane na podstawie
nie tylko oddziatywan z czastkami znajdujacymi si¢ wewnatrz oryginalnego pudetka, ale rowniez

z czgstkami znajdujacymi si¢ w jego periodycznych obrazach.

30


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

Symulacje komputerowe

r':. 9 /'v'
of | of o O
o o Qo
or"n Q or": Qo o:"n (%]
R S
(4] (%] Q9 o
o (%) O
®.0 0~0 O~
0 Q L U [
li I[ Ii
(&) (] o0 [
[+ Q@ Qo
Q.. Q.. Q..
f_n o { A o { p
Ii Ii li

Rys. 3.2. Schematyczny rysunek obrazujacy zasade dziatania periodycznych warunkoéw
brzegowych. Centralne pudetko symulacyjne (zaznaczone szarym kolorem) powielane jest we
wszystkich kierunkach w przestrzeni, co sprawia, ze kazda czastka opuszczajaca centralne pudetko
rownoczesnie wnika do tego pudetka z przeciwnej strony (opuszczajac jeden z periodycznych

obrazow)

Szescienne (oraz prostopadtoscienne) pudetka symulacyjne sg jednymi z najczesciej

wykorzystywanych w symulacjach komputerowych. Implementacja periodycznych warunkow

brzegowych dla tych pudetek jest stosunkowo prosta, co wynika bezposrednio z ich geometrii.

Przyktadami innych bryl, ktére stosowane sa jako pudetka symulacyjne w symulacjach

komputerowych sg $ciety oktaedr oraz dwunastoscian rombowy (Rys. 3.3). Jedna z zalet tych

pudetek symulacyjnych jest ksztatt zblizony do sfery. Dzigki temu w wielu przypadkach mozna

ograniczy¢ liczbe czasteczek solwatujacych wicksze czasteczki substancji rozpuszczonej

(np. globularne biatka), a tym samym zmniejszy¢ koszt prowadzenia obliczen. Dla pudetek tych

rowniez mozliwe jest stosowanie periodycznych warunkow brzegowych.

a)

-~

T

b)

X/

-~

y

A

))

-l

i

Rys. 3.3. Schematyczna ilustracja prezentujaca dwa rodzaje pudetek symulacyjnych'?’: a) pudetko
o ksztalcie $cigtego oktaedru, b) pudetko o ksztalcie dwunastoscianu rombowego
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3.1.8. Promien odci¢cia dla oddziatywan w uktadzie

Stosowanie periodycznych warunkéw brzegowych w symulacjach komputerowych
sprawia, ze konieczne jest wyznaczanie oddzialywan poszczegdlnych czastek w uktadzie nie tylko
z czastkami znajdujacymi si¢ w wyjsciowym pudetku symulacyjnym, ale rowniez z czastkami
zlokalizowanymi w periodycznych obrazach tego pudetka. W praktyce stosuje si¢ pewne
przyblizenia, ktére ograniczajg liczb¢ wkladéw do calkowitej energii oddziatywan czastek
Z otoczeniem.

Pierwsza z metod stosowang w celu uproszczenia obliczen jest tzw. reguta najblizszego
obrazu (ang. minimum image convention), ktora zaklada, ze oddzialywania czastki centralnej
z otoczeniem wyznaczane sg z udzialem wszystkich czastek znajdujacych si¢ w obszarze o ksztalcie
1 rozmiarze odpowiadajagcym wyjsciowemu pudetku symulacyjnemu, przy czym potozenie czgstki
centralnej stanowi centrum tego obszaru. Mimo iz regula ta pozwala na znaczgce zmniejszenie
liczby czynnikdéw dajacych wkiad do catkowitej energii oddziatywan, w przypadku duzych
uktadéw symulacyjnych, zastosowanie tego przybliZzenia nie jest wystarczajace.

Najwiekszy wktad do energii oddziatywan pochodzi od czastek znajdujacych si¢ najblizej
czastki centralnej. W przypadku oddziatywan bliskiego zasiggu wprowadza si¢ wigc promien
odcigcia (1., ang. cut-off distance), ktory okresla odlegtosc, powyzej ktorej oddziatywania czastki
centralnej z czastkami otaczajacymi sg zaniedbywane. Wielko$¢ promienia odcigcia powinna by¢
wystarczajagco duza, aby blad popelniany poprzez jego zastosowanie byl jak najmniejszy, ale
jednoczes$nie nie moze by¢ zbyt duza, aby nie sigga¢ poza granice obszaru wyznaczonego na
podstawie reguty najblizszego obrazu. Stosowanie ostrej granicy (zdefiniowanej przez 1.,;), po
przekroczeniu ktoérej oddziatywania bliskiego zasiggu sa zaniedbywane, moze prowadzi¢ do
pojawiania si¢ niepozadanych efektow, takich jak np. wzrost catkowitej energii uktadu w czasie.
Problem ten mozna rozwigza¢ wykorzystujac funkcje wyltaczajaca (ang. switching function).
Metoda ta polega na zdefiniowanie przedziatu odlegto$ci od czastki centralnej (7,5, 7cy ), W ktorym
wartosci energii oddziatywan sg stopniowo zmniejszane poprzez zastosowanie pewnej funkcji
wygladzajacej. Funkcja ta przypisuje zerowe wartosci energiom oddziatywan czastki centralnej ze
wszystkimi czgstkami otaczajagcymi, ktore znajduja si¢ w odleglosci 74, lub wigkszej od czastki
centralne;j.

W przypadku oddziatywan dalekozasiggowych (oddziatywan elektrostatycznych)
stosowanie promienia odcigcia prowadzi¢ moze do niekontrolowanego wzrostu catkowitej energii
uktadu w czasie oraz niestabilnosci algorytmow catkowania réwnan ruchu. Alternatywnym
podej$ciem jest wyznaczanie energii oddziatywan elektrostatycznych jako sumy oddziatywan
czastki centralnej ze wszystkimi czgstkami otaczajacymi (zarowno w centralnym pudetku

symulacyjnym, jak i jego periodycznych obrazach). Suma wktadow wyznaczonych na podstawie
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rownania Coulomba jest wolno i warunkowo zbiezna, co utrudnia jej stosowanie w symulacjach
komputerowych.

Metoda pozwalajgca na przeprowadzenie sumowania w sposob bardziej efektywny jest
sumowanie Ewalda (ang. Ewald summation). W podejsciu tym catkowita energia oddziatywan
elektrostatycznych dzielona jest na dwa sktadniki — opisujace oddziatywania dla odlegtosci czastka
centralna — czgstka otaczajgca mniejszych oraz wigkszych od przyjetego promienia odcigcia. Oba

te wklady sa bezwzglednie oraz szybciej zbiezne w poréwnaniu do standardowej procedury.

3.2. Procedura symulacyjna

Symulacje komputerowe przeprowadzone w ramach tej pracy zrealizowane zostaly
z wykorzystaniem programu Sander, bedacego cze$cig pakietu Amberl2!%8. W badaniach
wykorzystane zostato pole sitowe ff03, ktore dobrze sprawdza si¢ w symulacji biatek. Symulacje
prowadzone byty w warunkach statych temperatury i ci$nienia (NpT), ktore utrzymywane byly na
zadanym poziomie z wykorzystaniem metody stabego sprzezenia'?® (metody Berendsena), ze
stalymi sprzezenia rownymi 1 ps. Energie oddzialywan elektrostatycznych szacowane byly
z wykorzystaniem metody sumowania Ewalda. Promien odcigcia dla oddziatywan niewigzacych
wynosit 1,2 nm. Stosujac algorytm SHAKE, na dlugosci wigzan chemicznych, w ktore
zaangazowane byly atomy wodoru, natozone zostaly wigzy. Rownania ruchu catkowane byty

z uzyciem stosunkowo niewielkiego kroku czasowego, wynoszacego 2 fs.

3.2.1. Wybo6r modelu wody

Budowa pojedynczej czasteczki wody jest bardzo prosta — dwa atomy wodoru potaczone
sg wigzaniami kowalencyjnymi z atomem tlenu (Rys. 3.4), a kat migdzy tymi wigzaniami przyjmuje
wartos$¢ ok. 104,5°. Diugos¢ wigzania tlen — wodor w czasteczce wody jest rowna 0,096 nm. Atom

tlenu posiada tetraedryczng geometrie, na skutek obecnosci dwoch wolnych par elektronowych.

Rys. 3.4. Schematyczny rysunek przedstawiajacy budowe czasteczki wody. Na rysunku
zaznaczone zostaly: dlugo$¢ wigzania tlen-wodoér oraz wielko$¢ kata plaskiego miedzy
wigzaniami O-H
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Roéznica w elektroujemnosci atoméw tlenu 1 wodoru skutkuje nierdéwnomiernym
rozktadem tadunku w obrgbie czasteczki. Z tego powodu, czasteczka wody jest w stanie tworzy¢
wigzania wodorowe zaré6wno z innymi czgsteczkami wody, jak i z polarnymi grupami funkcyjnymi
powierzchni biatek.

Zdolnos$¢ do tworzenia wigzan wodorowych ma swoje odbicie w przestrzennej strukturze
wody oraz w jej wlasciwo$ciach fizykochemicznych. W poréwnaniu do innych rozpuszczalnikow
o podobnej masie czgsteczkowej, woda charakteryzuje si¢ wyraznie wyzszymi wartosciami takich
wielko$ci jak np. temperatura wrzenia, napigcie powierzchniowe, lepkosé czy pojemnos¢ cieplna.
Jedng z charakterystycznych cech wody jest tez nizsza gesto$¢ fazy statej w porownaniu do cieklej
wody w temperaturze bliskiej temperaturze krzepnigcia.

W fazie stalej, ktora charakteryzuje si¢ najwyzszym stopniem uporzadkowania, kazda
z czasteczek wody tworzy cztery wigzania wodorowe z sgsiednimi czgsteczkami. Liczba wigzan
wodorowych przypadajacych $rednio na jedng czasteczk¢ wody w fazie cieklej jest tylko
nieznacznie nizsza od tej wartosci i zawiera sie w przedziale od 3,2 do 3,6'%°. Czgsteczki wody
w fazie cieklej majg tendencj¢ do tworzenia tetraedrycznych struktur, podobnie jak ma to miejsce
w przypadku lodu. W odroznieniu od fazy stalej, struktura ciektej wody ulega w czasie ciaggtym
zmianom — wigzania wodorowe mig¢dzy czasteczkami sg zrywane i zastgpowane nowymi
wigzaniami, a same czasteczki zmieniajg swoje potozenia i orientacje wzgledem sasiadow.

Z powodoéw pokrotce przedstawionych powyzej, odtworzenie wiasciwosci wody
w symulacjach komputerowych nie jest prostym zadaniem. Z biegiem lat pojawito si¢ wiele modeli
wody, wsrod ktorych wyrdzni¢ mozna trzy glowne klasy. W modelach sztywnych (ang. rigid
models), geometria kazdej czgsteczki wody jest stala i opisana dlugoscig wigzan O-H oraz katem
miedzy tymi wigzaniami. Energie oddziatywan migdzy takimi czasteczkami wyznaczane sg jako
suma oddziatywan Lennarda-Jonesa i elektrostatycznych. Modele elastyczne (ang. flexible models)
réznig si¢ od modeli sztywnych tym, ze dlugosci wigzan tlen-wodor oraz kat migdzy tymi
wigzaniami mogg ulega¢ zmianom. Zmiany geometrii czasteczki wody symulowane mogg by¢ na
przyktad z wykorzystaniem potencjalu harmonicznego. Modele polaryzowalne (ang. polarizable
models) pozwalajg z kolei na uwzgl¢dnienie efektow polaryzacyjnych oraz wielociatlowych przy
wyznaczaniu energii oddziatywan.

Z punktu widzenia wydajnosci obliczeniowej, w symulacjach uktadow o znaczeniu
biologicznym (w ktorych liczba czasteczek wody jest czesto bardzo duza) najlepiej sprawdzajg si¢
modele sztywne. Pierwszy model stosowany na szeroka skale zaproponowany zostal przez
Stillingera i Rahmanna'*’, Model ten byl modelem pieciopunktowym, w ktérym fadunki
rozmieszczone byly tetraedrycznie wokot atomu tlenu (Rys. 3.5 c¢). Do grupy modeli
pigciopunktowych nalezy rowniez zaproponowany p6zniej model TIPSP (ang. 5-point transferable

intermolecular potential)"'.
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Rys. 3.5. Schematyczna ilustracja przedstawiajaca gtéwne klasy modeli wody stosowanych
w symulacjach komputerowych!*2: a) model trzypunktowy, b) model czteropunktowy c) model
pigciopunktowy

W rodzinie modeli TIPXP znaleZz¢ mozna rowniez modele trdj- i czteropunktowe
(odpowiednio TIP3P oraz TIP4P)"3. W modelach tréjpunktowych tadunki dodatnie i ujemne
rozmieszczone sg na atomach wodoru i tlenu czasteczki wody (Rys. 3.5 a). W przypadku modeli
czteropunktowych tadunek ujemny zostal przesunigty poza atom tlenu, znajdujac si¢ w punkcie
lezacym na dwusiecznej kata H-O-H czasteczki wody (Rys. 3.5 b).

Innymi czesto stosowanymi modelami wody sg modele nalezace do rodziny SPC
(ang. simple point-charge)'*. Modele te sa — podobnie jak model TIP3P — modelami
trojpunktowymi. W ostatnich latach zainteresowaniem cieszy si¢ rOwniez sze$ciopunktowy model
wody, w ktorym potaczono idee zastosowane wczesniej w modelach pigcio- i czteropunktowych.
tadunki dodatnie w modelu szesciopunktowym pozostaty przypisane do atomoéw wodoru. Z kolei
fadunki ujemne rozmieszczono w miejscach odpowiadajacych potozeniom wolnych par
elektronowych tlenu oraz w punkcie lezagcym na dwusiecznej kata H-O-H.

Zupelhie inne podejScie zastosowane zostalo w przypadku modelu wody mW

)13, Czasteczka wody reprezentowana jest w tym modelu przez pojedynczy

(ang. monatomic Water
atom, ktorego parametryzacja sprzyja tetraedrycznemu ukladaniu si¢ atomow wzgledem siebie.
Wigzania wodorowe modelowane sg jako oddziatywania bliskiego zasiegu, z wykorzystaniem
dodatkowego, zaleznego od kata, potencjatu.

Biorac pod uwage charakter prowadzonych przeze mnie badan (dotyczacych mechanizmu
wigzania si¢ biatek przeciwdzialajgcych zamarzaniu z powierzchnig lodu), wybrany model wody
powinien dobrze opisywaé zachowanie wody w temperaturach w poblizu punktu krzepnigcia. Jedna
z modyfikacji modelu wody TIP4P jest model TIP4P/Ice'*. Model ten zostal stworzony z mysla
o symulacjach wody w warunkach wspotistnienia fazy stalej i cicklej. Temperatura krzepnigcia
modelu TIP4P/Ice w dobry sposob odwzorowuje rzeczywista temperature krzepnigcia — roéznica
miedzy nimi wynosi ok. 1°C. Model ten z powodzeniem stosowany byt juz wczesniej do badania

99,116,137

procesu krzepnigcia wody oraz mechanizmu funkcjonowania biatek AFP!*%'4° Majac na

uwadze te zalety, model ten zastosowany zostal w przeprowadzonych przeze mnie badaniach.
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3.2.2. Wybor biatka AFP

Grupa zwigzkéw chemicznych okreslanych mianem biatek przeciwdziatajacych
zamarzaniu jest bardzo r6znorodna, m.in. pod wzgl¢dem rozmiaru, budowy chemicznej i struktury
drugo- i trzeciorzgdowe;j jej przedstawicieli. W zaleznos$ci od rodzaju, biatka te moga wykazywac
rozny poziom aktywnosci biologiczne;j.

Glownym celem tej pracy bylo poznanie szczegdétéw mechanizmu wigzania si¢ bialek
AFP z powierzchnig lodu. Biatko wybrane do badan powinno wigc charakteryzowac sie¢
stosunkowo wysoka aktywno$cig biologiczna, aby utatwié¢ opis zachodzgcych w uktadzie zjawisk.

Jednym z biatek AFP spetniajacych powyzsze kryterium jest biatko CfAFP, pochodzace
z organizmu wylogowki (tac. Choristoneura fumiferana). Czasteczka tego biatka posiada trzy,
dobrze zdefiniowane, powierzchnie (Rys. 3.6 a), z ktorych jedna bierze udziat w procesie wigzania
si¢ biatka z lodem — w dalszej czgSci pracy obszar ten nazywany begdzie powierzchnig wigzacg lub
aktywng. Pozostate dwie powierzchnie nie posiadajg zdolnosci do wigzania si¢ z lodem, w zwiazku

z czym okreslane b¢dg mianem powierzchni nicaktywnych.

powierzchnia wigzaca

Rys. 3.6. Budowa czasteczki bialka CfAFP. a) Obszary aktywny i nieaktywne czasteczki biatka.
Reszty treoniny zlokalizowane w obszarze powierzchni wigzacej zaznaczone zostaty grubszymi
liniami. b) Widok na plaszczyzn¢ wigzaca czasteczki biatka — reszty treoniny przedstawione zostaty
za pomocy sfer (kolorem czerwonym oznaczone zostaly atomy tlenu, kolorem czarnym — atomy
wegla, natomiast kolorem biatym — atomy wodoru)

Jedna z cech charakterystycznych hiperaktywnych biatek AFP jest obecnos$¢ stosunkowo
ptaskiej powierzchni wigzgcej, na ktorej w rownomierny sposob rozmieszczone sg reszty treoniny.
W przypadku biatka CfAFP, w obszarze aktywnym znajduje si¢ dziewigé takich reszt. Grupy
hydroksylowe i metylowe reszt treoniny tworzg na powierzchni aktywnej czasteczki swego rodzaju

,rusztowanie” (Rys. 3.6 b), ktore z jednej strony wspomaga proces porzadkowania si¢ wody
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solwatacyjnej powierzchni aktywnej czasteczki, a z drugiej umozliwia tworzenie si¢ wigzan

wodorowych migdzy powierzchnig czasteczki biatka i lodem.

3.2.3. Badanie procesu krzepni¢cia wody na powierzchni krysztatu lodu

A. Przygotowanie ukladow

Przygotowanie uktadow symulacyjnych rozpoczete zostaty od skonstruowania krysztatu
lodu. Wyjsciowa struktura lodu heksagonalnego pobrana zostata z krystalograficznej bazy danych
Inorganic Crystal Structure Database, FIZ Karlsluhe. Na jej podstawie zbudowany zostat
prostopadtos$cienny krysztal lodu zawierajagcy 1330 czasteczek wody 1 ktorego $ciany stanowity
plaszczyzny podstawowa, pryzmatyczna (1010) i pryzmatyczna (1120) (Rys. 3.7). Na tym etapie
przygotowania krysztat charakteryzowal si¢ wysokim stopniem wewnetrznego uporzadkowania

(pod wzgledem kierunkow wektorow momentow dipolowych czasteczek wody).

ptaszczyzna
podstawowa

ptaszczyzna
pryzmatyczna (1120)

WO AR TTIRAR Tt

-~ &\
‘.‘!/\’."r.".1'.".‘&."/.".’ 2 , ’
=a Wy & . T 7T Tt TR

ptaszczyzna
pryzmatyczna (1010)

Rys. 3.7. Budowa prostopadtosciennego krysztalu lodu, skonstruowanego w ramach badan. Na
rysunku zaznaczone zostaly plaszczyzny krystalograficzne lodu, ktore stanowity $ciany krysztatu:
podstawowa (oznaczona kolorem niebieskim), pryzmatyczna (1010) (kolor pomaraficzowy) oraz
pryzmatyczna (1120) (kolor zielony)

W kolejnym kroku krysztal umieszczony zostal w prostopadlosciennym pudetku
symulacyjnym w taki sposob, aby odlegto$¢ powierzchni krysztatu od $cian pudetka wynosita 3 nm
w przypadku plaszczyzn podstawowych oraz 1,5 nm dla pozostatych plaszczyzn. Nastepnie
pudetko wypetione zostalo ciekta woda TIP4P/Ice (do uktadu dodanych zostato 15 858 czasteczek
wody).

Tak przygotowany uklad poddany zostal minimalizacji energii, a plik wynikowy
wykorzystany zostal po pierwsze jako podstawa do stworzenia serii niezaleznych uktadow

symulacyjnych, réznigcych si¢ migdzy sobag orientacjami czasteczek wody budujacych krysztat
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lodu, a po drugie jako plik referencyjny dla polozen atomoéw tlenu czgsteczek wody budujgcych
krysztat lodu.

Dalsze przygotowanie uktadow do symulacji przeprowadzone zostato w kilku etapach.
W pierwszym z nich, zminimalizowany uklad poddano dwunastu nast¢pujagcym po sobie
symulacjom w warunkach statego cisnienia (1 bar) i temperatury (270 K). Symulacje prowadzone
byly z zastosowaniem periodycznych warunkow brzegowych. Czas trwania pojedynczej symulacji
wynosit 900 ps (z krokiem czasowym réwnym 2 fs). Punktem startowym dla kazdej kolejne;j
symulacji byt stan uktadu (potozenia atomdéw) po zakonczeniu symulacji poprzedniej, a predkosci
poczatkowe czasteczek za kazdym razem nadawane byly losowo na podstawie rozktadu Maxwella-
Boltzmanna. Atomy tlenu czasteczek wody budujacych krysztat lodu byly w czasie trwania
symulacji przytrzymywane ze stalg sitowa réwna 10 kcal/(mol-A?). W wyniki przeprowadzonych
symulacji uzyskanych zostalo dwanascie plikow wynikowych, z ktorych kazdy postuzyt jako plik
startowy w kolejnym etapie przygotowania uktadéw do wtasciwych symulacji.

Kazdy z uktadow symulacyjnych uzyskanych w sposob opisany powyzej zostat poddany
serii dziesigciu nastepujacych po sobie symulacji. Warunki prowadzenia symulacji pozostaty
w wigkszo$ci niezmienione w stosunku do poprzedniego etapu. Modyfikacji poddana zostala
dtugos¢ pojedynczej symulacji (300 ps) oraz wielkos¢ statej sitowej wykorzystywanej do
przytrzymywania atoméw tlenu czasteczek wody budujacych krysztal lodu (2 kcal/(mol-A2)). Po
zakonczeniu tego etapu obliczen, liczba plikow wynikowych (a tym samym ukladow
symulacyjnych) wynosita sto dwadziescia.

Uzyskane uktady poddano w kolejnym kroku modyfikacji, ktora miata na celu uzyskanie
uktadéw symulacyjnych réznigcych sie nie tylko pod wzgledem potozen i orientacji czasteczek
cieklej wody, ale réwniez pod wzgledem orientacji czasteczek wody budujacych krysztat lodu.
Ponadto, w celu zbadania wptywu ilosci ,,wolnych” wigzan O-H na powierzchni lodu na proces
krzepnigcia wody na tej powierzchni, przygotowano dwie serie uktadow symulacyjnych — RAND
(w ktorych orientacje czasteczek wody w krysztale byly przypadkowe) oraz ASYM (ktore
charakteryzowaty si¢ wysokim stopniem uporzgdkowania wewngtrznego krysztatow lodu).

Uktady typu RAND przygotowane zostaly z uktadéw uzyskanych w poprzednim etapie
procedury, poprzez nadanie losowych orientacji wszystkim czasteczkom wody budujgcym krysztat
lodu. Ponadto, w celu zapewnienia wigkszej niezaleznosci uktadow, rOwniez orientacje czasteczek
ciektej wody zostaty nadane losowo. Po zakonczeniu procedury randomizacji, uktady zostaly
poddane rownowazeniu w warunkach statego ci$nienia (1 bar) i temperatury (270 K), w czasie 600
ps. W przypadku uktadow typu ASYM pominigta zostata procedura randomizacji orientacji
czasteczek wody tworzacych krysztat lodu, podczas gdy orientacje czasteczek ciektej wody zostaty
nadane losowo, podobnie jak to miato miejsce dla uktadow typu RAND. W wyniku takiego

postepowania uzyskano nowe uktady symulacyjne, w ktorych znajdowaty si¢ krysztaly lodu
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charakteryzujgce si¢ wysokim stopniem uporzadkowania wewngetrznego. W nastgpnym kroku
przeprowadzone zostalo rownowazenie uzyskanych ukladéw symulacyjnych, z zachowaniem
warunkow zastosowanych dla uktadoéw typu RAND. Podczas rownowazenia, orientacje niektorych
czgsteczek wody budujacych krysztaty lodu ulegly zmianie, co doprowadzito do uzyskania serii
réznorodnych (pod wzglgdem budowy wewnetrznej krysztatu lodu) uktadow symulacyjnych,
charakteryzujacych si¢ $rednimi zawarto$ciami ,,wolnych” wigzan O-H na powierzchni krysztatu
wynoszacymi 78% 1 22% dla dwoch ptaszezyzn podstawowych lodu oraz 65 1 32% dla dwoch
ptaszczyzn pryzmatycznych (1010).

B. Wilasciwe symulacje

Wszystkie uktady przygotowane w opisany powyzej sposob poddane zostaty wlasciwym
symulacjom komputerowym. Badania prowadzone byly w warunkach stalego -ci$nienia
i temperatury, z zastosowaniem periodycznych warunkéw brzegowych, w temperaturach w
zakresie 250 — 270 K. Atomy tlenu czasteczek wody budujacych krysztaly lodu byly w czasie
trwania symulacji przytrzymywane ze staly silowa rowna 2 kcal/(mol-A?). Dhugos¢ kazdej

z symulacji wynosita 60 ns.

3.2.4. Symulacje uktadu zawierajacego jedynie ciekta wode

Prostopadloscienne pudetko symulacyjne, wypetnione zostato ciekta woda TIP4P/Ice
(12 665 czasteczek). Proces rownowazenia prowadzony byl przez 2 ns w temperaturze 300 K,
w warunkach statego ci$nienia i temperatury. Wiasciwe symulacje przeprowadzone zostaly dla

kilku temperatur w zakresie 250 — 300 K, a dtugo$¢ pojedynczej symulacji wynosita 2,4 ns.

3.2.5. Badanie mechanizmu oddzialywania biatka CfAFP z lodem

Kolejnym krokiem badan byto przeprowadzenie symulacji komputerowych w uktadach,
ktoére zawieraty zardbwno krysztat lodu, jak i czasteczki biatka CFAFP. W celu poznania szczegdtow
procesu oddziatywania biatka z lodem jeszcze przed ich zwigzaniem, czgsteczki biatka
umieszczone zostaly w pewnej odlegtosci od powierzchni krysztatu. Ponadto, badania prowadzone
byly rownolegle w trzech typach uktadoéw: w uktadach zawierajgcych jedynie krysztal lodu i ciekla
wode, w uktadach, gdzie znajdowaly si¢ zaréwno krysztat lodu, jak i czasteczki biatka CfAFP,
zanurzone w cieklej wodzie, oraz w uktadach, gdzie obecne byly jedynie czgsteczki biatka CfAFP
i ciekta woda.

Aby mozliwe bylo bezposrednie poréwnanie rezultatow uzyskanych w wyniku

prowadzenia symulacji w ukladach zawierajacych i niezawierajgcych czasteczek biatek oraz aby
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uwzgledni¢ nowe informacje dotyczace wplywu uporzadkowania czasteczek wody wewnatrz
krysztatu na zachodzace procesy (uzyskane w wyniku badan nad procesem krzepnigcia wody na
powierzchni lodu i opisane w Rozdziale 5.1), przeprowadzona zostatla nowa seria symulacji
komputerowych uktadéw zawierajacych jedynie krysztat lodu i ciektg wode. Aby ograniczy¢ koszt
prowadzenia obliczen (zmniejszajac objetos¢ uktadow, a wiec rowniez liczbe czasteczek cieklej
wody w nich zawartych), wszystkie badania przeprowadzone zostaty w pudetkach symulacyjnych

o ksztalcie $cigtego oktaedru.

A. Przygotowanie ukladow

Krysztal lodu w ciektej wodzie

Wyjsciowy krysztat lodu heksagonalnego skonstruowany zostat z 3275 czasteczek wody
TIP4P/Ice. Ksztalt krysztatu byt niemal szeécienny, dlugosé¢ kazdej z krawedzi wynosita ok. 4,5 nm.
Scianami krysztahu byty plaszczyzny podstawowa, pryzmatyczna (1010) i pryzmatyczna (1120).

Krysztat lodu umieszczony zostat w pudetku symulacyjnym o ksztatcie $cigtego oktaedru,
po czym pudetko wypelnione zostato ciekta woda TIP4P/Ice (do uktadu dodanych zostato 45 834
czasteczki wody). Tak przygotowany uktad symulacyjny zostal powielony sto dwadzieScia razy,
po czym kazdy z nowych uktadow zostal niezaleznie zrownowazony w warunkach statego ci$nienia
(1 bar) i1 temperatury. Na poczatku kazdej symulacji, predkosci czgsteczek w uktadzie nadawane
byly losowo na podstawie rozktadu Maxwella-Boltzmanna. Proces rownowazenia przebiegalt w
dwoch etapach, z ktorych pierwszy (ok. 1,7 ns) przeprowadzony zostat w temperaturze 300 K,
natomiast drugi (ok. 1,6 ns) — w temperaturze 280 K. W obu przypadkach polozenia atoméw tlenu
czasteczek wody budujagcych krysztaty lodu byly przytrzymywane z zastosowaniem sily
harmonicznej, ze statymi sitowymi wynoszacymi odpowiednio 5 kcal/(mol-A?) i 2 kcal/(mol-A?).

Po rownowazeniu, uktady zostaly poddane procedurze randomizacji, w ktorej kazdej
czasteczce wody budujacej krysztal lodu nadana zostala losowa orientacja przestrzenna.
W przypadku kazdego ze stu dwudziestu ukladow, procedur¢ wykonano dwadziescia razy,
a uzyskane w ten sposob uklady poddano krotkiemu rownowazeniu (20 ps, w warunkach stalego
ci$nienia i temperatury, na poczatku symulacji predkosci nadawane byty czasteczkom losowo na
podstawie rozktadu Maxwella-Boltzmanna, a atomy tlenu czasteczek wody budujgcych krysztat
lodu byly przytrzymywane ze stata sitowa réwna 50 kcal/(mol-A?)). Sposrod dwudziestu uktadow
uzyskanych w procesie randomizacji dla kazdego ze stu dwudziestu wyjsciowych uktadow, do
dalszych badan wybrano ten, ktory charakteryzowatl si¢ najmniejszym catkowitym momentem
dipolowym zawartego w nim krysztatu lodu. Postepowanie takie pozwolito na zminimalizowanie
wplywu pola elektrycznego, generowanego przez krysztaty lodu, na zachodzgce procesy — jak

pokazaty rezultaty uzyskane w wyniku prowadzenia badan nad procesem krzepnig¢cia wody na
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powierzchni krysztatu lodu (ktore zostaty przedstawione w Rozdziale 5.1.6) wptyw ten moze by¢
niekiedy znaczacy.

W nastepnym kroku, uzyskane uklady zostaly poddane ponownemu réwnowazeniu w
280 K. Atomy tlenu czgsteczek wody tworzacych krysztal lodu byly w czasie jego trwania
przytrzymywane ze stala sitowa rowna 5 kcal/(mol-A?) (50 ps), a nastepnie ze staly sitowa réwna
2 kcal/(mol-A?) (5 ps).

Krysztal lodu oraz czgsteczki biatka CfAFP w cieklej wodzie

Struktura czasteczki biatka CfAFP (pochodzacego z organizmu wylogowki,
tac. Choristoneura fumiferana) pochodzita z bazy Protein Data Bank (PDB ID: 1L0S). Oryginalny
plik zawierat jedng jodowana tyrozyne, ktora nie jest obecna w formie natywnej biatka, a wigc
zostala ona zamieniona na tyrozyng. W nastgpnym kroku do struktury dodane zostaly wszystkie
brakujace reszty aminokwasowe i atomy.

Uktad symulacyjny zbudowano w taki sposob, ze w jego centrum znajdowal si¢ krysztat
lodu, a przy kazdej ze $cian krysztalu umieszczono czasteczke biatka CfAFP. Odlegto$¢ miedzy
powierzchnig biatka i powierzchnig lodu wynosita w kazdym przypadku ok. 1,1 nm. Czgsteczki
biatka zorientowane zostaly w taki sposdb, aby ich powierzchnia aktywna skierowana byta
w kierunku ptaszczyzn podstawowych i pryzmatycznych (1010) oraz aby obszar nieaktywny
sasiadowat z plaszczyznami pryzmatycznymi (1120) (Rys. 3.8). Catoéé umieszczona zostala

w pudetku symulacyjnym o ksztalcie $cigtego oktaedru.

Rys. 3.8. Budowa uktadu symulacyjnego. Sze$¢ czasteczek biatka CfAFP umieszczonych zostato
w sgsiedztwie $cian krysztalu lodu, w odleglosci ok. 1,1 nm od powierzchni lodu. Czasteczki
sasiadujace z poszczegdlnymi ptaszczyznami krystalograficznymi lodu zostaly oznaczone roznymi
kolorami, wedlug schematu: ptaszczyzna podstawowa — kolor niebieski, ptaszczyzna pryzmatyczna
(1010) — kolor pomaranczowy, plaszczyzna pryzmatyczna (1120) — kolor zielony
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W zwiazku z tym, ze wybrane do badan biatko nie jest obojetne elektrycznie, do uktadu
dodane zostaly roéwniez przeciwjony (12 jonéw chlorkowych). Jak pokazujg badania'4!142
obecno$¢ jondw moze mie¢ znaczacy wplyw na zachowanie cieklej wody. Aby zminimalizowaé
ryzyko wystgpienia niepozgdanych efektow, jony chlorkowe rozmieszczone zostaty w poblizu
scian pudelka symulacyjnego oraz byly w trakcie trwania symulacji przytrzymywane
w potozeniach referencyjnych, ze stala sitowa rowna 0,5 kcal/(mol-A?).

W nastepnym kroku uktad wypetiony zostal wodg TIP4P/Ice (do uktadu dodanych
zostato 48 432 czasteczki wody) oraz powielony sto dwadziescia razy. Kazda z kopii poddawano
nastgpnie rOwnowazeniu przez ok. 1,2 ns w warunkach stalego ci$nienia (1 bar) i temperatury
(300K). Predkosci nadawane byly czasteczkom losowo na podstawie rozkladu
Maxwella-Boltzmanna. Atomy tlenu czgsteczek wody tworzacych krysztat lodu byly w trakcie
trwania symulacji przytrzymywane ze stala sitowa wynoszaca 5 kcal/(mol-A?), atomy
C, tancuchéow weglowych biatek przytrzymywane byly ze staty sitowg réwng 2 kcal/(mol-A2),
natomiast jony chlorkowe — ze stalg sitowg réwng 0,5 kcal/(mol-A?).

W nastepnym kroku, orientacje czasteczek wody budujacych krysztat lodu zostaty
w kazdym z uktadow dopasowane do odpowiadajgcych im orientacji w uktadach niezawierajacych
biatek (odpowiednie wspotrzedne atomoéw wodoru zostaty podmienione). Tak zmodyfikowane
uktady zostaty poddane rownowazeniu w temperaturze 280 K, w trzech etapach. Etap pierwszy
polegal na przeprowadzeniu symulacji, podczas ktorych wszystkie atomy czasteczek wody
tworzacych krysztat lodu oraz atomy tancucha weglowego czasteczek biatka byty przytrzymywane
w potozeniach referencyjnych (ze stalymi sitowymi wynoszacymi odpowiednio 10 kcal/(mol-A?)
i 0,05 kcal/(mol-A?)). Przytrzymywane byly rowniez jony chlorkowe (ze stala sitowa wynoszaca
0,5 kcal/(mol-A?)).

W kolejnym etapie, trwajacym ok. 1,2 ns, wylgczone zostato przytrzymywanie atomow
wodoru czgsteczek wody budujgcych krysztat lodu, a stala silowa, z jakg przytrzymywane byly
atomy tlenu, zostata zredukowana do warto$ci 2 kcal/(mol-A?). Ostatni etap rownowazenia polegat
na przeprowadzeniu krotkiej symulacji, w ktorej atomy bialka nie byly przytrzymywane. Dzigki
takiemu postgpowaniu, czasteczki te mogly swobodnie si¢ porusza¢, umozliwiajac uzyskanie
uktadéw symulacyjnych zréznicowanych pod wzgledem potozen i orientacji czasteczek bialka

wzgledem krysztatu lodu.

Biatka CfAFP w ciekie] wodzie

Oprocz opisanych powyzej uktadow przygotowano rowniez uktady zawierajace jedynie
czasteczki biatka CfAFP oraz ciekta wodg. Procedura przygotowania uktadow symulacyjnych byta
podobna do opisanej powyzej, z tg rOznicg, iz w uktadzie nie znalazt si¢ krysztat lodu. Atomy wegla

tancucha weglowego byly w trakcie symulacji przytrzymywane ze statg sitowa réwnag 0,005
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kcal/(mol-A?), w celu uniknigcia nadmiernego zblizania si¢ czasteczek biatka do siebie. Sto
dwadziescia kopii uktadu bylo — jak poprzednio — rownowazone najpierw w temperaturze 300 K,

a nastgpnie w 280 K.

B. Wilasciwe symulacje

Przygotowane uktady symulowano w warunkach stalego ci$nienia (1 bar) i temperatury
(250 1 265 K). Czas trwania symulacji wynosit 18 ns. Symulacje w uktadach zawierajacych
czasteczki bialka sasiadujace z lodem prowadzono bez przytrzymywania atomow biatek. We
wszystkich uktadach zawierajacych krysztat lodu atomy tlenu czasteczek wody budujacych krysztat
byly w trakcie trwania symulacji przytrzymywane ze staltg sitowg wynoszaca 2 kcal/(mol-A?).

3.2.6. Badanie sity wywieranej na biatka CfAFP znajdujace si¢ w poblizu

powierzchni krysztatu lodu

A. Przygotowanie ukladow

Uktady do tego etapu badan przygotowane zostaly poprzez modyfikacje uktadow
startowych zawierajacych krysztat lodu oraz sze$¢ czasteczek biatka CfAFP, przygotowanych
W sposob opisany w poprzednim rozdziale. W pierwszym kroku skonstruowane zostaty nowe pliki
referencyjne, w ktorych czasteczki biatka sgsiadujace z plaszczyznami podstawowymi
i pryzmatycznymi (1010) zostaly przesuniete w kierunku prostopadtym do powierzchni krysztatu
lodu o pewng warto$¢ d. W ten sposob otrzymano nowe serie uktadow symulacyjnych o zmienionej
odleglosci migdzy czgsteczkami biatka i powierzchnig lodu. Szczegdty dotyczace tej procedury
przedstawione zostaly w tabeli ponize;j.

Tabela 3.1. Szczegoty dotyczace przygotowania uktadow symulacyjnych do badan. Przygotowane
zostaty trzy serie uktadow, z ktorej kazda zawierata sto dwadzieScia uktadéw symulacyjnych.
W ramach kazdej z serii, czasteczki biatka znajdujace si¢ w sasiedztwie naprzeciwleglych
plaszczyzn podstawowych i pryzmatycznych (1010) (oznaczone jako CfAFP 1 oraz CfAFP 2)
zostaty przesunigte w kierunku powierzchni lodu o pewna odlegtos¢ d — odlegtosci te (dla kazdej
z przygotowanych serii uktadow) zebrane zostaly w tabeli. Ujemne wartosci wskazuja, ze

czasteczki biatka zostaty przysuniete do powierzchni lodu, podczas gdy wartosci dodatnie — Ze
zostaty od tej powierzchni odsunigte.

CfAFP 1 CfAFP 2
Seria 1. 0 nm -0,2 nm
Seria 2. -0,1 nm +0,1 nm
Seria 3. -0,3 nm -0,4 nm

Wykorzystujac  przygotowane pliki referencyjne, przeprowadzono symulacje

komputerowe ukladoéw startowych, w ktorych atomy C, i N szkieletu biatkowego byty
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przytrzymywane ze stalg sitowg réwng 0,05 kcal/(mol-A?) (100 ps) oraz ze stalg sitowg réwna
0,1 kcal/(mol-A?) (kolejne 2,4 ns). Dzigki takiemu postepowaniu biatka znajdujace si¢ w uktadach
startowych zostaly przesuni¢te do nowych polozen (odpowiadajagcym potozeniom atomow
w plikach referencyjnych) — uzyskane w ten sposob uktady symulacyjne postuzyly do
przeprowadzenia wlasciwych symulacji. W trakcie trwania wszystkich symulacji atomy tlenu

czasteczek wody tworzacych krysztal lodu oraz jony chlorkowe rowniez byly przytrzymywane.

B. Wilasciwe symulacje

Symulacje dla wszystkich trzystu szes$¢dziesigciu ukltadow prowadzone byly
w warunkach statego ci$nienia (1 bar) i temperatury (250 K). W czasie trwania symulacji atomy
tlenu czasteczek wody budujacych krysztal lodu oraz jony chlorkowe byly przytrzymywane ze
statymi sitowymi réwnymi odpowiednio 2 kcal/(mol-A?) i 0,5 kcal/(mol-A?). Ponadto, w przypadku
kazdej czasteczki biatka w ukladzie, jeden z atomoéw byt przytrzymywany ze stala silowa
wynoszaca 10 kcal/(mol-A?). Przytrzymywane atomy wybrano w taki sposob, aby znajdowaly sie
na $rodku powierzchni biatka, ktora sgsiadowata z powierzchnig krysztatu lodu (Rys. 3.9)
—w przypadku biatek zwrdconych powierzchnig aktywng w kierunku lodu byt to jeden z atomow
wegla reszty treoniny zlokalizowanej w centralnej czesci tej powierzchni (THR 36), natomiast dla
dwoéch pozostalych biatek wybrane zostaly atom wegla argininy (ARG 41) oraz atom wegla
treoniny (THR 46).

powierzchnia wigzaca

Rys. 3.9. Czasteczka biatka CfAFP, z zaznaczonymi obszarami wigzacym i niewigzacymi oraz
atomami, ktére byly przytrzymywane (z wykorzystaniem potencjatu harmonicznego) podczas
symulacji komputerowych
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Glownym celem przeprowadzonych badan byto znalezienie odpowiedzi na pytanie, jaka
role¢ w procesie oddzialywania 1 wigzania si¢ bialek przeciwdzialajgcych zamarzaniu
z powierzchnig lodu pelni woda. Aktualny stan wiedzy wyraznie wskazuje na to, ze decydujacym
czynnikiem mogg by¢ specyficzne wlasciwosci strukturalne wody. Istnieje wiele narzedzi
shuzgcych do badania struktury wody. Aby wybraé sposrod nich te, ktére najlepiej sprawdzg si¢
w rozwazanym przypadku, warto w pierwszej kolejnosci zastanowi¢ sig, co kryje si¢ pod pojeciem
»struktury” wody 1 jakie informacje beda najbardziej przydatne z punktu widzenia rozwazan nad
mechanizmem funkcjonowania biatek przeciwdziatajagcych zamarzaniu.

Struktura substancji jest odzwierciedleniem jej wewngtrznego uporzadkowania.
W wigkszo$ci przypadkow substancje nie znajdujg si¢ ani w stanie idealnego uporzadkowania, ani
w stanie calkowitego nieuporzadkowania.

Krystaliczne ciato state moze by¢ przyktadem substancji charakteryzujacej si¢ bardzo
wysokim stopniem uporzadkowania, a co za tym idzie, niska entropig. Ta sama substancja,
wystepujaca w formie wysoce rozrzedzonego gazu, nie begdzie wykazywaé zadnego
uporzadkowania, natomiast entropia takiego uktadu bedzie wysoka. Ciekty stan skupienia jest
stanem posrednim migdzy tymi dwoma, skrajnymi, przypadkami. Ciecze wykazuja pewien stopien
uporzadkowania, jednak uporzadkowanie to ma zasi¢g lokalny. Ponadto, na skutek duzej
mobilnosci czgstek, uporzadkowanie to zmienia si¢ zardbwno w czasie, jak 1 w przestrzeni (rOwniez
w uktadach jednorodnych i izotropowych). Strukturg cieczy mozna wigc nazwaé pewien Sredni
stopien uporzadkowania czgstek w cieczy, ktory determinuje jej whasciwosci fizyczne.

Obecnos¢ w cieczy (bedacej rozpuszczalnikiem) czasteczek substancji rozpuszczonej
bedzie zawsze skutkowaé zaburzeniem struktury tej cieczy. Z jednej strony ciecz wykazywac
bedzie tendencje do zachowania wlasnej struktury, z drugiej — istnienie oddzialywan migdzy
czastkami cieczy i czgstkami substancji rozpuszczonej bedzie prowadzi¢ do pojawiania si¢
pewnych zmian strukturalnych. Bezposrednie oddziatywanie czastek rozpuszczalnika z czastkami
substancji rozpuszczonej nazywane jest solwatacja.

Struktura cieczy solwatujacej czastki substancji rozpuszczonej begdzie w oczywisty

sposob rézna od struktury cieczy niezaburzonej obecnoscig substancji rozpuszczonej. Efekt ten
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przejawia¢ si¢ bedzie nie tylko jako zmiana wlasnos$ci makroskopowych roztworu w porownaniu
do czystej cieczy (takich jak np. gegstos¢ czy lepkos¢), ale bedzie rowniez wpltywac na zachowanie
czasteczek substancji rozpuszczonej w roztworze, m.in. na ich zdolno$¢ do oddziatywania ze soba.
Podkresla to znaczaca role efektow solwatacyjnych i uzasadnia, dlaczego badania struktury cieczy
zawarte] w bezposrednim sgsiedztwie substancji rozpuszczonej sg tak wazne.

Sformutowane powyzej w sposdb ogdlny zagadnienie struktury cieczy w prosty sposob
przenies¢ mozna na rozwazania dotyczace roli wody solwatacyjnej w procesie wigzania si¢ biatek
przeciwdziatajacych zamarzaniu z powierzchnig krysztatu lodu. Problemem pozostaje jednak
wybor metody pozwalajacej na ilosciowe scharakteryzowanie struktury wody, ktéra sprawdzac si¢
bedzie zaré6wno w badaniach nad strukturg wody niezaburzonej obecnoscig biatka, jak
i w przypadku wody solwatujacej biatko.

Najbardziej racjonalnym podejSciem wydaje si¢ wykorzystanie oferowanego przez
termodynamike statystyczng zwigzku miedzy uporzadkowaniem uktadu i jego entropig
statystyczng. Zwigzek ten opiera si¢ na koncepcji wieloczastkowych funkcji korelacji, ktorych
stosowanie ograniczone jest niestety wieloma problemami natury technicznej. Z tego tez powodu
w literaturze znalez¢ mozna rOwniez szereg parametrow empirycznych, ktore stosowane sg do opisu
lokalnej struktury wody. Parametry te, mimo iz umozliwiaja wycigganie wnioskow na temat zmian
zachodzacych w strukturze wody, posiadajg pewne mankamenty ograniczajace ich stosowalnos¢.

Stosownie do powyzszych uwag, opis metod wykorzystywanych przeze mnie w celu
analizy struktury wody podzielony zostat na dwie gtowne czesci: cze$¢ dotyczaca metod opartych
na zwigzku entropii statystycznej z uporzagdkowaniem strukturalnym uktadu (Rozdziat 4.1) oraz
cze$¢ poswiecong opisowi empirycznych parametrow strukturalnych (Rozdziat 4.2). W dalszej
czesci rozdzialu poruszony zostanie rowniez problem wplywu obecnosci objetosci wykluczonej
(czasteczki bialka) na wielkoSci charakteryzujgce w sposdb ilosciowy strukture wody
(Rozdziat 4.3).

Oprocz metod wykorzystywanych bezposrednio do opisu struktury wody solwatacyjnej
biatka CfAFP, w badaniach zastosowalam rowniez szereg parametrOw wspomagajacych,
pozwalajacych na dokonanie catosciowego opisu zachodzacych zjawisk. Metody te,
zaprezentowane w Rozdziatach 4.4 — 4.6, obejmujg m.in. narzedzia pozwalajagce na Sledzenie
postepu procesu krzepniecia wody na powierzchni krysztatu lodu oraz zmian potozen i orientacji
czasteczek biatka CfAFP sgsiadujacego z powierzchnig lodu w czasie.

Analiza rezultatéw przeprowadzona zostata w catoSci z wykorzystaniem wlasnego
oprogramowania, za$ uzyte przeze mnie metody analizy opisane zostaly szczegdélowo ponizej.
Wykresy zamieszczone w pracy sporzadzone zostaly z wykorzystaniem j¢zyka programowania
Python. Do wizualizacji fragmentow uktadow symulacyjnych zastosowane zostaly programy

PyMOL'" oraz VMD'#,
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4.1. Entropia statystyczna uktadu 1 jej wykorzystanie do opisu

struktury wody

4.1.1. Entropia statystyczna

Jak wspomniatam wcze$niej, rozwazania dotyczgce stopnia uporzadkowania (oraz
nieuporzadkowania) wody nie bylyby kompletne bez odwotania si¢ do pojecia entropii. Zgodnie
z definicjg zaproponowang przez Boltzmanna, entropia ukladu makroskopowego (S) jest
proporcjonalna do logarytmu naturalnego z liczby stanéw mikroskopowych, jakie moga by¢

zrealizowane przez ten uktad (W). Zaleznos¢ t¢ mozna zapisac jako:
S = kglnW 4.1)

gdzie kp oznacza stala Boltzmanna. Zliczenie wszystkich mozliwych stanow mikroskopowych
jakie moze przyjac dany uktad staje si¢ tym trudniejsze, im wigksza jest liczba czastek w uktadzie.
Rozwigzaniem tego problemu jest zastapienie dyskretnego rozktadu stanéw rozktadem ciggltym.
Jesli uktad sktada si¢ z N czastek, z ktorych kazda opisana jest za pomocg trzech
zmiennych okreslajacych potozenie oraz trzech zmiennych okreslajacych ped, to w kazdej chwili
czasu pozycja i ped wszystkich czgstek w ukladzie jest reprezentowana przez jeden punkt
w 6N-wymiarowej przestrzeni — punkt ten opisuje stan uktadu. Przestrzen, w ktorej znajduje si¢
ten punkt nazywana jest przestrzenia fazowsg. Zmiana polozenia punktu (stanu uktadu)
w przestrzeni fazowej w czasie wyznacza trajektori¢ uktadu. Jesli objeto$¢ przestrzeni fazowane;j
(ktora zawiera w sobie wszystkie mozliwe stany mikroskopowe uktadu) oznaczona zostanie

symbolem (), to rownanie (4.1) mozna przedstawi¢ w nastepujgcej formie:
S = kglnQ (4.2)

Prawdopodobienstwo, ze uklad znajdzie si¢ w jednym z mozliwych stanéw

mikroskopowych opisywane jest funkcja rozktadu gestosci prawdopodobienstwa p:

b= %e—% (4.3)

gdzie symbolem Q oznaczona zostata suma statystyczna uktadu, ktérg mozna przedstawi¢ jako:

E E
Q= f K dN) = —my J e kTdgdp dod] (4.4)
gdzie:
N! — czton uwzgledniajacy nierozroznialnos¢ czastek,
aV — liczba symetrii; liczba nierozréznialnych orientacji czastki,
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q,o,p,] — wektory definiujace kolejno potozenia, orientacje, pedy i momenty pedow
wszystkich czastek w uktadzie.

Wyrazajac catkowita energie uktadu (E) w formie sumy energii potencjalnej (U) oraz

kinetycznej ruchu translacyjnego (Ergns) 1 rotacyjnego (E,,¢), sume statystyczng przedstawic

mozna w postaci iloczynu trzech czynnikow:

1 _Etrans+Erot+U _ _ = (4 5)
Q= Wf e kT dqdp dwd] = Qtrans * Qrot * Qu ’
gdzie:
1 Etrans _ 1
Qtrans = h3_Nf e keT dp 2@ (4.6)
1 _EroTt -1 4.7
Qrot =h3_Nfe B djzlym
1 v (4.8)
Qu = O'NN!fe keTdgda
Funkcja rozktadu gestosci p spetnia warunek (4.9):
f pd =1 (4.9)
Uwzgledniajac, ze warto$¢ [ d2 wynosi (2, powyzsze rownanie przeksztatci¢ mozna do
postaci:
1
N=—- = Inl=-Inp (4.10)
p
Nastepnie wiedzac, ze $rednia statystyczna dowolnej funkcji moze zosta¢ wyrazona
W postaci:

= ffpdg (4.11)
entropi¢ uktadu wyrazi¢ mozna w formie przedstawionej ponize;j:
S =—kpg f plnpd2 (4.12)

Jak wida¢, entropi¢ wyznaczy¢ mozna na podstawie znajomosci Sredniej wartosci
logarytmu funkcji rozktadu gestosci prawdopodobienstwa. Zagadnienie to zostanie rozwinigte

w dalszej czgéci rozdziatu.
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4.1.2. Funkcje rozkladu gestosci prawdopodobienstwa 1 wieloczastkowe

funkcje korelacji

Gestos¢ prawdopodobienstwa znalezienia uktadu zawierajacego N rozréznialnych
czastek w pewnym mikroskopowym stanie, ktory opisany jest poprzez potozenia, orientacje, pedy
1 momenty pedow znajdujacych si¢ w tym uktadzie czastek, jest rowna:

_E
p=— e ¥ (4.13)
[ e kTdqdp diwd]

W sytuacji, gdy interesuje nas prawdopodobienstwo przyjecia przez czastki w uktadzie
okreslonych potozen i orientacji, podczas gdy wartosci ich pgdow i momentow pedoéw sa dowolne,
rownanie (4.13) nalezy scatkowa¢ po wszystkich pedach i momentach pedu. W efekcie uzyskuje

si¢ rownanie w postaci:

_(EtranstErottU) _u
e kT _ e kT
N T 4.14
P( )_f _(Etrans+Erot+U) o _dp d] - _l g ( )
[e KT dqdp dwd] [e *Tdgda

W powyzszym réwnaniu energia ukladu (E) zostala przedstawiona w postaci sumy energii
kinetycznej translacji (E¢pqns) 1 v0tacji (E;,¢) oraz energii potencjalnej (U).
Jesli czastki w uktadzie sg nierozrdznialne, to ggstos¢ prawdopodobienstwa wyrazong

réwnaniem (4.14) nalezy pomnozy¢ przez czynnik N! a", co prowadzi do réwnania:

U

£ = M (4.15)
[e ’Tdgdw
gdzie:
N! — czton uwzgledniajacy nierozroznialnos¢ czastek,
aV — liczba symetrii; liczba nierozroznialnych orientacji czastki.

Mozemy nastepnie zapytac, jakie jest prawdopodobienstwo, ze n sposréd wszystkich
N czastek w ukladzie przyjmie okre$lone potozenia i orientacje, podczas gdy w przypadku
pozostatych N — n polozenia i orientacje bedg dowolne. Jednoczesnie, podobnie jak poprzednio
zakladamy, ze pedy 1 momenty pedow wszystkich czastek sa dowolne. Ggstosé
prawdopodobienstwa uzyska¢c mozna wowczas calkujgc réwnanie (4.14) po wszystkich

potozeniach i orientacjach N — n czastek:

U
e kT
P™M = fPNd‘_IN—n doy_p = fU—dC_IN—n doy_p (4.16)
[ e kTdg d®
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Dla n = 0, co odpowiada sytuacji, gdy potozenia i orientacje wszystkich czastek w ukladzie sg
dowolne, gesto$é¢ prawdopodobienstwa P(®) bedzie oczywiscie rowna jednosci.

Podobnie jak poprzednio, rozwazy¢ mozna sytuacje, gdy czastki w ukladzie sa
nierozréznialne. Gesto$¢ prawdopodobienstwa mozna w takim przypadku wyrazi¢ za pomoca
ponizszego rownania:

1

=N —n)! J fnddn-n DN (4.17)

W ukiadzie izotropowym, prawdopodobienstwo znalezienia pojedynczej czastki nie

zalezy od jej potozenia oraz orientacji. W zwigzku z tym mozna zapisac:

| r®dada, = o [ dgidz, = O 4v 10 (4.18)
gdzie:
Z Y X
v=[an= | | [ dadaydg, (4.19)
2=0 y=0 x=0
2n 27
Q= f dw, = f f sinadadfdy = 8m? (4.20)
a=0 B=0 y=0
Korzystajac z réwnania (4.18) oraz wiedzac, ze funkcja f(® spemia warunek
normalizacji: [ f™dg,d®, :(NT!n)' o™, mozna przedstawi¢ funkcje £ w nastepujacej formie:
No o
W=_""_g4- “4.21)
f VQ Q

gdzie symbolem d oznaczona zostata gesto$¢ liczbowa czgstek w uktadzie.

Jednoczastkowa funkcje gestosci prawdopodobienistwa mozna nastgpnie zastosowac
w celu znalezienia postaci funkcji £, Prawdopodobienstwo przyjecia przez wszystkie czastki
w uktadzie okreslonych potozen i orientacji przedstawi¢ mozna w postaci iloczynu N funkcji f &y
opisujacych prawdopodobienstwo znalezienia poszczegolnych czastek w pewnych potozeniach
i orientacjach oraz dodatkowego czynnika zaleznego od potozen i orientacji wszystkich czastek

w ukladzie.

o\ N
f® = fO@G, @) * ot fO@nD0) * gV @D) = (d5) *gV@a)  *

Czynnik g™) nazywany jest N-czastkowa funkcja korelacji. Funkcje ta wyrazi¢ mozna

w postaci iloczynu (N — 1)-czastkowych funkcji korelacji, reprezentujacych wszystkie mozliwe

kombinacje oddzialywan N — 1 czgstek w ukladzie, oraz czynnika poprawkowego (& g(N )

opisujacego  oddziatywania  N-czastkowe.  Kontynuujac to  rozumowanie, kazda
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z (N — 1)-czastkowych funkcji korelacji przedstawi¢ mozna jako iloczyn (N — 2)-czastkowych
funkcji korelacji oraz poprawki uwzgledniajacej oddziatywania (N — 1)-czastkowe. Postepowanie
takie pozwala na przedstawienie funkcji g®) w postaci iloczynu dwuczastkowych funkcji korelacji
oraz odpowiednich czynnikéw poprawkowych, ktoére uwzgledniajg oddzialywania wyzszych
rzedow (trdj-, cztero-, pigcio-, ..., N-czastkowych).

W jednorodnym i izotropowym uktadzie wszystkie dwuczastkowe funkcje korelacji oraz
czynniki poprawkowe uwzgledniajace oddziatywania wieloczastkowe sa jednakowe. W takim

przypadku rownanie opisujace N-czastkowa funkcje korelacji przyjmuje nastepujaca postac:

_ _ N N N
9V (@ @) = [9@1G) « [5g@16) # [5g@)6) « .+ [5g™] (4-23)
Rownanie przedstawione powyzej mozna nast¢pnie podstawi¢ do rownania (4.22) oraz obustronnie
zlogarytmowac, uzyskujac:
N(=s 7 1 N 2 N 3 N (4.24)
Inf™M (g, ...gy) = NInf@® + (2>lng( ) + (3>ln6g( ) 4+ 1ng g™ :

Powyzsza zalezno$¢ wykorzysta¢ mozna nastgpnie w rownaniu (4.12) opisujacym
entropig¢ statystyczng uktadu, co umozliwia przedstawienie jej w formie sumy wkladow zaleznych

od wieloczastkowych funkcji korelacji.

4.1.3. Parametry uporzadkowania oparte na koncepcji dwuczgstkowych
funkcji korelacji

Korzystajac z wyprowadzonych dotychczas zaleznosci entropi¢ uktadu, wyrazona za

pomocg rownania (4.12), przeksztalci¢ mozna do postaci:

S = —kfplnpd!) =

—k Etrans Erot N N
=— | e kT e KT A0 A FN).
O'NN! hst rot rot f

E rans ETO —_
-1n(e‘ S5 < LA LA f“‘”)dqdadﬁd] - (4.25)

3N N
—kl /1 Etrans Erot
=Mf e HE L L 0.
oNN!h3N

E E -
3N N t t o
: [ln (A3fnsAroc) — T 1an] dgd@dpd]
Po scalkowaniu oraz uwzglednieniu, ze [ f Mdgdw = N! o™ i zaleznosci (4.22) i (4.23) uzyskuje

si¢ rownanie w postaci:
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o k o
S = [3kN — kNIn (A?mnslmtda)] - G54 f g@Ing@dg,dw, +
! (4.26)
L k L
—033'613fg(3)ln6g(3)dq3da)3 — -~-—QNN'deg(N) In6gMdgda

Powyzsze rownanie pokazuje, ze catkowita entropi¢ uktadu przedstawi¢ mozna w postaci
sumy wkladow zaleznych od wieloczastkowych funkcji korelacji oraz wktadu od nich

niezaleznego. Metoda ta zaproponowana zostala po raz pierwszy przez Green’a'®

i byla p6zniej
stosowana przez wielu autorow.

Nalezy zwroci¢ uwagg, ze cz¢$¢ rownania (4.26) niezalezna od wieloczastkowych funkcji
korelacji nie jest rowna entropii gazu doskonatego. W przypadku gazu doskonatego catkowity
wktad do entropii pochodzacy od korelacji wieloczastkowych wynosi kgN (kg na kazdg czastke
gazu). Oznacza to, iz kazdy z czlondw zaleznych od wieloczgstkowych funkcji korelacji
w réwnaniu (4.26) zawiera w sobie cze¢$¢ odpowiadajacg wktadowi do entropii gazu doskonatego.
Jesli wklady te zostang odjete od poszczegélnych sktadnikow sumy zaleznych od
wieloczastkowych funkcji korelacji oraz oznaczone — wraz ze sktadnikiem réwnania (4.26)
niezaleznym od wieloczastkowych funkcji korelacji — symbolem s'¢, to catkowita entropie uktadu
mozna bedzie przedstawi¢ w postaci sumy entropii gazu doskonalego oraz entropii nadmiarowej

se%:

S=ysidpgex —gid 4 (2 3 ¢B) p...4 ¢V 4.27)

Jak pokazano powyzej, entropi¢ nadmiarowa mozna z kolei rozbi¢ na sum¢ wktadow do entropii
pochodzacych od korelacji dwu-, troj-, cztero-, pigcio-, ..., N-czastkowych. W pordéwnaniu do
rownania (4.26) sktadniki sumy — s — zostaly pomniejszone o wartosci odpowiadajace
poszczegdlnym wkladom do entropii gazu doskonatego, zaleznym od wieloczastkowych funkcji
korelacji.

Zastosowanie pelnego wyrazenia na entropi¢ w badaniach jest utrudnione na skutek jego
zlozono$ci obliczeniowej. W praktyce stosowane jest tzw. przyblizenie dwuczastkowe!4%!47)
w ktérym wktady pochodzace od oddziatywan wyzszych rzeddéw (poczawszy od trojczastkowych)
sa pomijane. Trudno jest oszacowaé btad popeliany na skutek stosowania w obliczeniach
przyblizenia dwuczastkowego, uwaza si¢ jednak'*, ze wktad dwuczastkowy stanowi nawet do

85-90% catkowitej entropii nadmiarowej. Z tego tez powodu wklad dwuczgstkowy stanowi

przydatne narzedzie wykorzystywane do opisu struktury wody.
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4.1.4. Rozklad dwuczastkowego wktadu do entropii na cz¢$¢ translacyjna,

konfiguracyjng 1 orientacyjng

Jak pokazano wczes$niej, wktad do entropii pochodzacy od oddziatywan dwuczastkowych
wyznacza si¢ z wykorzystaniem dwuczastkowych funkcji korelacji g(®. Wartosci tych funkcji

zalezg od szeSciu wspotrzgdnych potozenia (q; = (q1x, 91y, 912)> 92 = (G2x, 92y, 922)) 1 szesciu

katow opisujacych orientacj¢ czastek (wq = (a4, 51, Y1), @2 = (@2, £2,72)):

s@ = f[g(z) Ing® - g@ +1] dq,dq,dw,dw, (4.28)

.(222' V2

Jesli rozwazaniom poddawana jest jednorodna, izotropowa ciecz, funkcje
g(z)(ql,qz,wl,wz) zastgpi¢ mozna funkcjg g(z)(r, ®,0,a,5,y), gdzie r oznacza odleglosé¢
miedzy czastkami, @ oraz 0 sg wspotrzednymi katowymi, ktore niosg informacj¢ o wzajemnym
potozeniu $rodkow mas czasteczek w sferycznym ukladzie wspdtrzednych, natomiast
a, B 1y opisujg orientacj¢ czasteczki otaczajacej wzgledem czastki centralne;.

Aby wyznaczy¢ wspolrzgdne pary czasteczek wody w  sferycznym uktadzie
wspotrzednych, czasteczkom tym przypisuje si¢c wewnetrzny uktad wspotrzednych. Poczatek tego
uktadu znajduje si¢ w srodku masy danej czasteczki, kierunki osi sa natomiast zbiezne z kierunkami
glownych osi tensora bezwladnosci — osiom OX i OZ przypisuje si¢ odpowiednio wartosci

najmniejszg 1 najwicksza gldwnego momentu bezwladnosci czasteczki wody (Rys. 4.1).

Rys. 4.1. Schematyczny rysunek obrazujacy potozenie wewngtrznego uktadu wspoirzednych
wzgledem czasteczki wody

Dwuczastkowg funkcje korelacji g® (1, 9,6, a, B,y) mozna przedstawi¢ w postaci

iloczynu trzech cztonow:

9P, 0,6,a,8,y) = g2 r) * gconf((p,6‘|r) * gm(a B,yIr, o,0) (4.29)

gdzie gtm(r) ggzlf(go, o|r), ggi)t(a, B,vIr, @, 08) stanowia odpowiednio czynniki translacyjny,

konfiguracyjny i orientacyjny dwuczastkowej funkcji korelacji. Czynnik translacyjny odpowiada
funkcji rozktadu radialnego, jest wigc miarg prawdopodobienstwa znalezienia czgsteczki w pewne;j

odlegtosci (1) od czgsteczki centralnej, w porownaniu do sytuacji, gdy nie ma korelacji miedzy
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potozeniami czasteczek. Czynnik konfiguracyjny opisuje stosunek prawdopodobienstwa
znalezienia czasteczki w kierunku wyznaczonym przez katy ¢ oraz 8 w analizowanym uktadzie do
prawdopodobienstwa znalezienia czastki znajdujacej si¢ w tym samym obszarze, ale gdy brak jest
korelacji migdzy potozeniami czasteczek opisywanymi za pomoca katow ¢ oraz 6. Ostatni
z czynnikdw, czynnik orientacyjny, odpowiada stosunkowi prawdopodobienstwa znalezienia
czasteczki charakteryzujacej si¢ okreslong orientacja wzgledem czgsteczki centralnej do
prawdopodobienstwa znalezienia czgstki o tej samej orientacji, w sytuacji, gdy wszystkie orientacje
sg jednakowo prawdopodobne.

Korzystajgc z zaleznosci wigzgcej dwuczastkowy wktad do entropii z dwuczgstkowymi
funkcjami korelacji mozna wyznaczy¢ réwnania opisujgce wklady translacyjny, konfiguracyjny

oraz orientacyjny do dwuczgstkowego wktadu do entropii nadmiarowej'*

kg N?

st == [ [0 (60 = gawr) + 1] 4mrear 30
k

Dy =~ [ 1620+ 9%y vl n (92 1) (431)

k
552 2’? .QVJ [gtrzl(r) gconf(vlr) *gort(a)lr v)In (gort(a)lr v))] rldrvdew  (432)

gdziev = (¢,0), w = (a,B,v), dv = sinBdedb, dw = sinadadfdy.
Zdefiniowane powyzej zalezno$ci postuzy¢é moga do zdefiniowania parametrow
charakteryzujacych strukture wody.

Warto$é¢ dwuczastkowego wktadu do nadmiarowej entropii (s(?)) zmienia si¢ najszybciej
dla niewielkich odlegtosci od czastki centralnej (). Po przekroczeniu pewnej odleglosci granicznej
(T¢yt) uporzadkowanie strukturalne cieczy zanika, a w zwigzku z tym mozna zalozy¢, ze wartosci
s®@ nie ulegaja dalszym zmianom. W przypadku ciekltej wody graniczng odleglo$é stanowi
Tewe = 0,58 nm'¥, co odpowiada zasiegowi drugiej warstwy solwatacyjnej czasteczki centralnej.

W przeprowadzonych w ramach tej pracy obliczeniach, warto$¢ dwuczgstkowego wktadu
do entropii nadmiarowej wyznaczana byla z uwzglednieniem czasteczek znajdujgcych sig
w odlegtosci do 0,58 nm od czasteczki centralnej. Uzyskane w ten sposob wielko$ci sa w dalszej
czgSci pracy okreSlane mianem parametrow uporzadkowania i oznaczane symbolami Sirq, Sconf
1Sore-

Jak pokazano'®, parametry charakteryzujgce uporzadkowanie konfiguracyjne
i orientacyjne cieklej wody symulowanej w roznych temperaturach sg od siebie liniowo zalezne.
W zwigzku z tym zaproponowano stosowanie parametru Sconf jako uproszczonej miary
catkowitego uporzadkowania strukturalnego (konfiguracyjnego i orientacyjnego)'®. Uzyskane
dotychczas rezultaty pokazaty przydatnos$¢ tak zdefiniowanych parametrow w opisie struktury

wody solwatacyjnej bialek przeciwdziatajacych zamarzaniu®-'4,
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4.1.5. Koncepcja map uporzadkowania

Wygodnym narzgdziem pozwalajacym na obserwacj¢ zmian strukturalnych
zachodzacych w cieczach na skutek dzialania réznych czynnikéw sa mapy uporzadkowania.
Pozwalajg one przedstawi¢ uporzadkowanie czgstek w uktadzie w postaci punktu na ptaszczyznie
— jedna ze wspotrzednych opisuje uporzadkowanie translacyjne (zalezne od odlegtosci migdzy
czastkami), a druga uporzadkowanie orientacyjne (charakteryzujace wzajemna orientacj¢ czgstek).
W literaturze mozna znalez¢ przyklady, w ktorych do konstrukcji map uporzadkowania
wykorzystywane byty rézne parametry uporzadkowania!s1-134,

W niniejszej pracy mapy uporzadkowania sporzadzane byly z wykorzystaniem
parametréw uporzadkowania opartych na opisanym powyzej podziale dwuczastkowego wktadu do
entropii na dwie skladowe: translacyjng i konfiguracyjng (Strq 1 Scons). Metoda ta byla juz

wezesniej z powodzeniem stosowana do badania uporzadkowania wody solwatacyjnej biatek®-142,

4.1.6. Funkcja rozktadu radialnego

Funkcja rozktadu radialnego opisuje wzgledne prawdopodobienstwo znalezienia czgstki
w odlegtoséci r od czastki centralnej, w odniesieniu do sytuacji, gdy brak jest korelacji migdzy
polozeniami czgstek w ukladzie. Jak pokazano wczesniej, funkcja ta wywodzi si¢ z koncepcji
dwuczastkowych wktadoéw do entropii i stanowi cz¢$¢ dwuczastkowej funkcji korelacji zalezng
jedynie od odlegtosci (gﬁf; ).

Funkcje rozktadu radialnego wyznaczy¢ mozna korzystajac z nastepujacej zaleznosci:

g(r) = 2. O (4.33)

) “4mridr
gdzie symbolem p oznaczona zostata ggstos¢ liczbowa czastek w uktadzie, natomiast dN (r) jest
liczbg czastek znajdujacych si¢ w obszarze ograniczonym dwoma sferami zlokalizowanymi
w odleglosciach r oraz r + dr od punktu odniesienia (czastki centralnej).
Z punktu widzenia badan nad struktura wody solwatacyjnej biatka, czyli uktadu wysoce
anizotropowego, bardziej przydatnym narz¢dziem bedzie zmodyfikowana posta¢ zdefiniowanej

142 Zamiast pyta¢ o liczbe czasteczek wody znajdujacych sic w pewnym przedziale

powyzej funkcji
odlegtosci od punktu odniesienia, mozna zapytac¢ o liczbe czasteczek znajdujgcych si¢ w zadanym
przedziale odlegtosci od pewnej powierzchni (np. czgsteczki biatka lub krysztatu lodu). W praktyce,
zliczana byla liczba czasteczek wody zawartych w warstwie solwatacyjnej, ktorych odleglosé od
najblizszego atomu lezacego na rozwazanej powierzchni zawierata si¢ w przedziale od r do

r + dr. Stosujac takie postepowanie, wyznaczone zostaty zmiany liczby czasteczek wody w funkcji

odlegtosci od powierzchni, zarowno dla rzeczywistej warstwy solwatacyjnej (ns,:,(7)), jak
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rowniez dla warstwy solwatacyjnej o tym samym ksztalcie i rozmiarze, ale wypetionej woda
niezaburzong obecnoscia biatka i lodu (1, (), szczegdly dotyczace procedury przygotowania
takiej warstwy solwatacyjnej opisane zostalty w Rozdziale 4.3). Nastepnie, zdefiniowana zostala

funkcja rozktadu ggstosci w postaci:

— Nsoly (T) (4.34)

g()
Npuik(r)

4.2. Parametry empiryczne charakteryzujace struktur¢ wody

4.2.1. Wlasciwosci wigzan wodorowych oraz zdefiniowane na ich

podstawie parametry strukturalne

Czasteczki wody posiadaja zdolnos¢ do wigzania si¢ ze soba, przy czym wigzanie to
charakteryzuje si¢ silnymi wlasciwosciami kierunkowymi. Jest to cecha, ktora odréznia wode od
innych, prostych cieczy, takich jak np. stopione metale i jednoczesnie odpowiada za wiele
charakterystycznych wlasciwosci wody. W dalszej cze$ci niniejszego rozdzialu oméwione zostang
zagadnienia zwigzane z definicjg wigzania wodorowego, a takze sposoby wykorzystania tej

definicji w celu scharakteryzowania struktury wody.

A. Definicja wigzania wodorowego

W najbardziej ogoélnym ujeciu wigzanie wodorowe zdefiniowaé mozna jako
przyciagajace oddzialywanie wystepujace migdzy atomem wodoru polgczonym wigzaniem
kowalencyjnym z atomem o wyzszej elektroujemnosci oraz atomem (bedacym czeScig tej samem
badz innej czasteczki) charakteryzujacym si¢ wysoka gestoscia elektronowa'>. Istnienie takiego
oddziatywania warunkowane jest nie tylko charakterem oddziatujacych czasteczek (lub ich
fragmentow), ale rowniez ich wzajemnym potozeniem i orientacjq.

Kryteria stosowane w celu stwierdzenia istnienia wigzania wodorowego podzieli¢ mozna
na dwie kategorie: kryteria energetyczne oraz kryteria geometryczne. Definicje wigzania
wodorowego konstruowane s na ich podstawie poprzez wprowadzenie pewnych warto$ci
granicznych oraz przyjecie zalozenia, ze przekroczenie tych wartos$ci skutkuje zerwaniem wigzania
wodorowego. Ponizej zaprezentowane zostaly najczgsciej spotykane w literaturze definicje
wigzania wodorowego, stosowane w odniesieniu do wody.

Zgodnie z energetyczng definicja wigzania wodorowego, wigzanie tworzy si¢ migdzy
czasteczkami, jesli energia ich wzajemnego oddzialywania jest mniejsza niz pewna warto$¢
graniczna E,,;'>°. Warto$¢ graniczng wyznacza si¢ w oparciu o rozklad energii oddziatywan par

czasteczek danego typu. Rozktad ten charakteryzuje si¢ obecnoscig dwoch maksimow, z ktorych
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jedno zlokalizowane jest w okolicy zera i odpowiada stabym oddzialywaniom przyciagajacym
i odpychajacym, natomiast drugie zawiera w sobie oddzialywania o nizszej energii, w ktorych
zawierajg si¢ m.in. wigzania wodorowe. Maksima te oddzielone sg od siebie minimum, ktérego
potozenie wyznacza warto$¢ graniczng E ;.

Definicje geometryczne wigzania wodorowego oparte sa na kryteriach odlegtosciowych
lub kryteriach katowo-odlegtosciowych. W pierwszym z tych przypadkéw pod uwage brana moze
by¢ odleglosé tlen-tlen Iub tlen-wodor sgsiadujgcych ze sobg czasteczek wody!*156. Wartos¢
graniczng tych dwoch wielkosci wyznacza potozenie minimum funkcji rozktadu radialnego
odpowiednio tlen-tlen lub tlen-wodoér. Tq prosta definicj¢ mozna rozszerzy¢ wprowadzajac
dodatkowy warunek, okreslajacy granicza wielko$¢ kata opisujacego wzajemna orientacje
sgsiadujgcych ze sobg czgsteczek wody, dla ktorej zaktada si¢ istnienie wigzania wodorowego!>”:1%8,
Dwa katy stosowane w tym celu najczesciej to katy ayp 1 By — ich definicje, w sposdb graficzny,
przedstawione zostaty na Rys. 4.2. W poroéwnaniu do definicji opartych jedynie na odlegtosci
miedzy atomami sgsiadujgcych ze sobg czasteczek wody, definicje typu odlegto$c-kat uwzgledniaja

kierunkowos¢ wigzan wodorowych.

Bra

aH C*(/ /
l”‘

Rys. 4.2. Schematyczny rysunek przedstawiajacy definicje katow ayp 1 Byg

Zmodyfikowana wersja geometrycznej definicji wigzania wodorowego zaproponowana
zostala przez Werneta i in.'*® W celu stwierdzenia obecnosci wigzania wodorowego autorzy
zastosowali funkcje wigzgca maksymalng odleglo$¢ dzielaca atomy tlenu czasteczek wody (190)
z wielkoscig kata S5 — postaé tej funkcji przedstawiona zostala ponize;j:

Too < —0,000044825 + 0,33 [nm]'* (4.35)

Przewage przestawionej powyzej definicji wigzania wodorowego nad standardowsg
definicja typu odleglosc-kat zaobserwowac mozna analizujgc wykres zalezno$ci potencjatu srednie;j

sity dla par czasteczek wody od odlegtosci 1 oraz wielkosci kata By (Rys. 4.3)'%.
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Rys. 4.3. Wykres konturowy funkcji W(R,B) = —kgTIlng(R,B) (w jednostkach kzT), gdzie
g(R, B) jest stosunkiem liczby atomoéw tlenu zlokalizowanych w odlegtosci od R do R + dR od
atomu tlenu centralnej czasteczki wody przy zatozeniu, ze wielko$¢ kata § miesci si¢ w zakresie
od f do B+ df oraz liczby atoméw tlenu, ktore bytyby obecne w danym przedziale, gdyby
czasteczki wody ze soba nie oddziatywaty. Linig kropkowang zaznaczony zostat zakres istnienia
wigzania wodorowego okreslony za pomocg definicji podanej przez Luzara i Chandlera'®’,
natomiast linia przerywang zakres istnienia wigzania wodorowego opisany z wykorzystaniem
definicji zaproponowanej przez Werneta i in.!*° (w temperaturze 300 K, dla wody SPC/E). Biatym
punktem oznaczone zostalo potozenie globalnego minimum funkcji W(R,B). Czarna linia,
odpowiadajagca wartoSciom rownym 1,23 kgT, przechodzi przez punkty siodlowe i zostata
wskazana przez Kumara i in.'? jako dobra granica zakresu istnienia wigzania wodorowego
w wodzie — wykres zostal zaczerpnigty wlasnie z tej pracy

Na wykresie czarng ciagly linig biegngca wokot minimum zaznaczono granice migdzy
stanem zwigzanym 1 niezwigzanym pary czasteczek wody, wyznaczong z zastosowaniem
potencjatu $redniej sity. Z kolei liniami kropkowana i przerywang zaznaczono granice wyznaczone
odpowiednio na podstawie standardowej definicji typu odlegto$é-kat oraz definicji
zaproponowanej przez Werneta i in. Jak wida¢, lepsze dopasowanie do zakresu istnienia wigzania
wodorowego wyznaczonego na podstawie potencjatu sredniej sity zapewnia definicja Werneta i in.
— z tego tez wzgledu definicja stosowana w ramach tej pracy jest ta wlasnie definicja wigzania
wodorowego. Ponadto zdecydowalam si¢ rowniez na rozszerzenie geometrycznej definicji
wigzania wodorowego o dodatkowy warunek, ktory zapewnia, ze calkowita energia oddziatywania
(suma energii oddziatywan elektrostatycznych i Lennarda — Jonesa) mi¢dzy dwiema czgsteczkami

wody jest ujemna.

B. Geometria ukladu dwoch czasteczek wody polaczonych wiazaniem
wodorowym

Dwie z wielkosci stosowanych do opisu geometrii uktadu sktadajacego si¢ z dwoch,

potaczonych wigzaniem wodorowym, czasteczek wody — ayp 1 Byp — zostaly wspomniane

powyzej, przy okazji omawiania definicji wigzania wodorowego (Rys. 4.2). Innym narzgdziem

pozwalajacym na dokonanie analizy wzajemnej orientacji czasteczek wody zwigzanych wigzaniem
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wodorowym jest kat dwuscienny ¢yp. Jest to kat zawarty miedzy dwiema przecinajgcymi si¢
ptaszczyznami, z ktorych kazda zawiera dwa wektory: 00 (wektor taczacy atomy tlenu dwoch

czasteczek wody zwigzanych wigzaniem wodorowym) oraz 0D (ktory lezy na dwusciennej kata

H-O-H czasteczki wody). Definicja kata ¢pp przedstawiona zostata w sposdb graficzny

na Rys. 4.4.

Rys. 4.4. Schematyczny rysunek przedstawiajacy definicj¢ kata dwusciennego ¢y p

C. Inne parametry opisujace strukture wody i zdefiniowane z uzyciem koncepcji

wigazania wodorowego

Stosowanie parametréw opisujgcych geometri¢ pojedynczych wigzan wodorowych nie
jest wystarczajace dla scharakteryzowania struktury wody. Jak wspomniatam wcze$niej, wigzania
wodorowe charakteryzujg si¢ silng kierunkowoscig i to wtasnie przestrzenne rozmieszczenie tych
wigzan wokot czasteczek wody stanowi¢ bedzie punkt wyjscia do analizy struktury wody.

W  zwigzku z powyzszym celowe wydaje si¢ wprowadzenie parametrow
odzwierciedlajacych przestrzenne rozmieszczenie wigzan wodorowych wokot czasteczek. Jednym
z takich parametrow jest rozktad katow 6. Kat 8 zdefiniowany jest jako kat zawarty miedzy
wektorami tgczgcymi atom tlenu czgsteczki centralnej z atomami tlenu sgsiednich (zwigzanych

wigzaniami wodorowymi z czasteczkg centralng) czasteczek wody (Rys. 4.5).

Rys. 4.5. Schematyczny rysunek przedstawiajacy definicj¢ kata 6
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W wodzie charakteryzujgcej si¢ wysokim stopniem uporzadkowania, populacja
katow 6 o wielkosci bliskiej 109° jest wigksza niz w przypadku wody o mniej uporzadkowane;j
strukturze.

Innym parametrem uporzadkowania wykorzystywanym do opisu struktury wody jest
parametr {. W tym przypadku analizie poddawana jest odleglo$¢ miedzy pierwsza i drugg warstwa
solwatacyjng poszczegélnych czasteczek wody w analizowanym obszarze przestrzeni.

Parametr { zaproponowany zostal przez Russo i Tanake'®

jako narzedzie pozwalajagce na
oszacowanie zawartosci w wodzie wysokoobjetosciowych, uporzadkowanych struktur, ktorych
istnienie (W otoczeniu wystepujacych w znacznym nadmiarze nieuporzadkowanych czasteczek
wody) zostato zaproponowane przez tych samych autorow.

Zgodnie z definicjg, parametr uporzadkowania { wyznacza si¢ poprzez znalezienie
roznicy miedzy odlegloscia czasteczki wody najdalej potozonej od czasteczki centralnej
i jednoczesnie zwigzanej z nig wigzaniem wodorowym oraz odlegloscia czasteczki wody bedacej
najblizszym niezwigzanym wigzaniem wodorowym sgsiadem czasteczki centralnej od czasteczki
centralnej. W wodzie o uporzadkowanej strukturze odlegto$¢ migdzy pierwsza i druga warstwa

solwatacyjng jest wicksza niz w wodzie charakteryzujgcej si¢ mniejszym uporzadkowaniem. Na

podstawie rozktadu parametru { mozna wigc wnioskowac o stopniu uporzadkowania wody.

4.2.2. Pozostate parametry wykorzystywane do opisu struktury wody

A. Wskaznik lokalnej struktury (LSI)

Podobnie jak funkcja rozktadu gestosci, wskaznik lokalnej struktury!¢!-162 (LSI, ang. local
Structure index) jest miarg niejednorodnos$ci rozktadu czastek wokot czastki centralnej. Do opisu
lokalnej struktury wody wykorzystywane sa w tym przypadku odleglosci migdzy centralng
czasteczka wody ijej najblizszymi sgsiadami (a doktadniej migdzy atomami tlenu tych czasteczek).

Definicj¢ parametru LSI przedstawia wzor (4.36):

v -
LSI = ZJZ:l(A(]) _ k)2 (4.36)

gdzie:
n — liczba czasteczek wody znajdujacych si¢ w odlegtosci do 0,37 nm od czasteczki
centralnej; czasteczki te uporzadkowane sg wedlug wzrastajgcej odleglosci

od czgsteczki centralnej (1 <1, <13 <+ <715 <+ <1y < Tyyyq),

N

— odleglo$¢ migdzy czasteczka centralng i j-ta czasteczka wody sasiadujgca

z czgsteczkg centralna,
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A(j) - roznica migedzy odlegtosciami dwoch kolejnych czasteczek wody od czasteczki
centralnej; A(j) = 1j41 — 17,

A — $rednia roznica migdzy odleglosciami dwodch kolejnych czasteczek wody od
czasteczki centralnej; A = % Z}Ll A()).

Mate wartosci wskaznika lokalnej struktury wskazuja na rownomierne (pod wzgledem
odlegtosci od czasteczki centralnej) rozmieszczenie czgsteczek wody wokot czasteczki centralne;.
Pojawianie si¢ w wodzie struktur o stosunkowo duzym stopniu uporzadkowania (wysokiej
tetraedrycznos$ci) prowadzi do wyraznego rozdzielenia pierwszej i drugiej warstwy solwatacyjne;j

centralnej czasteczki wody, co prowadzi do zwigkszania si¢ warto$ci parametru LSI.

B. Srednia energia oddzialywania czasteczek wody z najblizszym otoczeniem

Jednym ze sposobdw na monitorowanie zmian strukturalnych zachodzacych w wodzie
jest $ledzenie zmian $redniej energii oddziatywania czgsteczek wody z ich najblizszym otoczeniem.
W ramach prowadzonych badan, energia ta zostala oszacowana na podstawie catkowitej energii
oddzialywan (sumy oddziatywan elektrostatycznych 1 Lennarda-Jonesa) poszczegolnych
czasteczek wody znajdujacych si¢ w analizowanym obszarze przestrzeni z atomami, ktore
zlokalizowane byty w odleglosci do 1,0 nm od tych czgsteczek. Energia oddziatywan wyznaczona
dla czasteczek znajdujacych si¢ w warstwie solwatacyjnej biatka rozdzielona zostatla na dwie
sktadowe — energi¢ oddzialywan czgsteczek wody z otaczajaca woda (Eyy,) oraz energi¢
oddzialywan czasteczek wody z powierzchnig biatka (Epy,). W sposob analogiczny
przeprowadzone zostaly rowniez obliczenia dla wody solwatacyjnej krysztatu lodu, z ta r6znica, ze
na catkowitg energi¢ oddziatywan sktadaty si¢ w tym przypadku oddziatywan woda-woda (Ey, )
oraz woda-16d (Ejy ). Znalezione wielkos$ci, odpowiadajace poszczegdlnym czasteczkom wody,

postuzyly nastgpnie do wyznaczenia odpowiednich wartosci srednich.

C. Srednia entropia czasteczki wody

Jak wspomniatam wczesniej, wyznaczenie entropii uktadu w sposob Scisty jest bardzo
kosztowne obliczeniowo. Celowym wydaje si¢ wigc poszukiwanie takich metod, ktére umozliwia
szacowanie entropii w sposob uproszczony. Jedno z podejs¢, ktore opracowane zostato z mysla

163165 _ metoda ta

0 wyznaczaniu entropii cieczy, zaproponowane zostalo przez Lin i in.
wykorzystana zostala w badaniach prowadzonych w ramach tej pracy. Ponizej zaprezentowane
zostaly jej gtéwne zatozenia.

Na gruncie termodynamiki statystycznej, entropi¢ ukladu wyrazi¢ mozna

z wykorzystaniem sumy statystycznej (Q), jako:

din
S = kglnQ + kgT aTQ (4.37)
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W ramach przyblizenia harmonicznego, mody normalne drgan w uktadzie opisane mogg zostac za
pomocg zbioru 3N oscylatoréw harmonicznych, co w konsekwencji pozwala na wyrazenie sumy
statystycznej  w postaci sum statystycznych q;, odpowiadajacych poszczegélnym modom
normalnym. Zaktadajac, ze wszystkie drgania w ukladzie sg niezaleznymi drganiami

harmonicznymi, sume statystyczng wyznaczy¢ mozna na podstawie zaleznosci (4.38):

InQ = f DoS(v) W(v)dv (4.38)
0

gdzie DoS(v) oznacza funkcje gestosci standw (ang. density of states function), natomiast W (v)
jest odpowiednig funkcja wazaca.

Metoda wyznaczania entropii cieczy zaproponowana przez Lina i in. oparta zostata na
obserwacji, ze funkcje gestosci stanow dla fazy ciektej uzyska¢ mozna w wyniku ztozenia funkcji

odpowiadajacych stanom stalemu i gazowemu:

DOSciecz(U) = Dosgaz(v) + DoS¢ state (V) (4.39)

Model ten autorzy nazwali termodynamicznym modelem dwufazowym (ang. two-phase
thermodynamic model).

Funkcje gestosci stanow wyznaczy¢ mozna na podstawie funkcji autokorelacji predkosci

(C(®):

T
2 ,
DOS(v) =TT lim f C(t) e~ ™tdt (4.40)
=T

W przypadku cieczy, ktorych czasteczki sktadajg si¢ z wielu atomow, catkowitg funkcje gestosci
stanow mozna roztozy¢ na sume¢ wktadow translacyjnego (DoS;,,(v)), rotacyjnego (DoS,,:(v))
oraz zwigzanego z wewnetrznymi drganiami czasteczek (DoS,;p(v)). Wkiad translacyjny
wyznaczany jest na podstawie predkosci srodkéw mas wszystkich czasteczek w uktadzie, natomiast
wklad rotacyjny — na podstawie ich predkosci katowych. Wktady te wyznaczane sg na podstawie

zaleznosci (4.40) i odpowiednich funkcji autokorelacji predkosci:

Nt Npot

1
WO =g, 2, M) v(©)] (441

j=1 i=1

W powyzszym rownaniu symbolami N; i N,,,; zostaly oznaczone odpowiednio liczba zbadanych
przedziatow czasowych o dlugosci t oraz liczba czasteczek wody z obszarze poddawanym analizie,
natomiast wektory v;(0) i v;(t) sa predkosciami czasteczek w czasie t = 0 oraz po uptywie czasu
t. W przypadku funkcji autokorelacji predkosci translacyjnej, wektory te opisuja predkosci

translacyjne $rodkow mas czasteczek, natomiast w przypadku funkcji autokorelacji predkosci

rotacyjnej — predkosci rotacji katowej wokot srodkéw mas.
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Scatkowanie funkcji DoSiq(v) lub DoS,,:(v) dla czestotliwosci w  zakresie
od 0 do o prowadzi do uzyskania catkowitej liczby stopni swobody uktadu — 3N,,,,;. Jedna czgsé
tej wielkosci— f - 3N —pochodzi od wktadu opisywanego funkcjg gestosci stanow dla ciata stalego
(DoS¢ state(V)), podczas gdy druga czes¢ — (1 — f) - 3N —od wktadu opisywanego funkcja gestosci
standw dla gazu (DoSgq,(v)). Czynnik f wystepujacy w tych zaleznoSciach zostal przez
Lin i in.'%"1%5 nazwany czynnikiem ptynnosci (ang. fluidicity factor).

Wkiad DoSgq,(v) do funkcji gestosci standw (translacyjnej lub orientacyjnej),
wyznaczy¢ mozna jako funkcje rozktadu gestosci ptynu opisanego z wykorzystaniem modelu

twardych sfer:

DoS,

W (4.42)

Do0Syq, (V) =

gdzie DoS,, jest rowne wartoSci translacyjnej funkcji gestosci stanéw dla v = 0.
Czynnik ptynno$ci f okresla, jaka cze$¢ funkcji gestosci stanow odpowiadajacej fazie
cieklej opisana jest funkcjami DoSgq,(v) oraz DoSc siqre (V). Z tego tez wzgledu, wielkos¢ ta

spelnia¢ musi dwa warunki:

1) jesli temperatura ukladu jest wysoka i/lub jego gesto$¢ jest niska, uktad powinien
wykazywaé cechy gazu opisanego modelem twardych kul — w takiej sytuacji
czynnik f przyjmowac powinien warto$¢ 1;

2) jesli gestos¢ ukladu jest wysoka, a uklad znajduje si¢ w stanie stalym, czynnik

f przyjmowac powinien wartosc 0.

W zwiazku z powyzszym, Lin i in. zaproponowali, aby parametr f zdefiniowaé w oparciu

o wspotczynniki dyfuzji:

f=2 (4.43)
Dy
gdzie D jest wspoélczynnikiem dyfuzji uktadu, natomiast D, — wspotczynnikiem dyfuz;ji
wyznaczonym dla gazu pod zerowym cisnieniem.
Stosujac powyzsze zalozenia, wyznaczy¢ mozna odpowiednie funkcje ggstosci stanow,

a nastg¢pnie catkowitg entropi¢ uktadu, jako sume wktadow translacyjnego i rotacyjnego.

4.3. Anizotropia warstwy solwatacyjnej
Wiele z dostgpnych parametréw wykorzystywanych do opisu struktury wody zawodzi,

gdy rozwazania dotycza warstwy solwatacyjnej makromolekul. Parametry te charakteryzuja

otoczenie poszczegdlnych czasteczek wody, w ktorego sktad wchodza — w przypadku czystej wody
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— sasiadujace czasteczki wody, rozmieszczone w, $rednio rzec biorac, rownomierny sposob wokot
czasteczki centralnej. Mozna sobie tatwo wyobraziC, ze pozbawienie czasteczek wody czesci ich
warstw solwatacyjnych (na przyktad w wyniku obecnosci czasteczki substancji rozpuszczonej
o duzym rozmiarze) bedzie prowadzi¢ do zmiany warto$ci parametréw opisujacych strukture wody.
Na przyklad pojecie tetraedrycznosci, ktore definiowane jest w odniesieniu do czterech,
zlokalizowanych najblizej czgsteczki centralnej, czasteczek wody, traci swoj sens dla czgsteczki
wody znajdujacej si¢ w bezposrednim sagsiedztwie powierzchni biatka.

Zgodnie z przedstawiong powyzej argumentacjg, analizujac roznice (opisane za pomoca
parametréw strukturalnych) migdzy strukturg wody niezaburzonej obecnoscig substancji
rozpuszczonych oraz strukturg wody solwatacyjnej biatka, uzyskuje si¢ wynik, na ktory sktadajg
si¢ dwa odmienne efekty. Pierwszy z nich to zmiana struktury wody wynikajaca z obecnos$ci
czgsteczki biatka. Drugi natomiast jest efektem ,,geometrycznym”, pojawiajacym si¢ w wyniku
przejscia od uktadu izotropowego, jakim jest czysta woda, do uktadu anizotropowego, w ktorym
pewien obszar staje si¢ niedostepny dla czasteczek wody z powodu obecnosci czasteczki biatka.
W zwigzku z tym pojawia si¢ pytanie, w jaki sposob mozna oddzieli¢ od siebie te dwa efekty, aby
uzyska¢ informacje¢ na temat wptywu obecnosci czasteczki biatka na strukture sasiadujacej z nim
wody.

Niezaleznie od zastosowanej definicji, warstwa solwatacyjna biatka charakteryzuje si¢
pewnym ksztattem i rozmiarem. Jak zostato to juz wspomniane wczesniej, niektore z czasteczek
wody znajdujacych si¢ w tym obszarze sgsiaduja bezposrednio z powierzchnig biatka, co sprawia,
ze ich otoczenie staje si¢ anizotropowe. W efekcie, wielkosci charakteryzujace strukture wody
przyjmowac¢ beda odmienne warto$ci niz w wodzie niezaburzonej obecnoscig biatka, ale
nickoniecznie bedzie to wynik zmian strukturalnych, jakie zaszly w wodzie na skutek obecnos$ci
czasteczki bialka.

Aby stwierdzi¢, w jakim stopniu efekt ,,wykluczonej objetosci” (wywotany obecnos$cig
czasteczki biatka) odpowiada za zmiany warto$ci parametréw strukturalnych, rozwazy¢é mozna
fikcyjny uktad, w ktorym czgsteczka biatka nie posiada zadnego wptywu na strukture sgsiadujace;
z nig wody. W takim przypadku woda solwatacyjna posiadataby strukturg czystej wody, a jedynym
czynnikiem majgcym wplyw na warto$ci parametroOw uporzadkowania bylaby asymetria
srodowiska. Dokonanie poréwnania migdzy taka — fikcyjng — oraz rzeczywistg warstwa
solwatacyjng biatka, pozwoliloby wiec na uchwycenie faktycznych zmian strukturalnych
zachodzacych w wodzie w obecnosci biatka.

W praktyce przedstawione powyzej rozumowanie mozna zastosowa¢ w nastgpujacy
sposob. Wokot czasteczki biatka (lub pewnej jej czesci) definiowany jest obszar stanowiacy jej
warstwe solwatacyjng. Nastgpnie, dla wszystkich czasteczek wody znajdujgcych si¢ w tym

obszarze, przeprowadzana jest analiza struktury wody, wykorzystujaca wybrane parametry
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strukturalne (X,,;,,). W kolejnym kroku czasteczka biatka zostaje przeniesiona do uktadu, w ktorym
symulacjom poddana zostata czysta (pozbawiona substancji rozpuszczonych) woda, o tej samej
temperaturze, w ktorej prowadzono symulacje biatka w wodzie. Czasteczki wody zajmujace t¢
samg przestrzen co przeniesiona do nowego uktadu czasteczka bialka sa usuwane. W efekcie
powstaje uktad, w ktorym czasteczka biatka otoczona jest wodg o strukturze niezaburzonej jego
obecnoscig. W nastepnym kroku dla czasteczki biatka znajdowany jest obszar odpowiadajacy
wielkoscig 1 ksztaltem rzeczywistej warstwie solwatacyjnej oraz analizowana jest
(z wykorzystaniem tych samych parametrow) struktura znajdujgcej si¢ w nim wody (Xp,,;x ). Ostatni
etap analizy polega na znalezieniu rdéznicy (AX) migdzy wielko$ciami parametrow strukturalnych
opisujacych struktur¢ wody wypeliajacej rzeczywistg oraz fikcyjng (wypelniong woda

niezaburzong obecno$cig biatka) warstwe solwatacyjng biatka:

AX = Xsorw — Xpuik (4.44)

Jak wspomniano powyzej, w wyniku przeniesienia czasteczki biatka do uktadu
zawierajacego jedynie wodg, niektore czasteczki wody musza zosta¢ usunigte, poniewaz zajmujg
te samg przestrzen co czasteczka biatka. W praktyce procedura polega na usunigciu tych czgsteczek
wody, ktorych srodki mas znajdujg si¢ w odlegtosci mniejszej od pewnej odlegtosci granicznej (d)
od ktoregokolwiek z atomoéw biatka. Mozna si¢ spodziewac, ze wybor wartosci dy bedzie mial
wplyw na ksztalt granicy migdzy powierzchnig biatka i jego wodg solwatacyjna, a co za tym idzie
rowniez na rezultaty uzyskiwane za pomoca przedstawionej procedury. Jak pokazano'®, dla d,
w zakresie 0,15 — 0,19 nm, wybdr konkretnej warto$ci nie ma jakosciowego wptywu na wyniki
prowadzonej analizy, niewielkim zmianom ulegajg jedynie warto$ci liczbowe. Jako optymalna
warto$¢ wskazano w tej pracy dy = 0,17 nm i wartos$¢ ta stosowana byta rowniez we wszystkich
badaniach przeprowadzonych w ramach tej pracy.

Przedstawiona powyzej procedura pozwala na dokonanie poréwnania migdzy
wlasciwosciami strukturalnymi wody solwatacyjnej bialka oraz wody niezaburzonej jego
obecnoscig. Najwazniejszg zaletg tej metody jest uniezaleznienie si¢ od efektow geometrycznych
(takich jak ksztalt i rozmiar warstwy solwatacyjnej) wpltywajacych na wartosci parametrow
strukturalnych stosowanych do opisu struktury wody, co pozwala na opisanie zmian strukturalnych

zachodzacych w wodzie na skutek obecnos$ci czasteczki biatka.

4.4. Sledzenie postepu procesu krzepniecia wody
W poprzednich rozdziatach opisane zostaly metody pozwalajace na uchwycenie zmian

strukturalnych zachodzacych w wodzie solwatacyjnej biatka CfAFP wraz z postgpem procesu

krzepnigcia wody na powierzchni znajdujacego si¢ w sasiedztwie krysztalu lodu. Analiza nie
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bytaby jednak kompletna bez narzedzi pozwalajacych na dokonanie ilo§ciowej oceny postepu
procesu krzepniecia.

W literaturze znalez¢ mozna wiele metod pozwalajacych na dokonanie rozrdéznienia
miedzy czasteczkami wody nalezacymi do faz cieklej i stalej. Zaproponowano na przyktad'?’, ze
za czg$¢ fazy statej mozna uzna¢ czasteczke wody, ktora sgsiaduje z czterema innymi czasteczkami
wody oddalonymi od czasteczki centralnej o mniej niz 0,34 nm i jest z nimi zwigzana wigzaniami
wodorowymi. Inna metoda® polega na monitorowaniu liczby wigzan wodorowych tworzacych si¢
z udzialem danej czasteczki wody w czasie 20 ps. Jesli $rednia liczba wigzan wodorowych
pozostaje w tym czasie wigksza niz 3,3, mozna zatozy¢, ze czasteczka ta nalezy do fazy statej.
Oprocz liczby wigzan wodorowych, mozna réwniez monitorowac¢ zmiany potozenia czgsteczki
wody w czasie”. Je§li zmiany polozenia w czasie 100 ps sg niewielkie, czasteczka stanowi cze$é
lodu. Inna metoda wykorzystuje natomiast parametry uporzgdkowania oparte na harmonikach
sferycznych, ktore stanowig rozwigzania rdzniczkowego rownania Laplace’a we wspolrzgdnych
sferycznych® 1718 Definicja tych parametrow uporzadkowania przedstawia si¢ nastgpujaco:

Np(D)

N 1
an® = 5o ]Z Vi (737) (4.45)

W powyzszym wzorze symbolem N, oznaczona zostala liczba sasiadow czasteczki centralne;j,
l jest liczbg naturalng (I = 0,1, 2, ...,n), natomiast m przyjmuje wartosci od - do [. Funkcje
oznaczone symbolem Y}, (7;;) to harmoniki sferyczne, podczas gdy r;; jest wektorem faczacym
czasteczke centralng (i) z czasteczka otaczajaca (j).

Forma tego parametru zaproponowana przez Steinhardta'®’

, w ktorej [ przyjmuje wartosci
4 lub 6, jest wykorzystywana najczgéciej. Zaletg stosowania parametrow Steinhardta do opisu
stopnia uporzadkowania wody jest mozliwos$¢ przypisania analizowanych czasteczek wody nie
tylko do fazy statej lub ciektej, ale rowniez do konkretnej struktury krystalograficznej lodu.
Niestety, uzyskiwane przy pomocy tej metody wyniki moga by¢ w niektorych przypadkach

niejednoznaczne.

4.4.1. Algorytm CHILL+

Parametry uporzadkowania staty si¢ podstawa bardziej zaawansowanej i dajacej lepsze

170 Zauwazono mianowicie, Ze

rezultaty metody, zaproponowanej przez Moore’a 1 in.
w przechlodzonej wodzie czasteczki wody maja tendencj¢ do uktadania si¢ wokot czasteczek
centralnych w sposob podobny do sposobu uporzadkowania czasteczek w lodzie, a wigc w narozach
tetraedru, co utrudnia dokonanie rozréznienia mie¢dzy faza stalg i ciekla z zastosowaniem

parametréw uporzadkowania. Zaproponowano wigc, aby w miejsce parametrow uporzadkowania
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zastosowac¢ wspotczynnik korelacji tych parametrow — postgpowanie takie pozwala na porownanie
zgodnosci migdzy stopniem uporzadkowania otoczenia wybranej czasteczki centralnej oraz
stopniem uporzadkowania otoczenia czasteczek sasiadujacych z czasteczka centralng. Na tej
podstawie, z duzg dozg pewnosci, mozna przypisac¢ dang czasteczke wody do fazy ciektej lub statej,
a jesli czasteczka okaze si¢ czgscig fazy stalej — mozna réwniez okresli¢ forme lodu, ktorej czesé
stanowi ta czgsteczka (heksagonalng, regularng lub ,,mi¢dzyfazows”, bedacg strukturg przejSciowa
miedzy lodem i cieklg wodg)!’.

Wspdlczynnik korelacji a, stanowigcy podstawe zaprezentowanej powyzej metody,

zdefiniowany jest w nastepujacy sposob:
Z£n=—l Gum (0) - QL*m )
1 1
(Z£n=—[ qlm(i) ' qikm (i))z ' (Zl =1 qlm(j) ' qgkm (]))2

gdzie symbolem gq;,, oznaczona zostala funkcja opisujaca lokalny parametr uporzadkowania,

a(i,j) = (4.46)

natomiast q;, jest funkcja sprz¢zong do funkcji q;,,,. W metodzie tej, nazwanej przez autorow
algorytmem CHILL, funkcj¢ q;,, wyznacza si¢ dla !l = 3. Analiz¢ rozpoczyna si¢ od znalezienia
warto$ci parametru a dla kazdej pary czasteczka centralna — czgsteczka otaczajgca w analizowanym
obszarze przestrzeni. Nastepnie, poszczegolne czasteczki wody przypisuje si¢ do odpowiedniej

170§ zaprezentowanych w formie

klasy na podstawie kryteriow podanych przez autoréw metody
schematu na Rys.4.6.

Wyjsciowy algorytm CHILL zostal z czasem zmodyfikowany!'’!, co pozwolito na
identyfikowanie z jego wykorzystaniem rowniez struktur klatratowych pojawiajacych si¢ w wodzie
—nowa wersja algorytmu (CHILL+) zostata zastosowana w mojej pracy jako metoda pozwalajgca

na rozroznienie czasteczek wody bedacych czescig fazy cieklej i statej.
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Rys.4.6: Schemat przedstawiajacy reguly wyboru, pozwalajace na przypisanie czasteczek wody do fazy stalej (16d heksagonalny,
regularny lub struktura ,,migdzyfazowa”) lub cieklej, na podstawie wartosci parametréw a wyznaczonych dla par czasteczka
centralna — czgsteczka otaczajaca.
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4.4.2. Parametr F)

Jak pokazano powyzej, istnieje kilka réznych metod pozwalajacych na okreslenie stanu
skupienia, w jakim znajdujg si¢ poszczegolne czasteczki wody. Sposrod nich na szczegdlng uwage
zastuguje algorytm CHILLA, ktory charakteryzuje si¢ wysoka skutecznoscig, jak rowniez pozwala
na rozroznianie réznych struktur krystalograficznych lodu. Niestety, metoda ta catkowicie zawodzi,
gdy woda w analizowanym obszarze sgsiaduje bezposrednio z czgsteczka biatka. Jednym
z pierwszych kryteriow, ktore brane sa pod uwagg w analizie z zastosowaniem algorytmu CHILL+
jest liczba czasteczek znajdujacych si¢ w otoczeniu czasteczki centralnej. Czasteczki znajdujace si¢
w poblizu powierzchni biatka nie posiadajg pelnej warstwy solwatacyjnej, jak ma to miejsce
w przypadku czystej wody — w takim przypadku wiele czasteczek jest automatycznie
klasyfikowanych jako ciekta woda, niezaleznie od faktycznego stanu skupienia. Idac dalej tym
tropem mozna zauwazy¢, ze rowniez czasteczki wody znajdujace si¢ w nieco wigkszej odleglosci
od powierzchni biatka mogg zostac¢ blednie przypisane do klas. W przypadku, gdy czasteczka wody
nie zostanie zidentyfikowana jako cz¢$¢ lodu o strukturze heksagonalnej badz regularne;,
analizowane jest dalsze otoczenie czasteczki centralnej (,,sgsiedzi sgsiadow”), co pozwala na
okreslenie, czy czasteczka ta jest cze$cig struktury ,,miedzyfazowej” lodu. Obecno$¢ biatka
w sgsiedztwie czasteczek wody nalezacych do pierwszej i drugiej warstwy solwatacyjnej czasteczki
centralnej moze wigc i tym razem powodowac btedne przypisanie czasteczki do fazy ciekte;j.

Parametrem, ktoéry w pewnym stopniu pozwala przezwycigzy¢ zaprezentowane powyzej
trudno$ci, jest parametr F,'7?. Rozroznienie czgsteczek wody nalezacych do fazy cieklej i stalej
dokonywane jest w tym przypadku na podstawie wielkosci katow torsyjnych H-O--O-H
powstajgcych miedzy parami czasteczek wody zwigzanych wigzaniami wodorowymi. Dla kazdej
czasteczki wody w analizowanym obszarze przestrzeni znajdowane sg wszystkie czasteczki wody,
z ktoérymi czgsteczka centralna tworzy wigzania wodorowe. Nastepnie wyznaczana jest warto$¢

parametru £, dla poszczegolnych czgsteczek wody zgodnie ze wzorem :

Fy (i) = 2j=1c0s 3¢()) (4.47)

n
gdzie symbolem ¢(j) oznaczona jest wielko$¢ kata torsyjnego zawartego migdzy czasteczkg
centralng (i) 1 czasteczka otaczajaca (j), a n jest liczbg czasteczek zwigzanych z czasteczka
centralng wigzaniami wodorowymi. W nastegpnym kroku wyznaczana jest warto$¢ Srednia
parametru F, dla czasteczek wody w analizowanym obszarze i to wlasnie ta warto$¢ stanowi
podstawe do okreslenia stanu skupienia wody — ciekta woda charakteryzuje si¢ wartoscig Fy

wynoszacg 0,011, natomiast warto$¢ -0,386 odpowiada strukturze heksagonalnej lodu'”.

172-174

Parametr F, zostal zaprojektowany z mysla o badaniach hydratow metanu , jednak

byl réwniez z powodzeniem stosowany do opisu struktury wody solwatacyjnej biatek z grupy
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przeciwdzialajgcych zamarzaniu®”-”. Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze — w odroznieniu od
algorytmu CHILL+ — parametr F, nie umozliwia przypisania stanu skupienia poszczegdlnym
czasteczkom w analizowanej warstwie wody, a raczej opisuje stan skupienia w calym obszarze

poddawanym analizie.

4.5. Odleglos¢ 1 orientacja czasteczki biatka CfAFP wzgledem
lodu

Struktura ciecktej, przechtodzonej wody, znajdujgcej si¢ w kontakcie z powierzchnig
krysztalu lodu, ulega w czasie cigglym zmianom. Zmiany te spowodowane sg oczywiscie
postgpujacym procesem krzepnigcia. Mozna si¢ spodziewac, ze gdy w poblizu powierzchni lodu
umieszczona zostanie czasteczka biatka CfAFP, to zmiany strukturalne zachodzace w (cieklej)
wodzie zlokalizowanej migdzy czasteczka biatka i lodem beda mogly stac si¢ przyczyna zmian
polozenia tej czasteczki wzgledem lodu. Efekt ten $ledzi¢ mozna poprzez wyznaczenie zmian
w czasie wzajemnych odleglosci oraz orientacji czasteczki biatka i lodu, co umozliwia dokonanie
oceny zakresu i kierunku zachodzacych w uktadzie zmian.

Jak wspomniatam wczesniej, granica miedzy powierzchnig krysztatu i ciekla wodg nie
jest dobrze zdefiniowana, z tego tez wzgledu stosowane powszechnie okreslenia takie jak
»powierzchnia lodu”, czy ,,adsorpcja na powierzchni lodu” s3 jedynie pewnym uproszczeniem
stanu rzeczywistego. W dalszej czgsci pracy pojecie ,,powierzchni lodu” stosowane bedzie przeze
mnie w odniesieniu do powierzchni krysztatow lodu, znajdujacych si¢ w analizowanych uktadach

symulacyjnych na poczatku symulacji.

4.5.1. Odlegltos¢ biatka CfAFP od powierzchni lodu

Odleglos¢ czasteczek biatka CfAFP od powierzchni lodu zostata zdefiniowana jako
$rednia odlegtos¢ wybranych atomow zlokalizowanych na powierzchni biatka od plaszczyzny
dopasowanej do potozen atomoéw tlenu czasteczek wody budujacych powierzchnig¢ krysztatu lodu.
W przypadku powierzchni aktywnej biatka, S$rednia odlegto$¢ wyznaczana zostata
z wykorzystaniem atoméw tlenu reszt treoniny zlokalizowanych w obrebie tej powierzchni
(Rys. 4.7, pomaranczowe sfery). Dla obszarow nieaktywnych wybranych zostato kilka atoméw
znajdujgcych si¢ na powierzchni biatka i lezacych (w przyblizeniu) na jednej ptaszczyznie

(Rys. 4.7, zielone i czarne sfery).
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Rys. 4.7. Atomy wybrane w celu wyznaczenia $redniej odleglosci powierzchni czasteczki biatka
CfAFP od powierzchni lodu. Kolorem pomarafnczowym zaznaczone zostaty atomy zlokalizowane
w obszarze powierzchni aktywnej, natomiast kolorem zielonym i czarnym — atomy lezace
w obszarach nieaktywnych bialka

4.5.2. Orientacja czasteczki biatka CfAFP wzgledem powierzchni lodu

Czasteczki biatka CfAFP mogg przyjmowac rozne orientacje wzgledem sieci
krystalicznej lodu. Jednym z etapow w procesie przygotowania ukladow symulacyjnych
zawierajacych krysztal lodu oraz czasteczki biatka byla krotka symulacja prowadzona
w temperaturze powyzej punktu krzepnigcia wody TIP4P/Ice, w trakcie ktorej czasteczki biatka nie
byly przytrzymywane. Celem takiego postepowania bylo uzyskanie uktadow, ktore rdznily si¢
miedzy sobg wzajemng orientacjg czasteczek biatka i lodu.

Sposob wzajemnego utozenia czgsteczki biatka i lodu, zdefiniowany jako rozmieszczenie
atomoOw tlenu reszt treoniny powierzchni aktywnej biatka CFAFP wzgledem potozen atomow tlenu
czasteczek wody budujagcych powierzchni¢ krysztalu lodu, tatwo jest zobrazowaé w formie
graficznej. Problem pojawia si¢, gdy liczba uktadow poddanych analizie jest stosunkowo duza
— liczba symulacji komputerowych przeprowadzonych w ukladach zawierajgcych krysztat lodu
iczasteczki biatka CfAFP (w ktorych czasteczki biatka nie byly przytrzymywane w trakcie
wlasciwych symulacji) wynosita sto dwadziescia, a w kazdym z tych ukladow znajdowatly si¢
cztery czasteczki biatka zwrocone powierzchnig aktywng w kierunku powierzchni lodu. Ponadto,
celowym wydaje si¢ prowadzenie analizy zmian wzajemnych orientacji czgsteczek biatka
wzgledem lodu w czasie. [lo§¢ danych do analizy byta wigc zbyt duza, aby mozliwe byto
przeprowadzenie analizy wizualnej. W zwigzku z tym zastosowane zostato alternatywne podejscie,
ktorego szczegoty przedstawione zostaly ponizej.

W pierwszym kroku potozenia atomoéw tlenu reszt treoniny powierzchni aktywnej biatka
CfAFP zrzutowane zostaly na plaszczyzne wyznaczong przez atomy tlenu czgsteczek wody
budujacych najbardziej zewnetrzng warstwe lodu (Rys. 4.8). Potozenia atomow tlenu znajdujgcych
si¢ na powierzchni lodu stanowily punkty odniesienia dla dalszej analizy. W kolejnym kroku
wyznaczone zostaly odchylenia polozen rzutow atoméw biatka na powierzchni¢ lodu od najblizej

lezacych punktéw odniesienia oraz odpowiadajgca im wartos¢ Srednia. Wielko$¢ tak wyznaczonego
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sredniego odchylenia niesie informacj¢ o zgodnos$ci potozen atoméw tlenu na powierzchni biatka

z potozeniami weztdw sieci krystalicznej znajdujacego si¢ w sasiedztwie lodu.

a)?ﬂgg
Q990 @

Rys. 4.8. Schematyczny rysunek obrazujacy sposoéb wyznaczania odchylen potozen rzutéw atomow
tlenu reszt treoniny powierzchni aktywnej biatka CfAFP na powierzchni¢ lodu (czerwone kule) od
punktéw odniesienia (atoméw tlenu czasteczek wody budujacych najbardziej zewnetrzng warstwe
krysztatu lodu, szare okregi), dla czasteczki biatka sgsiadujacej z a) ptaszczyzng podstawowa oraz
b) plaszczyzng pryzmatyczng (1010) lodu

4.6. Pomiar sity dziatajacej na czasteczke biatka

W poprzednim rozdziale opisane zostaty metody $ledzenia zmian potozenia biatka CfAFP
wzgledem powierzchni krysztatu lodu zwigzanych z postgpujacym procesem krzepnigcia wody.
Jesli odlegtos¢ biatka od powierzchni lodu faktycznie ulega zmianom w czasie, mozna zadaé
pytanie, jaka sita bedzie wywierana na to biatko przez narastajacy 10d, jesli mozliwos¢ zmiany
potozenia biatka zostanie ograniczona.

W celu znalezienia odpowiedzi na to pytanie przeprowadzone zostaly symulacje
komputerowe, w ktorych jeden z atomow zlokalizowanych na powierzchni czgsteczki biatka byt
w czasie trwania symulacji przytrzymywany w punkcie odniesienia, z wykorzystaniem potencjatu
harmonicznego. Pomiar sily dzialajacej na czasteczki bialka CfAFP zlokalizowane w pewnej
odleglosci od powierzchni lodu oraz zmiany tej sity w czasie przeprowadzony zostat

z wykorzystaniem metody zaproponowanej przez Hwanga i in.'”.

Metoda ta pozwala na
znalezienie gradientu energii swobodnej na podstawie zmian potozen czgstki w uktadzie, a tym

samym na wyznaczenie sity dziatajacej na t¢ czgstke zgodnie z rOwnaniem:
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F(#) = —VE (4.48)

gdzie F () oznacza sile dzialajaca na czgstke w potozeniu 7, natomiast VE jest gradientem energii
swobodne;.

W przypadku jednowymiarowym, energia swobodna czgstki w potozeniu x bgdzie rowna
E (x). Chcac znalez¢ gradient energii w punkcie odniesienia x, czastke nalezy przytrzymac w tym
potozeniu z wykorzystaniem potencjatu harmonicznego — calkowita energi¢ swobodng czastki

w polozeniu x (E;,; (%)) bedzie mozna w takim przypadku opisa¢ za pomocg rownania (4.49):

k
Etor(x) = E(x) +5 (x = x0)? (4.49)
gdzie k jest stalg sprezystosci. Wyrazenie na energi¢ swobodng czastki znajdujacej si¢ w potozeniu

x mozna rozwing¢ w wielomian Taylora drugiego rzedu:

_ 2
E(x) = E(xg) + (x — x¢) " E'(xo) + w CE" (%) (4.50)

Korzystajac z zaleznosci y = x — x, rOwnanie (4.49) mozna przedstawi¢ w postaci:

Epor(x) = E(xg) + E'(x0) "y +%(k +E"(x,)) - y? (4.51)

Srednie wartosci (y) i (y?) mozna wyznaczy¢ korzystajac z rownan (4.52) i (4.53):

f _Escot’(rx)

_Jy-e " dy 4.52
) = _Etot(x) ( )
Je kT dy
f ) —Et]?t,(rx)d

o JYy e "BLoay 4.53
<y )_ _Etor(x) ( )
Je kT dy
gdzie przyjeto, ze:
Fror) E'Go)yg (kB (xo)) (4.54)
e ksT ~ ¢ kgT

oraz kg oznacza stalg Boltzmanna, a T — temperature. Jako Ze rownanie (4.54) jest funkcja Gaussa,

rownania (4.52) i (4.53) mozna zatem rozwigza¢ analitycznie — ostatecznie rownania te przyjmuja

postac:
E'(x0) (4.55)
(y2) = kBT ~ B (x0) (4.56)
k+E"(xy)
Wykorzystujgc wyrazenie na wariancj¢ zmiennej y:
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kgT
2y _ (V2 — _ __"B (4.57)
<y ) <y) Uar(x xO) k + EII
oraz rownanie (4.55) mozna wyznaczy¢ postaé E'(x):
p . (x — xo) (4.58)
E'(xg) = —————<"kgT :

var(x — xq) .
Przeniesienie powyzszych rozwazan na przypadek trojwymiarowy prowadzi do
nastepujgcego roOwnania na i-ty sktadnik sity dzialajacej na czastke znajdujaca sie w potozeniu 7y:

kyT

B L (4.59)
var(ri—rm) (rz rOl)'I' X, ¥,z

—> a —>
Fi(ry) = %E(To) =
14

gdzie 75 = [xg, Vo, Zo] Oznacza polozenie referencyjne czastki, a 7 = [x,y,z] — jej aktualne
(w momencie analizy) potozenie.

W celu utatwienia interpretacji wynikow, kazdej z czasteczek biatka CFAFP w badanych
uktadach przypisywany zostat uktad wspdtrzednych zdefiniowany w taki sposob, aby o$ z byta
prostopadta do powierzchni krysztatu lodu, z ktorg sasiaduje dane biatko oraz aby o$§ skierowana
byta od powierzchni lodu w kierunku biatka. W efekcie uzyskane wartosci sity (a doktadniej jej
sktadowej prostopadiej do powierzchni lodu) stajg si¢ dodatnie, gdy sita dziatajaca na biatko jest
odpychajaca oraz ujemne, gdy sita jest przyciagajaca.
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Rezultaty 1 dyskusja

W poprzednich rozdzialach zaprezentowatam aktualny stan wiedzy dotyczacej
mechanizmu funkcjonowania biatek przeciwdziatajacych zamarzaniu, a takze pokazatam, ze jeden
z kluczowych elementow tego mechanizmu — proces wigzania si¢ bialek AFP z powierzchnig lodu
— wcigz nie zostal do konca wyjasniony.

Oddziatywania typu biatko — ligand sa w naturze spotykane na kazdym kroku. Lod nie
jest jednak typowym ligandem. Jego struktura jedynie w niewielkim stopniu ro6zni si¢ od struktury
przechtodzonej, cieklej wody, ktora — w warunkach funkcjonowania bialek AFP — wystepuje
w otoczeniu w ogromnym nadmiarze. Natychmiast nasuwa si¢ wigc pytanie, w jaki sposob
czasteczki biatka AFP sa w stanie rozpoznac¢ faze stalg? Kolejng kwestia, ktorg nalezy wzia¢ pod
uwagg jest fakt, ze granica mi¢gdzy lodem i ciekta woda nie jest ostra. W zwigzku z tym, okreslanie
procesu wigzania si¢ bialka z lodem mianem ,,adsorpcji na powierzchni lodu” moze by¢ mylgce
i nie oddawaé¢ w pelni istoty zachodzacego procesu.

Powyzsze argumenty pokazuja, ze aby w pelni opisa¢ i zrozumie¢ proces wigzania si¢
biatek przeciwdzialajacych zamarzaniu z lodem, niezbedne jest przeprowadzenie szczegdtowej
analizy dotyczacej procesdw zachodzacych w poblizu powierzchni lodu w warunkach
funkcjonowania bialek AFP, ale pod nieobecno$¢ tych biatek. Z tego tez wzgledu, pierwsza czesé
przeprowadzonych przeze mnie badan skupiata si¢ wlasnie na tym zagadnieniu. Szczego6lng uwage
zwrocitam na strukture wody znajdujacej si¢ w kontakcie z powierzchnig lodu oraz na zmiany tej
struktury w czasie. Uzyskane rezultaty (przedstawione w rozdziale 5.1) staty si¢ punktem wyjscia
w procesie planowania dalszych eksperymentow, a takze stanowity punkt odniesienia w analizie
uktadow zawierajacych czasteczki biatka CfAFP.

Kolejnym krokiem, jaki podjelam w celu poznania mechanizmu procesu wigzania si¢
biatek AFP z lodem (a dok}adniej jednego z ich przedstawicieli — hiperaktywnego biatka CfAFP),
bylo sprawdzenie, w jaki sposob struktura wody sgsiadujacej z krysztalem lodu zmienia si¢ na
skutek obecnosci w jego otoczeniu czgsteczki biatka AFP oraz w jaki sposob obecnos¢ lodu wpltywa
na czasteczke biatka (Rozdziaty 5.2 — 5.4). Uzyskane rezultaty dostarczyly waznych wskazoéwek
dotyczacych roli wody solwatacyjnej w procesie oddzialywania badanego biatka z lodem

1 pozwolily na poznanie szczegotdéw mechanizmu wigzania si¢ tego biatka z lodem.
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5.1. Badanie wptywu wewngetrznego uporzadkowania krysztatu

lodu na proces krzepnigcia wody na jego powierzchni

Jak wspomniatam wcze$niej, mechanizm funkcjonowania bialek przeciwdziatajacych
zamarzaniu opiera si¢ na ich zdolno$ci do rozpoznawania i oddziatywania z powierzchnig lodu.
Szczegoty procesu krzepnigcia wody na powierzchni juz istniejacego krysztatu, a takze wplyw
roznych czynnikdw na ten proces, moga wigc mie¢ znaczenie z punktu widzenia mechanizmu
wigzania si¢ bialek nalezacych do tej grupy z lodem.

Stan powierzchni lodu, opisany poprzez liczbe i rozmieszczenie ,,wolnych” wigzan O-H,

113-116

moze mie¢ istotny wplyw na proces powstawania kolejnych warstw lodu . Wigkszos¢
dostepnych w literaturze danych dotyczy granicy faz 16d-proznia — w takich warunkach jedynym
czynnikiem majacym wptyw na proces adsorpcji czasteczek wody na powierzchni lodu jest energia
oddziatywania tych czgsteczek z lodem. Z tego tez wzglgdu, bezposrednie przeniesienie wnioskow
wyciggnigtych na podstawie tych badan na uktady 16d-ciekta woda moze by¢ problematyczne.

W celu zbadania, jaki wplyw na proces krzepnigcia wody na powierzchni lodu ma stan
jego powierzchni, przeprowadzitam symulacje komputerowe uktadoéw skladajgcych si¢
z prostopadlosciennego krysztatu lodu zanurzonego w ciektej wodzie (Rys. 5.1). Taka konstrukcja
uktadu pozwolita na uniknigcie efektow zwigzanych ze stosowaniem periodycznych warunkow
brzegowych (jak pokazano!®, w przypadku, gdy 16d rozciaga sic w calym przekroju pudetka
symulacyjnego, wielkos¢ uktadu wplywa na kinetyke procesu krzepnigcia wody). Z drugiej strony,
obecnos¢ ostrych krawedzi krysztalu réwniez moze mie¢ wpltyw na uzyskiwane wyniki. Aby
zminimalizowa¢ ten efekt, analizie poddatam wodg solwatacyjna lodu znajdujaca si¢ w odleglosci

co najmniej 0,5 nm od krawedzi krysztatu lodu (Rys. 5.1).

Rys. 5.1. Zasigg obszarow, w ktorych prowadzona byta analiza struktury wody solwatacyjnej
krysztalu lodu. Na rysunku pokazane zostaly trzy pierwsze warstwy solwatacyjne plaszczyzn
podstawowej (kolor niebieski) i pryzmatycznej (1010) (kolor pomaranczowy) lodu

Badania nad procesem narastania lodu z fazy gazowej (resublimacji) wskazuja, ze sposob

zorientowania czasteczek wody budujacych powierzchni¢ krysztatu lodu ma pewien wplyw na
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przebieg tego procesu. Jednym z czynnikow, ktére moga by¢ odpowiedzialne za ten efekt, jest fakt
wystepowania na powierzchni lodu wigzan O-H, ktore skierowane sa ,,na zewnatrz”, prostopadle
do powierzchni krysztatu. Wigzania te okreslane sa mianem ,,wolnych” wigzan O-H (ang. dangling
O-H bonds), poniewaz nie tworzg one wigzan wodorowych z czgsteczkami wody zlokalizowanymi
wewnatrz krysztatu lodu. Ponadto, zgodna orientacja wigkszej liczby czasteczek wody tworzacych
powierzchni¢ lodu skutkuje pojawieniem si¢ pola elektrycznego, ktore wptywaé moze na przebieg
procesu tworzenia si¢ nowych warstw lodu na tej powierzchni. Wplyw pola elektrycznego na

16,117.176 "ale nie w kontekscie

proces krzepnigcia wody badany byl wezesniej przez innych badaczy
powstawania nowych warstw lodu na powierzchni istniejacego krysztatu.

W zwigzku z powyzszym, do badan wybralam dwa typy uktadow. W uktadach typu
RAND, krysztat lodu znajdujacy si¢ w centrum pudetka symulacyjnego byt nieuporzagdkowany pod
wzgledem orientacji tworzacych go czgsteczek wody. Uklady typu ASYM zawieraly z kolei
krysztaty lodu, ktore charakteryzowaty si¢ znaczacym stopniem wewngtrznego uporzadkowania
momentow dipolowych czasteczek wody. W kazdej z tych grup znalazto si¢ sto dwadziescia
uktadéw symulacyjnych o podobnej konstrukcji — poszczegdlne uktady roznity si¢ pod wzgledem
orientacji poszczegdlnych czasteczek wody w krysztale lodu oraz potozen i orientacji czasteczek
cieklej wody (szczegoély dotyczace przygotowania ukladow symulacyjnych opisane zostaty
w Rozdziale 3.2.3). Badania przeprowadzitam dla kilku temperatur w zakresie 250 — 270 K.

Pierwszy etap przeprowadzonej przeze mnie analizy miat na celu scharakteryzowanie
stanu powierzchni krysztatow lodu znajdujacych si¢ w uktadach poddanych symulacjom. ,,Wolne”
wigzanie O-H zdefiniowalam jako wigzanie, ktore tworzy z plaszczyzng wyznaczong przez
powierzchnig krysztatu lodu kat wigkszy niz 45°. Stosujac t¢ definicje, wyznaczytam Srednig liczbg
,wolnych” wigzah O-H na plaszczyznach podstawowych i pryzmatycznych (1010) krysztatow
lodu. W przypadku uktadow ASYM, Srednia procentowa zawartos¢ ,,wolnych” wigzan O-H
wyniosta 78+8% oraz 22+4% dla dwoch plaszczyzn podstawowych i 65+5% oraz 32+4% dla
dwdch plaszczyzn pryzmatycznych (1010) krysztatu. W uktadach typu RAND $rednie warto$ci
bliskie byly 50% dla wszystkich rozwazanych powierzchni krysztatow.

W ramach obu grup, zawartos¢ ,,wolnych” wigzan O-H w poszczegdlnych uktadach
roznita si¢ tylko w niewielkim stopniu. Rozmieszczenie tych wigzan na powierzchni lodu byto
jednak w przypadku kazdego uktadu odmienne, co zaprezentowane zostato (na przyktadzie kilku
wybranych ukladéw symulacyjnych) na Rys. 5.2. Ponadto stwierdzitam, Zze stan powierzchni
poszczegdlnych krysztalow lodu pozostawal praktycznie niezmieniony w trakcie trwania calej

symulacji (60 ns).
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Rys. 5.2. Rozmieszczenie ,,wolnych” wigzan O-H na powierzchni krysztalu lodu, w kilku
wybranych uktadach symulacyjnych. Kolorami niebieskim (ptaszczyzna podstawowa) oraz
pomarafnczowym (plaszczyzna pryzmatyczna (1010)) zaznaczone zostaly potozenia atoméw tlenu
czasteczek wody, ktore posiadaty ,,wolne” wigzanie O-H. W kolumnach ASYM-1 i ASYM-2
zaprezentowany zostal stan powierzchni lodu w dwoch wybranych uktadach symulacyjnych typu
ASYM, natomiast w kolumnach RAND-1 i RAND-2 — stan powierzchni lodu w wybranych
uktadach symulacyjnych typu RAND

5.1.1.

Posiadajac informacje na temat stanu powierzchni krysztalow lodu znajdujacych sie
w badanych uktadach symulacyjnych, rozpoczetam analiz¢ zmian strukturalnych zachodzacych
w wodzie solwatacyjnej lodu w czasie. Pierwszym z narzedzi, ktore wykorzystatam do analizy tej
struktury, byly funkcje rozkltadu gestosci (sposdb ich wyznaczania przedstawiony zostat
w Rozdziale 4.1.6). Obliczenia przeprowadzitam w kazdym z przygotowanych uktadow
symulacyjnych, a nastgpnie wyznaczylam odpowiednie $rednie rozklady, oddzielnie dla uktadow

typu RAND i ASYM. Na Rys. 5.3 zamieszczony zostal wykres przedstawiajacy rezultaty uzyskane

w przypadku uktadow symulowanych w temperaturze 250 K.
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Rys. 5.3. Sredni przebieg funkcji rozktadu gestosci w uktadach typu ASYM (gorny rzad) i RAND
(dolny rzad), dla wody solwatacyjnej plaszczyzn podstawowej (lewa kolumna) i pryzmatyczne;j
(1010) (prawa kolumna). Kolorem czerwonym zaznaczony zostal $redni przebieg funkcji na
poczatku symulacji, kolorem niebieskim — na koncu symulacji, natomiast kolorem czarnym
— przebieg funkcji w roznych (posrednich) momentach czasu. Dane przedstawione zostaty dla
uktadow symulowanych w temperaturze 250 K

Przebieg funkcji rozkladu gestosci pozwala przesledzi¢ postep procesu krzepnigcia
w wodzie solwatacyjnej lodu. Jak mozna zaobserwowac, czgsteczki cieklej wody miaty tendencije
do uktadania si¢ w warstwy — wraz z postepem symulacji, odpowiadajace tym warstwom piki
ulegaly wyostrzeniu. Po uptywie 60 ns (niebieska linia na Rys. 5.3), we wszystkich przypadkach
zaobserwowac¢ mozna bylo wyrazne rozseparowanie dwoch pierwszych pikow, co wskazuje na
wysoki stopien zaawansowania procesu krzepniecia w odpowiadajacym im warstwach
solwatacyjnych. Mozna ponadto zauwazy¢, ze polozenia pikéw nieco si¢ roéznily w przypadku
plaszczyzn podstawowej i pryzmatycznej (1010), co wynika bezposrednio ze struktury (a wiec
sposobu utozenia czasteczek wody) lodu powstajacego na tych ptaszczyznach (Rys. 5.4).

Potozenia dwoch pierwszych pikow na Rys. 5.3 wykorzystatam do zdefiniowania zasiggu
dwoch pierwszych warstw solwatacyjnych powierzchni lodu. Wartosci te, wynoszace odpowiednio

0,35 oraz 0,58 nm, wykorzystatam w dalszej cz¢sci analizy.
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Rys. 5.4. Schematyczny rysunek obrazujacy sposdb uktadania si¢ czasteczek wody w warstwach
lodu powstajacych na ptaszczyznach a) podstawowej i b) pryzmatycznej (1010) (powierzchnie

tych ptaszczyzn zaznaczone zostaly czarnymi liniami). Na rysunku pokazane zostaty tylko
potozenia atomow tlenu czasteczek wody

5.1.2. Postep procesu krzepniecia wody w uktadach symulacyjnych

Funkcje rozkladu ggstosci pozwolily na wyciagniecie kilku ogoélnych wnioskow
dotyczacych procesu krzepniecia wody na powierzchni lodu. Aby uzyskac bardziej szczegotowe
informacje, przeprowadzitam analize z wykorzystaniem algorytmu CHILL+'!, ktdrego
zastosowanie umozliwia $ledzenie postepu procesu krzepnigcia wody na poziomie molekularnym.
W zwigzku z tym, Ze najwickszych zmian spodziewac si¢ mozna w wodzie solwatacyjnej
sasiadujgcej bezposrednio z powierzchnig lodu, analiz¢ przeprowadzitam dla pierwszej warstwy
solwatacyjnej krysztatu.

Stosujac algorytm CHILL+ sprawdzitam, jak proces krzepnigcia postepowat
w poszczegolnych uktadach symulacyjnych. Na Rys. 5.5 przedstawilam — na przyktadzie
wybranych uktadow symulacyjnych — rdzne, zaobserwowane przeze mnie, sposoby zachowania si¢
uktadow.

W temperaturze 250 K, proces krzepnigcia postepowat stosunkowo szybko, prowadzac
(w wigkszos$ci przypadkow) do calkowitego zakrzepnigcia pierwszej warstwy solwatacyjnej lodu
w trakcie 60 ns trwania symulacji. Powstajacy na ptaszczyznie podstawowej krysztatu 16d posiadat
strukture heksagonalng lub regularna, jedynie w kilku przypadkach zaobserwowatam jednoczesne
powstawanie obu struktur lodu (jeden z takich przypadkow obrazuje Rys. 5.5 ¢). Wyniki te stoja
z zgodzie z danymi literaturowymi, ktore wskazuja, ze warstwy lodu o mieszanej strukturze
powstaja na powierzchni krysztatu przy duzym stopniu przechtodzenia wody oraz ze czgstotliwos¢
ich wystepowania zwieksza si¢ wraz ze wzrostem stopnia przechtodzenia wody®. Ponadto,
w wigkszosci uktadow symulowanych w temperaturze 250 K, proces krzepnigcia przebiegat bez
zaklocen, a koncowa struktura lodu byta taka sama, jak struktura lodu wystepujaca w przewadze

w poczatkowych etapach symulacji (Rys. 5.5 a, b).
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Rys. 5.5. Zmiany w czasie zawartosci lodu o strukturze heksagonalnej (linie czerwone) i regularne;j
(linie niebieskie), a takze struktury posredniej miedzy faza stalg i ciekla (linie zielone) w pierwszej
warstwie solwatacyjnej ptaszczyzn podstawowej (a-c oraz e-g) i pryzmatycznej (1010) (d oraz h)
krysztatu lodu. Wyniki przedstawione zostaty dla kilku wybranych ukladéw, symulowanych
w temperaturze 250 K (gorny rzad) i 265 K (dolny rzad)

Wraz ze wzrostem temperatury, koncowa zawarto$¢ lodu (po 60 ns symulacji)
w pierwsze] warstwie solwatacyjnej lodu stawata si¢ coraz mniejsza — proces krzepnigcia
postepowat tylko do momentu osiggnigcia pewnego stanu stacjonarnego, w ktorym zarodki nowej
warstwy lodu pozostawaly w dynamicznej rownowadze z cieckla woda (Rys. 5.5, dolny rzad).
Przyczyna takiego zachowania si¢ uktadéw w temperaturach bliskich temperaturze topnienia lodu
byl stosunkowo niewielki rozmiar powierzchni krysztalu lodu. Wielkos¢ stabilnego zarodka
krystalizacji nowej warstwy lodu zalezy od temperatury wody — jest on tym mniejszy, im nizsza
temperatura zachodzenia procesu krzepniecia. Jak pokazano wczesniej®® (dla jednoatomowego
modelu wody mW), liczba czgsteczek wody potrzebnych do utworzenia stabilnego zarodka nowej
warstwy lodu w temperaturze 270 K (3 K ponizej temperatury topnienia modelu) wynosi
ok. 180-280. W badanych przeze mnie uktadach, pojedyncza warstwa lodu zawierata jedynie
190 czasteczek wody (w przypadku ptaszczyzny podstawowej). Oznacza to, iz w temperaturach
bliskich temperatury topnienia lodu, powstanie zarodka nowej warstwy lodu o rozmiarze
wystarczajagcym dla utworzenia petlnej warstwy lodu, bylo mato prawdopodobne. Jak zostato
pokazane na Rys. 5.5, proces krzepnigcia w wyzszych z badanych temperatur byl mniej stabilny.
W trakcie symulacji dochodzito niekiedy do catkowitego roztopienia powstatego wczesniej zarodka
nowej warstwy lodu, po czym nastgpowalo powstanie nowego zarodka, o takiej samej lub innej
strukturze krystalograficznej (przyktad takiego zachowania uktadu zaprezentowano na Rys. 5.5 g).

W przypadku plaszczyzny pryzmatycznej (1010) jedyna forma lodu, ktéra moze

powstawac, jest 16d heksagonalny. Podobnie jak mialo to miejsce w przypadku ptaszczyzny
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podstawowej, postep procesu krzepnigcia byt bardziej stabilny w nizszych temperaturach
(Rys. 5.5d1g).

Przedstawione powyzej obserwacje opisuja zachowanie uktadow zarowno typu ASYM,
jak 1 RAND. Na tym etapie analizy nie stwierdzitam wyraznych réznic w postepie procesu

krzepnigcia zachodzgcego w tych dwoch typach uktadow.

5.1.3. Srednia szybkosé krzepniecia wody na powierzchni krysztatu lodu

Powyzej pokazatam, jak przebiega proces krzepnigcia wody w pierwszej warstwie
solwatacyjnej krysztatu lodu w poszczegélnych uktadach symulacyjnych. W kolejnym kroku
analizy rozwaza¢ bedg Srednie zachowanie uktadow symulacyjnych w zaleznosci od typu uktadu
(RAND oraz ASYM), ptaszczyzny krystalograficznej, na ktorej krzepta woda, a takze
— w przypadku plaszczyzny podstawowej lodu — rowniez struktury nowo powstajacego lodu.

Jednym ze wskaznikow, ktory moze zosta¢ wykorzystany do opisu przebiegu procesu
krzepnigcia wody, jest szybkos¢ tego procesu. Dane dostepne w literaturze wskazujg, ze szybkosci
krzepnigcia lodu o strukturze heksagonalnej i regularnej na plaszczyznie podstawowej krysztatu sg
sobie rowne oraz ze proces ten postgpuje do dwdch razy szybciej na plaszczyznie pryzmatycznej
(1010), w poréwnaniu do ptaszczyzny podstawowej lodu. Nie sg natomiast dostepne informacje
dotyczgce wplywu stanu powierzchni lodu na szybkos¢ procesu krzepnigcia.

Jak wspomnialam wcze$niej, na skutek niewielkiego rozmiaru krysztatu lodu, proces
krzepnigcia zachodzit do konca jedynie w najnizszej z badanych przeze mnie temperatur,
mianowicie w temperaturze 250 K. Z tego tez wzglgedu analizie poddatam zmiany $redniej
zawartoS$ci lodu w czasie dla uktadow symulowanych wiasnie w tej temperaturze — wartosci Srednie
wyznaczone zostaly na podstawie wynikow uzyskanych we wszystkich stu dwudziestu
symulowanych ukladach. W przypadku kazdej warstwy solwatacyjnej, catkowita zawarto$¢ lodu
w danym momencie czasu wyznaczona zostata jako suma zawarto$ci poszczegolnych form lodu
wtej warstwie. Na Rys. 5.6 zaprezentowalam wyniki uzyskane w przypadku ptaszczyzny
podstawowej i pryzmatycznej (1010) lodu w uktadach typu RAND i ASYM.

Przedstawione na wykresach rezultaty pokazuja, ze szybkos¢ powstawania lodu w
pierwsze] warstwie solwatacyjnej krysztatlu, nie zalezy w znaczgcym stopniu od stopnia
uporzagdkowania (ASYM lub RAND) krysztalu lodu. Analizie poddatam réwniez ewentualny
wplyw stanu powierzchni (opisywanego liczbg i ulozeniem ,,wolnych” wigzan O-H na tej
powierzchni) na proces krzepniecia. Uzyskane rezultaty pokazaty, ze czynnik ten zdaje si¢ nie mie¢
wplywu na szybko$¢ postepu procesu krzepnigcia wody. Poréwnujgc wyniki uzyskane dla

ptaszczyzn podstawowe;j i pryzmatycznej (1010) lodu mozna zauwazyé, ze szybko$é krzepnigcia
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w pierwszych momentach symulacji, byla wigksza w przypadku ptaszczyzny pryzmatycznej. Fakt

ten zgodny jest z danymi dostepnymi w literaturze®>*7:106-108,

1.0

08 ptaszcz. ptaszcz.

Q. podstawowa pryzmatyczna

®

£ 0.4

IS ASYM (22%) ASYM (22%)

S 0.2 RAND (50%) RAND (50%)

ASYM (78%) ASYM (78%)
O'O(') 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
czas [ns]

Rys. 5.6. Zmiany w czasie $redniej zawarto$ci lodu w pierwszej warstwie solwatacyjnej ptaszczyzn
podstawowej i pryzmatycznej (1010) krysztatu lodu, w ukladach typu ASYM i RAND. Linia
zielona przedstawia wyniki uzyskane dla dwoch przeciwlegtych $cian krysztatu lodu w uktadach
typu RAND, gdzie zawarto$¢ ,,wolnych” wiagzan O-H byta bliska 50%. Kolorem czerwonym
i niebieskim oznaczone zostaty wyniki uzyskane dla powierzchni lodu w uktadach ASYM, dla
ktorych srednie zawarto$ci ,,wolnych” wigzan O-H wynosity odpowiednio ok. 78% 1 ok. 22%

Na powierzchni ptaszczyzny podstawowej krysztalu powsta¢ moga dwie formy lodu, przy
czym badania pokazaly, ze 10d regularny powstaje cze$ciej niz 16d heksagonalny®79294%,
Przyczyna tego zjawiska nie zostata dotychczas wyjasniona. Badajac szybkos$¢ procesu krzepnigcia
wody na powierzchni krysztatu lodu warto wigc sprawdzié, czy preferencja w stosunku do jednej
z form lodu ma zwigzek z r6znicg szybkosci ich powstawania, a takze, czy jest ona pochodng stanu
powierzchni lub stopnia uporzadkowania samego lodu.

Jak pokazatam wcze$niej, w temperaturze 250 K obserwuje si¢ stabilny wzrost zarodkow
nowej warstwy lodu, powstajacych na poczatku symulacji. Majac ten fakt na uwadze, zbidr
uktadéw badawczych (symulowanych w tej temperaturze) podzielitam na dwie grupy, w zaleznosci
od formy lodu, jaka obecna byta na powierzchni krysztatu po zakonczeniu procesu krzepnigcia
— uktady, w ktorych powstat jednoczesnie 16d o strukturze heksagonalnej i regularnej nie byty brane

pod uwage. Dla kazdej z grup wykonatam nastepnie wykresy przedstawiajace zmiany S$redniej

zawarto$ci lodu o danej strukturze w czasie (Rys. 5.7).
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Rys. 5.7. Zmiany w czasie Sredniej zawarto$ci lodu w pierwszej warstwie solwatacyjnej
plaszczyzny podstawowej krysztalu lodu, w uktadach typu ASYM i RAND, oddzielnie dla
uktadoéw, w ktorych powstawata forma heksagonalna i regularna lodu. Linia zielona przedstawia
wyniki uzyskane dla dwoch przeciwlegtych $cian krysztatu lodu w uktadach typu RAND, gdzie
zawarto$¢ ,,wolnych” wiagzan O-H byla bliska 50%. Kolorem czerwonym i niebieskim oznaczone
zostaty wyniki uzyskane dla powierzchni lodu w uktadach typu ASYM, dla ktorych $rednie
zawartosci ,,wolnych” wigzan O-H wynosily odpowiednio ok. 78% i 22%

Z przeprowadzonej analizy wynika, ze szybko$ci krzepnigcia lodu o strukturze
heksagonalnej i regularnej na powierzchni krysztatu lodu sa podobne. Mozna ponadto zauwazy¢,
ze szybko$ci te nie zaleza od typu uktadu, w jakim prowadzone byly badania (a takze od zawartosci
,wolnych” wigzan O-H). Obserwowane na wykresach niewielkie roznice zawierajg si¢ w zakresie
odchylen standardowych warto$ci $rednich. Oznacza to, iz struktura krysztatu lodu (jego
wewnetrzne uporzadkowanie) oraz stan jego powierzchni, nie wplywajg na kinetyke procesu
krzepnigcia.

Na podstawie przedstawionych powyzej wynikoéw mozna wigc stwierdzié, ze preferencja
w stosunku do formy regularnej lodu w nowo powstajacym lodzie nie jest wynikiem roéznic w

szybko$ci powstawania obu rozwazanych form lodu.

5.1.4. Czestotliwo$¢ powstawania lodu o strukturze heksagonalnej
iregularnej w pierwsze] warstwie solwatacyjnej powierzchni
podstawowej lodu

W poprzednim rozdziale poruszone zostalo zagadnienie istnienia preferencji w stosunku
do formy regularnej w nowo powstajagcym lodzie. Jak pokazatam, efekt ten nie jest skutkiem
réznicy w szybko$ci powstawania form heksagonalnej i regularnej lodu. Postawi¢ mozna jednak
pytanie, czy wewnetrzna struktura krysztatu lodu, na powierzchni ktérego zachodzi proces

krzepnigcia wody, ma wplyw na czestotliwos¢ powstawania tych dwoch form lodu.
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Dla uktadéw typu RAND i ASYM wykonalam wykresy zmian $redniej zawartosci lodu
o strukturze heksagonalnej i regularnej w czasie (Rys. 5.8). Analize¢ przeprowadzitam w kilku

temperaturach w zakresie 250 — 270 K.

250 K 257 K 261K 265 K
0.6
regularny
Z
..’-—' ———— Z
.8 0.2 heksagonalny (@)
O
% 0.0
Eos heksagonalny
g >
=04 (2
regularny
0.0

6 10 20 30 40 50 600 10 20 30 40 50 600 10 20 30 40 50 600 10 20 30 40 50 60
czas [ns]

Rys. 5.8. Zmiany w czasie $redniej zawartosci lodu o strukturze heksagonalnej (kolor czerwony),
regularnej (kolor niebieski) i posredniej migdzy faza stata i ciekla (kolor zielony) oraz cieklej wody
(kolor czarny) w pierwszej warstwie solwatacyjnej plaszczyzny podstawowej krysztatu lodu.
Przedstawione wyniki obrazuja zmiany zachodzace w dwoch typach uktadow: RAND (gorny rzad)
1 ASYM (dolny rzad), symulowanych w kilku temperaturach w zakresie 250 — 265 K. Ciemniejsze
i jasniejsze odcienie koloréw odpowiadaja przeciwleglym §cianom krysztatu lodu — w przypadku
uktadow typu ASYM kolorem ciemniejszym zaznaczone zostaty wyniki uzyskane dla ptaszczyzny
charakteryzujacej si¢ zawartoscia ,,wolnych” wigzan O-H na poziomie ok. 78%, natomiast kolorem
jasniejszym — zawartos$cia ok. 22%. Dla uktadéw typu RAND zawartos¢ ,,wolnych” wiazan O-H
byta na obu powierzchniach lodu podobna i rowna ok. 50%. Dla wigkszej przejrzystosci, zakres osi
OY zostal zmieniony (w poréwnaniu do poprzednich wykresow)

Pierwsza obserwacja, jaka mozna poczyni¢ na podstawie uzyskanych wynikoéw jest
odmienne zachowanie si¢ ukltadéw typu ASYM i RAND w dwoch najnizszych z badanych
temperatur, tj. 250 1 257 K. W ukfadach typu RAND, 16d o strukturze regularnej pojawiat si¢
wyraznie czg$ciej niz 10d o strukturze heksagonalne;j. Jest to rezultat zgodny z dostgpnymi danymi
literaturowymi, ktore wskazujg na istnienie preferencji wzgledem formy regularnej w nowo
powstajacym lodzie. W uktadach typu ASYM sytuacja byta odwrotna — zaobserwowa¢ mozna tam
wyrazng preferencje w kierunku powstawania lodu heksagonalnego. Co wigcej, poréwnanie
rezultatow uzyskanych w przypadku uktadow ASYM dla powierzchni lodu charakteryzujacych si¢
réznymi zawarto$ciami ,,wolnych” wigzan O-H prowadzi do wniosku, Ze stosunek zawartosci lodu
regularnego do heksagonalnego powstajacego na powierzchni krysztatu nie zalezy od stanu tej
powierzchni.

Z powyzszych obserwacji wynika, ze wewn¢trzna struktura krysztatu lodu posiada

pewien wplyw na proces krzepni¢cia wody na plaszczyznie podstawowej tego krysztatu.
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Jednoczesnie, efekt ten wydaje si¢ byC¢ niezalezny od stanu powierzchni lodu (zawartosci
,»wolnych” wigzan O-H).

W wyzszych temperaturach réznice migdzy uktadami typy ASYM i RAND zanikaja.
W temperaturze 265 K, stosunek zawartosci lodu regularnego i heksagonalnego w obu przypadkach
wynosit ok. 1,7. Mozna przypuszczac, ze w temperaturach bliskich temperaturze topnienia lodu,
wplyw czynnika decydujgcego o zmianie preferencji w stosunku do jednej z form lodu w uktadach
typu ASYM, zostaje zminimalizowany na skutek przyspieszenia ruchow termicznych czastek
w uktadzie. W efekcie, uktady te zachowujg si¢ w sposob podobny do uktadow typu RAND.
Otwartym pytaniem pozostaje jednak przyczyna zwigkszonej czestotliwosci powstawania lodu

o strukturze heksagonalnej w uktadach typu ASYM w najnizszych z badanych temperatur.

5.1.5. Struktura wody solwatacyjnej lodu na wczesnych etapach procesu
krzepniecia 1 jej wptyw na forme lodu powstajaca w tej warstwie

Pokazatam wczesniej, ze w przypadku uktadow symulowanych w temperaturze 250 K
struktura lodu, ktéra pojawiala si¢ na plaszczyznie podstawowej krysztatu jako pierwsza,
w wigkszos$ci przypadkow pozostawata forma dominujacg przez caty czas trwania symulacji. Sita
napedowa procesu krzepnigcia byta w tej temperaturze wystarczajaca, aby na powierzchni
krysztatu, mimo jej niewielkiego rozmiaru, powstaly pelne warstwy lodu. W efekcie, koncowa
struktura lodu powstajgcego na plaszczyznie podstawowej, w duzym stopniu uzalezniona byta od
struktury wody solwatacyjnej na samym poczatku symulacji. W tak niskiej temperaturze ruchy
termiczne czasteczek wody staja si¢ wolniejsze, co wraz ze znaczng szybkoscig postgpu procesu
krzepnigcia powoduje, ze struktura ciektej wody znajdujacej si¢ w kontakcie z powierzchnig lodu
moze si¢ zmieni¢ tylko w ograniczonym zakresie, zanim powstanie 16d.

Zgodnie z powyzsza argumentacjg, analiza struktury cieklej wody sasiadujacej
z powierzchnig lodu (a doktadniej z jego plaszczyzng podstawowa) na najwczesniejszych etapach
procesu krzepnigcia moze dostarczy¢ przydatnych informacji dotyczacych mechanizmu
powstawania nowych warstw lodu o strukturze regularnej lub heksagonalne;.

Sposob uktadania si¢ czasteczek wody solwatacyjnej lodu zbadatam poprzez znalezienie
obszarow nad powierzchnig krysztatu, ktore zajmowane byty przez te czasteczki najczesciej.
Analize¢ przeprowadzitam dla ciekltej wody znajdujacej si¢ w odlegtosci do 0,58 nm od ptaszczyzny
podstawowej lodu (a doktadniej — od plaszczyzny wyznaczonej atomami tlenu czgsteczek wody
tworzacych powierzchni¢ lodu), dla pierwszych 0,06 ns symulacji prowadzonych w temperaturze
250 K. Obszar nad powierzchnig krysztatu podzielitam na niewielkie fragmenty, z krokiem réwnym

0,01 nm, po czym wyznaczytam S$rednig liczbe czasteczek wody znajdujacych si¢ w danym
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obszarze przestrzeni w trakcie trwania symulacji (biorac pod uwage wszystkie uktady symulacyjne

danego typu). Uzyskane rezultaty przedstawilam nastepnie, w sposob graficzny, na Rys. 5.9.
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Rys. 5.9. Obszary przestrzeni nad ptaszczyzng podstawowg krysztatu lodu, ktére zajmowane byty
najczesciej przez czasteczki wody w pierwszych 60 ps symulacji w temperaturze 250 K, w uktadach
typu a) ASYM b) i RAND. Kolorem czerwonym oznaczone zostaty miejsca typu P1, kolorem
niebieskim — P2, a kolorem zielonym — P3. Czasteczki wody budujace krysztat lodu przedstawione
zostalty w postaci czarnych linii. Po lewej stronie rysunku zaprezentowany zostat widok na
plaszczyzng podstawowa lodu, po prawej natomiast — widok od strony plaszczyzny
pryzmatycznej (1120)

Z powyzszego rysunku wynika, ze niektore miejsca w przestrzeni zajmowane byly przez
czagsteczki wody znajdujgce si¢ w warstwie solwatacyjnej lodu czesciej niz inne. Obszary te mozna
podzieli¢ na trzy kategorie. Do pierwszej z nich (okreslanej w dalszej cze$ci tekstu jako P1) nalezg
miejsca zlokalizowane najblizej powierzchni lodu i znajdujace si¢ ponad weztami sieci
krystalicznej lodu heksagonalnego. Czasteczki wody, ktore znajdowaty si¢ w tych miejscach, byty
w stanie tworzy¢ wigzania wodorowe z czgsteczkami wody budujacymi najbardziej zewnetrzng
warstwe krysztatu lodu.

Kolejna grupe miejsc (P2) stanowity te obszary nad powierzchnig lodu, ktore znajdowaty
si¢ nieco dalej od powierzchni lodu niz miejsca P1 i zlokalizowane byly ponad pozostatymi
weztami sieci krystalicznej lodu heksagonalnego. Miejsca te zajmowane byly przez czasteczki

wody ok. 10 razy rzadziej niz miejsca P1 w trakcie pierwszych 60 ps symulacji. Czasteczki wody,
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ktore zajmowaly miejsca typu P2 byly wstanie tworzy¢ wigzania wodorowe z czgsteczkami wody
znajdujacymi si¢ w miejscach P1. Lokalizacja obszar6w P1 i1 P2 odpowiadata natomiast potozeniom
wezlow sieci krystalicznej lodu heksagonalnego, gdyby powstal on w analizowanej warstwie
solwatacyjne;.

Do ostatniej grupy obszaréw czesto zajmowanych przez czasteczki wody nalezg obszary
zlokalizowane ponad $rodkami sze$ciocztonowych pierscieni sieci krystalicznej lodu. Podobnie jak
miejsca typu P2, obszary te byly zlokalizowane w nieco wigkszej odleglosci od powierzchni lodu
niz miejsca P1, byty rowniez znacznie od nich rzadziej zajmowane przez czasteczki wody. Miejsca
P3 wraz z miejscami P1 odpowiadajg swoja lokalizacjg potozeniom weztow sieci krystalicznej lodu
o strukturze regularnej, jesli struktura taka utworzytaby si¢ w wodzie solwatacyjnej krysztatu.

Prawdopodobienstwa zajmowania przez czasteczki wody obszarow P2 i P3 byly nieco
roézne dla uktadoéw typu RAND i ASYM. W przypadku uktadow RAND, stosunek obsadzeni P3/P2
wynosit ok. 1,96, podczas gdy dla uktadow ASYM stosunek ten byt rowny ok. 0,4. Wyniki te stoja
w zgodzie z wynikami uzyskanymi w wyniku analizy stosunku zawarto$ci lodu o strukturze
regularnej i heksagonalnej w uktadach symulacyjnych. Oznacza to, iz sposob, w jaki czasteczki
wody uktadajg si¢ w poblizu powierzchni lodu na najwczesniejszych etapach procesu krzepnigcia,

znajduje odbicie w strukturze lodu powstajacego na tej powierzchni.

5.1.6. Pole elektryczne generowane przez krysztat lodu

Przeprowadzone dotychczas badania pozwolity na uzyskanie cennych informacji
dotyczacych procesu krzepniecia wody. Jak pokazatam w poprzednim rozdziale, stosunek obsadzen
miejsc P3 i P2 znaleziony dla poczatkowych etapoéw procesu krzepnigcia wody na powierzchni
lodu, réznit si¢ dla uktadow symulacyjnych typu ASYM i RAND. Krysztat lodu w uktadach typu
ASYM posiadat ptaszczyzny podstawowe, ktore w sposob wyrazny roznity si¢ od siebie pod
wzgledem zawartosci ,,wolnych” wigzan O-H. Mimo tego, stosunek obsadzeni P3/P3 byt dla obu
stron krysztalu lodu podobny — w przypadku powierzchni o matej (22%) i duzej (78%) zawartosci
,»wolnych” wigzan O-H, wielko$ci te wynosily odpowiednio 0,42 i 0,39. Oznacza to, iz stan
powierzchni, opisany za pomocg zawartosci ,,wolnych” wigzan O-H, nie jest czynnikiem
decydujagcym o zwigkszonej czestotliwosci powstawania lodu o strukturze heksagonalnej
w uktadach typu ASYM. Wydaje si¢, iz znaczenie moze mie¢ tu raczej wewngtrzne
uporzadkowanie catego krysztatu lodu.

Fakt istnienia wewngtrznego uporzadkowania czgsteczek wody (a dokladniej — ich
orientacji) posiada znaczenie z punktu widzenia nat¢zenia i kierunku pola elektrycznego

generowanego przez ten krysztal. Pole to powstaje w wyniku sumowania si¢ elektrycznych
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momentow dipolowych czasteczek wody tworzacych 16d i generowane bylo przez krysztaty

zarowno w uktadach typu ASYM, jak i RAND (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Srednie natgzenie pola elektrycznego generowanego przez krysztat lodu w obszarze
trzech pierwszych warstw solwatacyjnych ptaszczyzn podstawowych krysztatu. W tabeli
oddzielnie podane zostaly rezultaty uzyskane dla plaszczyzn podstawowych krysztatow
charakteryzujacych si¢ wysoka (78%) 1 niska (22%) zawartoscig ,,wolnych” wigzan O-H.
W zwiazku z tym, ze obie plaszczyzny podstawowe krysztaldéw w uktadach typu RAND
wykazywaty podobng zawarto$¢ ,,wolnych” wigzan O-H, ptaszczyzny te poddane zostaly analizie
wspolnie

0,17-0,35 nm 0,35-0,58 nm 0,58-0,73 nm
[V/nm] [V/nm] [V/nm]
ASYM (22%) 5,8 4,1 3.3
RAND (50%) 5,6 2,2 1,1
ASYM (78%) 7.5 4,5 3,6

Srednie natgzenie pola elektrycznego bylo w obu typach ukladéw poréwnywalne dla
niewielkich odleglosci od powierzchni lodu (w zakresie od 0,17 do 0,35 nm). W wigkszej odlegltosci
od powierzchni lodu, nat¢zenie pola bylo jednak ok. dwa razy wigksze w uktadach typu ASYM,
w porownaniu do ukladow RAND. Co wazne, kierunek $redniego wektora pola elektrycznego,
wyraznie roznit si¢ w uktadach typu RAND i ASYM. W uktadach RAND wektor ten skierowany
byl niemal prostopadle do powierzchni lodu, podczas gdy w uktadach typu ASYM byt on
skierowany bardziej ukosnie. Sktadowe $rednich wektorow pola, rownoleglte do powierzchni
krysztatu, charakteryzowaty si¢ wigc réznymi dlugosciami. Jest to wazny wniosek, poniewaz
orientacje czasteczek wody zlokalizowanych w pierwszej warstwie solwatacyjnej lodu decyduja
o formie lodu, jaka moze powsta¢ na ptaszczyznie podstawowej krysztatu. Jesli wigc generowane
przez krysztal lodu pole elektryczne bedzie w stanie wptywac na orientacje czasteczek wody
w warstwie solwatacyjnej, bedzie rowniez decydowac o powstajacej w tej warstwie formie lodu.

Wplyw kierunku wektora pola elektrycznego (a doktadniej jego sktadowej rownoleglej
do plaszczyzny podstawowej lodu), dzialajacego na czgsteczki wody w pierwszej warstwie
solwatacyjnej lodu, na preferencj¢ wzgledem miejsc zajmowanych przez czasteczki wody w drugiej
warstwie solwatacyjnej lodu (P2 lub P3), a tym samym rowniez na preferencje w stosunku do jedne;j

z form lodu, zobrazowany zostat schematycznie na Rys. 5.10.
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Rys. 5.10. Schematyczny rysunek przedstawiajacy wplyw kierunku pola elektrycznego
dziatajacego na czasteczki wody w pierwszej warstwie solwatacyjnej lodu na ich orientacje
wzgledem sieci krystalicznej lodu. Rysunki a) i ¢) obrazuja sytuacje, gdy czasteczki wody nalezace
na najbardziej zewnetrznej warstwy krysztatu lodu posiadaja ,,wolne” wigzania O-H, podczas gdy
rysunki b) i d) odpowiadaja sytuacji, gdy czasteczki te nie posiadajg ,,wolnych” wigzan O-H.
Symbolami P2 i P3 oznaczone zostaty potozenia miejsc najczgséciej zajmowanych przez czasteczki
wody zlokalizowane w drugiej warstwie solwatacyjnej lodu (i odpowiadajacych potozeniom
weztdw sieci krystalicznej odpowiednio lodu heksagonalnego i regularnego)

Aby doszto do zakrzepnigcia wody na ptaszczyznie podstawowej lodu, czgsteczki wody
znajdujace si¢ w pierwszej warstwie solwatacyjnej krysztatu musza utworzy¢ wigzania wodorowe
z czasteczkami wody budujacymi najbardziej zewngtrzng warstwe lodu. Jesli czasteczka wody
nalezaca do powierzchni lodu posiada ,,wolne” wigzanie O-H, czasteczka wody solwatacyjnej
uktadac¢ si¢ bedzie z stosunku do niej w taki sposob, ze ptaszczyzna przechodzaca przez wszystkie
jej atomy bedzie niemal rownolegla do powierzchni lodu (Rys. 5.10 a i ¢). Z kolei w przypadku,
gdy czasteczka wody budujaca powierzchni¢ lodu nie posiada ,,wolnego” wigzania O-H, jeden
z atoméw wodoru czgsteczki wody nalezacej do warstwy solwatacyjnej bedzie skierowany
w kierunku powierzchni lodu, natomiast ptaszczyzna przechodzaca przez atomy tej czasteczki
bedzie prostopadta do powierzchni lodu (Rys. 5.10 bi d).

Zatozmy, ze wszystkie czgsteczki wody w pierwszej warstwie solwatacyjnej lodu
przyjma orientacje zgodne z kierunkiem dzialajagcego na nie pola elektrycznego. Rozwazmy
nast¢pnie dwie skrajne sytuacje, w ktorych sktadowa wektora pola rownolegta do powierzchni lodu
skierowana jest w sposob przedstawiony na Rys. 5.10 (tj. w kierunku od $rodka pierScienia do
naroznika, w ktorym obecny jest atom tlenu czgsteczki wody budujacej najbardziej zewnetrzng
warstwe lodu - Rys. 5.10 a1 b lub od $rodka pierscienia w kierunku naroznika pierscienia, w ktorym
zlokalizowany jest atom tlenu nalezacy do wewnetrznej warstwy lodu - Rys. 5.10 ¢ i d). Sposéb
utozenia czasteczek wody w pierwszej warstwie solwatacyjnej lodu (w miejscach P1) bedzie w tych

dwoch przypadkach zaleze¢ zarowno od kierunku wektora pola elektrycznego, jak i od obecnosci
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»wolnych” wigzan O-H na powierzchni lodu. Jak mozna zaobserwowac na Rys. 5.10, czasteczki
wody zorientowane zgodnie z kierunkiem dzialajacego na nie pola elektrycznego, potaczone
wigzaniami wodorowymi z czgsteczkami wody tworzacymi powierzchni¢ lodu, moga promowac
powstawanie struktury heksagonalnej (gdy atomy wodoru tych czasteczek zwrocone sg w kierunku
miejsc typu P2) Iub regularnej (gdy atomy wodoru zwrocone sg w kierunku miejsc P3),
w zaleznosci od tego, czy zlokalizowane ponizej (budujace powierzchni¢ lodu) czasteczki wody
posiadajg ,,wolne” wigzania O-H.

Bazujac na powyzszych rozwazaniach mozna si¢ zastanowi¢, ktora ze struktur lodu
bylaby preferowana w przypadku badanych przeze mnie uktadéow symulacyjnych typu ASYM,
gdyby wszystkie czasteczki wody w pierwszej warstwie solwatacyjnej ptaszczyzny podstawowej
krysztatu uktadaty si¢ zgodnie z kierunkiem dziatajgcego na nie pola elektrycznego. Analizie
poddatam wigc sposob rozmieszczenia ,,wolnych” wigzan O-H na powierzchniach krysztatow lodu
we wszystkich stu dwudziestu uktadach symulacyjnych i zaktadajac, ze wszystkie czasteczki wody
w pierwszej warstwie solwatacyjnej (zlokalizowane w miejscach P1) uktada¢ si¢ bedg zgodnie
z kierunkami pola przedstawionymi na Rys. 5.10, oszacowatam preferencje w stosunku do miejsc
typu P2 i P3 w drugiej warstwie solwatacyjnej lodu. Uzyskany stosunek obsadzen miejsc P3 i P2

podany zostat na Rys. 5.11, obok czarnych wektorow, wskazujacych kierunki dziatania pola.

a) ASYM - 78% b) ASYM - 22%
nWVSt-" O'H ,,Wyst.” O-H
0,54 1,78
(0,77) (0.78)
1,86 0,56

Rys. 5.11. Wptyw kierunku dziatania pola elektrycznego na $redni stosunek liczby miejsc adsorpcji
na powierzchni lodu sprzyjajacych powstawaniu lodu regularnego i heksagonalnego w badanych
uktadach typu ASYM. Kolorem czerwonym oznaczone zostaty potozenia atomow tlenu czgsteczek
wody znajdujacych si¢ na powierzchni krysztatu lodu. Czarne strzatki wskazujg kierunki dziatania
pola elektrycznego, dla ktérych wyznaczony zostat stosunek liczby miejsc adsorpcji sprzyjajacych
powstaniu formy regularnej i heksagonalnej lodu. Niebieskie strzatki obrazuja $redni kierunek
dziatania pola elektrycznego w badanych uktadach typu ASYM, a liczba podana w nawiasie jest
szacunkowg wartos$cia charakteryzujaca stosunek obsadzen miejsc faworyzujacych powstawanie
lodu regularnego i heksagonalnego dla pola dzialajacego w tym kierunku

Znajac kierunek sktadowej $redniego wektora pola elektrycznego w rzeczywistosci
generowanego przez krysztaly lodu w badanych uktadach symulacyjnych, réwnoleglej do
ptaszczyzn podstawowych tych krysztatow, oszacowatam nastepnie stosunek obsadzen miejsc typu
P3 i P2 w analizowanych uktadach symulacyjnych (oddzielnie dla ptaszczyzn charakteryzujacych

si¢ wysoka oraz niskg zawartoscig ,,wolnych” wigzan O-H). Uzyskane wyniki, wynoszace w obu
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przypadkach ok. 0,8, sa porownywalne z rzeczywistym stosunkiem obsadzen tych miejsc w drugiej
warstwie solwatacyjnej lodu, wyznaczonym dla uktadéw symulowanych w temperaturze 250 K
(Rozdziat 5.1.5). Wydaje si¢ wigc, iz kierunek wektora pola elektrycznego generowanego przez
krysztat lodu, posiada wplyw na prawdopodobienstwo powstania lodu o danej strukturze
w warstwie solwatacyjnej krysztatu.

Jak mozna bylo zaobserwowaé na Rys. 5.8, wzrost temperatury w symulowanych
uktadach prowadzit do zwigkszania si¢ stosunku zawartosci lodu regularnego do heksagonalnego
w uktadach typu ASYM. Oznacza to, iz kierujacy wpltyw pola elektrycznego (zwigkszajacy
prawdopodobienstwo powstawania formy heksagonalnej lodu) byt znacznie mniejszy w wyzszych
temperaturach. O sposobie utozenia czgsteczek wody w warstwie solwatacyjnej lodu wydaja si¢
wigc decydowa¢ dwa czynniki. Jednym z nich jest kierujacy wplyw pola elektrycznego,
przejawiajacy si¢ ostatecznie preferencjg w stosunku do jednej z dwoch form lodu — czynnik ten
nie jest sam w sobie zalezny od temperatury. Drugim sg natomiast bezwtadne ruchy termiczne
czasteczek wody, przeciwdzialajace porzadkujagcemu wpltywowi pola elektrycznego. Wraz ze
wzrostem temperatury, czynnik ten staje si¢ coraz bardziej dominujacy.

Jesli przedstawiona powyzej argumentacja, dotyczaca wptywu pola elektrycznego na
prawdopodobienstwo powstawania obu form lodu na powierzchni krysztatu, jest poprawna, nalezy
oczekiwac, ze stosunek zawartosci lodu o strukturze regularnej i heksagonalnej w uktadach typu
ASYM bedzie si¢ zmienial z temperatura zgodnie z zalezno$cig Arrheniusa. Rezultaty

zaprezentowane na Rys. 5.12 pokazuja, ze jest tak w rzeczywistosci.

0.8
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0.4

0.2

0.0

In(CUB/HEX)

|
o
N}
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3.70 3.75 3.80 3.85 390 3.95 4.00
1000/T
Rys. 5.12. Zalezno$¢ od temperatury stosunku $redniej zawartosci lodu o strukturze regularnej
i heksagonalnej w pierwszej warstwie solwatacyjnej lodu w uktadach typu ASYM, przedstawiona
w postaci zaleznosci Arrheniusa.

Wplyw zewnetrznego pola elektrycznego na proces krzepnigcia wody badany byt

179 jak i symulacje komputerowe!37:176:180.181 ‘Njektore

wczesniej zardbwno poprzez eksperyment!’’-
z danych dost¢pnych w literaturze zdajg si¢ staé w sprzecznos$ci z zaprezentowanymi powyzej

wnioskami. Uwaza si¢ na przyklad, ze pole elektryczne o natezeniu przekraczajacym 10° V/m
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ufatwia nukleacje¢ lodu oraz prowadzi do podwyzszenia jego temperatury topnienia'’®. Pokazano
rowniez'®, ze proces krzepnigcia wody uwigzionej migdzy dwiema gtadkimi ptytkami i poddane;j
dziataniu pola elektrycznego o natezeniu ok. 5 - 10° V/m (skierowanego rownolegle do powierzchni
ptytek), prowadzi do powstawania lodu o strukturze regularnej. Co ciekawe, w obszarach uktadu
symulacyjnego, gdzie pole elektryczne nie bylo obecne, powstawal zarowno 16d regularny, jak
1 heksagonalny.

Przeprowadzone przeze mnie badania w sposdéb wyrazny roznily sie od tych
przedstawionych powyzej. W uktadach poddawanych analizie w ramach tej pracy, pole elektryczne
generowane byto przez krysztat lodu, ktory jednoczesnie stanowil matryce dla krzepnacej warstwy
wody. Zarowno natezenie, jak i kierunek pola elektrycznego generowanego przez krysztat
1 dzialajgcego na poszczegdlne czasteczki wody w warstwie solwatacyjnej lodu mogly si¢ zmieniac,
w zaleznosci od lokalnego uporzagdkowania czasteczek wody w lodzie. Z tego tez wzgledu wydaje
si¢ prawdopodobne, zZe uzyskane przeze mnie wyniki nie sg sprzeczne z rezultatami publikowanymi
przez innych autoréw, za$§ wspomniane rozbiezno$ci sg wynikiem odmiennych warunkow
prowadzenia badan.

Jak wspomniatam wcze$niej, w uktadach typu RAND zalezno$¢ stosunku $redniej
zawartoS$ci lodu o strukturze regularnej i heksagonalnej lodu od temperatury nie wystegpowala — we
wszystkich badanych ukladach stosunek ten wynosit w przyblizeniu 1,7. Natg¢zenie pola
elektrycznego dziatajagcego na czasteczki wody w warstwie solwatacyjnej lodu byto podobne do
tego, obserwowanego w uktadach typu ASYM. Zgodnie z argumentacjg przedstawiong wczesniej,
efekt ten moze by¢ zwigzany z réoznymi kierunkami wektorow pola elektrycznego generowanego
przez krysztat lodu w uktadach typu ASYM i RAND, a dokladniej z dlugoscia jego sktadowe;j
rownoleglej do ptaszczyzny podstawowej lodu. Przyczyna, dla ktérej 16d o strukturze regularnej
powstaje w uktadach typy RAND (a takze w rzeczywistych uktadach) w przewadze wcigz pozostaje
jednak niewyjasniona. Istnieje mozliwos¢, iz efekt ten zwigzany jest nie tyle z oddziatywaniem

krzepngcej warstwy wody z powierzchnig krysztatu lodu, co z otaczajaca ciekla woda!'®.

5.1.7. Zwiazek miedzy strukturg cieklej wody a preferencja w stosunku do
lodu regularnego w nowo powstajacym lodzie

Dane dostgpne w literaturze oraz przedstawione powyzej wyniki przeprowadzonych
przeze mnie badan pokazuja, ze w nowo powstajagcym lodzie forma regularna lodu jest preferowana
w stosunku do formy heksagonalnej. Prowadzone dotychczas badania, majace na celu wyjasnienie

::02,95,100,101

tej preferencji skupialy si¢ glownie na aspekcie energetycznym procesu krzepnigcia.

Ponizej zaprezentowane zostanie odmienne podejscie, skupiajgce si¢ na strukturze ciekle;,
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przechtodzonej wody oraz na zwiagzku tej struktury z prawdopodobienstwem powstawania
w krzepnacej wodzie lodu o strukturze heksagonalnej i regularne;.

W krysztale lodu, kazda czasteczka wody zwigzana jest wigzaniami wodorowymi
z czterema sgsiednimi czgsteczkami. Trzy z tych czasteczek zlokalizowane sg w tej samej warstwie
lodu (rozpatrujac warstwy prostopadte do osi ¢ krysztatu), w ktorej znajduje si¢ rozpatrywana
czasteczka centralna. Wzajemne orientacje czasteczek tworzgcych te pary sg jednakowe
w przypadku struktur heksagonalnej i regularnej lodu. Ostatnie z wigzan wodorowych tworzy si¢
miedzy czasteczkg centralng a czgsteczka wody znajdujaca si¢ w sgsiedniej warstwie lodu,
a wzajemna orientacja tych czasteczek jest rozna dla lodu o strukturze heksagonalnej i regularne;.

Dogodnym narzedziem pozwalajacym na dokonanie analizy wzajemnych orientacji par
czasteczek wody zwigzanych wigzaniami wodorowymi jest wielko$¢ kata dwusciennego ¢ (jego
definicja przedstawiona zostala w Rozdziale 4.2.1). W idealnym krysztale lodu, kat ¢ dla
czasteczek wody zwigzanych wigzaniami wodorowymi i lezacych w sasiednich warstwach lodu
przyjmuje wartosci 60° lub 180° w przypadku lodu heksagonalnego oraz 0° lub 120° w przypadku
lodu regularnego (Rys. 5.13).

a) |6d heksagonalny b) I6d regularny

Q"V AWk L N

Rys. 5.13 Sposob ukladania si¢ czasteczek wody w dwoch sasiadujgcych ze sobg warstwach lodu.
Czasteczki wody, ktorych atom tlenu oznaczony zostat kolorem czerwonym, a atomy wodoru
— kolorem biatym, stanowig czg¢$¢ najbardziej zewngtrznej warstwy lodu. Bezposrednio pod nimi
znajduja si¢ natomiast czasteczki wody budujace zewngtrzng czgs¢ lezacej ponizej warstwy lodu.
Czasteczki czerwono-biale i niebieskie zwigzane sa wigzaniami wodorowymi — wielkosci katow
dwusciennych odpowiadajgcych tym parom sg rozne w zaleznosci od struktury lodu. W przypadku
lodu heksagonalnego katy ¢ przyjmuja wartosci bliskie 60° lub 180°, natomiast dla lodu
regularnego wartosci te wynosza ok. 0° lub 120°. Jako punkt odniesienia pokazano na rysunku
polozenia czasteczek wody tworzacych lezace glebiej warstwy lodu (kolor szary)

W nowo powstajacym lodzie, w ktorym czasteczki wody nie sa jeszcze idealnie

uporzadkowane, rozktady wielkosci kata ¢ charakteryzuja si¢ stosunkowo duza szeroko$cig
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(Rys. 5.14). Mimo tego, juz na tym etapie procesu krzepnigcia zaobserwowaé mozna

charakterystyczne cechy obu struktur lodu.
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Rys. 5.14. Rozktad wielkosci katéw dwusciennych ¢ w ukladach zawierajacych czysta wode
(niebieskie linie) oraz w nowo powstalych warstwach lodu (kolor zielony) o strukturze
heksagonalnej (linia przerywana) oraz regularnej (linia ciagta). Gradient kolorow zastosowany
w przypadku wynikow dotyczacych ciektej wody obrazuje zmiany rozktadu katow dwusciennych
z temperaturg — linig najjasniejsza oznaczone zostaty rezultaty uzyskane dla wody symulowane;j
w temperaturze 300 K, natomiast linig najciemniejsza — w temperaturze 250 K (kierunek wzrostu
temperatury zaznaczony zostal rOwniez za pomoca strzalek)

Analize¢ rozktadu katow ¢ przeprowadzi¢ mozna rowniez dla ciektej wody (symulowanej
wedtug procedury opisanej w czesci pracy dotyczacej metodyki badan). Jak mozna zaobserwowac
na Rys. 5.14, w cieklej wodzie wystgpuje preferencja wzgledem pewnych wartosci
katow ¢. Potozenia maksimoéw na tym wykresie odpowiadaja wielkosciom katow
charakterystycznym dla struktury regularnej lodu. Istnienie obserwowanej preferencji moze wiegc
by¢ przyczyna, dla ktorej 16d o strukturze regularnej wystepuje w przewadze w nowo powstajagcym
lodzie. Ponadto zauwazy¢ mozna, ze obserwowana preferencja staje si¢ bardziej wyrazna wraz
z obnizaniem si¢ temperatury wody. Podobny trend wystepuje w przypadku prawdopodobienstwa
powstawania lodu o strukturze regularnej z przechtodzonej wody — im nizsza temperatura wody,
tym prawdopodobienstwo to staje si¢ wyzsze (Rys. 1.4).

Wykorzystujac rozktady katow ¢ w cieklej wodzie, oszacowa¢ mozna
prawdopodobienstwo, ze dwie czasteczki wody, potagczone wigzaniem wodorowym, przyjmag taka
wzajemng orientacje, jaka pojawia si¢ w lodzie o strukturze regularnej lub heksagonalnej. Aby tego
dokona¢, funkcje przedstawione na Rys. 5.14 i odpowiadajace cieklej wodzie scatkowatam wokot
wielko$ci katow charakterystycznych dla obu struktur lodu (£10° wokdt wartosci idealnych).

Uzyskane prawdopodobienstwa dla badanych temperatur zebrane zostalty w Tabeli 5.2.
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Tabela 5.2. Prawdopodobienstwa przyjecia przez dwie czgsteczki wody (w cieklej wodzie)
zwigzane wigzaniem wodorowym orientacji odpowiadajacej orientacji par czasteczek wody
wlodzie o strukturze heksagonalnej (ppe,) 1 regularnej (peyp) oraz stosunek tych
prawdopodobienstw, w réznych temperaturach

Temperatura [K] | ppey Peub | Pcub/Phex
250 0,1440 | 0,1856 | 1,2889
260 0,1472 | 0,1820 | 1,2365
265 0,1486 | 0,1806 | 1,2159
270 0,1494 | 0,1799 | 1,2040
280 0,1513 | 0,1777 | 1,1744
290 0,1529 | 0,1761 | 1,1512
300 0,1539 | 0,1752 | 1,1385

Gdyby kazda z par czasteczek wody zwigzanych wigzaniem wodorowym, o wzajemne;j
orientacji odpowiadajacej jednej ze struktur lodu (w dalszej czesci pracy okreslanych odpowiednio
jako ,.hex” — w odniesieniu do lodu heksagonalnego oraz ,,cub” — w odniesieniu do lodu
regularnego), stawala si¢ zarodkiem krystalizacji nowej warstwy lodu na powierzchni krysztatu,
wtedy stosunek prawdopodobienstw zaprezentowanych w Tabeli 5.2 powinien odpowiadac
stosunkowi prawdopodobienstw powstawania lodu o strukturze regularnej i heksagonalne;.
Sytuacja wyglada jednak inaczej — jak pokazali Choi i in.'%, w trakcie tworzenia si¢ nowej warstwy
lodu na plaszczyznie podstawowej lodu dochodzi do rywalizacji klastrow czasteczek wody
bedacych zarodkami struktury heksagonalnej i regularnej. Jedynie klastry o wystarczajacej
wielkosci majg szanse sta¢ si¢ zarodkami nowej warstwy lodu. W dalszej czgséci badan podjetam
wigc probe oszacowania minimalnej wielkos$ci takiego klastra.

Do badan wykorzystatam uktady zbudowane z krysztalu lodu zanurzonego w cieklej
wodzie (przygotowane wedlug procedury opisanej w Rozdziale 3.2.5). W kazdym ze stu
dwudziestu uktadow symulowanych w temperaturach 250 1 265 K sprawdzitam, jak zmienia si¢
zawarto$¢ czasteczek wody zwigzanych wigzaniami wodorowymi z plaszczyzng podstawowa
krysztatu 1 przyjmujacych orientacje (wzgledem czgsteczek wody w lodzie) podobne do tych
obserwowanych w lodzie heksagonalnym i regularnym. Na tej podstawie, poszczegolne czgsteczki
wody solwatacyjnej przypisane zostaly do jednej z trzech klas: hex”, ,,cub” lub ,,inne”. Jako
kryterium podobienstwa wykorzystatam wielkos¢ kata ¢ tworzacego si¢ miedzy czasteczkami
wody w warstwie solwatacyjnej krysztatu oraz czasteczkami wody w lodzie. Czasteczki ciektej
wody przypisywane byly do klas ,,cub” lub ,hex” jesli wielko$¢ kata ¢p zawarta byla w przedziale
+10° wokot wartosci charakterystycznych dla obu struktur. Z kolei czasteczki wody niespetniajace

tego kryterium przypisywane byly do klasy ,,inne”. Dzigki takiemu postgpowaniu, ze wszystkich
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czasteczek wody solwatujacych plaszczyzny podstawowe krysztatu lodu wybrane zostaty te, ktore
posiadaty optymalng orientacjg, aby stac si¢ cze$cig zarodka nowej warstwy lodu o dane;j strukturze.
Na koniec wyznaczona zostata wielko$¢ klastrow sktadajacych si¢ z czasteczek wody solwatacyjne;j
przypisanych do klas ,,cub” i ,,hex” na réznych etapach symulacji, we wszystkich analizowanych
uktadach symulacyjnych.

W celu oszacowania wielkosci klastra, ktory stanowi zarodek nowej warstwy lodu,
zastosowatam nastepujgce postepowanie. W przypadku kazdego uktadu symulacyjnego znalaztam
moment czasu, w ktorym klaster o wielkosci N czasteczek pojawial si¢ po raz pierwszy. Nastgpnie,
poréwnatam strukture tego klastra (strukture poczatkowa) ze strukturg lodu obecnego w rozwazanej
warstwie solwatacyjnej po zakonczeniu symulacji. Na tej podstawie oszacowatam
prawdopodobienstwo powstania nowej warstwy lodu o strukturze odpowiadajacej strukturze
startowego klastra, dla klastrow sktadajacych si¢ z N czasteczek wody.

Opisang powyzej procedur¢ zastosowalam dla wielkosci klastra (N) w zakresie od

czterech do pigtnastu czgsteczek wody, a wyniki zaprezentowatam na Rys. 5.15.
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Rys. 5.15. Zalezno$¢ prawdopodobienstwo powstania nowej warstwy lodu o strukturze zgodnej ze
strukturg startowego klastra od wielkosci tego klastra, w temperaturach 250 1 265 K

Uzyskane wyniki wskazuja, ze prawdopodobienstwo powstania warstwy lodu
o strukturze takiej samej jak struktura startowego klastra ro$nie wraz ze wzrostem wielkosci tego
klastra. Zgodnie z oczekiwaniami, rezultaty uzyskane dla dwoch réznych temperatur nieco si¢ od
siebie r6znig. Prawdopodobienstwa uzyskane w uktadach symulowanych w wyzszej temperaturze
byty nizsze dla tych samych wielkosci startowego klastra. Bazujac na uzyskanych wynikach
przyjetam, ze minimalna wielko$¢ klastra moze zosta¢ oszacowana na 9 i 10 czgsteczek wody,
odpowiednio dla temperatur 250 i 265 K, co odpowiada prawdopodobienstwu powstania pelnej
warstwy lodu o strukturze odpowiadajacej strukturze startowego klastra bliskiemu lub wyzszemu

niz 90%. Wielkosci te wykorzystatam nastgpnie w dalszej czesci analizy.
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Jesli struktura ciektej wody (opisana za pomocg rozktadu wielkosci katow ¢) jest
odpowiedzialna za preferencje w stosunku do lodu o strukturze regularnej w nowo powstajacym
lodzie, efekt ten powinno si¢ da¢ zaobserwowac za pomocg prostego modelu statystycznego.

Aby to sprawdzi¢, zbudowana zostala matryca, ktora odtwarzata polozenia weztow sieci
krystalicznej ptaszczyzny podstawowej lodu heksagonalnego (ktora jest identyczna jak ptaszczyzna
(111) lodu regularnego). Wielko$¢ tej matrycy byla taka sama jak wielko$¢ plaszczyzny
podstawowej krysztalow lodu w badanych wczesniej uktadach symulacyjnych. Zatozono, ze — tak
jak ma to miejsce w rzeczywistych uktadach — kazdy z tych weztdéw moze utworzy¢ jedno wigzanie
wodorowe z czgsteczka cieklej wody. W nastgpnym kroku do kazdego wezla przypisana zostala
czasteczka cieklej wody, ktorej orientacja (,,cub”, ,,hex” lub ,,inne”’) nadana zostata na podstawie
prawdopodobienstw uzyskanych w trakcie analizy struktury przechtodzonej wody (Tabela 5.2). Po
przypisaniu wszystkim czgsteczkom orientacji, wyznaczone zostaty wielkosci klastrow o strukturze
,cub” 1 ,,hex”, ktore utworzyly si¢ na powierzchni matrycy.

Jak argumentowatam wczes$niej, pojawienie si¢ na powierzchni lodu klastra o minimalne;j
wielko$ci (wyznaczonej wczesniej) determinuje dalszy proces krzepnigcia, prowadzac do
powstania warstwy lodu o takiej samej strukturze jak struktura startowego klastra. Na tej podstawie,
wielokrotnie powtarzajac opisang powyzej procedure w celu uzyskania wiarygodnej statystyki oraz
przyjmujac minimalne wielko$ci klastra rowne 9 i 10 dla temperatur 250 i 265 K, oszacowalam
prawdopodobienstwa powstania minimalnego klastra (a tym samym warstwy lodu) o strukturze
regularnej, ktore wynosilty 84 1 82%, odpowiednio w temperaturze 250 i 265 K.

Zgodnie z oczekiwaniami, prawdopodobienstwo powstania lodu o strukturze regulame;j
przewidziane przez model jest wyzsze niz prawdopodobienstwo powstania lodu o strukturze
heksagonalnej. Uzyskane wyniki sa jednak nieco wyzsze niz warto$ci eksperymentalne (Rys. 1.4).
Fakt ten nie powinien jednak dziwi¢ biorgc pod uwagg, ze zaproponowany model jest bardzo prosty
i bierze pod uwagg tylko jeden czynnik majacy wplyw na orientacje czasteczek wody w warstwie
solwatacyjnej lodu, mianowicie prawdopodobienstwo przyjecia przez pary czasteczek wody
pewnych wzajemnych orientacji. Z drugiej jednak strony model spehit swoja funkcje, pokazujac,
ze juz niewielkie réznice w rozktadzie prawdopodobienstwa wielkos$ci katow ¢ w ciektej wodzie
moga przelozy¢ si¢ na znaczace roznice w zawartosci lodu o strukturze regularnej i heksagonalne;
w nowo powstajacym lodzie. W $wietle tych ograniczen, warto$ci przewidziane przez model
stosunkowo dobrze odpowiadajg rzeczywistej zawarto$ci lodu o obu strukturach w nowo

tworzacych si¢ krysztatach (Rys. 1.4).
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5.1.8. Podsumowanie

Glownym celem tej czgsci przeprowadzonych przeze mnie badan bylo poznanie
szczegotow procesu krzepnigcia wody na powierzchni krysztalu lodu. Byl to pierwszy, wstgpny
etap badan zmierzajacych w kierunku poznania mechanizmu oddzialywania biatek
przeciwdzialajacych zamarzaniu z powierzchnig lodu. W literaturze pojawiaja si¢ odmienne,
a czasem nawet sprzeczne ze sobg informacje dotyczace procesu krzepnigcia wody. Ponadto, wiele
z dostepnych danych dotyczy warunkow znacznie odbiegajacych od warunkow funkcjonowania
biatek przeciwdzialajacych zamarzaniu.

Krysztat lodu, mimo posiadania uporzadkowanej sieci krystalicznej, charakteryzuje si¢
wewnetrznym nieuporzadkowaniem potozen atoméw wodoru czgsteczek wody. Na skutek tego
nieuporzagdkowania, réwniez powierzchnia lodu, a wigc obszar, ktory bezposrednio oddzialuje
z bialkami AFP, moze posiada¢ zroznicowang strukturg. W literaturze mozna znalez¢ prace, ktore
sugerujg, ze stan powierzchni lodu moze mie¢ wptyw na proces adsorpcji czasteczek wody na tej
powierzchni. Badania te dotyczg jednak sytuacji, gdy krysztat lodu znajduje si¢ w prozni, i jedynie
kilka pojedynczych czgsteczek wody moze oddziatywac z jego powierzchnig.

Przeprowadzone przeze mnie badania pokazaly, ze stan powierzchni lodu nie ma
wielkiego znaczenia z punktu widzenia procesu krzepniecia, gdy krysztatl lodu zanurzony jest
w cieklej wodzie. W wyniku procesu krzepnigcia wody, na ptaszczyznie podstawowej lodu tworzy¢
si¢ moze 16d o strukturze heksagonalnej lub regularnej. Waznym czynnikiem majacym wplyw na
czestotliwo$¢ powstawania tych dwoch form lodu, szczegélnie przy duzym stopniu przechtodzenia
wody, wydaje si¢ by¢ obecnos¢ pola elektrycznego generowanego przez krysztat lodu (a doktadniej
— jego kierunek). Fakt ten nalezy wzia¢ wigc pod uwage planujac eksperymenty, w ktorych efekt
ten moze odgrywac istotng rolg.

Moglby to by¢ rowniez wazny aspekt mojej pracy, zwazywszy, ze czasteczka badanego
przeze mnie biatka CfAFP posiada wlasny moment dipolowy. Dotychczas w literaturze nie byt
brany pod uwage wplyw pola elektrycznego na mechanizm funkcjonowania biatek z grupy AFP.
Zauwazy¢ jednak nalezy, ze natezenie pola elektrycznego generowanego przez moment dipolowy
czasteczki bialka CfAFP jest znacznie mniejsze (o rzedy wielkosci) w stosunku do tego
obserwowanego w Tabeli 5.1. Tym samym uzyskane przeze mnie wyniki pozwalajg na w petni
uzasadnione pominigcie czynnika zwigzanego z oddzialywaniem momentu dipolowego czasteczki
biatka na mechanizm jego (przeciwdzialajgcej zamarzaniu) funkcjonalnosci biologiczne;j.

Analiza szybko$ci krzepnigcia wody na ptaszczyznach podstawowej i pryzmatycznej
(1010) potwierdzita wyniki uzyskane wcze$niej przez innych badaczy. Proces krzepnigcia
postgpowal w poblizu ptaszczyzny pryzmatycznej wyraznie szybciej niz w przypadku pltaszczyzny

podstawowej. Ponadto pokazatam, ze stan powierzchni lodu oraz wewngtrze uporzadkowanie
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krysztatu lodu (a co za tym idzie obecnos¢ pola elektrycznego) nie ma wptywu na szybkos¢ procesu
krzepnigcia.

Analiza strukturalna przeprowadzona dla ciektej wody oraz nowo powstatego lodu
pozwolita na znalezienie zwigzku mig¢dzy strukturg cieczy a prawdopodobienstwem powstawania
w przechtodzonej wodzie lodu o strukturze regularnej i heksagonalnej. Za pomocg prostego modelu
udato si¢ potwierdzi¢, ze tendencja par czasteczek w cieklej wodzie (potaczonych wigzaniami
wodorowymi) do przyjmowania pewnych wzajemnych orientacji, moze by¢ przyczyng
obserwowanej preferencji wzgledem formy regularnej w nowo powstajacym lodzie.

Podsumowujac, przedstawione powyzej rezultaty pozwalajg nie tylko na lepsze
zrozumienie procesu krzepnigcia wody na powierzchni lodu oraz jego zaleznosci od budowy
krysztatu, ale zwracaja roOwniez uwage na koniecznos$¢ starannego przygotowania krysztatu lodu

uzywanego w badaniach metodami symulacji komputerowych.

5.2. Badanie mechanizmu oddziatywania czgsteczki biatka CfAFP

z powierzchnig lodu

5.2.1. Budowa uktadow symulacyjnych

Jednym z wnioskéw wynikajgcych z badan nad mechanizmem krzepnigcia wody na
powierzchni lodu jest fakt, ze konstrukcja krysztatu lodu (jego uporzadkowanie wewngtrzne, a co
za tym idzie — charakterystyka generowanego przez niego pola elektrycznego) ma wplyw na proces
krzepnigcia pobliskiej wody.

Mozna si¢ spodziewaé, ze krysztaly lodu charakteryzujace si¢ dalekozasiggowym
uporzadkowaniem orientacji czasteczek wody beda wystepowal w naturze bardzo rzadko.
Lokalnie, uporzadkowanie takie moze jednak wystepowac, co skutkowaé bedzie pojawianiem si¢
pola elektrycznego wptywajacego na strukture pobliskiej (ciektej) wody. Aby ograniczy¢ wplyw
tego efektu na uzyskiwane wyniki, krysztaly lodu znajdujace si¢ w uktadach symulacyjnych
wykorzystanych w tej czesci badan, poddatam procedurze randomizacji (doktadny opis procedury
przygotowania uktadow zamieszczony zostal w Rozdziale 3.2.5).

Jak to zostato opisane w szczegdtach w rozdziale po§wieconym procedurze symulacyjnej,
w badaniach wykorzystatam trzy typy uktadow: uktady zbudowane z krysztatu lodu zanurzonego
w ciektej wodzie, uklady, w ktéorych umieszczonych zostato szes¢ czasteczek biatka CfAFP
w odlegtosci okoto 1,1 nm od powierzchni lodu, a biatka te zwrocone byly obszarami aktywnymi
(czasteczki biatka zlokalizowane w poblizu plaszczyzn podstawowych i pryzmatycznych (1010))
lub nieaktywnymi (czasteczki bialka sasiadujace z plaszczyznami pryzmatycznymi (1120))

w kierunku lodu oraz uktady zawierajace czasteczki biatka CfAFP zanurzone w cieklej wodzie.
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Wszystkie uktady poddane zostaly symulacjom w takich samych warunkach, aby mozliwe byto
poréwnanie uzyskanych wynikow migdzy uktadami réznego typu. Ponizej zaprezentowane zostaty

rezultaty przeprowadzonej analizy.

5.2.2. Wplyw obecnosci czasteczki biatka CfAFP na proces krzepnigcia
wody na powierzchni lodu

Badania pokazaty, ze wlasciwosci wody znajdujacej si¢ w sasiedztwie powierzchni lodu
(wody solwatacyjnej) rozniag si¢ od wlasciwosci czystej wody (niezaburzonej obecnos$cia lodu).
Badania przeprowadzone metodami eksperymentalnymi'®® i symulacje komputerowe!s4!
wskazujg, ze zasigg zmian wywolanych obecno$cig fazy statej moze sigga¢ nawet dwoch
nanometrow. Takze woda solwatacyjna biatek (w tym rowniez bialek przeciwdzialajacych
zamarzaniu) posiada inne wlasciwosci strukturalne niz czysta woda. W tym przypadku

pokazan0142,186—188

, ze zmiany obserwuje si¢ do odleglosci ok. 1 nm od powierzchni biatka.
W efekcie, kiedy biatko CfAFP znajdzie si¢ w niewielkiej odlegtosci od powierzchni lodu, warstwy
solwatacyjne bialka i lodu mogg zacza¢ si¢ naktada¢ juz przy odleglosci biatko-16d przekraczajacej
ok. 2 nm.

Jeden z zaproponowanych w literaturze mechanizméw funkcjonowania biatek

przeciwdzialajacych zamarzaniu®®®®

zaklada, Zze proces krzepnigcia cieklej wody znajdujacej si¢
w obszarze miedzy powierzchnig aktywng biatka i lodem jest utatwiony w porownaniu do wody
niezaburzonej obecnoscig biatka. Aby to sprawdzi¢ przeprowadzitam analize zmian w czasie
sredniej zawartosci lodu w pierwszej warstwie solwatacyjnej lodu (w odlegtosci do 0,35 nm od jego
powierzchni), w obecnos$ci i pod nieobecnos¢ czasteczek biatka CfAFP (Rys. 5.16). Tak jak
poprzednio, zawarto$¢ lodu monitorowana byta z wykorzystaniem algorytmu CHILL+'"!. Badania
przeprowadzone zostaty dla uktadéw symulowanych w dwoch temperaturach, mianowicie 250 K
1265 K. Odlegtos¢ czasteczek biatka od powierzchni lodu byla we wszystkich uktadach bliska
1,1 nm.

Na podstawie danych zaprezentowanych na Rys. 5.16 wyciagna¢ mozna dwa wnioski. Po
pierwsze, obecno$¢ czgsteczki bialka CfAFP w poblizu powierzchni lodu nie skutkowatla
zwickszeniem szybkos$ci postepu procesu krzepnigcia wody na powierzchni tego krysztatu,
w poréwnaniu do uktadéw niezawierajacych czasteczek bialka. Przeciwnie, wydaje si¢ nawet, ze
proces ten postepowat nieco wolniej. Jedng z przyczyn takiego stanu rzeczy moze by¢ spowolnienie
ruchliwo$ci czgsteczek wody uwigzionych migdzy dwiema, charakteryzujacymi si¢ stosunkowo

duzym rozmiarem, powierzchniami'®”!%,
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Rys. 5.16. Zmiany w czasie $redniej zawartosci lodu o strukturze heksagonalnej (kolor czerwony),
regularnej (kolor niebieski) i posredniej miedzy fazg statg i ciekla (kolor zielony) oraz cieklej wody
(kolor czarny) w pierwszej warstwie solwatacyjnej plaszczyzny podstawowej i pryzmatycznej
(1010) krysztatu lodu, w przypadku, gdy w poblizu krysztatu lodu obecne s3 czasteczki biatka
CfAFP (linie ciagle) oraz gdy bialko nie jest obecne (linie przerywane). Odleglos$¢ czasteczek
biatka od powierzchni lodu wynosita ok. 1,1 nm

Drugi wniosek dotyczy czgstotliwosci powstawania w poblizu ptaszczyzny podstawowej
krysztatu formy heksagonalnej i regularnej lodu. Obecnos¢ czasteczki biatka w zauwazalny sposob
zmienita stosunek zawartosci obu form w pierwszej warstwie solwatacyjnej lodu — czgstotliwos¢
powstawania formy heksagonalnej ulegla zwigkszeniu.

Jedna z mozliwych przyczyn obserwowanych réznic moze by¢ odmienna struktura wody
solwatacyjnej biatka CfAFP w poréownaniu ze strukturg wody solwatacyjnej lodu. Naktadanie si¢
warstw solwatacyjnych oddziatujacych ze sobg powierzchni prowadzitoby w efekcie do zmiany
struktury wody w calym obszarze przestrzeni migdzy czgsteczkg bialka i lodem. Aby sprawdzic,
czy efekt ten faktycznie wystepuje, przeprowadzitam analize zmian strukturalnych zachodzacych
w wodzie solwatacyjnej biatka na skutek obecnosci w jego otoczeniu krysztatu lodu — wyniki tej

analizy przedstawilam w kolejnej czeSci tej pracy.

5.2.3. Zmiany strukturalne zachodzace w wodzie solwatacyjnej biatka
CfAFP 1 lodu w czasie

Przeprowadzenie analizy zmian strukturalnych zachodzacych w wodzie solwatacyjnej
lodu oraz bialka CfAFP wymaga zastosowania takiego narzedzia, ktore bedzie mozliwe do
zastosowania w obu tych przypadkach. Algorytm CHILL+, ktéry z powodzeniem wykorzystany

zostal przeze mnie do obserwacji postepu procesu krzepniecia wody bedgcej w kontakcie z lodem,
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zawodzi w przypadku analizy wody solwatacyjnej biatka. Konstrukcja tego parametru opiera si¢ na
analizie otoczenia poszczegolnych czasteczek wody, o zasiegu do dwoch warstw solwatacyjnych
od czasteczki centralnej. Obecnos¢ czasteczki biatka sprawia wigc, ze rezultaty uzyskiwane za
pomocg tego algorytmu sg niepoprawne (jest to wynik obecnosci tzw. ,,wykluczonej objetosci”
— zagadnienie to dyskutowane byto w Rozdziale 4.3).

W zwigzku z powyzszym, analiza przeprowadzona zostala z wykorzystaniem innych

172174 kt6ry pozwala uzyskaé informacje

parametréw opisujgcych struktur¢ wody — parametru F,
na temat wzajemnej orientacji par czasteczek wody polaczonych wigzaniami wodorowymi w catej
warstwie solwatacyjnej, oraz energii oddzialywan miedzy czasteczka wody i jej najblizszym
otoczeniem (definicje obu parametrow zostaly przedstawione w Rozdziale 4.2.2). Nalezy jednak
zaznaczyC, ze parametry te sa mniej czute na zmiany strukturalne niz algorytm CHILL+.
W zwigzku z tym istnicje mozliwos¢, ze rozne uporzadkowania strukturalne mogg by¢
charakteryzowane przez podobne warto$ci wybranych parametréw. Mimo tych zastrzezen,
zaréwno parametr F, jak i Srednia energia oddziatywan czasteczki wody z otoczeniem, stanowig

przydatne narzedzia umozliwiajace dokonanie opisu wilasciwosci strukturalnych wody

solwatacyjne;.

A. Wplyw obecnosci krysztalu lodu na strukture wody solwatacyjnej czasteczki

biatka CfAFP

Analiza struktury wody solwatacyjnej biatka CfAFP z wykorzystaniem parametru
F, przeprowadzona zostata w obszarze do 0,4 nm od powierzchni biatka (lub lodu), oddzielnie dla
obszaréw aktywnego oraz nicaktywnego bialka. Uzyskane rezultaty, w formie $rednich rozktadow
warto$ci parametru F,, przedstawione zostatly na Rys. 5.17.

Pierwsze dwa wykresy w kazdym wierszu obrazuja zmiany $redniego rozktadu wartosci
parametru F, w warstwie solwatacyjnej czasteczki biatka CFAFP zwrdconej powierzchnig aktywng
w kierunku ptaszczyzny podstawowej i pryzmatycznej (1010) lodu. Na wykresach zaobserwowaé
mozna, ze maksimum rozktadu przesuwato si¢ wraz z uplywem czasu w kierunku bardziej
ujemnych wartosci parametru. Jak wspomnialam przy okazji przedstawiania definicji parametru F,
wartosci bliskie zera odpowiadajg strukturze cieklej wody, natomiast warto$ci ujemne wskazuja na

obecnos¢ bardziej uporzadkowanej, przypominajacej 10d, struktury.
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Rys. 5.17. Zmiany w czasie §rednich rozktadow warto$ci parametru F, dla warstw solwatacyjnych
powierzchni aktywnej i nieaktywnej czasteczki biatka CfAFP. Na wykresach a) oraz
e) przedstawione zostalty wyniki uzyskane dla wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej
sasiadujacej z plaszczyzna podstawowa lodu, na wykresach b) oraz f) — dla wody solwatacyjnej
powierzchni aktywnej sgsiadujacej z plaszczyzng pryzmatyczng (1010), natomiast na wykresach
¢)ig) —dla wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej, ktora nie sagsiadowata z lodem. Na wykresie
d) przedstawione zostaly wyniki uzyskane dla wody solwatacyjnej obszaru nieaktywnego biatka
CfAFP, ktory sasiaduje z plaszczyzng pryzmatyczng (1120) lodu. Skala kolorystyczna obrazuje
zmiany zachodzace w warstwach solwatacyjnych w czasie: najciemniejsze linie obrazuja $redni
rozktad warto$ci parametru F, na poczatku symulacji, natomiast najjasniejsze — po 18 ns symulacji.
Dla poroéwnania na wykresach zaznaczone zostaty liniami przerywanymi srednie warto$ci
parametru F, dla ciektej wody (0,011) oraz lodu heksagonalnego (-0,384), wyznaczone przez
innych badaczy'”

Podobny kierunek zmian zaobserwowaé mozna réwniez badajac strukture warstwy

solwatacyjnej krysztatu lodu (Rys. 5.18). W tym przypadku, proces postepowat jednak znacznie

szybciej. Ponadto, $redni rozkltad wartoSci parametru F, uzyskany dla wody solwatacyjnej

ptaszczyzny podstawowej lodu posiadat dwa maksima — jest to wynik powstawania w badanych

uktadach lodu o strukturze regularnej i heksagonalne;.
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Rys. 5.18. Zmiany w czasie $rednich rozkltadow wartosci parametru F, w pierwszej warstwie
solwatacyjnej krysztatu lodu. Na wykresach przedstawione zostaty wyniki uzyskane dla warstw
solwatacyjnych plaszczyzn a) podstawowej, b) pryzmatycznej (1010) oraz c) pryzmatycznej
(1120). Skala kolorystyczna obrazuje zmiany zachodzace w warstwach solwatacyjnych w czasie:
najciemniejsze linie obrazuja $redni rozktad wartosci parametru F, na poczatku symulacji,
natomiast najjasniejsze — po 18 ns symulacji. Dla porownania na wykresach zaznaczone zostaty
liniami przerywanymi S$rednie wartosci parametru F, dla cieklej wody (0,011) oraz lodu
heksagonalnego (-0,384), wyznaczone przez innych badaczy'”
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Rezultaty uzyskane dla wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka CfAFP, ktore
nie sgsiaduje z powierzchnig lodu sg odmienne. W tym przypadku (wykresy c i g na Rys. 5.17) nie
obserwuje si¢ zmian S$rednich rozktadéw parametru F, w czasie. Podobne zachowanie
zaobserwowa¢ mozna rowniez w warstwie solwatacyjnej obszarow nieaktywnych biatka
(wykres d na Rys. 5.17).

Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, Ze obecnos¢ krysztatu lodu w niewielkiej
odlegtosci (ok. 1,1 nm) od powierzchni wigzacej bialka CfAFP wplywa na strukture wody
solwatacyjnej tej powierzchni. Kierunek obserwowanych zmian, tj. stopniowe upodabnianie si¢
struktury wody solwatacyjnej do struktury lodu, pozwala przypuszczaé, ze biatko jest w stanie
zwigzaé si¢ z powierzchnia lodu na skutek ,,przymarzni¢cia” do powierzchni krysztalu. Zmiany

strukturalne nie zachodza jednak tak szybko, jak na w wodzie solwatacyjnej krysztatu lodu.

B. Srednia energia oddzialywania czasteczki wody w warstwie solwatacyjnej z

najblizszym otoczeniem

Podobnie jak w przypadku badan z wykorzystaniem parametru F,, energia oddziatywan
czagsteczek wody solwatacyjnej z otoczeniem wyznaczona zostata dla czasteczek znajdujacych si¢
w odlegtosci do 0,4 nm od powierzchni biatka. Analiza przeprowadzona zostata dla tych czgsteczek
biatka, ktére zwrocone byly powierzchniami aktywnymi w kierunku plaszczyzn podstawowej
i pryzmatycznej (1010) lodu. Uzyskane rezultaty przedstawione zostaly na Rys. 5.19, oddzielnie
dla wody solwatacyjnej obszaru aktywnego i nieaktywnego biatka.

W przypadku warstwy solwatacyjnej obszarow nieaktywnych czasteczek biatka CfAFP,
$rednia energia oddziatywan czasteczki wody z otoczeniem nie byla zalezna od czasu
(Rys. 5.28 b i d). Srednia energia oddziatywan czasteczki wody z atomami biatka (Epy,) okazata
si¢ by¢ w tym przypadku nizsza od S$redniej energii oddzialywan wyznaczonej dla wody
solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka. Rezultaty te potwierdzaja, ze obszary nieaktywne
biatka charakteryzuja si¢ wyzsza hydrofilowoscia.

Rezultaty uzyskane dla wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka roznily sie
w zaleznosci od tego, czy powierzchnia ta sgsiadowata z powierzchnig lodu czy tez nie. Gdy
krysztat lodu byt nieobecny, energie oddziatywan Epyy, 1 Eyyy pozostawaly state w czasie, podobnie
jak miato to miejsce w przypadku wody solwatacyjnej obszarow nieaktywnych. Z kolei w sytuacii,
gdy powierzchnia wigzaca sgsiadowala z powierzchnig lodu, $rednia energia oddziatywan Ey
obnizala si¢ wraz z uplywem czasu, natomiast $rednia energia oddzialywan czasteczki wody
z atomami bialka wcigz pozostawata od czasu niezalezna. Brak zmian wartosci energii Epy,
w czasie, gdy czasteczka biatka sasiaduje z powierzchnia lodu moze oznaczaé, ze struktura czesci
warstwy solwatacyjnej znajdujacej si¢ w bezposrednim kontakcie z atomami powierzchni wigzacej

biatka jest w pewien sposob ,,uformowana” jeszcze zanim biatko znajdzie si¢ w sgsiedztwie lodu,
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a co za tym idzie nie zmienia si¢ w duzym stopniu w trakcie procesu wigzania si¢ czasteczki biatka

z lodem.
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Rys. 5.19. Zmiany w czasie $redniej energii oddziatywan czasteczki wody zlokalizowanej
w warstwie solwatacyjnej biatka CfAFP z otaczajaca woda (czerwone punkty) oraz z powierzchnia
biatka (zielone punkty). Srednie energie oddziatywan wyznaczone zostalty oddzielnie dla wody
solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka (lewa kolumna, rys. a) i c¢)) i wody solwatacyjnej
obszaru nieaktywnego biatka (prawa kolumna, rys. b) i d)). Analizie poddano uktady, w ktorych
czasteczki biatka zwrocone byly powierzchnig aktywna w kierunku plaszczyzn podstawowej
(gorny wiersz, a) i b)) i pryzmatycznej (1010) lodu (dolny wiersz, ¢) i d)). Przedstawione rezultaty
dotyczag symulacji prowadzonych w dwoch temperaturach: 250 K (ciemnoczerwone
i ciemnoniebieskie punkty) oraz 265 K (jasnoczerwone i jasnozielone punkty)

Powyzszy wniosek przywotuje na mysl koncepcje Garnhama i in.”!, wedhug ktérej biatka
AFP ,niosg swoj wlasny 16d”, zwigzany z powierzchnig aktywna czasteczki. Z drugiej strony
zaobserwowac mozna, ze energia oddziatywan woda-woda w warstwie solwatacyjnej powierzchni
aktywnej maleje wraz z postgpem symulacji, gdy biatko sgsiaduje z lodem. W obszarze tym
zachodzi wigc proces reorganizacji struktury wody, ktory indukowany jest obecnoscig krysztatu
lodu i zachodzi w wyniku oddziatywania warstw solwatacyjnych lodu i biatka.

Rezultaty uzyskane dla warstwy solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka CfAFP
mozna réwniez poréwnac ze zmianami $redniej energii oddziatywan z otoczeniem czgsteczki wody
zlokalizowanej w warstwie solwatacyjnej krysztatu lodu, pod nieobecnos¢ czasteczki biatka w jego

sasiedztwie (Rys. 5.20).
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Rys. 5.20 Zmiany w czasie $redniej energii oddziatywan czasteczki wody zlokalizowanej
w warstwie solwatacyjnej plaszczyzny podstawowej lodu z otaczajaca woda (czerwone punkty)
oraz z czasteczkami wody tworzacymi 16d (zielone punkty). Zaprezentowane rezultaty dotycza
symulacji prowadzonych w temperaturze 265 K

Jak mozna zaobserwowac, warstwy solwatacyjne powierzchni aktywnej biatka CfAFP
sasiadujgcej z lodem oraz lodu wykazuja zarbwno pewne podobienstwa, jak i roznice. W obu
przypadkach wraz z uptywem czasu dochodzito do obnizania si¢ Sredniej energii oddziatywan
Eyw, co $wiadczy o postepujgcym procesie porzadkowania si¢ czgsteczek wody w tej warstwie
— proces ten postepowal jednak wyraznie szybciej w warstwie solwatacyjnej lodu. Wyrazng roznice
mie¢dzy uzyskanymi rezultatami stanowi przebieg krzywych opisujacych zmiany w czasie energii
oddziatywan czasteczki wody z powierzchniami czasteczki biatka i lodu. Srednia energia
oddzialywan E}y, okazala si¢ male¢ w czasie. Nie jest to wynik zaskakujacy, poniewaz
w warunkach prowadzenia symulacji na powierzchni lodu postepuje proces krzepnigcia wody.
Sytuacja byla inna w przypadku wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka, gdzie wartosci
energii oddzialywan woda-biatko nie zmienialy si¢ w czasie. Ponadto, Zmiany strukturalne
zachodzily w wodzie solwatacyjnej krysztalu niezaleznie od tego, czy w jego sasiedztwie
znajdowalo si¢ biatko czy nie — w wyniku postepujacego procesu krzepnigcia. Z kolei struktura
wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej czasteczki biatka CfAFP zmieniata si¢ w czasie jedynie
w obecnosci krysztalu lodu, na skutek naktadania si¢ tej warstwy na warstwe solwatacyjng
krysztatu lodu. Na podstawie uzyskanych rezultatbw mozna wigc stwierdzi¢, ze woda solwatacyjna
powierzchni aktywnej czasteczki biatka CfAFP, mimo pewnych podobienstw, nie zachowuje si¢

w taki sam sposob jak woda solwatacyjna lodu.

5.2.4. Wizualne poroéwnanie struktury wody solwatacyjnej powierzchni
wigzgcej biatka CfAFP oraz lodu

Przedstawione powyzej rezultaty prezentujg podobienstwa i roznice wystepujace migdzy
woda solwatacyjng powierzchni aktywnej czasteczki biatka CfAFP oraz lodu za pomocag

parametréw opisujacych uporzadkowanie strukturalne. W tej czesci pracy warstwy solwatacyjne
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zostang poréwnane w sposob wizualny. Mozna tego dokona¢ znajdujac potozenia i orientacje
czasteczek wody nalezacych do warstw solwatacyjnych, ktore sa preferowane przez czasteczki
ciektej wody. Do badan wybrane zostaly dwa typy uktadow: zawierajacy krysztat lodu zanurzony
w cieklej wodzie oraz zawierajacy czasteczki CfAFP w ciektej wodzie (bez krysztatu lodu),
symulowane w temperaturze 250 K. Analizie poddany zostal poczatkowy fragment symulacji
o dtugosci 60 ps.

Na Rys. 5.21 przedstawione zostaly uzyskane rezultaty. Obrazy odpowiadajace wodzie
solwatacyjnej powierzchni aktywnej czasteczki bialka oraz lodu nie sg identyczne, posiadaja jednak
pewne cechy wspolne. Pewne obszary, w przypadku obu warstw solwatacyjnych, byly preferowane
przez czasteczki wody. W przypadku wody solwatacyjnej biatka zauwazy¢ mozna obecnosé
wyraznych pierscieni tworzgcych sie wokot grup metylowych reszt treoniny — pierScienie te
przypominajg swoja strukturg szesciocztlonowe pierScienie powstajace na powierzchni krysztalu
lodu. Niektore wigzania O-H czasteczek wody nalezacych do tej warstwy solwatacyjnej uktadaty
si¢ prostopadle do powierzchni bialka, stanowigc potencjalne miejsca wigzania z warstwa
solwatacyjng lodu.

Analizujac uzyskane obrazy, mozna si¢ spodziewac, ze naktadanie si¢ na siebie warstw
solwatacyjnych powierzchni aktywnej czasteczki biatka i lodu prowadzi¢ bedzie do powstania
wigkszej, uporzadkowane;j struktury, wypekiajacej caty obszar migdzy czasteczky biatka i lodem,
jeszcze zanim dojdzie do ich ostatecznego zwigzania. Obserwowane podobienstwo migdzy
badanymi warstwami solwatacyjnymi jest przyczyna, dla ktorej takie naktadanie moze nastgpic.
Ponadto mozna przypuszczac, ze aby doszto do potaczenia si¢ otoczek solwatacyjnych, czasteczka
biatka CfAFP musi si¢ ustawi¢ w odpowiedni sposob wzgledem matrycy lodu. W innym przypadku
obie struktury nie beda do siebie pasowaé, a czgsteczka biatka nie bedzie si¢ mogla zwigzaé na

powierzchni krysztatu.
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Rys. 5.21. Struktura wody solwatacyjnej a) powierzchni wiazacej biatka CfAFP, symulowanego
w wodzie w temperaturze 250 K (po ok. 1 ns po rozpoczeciu symulacji) oraz b) ptaszczyzny
podstawowej krysztatu lodu, zanurzonej w ciektej wodzie i symulowanej w temperaturze 265 K
(po ok. 1,2 ns po rozpoczeciu symulacji). Niebieskie linie obrazujg najbardziej prawdopodobne
potozenia 1 orientacje czasteczek wody znajdujacych si¢ w analizowanych warstwach
solwatacyjnych

5.2.5. Zdalne oddziatlywanie migdzy biatkiem CfAFP i lodem

Na podstawie uzyskanych dotychczas rezultatow mozna przypuszczaé, ze aby biatko
CfAFP moglo zwigzaé si¢ z powierzchnig lodu, musi ono przyja¢ odpowiednia orientacj¢
wzgledem sieci krystalicznej lodu. Tylko w takim przypadku mozliwe bedzie potaczenie si¢ warstw
solwatacyjnych powierzchni aktywnej bialka i lodu, pozwalajac na wstepne zwigzanie si¢
oddziatujacych ze soba powierzchni za posrednictwem oddzielajacej je ciekltej wody. Aby
sprawdzi¢, czy preferencja w stosunku do pewnych potozen czasteczki biatka wzgledem krysztalu
lodu faktycznie wystepuje, przeprowadzona zostata analiza zmian odlegtosci biatko-lod oraz

dopasowania orientacji czasteczki biatka do matrycy lodu w czasie.
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Rozktad odleglosci powierzchni aktywnej czasteczek biatka od lodu dla plaszczyzn
podstawowych, pryzmatycznych (1010) i pryzmatycznych (1120) w réznych momentach czasu
przedstawiony zostat na Rys. 5.22.
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Rys. 5.22. Histogramy obrazujace zmiany w czasie rozktadow odleglosci powierzchni aktywnej
czgsteczki biatka CfAFP od ptaszczyzn podstawowej, pryzmatycznej (1010) i pryzmatyczne;j
(1120) krysztatu lodu (kazdy wykonany dla 240 czasteczek biatka znajdujacych sie w 120 uktadach
symulacyjnych). Przedstawione dane dotycza uktadéw symulowanych w temperaturze 265 K

Na poczatku symulacji czasteczki biatka we wszystkich ukladach symulacyjnych
znajdowaty si¢ w odlegtosci (Srednio) ok. 1,1 nm od powierzchni lodu. W uktadach, w ktérych
czasteczki biatka zwrdocone byty powierzchnia aktywna w kierunku lodu, zaobserwowac mozna, ze
wraz z uptywem czasu niektdre czgsteczki zaczety zblizac si¢ do powierzchni lodu, inne natomiast
odsuwaty si¢ od niej. W kazdym z analizowanych momentdw czasu, najliczniejszg grupe
czasteczek stanowity jednak te, ktore znajdowaty si¢ w odlegtosci ok. 1,1 nm od powierzchni lodu.
Jednoczesnie, Srednia odleglos¢ migdzy biatkiem i lodem pozostawata w tych uktadach niemal stata
w czasie (Rys. 5.23).

Inaczej byto w przypadku czgsteczek biatka, ktore zwrdcone bylty w kierunku lodu
obszarem nieaktywnym. Wyraznie mozna tam bylo zaobserwowaé zwigkszanie si¢ w czasie
populacji czasteczek, w przypadku ktorych odleglos¢ biatko-1od byta wyraznie wigksza od

poczatkowej wartosci. Jak mozna zaobserwowac na Rys. 5.23, $rednia odleglos$¢ czasteczek biatka
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od powierzchni lodu stosunkowo szybko wzrastata w czasie, szczegolnie w przypadku uktadow

symulowanych w temperaturze 265 K.
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Rys. 5.23. Zmiany w czasie $rednich odleglosci czasteczki biatka CFAFP od powierzchni krysztatu
lodu. Wyniki przedstawiono dla biatek zwroconych powierzchnia aktywna w kierunki ptaszczyzn
podstawowe;j (linia niebieska) i pryzmatycznej (1010) (linia pomaranczowa) lodu oraz biatek
zwroconych obszarem nieaktywnym w kierunku plaszczyzny (1120) lodu (linia zielona).
Zaprezentowane dane dotycza uktadow symulowanych w dwoch temperaturach — 250 1 265 K

Na podstawie zaprezentowanych powyzej rezultatbw mozna stwierdziC, ze czasteczki
biatka, ktére zwrocone byly w kierunku lodu powierzchnia aktywng, byly niejako
,»przytrzymywane” w miejscu, w odleglosci ok. 1,1 nm od powierzchni lodu. Mechanizm tego
procesu opiera si¢ prawdopodobnie na wspomnianym wczesniej procesie naktadania si¢ na siebie
warstw solwatacyjnych biatka i lodu. Laczac si¢, warstwy te stabilizuja potozenie biatka wzgledem
lodu, co stanowi wstepny etap wigzania si¢ biatka z lodem.

Jak wspomniano wcze$niej, mozna zaktadac, ze nie tylko potozenia czasteczek biatka, ale
rowniez ich orientacje wzgledem lodu, nie powinny by¢ przypadkowe, aby moglo dojs¢ do
zwigzania si¢ biatka z powierzchnig krysztatu. W literaturze pokazano®*?’%°, ze najbardziej
optymalny sposob utozenia czasteczki bialka AFP wzgledem lodu (z punktu widzenia procesu
adsorpcji tego biatka na powierzchni krysztatu) to taki, ktoéry pozwala na utworzenie si¢ wigzan
wodorowych miedzy grupami hydroksylowymi reszt treoniny powierzchni aktywnej oraz
czasteczkami wody w lodzie. Oznacza to, iz atomy tlenu grup hydroksylowych reszt treoniny
powierzchni aktywnej powinny uktada¢ si¢ w miejscach stanowigcych wezly sieci krystalicznej
lodu.

Znany jest fakt, ze proces krzepnigcia wody postepuje w rozny sposdéb w przypadku
réznych plaszczyzn krystalograficznych lodu — czasteczki wody mogg si¢ uktadaé tylko w jeden
sposob na ptaszczyznie pryzmatycznej (1010), natomiast w przypadku plaszczyzny podstawowej
powstawa¢ mogg dwie formy lodu. Polozenia atomow tlenu najbardziej zewnetrznej warstwy

krysztatu lodu (o danej strukturze krystalograficznej) wybrane zostaty jako punkty odniesienia
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w analizie wzajemnego dopasowania orientacji biatka i lodu. Jako parametr opisujacy dopasowanie
przestrzenne powierzchni aktywnej biatka do sieci krystalicznej lodu zastosowane zostaty $rednie
odchylenia rzutéw potozen atomoéw tlenu grup hydroksylowych powierzchni aktywnej biatka na
powierzchni¢ lodu od potozen punktow odniesienia (Rozdziat 4.5.2).

Wyniki analizy, w formie rozktadow wartosci sredniego odchylenia, przedstawiono na
Rys. 5.24. Dla porownania, skonstruowano rowniez histogramy dla uktadoéw, w ktérych potozenia
1 orientacje czasteczek biatka generowane byly losowo. W tym celu czasteczki biatka (wspotrzedne
atomOéw pochodzily z symulacji komputerowych) byly obracane wzdluz osi prostopadiej do
powierzchni lodu i przechodzacej przez srodek powierzchni aktywnej tych biatek o losowy kat oraz
przesuwane wzdhuz losowego wektora rownoleglego do powierzchni lodu. Uzyskane w ten sposob
nowe potozenia atomow tlenu grup hydroksylowych reszt treoniny powierzchni aktywnej biatka
byly rzutowane na matryc¢ stanowigcg zewnetrzng warstwe krysztatu lodu (oddzielnie dla
plaszczyzny podstawowej i pryzmatycznej (1010)). Procedura ta powtarzana byla wielokrotnie,

a wyniki przedstawione zostaly w formie odpowiednich histogramow (Rys. 5.24, czarna linia).
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Rys. 5.24. Zmiany w czasie rozktadow odchylen standardowych rzutow potozen atoméw tlenu grup
hydroksylowych powierzchni aktywnej bialek CfAFP na powierzchni¢ lodu od potozen punktow
odniesienia (polozen atomdéw tlenu czasteczek wody tworzacych najbardziej zewnetrzng warstwe
krysztatu lodu). Skala kolorystyczny obrazuje zmiany zachodzace w czasie — najciemniejsze linie
obrazuja rozktad wartosci odchylen standardowych na poczatku symulacji, natomiast najjasniejsze
— po 18 ns symulacji. Obliczenia przeprowadzone zostaly oddzielnie dla bialek sasiadujacych
z plaszczyznami podstawowymi i pryzmatycznymi (1010) lodu. Rozktad odpowiadajacy sytuacji,
gdy brak jest oddziatywan migedzy biatkami a lodem (gdy orientacja biatka wzgledem powierzchni
lodu byta przypadkowa) oznaczono czarng linig. Przedstawione dane dotycza symulacji
prowadzonych w temperaturze 265 K
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Powyzsze wykresy pokazuja, ze wraz z uptywem czasu ksztatt oraz potozenia maksimow
rozktadow $redniego odchylenia standardowego zmieniaty si¢. Przebieg krzywej odpowiadajace;j
poczatkowi symulacji byt — co oczywiste — zdeterminowany sposobem przygotowania uktadéw do
symulacji. Co ciekawe, zmiany zachodzgce w rozkladach wraz z postepem czasu nie zmierzaty
w kierunku osiggniecia rozktadu przypadkowego (gdzie brak jest preferencji w stosunku do
orientacji czasteczki biatka CFAFP wzgl¢dem lodu). Zamiast tego zaobserwowaé mozna stopniowe
poszerzanie si¢ histogramow i zwigkszanie si¢ liczebno$ci uktadéw, w ktorych srednie odchylenie
standardowe potozen rzutéw wybranych atoméw tlenu powierzchni czasteczki biatka od punktow
odniesienia (atomow tlenu powierzchni lodu) byto wyraznie mniejsze lub wigksze od wartosci
uzyskanych w uktadach, gdzie potozenia biatka wzgledem lodu byty przypadkowe. Wartosci takie
odpowiadajg sytuacjom, w ktorych atomy tlenu grup hydroksylowych reszt treoniny na
powierzchni aktywnej znajdujg si¢ ponad atomami tlenu zewngtrznej warstwy lodu (Rys. 5.25 a),
lub przeciwnie, zlokalizowane sg ponad pustymi przestrzeniami mi¢dzy atomami tlenu czasteczek

wody budujacych powierzchni¢ lodu (Rys. 5.25 b).

a

)
© 0o 00

Rys. 5.25. Schematyczny rysunek obrazujacy odchylenia rzutéw potozen atomoéw tlenu reszt
treoniny powierzchni aktywnej czasteczki biatka CfAFP na plaszczyzne podstawowa lodu
(czerwone kota) od potozen referencyjnych (potozen atomoéw tlenu czasteczek wody budujacych
najbardziej zewngtrzng warstwe lodu — szare okregi). W sytuacji, gdy atomy tlenu na powierzchni
aktywnej biatka znajduja si¢ ponad potozeniami referencyjnymi (rysunek a)), wartos¢
wyznaczonego odchylenia standardowego jest stosunkowo niewielka. Z kolei gdy atomy te
znajduja si¢ ponad $rodkami pierscieni sieci krystalicznej lodu (rysunek b)) odchylenia te przyjmuja
stosunkowo wysokie wartosci.

Uzyskane wyniki stanowig dowdd istnienia zdalnego oddzialywania migdzy czasteczka
biatka CfAFP i powierzchnig lodu. Oddziatywania te zachodzg za posrednictwem ciektej wody,
ktérej rola polega na wspomaganiu procesu wigzania si¢ biatka z lodem. Woda znajdujaca si¢

miedzy powierzchnig biatka i lodem musi posiada¢ takg strukture, ktora umozliwi jej pdzniejsza
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przemiang w 16d. Gdy potozenie biatka wzgledem lodu jest niecodpowiednie lub gdy struktura wody
solwatacyjnej biatka nie jest w wystarczajagcym stopniu podobna do struktury lodu (jak ma to
miejsce np. w przypadku wody solwatacyjnej obszaru nieaktywnego czasteczki biatka CfAFP),
niemozliwe begdzie powstanie takiej uporzadkowanej struktury. W takiej sytuacji dochodzi¢ bedzie
do zmiany potozenia i/lub orientacji biatka wzgledem lodu lub do odepchnigcia czgsteczki od

powierzchni krysztatu.

5.3. Badanie sily wywieranej na biatko CfAFP przez narastajacy
lod

Powyzej pokazano, ze biatka AFP posiadaja zdolno$¢ do oddzialywania z powierzchnig
krysztatow lodu za posrednictwem cieklej wody. Zaréwno podobienstwo strukturalne wody
solwatacyjnej lodu i biatka, jak 1 dopasowanie przestrzenne dwoch oddzialujacych ze soba
powierzchni (a co za tym idzie roéwniez dopasowanie przestrzenne ich warstw solwatacyjnych)
wydajg si¢ mie¢ decydujgce znaczenie w poczgtkowych etapach procesu wigzania si¢ biatek AFP
z lodem. Badania, ktore przedstawione zostang w ramach tej czeSci pracy, dotyczyé beda
szczegotow procesu zdalnego oddziatywania biatka CfAFP z lodem. Podj¢ta zostanie proba
odpowiedzi na pytanie, dlaczego badane biatko jest w stanie wigza¢ si¢ z powierzchnig lodu za
posrednictwem powierzchni aktywnej oraz dlaczego inne biatka (nieposiadajgce aktywnosci
przeciwzamrozeniowej) sg przez 16d odpychane.

Badaniom poddane zostaly uktady, w ktorych czgsteczki biatka CfAFP zlokalizowane
byly w dwoch roznych odlegtosciach od powierzchni lodu (ok. 0,9 nm i ok. 1,1 nm). Czasteczki
sasiadujace z plaszczyznami podstawowymi i pryzmatycznymi (1010) byly zorientowane
powierzchniami aktywnymi w kierunku lodu, podczas gdy czasteczki znajdujace si¢ w sgsiedztwie
plaszczyzn pryzmatycznych (1120) zwrocone byly w kierunku lodu obszarami nieaktywnymi.
W przypadku kazdego biatka, jeden z atomow byt w trakcie trwania symulacji przytrzymywany
w polozeniu referencyjnym. Postepowanie takie pozwolilo na $ledzenie zmian w czasie ($redniej)
sity dzialajacej na czgsteczki biatka, powstajacej w wyniku oddziatywania warstw solwatacyjnych
biatka i lodu oraz postgpujacego na powierzchni krysztalu procesu krzepnigcia. Wyniki

przeprowadzonej analizy przedstawione zostaly na Rys. 5.26.
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Rys. 5.26. Zmiany w czasie $redniej sity dziatajacej w kierunku prostopadlym do powierzchni
krysztatu lodu na czasteczki biatka CfAFP — kolorem czerwonym oznaczone zostaly wyniki
uzyskane dla czasteczek biatka zlokalizowanych przy plaszczyznach podstawowych krysztatu,
kolorem niebieskim — dla czasteczek sgsiadujacych z plaszczyznami pryzmatycznymi (1010),
a kolorem zielonym — dla czasteczek sgsiadujacych z plaszczyznami pryzmatycznymi (1120).
W kazdym przypadku ciemniejsza linia odpowiada wynikom uzyskanym dla czasteczek biatka
znajdujacych si¢ w odleglosci ok. 1,1 nm od powierzchni lodu, a linia jasniejsza — wynikom dla
biatek zlokalizowanych w odlegltosci ok. 0,9 nm od powierzchni lodu

Jak mozna zaobserwowac, rezultaty przedstawione na powyzszym wykresie podzieli¢
mozna na dwie grupy. Pierwsza z nich zawiera wyniki uzyskane dla czasteczek biatka CfAFP, ktore
znajdowatly si¢ w odlegtosci ok. 1,1 nm od powierzchni lodu oraz zwrdcone byty obszarem
aktywnym w kierunku krysztahi. Srednia sila dziatajaca na te czasteczki pozostawata podczas
symulacji niemal stala i byta bliska zera. W przypadku pozostatych czasteczek biatka (czasteczek
zorientowanych powierzchnig aktywna w kierunku lodu i znajdujacych si¢ w odlegtosci ok. 0,9 nm
od jego powierzchni oraz czasteczek zwrdéconych obszarem nieaktywnym w kierunku lodu)
zaobserwowa¢ mozna natomiast wyrazny wzrost wartosci §redniej sity w czasie. Ponadto, sita ta
przyjmowata dodatnie warto$ci, co oznacza, zgodnie z definicjg przedstawiona w Rozdziale 4.6, ze

sita ta usitowata odepchna¢ czgsteczki biatka od powierzchni lodu.

5.3.1. Mechanizm powstawania sity w badanych uktadach

Znany jest fakt, Ze  obecnos¢ bialek nieposiadajacych  wilasciwosci
przeciwzamrozeniowych zaburza strukture pobliskiej wody oraz ze woda solwatacyjna takich
biatek nie krzepnie nawet w bardzo niskich temperaturach!**!*!. Podobny efekt wystepuje rowniez
w przypadku obszarow nieaktywnych biatek AFP, nawet w sytuacji, gdy warstwa solwatacyjna
powierzchni aktywnej oraz pozostata woda w roztworze ulegnie przemianie w 16d'°%!!. Efekt ten
moze by¢ zwigzany z ,,burzeniem” struktury wody znajdujacej si¢ z sgsiedztwie powierzchni biatka,

co prowadzi do wzrostu jej gestosci 1 utrudnia przej$cie w stan staty.
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Wzrost gestosci wody znajdujgcej si¢ w kontakcie z powierzchnig biatek
niewykazujacych aktywnosci przeciwzamrozeniowej zostat opisany®® z wykorzystaniem modelu
Y ]3Cy YW p 2] pisany y y

charakteryzujgcego strukture wody i zaproponowanego przez Tanake!'®? 194

. Zgodnie z tym
modelem, efektywny potencjal oddzialywan miedzyczgsteczkowych w cieczy moze zostaé
przedstawiony w postaci sumy dwoch cztondéw: izotropowego (Vig, (7)) oraz anizotropowego
(Vaniso (1, £2)). Potencjal izotropowy zalezy jedynie od odlegtosci () migdzy oddziatujacymi
czasteczkami i dgzy do obnizZenia energii uktadu poprzez zwigkszenie upakowania przestrzennego
czasteczek. Na potencjal anizotropowy oddzialywan ma wplyw zaréwno odleglto$¢ miedzy
czgsteczkami, jak i ich wzajemna orientacja w przestrzeni (£2). Czton ten indukuje powstawanie
uporzadkowanych struktur o niskiej energii. W przypadku wody, cz¢$¢ anizotropowa potencjatu
oddzialywan odzwierciedla zdolno$¢ czgsteczek do tworzenia wigzan wodorowych. Biorgc pod
uwage silnie zaznaczone wiasciwosci kierunkowe wigzan wodorowych tworzacych si¢ migdzy
czgsteczkami wody mozna si¢ spodziewac, ze struktury takie bedg si¢ charakteryzowac stosunkowo
duza objetoscig. Jednoczesnie, energia ich stabilizacji jest na tyle niewielka, Ze sg one podatne na
rozpad w wyniku ruchéw termicznych. W efekcie, struktury uporzadkowane pojawiajg si¢
w wodzie w niewielkiej ilosci, ktora silnie zalezy od temperatury.

Tanaka w swoich pracach nie sprecyzowal, jaka posta¢ przyjmuja postulowane przez
niego uporzadkowane struktury. Jednymi z najprostszych struktur, ktoére z przyczyn
geometrycznych pozbawione sg napre¢zen, a co za tym idzie charakteryzujg si¢ zwigkszong
stabilnoscig (w stosunku do wody nieuporzadkowanej), sg pierscienie pigcio- i sze§ciocztonowe.
Mozna si¢ wiec spodziewac, ze pierScienie te stanowi¢ begda (niekoniecznie jedyne) elementy
sktadowe struktur Tanaki.

Powstawanie uporzadkowanych struktur moze by¢ w pewnych sytuacjach ulatwione
— mozna si¢ na przyklad spodziewac, ze obecnos¢ w przechtodzonej wodzie krysztatu lodu bedzie
indukowa¢ powstawanie w jego sasiedztwie takich struktur, ktore sa komplementarne ze struktura
lodu. Z kolei w innych przypadkach, zachodzi¢ moze proces odwrotny, prowadzac do zmniejszania
si¢ zawartosci uporzadkowanych struktur w wodzie. Efekt ten wystepuje na przyktad w wodzie
solwatacyjnej biatek nieposiadajgcych aktywnoSci przeciwzamrozeniowej®, gdzie struktury
charakteryzujace si¢ wysokim stopniem uporzadkowania sg niszczone, co prowadzi do wzrostu
gestosci wody solwatacyjnej oraz zapobiega jej krzepnigciu. Ten sam efekt moze by¢ réwniez
odpowiedzialny za odpychanie czgsteczek biatka CfAFP, zwroconych obszarem nieaktywnym
w kierunku lodu, od powierzchni krysztatu. W wyniku niedopasowania strukturalnego warstw
solwatacyjnych biatka i lodu, w uktadzie pojawia si¢ sila, ktéra usitluje odepchnagé biatko od
rosngcego krysztalu, umozliwiajagc tym samym tworzenie si¢ w wodzie nowych,

wysokoobjetosciowych struktur.
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Sytuacja wyglada inaczej w przypadku, gdy czasteczki biatka AFP zwrdocone sa
w kierunku lodu powierzchnig aktywna. Jak pokazatam wczesniej, woda solwatacyjna powierzchni
aktywnej posiada strukture w pewnym stopniu przypominajaca strukture wody solwatacyjnej lodu.
Z tego powodu mozna si¢ spodziewaé, ze w poblizu powierzchni aktywnej biatek AFP, struktury
charakteryzujace si¢ wysokim stopniem uporzadkowania nie sg niszczone, jak ma to miejsce
w przypadku Dbialek nieposiadajgcych aktywnosci przeciwzamrozeniowej (oraz powierzchni
nicaktywnych biatek AFP). W wyniku post¢gpu procesu krzepnigcia, warstwa solwatacyjna
powierzchni aktywnej moze wigc zosta¢ wbudowana w strukture lodu, o ile pozwala na to potozenie
1 orientacja biatka wzgledem lodu. Efekt ten mozna z tatwo$cig dostrzec na Rys. 5.26 — sila
odpychajgca biatka zorientowane powierzchnig aktywng w kierunku lodu pojawila si¢ w tych
uktadach, w ktorych odleglosé biatko—16d wynosita ok. 0,9 nm. Powstawanie postulowanych przez
Tanake struktur o wysokiej objetosci wymaga, aby pobliskie czgsteczki wody mialy mozliwo$c¢
utozenia si¢ w uporzadkowany sposob — jesli odlegto$¢ miedzy biatkiem i lodem jest zbyt mata,
powstawanie takich struktur staje si¢ znacznie utrudnione. Problem ten nie wystepuje w przypadku
biatek znajdujacych si¢ w odlegtoéci ok. 1,1 nm od powierzchni lodu. Srednia warto$¢ sity
dziatajacej na te czasteczki byla bliska zera, co stoi w zgodno$ci ze wezesniejszymi wynikami,
ktore pokazaty, ze srednia odleglos¢ od powierzchni lodu nieprzytrzymywanych czgsteczek biatka
CfAFP (znajdujacych si¢ na poczatku symulacji w odlegtosci ok. 1,1 nm od powierzchni lodu),

pozostawata w trakcie trwania symulacji niemal stata.

5.3.2. Rola zmian zachodzacych w strukturze wody w mechanizmie

generowania sity

Przedstawione powyzej rezultaty pokazuja, ze zmniejszenie odlegltosci migdzy
powierzchnig aktywng biatka CfAFP i lodem, prowadzi do pojawienia si¢ w uktadzie sily, ktora
usituje odepchna¢ od siebie oddzialujace powierzchnie. Zgodnie z przedstawiong dotychczas
argumentacja, nalezy si¢ spodziewac, ze przyczyng powstawania tej sity s zmiany strukturalne
zachodzace w wodzie znajdujgcej si¢ miedzy powierzchniami czasteczki biatka i lodu, gdy
odlegto$¢ migedzy tymi powierzchniami nie jest optymalna.

Warto$ci sity dziatajacej na czasteczki biatka w badanych uktadach symulacyjnych
wyznaczone zostaly poprzez analize odchylen polozenia jednego z atomow bialka,
przytrzymywanego z wykorzystaniem sity harmonicznej o znanej wielkoSci, od potozenia
referencyjnego. T¢ samg sile powinno daé si¢ roOwniez wyznaczy¢ badajgc zmiany entalpii
swobodnej uktadu, zachodzace na skutek zmiany odleglosci czasteczki biatka od powierzchni lodu.

W przypadku analizowanych uktaddéw, wyznaczenie warto$ci entalpii swobodnych

catych uktadow jest utrudnione, z powodu znacznej ich wielkosci (a co za tym idzie, liczby
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znajdujacych si¢ w nim atomow). Ponadto, poszukiwana zmiana wartosci entalpii swobodnej,
wywotana stosunkowo niewielkag zmiang stanu uktadu, bedzie bardzo mata w poréwnaniu do
catkowitej entalpii swobodnej uktadu.

W zwiazku z powyzszym, obliczenia przeprowadzono w sposob przyblizony, zaktadajac,
7e catkowita zmiana entalpii swobodnej, wywotana zmiang odleglosci migdzy czasteczka biatka
1 lodem, spowodowana byta zmianami zachodzacymi w warstwie wody oddzielajacej oddziatujace
ze soba powierzchnie (Rys. 5.27). Zmiana entalpii swobodnej wyznaczona zostala w dwodch
krokach — w pierwszym z nich oszacowana zostala zmiana entropii wody zlokalizowanej
w obszarze mig¢dzy bialkiem i lodem, a nastepnie wktad entropowy do entalpii swobodnej uktadu,
w drugim natomiast — zmiana entalpii w tym samym obszarze. Ostatni etap analizy stanowila proba
odtworzenia wartosci sity dziatajacej na czasteczke biatka, w wyniku zmniejszenia jej odleglosci

od powierzchni lodu.

Rys. 5.27. Zasigg obszaru, w ktérym znajdowaly si¢ czasteczki wody poddawane analizie,
w przypadku ukladow roznigcych si¢ odlegloscia czasteczki biatka od powierzchni lodu. Na
rysunkach a) i b) przedstawiony zostat zasigg analizowanej warstwy wody dla uktadow, w ktorym
odlegtos¢ biatko-16d wynosita ok. 1,1 nm, natomiast na rysunkach c) i d) — dla uktadéw, w ktorych
odleglos¢ biatko-16d byta bliska 0,9 nm.

A. Srednia entropia wody zlokalizowanej w obszarze miedzy powierzchnia

aktywna bialka CfAFP i lodem

W rozpatrywanych uktadach, czasteczki biatka CfAFP sg oddzielone od powierzchni lodu

warstwg cieklej wody. Z punktu widzenia wkladu entropowego do entalpii swobodnej uktadu
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(=TAS), proces asocjacji biatka i lodu powinien by¢ promowany — uwolnienie do roztworu
czgsteczek wody znajdujacych si¢ miedzy dwiema powierzchniami (i tworzacych w pewnym
stopniu uporzadkowang struktur¢) powinno by¢ zrodtem zysku entropowego.

Srednig entropie wody znajdujacej sic miedzy powierzchniami biatka i lodu, a takze
sredniag entropi¢ wody niezaburzonej obecno$cia biatka i lodu, oszacowatam z wykorzystaniem
metody zaproponowanej przez Lin i in.'®*!% (Rozdziat 4.2.2.C) Wyniki uzyskane dla wody
znajdujacej si¢ migdzy czgsteczka biatka i lodem w przypadku roznych odlegtosci biatko—lod
okazaty si¢ by¢ bardzo podobne i wynosity ok. 36.0 J/(mol-K) oraz 35.6 J/(mol-K), odpowiednio
dla wody =zlokalizowanej migdzy czasteczka biatka 1 plaszczyznami podstawowg oraz
pryzmatyczng (1010) lodu. Entropia wody niezaburzonej obecnoscia biatka i lodu (Sp,,;,) Wynosita
natomiast 38.5 J/(mol-K).

Wkiad entropowy do zmiany entalpii swobodnej uktadu, spowodowanej zmiang
odleglosci czgsteczki biatka od lodu, oszacowatam stosujgc nastgpujace rozumowanie. W uktadach,
w ktorych odleglos¢ czasteczki biatka od powierzchni lodu wynosita ok. 1,1 nm, N; ; czasteczek
wody znajdowalo si¢ w obszarze miedzy powierzchniami biatka i lodu. Srednia warto$é entropii,
przypadajaca na czasteczke wody znajdujacg si¢ w tym obszarze, rowna byta S; ;. Zmniejszenie
odlegtosci czasteczki biatka od lodu do 0,9 nm spowodowato, Ze niektore z czasteczek znalazty si¢
poza rozpatrywanym obszarem — liczba czasteczek wody wciaz znajdujacych si¢ migdzy
powierzchniami czgsteczki biatka i lodu wynosita w tym przypadku N, 4. Zakladajac, ze wartosci
sredniej entropii przypadajacej na jedna czasteczke wody usunietg z obszaru miedzy czasteczka
biatka i lodem (przeniesiong w glab roztworu) oraz czasteczke wcigz znajdujacg si¢ w tym obszarze
wynosity odpowiednio Sy, 1 S0, €ntropie ukladu, w ktorym czasteczka biatka znajduje si¢ w
odlegtosci ok. 0,9 nm od powierzchni lodu oszacowa¢ mozna jako: Ny g * Sg o + AN * Sy, gdzie
AN oznacza liczbg czasteczek usunigtych z obszary miedzy powierzchniami czasteczki biatka
1 lodu, na skutek zmniejszenia si¢ odlegtosci migdzy nimi.

Znajac entropi¢ uktadow, w ktorych odleglo$é czasteczki biatka od powierzchni lodu
wynosita 1,1 nm oraz 0,9 nm, wklad entropowy do zmiany entalpii swobodnej, wywolanej
zwigkszeniem si¢ odleglosci miedzy powierzchniami czasteczki biatka i lodu, mozna oszacowac

wykorzystujac ponizsza zaleznos¢:
_TAS =-T- [Nl,l - Sl,l - (N()’g : 50’9 + AN : Sbulk)] (51)

W przypadku uktadow, w ktorych czasteczka bialka sgsiadowala z ptaszczyzng
podstawowa lodu, liczba czasteczek wody znajdujacych si¢ w obszarze miedzy czasteczka biatka
i lodem wynosita ok. 127 dla uktadéw, w ktorych odleglos¢ biatko-16d byta bliska 1,1 nm oraz
ok. 100 w przypadku uktadow, gdzie odleglos¢ ta wynosita ok. 0,9. Wielkosci uzyskane dla
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uktadow, w ktorym czasteczki biatka zlokalizowane byly w poblizu ptaszczyzny pryzmatycznej
(1010) krysztatéw, wynosity odpowiednio ok. 128 i ok. 101.

Wielkosci wkitadu entropowego, uzyskane w wyniku przeprowadzonych obliczen,
wynosily ok. 17 kJ/mol oraz ok. 19 kJ/mol dla uktadow, w ktorych czasteczki biatka sasiadowaty
z plaszczyznami podstawows i pryzmatyczng (1010) lodu. Wartoéci te odpowiadajg sile
przyciagajacej rzgdu 140 pN i 170 pN. Rezultaty te stojg w zgodzie z oczekiwaniami
przedstawionym na poczatku tego rozdzialu — wklad entropowy promuje asocjacj¢ czasteczki
biatka z powierzchnig lodu. Jednoczesnie nalezy zauwazy¢, ze wyniki zaprezentowane na Rys. 5.26
wyraznie wskazuja, ze na czasteczki biatka znajdujace si¢ w odleglosci ok. 0,9 nm od powierzchni
lodu dziata sita odpychajgca, a nie przyciggajgca. Dowodzi to, ze zrodtem sity odpychajacej jest
wylacznie wkiad entalpowy do entalpii swobodnej uktadu — zagadnienie to dyskutowane jest

ponizej.
B. Srednia energia oddzialywan czasteczki wody zlokalizowanej w obszarze

miedzy powierzchnia aktywna bialka CfAFP i lodem z otoczeniem

Wartos¢ wktadu entalpowego do entalpii swobodnej uktadu daje si¢ oszacowaé poprzez
wyznaczenie $redniej energii oddzialywan z otoczeniem tych czasteczek wody, ktore znajduja si¢
pomigdzy czasteczka biatka i lodem. W celu wyznaczenia tej energii, dla kazdej czasteczki wody
obliczona zostala energia oddzialywan z atomami lezagcymi w promieniu 1 nm od analizowanej
czasteczki. Na energi¢ oddzialywan sktadaly si¢ oddzialywania elektrostatyczne oraz

oddzialywania Lennarda-Jonesa. Uzyskane wyniki przedstawione zostaly na Rys. 5.28.
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Rys. 5.28. Zmiany w czasie $redniej energii oddziatlywan czasteczki wody z otoczeniem, dla
czasteczek biatka CfAFP zlokalizowanych w poblizu plaszczyzn podstawowych krysztatu lodu
(niebieskie linie) oraz pryzmatycznych (1010) (pomaranczowe linie) i zwréconych w kierunku
krysztalu powierzchnia aktywna. W obu przypadkach ciemniejsza linia oznaczono wyniki

......

—w odleglosci ok. 0,9 nm od powierzchni lodu

Na wykresie wyraznie mozna dostrzec spadek $redniej energii oddziatywan, begdacy

skutkiem zwickszenia si¢ odlegtosci biatko-16d. Stopniowy spadek energii w czasie, obserwowany
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we wszystkich analizowanych przypadkach, byl natomiast wynikiem post¢pujacego procesu
krzepnigcia.

Na podstawie uzyskanych danych mozna oszacowa¢ wktad entalpowy do zmiany entalpii
swobodnej uktadu, zachodzacej na skutek odsunigcia si¢ czgsteczki biatka CFAFP od powierzchni
lodu, w sposob analogiczny do zastosowanego w przypadku wyznaczania wkladu entropowego do
entalpii swobodnej. Wartos$¢ energii oddzialywan, wyznaczona dla wody niezaburzonej obecno$cia
biatka 1 lodu (Ep,;k), wynosita 57,1 kJ/mol. WartoSci energii odpowiadajace odleglo$ciom
biatko-16d rownym 0,9 nm i 1,1 nm oszacowane zostaly z wykorzystaniem réwnan linii trendu
przedstawionych na Rys. 5.28. Ostatecznie, uzyskane warto$ci wktadu entalpowego do zmiany
entalpii swobodnej uktadu wynosity 36 kJ/mol dla wody sasiadujacej z ptaszczyzng podstawowa
lodu oraz 66 kJ/mol dla wody sasiadujacej z ptaszczyzna (1010), co odpowiada sile odpychajacej
rzedu 300 pN i 550 pN. Jesli od uzyskanych wartosci odjety zostanie (oszacowany wczesniej)
wktad entropowy do zmiany entalpii swobodnej, uzyskane warto$ci powinny odpowiadaé wartosci
sredniej sity, ktéra dziata na czasteczke bialka znajdujaca si¢ w odleglosci ok. 0,9 nm od
powierzchni lodu i ktdra stara si¢ to biatko odepchng¢ od powierzchni krysztatu. Uzyskane w ten
sposob wartosci (160 i 380 pN, odpowiednio dla ptaszczyzny podstawowej 1 pryzmatycznej
(1010)) sg zblizone do wynikoéw uzyskanych dzigki pomiarom $redniej sity dziatajacej na
czasteczke biatka w badanych uktadach symulacyjnych (Rys. 5.26). Nalezy jednak pamigtac, ze
przedstawione powyzej obliczenia sg jedynie pewnym przyblizeniem stanu rzeczywistego. Pod
uwage nie brano na przyktad oddzialywan dalekozasiggowych, a analiza przeprowadzona zostata
dla stosunkowo niewielkiego wycinka uktadu, z zalozeniem, Zze zard6wno czgsteczki biatka, jak

1 pozostata woda znajdujaca si¢ w uktadzie, nie ulegajg zmianom.

5.3.3.  Zmiany strukturalne zachodzace w wodzie zlokalizowanej w obszarze
miedzy powierzchniami czasteczki biatka CfAFP 1 lodu, zachodzace

w wyniku zmniejszenia odlegto$ci migdzy tymi powierzchniami.

Przedstawione w poprzednim rozdziale rozwazania potwierdzaja, ze zmiany strukturalne
zachodzace w wodzie zlokalizowanej mi¢dzy powierzchniami czasteczek biatka i lodu sa
przyczyng powstawania w uktadzie sity, ktéra probuje odepchng¢ czasteczke biatka od powierzchni
lodu, jezeli znajdzie si¢ ona zbyt blisko powierzchni krysztatu. Zgodnie z zaproponowanym przeze
mnie wcze$niej mechanizmem, zmiany te mogg by¢ wynikiem niedopasowania strukturalnego
naktadajacych si¢ na siebie warstw solwatacyjnych biatka i lodu (jak ma to miejsce w przypadku
oddzialywania biatka nieposiadajacego aktywnosci przeciwzamrozeniowej z lodem) lub przyjecia
przez biatko nieoptymalnej pozycji wzglgdem powierzchni lodu. Oba te efekty powinny byc

mozliwe do zaobserwowania za pomocg parametréw charakteryzujacych strukture.
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W dalszej czgéci rozdzialu zaprezentowane zostaly wyniki analizy struktury wody
solwatacyjnej czasteczek biatka CfAFP, zwroconych obszarami aktywnym i nieaktywnym
w kierunku powierzchni lodu, a doktadniej zmian tej struktury wywotanej zmiang odleglosci

czasteczek biatka od lodu.

A. Zmiany liczby czasteczek wody w obszarze miedzy powierzchnia aktywna

bialka CfAFP i lodem w czasie

Liczba czasteczek wody znajdujacych si¢ w obszarze migdzy czasteczkg biatka i lodem
jest silnie zalezna od odlegtos$ci migdzy nimi. Efekt ten wspomniany byt juz wezesniej, przy okaz;ji
szacowania wkladow entalpowego i entropowego do entalpii swobodnej uktadu. Z drugiej strony,
mozna si¢ rowniez spodziewaé, ze liczba czgsteczek wody zawartych w analizowanym obszarze
(Rys. 5.27) bedzie si¢ zmniejszaC w czasie, w wyniku postepujagcego procesu krzepnigcia.
Przeprowadzona przeze mnie analiza pokazala, ze w ukladach, w ktorych odlegto$¢ miedzy
czasteczka biatka i lodem wynosita ok. 1,1 nm, efekt ten faktycznie wyst¢powal, chociaz byt on
bardzo niewielki (ciemniejsze linie na Rys. 5.29). Co cickawe, liczba czgsteczek wody
znajdujacych si¢ w obszarze migdzy bialkiem i lodem, gdy odlegtos¢ biatko-16d byta bliska 0,9 nm,

pozostawata niemal stata w czasie lub nieco wzrastata (jasniejsze linie na Rys. 5.29).
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Rys. 5.29. Zmiany w czasie $redniej liczby czasteczek wody znajdujacych si¢ w obszarze miedzy
czasteczkami biatka i lodem, dla czasteczek zlokalizowanych w poblizu ptaszczyzn podstawowych
krysztatu lodu (niebieskie linie) oraz pryzmatycznych (1010) (pomaranczowe linie) i zwréconych
w kierunku krysztatu powierzchnig aktywna. W obu przypadkach ciemniejsza linia oznaczono
wyniki uzyskane dla biatek znajdujacych si¢ w odlegtosci ok. 1,1 nm od powierzchni lodu, a linig
jasniejszg — w odleglosci ok. 0,9 nm od powierzchni lodu

Jak mozna zobaczy¢ na Rys. 5.30, proces krzepnigcia wody, mimo iz spowolniony
w poréwnaniu z uktadami, gdzie odlegto$¢ biatka od lodu byla wigksza, postepowatl w tych
uktadach w czasie. Mozna wigc podejrzewac, ze oczekiwany spadek liczby czgsteczek wody
w rozpatrywanym obszarze (b¢dacy wynikiem krzepnigcia wody) byt kompensowany wzrostem
gestosci wody w sgsiedztwie biatka. Wniosek ten stoi w zgodzie z modelem zaprezentowanym

wcezesniej 1 dotyczacym destabilizacji 1 niszczenia uporzgdkowanych struktur zbudowanych
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z czgsteczek wody, obecnych w obszarze migdzy powierzchniami czasteczki biatka i lodu, gdy

odlegto$¢ migdzy nimi nie jest optymalna.
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Rys. 5.30. Zmiany w czasie sredniej zawartosci lodu w pierwszej warstwie solwatacyjnej krysztatu,
z ktorym sgsiadowaty czasteczki bialka CfAFP. Na wykresach przedstawione zostaly rezultaty
uzyskane w przypadku wody solwatacyjnej plaszczyzn podstawowej (kolor niebieski),
pryzmatycznej (1010) (kolor pomaraficzowy) oraz pryzmatycznej (1120) (kolor zielony).
W kazdym przypadku ciemniejsza linia oznaczone zostaly wyniki odpowiadajace uktadom,
w ktérych w odleglosci ok. 1,1 nm od powierzchni krysztatu obecna bylta czasteczka biatka CfAFP,
z kolei linig jasniejsza — rezultaty dotyczace uktadow, w ktorych odleglos¢ miedzy powierzchnia
krysztalu i czgsteczka biatka byta bliska 0,9 nm. Rezultaty uzyskane zostaty z wykorzystaniem
algorytmu CHILL+!7!

B. Srednia geometria i energia wigzan wodorowych tworzacych si¢ miedzy
czasteczkami wody w warstwie solwatacyjnej powierzchni aktywnej bialka

CfAFP sasiadujacego z powierzchnig lodu

Warstwa solwatacyjna powierzchni aktywnej biatka CfAFP wykazuje pewien stopien
uporzadkowania, co pokazane zostalo na przyklad przy okazji poréwnania struktury wody
solwatacyjnej powierzchni aktywnej i lodu (Rozdziat 5.2.4). Gdy biatko zbliza si¢ do powierzchni
lodu, dwie warstwy solwatacyjne zaczynaja ze soba oddzialywac i naktadaé si¢ na siebie, co
prowadzi do zmiany struktury catej wody znajdujacej si¢ w obszarze miedzy czasteczka biatka
ilodem. Kierunek tych zmian zalezy od odlegto$ci oraz orientacji biatka wzgledem sieci
krystalicznej lodu.

Struktura warstwy solwatacyjnej zarowno lodu, jak i powierzchni aktywnej biatka AFP,
stabilizowana jest dzigki obecnosci wigzan wodorowych miedzy czasteczkami wody. Mozna si¢
wigc spodziewac, ze analiza zaleznosci $redniej liczby i $redniej energii wigzan wodorowych
w warstwie solwatacyjnej powierzchni aktywnej bialka CfAFP od odleglosci biatko—16d pozwoli
posrednio wnioskowa¢ o wzglednej ilosci uporzadkowanych, wysokoobjetosciowych struktur
w badanych warstwach solwatacyjnych.

Analizie poddatam te czgsteczki wody, ktore znajdowaly si¢ w odleglosci nie wigkszej

niz 0,4 nm od atomow tworzacych powierzchni¢ biatka (obszar ten przedstawiony zostal na
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Rys. 5.31). Uzyskane wyniki, zaprezentowane na Rys. 5.32, wydajg si¢ czeSciowo zgadzaé
z przedstawionymi powyzej zatozeniami. Zmniejszenie odleglosci biatko-l6d prowadzilo do
niewielkiego wzrostu sredniej wielkosci kata Pus oraz do (rowniez niewielkiego) spadku $redniej
energii wigzan wodorowych w analizowanych warstwach solwatacyjnych. Ponadto, $rednia liczba
wigzan wodorowych rowniez lekko zmalata. Porownujac te rezultaty z wynikami analizy
przeprowadzonej dla warstw solwatacyjnych obszaréw nieaktywnych biatka CfAFP zwroconych
w kierunku powierzchni lodu mozna zauwazy¢, ze (dla odleglo$ci biatko-16d wynoszacej
ok. 1,1 nm) $rednia wielkos$¢ kata Pus jest wyzsza, a $rednia energia wigzan wodorowych oraz ich
liczba jest nizsza w poréwnaniu do wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatek zwroconych
w kierunku lodu tg wlasnie powierzchnig. Rezultaty te sa zgodne z zaloZzeniem o zmniejszonej
liczbie uporzadkowanych, wysokoobjetosciowych struktur w poblizu powierzchni ,,zwyktego”
biatka (nieposiadajgcego aktywnosci przeciwzamrozeniowej) oraz w poblizu powierzchni aktywnej

biatka AFP, gdy odleglos¢ tej powierzchni od lodu nie jest optymalna.

Rys. 5.31. Zasigg poddawanych analizie warstw solwatacyjnych powierzchni czasteczek biatka
CfAFP sgsiadujacych z powierzchnig krysztatu lodu. Na rysunku a) przedstawiony zostat obszar
poddawany analizie w uktadach, w ktorych czasteczka biatka zwrécona byta powierzchnig aktywna
w kierunku lodu, natomiast rysunku b) i ¢) dotycza uktadow, w ktorych czasteczki biatka zwrocone
byly obszarami nieaktywnymi w kierunku lodu (i znajdowaty si¢ w odlegtosciach wynoszacych
odpowiednio ok. 1,1 nm oraz ok. 0,9 nm od powierzchni lodu). We wszystkich przypadkach
przyjete zostato to samo kryterium wyboru czasteczek wody nalezacych do warstw solwatacyjnych
czasteczki biatka — analizie poddawane byty te czasteczki wody, ktérych atomy tlenu znajdowaly
si¢ w odleglosci mniejszej niz 0,4 nm od ktoregokolwiek z atomdéw biatka tworzacego jego
powierzchni¢ (zwrocong w kierunku krysztatu lodu).
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Rys. 5.32. Zmiany w czasie a) $redniej energii wigzan wodorowych, b) sredniej wielkosci kata Bus,
c) sredniej liczby wigzan wodorowych przypadajacych na czasteczke wody, w warstwie
solwatacyjnej powierzchni aktywnej czasteczek biatka CfAFP, zlokalizowanych w poblizu
ptaszczyzn podstawowych (linie niebieskie), pryzmatycznych (1010) (linie pomaranczowe) oraz
w warstwie solwatacyjnej obszaru nieaktywnego biatka sgsiadujacego z ptaszczyzng pryzmatyczng
(1120) (linie zielone) krysztatu lodu. W obu przypadkach ciemniejszg linig oznaczone zostaty
wyniki uzyskane dla uktadow, w ktoérych czasteczki bialek znajdowaty si¢ w odlegtosci ok. 1,1 nm
od powierzchni lodu, a linig jasniejsza — wyniki dla uktadéw, w ktoérych odleglo§¢ miedzy
czasteczka biatka i lodem byta bliska 0,9 nm

Analiza wynikéw uzyskanych dla warstwy solwatacyjnej obszaru nieaktywnego biatka
dla odleglosci biatko-l16d wynoszacej ok. 0,9 nm jest nieco trudniejsza. W odrdznieniu od
powierzchni aktywnej biatka CfAFP, obszar nieaktywny posiada nieregularng powierzchni¢
—tancuchy boczne aminokwasoéw siggaja czasem niemal powierzchni lodu (Rys. 5.31 c).
W zwigzku z tym warstwa solwatacyjna, zdefiniowana w sposob wskazany powyzej, a wigc jako
woda znajdujaca si¢ w odlegtosci do 0,4 nm od powierzchni biatka, zawiera¢ bgdzie w sobie
niekiedy czasteczki wody znajdujace si¢ w bezposrednim sasiedztwie lodu. Z tego powodu
parametry wykorzystane w analizie wigzan wodorowych wskazuja w tym przypadku na
wzmocnienie sieci wigzan wodorowych w porownaniu do sytuacji, gdy biatko znajdowato si¢

w wigkszej odlegtosci od lodu. Mozna wigc dostrzec, ze rezultaty uzyskane w tym przypadku nie
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sa — jak moze si¢ wydawa¢ na pierwszy rzut oka — sprzeczne z zaprezentowanymi powyzej

whnioskami.

C. Lokalne uporzadkowanie czasteczek wody w warstwie solwatacyjnej

powierzchni aktywnej bialka CfAFP sasiadujacego z powierzchnia lodu

Kolejny krok analizy struktury wody solwatacyjnej czasteczek biatka CfAFP
sgsiadujacych z powierzchnig lodu stanowita analiza lokalnego uporzadkowania czasteczek wody
w tych warstwach. Do opisu $redniej geometrii wigzan wodorowych w wodzie wykorzystany zostat
rozktad katow 8, czyli katow miedzy wektorami taczacymi atomy tlenu czasteczek wody, ktore sg
zwigzane wigzaniami wodorowymi. Wyniki analizy przedstawitam, w postaci rozkladow
roznicowych, na Rys. 5.33. Wykresy te powstaly poprzez odjecie rezultatow uzyskanych
w przypadku uktadow, w ktorych odleglos¢ czasteczki biatka od lodu wynosita ok. 1,1 nm, od
rezultatow charakteryzujacych uktady, z ktorych odlegtos¢ ta byta rowna ok. 0,9 nm.
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Rys. 5.33. Zmiany w czasie $rednich rozktadow réznicowych parametru uporzadkowania £ (gorny
rzad) oraz katow 0 (dolny rzad), dla czasteczek biatek CfAFP zlokalizowanych w sasiedztwie
plaszczyzn podstawowej i pryzmatycznej (1010) krysztatu lodu. Kolorami oznaczono zmiany
rozktadow w czasie (kolor ciemnoczerwony — poczatek symulacji, kolor ciemnoniebieski — koniec
symulacji)

Rozktady réznicowe obrazujg, jak zmniejszenie odlegtosci biatko-l6d wptyneto na
strukture wody solwatacyjnej powierzchni aktywnych czgsteczek biatka CFAFP. Dodatnie warto$ci
dla katéw 8 mniejszych od 90° i wigkszych niz 130° oraz ujemne wartosci dla katow bliskich 109°
wskazujg na zmniejszenie uporzadkowania strukturalnego wody w analizowanym obszarze.

Rezultaty te stojg w zgodzie z uzyskanymi wczesniej wynikami, a takze z zatozeniem o destrukcji

uporzadkowanych struktur obecnych w wodzie na skutek nieoptymalnej odlegtosci biatko-16d.

126


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rezultaty i dyskusja

Innym parametrem, rowniez pozwalajacym na scharakteryzowanie struktury wody, jest
parametr {. Zostat on zaproponowany przez Russo i Tanake'®, ktorzy zauwazyli, ze w wodzie
charakteryzujacej si¢ wysokim stopniem uporzadkowania, dochodzi do wyraznej separacji
pierwszej i drugiej warstwy solwatacyjnej poszczegolnych czasteczek wody. Efekt ten jest $cisle
zwigzany z tetraedryczng strukturg takiej wody.

Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem parametru ¢ (ktoérej wyniki rowniez
przedstawione zostaly na Rys. 5.33) prowadzi do podobnych wnioskéw, jak analiza rozktadow
katéw 6. Dla mniejszej z badanych odleglosci biatko-16d zaobserwowaé mozna zmniejszenie si¢
populacji czasteczek wody, dla ktorych odlegto$ci miedzy pierwsza i druga warstwa solwatacyjna
w warstwie solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka CfAFP byly stosunkowo duze, co wskazuje
na zaburzenie tetraedrycznej struktury wody w tym obszarze.

Poréwnanie wynikéw uzyskanych dla warstw solwatacyjnych biatek zlokalizowanych
w odlegtosci ok. 1,1 nm od powierzchni lodu i zwroconych powierzchnig aktywng w kierunku
krysztalu z wynikami uzyskanymi dla warstw solwatacyjnych obszarow nieaktywnych biatka
(rowniez sgsiadujacych z lodem) pokazato — zgodnie z oczekiwaniami — ze woda solwatacyjna
obszar6w nieaktywnych charakteryzuje si¢ mniejszym uporzadkowaniem (Rys. 5.34). Mozna wigc
przypuszczaé, ze liczebno$¢ uporzadkowanych, wysokoobjetosciowych struktur zaproponowanych
przez Tanake, podobnie jak w przypadku warstw solwatacyjnych powierzchni aktywnych biatek

znajdujacych sie w odlegtosci ok. 0,9 nm od powierzchni lodu, jest w tym przypadku zmniejszona.

powierzchnia aktywna, powierzchnia aktywna, obszar nieaktywny, obszar nieaktywny,
ptaszczyzna podstawowa, ptaszczyzna pryzmatyczna ptaszczyzna pryzmatyczna ptaszczyzna pryzmatyczna
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Rys. 5.34. Zmiany w czasie $rednich rozkladéw parametru uporzadkowania { (gérny rzad) oraz
katow 0 (dolny rzad) dla warstw solwatacyjnych powierzchni aktywnych czasteczki biatka CfFAFP
sasiadujgcych z ptaszczyznami podstawowa i pryzmatyczng 1010 lodu (odlegtoéé czasteczki biatka
od lodu wynosita ok. 1,1 nm) oraz dla warstw solwatacyjnych obszaréw nieaktywnych czasteczki
sasiadujacej z plaszczyzng 1120 lodu (odlegloéci biatko-16d wynosity ok. 0,9 nm i ok. 1,1 nm).
Kolorami oznaczono zmiany rozkltadow w czasie (kolor ciemnoczerwony — poczatek symulacji,
kolor ciemnoniebieski — koniec symulacji)
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D. Poréownanie struktury wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej bialek

CfAFP sasiadujacych z plaszczyzng podstawowg i pryzmatyczng lodu

Przedstawione powyzej wnioski sg prawdziwe dla warstw solwatacyjnych powierzchni
aktywnych biatek sgsiadujacych zaréwno z plaszczyzng podstawowa, jak i pryzmatyczng (1010)
lodu. Mozna jednak zauwazy¢, ze wyniki uzyskiwane z wykorzystaniem réznych metod sg
w wigkszosci przypadkéw bardziej wyraziste w przypadku bialka zlokalizowanego przy
plaszczyznie pryzmatycznej (1010). Jak to pokazano na samym poczatku dyskusji, sita dziatajaca
na czgsteczke biatka przy tej ptaszczyznie (dla odlegtosci biatko-16d wynoszacej ok. 0,9 nm) jest
okoto dwukrotnie wigksza w porownaniu do biatka sasiadujgcego z ptaszczyzng podstawowg lodu.

Znany jest fakt, ze proces krzepnigcia wody na plaszczyznie pryzmatycznej (1010)
postepuje okoto dwukrotnie szybciej niz na ptaszczyznie podstawowej. Mechanizm tego procesu,
a doktadniej sposob, w jaki czasteczki wody uktadajg si¢ na powierzchni lodu jest rézny dla tych
dwoch ptaszczyzn. Krzepnigcie wody na plaszczyznie podstawowej zachodzi ,,warstwa po
warstwie”, a ponadto prowadzi¢ moze do powstania lodu o strukturze heksagonalnej lub regularne;.
Z tego powodu, potozenia czgsteczek wody w krzepnacej warstwie mogg ulega¢ zmianie w trakcie
postepu procesu krzepniecia. W przypadku plaszczyzny pryzmatycznej (1010), czasteczki wody
moga si¢ uktadac na powierzchni lodu tylko w jeden sposob. Ponadto, proces krzepniecia postgpuje
w trzech wymiarach, co oznacza, ze krzepniecie kolejnej warstwy lodu moze si¢ rozpoczaé jeszcze
zanim poprzednia warstwa wody zmieni si¢ w 106d. Mozna wigc oczekiwacé, ze polozenia czasteczek
wody w warstwie solwatacyjnej ptaszczyzny pryzmatycznej (1010) lodu beda stosunkowo dobrze
zdefiniowane juz w poczatkowej fazie krzepnigcia, podczas gdy w poblizu ptaszczyzny
podstawowej wcigz mogg nastgpowaé pewne zmiany potozen czasteczek wody. Dzigki temu,
w obecnosci biatka CfAFP, ktorego odlegtos¢ od powierzchni lodu nie jest optymalna, woda
znajdujgca si¢ migdzy powierzchnig aktywng tego biatka i plaszczyzng podstawowsg lodu moze
posiada¢ wigcej mozliwo$ci dopasowania si¢ do istniejgcych warunkow, co przektada si¢ na srednio
mniejszg sita odpychajaca dzialajgcg na czasteczke biatka oraz mniejsze roznice strukturalne
miedzy woda solwatacyjng biatek znajdujacych si¢ w odlegtosciach ok. 0,9 nm i ok. 1,1 nm od
powierzchni lodu. Z drugiej strony, w przypadku plaszczyzny podstawowej rowniez ilos¢ lodu
powstajacego w badanym obszarze jest mniejsza w porownaniu do ptaszczyzny pryzmatycznej

(1010), a wiec nacisk wywierany na czasteczke biatka takze bedzie zmniejszony.
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5.4. Molekularny mechanizm adsorpcji biatka CfAFP na

powierzchni lodu

Przedstawione dotychczas rezultaty wskazuja, ze czasteczka biatka CfAFP jest w stanie
w sposob zdalny (za posrednictwem czasteczek cieklej wody) oddzialywac z powierzchnig lodu.
W efekcie, zard6wno odlegtos¢ od lodu, jak i orientacja czasteczki biatka wzgledem jego sieci
krystalicznej, moga by¢ korygowane juz we wczesnych etapach procesu wigzania si¢ biatka
z lodem — odpowiedzialna jest za to sila, ktora dziata na czgsteczke biatka, kiedy jej potozenie
wzgledem lodu nie jest optymalne.

Zaproponowalam poprzednio, ze wspomniana powyzej sita powstaje w analizowanych
uktadach w wyniku zmian strukturalnych zachodzacych w cieklej wodzie oddzielajacej czasteczke
biatka od powierzchni lodu. Zaprezentowatam rowniez rezultaty, ktore zdajg si¢ potwierdza¢ to
twierdzenie.

Przedstawione w poprzednim rozdziale rozwazania dotyczyly ukladoéw, w ktorych
czasteczki bialka umieszczone byly (Srednio) w odleglosciach ok. 0,9 nm i ok. 1,1 nm od
powierzchni lodu. W celu dokonania bardziej szczegdtowego opisu zachodzacych zjawisk, a takze
uzyskania dodatkowych argumentow przemawiajacych za poprawno$ciag zaproponowanego przeze
mnie mechanizmu powstawania sily, postanowitam przeprowadzi¢ dodatkowa seri¢ symulacji
komputerowych. Zbiér uktadéw symulacyjnych rozszerzytam o uktady, w ktorych odleglosci
czgsteczek biatka CfAFP od lodu zawieraly si¢ w przedziale od 0,6 nm do 1,4 nm (rozktad
odleglosci we wszystkich przygotowanych uktadach zostat zaprezentowany na Rys. 5.35). Dzigki
temu, catkowita liczba uktadéw symulacyjnych (tgcznie z poprzednimi stu dwudziestoma) wzrosta
do trzystu sze$cdziesigciu. W kazdym z tych uktadow, cztery czasteczki biatka byly zwrocone
powierzchnig aktywna w kierunku lodu — dwie z nich sgsiadowaty z ptaszczyzng podstawowa,
a dwie kolejne z plaszczyzng pryzmatyczna (1010) lodu. W efekcie, analizie poddatam po
siedemset dwadziescia czgsteczek biatka CfAFP sasiadujacych z lodem w przypadku obu
ptaszczyzn krystalograficznych.

Dzigki dodatkowym symulacjom, mozliwe stalo si¢ przeprowadzenie bardziej
szczegotowej analizy dotyczacej wptywu odleglosci czasteczki biatka od powierzchni lodu na

strukture wody solwatacyjnej znajdujacej si¢ miedzy oddzialujacymi ze sobg powierzchniami.
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Rys. 5.35. Rozktady odlegloéci czasteczek biatka CfAFP od powierzchni lodu w uktadach
symulacyjnych poddawanych analizie, uzyskane dla uktadow, w ktérych czasteczki biatka
sasiadowaty z plaszczyznami podstawowa (kolor niebieski) i pryzmatyczng (1010) (kolor
pomaranczowy) lodu

5.4.1. Srednia sita dziatajaca na czasteczki biatka znajdujace sie w réznych

odleglosciach od powierzchni lodu

Tak jak poprzednio, analiza ukladow badawczych rozpoczeta zostala od wyznaczenia
sredniej sity dziatajacej na czasteczki biatka zlokalizowane z sasiedztwie krysztatu lodu. Dzigki
duzej liczbie badanych uktadéw, mozliwe byto w miar¢ doktadne wyznaczenie wartosci $redniej
sity dzialajacej na czgsteczki biatka znajdujace si¢ w réznych odleglosciach od powierzchni lodu,
co z kolei pozwolito na wyznaczenie krzywej obrazujacej zalezno$¢ entalpii swobodnej uktadu od
odlegtosci czasteczki CfAFP od powierzchni lodu. Uzyskane rezultaty przedstawione zostaty na
Rys. 5.36.

Jak mozna zaobserwowac, sita zmieniata si¢ wraz z odlegloscig biatko-16d w sposob
cykliczny. Na wykresach wyraznie widoczne sg dwa maksima, w ktorych na czgsteczki biatka
dziatata znaczna sita odpychajaca, oraz dwa minima, w ktorych sita byta przyciggajgca. W ramach
opisanych w Rozdziale 5.2 badan, w ktorych czasteczki biatka CFAFP znajdujace si¢ w sgsiedztwie
lodu nie byly przytrzymywane, pokazatam, Zze bialka zorientowane obszarem nieaktywnym
w kierunku lodu, sg od niego odpychane ze $rednig szybkoscig ok. 0,01 — 0,02 nm/ns (wartosci te
oszacowa¢ mozna na podstawie Rys. 5.23), co odpowiada sile rzedu kilkuset pN (zgodnie z danymi
przedstawionymi na Rys. 5.26). W literaturze mozna znalez¢ dane wskazujace, ze sita tego samego

195 Mozna sie

rzedu jest w stanie przemieszczaé biatko wigksze od CfAFP ze znaczng szybkoscig
wigc spodziewac, ze sita o tej wartosci (przyciagajaca lub odpychajaca) rzeczywiscie zdolna jest

pozycjonowac czasteczke biatka wzgledem powierzchni lodu.

130


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rezultaty i dyskusja

ptaszczyzna ptaszczyzna
podstawowa pryzmatyczna (1010)
500
400
300
200 =
s :
2 100 =
.~
w =
0 D

-100

200 \
X e tensstee % 40
1.2s 10.2 ns 1.2 ns 10.2 NG .uv" .
'300 T € T ¥ T L] | T L T R ¥ T T ’ | T v T LI | L} T € T ¥ T '50
06070809101112130607080910111213
d [nm] d [nm]

Rys. 5.36. Zmiany w czasie zaleznosci Sredniej sity dziatajacej na czasteczki biatka CfAFP od
odlegtosci miedzy czasteczka biatka i lodem (linia ciggla), dla czasteczek biatka sasiadujacych
z plaszczyznami podstawows i pryzmatyczng (1010) lodu. Na wykresie przedstawiono réwniez
uzyskane na tej podstawie profile energetyczne (linia przerywana). Skala kolorystyczna obrazuje
zmiany zachodzace w czasie — najciemniejsza linia czerwona odpowiada rezultatom uzyskanym po
1,2 ns symulacji, natomiast najciemniejsza linia niebieska — na koncu symulacji (krok czasowy
migdzy poszczegélnymi liniami wynosi 1,8 ns). Czerwono-zielona skala kolorystyczna,
umieszczona ponad wykresami, wskazuje przyblizone potozenia miniméw i maksiméw na
profilach energetycznych

Sita dziatajaca na czasteczki biatka jest proporcjonalna do gradientu entalpii swobodnej
uktadu. Na postawie posiadanych danych oszacowany zostal przebieg krzywej zaleznosci entalpii
swobodnej od odleglosci biatko-16d (Rys. 5.36, przerywane linie). W rozwazanym zakresie
odleglosci, zalezno$¢ ta posiada dwa wyrazne maksima (odpowiadajgce odlegtosciom biatko-16d
ok. 0,80 — 0,85 nm oraz 1,15 — 1,20 nm) oraz dwa minima (1,05 — 1,10 nm oraz ok. 0,6 nm). Jedno
ze znalezionych minimow energetycznych przypada w zakresie odlegtosci ok. 1,05 — 1,10 nm — jest
to zakres, dla ktérego zaobserwowatam wczeséniej stabilizacje potozen wzgledem powierzchni
krysztatu lodu nieprzytrzymywanych czasteczek biatka CfAFP, zwréconych powierzchnig aktywna
w kierunku lodu (Rozdziat 5.2.5). Polozenie pierwszego z miniméw energetycznych przypada
natomiast w zakresie odleglosci biatko-lod, ktéry nie jest w calosci pokryty w ramach
prowadzonych badan, a wigc jego doktadne potozenie oraz gtgbokos¢ nie sg znane. Niemniej jednak
obecno$¢ tego minimum na wykresie entalpii swobodnej jest wyraznie zauwazalna.

Przedstawione powyzej rezultaty por6wna¢ mozna z wynikami badan przeprowadzonych
przez Mochizukiego i Matsumoto!*®. Autorzy badali zmiany energii swobodnej oddzialywan
pomigdzy dwiema sgsiadujgcymi ze sobg czasteczkami jednego z hiperaktywnych biatek AFP
w funkcji odlegtosci miedzy tymi czasteczkami. Czasteczki biatka zorientowane bylty wzgledem

siebie swoimi powierzchniami aktywnymi. Ksztalt profilu energetycznego uzyskanego przez tych
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autoréw byl podobny do profilu energetycznego przedstawionego na Rys. 5.36. Réwniez odleglosé
miedzy maksimami oraz minimami okazala si¢ by¢ podobna i wynosita ok 0,35 nm. Podobny
przebieg krzywej sugeruje, ze mechanizm odpowiedzialny za generowanie sity dziatajacej na
oddzialujace ze sobg powierzchnig jest w obu przypadkach podobny.

Przebieg profilu energetycznego, przedstawiony na Rys. 5.36, porowna¢ mozna rowniez
z wynikami uzyskanymi przez Hudaita i in.”%, dotyczacymi energii wiazania si¢ kilku
hiperaktywnych biatlek AFP oraz INP z powierzchnig lodu. Uzyskany przez autorow profil
energetyczny charakteryzowat si¢ ksztaltem zblizonym do uzyskanego przeze mnie, a energie
wigzania si¢ bialek z lodem przyjmowaly wartosSci rzedu kilkudziesieciu kJ/mol. Gl¢bokosé
miniméw energetycznych znalezionych w ramach przeprowadzonych przeze mnie badan okazata
si¢ by¢ znacznie mniejsza. Jest to zrozumiale, poniewaz analizowany przeze mnie uktad byt
znaczgco odmienny od tego, ktory analizowali Hudait i in. Autorzy zainteresowani byli stanem
zwigzanym bialka i lodu, podczas gdy rezultaty przedstawione na Rys. 5.36 dotycza sytuacji, gdy
biatko wciaz pozostaje oddzielone od powierzchni lodu warstwa ciektej wody. W trakcie trwania
symulacji, w wodzie tej zachodza zmiany strukturalne, bedace wynikiem postgpujacego procesu
krzepnigcia — mozna to wyraznie zaobserwowac, $ledzac zmiany przebiegu profilu energetycznego
W czasie.

Sam ksztalt profilu energetycznego, wyjasni¢ mozna biorgc pod uwage specyficzne
wlasciwosci wody. Wigzania wodorowe, tworzace si¢ mi¢dzy czasteczkami wody, charakteryzuja
si¢ silnymi wlasciwosciami kierunkowymi. Powstajace z ich udziatem uporzagdkowane struktury,
posiadajg stosunkowo duzg objetos¢. Struktury takie mogg wigc istnie¢ tylko wtedy, gdy maja
wystarczajaco duzo przestrzeni. Jesli odleglos¢ czasteczki biatka od powierzchni lodu stanie si¢
zbyt mala, mozna si¢ spodziewac, ze struktury takie ulega¢ bedg deformacji, lub nawet destrukc;ji.
Do deformacji prowadzi¢ moze rowniez nadmierne zwickszenie odlegltosci migdzy
powierzchniami czasteczki biatka i lodu. W efekcie, na krzywej zalezno$ci entalpii swobodnej
uktadu od odleglosci dzielagcej czgsteczke biatka i 16d, zaobserwowa¢ mozna obecnos$é
pojawiajacych si¢ cyklicznie minimow 1 maksimow energetycznych.

Na podstawie przebiegu profilu energetycznego mozna wyciggnac¢ jeszcze jeden cickawy
wniosek. W literaturze, proces wigzania si¢ bialek AFP z powierzchnig lodu czgsto okreslany jest
mianem ,,adsorpcji”, co sugeruje, ze proces ten zachodzi poprzez bezposredni kontakt powierzchni
biatka z powierzchnig lodu. Uzyskane wyniki wskazuja jednak, ze wysoko$¢ bariery energetycznej
oddzielajgcej dwa minima widoczne na Rys. 5.36 jest zbyt duza, aby czasteczka biatka byta w stanie
ja pokonac (w rozwazanym zakresie temperaturowym). Wydaje si¢ wigc, ze czasteczka ta bedzie
si¢ raczej zatrzymywac w pewnej odlegtosci od powierzchni lodu, a petne zwigzanie biatka z lodem
zachodzi¢ bedzie w wyniku zakrzepnigcia warstwy ciektej wody oddzielajacej jg od powierzchni

krysztatu. Efekt ,,przytrzymywania” czgsteczki biatka w odlegtosci ok. 1,1 nm od powierzchni lodu
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(ktora odpowiada potozeniu minimum energetycznego na Rys. 5.36) zaobserwowatam podczas
badan nad procesem oddziatywania nieprzytrzymywanych czasteczek biatek CfAFP z lodem
(Rozdziat 5.2). Uzyskane rezultaty przywodza na mys$l model procesu wigzania si¢ biatek AFP
zlodem zaproponowany przez Wierzbickiego i in.%°, ktory zakladal, Ze czasteczki biatka

pozycjonuja si¢ na granicy faz miedzy lodem i woda. Inni autorzy>*¢?

sugerowali réwniez, ze
wigzanie biatek nalezacych do tej grupy z lodem zachodzi w wyniku krzepnigcia ciektej wody
oddzielajacej czasteczki tych biatek od lodu. Uzyskane przeze mnie rezultaty stoja w zgodzie z tymi

zalozeniami.

5.4.2. Struktura wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka CfAFP
sasiadujgcego z powierzchnig lodu

Zgodnie z powyzszg argumentacja, ksztatt profilu energetycznego przedstawionego na
Rys. 5.36 powinien by¢ Scisle zwigzany ze strukturg wody zawartej w obszarze migdzy czgsteczka
biatka i lodem. Kilka argumentdw przemawiajacych za poprawno$cig tego zatozenia
przedstawionych zostato przeze mnie w poprzedniej czgSci pracy. Ponizej, rozwazania te zostang
uzupelnione o dodatkowe informacje oraz rozszerzone na calg dostgpng baz¢ ukladow
symulacyjnych.

Warstwa wody, ktora oddziela czasteczki biatka CfFAFP od powierzchni lodu jest silnie
heterogeniczna. Obecno$¢ powierzchni czgsteczki biatka po jednej, zas powierzchni lodu po drugie;j
stronie, utrudnia opis jej wihasciwosci strukturalnych, co bylo juz dyskutowane wczesniej
(Rozdziat 4.3). W literaturze znalez¢ mozna parametrow stosowanych do opisu struktury wody,
z ktorych kazdy posiada pewne ograniczenia. Z tej tez przyczyny, w przeprowadzonej analizie
zastosowatam rownolegle kilka z nich, starajac si¢ w jak najpehiejszy sposob opisa¢ strukture
wody w analizowanym obszarze. Uzyskane wyniki zaprezentowane zostang (w funkcji odlegltosci

biatko-16d oraz czasu) w dalszej czesci rozdziatu.

A. Mapy uporzadkowania

Struktur¢ cieklej wody mozna scharakteryzowaé z wykorzystaniem tzw. map
uporzadkowania'*’!32, Polozenie kazdego punktu na takiej mapie obrazuje warto$ci réznych
parametréw uporzadkowania opartych na koncepcji dwuczastkowych funkcji korelacji. Pierwsza
ze sktadowych — s;., — charakteryzuje wkiad pochodzagcy od uporzadkowania translacyjnego,
opisywanego funkcjg rozkfadu radialnego. Druga skladowa — s¢onr — Opisuje natomiast wkiad
pochodzacy od uporzadkowania orientacyjnego, uwzgledniajgc preferencje wzajemnych orientacji
sasiadujgcych ze sobg czasteczek wody (szczegdlowy opis tych parametrow zamieszczony zostat

w Rozdziale 4.1). Mapy uporzadkowania, charakteryzujace zmiany strukturalne zachodzace
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w wodzie solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka CfAFP w czasie, przedstawione zostaly na
Rys. 5.37 a.

Wraz z postgpem procesu krzepnigcia, punkty reprezentujagce stan ukladu
(uporzadkowanie strukturalne wody) przemieszczajg si¢ na plaszczyznie mapy w kierunku bardziej
ujemnych warto$ci. W sytuacji, gdy odlegto$¢ bialko-16d byta bliska potozeniu minimum na
wykresie zalezno$ci entalpii swobodnej od odlegtosci, zmiany strukturalne zachodzily w wodzie
solwatacyjnej stosunkowo szybko. Kierunek tych zmian (zmniejszanie si¢ wartosci AS¢rq 1 AScon s
w czasie) wskazuje na postep procesu krzepnigcia w tej warstwie wody. Szybko$¢ tego procesu
i stopien uporzadkowania strukturalnego wody solwatacyjnej okazaty si¢ by¢ wyraznie mniejsze
po oddaleniu si¢ od miniméw energetycznych. Zaobserwowa¢ mozna rowniez, ze zachowanie
uktadoéw, w ktorych bialka sasiaduja z ptaszczyznami podstawows i pryzmatyczng (1010), jest
nieco inne, co sugeruje, ze sposob porzadkowania si¢ czasteczek wody w warstwach
solwatacyjnych rowniez jest w tych dwoch przypadkach nieco odmienny. Znany jest jednak fakt®’,
ze biatka CfAFP adsorbujg si¢ do obu rozwazanych ptaszczyzn krystalograficznych lodu. Z tego
tez wzgledu mozna przypuszczac, ze woda solwatacyjna, mimo iz w charakteryzuje si¢ stosunkowo
wysokim stopniem uporzadkowania, moze dostosowywaé swojg strukture do ptaszczyzny lodu,

z ktorg oddziatuje™.
B. Wilasciwosci wigzan wodorowych

Mapy uporzadkowania, mimo iz pozwalajg na $ledzenie postepu procesu reorganizacji
struktury wody, nie daja duzo informacji na temat szczegoétowego charakteru uporzadkowania
strukturalnego wody. W celu uzyskania dodatkowych informacji przeprowadzitam wigc réwniez
analiz¢ wybranych wtasciwos$ci wigzan wodorowych, takich jak ich $rednia energia oraz geometria
(Rys. 5.37b1ic).

Sledzac zmiany zachodzace w rozktadach réznicowych tych wielkosci wraz ze
zmieniajacg si¢ odlegtoscig biatko-16d, mozna zaobserwowa¢ wyrazna cykliczno$¢, podobnie jak
mialo to miejsce w przypadku map uporzadkowania. Najmniejsze roéznice migdzy woda
solwatacyjng i woda niezaburzong obecnoscig biatka i lodu odpowiadaja odlegtosciom biatko-l6d
wynoszacym ok. 0,9 nm oraz ok. 1,2 nm. Sg to jednocze$nie odleglosci, w ktorych $rednia sita
dziatajaca na czasteczki bialka byla najwyzsza (Rys. 5.36). Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze
stopien uporzadkowania wody solwatacyjnej, mimo, ze jest nizszy niz w przypadku pozostatych

odleglosci, to wcigz pozostaje wyzszy niz w wodzie niezaburzonej obecnos$cig biatka i lodu.
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Rys. 5.37. (poprzednia strona) Wybrane wlasciwosci strukturalne wody solwatacyjnej powierzchni
aktywnej czasteczek biatka CfAFP, zwroconych powierzchnig aktywna w kierunku krysztatu lodu.
a) Mapy uporzadkowania, uzyskane z zastosowaniem parametréw uporzadkowania strukturalnego
opartych na koncepcji dwuczastkowych funkcji korelacji (w J/(mol-K)). Rezultaty przedstawione
zostaty jako roznice wzgledem wynikow uzyskanych dla warstwy solwatacyjnej wypetnionej woda
niezaburzona obecnoscig czasteczki biatka i lodu. Przebieg punktéw obrazuje zmiany w czasie
(12 ns) wartosci parametrow uzyskanych dla uktadow, w ktorych czasteczki biatka sgsiadowaty
z plaszczyznami podstawowa (kolor zielony) i pryzmatyczng (1010) lodu. Czarny punkt
reprezentuje uporzadkowanie wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej czasteczki biatka CfAFP,
kiedy nie sgsiaduje ono z lodem. b) Zmiany w czasie srednich rozktadow roznicowych energii
wigzan wodorowych tworzacych si¢ migdzy czasteczkami wody w warstwie solwatacyjnej
powierzchni aktywnej biatek CfAFP sasiadujacych z powierzchnia lodu. ¢) Zmiany w czasie
$rednich rozktadow roéznicowych katéw 8, wyznaczonych dla warstwy solwatacyjnej powierzchni
aktywnej czasteczek biatka CfAFP sasiadujacych z powierzchnig lodu. Rezultaty przedstawione na
wykresach b) i ¢) dotycza uktadow, w ktorych czasteczki biatka sgsiadowaly z ptaszczyzng
podstawowga lodu — rezultaty uzyskane w przypadku czasteczek biatka sasiadujacych z ptaszczyzna
pryzmatyczng (1010) lodu byty jakosciowo podobne. Linig czarng zaznaczone zostaty na tych
wykresach rezultaty uzyskane dla wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej czasteczki biatka,
ktéra nie sasiaduje z powierzchnia lodu. Skala kolorystyczna obrazuje zmiany zachodzace w czasie
— najciemniejsza linia czerwona odpowiada rezultatom uzyskanym po 1,2 ns symulacji, natomiast
najciemniejsza linia niebieska — na koncu symulacji (krok czasowy mig¢dzy poszczegdlnymi liniami
wynosi 1,8 ns). Czerwono-zielona skala kolorystyczna, umieszczona po prawej stronie, wskazuje
przyblizone potozenia minimoéw i maksimow na profilach energetycznych

C. Zmiany liczby i orientacji pierscieni zbudowanych z czasteczek wody
polaczonych wigzaniami wodorowymi w wodzie solwatacyjnej czasteczki

bialka CfAFP

Przedstawione powyzej obserwacje sa w pelni zgodne z proponowanym przeze mnie w
Rozdziale 5.3.1 wyjasnieniem mechanizmu oddziatywania czasteczki biatka CfAFP z lodem,

192194 Model ten zaklada istnienie w cieklej wodzie

odwotujacym si¢ do modelu Tanaki
w rownowadze uporzadkowanych (wysokoobjetoSciowych) struktur, tworzacych si¢ z udzialem
wigzan wodorowych, oraz nieuporzgdkowanej wody. W ramach modelu nie zdefiniowano, jakg
forme przyjmujg proponowane struktury o wysokiej obje¢to$ci. Mozna jednak przypuszczaé, ze
moga nimi by¢ (albo stanowi¢ ich czgSci skladowe) na przyktad pierScienie
pigcio-i szescioczionowe, ktore (z przyczyn geometrycznych) charakteryzujg si¢ stosunkowo niska
energig. Dalsza czg¢$¢ analizy struktury wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatlek CfAFP
polegata wigc na poszukiwaniu pierscieni powstajacych z udzialem czgsteczek wody potgczonych
wigzaniami wodorowymi. Zmiany S$redniej liczby takich pierscieni (przypadajacej na jedna
czasteczke wody w warstwie solwatacyjnej) w czasie, dla réznych odleglosci biatko-lod,

zaprezentowane zostaly na Rys. 5.38 a.
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Rys. 5.38. Zmiany w czasie wybranych parametrow charakteryzujacych wod¢ solwatacyjna
powierzchni aktywnej czasteczek biatka CfAFP sasiadujacych z powierzchnig lodu. a) Zmiany
w czasie $redniej liczby pier§cieni cztero-, pigcio- i szeSciocztonowych obecnych w wodzie
solwatacyjnej powierzchni aktywnej czasteczki biatka (zwréconej w kierunku powierzchni lodu),
przypadajacych na czasteczk¢ wody. b) Zmiany w czasie rozkladéw roznicowych odchylen
standardowych potozen atomoéw tlenu szesciocztonowych pierscieni od $redniej odleglosci tych
atoméw od $rodka pierscienia ¢) Zmiany w czasie rozkladow roznicowych katow miedzy
wektorami: prostopadlym do ptaszczyzny wyznaczonej polozeniami atomow tlenu tego pierscienia
oraz przechodzacym przez atomy C reszty THR 36 oraz CA reszty GLY 44 biatka (wektor ten jest
w przyblizeniu prostopadly do powierzchni aktywnej czasteczki biatka), uzyskanych dla warstwy
solwatacyjnej powierzchni aktywnej czasteczki biatka CfAFP, zwroconej ta powierzchniag
w kierunku ptaszczyzny podstawowej lodu. Rezultaty przedstawione na wykresach dotycza
uktadoéw, w ktorych czasteczki biatka sasiadowaly z plaszczyzna podstawowa lodu — rezultaty
uzyskane w przypadku czasteczek biatka sgsiadujacych z ptaszczyzng pryzmatyczng (1010) lodu
byty jakosciowo podobne. Linia czarng zaznaczone zostaly na tych wykresach rezultaty uzyskane
dla wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej czasteczki biatka, ktora nie sgsiaduje z powierzchnia
lodu. Skala kolorystyczna obrazuje zmiany zachodzace w czasie — najciemniejsza linia czerwona
odpowiada rezultatom uzyskanym po 1,2 ns symulacji, natomiast najciemniejsza linia niebieska
—na koncu symulacji (krok czasowy migdzy poszczegdlnymi liniami wynosi 1,8 ns).
Czerwono-zielona skala kolorystyczna, umieszczona ponad wykresem, wskazuje przyblizone
polozenia miniméw i maksimoéw na profilach energetycznych

Wraz z postgpem procesu krzepnigcia, liczba pierscieni szescioczlonowych w wodzie
solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka wzrastata. Fakt ten jest zrozumiatly, biorgc pod uwage,
ze pierscienie takie stanowig element struktury lodu. W warstwie solwatacyjnej obecne byly
rowniez pier§cienie pieciocztonowe. Ich obecno$¢ nie jest zaskakujaca, poniewaz, jak pokazano’™,
pierscienie te sa jednym z elementow warstwy przejSciowej taczacej powierzchni¢ aktywna biatek
AFP z krysztalem lodu w stanie zwigzanym. Zaprezentowane rezultaty wskazuja, ze pierScienie
takie sg obecne w warstwie solwatacyjnej powierzchni aktywnej juz na wezesnym etapie procesu
wigzania si¢ czgsteczki biatka CfAFP z lodem, a ponadto, ich liczba tylko w niewielkim stopniu
zmienia si¢ w czasie. Fakt ten przywodzi na mys$l przedstawione wczesniej rezultaty dotyczace
zmian $redniej energii oddzialywan czasteczek wody solwatacyjnej z powierzchnig biatka. Energia
ta, podobnie jak liczba pierScieni pigciocztonowych, nie ulegata zmianie w czasie, mimo
postepujacego procesu krzepnigcia wody. Argumentowatam wtedy, ze woda znajdujaca si¢

w bezposrednim kontakcie z powierzchnig aktywng biatka, posiada strukture wystarczajaco dobra
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z punktu widzenia procesu wigzania si¢ bialka z lodem jeszcze zanim bialko znajdzie si¢
w sgsiedztwie lodu. W efekcie, w obszarze tym nie zachodza dalsze zmiany strukturalne. Rezultaty
dotyczace zmian zawarto$ci pierscieni pigciocztonowych w wodzie solwatacyjnej biatka, wraz
z wiedzg dotyczaca obecnosci tych pierscieni w warstwie wody graniczacej z powierzchnig biatka
w stanie zwigzanym, zdajg si¢ potwierdzac te wnioski.

Aby woda solwatacyjna biatka sgsiadujgcego z lodem mogta bez przeszkdd zakrzepnaé,
pierscienie szesciocztonowe formujace si¢ w tej warstwie powinny by¢ zorientowane w odpowiedni
sposob zarowno wzgledem sieci krystalicznej sgsiadujacego z nig lodu, jak i powierzchni biatka.
Analiza zmian $redniej orientacji pierscieni szeScioczionowych wzgledem powierzchni lodu
w czasie zostala przeprowadzona z wykorzystaniem wielkosci kata tworzacego si¢ migdzy
wektorem normalnym do ptaszczyzny dopasowanej do polozen atomow tlenu czasteczek wody
tworzacych poszczegolne pierscienie szescioczionowe 1 wektorem (w przyblizeniu) prostopadtym
do powierzchni lodu oraz powierzchni aktywnej czasteczki biatka. Rezultaty przeprowadzonej
analizy, w postaci wykresow roznicowych $rednich rozktadow tego kata, przedstawione zostaty na
Rys. 5.38 b.

Podobnie jak poprzednio, zaobserwowaé mozna roznice migdzy wynikami uzyskanymi
dla uktadow, w ktorych odlegtosci miedzy czasteczkami biatka i powierzchnig lodu byty rozne.
Gdy czasteczka biatka znajdowata si¢ w optymalnej odleglosci od powierzchni lodu, pewne
orientacje pierscieni szeSciocztonowych wzgledem powierzchni lodu i biatka byly preferowane.
W przypadku odleglosci  biatko-l6d, ktore odpowiadajg maksimom energetycznym
przedstawionym na Rys. 5.36, orientacje przyjmowane przez pierscienie byly bardziej losowe
(podobnie jak ma to miejsce w czystej wodzie). Ponadto, same pier§cienie okazatly si¢ by¢ wyraznie
bardziej zdeformowane niz pierScienie powstajace w warstwie solwatacyjnej biatek usytuowanych
w optymalnej odlegltosci od lodu. Miarg deformacji pierscieni zastosowang do analizy bylo srednie
odchylenie polozen atoméw tlenu czasteczek wody tworzacych pierScien od $redniej odleglosci
miedzy srodkiem pierscienia i atomami tlenu. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze wyniki uzyskane z
zastosowaniem tego parametru mogag by¢ w niektorych przypadkach mylace, jako Ze np.
w przypadku idealnego pier§cienia o konformacji to6dkowej, parametr ten przyjmuje niezerowa
warto$¢. Jednakze, celem analizy (podobnie jak w przypadku innych omawianych wczesniej
parametréw) byto pordwnanie rezultatow uzyskanych dla rzeczywistej i1 fikcyjnej (wypekionej
wodg niezaburzona obecno$cia biatka i lodu) warstwy solwatacyjnej, a wigc wielkos¢ ta wciaz
moze zosta¢ zastosowana jako przyblizona miara deformacji struktury pierscieni. Jak mozna
zaobserwowac na Rys. 5.38 c, uzyskane rezultaty stoja w zgodzie z wynikami wcze$niejszych
analiz, wykazujac cykliczng zmienno$¢ z odlegtoscig biatko-16d.

Jak wynika z rezultatow przedstawionych na Rys. 5.38 c, $rednia orientacja pierscieni

wzgledem powierzchni biatka jest w podobna w warstwach solwatacyjnych czasteczek
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sasiadujacych z plaszczyznami podstawowsa i pryzmatyczna (1010) lodu. Analiza konformacji
pierScieni szeSciocztonowych powstajacych w warstwie solwatacyjnej powierzchni aktywnej
czasteczki biatka CfAFP wskazuje jednak na wystgpowanie pewnych roéznic w strukturze tej
warstwy, w zalezno$ci od ptaszczyzny krystalograficznej lodu, z ktora sasiaduje czasteczka biatka.

Konformacje pier§cieni szescioczlonowych wyznaczone zostaly poprzez znalezienie
ptaszczyzn najlepiej dopasowanych do potozen atomoéw tlenu czasteczek wody tworzacych
poszczegodlne pierscienie 1 wyznaczenie liczby atomoéw tlenu znajdujgcych si¢ po obu stronach tych
ptaszczyzn. Jesli pierScien przyjmuje konformacje¢ krzestowa, liczba atomoéw tlenu znajdujgcych
si¢ po obu stronach plaszczyzny powinna wynosi¢ odpowiednio cztery i dwa, podczas gdy dla
konformacji tddkowej — po trzy po kazdej stronie pierscienia.

Uzyskane wyniki, w formie warto$ci srednich, przedstawione zostaly na Rys. 5.39. Jak
wspomniatam wczesniej, rezultaty roznily si¢ w zalezno$ci od tego, z ktérg plaszczyzng
krystalograficzng sgsiadowaly poddawane analizie czgsteczki biatka. Nie jest to jednak wynik
zaskakujacy, poniewaz — jak wielokrotnie wspomniatam wczesniej — proces krzepnigcia postgpuje
na rozwazanych plaszczyznach krystalograficznych lodu w odmienny sposéb, a to z kolei
przeklada¢ si¢ moze na obserwowane roznice. Ponadto, pokazano rowniez’, ze struktura warstwy
wody bedacej w kontakcie z powierzchnig aktywna biatka, gdy biatko to zwigzane jest z lodem,
jest nieco inna w przypadku wiazania z plaszczyznami podstawowa i pryzmatyczng (1010)
krysztalu. Na tej podstawie, a takze na podstawie uzyskanych wynikoéw, mozna wyciagnac
wniosek, ze struktura wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej bialka, mimo stosunkowo
wysokiego uporzadkowania, wykazuje pewna ,,elastycznos$c¢”, co umozliwia jej dopasowywanie si¢

do struktury lodu, z ktérym oddziatyje.
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Rys. 5.39. Zmiany w czasie $redniej zawartosci pierScieni o konformacji krzestowej w warstwie
solwatacyjnej powierzchni aktywnej biatka CfAFP sasiadujacego z powierzchnig lodu. Liniami
zielonymi zaznaczone zostaly wyniki uzyskane w przypadku ukladoéw, w ktorych odleglosé
czasteczki biatka od powierzchni lodu odpowiadala potozeniom miniméw energetycznych na
profilu energetycznym (Rys. 5.26): linia jasniejsza — minimum dla odlegtosci ok. 0,6 nm, linia
ciemniejsza — minimum dla odleglosci ok. 1,1 nm, natomiast liniami czerwonymi — rezultaty
odpowiadajace odleglo$ciom biatko-l6d bliskim polozeniom maksiméw energetycznych: linia
jasniejsza — maksimum dla odlegtosci ok. 0,8 nm, linia ciemniejsza — maksimum dla odlegtosci
ok. 1,2 nm).
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Wnioski

Celem niniejszej pracy bylo znalezienie odpowiedzi na pytanie, w jaki sposob biatka
przeciwdziatajace zamarzaniu sg w stanie rozpoznac faze stala w ogromnym nadmiarze cieklej
wody oraz poznanie szczeg6tdw mechanizmu procesu wigzania si¢ tych biatek z powierzchnig lodu.
Aby to osiggng¢ zaplanowalam i przeprowadzitam szereg symulacji komputerowych, ktore
pozwolity mi na uzyskanie nowych danych dotyczacych tych zagadnien.

Badania rozpoczetam od analizy postepu procesu krzepnigcia wody na powierzchni
krysztatu lodu. Uzyskane przeze mnie rezultaty pokazaty, ze stan powierzchni krysztatu lodu
(charakteryzowany zawartoscig ,,wolnych” wigzan O-H) nie ma wielkiego wplywu na przebieg
tego procesu. Jednoczesnie pokazatam rowniez, ze przebieg procesu krzepniecia moze zaleze¢ od
stopnia wewnetrznego uporzadkowania krysztatu lodu, a doktadniej od kierunku i natgzenia pola
elektrycznego generowanego przez ten krysztat. Analiza struktury wody solwatacyjnej lodu oraz
poréwnanie jej ze struktura cieklej, przechtodzonej wody, pozwolita mi na wyciagnigcie wnioskow
dotyczacych przyczyny preferencji wzgledem formy regularnej w nowo powstajacym lodzie.

Najwazniejszg cz¢$¢ mojej pracy stanowig badania nad mechanizmem wigzania si¢
czasteczki bialka CfAFP z powierzchnig lodu. Jak pokazalam, czasteczka biatka zaczyna
oddzialywac z lodem juz gdy znajduje si¢ w odleglosci od jego powierzchni przekraczajacej 1 nm.
Kluczowa role w tym procesie pelni ciekta woda wypehiajaca obszar miedzy powierzchniami
czasteczki biatka i krysztalu lodu. Stosujac rézne parametry charakteryzujace strukture wody
pokazatam, Ze struktura wody solwatacyjnej powierzchni aktywnej czasteczki biatka CfAFP jest
w pewnym stopniu podobna do struktury wody solwatacyjnej krysztatu. Istnienie takiego
podobienstwa decyduje o tym, ze bialka AFP — w przeciwienstwie do bialek nieposiadajgcych
aktywnosci przeciwzamrozeniowej — sg w stanie zwigzaé si¢ z powierzchnig lodu.

Jeden z zaproponowanych w literaturze mechanizméw funkcjonowania biatek AFP
zaklada, ze proces krzepnigcia wody znajdujacej si¢ migdzy czasteczkg biatka AFP i lodem jest
utatwiony, w poréwnaniu do sytuacji, gdy biatko jest nieobecne. Aby to sprawdzi¢, porownatam
szybkos¢ procesu krzepnigcia wody na powierzchni krysztalu lodu w tych dwoch sytuacjach.

Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze model ten nie jest poprawny. Proces krzepnigcia nie tylko
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nie postepowat szybciej w obecno$ci czasteczek biatka CfAFP, ale okazat si¢ by¢ nawet nieco
spowolniony w poréwnaniu do sytuacji, gdy biatko byto nieobecne w otoczeniu krysztahu.

Jak pokazala analiza zmian w czasie odleglosci i orientacji czgsteczek biatka CfAFP
wzgledem powierzchni lodu, czasteczki biatka wykazywaty tendencje do przyjmowania pewnych,
nieprzypadkowych, polozen wzgledem sieci krystalicznej lodu. Zaproponowatam, ze efekt ten
zwigzany jest z nakladaniem si¢ warstw solwatacyjnych lodu i powierzchni wigzacej czgsteczki
biatka, ktore przebiega¢ moze w sposdb niezakldcony tylko w przypadku, gdy oddziatujace ze soba
powierzchnie sg wzgledem siebie zorientowane w odpowiedni. Zatozenie to znalazto poparcie
w wynikach analizy zmian strukturalnych zachodzacych w czasie w ciektej wodzie wypelniajacej
obszar mi¢dzy czgsteczka biatka i lodem.

Uzyskane przeze mnie rezultaty wyraznie wskazywaly na istnienie zdalnego
oddzialywania migdzy czgsteczka biatka CfAFP i powierzchnig lodu. W celu dalszego zglebienia
tego zagadnienia przeprowadzitam badania, w ktorych czasteczki biatka zlokalizowane zostaty
w roznych odlegltosciach od powierzchni lodu. W odréznieniu od poprzednich eksperymentow,
mozliwo$¢ zmiany polozenia czgsteczek biatka w czasie zostata w sposob sztuczny ograniczona,
poprzez przytrzymanie jednego z ich powierzchniowych atomow w potozeniu referencyjnym.
Dzieki temu mozliwe byto sprawdzenie, w jaki sposob struktura wody solwatacyjnej powierzchni
aktywnej czasteczki CfAFP zmienia si¢ wraz z jej odleglo$cia od powierzchni lodu oraz
skorelowanie tych zmian z przebiegiem krzywej obrazujacej zmiany entalpii swobodnej uktadu
w funkcji odleglosci.

Przeprowadzona analiza pozwolita na wyciagniecie kilku ciekawych wnioskow
dotyczacych roli wody solwatacyjnej w procesie oddziatlywania i wigzania si¢ czgsteczki biatka
CfAFP z powierzchnig lodu. Pokazalam mianowicie, ze niedopasowanie odleglosci czasteczki
biatka wzgledem lodu skutkuje pojawianiem si¢ w uktadzie sity (przyciagajacej lub odpychajace;j),
ktérej zadaniem jest skorygowanie polozenia tej czgsteczki. Stosujac zalozenia modelu wody
zaproponowanego przez Tanake, podjetam probe wyjasnienia zaobserwowanego zjawiska. Wedlug
tego modelu, w stanie cieklym czasteczki wody zdolne sg do laczenia si¢ w uporzadkowane,
stosunkowo stabilne energetycznie agregaty, charakteryzujace si¢ duza objgto$cia wilasng.
Agregaty te wystepujg w niewielkiej liczbie 1 otoczone sg, wystgpujagcymi w ogromnym nadmiarze,
nieuporzadkowanymi czasteczkami wody. W zwigzku z tym, Ze sa one stosunkowo stabilne
energetycznie, ich deformacja lub destrukcja wigza¢ si¢ bedzie z naktadem energii. Jest to
przyczyna, dla ktorej, przy probie zmiany odleglo$ci czasteczki biatka od powierzchni lodu,
pojawia si¢ stosowna sita przeciwdziatajaca tej zmianie.

W poblizu powierzchni lodu, powstawanie uporzadkowanych struktur jest ulatwione,
poniewaz powierzchnia krysztalu stanowi matryce, na ktorej struktury te moga si¢ nadbudowywac

Jak zostalo wielokrotnie pokazane w literaturze, struktura wody solwatacyjnej powierzchni
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aktywnej bialek AFP jest bardziej uporzadkowana niz struktura wody niezaburzonej obecnoscia
substancji rozpuszczonych. Jak pokazatam, wynika to z faktu, ze zarodki takich uporzadkowanych
struktur tworzg si¢ rowniez na powierzchni aktywnej biatka AFP. Kiedy biatko AFP zbliza si¢ do
powierzchni lodu, warstwy solwatacyjne lodu i biatka zaczynajg ze sobg oddziatywaé. Jesli
odleglos¢ oddziatujacych ze sobg powierzchni bedzie optymalna, warstwy solwatacyjne beda
w stanie bez przeszkod potgczy¢ si¢ ze sobg, tworzac wigkszg strukture.

Przeprowadzone badania pozwolity mi na przedstawienie szeregu rezultatow,
potwierdzajacych stuszno$¢ przedstawionego powyzej mechanizmu. Wykorzystujgc parametry
uporzadkowania oparte na koncepcji dwuczastkowych funkcji korelacji oraz dokonujgc opisu
geometrii wigzan wodorowych powstajacych w wodzie solwatacyjnej powierzchni aktywnej
czasteczki bialka sgsiadujacego w powierzchnig lodu pokazatam, Ze struktura wody zmienia si¢
w sposOb cykliczny wraz z odlegloscig czgsteczki biatka od lodu. Podobng tendencje
zaobserwowatam rowniez podczas analizy zmian wielkosci sily wywieranej na czasteczki biatka
CfAFP sgsiadujagce z powierzchnia lodu wraz ze zmieniajacg si¢ odlegloscia miedzy
powierzchniami biatka i lodu. Pokazatam rowniez, ze w wodzie solwatacyjnej powierzchni
aktywnej czasteczki biatka powstajg szesciocztonowe piericienie, zbudowane z czasteczek wody
potaczonych wigzaniami wodorowymi, oraz ze szybko$¢ powstawania tych pierscieni uzalezniona
jest od polozenia czasteczki biatka wzgledem powierzchni lodu.

W wyniku przeprowadzonych badan udato mi si¢ znalez¢ odpowiedz na pytanie, w jaki
sposob czasteczka biatka CfAFP jest w stanie rozpozna¢ fazg stala, mimo iz znajduje si¢ ona
w otoczeniu ogromnej ilosci cieklej, przechtodzonej wody, jedynie w niewielkim stopniu r6znigce;j
si¢ pod wzgledem struktury od lodu. Jak pokazatam, jest to mozliwe dzigki istnieniu pewnych
podobienstw strukturalnych migdzy warstwami solwatacyjnymi lodu i powierzchni aktywnej
czasteczki biatka CfAFP. W efekcie, warstwy te mogg ze sobg oddziatywac, jak roéwniez,
w odpowiednich warunkach, tgczy¢ si¢ ze sobg, co prowadzi do powstania wigkszej,
uporzadkowanej struktury. Konsekwencja tego jest stabilizacja polozenia czgsteczki bialka
wzgledem powierzchni lodu, jesli polozenie to jest optymalne z punktu widzenia procesu wigzania
si¢ czgsteczki bialka z lodem, jak rowniez pojawianie si¢ sity korygujacej potozenie czgsteczki, gdy
odleglosé biatka od lodu jest nicodpowiednia.

Waznym wnioskiem wynikajagcym z przeprowadzonych badan jest rowniez fakt, ze
czasteczka biatka CfAFP nie moze bezposrednio adsorbowac si¢ na powierzchni krysztatu lodu,
poniewaz wymagaloby to pokonania wysokiej bariery energetycznej. Zamiast tego, biatko bedzie
si¢ raczej umiejscawia¢ si¢ w pewnej odleglosci od powierzchni lodu, optymalnej z punktu
widzenia postgpujacego w cieklej wodzie procesu krzepnigcia. Do ostatecznego zwigzania si¢
czasteczki biatka z powierzchnig lodu bedzie dochodzi¢ w wyniku catkowitego zakrzepnigcia wody

oddzielajacej je od powierzchni lodu.
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Streszczenie

Biatka przeciwdziatajace zamarzaniu (AFP) posiadajg zdolnos¢ do hamowania wzrostu
krysztatow lodu powstajacych w plynach ustrojowych organizmoéw zywych narazonych na
dziatanie temperatur nizszych od 0°C, poprzez wigzanie si¢ z powierzchnig tych krysztatow. W
ramach mojej pracy, stosujgc metody dynamiki molekularnej, staralam si¢ poznac szczegoty
mechanizmu zachodzenia tego procesu. Aby to osiagnaé, przeprowadzilam szereg symulacji
komputerowych uktadow o roznej budowie. W pierwszym etapie badan skupitam si¢ na
mechanizmie procesu krzepnigcia wody na powierzchni krysztatu lodu i pokazalam, Ze stopien
wewngtrznego uporzadkowania krysztalu moze mie¢ znaczacy wplyw na ten proces. Nastgpnie,
przeprowadzitam analiz¢ zmian strukturalnych zachodzacych w wodzie wypehiajacej obszar
miedzy powierzchnig aktywng czasteczki biatka CfAFP i lodem. Na tej podstawie stwierdzitam, ze
czasteczka biatka jest w stanie zdalnie oddziatywac z powierzchnig lodu, juz gdy odlegto$¢ miedzy
ta czasteczka i lodem przekracza 1 nm. Jak pokazatam, efekt ten zwigzany jest z naktadaniem sig¢
warstw solwatacyjnych czasteczki biatka i lodu, 1 jest przyczyng wystepowania preferencji
wzgledem pewnych wzajemnych odleglosci i orientacji czasteczki biatka i1 lodu. Kiedy utozenie
czasteczki biatka wzgledem lodu nie jest optymalne, w uktadzie pojawia si¢ sita — odpychajgca Iub
przyciagajaca — ktora koryguje jej potozenie. Dzigki temu czgsteczka bialka moze przyjaé taka

orientacje, ktora umozliwi jej pozniejsze zwigzanie si¢ z lodem.
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Abstract

Antifreeze proteins (AFPs) have the ability to stop the growth of the crystals of ice which
are formed in the bodily fluids of the living organisms exposed to temperatures lower that 0°C by
binding to the surface of ice crystals. In my work — with the use of molecular dynamics — I tried to
learn the details of the mechanism of this process. To achieve this, I carried out a number of
computer simulations of different systems. In the first part of my research, I focused on the
mechanism of the process of water solidification on the ice crystal surface and showed that the
degree of internal ordering of the crystal can have a significant impact on this process. Next, |
analyzed the structural changes which occur in liquid water located in the area between the active
plane of CfAFP protein and ice. On this basis, I found that the protein molecule is able to remotely
interact with the ice surface (via liquid water) when the distance between this molecule and ice
exceeds 1 nm. As I have shown, this effect is associated with the overlapping of solvation layers of
the protein and ice, which is the reason for the preference for certain mutual distances and
orientations of the protein molecule and ice. When the arrangement of the protein molecule relative
to the ice is not optimal, a force appears in the system (repulsive or attractive) which corrects the
positioning of the molecule. Thanks to this effect, the protein molecule can adopt such an

orientation that will allow it to bind to the surface of ice later.
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