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Abstract

Proteins perform a vast array of functions within living organisms, however
they rarely act on their own. In most cases, they cooperate with each other, forming
large molecular machineries that need a precise arrangement of their components
for the proper functioning. For this reason, protein—protein interactions attract a lot
of attention, as they govern the biological activity of the proteins.

Although a numerous experimental methods have been developed to examine
protein—protein binding, they are mostly expensive and infrequently provide a di-
rect access to the molecular details of the protein recognition and cooperation me-
chanisms. That is why there is an urgent need for methods which provide rational
hypotheses that can be challenged by experiments.

In this work, I aimed to show that modern computational methods — in particular,
all-atom molecular dynamics simulations — are capable of predicting both the
precise structure of protein—protein complexes and the molecular driving forces
that govern the recognition and binding of proteins. To explore the scope of these
methods, I have examined three distinct systems: i) formation of a binary complex
of the Hsp70 protein with its co-chaperone, ii) stability and intradomain interactions
within 4 helix bundle (4HB) domain of Zuotin, and iii) the substrate recognition
and binding by 7-secretase. These systems differ in both the forces underlying
the binding affinity and the native environment, as they are either water soluble
(Hsp70, 4HB) or membrane embedded (vy-secretase) proteins. Obtained results
clearly show that molecular dynamics is capable of both accessing the molecular
details of the interaction that rationalize the experimental findings and of providing
sound predictions that can further guide the experiments.
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Streszczenie

Biatka pelnia wielorakie funkcje w organizmach zywych, jednak rzadko kiedy
dziataja samodzielnie. W zdecydowanej wiekszosci przypadkéw wspétpracuja one
miedzy soba tworzac makrokompleksy o precyzyjnie zorientowanych podjednost-
kach, co umozliwia ich prawidlowe wspétdzialanie. Z tej przyczyny oddziatywania
miedzybiatkowe wzbudzaja bardzo duze zainteresowanie, jako ze w istotny sposéb
odpowiadaja za aktywnos¢ biologiczna biatek.

Chot¢ do tej pory opracowano wielorakie metody doswiadczalne badania oddziaty-
wan biatko biatko, to niestety bardzo czesto sa one kosztowne oraz rzadko kiedy
pozwalaja na scharakteryzowanie w bezposredni sposéb molekularnych szczegé-
16w mechanizméw rozpoznania oraz wiazania biatek miedzy soba. Z tej przyczyny
istnieje duze zapotrzebowanie na alternatywne metody, ktére mogtyby dalej pokie-
rowac badaniami eksperymentalnymi.

W niniejszej pracy pragnalem pokazaé, ze nowoczesne metody komputerowe,
ze szczegOlnym wyrdznieniem pelnoatomowego wariantu dynamiki molekular-
nej, umozliwiaja zaréwno precyzyjne przewidywanie struktur komplekséw bial-
kowych, jak réwniez scharakteryzowanie molekularnych sit napedowych lezacych
u podstaw tworzenia komplekséw. By zbada¢ zakres stosowalnosci tych metod,
w swojej pracy badatem trzy réznorodne systemy: i) tworzenie kompleksu przez
biatka Hsp70 z ich partnerami pomocniczymi, ii) wewnatrzdomenowe oddziatywa-
nia w ramach domeny 4HB biatka zuotyny oraz iii) rozpoznanie i wiazanie sub-
stratéw przez y-sekretaze. Systemy te réznily sie miedzy soba zaréwno co do ro-
dzaju sit lezacych u podstaw tworzonych oddziatywan, jak réwniez §rodowiskiem,
w ktérym te biatka funkcjonuja. Otrzymane wyniki w jasny sposéb pokazuja, ze
symulacje dynamiki molekularnej pozwalaja zaréwno na uzyskanie molekularnych
szczegotéw oddzialywan miedzy biatkami przy pomocy ktérych mozna interpreto-
wac otrzymywane wyniki doswiadczalne, jak réwniez na dostarczanie racjonalnych
hipotez, ktére moga poméc w projektowaniu kolejnych badan doswiadczalnych.
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Rozdzial 1

Wprowadzenie

1.1 Oddzialywania biatko-bialko

Biatka odgrywaja kluczowa role w praktycznie wszystkich procesach biologicznych,
jednak rzadko kiedy dziataja w odosobnieniu. W zdecydowanej wiekszosci przy-
padkoéw procesy te przeprowadzane sa przez struktury makromolekularne, na ktére
moze sklada¢ sie nawet kilkanascie r6znych, specyficznie oddziatujacych ze soba
biatek, tak jak ma to miejsce w pokazanym na Rys. 1.1 kompleksie polimerazy II
RNA. [1] W zaleznosci od pelnionej funkcji, kompleksy biatkowe moga by¢ ztozone
zar6wno z bialek tego samego rodzaju (homooligomery, np. szereg kanaléw potaso-
wych, takich jak Kv1.2 czy hERG, [2, 3] agregaty biatkowe o zdefiniowanej funkgji,
jak np. mate biatka szoku termicznego [4]), jak i r6znych rodzajéw (heterooligo-
mery, przede wszystkim bardzo wiele enzyméw, np. syntaza ATP i karboksylaza
rybulozo-1,5-bisfosforanu [5, 6]). Kompleksy biatkowe moga powstawac¢ zaréwno
jako trwate struktury, jak i tworzy¢ sie tylko przejSciowo, na potrzeby zrealizowania
konkretnej funkcji. [7] By umozliwi¢ pelnienie wybranej funkcji przez kompleksy
biatkowe, podjednostki tego kompleksu musza znajdowac sie w écisle zdefiniowa-
nej orientacji wzgledem siebie. Co wiecej, biatka powinny selektywnie oddziatywac
z odpowiadajacymi im partnerami wiazania, unikajac tworzenia niespecyficznych
komplekséw z innymi komponentami komoérki. Taka specyficzno$¢ rozpoznania
zapewniaja wyspecjalizowane obszary wyksztatcone w strukturze biatek, nazywa-
nymi miejscami rozpoznania (ang. recognition site). Komplementarne miejsca roz-
poznania biatek pozwalaja na utworzenie specyficznych powierzchni kontaktu mie-
dzy biatkami, [8] a dzieki temu na selekcje partneréw wiazania. Podobnie jak centra
aktywne, miejsca rozpoznania sa zachowane ewolucyijnie, za$ ich zmiana czesto po-
wiazana jest z nabywaniem nowej funkgji przez biatko. [9]

1.2 Budowa miejsc rozpoznania bialek

Laczna powierzchnia kontaktu pomiedzy dwoma komponentami kompleksu bial-
kowego zwykle waha sie pomiedzy 1200 a 2000 A? (cho¢ potrafi przekracza¢ na-
wet 3000 A?), co odpowiada od 23 do 29 reszt aminokwasowych na kazde z miejsc
rozpoznania. [10] Reszty te zlokalizowane sa zwykle w rejonach biatka wyekspo-
nowanych na zewnatrz, co ulatwia utworzenie sieci oddziatywarn miedzy nimi. [11]
Wsréd reszt wystepujacych na powierzchni rozpoznania najczesciej spotyka sie ami-
nokwasy polarne: histydyne (His) i arginine (Arg), niepolarne: waline, izoleucyne,
leucyne, metionine i cysteine (Cys) oraz aromatyczne: fenyloalanine (Phe), tyrozyne
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RYSUNEK 1.1: Struktura polimerazy II RNA w kompleksie z RNA.
Kolory odpowiadaja kolejnym podjednostkom polimerazy. Laricuch
RNA zazaczono kolorem malinowym.

(Tyr) i tryptofan (Trp). [12, 13] Dodatkowo, niektére z aminokwaséw sa spotykane
czesciej w réznych rejonach miejsca rozpoznania. Z tej przyczyny powierzchnie
miejsca rozpoznania dzieli sie na obszar rdzeniowy (ang. core), ztozony gtéwnie z
wczesniej wymienionych reszt, i krawedziowy (ang. rim), na ktérym znacznie cze-
Sciej wystepuja dodatkowo polarne aminokwasy: glicyna (Gly), asparagina (Asn)
oraz kwas glutaminowy (Glu). [10] Aminokwasy te, poprzez rézne typy oddziaty-
wan (opisane ponizej), zaréwno zapewniajq site napedowa dla asocjacji biatek, jak i
determinuja ich wzajemna orientacje w kompleksie.
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1.3 Typy sil napedowych tworzenia kompleksu

W przypadku tworzenia komplekséw biatkowych, dominujaca role odgrywa ro-
dzaj faricuchéw bocznych znajdujacych sie na powierzchni rozpoznania biatka, w
mniejszym za$ stopniu — rodzaj struktury drugorzedowej wystepujacej na tej po-
wierzchni. [14] Oddziatywania wystepujace miedzy faricuchami bocznymi amino-
kwaséw mozna podzieli¢ na kilka kategorii, w zaleznoéci zaréwno od rodzaju od-
dziatujacych reszt, jak i sSrodowiska, w ktérym dochodzi do oddziatywan miedzy
biatkami:

1.3.1 Oddzialywania polarne

Do oddzialywan powszechnie wystepujacych na powierzchniach oddziatywan bial-
kowych naleza wiazania wodorowe, pary jonowe oraz mostki solne (pary jonowe
tworzace wiazania wodorowe), wystepujace miedzy hydrofilowymi grupami funk-
cyjnymi reszt aminokwasowych. [15] Kontakty tego typu obserwowane sa za-
réwno bezposrednio pomiedzy resztami bialek, jak réwniez moga w nich uczest-
niczy¢ czasteczki wody badz jony. [16, 17] Z racji na dalekozasiegowy charakter
oddziatywan elektrostatycznych, natadowane obszary na powierzchniach podjed-
nostek komplekséw biatkowych czesto odpowiadaja za wzajemna preorientacje
ich miejsc rozpoznania jeszcze przed utworzeniem specyficznego kontaktu miedzy
resztami aminkowasowymi. [18] Rozpoznanie majace miejsce miedzy natadowa-
nymi domenami biomakromolekut jest szczegélnie widoczne na przykladzie kom-
plekséw biatko-DNA. [19] Dzieki wysokiej specyficznosci tworzenia mostkéw sol-
nych, czesto bywaja one miejscami regulatorowymi na powierzchniach miedzybiat-
kowych. [20]

Wsréd natadowanych taricuchéw bocznych wystepujacych na powierzchniach kon-
taktu biatek najczesciej spotykane sa reszty argininy. Tworza one oddziatywania z
dobrymi akceptorami wiazania wodorowego: przede wszystkim z ujemnie natado-
wanymi Asp i Glu, jak réwniez w mniejszym stopniu z hydrofilowymi taricuchami
bocznymi takimi jak np. Asn czy GIn. Arginina stanowi o tyle szczegdlny przy-
padek, iz dekamery poli(Arg) (ale nie poli(Lys)) sa w stanie tworzy¢ struktury di-
meryczne w Srodowisku wodnym pomimo silnego elektrostatycznego odpychania
miedzy nimi. [21] Stabilno$¢ takich dimeréw wynika ze ztozenia sie kilku specyficz-
nych cech grupy guanidynowej — poza posiadanym tadunkiem dodatnim jest ona
zdolna tworzy¢ wiazania wodorowe z wiecej niz jednym partnerem, a dodatkowo
plaski ksztalt grup guanidynowych umozliwia tworzenie dodatkowych oddziaty-
wan typu 7m-stacking (opisanych ponizej). [22] Pozwalaja one na umiejscowienie
kilku grup guanidynowych w jednym rejonie biatka, zapewniajac przeciwwage dla
odpychania elektrostatycznego miedzy jednoimiennymi tadunkami.

1.3.2 m-stacking

Najpowszechniej spotykanymi taricuchami bocznymi aminokwaséw na powierzch-
niach oddziatywania bialek sa reszty aromatyczne (gléwnie Trp, Phe i Tyr), ktére
tworza kontakty przez oddzialywania typu 7r-stacking. [12] Bardzo czesto stano-
wia one tzw. kluczowe punkty kontaktu (ang. hot spots), ktére odpowiadaja za
istotny wkiad do energii wiazania. [10] Oddziatujace ze soba reszty ustawiaja sie
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gléwnie w sposéb réwnolegly wzgledem siebie, co umozliwia efektywne naktada-
nie chmur elektronowych sprzezonych uktadéw atoméw o hybrydyzacji sp?. [23] W
przeciwienistwie do dalej omawianego efektu hydrofobowego, wklad tworzonych
kontaktéw typu 7-stacking do stabilizacji kompleksu dwéch molekut w przewaza-
jacym stopniu zalezy od sity ich oddziatywania ze soba, [24] ta za$ w fazie gazowej
niekiedy potrafi przewazy¢ nawet korzysci plynace z utworzenia wiazarh wodoro-
wych. [25]

1.3.3 Efekt hydrofobowy

W przypadku niearomatycznych reszt o charakterze niepolarnym znajdujacych sie
na interfejsie biatkowym, ich gtéwny wkiad do stabilizacji kompleksu biatkowego
wynika z tzw. efektu hydrofobowego. Sugeruje sie, ze wynika on ze wzrostu
entropii wysoce uporzadkowanych czasteczek wody znajdujacych sie w kontak-
cie z powierzchnia hydrofobowa biatka, ktére uwalniane sa w wyniku asocjacji
biatek. [26] W pierwszym przyblizeniu skala tego efektu jest proporcjonalna do
rozmiaru tworzonej powierzchni kontaktu miedzy niepolarnymi taricuchami bocz-
nymi. [27] Zatem im lepsze dopasowanie powierzchni rozpoznania do siebie pod
wzgledem ksztaltu, tym wieksza sita napedowa wiazania skojarzona z efektem hy-
drofobowym. Zjawisko to wykorzystywane jest w inzynierii biatek, gdzie w opar-
ciu o nie mozliwe jest zaprojektowanie powierzchni rozpoznania zlozonych ze sto-
sunkowo niewielkiej liczby aminokwaséw, ktére beda wykazywaly wysokie powi-
nowactwo wzgledem siebie, np. przy projektowaniu supramolekularnych struktur
typu coiled-coil. [28]

1.3.4 Komplementarne powierzchnie kontaktu w blonie

Biatka blonowe zawieraja w swojej strukturze domeny ztozone w zdecydowanej
wiekszo$ci z aminokwaséw o charakterze hydrofobowym, [29] ktére preferencyjne
lokalizuja sie w hydrofobowym rdzeniu btony. [30] Rozpoznanie miedzy tymi do-
menami zapewniaja powierzchnie o komplementarnych ksztattach, ktére umozli-
wiaja utworzenie mozliwie najwiekszej ilosci korzystnych oddziatywania dysper-
syjnych miedzy soba. [31] Jednym z przykltadéw takich powierzchni jest motyw
GxxxG (gdzie G oznacza glicyne, za$ x - dowolny inny aminokwas), ktéry obecny
jest powszechnie w sekwencjach blonowych a-helis. [32-35] Jako ze glicyna po-
siada wodér w miejscu faricucha bocznego, motyw ten tworzy gltadka powierzchnie
umozliwiajaca $cisty kontakt miedzy biatkami, a kontakt ten dodatkowo jest stabili-
zowany przez wiazania wodorowe tworzone pomiedzy atomami wegla Ca glicyn a
karbonylowymi atomami tlenu faficucha gléwnego biatek. [36, 37]

1.3.5 Niedopasowanie hydrofobowe

Poza specyficznym dopasowaniem powierzchni kontaktu, dodatkowa sita nape-
dowa tworzenia komplekséw biatkowych w blonie jest tzw. niedopasowanie hy-
drofobowe (ang. hydrophobic mismatch). Ma ono miejsce w sytuacji, kiedy wyste-
puje réznica miedzy gruboscia warstwy hydrofobowej blony a dlugoscia domeny
biatka osadzonej w tej btonie. [38] Skutkiem tego fragmenty hydrofobowe btony
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badz biatka zostaja wyeksponowane do wody, co jest niekorzystne termodynamicz-
nie. Blona zatem wykazuje tendencje do ograniczania obszaru hydrofobowego wy-
eksponowanego na kontakt z woda m.in. przez spychanie biatek na siebie. [39-41]
Mozna zatem traktowac ten efekt jako analogiczny do efektu hydrofobowego w wo-
dzie.

1.4 Techniki doswiadczalne dla badania oddzialywan
bialko-biatko

Bardzo duze zainteresowanie kontaktami miedzybiatkowymi zaowocowalo opra-
cowaniem szeregu metod do$wiadczalnych pozwalajacych na badanie oddziaty-
wan biatko-biatko na ré6znym poziomie szczegétowosci. [42] Wsréd nich mozemy
wyrézni¢ metody pozwalajace na jakoSciowa identyfikacje wystepowania kontaktu
miedzy biatkami, ilociowe oznaczenie ich wzajemnego powinowactwa, jak réw-
niez strukturalne, dzieki ktérym mozliwe jest wyznaczenie tréjwymiarowej struk-
tury tworzonych komplekséw biatek.

1.4.1 Techniki jakoSciowe

Wsr6d metod jakoSciowego oznaczania oddziatywan biatko-biatko mozna wyréznié
m.in.:

e Drozdzowy system dwuhybrydowy (Y2H) [43]

e Koimmunoprecypitacje biatek (Co-IP) oraz precypitacje komplekséw biatko-
wych (ang. pull-down) [44, 45]

e Techniki western blot i far western blot [46, 47]
e Spektrometrie mas (MS) [48]
e Spektroskopia dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS) [49]

e Spektroskopia niskokatowego rozpraszania promieniowania rentgenow-
skiego (SAXS) [50]

e Sieciowanie bialek (ang. cross-linking) przy pomocy odczynnikéw spinaja-
cych [51] badZ przy pomocy genetycznie wbudowanych aminokwaséw z resz-
tami fotoaktywnymi [52]

Pozwalaja one na oznaczenie samego faktu tworzenia kompleksu (Y2H, Co-IP, pull
down, oba warianty western blot) badZ na charakterystyke rozmiaru agregatéw
tworzonych przez biatka (MS, DLS, SAXS). W przeciwienistwie do wcze$niej wymie-
nionych metod, sieciowanie biatek pozwala na specyficzne wyprébkowanie reszt
wystepujacych w bezposrednim kontakcie ze soba. Cho¢ niekiedy metody te pro-
wadza do oznaczania niespecyficznych kontaktow, stanowia nieoceniona pomoc w
charakterystyce interfejséw biatkowych. [53]

1.4.2 Techniki iloSciowe

W przypadku technik ilosciowych do najpopularniejszych technik naleza:
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Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC) [54]

Izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC) [54, 55]

Pomiar rezonansu plazmonéw powierzchniowych (SPR) [56]

Transfer energii rezonansu fluorescencji (FRET) w kombinagcji z obrazowaniem
czas6éw zycia fluorescencji (FLIM) [57]

Dwie pierwsze techniki opieraja sie¢ o pomiar efektéw cieplnych zwiazanych z za-
chodzaca asocjacja dwéch biatek. W przypadku DSC wyniki uzyskuje sie w oparciu
0 pomiar zmiany termogramu dla kompleksu wzgledem izolowanych biatek, zas w
przypadku ITC poprzez bezposredni pomiar ciepta wydzielanego w wyniku doda-
wania kolejnych porcji jednego partnera wiazania do roztworu drugiego partnera.
Obie techniki pozwalaja zaréwno na wyznaczenie energii swobodnej wiazania, jak
rowniez zmian entalpii i entropii zwiazanych z procesem asocjacji. [54, 55] Szcze-
golnie powszechnie wykorzystywana celem wyznaczania parametréw termodyna-
micznych jest technika ITC, ktéra, cho¢ bardzo uzyteczna, ma pewne istotne wady:
chociazby bledy w przygotowywaniu roztworéw biatek o doktadnym mianie steze-
nia skutkuja duzymi bledami w wyznaczeniu wartosci entalpii asocjacji biatek, zas
te btedy dalej przenosza sie réwniez na obliczana wartoé¢ zmiany entropii.[58] Z tej
tez przyczyny nie jest to dobra metoda do wyznaczania powinowactwa dla bardzo
stabilnych komplekséw, dla ktérych stezenia roztworéw bialek wymagane do prze-
prowadzenia eksperymentu bylyby bardzo mate. W takich przypadkach DLC zwy-
kle pozwala na wiarygodne oszacowanie parametréw termodynamicznych przez
pomiar zmiany stabilnoéci termicznej kompleksu wzgledem monomeréw.

W przypadku techniki SPR dokonuje si¢ pomiaru zmiany wspélczynnika zatama-
nia $§wiatla na powierzchni badanej, gdzie jeden z partneréw wiazania jest immobi-
lizowany na tej powierzchni, za$ drugi dostarczany jest jako roztwér w przeptywie
ciagtym. W ramach pomiaru bada sie kolejno proces asocjacji partnera wiazania
do biatka zwiazanego z powierzchnia, nastepnie wystepujacy stan réwnowagi, i
finalnie dysocjacje partnera wprowadzajac w przeptywie wylacznie roztwér bufo-
rowy. [56] Mozna wiec z niego wyznaczy¢ zaréwno stala rownowagi wiazania, jak
réwniez state szybkosci asocjacji i dysocjacji.

Kombinacja technik FRET i FLIM réwniez pozwala na pomiar statej réwnowagi
poprzez bezposrednie wyznaczenie catkowitego stezenia dla kazdego z partneréw
wiazania z krzywych kalibracyjnych oraz stezenia kompleksu przez pomiar zaniku
fluorescengji. [57] Metoda ta jest o tyle atrakcyjna, Ze umozliwia pomiary powino-
wactwa biatek wzgledem siebie in vivo.

1.4.3 Strukturalne

Wsréd najpowszechniej stosowanych technik strukturalnych nalezy wyréznié:

e Spektroskopia podczerwieni (IR) [59]

Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD) [60]

Spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) [61]

Rentgenografia strukturalna [62]

Kriomikroskopia elektronowa (Cryo-EM) [63]
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Dwie pierwsze techniki spektroskopowe stosowane sa powszechnie przede wszyst-
kim do okreslania struktury drugorzedowej biatek, jednak same z siebie niosa jedy-
nie ograniczona informacje strukturalna. [59, 60] W przeciwieristwie do nich, tech-
niki NMR pozwalaja na pomiar przesunie¢ chemicznych atoméw o niezerowym spi-
nie jadrowym oraz stalych sprzezenia miedzy nimi. W oparciu o wielowymiarowe
techniki NMR mozliwe jest uzyskanie informacji zaréwno o wiazaniach tworzonych
miedzy atomami w czasteczce (np. HSQC [64]), jak réwniez o wystepowaniu ato-
moéw blisko siebie w przestrzeni (np. NOESY [65]), co pozwala na ustalenia pet-
nej struktury biatek badz ich kompleksow. Rozdzielczo$¢ rejestrowanych sygnatéw
ogranicza jednak zastosowania tej metody w wiekszosci przypadkéw do biatek o
umiarkowanie matej masie (do ok. 50 kDa). [66]

Rentgenografia strukturalna réwniez pozwala na scharakteryzowanie tréjwymiaro-
wej struktury biatek w oparciu o pomiar dyfrakcji promieniowania wysokoenerge-
tycznego zachodzacej na monokrysztale biatka. Technika ta pozwala w szczeg6l-
nych przypadkach na $ledzenie przebiegu reakcji chemicznych w biatkach, indu-
kowanych przy pomocy $wiatla ultrafioletowego. [67, 68] Gléwna wada tej metody
jest jednak konieczno$¢ otrzymania krysztatu biatka dla wyznaczenia jego struk-
tury. Dodatkowo, w niektérych przypadkach struktura biatka badz jego komplek-
sOw moze by¢ zaburzona przez kontakty tworzone w sieci krystalicznej, ktére nie
wystepuja w warunkach natywnych w roztworze. [69, 70]

Stosunkowo nowa technika strukturalna jest Cryo-EM, w ktdrej wiazka elektronéw
rozpraszana jest na bardzo cienkiej warstwie badanego materiatu - w przypadku
biatek najczeéciej jest to ich zamrozony roztwér wodny (schtodzony na tyle szybko,
by woda zachowata strukture amorficzna). W wyniku pomiaréw rozpraszanych
elektronéw zbiera sie serie dwuwymiarowych rzutéw gestosci elektronowej biatek,
z ktérych mozliwa jest rekonstrukcja peinej struktury biatka. Technika ta znaczaco
utatwia wyznaczanie struktury biatek btonowych, ktére mozna osadzi¢ w odpo-
wiednim detergencie. [71] Oprocz braku koniecznoéci otrzymywania struktur kry-
stalicznych, przewaga Cryo-EM nad krystalografia jest mozliwoé¢ scharakteryzo-
wania zestawu konformacji przyjmowanych przez biatka w roztworze oraz brak
tzw. problemu fazowego. [72] Technika zyskata w ostatnich latach tak duze uznanie,
iz jej autorzy otrzymali za niq nagrode Nobla w dziedzinie chemii w roku 2017. [73]

1.5 Metody obliczeniowe

Dzieki znaczacemu wzrostowi mocy obliczeniowej komputeréw na przestrzeni
ostatnich lat [74] metody modelowania komputerowego odgrywaja coraz wiek-
sza role w badaniu ukladéw biomakromolekularnych. Obecnie metody kompute-
rowe z powodzeniem pozwalaja na przewidywanie struktury biatek [75, 76], zmian
konformacyjnych [77, 78] oraz, w przypadku matych biatek, na badanie mechani-
zméw zwijania ich taricuchéw polipeptydowych, [79-81] dostarczajac molekularnej
interpretacji dla wynikéw otrzymywanych przez réznorodne techniki eksperymen-
talne. [82-84] Symulacje pelnoatomowej dynamiki molekularnej sa réwniez stoso-
wane do Sledzenia Sciezek tworzenia komplekséw dla matych domen biatkowych
badz miedzy soba, badz z DNA. [19, 85, 86] Sledzenie wiekszych ukltadéw moleku-
larnych do tej pory wymagato jednak rezygnacji z atomowej rozdzielczo$ci na rzecz
mniej szczegélowych metod opartych o uproszczone, gruboziarniste reprezentacje
makromolekut. [87-89]
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1.6 Wybrane przyklady oddzialywan biatko-biatko

W niniejszej pracy pokazuje, ze pelnoatomowy wariant symulacji dynamiki moleku-
larnej moze stuzy¢ zaréwno do przewidywania struktur komplekséw biatkowych,
jak réwniez dla scharakteryzowania sit napedowych lezacych u podstaw ich asocja-
¢ji. By wykazaé¢ uniwersalnoé¢ tych metod, do swoich symulacji wybratem uktady
rézniace sie znaczaco pod wzgledem specyficznosci oddziatywania biatko-biatko.
Pierwszym z wybranych ukladéw sa biatka opiekuricze nalezace do rodziny 70-
kDa (Hsp70), ktére oddziatuja z biatkami pomocniczymi nalezacymi do grupy bia-
fek z domena J (JDP). [90] Uktad ten jest wysoce interesujacy z przynajmniej trzech
powodoéw: jedna z nich jest powszechno$¢ wystepowania biatek Hsp70 w organi-
zmach zywych, zaréwno prokariontéw, jak i eukariontéw. [91] Druga przyczyna
jest mnogos¢ proceséw, ktore sa katalizowane przez biatka Hsp70: do najbardziej
znanych nalezy zwijanie biatek, jednak w zaleZnosci od wiqzanego partnera moga
one réwniez bra¢ udziat w modyfikacjach bialkowych czy translokacji biatek przez
btone. [92] Trzecia przyczyna jest konserwacja reszt bioracych aktywny udziat w cy-
klach katalitycznych tych biatek, zaréwno w przypadku biatka Hsp70, jak i wsp6t-
pracujacego z nim JDP. [93] Udziat tych reszt zostat juz wielokrotnie potwierdzony
na drodze eksperymentéw biochemicznych. [94] Mimo to, az do 2018 roku nie byta
znana struktura kompleksu podwdjnego biatka Hsp70 z biatkiem JDP, [95] a struk-
tura kompleksu potréjnego z substratem pozostaje nadal nierozwiazana. W ramach
tej czesci badan rozwaze dwa biatka Hsp70: bakteryjne biatko DnakK, katalizujace
wiekszos¢ typowych proceséw dla biatek Hsp70, oraz drozdzowe biatko Ssql, ktére
powstato w wyniku duplikacji mitochondrialnego homologa biatka DnaK znanego
u drozdzy jako Sscl oraz o ktérym wiadomo, ze wyspecjalizowalo sie wylacznie
do przenoszenia centréow zelazowo-siarkowych z miejsca ich syntezy w obrebie
biatka rusztowania Isul na biatka docelowe. Wyboér pierwszego biatka motywo-
wany jest dostepnoscia struktury wyznaczonej przy pomocy rentgenografii struktu-
ralnej zaréwno dla samego biatka DnaK, jak i dla kompleksu z domena J biatka JDP
DnaJ. Wybér drozdzowego biatka Ssql podyktowany byt mozliwoscia weryfikacji
doswiadczalnej hipotez stawianych w oparciu o metody komputerowe w ramach
wspoblpracy z zespolem prof. Marszatka z Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotech-
nologii Uniwersytetu Gdarskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Drugim rozwazanym przeze mnie przypadkiem kontaktéw biatko-biatko sa od-
dziatywania w ramach 4-helikalnej domeny 4HB biatka zuotyny. Biatko to be-
dace przedstawicielem biatek JDP, wspéttworzy kompleks zasocjowany z ryboso-
mem (ang. ribosome associated complex, RAC) spaja jednostki 60S i 40S rybo-
somu, [96] zas sama domena 4HB oddziatuje z podjednostka 40S. Poza asocjacja z ry-
bosomem, domena ta spetnia u czeéci drozdzy dodatkowa role — aktywuje czynnik
transkrypcyjny odpowiedzialny za ekspresje genéw indukujacych opornosé wielo-
lekowa. [97] Funkcja ta wymaga, by domena 4HB ulegta przynajmniej czeSciowemu
rozwinieciu, prowadzacemu do ekspozycji C-terminalnego korica tej domeny.[98]
W ramach tego systemu jest zatem mozliwe przeSledzenie zmian, jakie zachodzily
na C-terminalnym fragmencie 4HB celem przystosowania tej domeny do pelnienia
nowej funkgji oraz w jaki sposéb zmiany te wptywaty na sposéb oddzialywania
fragmentu C-koricowego z pozostala czescia 4HB.

Ostatnim z wybranych uktadéw jest enzym <y-sekretaza, ktéry przeprowadza we-
wnatrzblonowa proteolize biatek transblonowych typu pierwszego. [99] W prze-
ciwienistwie do specyficznego rozpoznania, wystepujacego w przypadku biatek
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Hsp70 z biatkami pomocniczymi JDP, dla v-sekretazy znanych jest przynajmniej
90 réznych substratéw, [100] wséréd ktérych dwoma najbardziej prominentnymi
przykltadami sa biatko Notch oraz prekursor polipeptydéw p-amyloidowych. Za-
burzone przetwarzanie biatka Notch lezy u podstaw rozwoju niektérych choréb
nowotworowych, [101] z kolei zaburzenia w proteolizie prekursora polipeptydéw
B-amyloidowych uwazane sa za podtoze rozwoju choroby Alzheimera. [102] Cho¢
enzym ten byl intensywnie badany przez ostatnich 20 lat, jego struktura zostata
rozwiazana dopiero w roku 2015 przy pomocy techniki kriomikroskopii elektro-
nowej. [103] W literaturze mozna znalez¢ zatem bardzo duzo danych biochemicz-
nych, ktére mozna zastosowac do weryfikacji wynikéw obliczeniowych. Ustalono,
ze dziatanie y-sekretazy w znaczacym stopniu zalezy od srodowiska lipidowego,
w ktérym sie ono znajduje. Wiadomo, ze zwiekszenie zawartosci cholesterolu w
btonie wzmaga intensywno$¢ proteolizy prowadzonej przez ten enzym. [104, 105]
Wyniki te doprowadzity nawet do préb zastosowania terapii choroby Alzheimera
opartej o statyny, ktore niestety zakonczyly sie fiaskiem. [106] Enzym ten stanowi
zatem ciekawy przyklad nie tylko ze wzgledu na jego istotna role w chorobie Al-
zheimera, ale réwniez ze wzgledu na bezposredni wplyw srodowiska lipidowego
na jego aktywnos¢.

1.6.1 Budowa i funkcje bialek rodziny HSP70

Nazwa biatka szoku cieplnego (ang. Heat Shock Protein) zostata nadana grupie
biatek, ktérych ekspresja wzrasta, gdy komorki poddawane sa warunkom streso-
wym, jak np. podwyzszona temperatura czy ciSnienie osmotyczne. [107] Hsp70 wy-
korzystuja energie uwalniana w wyniku hydrolizy ATP do cyklicznego wiazania
i uwalniania krétkich hydrofobowych fragmentéw faricuchéw innych bialek, ula-
twiajac w ten spos6b przeorganizowanie ich struktury drugorzedowej. [108] Dzieki
tej zdolnosci biatka Hsp70 biora udzial w wielu procesach komérkowych: zwiazane
z rybosomem posrednicza w zwijaniu nowo syntezowanych faficuchéw polipep-
tydowych, wspomagaja odzyskanie wlasciwej struktury przez czesciowo zdenatu-
rowane biatka, mediuja oddzialywania miedzy niektérymi biatkami czy napedzaja
transport taiicuchéw polipeptydowych przez btony biologiczne. [92, 109] Katalize
prowadzona przez biatka Hsp70 ukierunkowuje kazdorazowo jedno z wielu bia-
fek pomocniczych typu-J, wyspecjalizowanych dla kazdego z wymienionych proce-
sow. [110]

Biatka HSP70 zbudowane sa z dwéch domen (Rys. 1.2): domeny wiazacej substrat
(ang. Substrate Binding Domain, SBD) oraz domeny wiazacej nukleotyd (ang. Nuc-
leotide Binding Domain, NBD). SBD skfada sie z dwdch fragmentéw — SBD-«, zto-
zonego gltéwnie z alfa-helis, oraz SBD-f o strukturze p-beczki. Gdy substrat zostaje
zwiazany przez bialtko HSP70, fragment SBD-a zamyka sie nad substratem zwiaza-
nym do SBD-f, zmieniajac konformacje domeny na zamknieta oraz uniemozliwia-
jac oddysocjowanie polipeptydowego fragmentu. [111] Podobnie otwarcie domeny
wiaze sie z oddysocjowaniem fragmentu helikalnego SBD-«, uwalniajac zwiazany
fragment peptydowy oraz pozwalajac na kontynuacje cyklu katalitycznego.

Domena NBD swoja budowa przypomina heksokinazy, w ktérych cztery subdo-
meny biatka (IA, IB, ITA, IIB) ukladaja sie naokoto wneki wiazacej nukleotyd. [112]
Nukleotyd lokuje sie we wnece pomiedzy dwoma B-spinkami, na ktérych znajduje
sie treonina bioraca udzial w hydrolizie. Domeny te sa $ciSlej zasocjowane w przy-
padku zwiazania ATP. [113] W stanach ze zwiazanym ADP badz bez zwiazanego
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nukleotydu, ptat tworzony przez subdomeny IA i IB odchyla si¢ od drugiego plata,
skladajacego sie z subdomen ITA i IIB. [114]

Konformacja domeny SBD zalezna jest od rodzaju nukleotydu zwiazanego przez
NBD. Gdy w kieszeni wiazacej nukleotyd NBD wystepuje ATP, SBD-a wystepuje
gléwnie w formie zasocjowanej do NBD, zachowujac konformacje otwarta domeny
SBD. [113] Z kolei po hydrolizie ATP przez NBD enzym wystepuje w konformagji,
w ktérej NBD i SBD sa rozdysocjowane, a SBD przyjmuje konformacje zamknieta (z
SBD-a przykrywajacym kieszeri SBD- wiazaca substrat). [115]

Cykl katalityczny biatka Hsp70, oparty o allosteryczna komunikacje miedzy dome-
nami SBD i NBD, przedstawiony zostal na Rys. 1.3. [116] Jako pierwsze nastepuje
zwiazanie biatka typu-], ktére dostarcza substrat do SBD. Nastepnie ATP ulega hy-
drolizie, a biatko ] oddysocjowuje od kompleksu z Hsp70. Na tym etapie réwniez
nastepuje zamkniecie sie domeny SBD. Kolejnym krokiem jest wymiana nukleotydu
z ADP na ATP. W przypadku niektérych biatek Hsp70 ADP ulega samoistnemu
oddysocjowaniu, [117] jednak w wiekszo$ci przypadkéw wymiana ta jest stymulo-
wana przez dodatkowe biatko pomocnicze — czynnik wymiany nukleotydu. [118]
Koficowym etapem jest otwarcie SBD pod wplywem zwiazania ATP przez NBD, co

RYSUNEK 1.2: Budowa biatek rodziny Hsp70. Kolorem szarym zaza-
czono domene wiazaca nukleotyd, pomaraficzcowym — domene wia-
zaca substrat, za$ z6ttym B-ni¢ faczaca domeny (ang. linker).
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RYSUNEK 1.3: Cykl katalityczny biatka Hsp70. Schemat wziety z
pracy [116]

umozliwia rozpoczecie kolejnego cyklu wiazania substratu.

Szlak allosteryczny lezacy u podstaw komunikacji miedzy domenami SBD i NBD
nie jest znany, jednak do tej pory udalo sie zidentyfikowaé przynajmniej czes¢ reszt
bioracych w nim udziat. Wéréd nich, jedna z lepiej poznanych reszt jest arginina,
(Argl67 w bakteryjnym DnaK badz Arg207 w drozdzowym Ssql), ktéra znajduje
sie na NBD i oddziatuje bezpoérednio z SBD. [94] Mutant DnaK Argl67Ala hy-
drolizuje ATP z szybko$cia poréwnywalna do biatka dzikiego stymulowanego za-
réwno przez biatko typu-], jak i substrat. [113] Dodatkowo, réwniez w przypadku
podwojnego mutanta Argl67Cys Gly480Cys DnaK obserwowano podwyzszona in-
tensywno$¢ hydrolizy ATP wzgledem biatka dzikiego oraz biatko to nie podlegato
stymulacji przez obecnos¢ biatka JDP DnaJ. [113] Co jednak zaskakujace, utlenienie
tych reszt do wiazania disiarczkowego, cho¢ zapobiega pelnemu rozdysocjowaniu
domen NBD i SBD, prowadzito do poziomu stymulacji hydrolizy podobnej, jak w
przypadku mutanta Argl67Ala. [113] Wynik ten sugeruje, ze pelne rozdysocjowa-
nie domen biatka DnaK nie jest konieczne dla hydrolizy ATP, a wymagana jest raczej
zmiana interfejsu oddziatywania domen SBD i NBD.

Dotychczasowe wyniki sugeruja, ze stymulacja hydrolizy biatek Hsp70 poprzez
biatka typu-J opiera sie o oddzialywanie z wczes$niej wspomniana arginina. W przy-
padku biatek typu-] kluczowy dla ich aktywnosci stymulacyjnej jest motyw HPD,
wystepujacy miedzy helisami domeny J. Pokazano, iz mutacja ktérejkolwiek z reszt
motywu histydyna, prolina, kwas asparaginowy (HPD) drastycznie obniza aktyw-
noé¢ stymulacyjna biatka Dna]. [119] Co wiecej, pokazano, ze biatko Dna] z mu-
tacja Asp35Asn w obrebie motywu HPD stymuluje biatko DnaKk, jesli wprowadzi¢
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na nim mutacje Argl67His. [94] Podobnie, mutacje motywu HPD okazaty sie le-
talne dla Schizosaccharomyces pombe. [120] Ku zaskoczeniu jednak, w przypadku
wysoce wyspecjalizowanej pary biatka ] Jacl i biatka Hsp70 Ssql u Saccharomy-
ces cerevisiae, pojedyncze mutacje motywu HPD ostabiaty wzrost drozdzy, ale nie
byly letalne. [120] W tym przypadku obszarem dodatkowo odpowiedzialnym za
stymulowanie aktywno$ci biatka Hsp70 okazata sie helisa 2 domeny ], zawierajaca
cztery dodatnio natadowane reszty Lys i Arg. Otrzymana rentgenograficznie w 2018
roku struktura biatka DnaK w kompleksie z DnaJ pokazata, ze reszty Argl67 DnaK
i Asp35 DnaJ oddzialuja bezposrednio ze soba w krysztale. [95] Pozostaje jednak
niejasnym, w jaki sposéb to oddzialywanie wptywa na postep cyklu katalitycznego.

1.6.2 Budowa i funkcje biatka zuotyny

Biatko zuotyna nalezy do grupy biatek z domena J, ktére poprzez wspotprace z biat-
kami HSP70 ulatwiaja prawidlowe zwijanie nowo zsyntetyzowanych taticuchéw
polipeptydowych. [121] Wraz z biatkiem z rodziny HSP70 niezdolnym do hydro-
lizy ATP wspéttworzy ono kompleks zasocjowany z rybosomem (ang. ribosome
associated complex, RAC), ktéry funkcjonuje w zwijaniu nowo powstatych laricu-
choéw polipeptydowych. [122] RAC wiaze sie z zaréwno podjednostkami 60S jak i
40S rybosomu, [123] pozycjonujac homologiczna domene zuotyny (ang. zuotin ho-
mology domain, ZHD) w poblizu wyjscia kanatu podjednostki 60S rybosomu. [124]
Dzieki temu RAC, poprzez oddzialywanie ze swoim partnerem HSP70 (np. Ssbl
u drozdzy), lokalizuje go w bezposrednim sasiedztwie faricucha polipeptydowego
uwalnianego z rybosomu, utatwiajac jego zwijanie.[121]

Drozdzowe biatko zuotyna skiada sie kolejno z domeny N-koricowej, domeny J, do-
meny ZHD, natadowanego regionu oraz domeny 4HB. [125] W przypadku roslin,
zwierzat i pierwotniakéw, na C-koricu homologéw biatka zuotyny znajduja sie row-
niez domeny SANT, [126, 127] ktére odpowiadaja m.in. za oddzialywanie z chro-
matyna. [128] Pomimo réznic strukturalnych wiazanie zuotyny do rybosomu wy-
stepuje zaréwno u drozdzy, jak i u pozostalych gatunkéw, ktére na C-koricu posia-
daja domeny SANT. Co wiecej, wariant ludzki zuotyny z powodzeniem zastepowat
natywne biatko u drozdzy.[129] Struktura kompleksu rybosomu z RAC pokazuje,
ze RAC faczy sie z jednostka 40S rybosomu poprzez 4HB, [123] za$ badania bioche-
miczne wskazaly na istotna role dodatnio natadowanej helisy 1 4HB w tym rozpo-
Znaniu.

Poza oddzialywaniem z rybosomem, zuotyna pelni réwniez dodatkowe funkgcje,
m.in. moduluje oddzialywanie biatek z chromatyna. [130] W przypadku droz-
dzy, zuotyna aktywuje czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny za ekspresje ge-
néw indukujacych opornos¢ wielolekowa. [97] Za te aktywacje u Saccharomyceta-
ceae odpowiada 4HB, a dokladnie 13 reszt znajdujacych sie na jej C-terminalnym
koricu. [98] U drozdzy fragment ten tworzy nieustrukturyzowany taricuch wy-
chodzacy z helisy 4, ktéry asocjuje do szczeliny miedzy helisami 1,2 a 3 i 4 4HB
(Rys. 1.4). [98, 125] Dla aktywagji czynnika transkrypcyjnego nie wystarczy zatem,
by 4HB oddysocjowata od rybosomu. Dodatkowo musi réwniez ulec przynajmniej
czeSciowemu rozwinieciu, co umozliwi ekspozycje jej C-terminalnego fragmentu do
partnera wiazania. Oszacowana stabilno$¢ tej domeny u Saccharomyces cerevisiae
jest rzeczywiscie dos¢ niska — od okoto —1 do —2 kcal/mol. Mozna podejrzewac, ze
zachodzace zmiany ewolucyjnyne indukowaty zaré6wno przysposobienie 4HB do
oddziatywania z czynnikami aktywujacymi ekspresje, jak réwniez przyczynily sie
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RYSUNEK 1.4: Struktura 4HB organizméw drozdzowych (A Saccha-

romyces cerevisiae i B Chaetomium thermophilum) oraz C Homo sa-

piens. Kolorem niebieskim zaznaczono helise 1, odpowiadajaca za

wiazanie do rybosomu, za$ kolorem czerwonym 13 C-terminalnych
reszt wystajacych poza helise 4.

do jej czesciowej destabilizacji. Wykazywanie tendencji C-terminalnego korica do
zawijania sie do szczeliny miedzy helisami 4HB nie jest obserwowane w przypadku
biatka ludzkiego ani nie jest przewidywane w przypadku innych organizméw zwie-
rzecych.[131] Nasuwa to pytanie, czy C-terminalny koniec 4HB wplywa istotnie na
stabilnos¢ tej domeny w przypadku jej drozdzowych wariantéw.

1.6.3 Budowa i funkcje y-sekretazy

r-sekretaza jest enzymem blonowym bioracym udziat w procesach kontrolowanej
proteolizy wewnatrzblonowej. Na ten moment znanych jest przynajmniej 90 r6z-
nych substratéw tego enzymu, [100, 132] a do najbardziej rozpoznawanych naleza
biatka BCTF oraz Notch. BCTF jest bezposrednim prekursorem polipeptydéw f-
amyloidowych, ktérych nadmierna sekrecja prowadzi do rozwoju choroby Alzhe-
imera, dotykajacej okoto 10 % spoleczeristwa w wieku powyzej 65 lat. [133] Zabu-
rzenia w sygnalizacji Notch z kolei prowadza do rozwoju niektérych choréb nowo-
tworowych. [134]

r-sekretaza jest heterotetramerem zlozonym z 4 biatek: nikastryny, APH-1, PEN-
2 oraz preseniliny (Rys. 1.5). Presenilina, bedaca katalityczna podjednostka -
sekretazy, jest proteaza aspartylowa, zlozona z 9 transblonowych a-helis. Katali-
tyczne reszty asparaginianowe (Asp257 i Asp385) znajduja sie w obrebie helis 6 i
7 (Rys. 1.6). 7-sekretaza jest aktywowana w wyniku autoproteolizy dzielacej pre-
seniline na dwa fragmenty: N-koricowy, sktadajacy sie z pierwszych 6 helis, oraz
C-koricowy, ztozony z pozostalych 3 helis. Struktura krystaliczna przodka prese-
niliny (biatka PSH) pokazata, ze w stanie wolnym reszty aspartylowe znajduja sie
w znaczacej odlegtosci od siebie (6,7 A). [135] Sugeruje to, ze w presenilinie zmiana
konformacyjna umozliwiajaca proteolize powinna zachodzi¢ dopiero pod wptywem
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RYSUNEK 1.5: Struktura kompleksu y-sekretazy umieszczonego w
btonie lipidowej.

wiazania substratu. Dodatkowo, zaobserwowano, ze w 7y-sekretazie wystepuja dwa
miejsca wiazania substratu — wstepne oraz katalitycznie aktywne. [136] Miejsca te
ulokowane sq prawdopodobnie w nieznacznej odleglosci od siebie, [136] co suge-
ruje, Ze znajduja sie one w obrebie preseniliny. Dostep do centrum aktywnego en-
zymu kontrolowany jest przez szczeline miedzy helisami, zwana ,brama boczna”
(ang. lateral gate). [137]

Dotychczas sugerowano, iz za dostep do centrum aktywnego moze odpowiadac he-
lisa 9 preseniliny, ktéra wydawata sie takze wspoéttworzy¢ miejsce wstepnego wiaza-
nia substratu. [138] Wyniki otrzymane metoda kriomikroskopii elektronowej wska-
zuja jednak na duza dynamike konformacyjna helisy 2, ktéra najprawdopodobniej
wykazuje tendencje do oddysocjowywania od reszty kompleksu, otwierajac dostep
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RYSUNEK 1.6: Budowa preseniliny - katalitycznej jednostki -
sekretazy.

do centrum katalitycznego. [139] Otrzymana struktura wskazuje réwniez na istotna
role helisy 9 dla formowania kompleksu miedzy fragmentem C-terminalnym prese-
niliny a podjednostka APH-1. [103] Kaze to sadzi¢, iz helisa 9 moze raczej odpowia-
da¢ za odpowiednie usytuowanie obu tych podjednostek wzgledem siebie niz za
dostep substratu do centrum aktywnego enzymu. Zgodnie z ostatnio otrzymanymi
strukturami komplekséw y-sekretazy z substratami Notch i BCTF, [140, 141] dostep
do centrum katalitycznego od strony helis 6 i 9 ograniczony byltby przez bardzo
krotki tacznik miedzy helisami 5 i 6 preseniliny, co zdaje sie dodatkowo przema-
wiaé za wiazaniem substratéw przez enzym od strony helisy 2 i 6. Dostep do obu
proponowanych obszaréw, majacych kontrolowa¢ dostep do centrum aktywnego
enzymu, wymaga wstepnego zadokowania substratu w bezposrednim sasiedztwie
helisy 6.

O ile przyjmuje sie zwykle, ze podjednostki APH-1 i PEN-2 bioraq udziat w sta-
bilizacji i dojrzewaniu struktury preseniliny, [142] o tyle rola nikastryny pozostaje
niejasna. Nikastryna jest biatkiem transblonowym typu pierwszego, z pojedyncza
helisa transblonowa oraz z zaskakujaco duzym, globularnym fragmentem zewna-
trzkomoérkowym, ktéry stanowi okoto 45 % catkowitej masy y-sekretazy. Fragment
zewnatrzkomorkowy nikastryny sktada sie z dwoéch ,ptatéw” (ang. lobe): matego,
ulokowanego na N-koricu biatka oraz obejmujacego 5 helis oraz 10 B-nici, oraz du-
zego, znajdujacego sie pomiedzy matym ptatem a helisgq transbtonowa i obejmu-
jacego 12 helis oraz 14 B-nici. [143] W skiad matego plata wchodzi petla, ktéra
tworzy wieko ostaniajace potencjalna kieszefi wiazaca fragment N-terminalny sub-
stratu (Rys. 1.7). W oparciu o strukture homologéw nikastryny zasugerowano, iz
kieszer ta miataby by¢ odstaniana w wyniku obrotu ptatéw wzgledem hydrofobo-
wego trzpienia, znajdujacego sie w centralnym obszarze styku ptatéw. [143] Rola ni-
kastryny jako elementu rozpoznajacego substrat budzi jednak wciaz kontrowersje.
Wyniki koimmunoprecypitacji wskazuja bowiem, ze izolowany fragment zewnatrz-
komoérkowy nikastryny wykazuje tendencje do wiazania peptydowych substratéw
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r-sekretazy. [144] Szczegodlnie istotna dla tego wiazania wydaje sie by¢ wysoce za-
konserwowana reszta Glu333, ktéra miataby pomaga¢ w rozpoznaniu dodatnio na-
fadowanego N-terminalnego konica substratow. Pokazano, ze mutacje Glu333 do
alaniny inhibowaly aktywnos¢ y-sekretazy wzgledem substratéw przy zachowa-
niu aktywnosci katalitycznej samej preseniliny. Odpowiednio, usuniecie tadunku
dodatniego z N-korica biatka BCTF przez formylowanie réwniez hamowato proces
proteolizy. [144] Ostatnie wyniki biochemiczne wskazuja jednak, ze aktywnos¢ pro-
teolityczna 7y-sekretazy wzgledem C-terminalnego fragmentu biatka Notch jest nie-
zalezna od oddzialywania z jego N-koricem. [145] Co wiecej, modyfikacje tego sub-
stratu przez wydluzanie badz skracanie jego N-korica pozwalaty na odpowiednio
zmniejszenie badz zwiekszenie aktywnosci katalitycznej y-sekretazy, za$ usuniecie
wiazan disiarczkowych z zewnatrzkomérkowej domeny nikastryny w aktywnym
kompleksie utatwiato proteolize wydtuzonych fragmentéw biatka Notch. [145]

RYSUNEK 1.7: Struktura nikastryny. Na prawym panelu kolorem

z6ltym zaznaczono hydrofilowe reszty potencjalnej kieszeni wiaza-

cej substrat, kolorem czerwonym wieko ostaniajace te kieszen, za$

kolorem fioletowym reszte Asp333, sugerowana jako kluczowa dla
rozpoznania substratow.

Pozwolilo to na zaproponowanie alternatywnego mechanizmu, zgodnie z ktérym
nikastryna stanowi element wykluczajacy przestrzennie biatka o duzych domenach
zewnatrzkomorkowych, co zapobiegatoby ich proteolizie przez preseniline. [145]
Zgodnie z ta koncepgja, gléwnym motorem napedowym dla wiazania substratu jest
korzystne oddziatywanie transblonowych helis preseniliny z substratem peptydo-
wym.

Aktywnosc y-sekretazy silnie zalezy od srodowiska lipidowego, w ktérym sie znaj-
duje. Do tej pory pokazano, ze aktywnos¢ tego enzymu ro$nie wraz ze wzrostem
zawartosci cholesterolu w btonie. [104, 105] Usuniecie cholesterolu z btony komor-
kowej catkowicie hamowato aktywnos$é¢ enzymu. [104] Na tej podstawie zasugero-
wano, iz y-sekretaza lokalizuje sie w tzw. tratwach lipidowych - ciektych uporzad-
kowanych mikrodomenach btony, wzbogaconych w cholesterol i sfingolipidy. Co
wiecej, w przypadku biatek BCTF i Notch pokazano réwniez, ze wykazuja one spe-
cyficzne oddzialywania z cholesterolem, [146, 147] mogace preferencyjnie lokowaé
je w takich tratwach. Jednym z proponowanych mechanizméw stymulacji aktywno-
Sci y-sekretazy przez cholesterol miatoby by¢ $ciSlejsze zwiazanie N-terminalnych
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fragmentéw substratéw do blony, co zmniejszaloby ich ekspozycje na oddziatywa-
nia odpychajace z nikastryna. [145] Inne prace sugeruja bezposrednia role komplek-
sOw cholesterol-substrat w efektywnym wiazaniu do enzymu. [146] Mechanizmy te
jednak nie thumacza braku aktywnosci enzymu pod nieobecnos¢ cholesterolu.
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Rozdzial 2

Cele oraz zakres pracy

W ramach niniejszej pracy pokazuje, w jaki sposéb metody symulacji komputero-
wych moga pomdc w identyfikacji mechanizméw rozpoznania i wigzania pomie-
dzy biatkami. By uwypukli¢ uniwersalnos¢ tych metod, stosowane techniki zostaty
uzyte zaré6wno do badania ukladéw homogenicznych (biatka w roztworze wod-
nym), jak i heterogenicznych (biatka osadzone w dwuwarstwie lipidowej).

W przypadku bialek rodziny HSP70 planuje ustali¢ mechanizm rozpoznania po-
miedzy drozdzowym biatkiem Ssql a biatkiem pomocniczym Jacl. W pierwszej
czesci badan, opierajac sie 0 wczesniejsze analizy ewolucyjne [120] planuje zwery-
fikowa¢, czy dodatnio natadowanemu obszarowi domeny ] biatka Jacl odpowiada
komplementarny, ujemnie natladowany obszar na powierzchni biatka Ssql. Nastep-
nie sprawdze, czy te naladowane regiony moga stuzy¢ do utworzenia produktyw-
nego kompleksu. Niezaleznie, w oparciu o metody przeszukania przestrzeni kon-
figuracyjnej, scharakteryzuje wystepowanie ré6znych modéw wiazania kompleksu
Jacl-Ssql. Na zakoriczenie tej czeSci planuje oszacowa¢ wzajemne powinowactwo
biatek, a swoje przewidywania zweryfikuje poprzez scharakteryzowanie zmiany
powinowactwa biatka Jacl pod wptywem podwdjnej mutacji Arg37Ala Arg4lAla.
Dos$wiadczalnie pokazanu, ze taki mutant Jacl nie wiaze sie do Ssql.

W kolejnej czesci badan chce ustali¢ w jaki sposéb zwiazanie Jacl stymuluje po-
step cyklu katalitycznego Ssql. W tym celu chce ustali¢ w jaki sposéb zwiazanie
biatka Jacl wplywa na zmiane interfejsu oddziatywari miedzy domenami NBD i
SBD biatka Ssql ze szczeg6lnym uwzglednieniem roli motywu HPD w indukowa-
niu tej zmiany. By sprawdzi¢ czy wyniki uzyskane dla Ssql maja zastosowanie
dla innych przedstawicieli rodziny Hsp70, badania te powtérze réwniez dla kom-
pleksu biatka DnaK z domena | biatka Dna], ktérego struktura krystaliczna zostata
opublikowa trakcie realizacji tej pracy doktorskiej. [95] Na zwiericzenie tej czes$¢ ba-
dan, planuje zweryfikowaé hipotezy dotyczace roli biatek JDP w postepie cyklu ka-
talitycznego biatek HSP70 w oparciu o eksperymentalne dane mutagenezy biatek
HSP70. [113, 115, 148]

W ostatniej czedci poswieconej biatkom HSP sprébuje wyjasni¢, w jaki sposéb zwia-
zanie domeny ] przez HSP70 indukuje zmiane interfejsu NBD-SBD. Najpierw na
przykiadzie kompleksu DnaK-DnaJ zamierzam ustali¢, jaka role odgrywa aspa-
raginian nalezacy do motywu HPD w rozpoznaniu pomiedzy tymi biatkami. W
kolejnym kroku postaram sie scharakteryzowa¢ jakie elementy domeny DnaJ sa
konieczne dla zmiany interfejsu NBD-SBD. Sumarycznie, otrzymane wyniki po-
zwola na scharakteryzowanie roli biatek pomocniczych w cyklu katalitycznym bia-
fek HSP70.
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W ramach badan dotyczacych domeny 4HB zuotyny planuje sprawdzi¢, jakie
zmiany na C-terminalnym fragmencie 4HB umozliwity jej do pelnienie nowej funk-
¢ji. W tym celu na poczatku poréwnam réznice strukturalne domen 4HB pomiedzy
wariantem ludzkim a drozdzowym. Nastepnie, w oparciu o modele homologiczne
ancestralnych wariantéw 4HB przesdledze, w jaki sposéb zmienialy sie oddziatywa-
nia miedzy helisami domeny a jej C-terminalnym fragmentem. W kolejnym kroku
sprawdze, jak zmieniata sie stabilnos¢ 4HB w trakcie ewolucji oraz w jakim stopniu
zmieniat sie udziat C-terminalnego korica w stabilizacji domeny. Finalnie scharakte-
ryzuje dynamike konformacyjna 4HB Saccharomyces cerevisiae, u ktérych stymuluje
ona opornoé¢ wielolekowa.

W przypadku badan dotyczacych y-sekretazy planuje sprawdzié¢, w jaki sposéb sro-
dowisko lipidowe reguluje aktywno$¢ tego enzymu wobec biatka BCTF jako przy-
kltadowego substratu. W tym celu na poczatku zbadam, czy obecno$¢ choleste-
rolu wptywa na powinowactwo substratu do wstepnego miejsca wigzania enzymu
osadzonego w blonie ztozonej z dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC). Nastepnie
sprawdze, czy obserwowana réznica powinowactwa moze wynikac z niedopasowa-
nia hydrofobowego (ang. hydrophobic mismatch) [38] pomiedzy bfona a substratem
badz enzymem. Uzyskane wyniki pozwola na zaproponowanie roli cholesterolu w
rozpoznaniu substratow przez y-sekretaze.
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Rozdzial 3

Metody obliczeniowe

3.1 Elementy mechaniki statystycznej

Mechanike statystyczna stosuje sie do opisu ukladu skladajacego sie z wielu ciat
(czastek). Podstawowym postulatem mechaniki statystycznej jest takie samo praw-
dopodobienistwo wystepowania zdegenerowanych stanéw o tej samej energii (E),
objetosci (V) oraz liczbie czastek (N). Powyzszy postulat pozwala na zdefiniowanie
entropii jako miary liczby stanéw mikroskopowych uktadu (mikrostanéw) odpo-
wiadajacych makrostanowi okreslonemu przez wartoséci N, Vi E:

S(N,V,E) = kgInW(N, V, E) (3.1)

gdzie przez S(N,V,E) oznaczamy entropie danego makrostanu, kg oznacza stata
Boltzmanna, zas Q2(N,V, E) liczbe mikrostanéw realizujacych makrostan o zada-
nych parametrach N, V i E. Entropia jest funkcja charakterystyczna ukladu o statlej
warto$ci energii, objetosci i liczbie czastek, nazywanego zespotem mikrokanonicz-
nym. Odpowiada on sytuacji, w ktérej uklad jest izolowany od otoczenia (nie wy-
mienia z nim ani energii, ani liczby czastek).

Opierajac sie o powyzszy postulat, mozemy w nastepujacy sposéb zdefiniowaé
prawdopodobienistwo p; wystapienia stanu i (rozumianego jako arbitralny podzbiér
mikrostanéw w ramach zadanego makrostanu):

W W
PIZ W~ Tw

(3.2)

gdzie w; odpowiada liczbie mikrostanéw realizujacych zadany stan, zas W catkowi-
tej liczbie stanéw realizujacych zadany makrostan .

By zobrazowaé pojecie entropii, postuze sie przyktadem dwuwymiarowego pudta
zawierajacego N czasteczek gazu doskonatego (Rys.3.1 dla 10 czasteczek). Liczbe
mikrostanéw odpowiadajacych danemu podzieleniu czasteczek pomiedzy prawa i
lewa polowe pudta tak, by z wybranej strony znalazlo sie i czastek, mozemy wyzna-
czy¢ przy pomocy kombinacji bez powtdrzen:

N N!
o= (7) = v >
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RYSUNEK 3.1: Schematyczne przedstawienie dwuwymiarowego pu-
dia zawierajacego 10 czasteczek gazu doskonatego oraz liczby mi-
krostanéw odpowiadajace kolejnym sposobom roztozenia czasteczek

pomiedzy dwie strony pudta, wyznaczonym na podstawie réwnania
3.3.

Zgodnie z intuicja, najwieksze prawdopodobieristwa odpowiadaja stanom, w kt6-
rych czasteczki gazu rozmieszczone sa rownomiernie pomiedzy czesci obie pudia.
Stad stan o najwiekszej entropii mozemy uznac za najbardziej reprezentatywny dla
makrostanu o zadanych parametrach N,V i E.

Podobnie moglibySmy rozpatrze¢ zespét ztozony z W uktadéw realizujacych za-
dany makrostan na ktéry sktada sie j stanéw, z ktérych kazdemu odpowiada w;
mikrostanéw:

Wi
Q=—"_ (3.4)
wllwzl...w]-!

Korzystajac ze wzoru Stirlinga oraz definicji entropii réwn. 3.1, mozemy dalej wy-
znaczy¢ warto$¢ entropii dla zespotu W uktadow:

W!
— =~ kg(WInW - W — Inw; ;
wylwy!...w;! p(Win sz nwz+2wl) (3.5)
wj

= kB(Zwih’lW— Zwilnwi) = —kB(Zwiln W)

Sz :th’lQ :th’l

Powyzsze rozwiazanie w potaczeniu z réwn. 3.2 pozwala przedstawi¢ entropie po-
jedynczego uktadu jako:

S w; w;
S=15= ks ) yIngs = —ks Yopilnp (3.6)
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Otrzymane powyzej rozwiazanie moze postuzy¢ do wyznaczenia rozktadéw praw-
dopodobienistwa w innych zespotach statystycznych przy zatozeniu maksymalizacji
entropii zgodnie z druga zasada termodynamiki.

Sytuacji w ktérej uktad, przy zachowaniu statej objetosci oraz liczby czastek, moze
wymieniac¢ energie z otoczeniem odpowiada zesp6t kanoniczny (N, V, T). Warunek
réwnowagi termicznej z otoczeniem mozemy zapisa¢ w nastepujacy sposéb:

E=) eipi (3.7)

gdzie przez ¢; oznaczana jest energia danego stanu, przez p; prawdopodobieristwo
wystapienia tego stanu, za$ przez E $redniq energie ukltadu. Korzystajac z rownan
3.6,3.7 oraz 3.2 mozemy dalej zapisa¢ réwnanie funkcji pomocniczej pozwalajacej na
wyznaczenie prawdopodobieristwa wystapienia standw w zespole kanonicznym:

(D(pl) = —kB Epl 11’1 pz‘ + kB(X(l — Epl) + kB,B(E — 281']91') (38)

gdzie a i B sa mnoznikami Lagrange’a odpowiadajacymi za zachowanie ) p; = 1
oraz E = ) p;e; w trakcie optymalizacji. Ekstremum funkcji charakteryzowane jest
przez zerowanie sie jej pierwszych pochodnych czastkowych:

0= aq;;’:f) = —kp(pi+1) —kpa — Y —kppe; (3.9)

co pozwala zapisac:

pi = exp(—a — 1) exp(—pBe;) (3.10)

czlon exp(—oc -1) jest staly i mozna go potraktowac jako stala normalizacyjna, za$
B = k%T charakteryzuje otoczenie, z ktérym ukiad wymienia ciepto. Pozwala to
finalnie zapisa¢:

exp(—pei)
;= = exp(—pe; 3.11
Pi= Cexp(—pe) ~ O, v, 1) “PFE) G.11)
gdzie W jest funkcja rozkiadu dla zespotu kanonicznego. Znajomosé prawdo-

podobieristw poszczegdlnych mikrostanéw pozwala na wyznaczenie warto$ci $red-
niej dla dowolnej obserwabli:

B= ZPiBi (312)

Powyzsze réwnanie pozwala pokaza¢, ze funkcja charakterystyczna zespotu kano-
nicznego odpowiada energii swobodnej uktadu:
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A=U-TS=Y ¢ op(—pe) (_ ks Y expgﬁei) In eXP(—ﬁﬁi))

Q Q
—Z(s exp(—pe;) + kT exp(— 55i)(—,38i+1nl))
(3.13)
—Z(g exp(—pe;) + kpT exp(—Pei)(— BT+1n(12)>
= akBTInEZexp(—/Ssi) = —kgTInQ

Wyprowadzenie rozktadu prawdopodobieristwa dla innych zespoléw przeprowa-
dza sie analogicznie jak dla zespotu (N,V,T).

Powyzsze réwnania, cho¢ dajace solidne podwaliny teoretyczne pod opis ukltadéw
wielociatowych, rzadko kiedy sa bezposrednio stosowane ze wzgledu na trudnosci
zwiazane z wyznaczeniem prawdopodobieristw wystapienia wszystkich mikrosta-
néw. Z pomoca przychodzi tutaj hipoteza ergodyczna, ktéra méwi, ze usrednianie
warto$ci wyznaczanego parametru po zespole statystycznym B, moze zostac zasta-
pione przez uérednianie wartosci tego samego parametru po czasie B-:

T—00
Zalozenie to przyjmuje, ze po nieskoficzenie dlugim czasie trajektoria uktadu po-
winna przej$¢ przez wszystkie mikrostany danego makrostanu. W symulacjach
komputerowych wartosci $rednie przyblizane sa zwykle w nastepujacy sposéb:

i (3.15)

gdzie przez t oznaczono liczbe krokéw czasowych, a przez B; warto$¢ obserwabli w
danym momencie trajektorii ;.

3.2 Mechanika kwantowa a pola silowe

W nierelatywistycznej mechanice kwantowej ewolucje czasowa ukladu opisuje sie
przy pomocy rownania Schrodingera:

AY(r,t) = il¥(r,t) (3.16)

gdzie H oznacza operator energii catkowitej Hamiltona, zas W(r, t) funkcje falowa
ukladu zalezna od potozen czastek r oraz czasu t. W sytuacjach, w ktérych ope-
rator Hamiltona nie zalezy w sposéb jawny od czasu, powyzsze zagadnienie spro-
wadza sie do wyznaczenia warto$ci wlasnych, odpowiadajacych energii uktadu E;,
oraz odpowiadajacych im funkcji wlasnych ¥;, charakteryzujacych stan stacjonarny
ukladu:
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H‘Yi(i’) = Ei‘Pi(T) (3.17)

Niestety, powyzsze réwnanie daje sie rozwiaza¢ analitycznie w tylko nielicznych
przypadkach, jak np. czastka w pudle potencjatu, oscylator harmoniczny czy atom
wodoropodobny. Dla bardziej skomplikowanych uktadéw, takich jak czasteczki, ko-
niecznym jest przyjecie przynajmniej kilku uproszczeni. Pierwszym z nich jest tzw.
przyblizenie adiabatyczne: przyjmuje ono, ze elektrony bedace ponad 1800 razy 1zej-
sze od najmniejszego jadra atomowego sa w stanie w nieskoriczenie szybki sposéb
dostosowac sie do zmiany potozeni jader. Przyblizenie to pozwala na rozseparo-
wanie funkgji falowej calego uktadu na iloczyn funkgji falowych jader f(R) oraz
elektronéw ¥(r, R):

¥(R,r) ~ ¢i(rR)f(R) (3.18)

w réwnaniu tym funkcja falowa elektronéw ¢(r; R) zalezy jedynie parametrycznie
od potozenijader R. Powyzszy zabieg umozliwia zapisanie elektronowego réwnania
Schrodingera:

A, (R)y;(r;R) = E¢(R);(r; R) (3.19)

ktérego rozwiazanie, po zastosowaniu przyblizenia Borna-Oppenheimera zanie-
dbujacego tzw. poprawke diagonalna, umozliwia zapisanie réwnania Schrodingera
dla jader poruszajacych sie w potencjale E¢' otrzymanym w réwn. 3.19:

[Tou + EZ(R)]fi(R) = Ei(R) fi(R) (3.20)

Korzystajac dalej z twierdzenia Hellmana-Feynmana, méwiacego ze sily dziatajace
na jadra dane sa przez ich ujemny gradient energii potencjalnej:

)
F = ——E%(R,Ry,..,Ry), k=1,2,.,N (3.21)
OR;

otrzymujemy sily dzialajace na jadra w badanym ukladzie, przy pomocy ktérych
mozemy dalej propagowac ruch jader w klasyczny sposob. Takie podejscie stoso-
wane jest w wariancie Borna-Oppenheimera kwantowych symulacji dynamiki mo-
lekularnej. [149] Metoda ta pozwala np. na $ledzenie reakcji chemicznych w sto-
sunkowo matych ukladach. [150] Z racji na to, ze gtéwny wysitek obliczeniowy
zwiazany jest z wyznaczeniem potencjalu w ktérym poruszaja sie jadra, potencjat
ten przybliza sie za pomoca pola sitowego. Umozliwia to zaréwno znaczace wy-
dtuzenie przeprowadzanych symulacji (w wariancie pelnoatomowym w skrajnych
przypadkach czasy nawet ponad 1 ms [151]) oraz rozmiaréw symulowanego uktadu
(nawet 64 mIn atomoéw, jak w przypadku kapsydu HIV-1 [152]).
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3.3 Pole silowe

W klasycznych symulacjach dynamiki molekularnej potencjal dziatajacy na jadra
przybliza sie przy pomocy prostych, addytywnych wkiadéw, mozliwie wiernie od-
dajacych zachowanie rzeczywistego ukladu. Wkiady te skonstruowane sa w opar-
ciu proste modele matematyczne, takie jak np. prawo Hooke’a badZ potencjat
Lennarda-Jonesa. Postac¢ pola sitowego V(R) wyraza sie w nastepujacy sposob:

V(R) = Viond + Vung + Viors + Vimpr + Vetee + Voaw (3-22)

gdzie poszczegélne wklady opisuja energie potencjalna:
Vponda — odksztalcerr dlugosci wiazan
Ving — odksztatceri katéw ptaskich
Viors — odksztalcent katow torsyjnych
Vimpr — odksztalceni niewtasciwych katoéw torsyjnych
Velee —oddziatywan elektrostatycznych
Voaw —oddziatywan dyspersyjnych

Pierwsze cztery sktadowe pola nazywane sa cztonami wiazacymi, gdyz odpowia-
daja za modelowanie energii potencjalnej oddziatywan atoméw bezposrednio zwia-
zanych ze soba kowalencyjnie. Do ich opisu zwykle stosuje sie potencjaty dwu-, tréj-
i czterocialowe, ktére odpowiadaja kolejno dtugosci wiazan, katéw ptaskich oraz ka-
téw torsyjnych badz nieprawidlowych katow torsyjnych. Kolejne dwa cztony opi-
suja oddzialywania pomiedzy atomami, ktére nie tworza bezposrednio wiazan ko-
walencyjnych.

Zmiany energii potencjalnej ukltadu pod wptywem odksztalcenia dlugosci wiazan
badz katoéw ptaskich zwykle opisuje sie przy pomocy potencjalu harmonicznego:

1
Vion = 3 Ekéb?h C (3.23)

2
Vung - 22 ghz ghl - ghi)

gdzie przez k oznaczono wartosc statej sitowej, przez ry;, odlegtos¢ miedzy atomami
g 1ih, przez 0,4,; wartos¢ kata ptaskiego miedzy atomami g, h oraz i, za$ przez gérny
indeks ? oznaczono warto$¢ réwnowagowa. Potencjal harmoniczny dobrze oddaje
zachowanie dlugosci wiazan oraz wartosci katow w poblizu ich minimum energii
potencjalnej. Przeszacowuje jednak wartosci dla wiekszych odchyler od wartosci
réwnowagowej, przez co m. in. uniemozliwia zrywanie wigzan.

Kolejny wkiad opisuje zmiany energii potencjalnej zwiazane z obrotem wokét wia-
zan:

””P" Z 2 ghz] 1 + Cos(n(l)ghij - 472;”])) (3.24)
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gdzie k jest stala sitowa, ¢gpij 0znacza wartos¢ kata torsyjnego miedzy atomami g,
h, i oraz j, n liczbe miniméw przypadajacych na pelny obrét wokét wiazania, za$s
¢° onij Jest opcjonalnym czynnikiem fazowym. Poniewaz krzywa energii potencjalnej
wzgledem obrotu wokét wiazania moze wykazywaé minima o réznej gltebokosci,
dla doktadniejszego opisu obrotu czesto stosuje sie kombinacje kilku cztonéw o réz-
nych wartosciach n.

Ostatnim z czlonéw wiazacych jest potencjal opisujacy tzw. niewlasciwy kat tor-
syjny:

1.
Vimpr = Y, Ek;hij(gghij - Qghij)z (3.25)

gdzie k jest stata silowa, ¢ ¢hij 0Znacza wartos¢ niewlasciwego kata torsyjnego mie-
dzy atomami g, , i oraz j, za$ ¢° onij Wartos¢ rownowagowa. Stosowanie tego poten-
gjatlu zwykle ma na celu zachowanie planarnoéci ukladéw takich, jak np. atomy o
hybrydyzacji sp? badz hybrydyzacji sp® zawierajacych wolna pare elektronowa.

Oddzialywania dyspersyjne miedzy niezwiazanymi ze soba atomami modeluje sie
zwykle przy pomocy potencjatu Lennarda—Jonesa:

Voaw = Zzsz]<(;)u—2(:§)6> (3.26)

ij>i

gdzie wartos¢ ¢;; odpowiada za gtebokos¢ minimum energii potencjalnej, r;; 0znacza
odlegtoé¢ miedzy atomami i oraz j, za$ gérny indeks 1’% oznacza odleglo$¢ atomow
w minimum energii potencjalnej. Z racji tego, Ze energia oddziatywan w potencjale
Lennarda-Jonesa zanika z 6 potega, wklady do energii potencjalnej uktadu pocho-
dzace od atoméw znajdujacych sie w duzych odlegtosciach od siebie sa marginalne
i mozna je pominaé. Pozwala to na ograniczenie ztozonosci obliczeniowej, a dzieki
temu na przyspieszenie obliczer.

Drugi z wktadéw niewiazacych opisuje oddziatywania elektrostatyczne w oparciu
o prawo Coulomba:

Vi =331 (3.27)

T it 47tepe, rij

gdzie g; oraz i oznaczaja fadunki czastkowe atomu i oraz j, g9 przenikalnoé¢ die-
lektryczna prozni, ¢, przenikalnos¢ dielektryczna osrodka, za$ r;; odlegtos¢ miedzy
atomami i oraz j. Same fadunki czastkowe atomoéw sa sztucznym konstruktem —nie
maja Scisle odpowiadajacych im obserwabli fizycznych. Dopasowuje sie je tak, by
oddawaty potencjal elektrostatyczny w otoczeniu czasteczki. Oddzialywania elek-
trostatyczne zanikaja bardzo powoli (z pierwsza potega r), co wymaga uwzglednia-
nia wkladéw do energii potencjalnej pochodzacych od atoméw znajdujacych sie w
znacznych odleglosciach od siebie. W praktyce trudnos¢ te obchodzi sie w naste-
pujacy sposob: dla atoméw znajdujacych sie w bezposrednim sasiedztwie (w ob-
rebie tzw. promienia obciecia) wyznacza sie energie oddzialywan bezposrednio,
za$ dla atoméw wystepujacych w wiekszych odlegtosciach stosuje sie metode sum
Ewalda. [153] Pozwala to na zmniejszenie ztozonosci obliczeniowej, a dzieki temu
na przyspieszenie przeprowadzanych obliczen.
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3.4 Metody wzmocnionego prébkowania

Pomimo daleko idacych uproszczeni w ramach opisu uktadu przy pomocy pdl sito-
wych, obecne moce obliczeniowe komputeréw zwykle nie pozwalaja na uzyskanie
trajektorii o dtugosci umozliwiajacej cho¢ przyblizone odtworzenie funkcji rozktadu
przy pomocy konwencjonalnych symulacji. Z tej przyczyny opracowano szereg me-
tod tzw. wzmocnionego probkowania (ang. enhanced sampling), ktére ulatwiaja
pokonywanie barier energii swobodnej, a dzieki temu pozwalaja na bardziej precy-
zyjne odtworzenie stanu réwnowagowego uktadu.

3.4.1 Metody replik temperaturowych

Symulacje replik temperaturowych opieraja sie o réwnoleglte prowadzenie symula-
gji uktadu w zestawie r6znych temperatur (To, T1, T2, ..., Tn) przez okreslony okres
czasu, gdzie temperatury sa uporzadkowane od najnizszej Top do najwyzszej Ty. Po
tym okresie czasu podejmowana jest préba wymiany konfiguracji pomiedzy sasied-
nimi replikami:

(X, Em(Xim), T) = (X, Em(Xn), Tim)

(X, En(X), T) = (Xon, En(Xin), To) (3.28)

gdzie X,, oznacza konfiguracje, E,,(X;) energie potencjalna przy konfiguracji X,,,
za$ T,, temperature ukladu w replice m jeszcze przed zajSciem wymiany. Uktady
miedzy soba moga réznic sie nie tylko temperatura, ale réwniez funkcjami energii
potencjalnej. Réwnowagowe prawdopodobienistwo wystapienia takiego stanu w
replice temperaturowej m mozna zapisaé jako:

Poy = —— exp(—PmEn(Xn)) (3.29)

m

gdzie B, = ﬁ, za$ Qp, to konfiguracyjna funkcja podziatu dla repliki m. Wymiana
miedzy replikami jest akceptowania z zachowaniem warunku réwnowagi szczego-
fowej:

P (Xin), Pu(Xn), W(i = j) = Pu(Xn), Pu(Xm), W(i = j) (3.30)

gdzie W(i — j) odpowiada wymianie przedstawionej w rown.3.28, za§ W(i <+
j) wymianie w przeciwnym kierunku. Pozwala to na wyznaczenie proporcji dla
zajécia wymiany miedzy replikami w nastepujacy sposoéb:

W(i —

W< = exp(—ADum) (3.31)

~
~— | —

gdzie:

A = — B (Em(Xn) - Em(Xm)> — By (En(Xm) - En(Xn)> (3.32)
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dzieki czemu, stosujac kryterium Metropolisa, mozemy finalnie zapisa¢ szanse na
zajécie wymiany miedzy replikami:

<
W(i—j) = K A < 0 (3.33)
exp(_Anm), Anm > 0

Nastepnie proces wymian miedzy replikami powtarza sie co zadany wczeéniej okres
czasu. Najwyzsza temperature Ty dobiera sie tak, by uktad w tatwy sposéb przecho-
dzit miedzy barierami energii potencjalnej. Jako, ze ostatecznie uklady niskotem-
peraturowe powinny wymieni¢ sie z wysokotemperaturowymi, uklady niskotem-
peraturowe beda mogly przeskakiwa¢ miedzy basenami energii potencjalnej, ktére
rozdzielone sa przy pomocy wysokich barier.

Jednym z wariantéw symulacji replik temperaturowych sa repliki temperaturowe
z wygrzewaniem substancji rozpuszczonej (ang. replica exchange with solute tem-
pering), [154] w ktorych system symulacyjny dzieli sie na substancje rozpuszczona
p, np. biatko, oraz rozpuszczalnik w, np. wode. Energie potencjalna tego ukladu
mozna zapisa¢ w nastepujacy sposob:

EO(X) = EP(X) + Epw(X) + Ew(X) (3.34)

gdzie Eo(X), Ep(X), Epw(X) i Ex(X), to kolejno calkowita energia potencjalna,
energia potencjalna oddzialtywan wewnetrznych substancji rozpuszczonej, energia
oddziatywarn miedzy substancja rozpuszczona a rozpuszczalnikiem oraz energia
oddziatywan miedzy czasteczkami rozpuszczalnika. Takie rozdzielenie catkowi-
tej energii potencjalnej na czlony pozwala dalej na przeskalowanie kazdego z nich
osobno dla kazdej z replik w nastepujacy sposéb:

Ea(X) = By (%) + L PoE ) + B0 (335)

gdzie E,, to energia potencjalna repliki m, za$ B, = kg% Podstawienie réwn. 3.35

do réwn. 3.32 pozwala zapisac¢:

B = (B — ) ((Ep(X) + 3 Epo(X)) = (Bp(X0) + 5 Epa(X0)))  (3:36)

Jak mozna zauwazy¢, z powyzszego rownania zniknat czton E;, (X), ktéry stanowit
najwiekszy z wkladéw do energii potencjalnej uktadu. Powyzsze podejscie pozwala
zatem na istotne zwiekszenie prawdopodobieristwa wymian pomiedzy sasiaduja-
cymi replikami.

Powyzsza metoda, cho¢ bardzo atrakcyjna dla stosunkowo matych ukladéw, nie jest
pozbawiona wad: 1. w wielu przypadkach okazuje sie nadal niedostatecznie szybka
2. zwykle nie pozwala tez na szczeg6towy opis stanéw przejsciowych, jako ze zwy-
kle pojawiaja sie one jedynie w wyzszych replikach, ktére sa niefizyczne 3. pozwala
na opis termodynamiczny ukiadu, nie niesie z soba jednak informacji o kinetyce
badanego procesu (nastepuja przeskoki trajektorii w trakcie symulacji wynikajace
z wymian). W sytuacjach, w ktérych zainteresowanie skupione jest na konkretnej
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zmianie konformacyjnej, wykorzystuje sie metody oparte o wspétrzedne opisujace,
ktére przedstawilem ponize;.

3.4.2 Metadynamika

W przeciwieristwie do symulacji replik temperaturowych, symulacje metadyna-
miki skupiaja sie na reprezentatywnym wyprébkowaniu przestrzeni konformacyj-
nej wzdiuz wybranej wspéirzednej opisujacej. Wspéirzedna ta powinna by¢ wybie-
rana tak, by w uproszczony sposéb opisa¢ najwolniejsze ruchy wystepujace w bada-
nym systemie, takie jak np. otwieranie centrum katalitycznego enzymu czy tworze-
nie kompleksu przez pare bialek. Prowadzone symulacje maja na celu wyznaczenie
tzw. potencjatu Sredniej sity wzdluz wybranej wspéirzednej opisujacej, ktéry mozna
utozszamié z profilem energii swobodnej wzdluz tej wspotrzednej. [155] Potencjat
$redniej sitly mozemy zapisa¢ w nastepujacy sposob:

F= —kBTtlim In(N(s,t)) (3.37)
—00

gdzie N (s, t) jest histogramem zmiennej s uzyskanym w ramach nieskonczenie dtu-
giej, rownowagowej symulacji. W symulacjach metadynamiki ewolucja czasowa
systemu jest zaburzana przez dodatkowy, zalezny od historii trajektorii potencjat,
ktéry zlozony jest z sumy krzywych Gaussa deponowanych wzdtuz wybranych
wspolrzednych opisujacych [156]:

Velst) = Y wexp (_ 3~ (Si(R) - sl-<R<t'>>>2> (338)
t i=1

2
=0 i 201'

gdzie w opisuje szybkos¢ z jaka dodawany jest potencjat, d oznacza liczbe wsp6t-
rzednych opisujacych, S;(R) jest jedna z funkcji polozen zestawu atoméw R, a
o odchyleniem standardowym (nazywanym tez szerokoscia) dodawanej krzywej
Gaussa. Szybkosé¢ dodawania potencjalu mozna przedstawi¢ w nastepujacy sposob:

w=— (3.39)

gdzie W oznacza wysokos$¢ dodawanego potencjatu, za$ T okres, co ktéry dodawana
jest kolejna krzywa Gaussa do potengjatu V (s, ).

Metadynamika posiada kilka zasadniczych zalet: 1. pozwala na wyprébkowanie
rzadkich zdarzen dzieki wypychaniu systemu z lokalnego minimum energii swo-
bodnej, 2. umozliwia poszukiwanie nowych Sciezek reakgji, jako ze uktad wykazuje
tendencje do ucieczki z lokalnego minimum przez najnizsza bariere energii swo-
bodnej, 3. po odpowiednio dlugim czasie dodany potencjal stanowi oszacowanie
profilu energii swobodnej wzdiuz wspoétrzednej opisujacej:

Ve(s,t) = —F(S)+C (3.40)

gdzie C jest stala addytywna. Tutaj nalezy jednak zaznaczy¢, ze otrzymany poten-
cjat Vi nie uzbieznia sie z czasem do bezwzglednej wartosci profilu energii swobod-
nej (powiekszonego o stala), a oscyluje naokoto prawidtowej wartosci. Jednym ze
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sposobéw ominiecia powyzszej trudnosci jest skalowanie dodawanego potencjatu z
czasem, co mozna zapisa¢ w nastepujacy sposob:

V(s,t)
= — 41
W Woexp( kBAT) (3.41)
gdzie W jest poczatkowa wysokoscia dodawanego potencjatu, zas AT parametrem
o wymiarze temperatury. Wraz z postepem symulacji wysokos¢ dodawanego po-
tencjalu spada, zas parametr AT opisuje szybkos¢ tego spadku. W tym przypadku
potencjal uzbieznia sie do nastepujacego wyrazenia:

AT p S)+C (3.42)

VG(S,f — oo) = —m (

W miejsce parametru AT czesto podaje sie tzw. czynnik skalujacy potencjal (ang.
bias factor), ktéry ma nastepujaca postac:

_AT+T
T

(3.43)

jest on oszacowaniem, ilukrotnie zostana zmniejszone bariery energii swobodnej
przez dodany potencjat.

3.4.3 Umbrella sampling

Umbrella sampling to kolejna z metod polegajaca na wzmocnionym prébkowaniu
przestrzeni konformacyjnej wzdtuz wybranej wspétrzednej opisujacej. W ramach
tej metody przeprowadza sie serie symulacji w obecnosci dodatkowego, zewnetrz-
nego potencjatu V({), ktéry utrzymuje uktad w poblizu kolejnych wybranych war-
tosci wspotrzednej opisujacej ¢. Dzieki temu mozliwe jest reprezentatywne wyprob-
kowanie wysokoenergetycznych obszaréw przestrzeni konformacyjnej wzdtuz wy-
branej wspoétrzednej reakcji. W ramach kazdej z przeprowadzonych symulacji otrzy-
mujemy rozktad prawdopodobieristwa wystepowania uktadu wzdtuz wspétrzednej
{ zaburzony przez przylozony dodatkowy potencjat V({):

J8(Z(r) — ) exp (L0
Pie) = U(rgw(g)k - ) (3.44)
Jexp(—"57)

gdzie U(r) oznacza energie potencjalna uktadu, zas p, prawdopodobieristwo wy-
stapienia ukladu przy danej wartosci wspoéirzednej ¢ dla symulacji prowadzonych

wobec dodatkowego potencjatu. Jako, ze potencjat V() jest staty dla danej wartosci

wspolrzednej ¢, czlon exp ( —%) mozna w liczniku wylaczy¢ przed catke. Mno-

zac dalej licznik i mianownik przez sume statystyczna dla uktadu niezaburzonego
przez dodatkowy potencjat, otrzymujemy:
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oy 1360 -0 (4)w(48) _sor(-8)

fexp(-%) fexp( uy))

_ vy S -Dep(-52)  Jexp(-
“or(r) feXP(

ks T u0) % Jexp(—2C

[ exp —ugr)
- exp(— Zg?) X pu(Q) % fexp<(u(r+£/()€))

gdzie przez p,({) oznaczono rozktad prawdopodobieristwa dla niezaburzonego
systemu. Przeksztalcajac réwnanie 3.45, otrzymujemy posta¢ na niezaburzony roz-
kiad prawdopodobienistwa p, ({) wzgledem wspéirzednej g:

ex 1)) exp (48
= <o (12) L p<> ><> oo
eX TS

ostatni z czlonéw réwnania 3.46 jest rowny wartosci oczekiwanej dodanego poten-

©)

gjatu exp( T > po rozkladzie niezaburzonym i moze by¢ traktowany jako wkiad
do energii swobodnej uktadu w wyniku przylozenia dodatkowego potencjatu:

F= —kBT1n<exp<—Z£?)> (3.47)

Ostatecznie pozwala to zapisac:

pu(8) = pp(Q) % eXP<V(,2T_F> (3.48)

wartosci parametru F nie mozna otrzymacé bezposrednio z symulacji. Optymalizuje
si¢ je w ramach faczenia wynikéw z r6znych okien, np. metoda wazonych histogra-
moéw (ang. weighted histogram analysis method). [157]

3.5 Procedura symulacyjna

Symulacje prowadzone byly przy pomocy pakietu Gromacs 5.0.4 [158] w zespole
NPT z wykorzystaniem pola sitowego CHARMM36 [159] dla biatek i dla lipidow
oraz przy zastosowaniu modelu wody TIP3P. [160] Symulowane uklady btonowe
zostalty zbudowane przy pomocy serwera Charmm-Gui Membrane Builder. [161]
Dla systeméw zawierajacych biatka Hsp badZ domene 4HB temperatura uktadu
utrzymywana byta na poziomie 310K, zas w ukladach zawierajacych 7-sekretaze na
poziomie 320K przy pomocy termostatu Nose-Hoovera. [162] Ci$nienie byto utrzy-
mywane izotropowo dla uktadéw zawierajacych biatka Hsp badZ domene 4HB oraz
semi-izotropowo dla systeméw btonowych (oddzielnie dla XY i Z) na poziomie 1
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bara przy pomocy algorytmu Parrinello-Rahmana. [163] Ciagtos¢ symulowanego
srodowiska uzyskano przy zastosowaniu periodycznych warunkéw brzegowych.
Oddziatywania elektrostatyczne wyznaczane sa przy pomocy algorytmu PME z
promieniem obciecia wynoszacym 1.2nm. [153] Oddzialywania dyspersyjne wy-
znaczane byly z zastosowaniem promienia obciecia wynoszacym 1nm dla Hsp70
badz 1.2nm z zastosowaniem funkgcji przetaczajacej Force-Switch dla odlegtosci po-
wyzej 1nm dla ukladéw btonowych. Wigzania zawierajace atom wodoru usztyw-
niane byly przy pomocy algorytmu P-Lincs. [164] Réwnania ruchu catkowane byty
metoda Zabiego skoku Verleta dla kroku czasowego 2 fs. [165] Do symulacji dyna-
miki sterowanej, umbrella sampling [166], metadynamiki [167] oraz wymiany replik
temperaturowych [154] wykorzystano wtyczke Plumed 2.2. [168] Wizualizacje wy-
konano przy pomocy pakietu VMD. [169]

3.5.1 Procedury symulacyjne dla systeméw zawierajacych biatka HSP
Relaksacja struktury modelu homologicznego biatka Ssql

Celem zrelaksowania struktury homologicznego modelu biatka Ssql (przygotowa-
nej przez dr. Bartlomieja Tomiczka) przeprowadzitem symulacje o dtugosci 2ps
uktadu ztozonego z biatka Ssql ze zwiazanym kompleksem ATP zjonem Mg2+, sol-
watowanych przez 24354 czasteczek wody. Dodatkowo dodatem 65 kationéw po-
tasui79 anionéw chlorkowych celem zapewnienia fizjologicznej sily jonowej. Przez
pierwsze 200ns konformacja taficucha gléwnego biatka byla usztywniona, a ATP
wraz z jonem magnezu i jego otoczka solwatacyjna byty utrzymywane w kieszeni
wiazacej ATP celem zrelaksowania taficuchéw bocznych biatka. Rozktad potencjatu
elektrostatycznego wokoét biatka Ssql wyznaczylem jako $rednia z rozwiazan linio-
wego réwnania Poissona-Boltzmanna dla 100 klatek symulacji r6wnowagowej za-
pisywanych co 10ns z ostatniej 1 pus. Do rozwiazania liniowego réwnania Poissona-
Boltzmanna wykorzystatem program APBS [170] oraz wtyczke PDB2PQR [171].

Spontaniczne wiazanie bialka Jacl do bialka Ssq1l

Celem sprawdzenia, czy przy pomocy symulacji jesteSmy w stanie zaobserwowaé
zdarzenia samorzutnego wiazania biatka Jacl do biatka Ssql, przeprowadzitem ze-
staw 5 rownowagowych symulacji, w ktérych system zlozony byt z biatka Ssql
ze zwiazanym kompleksem ATP-Mg2+ oraz biatka Jacl odseparowanych od sie-
bie, solwatowanych przez 85113 czasteczek wody z dodatkowymi 287 jonami sodu
oraz 278 jonami chlorkowymi dla zapewnienia fizjologicznej sity jonowej roztworu.
Biatka byly wstepnie preorientowane tak, by taficuchy gléwne natadowanych ob-
szaroOw NBD Ssql (reszty 244-255 oraz 425-429) i helisy 2 Jacl (reszty 34—44) znajdo-
waly sie w odlegtosci okoto 3nm od siebie. Symulacje zostaty przerwane po 60ns,
gdy w 2 z 5 przypadkéw zaobserwowano spontaniczne utworzenie sie kompleksu
Jacl-Ssql.
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Symulacje umbrella sampling dla asocjacji bialka Jacl do biatka Ssq1l

W celu wyznaczenia profilu energii swobodnej asocjacji biatka Jacl do biatka Ssql,
wykorzystano metode hamiltonian replica exchange umbrella sampling.[166] Symu-
lacje stuzace do wyznaczania profilu energii swobodnej byly prowadzone na pod-
stawie struktur uzyskanych z trajektorii rownowagowych symulacji spontanicznego
wiazania biatka Jacl do biatka Ssql, opisanych powyzej. Jako wspoétrzedna reakcji
opisujaca proces wiazania wybrano odlegloé¢ pomiedzy taficuchami gtéwnymi na-
fadowanych obszaréw NBD Ssq1 (reszty 244-255 oraz 425-429) i helisy 2 Jac1 (reszty
34-44). Okna symulacyjne rozmieszczono w zakresie od 1.2nm do 1.7 nm co 0.1 nm,
a w zakresie od 1.7 nm do 4.2nm co 0.2 nm. By symulacje prowadzi¢ w sposéb efek-
tywny co do wykorzystania zasobéw obliczeniowych, obszary wymian podzielono
na dwie czesci — dla zakreséw odleglosci 1.2nm to 2.4nm oraz 2.442nm. State si-
fowe dobrano tak, by efektywnie probkowac obszar bezposredniego wiazania (cen-
tra potencjalu oraz odpowiadajace im stale sitowe przedstawione sa w Tab.3.1). W
przypadku symulacji przeprowadzonych dla wiazania mutanta R37A R41A klatki
startowe zostaly otrzymane przez zamiane reszt argininy na alanine w klatkach
startowych wykorzystanych do przeprowadzenia symulacji umbrella sampling dla
biatka dzikiego. Symulacje te byly prowadzone wedlug tego samego protokotu.
Lacznie dla kazdego okna otrzymano trajektorie o dltugosci 400ns, na podstawie
ktérych uzyskano profile energii swobodnej metoda wazonych histograméw,[157]
za$ niepewnoéci wyznaczono uwzgledniajac autokorelacje uzyskanych przebiegéw
czasowych wspoélrzednej.

TABLICA 3.1: Polozenia centréw potencjatu oraz odpowiadajace im

stale sitowe symulacji umbrella sampling dla asocjacji biatka Jacl do

Ssql. Przez c oznaczono potozenie centrum potencjatu, a przez k war-
tos¢ stalej sitowej

Blizsze odlegtosci Dalsze odlegtosci

lp. c¢[nm] k[kJmol'nm=2] |Lp c[nm] k[kJmol 'nm~2]
1 1.2 3000 1 24 1000
2 1.3 3500 2 2.6 1000
3 1.4 4000 3 2.8 1000
4 1.5 3000 4 24 1000
5 1.6 3000 5 3.2 1000
6 1.7 2500 6 34 500
7 1.8 2000 7 3.6 500
8 2.0 1500 8 3.8 500
9 2.2 1000 9 4.0 500
10 24 1000 10 4.2 500

Dokowanie molekularne i rownowagowe symulacje kompleksu Jac1-Ssql

W celu uzyskania reprezentatywnych struktur bialek Ssql z Jacl do dokowania mo-
lekularnego, na poczatku przeprowadzitem zestaw symulacji rownowagowych kaz-
dego z tych biatek. W celu uzyskania mozliwie réznorodnych konformacji obu bia-
tek, przeprowadzitem dla nich symulacje réwnowagowe w dwdéch réznych polach
siftowych: CHARMMS36 o diugosci odpowiednio 10 us dla Jacl i 2 ps dla Ssql, oraz
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AMBER99SB-ILDN o dtugosci 5ps dla Jacl i 2ps dla Ssql. Dla kazdej z tych tra-
jektorii przeprowadzitem klastrowanie przy pomocy programu gmx cluster z pro-
mieniem obciecia odpowiednio 0.35 nm dla Jacl oraz 0.7 nm dla Ssql, dzieki czemu
otrzymatem odpowiednio 12 réznych konformagji biatka Jacl oraz 7 dla Ssql. Dato
to facznie 84 pary konformeréw, ktdre zostaty nastepnie wykorzystane do dokowa-
nia molekularnego (przeprowadzonego przez dr. Bartlomeja Tomiczka). W wyniku
dokowania otrzymat on 8973 struktur komplekséw, ktére nastepnie poddat wstep-
nej selekcji w oparciu o 4 kryteria: najbardziej korzystna energia wiqzania, mini-
malna odlegtos¢ helisy 2 Jacl od NBD, minimalna odlegtos¢ helisy 3 Jacl od NBD
oraz minimalna odlegto$¢ domeny | Jacl od NBD. W kolejnym kroku poréwnat ze
soba otrzymane sposoby zwiazania a powtarzajace sie struktury usunieto, dzieki
czemu finalnie otrzymat 33 réznorodnych struktur kompleksu Jac1-Ssql. Dla kaz-
dej z tych struktur przeprowadzitem symulacje o dtugosci od 500 ns do 1.5 ps, ktore
pozwolily na dodatkowe przeszukanie mozliwych stanéw zwiazania biatka Jacl do
Ssql. Sumaryczna diugos¢ uzyskanych trajektorii wyniosta 25 ps. Nastepnie prze-
prowadzitem klastrowanie tych trajektorii przy pomocy progamu gmx cluster stosu-
jac algorytm single linkeage, w pierwszym kroku dopasowujac do siebie potozenie
fragmentéw domeny NBD odpowiedzialnego za wiazanie biatek z domena J, zas w
kolejnym klastrujac polozenia domeny J, przyjmujac promieni obciecia wynoszacy
18A pomiedzy ciezkimi atomami helis 2 i 3 domeny J.

Relaksacja konformacyjna petli biatka Jacl

Symulowany system ztoZzony byt z pojedynczej czasteczki biatka Jacl solwatowanej
przez 17241 czasteczek wody oraz z 50 kationdw potasu i 50 anionéw chlorkowych.
By scharakteryzowa¢ mozliwe stany konformacyjne petli HPD biatka Jacl, prze-
prowadzono zestaw 21 symulacji metadynamiki w wariancie well-tempered [172]
z wymiang replik (ang. bias-exchange metadynamics). [173] W 20 z tych symula-
qji potencjal przyktadany byt do jednego z katéw ¢ badz ¢ reszt 54-63 petli HPD.
Ostatnia symulacja prowadzona byta bez przyktadania dodatkowego potencjatu ce-
lem uzyskania trajektorii zawierajacej rownowagowa dystrybucje katéw torsyjnych.
Powyzszy zestaw symulacji prowadzono przez 400ns, co daje sumaryczna diu-
gos¢ uzyskanych trajektorii wynoszaca 8.4 ps. Dalej, by scharakteryzowac dostepne
stany konformacyjne, przeprowadzitlem analize gtéwnych sktadowych na trajektorii
zrzutowanej na przestrzen katow torsyjnych petli przy pomocy pakietu MSMbuil-
der. [174] Wyznaczone dwa pierwsze wektory wlasne, odpowiadajace dwém gtow-
nym ruchom konformacyjnym petli, wykorzystano dalej jako wspétrzedne opisu-
jace mape energii swobodnej petli. Dynamika petli w stanie zwiazanym Jacl do Ssql
zostata poréwnana przez zmapowanie struktury domeny J z najwiekszego klastra
otrzymanego w ramach sekcji "Dokowanie molekularne i r6wnowagowe symula-
cje kompleksu Jac1-Ssql"wyznaczone wektory wlasne uzyskane z analizy gtéwnych
skladowych wolnego biatka Jacl.

Symulacje 2D metadynamiki dla oddzialywania Arg207/167 z jej natywnymi kon-
taktami w biatku Ssq1/DnaK w obecnosci badZ pod nieobecno$¢ zwiazanego
biatka JDP

Mapy energii swobodnej dla zrywania kontaktéw kluczowej Arg ze swoimi partne-
rami na faczniku (Asp429 w Ssql, Asp393 w DnaK) i SBD-f (Asp517 w Ssql, Asp481
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w DnaK) wyznaczylem stosujac metadynamike w wariancie well-tempered. [172]
Jako wspétrzedne reakcji wybrano odleglos¢ miedzy guanidyna kluczowej z Arg,
a kazda z grup karboksylowych tworzacych natywny kontakt ze wspomniana Arg
(Asp429 i Asp517 dla Ssql, Asp393 i Asp481 dla DnaK). By usprawni¢ prébkowa-
nie powierzchni rozpinanej przez te wspéirzedne, zastosowalem metode multiple
walkers, [175] wybierajac klatki startowe z symulacji réwnowagowych komplek-
sow Ssql-Jacl oraz z dodatkowo przeprowadzonej réwnowagowej symulacji DnaK-
Dna] o diugosci 2pus. Dodatkowo, by ograniczy¢ rozmiar ukladu celem efektyw-
niejszego wyprébkowania przestrzeni konfiguracyjnej, domena SBD-« zostata skro-
cona do fragmentu bezposrednio oddziatujacego z domena NBD (przez usuniecie
reszt 570-657 dla Ssql i 535-602 dla DnaK). Czynnik skalujacy dodawany poten-
cjal (ang. bias factor) zostal ustalony na wartos¢ 15, a temperatura odniesienia na
310K. Potencjat w postaci krzywych Gaussa o szerokosci wynoszacej 0.04 nm oraz
poczatkowej wysokosci 0.1 k] mol~! dodawany byt co 10 ps. Sumaryczny czas prze-
prowadzonych symulacji wyniést 10 ps. Otrzymane mapy energii swobodnej byly
wyznaczone jako $rednia z 15 map wyznaczonych co 25ns z ostatnich 350 ns, by
zniwelowa¢ fluktuacje energii swobodne;j.

Symulacje 1D metadynamiki dla zmiany partneré6w wiazania Arg207 w biatku
Ssql oraz Arg167 w DnaK z natywnych na reszte Asp motywu HPD biatek JDP

Profile energii swobodnej dla zmiany partneréw wiazania Arg207 (Ssql) oraz
Argl67 (DnaK) z natywnych (Asp429 i Asp517 w Ssq oraz Asp393 oraz Asp481 w
DnaK) na reszte asparaginianowa motywu HPD wyznaczytem przy pomocy wa-
riantu well-tempered metadynamiki [172] w kombinacji z metoda multiple wal-
kers. [175] Jako wspélrzedna reakcji wybratem réznice pomiedzy odlegltoscia cen-
trum masy guanidyny reszty Arg207/Arg167 od reszt karboksylowych reszt Asp429
i Asp517 badz Asp393i Asp481 a odlegltoscia pomiedzy Arg207/Argl67 a grupa kar-
boksylowa Asp50 biatka Jacl badZ Asp35 DnaJ. Do symulacji wykorzystano te same
klatki startowe, co dla symulacji 2D metadynamiki z punktu wczeéniejszego. Czyn-
nik skalujacy dodawany potencjat (ang. bias factor) zostat ustalony na wartosc¢ 8, a
temperatura odniesienia na 310 K. Potencjat w postaci krzywych Gaussa o szeroko-
$ci wynoszacej 0.04 nm oraz poczatkowej wysokosci 0.06 k] mol~! dodawany byt co
10 ps. Sumaryczny czas przeprowadzonych symulacji wyniést 10 us. Dodatkowo,
by zawezi¢ badana przestrzen konfiguracyjna do stanu, w ktérym petla HPD orien-
tuje sie w poblizu kluczowej Arg, odleglosci pomiedzy resztq Arg207 Ssql a kazda z
Asp429 tacznika, Asp517 SBD i Asp50 biatka Jacl (analogicznie dla pary DnaK-Dna])
ograniczytem do wartosci 1.5 nm przy pomocy zewnetrznego potencjatu o wartosci
3000 k] mol~! nm~2. Finalne profile energii swobodnej otrzymane byly jako $rednia
z 8 profili wyznaczonych co 20 ns z ostatnich 140 ns, w celu zniwelowania fluktuacji
energii swobodnej.

Symulacje dynamiki sterowanej dla rozdysocjowania domen NBD i NBD-j bia-
lek Hsp70 w stanie wolnym i w kompleksie z biatkiem JDP

Jako wspétrzedna reakcji dla dysocjacji domeny SBD- od domeny NBD wybra-
fem odleglos¢ pomiedzy centrum masy atoméw Ca domeny SBD-f a centrum masy
atomoéw Ca fragmentéw NBD znajdujacych sie w bezposrednim kontakcie z SBD-
B (reszty 112-143 i 186-262 w przypadku Ssql oraz reszty 75-104 oraz 146-226 w
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przypadku DnaK). Za wyjatkiem pelnych wariantéw kompleksu Hsp70 z biatkiem
JDP, w przypadku przeprowadzanych symulacji zaréwno dynamiki sterowanej, jak
rowniez nastepczych symulacji umbrella sampling (punkt dalej) domena SBD-a zo-
stata catkowicie usunieta. Dla kazdego z rozwazanych przypadkéw (Ssql/DnaK
wolne badZz w kompleksie z biatkiem JDP) przeprowadzitem po dwie symulacje dy-
namiki sterowanej o dlugosci 500ns: w pierwszej odlegtos¢ miedzy centrami mas
byla zwiekszana ze stala predkoscia od odlegtosci 2.58 nm do 3.58 nm przy pomocy
$ciany potencjatu o stalej sitowej 2500 k] mol ! nm~2. W drugiej, potencjat o sta-
tej sitowej 2500 k] mol ! nm 2 przykladany byt do minimalnej odlegtosci pomiedzy
wytypowanymi wyzej grupami atoméw NBD i SBD-f, wyrazonej wzorem:

i—_ P (3.49)
Texp -

gdzie f jest parametrem dobieranym, przyjetym tutaj jako 8, a d;; jest odlegtoscia
miedzy atomem i NBD oraz atomem j SBD-B. W trakcie symulacji warto$¢ tego
parametru zmieniano ze stala predkoscia od 0.4nm do 1.4nm. W przypadku ana-
lizowanych mutantéw (dla Ssql: Arg207Asp; dla DnaK: Argl67Asp, Argl67Cys
Asp481Cys utleniony, kompleks z mutantem Asp35Ala biatka Dna]J, z helisa 2 badz
helisa 2 i petla HPD biatka DnaJ) procedura oddalania od siebie NBD i SBD-f zostata
poprzedzona krétka (200 ns) symulacja réwnowagowa.

Symulacje umbrella sampling dla rozdysocjowania domen NBD i NBD-j bialek
Hsp70 w stanie wolnym i w kompleksie z biatkiem JDP

Do wyznaczenia profili energii swobodnej dla dysocjacji domen NBD i SBD-g w bial-
kach HSP70 zastosowano metode hamiltonian replica exchange umbrella sampling.
Okna wybrano dla zakresu wspétrzednej od 2.5nm do 2.8nm co 0.1nm. Dla kaz-
dego z okien wygenerowano trajektorie o dtugosci 1ps. Profile energii swobodnej
otrzymatem metoda wazonych histograméw.[157] Niepewno$ci profili energii swo-
bodnej wyznaczylem uwzgledniajac autokorelacje przebiegéw czasowych wspot-
rzednej. Uzyskane trajektorie zostaly wykorzystane do wyznaczenia rozkladéw
prawdopodobienistwa wzdluz wspoétrzednych zdefiniowanych jako odlegtos¢ mie-
dzy centrami mas kazdej z subdomen IB, IA i IIA NBD a centrum masy SBD- badz
jako kat torsyjny miedzy subdomenami IB-IA-IIA-IIB NBD przewazonych zgodnie z
wagami exp(V;(r) — F;) /kpT, gdzie V;(r) oznacza wartos¢ przylozonego potencjatu
w danej klatce, za$ F; energie swobodna dodana do i-tego okna symulacji w wyniku
przylozenia dodatkowego potencjatu.

Analiza gtlé6wnych skladowych dla zmian w obrebie NBD biatka DnaK pod wply-
wem wymiany nukleotydu badz zwiazania domeny ] bialka Dna]

Wektory wlasne dla zmiany konformacyjnej NBD pod wplywem wymiany nukle-
otydu wyznaczylem na podstawie symulacji pelnego wariantu biatka DnaK w stanie
otwartym [113] oraz zamknietym [115] o dtugoéci 2 ps kazda. Do wyznaczenia wek-
toréw wilasnych z uzyskanych trajektorii wybralem taficuch gtéwny NBD (reszty
4-386). Wyznaczenie macierzy kowariancji, jej diagonalizacja oraz zrzutowanie tra-
jektorii na wektory wlasne przeprowadzono przy pomocy pakietu Gromacs (gmx
covar i gmx anaeig). [158] Nastepnie trajektoria o dtugosci 2 ps pelnego wariantu
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DnaK w kompleksie z domena ] biatka Dna] byta zrzutowana na otrzymany wyzej
pierwszy wyktor wiasny.

3.5.2 Budowa symulowanych ukladéw dla systeméw zawierajacych do-
mene 4HB

Réwnowagowe symulacje domeny 4HB oraz wyznaczanie wkladéw do rdzenia
hydrofobowego domeny

Symulowane uklady zlozone byly z pojedynczej kopii domeny 4HB solwatowanej
przez ok. 7000 czasteczek wody, z dodatkowo dodanymi kationami sodu i anionami
chlorkowymi do zapewnienia fizjologocznej sity jonowej. Struktury domen wziete
byly albo z bazy PDB (S. cerevisiae, [98] C. thermophilum, [125] ludzka [131]) badZ
przewidziane metoda modelowania homologicznego przeprowadzonego przez dr.
Barttomieja Tomiczka. Do wyznaczenia powierzchni fragmentéw hydrofobowych
domeny 4HB wspéttworzacych hydrofobowy rdzenn domeny, przeprowadzilem
réwnowagowe symulacje dynamiki molekularnej o dtugosci 1 ps dla struktur z bazy
PDB badz 1.8 us dla modeli homologicznych, dla ktérych do analiz bratlem ostat-
nie 1 ps trajektorii, traktujac pierwsze 800 ns wytacznie jako relaksacje modelu. Po-
wierzchnie reszt hydrofobowych fragmentéw domeny 4HB skladajace sie na rdzen
biatka wyznaczono przy pomocy programu g_sas pakietu Gromacs.[176] Wkiady
do catkowitej powierzchni hydrofobowej rdzenia wyznaczytem jako réznice mie-
dzy catkowita powierzchniq reszt hydrofobowych wybranych fragmentéw biatka
(patrz Tab. 3.2 i Tab. 3.3) a ich powierzchnia wyeksponowana do wody.

TABLICA 3.2: Definicje fragmentéw domeny 4HB dla struktur z bazy
PDB.

Zakresy reszt aminokwasowych

C. thermophilum  S. cerevisize human

Helisa 1 355-377 346-365 1-23
Helisa 2 378-398 366-388 2444
Helisa 3 399414 389-404 45-60
Helisa 4 415-435 405-422 61-78
C-term 436446 423-433 79-89

TABLICA 3.3: Definicje fragmentéw domeny 4HB dla modeli homo-
logicznych.

Zakresy reszt aminokwasowych
S. cerevisine AncA AncSC C.albicans AncP

Helisa 1 1-21 1-26 1-24 1-22 1-20
Helisa 2 2242 27-46  25-46 23-42 21-42
Helisa 3 43-56 47-61 47-61 43-56 43-57
Helisa 4 57-76 62-82 62-83 57-75 58-74
C-term 77-87 83-93 84-94 76-86 76-86
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Rozwijanie domeny 4HB przy pomocy symulacji dynamiki sterowanej

Wklady C-korica do stabilnosci domen 4HB byly oszacowane jako réznica miedzy
praca wymagana do mechanicznego rozwiniecia domeny 4HB o pelnej dlugosci a
praca wymagana do rozwiniecia domeny skréconej o 11 terminalnych reszt (AC-
term). Warto$¢ pracy koniecznej do rozwiniecia domen oszacowano przy pomocy
symulacji dynamiki sterowanej, w ktorej odleglos¢ miedzy centrami mas taricucha
gtéwnego Helis I-1I oraz III-IV (wspoéirzedna opisujaca rozwijanie domeny) byta
zwiekszana przy pomocy zewnetrznego harmonicznego potencjatu. Poczatkowe
konfiguracje dla symulacji dynamiki sterowanej brane byty z ostatnich 200ns sy-
mulacji réwnowagowych pelnych wariantéw domeny 4HB, za$ warianty AC-term
otrzymatem przez usuniecie 11 reszt C-konicowych oraz nastepcza minimalizacje
energii uktadu. Dla kazdego z ukladéw przeprowadzitem sze$¢ niezaleznych symu-
lacji rozwijania biatka o dtugosci 500 ns kazda, w trakcie ktérych centrum potencjatu
o stalej sitowej 2500 k] mol ! nm~2 bylo przesuwane ze stala predkoscia 0.04 nms™!
a wartoé¢ przykladanej sity zapisywana byta co 10 ps. Otrzymane krzywe przytozo-
nej sity wzgledem rozciagniecia domen wzdtuz wspoélrzednej opisujacej rozwijanie
domeny otrzymatem przez usrednienie zmierzonych sit otrzymanych w kazdej z 6
niezaleznych symulacji dla przedzialéw o szerokosci 0.08 nm wzgledem wspétrzed-
nej opisujacej. Niepewnosci przedstawione dla krzywych przylozonej sity wzgle-
dem rozciagniecia wyznaczytem jako btad standardowy Sredniej. Prace rozwijania
domeny wyznaczylem catkujac krzywe przylozonej sity wzdiuz wspétrzednej roz-
wijania domeny:.

Symulacje replik temperaturowych domeny 4HB S. cerevisiae

Symulacje replik temperaturowych domeny 4HB S. cerevisiae przeprowadzitem w
wariancie solute tempering, gdzie jako element wygrzewany ukladu wybratem cata
domene 4HB. Symulacje prowadzilem w 11 replikach, ktére obejmowaty zakres tem-
peratur od 310K do 466K tak, by szansa na wymiane miedzy kazdym z sasiaduja-
cych okien wynosita 20 %. Topologie symulowanych uktadéw przygotowatem przy
pomocy skryptu solute_tepmering.py, dostepnego w repozytorium gitlab naszego
zespotu (https:/ /gitlab.com/KomBioMol). Dla kazdej z replik uzyskatem trajekto-
rie o dlugosci 1.75 ps, co daje facznie ponad 19 ps symulacji wzmocnionego prob-
kowania przestrzeni konfiguracyjnej biatka. Stany konformacyjne domeny 4HB zi-
dentyfikowalem, przeprowadzajac klastrowanie struktur tanicucha gtéwnego biatka
uzyskanych dla najnizszej repliki temperaturowej przy pomocy programu gmx clu-
ster pakietu Gromacs, strosujac promier obciecia réwny 0.25 nm.

Wyznaczanie energii swobodnej wypetlania C-korica domeny 4HB S. cerevisiae

Profile energii swobodnej dla wypetlania C-terminalnego fragmentu domeny 4HB
S. cerevisiae od pelnego fragmentu helikalnego domeny badz fragmentu pozbawio-
nego helisy 1 (reszt 346-365) wyznaczylem przy pomocy symulacji metadynamiki
w wariancie well-tempered. [172] Jako wspoétrzedna opisujaca proces wybratem od-
leglos¢ miedzy centrum masy taricucha gléwnego 6 C-terminalnych reszt domeny
a centrum masy laricucha gtéwnego helis 2 i 4 (reszty 374-387 oraz 406—420). Jako
warto$¢ czynnika skalujacy potencjal przyjatem 6, za$ jako temperature odniesienia
310K. Potencjal w postaci krzywych Gaussa o szerokosci 0.04 nm oraz poczatkowej
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wysokosci 0.04 kJ mol~! dodawany byt co 10ps. W obu przypadkach przeprowa-
dzitem symulacje o dtugosci 1 ps.

3.5.3 Budowa symulowanych ukladéw dla systeméw zawierajacych -
sekretaze

Symulacje dynamiki sterowanej dla podejscia substratu do wstepnego miejsca
wiazania y-sekretazy

Uklady symulacyjne skiadaty sie z czesci transbtonowej y-sekretazy (usunieto frag-
ment zewnatrzkomérkowy nikastryny zlozony z reszt 1-662) oraz domeny transbo-
nowej (reszty 695-728) biatka BCTF, umieszczonych w btonie ztozonej z 192 czaste-
czek DPPC i 128 czasteczek cholesterolu jako modelu tratwy lipidowej badZz 192 cza-
steczek wody dla czystej blony DPPC, solwatowanych przez 23470 czasteczek wody,
dodatkowo z 65 kationami potasu i 79 anionami chlorkowymi. By uzyska¢ dtuzsze
trajektorie, a dzieki temu lepiej uzbieznione profile energii swobodnej, usunatem ze-
wnatrzkomérkowa domene nikastryny, ktéra nie wptywa w istotny sposéb na dyna-
mike konformacyjna czeéci transbtonowej enzymu. [177] W ramach prowadzonych
symulacji usunatem réwniez N-terminalny fragment SCTF, ktéry nie jest konieczny
dla efektywnego wiazania substratu do y-sekretazy, [145] za$ jego obecnosé pro-
wadzita do oddziatywan artefaktowych wynikajacych z nieobecnosci domeny ze-
wnatrzkomoérkowej nikastryny. Zblizanie substratu do wstepnego miejsca wiazania
r-sekretazy prowadzone byto w ramach symulacji dynamiki sterowanej, dla ktorej
jako wspélrzedna opisujaca przyjatem odleglosé w ptaszczyzZnie xy miedzy centrum
masy wybranego fragmentu transbfonowego substratu (reszty 706-718) a centrum
mas helis 6 i 9 preseniliny (reszty 242-262 oraz 430-451). Dodatkowo, w trakcie
symulacji dynamiki sterowanej usztywnitem konformacje taricuchéw gtéwnych za-
réwno substratu jak i helis 6 i 9, przykladajac do kazdej z nich potencjal na wartosé
RMSD wzgledem struktury poczatkowej o wartosci 500 k] mol~! nm~2. Prowadzac
symulacje ten sposéb w ciagu 200 ns zblizylem substrat do miejsca wstepnego wia-
zania z odlegtosci 2.5nm do odleglosci 1 nm przy pomocy zewnetrznego potencjatu
o wartosci 5000 k] mol~! nm 2.

Uklad symulacje podejscia substratu do y-sekretazy w btonie SOPC zloZone byty z
pojedynczej repliki fragmentu btonowego y-sekretazy oraz biatka BCTF osadzonych
btonie sktadajacej sie 274 czasteczek SOPC solwatowanych przez 19921 czasteczek
wody. Dodatkowo dodano 54 kationéw potasu i 68 anionéw chlorkowych w celu
zapewnienia fizjologicznej sity jonowej. W przypadku symulacji blony SOPC o gru-
bosci odpowiadajacej modelowi tratwy lipidowej, atomy fosforu kazdego z listkow
blony utrzymywane byly w odlegltosci 2.26 nm od centrum masy wszystkich ato-
moéw fosforu wzgledem normalnej btony przy pomocy zewnetrznego potencjatu o

warto$ci 8000 k] mol ! nm—2.

Symulacje umbrella sampling z wymiana replik dla podejscia substratu w po-
blize centrum katalitycznego

Zakres wspotrzednej, wzgledem ktérej prowadzitem symulacje dynamiki sterowa-
nej, podzielilem na 14 okien rozmieszczonych co 0.1 nm dla odlegtosSci miedzy 1 nm
a2.3nm. Przeprowadzone symulacje umbrella sampling trwaty po 1 ps dla ukladéw
zawierajacych btony SOPC oraz 1.5 ps dla uktadéw zawierajacych btone DPPC badz
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model tratwy. W trakcie tych symulacji odlegtos¢ miedzy centrami mas utrzymy-
wana byta przy pomocy zewnetrznego potencjatu o wartosci 3500 k] mol~! nm—2.
Profile energii swobodnej otrzymatem metoda wazonych histograméw.[157] Nie-
pewnosci profili energii swobodnej wyznaczano uwzgledniajac autokorelacje prze-
biegéw czasowych wspétrzednej. Rozklad grubosci blon wyznaczono przy pomocy

programu g_lomepro. [178]
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Rozdzial 4

Wyniki i dyskusja

4.1 Oddzialywanie bialek HSP70 z biatkami pomocniczymi
JDP

4.1.1 Tworzenie kompleksu Jac1-Ssql jest napedzane przez oddzialywa-
nia elektrostatyczne

RYSUNEK 4.1: Izopowierzchnie potencjatu elektrostatycznego o war-

tosci 2 kpT naokoto biatka Jacl (A) oraz Ssql (B). C schematyczne

przedstawienie wstepnego utozenia biatek Ssql i Jacl wzgledem sie-

bie w symulacjach spontanicznego tworzenia kompleksu oraz struk-
tura otrzymanego kompleksu.

Jak pokazano w pracy [120], w trakcie koewolucji z biatkiem Ssql, na Jacl zostat
utworzony dodatnio natadowany obszar w obrebie helisy 2 domeny J (Rys. 4.1). Na
tej podstawie zatozylisSmy, iz w tym samym procesie na Ssql powinien pojawié sie
komplementarny obszar o duzym zgrupowaniu tadunku ujemnego. By sprawdzié
te hipoteze, w pierwszej kolejnosci przeprowadzitem symulacje réwnowagowe o
dtugosci 2 ps dla modelu homologicznego biatka Ssql, ktéry otrzymatem od dr.
Barttomieja Tomiczka. Na jej podstawie wyznaczylem usredniony rozktad poten-
cjatu elektrostatycznego wokot biatka Ssql, ktéry pozwolit na zidentyfikowanie sil-
nie ujemnie natadowanego obszaru zlokalizowanego na B-niciach ptata IIA domeny
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NBD, znajdujacego sie w bezposrednim sasiedztwie powierzchni kontaktu NBD-
SBD (Rys. 4.1).
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RYSUNEK 4.2: Profile energii swobodnej dla tworzenia kompleksu
przez biatko Ssql z typem dzikim Jac1 (czarny) badz podwéjnym mu-
tantem Jacl Arg37Ala Arg41Ala (niebieski).

Zachecony powyzszym wynikiem postanowilem sprawdzié, czy naladowane ob-
szary obserwowane zaréwno na Ssql jak i Jacl odpowiadaja za rozpoznanie mie-
dzy tymi biatkami. W tym celu przeprowadzitem 5 niezaleznych symulacji kon-
wencjonalnej dynamiki molekularnej, w ktérych rozseparowane biatka ustawitem
wzgledem siebie tak, by naladowane powierzchnie Ssql i Jacl, zwrdcone ku sobie,
znajdowaly sie w odlegltosci okoto 3nm (Rys. 4.1). Symulacje zostaty przerwane po
ok. 60ns, gdy w az dwoch z nich zaobserowano spontaniczne powstanie kompleksu
Ssql-Jacl. W obu tych przypadkach proces wiazania Jacl do Ssql trwat mniej niz
10ns i przebiegal najpierw przez przejSciowe utworzenie kontaktéw miedzy helisa
3 domeny ] a domena SBD-B, po ktérym helisa 2 biatka Jacl dokowata przez swoje
dodatnio naladowane reszty do ujemnie natadowanego obszaru w obrebie S-kartek
platu IIA NBD. W ostatnim kroku petla zawierajaca motyw HPD rozciagata sie nad
obszarem, w ktérym znajduje sie facznik domen NBD i SBD, siegajac az do plata IA
NBD. W obu przypadkach kompleks pozostat stabilny od momentu utworzenia do
konica symulacji. Szybkos¢, z jaka Jacl dokowatl do miejsca zwiazania na Ssql jest
zgodna z hipoteza, Ze za rozpoznanie miedzy tymi biatkami odpowiadaja daleko-
zasiegowe oddziatywania elektrostatyczne.

By ilosciowo scharakteryzowa¢ proces wiazania Jacl do Ssql, wyznaczylem pro-
fil energii swobodnej dla tworzenia kompleksu Jacl-Ssql. W tym celu przeprowa-
dzitem serie symulagji typu umbrella sampling (US), [166] przyjmujac jako wspot-
rzedna opisujaca odlegtos¢ miedzy centrami mas tanicuchéw gtéwnych natadowa-
nych obszaréw Jacl (reszty 34-44) oraz Ssql (reszty 244-255 oraz 425-429). Profil
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Jacl (wt) Jacl Arg37Ala Arg41Ala

RYSUNEK 4.3: Izopowierzchnie potencjatu elektrostatycznego o war-
tosci 2 kgT naokoto szczepu dzikiego biatka Jacl (lewy) oraz podwj-
nego mutanta Arg37Ala Arg4lAla (prawy)

energii swobodnej tworzenia kompleksu Jac1-Ssql (Rys. 4.2) w przypadku typu dzi-
kiego biatka Jacl wykazuje glebokie minimum energii swobodnej dla stanu zaso-
cjowanego biatek (warto$¢ wspoétrzednej opisujacej <1.8nm). Dodatnie nachylenie
profilu energii swobodnej siega az do odleglosci 3.5nm miedzy domenami, co do-
datkowo wskazuje na dominujaca role oddzialywan elektrostatycznych w tworze-
niu kompleksu Jacl-Ssql. Aby zweryfikowaé role dodatnio naladowanego obszaru
w obrebie helisy 2 Jacl w wiazaniu do sugerowanego miejsca rozpoznania na Ssql,
powtdrzylem obliczenia US dla podwdéjnego mutanta Jacl Arg37Ala Arg41Ala. Po-
dwoéjna mutacja Arg37Ala i Argd1Ala w znaczacym stopniu redukuje warto$¢ po-
tencjatu elektrostatycznego na powierzchni helisy 2 Jacl (Rys. 4.2). Mutant ten nie
tworzy tez kompleksu z Ssql, co potwierdzono na drodze do$wiadczalnej (wyniki
nie publikowane). Przeciwnie niz w przypadku typu dzikiego Jacl, dla podwdéj-
nego mutanta Jacl Arg37Ala Arg41Ala na profilu energii swobodnej nie jest obser-
wowane minimum dla stanu zwiazanego Jacl z Ssql (Rys. 4.2). Wynik ten $wiadczy
o zniesieniu powinowactwa Jacl do Ssql pod wplywem mutagji, co jeszcze raz pod-
kresla role naladowanych reszt w rozpoznaniu i wiazaniu sie tych biatek.

4.1.2 Kompleks Jacl-Ssql wykazuje jeden glé6wny spos6b wiazania

By niezaleznie zweryfikowaé uzyskana strukture kompleksu Jacl-Ssql otrzymana
w wyniku spontanicznego wiazania biatek, we wspélpracy z zespolem prof. Mar-
szatka postanowilem scharakteryzowa¢ mozliwe stany zwiazania tych biatek przy
pomocy dokowania molekularnego. W tym celu otrzymalem reprezentatywne
struktury izolowanych biatek, prowadzac dla nich symulacje w dwéch réznych po-
lach sitowych: w polu CHARMMBS36 (o dtugosci 10 ps dla Jacl i 2 ps dla Ssql) oraz
AMBER99SB-ILDN (o dlugosci 5us dla Jacl i 2us dla Ssql). Dla kazdej z uzy-
skanych trajektorii przeprowadzitem klastrowanie dzieki czemu otrzymatem odpo-
wiednio 12 réznych konformagji biatka Jacl oraz 7 konformacji Ssql. Dato to 84
rézne pary konformeréw, na podstawie ktérych dr Barttomiej Tomiczek wyznaczyt
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Zidentyfikowane struktury
kompleksow Jacl-Ssql

4% 3%

S

RYSUNEK 4.4: Reprezentatywne struktury kompleksu Jacl-Ssql dla

najwiekszych klastréw oraz ich sumaryczny udziat procentowy w

trajektoriach uzyskanych dla przewidywanych struktur kompleksu
otrzymanych w ramach dokowania molekularnego.

33 najlepsze struktury kompleksu Jacl-Ssql przy pomocy dokowania molekular-
nego (zgodnie z kryteriami opisanymi w podrozdziale 3.5.1). Dla kazdej z tych
struktur przeprowadzilem symulacje o dlugosci ponad 500ns kazda, otrzymujac
trajektorie o sumarycznej dlugosci 21 ps.

By scharakteryzowa¢ sposoby wiazania Jacl do Ssql, przeprowadzitem klastrowa-
nie dla catosci trajektorii uzyskanych dla przewidywanych struktur kompleksu,
w ktérym poréwnywatem ulozenie domeny ] biatka Jacl wzgledem NBD Ssql.
Wyniki klastrowania wskazywaty na wystepowanie jednego dominujacego klastra
obejmujacego tacznie ponad 56 % otrzymanych trajektorii (Rys. 4.4), ktéry znaczaco
przewyzszal rozmiarem inne z 1080 mozliwych stanéw zwiazania (najwieksze za-
wieraly do 6 % trajektorii). Co wiecej, cho¢ w ciagu prowadzonych symulacji juz
od poczatku 8 trajektorii odpowiadato dominujacemu stanowi zwiazania, w cza-
sie okoto 500ns dodatkowych 9 innych trajektorii odnalazto gléwny stan zwiaza-
nia. Co istotne, podobiefistwo miedzy sposobem zwigzania kompleksu Jacl-Ssql
przewidywanym w ramach dokowania a tym otrzymanym w wyniku symulacji
spontanicznego wiazania Jacl do Ssql jest bardzo duze (Srednie odchylenie kwa-
dratowe potozerr (RMSD) dla ciezkich atoméw domeny J <0.25nm). Wynik ten do-
datkowo wspiera hipoteze, ze prezentowana struktura kompleksu Jac1-Ssql, ziden-
tyfikowana przy pomocy dwoch niezaleznych metod, odpowiada specyficznemu
oddziatywaniu tych bialek.
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RYSUNEK 4.5: Natozenie struktur komplekséw Jac1-Ssql oraz DnaJ-
DnaK wraz z warto$cia RMSD wyznaczona miedzy domenami J (JD)
wzgledem polozenia NBD biatek HSP70.

W celu dodatkowej weryfikacji powyzszych wynikéw, poréwnatem ulozenie do-
meny ] wzgledem NBD w dla stanu zwigzanego Ssql-Jacl ze struktura dla kom-
pleksu biatek DnaK-DnaJ wyznaczona przy pomocy rentgenografii struktural-
nej. [95] Jak wida¢ na Rys.4.5, obie domeny ] bialek JDP pozycjonuja sie w bar-
dzo podobny sposéb na powierzchni S-kartek subdomeny IIA NBD, co znajduje od-
zwierciedlenie w warto$ci RMSD 0.52 nm pomiedzy faficuchami gléwnymi helis 2 i
3 domenJ. Struktury komplekséw réznia sie gléwnie w obszarze domeny | zawiera-
jacej motyw HPD, ktéra w przypadku Dna]J jest w znaczacej mierze a-helikalna, za$
dla Jacl przyjmuje strukture nieuporzadkowana. W obu przypadkach jednak obie
petle siegaja powierzchni kontaktu domen NBD i SBD, znajdujacego sie w poblizu
facznika miedzy domenami.
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4.1.3 Dopasowanie petli HPD Jacl do Ssql zachodzi zgodnie z mechani-
zmem selekcji konformacyjnej

Chot¢ struktura biatka Jacl zostata wyznaczona metoda rengenografii struktural-
nej, [179] to nie pozwolita ona na zidentyfikowanie konformacji przyjmowanej przez
petle HPD domeny J. Poniewaz petla HPD odgrywa istotna role w stymulacji cy-
klu katalitycznego Ssql przez Jacl, [120] postanowilem scharakteryzowa¢ dynamike
konformacyjna tego fragmentu biatka. W tym celu wykonatem zestaw 21 symulacji
metadynamiki w wariancie well-tempered z wymiana replik (ang. bias-exchange
metadynamics) o dtugosci 400 ns kazda, gdzie w 20 symulacjach potencjal przykta-
datem do jednego z katéw torsyjnych ¢ badz ¢ fragmentu petli od reszty 53 do 63,
za$ w ostatniej replice nie byl przykltadany zaden dodatkowy potencjat. Dzieki temu
otrzymalem zbiér réwnowagowych konformagji petli HPD biatka Jacl, na podsta-
wie ktérych zidentyfikowatem mozliwe stany konformacyjne petli przy pomocy
metody gléwnych skladowych (PCA). W ten sposéb udalo mi sie scharakteryzowaé
9 réznych stanéw konformacyjnych petli HPD dla niezwiazanego biatka Jacl (panel
A Rys. 4.6). Stany te rozdzielone sa przez niewielkie, wynoszace okolo 2 kcal mol !
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RYSUNEK 4.6: Mapy energii swobodnej zrzutowane na plaszczy-

zne najwiekszej zmienno$ci konformacyjnej domeny J (lewa strona)

oraz struktury odpowiadajace minimom energii swobodnej (prawa
strona) dla (A) wolnego biatka Jacl (B) Jacl w kompleksie z Ssq1.
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bariery energii swobodnej, umozliwiajace szybka konwersje miedzy nimi. W ra-
mach tych stanéw petla HPD zaréwno wyginata sie powyzej, jak i ponizej ptasz-
czyzny tworzonej przez helisy domeny ] oraz skrecala sie ku kazdej z helis domeny

J.

W kolejnym kroku sprawdzitem, w jaki sposéb zwiazanie do Ssql zmienia dyna-
mike konformacyjna petli HPD Jacl. W tym celu zrzutowatem struktury domeny J
otrzymane dla kompleksu Jacl-Ssql na wektory wlasne wyznaczone przy pomocy
PCA dla wolnego biatka Jacl. Jak mozna zauwazy¢ na panelu B Rys. 4.6, pod wpty-
wem zwiazania petla HPD gléwnie przyjmuje konformacje 112 (ponad 70 % wszyst-
kich stanéw), w ktérych siega ona w kierunku powierzchni kontaktu domen NBD
i SBD. Stabilizacja niektdérych z uprzednio istniejacych stanéw pod wplywem zwia-
zania do partnera wskazuje na to, ze petla HPD Jacl wiaze sie do Ssql zgodnie z
mechanizmem tzw. selekcji konformacyjnej.

4.1.4 Petla HPD bialka JDP ostabia oddzialywanie pomiedzy domenami
NBD i SBD-J poprzez oderwanie kluczowej argininy
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RYSUNEK 4.7: A Reprezentatywna struktura biatka Ssql prezen-
tujaca potozenie kluczowej reszty Arg na powierzchni kontaktu
NBD/SBD oraz mostki solne tworzone z reszta Asp facznika oraz
SBD. B Struktura reprezentujaca spontaniczne utworzenie mostka
solnego przez kluczowa Arg z Asp motywu HPD kosztem oddzia-
tywan na powierzchni kontaktu NBD/SBD. C Profile energii swo-
bodnej dla zmiany partneréw oddziatywania kluczowej Arg miedzy
Asp motywu HPD a Asp tacznika i SBD dla Ssql (niebieski) oraz
DnaK (zloty). D Mapy energii swobodnej dla zrywania oddziaty-
wan miedzy kluczowa Arg a Asp tacznika badz Asp SBD dla biatek
Ssql i DnaK wolnych (lewa strona) badz w kompleksie z biatkami
JDP (prawa strona) oraz reprezentatywne struktury wyréznionych
stanéw na przykladzie kompleksu Ssql-Jacl.
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Preferowane konformacje petli HPD, zidentyfikowane dla kompleksu Jacl z Ssql,
lokalizuja motyw HPD w poblizu reszty Arg207 bialka Ssql, ktéra jest silnie za-
konserwowana ewolucyjnie wérdéd biatek Hsp70 oraz jest konieczna dla prawidto-
wej komunikacji miedzy NBD i SBD. [94, 113] Jak moglem zaobserwowac dla prze-
prowadzonych symulacji rownowagowych biatka Ssql, Arg207 tworzy dwa mostki
solne — jeden z Asp429 znajdujacym sie na taczniku domen, drugi z Asp517 zloka-
lizowanym na SBD-f (panel A Rys.4.7). Cho¢ analogiczny mostek solny miedzy
SBD-B a NBD (Argl67-Asp481) jest rowniez obserwowany w strukturze krysta-
lograficznej bakteryjnego biatka Dnak, [113] to jednak nie wystepuje tam mostek
solny Arg z facznikiem. By zweryfikowa¢ te rozbiezno$¢, wyznaczylem dwuwy-
miarowe mapy energii swobodnej zaréwno dla wolnego biatka Ssq1 jak i DnaK dla
kontaktow miedzy kluczowa Arg (Arg207 dla Ssql, Argl67 dla DnaK) a resztami
na taczniku (Asp429 dla Ssql, Asp393 dla DnaK) oraz na SBD-f (Asp517 dla Ssql,
Asp481 dla DnaK). W tym celu wykorzystatem symulacje metadynamiki w warian-
cie well-tempered, biorac jako wspoétrzedne odlegtosci miedzy centrum masy grupy
guanidynowej Arg207/167 a grupa karboksylowa Asp429/393 badz Asp517/481.
W ramach tych symulacji skrécitem domene SBD-a do fragmentu zwiqzanego z
NBD (usuwajac reszty 570-657 dla Ssql oraz 535-602 dla DnaK), znaczaco zmniej-
szajac rozmiar symulowanego ukladu. Dzieki temu moglem przeprowadzi¢ dtuzsze
symulacje pozwalajace na uzbieznienie uzyskanych map energii swobodnej. Otrzy-
mane mapy zaréwno dla izolowanego Ssql jak i DnaK (panel D Rys. 4.7, lewa ko-
lumna) posiadaja glebokie minimum dla niewielkich odlegloéci miedzy kluczowa
Arg a oboma Asp nalezacymi do facznika i SBD, $wiadczace o tym, ze frakcja obu
bialek z Arg tworzaca oba mostki solne zdecydowanie przewaza (82 % dla Ssql i
83 % dla DnaK) nad frakcjami bialek z zerwanym przynajmniej jednym z mostkow.
Co zaskakujace, w przypadku DnaK frakcja biatka z zerwanym mostkiem solnym
miedzy Arg a facznikiem byta bardzo mata <1 %. Bezposrednie oddziatywanie mie-
dzy resztami Asp393 a Argl67 biatka DnaK ttumaczyloby zaréwno dlaczego reszta
Asp393 jest silnie zakonserwowana wsréd biatek Hsp70 [180] oraz dlaczego jest klu-
czowa dla komunikacji miedzy domenami. [181]

W kolejnym kroku sprawdzitem, w jaki sposéb zwiazanie biatek JDP do HSP70 osta-
bia poszczegélne mostki solne tworzone przez kluczowa Arg na powierzchni kon-
taktu NBD/SBD. W tym celu wyznaczylem analogiczne mapy energii swobodnej
kontaktéw Arg-SBD-f i Arg-tacznik dla otrzymanej w tej pracy struktury kom-
pleksu Ssql z Jacl oraz dla struktury krystalicznej DnaK w kompleksie z domena
J biatka DnaJ (panel D Rys. 4.7, prawa kolumna). [95] Pod wplywem zwiazania bia-
tek JDP, prawdopodobiefistwo utworzenia dwéch mostkéw solnych przez Arg zna-
czaco spada w obu przypadkach (o 20 % w przypadku Ssql oraz o 32% w przy-
padku DnaK). W przypadku Ssql przede wszystkim wzrastaja frakcje z zerwanym
jednym z mostkéw — odpowiednio 9% i 11 % dla frakcji z zerwanym mostkiem
Arg207-Asp429 oraz Arg207-Asp517. Z kolei w przypadku DnaK najmocniej osta-
biane jest oddzialywanie miedzy Argl67 a Asp393, dla ktérego frakcja z zerwanym
mostkiem solnym miedzy Arg a facznikiem wzrasta z <1 % do tacznie 35%. Su-
marycznie, powyzsze wyniki wskazuja, ze zwiazanie biatek JDP do Hsp70 ostabia
oddziatywania na powierzchni kontaktu NBD/SBD.

Powtérnie analizujac trajektorie dla gtéwnego klastra kompleksu Jacl-Ssql, zaob-
serwowalem spontaniczne oddysocjowanie Arg207 od swoich partneréw wiazania
na rzecz utworzenia oddziatywan z Asp50 motywu HPD (panel B Rys. 4.7). Bazu-
jac na tej obserwacji uznatem, ze biatka JDP moga stymulowa¢ postep cyklu ka-
talitycznego Hsp70 poprzez utworzenie mostka solnego miedzy motywem HPD
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a kluczowa Arg, co dzialoby sie kosztem oddzialywan miedzy NBD i SBD-B. By
zeweryfikowac te hipoteze, wykonatem symulacje metadynamiki w wariancie well-
tempered, gdzie jako wsp6trzedna opisujaca wybratem réznice dwoéch odlegtosci: 1.
pomiedzy centrami mas grup karboksylowych Asp tacznika i SBD-f (Asp 429 i 517
dla Ssql, Asp393 i 481 dla DnaK) a centrum masy grupy guanidynowej kluczowej
Argoraz 2. pomiedzy centrum masy grupy karboksylowej Asp motywu HPD biatek
JDP (Asp50 dla Jacl, Asp35 dla DnaJ) a centrum masy grupy guanidynowej kluczo-
wej Arg. Dodatkowo, w kazdym z przypadkéw utrzymywatem odlegloéci miedzy
wybranymi Asp a Arg ponizej 1.5nm. Na obu wyznaczonych profilach energii swo-
bodnej (panel C Rys. 4.7) mozna zaobserwowac wyrazne, gtebokie minimum (okoto
—1.5kcalmol~! dla Ssql i ponad —4kcalmol~! dla DnaK) przy wartoéci wspot-
rzednej 0.5nm, swiadczace o preferencji Arg do tworzenia mostka solnego z Asp
motywu HPD wzgledem tworzenia mostkéw solnych z resztami Asp na SBD-B i
faczniku jednoczesnie. Wynik ten wspiera nasza hipoteze, zgodnie z ktéra motyw
HPD zrywa kontakty kluczowej Arg na powierzchni kontaktu NBD z SBD-p.

4.1.5 Zwiazanie domeny J do HSP70 powoduje wstepne rozdysocjowanie
domen NBD i SBD-
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RYSUNEK 4.8: A Wspétrzedna reakgji dla rozsuniecia domen NBD i
SBD-B. B Profile energii swobodnej dla Ssq1 (lewa strona) badZ DnaK
(prawa strona) w stanie wolnym (czerwony) badZz w kompleksie z
biatkiem JDP (niebieski). C Rozktad prawdopodobieristwa dla odle-
glosci miedzy domenami NBD i SBD dla biatek Ssql i DnaK w stanie
wolnym (czerwone) oraz w kompleksie z biatkiem JDP (niebieskie).
Ciemniejszym kolorem zaznaczono profil $redniej liczby kontaktéow
miedzy domenami wzdtuz odleglosci miedzy domenami.

Skoro zwiazanie domeny ] do HSP70 powodowalo ostabienie sieci oddziatywan
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tworzonych miedzy domenami NBD i SBD-f, postanowiliémy sprawdzi¢ czy zwia-
zanie biatek JDP wplywa na wzajemne ulozenie domen NBD i SBD wzgledem sie-
bie. W tym celu na poczatku wyznaczylem profile energii swobodnej dla rozse-
parowania domen NBD i SBD-f biatek Ssql i DnaK w stanie wolnym oraz w sta-
nie zwiazanym z biatkami JDP przy pomocy techniki umbrella sampling. [166] Jako
wspolrzedna reakcji wybratem odleglosé miedzy srodkami mas wyznaczonymi dla
atoméw wegla o domeny SBD-f oraz dla atoméw wegla a fragmentéw NBD znaj-
dujacych sie w poblizu SBD-f (reszty 112-143 oraz 186262 dla Ssql, reszty 75-104
oraz 146-226 dla DnaK). W ramach tych symulacji usunatem cata domene SBD-«, by
zaréwno odwzorowac stan, w ktérym domena ta jest oddysocjowana od NBD, jak
i dokladniej wyprébkowaé zmiane kontaktéw miedzy NBD i SBD-f (dzieki mozli-
wosci przeprowadzenia dtuzszych symulacji zmniejszonego ukladu). Jak przedsta-
wiono na Rys. 4.8, profile energii swobodnej dla odlegtosci miedzy NBD i SBD-f za-
rowno dla DnaK i Ssql wykazuja minimum dla matych odlegltosci (2.55nm dla Ssql
i 2.52nm dla DnaK), odpowiadajace $cistemu zwiazaniu obu domen. Pod wptly-
wem zwiazania biatka JDP w obu przypadkach minimum przesuwa sie ku wiek-
szym wartosciom o okoto 0.1 nm. Chcac sprawdzi¢, w jakim stopniu obserwowane
rozsuniecie domen odpowiada zmianie powierzchni kontaktu NBD i SBD-f, wy-
znaczylem liczbe kontaktéw tworzonych pomiedzy domenami (definiowana jako
odleglo$¢ miedzy resztami domen nie wieksza niz 0.5nm) dla obu Hsp70 w stanie
wolnym oraz w kompleksie z biatkiem JDP (Rys. 4.8). Zwiazanie biatka z domena ]
zmniejsza Srednia liczbe kontaktéw miedzy NBD a SBD- 0 41 % w przypadku Ssql
(z172 do 102) oraz o SI21% w przypadku DnaK (z 154 do 122), co $wiadczy o znacz-
nej reorganizacji potozenia domen wzgledem siebie. Co istotne, w stanie wolnym
frakcje biatka o tak niskiej liczbie kontaktéw miedzy domenami (odleglosci miedzy
domenami powyzej 2.7 nm dla Ssql oraz 2.66 nm dla DnaK) sq bardzo mate — tylko
okoto 5%. Sumarycznie, otrzymane wyniki wskazuja, ze utworzenie kompleksu z
biatkiem JDP indukuje przesuniecie ku konformacji Hsp70, w ktérych SBD-p jest
luzniej zwiazane z NBD.

By dokfadniej scharakteryzowa¢ obserwowana zmiane konformacyjna w obrebie
powierzchni kontaktu NBD/SBD-f sprawdzilem, w jaki sposéb zmienia sie utoze-
nie SBD wzgledem kazdej z subdomen NBD wchodzacych w sklad wspoétrzednej
reakcji (subdomeny IA, IB i ITA). W tym celu wyznaczylem rozklady prawdopodo-
bieristwa dla odleglosci miedzy SBD a kazda z subdomen na podstawie trajektorii
otrzymanych w ramach symulacji US. Jak mozna zauwazy¢ na panelu B Rys. 4.9,
w obu przypadkach zwiazanie biatka JDP do Hsp70 indukuje przede wszystkim
rozsuniecie SBD z subdomenq IB oraz pojawienie sie dodatkowego stanu z SBD
odsunietym od subdomeny IA zawierajacej kluczowa Arg, za$ odlegtosé¢ SBD od
subdomeny IIB pozostaje podobna.

To, ze zmiana powierzchni kontaktu wynika w przewazajacej mierze z rozsunie-
cia SBD i subdomeny IB jest dos¢ zaskakujace, gdyz jest to subdomena tworzaca
najmniejsza liczbe kontaktéw z SBD (panel C Rys.4.9). Z tej przyczyny sprawdzi-
fem, czy zwiazanie biatek JDP do Hsp70 powoduje zmiany w obrebie samej domeny
NBD. W tym celu wyznaczylem rozktady prawdopodobieristwa dla kata torsyjnego
miedzy centrami mas subdomen IB-IA-IIA-IB dla Hsp70 w stanie wolnym oraz w
kompleksie z biatkiem JDP. Zwiazanie JDP do Hsp70 indukuje zmniejszenie sie kata
torsyjnego miedzy platami I i II NBD o okoto 5° (Rys.4.10). Sprawdzitem dalej,
czy obserwowana zmiana ulozenia ptatéw NBD odpowiada czeSciowemu przej-
Sciu ze stanu NBD zwiazanego z ATP do stanu zwiazanego z ADP. W tym celu
najpierw przeprowadzitem dodatkowa 2ps symulacje biatka DnaK zwiazanego z
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RYSUNEK 4.9: A Definicje odlegtosci miedzy subdomenami NBD a

SBD-B. B Rozktady prawdopodobieristwa odleglosci miedzy sobdo-

menami NBD a SBD-f dla wolnych biatek Hsp70 oraz w komplek-

sie z biatkami JDP. C Profile liczby kontaktéw miedzy subdomenami
NBD a SBD-p dla wolnych biatek Ssql i DnaK.

ADP o konformacji zamknietej.[115] W kolejnym kroku wykorzystalem trajektorie
uzyskane dla konformacji zamknietej i otwartej biatka DnaK do scharakteryzowa-
nia zmiany konformacyjnej NBD zachodzacej pod wptywem wymiany nukleotydu
przy pomocy analizy giéwnych sktadowych. Jak mozna zauwazy¢ na panelu C
Rys. 4.10, pierwsza skladowa opisuje ponad 64 % zmienno$ci ukitadu, wystarczajac
do opisu przejécia konformacyjnego miedzy stanami konformacyjnymi NBD. W ko-
lejnym kroku zrzutowatem trajektorie otrzymana dla kompleksu DnaK z domena J
biatka DnaJ na wyznaczony wczeéniej pierwszy wektor wiasny dla zmiany konfor-
macyjnej NBD. Jak mozna zobaczy¢ na panelu D Rys. 4.10, zwiazanie domeny ] do
DnaK nie indukuje przejScia konformacyjnego od struktury NBD zwiazanej z ATP
do struktury NBD z ADP, a raczej wspomaga jeszcze bardziej kompaktowe ulozenie
NBD. Powyzszy wynik sugeruje, ze zwiazanie bialek JDP przez Hsp70 najpraw-
dopodobniej utatwia przyjecie przez NBD konformacji kompetentnej do hydrolizy
ATP.

W kolejnym kroku sprawdzitem, czy oddysocjowanie SBD-« jest konieczne dla za-
obserwowania zmiany powierzchni kontaktu NBD/SBD-B. W tym celu wyznaczy-
fem profile energii swobodnej wzgledem odleglosci miedzy domenami dla kom-
plekséw biatek JDP z pelnymi wariantami biatek Hsp70. Zaréwno w przypadku
DnaK jak i Ssql nie jest obserwowana tendencja do poluzowania kontaktéw mie-
dzy NBD/SBD-p, gdy SBD-a pozostaje zasocjowana z NBD (Rys. 4.11). Dodatkowo
minimum energii swobodnej ulega zwezeniu, co sugeruje, iz zasocjowanie SBD-«
do NBD ufatwia utrzymanie domen NBD i SBD-f w $ciéle zdefiniowanej orientacji
wzgledem siebie. Powyzsze wyniki sugeruja réwniez role substratu w stymula-
qgji cyklu katalitycznego, ktéry wiazac SBD-a umozliwialtby zmiany w obrebie po-
wierzchni kontaktu NBD/SBD-B.

Chcac sprawdzi¢ role obserwowanej zmiany powierzchni kontaktu NBD/SBD-8 w
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RYSUNEK 4.10: A Schematyczne przedstawienie kata torsyjnego mie-
dzy subdomenami NBD. B Rozktady prawdopodobienistwa kata tor-
syjnego miedzy subdomenami NBD dla wolnych biatek Hsp70 (czer-
wony) oraz w kompleksie z biatkami JDP (niebieski). C Wkiady kolej-
nych wektoréw wlasnych do opisu catkowitej zmiennosci w obrebie
fanicucha gléwnego NBD. D Przebiegi trajektorii symulacji réwno-
wagowych dla biatka DnaK konformacji zamknietej (zielony), otwar-
tej(czerwony) oraz otwartej w kompleksie z domena ] biatka DnaJ
(niebieski) zrzutowane na pierwszy wektor wiasny.

postepie cyklu katalitycznego biatek Hsp70, sprawdzilem czy znane mutacje upo-
Sledzajace komunikacje miedzy domenami NBD i SBD-B wptywaja na utozenie do-
men wzgledem siebie. W tym celu wyznaczytem profile energii swobodnej wzgle-
dem odlegtosci miedzy domenami dla wariantéw Ssql i DnaK, w ktérych kluczowa
Arg zostata zastapiona prez Asp. Ponad to analizowalem réwniez wariant muta-
cyjny DnaK Argl67Cys Asp481Cys z utworzonym mostkiem disiarczkowym mie-
dzy tymi resztami, ktéry uniemozliwia pelne rozdysocjowanie domen. Jak przed-
stawiono na Rys. 4.12, doliny energii swobodnej znaczaco si¢ poszerzaja dla kazdej z
wybranych mutacji, pozwalajac na przyjmowanie konformacji w ktérych SBD-f jest
luzno zwiazane z NBD. Mutacje te powoduja okoto 5-krotny wzrost frakcji biatka
o luzno zwiazanych domenach w przypadku mutacji Arg do Asp oraz 2,5-krotny
w przypadku mutanta z mostkami disiarczkowymi. Wyniki doswiadczen bioche-
micznych otrzymane w zespole prof. Marszatka wskazaly, Ze mutacja Arg207Asp
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RYSUNEK 4.11: A Schematyczne przedstawienie poréwnywanych

uktadéw: pierwszy ztozony jest z NBD i SBD-f (matowy), w drugim

dodatkowo obecne sa SBD-« i biatko JDP (przezroczyste). B Profile

energii swobodnej dla rozejscia sie domen NBD i SBD-f Ssql (goéra)

badz DnaK (d61) w stanie wolnym bez SBD-« (czerwony) badZ z SBD-
« w kompleksie z biatkiem JDP (ztoty).

biatka Ssql skutkuje ponad trzykrotnym wzrostem bazowej aktywnosci ATPazy, jak
réwniez praktycznie catkowitym zniesieniem stymulacji ATPazy przez biatko Jacl.
Powyzsze wyniki wspieraja hipoteze, zgodnie z ktéra poluzowanie kontaktow mie-
dzy NBD i SBD-p umozliwia postep cyklu katalitycznego biatek Hsp70.

4.1.6 Steryczne odpychanie miedzy helisa 3 domeny J a SBD skutkuje
wstepnym rozdysocjowaniem domen SBD i NBD bialek Hsp70

Motyw HPD odgrywa kluczowa role w stymulacji ATPazy biatek Hsp70 przez
biatka JDP.[120, 182] Postanowilem zatem sprawdzi¢ na przykladzie kompleksu
DnaK z domena ] biatka DnaJ, w jaki spos6b usuniecie specyficznego oddziatywania
miedzy motywem HPD a kluczowa arginina, wplynie na indukowanie zmiany kon-
formacyjnej obserwowanej dla Hsp70. W tym celu wyznaczytem profil energii swo-
bodnej dla rozejscia domen NBD i SBD dla biatka DnaK w kompleksie z mutantem
Asp35Ala domeny ] biatka Dna]J. Jak mozna zaobserwowa¢ na panelu A Rys. 4.13,
mutant Asp35Ala domeny ] nie indukuje zmiany konformacyjnej Hsp70, skutkuja-
cej luZniejszym w obrebie domen NBD i SBD biatka DnaK. Dalsza analiza trajektorii
uzyskanych w ramach symulacji US wskazata na odmienne utozenie domeny | na
powierzchni NBD w przypadku mutanta Asp35Ala w poréwnaniu z biatkiem dzi-
kiego typu DnaJ: w przypadku mutanta w Scistym kontakcie z DnaK pozostawata
wylacznie helisa 2 domeny J, za$ helisa 3 wyraZnie oddalala sie od SBD-f (panel B
Rys. 4.13).
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RYSUNEK 4.12: (géra) Profile energii swobodnej dla rozejécia domen
NBD i SBD-£ dla biatek Ssql (lewa strona) badz DnaK (prawa strona)
oraz wybranych mutantéw. (dét) Rozklady gestoséci prawdopodo-
bieristwa wzgledem odlegltosci miedzy NBD i SBD-$ odpowiadajace
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RYSUNEK 4.13: A Profile energii swobodnej dla rozejscia domen NBD

i SBD-p dla biatka DnaK w stanie wolnym (czerwone) badz w kom-

pleksie z mutantem Asp35Ala biatka ] (zielony). B Struktury kom-

pleksu DnaK z mutantem Asp35Ala domeny | biatka Dna] (matowy)
badz szczepem dzikim domeny J (przezroczysty).

Powyzsza obserwacja stanowita punkt wyjscia dla postawienia nastepujacej hipo-
tezy: o ile helisa 2 odpowiadalaby za rozpoznanie miejsca wiqzania na obszarze
NBD, oddzialywanie miedzy motywem HPD a kluczowa Arg zar6wno ostabiatoby
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RYSUNEK 4.14: A Schematyczne przedstawienie podzialu domeny ]
biatka DnaJ: fragment zielony oznaczany jest jako H2, zielony i ma-
genta jako AH3, cata domena ] jako +]. B Profile energii swobodnej
dla rozejécia domen NBD i SBDB dla DnaK w stanie wolnym (czer-
wony), w obecnoéci H2 (zielony) oraz AH3 (fioletowy). Dla poréw-
nania ponizej zalaczono profile dla rozdysocjowania domen DnaK w
stanie wolnym (czerwony) oraz zwiazanego z cata domena ] biatka
Dna]J (niebieski).

oddziatywania na powierzchni kontaktu NBD/SBD-§, jak réwniez pozycjonowa-
faby domene ] w 4cisle zdefiniowany sposéb wzgledem NBD i SBD-B, za$ helisa
3 odpowiadataby wylacznie za steryczne odpychanie SBD-, wymuszajac zaréwno
zmiane obserwowang w obrebie NBD, jak i rozsuniecie NBD i SBD-f. By zweryfiko-
wac tak sformulowana hipoteze, postanowitem wyznaczy¢ profile energii swobod-
nej wzgledem odleglosci miedzy miedzy domenami dla biatka DnaK w kompleksie
kolejno z domena ] biatka DnaJ, domena ] pozbawiona helisy 3 oraz sama helisa 2
domeny J. Poréwnanie tych profili pozwolitloby na okreslenie, jaki jest wystarcza-
jacy fragment domeny ] do indukowania zmiany powierzchni kontaktu NBD/SBD-
B. By umozliwi¢ miarodajne poréwnanie miedzy systemami, zaréwno domene J
pozbawiona helisy 3 oraz sama helise 2 domeny ] utrzymywalem w konformacji
odpowiadajacej pelnej domenie J przy pomocy dodatkowego potencjatu. Jak przed-
stawiono na Rys. 4.14, ani zwiazanie helisy 2 domeny ], ani zwiazanie domeny ]
pozbawionej helisy 3 do Hsp70 nie skutkuje przyjmowaniem konformagji o luzniej
zwiazanych domenach NBD i SBD-B. Ksztalt profilu energii swobodnej dla rozdyso-
cgowania domen w przypadku obu komplekséw DnaK z fragmentami domeny ] jest
poréwnywalny z profilem uzyskanym dla wolnego biatka DnaK. Powyzsze wyniki
sugeruja, Ze o ile hydrofilowa helisa 3 domeny ] nie tworzy specyficznych kontak-
tow z SBD-B, to jej obecnoé¢ jest konieczna do sterycznego odpychania SBD- od
NBD.
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4.2 Zmiany strukturalne domeny 4HB przysposabiajace do
aktywacji genéw indukujacych opornos¢ wielolekowa u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae

4.2.1 W procesie ewolucji Saccharomyces cerevisiae znaczaco wzrasta hy-
drofobowosé C-terminalnego korica domeny 4HB

Badania zespotu prof. Craig wykazaly, iz 13-resztowy C-terminalny fragment do-
meny 4HB wystarcza do aktywacji opornosci wielolekowej u drozdzy S. cerevi-
siae. [98] Fragment ten u drozdzy przyjmuje strukture nieuporzadkowanego fan-
cucha, ktéry dokuje do domeny 4HB miedzy helisami 2 i 4. [98, 125] Analogiczny
C-terminalny fragment nie wystepuje u innych organizmoéw, ktére na C-koricu zu-
otyny posiadaja domeny SANT. [131] U S. cerevisine C-terminalny koniec jest bo-
gaty w reszty hydrofobowe (az 7 z 13). Kazda z tych reszt jest konieczna dla ak-
tywacji czynnika transkrypcyjnego odpowiedzialnego za ekspresje genéw induku-
jacych opornoé¢ wielolekowa. [98] By sprawdzi¢, czy wysoka hydrofobowos¢ C-
terminalnego korica jest specyficzna dla drozdzy wykazujacych opornos¢ wielole-
kowa, przeprowadzitem symulacje o dtugosci 1 ps znanych struktur domen 4HB, na
podstawie ktorych wyznaczytem wkitady poszczegélnych helis oraz C-terminalnego
korica do rdzenia hydrofobowego domeny 4HB. Wkiad fragmentéw do rdzenia hy-
drofobowego zdefiniowatem jako réznice miedzy catkowita powierzchnia reszt hy-
drofobowych danego fragmentu a ich powierzchnia wyeksponowana do wody. Jak
pokazano na Tab. 4.1, zar6wno w przypadku ludzkiej domeny 4HB, jak i grzybo-
wej z Chaetomium thermophilum, reszty hydrofobowe sa w miare réwnomiernie roz-
fozone pomiedzy kazdy z fragmentéw biatka, zas hydrofobowosé¢ C-terminalnego
korica jest nieznaczna. Przeciwnie jest w przypadku S. cerevisine, gdzie gléwny
wkitad w hydrofobowos¢ rdzenia domeny 4HB pochodzi od C-terminalnego frag-
mentu domeny. Sugeruje to, ze wysoka hydrofobowosé C-korica jest elementem
przystosowawczym domeny 4HB do pelnienia dodatkowej funkcji aktywowania
opornosci wielolekowej.

TABLICA 4.1: Wkiady do powierzchni tworzacej rdzer hydrofobowy
znanych struktur domeny 4HB pochodzace od jej wybranych frag-
mentow.

Powierzchnia hydrofobowa [nm?]

C. thermophilum  S. cerevisize  human
Helisa 1 2.03£0.17 022£0.05 1224025
Helisa 2 0.61 £0.11 1.13+0.28 1.03£0.23
Helisa 3 0.52 4+ 0.09 0.34£0.09 0.50=+0.11
Helisa 4 1.32+0.13 0.39£0.09 0.52+0.11
C-term 0.50 £0.11 219+034 0.10+£0.07

By dodatkowo wesprzeé¢ powyzszy wniosek, postanowiliSmy sprawdzi¢, na kto-
rym etapie procesu ewolucji pojawit sie wysoce hydrofobowy C-terminalny koniec.
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RYSUNEK 4.15: Filogeneza domeny 4HB u Saccharomycetaceae, Can-
dida, Pezizomycotina, Animalia oraz pierwotniakéw (oznaczonych jako
outgrup). Wsp6lni przodkowie oznaczeni sa przez kropki: czarna
- zwierzat i grzybéw (AncFA), pomaraniczowa - Ascomycota (AncA),
btekitna - Saccharomycetaceae oraz Candida (AncSC), szara - Saccharo-
mycetaceae (AncS), zielona Saccharomycetaceae wykazujacego opornosé
wielolekowa (AncP). w > 1 oznacza zmiany zachodzace pod wpty-
wem pozytywnej presji ewolucyjnej.

W tym celu wyznaczylem wkiady do hydrofobowego rdzenia dla przodkéw S. ce-
revisiae przewidzianych na podstawie analiz bioinformatycznych (przeprowadzo-
nych przez dr. Tomiczka oraz przedstawionych za jego zgoda na Rys4.15; przy-
gotowal on réwniez modele homologiczne domen 4HB pochodzacych z tych bia-
fek). Dla kazdego z przodkéw przeprowadzitem symulacje o dlugosci 1.8 s, z
czego pierwsze 800ns potraktowaltem jako relaksacje symulowanego ukladu. Jak
wida¢ na Tab. 4.2, wspélny przodek Ascomycota (AncA) po utracie domeny SANT
posiada C-terminalny fragment 4HB o stosunkowo niskim wkladzie do hydrofo-
bowosci rdzenia domeny; znajduje sie na nim réwniez niewiele reszt hydrofobo-
wych. Wywodzacy sie od AncA wspdlny przodek Saccharomycetaceae oraz Candida
(AncSC) posiada juz istotny wkiad do hydrofobowego rdzenia pochodzacy od C-
terminalnego konca, ktéry pézniej zostaje zachowany az do organizméw wykazu-
jacych opornosé wielolekowa. Wysoka hydrofobowos¢ C-terminalnego fragmentu
pozostata wspélna zaréwno dla drozdzakéw Saccharomycetaceae i Candida. Kolejne
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zmiany, zachodzace pod wplywem pozytywnej presji ewolucyjnej u przodka Saccha-
romycetaceae (AncS), a nastepnie przodka Saccharomycetaceae wykazujacego opornosé
wielolekowa (AncP), wiazaly sie ze spadkiem udziatu reszt hydrofobowych helis 1-
4 do hydrofobowego rdzenia biatka.

TABLICA 4.2: Wkiady do powierzchni tworzacej rdzeri hydrofobowy
dla struktur domeny 4HB na linii filogenetycznej S. cerevisiae pocho-
dzace od jej wybranych fragmentéw.

Powierzchnia hydrofobowa [nm?]

S. cerevisiae AncA AncSC C. albicans AncP
Helisal 022+£0.05 2024017 151+035 152+£028 1.22+0.21
Helisa2 1.134+0.28 0.69+0.11 053+0.10 1.60+0.18 0.85+0.43
Helisa3 034+0.09 0.38+0.07 026+£0.07 0.254+0.07 0.40+£0.10
Helisa4 0.394+0.09 165+0.13 148+0.13 1.51+0.14 0.374+0.08
C-term 219+034 049+0.08 2374+0.21 2374+025 172+0.44

4.2.2 W procesie ewolucji zwiazanie C-terminalnego kofica do reszty do-
meny 4HB zaczelo odpowiada¢ za stabilizacje tej domeny

Nastepujacy wraz ze zmianami ewolucyjnymi wzrost wkltadu C-terminalnego frag-
mentu 4HB do rdzenia hydrofobowego pozwala podejrzewa¢, ze fragment ten za-
czal w coraz bardziej istotny sposéb kontrybuowac do stabilizacji stanu zwinietego
domeny. Gdyby rzeczywiscie tak byto, to dysocjacja C-terminalnego fragmentu 4HB
od helis skutkowaloby utatwionym rozwinieciem domeny, co prowadzitoby do do-
datkowej stabilizacji stanu z wyplecionym C-koricem. By sprawdzié, w jakim stop-
niu wkiad C-terminalnego fragmentu 4HB zmienial sie w procesie ewolucji calej
domeny, obliczytem prace konieczna do rozwiniecia domeny 4HB w wariancie pet-
nym (WT) oraz pozbawionym 11 reszt na C-koricu (AC-term). W tym celu dla kaz-
dej z domen bialek ancestralnych (AncA, AncSC, AncP) oraz dla domen S. cerevisiae
oraz Candida albicans (model homologiczny) przeprowadzitem po 6 symulagji dy-
namiki sterowanej, w trakcie ktérych wymuszatem rozwijanie domen przy pomocy
dodatkowego potencjalu. Jako wspoétrzedna opisujaca rozwijanie domeny wybra-
fem odleglos¢ miedzy centrami mas taficuchéw gtéwnych helis 1 i 3 oraz helis 2 i
4.

W kazdym przypadku poczatkowo sita wymagana do rozciagniecia domen wzrasta
(Rys. 4.16), co zwiazane jest ze zrywaniem specyficznych oddziatywarn odpowiada-
jacych stanowi zwinietemu domeny. Po osiagnieciu maksimum oddziatywania te
zostaja zerwane, a sita konieczna do odciagniecia fragmentéw od siebie maleje wraz
z postepujacym rozwijaniem domeny. W kazdym z analizowanych przypadkéw
obecnos¢ fragmentu C-koricowego domeny przyczynia sie do wzrostu maksimum
sity wymaganej do rozciagniecia domen. By w bardziej iloSciowy sposéb poréwnac
proces rozwijania domen, scatkowatem profile sit, otrzymujac wartoé¢ pracy wyko-
nanej przez zewnetrzny potencjal w ramach rozwijania domen. Jak réwniez poka-
zano na Rys. 4.16, zaré6wno w przypadku domen 4HB AncA, AncSC oraz C. albicans,
fragment C-koricowy ma stosunkowo niewielki wklad (ok. 20 %) do stabilnosci ca-
tej domeny 4HB, a czes¢ helikalna domeny pozostaje stabilna po usnieciu reszt C-
korficowych. Sytuacja diametralnie zmienia sie w przypadku AncP, gdzie usuniecie
fragmentu C-korficowego obniza prace wymagana do rozwiniecia domeny o prawie
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RYSUNEK 4.16: A Schematyczne przedstawienie wspoétrzednej opi-

sujacej proces rozwijania domeny 4HB. B Profile przykltadanej sily

wzgledem rozciagniecia oraz C pracy koniecznej do rozciagniecia do-

meny dla petnego wariantu domeny 4HB (WT, szare) badz pozbawio-
nego 11 terminalnych reszt (AC-term, niebieskie).

50 %. W przypadku S. cerevisize domena C-korficowa odpowiada juz w zdecydo-
wanej wiekszosci za stabilizacje stanu zwinietego domeny 4HB, za$ stabilnoé¢ do-
meny helikalnej ulega dalszemu zmniejszeniu, o czym $wiadcza zaré6wno najmniej-
sza praca konieczna do rozwiniecia domeny dla wariantu AC-term, jak i dos¢ ptaski
przebieg krzywej przylozonej sity od rozciagniecia domeny. Powyzsze wyniki suge-
ruja, ze stabilno$¢ samodzielnego fragmentu AC-term domeny 4HB znaczaco spadta
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w ramach ewolucyjnego przystosowania do pelnienia nowej funkcji.

423 Zmiany konformacyjne zachodzace w obrebie domeny 4HB sa
zwiazane z wypetlaniem C-terminalnego fragmentu domeny na ze-
whnatrz

Zgodnie z pomiarami przy pomocy technik NMR i CD dla termicznego rozwija-
nia domeny 4HB S. cerevisiae, stabilno$¢ formy zwinietej 4HB wzgledem stanu roz-
winietego odpowiedzialnego za petnienie dodatkowej funkgji jest do$¢ niewielka
— wynosi okoto —2kcal mol~!. [98] Postanowitem zatem sprawdzi¢, czy symulacje
molekularne pozwola odtworzy¢ obserwowana eksperymentalnie rownowage kon-
formacyjna, a dzieki temu scharakteryzowaé konformacje 4HB odpowiadajace za
oddziatywanie z czynnikiem transkrypcyjnym aktywujacym ekspresje genéw od-
powiedzialnych za opornos¢ wielolekowa. W tym celu wykonatem symulacje do-
meny 4HB metoda wymiany replik temperaturowych w wariancie (ang.) solute tem-
pering, [154] stosujac 11 replik w zakresie temperatur od 310 do 466 K, kazda o dtu-
gosci 1.75 ps. Klastrowanie trajektorii uzyskanej w najnizszej (fizjologicznej) tempe-
raturze pozwolilo na zidentyfikowanie dwoéch gléwnych stanéw konformacyjnych
domeny 4HB (Rys.4.17). Pierwszy, stanowiacy ponad 97 % zespotu konformacyj-
nego, odpowiada strukturze w pelni zwinietej biatka. Drugi ze zidentyfikowanych
stanéw, stanowiacy okolo 2 % calosci, rézni sie przede wszystkim w obszarze he-
lisy 1, ktéra ulega czeSciowemu rozwinieciu, oraz w obszarze C-koricowym, ktéry
jest bardziej wyeksponowany do $rodowiska wodnego. Wyniki te pozostaja w do-
brej zgodnosci z obserwacjami eksperymentalnymi, ktére wskazuja zaréwno na po-
dobne proporcje miedzy stanem zwinietym a rozwinietym (biatko wystepuje w ok.
4 % w stanie rozwinietym w roztworze), jak réwniez ze oddysocjowanie helisy 1 jest
konieczne dla pelnienia dodatkowej funkcji przez C-koniec domeny 4HB.[98]
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RYSUNEK 4.17: A Reprezentatywne struktury domeny 4HB S. cerevi-
sige dla dwéch gtéwnych klastrow oraz udziat procentowy klastrow
w trajektorii uzyskanej przy pomocy symulacji replik temperaturo-
wych. B Profile energii swobodnej dla wyplecenia fragmentu 6 reszt
C-koricowych od pozostatej domeny 4HB dla petnej dtugosci domeny
(WT, czerwony) badZ domeny z usunieta helisq pierwsza (AHI, zie-
lony). Na rysunku umieszczono struktury reprezentatywne dla mi-
niméw energii swobodnej obecnych dla przypadku AH1.
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Finalnie sprawdzitem, czy zidentyfikowane zmiany w obszarze fragmentu C-
koricowego domeny 4HB odpowiadaja za przyjmowanie konformacji 4HB promu-
jacych aktywacje czynnika transkrypcyjnego. W tym celu poréwnalem konformacje
przyjmowane przez fragment C-koricowy dla dwéch wariantéw biatka — pelnego,
ktéry przyjmuje gtéwnie konformacje zwiniete uniemozliwiajace aktywacje genéw
odpowiedzialnych za opornoé¢ wielolekowej, oraz pozbawionego helisy 1 (reszt
346-365), ktory przyjmuje gtéwnie konformacje rozwiniete umozliwiajace aktywacje
tych genéw.[98] Jako wspélrzedna opisujaca wybralem odleglos¢ miedzy centrum
masy lanicucha gltéwnego helis 2 i 4 a centrum masy taricucha gléwnego szesciu
C-koricowych reszt domeny 4HB. Glebokie minimum energii swobodnej dla pel-
nego wariantu biatka przy wartosci wspoétrzednej wynoszacej okoto 1nm (Rys. 4.17
Swiadczy o tym, ze reszty C-koricowe pozostaja w bliskim kontakcie z helisami 2 i
4. Usuniecie helisy 1 skutkuje pojawieniem sie drugiego stanu konformacyjnego, w
ktérym C-koniec jest catkowicie eksponowany do §rodowiska wodnego (Rys. 4.17).
Dodatkowo, minimum odpowiadajace stanowi éci$le zwiazanemu C-korica do helis
2 i 4 staje sie plytsze oraz przesuwa sie ku mniejszym warto$ciom (wartos$¢ wspot-
rzednej opisujacej wynoszacej okoto 0.8 nm), co wskazuje na zmiane powierzchni
wiazacej C-koniec (tworzonej przez helisy 2 i 4), prawdopodobnie w wyniku przyj-
mowania luZniejszej struktury przez cata domene. O ile wiec powyzszy wynik nie
pozwala na jednoznaczne zakwalifikowanie zmian konformacyjnych obserwowa-
nych dla pelnego wariantu biatka w symulacjach replik temperaturowych, o tyle
pokazuje, ze wypetlanie sie C-korica z reszty domeny 4HB pozwala na aktywa-
¢je czynnika transkrypcyjnego aktywujacego ekspresje genéw odpowiedzialnych za
opornos¢ wielolekowa przez 4HB.

4.3 Rozpoznawanie i wiazanie substratow przez -y-sekretaze

4.3.1 Cholesterol odgrywa istotna role w wiazaniu substratéw przez --
sekretaze

Cho¢ y-sekretaza przeprowadza wewnatrzblonowa proteolize przynajmniej 90 r6z-
nych substratéw, to jednak nie obserwuje sie miedzy nimi analogii jesli chodzi o
sekwencje. [100, 183] Co interesujace, pokazano, ze aktywnos¢ enzymu zalezy w
istotnym stopniu od zawartos$ci cholesterolu w srodowisku lipidowym, w ktérym
znajduje sie enzym. Wzrost zawartosci cholesterolu w blonie stymuluje aktywnosé
proteolityczna enzymu, [105] za$ jego usuniecie z btony skutkuje catkowitym za-
hamowaniem procesu ciecia substratéw przez enzym. [104] Postanowitem zatem
sprawdzi¢ na przykladzie domeny transblonowej bezposredniego prekursora poli-
peptydéw B-amyloidowych, czy przy pomocy dynamiki molekularnej mozna od-
tworzy¢ obserwowany efekt obecnoéci cholesterolu na wzrost powinowactwa -
sekretazy do substratéw. W tym celu wyznaczylem profile energii swobodnej dla
asocjacji substratu do czesci transblobnowej enzymu w czystej btonie DPPC oraz w
btonie ztozonej z DPPC i cholesterolu w stosunku 3:2, stanowiacej model domen
btony wzbogaconych w cholesterol (tzw. tratw lipidowych). [184, 185] Jako wsp6t-
rzedna opisujaca wybralem odleglo$¢ miedzy centrami mas faricuchéw gtéwnych
substratu (reszty 706-718) oraz helis 6 i 9 preseniliny (reszty 242-262 oraz 430-451),
znajdujacymi sie w bezposrednim sasiedztwie obu potencjalnych szczelin odpowia-
dajacych za dostep substratu do centrum aktywnego enzymu. Jak zaprezentowano
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na Rys. 4.18, w przypadku btony wzbogaconej w cholesterol obserwowane jest sze-
rokie minimum o glebokosci okoto —3kcal mol~! dla odlegtosci okoto 1nm mie-
dzy substratem a presenilina, swiadczace o samorzutnosci tworzenia kompleksu -
sekretaza—substrat. W przypadku czystej blony DPPC minimum energii swobodnej
odpowiadajace stanowi zwiazanemu jest bardzo plytkie (Rys.4.18), a sam proces
asocjacji jest niekorzystny termodynamicznie. Powyzsze wyniki $wiadcza o tym, ze
cholesterol odgrywa istotna role w wiazaniu substratéw przez 7y-sekretaze juz na
etapie tworzenia wstepnego kompleksu.
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RYSUNEK 4.18: A Przedstawienie wspodtrzednej opisujacej wstepne

zwiazanie substratu do y-sekretazy. B Profile energii swobodnej dla

wstepnego zwiazania substratu do y-sekretazy w blonie ztozonej z
DPPC (niebieska) oraz w modelu tratwy lipidowej (czerwona).

4.3.2 Blona ulega lokalnemu S$cienieniu w bezposrednim sasiedztwie
wstepnego miejsca wiazania substratu y-sekretazy

Cholesterol obecny w bionie porzadkuje konformacyjnie i usztywnia sasiadujace z
nim taricuchy lipidowe, co skutkuje m.in. zwiekszeniem grubosci btony. [186-188]
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Wystepowanie réznic miedzy dtugoscia transblonowego fragmentu biatka a grubo-
Scia hydrofobowa blony lezy u podstaw efektu niedopasowania hydrofobowego,
ktéry moze indukowac agregacje biatek w btonie. [38] Postanowitem zatem spraw-
dzi¢, na ile grubosci bton réznia sie miedzy badanymi uktadami, dla ktérych wyzna-
czalem energie swobodna asocjacji substratu do y-sekretazy. Otrzymane grubosci
bton, zdefiniowane jako odleglo$¢ miedzy centrami mas atoméw fosforu kazdego
z listkéw wzgledem normalnej btony, wynosity odpowiednio(4.08 & 0.06) nm dla
blony ztozonej z DPPC oraz (4.52 & 0.04) nm dla modelu tratwy lipidowej, co daje
réznice grubosci wynoszaca ponad 0.4nm. Pozwala to podejrzewaé, ze niedopa-
sowanie hydrofobowe jest jednym z efektéw réznicujacych oddzialywanie biatek
miedzy badanymi ukladami.

Pragnac dokladniej przyjrzec¢ sie w jaki sposéb substrat i y-sekretaza wplywaja na
lokalne wiasciwosci btony, wyznaczytem lokalne grubosci blony DPPC oraz mo-
delu tratwy lipidowej w sasiedztwie domeny transbtonowej prekursora polipepty-
déw amyloidowych oraz y-sekretazy. Jak pokazano na Rys. 4.19, cho¢ w przypadku
DPPC btona jest nieznacznie ciefisza w sasiedztwie miejsca wiazania substratu, to
sam substrat znajdujacy sie daleko od enzymu nie wptywa na lokalne wtasciwosci
btony. Przeciwnie jest w modelu tratwy lipidowej, gdzie blona réwniez ulega lo-
kalnemu $cienieniu w bezpos$rednim sasiedztwie. Zwiazanie enzymu z substratem
w modelu tratwy skutkuje zatem mniejszym obszarem blony, ktéry musi ulec za-
krzywieniu w wyniku sasiedztwa biatek o krétkich fragmentach transbtonowych.
Wynik ten wskazuje, ze niedopasowanie hydrofobowe substratu i enzymu do btony
moze stanowi¢ istotna site napedowa dla rozpoznania i wiazania substratéw przez
v-sekretaze.

4.3.3 Efekt niedopasowania hydrofobowego stanowi sile napedowa le-
zaca u podstaw asocjacji substratu do wstepnego miejsca wiazania
vy-sekretazy

Zachecony uzyskanymi wczes$niej wynikami, postanowitem sprawdzi¢ postawiona
hipoteze, ze efekt niedopasowania hydrofobowego odgrywa istotna role w wiaza-
niu substratéw przez 7y-sekretaze. W tym celu poczatkowo prébowatem wyzna-
czy¢ profil energii swobodnej dla tworzenia kompleksu w blonie DPPC o sztucz-
nie zwiekszonej grubosci blony pomocy dodatkowego potencjatu, przez co miata
ona imitowa¢ grubos¢ tratwy lipidowej. Niestety, sztuczne zwiekszanie grubosci
btony dodatkowo utatwiato porzadkowanie lipidéw, co przy wysokiej temperaturze
przemiany fazowej blony DPPC (314 K) prowadzito do powstawania fazy zelowej
w trakcie symulacji, uniemozliwiajac uzyskanie uzbieznionego profilu energii swo-
bodnej. By méc oszacowac na ile wzrost powinowactwa wynika z réznic grubosci
btony, sprawdzi¢ ten efekt dla biatek umieszczonych w btonie zlozonej z 1-stearoilo-
2-oleilofosfatydylocholiny (SOPC). Blona SOPC ma dwie istotne zalety — z jednej
strony oddaje grubos¢ blony DPPC, [189] a z drugiej ma niska temperature przejscia
fazowego (279.7K), [190] co pozwala unikna¢ niechcianych przejs¢ fazowych pod
wplywem sztucznego zwiekszania jej grubosci.
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RYSUNEK 4.19: Lokalne grubosci bton naokoto y-sekretazy i sub-

stratu w kompleksie (géra) badz wolnych (dét) dla A blony ztozo-

nej z DPPC badZz B modelu tratwy lipidowej. Kolorem czerwonym

zaznaczono $cienione obszary btony, zas niebieskim jej pogrubione
obszary.

Jak pokazano na Rys. 4.20, minimum obecne na profilu energii swobodnej dla ma-
tych odlegtosci substrat—y-sekretaza wyznaczonym w btonie SOPC o grubosci mo-
delu tratwy lipidowej jest o ponad 2 kcal mol ! glebsze niz w przypadku analogicz-
nego profilu wyznaczonego w btonie SOPC o normalnej grubosci. Wynik ten su-
geruje, ze niedopasowanie hydrofobowe rzeczywiscie odgrywa istotna role w wia-
zaniu substratéw przez y-sekretaze, za$ rola cholesterolu w procesie rozpoznania
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RYSUNEK 4.20: Profile energii swobodnej dla wstepnego zwiazania
substratu do y-sekretazy w btonie ztoZzonej z SOPC o normalnej gru-
bosci (zielony) badz o grubosci tratwy lipidowej (fioletowy).

substratu sprowadza sie do zwiekszenia grubosci btony. Samorzutnos¢ tworzenia
kompleksu w obu btonach SOPC wynika najprawdopodobniej gorszej rozpuszczal-
noéci zaréwno substratu, jak i enzymu w btonach o nienasyconych taricuchach lipi-
dowych niz w tych zawierajacych nasycone lipidy, co skutkuje zwiekszona tenden-
¢ja do agregacji.[191, 192]
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Rozdzial 5

Wnioski

W niniejszej pracy na wybranych przyktadach zaprezentowatem, ze metody symu-
lacji komputerowych pozwalaja na identyfikacje mechanizméw rozpoznania i wia-
zania pomiedzy biatkami. Przykiad biatek Hsp70 pokazat, ze konwencjonalne sy-
mulacje pelnoatomowej dynamiki molekularnej, przy wykorzystaniu dodatkowych
informacji pochodzacych np. z analiz bioinformatycznych, moga prowadzi¢ do uzy-
skania wiarygodnej struktury komplekséw biatkowych. Dodatkowe symulacje wy-
korzystujace techniki wzmocnionego prébkowania przestrzeni konfiguracyjnej po-
zwolily mi na zasugerowanie oddziatywan elektrostatycznych jako gtéwnych sit na-
pedowych dla wiazania biatka pomocniczego JDP Jacl do Ssql, co zostato nastepnie
zweryfikowane do$wiadczalnie z zastosowaniem technik biochemicznych przez ze-
spot prof. Marszatka. Dalsze badania umozliwily mi scharakteryzowanie dynamiki
petli biatka Jacl zawierajacej motyw HPD, ktéry odgrywa istotna role w stymulacji
cyklu katalitycznego biatek Hsp70 przez biatka JDP oraz na zapostulowanie mecha-
nizmu selekgji konformacyjnej dla dokowania tej petli do miejsca wiazania. Przy
pomocy symulacji pokazalem réwniez na przykladzie komplekséw Ssql-Jacl oraz
DnaK-domena ] biatka Dna]j, jaka role odgrywa motyw HPD w ostabianiu oddzia-
tywan pomiedzy domenami NBD i SBD-p biatek Hsp70 w wyniku oderwania klu-
czowej Arg. Zaproponowatem takze zmiane konformacyjna zachodzaca pod wply-
wem oderwania Arg od jej partneréw wiazania. Otrzymane wyniki postuzyty mi
do wyjasnienia zmian indukowanych przez mutacje zaburzajace komunikacje mie-
dzydomenowa bialek Hsp70. W koricu, przeprowadzone symulacje pozwolily na
zaproponowanie roli jaka odgrywa kazdy z elementéw domeny ] w stymulowaniu
postepu cyklu katalitycznego biatek Hsp70.

Badania przeprowadzone dla domeny 4HB pozwolity na ustalenie, w jaki sposéb
domena ta przystosowywata sie w procesie ewolugji do pelnienia dodatkowej funk-
qji, jaka jest aktywowanie czynnika transkrypcyjnego odpowiedzialnego za aktywa-
gje genéw opornosci wielolekowej. Wykonane symulacje pokazaly, ze w przypadku
S. cerevisige stabilno$¢ domeny 4HB w przewazajacej mierze wynika z efektu hy-
drofobowego. W kolejnym kroku pokazatem, w jaki sposéb zmiany rozmieszczenia
reszt tworzacych hydrofobowy rdzeri wptynety na obnizenie stabilnoéci domeny, co
umozliwiato wypetlanie C-korica domeny odpowiedzialnego za indukowanie opor-
nos$ci.[98] Na koniec wykazatem, ze zmiany w domenie 4HB zachodzace pod wpty-
wem usuniecia helisy 1 skutkuja wyeksponowaniem C-korica do wody, umozliwia-
jac jego rozpoznanie przez czynnik transkrypcyjny.

Symulacje wykonane dla wstepnego tworzenia kompleksu z substratami przez -
sekretaze umozliwily mi zaproponowanie, w jaki sposéb obecnosé cholesterolu w
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btonie wptywa na wzmozona aktywnosc¢ tego enzymu. Przeprowadzone oblicze-
nia pozwolity nie tylko na odtworzenie efektu cholesterolu na wiazanie substratow
obserwowanego eksperymentalnie, ale réwniez na zasugerowanie efektu niedopa-
sowania hydrofobowego jako sily napedowej lezacej u podstaw rozpoznania sub-
stratow przez ten enzym.

Calos¢ przeprowadzonych badani pokazata, Ze symulacje pelnoatomowego wa-
riantu dynamiki molekularnej stanowia narzedzie umozliwiajace zaréwno przewi-
dywania struktur komplekséw makromolekularnych, jak réwniez identyfikacje sit
napedowych lezacych u podstaw tworzenia komplekséw biatkowych, umozliwia-
jacych im pelnienie ré6znorodnych funkgji biologicznych. Potaczenie metod oblicze-
niowych oméwionych w tej pracy z badaniami do§wiadczalnymi pozwala na roz-
wiazywanie probleméw, ktére dotychczas nie mogty by¢ skutecznie badane.
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