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Wykaz skrótów

Arg Arginina

Betaina N,N,N-trimetyloglicyna

BSA Surowicza albumina wołowa (z ang. Bovine Serum Albumin)
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∆Hw(r) Entalpia oddziaływania między pojedynczą cząsteczką wody a środowiskiem

∆H(Tm) Entalpia zwijania bialka w jego „temperaturze topnienia”

Lys Lizyna

MD Dynamika Molekularna

NPT Stała liczba cząstek (N), ciśnienie (P) i temperatura (T)

PME Metoda sieci Ewalda (z ang. Particle Mesh Ewald)
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REMD Dynamika molekularna z wymianą replik (z ang. Replica Exchange Molecular Dynamics)
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Rozdział 1

WPROWADZENIE

Zwijanie oraz rozwijanie białek to podstawowe procesy, które odgrywają kluczową rolę

w funkcjonowaniu organizmów i w związku z tym są one szeroko badane przez naukowców od

wielu lat. Mają one również kluczowe znaczenie dla przebiegu wielu procesów biotechnologicz-

nych oraz związanych z nią gałęzi nauki i przemysłu. Wiele czynników, takich jak: temperatura,

pH czy ciśnienie może wpływać na równowagę między stanem zwiniętym i rozwiniętym białek.

Równowaga konformacyjna może być również modulowana poprzez dodatek drobnocząsteczko-

wych organicznych substancji rozpuszczonych, które ze względu na swoją aktywność osmotyczną

bywają nazywane osmolitami. Związki tego rodzaju są akumulowane w żywych komórkach w

warunkach ekspozycji na warunki hipertoniczne, zapobiegając nadmiernej utracie wody. W za-

leżności od rodzaju osmolitu mogą one działać na zwiniętą formę białka stabilizująco (betaina,

TMAO, prolina) bądź destabilizująco (mocznik).

Rozważa się dwa główne rodzaje mechanizmu: bezpośredni oraz pośredni, które pró-

bują wyjaśnić stabilizujące bądź destabilizujące działanie osmolitów na białka. Bazują one na

koncepcjach, odpowiednio, preferencyjnego oddziaływania osmolitu z białkiem oraz modyfikacji

właściwości wody solwatacyjnej. Mimo wieloletnich badań, szczegółowy molekularny mechanizm

przesuwania rówowagi konformacyjnej białek przez osmolity nadal nie jest jeszcze w pełni po-

znany.

Metoda dynamiki molekularnej umożliwia opis zachowania układów bezpośrednio na

poziomie molekularnym, dzięki czemu bywa coraz częściej wykorzystywana do wyznaczenia pre-

ferencyjnych oddziaływań osmolitów z poszczególnymi elementami strukturalnymi białka. Co

więcej, symulacje metodą dynamiki molekularnej mogą efektywnie wspomóc interpretację wyni-

ków doświadczalnych.
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Rozdział 2

PRZEGLĄD LITERATURY

2.1 Białka

2.1.1 Budowa chemiczna i strukturalna białek

Białka są makrocząsteczkami, które mają ogromne znaczenie dla przebiegu procesów

biologicznych. Pełnią one wiele ważnych funkcji, m.in. budulcową, immunologiczną i enzyma-

tyczną. Zbudowane są z aminokwasów, połączonych ze sobą wiązaniami peptydowymi (Rysu-

nek 2.1):

Rysunek 2.1: Wiązanie peptydowe.

2
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Rozdział 2. Przegląd literatury 3

Ugrupowania peptydowe tworzą płaskie układy atomów o ograniczonej rotacji. Mają

one kluczowe znaczenie dla tworzenia się struktur przestrzennych białek, zwanych także konfor-

macjami. Strukturę białek charakteryzuje się, wyróżniając następujące struktury:

� pierwszorzędowa – sekwencja aminokwasów w łańcuchu polipeptydowym

� drugorzędowa (α-helisy, β-kartki, pętle) – lokalny sposób skręcania łańcucha polipeptydo-

wego

� trzęciorzędowa – trójwymiarowa struktura całego łańcucha polipeptydowego

� czwartorzędowa – przestrzenne ułożenie białek zbudowanych z więcej niż z jednego łańcu-

cha polipeptydowego

Oprócz wiązań peptydowych duże znaczenie w formowaniu się struktur przestrzennych

białek mają ograniczenia steryczne oraz rodzaj aminokwasów wchodzących w skład białka. W

białkach powszechnie występuje dwadzieścia różnych aminokwasów, których łańcuchy boczne

różnią się: wielkością, kształtem, aromatycznością, zdolnością do tworzenia wiązań wodorowych

oraz hydrofobowością. Rodzaj aminokwasów ma wpływ na formowanie się struktury natywnej

białka. Aminokwasy hydrofobowe, do których należą: alanina, cysteina, fenyloalanina, izoleu-

cyna, leucyna, metionina, prolina, tryptofan i walina, odgrywają istotną rolę w procesie zwijania

się białek. Stabilizują one strukturę przestrzenną białek poprzez tzw. efekt hydrofobowy [1]. Nie-

polarne łańcuchy boczne takich aminokwasów mają tendencję do unikania kontaktu z polarnymi

cząsteczkami wody, umiejscawiając się w rdzeniu natywnej struktury białek. Istotne znaczenie w

tworzeniu się struktur białek odgrywa także cysteina, w której w łańcuchu bocznym występuje

grupa tiolowa. Poprzez tą grupę cysteina może tworzyć mostki disiarczkowe. Struktura prze-

strzenna białek i jej formowanie są niezmiernie istotne dla funkcjonowania żywych komórek i są

w związku z tym przedmiotem wielu badań [2–5].

Wiadomo, że zasadniczą rolę w utrzymaniu struktury, stabilności i funkcji białek od-

grywają cząsteczki wody [6]. Białka mogą oddziaływać z wodą poprzez tworzenie wiązań wodoro-

wych. W roztworach wodnych białek można wyróżnić: wodę związaną bezpośrednio wiązaniami

wodorowymi z białkiem, wodę zaburzoną przez białko, ale niezwiązaną z nim bezpośrednio wią-

zaniami wodorowymi oraz wodę charakteryzującą się strukturą i właściwościami czystej wody

(o właściwościach takich jak we wnętrzu roztworu) tzw. wodę objętościową (z ang. bulk) [6–8].

W celu skrócenia, w dalszej części pracy będę używać sformułowania „woda objętościowa”.
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Rozdział 2. Przegląd literatury 4

Stabilność strukturalną białka można scharakteryzować przez położenie stanu równo-

wagi między stanem natywnym a rozwiniętym (zdenaturowanym) białka. Zwijanie oraz rozwi-

janie białek to podstawowe procesy, które odgrywają kluczową rolę w funkcjonowaniu komórek,

organizmów i w związku z tym są one szeroko badane przez naukowców od wielu lat [2–5, 9].

Wiele czynników, takich jak: temperatura [10], pH czy ciśnienie [11, 12] może wpływać na tę

równowagę. Równowaga konformacyjna może być również modulowana poprzez obecność nie-

wielkich cząsteczek organicznych – osmolitów, które są akumulowane w żywych komórkach w

warunkach ekspozycji na warunki hipertoniczne, zapobiegając nadmiernej utracie wody [13–18].

2.2 Oddziaływania osmolitów z białkami

Jak już wcześniej wspomniano, osmolity są to małe, organiczne substancje rozpusz-

czone. Występują one w komórkach żywych [18, 19], gdzie pełnią szereg ważnych funkcji, między

innymi odgrywają ważną rolę w procesie fałdowania się białek. Cząsteczki te mogą wpływać na

stabilność strukturalną i termiczną białek oraz innych makromolekuł, [20, 21] asocjację białko-

białko oraz białko-DNA [22] a także na stopień odwracalności przejścia między stanem zwiniętym

i rozwiniętym białka [18, 21, 23]. Osmolity regulują ciśnienie osmotyczne w cytoplazmie [17, 24].

Są niezbędne do kontroli procesów odbywających się w komórkach żywych. Pomagają one prze-

żyć komórkom w ekstramalnych warunkach, takich jak: wysoka temperatura, duża wilgotność

czy wysoki poziom zasolenia [17, 18, 24]. Bardzo istotne znaczenie odgrywają podczas stresu

osmotycznego ochraniając organizmy, organy (m.in. nerki), komórki [17, 23]. Osmolity zmieniają

rozłożenie cząsteczek wody w komórkach żywych, co powoduje zmianę hydratacji występujących

tam makrocząsteczek.

W zależności od rodzaju osmolitów mogą one działać na białka stabilizująco – prze-

suwając równowagę konformacyjną w kierunku stanu natywnego bądź destabilizująco – prze-

suwając równowagę w kierunku stanu zdenaturowanego. Przykładem osmolitów stabilizujących

są metyloaminy (np. TMAO i betaina), aminokwasy (np. prolina) czy też poliole (np. cukry

i glikole). Bywają one często określane jako chemiczne chaperony albo osmolity kompatybilne

(Rysunek 2.2), ponieważ stabilizują one struktury białek na ogół bez wpływu na ich funkcję

komórkową [15, 19, 23, 25–27].
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Rozdział 2. Przegląd literatury 5

Rysunek 2.2: Struktury podstawowych osmolitów: a) metyloaminy (np., TMAO oraz betaina),
b) aminokwasy (np., prolina oraz glycina), c) poliole (np., trehaloza oraz inozytol).

Przykładem osmolitu destabilizującego jest mocznik, produkt uboczny katabolizmu

aminokwasów, który jest znany z przesuwania równowagi w kierunku stanu rozwiniętego. Przy

stosunkowo wysokich stężeniach (> 4 M) wywołuje on całkowitą denaturację białka [21, 23, 27,

28]. Co ciekawe, mimo że mocznik zakłóca strukturę i funkcje białek, a jego wysokie stężenia

są szkodliwe dla komórek, to jest gromadzony w niektórych komórkach i tkankach eksponowa-

nych na warunki hipertoniczne, nawet do stężenia (∼600mM) w celu zrównoważenia wysokiego

ciśnienia osmotycznego [15, 29, 30]. W tkankach tych efekt denaturujący mocznika jest niwelo-

wany przez akumulację osmolitów stabilizujących, w szczególności przez N-tlenek trimetyloaminy

(TMAO) i N,N,N-trimetyloglicynę (betainę) [13–15, 18, 29, 31–34]. Osmolity te są gromadzone

m.in. w komórkach nerkowych, które zawierają wysokie stężenia mocznika, w celu zbalansowania

hipertoniczności zewnątrzkomórkowej [14, 19, 24, 29, 31–33].

2.3 Zastosowanie osmolitów

Wykazano, że akumulacja osmolitów pod wpływem stresu może mieć istotny wpływ

na szereg procesów komórkowych takich jak fałdowanie białek, rozpoznanie molekularne i wiąza-

nie ligandów [18, 35]. Możliwość szybkiej i niekosztownej oceny wpływu danego stężenia osmolitu
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Rozdział 2. Przegląd literatury 6

na właściwości strukturalne konkretnych białek byłaby także cenna w zastosowaniach biotechno-

logicznych. Osmolity są bowiem obecnie powszechnie wykorzystywane na wielu etapach procesu

nadekspresji białek, m.in. do ułatwiania fałdowania niektórych białek in vitro (stabilizatory jako

chemiczne chaperony), stabilizacji białek labilnych strukturalnie w warunkach pozakomórkowych

(metyloaminy, poliole), zapobiegania agregacji (aminokwasy, metyloaminy), oczyszczania białek

(aminokwasy w ułatwianiu elucji białek), ponownego zwijania białek niewłaściwie uformowanych

(mocznik), rozpuszczania ciał inkluzyjnych (mocznik), uzyskania optymalnej funkcjonalności en-

zymów a także do zapobiegania inaktywacji termicznej enzymów (np. betaina używana jako do-

datek w reakcji PCR działa destabilizująco względem DNA bogatego w pary GC i jednocześnie

protekcyjnie względem polimerazy DNA) [18, 35, 36].

Przewidywanie działania osmolitów na równowagę konformacyjną białek byłoby także

użyteczne z punktu widzenia badania roli osmolitów w procesach patologiczych a także ich poten-

cjalnego wykorzystania terapeutycznego. W szczególności dotyczy to chorób, których etiologia

wiąże się z niewłaściwym fałdowaniem oraz agregacją białek w postaci złogów amyloidowych.

Ustalono mianowicie, że w zależności od rodzaju i stężenia osmolitów ich obecność może zarówno

zapobiegać, jak i sprzyjać procesowi fibrylacji białek. Dla przykładu, TMAO w wysokich stęże-

niach utrudnia powstawanie złogów α-synukleiny, leżących u podłoża choroby Parkinsona, [18]

a także zapobiega powstawaniu agregującej formy białka prionowego [37] Z drugiej strony przy

niższych stężeniach osmolit ten promuje agregację peptydów β-amyloidowych będących głów-

nym czynnikiem patologicznym w chorobie Alzheimera. Wpływ osmolitów na procesy agregacji

białek potwierdzono także w badaniach in vivo – pokazano m.in., że trehaloza i inozytol zapobie-

gają patologicznej agregacji białek w mysich modelach, odpowiednio, pląsawicy Hauntingtona

i choroby Alzheimera [18]. W tym kontekście intrygujący jest także do dziś nieustalony mecha-

nizm, który łączy zwiększoną produkcję TMAO przez florę jelitową z chorobami serca i układu

krążenia [38].

2.4 Modelowe białka – lizozym, ubikwityna, β-hairpin, Trp-cage

Lizozym to modelowe bialko szeroko stosowane w badaniach nad zwijaniem i stabil-

nością temperaturową białek [39–41]. Jest to globularny, zasadowy enzym o masie 14.4 kDa,

odkryty w 1922 roku przez A. Fleminga. Lizozym składa się z 129 reszt aminokwasych i posiada

aż 8 reszt cysteinowych połączonych czterema mostkami disiarczkowymi. Występuje on w ludz-

kich łzach, ślinie, białku jaja kurzego a także w licznych innych komórkach roślin i zwierząt. Jego

działanie polega na rozkładaniu wiązania glikozydowego między N-acetyloglukozaminą a kwasem
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N-acetylomuraminowym w polisacharydach ściany komórkowej bakterii. Dodatkowo hydrolizuje

on także wiązania glikozydowe w chitynie występującej między innymi w ścianie komórkowej

grzybów [41]. Taki mechanizm działania sprawia, że lizozym ma właściwości przeciwbakteryjne,

przeciwwirusowe oraz przeciwgrzybiczne [39–41], dzięki czemu pełni wiele istotnych funkcji i

znajduje szerokie zastosowanie w medycynie i weterynarii: wspomaga terapię antybiotykami,

antyseptykami, kortykosteroidami a w przemyśle spożywczym dodawany jest do konserwacji

produktów mięsnych i rybnych itp.

β-hairpin jest prostym motywem strukturalnym białka składającym się z dwóch zo-

rientowanych względem siebie antyrównolegle β-nici (N-koniec jednej nici sąsiaduje z C-końcem

drugiej), połączonych krótką pętlą składającą się z kilku reszt aminokwasowych.

Trp-cage jest modelowym mini białkiem globularnym złożonym z dwudziestu reszt ami-

nokwasowych, które przyjmuje stabilną zwiniętą strukturę zawierającą również dobrze zdefinio-

waną strukturę drugorzędową (α-helisę). Reszty hydrofobowe tworzące rdzeń białka usytuowane

są wokół centralnej reszty tryptofanu. Trp-cage przyjmuje swoją natywną strukturę (fałduje się)

w czasie kilku mikrosekund [42, 43].

Ubikwityna jest naturalnie występującym, małym, globularnym białkiem składają-

cym się z siedemdziesięciu sześciu aminokwasów. Pełni ważną rolę w procesie degradacji białek:

znakuje białka przeznaczone do degradacji poprzez kowalencyjne wiązanie się z nimi [44].

2.5 Wpływ temperatury na równowagę reakcji rozwijania białek

Od dawna wiadomo, że osmolity zmieniają równowagę zwijania białek w temperaturze

pokojowej, jednak temperaturowa zależność tego efektu jest mniej zrozumiała [45–48]. Podczas

gdy stwierdzono, że działanie denaturujące mocznika jest ogólnie zwiększane przez temperaturę

[49, 50], wpływ temperatury na stabilizację białek przez osmoprotektanty jest bardziej złożony

[46, 48]. W szczególności zaobserwowano, że w temperaturze pokojowej betaina i inne stabilizu-

jące osmolity (sarkozyna, glicyna i prolina) działają jako stosunkowo słabe stabilizatory i mogą

nawet nieco destabilizować niektóre białka. Jednakże, wraz ze wzrostem temperatury, ich stabili-

zujący efekt również wyraźnie się zwiększa (np. wpływ betainy na entalpię swobodną rozwijania

cytochromu c zmienia się od ≈0 kcal/mol w temperaturze 293K do 0.6 kcal/mol w temperatu-

rze 353K) [46, 48]. Z biologicznego punktu widzenia temperaturowa zależność może pozwolić

na dodatkową ochronę przed stresem termicznym bez silnego zakłócania równowagi zwijania

białek w normalnych temperaturach [48, 51]. W przeciwieństwie do tego, w innych badaniach
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stwierdzono, że stabilizujący wpływ β-hydroksyektoiny, sorbitolu i betainy na RNazę A wzrasta

z temperaturą tylko nieznacznie [47, 52] a w przypadku argininy nawet spada [45].

Molekularny mechanizm temperaturowej zależności wpływu osmolitów na stabilność

białek nie jest w pełni zrozumiały [28, 53]. Na podstawie symulacji wykonanych metodą dynamiki

molekularnej zasugerowano, że w niskich temperaturach denaturacja indukowana mocznikiem

jest zdominowana przez oddziaływania Lennarda-Jonesa między osmolitem a powierzchnią białka

[28]. Jednak wraz ze wzrostem temperatury, elektrostatyczne oddziaływania między mocznikiem

a białkiem stają się bardziej przyciągające, co prowadzi do zwiększonej destabilizacji białka w

wyższych temperaturach. Elektrostatyczne oddziaływania między białkiem i wodą najwyraźniej

stają się także bardziej korzystne, co dodatkowo stabilizuje stan rozwinięty i przyczynia się do

destabilizacji białka [28]. Jeszcze mniej wiadomo na temat wpływu temperatury na stabilizację

białek przez osmolity stabilizujące, takie jak betaina i TMAO. Mechanistyczne badania nad tymi

stabilizatorami stanowią duże wyzwanie, ponieważ ich wpływ na równowagę zwijania jest znany

tylko dla konkretnych białek i okazało się, że jest zależny od wielu czynników, w tym stężenia

osmolitu i pH [47, 48, 54]. Na przykład stwierdzono, że 1.0M roztwór betainy stabilizuje lizozym

i mioglobinę, podczas gdy destabilizuje cytochrom c [48]. Według badań Singha [54], cząsteczki

betainy stabilizują RNazę A w obojętnym pH (6–8), podczas gdy destabilizują α-laktalbuminę

w zakresie pH 4–4.5 [54].

2.6 Mechanizm stabilizacji białek

Molekularny mechanizm stabilizacji/destabilizacji białek przez osmolity nie jest jesz-

cze w pełni poznany [23, 26, 26–28, 30, 55–61]. Rozważa się zwykle dwa główne rodzaje tego

mechanizmu:

� mechanizm pośredni [62–64]

� mechanizm bezpośredni [28, 56, 60, 65–68]

W pierwszym z tych mechanizmów osmolity działają pośrednio, stabilizując lub desta-

bilizując strukturę białka poprzez zmianę właściwości rozpuszczalnika [62–64]. Przykładem może

być denaturacja, która jest wywołana osłabieniem efektu hydrofobowego w obecności osmolitu.

Przykładem zaś mechanizmu bezpośredniego są preferencyjne oddziaływania osmolitu z biał-

kiem, np. poprzez tworzenie wiązań wodorowych [28, 56, 60, 65–68]. Należy jednak pamiętać, że

te dwa mechanizmy nie wykluczają się i obserwowany efekt może być wypadkową ich działania.
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Istnieje kilka szczegółowych teorii tłumaczących w jaki sposób osmolity wpływają na

stabilność białek, m.in. teoria wykluczania sterycznego, teoria napięcia powierzchniowego oraz

teoria oddziaływań osmofobowych/osmofilowych, przy czym największe uznanie zdobyła dotąd

ta ostatnia [23, 25, 26, 55, 69–73].

Teoria ta wprowadzona została przez zespół Bolena i wyjaśnia ona dlaczego osmolity

stabilizują bądź destabilizują białka. W ramach tej teorii uważa się, że z termodynamicznego

punktu widzenia, osmolity stabilizujące nie oddziałują korzystnie z białkiem. Z kolei osmolity

destabilizujące oddziałują korzystnie (preferencyjnie) z białkiem.

Zespół Bolena teorię tę badał z wykorzystaniem cyklu termodynamicznego pokazanego

na Rysunku 2.3 [55] gdzie: N – stan natywny, D – stan zdenaturowany, w – białko w czystej

wodzie, o – białko w roztworze osmolitu, ∆GN−D – standardowa entalpia swobodna denaturacji,

∆Gtr – standardowa entalpia przeniesienia białka z wody czystej do roztworu osmolitu.

Rysunek 2.3: Cykl termodynamiczny pozwalający wyznaczyć zmiany entalpii zwijania się
białka w wyniku obecności osmolitu.

Z faktu, że entalpia swobodna jest funkcją stanu wynika że, nie zależy od drogi prze-

miany. A zatem suma entalpii swobodnej denaturacji w wodzie i entalpii przeniesienia białka w

stanie zdenaturowanym z wody do roztworu osmolitu równa się sumie entalpii swobodnej procesu
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przeniesienia białka w stanie natywnym z wody do roztworu osmolitu oraz entalpii swobodnej

denaturacji w roztworze osmolitu. Otrzymujemy zatem, że:

∆Gtr,D −∆Gtr,N = ∆GosN→D −∆GwN→D (2.1)

W przypadku osmolitów stabilizujących proces przeniesienia białka z wody do roz-

tworu osmolitu jest niekorzystny termodynamicznie co wyraża się przez wzrost standardowego

potencjału chemicznego białka. Zaś dla osmolitów destabilizujących proces ten jest korzystny a

standardowy potencjał chemiczny białka maleje. Ponieważ białko w stanie zdenaturowanym ma

większą powierzchnię dostępną do oddziaływania z osmolitem niż w stanie natywnym, proces

jego przeniesienia do roztworu osmolitu stabilizującego będzie bardziej niekorzystny w stanie

zdenaturowanym. Z kolei dla osmolitów destabilizujących proces ten będzie w stanie zdenaturo-

wanym bardziej korzystny. Na podstawie poczynionych obserwacji widać zatem, że dla osmolitu

stabilizującego wartość wyrażenia ∆Gtr,D − ∆Gtr,N jest dodatnia, a zatem wartość ∆GosN→D

jest większa niż wartość ∆GwN→D. Świadczy to o tym, że białko w roztworze takiego osmolitu jest

bardziej stabilne niż w wodzie czystej. Z kolei, dla osmolitu destabilizującego wartość wyrażenia

∆Gtr,D − ∆Gtr,N jest ujemna, a co za tym idzie wartość ∆GosN→D jest mniejsza niż w wodzie

czystej.

Dodatkowo powyższy cykl termodynamiczny jest bardzo przydatny w wyznaczaniu

wywołanej przez osmolit zmiany w entalpii swobodnej zwijania. Można ją mianowicie wyznaczyć

na podstawie pomiarów entalpii swobodnej przeniesienia białka lub składających się na niego

aminokwasów z wody do roztworu osmolitu.

Wielkością, której używa się do charakteryzowania oddziaływań białko–osmolit jest

parametr m, który definiuje się następującym wyrażeniem [57, 74–77]:

m =
∂∆G0

obs

∂m2
= −RT ∂lnKobs

∂m2
= RT∆(

∂lnγ1
∂m2

) = ∆µ12 (2.2)

gdzie:

∆G0
obs – entalpia swobodna rozwijania się białka

m2 – stężenie osmolitu

Kobs – stała równowagi

γ1 – współczynnik aktywności białka

∆µ12 – różnica wartości pochodnej potencjału chemicznego względem stężenia osmolitu pomię-

dzy stanem zdenaturowanym a natywnym białka
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Parametr m opisuje zatem nachylenie wykresu zależności entalpii swobodnej procesu

rozwijania białka od stężenia osmolitu. Z definicji potencjału chemicznego wynika, że oddziały-

wania między białkiem a osmolitem są korzystne termodynamicznie, jeżeli ∆µ12 < 0, zaś gdy

∆µ12 > 0 wówczas oddziaływania są niekorzystne.

Ustalono jednoznacznie, że denaturanty, czyli przede wszystkim mocznik, promują

rozwijanie poprzez preferencyjną akumulację na powierzchni białka, a więc poprzez entalpową

stabilizację stanu rozwiniętego, w którym powierzchnia białka dostępna dla bezpośrednich od-

działywań z rozpuszczalnikiem jest większa [21, 23, 66, 73]. Molekularny mechanizm leżący u

podłoża tej akumulacji jest zdecydowanie mniej jasny. Na podstawie pomiarów entalpii swo-

bodnej przeniesienia jednostek budulcowych białka (szkieletu peptydowego i poszczególnych

łańcuchów bocznych) z wody do roztworu mocznika zaproponowano, że za stabilizację stanu

zdenaturowanego odpowiada przede wszystkim preferencyjne odziaływanie mocznika ze szkie-

letem peptydowym [73, 78]. Badania osmometryczne z wykorzystaniem związków modelowych

wskazują jednak, że oddziaływania z łańcuchami bocznymi są co najmniej tak samo istotne,

odpowiadając za 60 % efektu denaturującego [57, 76]. Wyznaczono preferencyjne oddziaływa-

nia między cząsteczkami mocznika a poszczególnymi atomami w białku, m.in. tlenem z grupy

amidowej, karboksylanowej i hydroksylowej; azotem z grupy amidowej i azotem amoniowym, a

także z węglami alifatycznymi i aromatycznymi [57, 76]. W wyniku tych pomiarów zaobserwo-

wano, że cząsteczki mocznika chętnie oddziałują z tlenem z grupy amidowej. Entalpia swobodna

przeniesienia modelowego ugrupowania peptydowego z wody do jednomolowego roztworu mocz-

nika przyjmuje wartość ujemną ( mRT = −0.1). Cząsteczki mocznika chętnie oddziałują również

z tlenem z grupy karboksylowej ( mRT = −0.02). Dzieje się tak prawdopodobnie z tego powodu,

że cząsteczki mocznika mogą być zarówno donorem, jak i akceptorem wiązań wodorowych. Z

pozostałymi grupami, tj. z grupą amidową, azotem w postaci kationu, węglem aromatycznym,

oddziaływania cząsteczek mocznika nie mają decydującego znaczenia [57, 76].

Sugeruje się, że za obserwowaną skłonność cząsteczek mocznika do wiązania się z po-

wierzchnią białka odpowiadają zarówno wiązania wodorowe, przede wszystkim z grupami ami-

dowymi i karbonylowymi szkieletu peptydowego, [67] jak również oddziaływania dyspersyjne,

głównie z niepolarnymi łańcuchami bocznymi [65, 66, 79, 80]. Nasze badania z wykorzystaniem

symulacji molekularnych potwierdziły znaczenie oddziaływań z łańcuchami bocznymi, sugeru-

jąc także dodatkowy efekt destabilizujący polegający na redukcji oddziaływań hydrofobowych

poprzez ogranicznie kontaktu między wodą a fragmentami niepolarnymi białka [81].
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Jeszcze mniej wiadomo na temat mechanizmu działania osmolitów stabilizujących

(np. TMAO i betainy). Liczne badania wskazują, że są one wykluczane z bezpośredniego sąsiedz-

twa białka, destabilizując stan zdenaturowany [23, 57, 82], jednak przyczyny tego zachowania

nie zostały jednoznacznie ustalone. Według klasycznego modelu Asakury-Oosawy, destabilizacja

stanu zdenaturowanego ma charakter czysto entropowy i polega na ograniczeniu przestrzeni kon-

figuracyjnej dostępnej dla cząsteczek osmolitów traktowanych jak „twarde sfery” o skończonej

objętości [83]. Wobec stwierdzonego entalpowego wkładu do działania stabilizującego metylo-

amin [84, 85], ujęcie powyższe zostało ostatnio rozwinięte przez dodanie efektywnego potencjału

modelującego energetycznie niekorzystne oddziaływanie pomiędzy białkiem a osmolitem. Wkład

ten może wynikać np. z silnej hydratacji osmolitu, która prowadzi do jego wykluczenia z po-

wierzchni białka i w efekcie entalpowej destabilizacji stanu rozwiniętego. Na podstawie pomiarów

entalpii swobodnej przeniesienia oraz badań osmometrycznych dla związków modelowych wy-

znaczono preferencyjne oddziaływania między cząsteczkami betainy a poszczególnymi atomami

w białku, m.in. tlenem z grupy amidowej, karboksylanowej i hydroksylowej; azotem z grupy ami-

dowej i azotem amoniowym, a także z węglami alifatycznymi i aromatycznymi [57]. W wyniku

tych pomiarów zaobserwowano, że entalpia swobodna przeniesienia modelowego ugrupowania

peptydowego z wody do jednomolowego roztworu betainy przyjmuje wartość dodatnią ( mRT =

0.34). Widać zatem, że cząsteczki betainy nie preferują oddziaływań z tlenem z grupy amido-

wej. Dodatkowo można zauważyć, że cząsteczki betainy unikają także oddziaływań z tlenem z

grupy karboksylowej ( mRT = 0.12) [57, 76]. Dzieje się tak prawdopodobnie z tego powodu, że

cząsteczki betainy mogą być wyłącznie akceptorem wiązań wodorowych. Z pozostałymi grupami

tj. z grupą amidową, azotem w postaci kationu, węglem aromatycznym oddziaływania cząsteczek

betainy nie mają decydującego znaczenia [57, 76]. Rezultaty te, sugerujące silnie zróżnicowany

rozkład osmolitów stabilizujących na powierzchni białka, znalazły także potwierdzenie w prze-

prowadzonych przez nas symulacjach dynamiki molekularnej [86]. Sugeruje się także, że osmolity

stabilizujące wykluczane są zwłaszcza z otoczenia szkieletu peptydowego, zaś ich oddziaływania

z łańcuchami bocznymi zależą silnie od typu aminokwasu.

Na podstawie spektroskopowych badań można znaleźć różnice w wpływie cząsteczek

osmolitów na strukturę wody, które są kluczowe dla wyjaśnienia wpływu osmolitów na stabilność

białek [87]. W celu wyjaśnienia mechanizmu działania osmolitów badano hydratację osmolitów

oraz białka za pomocą spektroskopii oscylacyjnej z zastosowaniem metody widm różnicowych

[87–90] oraz skaningowej kalorymetrii różnicowej (z ang. differential scanning calorimetry, DSC)

[87]. Okazało się, że wszystkie analizowane osmolity stabilizujące i destabilizujące wzmacniają
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Rozdział 2. Przegląd literatury 13

strukturę wody [87]. Autorzy zaproponowali dwa kryteria, które są kompatybilne z stabilizują-

cymi i destabilizującymi właściwościami osmolitów a jednocześnie różnicują wpływ osmolitów na

strukturę wody. Pierwszym kryterium jest wartość parametru całkowitej szerokości połówkowej

pasma OD w odniesieniu do pasma wody zaburzonej przez osmolit. Parametr ten jest miarą

odległości strukturalnej (rozkłady odległości międzycząsteczkowych wody – ROO) i energetycz-

nego stanu dystrybucji cząsteczek. Dla osmolitów stabilizujących przyjmuje on wartości większe

niż w wodzie objętościowej (162 cm−1) a dla osmolitów destabilizujących – wartości mniejsze.

Drugim zaś kryterium jest populacja cząsteczek wody o średniej energii wiązań wodorowych

w odniesieniu do wody objętościowej. Osmolity destabilizujące wykazują zwiększoną populację

średniej energii wiązań wodorowych w odniesieniu do wody objętościowej, zaś dla osmolitów

stabilizujących populacja tych wiązań jest zmniejszona [87].

Zauważono, że rozkłady odległości międzycząsteczkowych wody (ROO) zaburzonej

przez osmolity stabilizujące mają maksimum przesunięte w kierunku krótszych odległości w

porównaniu z rozkładem wody czystej. Stwierdzono zatem, że woda w otoczeniu osmolitów

stabilizujących tworzy więcej silniejszych wiązań wodorowych w porównaniu z wodą czystą.

Na podstawie przeprowadzonych badań wykazano, że osmolitem, który najsilniej w tym sensie

wzmacnia strukturę wody jest TMAO [88, 89]. Z kolei, N-metyloglicyna zwiększa w największym

stopniu populację silnych wiązań wodorowych w grupie pochodnych glicyny. Ustalono, że mocz-

nik jest związkiem, który w niewielkim stopniu wzmacnia strukturę wody. Stwierdzono, że woda

zaburzona przez mocznik ma charakter zbliżony do wody czystej i prawdopodobnie przyczynia

się do powstawania bezpośrednich oddziaływań w układzie białko-mocznik-woda [88].

Okazało się, że sfera hydratacyjna białek określana głównie przez hydratację szkie-

letu peptydowego jest uderzająco podobna do sfery hydratacyjnej osmolitów stabilizujących, a

kompatybilność wzmocnionych sfer hydratacyjnych prowadzi, poprzez mechanizm kooperatyw-

ności wiązań wodorowych wody, do zwiększonej stabilności białek w roztworach tych osmolitów

[87]. Osmolity stabilizujące przesuwają stałą równowagi denaturacji białka w kierunku stanu

natywnego białka na drodze entalpowej i entropowej stabilizacji stanu zwiniętego w stosunku do

rozwiniętego. Z kolei, osmolity destabilizujące wywierają odwrotny wpływ na stabilność białek.

Wykazują one „strukturalnie różne” właściwości wody hydratacyjnej. Niekompatybilność tych

sfer hydratacyjnych powoduje „rozpuszczanie” się sfery hydratacyjnej białka i w konsekwencji

obniżenie stabilności białka. Zauważono, że nie ma wyraźnej zależności między oddziaływaniem

białko-osmolit, tj. akumulacją/wykluczaniem cząsteczek osmolitu z powierzchni białka a stabil-

nością białek. Autorzy ukazali, że nie ma również bezpośredniej korelacji między właściwościami

osmolitów tworzącymi/burzącymi strukturę wody a wpływem na stabilność białek. Okazało się,
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Rozdział 2. Przegląd literatury 14

że sposób hydratacji osmolitu, tj. podobieństwo/brak podobieństwa w sferach hydratacyjnych

osmolitów i białka, jest kluczowym czynnikiem determinującym stabilność białka [87].

Zbadano oddziaływania między strukturalnie podobnymi osmolitami (tauryną i tri-

metylotauryną) a dwoma białkami (lizozymem i ubikwityną) za pomocą spektroskopii FTIR,

skaningowej kalorymetrii różnicowej (DSC) oraz obliczeń DFT [90]. Okazało się, że tauryna i

trimetylotauryna (TMT) wywierają inny wpływ na białka. Tauryna działa jak stabilizator pod-

wyższający temperaturę denaturacji (w przypadku lizozymu zwiększa temperaturę stopniowo

wraz ze wzrostem molalności, w przypadku ubikwityny – stabilizuje najsilniej przy niskich mo-

lalnościach, dla wyższych molalności powoduje niewielki spadek termicznej stabilności). Z kolei,

TMT zmniejsza stabilność białek. Co ciekawe, chociaż grupa sulfonowa zarówno tauryny, jak i

TMT jest zdolna do tworzenia wiązań wodorowych z grupami powierzchniowymi protonów grup

donorowych powierzchni białek to w rezultacie cząsteczki osmolitów nie oddziałują poprzez tą

grupę z białkami. Zaobserwowano, że w otoczeniu tauryny występują dwie odrębne populacje

cząsteczek wody: słabo związane cząsteczki wody wokół grupy sulfonowej oraz silnie związane

cząsteczki wody z grupą aminową. Wywnioskowano zatem, że grupa aminowa wzmacnia struk-

turę wody, podczas gdy grupa sulfonowa ją osłabia [90]. Należy tu podkreślić, że struktura wody

wokół białka jest wzmocniona i taki stan wody determinowany jest głównie przez łańcuch główny

białka. Dodanie tauryny, która jest zorientowana grupą aminową w kierunku powierzchni białka,

dodatkowo poprawia właściwości wzmocnionej sfery hydratacyjnej białka i stabilizuje natywną

formę białka. Bezpośrednie oddziaływania tej grupy z powierzchniowymi łańcuchami bocznymi

zapewniają właściwą orientację tauryny i zapobiegają negatywnemu wpływowi grupy SO−3 . Z

kolei, w przypadku TMT, osłabiona sfera hydratacyjna grupy SO−3 burzy związaną wodorowo

sieć wody wokół białka i destabilizuje ją. Co ciekawe, przy niskich stężeniach TMT stabilizuje

w niewielkim stopniu oba białka. Efekt ten można przypisać rzeczywistemu efektowi osmofo-

bowemu, który zostaje przezwyciężony, gdy stężenie osmolitu wzrasta, ponieważ efekt burzenia

generowany przez TMT przezwycięża efekt stabilizujący spowodowany mechanizmem wyklucza-

nia [90].
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Rozdział 3

CELE I ZAŁOŻENIA

Celem niniejszej pracy doktorskiej było wyjaśnienie molekularnego mechanizmu wpływu

osmolitów na stabilność białek z wykorzystaniem metody dynamiki molekularnej. Zastosowana

metoda badawcza umożliwia opis zachowania układów bezpośrednio na poziomie molekularnym,

przez co szczególnie dobrze nadaje się do badania mikroskopowych sił napędowych różnorakich

procesów (bio)molekularnych.

Aby osiągnąć cel główny postawiłam sobie następujące cele szczegółowe:

1. Wyjaśnienie dlaczego betaina jest wykluczana a mocznik akumulowany na powierzchni mo-

delowego białka – lizozymu.

2. Zweryfikowanie hipotezy o wykluczaniu wszystkich osmolitów stabilizujących z powierzchni

lizozymu.

3. Charakterystyka czynników wpływających na efekt stabilizujący osmolitów oraz ustalenie jak

stabilizacja zależy od symulowanego momentu dipolowego cząsteczki osmolitu.

4. Wyjaśnienie mechanizmu za pośrednictwem którego osmolity wpływają na denaturację ter-

miczną małego glubularnego białka Trp-cage.

5. Przetestowanie założenia o addytywności elementarnych wkładów, w celu zbudowania modelu

teoretycznego pozwalającego na przewidywanie dla zadanej sekwencji aminokwasowej wpływu

wybranych osmolitów na równowagę konformacyjną kilku modelowych białek.

15
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Rozdział 4

METODYKA BADAWCZA

4.1 Podstawy teoretyczne metody

4.1.1 Dynamika molekularna

W celu wyjaśnienia wpływu osmolitów na stabilność białek wykorzystałam metodę dy-

namiki molekularnej. Jest to podstawowa metoda obliczeniowa pozwalająca na badanie właści-

wości układów molekularnych w warunkach odzwierciedlających warunki fizjologiczne. Dynamika

molekularna umożliwia wyznaczenie trajektorii (ewolucji w czasie) układu atomów na podsta-

wie całkowania klasycznych równań ruchu. Uzyskujemy w ten sposób zestaw położeń atomów

w przestrzeni odzwierciedlający własności i zachowanie układu w stanie równowagi [91, 92] a w

niektórych przypadkach także w trakcie procesów nierównowagowych. Z teoretycznego punktu

widzenia, podstawą dynamiki molekularnej jest przybliżenie Borna-Oppenheimera, które umoż-

liwia rozdzielenie ruchu jąder oraz ruchu elektronów. Zakłada się, że elektrony nieskończenie

szybko dostosowują się do nowych położeń jąder, ze względu na fakt iż masa elektronu jest 1836

razy mniejsza od masy protonu. Dzięki temu przybliżeniu możemy przyporządkować konkretnej

konfiguracji układu określoną wartość energii potencjalnej.

W dynamice molekularnej do wyznaczenia zestawu kolejnych konfiguracji układu (tzw. tra-

jektorii) stosuje się drugą zasadę dynamiki Newtona (Równanie 4.1):

Fi(t) = m · ai(t), i = 1, 2, ..., N (4.1)

gdzie:

Fi – siła działająca na i-ty atom w chwili t

16
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Rozdział 4. Metodyka Badawcza 17

mi – masa i-ego atomu

ai = d2ri(t)
dt2

– przyspieszenie i-ego atomu w chwili t

ri(t) – położenie i-ego atomu w chwili t

N – całkowita liczba atomów w układzie

Różniczkując funkcję energii potencjalnej względem położenia możemy obliczyć siłę działającą

na i-ty atom (Równanie 4.2):

Fi(r) = −∇i · V (ri), i = 1, 2, ..., N (4.2)

gdzie:

∇i =
(

∂
∂xi
, ∂
∂yi
, ∂
∂zi

)
– gradient (wektor pochodnych cząstkowych)

V (ri) – energia potencjalna, zależna od położeń wszystkich atomów, (ri = r1, r2, ..., rN )

Scałkowanie tego układu 3N równań różniczkowych drugiego rzędu umożliwia wyzna-

czenie ewolucji czasowej dla układu N cząstek. Warto wspomnieć tutaj, że rozwiązanie takiego

układu jest możliwe tylko wtedy gdy znamy położenie ri(t = 0) i prędkość początkową vi(t = 0)

każdego atomu. Przyjmując skończony krok czasowy (∆t) oraz założenie, że w tym krótkim kroku

czasowym siły działające na atomy pozostają stałe, otrzymujemy nowe położenia i prędkości w

chwili t + ∆t. Na ich podstawie obliczamy siły działające po kolejnym kroku czasowym, a co

za tym idzie dostajemy kolejny zestaw współrzędnych i prędkości. Procedurę powtarzamy dla

zadanej liczby kroków [91, 92].

4.1.2 Algorytmy całkowania równań ruchu

W dynamice molekularnej istnieje wiele algorytmów służących do wyznaczenia poło-

żenia i prędkości atomów układu w funkcji czasu [92]. Najczęściej stosowanym algorytmem jest

algorytm Verleta, który polega na rozwinięciu zależności położenia i prędkości i-tego atomu od

czasu w szereg Taylora (Równania 4.3 i 4.4):

ri(t+ ∆t) = ri(t) +
∂ri(t)

∂t
∆t+

1

2

∂2ri(t)

∂t2
∆t2 +

1

6

∂3ri(t)

∂t3
∆t3 + ... (4.3)

ri(t−∆t) = ri(t)−
∂ri(t)

∂t
∆t+

1

2

∂2ri(t)

∂t2
∆t2 − 1

6

∂3ri(t)

∂t3
∆t3 + ... (4.4)
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Rozdział 4. Metodyka Badawcza 18

Po dodaniu i odjęciu stronami powyższych równań, a następnie uwzględnieniu tego, że prędkość

jest pierwszą pochodną położenia po czasie, zaś przyspieszenie jest równe drugiej pochodnej po

czasie otrzymujemy Równanie 4.5:

ri(t+ ∆t) = 2ri − ri(t−∆t) +
Fi(t)

mi
∆t2 + ... (4.5)

Prędkość z kolei można otrzymać odejmując stronami Równania 4.3 i 4.4. Wówczas otrzymujemy

Równanie 4.6:

vi(t) =
ri(t+ ∆t)− ri(t−∆t)

2∆t
(4.6)

Stosowanie algorytmu Verleta jest stosunkowo proste, ponieważ liczymy tylko siły i przyspiesze-

nia w układzie. Wadą tej metody jest fakt, iż prędkości są opóźnione o jeden krok w stosunku

do położeń atomów. Aby temu zaradzić można zastosować prędkościowy algorytm Verleta, dla

którego zależności położenia i prędkości od czasu dane są następującymi równaniami:

ri(t+ ∆t) = ri + vi(t)∆t+
1

2

Fi(t)

mi
∆t2 (4.7)

vi(t+
∆t

2
) = vi(t) +

1

2

Fi(t)

mi
∆t2 (4.8)

vi(t+ ∆t) = vi(t+
∆t

2
) +

1

2

Fi(t+ ∆t)

mi
∆t (4.9)

Najczęściej jednak stosowanym algorytmem jest tzw. algorytm „żabiego skoku” (z ang. leapfrog):

vi(t+
∆t

2
) = vi(t−

∆t

2
) +

Fi(t)

mi
∆t (4.10)

ri(t+ ∆t) = ri(t) + vi(t+
∆t

2
)∆t (4.11)

Wadą tego algorytmu jest to, że obliczone położenia i prędkości przesunięte są względem siebie

o pół kroku całkowania. Możemy jednak prędkości vi(t) wyznaczyć jako średnie arytmetyczne

dwóch prędkości w połowie kroku całkowania, uzyskując w ten sposób położenia i prędkości w

tej samej chwili [92–94].

Opisane powyżej algorytmy to algorytmy symplektyczne. Ich cechą charakterystyczną

jest to, że całkowita energia układu oscyluje wokół pewnej stałej wartości bliskiej początkowej

energii całkowitej.
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4.1.3 Krok czasowy

Ustalenie odpowiedniego kroku czasowego ma ogromne znaczenie w czasie prowadze-

nia symulacji, ponieważ określa on dokładność obliczanej trajektorii. Ważne, by krok czasowy

był dostosowany do częstotliwości najszybszych ruchów w układzie. Zastosowanie zbyt długiego

kroku czasowego, może spowodować silny dryf całkowitej energii układu oraz niestabilności al-

gorytmów całkowania. Zbyt mały zaś krok czasowy, może wiązać się z tym, że uzyskamy niere-

prezentatywny rozkład konfiguracji. Krok czasowy powinien zatem wynosić ok. 1 fs = 10−15 s,

ponieważ przy takiej długości kroku atomy powiązane w cząsteczkach powinny mieć pełną swo-

bodę ruchu. Można wydłużyć krok czasowy do 2–4 fs, usztywniając długości wiązań oraz inne

szybko oscylujące stopnie swobody [92, 93].

4.1.4 Temperatura, ciśnienie

W celu bliższego oddania warunków eksperymentalnych, w czasie prowadzenia obliczeń

metodą dynamiki molekularnej istnieje możliwość utrzymywania stałej temperatury układu.

Stosuje się tutaj m.in. metodę słabego sprzężenia (z ang. weak-coupling method) zaproponowaną

przez Berendsena. W algorytmie tym skalujemy prędkości wszystkich atomów z odpowiednią

stałą czasową tak, aby w kolejnych krokach symulacji temperatura nie odbiegała zanadto od

zadanej wartości [92].

Aby utrzymać stałe ciśnienie w układzie można zastosować podobny algorytm. Różnicą

jest jednak to, że w tym przypadku skalowane są położenia atomów zamiast prędkości. Prowadzi

to do zmian objętości symulowanego układu [92, 93].

4.1.5 Periodyczne warunki brzegowe

Aby wyeliminować efekty brzegowe (niestandardowe zachowania atomów na brzegach

pudła symulacyjnego) oraz aby umożliwić odpowiedni rozmiar przestrzeni, w której będzie się

odbywać symulacja, wykorzystuje się periodyczne warunki brzegowe (z ang. periodic boundary

conditions – PBC). Podejście takie powoduje, że symulowany przez nas układ powtarzany jest

nieskończenie wiele razy, dzięki czemu zapewniona jest ciągłość symulowanego układu [92, 93].

Cząsteczki znajdujące się w danej komórce oddziałują zarówno z cząsteczkami z tej samej ko-

mórki, jak i z cząsteczkami z innych komórek, dzięki czemu układ symulacyjny lepiej odzwier-

ciedla warunki rzeczywiste, co ukazano na Rysunku 4.1.

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Rozdział 4. Metodyka Badawcza 20

Rysunek 4.1: Schematyczny rysunek periodycznych warunków brzegowych [92, 95].

4.1.6 Pola siłowe

Aby opisać oddziaływania między atomami i wyznaczyć energię potencjalną układu,

stosuje się tzw. pola siłowe (z ang. force field). Pola siłowe definiujemy jako funkcje matematyczne

umożliwiające wyznaczenie przybliżonych wartości energii potencjalnej układu w zależności od

położeń atomów [92–94]. Pola siłowe mają wiele zalet: są modelami prostymi, tanimi a dzięki

odpowiedniej parametryzacji mogą dawać wyniki zbliżone do eksperymentalnych. Konieczność

dobierania parametrów należy z kolei uznać za wadę takiego podejścia.

Podstawowe równanie definiujące energię potencjalną układu w przybliżeniu pola si-

łowego można przedstawić jako sumę wkładów wiążących (z ang. bonded terms) oraz sumę

wkładów niewiążących (z ang. nonbonded terms):

V = Vw + Vnw (4.12)

gdzie:

V – energia potencjalna

Vw – energia potencjalna wkładów wiążących

Vnw – energia potencjalna wkładów niewiążących

Wkłady wiążące odpowiadają za istnienie wiązań kowalencyjnych między atomami w

cząsteczce. Energia tych oddziaływań wyrażana jest zwykle jest jako suma wkładów odpowiada-

jących zmianom długości wiązań, kątów płaskich, kątów dwuściennych oraz niewłaściwych kątów

dwuściennych:

Vw = Vb + Vθ + Vφ + Vnφ (4.13)

gdzie:

Vb – wkład odpowiadający zmianom długości wiązań
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Vθ – wkład odpowiadający zmianom wartości kątów płaskich

Vφ – wkład odpowiadający zmianom wartości kątów dwuściennych

Vnφ – wkład odpowiadający zmianom wartości niewłaściwych kątów dwuściennych

Do opisu wkładu związanego ze zmianą długości wiązań stosuje się zwykle potencjał

harmoniczny (Rysunek 4.2, Równanie 4.14):

Vb =
∑ 1

2
kbij(rij − r0ij)2 (4.14)

gdzie:

kbij – stała siłowa, określa siłę wiązania między atomem i oraz j

rij – odległość między atomem i oraz j

r0ij – równowagowa odległość między atomem i oraz j

Rysunek 4.2: Zależność energii potencjalnej od odległości dla oscylatora harmonicznego [92,
96].

W niektórych przypadkach przybliżenie harmoniczne nie jest wystarczające dla odpo-

wiedniego opisu zmian energii w układzie. Trzeba wówczas zastosować potencjał anharmoniczny,

na przykład tzw. zależność Morse’a (Rysunek 4.3, Równanie 4.15). Dla pojedynczego wiązania

dana jest ona równaniem:

Vij(rij) = Dij{1− exp[−Bij(rij − r0ij)]}2 (4.15)

gdzie:

Vij(rij) – energia potencjalna

Dij – głębokość studni potencjału

Bij – szerokość studni potencjału
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rij – odległość między atomem i oraz j

r0ij – równowagowa odległość między atomem i oraz j

Rysunek 4.3: Zależność energii potencjalnej od odległości dla oscylatora anharmonicznego
[92, 96].

Drugi wkład w Równaniu 4.13 jest zwykle również opisywany przez potencjał harmo-

niczny. Odpowiada on za zmiany wartości kątów płaskich (Równanie 4.16, Rysunek 4.4):

Vθ =
∑ 1

2
kθijk(θijk − θ0ijk)2 (4.16)

gdzie:

kθijk – stała siłowa

θijk – kąt płaski występujący między wiązaniem utworzonym przez atomy i oraz j, a wiązaniem

utworzonym między atomami j oraz k

θ0ijk – równowagowa wartość kąta płaskiego występującego między wiązaniem utworzonym przez

atomy i oraz j, a wiązaniem utworzonym między atomami j oraz k

Kolejnym wkładem jest potencjał torsyjny związany ze zmianami wartości kątów dwu-

ściennych (Równanie 4.17, Rysunek 4.5):

Vφ =
N∑
n=0

Vn
2

[1 + cos(nφijkl − φ0ijkl)] (4.17)

gdzie:

Vn – wysokość bariery rotacji

n – tzw. krotność, określająca liczbę minimów energetycznych podczas obrotu wokół wiązania

od 0◦ do 360◦
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Rysunek 4.4: Schematyczny rysunek kąta płaskiego θijk (patrząc od strony lewej) oraz wykres
zależności energii potencjalnej od zmiany kąta θijk (patrząc od strony prawej) [92, 96].

φijkl – kąt dwuścienny występujący między płaszczyzną utworzoną przez atomy i, j oraz k, a

płaszczyzną utworzoną przez atomy j, k oraz l

φ0ijkl – równowagowa wartość kąta dwuściennego występującego między płaszczyzną utworzoną

przez atomy i, j oraz k, a płaszczyzną utworzoną przez atomy j, k oraz l

Rysunek 4.5: Schematyczny rysunek kąta dwuściennego φijkl (patrząc od strony lewej) oraz
wykres zależności energii potencjalnej od zmiany kąta φijkl (patrząc od strony prawej) [92, 96].

Aby zachować płaską geometrię wokół atomów o hybrydyzacji sp2 oraz aby wyelimi-

nować artefaktowe zachowanie się atomów stosuje się wkład odpowiadający zmianom niewłaści-

wych kątów dwuściennych (Równanie 4.18, Rysunek 4.6):

Vnφ =
∑ 1

2
knφijkl(φijkl − φ

0
ijkl)

2 (4.18)

gdzie:

kφijkl – stała siłowa

φijkl – niewłaściwy kąt dwuścienny występujący między płaszczyzną utworzoną przez atomy i, j

oraz k, a płaszczyzną utworzoną przez atomy j, k, oraz l
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φ0ijkl – równowagowa wartość niewłaściwego kąta dwuściennego występującego między płasz-

czyzną utworzoną przez atomy i, j, oraz k, a płaszczyzną utworzoną przez atomy j, k oraz l

Rysunek 4.6: Schematyczny rysunek niewłaściwego kąta dwuściennego φijkl [92, 96].

Energię potencjalną oddziaływań niewiążących wyraża się zwykle jako sumę energii

oddziaływań van der Waalsa oraz energii oddziaływań elektrostatycznych:

Vnw = VvdW + Vel (4.19)

gdzie:

VvdW – energia oddziaływań van der Waalsa

Vel – energia oddziaływań elektrostatycznych

W celu opisania oddziaływań van der Waalsa stosuje się najczęściej tzw. potencjał

Lennarda-Jonesa:

VvdW =
N∑
i=1

N∑
j>i

εij [(
σij
rij

)12 − 2(
σij
rij

)6] (4.20)

gdzie:

εij – głębokość studni potencjału dla atomów i oraz j

σij – położenie studni potencjału dla atomów i oraz j

rij – odległość między atomami i oraz j

Na podstawie Równania 4.20 oraz Rysunku 4.7 można zauważyć, że pierwszy człon w

tym równaniu maleje z dwunastą potęgą odległości opisując silne odpychania między atomami

dla małych odległości (tzw. odpychanie Pauliego). Drugi zaś człon maleje z szóstą potęgą i jest

odpowiedzialny za przyciąganie się atomów wynikające z oddziaływań dyspersyjnych [92, 93].

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Rozdział 4. Metodyka Badawcza 25

Rysunek 4.7: Schematyczny rysunek potencjału Lennarda-Jonesa (linia czerwona). Dodatkowo
przedstawiono człon odpychający (linia zielona) oraz człon przyciągający (linia różowa) [92, 96].

Wkład odpowiedzialny za oddziaływania elektrostatyczne (Rysunek 4.8) opisuje się

równaniem Coulomba:

Vel =

N∑
i=1

N∑
j>i

qiqj
4πε0εrrij

(4.21)

gdzie:

qi, qj – ładunki atomów i oraz j

ε0 – przenikalność elektryczna próżni

εr – stała dielektryczna

rij – odległość między atomami i oraz j

Rysunek 4.8: Schematyczny rysunek oddziaływań elektrostatycznych [92, 96].

Jednakże obliczenie energii oddziaływań elektrostatycznych w oparciu o powyższe

równanie byłoby bardzo czasochłonne. Dlatego stosuje się przybliżenie pozwalające relatywnie

szybko wyznaczyć pełną elektrostatykę układu, przy zwykle zaniedbywalnych błędach wynika-

jących ze sztucznej periodyczności – tzw. algorytm PME (z ang. Particle Mesh Ewald). Dzięki
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temu algorytmowi jesteśmy w stanie uniknąć wprowadzania tzw. promień odcięcia (z ang. cut-

off distance), czyli odległości, powyżej której zaniedbuje się wszelkie wkłady energetyczne w

celu skrócenia czasu obliczeń. Jak wiadomo, promień odcięcia może prowadzić do pojawiających

się w trakcie symulacji nieciągłości energii oraz sił, co z kolei może powodować niestabilności

algorytmu całkowania równań ruchu [92, 93].

Dokładność i poprawność obliczeń dynamiki molekularnej zależy w dużej mierze od za-

stosowanego pola siłowego. Parametry pola siłowgo wyznacza się eksperymentalnie (np. z danych

krystalograficznych, neutronograficznych) lub teoretycznie na podstawie obliczeń kwantowo-

mechanicznych. Istnieje wiele rodzajów pól siłowych. Do symulacji układów biologicznych naj-

częściej korzysta się z pól siłowych: CHARMM, AMBER, OPLS oraz GROMOS [92–94, 97].

4.2 Procedura symulacyjna

4.2.1 Wpływ osmolitów na stabilność białek na przykładzie mechanicznego

rozwijania lizozymu

A. Molekularne układy i procedura symulacji.

Siedem podstawowych układów zbudowałam do zasymulowania mechanicznego roz-

wijania lizozymu umieszczonego w środowisku wodnym, a także w wodnym roztworze betainy

oraz mocznika o różnych stężeniach tych osmolitów. Każdy układ, dwunastościenne pudło sy-

mulacyjne o długości 7.8 nm (odpowiadającej około 335 nm3), zawierał pojedynczą cząsteczkę

lizozymu oraz cząsteczki rozpuszczalnika odpowiadające trzem stężeniom betainy (1.0, 2.5 and

5.0M), trzem stężeniom mocznika (3.5, 5.0 and 7.0M) i czystej wodzie (0M). W celu neutraliza-

cji ładunku lizozymu do każdego układu dodałam po osiem jonów chlorkowych. Dokładne liczby

cząsteczek wody oraz osmolitu przedstawiłam w Tablicy 4.1.
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Układ/Stężenie Liczba cząsteczek osmolitu Liczba cząsteczek wody

mocznik 3.5M 719 8917

mocznik 5.0M 1025 7972

mocznik 7.0M 1435 6768

betaina 1.0M 206 9795

betaina 2.5M 411 8311

betaina 5.0M 718 6258

czysta woda 0 11275

Tablica 4.1: Skład rozpuszczalnika we wszystkich badanych układach.

Parametry pola siłowego dla mocznika, N,N’-dimetylomocznika i sarkozyny

(N-metyloglicyny) uzyskałam z uogólnionego pola siłowego CHARMM (CGenFF) [98], zaś pa-

rametry dla betainy zostały otrzymane przez analogię, korzystając z parametrów pola siłowego

CHARMM27 dla fosfatydylocholiny (dla grupy trimetyloamoniowej i metylenowej) oraz dla fosfa-

tydyloseryny (dla grupy karboksylowej) [99]. Dla wody użyłam model TIP3P [100]. Współrzędne

początkowe dla lizozymu zostały wyznaczone na podstawie rentgenografii strukturalnej X-ray

i pobrane z bazy danych PDB (kod:1AKI). Do zasymulowania białka użyłam pola siłowego

CHARMM27 [101].

Wszystkie symulacje MD przeprowadziłam z wykorzystaniem pakietu GROMACS [97].

Zastosowałam periodyczne warunki brzegowe i metodę PME (Particle Mesh Ewald) [102, 103]

z promieniem odcięcia 1.0 nm w celu uwzględnienia dalekozasięgowych oddziaływań elektro-

statycznych. Symulacje wykonałam w temperaturze 300K ze stałą sprzężenia 0.1 ps oraz pod

ciśnieniem 1bara ze stałą sprzężenia 2.0 ps w oparciu o metodę Berendsena, korzystając, odpo-

wiednio, ze sprzężenia z termostatem [104] oraz z barostatem [104]. Podczas symulacji, długości

wiązań usztywniłam algorytmem LINCS [105], co pozwoliło na zastosowanie kroku całkowa-

nia równego 2.0 fs. Początkowo każdy system zrównoważyłam przez przeprowadzenie symulacji

równowagowych o długości 1.0µs .

Aby rozwinąć lizozym w kontrolowany sposób, przyłożyłam zewnętrzny potencjał do

promienia bezwładności białka (promienia żyracji, Rgyr), zdefiniowanego dla grupy referencyjnej

zawierającej wszystkie atomy Cα z łańcucha głównego białka:

Rgyr =

√
1

N

∑
Cα

(ri − rCOM)2 (4.22)
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gdzie: N jest liczbą atomów Cα, ri – położenie i-tego węgla Cα, rCOM – położenia środka

ciężkości grupy referencyjnej.

B. Sterowana dynamika molekularna.

Podczas wymuszonego rozwijania Rgyr zmieniał się od wartości początkowej 1.4 nm

dla stanu natywnego do wartości 3.0 nm, ze stałą siłową 7000 kJ mol−1nm−2, i czterema różnymi

prędkościami: 1 · 10−4, 1 · 10−5, 5 · 10−5 and 5 · 10−6nm ps−1. Układy z 2.5M sarkozyną oraz

5.0M N,N’-dimetylomocznikiem przygotowałam w analogiczny sposób dla najmniejszej prędkości

rozciągania 5 · 10−6nm ps−1.

Aby zwiększyć istotność statystyczną uzyskanych wyników, dla każdego układu wy-

konałam pięć niezależnych symulacji rozwijania. Początkowe konfiguracje dla symulacji mecha-

nicznego rozwijania wzięłam z trajektorii równowagowych po 0.92µs, 0.94µs, 0.96µs, 0.98µs,

1.00µs.

4.2.2 Czy wszystkie osmolity stabilizujące są wykluczane z powierzchni bia-

łek?

A. Symulowane układy i procedura symulacji.

Do zbadania oddziaływań między cząsteczkami osmolitu (proliny lub TMAO) z lizo-

zymem użyłam symulacji MD. Wszystkie symulacje wykonałam, używając pakietu GROMACS

[97]. Parametry pola siłowego dla białka oraz dla jonów obojnaczych cząsteczek proliny uzyska-

łam z pola siłowego CHARMM27 [101] a dla cząsteczek TMAO z uogólnionego pola siłowego

CHARMM (CGenFF) [98]. Dla wody użyłam model TIP3P [100]. Współrzędne początkowe dla

lizozymu zostały wyznaczone na podstawie rentgenografii strukturalnej X-ray a następnie zostały

pobrane z bazy danych PDB (kod:1AKI). Każdy układ, dwunastościenne pudło symulacyjne o

długości 8.0 nm (odpowiadającej około 360 nm3) zawierał pojedynczą cząsteczkę lizozymu oraz

roztwory osmolitu o stężeniach (1.0, 2.0, 3.0 i 4.0M). W celu neutralizacji ładunku tej makro-

molekuły do każdego układu dodałam po osiem jonów chlorkowych. Układy zminimalizowałam,

używając metody najmniejszego spadku w dwóch etapach: w pierwszym wszystkie ciężkie atomy

białka unieruchomiłam, w drugim pozwoliłam wszystkim atomom poruszać się swobodnie. Sy-

mulacje wykonałam w warunkach NPT w temperaturze 300K ze stałą sprzężenia 0.1 ps oraz pod

ciśnieniem 1 bara ze stałą sprzężenia 2.0 ps w oparciu o metodę słabego sprzężenia Berendsena.

Zastosowałam periodyczne warunki brzegowe i metodę PME (Particle Mesh Ewald) [102, 103] z

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Rozdział 4. Metodyka Badawcza 29

promieniem odcięcia 1.0 nm w celu uwzględnienia dalekozasięgowych oddziaływań elektrostatycz-

nych. Podczas symulacji, usztywniłam długości wiązań za pomocą algorytmu P-LINCS [105], co

umożliwiło zastosowanie typowego kroku całkowania równego 2.0 fs. Każdy układ symulowałam

przez 1.0µs.

4.2.3 Wpływ osmolitów na stabilność białek na przykładzie mechanicznego

rozwijania ubikwityny

A. Symulowane układy i procedura symulacji.

W celu zasymulowania mechanicznego rozwijania ubikwityny umieszczonej w środowi-

sku wodnym, a także w wodnym roztworze 2.5M cząsteczek betainy o zróżnicowanej polarności,

zbudowałam osiem głównych modeli symulacyjnych. W celu zróżnicowania polarności cząsteczek

betainy, ładunki cząstkowe na poszczególnych atomach przeskalowałam przez czynnik: 0.4, 0.6,

0.8, 1.0, 1.2, 1.4 i 1.6. Na Rysunku 4.9 przedstawiłam przykładowe struktury ubikwityny w stanie

zwiniętym i rozwiniętym. Dodatkowo kolorem czerwonym zaznaczyłam aminokwasy kwasowe,

niebieskim – zasadowe, zielonym – polarne a pomarańczowym – hydrofobowe.

Rysunek 4.9: Struktura ubikwityny w stanie zwiniętym i rozwiniętym. Kolor czerwony
odpowiada aminokwasom kwasowym, niebieski – zasadowym, zielony – polarnym a pomarań-

czowy – hydrofobowym.

Wszystkie ładunki na poszczególnych atomach cząsteczek betainy przeskalowałam

przez wspólny czynnik: 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 i 1.6. Współrzędne początkowe dla ubikwityny

zostały wyznaczone na podstawie rentgenografii strukturalnej X-ray a następnie zostały pobrane

z bazy danych PDB (kod:1ubq). Do zasymulowania białka użyłam pola siłowego CHARMM27

[101]. Każdy układ, dwunastościenne pudło symulacyjne o długości 6.8 nm (odpowiadającej około
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222 nm3), zawierał pojedynczą cząsteczkę ubikwityny oraz cząsteczki rozpuszczalnika odpowia-

dające 2.5M roztworowi betainy i czystej wodzie (0M). W celu neutralizacji ładunku białka do

każdego układu dodałam odpowiednią liczbę jonów sodowych i chlorkowych tak, aby zachowane

były warunki fizjologiczne (150mM NaCl). Parametry pola siłowego dla cząsteczek betainy zo-

stały otrzymane, korzystając z parametrów pola siłowego CHARMM27 dla fosfatydylocholiny

(dla grupy trimetyloamoniowej i metylenowej) oraz dla fosfatydyloseryny (dla grupy karboksy-

lowej) [99]. Dla wody użyłam model TIP3P [100].

Wszystkie symulacje MD przeprowadziłam z wykorzystaniem pakietu GROMACS [97].

Zastosowałam periodyczne warunki brzegowe oraz metodę PME (Particle Mesh Ewald) [102, 103]

z promieniem odcięcia 1.0 nm w celu uwzględnienia dalekozasięgowych oddziaływań elektrosta-

tycznych. Symulacje wykonałam w temperaturze 300K ze stałą sprzężenia 0.1 ps oraz pod ci-

śnieniem 1 bara ze stałą sprzężenia 2.0 ps w oparciu o metodę słabego sprzężenia Berendsena

[104]. Podczas symulacji, usztywniłam długości wiązań przy pomocy algorytmu LINCS [105], co

pozwoliło na zastosowanie kroku całkowania o długości 2.0 fs. Początkowo każdy układ zrówno-

ważyłam przez przeprowadzenie 2µs symulacji równowagowych.

B. Sterowana dynamika molekularna.

Aby rozwinąć ubikwitynę w kontrolowany sposób, przyłożyłam zewnętrzny potencjał

do promienia bezwładności (Rgyr), który dla prędkości rozwijania 5·10−6 nm ps−1 zmieniał się

od wartości początkowej 1.16 nm dla stanu natywnego do wartości 1.9 nm dla stanu rozwiniętego.

Układy z 5.0M „przeskalowaną” betainą (o czynnik 1.2, 1.4 i 1.6) w układzie zawiera-

jącym lizozym-betaina-woda przygotowałam w analogiczny sposób jak dla ubikwityny.

Aby zwiększyć istotność statystyczną uzyskanych wyników, dla każdego układu wyko-

nałam pięć niezależnych symulacji rozwijania. Początkowe konfiguracje dla symulacji mechanicz-

nego rozwijania wzięłam z trajektorii równowagowych po 1.0µs, 1.25µs, 1.5µs, 1.75µs, 2.0µs.

C. Wyznaczanie ciśnienia osmotycznego.

Osiem układów z różnymi stężeniami cząsteczek betainy (0.5M, 0.685M, 1.0M, 1.37M,

1.5M, 2.0M, 3.0M, 4.0M) zbudowałam zgodnie z procedurą opisaną przez Luo and Roux [106].

Stężenia i inne szczegółowe parametry zestawiłam w Rozdziale 5 w Tablicy 5.4. Przestrzeń do-

stępną dla cząsteczek betainy została ograniczona przez wirtualną membranę półprzepuszczalną,

poprzez przyłożenie potencjału harmonicznego z stałą siłową równą 1000 kJ mol−1nm−2. Każdy
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układ (osiem różnych stężeń i osiem różnych symulowanych momentów dipolowych) symulowa-

łam przez 1.0µs, uzyskując trajektorie o łącznej długości 64µs.

4.2.4 Wpływ osmolitów na termiczną stabilność białek

A. Molekularne układy i procedura symulacji.

Współrzędne początkowe dla białka Trp-cage o sekwencji NLYIQ WLKDG GPSSG

RPPPS (wersja TC5b) składającego się z 20 aminokwasów zostały pobrane z danych pocho-

dzących z eksperymentu spektroskopii NMR (PDB kod 1L2Y). Znacząca stabilność wersji TC5b

białka Trp-cage [107], jego niewielki rozmiar i szybka kinetyka zwijania sprawiają, że białko to jest

przedmiotem licznych badań dotyczących procesu fałdowania białek, m. in. z wykorzystaniem

symulacji biomolekularnych [28, 108–111]. Każdy układ, dwunastościenne pudło symulacyjne

zawierał pojedynczą cząsteczkę Trp-cage oraz cząsteczki rozpuszczalnika odpowiadające dwóm

stężeniom betainy (1.5 i 3.5M), dwóm stężeniom mocznika (3.5 i 5.0M) oraz czystej wodzie

(0M). Dokładne liczby cząsteczek wody oraz osmolitu przedstawiłam w Tablicy 4.2.

Układ/Stężenie Liczba cząsteczek osmolitu Liczba cząsteczek wody

0M — 3988

B 1.5M 112 3152

B 3.5M 262 2088

U 3.5M 262 3099

U 5.0M 374 2736

Tablica 4.2: Skład rozpuszczalnika we wszystkich badanych układach.

Jony Cl− oraz Na+ zostały dodane w celu zneutralizowania układu i osiągnięcia fizjologicznego

stężenia (150mM NaCl). Parametry pola siłowego dla mocznika zostały uzyskane z uogólnionego

pola siłowego CHARMM (CGenFF) [98], zaś parametry dla betainy zostały otrzymane przez

analogię, korzystając z parametrów pola siłowego CHARMM27 dla fosfatydylocholiny (dla grupy

trimetyloamoniowej i metylenowej) oraz dla fosfatydyloseryny (dla grupy karboksylowej) [99].

Parametry pola siłowego dla białka i jonów zostały uzyskane z pola siłowego CHARMM36 [99].

Każdy układ był równoważony przez 10 ns w warunkach NPT w temperaturze 300K

i pod ciśnieniem 1.0 atm. Następnie, dla każdego z przygotowanych układów przeprowadzono

symulację REMD z zastosowaniem 50 replik w zakresie temperatury od 300 do 510K. Tempera-

tury pośrednie zostały wybrane tak aby uzyskać jednolitą częstotliwość wymian. Każda replika
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była symulowana przez 600 ns. Wszystkie symulacje zostały przeprowadzone z użyciem pakietu

GROMACS 4.6.5 [112]. Zostały zastosowane periodyczne warunki brzegowe w 3D a oddziaływa-

nia elektrostatyczne zostały obliczone korzystając z metody PME (z ang. Particle Mesh Ewald)

z promieniem odcięcia równym 1.0 nm i siatką Fouriera 0.12 nm. Promień odcięcia równy 1.0 nm

został użyty także dla oddziaływań Lennarda-Jonesa. Długości wiązań zostały usztywnione, ko-

rzystając z algorytmu P-LINCS dla białka [112] oraz SETTLE [113] dla wody. Równania ruchu

były całkowane z wykorzystaniem algorytmu żabiego skoku (z ang. leap-frog algorithm) z kro-

kiem czasowym 2.0 fs.

B. Termodynamika oddziaływania białko–osmolit.

W celu zbadania wpływu temperatury na preferencyjne oddziaływania między czą-

steczkami osmolitu a powierzchnią białka Trp-cage, zostały obliczone profile entalpii swobodnej

w funkcji temperatury ∆G(r, T ) = −kT ln g(r, T ), gdzie: g(r, T ) jest funkcją rozkładu radialnego

między cząsteczkami osmolitu a powierzchnią białka (z ang. minimum-distance distribution func-

tion) obliczonym w temperaturze T . Wkłady entalpowe (∆H) i entropowe (−T∆S) do entalpii

swobodnej asocjacji cząsteczek osmolitu do powierzchni białka (∆G) zostały otrzymane przez

dopasowanie do otrzymanych profili entalpii swobodnych wyrażeń analitycznych:

∆G(r, T ) = ∆H(r, T0) + ∆Cp(r)(T − T0)

−T
[
∆S(r, T0) + ∆Cp(r) ln

(
T

T0

)] (4.23)

gdzie: dwa parametry dopasowania ∆H(r, T0) i ∆S(r, T0) są wkładami entalpowymi i entropo-

wymi do profilu entalpii swobodnej w temperaturze odniesienia T0 a trzeci parametr dopasowania

∆Cp jest odpowiednią zmianą pojemności cieplnej przy założeniu jej niezależności od tempe-

ratury. Odpowiednio, zależności wkładów entalpowych i entropowych od temperatury zostały

wyznaczone następująco:

∆H(r, T ) = ∆H(r, T0) + ∆Cp(r) (T − T0) (4.24)

∆S(r, T ) = ∆S(r, T0) + ∆Cp(r) ln

(
T

T0

)
(4.25)
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4.2.5 Czy istnieje szansa wyznaczania parametru charakteryzującego wpływ

wybranych osmolitów na równowagę konformacyjną białka dla zada-

nej sekwencji aminokwasowej w oparciu o sumowanie elementarnych

wkładów?

A. Molekularne układy i procedura symulacji – modelowe heptapeptydy.

W celu wyznaczenia wkładów do współczynnika preferencyjnego oddziaływania Γ po-

chodzących od poszczególnych elementów strukturalnych białek, wykonałam symulacje MD dla

modelowych, w pełni hydratowanych heptapeptydów, po jednym dla każdego z dwudziestu natu-

ralnych aminokwasów. W celu zapewnienia lepszego próbkowania oraz w celu ułatwienia zbież-

ności wartości Γ, użyłam heptapeptydy zawierające po trzy aminokwasy danego typu, oddzie-

lone przez fragmenty GlyGly. Poszczególne heptapeptydy zawierające po trzy izolowane prze-

strzennie łańcuchy boczne wszystkich kodowanych amimokwasów utrzymywałam w konformacji

rozciągniętej. Wszystkie heptapeptydy wygenerowałam przy użyciu programu Pymol [114] i sy-

mulowałam przez 1 µs. Każdy układ, dwunastościenne pudło symulacyjne o długości 4.9 nm

(odpowiadającej około 91nm3), zawierał pojedynczą cząsteczkę heptapeptydu oraz cząsteczki

rozpuszczalnika odpowiadające 2.5M roztworowi TMAO, 5.0M roztworowi mocznika i czystej

wodzie (0M). W celu neutralizacji ładunku i zapewnienia fizjologicznego stężenia (150mM), do

każdego układu dodałam odpowiednią liczbę jonów sodowych (Na+) oraz chlorkowych (Cl−).

Parametry pola siłowego dla heptapeptydów oraz dla jonów zostały uzyskałam z pola siłowego

CHARMM36, zaś dla cząsteczek mocznika oraz TMAO z uogólnionego pola siłowego CHARMM

(CGenFF) [101]. Dla wody użyłam model TIP3P [100].

Wszystkie symulacje MD przeprowadziłam z wykorzystaniem pakietu GROMACS [97]

w warunkach NPT. Symulacje wykonałam w temperaturze 300K ze stałą sprzężenia 0.1 ps oraz

pod ciśnieniem 1 bara ze stałą sprzężenia 2.0 ps w oparciu o metodę Berendsena [104]. W celu

przewidzenia zależności temperaturowej profili entalpii swobodnej dla asocjacji cząsteczek osmo-

litu z powierzchnią białka, układy symulowałam także w czterech dodatkowych temperaturach

(280, 290, 310 and 320K). Zastosowałam periodyczne warunki brzegowe i metodę PME (z

ang. Particle Mesh Ewald) [102, 103] z promieniem odcięcia 1.0 nm, w celu uwzględnienia daleko-

zasięgowych oddziaływań elektrostatycznych. Podczas symulacji, długości wiązań usztywniłam

przy pomocy algorytmu P-LINCS [105], co pozwoliło na całkowanie równań ruchu z krokiem

czasowym 2.0 fs.
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B. Molekularne układy i procedura symulacji – modelowe białka.

W celu przetestowania założenia o addytywności współczynnika ∆Γ, przeprowadziłam

symulacje MD wybranych białek modelowych, zarówno w stanie natywnym jak i zdenaturowa-

nym, z wykorzystaniem zwielokrotnionej metadynamiki (β-spinka), wymiany replik temperatu-

rowych (ubikwityna) oraz nierównowagowej denaturacji mechanicznej (lizozym).

Trpzip symulowałam w 5.0M roztworze mocznika, 2.5M roztworze TMAO oraz w ukła-

dzie niezawierającym cząsteczek osmolitu. W celu przewidzenia współczynników preferencyjnego

oddziaływania Γ w stanie zwiniętym i rozwiniętym białka wykonałam po dziesięć niezależnych sy-

mulacji metadynamiki (z ang. multiple-walker metadynamics simulations) [115], które polegają

na dynamicznym aktualizowaniu potencjału w celu doprowadzenia układu do równomiernego

rozkładu wzdłuż wybranych współrzędnych. Jako współrzędne reakcji użyłam zmienne opisu-

jące stopień zwinięcia białka, takie jak: promień bezwładności i liczba wewnątrzcząsteczkowych

wiązań wodorowych. Symulacje MD wykonałam z wykorzystaniem pola siłowego CHARMM36

[101] zgodnie z powyższym opisem.

Dla lizozymu i ubikwityny wykonałam symulacje mechanicznego rozwijania z zewnętrz-

nym potencjałem przyłożonym do promienia bezwładności (dokładny opis znajduje się w pod-

rozdziale 4.2.1 i 4.2.3). Układy symulowałam przez 1.0 µs w 5.0M roztworze mocznika oraz 2.5M

roztworze TMAO.

4.3 Analiza danych

4.3.1 Średnie odchylenie kwadratowe (z ang. root-mean square deviation,

RMSD)

Średnie odchylenie kwadratowe jest metryką pozwalającą porównywać między sobą dwie kon-

formacje tej samej cząsteczki i jest zdefiniowane następująco:

RMSD =

√√√√ 1

N

N∑
i

|ri − r0i |
2
, (4.26)

gdzie:

N – całkowita liczba atomów ciężkich

ri – wektor położenia i-tego atomu ze struktury odnośnej

r0i – wektor położenia i-tego atomu ze struktury porównywanej
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4.3.2 Wiązania wodorowe (z ang. hydrogen bonds)

W tej pracy wiązania wodorowe definiowane były w oparciu o kryterium geometryczne, w któ-

rym zakłada się, że wiązanie wodorowe istnieje, jeśli odległość akceptor–donor jest mniejsza niż

0.35 nm a kąt akceptor–donor–wodór jest mniejszy niż 40 ◦.

4.3.3 Liczba cząsteczek w kontakcie z białkiem

Liczby cząsteczek osmolitu w kontakcie z białkiem obliczyłam w Rozdziale 5.4 przyjmując, że

cząsteczki są w kontakcie jeżeli centralny atom osmolitu (metylenowy atom węgla betainy oraz

atom węgla mocznika) jest w odległości mniejszej niż 0.45 nm od dowolnego atomu białka.

4.3.4 Lokalny współczynnik podziału dla osmolitu – CO

Lokalny współczynnik podziału dla osmolitu, CO, definiuje się następującym wzorem:

CO =
NO

NW
· MW

MO
, (4.27)

gdzie: NO oraz NW są to liczby cząsteczek, odpowiednio, osmolitu lub wody w kontakcie z

białkiem, MO i MW są to całkowite liczby cząsteczek osmolitu i wody w układzie.

Jeżeli lokalny współczynnik podziału przyjmuje wartość powyżej 1.0 oznacza to, że cząsteczki

osmolitu preferencyjnie oddziałują z białkiem, jeżeli zaś przyjmuje wartość poniżej 1.0 oznacza

to, że cząsteczki osmolitu nie oddziałują korzystnie z białkiem. Z kolei, jeżeli przyjmuje wartość

równą 1.0 oznacza to, że nie ma preferencyjnych oddziaływań zarówno z cząsteczkami wody jak

i cząsteczkami osmolitu.

A. W Rozdziale 5.1 i 5.3 zastosowałam kryterium, że cząsteczki są w kontakcie jeżeli centralny

atom osmolitu (metylenowy atom węgla betainy oraz atom węgla mocznika) jest w odległości

mniejszej niż 0.55 nm od dowolnego atomu białka (łańcucha głównego i łańcuchów bocznych).

B. Zgodnie z pracą Stumpe i Grubmullera [56], w Rozdziale 5.2 zastosowałam kryterium, że

cząsteczki są w kontakcie jeżeli są w odległości mniejszej niż 0.35 nm. Lokalne współczynniki

podziału obliczyłam dla każdego typu aminokwasu znajdującego się na powierzchni białka (łań-

cuchów bocznych i łańcucha głównego) i dla różnych możliwych oddziaływań: białko (grupa NH)

i atom tlenu z cząsteczki osmolitu (proliny i TMAO), atom tlenu z białka i grupa aminowa z

cząsteczek proliny.
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4.3.5 Współczynnik preferencyjnego oddziaływania – Γ

Współczynnik Γ przedstawia preferencje oddziaływań osmolitów z białkiem w zależności od

odległości od powierzchni białka. Definiuje się go następująco: [68, 116, 117]

Γ(r) = 〈NB(r)−
(
N bulk
B

N bulk
W

)
·NW (r)〉, (4.28)

gdzie: NW and NB są liczbami cząsteczek wody i betainy w domenie lokalnej wokół białka (region

do odległości r), zaś N bulk
W i N bulk

B są tymi liczbami w głębi roztworu. 〈〉 oznacza uśrednianie

po trajektorii. Jeżeli współczynnik Γ przyjmuje wartości ujemne oznacza to, że osmolit jest

wykluczany z domeny lokalnej wokół białka, z kolei gdy jest on dodatni oznacza to, że osmolit

jest tam akumulowany.

4.3.6 Radialna funkcja preferencji – fO(r)

Radialną funkcję preferencji (uogólnienie współczynnika CO) zdefiniowałam jako stosunek liczby

cząsteczek osmolitu i cząsteczek wody znajdujących się w pewnej odległości r od powierzchni

białka do ich stosunku w wodzie objętościowej, zgodnie ze wzorem:

fO(r) =
NO(r)

NW (r)
· MW

MO
(4.29)

gdzie: NO(r) oraz NW (r) są to liczby cząsteczek, odpowiednio, osmolitu lub wody w domenie

lokalnej wokół białka, MO i MW są to całkowite liczby cząsteczek osmolitu i wody w układzie.

4.3.7 Średnia ważona funkcja preferencji

W celu pełniejszego opisu rozkładu osmolitów względem białka, funkcje fO(r) uśredniłam dla

każdego analizowanego obszaru powierzchni:

P (r) =

∑
fO(r)i ·Ai∑

Ai
, (4.30)

gdzie: Ai jest wagą tj. procentem powierzchni odpowiadającym poszczególnym resztom amino-

kwasowym z Tablicy 5.3. Średnia ważona daje globalny obraz rozkładu cząsteczek osmolitu w

pobliżu powierzchni białka.

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Rozdział 4. Metodyka Badawcza 37

4.3.8 Powierzchnie dostępne dla rozpuszczalnika (z ang. solvent accessible

surface area, SASA)

Powierzchnie dostępne dla rozpuszczalnika dla poszczególnych aminokwasów znajdujących się

na powierzchni lizozymu obliczyłam na podstawie struktury 1AKI.pdb metodą podwójnej sze-

ściennej siatki z promieniem sondy 0.14 nm.

4.3.9 Współczyniki ∆Γ dla modelowych białek

W celu obliczenia współczynnika preferencyjnego oddziaływania ∆Γ dla modelowych białek

(lizozym, ubikwityna, trpzip) założyłam jego addytywność i zsumowałam wkłady policzone przy

pomocy heptapeptydów w sposób ważony, zgodnie ze wzorem:

∆Γ =
N∑
i

∆xi∆Γi, (4.31)

gdzie: ∆Γi są wkładami pochodzącymi do współczynnika preferencyjnego oddziaływania od po-

szczególnych aminokwasów a suma została obliczona dla wszystkich N aminokwasów wchodzą-

cych w skład danego białka modelowego. Jako wagi zastosowałam względne zmiany w ekspo-

zycji na rozpuszczalnik dla danej reszty ∆xi obliczone jako: ∆si/si, gdzie: ∆si jest różnicą w

powierzchni dostępnej dla rozpuszczalnika dla i-tego aminokwasu między stanem rozwiniętym i

zwiniętym białka a si jest maksymalną wartością SASA dla danej reszty (w pełni eksponowanej

na rozpuszczalnik).

4.4 Sprzęt i oprogramowanie komputerowe

Obliczenia w ramach pracy wykonywałam za pomocą klastrów obliczeniowych (Galera,

Tryton) w centrum obliczeniowym TASK (Trójmiejska Akademicka Sieć Komputerowa) [118].

Korzystałam również z superkomputerów Zeus i Prometheus, które znajdują się w centrum

obliczeniowym w Krakowie [119].

Symulacje MD przeprowadziłam przy użyciu pakietu obliczeniowego Gromacs [97]. Do

wizualizacji trajektorii (Rysunki 4.9, 5.1 i 5.4) posłużyłam się programem VMD (z ang. Vi-

sual Molecular Dynamic) [120]. Rysunki 5.1 i 10.2 wykonałam w Matlabie przy pomocy skryptu
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[121]. Rysunki 5.15 i 5.29 wykonałam przy pomocy skryptów autorstwa Miłosza Wieczora. Rysu-

nek 5.25 wykonałam przy pomocy skryptu autorstwa Mateusza Koguta [122]. Wszystkie rysunki

wykonałam za pomocą programów Matlab [123], Gimp [124] oraz Inkscape [125].
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Rozdział 5

WYNIKI I ICH DYSKUSJA

Celem mojej pracy doktorskiej było zbadanie na poziomie molekularnym oddziały-

wań międzycząsteczkowych w układach białko-osmolit-woda, co mogłoby przybliżyć poznanie

molekularnego mechanizmu wpływu osmolitów na stabilność białek. Aby osiągnąć cel główny

postawiłam sobie pięć celi szczegółowych (patrz: Rozdział 3). W związku z tym prezentację wy-

ników również podzieliłam na pięć podrozdziałów, które odpowiadają wskazanym przeze mnie

celom szczegółowym w Rozdziale 3.

W części pierwszej przedstawiłam opis mechanicznego rozwijania lizozymu w obec-

ności typowego osmolitu stabilizującego (betainy) i destabilizującego (mocznika). Efektem tej

części pracy było obliczenie wartości pracy potrzebnej do rozwinięcia lizozymu w obecności oby-

dwu osmolitów: mocznika i betainy oraz przy braku osmolitów. Aby wyjaśnić różnice w warto-

ściach pracy potrzebnych do rozwinięcia lizozymu obliczyliśmy w ramach współautorskiej pracy

[81] różne molekularne parametry charakterystyki badanych układów, między innymi, liczby

wiązań wodorowych, lokalne współczynniki podziału w układzie: białko-osmolit-woda, profile

entalpii swobodnych, entalpii oraz entropii dla pojedynczych cząsteczek rozpuszczalnika w funk-

cji odległości od powierzchni białka. Na podstawie uzyskanych wyników wyjaśniliśmy, dlaczego

cząsteczki betainy są wykluczane z powierzchni lizozymu, zaś cząsteczki mocznika są na jej

powierzchni akumulowane.

W drugim podrozdziale, zweryfikowałam hipotezę o tym czy wszystkie osmolity stabili-

zujące są wykluczane z powierzchni lizozymu. Okazało się, że w przypadku TMAO, wykluczanie

cząsteczek osmolitu jest bezsprzeczne. Zaś, w przypadku proliny, zaobserwowałam bezpośrednie

oddziaływania pomiędzy cząsteczkami osmolitu i białkiem. Wyniki, które uzyskałam za pomocą

symulacji MD były zgodne z uzyskanymi równolegle wynikami eksperymentalnymi.

39
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W trzeciej części pracy, opisałam mechaniczne rozwijanie na przykładzie mniejszego

białka – ubikwityny. Aby sprawdzić hipotezę o entalpowym pochodzeniu stabilizacji białek przez

cząsteczki betainy, przeskalowałam cząstkowe ładunki wszystkich atomów cząsteczek betainy

przez wspólny czynnik w zakresie od 0.4 do 1.6. Na podstawie uzyskanych wyników ustaliłam

jak stabilizacja zależy od symulowanego momentu dipolowego cząsteczek osmolitu. Dokonałam

także walidacji modelu cząsteczek betainy oraz zdekomponowałam wartości prac rozwijania na

wkłady pochodzące z wykluczania cząsteczek osmolitu z powierzchni białka, różnic w solwatacji

oraz wpływu ciśnień osmotycznych.

W kolejnej części pracy przedstawiłam molekularny mechanizm wyjaśniający jak osmo-

lity wpływają na denaturację termiczną małego białka globularnego Trp-cage. Ze względu na

fakt, że wcześniej badacze koncentrowali się przede wszystkim na bezpośrednim oddziaływa-

niu cząsteczek osmolitów z białkami [28], w ramach współautorskiej pracy, która jest w trakcie

realizacji [122] skupiliśmy się na określeniu głównych termodynamicznych sił napędowych odpo-

wiedzialnych za zmianę stabilności białka.

Ostatni podrozdział poświęcony jest sprawdzeniu czy możliwe jest przewidywanie dla

zadanej sekwencji aminokwasowej parametru charakteryzującego wpływ wybranych osmolitów

na równowagę konformacyjną białka poprzez sumowanie elementarnych wkładów pochodzą-

cych od poszczególnych elementów strukturalnych białka. Dodatkowo zbadałam mechanistyczne

aspekty wpływu osmolitów na stabilność białek, m.in. wyznaczyłam entalpie swobodne asocjacji

cząsteczek osmolitów z poszczególnymi elementami strukturalnymi białek, a następnie zdekom-

ponowałam je na wkład entalpowy i entropowy w oparciu o zależność temperaturową.

5.1 Wpływ osmolitów na stabilność białek na przykładzie me-

chanicznego rozwijania lizozymu

5.1.1 Wspólna ścieżka wymuszonego rozwijania

W celu zbadania wpływu typowych osmolitów stabilizujących i destabilizujących na

stabilność białek, użyłam nierównowagowej dynamiki molekularnej do zasymulowania mecha-

nicznego rozwijania lizozymu w obecności osmolitów: mocznika, betainy oraz przy ich braku.

W tym celu zewnętrzne siły sterujące przyłożyłam do promienia bezwładności (promienia żyra-

cji, Rgyr), zdefiniowanego dla referencyjnej grupy zawierającej wszystkie atomy Cα w łańcuchu
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głównym białka. Promień bezwładności zmieniał się od wartości 1.4 nm dla stanu natywnego do

wartości 3.0 nm (szczegółowy opis w rozdziale 4.2.1A).

Rysunek 5.1: Mechaniczne rozwijanie białka a) Wykresy rozwijania lizozymu ukazane zo-
stały dla najmniejszej prędkości rozciągania 5·10−6nm ps−1. Wartości promienia bezwładności
(Rgyr) na kolejnych rysunkach są równe: 1.4 nm – stan natywny; 1.8 nm – punkt zerwania głów-
nych oddziaływań stabilizujących strukturę białka; 2.0 nm – największe zmiany w strukturze
lizozymu, tj. fragmenty schowane w stanie natywnym, a po rozwinięciu białka – eksponowane
na rozpuszczalnik zaznaczono kolorem czerwonym, 3.0 nm – arbitralnie przyjęty stan zdena-
turowany. b) Trajektorie rozwijania lizozymu w układzie niezawierającym cząsteczek osmolitu
(kolor niebieski), w obecności cząsteczek betainy (kolor zielony) i w obecności cząsteczek mocz-

nika (kolor czerwony). Początkowe i końcowe stany są pokazane dużymi kółkami.

Aby sprawdzić czy droga przejścia od stanu zwiniętego do rozwiniętego zależy od składu

rozpuszczalnika, na podstawie danych symulacyjnych obliczyłam i zdiagonalizowałam macierz

kowariancji dla wszystkich atomów Cα białka podczas jego rozciągania w roztworze wodnym

przy braku cząsteczek osmolitu. Jako współrzędną zbiorową opisującą przejście lizozymu ze stanu

natywnego do rozwiniętego zastosowałam projekcję na pierwszy i drugi wektor własny (ev) ma-

cierzy kowariancji. Wyniki rzutowania trajektorii uzyskanych w obecności cząsteczek mocznika
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i betainy na te dwa wektory własne wraz z trajektorią otrzymaną przy braku cząsteczek osmo-

litów przedstawiłam na Rysunku 5.1b. Zgodnie z oczekiwaniami, stany początkowe wszystkich

badanych układów znajdują się w tym samym miejscu (ev1=13 nm, ev2=4 nm). Po rozciągnięciu

lizozymu wartości głównych składowych dla układu lizozym-mocznik-woda wynoszą ev1= −8 nm

oraz ev2= −5 nm, dla układu lizozym-betaina-woda: ev1= −13 nm oraz ev2= −2 nm a dla li-

zozymu niezawierającego cząsteczek osmolitu: ev1= −13 nm oraz ev2= −3.5 nm. Widać zatem,

że stany końcowe badanych układów również są do siebie dosyć podobne a proces rozwijania we

wszystkich przypadkach przebiega w sposób porównywalny tj. polega na dysocjacji dwóch glo-

bularnych subdomen, z których każda utrzymywana jest przez mostki disiarczkowe. W wyniku

tej dysocjacji wyeksponowaniu na rozpuszczalnik ulegają w każdym przypadku dwie antyrów-

noległe nici peptydowe łączące subdomeny. Można zatem domniemywać, że różnice w pracach

potrzebnych do rozwinięcia białka nie wynikają z istotnych różnic w stanach końcowych procesu

rozwijania.

Wniosek ten znajduje dodatkowe potwierdzenie na wykresach zależności powierzchni

dostępnej dla rozpuszczalnika (SASA) i średnich odchyleniach kwadratowych (RMSD) w funkcji

promienia bezwładności (Rgyr), które pokazałam w Rozdziale 10 – Załączniki, Rysunki 10.1 i

10.2.

5.1.2 Praca rozwijania jako miara przesunięcia równowagi denaturacji wy-

wołanej przez cząsteczki osmolitu

W celu zoobrazowania podobieństw i różnic w wartościach sił potrzebnych do rozwi-

nięcia białka w obecności cząsteczek mocznika oraz betainy, na Rysunku 5.2a przedstawiłam

wykresy zależności siły przyłożonej do lizozymu od promienia bezwładności dla różnych prędko-

ści rozwijania.

Na podstawie wykresu zależności siły przyłożonej do lizozymu od promienia bezwład-

ności (Rysunek 5.2a) można zauważyć, że początkowo, w zakresie promienia bezwładności od 1.4

do ok. 1.7 nm–1.8 nm, przykładana siła szybko wzrasta a struktura białka poddana jest silnym

naprężeniom. W okolicy 1.8 nm siła uzyskuje maksimum (z ang. rupture force) i dochodzi do

tzw. pęknięcia struktury białka, które charakteryzuje się zerwaniem głównych oddziaływań sta-

bilizujących strukturę natywną. Powyżej tego punktu rozwijanie przebiega łatwiej, pod wpływem

dużo mniejszych sił zdominowanych przez tarcie.
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Wysoki koszt energetyczny rozwijania lizozymu podczas początkowego etapu jest spo-

wodowany ekspozycją poprzednio schowanych hydrofobowych łańcuchów bocznych i innych nie-

polarnych fragmentów, na co wskazuje duża zmiana SASA (Rysunek 10.1).

Po przekroczeniu bariery ograniczającej szybkość, dalszy wzrost SASA jest mniej za-

uważalny i siły sterujące spadają do wartości znacznie niższych, chociaż efekt wysokiego stężenia

roztworów mocznika i betainy, odpowiednio, ułatwiający i przeciwstawiający się rozwijaniu, jest

nadal widoczny.

Rysunek 5.2: Siły i prace rozwijania w sterowanych symulacjach MD. a) Siły potrzebne
do rozciągnięcia lizozymu w obecności wzrastających stężeń roztworów betainy i mocznika oraz
przy braku osmolitów b) Praca potrzebna do rozwinięcia lizozymu jako funkcja promienia bez-
władności Rgyr. Wykresy wykonane są dla prędkości rozciągania 5·10−6nm ps−1; dla większych

prędkości rozciągania – Rysunki 10.3 i 10.4. Pokazano paski błędów.

Na Rysunku 5.2b przedstawiłam wartości pracy potrzebne do rozwinięcia lizozymu w

obecności cząsteczek osmolitu: betainy i mocznika oraz przy ich braku, uzyskane dla najmniejszej

prędkości rozciągania 5·10−6 nm ps−1. Ze względu na podobną dyssypację energii, różnice w

pracach rozwijania w stosunku do czystej wody mogą odzwierciedlać rzeczywisty (zakłócający

strukturę białka) wpływ cząsteczek osmolitu na równowagę zwijania białka.

Okazało się, że w porównaniu do układu niezawierającego cząsteczek osmolitu, więcej

pracy jest potrzebne do rozwinięcia lizozymu w obecności cząsteczek betainy aż do 40% w 5.0M
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roztworze. Zaś odwrotny efekt obserwujemy w przypadku cząsteczek mocznika – lizozym staje się

bardziej wrażliwy na naprężenia mechaniczne i w związku z tym praca rozwijania jest mniejsza

nawet o 20% dla 7.0M roztworu mocznika.

Na podstawie uzyskanych wyników widać, że zarejestrowane wartości pracy rozwijania

uzyskane za pomocą tego modelu są skorelowane ze znanym z doświadczenia sposobem działania

cząsteczek mocznika i betainy na stabilność białek. Zgodność ta daje zatem punkt wyjścia do

analizy molekularnego podłoża zróżnicowanego efektu cząsteczek osmolitu na zachowanie białek.

W związku z tym, głównym celem dalszych badań było wyjaśnienie dlaczego więcej pracy po-

trzebujemy do rozwinięcia lizozymu w obecności cząsteczek betainy niż w obecności cząsteczek

mocznika. Co istotne, ustalenie tej przyczyny mogłoby pomóc w poznaniu mechanizmu wpływu

cząsteczek osmolitu na stabilność białek.

W przypadku obydwu roztworów osmolitu, praca wzrasta szybciej przy wyższych pręd-

kościach rozciągania niż w czystej wodzie – destabilizujący wpływ cząsteczek mocznika jest

efektywnie odwrócony w granicach szybkiego rozwijania (Rysunek 10.3). Ze względu na to,

że roztwory mocznika i betainy mają większą lepkość niż roztwór czystej wody [126–128], na

podstawie tej tendencji można wywnioskować, że podczas gdy dla wyższych prędkości siła zdo-

minowana jest przez opór lepkości, przy najniższej prędkości – dyssypowana energia jest na tyle

niska, że obliczona praca odzwierciedla rzeczywisty wpływ cząsteczek osmolitów na równowagę

zwijania/rozwijania białka.

Aby dodatkowo przetestować adekwatność stosowanego modelu, przeprowadziłam rów-

nież symulacje ukazujące rozwijanie lizozymu w obecności dwóch innych osmolitów: N-metyloglicyny

(sarkozyny) oraz N,N’-dimetylomocznika. Według autorów pracy [127], cząsteczki sarkozyny sta-

bilizują białka silniej niż cząsteczki betainy, przy jednoczesnej niższej lepkości roztworów sarko-

zyny w stosunku do roztworów betainy. Dimetylomocznik jest z kolei silniejszym denaturantem

niż sam mocznik a jednocześnie roztwory zawierające N,N’-dimetylomocznika są bardziej lepkie

niż roztwory mocznika [126–128]. Na podstawie Rysunku 5.3 można zauważyć, że do rozwinięcia

lizozymu w obecności cząsteczek N,N’-dimetylomocznika potrzeba mniej pracy niż do rozwinięcia

lizozymu w obecności cząsteczek mocznika. Z kolei, do rozwinięcia lizozymu w obecności cząste-

czek sarkozyny potrzebujemy więcej pracy niż do rozwinięcia lizozymu w obecności cząsteczek

betainy. Obserwacje te są zatem zgodne z doświadczalnie potwierdzonym wpływem osmolitów

stabilizujących i destabilizujących na białka, a nie wynikają z wpływu lepkości rozpuszczalnika.
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Rysunek 5.3: Zależności pracy potrzebnej do rozciągnięcia lizozymu w czystej wodzie (kolor
czarny) oraz w obecności cząsteczek osmolitu: sarkozyny (kolor niebieski), betainy (kolor zie-
lony), mocznika (kolor czerwony) oraz N,N’-dimetylomocznika (kolor różowy) w funkcji Rgyr dla
prędkości rozciągania 5 × 10−6nm·ps−1. Stężenia roztworów osmolitu w poszczególnych ukła-
dach zostały wybrane w taki sposób, aby wszystkie roztwory miały podobne frakcje objętościowe

osmolitu. Pokazano paski błędów.

5.1.3 Analiza wiązań wodorowych ujawnia istotne różnice między rozwija-

niem lizozymu w obecności cząsteczek betainy i mocznika

Należy oczekiwać, że wraz ze wzrostem stężenia roztworu osmolitu, ilość wody dostęp-

nej do solwatowania białka maleje zarówno w stanie rozwiniętym, jak i zwiniętym. Hydrofilowe

cząsteczki osmolitu mogą skompensować ten spadek przez dostarczenie dodatkowych wiązań

wodorowych z białkiem. Jednak, ze względu na to, że cząsteczki osmolitów mogą tworzyć silniej-

sze lub słabsze wiązania wodorowe w porównaniu z wodą, to ich obecność prowadzi do dodat-

nich lub ujemnych entalpii przeniesienia białka z wody do roztworu osmolitu. Ponieważ liczba

miejsc mogących tworzyć wiązania wodorowe na powierzchni białka ogólnie zwiększa się podczas

rozwijania, niezerowe entalpie przeniesienia mogą przełożyć się na stabilizację lub destabiliza-

cję stanu natywnego. W związku z tym wyznaczyłam liczby wiązań wodorowych utworzonych

między lizozymem i cząsteczkami osmolitu oraz wody w funkcji promienia bezwładności, Rgyr
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(Rysunek 5.5a) – szczegółowy opis dotyczący wyznaczenia liczby wiązań wodorowych przed-

stawiłam w rozdziale 4.3.2. Ze względu na to, że praca rozwijania w każdym układzie zależy

od różnic w liczbie wiązań wodorowych między stanem rozwiniętym i natywnym białka, na Ry-

sunku 5.5b porównałam całkowite zmiany liczby wiązań wodorowych. Aby uzyskane wyniki były

mniej czułe na fluktuacje konformacyjne naładowanych łańcuchów bocznych znajdujących się

na powierzchni białka, uwagę skoncentrowałam na analizie wiązań wodorowych między dwoma

antyrównoległymi nićmi (Glu35–Asn65 and Ile88–Ala110) łączącymi dwie subdomeny lizozymu,

które rozpadają się w czasie rozwijania (Rysunek 5.4). W celu zaś ułatwienia porównania, wyklu-

czyłam fragment beta-kartki (Thr43–Gly54), który inaczej zachowuje się w roztworach betainy

i mocznika. Na Rysunku 5.4 zaznaczyłam na czerwono fragmenty eksponowane jako ciągłe re-

prezentatywne łańcuchy polipeptydowe dla regionów, które są schowane w zwiniętych białkach i

stają się eksponowane podczas rozwijania.

Rysunek 5.4: Struktura lizozymu. Na czerwono zaznaczone są fragmenty, które podlegają naj-
większej ekspozycji na rozpuszczalnik (tzw. fragmenty eksponowane, wychodzące na zewnątrz
podczas rozciągania) i są one pokazane na tle reszty białka oznaczonej kolorem niebieskim. Do-
datkowo pokazane są 4 mostki disiarczkowe. Powierzchnia lizozymu pokolorowana jest zgodnie

z typami reszt (Rysunek 4.9).

Na lewym panelu Rysunku 5.5a można zauważyć, że w całym zakresie Rgyr, całkowita

liczba wiązań wodorowych między białkiem a wodą w układzie zawierającym cząsteczki betainy

jest tylko nieznacznie zmniejszona w stosunku do układu niezawierającego cząsteczek osmolitu

(maksymalnie do 20% dla największego stężenia roztworu betainy). W tym samym czasie, cho-

ciaż cząsteczki betainy mogą potencjalnie tworzyć wiązania wodorowe z białkiem poprzez grupę

karboksylową, liczba takich wiązań wodorowych jest relatywnie niewielka podczas rozwijania.
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Rysunek 5.5: Zmiany liczby wiązań wodorowych wywołane rozwijaniem białka. a)
Liczba wiązań wodorowych między białkiem a osmolitem lub wodą w funkcji Rgyr. Pokazano
paski błędów. b) Różnica w liczbie wiązań wodorowych między stanem rozwiniętym i zwiniętym
białka w obecności cząsteczek osmolitu oraz przy ich braku dla najmniejszej prędkości rozcią-
gania (5·10−6nm ps−1). Pokazane są cztery wkłady: łańcuch główny – woda (kolor zielony),
łańcuch główny – osmolit (kolor czerwony), łańcuchy boczne – woda (kolor niebieski), łańcuchy

boczne – osmolit (kolor pomarańczowy).

W rzeczywistości, wzrost liczby wiązań wodorowych między białkiem i cząsteczkami wody jest

dużo większy niż między białkiem a cząsteczkami betainy, co widać na Rysunku 5.5b i jest po-

równywalny do wzrostu przy braku cząsteczek osmolitu, w szczególności dla łańcucha głównego

białka dla których obserwuje się 80–90% wzrost w czystej wodzie. Na podstawie tych obserwacji

widać, że nowo eksponowane fragmenty są preferencyjnie solwatowane przez cząsteczki wody,
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zaś cząsteczki betainy są wykluczane z powierzchni białka, co jest zgodne z danymi eksperymen-

talnymi [25, 55, 71–73]. Sam efekt wykluczania może być tłumaczony na drodze preferencyjnego

oddziaływania wody z powierzchnią białka i/lub silną hydratacją betainy.

W przeciwieństwie do cząsteczek betainy, cząsteczki mocznika preferencyjnie akumu-

lują się na powierzchni białka (Rysunek 5.5b). Pomimo faktu, że liczba cząsteczek wody prze-

wyższa liczbę cząsteczek mocznika 4.5- do 12-krotnie, na Rysunku 5.5b widać, że liczba nowych

wiązań wodorowych między białkiem a cząsteczkami mocznika jest porównywalna do tych między

białkiem a cząsteczkami wody (70–130 % tego drugiego w zależności od stężenia). Sugeruje to,

że cząsteczki mocznika oddziałują z początkowo nieeksponowanymi resztami bardziej korzystnie

niż z cząsteczkami wody, co obserwowane jest również doświadczalnie [55, 57, 73, 129]. Dokładny

molekularny mechanizm tej preferencyjnej akumulacji nie jest jednak w pełni poznany [23, 129].

Aby zbadać ten mechanizm, po pierwsze należy zauważyć, że wzrost liczby wiązań

wodorowych między białkiem a rozpuszczalnikiem jest tylko nieznacznie większy (4–6 %) w

roztworze mocznika niż w układzie bez osmolitu (Rysunek 5.5). Jeżeli weźniemy również pod

uwagę, że wiązania wodorowe tworzone z białkiem przez cząsteczki mocznika są średnio dłuższe

a tym samym energetycznie mniej korzystne niż te tworzone przez cząsteczki wody z białkiem

(Rysunek 5.6), to można uważać, że w porównaniu do czystej wody, roztwory mocznika nie mają

wyraźnie większej zdolności do stabilizowania rozwiniętych konformacji białka przez tworzenie

bezpośrednich wiązań wodorowych. Dlatego też w przeciwieństwie do niektórych poprzednich

wyników badań [30, 130, 131], na podstawie uzyskanych obecnie wyników można stwierdzić, że

same oddziaływania polarne nie są wystarczające do wyjaśnienia zmniejszonej pracy rozwijania

w roztworach mocznika. Najprawdopodobniej, destabilizacja wywołana obecnością cząsteczek

mocznika wynika z korzystnych (niepolarnych) oddziaływań dyspersyjnych między cząsteczkami

mocznika a białkiem [56, 66, 79] i/lub osłabieniem efektu hydrofobowego przez akumulację czą-

steczek mocznika na powierzchni białka [65, 132–134].

Autorzy wcześniejszych prac zaproponowali, że wpływ cząsteczek betainy i innych czą-

steczek metyloamin na stabilność białek ma częściowo charakter entalpowy, wynikający prawdo-

podobnie ze zmniejszonej solwatacji białka [135–137]. Dodatkowo, na podstawie danych przed-

stawionych na Rysunku 5.5b widać, że suma liczby nowych wiązań wodorowych utworzonych

między cząsteczkami wody a białkiem oraz między cząsteczkami betainy a białkiem w 2.5M

roztworze betainy jest zmniejszona o około 10 % w porównaniu do roztworu bez osmolitu, bez

wyraźnej zależności od stężenia roztworu betainy. Ten spadek – prowadzi do mniej korzystnej
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Rysunek 5.6: Znormalizowane rozkłady długości wiązań wodorowych utworzonych pomiędzy
lizozymem a cząsteczkami wody (w układzie z czystą wodą, czarna linia ciągła) a cząstecz-
kami betainy (w roztworach o różnych stężeniach betainy; linia kropka/kreska) a cząsteczkami

mocznika (w roztworach o różnych stężeniach mocznika; linia przerywana).

entalpii solwatacji stanu rozwiniętego – i może być uznawany za ważny wkład do entalpowych

kosztów rozwijania w roztworach betainy.

5.1.4 Wykluczanie cząsteczek betainy i akumulacja cząsteczek mocznika jako

zjawisko ogólne

Aby dostarczyć bardziej szczegółowego obrazu zjawiska wykluczania i akumulacji czą-

steczek osmolitu na powierzchni białka, obliczyłam lokalne współczynniki podziału dla osmolitu

(CO). Współczynnik ten opisuje odchylenia od równomiernego rozkładu przestrzennego cząste-

czek rozpuszczalnika w sąsiedztwie substancji rozpuszczonej a definicję jego przedstawiłam w

Rozdziale 4.3.4.

Na Rysunku 5.7 przedstawiłam zmiany lokalnego współczynnika podziału dla osmo-

litu podczas rozwijania. Obliczyłam je oddzielnie dla łańcucha głównego i łańcuchów bocznych

eksponowanych fragmentów w białku.

Można zauważyć, że cząsteczki betainy i mocznika wykazują inną preferencję do łań-

cucha głównego, co jest zgodne z wcześniejszymi wynikami [14, 55, 60, 73, 138]. W łańcuchu

głównym białka, układy zawierające cząsteczki mocznika są wzbogacone ok. 1.5-(w stanie zwi-

niętym) do 2-razy (w stanie rozwiniętym) bardziej w stosunku do sytuacji gdyby cząsteczki
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Rysunek 5.7: Analiza wykluczania i akumulacji cząsteczek osmolitu na powierzchni
białka. Lokalny współczynnik podziału został obliczony dla cząsteczek osmolitu w odniesieniu

do białka w funkcji Rgyr, dla różnych stężeń roztworów mocznika i betainy.

mocznika były rozłożone równomiernie w całym układzie. Z kolei w układach zawierających

cząsteczki betainy zaobserwowałam zmniejszenie się stężenia nawet do 50 % w porównaniu do

sytuacji gdyby cząsteczki betainy były rozłożone równomiernie w całym układzie.

Mniejsze różnice są obserwowane wokół łańcuchów bocznych, w przypadku cząsteczek

mocznika ok. 1.5 razy więcej niż w sytuacji gdyby cząsteczki mocznika były rozłożone równo-

miernie w całym układzie. Zaś dla cząsteczek betainy, lokalny współczynnik podziału jest równy

ok. 1.0 dla wszystkich stężeń. Te obserwacje wskazują, że cząsteczki betainy są preferencyjnie

wykluczane z łańcuchów głównych w białku, zaś cząsteczki mocznika chętnie akumulują się przy

powierzchni białka, najbardziej w pobliżu łańcuchów głównych, nieco zaś mniej w okolicy łań-

cuchów bocznych. Co ciekawe, ostatnio pomiary osmometryczne dla betainy i innych osmolitów

stabilizujących (TMAO i sarkozyny) wskazują, że efekt stabilizujący osmolitów wynika raczej z

ich wykluczania z powierzchni łańcucha głównego niż z łańcuchów bocznych [55, 73, 138], zgodnie

z tym co obserwowałam w symulacjach. Na Rysunku 5.7 ukazałam także, iż w trakcie rozwijania

(w szczególności w pobliżu miejsca zerwnania głównych oddziaływań stabilizujących strukturę

białka, Rgyr = 1.7 nm) cząsteczki mocznika coraz silniej akumulują się na powierzchni białka a

lokalny współczynnik podziału jest większy o ok. 0.5 razy dla lizozymu w stanie rozwiniętym niż

zwiniętym.
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Na podstawie zaobserwowanych tendencji można stwierdzić, że podczas gdy cząsteczki

mocznika mają silniejszą preferencję do regionów, które stają się eksponowane na rozpuszczal-

nik, przede wszystkim do łańcucha głównego i hydrofobowych łańcuchów bocznych – cząsteczki

betainy wykazują podobną preferencję zarówno do stanu zwiniętego, jak i rozwiniętego.

W celu określenia preferencji oddziaływań, obliczyłam radialne funkcje preferencji czą-

steczek osmolitu wokół stanu rozwiniętego lizozymu, dla całego białka, jak również oddzielnie

dla łańcucha głównego i łańcuchów bocznych. Radialną funkcję preferencji – fO(r) definiuje się

jako stosunek liczby cząsteczek osmolitu i cząsteczek wody znajdujących się w pewnej odległości

r od powierzchni białka do ich stosunku w wodzie objętościowej (szczegółowy opis przedstawiłam

w rozdziale 4.3.6). Odchylenia od jedności w funkcji preferencji interpretuje się tak samo jak dla

lokalnego współczynnika podziału. Ponadto, w celu zbadania wykluczania i akumulacji cząste-

czek osmolitu w pobliżu różnych typów aminokwasów obliczyłam funkcje preferencji oddzielnie

dla fragmentów kwasowych, zasadowych, hydrofobowych o polarnych dla 2.5M roztworu betainy

oraz 5.0M roztworu mocznika.

Jak widać na podstawie Rysunku 5.8, cząsteczki betainy są wykluczane z powierzchni

eksponowanych łańcuchów głównych. Dla roztworów o stężeniu 1.0 i 2.5M można zauważyć,

że do odległości 0.5 nm od łańcucha głównego, stężenie betainy jest ok. 1.5 razy większe w po-

równaniu ze składem dwuskładnikowego rozpuszczalnika w głębi roztworu. Dodatkowo widać,

że efekt wykluczania cząsteczek osmolitu z powierzchni białka jest mniej zauważalny dla 5.0M

roztworu betainy, wskazując, że przy wyższych stężeniach roztworów, cząsteczki betainy mają

silniejszą tendencję do bardziej równomiernej dystrybucji. Z drugiej strony, cząsteczki betainy

zbliżają się łatwo do eksponowanych łańcuchów bocznych, tworząc korzystne kontakty w dwóch

różnych odległościach międzycząsteczkowych, które można przypisać dwóm różnym orientacjom

cząsteczek względem powierzchni białka, co widać na Rysunku 5.8c. Po zdekomponowaniu ra-

dialnych funkcji dystrybucji (Rysunek 5.8d) widać, że najwyższy pik znajdujący się w odległości

0.3–0.4 nm odpowiada prawie wyłącznie bezpośrednim oddziaływaniom grupy karboksylowej czą-

steczek betainy z zasadowymi łańcuchami bocznymi białka. Podobnie, drugi, znacznie mniejszy

pik w odległości 0.5–0.6 nm można przypisać oddziaływaniom fragmentów kwasowych w białku

z grupą aminową cząsteczek betainy poprzez cząsteczkę (cząsteczki) wody. Co ciekawe, rozkłady

dla reszt polarnych mają dwa piki, które pokrywają się z tymi powyżej, są jednak zdecydowanie

mniejsze. Ich wysokość sugeruje, że reszty polarne, jak i hydrofobowe nie mogą zmieniać sku-

tecznie orientacji cząsteczek betainy. A to z kolei oznacza przestrzennie zróżnicowany i silnie
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Rysunek 5.8: Radialne funkcje preferencji dla 2.5M roztworu betainy i 5.0M roz-
tworu mocznika w odniesieniu do białka. Radialne funkcje preferencji były obliczone w
odniesieniu do: a) całej cząsteczki białka, b) łańcucha głównego w białku, c) łańcuchów bocz-
nych w białku. d) Radialne funkcje preferencji zostały zdekomponowane na: polarne (zielony),
kwasowe (czerwony), zasadowe (niebieski) oraz hydrofobowe (pomarańczowy) łańcuchy boczne
dla średnich stężeń roztworów osmolitu. W wybranych stężeniach roztworów, cząsteczki betainy

i mocznika zajmują porównywalne frakcje objętościowe rozpuszczalnika.

zależny od sekwencji rozkład cząsteczek betainy na powierzchni rozwiniętego białka. Na pod-

stawie powyższych obserwacji można wywnioskować, że na powierzchni białka jest stosunkowo

mało miejsc z którymi cząsteczki betainy mogą oddziaływać.

W przeciwieństwie do cząsteczek betainy, cząsteczki mocznika silnie akumulują się

na powierzchni białka (Rysunek 5.8 po prawej). Zgodnie z wcześniejszą dyskusją, cząsteczki

mocznika najsilniej oddziałują z łańcuchem głównym w białku (lokalne stężenia 3.5–4.0 razy

większe niż we wnętrzu roztworu). W przypadku zaś łańcuchów bocznych, wzbogacenie jest
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tylko nieznacznie mniejsze (2.5–3.5 razy). Dodatkowo widać, że piki na funkcjach rozkładu ra-

dialnego w przypadku układów zawierających cząsteczki mocznika są szersze niż w przypadku

układów zawierających cząsteczki betainy, co wskazuje na gorzej zdefiniowany sposób wiązania.

Cząsteczki mocznika oddziałują z białkiem, przyjmując zdecydowanie więcej różnych orientacji

niż cząsteczki betainy. Wiele czynników składa się na różnorodność tej orientacji, jak widać na

podstawie radialnych funkcji dystrybucji zdekomponowanych na wkłady pochodzące od grup

polarnych, kwasowych, zasadowych i hydrofobowych (Rysunek 5.8d). Warto zauważyć, że dla

fragmentów zasadowych, szerszy rozkład odzwierciedla możliwość tworzenia wiązań wodorowych

z naładowanymi grupami i/lub hydrofobowe kontakty z alifatycznymi częściami łańcucha bocz-

nego. Z drugiej strony, ostre i wyższe piki dla kwasowych łańcuchów bocznych wynikają z faktu,

że oddziałują one z cząsteczkami mocznika wyłącznie przez wiązania wodorowe. Są one entro-

powo preferowane ze względu na osiem różnych sposobów parowania: dwa atomy tlenu z karbok-

sylowej grupy oraz cztery atomy wodoru z cząsteczek mocznika. Należy również zauważyć, że

istnieją liczne kontakty między cząsteczkami mocznika i hydrofobowymi łańcuchami bocznymi.

Kontakty te mają charakter niespecyficzny i są z natury przestrzennie heterogeniczne, co znaj-

duje potwierdzenie w szerokości pików na funkcjach rozkładu radialnego. Ogólnie, na podstawie

dobrze zdefiniowanych i szerokich pików dla nienaładowanych reszt (w szczególności dla reszt

hydrofobowych) można wywnioskować, że cząsteczki mocznika rzeczywiście mają preferencję do

reszt, które tworzą rdzeń białka, co zauważono już powyżej.

W powyższej dyskusji zostały rozważone dwa potencjalne mechanizmy prowadzące do

denaturującego efektu cząsteczek mocznika: pierwszy z nich bazuje na osłabieniu efektu hydrofo-

bowego, który jest jedną z głównych sił napędowych dla zwijania białek [88, 139, 140], w drugim

zaś cząsteczki mocznika stabilizują stan rozwinięty białka przez korzystne oddziaływania van

der Waalsa z eksponowanymi fragmentami białka [65–67, 141, 142].

5.1.5 Termodynamiczna analiza oddziaływań ujawnia istotę akumulacji i wy-

kluczania cząsteczek osmolitu

W celu zbadania charakteru sił napędowych wykluczania i akumulacji cząsteczek osmo-

litu, Miłosz Wieczór1 w ramach naszej wspólnej pracy [81] obliczył entalpie oddziaływań między

pojedynczą cząsteczką osmolitu lub wody [∆Ho(r) i ∆Hw(r)] i środowiskiem (białko oraz reszta

rozpuszczalnika) w funkcji odległości cząsteczki od powierzchni białka, r (Rysunki 10.5 i 10.6).
1Wyniki przedstawione w niniejszym podrozdziale wykonał Miłosz Wieczór w ramach naszej wspólnej pracy

[81]. Wiele ciekawych wniosków wynika z tych badań, dlatego zestawiłam je w ramach niniejszej pracy doktorskiej.
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Z tych profili, Miłosz Wieczór obliczył profile efektywnej entalpii oddziaływań przez włączenie

efektu zastąpienia cząsteczek rozpuszczalnika, tj. biorąc pod uwagę fakt, że asocjacja cząsteczki

osmolitu z powierzchnią powoduje przemieszczenie pewnej liczby cząsteczek wody i osmolitu

które by tam przebywały do głębi roztworu. Dla betainy i mocznika, efektywna entalpia ∆H(r)

została zatem obiczona jako: ∆Ho(r) (1 − yo(r)) − q ∆Hw(r)(1 − yo(r)), gdzie: yo(r) jest objęto-

ściowym udziałem osmolitu w danej odległości r od powierzchni białka, q jest stosunkiem średniej

molowej objętości osmolitu i wody (4.17 w przypadku betainy i 2.53 w przypadku mocznika).

Następnie zmiany te odniesione zostały do aktualnych rozkładów cząsteczek wokół białka po-

przez obliczenie odpowiednich profili entalpii swobodnej dla asocjacji białko-rozpuszczalnik jako

∆G(r)=−kTln ρ(r), gdzie: ρ(r) jest radialną funkcją dystrybucji białko-rozpuszczalnik. Wkład

translacyjny do entalpii swobodnej został odjęty poprzez odpowiednią normalizację rozkładów

na podstawie odległości od powierzchni białka r, co doprowadziło do profili entalpii swobodnej o

stałych wartościach w dużej odległości od powierzchni białka. Ostatecznie, przez odjęcie ∆H(r)

od ∆G(r), obliczony został wkład entropowy do entalpii swobodnej asocjacji (oznaczony jako

−T∆S(r)), który zawiera zarówno wkład od oddziaływań hydrofobowych, jak i odzwierciedla

liczbę miejsca wiązania osmolitu w odległości r, które odpowiadają średniej entalpii wiązania

∆H(r).

Rysunek 5.9 przedstawia profile entalpii swobodnej (∆G) dla asocjacji cząsteczek osmo-

litu z powierzchnią białka w układach ze średnimi stężeniami roztworów osmolitu (2.5M roz-

twór betainy and 5.0M roztwór mocznika). W celu odróżnienia różnych typów aminokwasów na

powierzchni białka, profile zostały wyznaczone również w odniesieniu do reszt kwasowych, zasa-

dowych, polarnych i hydrofobowych oraz oddzielnie w odniesieniu do łańcucha głównego (5.10).

Oryginalne profile ∆Hw oraz ∆Ho potrzebne do obliczenia ∆H(r) pokazałam w Rozdziale 10

(Rysunki 10.5 i 10.6).

Jak można zobaczyć na podstawie Rysunków 5.9 i 5.10, asocjacja cząsteczki mocznika

z powierzchnią białka jest entalpowo korzystna dla wszystkich typów reszt łańcucha bocznego

oraz łańcucha głównego – z wyjątkiem kwaśnych łańcuchów bocznych, gdzie wysokie koszty

desolwatacji nie sprzyjają bezpośrednim oddziaływaniom z osmolitem (warto spojrzeć również na

Rysunek 10.5). Dla białka jako całości, średni entalpowy zysk (w przybliżeniu −4 do −6 kJ/mol)

wynikający z oddziaływań van der Waalsa oraz wiązań wodorowych pozostaje korzystny pod

względem entalpii swobodnej pomimo kosztu przemieszczania cząsteczek wody z powierzchni

białka do wnętrza roztworu (∼2.5 kJ/mol odpowiadającej ∼2.5 cząsteczkom wody wymienionym

przez pojedynczą cząsteczkę mocznika) oraz spadku entropii translacyjnej asocjującej cząsteczki

mocznika (< 3 kJ/mol w zakresie badanych stężeń). W związku z tym korzystne bezpośrednie
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Rysunek 5.9: Profile: ∆G, ∆H oraz −T∆S dla asocjacji pojedynczej cząsteczki osmo-
litu z powierzchnią lizozymu (z lewej) oraz z poszczególnymi typami reszt wystę-
pującej na jego powierzchni (z prawej). Profile entalpii swobodnej (∆G) oraz entalpii
oddziaływań ze środowiskiem (∆H) a także wkład entropowy (−T∆S) w 2.5M roztworze be-
tainy oraz 5.0M roztworze mocznika wykreślone w funkcji odległości od powierzchni białka.

oddziaływania z białkiem mogą być uważane za główną siłę napędową obserwowanej akumulacji

cząsteczek mocznika przy powierzchni białka.

W celu zbadania tych oddziaływań w sposób bardziej szczegółowy, zbadałam ich rolę

w procesie rozwijania białka i w związku z tym zdekomponowałam zmiany entalpii solwatacji

po rozwinięciu na poszczególne wkłady pochodzące od oddziaływań między rozpuszczalnikiem i

różnymi typami reszt. Na podstawie uzyskanych wyników (Rysunki 10.7 i 10.8) można zauważyć,

że oddziaływania elektrostatyczne oraz van der Waalsa między cząsteczkami mocznika i białkiem

sprzyjają procesowi rozwijania. Jak należy się spodziewać, ten ujemny przyrost energii, obser-

wowany jest w szczególności dla licznych reszt hydrofobowych i polarnych, które są wystawione

na działanie rozpuszczalnika, co w dużej mierze jest kompensowane przez utratę oddziaływań

typu mocznik-woda oraz mocznik-mocznik (Rysunek 10.9). Porównanie z czystą wodą (Rysu-

nek 5.10), z jednej strony ukazuje, że wkład elektrostatyczny do entalpii solwatacji związany jest

z siłą wiązań wodorowych utworzonych między białkiem a cząsteczkami rozpuszczalnika, nieza-

leżnie od obecności lub stężenia roztworów mocznika. Z drugiej strony, oddziaływania van der

Waalsa z nowo eksponowanymi łańcuchami bocznymi i łańcuchem głównym białka są znacznie

silniejsze dla układów zawierających cząsteczki mocznika niż dla układów zawierających tylko
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Rysunek 5.10: Profile: ∆G, ∆H and −T∆S dla asocjacji pojedynczej cząsteczki osmo-
litu z eksponowanymi fragmentami łańcucha głównego białka. Profile entalpii swobod-
nej (∆G) oraz entalpii oddziaływań ze środowiskiem (∆H) a także wkład entropowy (−T∆S)
w 2.5M roztworze betainy oraz 5.0M roztworze mocznika wykreślone w funkcji odległości od

łańcucha głównego białka.

cząsteczki wody. Ta różnica powoduje bardziej ujemną zmianę entalpii solwatacji w obecności

cząsteczek mocznika. Obserwacja ta potwierdza argument, że oddziaływania van der Waalsa a

nie wiązania wodorowe zapewniają krytyczną siłę napędową dla cząsteczek mocznika akumulu-

jącego się przy powierzchni białka. Na podstawie Rysunku 5.9 można zauważyć, że entalpowa

stabilizacja wiązania cząsteczek mocznika do białka jest znacznie niższa (o ok. 5 kJ/mol) w są-

siedztwie reszt hydrofobowych w stanie rozwiniętym i, w tym przypadku, minimum dla krzywej

∆H(r) jest przesunięte o 0.4–0.6 nm w kierunku roztworu wody objętościowej. Mimo, że zastą-

pienie cząsteczek wody w pobliżu hydrofobowych fragmentów cząsteczkami mocznika jest wciąż

energetycznie korzystne (o ok. 2.4 kJ/mol), całkowita zmiana entalpii nie jest wystarczająca,

aby uzasadnić preferencję tych regionów dla cząsteczek mocznika (Rysunek 5.9). Rzeczywiście,

wyraźne minimum dla krzywej −T∆S(r) (Rysunek 5.9) zbiegło się z minimum dla entalpii swo-

bodnej co sugeruje, że akumulacja cząsteczek mocznika wokół hydrofobowych fragmentów jest

także napędzana entropowo.

Podsumowując, na podstawie uzyskanych wyników analizy oddziaływań można za-

uważyć, że zarówno korzystne oddziaływania van der Waalsa między cząsteczkami mocznika i
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białkiem oraz osłabienie efektu hydrofobowego wpływa na zmniejszenie pracy rozwijania lizo-

zymu w wykonanych symulacjach.

Na podstawie termodynamicznej analizy oddziaływań wyjaśniliśmy także moleku-

larne podstawy efektu stabilizującego cząsteczek betainy na białka, i ewentualnie innych me-

tyloamin. Na podstawie Rysunku 5.10 można zauważyć, że chociaż cząsteczki betainy nie aso-

cjują preferencyjnie do eksponowanych fragmentów łańcucha głównego białka (co widać również

na Rysunku 5.9), to asocjacji towarzyszy korzystna zmiana entalpii (∆H w zakresie −20 do

−10 kJ/mol). Ten zysk entalpowy jest najwyraźniej mniejszy niż dodatni wkład −T∆S, co

sprawia, że entalpia swobodna wiązania jest niekorzystna. Z oddziaływaniem cząsteczek betainy

z białkiem związana jest zatem niekorzystna zmiana entropii wynikająca z konieczności przy-

jęcia przez cząsteczkę osmolitu konkretnej orientacji względem powierzchni białka. Przypomina

to trochę układ trietyloamina-woda wykazujący dolną krytyczną temperaturę mieszalności z po-

dobnej przyczyny. Powyższe obserwacje wspierają główny wniosek, iż wykluczanie cząsteczek

betainy może wynikać z niedoboru miejsc wiążących, które są w stanie pomieścić w termodyna-

micznie korzystny sposób, blisko łańcucha głównego, cząsteczkę osmolitu w sposób analogiczny

do specyficznego wiązania ligandów (także często niekorzystnego entropowo).

Na podstawie dekompozycji zmian entalpii solwatacji po rozwinięciu białka (Rysu-

nek 5.9) można stwierdzić, że zwłaszcza oddziaływanie hydrofobowych łańcuchów bocznych

białka z cząsteczkami betainy jest znacznie mniej korzystne w stanie zwiniętym niż w stanie

rozwiniętym, gdyż są one bardziej eksponowane na działanie rozpuszczalnika.

Na podstawie analizy liczby wiązań wodorowych stwierdziliśmy, że cząsteczki beta-

iny występujące jako współrozpuszczalnik znacznie zmniejszają skłonność cząsteczek wody do

tworzenia wiązań wodorowych z białkiem, co jest szczególnie widoczne w przypadku łańcucha

głównego.

Na Rysunku 10.6 widać, że entalpowa siła napędowa dla asocjacji białko-woda jest

znacznie mniejsza w obecności cząsteczek betainy (∆Hw ≈ 0 kJ/mol) niż w roztworze nieza-

wierającym cząsteczek osmolitu (∆Hw ≈ −4 kJ/mol), co daje dodatkowy wgląd do obserwacji

efektu zmniejszonej solwatacji.

5.1.6 Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wyników w ramach pierwszej części pracy stwierdziliśmy,

że uzyskany model obliczonych prac rozwijania lizozymu w czystej wodzie oraz w wodnych
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roztworach mocznika i betainy poprawnie odzwierciedla stabilizujący efekt cząsteczek betainy

oraz denaturujący efekt cząsteczek mocznika.

W celu analizy wpływu cząsteczek osmolitu na obliczone prace rozwijania, zbadaliśmy

molekularne uwarunkowania stabilności białek w badanych roztworach. W szczególności przeana-

lizowaliśmy, w trakcie rozwijania białka, tworzenie się nowych wiązań wodorowych między biał-

kiem a cząsteczkami osmolitu oraz między białkiem a cząsteczkami wody. Dokonaliśmy również

ilościowej oceny wielkości oraz rozmieszczenia przestrzennego wykluczanych i akumulowanych

cząsteczek osmolitu na powierzchni białka, a następnie uzupełniliśmy te wyniki o szczegółowe

analizy funkcji termodynamicznych oddziaływań dla poszczególnych elementów składowych ba-

danych układów.

W naszych badaniach ustaliliśmy, że cząsteczki mocznika akumulują się w sąsiedztwie

białka, co jest zgodne z wcześniejszymi eksperymentalnymi i obliczeniowymi wynikami wykorzy-

stywanymi do tłumaczenia efektu denaturacji [23, 57, 71–73]. Okazało się, że stężenie roztworów

mocznika wzrasta nie tylko przy powierzchni białka, lecz pozostaje również podwyższone w

odległości 1.0–1.5 nm od powierzchni białka, wskazując na bogatą obecność cząsteczek mocz-

nika w sferze solwatacyjnej wokół lizozymu. Akumulowanie się cząsteczek mocznika odgrywa

także ważną rolę w solwatowaniu rdzenia białka, który zostaje bardziej eksponowany podczas

denaturacji. Całkowita liczba nowo utworzonych wiązań wodorowych między białkiem a czą-

steczkami mocznika oraz między białkiem a cząsteczkami wody jest w rzeczywistości podobna

do tej obserwowanej w czystej wodzie. Na podstawie tych obserwacji widać, że w przeciwień-

stwie do niektórych ostatnich prac [30], wiązania wodorowe nie mogą wyjaśniać bezpośrednio

denaturującego efektu cząsteczek mocznika. Na podstawie uzyskanych danych można natomiast

stwierdzić, że dwie inne siły napędowe wywołują denaturację białka. Stan rozwinięty lizozymu

jest stabilizowany przez korzystne bezpośrednie oddziaływania między cząsteczkami mocznika i

resztami tworzącymi rdzeń białka. Cząsteczki mocznika są nie tylko donorami i akceptorami wią-

zań wodorowych, lecz także oddziałują korzystnie dyspersyjnie z niepolarnymi resztami białka,

stabilizując jego rozwinięte konformacje. Cząsteczki mocznika wręcz akumulują się silniej przy

niepolarnych fragmentach, co napędza rozwijanie się białka.

W przypadku betainy okazało się, że jej cząsteczki są wykluczane z powierzchni białka.

Powszechnie uważa się, że efekt taki doprowadza do stabilizacji entropowej natywnej formy

białek w przypadku osmolitów kompatybilnych. Zaobserwowaliśmy również, że wykluczanie jest

ograniczone do sąsiedztwa łańcucha głównego białka oraz w pewnym stopniu, hydrofobowych

łańcuchów bocznych. W tym samym czasie, stwierdziliśmy, że obojnacze jony betainy gromadzą
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się w pobliżu naładowanych, głównie zasadowych reszt, co przyczynia się do nierównomiernego i

zmiennego rozkładu cząsteczek osmolitu na powierzchni białka. Co interesujące, asocjacja między

białkiem a cząsteczkami betainy jest korzystna entalpowo oraz niekorzystna entropowo – zatem

oddziaływania są mało prawdopodobne i nie są liczne, ale gdy już się zdarzą to cząsteczki betainy

zachowują się w takim oddziaływaniu podobnie jak wiążący się specyficznie ligand.

5.2 Czy wszystkie osmolity stabilizujące są wykluczane z po-

wierzchni białek?

Na podstawie analizy lokalnych współczynników podziału (Rysunek 5.11) oraz po-

wierzchni dostępnych dla rozpuszczalnika (z ang. solvent accessible surface area, SASA) (Ta-

blica 5.1) w układach zawierających lizozym i 1.0M roztwór proliny lub 1.0M roztwór TMAO

można zauważyć, że na powierzchni białka znajdują się dwa rodzaje reszt oddziałujących silnie

z cząsteczkami proliny: reszty argininy (zajmujące ok. 22 % powierzchni białka) oraz reszty li-

zyny (zajmujące ok. 7 % powierzchni białka). Z kolei z cząsteczkami TMAO oddziałują silnie

wyłącznie reszty argininy. Grupy aminowe i guanidynowe tych reszt mogą oddziaływać bez-

pośrednio z ujemnie naładowanymi grupami cząsteczek osmolitu i w rezultacie odpowiednie

lokalne współczynniki podziału są większe niż 1.0. Inne typy reszt oddziałują z cząsteczkami

proliny przez grupę OH lub COO− (głównie Ser, Tyr, Asp i Glu) a z cząsteczkami TMAO przez

grupę aminową (Lys), jednak oddziaływania te są wyraźnie mniej korzystne, gdyż obliczone lo-

kalne współczynniki podziału są bliskie 1.0. Pozostałe aminokwasy wchodzące w skład lizozymu

są preferencyjnie hydratowane i w związku z tym lokalne współczynniki podziału są mniejsze

niż 1.0. Przy wyższych stężeniach roztworów osmolitu, lokalne współczynniki podziału są na

ogół niższe, ale ogólny kształt histogramów jest w każdym przypadku podobny (Rozdział 10 –

Załączniki: Rysunki 10.10–10.12).
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Nazwa reszty Skrót 1-lit. Skrót 3-lit. %SASA

Arginina R Arg 21.77

Asparagina N Asn 13.68

Lizyna K Lys 7.18

Glicyna G Gly 7.08

Kwas asparaginowy D Asp 6.57

Seryna S Ser 5.64

Treonina T Thr 5.31

Tryptofan W Trp 4.47

Alanina A Ala 4.11

Leucyna L Leu 3.97

Walina V Val 3.34

Glutamina Q Gln 3.20

Prolina P Pro 2.39

Kwas glutaminowy E Glu 2.17

Fenyloalanina F Phe 1.87

Histydyna H His 0.91

Pozostałe 6.33

Tablica 5.1: Powierzchnia dostępna dla rozpuszczalnika (SASA) odpowiadająca poszczegól-
nym aminokwasom wchodzącym w skład lizozymu [%].

Całkowita powierzchnia lizozymu wykazująca korzystne oddziaływania między czą-

steczkami proliny a białkiem jest stosunkowo wysoka (ok. 29 %) i może to wyjaśniać dużą

liczbę cząsteczek proliny, które oddziałują korzystnie z białkiem, co zaobserwowano również w

prowadzonym równolegle eksperymencie [86]. Warto zauważyć, że zgodnie z badaniami Diehl i

współpracowników [76], reszty argininy preferencyjnie oddziałują z cząsteczkami proliny a od-

działywania między resztami lizyny i cząsteczkami proliny są tylko nieznacznie mniej korzystne.

Jednak, w tym samym artykule, na podstawie pomiarów ciśnień osmotycznych stwierdzono, że

oddziaływania między cząsteczkami proliny a innym globularnym białkiem – surowiczą albuminą

wołową, BSA (z ang. bovine serum albumin) – są niekorzystne. W związku z tym obliczyłam

procentowy udział Arg na powierzchni białka BSA i okazało się, że jest on znacznie niższy

(ok. 5 %) niż w przypadku lizozymu (ok. 22 %). Z tego powodu rozbieżność wiązania cząsteczek

proliny z tymi białkami może wynikać z ich różnego składu aminokwasowego. Co ciekawe, mniej-

sze stężenia roztworów osmolitu sprzyjają wyższym lokalnym współczynnikom podziału dla Arg
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Rysunek 5.11: Analiza wykluczania i akumulacji cząsteczek osmolitu na powierzchni
białka. Lokalny współczynnik podziału został obliczony na podstawie odległości międzyatomo-
wych uzyskanych dla poszczególnych aminokwasów znajdujących się na powierzchni lizozymu
dla 1.0M roztworów osmolitu A) lizozym – atomy tlenu z cząsteczek TMAO B) lizozym –
karboksylowe atomy tleny z cząsteczki proliny C) lizozym – atomy wodoru z grupy aminowej
cząsteczki proliny. Lokalne współczynniki podziału zostały obliczone oddzielnie dla każdego ami-
nokwasu z łańcucha głównego/łańcuchów bocznych białka. Nazwy aminokwasów odpowiadające

poszczególnym jednoliterowym skrótom znajdują się w Tablicy 5.1.

i Lys. Uzyskane przeze mnie wyniki są wysoce spójne z danymi eksperymentalnymi [89] i na

ich podstawie można zauważyć, że dostępność powierzchni lizozymu dla cząsteczek proliny jest

ograniczona.

Na podstawie analizy radialnych funkcji preferencji można uzyskać lepszy wgląd w

rozkład cząsteczek osmolitu na powierzchni białka. W związku z tym, aby uzyskać ogólny obraz
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Rysunek 5.12: Średnie radialne funkcje preferencji – P(r) uzyskane dla 1.0M roztworów osmo-
litu: (A) powierzchnia lizozymu – atomy tleny z cząsteczek TMAO, (B) powierzchnia lizozymu

– karboksylowe atomy tleny z cząsteczek proliny.

oddziaływań między białkiem a cząsteczkami osmolitu, obliczyłam średnie ważone funkcje prefe-

rencji (P(r)), gdzie wkłady od poszczególnych reszt ważone były przez odpowiadający im ułamek

powierzchni dostępnej dla rozpuszczalnika, zgodnie z procedurą opisaną w Rozdziale 4.3.7. Wy-

znaczone P(r) przedstawiłam na Rysunku 5.12. W przypadku cząsteczek TMAO, na podstawie

kształtu radialnych funkcji preferencji można zauważyć, że bezpośrednie oddziaływania między

tymi cząsteczkami a białkiem nie są zbyt częste. Wąskie i stosunkowo niskie piki wskazują, że na

powierzchni białka jest tylko kilka miejsc, gdzie cząsteczki TMAO mogą korzystnie oddziaływać

z białkiem. Ponadto, można zauważyć, że w odległości 0.5 nm pojawia się drugi pik co wskazuje,

że cząsteczki TMAO gromadzą się w zewnętrznej powłoce hydratacyjnej i oddzielone są od po-

wierzchni białka warstwą cząsteczek wody. Wyniki te są spójne z spektroskopowymi lokalnymi

współczynnikami podziału, gdzie stwierdzono, że oddziaływania między białkiem a cząstecz-

kami TMAO mają pośredni charakter [86] i są zgodne z hipotezą preferencyjnego wykluczania

cząsteczek osmolitu z powierzchni białka.

Na podstawie wypadkowej funkcji P(r) obliczonej bez wkładów pochodzących od Arg

(Rysunek 5.12A) można zauważyć, że żadna inna reszta nie oddziałuje z cząsteczkami TMAO
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tak znacząco. Pierwszy pik jest bardzo mały i na jego podstawie można zauważyć, że cząsteczki

TMAO są silnie wykluczone z powierzchni białka niezawierających reszt Arg. Można zatem

twierdzić, że jedynymi możliwymi centrami oddziaływań na powierzchni białka są bezpośred-

nie oddziaływania cząsteczek TMAO z łańcuchami bocznymi Arg. Preferencyjne wykluczanie

cząsteczek TMAO z powierzchni białka jest również wyraźnie widoczne na funkcjach rozkładu

radialnego cząsteczek wody i osmolitu w odniesieniu do powierzchni białka, co pokazałam w

Rozdziale Załączniki na Rysunku 10.13.

Na podstawie uzyskanych wyników można zauważyć, że cząsteczki proliny zachowują

się inaczej niż cząsteczki TMAO, co wydaje się być sprzeczne z hipotezą preferencyjnego wy-

kluczania cząsteczek osmolitu z powierzchni białka. Na podstawie radialnych funkcji preferencji

widać, że cząsteczki proliny oddziałują preferencyjnie z powierzchnią białka (wyższe wartości

P(r) i stosunkowo szersze piki niż w przypadku cząsteczek TMAO). Cząsteczki proliny są skon-

centrowane w pierwszej sferze hydratacyjnej białka i nie są widoczne żadne zewnętrzne powłoki,

jak w przypadku cząsteczek TMAO. Moje obserwacje potwierdzają wyniki badań spektrosko-

powych w układach prolina-woda-lizozym [89]. Podobne wnioski można wyciągnąć z radialnych

funkcji dystrybucji dla cząsteczek wody i proliny w odniesieniu do powierzchni białka (Rysu-

nek 10.13).

W przypadku cząsteczek proliny, radialne funkcje preferencji bez wkładu pochodzącego

od Arg są prawie identyczne z obrazem całościowym (Rysunek 5.12B), na którym pokazałam,

że bezpośrednie oddziaływania białko-prolina nie są ograniczone do obecności Arg i wydają się

być uniwersalne dla całej powierzchni lizozymu. Co ważne, można ponownie zauważyć wyraźną

różnicę w oddziaływaniach białko-osmolit pomiędzy obydwoma osmolitami stabilizującymi.

5.2.1 Podsumowanie

W tej części pracy pokazałam, że cząsteczki TMAO praktycznie nie oddziałują bezpo-

średnio z powierzchnią białka z wyjątkiem eksponowanych reszt argininy, a wszelkie inne możliwe

oddziaływania między białkiem a osmolitem mają charakter pośredni. Stwierdziłam, że w odle-

głości jednej cząsteczki wody od powierzchni białka stężenie TMAO jest wyższe niż w wodzie

objętościowej tzn. cząsteczki wody pośredniczą w oddziaływaniach między białkiem a cząstecz-

kami TMAO. Zaobserwowałam także, że TMAO gromadzi się na powierzchni białka w większym

stopniu przy niższych stężeniach roztworów osmolitu, co także wspiera hipotezę, że cząsteczki

TMAO są preferencyjnie wykluczane z powierzchni białka.
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W przypadku roztworów proliny ukazałam, że chociaż cząsteczki proliny są dobrymi

stabilizatorami białek to oddziałują bezpośrednio z powierzchnią białka, a grupy karboksylowe

cząsteczek proliny odgrywają dominującą rolę w tych oddziaływaniach. Prolina wciąż jest jednak

wykluczana z obszarów łańcucha głównego białka, które zajmują ok. 25% powierzchni lizozymu

dostępnej dla rozpuszczalnika.

Na podstawie uzyskanych wyników można stwierdzić, że osmolity stabilizujące mogą

oddziaływać bezpośrednio z powierzchnią białka (cząsteczki proliny) lub mogą być preferencyj-

nie wykluczane z powierzchni białka (cząsteczki TMAO). Widać zatem, że chociaż cząsteczki

proliny i TMAO są osmolitami stabilizującymi to mechanizm stabilizacji nie jest jedynie zwią-

zany z bezpośrednim/pośrednim oddziaływaniem z białkiem lub z preferencyjnym wykluczaniem

cząsteczek osmolitu z powierzchni białka. Uzyskane wyniki są zgodne z wynikami eksperymen-

talnymi [86].

5.3 Wpływ osmolitów na stabilność białek na przykładzie me-

chanicznego rozwijania ubikwityny

5.3.1 Praca rozwijania jako miara przesunięcia stanu równowagi wywołanej

przez cząsteczki osmolitu

W celu ustalenia, w jaki sposób polarność (scharakteryzowana np. przez moment di-

polowy) cząsteczek osmolitu wpływa na działanie stabilizujące względem białek, w pierwszej

kolejności wyznaczyłam wartości sił oraz pracy potrzebnych do rozwinięcia ubikwityny w obec-

ności cząsteczek betainy o ładunkach cząstkowych przeskalowanych o stały czynnik w zakresie

0.4–1.6 (Rysunek 5.13).

Na podstawie wykresu zależności siły przyłożonej do ubikwityny w zależności od pro-

mienia bezwładności (Rysunek 5.13a) można zauważyć, że początkowo, w zakresie promienia

bezwładności od 1.16 do ok. 1.4 nm–1.5 nm przykładana siła szybko wzrasta a struktura białka

poddana jest silnym naprężeniom. W okolicy ok. 1.45 nm siła uzyskuje maksimum i dochodzi do

tzw. pęknięcia struktury białka, które charakteryzuje się zerwaniem głównych oddziaływań sta-

bilizujących strukturę natywną. Powyżej tego punktu rozwijanie przebiega łatwiej, pod wpływem

dużo mniejszych sił zdominowanych przez tarcie.

Na podstawie Rysunku 5.13b widać, że praca potrzebna do rozwinięcia ubikwityny

w obecności cząsteczek betainy o ładunkach przeskalowanych o czynnik 0.4 i 0.6 jest wyraźnie
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Rysunek 5.13: Siły i prace rozwijania w sterowanych symulacjach MD.
a) Siły potrzebne do rozciągnięcia ubikwityny w 2.5M roztworze betainy z ładunkami przeskalo-
wanymi o czynnik w zakresie (0.4–1.6) oraz przy braku osmolitów (czarna, przerywana linia) b)
Praca potrzebna do rozwinięcia ubikwityny jako funkcja promienia bezwładności Rgyr. Wykresy

wykonane są dla prędkości rozciągania 5·10−6nm ps−1. Pokazano paski błędów.

mniejsza niż przy braku osmolitu, co oznacza, że cząsteczki betainy o małym symulowanym mo-

mencie dipolowym destabilizują białka. Z odwrotną sytuacją mamy do czynienia w przypadku

cząsteczek betainy o ładunkach przeskalowanych o czynnik 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 i 1.6 – praca roz-

wijania jest większa niż w wodzie, co oznacza, że cząsteczki betainy o większych symulowanych

momentach dipolowych działają na białka stabilizująco. Można również zauważyć, że wraz ze

wzrostem ładunków cząstkowych na cząsteczkach betainy monotonicznie rośnie praca potrzebna

do rozwinięcia ubikwityny. Widać zatem, że najwięcej pracy potrzebujemy do rozwinięcia białka

w obecności cząsteczek betainy o największym symulowanym momencie dipolowym (czynnik

skalujący 1.6).

Aby sprawdzić, czy użyty model symulacyjny jest adekwatny, przeprowadziłam również

symulacje mechanicznego rozwijania lizozymu w 5.0M roztworze betainy o ładunkach cząstko-

wych przeskalowanych o stały czynnik w zakresie od 1.0 do 1.6. Symulacje wykonałam dla
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Rysunek 5.14: Zmiany w pracach rozwijania dla przeskalowanych cząsteczek betainy.
Na wykresie przedstawiono ilość pracy potrzebną do rozwinięcia lizozymu w 5.0M roztworze
betainy z ładunkami przeskalowanymi o czynnik w zakresie 1.0 do 1.6, dla prędkości rozciągania

(5·10−6 nm ps−1).

prędkości rozciągania 5·10−6 nm ps−1. Na Rysunku 5.14 ukazałam, że zwiększenie cząstkowych

ładunków cząsteczek betainy prowadzi do znaczącej poprawy efektu stabilizującego cząsteczek

osmolitu, co znajduje odzwierciedlenie we wzroście pracy rozwijania lizozymu.

Głównym celem dalszych badań było wyjaśnienie skąd biorą się obserwowane różnice

w wartościach pracy.

5.3.2 Ciśnienia osmotyczne przyczyną stabilizacji? Walidacja modelu czą-

steczki betainy.

Aby sprawdzić w jakim stopniu efekt stabilizujący cząsteczek osmolitu wynika z wy-

wieranego przez nie ciśnienia osmotycznego, obliczyłam wartości tego parametru dla wszystkich

badanych modeli cząsteczek betainy różniących się symulowanym momentem dipolowym. Na-

stępnie, na Rysunku 5.15, porównałam te wyniki z wynikami eksperymentalnymi (przerywana

linia) i w ten sposób dokonałam walidacji modelu.

Ciśnienie osmotyczne jest to ciśnienie jakim należy działać na roztwór, aby powstrzy-

mać przepływ rozpuszczalnika przez półprzepuszczalną membranę, która rozdziela roztwory o

różnych stężeniach. Przyczyną pojawienia się ciśnienia osmotycznego jest różnica aktywności
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substancji po obu stronach membrany. Dla dobrze rozpuszczalnych cząsteczek ciśnienie osmo-

tyczne u może być oszacowane przy pomocy równania van’t Hoffa:

u = c ·R · T, (5.1)

gdzie: c – stężenie osmolitu, R – stała gazowa, T – temperatura.

Równanie van’t Hoffa jest ściśle spełnione tylko w przypadku roztworów doskonale

rozcieńczonych. Odchylenia od doskonałości są uwzględniane we współczynniku osmotycznym,

który zdefiniowany jest następująco:

φ =
ueksp
uideal

(5.2)

Szczegółowy opis dotyczący zbudowania układów przedstawiłam w Rozdziale 4.2.3.

W Tablicy 5.2 zawarłam szczegółowe informacje dotyczące obliczonych ciśnień osmotycznych

dla wszystkich symulowanych roztworów betainy w funkcji stężenia roztworu osmolitu. Na Ry-

sunku 5.15 ukazałam zależności ciśnienia osmotycznego od stężenia roztworu osmolitu dla wszyst-

kich badanych modeli.

Na podstawie Rysunku 5.15 oraz Tablicy 5.2 można zauważyć, że ciśnienie osmotyczne

rośnie dla cząsteczek betainy przeskalowanych o czynnik w zakresie 0.4 do 1.0, zaś dla cząsteczek

betainy o większych symulowanych momentach dipolowych (współczynnik w zakresie 1.2–1.6)

ciśnienie osmotyczne maleje. Widać także, że eksperymentalną wartość ciśnienia osmotycznego w

całym zakresie stężeń najlepiej odzwierciedla model cząsteczki betainy przeskalowany o czynnik

1.2, z błędem nieprzekraczającym 14 % w 1.0M roztworze.

Dyskusję na temat wpływu ciśnienia osmotycznego na efekt stabilizacyjny cząsteczek

osmolitu przeniosłam do rozdziału 5.3.4.
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Rysunek 5.15: a) Ciśnienia osmotyczne w funkcji stężenia roztworów osmolitu dla cząsteczek
betainy z ładunkami cząstkowymi przeskalowanymi o stały czynnik: różowy (0.4), czerwony
(0.6), pomarańczowy (0.8), czarny (1.0), zielony (1.2), niebieski (1.4), fioletowy (1.6). Dla po-
równania czarną linią kropkowaną zaznaczono ciśnienie idealne, a kreskowaną – ciśnienie eks-

perymentalne.

Stężenie 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 id exp

0.50M 9.35 11.22 12.16 12.52 12.00 10.80 8.19 12.47 13.72

0.63M 12.10 15.40 16.91 17.40 16.36 14.69 10.43 16.96 19.27

1.00M 14.17 22.28 25.74 26.74 25.03 21.22 13.64 24.94 29.93

1.32M 13.40 29.79 35.62 37.47 35.10 28.89 17.18 43.53 43.53

1.50M 12.27 32.30 39.51 41.64 38.84 32.32 18.55 48.64 48.64

2.00M 11.07 43.50 55.50 59.72 56.30 45.69 24.80 49.88 69.84

3.00M 9.90 62.08 83.19 91.85 88.29 73.06 39.21 74.83 119.72

4.00M 9.50 81.18 113.04 128.35 116.94 107.73 64.18 99.77 179.58

Tablica 5.2: Ciśnienia osmotyczne we wszystkich badanych roztworach betainy o ładunkach
przeskalowanych przez czynnik: 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 i 1.6. Dla porównania zestawiono

również ciśnienie idealne (id) oraz ciśnienie eksperymentalne (exp).

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Rozdział 5. Wyniki i ich dyskusja 69

5.3.3 Wykluczanie osmolitu jako funkcja symulowanego momentu dipolo-

wego w przypadku cząsteczek betainy

Aby dostarczyć szczegółowego obrazu zjawiska wykluczania i akumulacji cząsteczek

osmolitu na powierzchni białka, obliczyłam współczynniki preferencyjnego oddziaływania Γ

(szczegółowy opis dotyczący wyznaczania tych współczynników przedstawiłam w rozdziale 4.3.5)

w stanie zwiniętym i rozwiniętym.

Rysunek 5.16: Analiza wykluczania i akumulacji cząsteczek betainy na powierzchni
białka w funkcji odległości.Współczynnik preferencyjnego oddziaływania Γ został obliczony
dla cząsteczek osmolitu w odniesieniu do a) białka jako całości b) łańcucha głównego w białku
c) łańcuchów bocznych w białku, w każdym przypadku osobno w stanie zwiniętym i zdena-
turowanym (rozwinietym), dla cząsteczek betainy o ładunkach przeskalowanych o czynnik 0.4
(różowy), 0.6 (czerwony), 0.8 (pomarańczowy), 1.0 (czarny), 1.2 (zielony), 1.4 (niebieski) i 1.6

(fioletowy).

Na podstawie Rysunku 5.16 można zaobserwować zmiany współczynnika preferencyj-

nego oddziaływania w zależności od odległości od powierzchni białka podczas rozwijania.
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Widać, że zmiana cząstkowych ładunków na wszystkich atomach w cząsteczkach be-

tainy znacznie różnicuje ich preferencję do oddziaływania z łańcuchem głównym i bocznymi,

zwłaszcza w stanie rozwiniętym. Na podstawie tego Rysunku widać, że cząsteczki betainy są wy-

kluczane z powierzchni łańcucha głównego zarówno w stanie zwiniętym jak i rozwiniętym, gdyż

współczynnik preferencyjnego oddziaływania Γ przyjmuje wartości mniejsze niż zero. Wyjątek

stanowią cząsteczki betainy przeskalowane o czynnik 0.4, dla której współczynnik Γ przyjmuje

wartości większe niż zero i w związku z tym są one akumulowane na powierzchni łańcucha głów-

nego. Co ciekawe, im bardziej polarne są cząsteczki betainy (większe cząstkowe ładunki na ich

atomach, większe symulowane momenty dipolowe) tym wartości współczynników Γ są bardziej

ujemne, a w związku z tym cząsteczki betainy są bardziej wykluczane z powierzchni łańcucha

głównego, co szczególnie widać w stanie zdenaturowanym. Z kolei, dla całego białka i jego łań-

cuchów bocznych, dla niewielkich odległości (0.1–0.3 nm) współczynnik Γ przyjmuje wartości

dodatnie, co oznacza, że cząsteczki betainy są akumulowane na powierzchni białka. Dla więk-

szych odległości od powierzchni białka (0.3–1.0 nm) współczynnik Γ przyjmuje wartości mniejsze

niż zero i w związku z tym cząsteczki betainy są wykluczane z powierzchni białka. Podobnie, jak

w przypadku łańcucha głównego, wyjątkiem są cząsteczki betainy przeskalowane o czynnik 0.4,

gdzie współczynnik Γ przyjmuje wartości większe niż zero i w związku z tym cząsteczki betainy

o niewielkiej polarności i akumulują się na powierzchni białka.

Dodatkowo obliczyłam lokalne współczynniki podziału dla cząsteczek betainy o ła-

dunkach przeskalowanych o czynnik w zakresie 0.4–1.6 względem wszystkich rodzajów reszt

aminokwasowych ubikwityny, osobno dla łańcuchów bocznych (Rysunek 5.17) oraz łańcucha

głównego (Rysunek 5.18), zarówno w stanie natywnym jak i zdenaturowanym. Na podstawie

Rysunków 5.17 i 5.18 można zauważyć, że cząsteczki betainy o większych symulowanych momen-

tach dipolowych oddziałują korzystnie jedynie z fragmentami zasadowymi, dla których lokalne

współczynniki podziału przyjmują wartości większe niż 1.0. Jest to efekt oddziaływania cząste-

czek betainy poprzez grupę karboksylową z grupami guanidynowymi reszt Arg oraz grupami

aminowymi reszt Lys. Z kolei cząsteczki betainy o mniejszych symulowanych momentach dipolo-

wych oddziałują korzystnie również z niektórymi aminokwasami polarnymi czy hydrofobowymi.

Dodatkowo, można zaobserwować pewne monotoniczne trendy w zachowaniu się lokalnego współ-

czynnika podziału: wraz ze wzrostem cząstkowych ładunków na cząsteczkach betainy zmniejsza

się lokalny współczynnik podziału dla aminokwasów hydrofobowych oraz polarnych. Odwrotną

sytuację obserwujemy w przypadku aminokwasów zasadowych, gdzie wraz ze wzrostem polarno-

ści cząsteczek betainy zwiększa się lokalny współczynnik podziału, a co za tym idzie cząsteczki

betainy akumulują się przy powierzchni fragmentów zasadowych.
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Rysunek 5.17: Analiza wykluczania i akumulacji cząsteczek osmolitu na powierzchni
białka. Lokalny współczynnik podziału został obliczony dla cząsteczek betainy (o ładunkach
przeskalowanych o czynnik zmieniający się w zakresie 0.4–1.6) w odniesieniu do poszczególnych
łańcuchów bocznych występujacych na powierzchni ubikwityny. Kolorem czerwonym zaznaczono
aminokwasy kwasowe, niebieskim – zasadowe, zielonym – polarne a pomarańczowym – hydro-
fobowe. Nazwy aminokwasów odpowiadające poszczególnym jednoliterowym skrótom znajdują

się w Tablicy 5.1.

Dodatkowo, obliczyłam radialne funkcje rozkładu cząsteczek osmolitu (OGB – atom

tlenu z cząsteczki betainy, NGB – atom azotu z cząsteczki betainy) wokół cząsteczek wody

(OW – atom tlenu, HW – atom wodoru z cząsteczki wody), a także radialne funkcje rozkładu

cząsteczek betainy względem siebie nawzajem (OGB–OGB, NGB–NGB). Radialne funkcje roz-

kładu charakteryzują relatywne zmiany gęstości danego typu cząsteczek w funkcji odległości r
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Rysunek 5.18: Analiza wykluczania i akumulacji cząsteczek betainy na powierzchni
białka. Lokalny współczynnik podziału został obliczony dla cząsteczek betainy (o ładunkach
przeskalowanych o czynnik zmieniający się w zakresie 0.4–1.6) w odniesieniu do elementów
łańcucha głównego ubikwityny odpowiadających poszczególnym rodzajom reszt. Kolorem czer-
wonym zaznaczono aminokwasy kwasowe, niebieskim – zasadowe, zielonym – polarne, poma-
rańczowym – hydrofobowe. Nazwy aminokwasów odpowiadające poszczególnym jednoliterowym

skrótom znajdują się w Tablicy 5.1.

od cząsteczki odniesienia.

Na Rysunku 5.19a, b widać, że wraz ze wzrostem polarności cząsteczek betainy, czą-

steczki wody są coraz silniej wiązane przez cząsteczki osmolitu. Na Rysunku 5.19c przedstawiłam

wzajemne oddziaływania cząsteczek betainy. Na podstawie tego Rysunku można zauważyć, że
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Rysunek 5.19: Radialne funkcje rozkładu cząsteczek betainy o różnych symulowa-
nych momentach dipolowych. Radialne funkcje rozkładu cząsteczek betainy były obliczone
w odniesieniu do: a), b) cząsteczek wody, c) innych cząsteczek betainy w funkcji odległości r,
dla cząsteczek betainy o ładunkach przeskalowanych o czynnik 0.4 (różowy), 0.6 (czerwony), 0.8

(pomarańczowy), 1.0 (czarny), 1.2 (zielony), 1.4 (niebieski) i 1.6 (fioletowy).

dla cząsteczek betainy o większym symulowanym momencie dipolowym (1.2, 1.4, 1.6) maksi-

mum funkcji rozkładu tlen-tlen występuje przy odległości 0.4 nm, co oznacza, że średnio rzecz

biorąc, grupy karboksylowe znajdują się względem siebie w odległości, w której odpychają się

elektrostatycznie. U podłoża tego nieco zaskakującego efektu leży mostek wodny tworzony po-

między grupami karboksylowymi przez pojedynczą cząsteczkę wody, co było obserwowane także

wcześniej [86]. Mniej polarne cząsteczki betainy (1.0) nie oddziałują już tak korzystnie ze sobą

poprzez atomy tlenu (OGB–OGB), a maksimum piku przyjmuje wartości mniejsze niż 1.0. W tym
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Rysunek 5.20: Radialne funkcje rozkładu atomów tlenu (na lewo) oraz atomów wodoru (na
prawo) z cząsteczki wody w obecności rozwiniętego lizozymu, obliczone w odniesieniu do atomu:
a) tlenu b) azotu cząsteczek betainy z ładunkami częściowymi przeskalowanymi o współczynnik:

1.0 (czarny), 1.2 (czerwony), 1.4 (różowy), 1.6 (zielony).

zakresie polarności cząsteczki betainy odpychają się wzajemnie najsilniej. Dodatkowo, można za-

uważyć, że cząsteczki betainy o jeszcze mniejszych symulowanych momentach dipolowych mają

dosyć szerokie piki odpowiadające oddziaływaniom (OGB–OGB). Warto również zauważyć, że

cząsteczki betainy o najmniejszym symulowanym momencie dipolowym (0.4 i 0.6) bardzo silnie

oddziałują z innymi cząsteczkami betainy poprzez grupy trimetyloamoniowe (NGB–NGB), a

oddziaływanie to ma charakter hydrofobowy.

Dodatkowo, na podstawie Rysunku 5.20 widać, że w przypadku lizozymu (podobnie jak

dla ubikwityny – Rysunek 5.19a i Rysunek 5.19b), zdolność wiązania cząsteczek wody zwiększa

się wraz z polarnością cząsteczek osmolitu a zwiększenie cząstkowych ładunków na cząsteczkach

betainy prowadzi do znaczącej poprawy efektu stabilizującego cząsteczek osmolitu.
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5.3.4 Czy efekt stabilizacyjny jest związany ze zmniejszeniem solwatacji?

Jak już wcześniej wspomniałam, efekt stabilizacyjny cząsteczek osmolitu może wynikać

z niekorzystnych bezpośrednich oddziaływań cząsteczek osmolitu z powierzchnią białka, prowa-

dzących do wykluczania cząsteczek osmolitu, ale może mieć również na niego wpływ sposób

hydratacji osmolitu, jego wpływ na hydratację białka oraz konieczność wykonania pracy prze-

ciwko ciśnieniu osmotycznemu wywieranemu przez cząsteczki osmolitu. Aby zatem sprawdzić,

który z wymienionych powyżej efektów jest dominujący, wykonałam symulacje mechanicznego

rozwijania ubikwityny w obecności cząsteczek betainy o różnych symulowanych momentach di-

polowych, w których objętość wykluczania była identyczna dla każdego z osmolitów (atomy Cα

cząsteczek betainy utrzymywane były w w trakcie rozciągania w odległości co najmniej 0.8 nm

od powierzchni białka). Na Rysunku 5.21 przedstawiłam wykresy zależności prac potrzebnych

do rozwinięcia ubikwityny w obecności cząsteczek betainy przeskalowanych o czynnik w zakresie

0.4–1.6 od promienia bezwładności.

Rysunek 5.21: Prace rozwijania ubikwityny w sterowanych symulacjach MD, w tra-
cie ktorych cząsteczki betainy były wykluczone na odległość 0.8 nm od powierzchni
białka. Praca jest przedstawiona jako funkcje promienia bezwładności Rgyr, dla cząsteczek be-
tainy o ładunkach przeskalowanych przez czynnik w zakresie 0.4–1.6. Wykresy wykonane są dla

prędkości rozciągania 5·10−6nm ps−1. Pokazano paski błędów.

Na podstawie Rysunku 5.21 widać, że zmienił się nieco trend w porównaniu do prac,

w przypadku gdy objętości wykluczania różniły się między sobą. Można zauważyć, że praca

potrzebna do rozwinięcia ubikwityny rośnie wraz ze wzrostem czynnika skalującego od 0.4 do

1.0, gdzie osiąga największe wartości, po czym dla bardziej polarnych cząsteczek betainy (czynnik

skalujący 1.2, 1.4 i 1.6) maleje. Koreluje to z wartościami ciśnienia osmotycznego, co sugeruje,
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że w tym przypadku praca rozwijania może w dużym stopniu zależeć od ciśnienia osmotycznego

wywieranego przez cząsteczki osmolitu.

Rysunek 5.22: Liczba wiązań wodorowych między białkiem a cząsteczkami wody w funkcji
Rgyr wyznaczone podczas rozwijania ubikwityny w obecności cząsteczek betainy o ładunkach
przeskalowanych o czynnik 0.4 (różowy), 0.6 (czerwony), 0.8 (pomarańczowy), 1.0 (czarny), 1.2

(zielony), 1.4 (niebieski) i 1.6 (fioletowy). Pokazano paski błędów.

Rysunek 5.23: Liczba wiązań wodorowych między białkiem a cząsteczkami wody przypadająca
na powierzchnię hydrofilową w funkcji Rgyr wyznaczone podczas rozwijania ubikwityny w obec-
ności cząsteczek betainy o ładunkach przeskalowanych o czynnik 0.4 (różowy), 0.6 (czerwony),

0.8 (pomarańczowy), 1.0 (czarny), 1.2 (zielony), 1.4 (niebieski) i 1.6 (fioletowy).

Ze względu na to, że objętości wykluczania są teraz identyczne, prace potrzebne do

rozwinięcia ubikwityny w obecności cząsteczek betainy zdekomponowałam na wkład pochodzący

od ciśnień osmotycznych oraz na wkład pochodzący od hydratacji białka. Okazało się, że prace

wynikające z różnych ciśnień osmotycznych stanowią do ok. 30 % całkowitego wkładu do pracy
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potrzebnej do rozwinięcia ubikwityny i są wprost proporcjonalne do ciśnień osmotycznych. Z

kolei wkład pracy związany z solwatacją jest wkładem dominującym. Na Rysunku 5.22 przed-

stawiłam wykres zależności liczby wiązań wodorowych między białkiem a wodą w zależności od

promienia bezwładności Rgyr. Na podstawie tego Rysunku można zauważyć, że mniej wiązań

wodorowych tworzy się między białkiem a cząsteczkami wody w obecności cząsteczek betainy

o największych symulowanych momentach dipolowych (1.2–1.6). Z kolei, w obecności cząste-

czek betainy o mniejszych symulowanych momentach dipolowych cząsteczki wody tworzą nieco

więcej wiązań wodorowych z białkiem. Różnice w liczbach wiązań wodorowych mogą wynikać z

różnej struktury białka lub ze zmniejszonej/zwiększonej solwatacji białka. Aby sprawdzić, który

efekt ma wpływ na różnice w liczbie wiązań wodorowych na Rysunku 5.23 przedstawiłam liczby

wiązań wodorowych przypadających na powierzchnię hydrofilową. Po pomnożeniu tych liczb

przez średnią powierzchnię dostępną dla rozpuszczalnika okazało się, że różnice w liczbie wią-

zań wodorowych wynikają ze zmniejszonej hydratacji białka przez cząsteczki betainy o dużych

symulowanych momentach dipolowych.

5.3.5 Podsumowanie

W tej części pracy pokazałam w jaki sposób stabilizacja zależy od symulowanego

momentu dipolowego cząsteczki osmolitu. Dodatkowo, dokonałam walidacji modelu cząsteczek

betainy oraz dokonałam dekompozycji efekt stabilizacyjnego.

W celu analizy wpływu cząsteczek osmolitu na obliczone prace rozwijania, zbadałam

molekularne uwarunkowania stabilności białek w badanych roztworach. W szczególności, obli-

czyłam lokalne współczynniki podziału. Na ich podstawie dokonałam ilościowej oceny wielkości

oraz rozmieszczenia przestrzennego wykluczanych i akumulowanych cząsteczek osmolitu na po-

wierzchni białka. Dodatkowo obliczyłam również radialne funkcje rozkładu cząsteczek osmolitu

wokół cząsteczek rozpuszczalnika.

Zaobserwowałam, że praca potrzebna do rozwinięcia ubikwityny w obecności cząste-

czek betainy o ładunkach przeskalowanych o czynnik w zakresie 0.4–1.6 rośnie wraz ze wzro-

stem cząstkowych ładunków na atomach cząsteczek betainy. Dodatkowo zaobserwowałam, że

cząsteczki betainy o małej polarności, małym symulowanym momencie dipolowym (czynnik ska-

lujący równy 0.4 i 0.6) destabilizują białka. Zaś cząsteczki betainy o większych symulowanych

momentach dipolowych, większej polarności (czynnik przeskalowania 0.8–1.6) stabilizują białka

i efekt jest tym silniejszy im bardziej polarne są cząsteczki betainy.
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Zaobserwowałam, że cząsteczki betainy są wykluczane z powierzchni ubikwityny, za-

równo z sąsiedztwa łańcucha głównego, jak i łańcuchów bocznych. Dodatkowo zauważyłam, że

im bardziej polarne są cząsteczki betainy tym są silniej one wykluczane z powierzchni białka

(fragmentów polarnych i hydrofobowych). Stwierdziłam także, że obojnacze jony betainy gro-

madzą się w pobliżu naładowanych, zasadowych reszt, co daje powody do nierównomiernego i

zmiennego rozkładu na powierzchni białka. Można zatem powiedzieć, że cząsteczki betainy –

dość duże cząsteczki z dużym momentem dipolowym – wykazują działanie podobne jak ligand,

tzn. oddziałują korzystnie ze stosunkowo niewielu miejscami na powierzchni białka. Obserwo-

wane efektywne wykluczanie cząsteczek betainy z powierzchni łańcucha głównego przekłada się

na efekt stabilizujący cząsteczek osmolitu.

Pokazałam również, że wraz ze wzrostem polarności cząsteczek betainy, cząsteczki

wody są coraz silniej wiązane przez cząsteczki osmolitu. Stwierdziłam, że cząsteczki betainy o

małych symulowanych momentach dipolowych (0.4, 0.6 i 0.8) oddziałują ze sobą hydrofobowo,

cząsteczki betainy o większych symulowanych momentach dipolowych (1.0) są silnie hydrato-

wane. Zaś cząsteczki betainy o największych symulowanych momentach dipolowych (1.2, 1.4 i

1.6) oddziałują ze sobą przez wiązania wodorowe mediowane przez jedną cząsteczkę wody.

Zaobserwowałam, że prace potrzebne do rozwinięcia ubikwityny, w symulacjach w

których objętość wykluczania cząsteczek osmolitu jest identyczna, są wprost proporcjonalne

do ciśnień osmotycznych. Zauważyłam, że ciśnienie osmotyczne rośnie dla cząsteczek betainy

przeskalowanych o czynnik w zakresie 0.4 do 1.0, zaś dla cząsteczek betainy bardziej polarnych

1.2–1.6 ciśnienie osmotyczne maleje i w związku z tym zmniejsza się efekt stabilizujący związany

z wykluczaniem cząsteczek betainy.

Ukazałam, że model cząsteczek betainy przeskalowany o czynnik 1.2 najlepiej odzwier-

ciedla wyniki eksperymentalne dotyczące ciśnień osmotycznych oraz współczynników Γ.

Pokazałam, że efekt stabilizacyjny wynika z wykluczania cząsteczek osmolitu z po-

wierzchni białka, ze sposobu hydratacji osmolitu, wpływu osmolitu na hydratację białka oraz

wpływu ciśnienia osmotycznego.
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5.4 Wpływ osmolitów na termiczną stabilność białek – symula-

cje białka Trp-cage w roztworach mocznika i betainy metodą

replik temperaturowych (REMD)

5.4.1 Wzrost temperatury przyczyną zwiększenia wykluczania cząsteczek be-

tainy oraz zmniejszenia akumulacji cząsteczek mocznika na powierzchni

białka Trp-cage

Podjęłam próbę zindentyfikowania molekularnych czynników determinujących wpływ

osmolitów na termiczną denaturację białka Trp-cage. Na wstępie obliczyłam temperaturową

zależność współczynnika preferencyjnego oddziaływania Γ, którego definicję przedstawiłam w

Rozdziale 4.3.5. Na Rysunku 5.24 przedstawiłam odpowiednie zależności dla 3.5M roztworu be-

tainy i 5.0M roztworu mocznika w funkcji odległości od powierzchni białka. Zależności te zostały

obliczone oddzielnie dla łańcucha głównego i łańcuchów bocznych. Dla układów zawierających

cząsteczki mocznika można zauważyć, że wartość Γ jest dodatnia w całym zakresie odległości, co

wskazuje na typowe dla denaturantów gromadzenie się cząsteczek osmolitu na powierzchni białka

[60]. Ponadto, akumulacja cząsteczek mocznika wokół łańcuchów bocznych białka jest nieznacz-

nie większa niż wokół łańcucha głównego, co jest zgodne z wcześniejszymi wynikami [60, 66, 80].

Co istotne, liczba cząsteczek mocznika zgromadzonych na powierzchni białka Trp-cage wyraźnie

zmniejsza się wraz ze wzrostem temperatury.

W przeciwieństwie do roztworów zawierających cząsteczki mocznika, na podstawie

ujemnych wartości Γ uzyskanych dla roztworów betainy widać, że cząsteczki tego osmolitu są

efektywnie wykluczane z powierzchni białka Trp-cage, przy czym wykluczanie jest najbardziej

widoczne w bezpośrednim sąsiedztwie łańcuchów bocznych (Γ = −3.5 dla r = 0.4 nm). Uzyskane

przeze mnie wyniki są zgodne z współczynnikami preferencyjnego oddziaływania Γ uzyskanymi z

pomiarów osmometrycznych [55, 78], które ukazują wykluczanie osmolitów stabilizujących z po-

wierzchni białka. Można również zauważyć, że liczba cząsteczek betainy obecnych na powierzchni

białka zmniejsza się wraz ze wzrostem temperatury, co sugeruje, że obserwowany wzrost stabiliza-

cji białka wraz ze wzrostem temperatury wywołany obecnością cząsteczek betainy może wynika z

ich silniejszego wykluczania z powierzchni Trp-cage. Jak wspominałam, jest to zgodne z szeroko

akceptowanym mechanizmem działania osmolitów stabilizujących [46–48, 52].
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Rysunek 5.24: Współczynnik preferencyjnego oddziaływania (Γ) obliczony dla 5.0M roztworu
mocznika oraz 3.5M roztworu betainy w odniesieniu do powierzchni białka (osobno łańcucha
głównego i łańcuchów bocznych) w funkcji temperatury i odległości od powierzchni białka.

5.4.2 Entalpowa siła napędowa dla asocjacji cząsteczek mocznika i betainy

do powierzchni białka Trp-cage zmniejsza się wraz ze wzrostem tem-

peratury

Aby zrozumieć dlaczego wzrost temperatury powoduje zwiększenie wykluczania czą-

steczek betainy oraz zmniejszenie akumulacji cząsteczek mocznika na powierzchni białka obli-

czyłam, w jaki sposób profile entalpii swobodnej dla asocjacji obydwu osmolitów do powierzchni

białka Trp-cage zależą od temperatury. Na Rysunku 5.25A ukazałam odpowiednie profile entalpii

swobodnej, obliczone jako ∆G(r, T ) = −kT ln g(r, T ), gdzie g(r, T ) jest funkcją rozkładu radial-

nego między cząsteczkami osmolitu a powierzchnią białka Trp-cage (z ang. minimum-distance

distribution function) w funkcji temperatury T . Następnie, na Rysunku 5.25BC, profile entalpii

swobodnej zostały zdekomponowane na wkłady entalpowe (∆H) oraz entropowe (−T∆S), co

szczegółowo opisałam w Rozdziale 4.2.4.

Widoczne na Rysunku 5.25A minimum energii swobodnej dla mocznika w zakresie 0.2–

0.4 nm wskazuje na akumulację cząsteczek tego osmolitu na powierzchni białka. Widać także,

że głębokość tego minimum zmniejsza się wraz ze wzrostem temperatury, co potwierdza, że

asocjacja cząsteczek mocznika z powierzchnią białka Trp-cage jest mniej korzystna w wyższych
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Rysunek 5.25: Termodynamiczna charakterystyka oddziaływań między cząsteczkami osmo-
litu a powierzchnią białka Trp-cage. A, Temperaturowa zależność profili entalpii swobodnej (w
kJ/mol) dla asocjacji cząsteczek osmolitu do powierzchni białka Trp-cage w 5.0M roztworze
mocznika i 3.5M roztworze betainy. BC, Entalpowe (∆H) oraz entropowe (−T∆S) wkłady do

profili entalpii swobodnej pokazanych na panelu A.

temperaturach. Podobnie, dla układu zawierającego cząsteczki betainy, entalpia swobodna aso-

cjacji, która jest niekorzystna już w 300K, staje się jeszcze bardziej dodatnia wraz ze wzrostem

temperatury, co po raz kolejny wskazuje, że wzrost temperatury powoduje zwiększenie wyklu-

czania cząsteczek tego osmolitu z powierzchni białka.

Wkład entalpowy do profili entalpii swobodnej (Rysunku 5.25B) pokazuje, że entalpia

asocjacji cząsteczek mocznika z powierzchnią białka (do odległości 0.4 nm) przyjmuje wartości

ujemne w całym zakresie badanych temperatur, zmieniając się od wartości ∆H = −2.1 kJ/mol

w temperaturze T = 300K do wartości ∆H = −0.4 kJ/mol w temperaturze T = 510K. Po-

nieważ odpowiadający wkład entropowy (Rysunek 5.25C) jest niekorzystny, ale nie na tyle by

przezwycieżyć korzystny wkład entalpowy [28, 60, 143] można wywnioskować, że obserwowana

akumulacja cząsteczek mocznika na powierzchni białka jest napędzana entalpowo. Warto podkre-

slić, że korzyść entalpowa maleje wraz ze wzrostem temperatury, co sugeruje, że zmniejszająca
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się w tym samym czasie akumulacja cząsteczek mocznika wynika z ich coraz słabszych od-

działywań z białkiem. Rzeczywiście, na Rysunku 5.26 pokazałam, że obserwowanemu spadkowi

entalpii asocjacji towarzyszy znaczny spadek liczby wiazań wodorowych pomiędzy cząsteczkami

mocznika a łańcuchem głównym i łańcuchami bocznymi białka. Ustaliłam, że wraz ze wzrostem

temperatury od 300 do 510K zrywaniu ulega 13 i 18 % wiązań wodorowych mocznik-białko,

odpowiednio, dla łańcucha głównego i łańcuchów bocznymi białka. Mniejszy spadek liczby wią-

zań w pierwszym przypadku wynika z wyraźnej preferencji cząsteczek mocznika do tworzenia

wiązań wodorowych z grupami amidowymi łańcucha głównego białka, które stają się bardziej

eksponowane podczas termicznego rozwinięcia białka. Na Rysunkach 5.27 i 5.28 ukazałam, że

w wyższych temperaturach osłabieniu ulegają także oddziaływania elektrostatyczne między czą-

steczkami mocznika a łańcuchem głównym i łańcuchami bocznymi (odpowiednio, o 18 i 15 %),

jak również oddziaływania van der Waalsa (odpowiednio, o 10 i 13 %).

Na Rysunku 5.25B pokazałam, że entalpowa siła napędzająca asocjację betainy z po-

wierzchnią białka Trp-cage jest wyraźnie słabsza niż w przypadku cząsteczek mocznika. Jednak,

w niskich temperaturach, asocjacja ta jest również marginalnie korzystna entalpowo. Dodatkowo,

na podstawie Rysunku 5.25BC można zauważyć dwa wyraźne minima o równej głębokości, węż-

sze przy 0.3 nm i szersze przy 0.5–0.6 nm. Na podstawie danych symulacyjnych widać, że mi-

nima odpowiadają dwóm preferencyjnym orientacjom cząsteczek betainy względem powierzchni

białka: pierwsze minimum odpowiada kontaktowi przez grupę COO− betainy, zaś drugie przez

grupę aminową. Ze względu na fakt, że nawet w niskich temperaturach, entalpia asocjacji czą-

steczek osmolitu z powierzchnią białka jest niewielka (> −0.4 kJ/mol), można twierdzić, że

obserwowane efektywne odpychanie cząsteczek betainy z powierzchni białka jest zdominowane

przez niekorzystny entropowy wkład (aż do 2.5 kJ/mol). Obserwacja ta jest zgodna ze sterycz-

nym modelem wykluczania cząsteczek osmolitu z powierzchni białka [85].

Na podstawie Rysunku 5.25B można ponadto stwierdzić, że obserwowane przeze mnie

zwiększone wykluczanie cząsteczek betainy z powierzchni białka w wyższych temperaturach jest

spowodowane stosunkowo szybkim wzrostem wkładu entalpowego wraz z temperaturą. Ponie-

waż czynnik entropowy (Rysunek 5.25C) w tym samym czasie staje sie korzystniejszy, można

wywnioskować, że za zwiekszające się wykluczanie cząsteczek betainy z powierzchni białka Trp-

cage odpowiada wkład entalpowy. Podobnie, jak w przypadku układu zawierającego cząsteczki

mocznika, obserwowany wzrost ∆H wynika prawdopodobnie ze zmniejszającej się liczby wiązań

wodorowych pomiędzy cząsteczkami betainy a łańcuchami bocznymi białka. Rzeczywiście, na

podstawie Rysunku 5.26 można zauważyć, że całkowita liczba wiązań wodorowych między czą-

steczkami betainy a białkiem zmniejsza się o 6 %, co jest głównie spowodowane spadkiem liczby
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Rysunek 5.26: Zależność liczby wiązań wodorowych między cząsteczkami osmolitu (mocznik
lub betaina) a powierzchnią białka Trp-cage (łańcuch główny lub łańcuchy boczne) od tem-
peratury w przeliczeniu na pojedynczą cząsteczkę osmolitu w pierwszej sferze solwatacyjnej
(tj. bedących w kontakcie z białkiem) w danej temperaturze. Pokazano paski odchyleń standar-

dowych.

wiązań pomiędzy łańcuchem bocznym białka a cząsteczkami betainy (od 0.6 do 0.52 wiązania na

jedną cząsteczkę osmolitu wraz ze wzrostem temperatury od 300 do 510K). Co ciekawe, liczba

wiązań wodorowych między cząsteczkami betainy a łańcuchem głównym nieznacznie zwiększa

się wraz ze wzrostem temperatury (od 0.09 do 0.12 wiazań na cząsteczkę osmolitu), co wynika

ze zwiększającej się ekspozycji łańcucha w trakcie termicznej denaturacji. Jednak efekt ten jest

znikomy w porównaniu do zmniejszającej się liczby wiązań wodorowych pomiędzy cząsteczkami

betainy a łańcuchami bocznymi w białku. Dodatkowo, na podstawie analizy energii oddziaływań

elektrostatycznych oraz van der Waalsa (Rysunki 5.27 i 5.27), można zauważyć, że oddziaływa-

nia elektrostatyczne między cząsteczkami betainy a łańcuchem głównym i łańcuchami bocznymi

białka ulegają osłabieniu (odpowiednio, o 17 i 8 %), podobnie jak oddziaływania van der Waalsa

(odpowiednio o 9 i 6%), co wskazuje, że asocjacja cząsteczek betainy do powierzchni łańcuchów
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Rysunek 5.27: Zależność energii oddziaływań elektrostatycznych między cząsteczkami osmo-
litu (mocznik lub betaina) a powierzchnią białka Trp-cage (łańcuch główny lub łańcuchy boczne)
od temperatury w przeliczeniu na pojedynczą cząsteczkę osmolitu w pierwszej sferze solwata-
cyjnej (tj. bedących w kontakcie z białkiem) w danej temperaturze. Pokazano paski odchyleń

standardowych.

głównych i bocznych białka jest mniej energetycznie korzystna w wyższych temperaturach.

5.4.3 Słabsze oddziaływania białko-osmolit w wyższych temperaturach są

odpowiedzialne za zmniejszoną akumulację cząsteczek osmolitu na po-

wierzchni białka

W celu dokładniejszego zbadania molekularnych czynników wpływających na zmniej-

szenie akumulacji cząsteczek mocznika i zwiększenie wykluczania cząsteczek betainy z powierzchni

białka Trp-cage wraz ze wzrostem temperatury zdekomponowałam wartości entalpii asocjacji

osmolitów na wkłady pochodzące od poszczególnych składników układu poprzez uśrednienie

odpowiednich energii oddziaływań wzdłuż trajektorii w każdej badanej temperaturze. Na Ry-

sunku 5.29 wkłady te pokazałam w funkcji odległości pomiędzy cząsteczkami osmolitu a po-

wierzchnią białka dla pięciu różnych temperatur.
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Rysunek 5.28: Zależność energii oddziaływań van der Waalsa między cząsteczkami osmolitu
(mocznik lub betaina) a powierzchnią białka Trp-cage (łańcuch główny lub łańcuchy boczne)
od temperatury w przeliczeniu na pojedynczą cząsteczkę osmolitu w pierwszej sferze solwata-
cyjnej (tj. bedących w kontakcie z białkiem) w danej temperaturze. Pokazano paski odchyleń

standardowych.

mocznik betaina
białko-osmolit 4.0 8.0
woda-osmolit −4.0 −2.0
osmolit-osmolit 0.1 −3.2
woda-woda oraz białko-woda −0.8 −2.0

Tablica 5.3: Zmiany wkładów do entalpii asocjacji cząsteczek osmolitu z powierzchnią białka
Trp-cage (∆∆H w kJ/mol) w odpowiedzi na wzrost temperatury od 300 do 510K.

Na podstawie Rysunku 5.29 można zauważyć, że wartości entalpii asocjacji (∆H, czarne

krzywe) są wynikiem kompensacji dużych wkładów o przeciwnych znakach. Co interesujące, dla

obu roztworów osmolitów asocjacja cząsteczek osmolitu do powierzchni białka Trp-cage jest

korzystna entalpowo ze względu na przyciągające oddziaływania bialko-osmolit. Ponadto, te

korzystne oddziaływania są niemal całkowicie kompensowane przez utratę oddziaływań między

osmolitem a wodą, jak również pomiędzy białkiem a wodą.

Na podstawie Rysunku 5.29 oraz Tablicy 5.3 widać, że wraz ze wzrostem temperatury
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Rysunek 5.29: Dekompozycja zmian entalpii asocjacji cząsteczek mocznika i betainy z po-
wierzchnią białka Trp-cage (∆H) na poszczególne wkłady: białko-osmolit, białko-woda, woda-

osmolit, osmolit-osmolit oraz woda-woda.

od 300 do 510K wkład białko-osmolit do ∆∆H staje się znacznie mniej korzystny (o 4.0 i

8.0 kJ/mol, odpowiednio, dla roztworów mocznika i betainy. Ponieważ w tym samym czasie inne

wkłady entalpowe wyraźnie maleją (odpowiednio, o −4.6 i −7.2 kJ/mol) można wywnioskować,

że zmniejszona akumulacja cząsteczek mocznika i zwiększone wykluczanie cząsteczek betainy w

wyższych temperaturach wynika z ich słabszego oddziaływania z powierzchnią białka.

5.4.4 Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych symulacji zaobserwowałam, że destabilizujący wpływ

mocznika wynika z jego entalpowo sterowanej akumulacji na powierzchni białka. Dodatkowo,

okazało się, że akumulacja cząsteczek mocznika na powierzchni białka zmniejsza się wraz ze

wzrostem temperatury ze względu na słabsze oddziaływanie z białkiem. Spadek energii oddzia-

ływania w wyższych temperaturach wynika ze zmniejszającej się liczby wiazań wodorowych oraz

energii oddziaływań elektrostatycznych oraz van der Waalsa pomiędzy cząsteczkami osmolitu a

białkiem, w szczególności z łańcuchami bocznymi.

Okazało się, że działanie protekcyjne betainy przed termiczną denaturacją wynika z

jej wykluczania z powierzchni białka. Co interesujące, efekt ten zwiększa się wraz ze wzrostem

temperatury. Na podstawie analizy termodynamicznej pokazałam, że w niskich temperaturach,

wkład entropowy jest na tyle niekorzystny, że dominuje nad korzystną entalpią zaś spadek energii

oddziaływania w wyższych temperaturach wynika ze zmniejszającej się liczby wiazań wodoro-

wych oraz energii oddziaływań van der Waalsa pomiędzy cząsteczkami osmolitu a białkiem.
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5.5 Czy istnieje szansa wyznaczenia parametru charakteryzują-

cego wpływ wybranych osmolitów na równowagę konforma-

cyjną białka dla zadanej sekwencji aminokwasowej w oparciu

o sumowanie wkładów elementarnych?

Najpowszechniej akceptowany model działania osmolitów na białka zakłada, że u pod-

łoża efektu stabilizującego lub destabilizującego leży, odpowiednio, wykluczanie lub akumulo-

wanie osmolitu na powierzchni białka [23, 65–67]. Ponieważ denaturacji białka na ogół towarzy-

szy zwiększanie jego powierzchni eksponowanej na rozpuszczalnik, niekorzystne oddziaływanie z

osmolitami stabilizującymi prowadzi do powstania efektywnej siły przeciwdziałającej rozwijaniu.

I odwrotnie, jeśli cząsteczki osmolitu oddziałują z powierzchnią białka korzystnie, równowaga

konformacyjna przesuwa się w kierunku formy rozwiniętej. Ilościowo można te zależności wyrazić

następująco:
∂∆∆G

∂c
= RT∆Γh

c

mw
, (5.3)

gdzie: ∆∆G to zmiana entalpii swobodnej towarzyszącej fałdowaniu białka pod wpływem do-

dania osmolitu o stężeniu c, mw to molalność czystej wody, zaś ∆Γh to różnica współczynnika

preferencyjnej hydratacji pomiędzy stanem natywnym a stanem rozwiniętym [136]. Ta ostatnia

wielkość przyjmuje wartości ujemne dla osmolitów wykluczanych z powierzchni (nadmiar wody

w sąsiedztwie białka jest wyższy w stanie większej powierzchni kontaktu z rozpuszczalnikiem)

i w konsekwencji entalpia swobodna zwijania przyjmuje wartości bardziej ujemne a równowaga

konformacyjna białka przesuwa się w kierunku stanu natywnego. Z odwrotnym efektem mamy

do czynienia w przypadku osmolitów akumulowanych na powierzchni białka. Ponieważ stwier-

dzono doświadczalnie, że pochodna w Równaniu (5.3) jest często stała w szerokim zakresie stężeń

osmolitu, określa się ją zwykle jako tzw. parametr m (ang. m-value) [136, 144, 145].

Ze względu na to, że preferencja do oddziaływania z powierzchnią białka, zwłaszcza

w przypadku wykluczania, jest silnie zależna od typu aminokwasu, prowadząc do heteroge-

nicznego rozkładu osmolitów wokół białka oraz do zróżnicowanej czułości białek na działanie

osmolitów, podjęłam próbę opracowania modelu teoretycznego pozwalającego na przewidywa-

nie dla zadanej sekwencji aminokwasowej parametru m, charakteryzującego wpływ wybranych

osmolitów na równowagę konformacyjną białka. W celu skonstruowania i przetestowania tego

modelu, w pierwszej kolejności wyznaczyłam wkłady do współczynnika preferencyjnego odziały-

wania dla dwudziestu reszt aminokwasowych występujących w obrębie modelowanych, w pełni
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Rysunek 5.30: Współczynniki preferencyjnego oddziaływania (Γ) obliczone dla łańcucha głów-
nego i łańcucha bocznego wszystkich reszt aminokwasowych w modelowych heptapeptydów w
obecności 5.0M roztworu mocznika oraz 2.5M roztworu TMAO w funkcji odległości od po-
wierzchni heptapeptydu. Nazwy aminokwasów odpowiadające poszczególnym 3-literowym skró-

tom znajdują się w Tablicy 5.1

hydratowanych heptapeptydów, symulowanych w obecności TMAO (jako przykładu osmolitu

stabilizującego) oraz mocznika (jako przykładu osmolitu destabilizującego). Na Rysunku 5.30

pokazałam uzyskane profile Γ pochodzące od poszczególnych elementów strukturalnych białek:

dwadzieścia różnych łańcuchów bocznych oraz dwadzieścia elementów szkieletu peptydowego

(odpowiadających różnym resztom).

Na podstawie Rysunku 5.30 można zauważyć, że w przypadku mocznika współczyn-

niki Γ są, ogólnie rzecz biorąc, nieco bardziej dodatnie dla elementów łańcucha głównego niż dla

łańcuchów bocznych, co odzwierciedla obserwowaną przeze mnie wcześniej preferencję mocznika

do oddziaływania ze szkieletem białka. Dodatkowo można zauważyć, że cząsteczki mocznika naj-

chętniej gromadzą się w sąsiedztwie reszt tryptofanu a nieco mniej w sąsiedztwie reszt tyrozyny,

cysteiny i argininy. Na Rysunku 5.30 widać również, że najmniej korzystnie mocznik oddzia-

łuje z aminokwasami kwasowymi. Z kolei, współczynniki Γ dla asocjacji cząsteczek TMAO z

resztami aminokwasowymi przyjmują w większości przypadków wartości mniejsze niż zero, co

oznacza, że cząsteczki TMAO są wykluczane z powierzchni praktycznie wszystkich elementów

strukturalnych występujacych na powierzchni białka.

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Rozdział 5. Wyniki i ich dyskusja 89

Rysunek 5.31: Współczynniki preferencyjnego oddziaływania (Γ) obliczone dla łańcucha głów-
nego i łańcuchów bocznych lizozymu, ubikwityny (ubq) oraz peptydu trp-zip w 5.0M roztworze

mocznika oraz 2.5M roztworze TMAO w funkcji odległości od powierzchni białka.

Na Rysunku 5.30 widać, że cząsteczki TMAO są silnie wykluczane z sąsiedztwa grup

aminowych łańcucha głównego, w dużej mierze niezależnie od rodzaju łańcucha bocznego, jak

należało się tego spodziewać. Z kolei spośród wszystkich wszystkich łańuchów bocznych TMAO

wykluczone jest najbardziej z otoczenia aromatycznych reszt tryptofanu i fenyloalaniny a nieco
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Rozdział 5. Wyniki i ich dyskusja 90

mniej z sąsiedztwa reszt glutaminianu, metioniny, proliny, izoleucyny, leucyny, glutaminy, tyro-

zyny i histydyny. Wyjątek stanowią reszty argininy, wokół których niewielką akumulację cząste-

czek osmolitu (Γ > 0), zgodnie z tym, co obserwowałam wcześniej dla lizozymu.

Następnie, wyznaczyłam współczynniki preferencyjnego oddziaływania (Γ) dla wybra-

nych modelowych białek (lizozymu, ubikwityny oraz peptydu trp-zip), zarówno w stanie natyw-

nym jak i zdenaturowanym, co pokazałam na Rysunku 5.31. W celu przetestowania założenia

o addytywności ∆Γ dla wybranych modelowych białek, wyznaczyłam również zmiany ekspozy-

cji poszczególnych aminokwasów na rozpuszczalnik pod wpływem rozwijania. Zmiany te wraz z

wkładami do Γ od poszczególnych elementów strukturalnych posłużyły mi do oszacowania ∆Γ

przy założeniu addytywności (szczegółowy opis procedury znajduje się w rozdziale 4.2.5). Uzy-

skane w ten sposób oszacowania porównałam z wartościami ∆Γ obliczonymi dla pełnych struktur

białek bezpośrednio na podstawie przeprowadzonych symulacji (Rysunek 5.31 i Tablica 5.4).

Nazwa białka TMAO-bb TMAO-sc mocznik-bb mocznik-sc
Lizozym −0.85 (−0.20) −0.83 (−0.02) 8.59 (13.2) 8.1 (11.0)

Ubikwityna −0.93 (−0.55) −1.03 (−0.36) 7.84 (6.00) 7.35 (4.90)
Trpzip −0.69 (−0.29) −0.79 (−0.30) 8.81 (1.15) 8.26 (0.75)

Tablica 5.4: Obliczone wartości ∆Γ dla oddziaływań między cząsteczkami osmolitu (mocznik,
TMAO) oraz powierzchnią białek (łańcuchami głównymi–bb, łańcuchami bocznymi–sc) przy
założeniu addytywności poszczególnych wkładów. W nawiasie podano wartości wyznaczone bez-

pośrednio dla trzech białek na podstawie symulacji w ich stanie zwiniętym i rozwiniętym.

Na podstawie uzyskanych przeze mnie wyników można zauważyć, że wartości ∆Γ, które

obliczyłam dla pełnych struktur białek bezpośrednio na podstawie przeprowadzonych przeze

mnie symulacji wyraźnie różnią od wartości ∆Γ, które wyznaczyłam przez zsumowanie wkładów

od poszczególnych elementów strukturalnych przy założeniu addytywności. O ile znaki prze-

widywanych ∆Γ zgadzają się z uzyskanymi z bezpośrednich obliczeń, czyli model poprawnie

przewiduje stabilizację lub destabilizację, to stopień przesunięcia równowagi nie jest oddany wy-

starczająco dokładnie, w szczególności dla TMAO. Oznacza, to że działanie osmolitów na białko

nie ma charakteru addytywnego i nie może być przewidziane przez sumowanie lokalnych wkładów

do ∆Γ. Poprawny model wymagałby uwzględnienia co najmniej parowych korelacji pomiędzy

resztami.

Dodatkowo, zbadałam molekularne podłoże obserwowanego wykluczania lub akumu-

lacji osmolitów w bezpośrednim sąsiedztwie poszczególnych elementów strukturalnych obecnych

na powierzchni białka. W tym celu, na podstawie odpowiednich radialnych funkcji rozkładu, wy-

znaczyłam profile entalpii swobodnej dla asocjacji cząsteczek osmolitów (TMAO oraz mocznika)

z dwudziestoma typami łańcuchów bocznych oraz z odpowiadającymi im elementami szkieletu
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Rozdział 5. Wyniki i ich dyskusja 91

peptydowego. Co więcej, powtórzenie symulacji dla kilku innych temperatur pozwoliło mi na-

stępnie na zdekomponowanie tych profili na wkłady entalpowe i entropowe w oparciu o zależność

entalpii swobodnej od temperatury. Na Rysunku 5.32 i Rysunku 5.33 pokazałam wyznaczone

profile dla asocjacji, odpowiednio, cząsteczek TMAO i mocznka z poszczególnymi elementami

strukturalnymi wystepującymi na powierzchni białek.

Minima entalpii swobodnej w ok. 0.3 nm dla mocznika na Rysunku 5.33 wskazują na

akumulację cząsteczek osmolitu w sąsiedztwie reszt każdego aminokwasu. Najgłębsze minimum

zaobserwowałam dla asocjacji cząsteczek mocznika w sąsiedztwie reszt aminokwasów zasado-

wych (lizyn i arginin). Z drugiej strony, dla TMAO (Rysunek 5.32) minima są bardzo płytkie

(≈1.0 kJ/mol) i odsunięte od powierzchni reszt, co przy wzięciu pod uwagę wkładu translacyjnego

do entropii promującego dysocjację, wskazuje na wykluczanie cząsteczek TMAO z powierzchni

białek, z wyjątkiem reszt zasadowych, tak jak to obserwowałam wcześniej.

Na podstawie dekompozycji profili entalpii swobodnej ukazanej na Rysunku 5.33 można

zauważyć, że entalpia asocjacji cząsteczek mocznika w sąsiedztwie reszt każdego peptydu przyj-

muje wartości ujemne, co oznacza, że akumulacja cząsteczek mocznika w sąsiedztwie wszystkich

badanych aminokwasów jest napędzana entalpowo. Z drugiej strony, dla TMAO (Rysunek 5.32),

entalpia asocjacji tych cząsteczek osmolitu przyjmuje wartości dodatnie, co oznacza, że wyklu-

czanie cząsteczek TMAO z powierzchni badanych aminokwasów, z wyjątkiem reszt zasadowych

(arginin i lizyn) oraz aminokwasów zawierających grupy hydroksylowe (seryny, treoniny i tyro-

zyny), ma także podłoże entalpowe, prawdopodobnie związane z silną solwatacją osmolitu. Co

ciekawe, w przypadku reszt aminokwasów, z których cząsteczki TMAO są wykluczane zaobser-

wowałam pojawienie się minimum w ok. 0.4–0.5 nm, co oznacza, że cząsteczki TMAO oddziałują

korzystnie z tymi resztami aminokwasów za pośrednictwem cząsteczek wody, co także potwier-

dza hipotezę o dużym koszcie desolwatacji towarzyszącym bezpośredniej asocjacji z powierzchnią

białka.

5.5.1 Podsumowanie

Uzyskany szczegółowy opis energetyki preferencyjnego oddziaływania pomiędzy osmo-

litami a białkiem pozwolił mi na zaproponowanie, że akumulacja cząsteczek mocznika ma charak-

ter entalpowy, zaś wykluczanie cząsteczek TMAO ma charakter zależny od rodzaju aminokwasu

(albo entalpowy albo entropowy).
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Rozdział 5. Wyniki i ich dyskusja 92

Ukazałam także, że działanie osmolitów na białko nie ma charakteru addytywnego i

nie może być przewidziane przez sumowanie lokalnych wkładów do ∆Γ obliczonych dla poszcze-

gólnych rodzajów reszt aminokwasowych. Nie wszystkie wnioski wysnute w oparciu o metodę

osmometryczną [57, 73, 75, 76, 78] muszą być zatem poprawne. Można natomiast spodziewać

się, że model będzie działał poprawnie gdy zostanie rozbudowany o korelacje między wkładami

wynikającymi z wpływu sąsiednich aminokwasów.
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Rozdział 5. Wyniki i ich dyskusja 93

Rysunek 5.32: Charakterystyka termodynamiczna oddziaływania między białkiem a cząstecz-
kami TMAO: profile entalpii swobodnej (∆G), entalpii (∆H) oraz entropii (−T∆S) dla asocja-
cji cząsteczek TMAO z poszczególnych resztami aminokwasowymi wyaznaczone na podstawie
symulacji modelowych heptapeptydów. Nazwy aminokwasów odpowiadające poszczególnym 3-

literowym skrótom znajdują się w Tablicy 5.1.
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Rysunek 5.33: Charakterystyka termodynamiczna oddziaływania między białkiem a cząstecz-
kami mocznika: profile entalpii swobodnej (∆G), entalpii (∆H) oraz entropii (−T∆S) dla aso-
cjacji cząsteczek mocznika z poszczególnych resztami aminokwasowymi wyaznaczone na podsta-
wie symulacji modelowych heptapeptydów. Nazwy aminokwasów odpowiadające poszczególnym

3-literowym skrótom znajdują się w Tablicy 5.1.
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Rozdział 6

PODSUMOWANIE

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiłam wyniki badań dotyczących różnych

aspektów oddziaływań międzycząsteczkowych pomiędzy rozpuszczalnikiem i substancją rozpusz-

czoną w wodnych roztworach związków o biologicznym znaczeniu. W badaniach wykorzystałam

metodę dynamiki molekularnej, która umożliwia opis zachowania układu bezpośrednio na po-

ziomie molekularnym.

Z analizy otrzymanych rezultatów wynika, że odtworzyłam efekt stabilizujący betainy

oraz destabilizujący mocznika, obserwując odpowiednio wzrost i spadek mierzonej pracy rozwi-

jania białek. Okazało się, że cząsteczki mocznika korzystnie oddziałują ze wszystkimi rodzajami

aminokwasów na powierzchni białka poprzez wiązania wodorowe z grupami aminowymi i kar-

bonylowymi szkieletu peptydowego, jak również poprzez oddziaływania dyspersyjne, głównie

z niepolarnymi łańcuchami bocznymi. W efekcie, mocznik poprzez entalpową stabilizację stanu

rozwiniętego i osłabienie efektu hydrofobowego promuje rozwijanie białka. W przypadku roztwo-

rów betainy zaobserwowano wykluczanie cząsteczek osmolitu z powierzchni białka, w szczegól-

ności z łańcucha głównego i hydrofobowych łańcuchów bocznych. Cząsteczki betainy gromadzą

się natomiast w pobliżu reszt zasadowych, dając silnie nierównomierny rozkład osmolitu na po-

wierzchni białka. Na podstawie analiz energetycznych zaobserwowano, że wykluczanie betainy

z powierzchni białka wynika głównie z braku korzystnych miejsc akceptorowych. Należy do-

dać, że silne wiązanie wody przez betainę wpływa na zmniejszoną zdolność cząsteczek wody do

solwatowania białka w obecności osmolitu.

W wyniku analizy rezultatów otrzymanych dla TMAO i proliny okazało się, że osmo-

lity stabilizujące mogą oddziaływać bezpośrednio z powierzchnią białka głównie przez grupę
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Rozdział 6. Podsumowanie 96

karboksylową (prolina) lub mogą być preferencyjnie wykluczane z powierzchni białka, a wszel-

kie możliwe oddziaływania między białkiem a osmolitem mają charakter pośredni w którym

uczestniczą cząsteczki wody (TMAO). Widać zatem, że chociaż prolina i TMAO są osmolitami

stabilizującymi, to mechanizm stabilizacji nie zawsze wynika wprost z preferencyjnego wyklu-

czania cząsteczek osmolitu z powierzchni białka.

Pokazałam, że cząsteczki betainy o małym symulowanym momencie dipolowym de-

stabilizują białka, zaś cząsteczki betainy o większych symulowanych momentach dipolowych

stabilizują białka i efekt jest tym silniejszy, im cząsteczki betainy mają większy symulowany

moment dipolowy. Okazało się, że im cząsteczki betainy mają większe symulowane momenty di-

polowe tym są silniej wykluczane z powierzchni białka (fragmentów polarnych i hydrofobowych)

oraz silniej akumulowane w okolicach fragmentów zasadowych. Pokazałam również, że wraz ze

wzrostem symulowanego momentu dipolowego cząsteczek betainy, cząsteczki wody coraz silniej

oddziałują z cząsteczkami osmolitu. Stwierdziłam, że cząsteczki betainy o małych symulowa-

nych momentach dipolowych oddziałują ze sobą hydrofobowo, cząsteczki betainy o większych

symulowanych momentach dipolowych są silnie hydratowane, zaś cząsteczki betainy o najwięk-

szych symulowanych momentach dipolowych oddziałują ze sobą przez wiązaniania wodorowe z

jedną cząsteczką wody. Okazało się, że efekt stabilizacyjny cząsteczek osmolitu zależy od spo-

sobu hydratacji osmolitu, wpływu osmolitu na hydratację białka oraz konieczności wykonania

pracy przeciwko ciśnieniu osmotycznemu, wynikającego z obecności cząsteczek osmolitu. Poka-

załam również, że model cząsteczek betainy przeskalowany o czynnik 1.2 najlepiej odzwierciedla

wyniki eksperymentalne.

Z analizy wyników ukazujących wpływ temperatury na stabilność białek wynika, że

mocznik destabilizuje Trp-cage w wyniku entalpowej akumulacji na powierzchni białka a działa-

nie stabilizujące betainy wynika z jej wykluczania z powierzchni białka. Dodatkowo, akumulacja

cząsteczek mocznika zmniejsza się a wykluczanie cząsteczek betainy z powierzchni białka zwięk-

sza się wraz ze wzrostem temperatury ze względu na słabsze oddziaływanie z białkiem. Co inte-

resujące spadek energii oddziaływania w wyższych temperaturach wynika ze zmniejszającej się

liczby wiazań wodorowych oraz energii oddziaływań elektrostatycznych pomiędzy cząsteczkami

osmolitu a białkiem.

W ostatniej części pracy dokonałam próby zbudowania prostego modelu teoretycz-

nego pozwalającego na przewidywanie wpływu osmolitów na stabilność białek w oparciu o ich

sekwencję aminokwasową. Okazało się, że działanie osmolitów na białko nie ma charakteru addy-

tywnego i nie może być przewidziane przez sumowanie lokalnych wkładów do ∆Γ pochodzących
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Rozdział 6. Podsumowanie 97

od poszczególnych aminokwasów. Zasugerowałam zatem, że aby takie podejście dawało ilościowo

poprawne wyniki niezbędne jest rozbudowanie modelu o korelacje wynikające z obecności sąsied-

nich aminokwasów.

Na podstawie badań przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej

można sformułować następujące wnioski:

1. Stabilizacja białek przez osmolity wynika: (a) z preferencyjnego wykluczania osmolitu z po-

wierzchni białka, (b) ze sposobu hydratacji osmolitu, (c) z wpływu osmolitu na sferę hydratacyjną

białka w stanie natywnym i rozwiniętym, (d) z wpływu ciśnienia osmotycznego wywieranego

przez osmolit.

2. Mocznik akumulowany jest na powierzchni białek, ponieważ oddziałuje korzystnie ze wszyst-

kimi rodzajami aminokwasów na powierzchni białka poprzez wiązania wodorowe oraz oddziały-

wania dyspersyjne. Oddziaływania zaś betainy nie są preferowane termodynamicznie na skutek

niekorzystnej entropii.

3. Akumulacja mocznika ma charakter entalpowy zaś wykluczanie TMAO ma charakter zależny

od rodzaju aminokwasów (entropowy/entalpowy).

4. Wzrost temperatury powoduje zwiększenie wykluczania betainy i zmniejszenie akumulacji

mocznika, ponieważ entalpia asocjacji cząsteczek osmolitu do powierzchni białka staje się mniej

korzystna w wyższych temperaturach: zmniejsza się liczba wiazań wodorowych oraz energia

oddziaływań elektrostatycznych i van der Waalsa.

5. Działanie osmolitów na białko nie ma charakteru addytywnego ze względu na korelacje po-

między sąsiednimi aminokwasami.
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Rozdział 7

STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy było zbadanie molekularnego mechanizmu wpływu biologicznie

znaczących związków, tzw. osmolitów na stabilność białek. Aby zweryfikować istniejące hipotezy

i dostarczyć spójnego obrazu działania osmolitów na poziomie molekularnym, wykorzystano me-

todę dynamiki molekularnej do zasymulowania mechanicznej denaturacji modelowych białek –

lizozymu i ubikwityny. W tym podejściu odtworzony został efekt stabilizujący betainy oraz de-

stabilizujący mocznika. Aby wyjaśnić różnice w wartościach pracy potrzebnych do rozwinięcia

białek zostały obliczone różne molekularne parametry charakterystyki badanych układów, mię-

dzy innymi, liczby wiązań wodorowych, współczynniki preferencyjnego oddziaływania w ukła-

dzie: białko-osmolit-woda, profile entalpii swobodnych, entalpii oraz entropii dla pojedynczych

cząsteczek rozpuszczalnika w funkcji odległości od powierzchni białka. Na podstawie uzyskanych

wyników wyjaśniono dlaczego betaina jest wykluczana z powierzchni białek, zaś mocznik jest

na jej powierzchni akumulowany. Dodatkowo, zweryfikowana została hipoteza o tym czy wszyst-

kie osmolity stabilizujące są wykluczane z powierzchni białek. Ustalono również jak stabilizacja

zależy od polarności stabilizatorów oraz zdekomponowano wartości prac rozwijania na wkłady

pochodzące z wykluczania osmolitów z powierzchni białka, różnic w solwatacji oraz wpływu ci-

śnień osmotycznych. Zbadano także molekularny mechanizm wyjaśniający dlaczego w wyższych

temperaturach betaina zwiększa stabilność białek a mocznik wykazuje mniejszy efekt destabi-

lizujący. W tym celu skupiono się na określeniu głównych sił napędowych odpowiedzialnych za

zmianę stabilności białek na poziomie termodynamicznym. Na koniec sprawdzono czy możliwe

jest przewidywanie dla zadanej sekwencji aminokwasowej parametru charakteryzującego wpływ

wybranych osmolitów na równowagę konformacyjną białka poprzez sumowanie elementarnych

wkładów pochodzących od poszczególnych elementów strukturalnych białka.
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Rozdział 8

SUMMARY

The main goal of the doctoral thesis was to study the molecular mechanism by which

biologically relevant osmolytes, denaturing (urea) and stabilizing (betaine, proline, TMAO), af-

fect the protein stability. To verify existing hypotheses and to provide a complete picture of

the effect of osmolytes on protein stability at the molecular level, the molecular dynamics si-

mulations were used to simulate the mechanical denaturation of model proteins – lysozyme and

ubiquitin. In this approach, the stabilizing effect of betaine and the denaturing effect of urea

were reproduced. To explain the differences in the unfolding work with respect to pure water,

the various molecular parameters of the systems studied, such as the number of hydrogen bonds,

preferential interaction coefficient between solvent molecules and protein, the free enthalpy, en-

thalpy and entropy profiles for a single solvent molecule as a function of the distance from the

protein surface were calculated. Based on the results, it was explained why betaine is excluded

from and urea accumulated at the protein surface. Additionally, the hypothesis that the all sta-

bilizing osmolytes are preferentially excluded from the protein surface was tested. It has been

also determined that stabilization depends on the polarity of osmoprotectant molecules. Further,

the unfolding work were decomposed into contributions from: the exclusion of osmolyte from the

protein surface, the differences in solvation and the effect of osmotic pressures. Moreover, the

molecular mechanism was studied to explain why in high temperature betaine increases the sta-

bility of protein structure and urea has a greater destabilizing effect. Therefore, this work focused

on determining of main driving forces responsible for the change in protein-solution stability at

the thermodynamic level. Finally, it has been determined whether it is possible to predict, for

a given amino acid sequence, a parameter characterizing the effect of selected osmolytes on the

protein folding equilibrium by summing up the local residue-specific contributions.
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1. Adamczak B., Wieczór M., Kogut M., Stangret J., Czub J., Molecular basis of the osmolyte

effect on protein stability: a lesson from the mechanical unfolding of lysozyme, Biochem J. (2016),

473, 3705–3724, IF=3.797 [81]

2. Bruździak P., Adamczak B., Kaczkowska E., Czub J., Stangret J., Are stabilizing prefe-

rentially excluded from the protein surface? FTIR and MD studies, Phys. Chem. Chem. Phys.

(2015), 17(35), 23155–64, IF=4.449 [86]

3. Panuszko A., Adamczak B., Czub J., Gojło E., Stangret J., Hydration of amino acids: FTIR

spectra and molecular dynamics studies, Amino Acids (2015) 47(11), 2265–78, IF=3.196 [146]

4. Adamczak B., Kogut M., Czub J., Effect of osmolytes on the thermal stability of proteins:

replica exchange simulations of Trp-cage in urea and betaine solutions, Phys. Chem. Chem.

Phys. (na etapie odpowiedzi do recenzentów) [122]

9.2 Doniesienia konferencyjne

1. Adamczak B., Wieczór M., Kogut M., Stangret J., Czub J., The origin of the effect of

osmolytes on protein stability, 10th European Biophysics Congress (EBSA 2015), 18–22 lipca

2015, Drezno, Niemcy
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2. Adamczak B., Wieczór M., Stangret J., Czub J., How does betaine stabilize the folded

state of proteins?, 58 Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego w Gdańsku, 21–25

września 2015, Gdańsk

9.3 Udział w projektach badawczych

1. Projekt badawczy NCN typu OPUS: Stabilność białek w wodnych roztworach osmolitów w

oparciu o komplementarne podejście eksperymentalne i teoretyczne (projekt

2013/11/B/NZ1/02258). Kierownik – prof. dr hab. inż. Janusz Stangret (Katedra Chemii Fizycz-

nej, Politechnika Gdańska). Część badań została sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki

w ramach powyższego projektu.

9.4 Szkoły letnie

1. New diagnostics and new materials Summer School in Biotechnology, Conference and Reha-

bilitation Center Eureka 14–15.09.2015, Sopot
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ZAŁĄCZNIKI

Rysunek 10.1: Zależność powierzchni dostępnej dla rozpuszczalnika (SASA) od promienia
żyracji Rgyr dla lizozymu w obecności mocznika i betainy oraz przy ich braku dla prędkości
rozciągania 5 × 10−6 nm·ps−1. Na panelu górnym przedstawiono SASA dla całej cząsteczki
lizozymu, natomiast na panelu środkowym i dolnym, SASA została zdekomponowana na wkład
hydrofilowy oraz hydrofobowy. Największy wzrost SASA występuje w punkcie zerwania głów-
nych oddziaływań stabilizujących strukturę białka, i odpowiada solwatowaniu wcześniej schowa-
nego rdzenia białka. Krzywe, które są w tym samym kolorze odpowiadają podobnym frakcjom

objętościowym osmolitu w poszczególnych układach. Pokazano paski błędów.
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Rysunek 10.2: Zmiany rozkładu średniego odchylenia kwadratowego (RMSD) względem struk-
tury wyjściowej wraz ze wzrostem promienia żyracji dla lizozymu podczas rozciągania w obec-
ności mocznika, betainy oraz przy braku osmolitu dla prędkości rozciągania 5 × 10−6 nm·ps−1.

Skala kolorów odpowiada znormalizowanemu czasowi symulacji.
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Rysunek 10.3: Prace potrzebne do rozciągnięcia lizozymu od stanu natywnego do rozwiniętego
w obecności betainy i mocznika oraz przy braku osmolitów (prędkości rozciągania: 1 × 10−4,
5 × 10−5, 1 × 10−5nm·ps−1). Krzywe, które są w tym samym kolorze odpowiadają podobnym

frakcjom objętościowym osmolitu w poszczególnych układach.
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Rysunek 10.4: Siły potrzebne do rozciągnięcia lizozymu od stanu natywnego do rozwiniętego
w obecności betainy i mocznika oraz przy braku osmolitów (prędkości rozciągania: 1 × 10−4,
5 × 10−5, 1 × 10−5nm·ps−1). Krzywe, które są w tym samym kolorze odpowiadają podobnym

frakcjom objętościowym osmolitu w poszczególnych układach.
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Rysunek 10.5: Profile entalpii oddziaływań między pojedynczą cząsteczką osmolitu
(∆Ho) oraz wody (∆Hw) w odniesieniu do powierzchni białka. Profile entalpii oddzia-
ływań zostały uśrednione dla 200 pojedynczych cząsteczek rozpuszczalnika (woda lub osmolit)
w 2.5M roztworze betainy oraz 5.0M roztworze mocznika i wykreślone w funkcji odległości od
powierzchni białka. Dodatkowo wkłady entalpowe zostały zdekomponowane na wkłady pocho-

dzące od różnych typ reszt: kwasowe, zasadowe, polarne i hydrofobowe.
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Rysunek 10.6: Profile entalpii oddziaływań między pojedynczą cząsteczką osmolitu
(∆Ho) oraz wody (∆Hw) w odniesieniu do powierzchni łańcucha głównego białka.
Profile entalpii oddziaływań zostały uśrednione dla 200 pojedynczych cząsteczek rozpuszczalnika
(woda lub osmolit) w czystej wodzie, 2.5M roztworze betainy oraz 5.0M roztworze mocznika i

wykreślone w funkcji odległości od powierzchni białka.
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Rysunek 10.7: Zmiany między stanem natywnym a rozwiniętym w energiach oddziaływań
kulombowskich między białkiem (łańcuch główny oraz łańcuchy boczne) i rozpuszczalnikiem
(mocznik/betaina i woda) dla różnych stężeń osmolitu. Zmiany zostały również zdekompono-
wane na wkłady: polarny (kolor zielony), kwasowy (kolor czerwony), zasadowy (kolor niebieski)

oraz hydrofobowy (kolor pomarańczowy).

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Bibliografia 109

Rysunek 10.8: Zmiany między stanem natywnym a rozwiniętym w energiach oddziaływań
van der Waalsa między białkiem (łańcuch główny oraz łańcuchy boczne) i rozpuszczalnikiem
(mocznik/betaina i woda) dla różnych stężeń osmolitu. Zmiany zostały również zdekompono-
wane na wkłady: polarny (kolor zielony), kwasowy (kolor czerwony), zasadowy (kolor niebieski)

oraz hydrofobowy (kolor pomarańczowy).
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Rysunek 10.9: Zmiany między stanem natywnym a rozwiniętym w energiach oddziaływań:
a) kulombowskich i b) van der Waalsa między poszczególnymi rozpuszczalnikami: woda-woda
(kolor czerwony), woda-osmolit (kolor niebieski), osmolit-osmolit (kolor pomarańczowy) dla

różnych stężeń osmolitu.
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Rysunek 10.10: Analiza wykluczania i akumulacji cząsteczek osmolitu na po-
wierzchni białka.Współczynnik preferencyjnego oddziaływania został obliczony na podstawie
odległości międzyatomowych uzyskanych dla poszczególnych aminokwasów znajdujących się na
powierzchni lizozymu dla 2.0M roztworów osmolitu A) lizozym – tleny z cząsteczek TMAO B)
lizozym – tleny karboksylowe z cząsteczki proliny C) lizozym – wodory z grupy aminowej czą-
steczki proliny. Współczynniki preferencyjnego oddziaływania zostały obliczone oddzielnie dla
każdego aminokwasu z łańcucha głównego/łańcuchów bocznych białka. Nazwy aminokwasów

odpowiadające poszczególnym jednoliterowym skrótom znajdują się w Tablicy 5.1.P
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Rysunek 10.11: Analiza wykluczania i akumulacji cząsteczek osmolitu na po-
wierzchni białka.Współczynnik preferencyjnego oddziaływania został obliczony na podstawie
odległości międzyatomowych uzyskanych dla poszczególnych aminokwasów znajdujących się na
powierzchni lizozymu dla 3.0M roztworów osmolitu A) lizozym – tleny z cząsteczek TMAO B)
lizozym – tleny karboksylowe z cząsteczki proliny C) lizozym – wodory z grupy aminowej czą-
steczki proliny. Współczynniki preferencyjnego oddziaływania zostały obliczone oddzielnie dla
każdego aminokwasu z łańcucha głównego/łańcuchów bocznych białka. Nazwy aminokwasów

odpowiadające poszczególnym jednoliterowym skrótom znajdują się w Tablicy 5.1.
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Rysunek 10.12: Analiza wykluczania i akumulacji cząsteczek osmolitu na po-
wierzchni białka.Współczynnik preferencyjnego oddziaływania został obliczony na podstawie
odległości międzyatomowych uzyskanych dla poszczególnych aminokwasów znajdujących się na
powierzchni lizozymu dla 4.0M roztworów osmolitu A) lizozym – tleny z cząsteczek TMAO B)
lizozym – tleny karboksylowe z cząsteczki proliny C) lizozym – wodory z grupy aminowej czą-
steczki proliny. Współczynniki preferencyjnego oddziaływania zostały obliczone oddzielnie dla
każdego aminokwasu z łańcucha głównego/łańcuchów bocznych białka. Nazwy aminokwasów

odpowiadające poszczególnym jednoliterowym skrótom znajdują się w Tablicy 5.1.
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Rysunek 10.13: Radialne funkcje rozkładu dla cząsteczek wody obliczone w odniesieniu do
powierzchni lizozymu w układach zawierających 1.0M roztwór TMAO (A) oraz 1.0M roztwór
proliny (B). Radialne funkcje rozkładu dla cząsteczek osmolitu (atomów centralnych: azotu
z cząsteczek TMAO i węgla α z cząsteczek proliny) w odniesieniu do powierzchni białka w

układach zawierających 1.0M roztwór TMAO (C) oraz 1.0M roztwór proliny (D).
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