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1 Wprowadzenie

1.1 Allosteria

Termin «allosteria» odnosi sie do zjawiska, w ktérym zwiazanie liganda w jednej czesci biatka
skutkuje zmiana aktywnosci katalitycznej lub powinowactwa wzgledem substratu w innym jego re-
gionie, czesto znacznie oddalonym od pierwotnego miejsca wigzania. Taka posrednia regulacja ak-

tywnosci wynika (najczesciej) ze zmian konformacyjnych zachodzacych w obrebie biatka. [1, 2]

Modelowym biatkiem allosterycznym jest hemoglobina, symetryczny tetramer zdolny do wiaza-
nia tlenu. [3] Posiada ona cztery centra wiazace tlen, ktére sa identyczne, ale wzajemnie zalezne: przy-
Taczenie czasteczki O, do jednej z zelazoporfiryn drastycznie zmienia powinowactwo trzech pozosta-
lych podjednostek do tlenu. Pierwsze préby wyjasnienia tego fenomenu podjeto jeszcze przed otrzy-
maniem struktur krystalicznych hemoglobiny. Najbardziej rozpowszechnionymi modelami byty pro-
pozycje wysuniete przez Monoda i wspét. (tzw. model MWC) [4] oraz przez Koshlanda i wspét. (tzw.
model KNF) [5]. Oba modele zaktadaty, ze biatko moze przyjmowac dwie konformacje: R (0o wysokim
powinowactwie) i T (o niskim powinowactwie). Najwazniejsza, cho¢ nie jedyna réznica miedzy ty-
mi opisami dotyczy stanu o wysokim powinowactwie. Wedlug modelu MWC zwiazanie liganda
przesuwa stan rownowagi miedzy stanami T i R, ktére sa spontanicznie przyjmowane takze przez
nieobsadzone biatko (tzw. selekcja konformacyjna). Model KNF opiera sie z kolei na mechanizmie in-
dukowanego dopasowania i zaklada, ze konformacja R pojawia si¢ dopiero w nastepstwie zwiazania
liganda. [3] Pomimo réznic w przyjetych zalozeniach, oba modele wyjasniaty i przewidywaty czes¢

aspektéw allosterii, cho¢ ograniczaly sie jedynie do opisu jakosciowego. [1, 5, 6,7, 8, 9]

W ciagu kolejnych dekad préby opisu zjawiska allosterii stawaty sie coraz bardziej ztoZone i nie
ograniczaty sie jedynie do homooligomeréw, ale dotyczyty takze heterooligomeréw ijednotaricucho-
wych biatek. [10] Poczatkowo dominujace byto podejscie strukturalne, oparte na analizie zmian kon-
formacyjnych miedzy dwoma réznymi stanami biatka. Tym samym prébowano powiaza¢ odmienng
organizacje przestrzenna reszt aminokwasowych z istnieniem potencjalnych Sciezek sygnalizacyj-
nych w obrebie biatka. Na §ciezki, wzdiuz ktérych propagowaé miatyby sie strukturalne zaburzenia,
moglyby sie skladac reszty silnie zakonserwowane lub wykazujace korelacje we wzajemnym potoze-

niu lub ruchu. [11, 12, 13]

Ta perspektywa zostata jednak ponownie poddana pod rozwage w latach osiemdziesiatych, kie-
dy to Cooper i Dryden zwrdcili uwage na entropowy wkiad w allosterie i wykazali, Ze zjawisko to
nie musi koniecznie faczy¢ sie ze zmianami konformacyjnymi makromolekut. [14] Zgodnie z ich teza,

obecno$¢ czynnika allosterycznego nie zmieniataby pozycji minimum energetycznego w przestrzeni



konformacyjnej biatka, a jedynie jego szerokos¢. Biorac to pod uwage, rézne grupy badawcze zapro-
ponowaly szersze spojrzenia na allosterie z punktu widzenia krajobrazu energetycznego, uwzgled-
niajac selekcje konformacyjna i zmiany w obsadzeniach licznych stanéw biatka. [6, 15, 16, 17, 18, 19]

Grupa Ruth Nussinov zapostulowata nawet, Zze wszystkie biatka sa allosteryczne. [20]

Ponad szeé¢ dekad badan nad allosteria byto mozliwe dzieki rozwojowi réznych technik ekspery-
mentalnych, pozwalajacych $ledzi¢ wptyw liganda na zachowanie biatka. [11] Do uzyskania statycz-
nych, wysokorozdzielczych struktur przyczynity sie techniki krystalograficzne. Z kolei na $ledzenie
dynamiki biatek pozwolily m.in. metody jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR), spektrosko-
pia mas uwzgledniajaca wymiane izotopowa wodoér-deuter (HDXMS) czy pomiary fluorescencyjne
wykorzystujace mechanizm FRET (Forsterowski rezonansowy transfer energii). Obecnie ogromna
popularnoscia cieszy sie metoda kriomikroskopii elektronowej (cryo-EM), ktéra nie wymaga uprzed-
niego otrzymania krysztatu prébki. Zamiast tego, badany uklad jest gwattownie zamrazany w roz-
tworze skroplonego kriogenu, co umozliwia zachowanie natywnej struktury biatka. Dzieki temu
metoda cryo-EM moze zosta¢ uzyta do uchwycenia zmienno$ci konformacyjnej biomolekut (tacz-
nie ze stanami przejSciowymi) z blisko atomowa rozdzielczoscia. [21, 22] Nieocenionym wsparciem
w interpretacji wynikéw badan eksperymentalnych na poziomie molekularnym sa metody oblicze-

niowe, ktére dostarczaja réwniez narzedzi do identyfikacji centréw allosterycznych. [23, 24, 25]

Przetomowym efektem badar nad allosteria byto dopuszczenie do leczenia nadczynnosci przytar-
czyc cynakalcetu- leku, ktéry obniza stezenie parathormonu we krwi poprzez allosteryczna modyfi-
kacje receptora wapniowego. [11, 26] Projektowanie allosterycznych lekéw, ktére w przeciwieristwie
do standardowych terapeutykéw nie sa analogami czasteczki wiazacej sie do centrum katalityczne-
go, otworzylo nowe mozliwosci w farmakoterapii i modulowaniu specyficzno$ci lekéw. Jednoczesnie

wymaga dalszych, poglebionych badan, pozwalajacych lepiej zrozumie¢ zjawisko allosterii.

1.2 Szok cieplny

Komoérki sa czesto wystawione na dziatanie czynnikéw stresowych, takich jak podwyzszona tem-
peratura, obecno$¢ wolnych rodnikéw, zmienne pH czy promieniowanie, ktére moga zaburza¢ na-
tywna strukture biatek i innych makromolekut. Zle zwiniete biatka moga by¢ nieaktywne, a w nie-
ktoérych przypadkach moga réwniez wykazywa¢é tendencje do tworzenia cytotoksycznych agrega-
tow. W celu zapobiegania uszkodzeniom, rozwijaniu i agregacji biatek, komoérki dokonuja ekspres;ji
biatek opiekuriczych (ang. molecular chaperones) [27, 28, 29, 30], do ktérych zalicza sie rodziny biatek
szoku cieplnego (ang. Heat shock proteins, Hsp): Hsp60, Hsp70, Hsp90 czy Hsp100 (liczby w nazwach
wskazuja na przyblizona mase bialek w kilodaltonach). [31]



U eukariontéw czynnik transkrypcyjny HSF1 w normalnych warunkach pozostaje w nieaktyw-
nej formie, tworzac kompleks z biatkami opiekuriczymi (Rysunek 1.2.1). Stres komérkowy powoduje
nagromadzenie Zle zwinietych bialek, ktére sa wiazane przez Hsp. Powoduje to uwolnienie HSF1,
ktéry trimeryzuje i jest transportowany do jadra komérkowego, gdzie ulega modyfikacjom potran-
slacyjnym (hiperfosforylacja, sumoilacja) i aktywuje transkrypcje genéw kodujacych biatka opiekun-
cze. [32, 33] Po ustaniu czynnikéw stresowych nadmiar Hsp ponownie kompleksuje HSF1, powo-
dujac jego dezaktywacje. W podobny sposéb Hsp reguluja transkrypcje genéw w E. coli poprzez
(dez)aktywacje czynnika ¢32. [34]

Stres
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atko
| l Aktywacja
HSF1
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N
| DNA
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Rysunek 1.2.1: Mechanizm regulacji odpowiedzi komérki na szok cieplny u eukariontéw. Biatka opiekuricze
takie jak Hsp40, Hsp70, Hsp90 czy TRiC tworzac kompleks z HSF1 sprawiajac, ze pozostaje on w formie nie-
aktywnej. Ich dysocjacja prowadzi do oligomeryzacji HSF1 i ekspresji genéw kodujacych biatka opiekuncze.
Na podstawie [31] i [35].

1.3 Budowa i funkcje bialek Hsp70

W wyniku eksponowania na czynniki stresowe komoérki dokonuja zwiekszonej ekspresji Hsp70,
jednak bialka te pelnia wazne funkcje takze w normalnych warunkach fizjologicznych: biora udziat
w zwijaniu nowo zsyntezowanych fanicuchéw polipeptydowych, regulacji aktywnosci biatek czy ich
transporcie przez btone. [36, 37, 38] Wszystkie te funkcje Hsp70 opieraja sie na rozpoznawaniu i wia-

zaniu krétkich, hydrofobowych fragmentéw taricuchéw polipeptydowych. [39, 40]

Szacuje sie, ze Hsp70 biora udzial w zwijaniu de novo 10-20% bakteryjnych biatek, a zaleznosé

poprawnego zwijania od udziatu Hsp70 koreluje z rozmiarem biatka. [41, 42] Ze wzgledu na to, Ze



$redni rozmiar bialek w komoérkach eukariotycznych jest wiekszy (dla poréwnania, $redni rozmiar
biatek E. coli wynosi 35kDa, a u ludzi — 52 kDa [43]), mozna spodziewa¢ sie, ze biatka opiekuricze
koordynuja w nich zwijanie sie jeszcze wiekszej czesci proteomu. Liczba kodowanych w genomie
Hsp70 jest charakterystyczna dla danego gatunku (E. coli — 3, S. cerevisiae — 11, H. sapiens — 13), a same
biatka moga by¢ zlokalizowane w réznych strukturach komérkowych (retikulum endoplazmatycz-

ne, cytozol, mitochondria, jadro). [38]

W budowie Hsp70 mozna wyr6zni¢ dwie domeny: (i) domene wiazaca nukleotyd (ang. nucleotide
binding domain, NBD) o masie 45 kDa oraz (ii) domene wiazaca substrat (ang. substrate binding domain,
SBD) o masie 25kDa. Obie domeny sa potaczone ze soba krétkim, zakonserwowanym facznikiem
(Rysunek 1.3.1). [44] NBD wykazuje strukturalne podobienstwo do aktyny i heksokinazy i ztozona
jest z dwoch ptatéow (I, II) podzielonych na cztery subdomeny (IA, IB, IIA, 1IB), pomiedzy ktérymi
wiaze sie nukleotyd. NBD cechuje sie niska bazowa aktywnoscia ATP-azowa, a wiazanie ATP powo-

duje rotacje ptatow 1 i Il wzgledem siebie. [45, 46]

SBD sktada sie z czeéci a-helikalnej (SBDa) oraz czesci zbudowanej w oparciu o strukture typu -
kartki (SBDf). Fragment SBDp zlozony jest z dwéch zestaw6éw czterech B-nici, ktére utozone sa war-
stwowo, tworzac hydrofobowa kieszen wiazaca substrat. Kieszen ta jest w stanie zwiaza¢ rozwiniety,
hydrofobowy fragment polipeptydu. Najwiekszym powinowactwem wzgledem SBDp charaktery-
zuja sie sekwencje zlozone z ok. pieciu hydrofobowych aminokwaséw o rozgalezionych taricuchach
bocznych znajdujacych sie w sasiedztwie argininy lub lizyny [49, 50, 51], cho¢ czes¢ Hsp70 potrafi
takze rozpoznawa¢ fragmenty wzbogacone w reszty aromatyczne i proline. [52, 53, 54] W wiekszo$ci
biatek wspomniane sekwencje aminokwasowe sa zlokalizowane w hydrofobowym rdzeniu biatka,
przez co ich eksponowanie $wiadczy o niepoprawnej strukturze przestrzennej. [55] Rozbudowana
sie¢ wigzan wodorowych i kontaktéw hydrofobowych sprawia, ze kieszern wiazaca SBDf nie wyka-
zuje preferencji wzgledem orientacji taficucha polipeptydowego substratu, jednak rozpoznaje jedynie

L-aminokwasy. [39, 56, 57, 58]

SBD moze przyjmowaé dwie gléwne konformacje, otwarta i zamknieta (Rysunek 1.3.1). W kon-
formacji otwartej SBDa i SBDf sa zwiazane z NBD, pozostawiajac tym samym swobodny dostep do
kieszeni wiazacej substrat. W tej sytuacji state szybkosci asocjacji i dysocjacji substratu sa wysokie, co
skutkuje niskim powinowactwem substratu do kieszeni wiazacej. W konformacji zamknietej SBDx
przesuwa sie na powierzchnie SBDg i pelni role wieka, ktére zamyka dostep do kieszeni wiazacej
substrat. Przy takim utozeniu SBDa stata szybkosci asocjacji wyraznie przewyzsza stala dysocjacji,
co przekiada sie na wysokie powinowactwo substratu do kieszeni wiazacej. [39, 59, 60] Co ciekawe,

pomimo wptywu na kinetyke proceséw wiazania i dysocjacji substratéw, sam fragment SBDa nie jest
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Rysunek 1.3.1: (Gora) Schemat sekwengcji biatka Hsp70. W eukariotycznych wariantach Hsp70 zlokalizowa-
nych w cytozolu lub jadrze nieustrukturyzowany fragment C-koricowy czesto zawiera motyw Glu-Glu-Val-Asp
(EEVD), kt6ry stanowi miejsce wiazania biatek wspétopiekuriczych (np. BAG-1, Hsp90 czy Hsp40). [38] (Srodek,
dot) Hsp70 (DnaK z E. coli) w konformacji otwartej i zamknietej (kody struktur w bazie PDB: 4B9Q [47] i 2KHO
[48]).

niezbedny do petnienia przez Hsp70 swoich funkcji, wlaczajac w to indukcje ponownego zwijania sie
biatek (ang. refolding). [61, 62] Ta subdomena odgrywa jednak wazna role w oddzialywaniu Hsp70

zbiatkami wspotopiekuriczymi oraz z lipidami. [63]

U podstaw aktywnosci Hsp70 leza nastepujace po sobie procesy zwiazania i uwalniania biatko-

wego substratu, zalezne od obsadzenia wneki wiazacej nukleotyd. [64, 65] W obecnosci ATP SBD



przyjmuje konformacje otwarta, natomiast w obecnosci ADP (lub gdy brak jest nukleotydu w kie-
szeni wiazacej)— konformacje zamknieta. Wzajemne sprzeganie konformacji NBD i SBD jest mozliwe
dzieki miedzydomenowemu facznikowi, ktéry w obecnosci ADP jest nieustrukturyzowany, a w obec-

noéci ATP wspoéttworzy B-kartkowy fragment NBD. [66, 67, 68]

1.3.1 Cykl katalityczny Hsp70

Zalezny od ATP cykl katalityczny Hsp70 pozwiazany jest z szeregiem zmian konformacyjnych,
ktére modyfikuja oddzialywania Hsp70-substrat, a ich koordynowanie zachodzi przy udziale biatek
wspotopiekuniczych: tzw. biatek ] oraz czynnika wymiany nukleotydu (Rysunek 1.3.2). [69]

Biatko w stanie
natywnym

. Biatko w stanie % “‘
Biatko | nienatywnym .’ k

—
1 o

ATP

_______ Czynnik wymiany
""" M nukleotydu
Rysunek 1.3.2: Cykl katalityczny Hsp70 (opis w tekscie); rysunek zapozyczono z [69]

Poczatkowo Hsp70 w stanie ze zwiazanym ATP znajduje sie w konformacji otwartej. Biatko J re-
krutuje zle zwiniety biatkowy substrat (1) i dostarcza go do Hsp70, z ktérym oddzialuje poprzez
domene | (2). Substrat przejSciowo oddziatuje z domena SBD znajdujaca sie w konformacji otwarte;j.
Nastepnie hydroliza ATP wewnatrz NBD, stymulowana synergistycznie przez domene ] i zwiazany

substrat [70], powoduje zmiane konformacyjna Hsp70 i przyjecie przez nie konformacji zamkniete;j.



W przypadku kiedy substrat jest wiazany bezposrednio przez Hsp70 rola biatek ] ogranicza sie jedy-
nie do stymulowania hydrolizy ATP. [37, 69] Warto zaznaczy¢, ze synergistyczne dziatanie substratu

i biatka ] pozwala na zwiekszenie szybkosci reakcji hydrolizy ponad tysiackrotnie. [70, 71]

W kolejnym kroku SBDa oddysocjowuje od NBD i wiaze sie na powierzchni SBDg, stabilizujac
oddzialywania Hsp70 z substratem. Na tym etapie prawdopodobnie nastepuje réwniez oddysocjo-
wanie biatka J (3). W dalszej kolejnoéci czynnik wymiany nukleotydu, charakteryzujacy sie wysokim
powinowactwem do Hsp70 ze zwiazanym ADDP, przylacza sie¢ do Hsp70 (4). Powstaniu kompleksu
biatkowego towarzyszy zmiana konformacyjna w obrebie NBD, ktéra umozliwia uwolnienie ADP
(5), a nastepnie zwiazanie czasteczki ATP i ponowne przyjecie konformacji otwartej przez Hsp70 (6).
Udziat biatek wspoétopiekuriczych sprawia, Ze to wlasnie proces dysocjacji ADP (a nie sama hydroliza
ATP) jest etapem limitujacym szybkos¢ cyklu katalitycznego. [44, 72] Niskie powinowactwo Hsp70
w konformacji otwartej wzgledem substratu powoduje jego dysocjacje (7), ktéra umozliwia ponowne

zwiniecie i osiagniecie funkcjonalnej konformacji biatka.

Sprzegniecie obsadzenia kieszeni wiazacej nukleotyd z konformacja domeny wiazacej substrat
powoduje, ze w wyniku hydrolizy ATP powinowactwo substratu wzgledem SBD wzrasta 10-50 krot-
nie. Towarzyszy temu spadek stalych szybkosci asocjacji i dysocjacji substratu, odpowiednio, 100-
11000-krotny. [40, 70, 73] Nalezy zaznaczy¢, ze SBD moze okresowo otwiera¢ sie i zamykac nieza-
leznie od nukleotydu obecnego w kieszeni wiazacej NBD, jednak obsadzenie NBD determinuje stale
szybkosci z jaka zachodza te procesy, a co za tym idzie, bardziej prawdopodobna konformacje dome-

ny. [74, 75]

Wydajnos¢ zaleznego od ATP cyklu Hsp70 — koordynowanego przez biatko J i czynnik wymia-
ny nukleotydu — pozwala na nieréwnowagowa konwersje nieaktywnych biatek (Zle zwinietych lub
zagregowanych) w funkcjonalne biatka o natywnej strukturze, pomimo denaturujacych czynnikéw.
[76, 77] Jesli po uwolnieniu substrat nie osiagnie swojej natywnej konformacji moze on zosta¢ ponow-
nie zarekrutowany przez biatko J i cykl katalityczny rozpoczyna sie na nowo. Niemniej, niedawno
opublikowane wyniki symulacji dynamiki molekularnej sugeruja, Ze substrat rozpoczyna ponowne
zwijanie bedac w bezposrednim sasiedztwie Hsp70 w konformacji otwartej. [78] Dzieki oddziatywa-
niom Hsp70-substrat krajobraz energetyczny przestrzeni konformacyjnej bialka zostaje zmieniony,

co faworyzuje przyjecie stanu natywnego i zmniejsza szanse na nieprawidlowe zwiniecie biatka.

1.4 Budowa i funkcje bialek ] (Hsp40)

Kluczowa role w regulowaniu cyklu katalitycznego Hsp70 pelnia biatka ] (znane takze jako Hsp40),

ktére zaré6wno stymuluja aktywnos¢ ATP-azowa Hsp70, jak i odpowiadaja za dostarczanie do nich



biatkowych substratéow. [38, 79] Biatka ] charakteryzuja sie obecnoécia w swojej strukturze domeny
J, fragmentu o dtugosci ~70 aminokwaséw ztozonego z czterech a-helis, w ktérym silnie zakonser-
wowany motyw His-Pro-Asp (HPD), niezbedny do stymulowania aktywnosci ATP-azowej Hsp70,
zlokalizowany jest na petli miedzy helisa II a III (Rysunek 1.4.1 A). [69, 80, 81] Fragment domeny ]
obejmujacy helise II, petle HPD oraz helise III bezposrednio oddziatuje z Hsp70. [82, 83] Pomimo te-
go, ze domena ] jest zakonserwowana miedzy organizmami, reszty tworzace interfejs Hsp40/Hsp70
sa zmienne i koewoluowaty [84], co w niektérych przypadkach umozliwia dzialanie biatek J, mimo

mutacji w obrebie motywu HPD. [85]

Biatka ] dzieli sie na trzy klasy, a ta klasyfikacja opiera sie na podobieristwie wzgledem Dna],
pierwszego biatka z tej rodziny opisanego w literaturze. W budowie biatek ] klasy A mozna wyréznic:
N-terminalng domene J, region G/F bogaty w reszty glicyny i fenyloalaniny oraz dwie C-terminalne,
B-beczkowe domeny (CTD I i II; Rysunek 1.4.1 B). [80] W obrebie CTD I znajduja sie z kolei czte-
ry powtérzenia motywu palca cynkowego, Cys-X-X-Cys-X-Gly-X-Gly. Wytaczajac obecnos¢ motywu
palca cynkowego, biatka ] klasy B maja identyczna budowe, co biatka ] klasy A. Ponadto, wszystkie
biatka klasy A oraz czes$¢ biatek klasy B tworza homodimery poprzez krétka domene dimeryzacyjna
zlokalizowana na koricu CTD II. [69, 86]
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Rysunek 1.4.1: (A) Budowa domeny ]. Aminokwasy nalezace do zakonserwowanego motywu HPD zostaty
przedstawione kolorem niebieskim. (B) Budowa biatek ] klasy A i B — Ydj1 oraz Sis1 pochodzacych z S. cerevisiae.
Oznaczenia: JD — domena J, GF - region G/F, Zn — motyw palca cynkowego, CTD — C-terminalna domena, DD -

domena dimeryzacyjna. Zaadaptowano z [69].

Poczatkowo pozostate biatka J, ktére nie posiadaty w swojej budowie regionu G/F zostaly zgru-

powane w klase C, obejmujaca obecnie wszystkie biatka ] nienalezace do klasy A lub B. [86] Klasa



C stanowi zatem najliczniejsza i najbardziej zréznicowana pod wzgledem strukturalnym klase bia-
ek J, a ich jedyna cecha wspélna jest obecnos¢ domeny J, ktéra moze znajdowaé sie w dowolnym
miejscu w ich sekwengji. Ten stosunkowo arbitralny podziat nie uwzglednia zatem biochemicznych
funkcji czy tez mechanizmu dziatania biatek, cho¢ badania z uzyciem uczenia maszynowego wyka-

zaly stusznos¢ podziatu na klasy A i B na tle ewolucyjnym. [87, 88, 89]

Liczba genéw kodujacych biatka J jest charakterystyczna dla danego organizmu i koreluje z ogél-
na zlozonoscia genomu. [86, 90] Ogromna réznorodno$é dodatkowych domen obecnych w sekwen-
cjach biatek J, jak np. uktad tioredoksynowy, domena kinazowa czy region wiazacy klatryne, umoz-
liwia im oddzialywania z licznymi substratami i zaangazowanie Hsp70 w kluczowe procesy komor-
kowe. Zréznicowane sekwencje sygnalowe powoduja natomiast, ze biatka ] obecne sa w réznych cze-
$ciach komorki: jadrze, retikulum endoplazmatycznym, mitochondriach czy cytozolu. [69, 86] Biatka |
sa zdolne do rozpoznawania rozwinietych, zZle sfafdowanych lub zagregowanych substratéw i rzadko
wykazuja specyficznosé¢ — do tych Scisle wyspecjalizowanych wyjatkéw naleza m.in. Hsc20, uczest-
niczace w przenoszeniu centréw zelazowo-siarkowych [91] czy auksylina, zaangazowana w rozpad
plaszcza klatrynowego. [92] Czes¢ Hsp40 zaangazowana jest rowniez w funkcje niezalezne od Hsp70,
takie jak kontrolowanie homeostazy wapnia czy rozpad spliceosomu podczas wycinania intronéw.

[93, 94]

1.41 Mechanizm autoinhibicji bialek J klasy B

Przez dlugi czas region G/F byt uwazany za nieustrukturyzowany tacznik o nieznanej funkgji,
cho¢ postulowano jego udziat w modulowaniu zdolnosci Hsp70 do wiazania substratéw i stymulacji
aktywnosci ATP-azowej DnaK. [71, 95, 96, 97] Niemniej, w przypadku biatek ] klasy B, niedawne
badania wskazuja na jego funkcje autoinhibicyjna, nieobecna u innych klas biatek J (Rysunek 1.4.2).
[98]

W biatkach ] klasy B ok. 15 aminokwaséw regionu G/F tworzy krétka a-helise (helise V), kto-
ra jest zadokowana na powierzchni helis II i III domeny ], blokujac tym samym miejsce wiazania
Hsp70. Oddysocjowanie domeny ] od helisy V nastepuje dopiero po zwiazaniu przez CTD I nieupo-
rzadkowanego C-korica Hsp70 zawierajacego motyw EEVD. [98] Pomimo tego, ze hydrofobowa kie-
szenn w obrebie domeny CTD I moze stuzy¢ jako miejsce wiazania biatkowych substratéw [99, 100],
oddysocjowanie helisy V jest niezalezne od wiazania substratu, a sam region G/F nie oddziatuje
bezposrednio z Hsp70. [98] Wykazano réwniez, ze usuniecie motywu EEVD z sekwencji Hsp70 unie-
mozliwia jego oddzialywanie z biatkiem ] typu B, natomiast brak motywu EEVD nie wptywa na
oddzialywania miedzy Hsp70 a biatkiem J typu A. [98] Cho¢ pozornie taki sposéb regulacji uwalnia-

nia domeny ] nie oferuje zadnej funkcjonalnej korzysci wzgledem dziatania biatek klasy A, jest on
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Rysunek 1.4.2: Mechanizm autoinhibicji biatek J klasy B. Zapozyczono z [98].

kluczowy w procesie dezagregacji widkien amyloidowych, do ktérego zdolne sa tylko biatka klasy B.
[101, 102, 103]

1.5 Entropowe szarpanie

Niezaleznie od tego, czy Hsp70 biora udziat w rozwijaniu Zle zwinietego biatka, uwalnianiu mo-
nomeréw z agregatu biatkowego lub transporcie bialek przez blone, sposéb ich dziatania jest jedna-
kowy i okreslany jest jako ,entropowe szarpanie” (ang. entropic pulling, EP). [104, 105] Mechanizm

ten mozna przesledzi¢ na przykladzie translokacji biatek przez btone mitochondrialna.

W macierzy mitochondrialnej Hsp70 i Hsp40 sa zakotwiczone do blonowego kanatu, a fragment
polipeptydowy stopniowo przechodzi przez translokazy zewnetrznej i wewnetrznej blony mitochon-
drialnej. Gdy w matriks znajdzie sie fragment mogacy zwiaza¢ sie z Hsp70, nastepuje utworzenie
kompleksu Hsp70 z biatkowym substratem. Wéwczas znajdujaca sie w poblizu domena J stymuluje
hydrolize ATP w obrebie Hsp70, stabilizujac powstaty kompleks Hsp70-substrat, ktéry odtacza sie
od powierzchni btony (Rysunek 1.5.1 A).

Wylaniajacy sie fragment polipeptydowy moze przyjmowacé rézne konformacje, a zwiazanie du-
zego objetosciowo Hsp70, ktéry pelni funkcje zawady sterycznej, skutkuje utrata jego swobody kon-
formacyjnej. Samorzutne dazenie ukladu do zwiekszenia entropii jest Zrédtem szarpiacej sily, ktéra
— dzialajac na polipeptyd — powoduje jego wymuszone przejscie przez kanat blonowy. Mechanizm
EP indukuje $rednia site rzedu 10-20 pN, ktéra jest najwieksza po zwiazaniu polipeptydu przy po-
wierzchni bfony i maleje odwrotnie proporcjonalnie do liczby aminokwaséw pomiedzy miejscem
zwiazania biatka opiekuniczego a kanatem btonowym (Rysunek 1.5.1 C). Powstajacy w ten sposéb
gradient energii swobodnej jest w stanie zapewnié przejScie przez blone ok. 30 reszt aminokwaso-

wych zanim stanie sie zaniedbywalny (< 0.6 kcal/mol). Co ciekawe, transportowane biatka posiadaja
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Rysunek 1.5.1: (A,B) Schematyczne przedstawienie mechanizmu entropowego szarpania. Dazenie do zwiek-
szenia swobody konformacyjnej Hsp70 powoduje transport polipeptydu przez kanaly blonowe lub uwalnianie
monomeru i rozluZnianie struktury agregatu biatkowego. Pétprzezroczyste ksztatty obrazuja konformacje, jakie
moze przyjmowac Hsp70. (C) Zaleznoé¢ sity generowanej przez EP w zaleznosci od liczby reszt aminokwaso-

wych pomiedzy kanatem blonowym a miejscem zwiazania biatka opiekuriczego. Zaadaptowano z [104, 105]

w swojej sekwencji fragment rozpoznawany przez Hsp70 srednio co 35-40 reszt aminokwasowych.
[51] W ten sposéb kolejne biatko Hsp70 moze zwiaza¢ sie do transportowanego polipeptydu zaraz
przed tym jak pierwsze Hsp70 catkowicie wykorzysta swdj ,szarpiacy” potencjat . Dzieki temu EP
moze w ciagly sposéb zapewni¢ site potrzebna do rozwiniecia calego polipeptydu po stronie cyto-

plazmy i przeniesienia go do macierzy mitochondrialne;j.

W analogiczny sposéb dziata Hsp70 zwiazane do eksponowanych hydrofobowych fragmentéw
na powierzchni agregatow (Rysunek 1.5.1 B). W celu zwiekszenia swobody konformacyjnej, Hsp70
wyszarpuje zwiazany monomer, rozluzniajac strukture agregatu. Postepujace lokalne rozwijanie biat-
ka umozliwia stopniowa dezagregacje, a uwolnione monomery po dysocjacji Hsp70 maja szanse na
przyjecie natywnej struktury. Warto zaznaczy¢, ze w przypadku zZle zwinietego biatkowego monome-
ru kilka réwnoczeénie zwiazanych Hsp70 poteguje efekt zawady sterycznej i zwieksza efektywnosc¢

dziatania EP. [106]

1.6 Bialka DnaK i Dna]

Bakteryjne biatka E. coli — DnaK i DnaJ — stanowia najlepiej poznany kompleks Hsp70-Hsp40.

Dysponujac szeregiem danych biochemicznych i strukturalnych dla tego kompleksu mozna dostrzec
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allosteryczny charakter aktywacji Hsp70: zaréwno miejsce zwiazania biatka J, ktére znajduje sie na
interfejsie NBD-SBD§, jak i kieszerr wiazaca substrat zlokalizowane sa w znacznej odlegtosci od kie-

szeni wiazacej nukleotyd (Rysunek 1.6.1).

Rysunek 1.6.1: DnaK w kompleksie z domena ] DnaJ na podstawie struktury 5NRO z bazy PDB. [83] NBD zosta-
1a przedstawiona kolorem niebieskim, SBDa — kolorem zielonym, SBDp — kolorem pomaraficzowym, a domena

J — kolorem czarnym.

Pomimo rozlegtych badan prowadzonych w tym obszarze, mechanizm tej aktywacji na poziomie
molekularnym nadal pozostaje niewyjasniony. Dzieki mutacjom punktowym udalo sie jednak zi-
dentyfikowac liczne reszty aminokwasowe zaangazowane w stymulowanie aktywnosci ATP-azowej

DnaK. [67, 68,107, 108, 109]

W oczywisty sposéb wazna role w transmisji sygnatu allosterycznego miedzy SBD a NBD petni
miedzydomenowy tacznik (reszty Val386—-Asp393). Modyfikacje wprowadzane w obrebie silnie za-
konserwowanego motywu VLLL tacznika (reszty 389-392) catkowicie uniemozliwiaty komunikacje
miedzy NBD i SBD, zaréwno jesli chodzi o stymulowanie hydrolizy po zwiazaniu substratu lub Dna],
jak réwniez uwalnianie substratu po zwiazaniu ATP. [70] Co wiecej, konstrukt DnaK (reszty 1-393)
cechuje sie blisko 40-krotnie wieksza aktywnoscia ATP-azowa niz izolowane NBD (reszty 1-385), co
podkresla role oddziatywar NBD-tacznik w stymulowaniu hydrolizy. [67]

Poréwnujac struktury Hsp70 z ATP i ADP, Kityk i wspétpracownicy zauwazyli, ze towarzyszaca
zwiazaniu ATP rotacja platéw NBD wzgledem siebie umozliwia zadokowanie SBDJ na powierzchni
NBD. [110] Powoduje to przyjecie przez DnaK konformagji, ktéra nie sprzyja hydrolizie ATP, a kto-
ra to stabilizowana jest przez oddziatywania reszt SBDS (Asp481, Lys414) z resztami NBD (Arg151,
Ile168, Asp326). Przy braku efektoréw allosterycznych, SBDS jest w stanie sporadycznie oddysocjo-
waé od NBD, umozliwiajac rotacje ptatéow NBD, co odpowiada za niska bazowa aktywnos¢ ATP-
azowa DnaK (Rysunek 1.6.2, "1"). Dysocjacje domen utatwialy natomiast mutacje alaninowe reszt

Lys414 i Asp481: zwigkszaly one aktywnosé¢ ATP-azowa DnaK odpowiednio 25- i 80-krotnie.
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= Inhibicyjny efekt SBD
= Bardzo niska
Brak kofaktoréw aktywnos¢ ATP-azowa

® K

= Nieefektywne wigzanie
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ATP-azowa
D326
K414 ‘y
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= Efektywne wigzanie
substratu
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ATP-azowa

1168
R167

D481

Rysunek 1.6.2: Proponowany mechanizm aktywacji DnaK. Zaadaptowano z [38].

Obecnos¢ substratu stymuluje oddysocjowanie SBDS od NBD, co podwyzsza aktywnos$¢ ATP-
azowa DnaK (2-5 krotnie). Niemniej miedzydomenowy tacznik czesto wyslizguje sie z rowka NBD,
co nie sprzyja utrzymaniu wzajemnego potozenia ptatéw NBD optymalnego do hydrolizy ATP i mo-
ze skutkowaé niepozadana dysocjacja substratu (Rysunek 1.6.2, "2"). Aktywno$¢ zaprojektowanych
przez badaczy zmutowanych wariantéw DnaK sugerowalyby natomiast, ze w stymulowanie hydro-
lizy ATP w obecno$ci substratu zaangazowane sa reszty Val440, Leu484 oraz Asp148. [110] Mutanty
V440A, L484A i D148A potrafily bowiem przenosi¢ sygnat z NBD do SBD (uwolnienie substratu na
skutek zwiazania ATP), natomiast nie propagowaty sygnatu z SBD do NBD (stymulowanie hydrolizy
po zwiazaniu substratu; hydroliza w tych wariantach DnaK nadal mogta by¢ stymulowana domena
J). Ta obserwacja przemawiala zatem za istnieniem dwoéch réznych Sciezek sygnatowych w obrebie
biatka i w naturalny sposéb rodzita pytanie o istnienie mutacji DnakK, ktére wykazywatyby odwrotne
zachowanie. Poszukiwana mutacja okazata sie mutacja reszty Phel46, zlokalizowanej na petli koor-
dynujacej ATP. Pomimo tego, ze Phel46 nie wspéttworzy interfejsu NBD-SBDp, prawdopodobnie
odpowiada ona za sprzeganie wiazania ATP z rotacja I ptata NBD, umozliwiajac przyjecie geometrii

sprzyjajacej zadokowaniu SBDS. [110]
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Zwiazanie domeny ] wzmacnia stymulowana przez substrat dysocjacje SBDS i jednoczeénie za-
pewnia utrzymanie tacznika w rowku NBD - pozwala to na rotacje ptatow NBD, ktéra zapewnia
konformacje kompetentna do hydrolizy ATP i prowadzi do efektywnego zwiazania substratu (Rysu-
nek 1.6.2, "3"). Domena ] pozycjonuje sie na interfejsie NBD-SBDf dzieki hydrofobowym i polarnym
oddzialywaniom, wsréd ktérych znajdujq sie wiazania wodorowe tworzone przez reszty motywu
HPD, His33 i Asp35 z, odpowiednio, Leu391 miedzydomenowego tacznika i Argl67 NBD. Pod nie-
obecno$¢ DnaJ, Argl67 tworzy mostki solne z dwiema resztami: Asp393 (facznik) i Asp481 (SBDp),
awymiana tej reszty na alanine powoduje, ze wariant DnaK R167A hydrolizuje ATP z podobna szyb-
koscia jak dziki szczep DnaK stymulowany przez DnaJ i substrat. [47, 84] Przemieszczenie argininy
powinno zatem w istotny sposéb wptywac na koordynowanie cyklu katalitycznego DnaK. Otrzyma-
na struktura krystaliczna DnaK ze zwiazana domena ] pozwolila na zaproponowanie przez grupe

badawcza Mayera Sciezek allosterycznych w obrebie kompleksu (Rysunek 1.6.3 A). [83]

A

K70,
T190 ,
AT:}‘— H,0 P143 2144 Subsgat
R PN ) V440 |4§38
s Ni70 ANDug &
XS
— D481 —L484—TH485
K387 V389/390L 301 L392 D393 AT
[R36 D35 M30 H33 Y25 Kag]
Domena )

Rysunek 1.6.3: (A) Sie¢ polarnych i niepolarnych kontaktéw miedzy domena J a DnaK. Strzatki odpowiadaja
polarnym oddziatywaniom, a przerywane linie- kontaktom hydrofobowym. Zapozyczono z [83]. (B) Struktura

kompleksu DnaK-domena J [83] z zaznaczonymi wybranymi resztami pojawiajacymi sie na gérnym panelu.
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Taka sie¢ kontaktéw umozliwiataby posrednie oddziatywanie reszt motywu HPD na reszty zlo-
kalizowane w wiazacej NBD (Lys70, Glul71) oraz sprzeganie przez domene | sygnaléw inicjujacych
hydrolize i wiazanie substratu. Ze wzgledu na to, ze mutacje w obrebie motywu HPD skrajnie obniza-
ja zdolnos¢ DnaJ do stymulowania DnaK, podejrzewa sie, Ze to wlasnie te oddzialywania odgrywaja
pierwszorzedna role w przekazywaniu sygnatu allosterycznego. Niemniej, najnowsze badania nad
drozdzowym kompleksem Hsp70-Hsp40 pokazaly, ze mutacje alaninowe w obrebie motywu HPD
nie powoduja calkowitej utraty zdolnosci biatka ] do stymulowania Hsp70, co podwaza obecny stan

wiedzy dotyczacy allosterycznej aktywacji Hsp70 przez biatka J. [85]

1.6.1 Hydroliza ATP przez DnaK

Centralna role w procesie hydrolizy ATP przez DnaK odgrywa reszta Thr199. Mutacja Thr199Ala
jest rutynowo stosowana w badaniach krystalograficznych do ustalenia struktury biatka ze zwiaza-
nym ATP, poniewaz powoduje ona znaczne zahamowanie hydrolizy ATP, nie wplywajac przy tym
na zmiany konformacyjne biatka. [111] Niemniej, stosowanie tej mutacji powoduje, ze doktadny opis
organizacji kieszeni wiazacej ATP i co za tym idzie, mechanizm hydrolizy jest niejasny. Zamiana
treoniny na seryne nie wiaze sie z drastycznym spadkiem aktywnosci ATP-azowej [111], co moze

sugerowac istotna role grupy hydroksylowej faficucha bocznego w koordynowaniu nukleotydu.

A ov2 iiﬁz C
H_O/—\ |P|£O/P3\O/AMP
b// T | @
¥3 o

-d p1
" Thril1l
s . . ‘Q, Thr199

|| - ;
H—O/—\ Py o/lF!B\O/ e W

2 Glul71l
ol/\0{3 " l p L *-F
v

Rysunek 1.6.4: Poréwnanie asocjacyjnego (A) i dysocjacyjnego (B) mechanizmu hydrolizy ATP. W mechani-

zmie asocjacyjnym nukleofilowy atak jonu hydroksylowego na terminalny fosforan (P,) zachodzi réwnoczesnie
Ze zrywaniem wiazania P“Y'O/Sv' Zapozyczono z [112]. (C) Reszty DnaK znajdujace sie w bezposrednim sasiedz-

twie terminalnego fosforanu ATP.
Zazwyczaj hydroliza ATP w ukladach biologicznych zachodzi wedlug mechanizmu dysocjacyj-

nego Sy2 (Rysunek 1.6.4) ztozonego z nastepujacych etapéw [113]: (i) poczatkowej dysocjacji termi-

nalnego fosforanu z ATP i utworzeniu ADP oraz anionu metafosforanowego; (ii) utworzeniu hydra-
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towanego kompleksu metafosforanu z woda, ktéry dalej zostaje zdeprotonowany przez biatko; (iii)

sprotonowaniu powstatego wodorofosforanu przez biatko.

Poza Thr199, kluczowa reszta w procesie hydrolizy jest Lys70, ktérej mutacja alaninowa hamuje
aktywnos$¢ ATP-azowa DnaK i uniemozliwia zajécie zmian konformacyjnych zwiazanych z uwol-
nieniem substratu. [111] Pokazano réwniez, ze reszta Glul71 tworzaca mostek solny z Lys70, jest
niezbedna do sprzegania aktywnoéci ATP-azowej z wiazaniem i uwalnianiem substratu. Pomimo te-
go, ze warianty E171A, E171L oraz E171K DnaK byly w stanie hydrolizowa¢ ATP, to nie byly one

funkcjonalne in vivo. [114]
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2 Celei zakres pracy

Allosteryczny charakter aktywacji Hsp70 byt wielokrotnie udowadniany, jednak jej mechanizm
na poziomie molekularnym pozostaje niewyjasniony, mimo rozlegltych badan prowadzonych w tym
obszarze. W ramach niniejszej dysertacji planuje opisac¢ z rozdzielczo$cia atomowa mechanizmy allo-
sterycznej komunikacji wewnatrz bialek Hsp70 oraz z ich partnerami wiazania: substratem i wspot-
opiekuriczym biatkiem J. Zamierzam skupi¢ sie na przykltadzie pary biatek DnaK i DnaJ, ktére sta-
nowia najlepiej poznany kompleks Hsp70-biatko ], postugujac sie przy tym petnoatomowymi sy-
mulacjami Dynamiki Molekularnej (MD), wspieranymi przez metody wzmocnionego prébkowania.
W szczeg6Inosci, moje badania maja na celu opisanie mechanizmu aktywacji Hsp70, ktéra prowadzi
do przyjecia przez biatko konformacji kompetentnej do hydrolizy ATP. Ten nadrzedny cel podzie-
litem na trzy zadania szczegétowe, skupiajace sie na zmianach konformacyjnych odpowiadajacych

réznym etapom cyklu katalitycznego Hsp70.
1. Opis zmian konformacyjnych indukowanych hydroliza ATP.

Hydroliza ATP w DnaK powoduje zmiany w ulozeniu interfejsu SBDS-NBD, prowadzac do odta-
czenia sie jednej domeny od drugiej w obecnosci ADP. W pierwszej czesci szczegétowo scharaktery-
zuje stany NBD przed i po hydrolizie, uwzgledniajac opis trwalych wewnatrzdomenowych kontak-
tow wlasciwych kazdemu ze stanéw. Nastepnie opisze jak obsadzenie NBD wptywa na powinowac-
two obu domen. Ponadto, analizujac interfejs SBDS-NBD, planuje zidentyfikowa¢ reszty aminokwa-

sowe, ktére maja najwiekszy wkiad w koordynowanie dysocjacji SBDS pod wpltywem hydrolizy ATP.
2. Opis zmian konformacyjnych indukowanych zwiazaniem domeny J.

Zwiazanie domeny ] przez DnaK stymuluje hydrolize ATP w kieszeni wiazacej NBD. W tej cze-
$ci badan planuje opisaé cechy aktywnego stanu Dnak, ze szczegélnym uwzglednieniem roli reszty
Thr199, ktéra umozliwia hydrolize nukleotydu. Nastepnie zbadam jak obecnoé¢ domeny ] wptywa
na przebieg profili energii swobodnej zwiazanych ze zidentyfikowanymi zmianami konformacyj-
nymi. Co wiecej, wobec doniesiei o tym, ze niektére mutacje w obrebie silnie zakonserwowanego
motywu HPD domeny ] nie powoduja catkowitej utraty zdolnoéci biatek ] do stymulowania Hsp70,
zamierzam dokladnie okresli¢ role poszczegdlnych aminokwaséw tego motywu w procesie wiazania

domeny J do NBD i aktywacji DnaK.
3. Opis zmian konformacyjnych indukowanych obecno$cia substratu w SBD.

Aktywnos¢ ATP-azowa Hsp70 moze by¢ stymulowana, cho¢ w mniejszym stopniu, réwniez przez
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samo zwiazanie biatkowego substratu. W tej czesci badan sprébuje wyjasni¢ w jaki sposéb obsa-
dzenie SBD wptywa na mozliwo$é przyjmowania stanu stymulowanego przez DnaK. Korzystajac
zwnioskéw z poprzedniego punktu, poréwnam czy stymulacja DnaK przez substrat wykazuje te sa-
me cechy charakterystyczne, co stymulacja przez domene J. Na koniec przyjrze sie takze temu, jak

obecnos¢ czynnikéw allosterycznych wptywa na zmiany konformacyjne SBDa.

W kazdym przypadku uzyskane wyniki skonfrontuje z danymi biochemicznymi, wskazujacymi
na liczne mutacje punktowe, ktére zaburzaja aktywno$¢ Hsp70. Opublikowane w ostatnich latach
struktury DnaK w kompleksie z domena ] badZ peptydem stanowia doskonaly punkt wyjscia do
przeprowadzenia badarh metodami MD, ktére umozliwiaja opis dynamicznego zachowania bialek.
Dzieki silnie zakonserwowanej sekwengji, bakteryjne Hsp70 stanowia uniwersalny model do ba-
dania podstaw aktywnosci innych bialek z tej rodziny, w tym takze ludzkich Hsp70. Ze wzgledu
na zaangazowanie w liczne Sciezki komunikacji komérkowej, Hsp70 staja sie atrakcyjnym celem te-
rapeutycznym w leczeniu nowotworéw czy choréb neurodegeneracyjnych. [115, 116] Szczegdtowy
opis aktywnosci Hsp70, ktérego sie podejmuje, moze by¢ zatem przydatny przy projektowaniu allo-

sterycznych lekéw modulujacych dziatanie tej grupy biatek.
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3 Metodyka badan

3.1 Wprowadzenie do termodynamiki statystycznej
3.1.1 Rozklad Boltzmana

Termodynamika statystyczna operuje prawdopodobieristwem w celu scharakteryzowania wta-
snoéci uktadu, takich jak jego entropia czy energia swobodna. W celu scharakteryzowania kryteriow
warunkujacych obsadzenie poszczegélnych mikrostanéw pomocne bedzie zdefiniowanie funkcji ob-
sadzen, W, ktéra méwi nam o liczbie mozliwosci zrealizowania konkretnego obsadzenia k r6znych

mikrostan6w w zespole N uktadéw (liczba kombinagji bez powtérzen):

NN (N = N, N — YN, N1
W(Nl,NZ,...,Nk)_(Mx v 1)( -%/Ik )_M (3.1.1)

gdzie zmienne N; oznaczaja liczby obsadzen poszczeg6lnych mikrostanéw, sumujace sie do catkowi-
tej liczby uktadow Z?:l N; = N. Zakladajac, ze uktad znajduje sie w rownowadze termicznej z oto-
czeniem, mozna zapisa¢ spelnianie przez niego warunku statej Sredniej energii jako: E = Zﬁ;l &N,
gdzie g; oznacza energie i-tego mikrostanu. Ze wzgledéw praktycznych, zamiast funkcji W mozna

rozpatrywac jej logarytm naturalny (ktéry jest monotoniczny) i zastosowac przyblizenie Stirlinga:

In(W) = In(N!) — iln(./\/" Zln iiln(/\/l) o~ /1 x)dx — Z/ x)dx (3.1.2)
1

i=1 i=1

In(W) ~ N (In(N) — 1) — Z/\G(ln(J\fi) —1) (3.1.3)

Chcac znaleZ¢ najbardziej prawdopodobny rozktad, ktéry bedzie determinowat wlasciwosci ukta-
du, konieczne jest znalezienie takiej konfiguracji, dla ktérej funkcja In(W) bedzie osiagata maksimum.
Ekstremum spelniajace warunki zadane na A\ oraz E mozna wyznaczy¢ stosujac metode mnoznikéw
Lagrange’a, gdzie « i  sa nieoznaczonymi wspétczynnikami wprowadzonymi w celu uwzglednienia

narzuconych warunkéw:

G=N-InWN) - J\/—i(/\/ In(NV;) — +uc2/\/+/32£/\/

k (3.1.4)
G=N -In(NV ZN In(N;) = N;i+a-N;+ B-eN;)

Zgodnie z warunkiem dG = 0, po zrézniczkowaniu obu stron réwnania i uporzadkowaniu wy-

razéw podobnych otrzymuje sie wyrazenie:
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oG oG

dG = l;d/\/}(ln(/\/}) —a—B-g)=0= P AN+ -+ N, ~dNg, (3.1.5)

ktére sprowadza sie do pojedynczego réwnania:

oG

N, =In(N;))—a—B-&=0 (3.1.6)

Obsadzenie i-tego mikrostanu réwne jest zatem:
N;=exp(a+B-¢) (3.1.7)

Przy dokfadnej analizie wyniku mozna dostrzec, ze czynnik exp(x) odpowiada za unormowanie
prawdopodobieristwa, . spelnienia warunku Y¥ p; = 1. Warto§¢ parametru g mozna z kolei otrzy-

mac korzystajac z zerowej zasady termodynamiki, co ostatecznie prowadzi do zaleznosci:
( LI ) (3.1.8)
jocexp| ——= €&}, 1.
S AN

gdzie p; oznacza prawdopodobiefistwo obsadzenia i-tego mikrostanu w stanie réwnowagi termicz-
nej w temperaturze T, a kp — stala Boltzmanna. Otrzymana relacja pomiedzy prawdopodobieristwem
obsadzenia mikrostanu a jego energia nosi nazwe rozkladu Boltzmanna i stanowi fundament mecha-
niki statystycznej.

3.1.2 Entropia

Zdefiniowana wczeéniej funkcje W mozna powiazac¢ z miara nieuporzadkowania, czyli z entropia:

S(N,V,E) = kg InW(N,V,E), (3.1.9)

gdzie wielkosci N, V i E oznaczaja stala liczbe czastek, objetos¢ oraz energie catkowita w ukladzie
(zesp6t mikrokanoniczny). Korzystajac z zaleznosci (3.1.3) mozna zapisa¢ wzér na entropie N ukia-

dow:
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k
§ = kp[N(In(NV) —1) — ;Ni(ln(/\fi) -1

k k k
S =kg[NIn(N) = N = Y NMin(N;) + Y " N] = kg[NIn(N) = Y " MIn(N;)] (3.1.10)
i=1 i=1 i=1
k k k N,
§ = k), MIn(A) = Y Nin(AR)] = —ks ) Niln (57 )
i=1 i=1 i=1
Pojedynczy uklad bedzie z kolei charakteryzowat sie entropia réwna:
X3 (50) = ko ity
S=—k —In(—=—)=—-k piln(p; (3.1.11)
’ SN W ’ i=1

Zgodnie z druga zasada termodynamiki, warunek maksymalizacji entropii moze postuzy¢ do wyzna-
czenia rozkladéw prawdopodobieristwa wystapienia poszczegélnych stanéw w uktadach o innych

zadanych parametrach (jak np. zespét izobaryczno-izotermiczny, NPT).
3.1.3 Srednie po zespole
Hamiltonian, H(r, p), okreslajacy catkowita energie uktadu mozna zapisac jako:
N

H(r,p) = V(r) + ;

N

p .

, 3.1.12
2 (3.1.12)
gdzie 3N-wymiarowe wektory r oraz p reprezentuja polozenia oraz pedy wszystkich czastek w ukta-
dzie i razem tworza przestrzeri fazowa. Znormalizowane prawdopodobieristwo 7(r, p) znalezienia
sie ukladu w stanie okresSlonym przez potozenia r i pedy p jest proporcjonalne do czynnika boltzma-

nowskiego i dla zespotu kanonicznego wynosi:

(r,p) = exp[—BH(r, p)] __exp[—BH(r,p)]
/P Jdp [drexp[—BH(r,p)] HNN!-Q(N,V,T)

(3.1.13)

Wspétezynnik B réwny jest (kgT) !, a wielkosé Q obecna we wzorze (3.1.13) to tzw. suma statystycz-
na, ktéra dana jest r6wnaniem:
_ Jdp [ drexp[—pH(r,p)]

Q(N,V,T) = NN , (3.1.14)

w przypadku gdy N atoméw w ukltadzie jest nierozréznialnych — w przeciwnym wypadku w mia-
nowniku nie pojawia sie czynnik N!. Dla zespotu izobaryczno-izotermicznego to prawdopodobieni-

stwo wynosi:
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® 4 _ :
(t,p) = 10 \;;;5’\[]' %?I\(rrpp)g £v)l (3.1.15)

Q(N, P, T) Jo dv [dp [dr Z;g[l\;ﬁ(H(r,p) + PV)] (31.16)

Zaleznosci te umozliwiaja obliczenie Sredniej po zespole obserwowanej wielkosci makroskopowej

o(r, p), ktéra jest definiowanej jako:
(o(r,p)) = /dp/dr o(r,p)7(r,p) (3.1.17)

Ponadto, mozliwe jest zdefiniowanie wszystkich funkcji termodynamicznych ukladu jako funkdji Q,

w szczeg6Inosci energii swobodnej F i entalpii swobodnej G:

F=—kgTInQ(N,V,T),
(3.1.18)
G =—kgTIn Q(N,P,T)

3.2 Réwnanie Schrodingera

Podstawowym réwnaniem ruchu w mechanice kwantowej jest zalezne od czasu réwnanie Schro-
dingera:
h o

HY(r,t) = —zﬂg‘lf(r, t), (3.2.1)

gdzie ¥(r, t) oznacza zalezna od potozen czastek r i czasu t funkcje falowa uktadu. Niemniej, gdy

operator Hamiltona nie zalezy jawnie od czasu, réwnanie (3.2.1) przyjmuje postaé:

H‘I’i(r) = E,-‘*I’l-(r), (322)

a jego rozwiazanie sprowadza sie do wyznaczenia wartosci wlasnych (tozsamych z energiami E;
poszczegodlnych stanéw stacjonarnych) i odpowiadajacych im funkcji wlasnych ¥;. Niestety — poza
najprostszymi przypadkami, takimi jak atomy wodoropodobne — $ciste rozwiazanie tego réwnania

nie jest mozliwe i konieczne jest zastosowanie rozwiazan przyblizonych.

Ze wzgledu na to, ze masa jader atomowych jest znacznie wieksza od masy elektroné6w, mozna
przyjaé, ze elektrony sa zwykle w stanie nieskoriczenie szybko dopasowac si¢ do zmian potozenia

jader atomowych. W takim wypadku elektronowa funkcja falowa zalezy tylko od potozeni jader, anie
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od ich pedéw. Takie podejécie, znane jako przyblizenie adiabatyczne, pozwala zapisa¢ funkcje falowa
¥ (r) jako iloczyn funkgji falowych jader i elektronow, ¥ (r) = ¢,c1 (tnuct) - Wei (Ter; tpucr), gdzie drugi
czlon zalezy jedynie parametrycznie od potozen jader. Przyjmujac okreslona konfiguracje jader, funk-

qja P, (Tep; Tyyer ) Stanowi rozwiazanie elektronowego réwnania Schrodingera:

Helwel,i(rel/' rnucl) = Eel,i(rnucl)lpel,i(rel; rnucl)r (3~2-3)

gdzie na zmodyfikowany operator Hamiltona H,; sklada sie operator energii kinetycznej elektronéw
oraz operatory wszystkich mozliwych oddzialywar elektrostatycznych: pomiedzy elektronami, mie-
dzy elektronami i jadrami oraz pomiedzy jadrami (dla konkretnego r,,; jest to stata warto$¢ odpy-
chania miedzy jadrami). Z kolei wystepujaca w powyzszym réwnaniu wielko$¢ E(r,,,¢;) to energia
potencjalna elektronéw, zalezna od polozen jader atomowych. Pominiecie tzw. poprawki diagonalnej

umozliwia dalej zapisanie réwnania Schrodingera dla ruchu jader atomowych:

[Tnucl + Eel,i(rnucl)]¢nt¢cl,i(rnucl) = Ei(rnucl)¢nt¢cl,i(rnucl)/ (3-2-4)

gdzie T,,,,.; to operator energii kinetycznej jader. Zgodnie z twierdzeniem Hellmanna-Feynmana, site
dzialajaca na jadra mozna zatem wyznaczy¢ jako wartoé¢ oczekiwanq ujemnego gradientu energii
elektronowej:

d

Fp = — aiEel,i@nucl,lr Youcl2s-++ rnucl,N)r k=12,...,N (3-2-5)
Yhucl k

Korzystajac z tego faktu i traktujac jadra jako punktowe masy mozna zatem wygenerowac ich trajek-

torie uzywajac klasycznych réwnan ruchu.

3.3 Dynamika molekularna i pole silowe

W wariancie obliczeniowym wykorzystywanym w tej pracy, tj. pelnoatomowej Dynamice Mo-
lekularnej (ang. Molecular Dynamics, MD), pojedyncze atomy traktuje sie jako oddziatujace centra
potencjatu obdarzone tadunkami oraz masami i spetniajace réwnania Newtona. Rezygnuje sie zatem
z rozwiazywania réwnania Schrodingera, a ewolucje czasowa uktadu otrzymuje sie poprzez nume-
ryczne catkowanie réwnan ruchu:

dri(t) _ Fi(t)

= . -1
de? m; (3:3.1)

gdzie sita dziatajaca na i-ty atom dana jest zaleznoécia:
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F, = —V.V(r) (3.3.2)

Okreélenie poczatkowych potozeni i predkosci atoméw, a takze dyskretyzacja operatoréw rézniczko-
wych umozliwia wyznaczenie trajektorii ukiadu (przy zatozeniu, ze w dostatecznie krétkim kroku

czasowym sily w ukladzie nie ulegaja zmianie).

W Dynamice Molekularnej potencjal V(r) (zwany takze "polem sitowym") zastepuje wczesniej
wspomniana energie elektronowa E,;(r,,) i jest zbudowany z wktadéw o prostej matematycznie
postaci, ktére maja w sposéb akceptowalny odwzorowywac ksztatt E,(r,,,.). WSréd nich wyréz-
nia sie wklady wiazace (Vjondeq), Opisujace lokalna geometrie czasteczki oraz wklady niewiazace
(Vion—bonded), ktore opisuja oddziatywania z dalszym otoczeniem atomu. Wkiady wiazace opisuja
odchylenia od referencyjnych wartosci potozerr atoméw (dtugosci wiazan, katéw ptaskich i katow

dwusciennych czasteczki), w ktérych znajduja sie minima energetyczne:

Vbonded(r): Z E 10 + Z 4)10 + Z (Z 1+COS ”1/’ ')/)D (333)

bonds angles torsions =~ 1

Sktadowe potencjalu opisujace odchylenia od optymalnych dlugosci wiazan i katow ptaskich
(Io, ¢0) maja najczesciej — zgodnie z prawem Hooke’a — posta¢ funkcji kwadratowej, ktérej krzywi-
zna dostosowywana jest przez wartos¢ stalej sitowej k;. Taki opis sprawdza sie do$¢ dobrze dla nie-
wielkich odchyleni od punktu réwnowagi, jednak ze wzgledu na swoja formute matematyczna nie
przewiduje zrywania wigzan czy tez nie réznicuje sily zwiazanej z ich rozciaganiem i skracaniem.

Niedogodnosci te mozna omina¢ uzywajac do opisu wiazar tzw. potencjatu Morse’a (Rysunek 3.3.1):

2
% =D, [1 —exp (w, /%(zi - zi,o))} ) (3.3.4)

gdzie D, okresla gleboko$¢ minimum energii potencjalnej, i jest masa zredukowana, a w— czestotli-
woscia drgania wiazania. Niemniej, ze wzgledu na to, Zze wymaga on wyznaczenia trzech parame-
trow dla kazdego wiazania, potencjat ten jest rzadko uzywany w praktyce. Co wiecej, znaczne waha-
nia dlugos$ci wiazan w czasteczkach sa bardzo rzadkie, dlatego w trakcie symulacji zwykle usztywnia

sie ich dtugos¢, co pozwala na zwiekszenie wydajnosci obliczeniowe;j.
Trzecim wkiadem wiazacym jest wkiad zwiazany z wartosciami katéw dwusciennych w czastecz-

ce (). Najczesciej energetyka obrotu wokét wigzania jest przedstawiana w postaci szeregu Fourie-

ra, z ustalonymi warto$ciami barier energetycznych (v) i czynnikéw fazowych (y). Niekiedy w celu
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Rysunek 3.3.1: Por6wnanie przebiegu potencjatu harmonicznego i potencjatu Morse’a. Zaadaptowano z [117].

utrzymania kilku atoméw w jednej ptaszczyznie wprowadza sie do cztonéw wiazacych dodatkowy
element harmoniczny, odpowiedzialny za tzw. niewtasciwe katy dwuscienne (7). W takim wypadku
planarnos¢ (np. pierécieni aromatycznych) utrzymywana jest dodatkowo dzieki narzuceniu wartosci
kata miedzy dwiema plaszczyznami ({p) réwnemu zero:

)y %(a —Zip)? (3.35)

improper

Czlony niewiazace pola silowego odwzorowuja z kolei oddziatywania dyspersyjne zwiazane
zwzajemna polaryzacja chmur elektronowych atoméw oraz elektrostatyczne przyciaganie sie lub

odpychanie atomoéw:

Ny 7ij 2 Tij ° qiq;
Vnan—bonded(r) = ZZ 461']' <> - () +— (3.3.6)
i

rij 47'[801’1']'

Pierwszy czton, nazywany potencjatem Lennarda-Jonesa (Rysunek 3.3.2), uwzglednia zaréwno
przyciaganie sie atoméw zanjadujacych w sie w relatywnie niewielkiej odleglosci od siebie (zwia-
zane z wzajemna polaryzacja chmur elektronowych), jak tez ich wzajemne odpychanie dla bardzo
bliskich odlegtosci (wynikajace z zakazu Pauliego). Energie takiego oddziatywania opisuja parame-

try odpowiedzialne za gtebokos¢ (€) oraz pozycje (0) minimum energetycznego.

Drugi czlon wynika natomiast z prawa Coulomba opisujacego oddzialywanie dwéch punkto-
wych fadunkéw elektrycznych, gdzie g; i g; to wartosci poszczeg6lnych tadunkoéw, ;; to dzielaca je
odleglos¢, a g to przenikalnos¢ dielektryczna prézni. Warto zaznaczy¢, ze to wladnie wyznaczanie

oddziatywan niewiazacych jest najbardziej kosztownym elementem symulacji MD i zajmuje wiek-
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Rysunek 3.3.2: Przebieg potencjatu Lennarda-Jonesa. Z czysto praktycznego punktu widzenia czlon zwiazany

z odpychaniem jest modelowany zaleznoscia 12 ijest uzyskiwany poprzez podniesienie do kwadratu obliczo-

nego czlonu przyciagajacego r°.

sz0$¢ czasu obliczeniowego.

Ladunki czastkowe i inne parametry wystepujace w powyzszych wzorach réznia w obrebie pier-
wiastkéw chemicznych i odpowiadaja typom atoméw (np. wegiel sp®, wegiel aromatyczny, wegiel
« w biatku, etc.) — wartosci tych parametréw sa ustalane na podstawie obliczeri kwantowych lub
danych eksperymentalnych w taki sposéb, aby zapewnié¢ przyblizone odtworzenie wybranych wta-

Sciwosci czasteczek.

Dysponujac matematyczna formuta opisujaca energie uktadu, poprzez numeryczne catkowanie
rownan ruchu Newtona przy odpowiednio matym kroku czasowym generuje sie trajektorie obrazu-
jaca ewolucje uktadu. Ze wzgledu na to, ze przy dostatecznie dtugim czasie symulacji uktad powinien
przejsé przez wszystkie dostepne mikrostany (hipoteza ergodyczna), chcac wyznaczy¢ warto$é danej
wielkosci makroskopowej, mozna utozsamic¢ jej Srednia po zespole (A) ze $rednia po czasie dazacym

do nieskoriczonosci, A:

(A) = A = lim E tA(r(t),p(t))dt ~ ! i A(r(sAt), p(sit)) (3.3.7)

t—=oo t Jo n—np ¢S5,

W dyskretnym przyblizeniu s w powyzszym wzorze to numer kroku symulacji, natomiast np i n wy-

znaczaja poczatek i koniec symulacji prowadzonej z krokiem czasowym réwnym At.

Nalezy zaznaczy¢, ze ze wzgledu na poczynione przyblizenia, MD nie jest wlasciwym narzedziem

do modelowania efektéw polaryzacyjnych czy badania reakcji, w ktérych dochodzi do zrywania
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ipowstawania wiazan chemicznych, jednak z powodzeniem sprawdza sie jako narzedzie do opisu
takich proceséw jak asocjacja biatek i peptydéw [118, 119], zmiany konformacyjnych biatek oraz ich
poszczegdlnych domen [120] czy zmian strukturalnych zachodzacych w obrebie nici DNA [121, 122].

3.4 Temperatura i ciSnienie w symulacjach Dynamiki Molekularnej

Che¢ okreélenia spontanicznoéci badanych proceséw na podstawie zmian w wartoéciach energii
lub entalpii swobodnej wymaga, aby w trakcie symulacji wielkosci, odpowiednio, NVT lub NPT po-

zostawaly niezmienne. Temperatura T jest bezposrednio zwiazana z energia kinetyczna ukladu:

N 2
m;|\vi kgT
EmzZ’E'zM%f (3.4.1)
i
T—Alfﬁmhﬂz (3.4.2)
- kaB l 1 1 7 . .

gdzie Ny oznacza liczbe stopni swobody ukiadu. Poczatkowe predkosci sa losowane z rozkiadu
Maxwella-Boltzmanna dla danej temperatury w taki sposéb, aby ich suma wektorowa zapewniata

zerowanie sie pedu uktadu:

(N2 mlvif?
fvil =4n(5r) Wil ep(~ 5 ) (34.3)

Stala temperatura w trakcie symulacji moze by¢ zatem kontrolowana poprzez skalowanie pred-
kosci czasteczek ukltadu w kazdym kroku czasowym. Termostat Berendsena [123] dziata doktadnie
w taki sposob — skalowane predko$ci maja zapewniaé zbieganie chwilowej temperatury w symulacj,
T(t), do wartosci zadanej Ty, zgodnie z zalezno$cia:

dT(t) AT  Toy—T(t)

& A T (3.4.4)
gdzie T okreéla szybkos¢ relaksacji. Algorytm ten w wydajny sposéb umozliwia relaksacje uktadu
i sprowadzenie go do zadanej temperatury, jednak nie odtwarza w poprawny sposéb fluktuacji ener-
gii kinetycznej. Niedogodno$¢ te rozwiazuje termostat Bussi-Donadio-Parrinello [124], ktéry zawiera
stochastyczny czton zapewniajacy prawidlowy rozklad energii kinetycznej. Alternatywnym podej-
Sciem jest termostat Nosé-Hoovera [125, 126], ktory polega na rozszerzeniu stopni swobody ukladu,

tak aby uwzgledniaty obecnoé¢ tazni termiczne;j.

W podobny sposéb mozna manipulowac¢ ci$nieniem zadanym w symulacji. Zaktadajac, ze czast-

ka o masie m porusza sie pod wptywem sity F, mozna zdefiniowa¢ skalarna wielkos¢ A jako iloczyn
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m(v - 1), ajej pochodna wzgledem czasu zapisac jako:

dA dv dr 5
T mar—{— mv g = m(a-r)+mv-=F-r+2E, (3.4.5)

Usrednienie pochodnej (3.4.5) po czasie bedzie réwne:

<dA

§> = (F-1) + 2(Egiy) (3.4.6)

Jesli w dowolnie dtugim czasie czastka porusza sie w ograniczonym obszarze, to r i v sa skoriczone,

a cale wyrazenie (3.4.6) mozna przyréwnac do zera. Pozwala to na zapisanie:
1
(Etin) = —5(F- 1), (3.4.7)

gdzie prawa strona réwnania to tzw. wiriat ukladu zloZzonego z jednej czastki. Dla ukladu czastek,

ktérych energia oddziatywania zalezy od ich odleglosci (o< r—") réwno$¢ przyjmie forme:

(Ein) = < ZFI r+ Y F- r1]> (3.4.8)

,]>Z

Czastki znajduja sie wewnatrz ograniczonej powierzchni S, co pozwala zwiaza¢ cze$¢ otrzymanej

réwnosci z ciSnieniem p:
YF n=— 7{ phrdS = —p ?{ Ards, (3.4.9)
i JS S

gdzie fi oznacza wektor jednostkowy. Twierdzenie Ostrogradskiego-Gaussa umozliwia zamiane cat-

ki powierzchniowej na objeto$ciowa:

. B B ox dy 0z _
—pfsmds - p/VVrdV— p/v (5 + o Z)av = —3pv (3.4.10)

Podstawiajac réwnosci (3.4.9) oraz (3.4.10) do réwnania (3.4.8) mozna zapisac:

<Ekin> - ZPV_ §< Z Fl] I'1]> (3.4.11)
i,j>i
Nrk T
p= f ’ < Y Fy- rl]> (3.4.12)
ij>i
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gdzie wyrazenie po prawej stronie to wiriat sit miedzyczasteczkowych. Zwiazek (3.4.12) umozli-
wia sterowanie ciSnieniem podczas symulacji poprzez zmiane objetoéci uktadu i skalowanie poto-
zen czastek, co stanowi to podstawe dzialania barostatu Berendsena. [123] Niemniej, analogicznie
jak w przypadku termostatu Nosé-Hoovera, stale ciSnienie mozna utrzymywac poprzez dodatkowe

stopnie swobody odpowiadajace tazni ci$nieniowej (barostat Parinello-Rahmana [127]).

3.5 Calkowanie r6wnan ruchu. Algorytm Verleta

Catkowanie réwnan ruchu jest kluczowym elementem generowania trajektorii metodq Dynami-
ki Molekularnej. Algorytm zaproponowany przez Verleta [128] opiera sie na rozwinieciu w szereg
Taylora dwéch analogicznych funkcji potozenia atomu od czasu i zaniedbaniu wyrazéw wyzszych

rzedow:

At)" (t — At) Zn! dtn) (—A)" (3.5.1)

3‘_\

ri(t+ At) i

W wyniku zsumowania powyzszych réwnan mozna zapisac:

[eS) 2n 21-‘
1i(t+ At) +1;(t — At) = n;) )i 4 dt27§ ) (A1) = 21;(t) + 4 d;gt) (A 4 ... (3.5.2)
ri(t+ At) = 2r;(t) — r;(t — At) + Fi—(t)(At)2 + O(At4) (3.5.3)

i

Z kolei réznica réwnan (3.5.1) pozwala na wyznaczenie chwilowych predkosci:

r;(t+ At) — ri(t — At) = 2v;(£) (AL) + O(AL) (3.5.4)

l‘i(t + At) — l'l'(t - At)
2At

vi(t) = +O(A8?), (3.5.5)

ze wzgledu na fizyczna interpretacje pierwszej i drugiej pochodnej potozenia po czasie oraz koniecz-
noé¢ przyjecia skoriczonej precyzji. Dzieki temu dysponuje sie dogodnym sposobem na wyznaczanie
zaréwno potozen, jak i predkosci atoméw. Warto jednak zauwazy¢, ze wyznaczanie predkosci bedzie

sie odbywato z op6znieniem wzgledem wyznaczania potozen, co stanowi istotna wade algorytmu.
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W predkosciowym wariancie algorytmu Verleta (ang. velocity Verlet [129]) wyznaczanie zmian polo-

zen atoméw odbywa sie przy pomocy réwnania:

At?
Zmi

r;(t+ At) = 1;(t) + v;(£) (AH) + —F;(t) + O(AF), (3.5.6)

natomiast zmian w ich predkosci przy uzyciu zaleznoci:

vi(t+ At) = vi(t) + ZA—T;[Fi(t) +Fi(t+ At)] + O(AF) (3.5.7)

Alternatywne podejécie zaktada rozwiniecie w szereg nastepujacych funkgji:

Aty 2 1 d'vi(t) At Aty 2 1 d'v;(t) A\
Wt 3) =L (3) w(i-F)=Eaa (—3) 69
Po odjeciu réwnan (3.5.8) od siebie mozna zapisac:

vi (t + %) - vi(t - %) n F;it) At + O(AP) (3.5.9)

1

Chcac otrzymacé réwnanie dla chwilowych potozefi mozna skorzysta¢ z ponizszego rozwiniecia:

> 1 d'r(t)
. At) = - !
ri(t+ A1) 1;) n!  dim

dr;(t)
dt

1 dzri(t)
(At) + PR

(A" = 1;(t) + (AD)? + O(AL)

(3.5.10)

(4 At) = 1;(t) + A(t) - vi(t + %) + O(AP)

Wspdlnie, réwnania (3.5.9) oraz (3.5.10) tworza schemat leap-frog, niezwykle prosty i stabilny sposéb
numerycznego catkowania réwnan ruchu. [130] Chcac wyeliminowaé opdznienie wzgledem wyzna-

czania potozen i predkosci réwne At/2 mozna postuzy¢ sie $rednia arytmetyczna:

1 At At
Vi(t+At) = E[Vj(i'— 7) +V1'(t+ 7)] (3511)
Algorytmy Verleta mimo swej prostoty posiadaja szereg zalet: sa odwracalne w czasie i symplek-
tyczne, tj. ich zastosowanie umozliwia zachowanie statej catkowitej energii uktadu (w zespole NVE),

ktéra oscyluje wokoét wartosci zadanej.

Wielkos¢ kroku czasowego At uzywanego w symulacjach MD uzalezniona jest od czestotliwo-
$ci oscylacji wiazan z udzialem atomu wodoru, ktére sa najszybszymi ruchami w ukladach mo-

lekularnych. Powszechnie stosowany krok czasowy réwny 2 fs, ktéry stanowi kompromis miedzy
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doktadnoscia i stabilno$cia obliczeri, a mozliwoscia rozsadnego préobkowania przestrzeni fazowej,
wymaga nalozenia dodatkowych wiezéw unieruchamiajacych dtugosci wiazan X-H. Jednym ze spo-
sobow dalszego zwiekszenia tego kroku jest implementacja hydrogen mass repartitioning [131], ktéra
polega na redystrybucji masy w obrebie fragmentéw czasteczki zawierajacych atomy wodoru. Przy-
ktadowo, masy poszczegélnych atoméw grupy metylowej moga zosta¢ zmienione z 12 Da dla atomu
wegla 11.008 Da dla atoméw wodoru na, odpowiednio, 5.952 i 3.024 Da. Nadanie atomom wodoru
wiekszej masy powoduje spadek czestosci oscylacji diugosci wiazan i mozliwos¢ zastosowania kroku

czasowego réwnego 4 fs.

3.6 Periodyczne warunki brzegowe

Symulowanie ukladu o skoriczonym rozmiarze powoduje, ze na styku atoméw brzegowych
z préznia moze dochodzi¢ do niefizycznych zachowan. Jedna z metod wyeliminowania efektéw
brzegowych w skoficzonym ukladzie jest zastosowanie periodycznych warunkéw brzegowych (ang.
periodic boundary conditions, PBC), ktére zapewniaja ciagltos¢ symulowanego ukladu. Pudto symula-
cyjne traktowane jest jako komoérka elementarna, ktéra we wszystkich wymiarach otoczona jest ko-
piami symulowanego ukladu. Przy takim podejsciu czasteczka oddzialuje nie tylko z innymi czast-
kami w danej komoérce, ale takze ze wszystkimi czastkami z innych komorek sieci. Pociaga to za soba
konieczno$¢ doboru odpowiedniej wielkosci pudia symulacyjnego, tak aby zminimalizowaé niefi-

zyczne oddzialywania poszczegélnych czasteczek z wlasnymi obrazami.
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Rysunek 3.6.1: Periodyczne warunki brzegowe. Wybrana czasteczka wody bezposrednio oddziatuje z innymi

czasteczkami znajdujacymi sie w zaznaczonym okregu.
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3.7 Sumowanie Ewalda

Ze wzgledu na bardzo szybki zanik czlonu oddziatywan dipol indukowany-dipol indukowany
wraz z odlegtoscia (e %), mozliwe jest zastosowanie promienia odciecia (ang. cut-off): odleglosci,
powyzej ktorej ignoruje sie wkltady oddzialywan miedzy znacznie oddalonymi od siebie centrami.
W celu pozbycia sie nieciagtoéci sity dziatajacej na czastke, wprowadza sie dodatkowa funkcje wyta-
czajaca (ang. switching function), gtadko sprowadzajaca wartos$¢ energii oddzialywan dyspersyjnych
do zera dla promienia odciecia. Taki zabieg w polaczeniu z konwencja najblizszego obrazu (przy
obliczaniu oddzialywan z wybrana czasteczka brany jest pod uwage jedynie najblizszy obraz kazde-
go atomu) i monitorowaniem bezposrednich sasiadéw poszczegdlnych atoméw (np. przy uzyciu list
sasiadéw Verleta [128]) prowadzi do zmniejszenia kosztu obliczeniowego symulacji i jednoczesnie

pozwala na unikniecie duzych wahan energii uktadu.

Nie jest to jednak wtasciwa metoda do radzenia sobie z oddzialywaniami elektrostatycznymi, kt6-
re zanikaja znacznie wolniej (x r~1). Jedna z metod pozwalajacych na szybsze obliczanie oddziaty-
wan dalekozasiegowych jest sumowanie Ewalda. [132] Rezygnujac z konwengji najblizszego obrazu,
mozna obliczy¢ oddziatywania czasteczek w pudle symulacyjnym z ich obrazami periodycznymi ja-

ko:

o-Lyyy Y (3.7.1)
24 b 47tso|r1]+n\

gdzie n oznacza kolejne obrazy komoérki dla szeSciennej komorki o krawedzi L, n = (nyL,nyL,n;L),

afy, ny in, naleza do liczb catkowitych.

Zasadniczym problemem jest jednak fakt, ze szereg (3.7.1) jest zbiezny warunkowo (tzn. jego
zbieznos¢ zalezy od kolejnosci sumowania cztonéw). W celu rozwiazania tego problemu, powyzsza
sume rozbija sie na dwa szeregi zbiegajace bezwzglednie i znacznie szybciej. Do sumowania w prze-
strzeni rzeczywistej wprowadza sie chmury tadunkéw neutralizujacych o rozkladzie gaussowskim,
natomiast przy sumowaniu w przestrzeni odwrotnej uwzglednia sie chmury fadunkéw o znakach

przeciwnych niz w pierwszym przypadku (Rysunek 3.7.1).

Gaussowska dystrybucja fadunku ma zazwyczaj postac:

pi(r) - ;11_13/2 eXP( 2 2) (372)

Sumowanie w przestrzeni rzeczywistej przyjmuje zatem forme:
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Rysunek 3.7.1: Modyfikacja dystrybucji tadunkéw stosowana w metodzie sumowania Ewalda- dodane tadunki

o rozkladzie gaussowskim wzajemnie sie kompensuja.

N N erfc(alr;i +n
Y Z 45 erfelalry +nl) (3.7.3)
n drteg  |tjj +n|

i=1j=

N\*—‘

gdzie komplementarna funkcja bledu, erfc(x), jest definiowana jako:

erfc(x exp(— d t (3.7.4)

-k

Sumowanie w przestrzeni odwrotnej ma z kolei postac:

exp( 4k22 )COS(k tjj), (3.7.5)

PRI
k7é01 1j L3
gdzie k oznacza wektor sieci odwrotnej, k = 27n/ 12. Co istotne, sumowanie rozktadow gaussow-

skich w przestrzeni rzeczywistej obejmuje réwniez samooddzialywanie rozmytych tadunkéw, ktére

nalezy odja¢ od koricowego wyniku:

v N
9=——— 3.7.6
7T k; 47Teg ( )

Ostatecznie, odpowiednio dobrane wielkosci parametru « pozwalaja na zmniejszenie ztozono$ci
obliczeniowej wyznaczania energii elektrostatycznej z O(N?) do O(N3/2). Co wiecej, modyfikacje
algorytmu wykorzystujace szybka transformacje Fouriera do sumowania w przestrzeni odwrotnej,
takie jak PME (Particle Mesh Ewald [133]) pozwalaja dalej zredukowa¢ ztozono$¢ obliczeniowa do
O(N logN).
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3.8 Metody wzmocnionego prébkowania

W trakcie prowadzenia symulacji réwnowagowych (ang. non-biased simulations) mozna spodzie-
wac sie, ze przez wiekszo$¢ czasu uktad bedzie znajdowat sie w lokalnych minimach energii swobod-
nej. Chcac uzyska¢ pelna termodynamiczna i kinetyczna charakterystyke badanego procesu nalezy
jednak zbada¢ takze prawdopodobieristwo odwiedzania wyzej energetycznych rejonéw przestrzeni
konfiguracyjnej. W tym celu najczesciej prowadzi sie symulacje w obecnosci dodatkowego potencja-
lu, przyktadanego wzdtuz zdefiniowanej wczesniej wspotrzednej reakcji. Dzieki temu mozliwe jest
pokonywanie przez uktad barier energetycznych i pelne wyprébkowanie przestrzeni konfiguracyj-

nej.

Wartos¢ oczekiwana obserwabli A jest réwna:

_ Jdp [dr A(x, p) exp[—BH(r,p)]

)= dp [ dr expl_pH(x, p)] 681

Wprowadzajac wage w(r), mozna przeksztalci¢ réwnanie na wartos¢ oczekiwana A do postaci:

_ Jdp [dr Aw(r) w(r) " exp[-pH(r,p)] [dp [druw(r) exp[—pH(r,p)]
Jdp [drw(r) w(r)~! exp[-pH(r,p)]  [dp [druw(r) exp[—BH(r,p)]

(A)

(3.8.2)

gdzie notagja (...)* oznacza usrednianie po rozktadzie obciazonym waga w(r). Po rozwinieciu mia-

nownika:

(1/w(r)*) ! = fdg}igrf;(rr;u;?rex?e;ﬁi(ﬁr;()r]/p)] = (w(r)), (3.8.3)

rownanie (3.8.2) mozna dalej zapisa¢ w postaci:

el (e _ (AP

Powyzsze réwnanie pozwala na odtworzenie wartosci oczekiwanej obserwabli po nieobciazonym
rozkladzie kanoniczym. W celu wyznaczenia nieobciazonego prawdopodobienistwa P(r) z rozktadu

obciazonego waga w(r) mozna przeksztalci¢ réwnanie (3.1.13) do postaci:
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pir) = ) w(r) 'exp[-pH(r,p)] [ dp [drw(r) exp[-BH(r,p)]
Jdp [ drw(r) w(r) ! exp[—pH(x,p)] [ dp [ drw(r) exp|—FH(x,p))
(3.8.5)
_ Pr(x)/w(r)
P = ey
Otrzymana zaleznos¢ pozwala zatem na uzyskanie niezaburzonego rozktadu prawdopodobieristwa
z symulacji prowadzonych w obecnosci dodatkowego potencjatu obciazajacego. Znajac rozktad praw-

dopodobieristwa, mozna z kolei wyznaczy¢ réznice w energii swobodnej F, miedzy dwoma stanami

Ai Bjako:

p(A) ~ exp - W) :exp(_%) (3.8.6)

Analogiczne réwnanie jest réwniez stosowalne w warunkach izobaryczno-izotermicznych dla ental-

pii swobodnej, G.

3.8.1 Umbrella sampling

Jedna z metod wzmocnionego prébkowania wykorzystujacych zaleznos¢ (3.8.5) jest metoda um-
brella sampling; US (pol. "prébkowanie parasolowe"). [134] Polega ona na dodaniu do rzeczywistego
potencjatu V(r) zewnetrznego potencjatu W(r), dzieki ktéremu uktad utrzymywany jest w pobli-
zu wybranych wartosci r w taki sposéb, aby zapewni¢ reprezentatywne wyprébkowanie trudno
dostepnych obszaréw przestrzeni konformacyjnej. W tym celu przeprowadza sie szereg symulagji,
w ktérych potencjal W(r) = k(r — rp)? centrowany jest w punktach znajdujacych sie w przedzia-
le zmiennoéci badanej wspoétrzednej reakcji. Obcigzone gestosci prawdopodobieristwa uzyskane na
podstawie tych symulacji przelicza sie nastepnie na rzeczywista gestos¢ prawdopodobienistwa, ko-

rzystajac z relacji:

P(r) = P*(r) - exp (%) , (3.8.7)

ktéra po zlogarytmowaniu moze postuzy¢ do wyznaczenia energii swobodnej wzdluz wybranej

wspotrzednej reakgji. Wystepujacy w réwnaniu (3.8.7) parametr f réwny jest:

f=—kgTIn <e><p ( _,I/Z (Tr) >> (3.8.8)

i moze by¢ interpretowany jako zmiana energii swobodnej uktadu wynikajaca z wprowadzenia do-

datkowego potencjatu. Nalezy zaznaczy¢, ze wielko$¢ ta nie jest okreslana bezposrednio, a optymali-
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zowana, np. metoda wazonych histogramoéw (ang. weighted histogram analysis method, WHAM) [135].
Przeprowadzajac N, symulacji w obecnosci dodatkowego potencjatu przy minimalizacji bledu staty-
stycznego, optymalne warto$ci niezaburzonego rozktadu prawdopodobienstwa dla przedziatu j, P(x;)

okreslone sa zalezno$ciami:

NIU NTU . eX p— 1 r J— r 2 —
P(l‘j) _ ZNI'PZ'* (l'j) . (Z N; p[ IB;( ] O) ]) 1 (3.89)
fi= Zexp[—ﬁki(rj —10)%]P(x;), (3.8.10)
j

gdzie N; oznacza liczbe klatek w i-tym oknie symulacji, a P;(r;) — obciazone prawdopodobien-
stwo w i-tym oknie. Metoda WHAM polega na iteracyjnym rozwiazywaniu wspétzaleznych réwnan

(3.8.9) 1 (3.8.10) do osiagniecia samouzgodnienia z zadanym poziomem precyziji.

3.8.2 Metadynamika

W odréznieniu od metody umbrella sampling, w przypadku metadynamiki potencjat przyktadany
wzdluz wspélrzednej reakcji zmienia sie w czasie (Rysunek 3.8.1). Jest on suma funkcji Gaussa o sze-

rokosci ¢ i wysokosci H, dodawanych z czestotliwoscia w wzdluz wspétrzednej r:

d (¢ t(f
W(r,t) = i H exp ( ; w> , (3.8.11)

=0

gdzie d jest liczba wspélrzednych opisujacych przestrzeni konformacyjna. [136]

Dla odpowiednio dtugich trajektorii dazacych do nieskoriczonosci, przyktadany potencjat zbiega

do energii swobodnej wzietej z przeciwnym znakiem (z dokladnoscia do statej addytywnej, C):

W(r,t — o) = —F(r) + C (3.8.12)

Aby unikna¢ oscylacji wokoét rzeczywistej wartosci energii swobodnej, dodawany w czasie potencjat
jest skalowany w czasie (tzw. wariant well-tempered metadynamiki). Odbywa sie to poprzez zmniej-

szanie wysokosci krzywych Gaussa (H) w trakcie symulagji:

H = Hy exp (— VZ;Z?) ) (3.8.13)

gdzie AT jest parametrem o wymiarze temperatury opisujacym szybkos¢ spadku wysokosci poten-

cjatu. Ostatecznie pozwala to zapisa¢ nastepujace wyrazenie na uzbiezniony potencjat:
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Rysunek 3.8.1: Graficzne przedstawienie metadynamiki. Stopniowe dodawanie potencjatu w czasie symulacji
(kolor blekitny) umozliwa ukladowi na pokonywanie barier energetycznych i prébkowanie wiekszego zakresu

badanej wspoétrzednej reakgji (kolor zielony).

AT 1
“AaT T M HC=—(1-)Fm+C, (3.8.14)

W(r, t — o0) =
gdzie parametr vy jest bezwymiarowa wielkoscia pozwalajaca na oszacowanie ilukrotnie zmniejszone

zostana bariery energetyczne poprzez dodanie zewnetrznego potencjatu (ang. bias factor).

Zmodyfikowany, szybkozbiezny wariant OPES metadynamiki (ang. on-the-fly probability-enhanced
sampling [137]) zostat z kolei zaprojektowany w taki sposéb, aby dodawany w czasie potencjat rekon-
struowal zadana gesto$é prawdopodobienstwa, p'é(r), a jego postac jest aktualizowana w czasie:

P(r)

W(r, t) = kgT log——, 3.8.15
( ) B gptg(r) ( )

gdzie P(r) = exp(—F(r)/kgT). Podobnie jak w wariancie well-tempered, zadana gestos¢ prawdopo-
dobienstwa, p8(r), jest proporcjonalna do czynnika [P(r)] 7. Oszacowanie gestosci prawdopodobien-
stwa jest otrzymywane w trakcie symulacji poprzez dodawanie w czasie kolejnych krzywych Gaussa
z odpowiednia waga, a ich suma w czasie t wynosi P(r, t). Ostatecznie pozwala to na zapisanie po-

tencjatu przyktadanego w czasie jako:
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D(x,t)
Z(t)

W(r,t) = (1 - %)kBT log( + e), (3.8.16)

gdzie Z(t) to czynnik normalizujacy prawdopodobienstwo, a € jest parametrem, ktdry z jednej strony
zapewnia, ze argument logarytmu jest zawsze wiekszy od zera, a z drugiej umozliwia lepsza kontrole

nad eksplorowaniem przestrzeni fazowe;j.

3.9 Transformacje alchemiczne

Opisane do tej pory metody wzmocnionego prébkowania umozliwiaja otrzymanie profilu energii
swobodnej dla badanego procesu. Niemniej, dla czesci probleméw badawczych istotniejsza jest nie
tyle znajomos¢ pelnego przebiegu profilu, co wzgledna réznica energii swobodnej miedzy wybra-
nymi stanami. Przykltadem moze by¢ oszacowanie zmian powinowactwa ligandéw do celu moleku-
larnego lub zmiany stabilno$ci biatka na skutek mutacji punktowej. Metody obliczeniowe pozwalaja
na przeprowadzanie niefizycznych symulacji (tzw. transformacji alchemicznych), w ktérych zamiast

$ledzenia catej Sciezki reakcji, przeksztalca sie jedna czasteczke (lub jej fragment) w druga.

W trakcie tych symulacji Hamiltonian opisujacy stan A ukladu jest stopniowo transformowany
w Hamiltonian opisujacy stan B ukiadu. [138] Taka interpolacja odbywa sie zwykle przy uzyciu do-

datkowej zmiennej, A, liniowo skalujacej Hamiltonian pomiedzy H, a Hp:

H(r,p,A) = (1—A)H4 + AHjp (3.9.1)

Dla wartosci A ré6znych od 0i 1, uktad znajduje sie w niefizycznych stanach posrednich.

Ze wzgledu na to, ze transfromacje moga by¢ zwiazane z pojawianiem sie lub znikaniem atoméw
wzdluz takiego przejscia, liniowa interpolacja oddziatywan elektrostatycznych i dyspersyjnych moze
prowadzi¢ do probleméw numerycznych dla wartosci A bliskich 0 lub 1. By tego uniknag¢, obliczanie

energii oddziatywan niewiazacych w trakcie takich symulacji odbywa sie w nastepujacy spos6b [139]:

Vsoft—core(r) =(1- A)VA (ra) + AVE (rp)
ry = (twg)tp + r6)% (3.9.2)

15 = (aob(1 — AP +15)5,

gdzie VA i VB odpowiadaja potencjatom niewiazacym dla stanu A lub B (odpowiednio, A=0i A=1),

natomiast wartosci parametréw a, ¢ oraz p moga by¢ indywidualnie dopasowane.
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Metoda catkowania termodynamicznego (ang. thermodynamic integration, TI) [140] polega na wy-
znaczeniu réznicy w entalpii swobodnej miedzy stanami A i B poprzez scatkowanie $redniej sity

dzialajacej wzdtuz zmiennej A w trakcie alchemicznego przejscia:

1 9H
AGAB:/O <ﬁ>)\d2\ (3.9.3)

Jednym ze sposoboéw realizacji TI jest podziat zakresu zmiennoéci parametru A na dyskretne pod-
przedzialy. Nastepnie z kazdego punktu A; startowana jest rownowagowa symulagja, stuzaca do
oszacowania Sredniej wartosci <8H / a)\>/\ . Poprzez catkowanie numeryczne tak zebranych wartosci

i

otrzymuje sie wowczas wartos¢ AG.
Alternatywne podejs$cie mozliwe jest przy skorzystaniu z tzw. tozsamosci Jarzynskiego [141, 142]:

¢ BAG _ (o= BW) (3.9.4)

Pozwala ona na wyznaczenie zmian w entalpii swobodnej poprzez pomiar pracy wykonanej w trak-
cie symulacji nieréwnowagowych. Réwnos¢ Jarzynskiego wymaga jednak, aby owe symulacje roz-
poczynaly sie z konformacji uzyskanych z symulacji réwnowagowych. Wykonana praca jest otrzy-

mywana poprzez catkowanie chwilowych wartosci 0H /dA:

19H
W = /0 o (3.9.5)

Bardziej ogélny zwiazek miedzy praca a entalpia swobodna zostal wyprowadzony przez Crooksa
(ang. Crooks Fluctuation Theorem, CFT) [143, 144, 145]:
Pr(W)

) B(W-AG)
B = ¢ ) (3.9.6)

gdzie Pr i P, sa rozkladami pracy dla — odpowiednio — alchemicznego przejscia "w przéd" (A=0 —
A=1)i"w tyl" (A=1 — A=0). Co warto zaznaczy¢, sama ré6wno$¢ Jarzynskiego moze zostaé wyprowa-
dzona z powyzszego réwnania. [143] W przypadkach gdy naktadanie sie rozkladéw prac Py i P jest

znaczne, réznica entalpii swobodnej moze zosta¢ wyznaczona bezposrednio z réwnania (3.9.6):

Pr(W)

BW) — BW — BAG (3.9.7)

In
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Gdy warunek ten nie jest spetniony, rozklady pracy moga zosta¢ przyblizone przez analityczne roz-

ktady, a ich punkt przeciecia réwny bedzie poszukiwanej wartosci AG (Rysunek 3.9.1).

Wild Type Mutant
ensemble ensemble

A=0 A=1

JaH/A -[aH/aA
—e —
JaH/A -[aH/aA
G
N
JaH/aA -JaH/aA
— G
AG
1
1
k4 s 1 ProneW) _ B(W-AG)
5 H 1 i I:)reverse('W)
'S O
) H i
T dOLL
—
~S Y
1l py
’ l
'l

W [kJ/mol]

Rysunek 3.9.1: Schemat nieréwnowagowego oszacowania entalpii swobodnej. Z réwnowagowych symulacji
dwoch stanéw (A=0 lub A=1) otrzymuje sie zbiér konformacji startowych, ktére nastepnie stuza jako punkt wyj-
$cia do przeprowadzenia serii krotkich, nieréwnowagowych symulacji przejécia jednego stanu w drugi. Mierzo-
ne w trakcie tych przejs¢ wartosci pracy moga nastepnie — na mocy twierdzenia Crooksa — postuzy¢ do oszaco-

wania warto$ci AG. Opracowano na podstawie [138].
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Uzywajac krzywych Gaussa do przyblizenia rozktadéw (ang. Crooks Gaussian Intersection, CGI)

[146], otrzymuje sie poszukiwana réznice entalpii swobodnej jako:

A <Wf>}’l _<Wr> 1 2 1 1 a’r
AG—[ T wy | L <<wf>nf+<w,>m) T

~D "D A
f G ik G

-1
y 1 1
&J% 2]
gdzie <Wf>nf i (W), sa $rednimi wartoéciami pracy, a (ATJ‘Z‘ i 67 wariancjami rozkladéw pracy, od-
powiednio dla przejécia "w przéd" i "w tyl". Podany estymator przewiduje dwa miejsca przeciecia

rozktadéw, jednak tylko jeden z nich, punkt przeciecia miedzy <Wf>nf i (W) jestbrany pod uwa-
ge.

Do nier6wnowagowych symulacji moze zosta¢ uzyty réwniez estymator BAR (ang. Bennett Ac-
ceptance Ratio), ktéry nie wymaga przyjecia zatozenia o gaussowskim rozktadzie analizowanych roz-
ktadéw. Przyjmuje on wtedy postac [147]:

-1
1+ exp(ln% +BW;—G)| (3.9.9)
f

n

[y

1y

-1
1+ exp(ln% 4 B(W; — Aé))] -y

i=1 j=1

gdzie ny i n, to odpowiednio ilo$¢ przejs¢ "w przod" i "w tyl".

3.9.1 Cykl termodynamiczny

Ze wzgledu na to, ze entalpia swobodna jest funkcja stanu i nie zalezy od éciezki reakcji, meto-
dy alchemiczne moga stanowi¢ wygodne narzedzie do badania wzglednych zmian AG. Rozpatrujac
cykl termodynamiczny ilustrujacy zwijanie sie biatka z mutacja punktowa (Rysunek 3.9.2) mozna
zauwazy¢, ze réznica miedzy wartosciami AGy i AGy (r6znica energii swobodnej zwijania dzikie-
go szczepu biatka i jego zmutowanego wariantu) réwna jest réznicy miedzy wartosciami AG; i AG3
(ré6znica energii swobodnej (alchemicznego) wprowadzania mutacji punktowej, odpowiednio, w roz-
winietym i zwinietym biatku). Wzgledny wptyw mutacji punktowej na zwijanie biatka, AAG, mozna
zatem uzyskaé z dwéch prostszych, pozornie niezwiazanych ze soba "wertykalnych" symulacji (za-
miast dwukrotnego symulowania skomplikowanego procesu zwijania biatka). Badanie mniejszych
zmian ukladu w trakcie symulacji umozliwia takze na ogoét szybsze uzyskanie uzbieznionych wyni-

kow.

W niektérych przypadkach, takich jak okreslanie wzglednego powinowactwa ligandéw do biat-

ka, dwie gatezie cyklu termodynamicznego mozna nawet przeprowadzi¢ w pojedynczym pudle sy-
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Rysunek 3.9.2: Cykl termodynamiczny zwiazany z badaniem wptywu mutacji punktowej na stabilno$¢ zwijania
biatka. Procesy "horyzontalne" sa zwiazane ze zwijaniem biatka, a "wertykalne" — z wprowadzeniem mutacji

w obrebie sekwengji biatka.

mulacyjnym (tzw. wariant double system/single box) — jeden ligand jest wéwczas zwiazany z biatkiem,
adrugi zostaje umieszczony swobodnie w rozpuszczalniku (przy czym obecnoé¢ dodatkowego po-

tencjatu zapobiega jego zblizaniu sie do biatka).

3.10 Analiza gléwnych skltadowych

Analiza gléwnych skltadowych (ang. Principal Components Analysis, PCA) jest powszechnie uzy-
wana metoda redukcji wymiarowosci. Dzieki niej mozna przedstawi¢ wejsciowe n-wymiarowe dane

w przestrzeni nowych wektoréw p, ktére sa liniowa kombinacja oryginalnych zmiennych x:
1%
Pi = ) CijX (3.10.1)
j=1
Ograniczajac sie do jednej, dwoéch lub kilku nowych wspétrzednych (gtéwnych sktadowych), orygi-
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nalne dane mozna przedstawi¢ w formie, ktéra umozliwia tatwiejsza i wizualna interpretacje wyni-

kow.

PCA sprowadza sie do takiego obrotu uktadu wspétrzednych, ktéry maksymalizuje wartos¢ wa-
riancji wzdluz kolejnych gléwnych sktadowych. Kolejne, ortogonalne wzgledem siebie gléwne skia-
dowe p; otrzymuje sie poprzez diagonalizacje macierzy kowariangji. Elementy macierzy kowariangcji
dla pary dyskretnych zmiennych losowych (X, Y), ktére przyjmuja wartoéci (x;,y;) dlai = 1,...,n

zréwnym prawdopodobieristwem (%) okreélone sa wzorem:

_t
T2

N =

i =3 ZZ ) (3.10.2)

=1 i j>i

Mx

cov(X,Y)

Il
—

i

Latwo zauwazy¢, ze elementy diagonali tej macierzy sa réwne wariancji zmiennej losowe;j,
cov(X, X)=02. Czes¢ zmiennosci opisywanej przez i pierwszych wektoréw wiasnych mozna z ko-

lei wyznaczy¢ z zalezno$ci:

Gootd

, (3.10.3)
of+- - +ai

ktéra opiera si¢ na addytywnosci wariangji (¢) nieskorelowanych ze soba liniowo zmiennych loso-

wych.

3.11 Dynamiczna analiza sieci

Dane zebrane w trakcie symulacji MD moga postuzy¢ do analizy komunikacji wewnatrz biomole-
kul i zidentyfikowania $ciezek wzdluz ktérych propagowany jest sygnat allosteryczny. Badany uktad
da sie w tym celu przedstawi¢ w formie grafu, w ktérym poszczegoélne reszty i oddziatywania mie-
dzy nimi sa obrazowane jako sie¢ potaczerh miedzy weztami. Site potaczenia miedzy wierzchotkami
mozna okresli¢ wartoscia liczbowa (waga w). Ciag potaczenn miedzy kolejno potaczonymi weztami

tworzy Sciezke, ktérej dlugosé L (dla sieci opartej na grafie wazonym) definiowana jest jako:

= f (ﬁwl> (3.11.1)
i=1

j=1

Algorytm Floyda-Warshalla [148] stuzy do znajdowania najkrétszych Sciezek miedzy weztami
w grafie wazonym. Algorytm tworzy macierz D, ktérego element D[i, j| odzwierciedla najmniejszy
koszt przejscia z wezta i do wezta j. Poczatkowo, koszty te sa rowne odpowiednio: 0 (gdy i = j), w;

(dla istniejacych w grafie krawedzi o zadanej wadze) lub +co (dla pozostatych elementéw macierzy).
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Nastepnie, jesli koszt przejscia miedzy i-tym a k-tym wezlem jest wiekszy od sumy kosztéw przej-
Scia DIi,j] + DJj, k], to za lepsza Sciezke nalezy przyjac te prowadzaca przez wierzchotek j, ktéra
charakteryzuje sie mniejszym kosztem (Rysunek 3.11.1). Algorytm wykonuje te procedure w spo-
s6b dynamiczny: w nastepujacych po sobie krokach bedzie szukatl Sciezek o najmniejszym koszcie
przechodzacych przez kolejne wierzcholki, a jego zlozonos¢ obliczeniowa wynosi O(N?), gdzie N

oznacza liczbe weztéw w grafie.

Rysunek 3.11.1: Schematyczny sposéb dziatania algorytmu Floyda-Warshalla (opracowano na podstawie [149]).
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4 Procedura symulacyjna

Wszystkie symulacje zostaly przeprowadzone przy uzyciu programu GROMACS [150] (wersja
5.0.4 lub wyzsza) z rozszerzeniem PLUMED 2.1. [151] Do opisu bialek, jonéw oraz kompleksu Mg-
ATP wykorzystano pole sitowe CHARMMB36m [152], natomiast czasteczki wody symulowano przy
pomocy modelu TIP3P [153]. W kazdym ukladzie liczba jonéw sodowych i chlorkowych byta do-
brana w taki sposob, aby uzyska¢ elektrycznie obojetny roztwér o fizjologicznej sile jonowej réwnej
0.15 M. Stala temperature réwna 310K utrzymywano algorytmem v-rescale [124] ze stala sprzeze-
nia réwna 0.1 ps. Stale ci$nienie o wartosci 1bara utrzymywano natomiast algorytmem Parrinello-
Rahmana [127] ze stata sprzezenia réwna 5 ps. Ponadto, kazdy uktad byl symulowany z zastoso-
waniem periodycznych warunkéw brzegowych oraz metody Particle Mesh Ewald (PME) [154] przy
obliczaniu dalekozasiegowych oddziatywan elektrostatycznych (ustalajac promieni odciecia réwny
1.2nm i krok siatki fourierowskiej na 0.12nm). Oddziatywania van der Waalsa byly obliczane przy
uzyciu potencjalu Lennarda-Jonesa z promieniem odcigcia réwnym 1.2 nm. Wszystkie wiazania z ato-
mami wodoru byty usztywniane przy pomocy algorytmu LINCS [155]. Do catkowania réwnan ruchu
wykorzystano algorytm leap-frog Verlet [156] z krokiem czasowym réwnym 2 fs. Jesli nie zaznaczo-
no inaczej, przed wlasciwymi symulacjami energia przygotowanych uktadéw byta minimalizowana
w dwoéch etapach przy uzyciu algorytmu najszybszego spadku. W pierwszym etapie utrzymywa-
no state pozycje wszystkich ciezkich atoméw biatka, a w drugim etapie — jedynie pozycje gtéwnego
faricucha biatka, aby umozliwi¢ relaksacje taricuchéw bocznych. Profile energii swobodnej zostaty
wyznaczone metoda umbrella sampling (US) [134] w wariancie z wymiana replik z zastosowaniem
metody wazonych histograméw (WHAM) [135], a niepewnosci pomiaru energii zostaly obliczone
przy pomocy metody bootstrap. Graficzne przedstawienie otrzymanych w trakcie symulagji struktur

przygotowano za pomoca programu VMD [157].

4.1 Zmiany konformacyjne DnaK indukowane hydroliza ATP
411 Roéwnowagowe symulacje Dynamiki Molekularnej

Ukfady izolowanych domen wiazacych nukleotyd (reszty 4-398) zostaty przygotowane na pod-
stawie struktur 4]NE i 2KHO z bazy PDB. [48, 158] W obydwu przypadkach NBD zostaty wysolwato-
wane ok. 37000 czasteczkami wody i byly symulowane w sze$ciennym pudle o krawedzi ~10.5nm.
Symulowane uklady zostaty przygotowane przy uzyciu serwera CHARMM-GUI [159], a minimaliza-
cja i rt6wnowagowanie ukltadéw odbywata sie wedtug domyslnego protokotu narzedzia CHARMM-
GUI Solution Builder. [160] Uktady byty symulowane przez 1 us, a ostatnie 500 ns symulacji zostato
uzyte do otrzymania referencyjnych struktur NBD zawierajacych ATP lub ADP w kieszeni katalitycz-
nej. Procedura klastrowania zostala wykonana narzedziem gmx cluster [150] uzywajac promienia

odciecia rownego 0.25nm. W kazdym przypadku otrzymano pojedynczy klaster.
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4.1.2 Analiza trajektorii

Analiza gléwnych skltadowych zostata przeprowadzona dla ciezkich atoméw domeny NBD za
pomoca narzedzi gmx covar i gmx anaeig. [150] Do wyznaczenia wektoréw wiasnych opisujacych
zmiany konformacyjne NBD uzylem potaczonych trajektorii NBD z ATP i ADP. Kat torsyjny miedzy
platami NBD zostat zdefiniowany jako kat miedzy srodkami mas ciezkich atoméw subdomeny 1B
(reszty 40-115), IA (reszty 1-39, 116188, 361-384), IIA (reszty 189-228, 307-360) i IIB (reszty 229-
306). [161] Fluktuacje potozen taricuchéw bocznych obliczono za pomoca narzedzia gmx rmsf. [150]
Wartosci RMSF zostaty obliczone jako pierwiastek z wariangji fluktuacji wokét srednich potozen tan-
cuchéw bocznych. Analiza kontaktéw w ukladach NBD w trakcie ostatnich 500 ns symulacji zostata
przeprowadzona narzedziem Contact Map Explorer [162] przy uzyciu promienia odciecia réwnego
0.35nm. Kontakt byt traktowany jako réznicujacy, jesli byt obecny przez co najmniej 70% analizowa-

nego czasu symulagji.

4.1.3 Wyznaczanie profili energii swobodnej

Profile energii swobodnej zwiazane ze zmiana konformacyjna NBD zostaly obliczone wzdtuz
wspotrzednej reakcji zdefiniowanej jako réznica RMSD miedzy otrzymana reprezentatywna struk-
tura NBD z ADP i ATP. Dla uktadu z domena NBD zawierajaca ATP struktury startowe zostaly
uzyskane podczas symulacji dynamiki sterowanej o dtugosci 100 ns, w trakcie ktérej ré6znice RMSD
zmniejszano od poczatkowej wartosci ~0.5nm do —0.3nm za pomoca jednostronnego potencjatu
harmonicznego o statej sitowej réownej 10000 k]-mol ~!-nm~2. Analogiczna procedura zostala zasto-
sowana dla ukltadu zawierajacego ADP — w tym wypadku wartos¢ r6znicy RMSD byla zmieniana
od —0.5nm do 0.3nm. W obu przypadkach symulowano trzynascie réwnoodlegtych okien, ktére po-
krywaty zakres wspoétrzednej reakcji od —0.3 nm do 0.3 nm. Stata sitowa potencjatu harmonicznego
przyktadanego w kazdym oknie byta réwna 7500 kJ-mol~!-nm~2, a kazde okno bylo symulowane
przez 1 s, przy czym pierwsze 250 ns symulacji zostato odrzucone na rzecz réwnowagowania ukfa-

doéw.

Ukiad DnaK do badania dysocjacji SBDB z powierzchni NBD zostat przygotowany na podsta-
wie struktury 4JNE [158] umieszczonej w szeSciennym pudle o krawedzi ~13.5nm i solwatowa-
nej ok. 55000 czasteczkami wody. Nastepnie przygotowano kopie tego uktadu, usuwajac terminalny
fosforan ATP. Ze wzgledu na to, ze C-terminalny region domeny SBDa nie uczestniczy w transmi-
sji sygnatu allosterycznego [163, 164], w celu zmniejszenia rozmiaru uktadéw, reszty 505-609 DnaK
zostaty usuniete. Profile energii swobodnej dla dysocjacji SBDS z powierzchni NBD byly obliczane
wzdluz wspélrzednej reakeji zdefiniowanej jako odlegto$¢ miedzy centrum masy atoméw Ca SBDpS
(reszty 398-504) i centrum masy atoméw Ca reszt znajdujacych sie na interfejsie wiazania NBD (resz-

ty 75-115 i 140-230). Struktury startowe do symulacji US otrzymano podczas symulacji dynamiki
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sterowanej o dtugosci 300 ns, podczas ktérej odleglos¢ miedzy NBD a SBDp byta stopniowo zwiek-
szana do 5 nm przy uzyciu potencjatu harmonicznego o statej sitowej réwnej 750 k] -mol ~!-nm~2. Na-
stepnie symulowano jedenascie rownoodlegtych okien US, ktére pokrywaty zakres 2.5-5 nm wspot-
rzednej reakcji. Stala sitowa potencjatu harmonicznego przykltadanego w kazdym oknie byta réwna
500kJ-mol~!-nm~?2, a kazde okno bylo symulowane przez 1 us. Po wprowadzeniu mutacji punkto-
wej Phe216Ala wyznaczone struktury startowe dla ukladu z ADP postuzyly takze do wyznaczenia
profilu energii swobodnej dla zmodyfikowanej wersji biatka (w tym wypadku state sitowe potencjatu
harmonicznego w kazdym oknie nie uleglty zmianie). Réwniez w tym przypadku kazde okno bylo

symulowane przez 1 us, z czego pierwsze 100 ns odrzucono na rzecz réwnowagowania uktadéw.

4.1.4 Transformacje alchemiczne

Zgrubnego oszacowania wplywu mutacji alaninowych na interfejsie NBD/SBDpB dokonano za
pomoca narzedzia mCSM-PPI2. [165] Reszty aminokwasowe zostaly wybrane do analizy jesli braty
udzial w kontakcie miedzy NBD a SBDp przez co najmniej potowe czasu trwania symulacji. Anali-
zie poddano okna symulacji umbrella sampling odpowiadajace wartosci wspétrzednej reakcji ponizej
3.25nm. Promieniem odciecia przyjetym dla obecnosci kontaktu byto 0.35 nm. Dla kazdego stanu ob-
sadzenia kieszeni wiazacej NBD wybrano po 10 struktur, uzytych nastepnie do oszacowania zmiany
w powinowactwie SBDg (reszty 398-504) do NBD (reszty 2-385) pod wplywem mutacji alaninowych

(Tabela 3 w Zataczniku zestawia $rednia i odchylenie standardowe z dziesieciu pomiaréw).

Po odrzuceniu z uprzednio wyznaczonej grupy natladowanych aminokwaséw (jak réwniez reszt
glicyny i alaniny) otrzymano ostatecznie 16 reszt. Ze wspomnianych symulacji US ponownie wy-
brano struktury DnaK ze zwiazanym ATP lub ADP, w ktérej domena SBDp byla zwiazana z NBD
(warto$¢ wspoélrzednej reakcji réwna 3 nm), jak réwniez struktury DnaK z rozseparowanymi dome-
nami (warto$¢ wspoélrzednej reakcji rowna 4.5nm). Struktury te zostaly uzyte do wygenerowania
hybrydowych topologii biatka, ktére uzyskano przy pomocy serwera pmx. [166, 167] W przypadku
kazdego aminokwasu przeprowadzono dwie symulacje réwnowagowe o dtugosci 50ns, z ktérych
jedna odpowiadata stanowi natywnemu (A=0), a druga — wybranej mutacji alaninowej (A=1). Sy-
mulacje te postuzyly do wygenerowania 50 struktur startowych dla symulacji nieréwnowagowych.
W trakcie nieréwnowagowych symulacji zastosowano krok czasowy réwny 1 fs, a przejscie z jednego
stanu do drugiego odbywato sie poprzez zwiekszanie (lub zmniejszanie) w kazdym kroku symulacji
wartosci A 0 2 - 107°. Przy obliczaniu oddzialywan niewiazacych przyjeto domyslne wartosci para-
metréw: #=0.3, 0=0.25 oraz p=1. Mierzone w trakcie kazdego przejscia wartoséci 0H /dA zostaty uzyte
do uzyskania histograméw pracy towarzyszacej przejsciu "w przéd" i "w tyl" — miejsce przeciecia
histograméw uzyskano metoda BAR oraz CGI, korzystajac ze skryptu opublikowanego na serwerze

BioBB. [168] Wyniki te zestawiono w Tabelach 4 i 5 w Zataczniku.
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4.2 Zmiany konformacyjne DnaK indukowane zwiazaniem domeny J
421 Roéwnowagowe symulacje Dynamiki Molekularnej

Uklad zawierajacy samo biatko DnaK zostal przygotowany na podstawie struktury 4B9Q z bazy
PDB. [47] Biatko zostato wysolwatowane przez dodanie ok. 55000 czasteczkami wody i byto symulo-
wane w szeSciennym pudle o krawedzi ~13.5nm. Dla kazdej zdwoch kopii symulowanego uktadu
uzyskano 2.5 s trajektorii. Uktad zawierajacy kompleks biatka DnaK z domena ] biatka DnaJ zo-
stal przygotowany na podstawie struktury SNRO z bazy PDB. [83] Biatka zostaly wysolwatowane
ok. 52000 czasteczkami wody i byly symulowane w szeéciennym pudle o krawedzi ~13 nm. Dla kaz-
dej z pieciu kopii symulowanego ukladu uzyskano 1.8 s trajektorii. Podobnie jak wczeéniej, region
domeny SBDw (reszty 534—609) zostal w tych ukladach usuniety w celu zmiejszenia kosztéw obli-
czeniowych symulagji. Struktury otrzymane podczas symulacji réwnowagowych postuzyly nastep-

nie jako punkty startowe w dalszych obliczeniach energii swobodne;j.

Uklady izolowanej domeny ] (reszty 3—-65) w formie natywnej i z substytucja Pro34Ala zostaty
przygotowane na podstawie struktury SNRO z bazy PDB. [83] Fragmenty biatka zostaty wysolwa-
towane ok. 7000 czasteczkami wody i byty symulowane w szeéciennym pudle o krawedzi ~6nm
przez 1 us. Do otrzymania pelnych struktur biatek ] uzyto serwera Alphafold2 [169] postugujac
sie sekwencjami przyktadowych ludzkich biatek ] typu A (UniProt ID O60884) i typu B (UniProt
IDQ9UDY4). [170] Biatka ] (odpowiednio: typu A, typu B z EEVD i typu B bez EEVD) byly solwato-
wane ok. 70000 czasteczkami wody i symulowane w szesciennych pudiach o krawedziach ~13 nm.
Symulowane uklady zostaty przygotowane przy uzyciu serwera CHARMM-GUI [159], a minimaliza-
cja iréownowagowanie uktadéw odbywala sie wedtug domyslnego protokotu narzedzia CHARMM-
GUI Solution Builder. [160] W trakcie réwnowagowych symulacji o dtugosci 500ns w pierwszych
dwoch przypadkach zaobserwowano spontaniczne odejscie domeny J od CTD. Wygenerowane w ten
sposéb struktury postuzyty jako punkty startowe w obliczeniach energii swobodnej. Dodatkowo z tak
otrzymanych klatek dla biatka J typu B usunieto peptyd EEVD i postuzyly one jako punkty startowe

do poréwnawczej serii symulacji umbrella sampling.

4.2.2 Analiza trajektorii

Analiza gtéwnych skladowych zostala przeprowadzona dla ciezkich atoméw domeny NBD (resz-
ty 2-384) za pomoca narzedzi gmx covar i gmx anaeig. [150] Do wyznaczenia wektoréw wilasnych
opisujacych zmiany konformacyjne NBD indukowane zwiazaniem domeny J uzytem potaczonych

trajektorii izolowanego DnaK oraz uktadu DnaK+]D.

Analiza kontaktéow mgr. Marcina Pitka (Uniwersytet Gdarski) zostala wykonana przy uzyciu
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narzedzia GetContacts [171], z uwzglednieniem kontaktéw, ktére wykazywaty réznice w wystepo-
waniu miedzy izolowanym biatkiem DnaK a jego kompleksem DnaK+JD na poziomie co najmniej
50 punktéw procentowych. Tak uzyskane czestosci kontaktéw zostaty zwizualizowane narzedziem

Flareplot. [172]

Dynamiczna analiza sieci zostata przeprowadzona przy pomocy programu dynetan 1.0.1. We-
zty w sieci odpowiadaty potozeniom atoméw Ca aminokwaséw DnaK (reszty 2-394) lub domeny |
Dna] (reszty 3-65). Dodatkowe wezly zostaly przypisane atomowi magnezu w centrum katalitycz-
nym oraz czasteczce ATP (dwa wezly odpowiadajace potozeniu atomu N1 pierécienia purynowego
i terminalnego atomu fosforu). Ciezkie atomy pierscienia purynowego zostaly przypisane do wezla
odpowiadajacego atomowi N1, a ciezkie atomy rybozy i fosforanéw — do wezta odpowiadajacego
terminalnemu atomowi fosforu. Krawedzie miedzy wezlami byly tworzone jesli ciezkie atomy przy-
pisane do weztéw pozostawaty miedzy soba w odleglosci mniejszej niz 0.45nm przez co najmniej

75% czasu symulagji.

Dla kazdej z pieciu symulowanych replik wyznaczono Sciezki allosteryczne miedzy reszta Asp35
(Asn35) domeny ] a resztqa Thr199 DnaK przy pomocy algorytmu Floyda-Warshalla [148], minima-
lizujac sume ujemnych logarytméw z wartosci wspotczynnikéw korelacji miedzy poszczegélnymi
weztami. Dodatkowo wyznaczono dziesie¢ suboptymalnych $ciezek allosterycznych, ktére postu-
zyly do obliczenia czestosci wystepowania poszczeg6lnych aminokwaséw w $ciezce. W przypadku
kompleksu R167A DnaK+D35N JD $ciezki allosteryczne zostaly wyznaczone na podstawie okna sy-

mulacji umbrella sampling, odpowiadajacemu stanowi Thr-close.

Obserwowany kat torsyjny miedzy resztami His33 i Asp35 domeny ] obliczono przy pomocy na-
rzedzia gmx angle [150], a zdefiniowano go jako kat miedzy atomami His33 Ne, His33 Cf5, Asp35Ca
i Asp35 Cv. Odleglosci miedzy resztami (grupami reszt) obliczono przy pomocy narzedzia gmx di-

stance.

4.2.3 Wyznaczanie profili energii swobodnej

Profile energii swobodnej zwiazane ze zmiana konformacyjna reszty Thr199 w kieszeni katali-
tycznej NBD zostaty obliczone wzdluz wspoétrzednej reakcji zdefiniowanej jako odlegto$é miedzy ato-
mem tlenu grupy hydroksylowej reszty Thr199 oraz terminalnego atomu fosforu ATP. Klatki startowe
do symulacji US otrzymano podczas symulacji dynamiki sterowanej o dtugoéci 80 ns, podczas ktérej
zwiekszano odleglos¢ miedzy Thr199 a ATP, stosujac jednostronny potencjat harmoniczny o statej
sitowej rownej 2000 k]-mol ~!-nm 2. Finalnie symulowano dziesie¢ réwnoodlegtych okien US, ktére

pokrywaty zakres 0.3-1.2 nm wspétrzednej reakcji. Stata sitowa potencjatu harmonicznego przykia-
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danego w kazdym oknie byta réwna 1500k]-mol~!-nm~2, a kazde okno bylo symulowane przez
1 us. Analogicznie przygotowano symulacje US dla kompleksu R167A DnaK+D35N JD oraz warian-
tow zmutacja Y145A. Okna symulacyjne dla tych mutantéw byty symulowane odpowiednio, przez
900nsi1us.

W wypadku badania wptywu rozpadu S-kartki na zmiane konformacyjna Thr-far do Thr-close
wykonano dwie serie symulacji US, korzystajac z opcji ANTIBETARMSD oferowanej przez rozsze-
rzenie PLUMED. Pozwala ona na uzycie parametru s, opisujacego zawarto$¢ antyréwnoleglej p-

kartki w strukturze i definiowanego jako:

1— (Vi;d(])n
= 270 (4.2.1)
—d
i 1-— (V 70 O)m

W powyzszym réwnaniu suma przebiega po wszystkich mozliwych segmentach S-kartki i zawiera

odchylenia od referencyjnych struktur (domyslne wartosci parametréw wynosza odpowiednio: dg —
Onm, ry — 0.08 nm, m — 12, n — 8). [173] W symulacjach dla izolowanego DnaK warto$¢ parametru s
dla reszt 198-206 i 219-227 byta utrzymywana na wartosci 2.7, a w wypadku kompleksu DnaK+JD -
na wartoéci 1.8. W tym celu w obu przypadkach zastosowano jednostronny potencjat (odpowiednio

lewo- i prawostronny), ktérego stata sitowa wynosita 4000 k]-mol~!-nm—2

Profile energii swobodnej dla zwigzania domeny ] do DnaK zostaty obliczone wzdtuz wspétrzed-
nej reakgji zdefniowanej jako odleglos¢ miedzy centrum masy ciezkich atoméw domeny ] (reszty
25-31 i 48-54) a centrum masy wegli Ca miejsca wiazania DnaK (reszty 208-216 i 415-422). Klat-
ki startowe do symulacji US otrzymano podczas symulacji dynamiki sterowanej o dtugosci 100 ns,
podczas ktérej zwiekszano odleglos¢ miedzy DnaK a domena J stosujac jednostronny potencjat har-
moniczny o stalej sitowej réwnej 1500 kJ-mol ~!-nm~—2. Symulowano sze$¢ réwnoodleglych okien
US, ktére pokrywaly zakres 0.8-1.3 nm wspétrzednej reakgji. Stata sifowa potencjatu harmonicznego
przyktadanego w kazdym oknie byta réwna 3500kJ-mol~!-nm~2, a kazde okno bylo symulowane
przez 800 ns.

W przypadku biatka J typu A, profil energii swobodnej dla dysocjacji domeny J od CTD zostat
obliczony wzdluz wspétrzednej reakgji zdefiniowanej jako odlegto$¢ miedzy centrum masy domeny
] (atomy Ca reszt 1-102) i CTD I (atomy Ca reszt 111-144 i 211-255). Symulowano 9 réwnoodle-
glych okien US, ktére pokrywaly zakres 2.75-4.75nm wspoétrzednej reakcji. Stata sitowa potencjatu
harmonicznego przykladanego w kazdym oknie byta réwna 250kJ-mol~!-nm~2, a kazde okno bylo
symulowane przez 1 us. Konformacja palcéw cynkowych byta usztywniona poprzez dodanie poten-
cjalu harmonicznego o statej sitowej réwnej 1000 kJ-mol~!-nm 2, ktéry utrzymywat state wartosci

czterech odleglosci cynk-siarka (0.265 nm).
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W przypadku biatka ] typu B, profile energii swobodnej zostal obliczone wzdluz analogicznej
wspotrzednej reakeji zdefiniowanej jako odleglosé miedzy centrum masy domeny J (atomy Ca reszt
1-115) i CTD I (atomy Ca reszt 153-238). Symulowano 10 réwnoodlegtych okien US, ktére pokry-
waly zakres 2.75-5nm wspoélrzednej reakcji. Stata sifowa potencjalu harmonicznego przykiadane-
go wkazdym oknie byla réwna 250k]J-mol~!-nm~2, a kazde okno byto symulowane przez 1 us.
Ze wzgledu na przejSciowy charakter oddzialywania [98], pozycja peptydu EEVD (oktapeptydu
o sekwencji GPTIEEVD odpowiadajacej C-terminalnym resztom 634-641 ludzkiego biatka Hsp70,
HSPA1A [174]) w miejscu wiazania byla utrzymywana poprzez potencjal harmoniczny o statej si-
towej rownej 750 kJ-mol~!-nm~2, ktéry utrzymywatl odlegtoé¢ 0.6 nm miedzy parami atoméw Ca

reszt 179-181 biatka J (Thr, Ile, Lys) oraz reszt 3-5 peptydu EEVD (Thr, Ile, Glu).

Dla biatka ] typu B przeprowadzono ponadto symulacje dynamiki sterowanej o dfugosci 150 nm,
podczas ktérej zwiekszano odlegtos¢ miedzy helisami II i III (centrum masy atoméw Ca reszt 17-57)
a helisa V (centrum masy atoméw Ca reszt 93-115) od poczatkowej wartosci ~1.25 nm do warto$ci
3.125 nm przy pomocy potencjatu harmonicznego o statej sitowej réwnej 500 kJ-mol ~!-nm 2. W trak-
cie tej symulacji utrzymywano stala konformacje helisy 11 i III za pomoca potencjatu harmonicznego
o stalej sitowej réwnej 1000 kJ-mol~!-nm~2. Tak uzyskane struktury zostaly uzyte do symulacji um-
brella sampling — symulowano 16 réwnoodleglych okien US, ktére pokrywaly zakres 1.25-3.125nm
wspolrzednej reakgji. Stata siftowa potencjatu harmonicznego przyktadanego w kazdym oknie byla
réwna 500 kJ-mol~!-nm~2, a kazde okno byto symulowane przez 750 ns. Zaréwno w trakcie symu-
lacji dynamiki sterowanej, jak i w trakcie symulacji US stan, w ktérym domena J jest oddysocjowana
od CTD I (odlegtos¢ helisy V od CTD I wieksza niz 3.5 nm) utrzymywano poprzez jednostronny po-
tencjat o stalej sitowej réwnej 250 kJ-mol ~!-nm~2.

Ze wzgledu na symulowanie monomeréw biatek, we wszystkich symulacjach domena dimery-
zacyjna bialek ] zostata usztywniona poprzez przylozenie harmonicznego potencjatu o stalej sitowej
réwnej 5000 kJ-mol~1-nm~2, ktéry uniemozliwial zmiane potozenia ciezkich atoméw reszt 345-355

(dla biatka J typu A) lub reszt 324-334 (dla biatka J typu B).

4.3 Zmiany konformacyjne DnaK indukowane obecno$cia substratu w SBD
43.1 Roéwnowagowe symulacje Dynamiki Molekularnej

Uklad DnaK w stanie S (reszty 2-533) zostal przygotowany na podstawie struktury 7KRU z ba-
zy PDB. [175] Biatko zostato solwatowane ok. 70000 czasteczkami wody i byto symulowane w sze-

$ciennym pudle o krawedzi ~14.5 nm. Struktury DnaK z peptydem oraz kompleksu DnaK i domeny
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] z peptydem zostaly przygotowane przez mgr. M. Pitka poprzez nalozenie struktury 1DKZ [39],
zawierajacej SBDS ze zwiazanym peptydem, na strukture DnaK (kod w bazie PDB: 4B9Q [158])
lub strukture kompleksu DnaK i domeny ] (kod w bazie PDB: 5NRO [83]). Byly one symulowane
w sze$ciennych pudtach o krawedziach, odpowiednio, ~14 nm (solwatowane ok. 60000 czasteczka-
mi wody) i ~14.5nm (solwatowane ok. 70000 czasteczkami wody). Dla kazdego z ukltadéw uzyskano

po 5 us réwnowagowych trajektorii (5 kopii po 1 ps).

4.3.2 Analiza trajektorii

Kat torsyjny miedzy subdomenami NBD zostal zdefiniowany analogicznie jak w poprzednich
punktach. Odlegtosci pomiedzy poszczegdlnymi resztami wyznaczono za pomoca narzedzi gmx di-
stance i gmx mindist. [150] Przy analizach RMSD wzieto pod uwage atomy wegla Ca fragmentu
NBD (reszty 2-385), SBD (reszty 395-533) oraz catego DnaK (reszty 2-533). Strukture drugorzedowa
regionu 198-206 i 219-227 obliczono korzystajac z opcji ANTIBETARMSD [173] oferowanej przez roz-
szerzenie PLUMED. Odleglto$¢ miedzy SBDS a NBD byly zdefiniowana, podobnie jak poprzednio,
jako odlegtos¢ miedzy centrum masy atoméw Ca SBDS (reszty 398-504) i centrum masy atoméw Ca

reszt znajdujacych sie na interfejsie wiazania NBD (reszty 75-115 i 140-230).

4.3.3 Wyznaczanie profili energii swobodnej

Przy badaniu przejscia miedzy stanem R a S, wspolrzedna reakcji zostala zdefiniowana jako
réznica RMSD wzgledem potozen atoméw Ca stanu R (PDB: 4B9Q), [158]) i stanu S (PDB: 7KRU,
[163]). Uktad izolowanego DnaK otrzymano poprzez usuniecie peptydu NRLLLTG ze struktury sta-
nu S. W obu przypadkach, za pomoca symulacji dynamiki sterowanej o diugosci 350 ns przepro-
wadzono DnaK ze stanu S do stanu R. Przykltadany potencjat harmoniczny o stalej sitowej réwnej
15000 kJ-mol ~!-nm 2 sprowadzal wartos¢ RMSD wzgledem polozeri atoméw Ca stanu R od poczat-
kowej wartosci ~1.5nm do 0 nm. Pod uwage wzieto reszty 2-533 Dnak, a zakres badanej wspo6trzed-
nej obejmowat obszar od —1.5nm do 1.5 nm. Profile dla przejscia DnaK (z peptydem lub bez) miedzy
stanem R i S otrzymatem przy pomocy metadynamiki (wariant well-tempered) [176, 177], symulujac
jednoczesnie pie¢ okien rézniacych sie poczatkowa wartoécia wspélrzednej reakcji (faczna dtugosé
symulacji wyniosta 5 us). W trakcie symulacji potencjat gaussowski o szerokosci 0.04 nm i poczatko-

wej wysokosci 0.15 k] /mol byt dodawany co 1 ps.

Reprezentacyjne struktury z symulacji otrzymano poprzez klastrowanie narzedziem gmx cluster.
[150] Klastrowano fragmenty metadynamik prébkujacych region 0.4-1.1 nm (DnaK) lub —0.2-1.2nm
(kompleks DnaK+peptyd). Uzyto promienia odciecia réwnego 0.25nm i w obu przypadkach wybra-
no najwiekszy otrzymany klaster. Do oszacowania niepewnosci pomiaru otrzymanych profili energii

swobodnej postuzono sie metoda $rednich blokéw (ang. block average method), ktérej wyniki zapre-
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zentowano na Rysunku 6.2 w Zataczniku.

4.3.4 Symulacje metadynamiki w wariancie OPES

Poréwnawczy uklad pelnego DnaK (reszty 2-604) zostal przygotowany na podstawie struktury
4B9Q z bazy PDB. [158] Biatko zostato wysolwatowane przez dodanie ok. 60000 czasteczek wody
ibylo symulowane w szesciennym pudle o krawedzi ~14nm. Mapy energii swobodnej dla obrotu
wokoét katow ¥ wybranej czesci SBDa uzyskano metoda szybkozbieznego wariantu metadynami-
ki (OPES). [137] Katy ¥ definiowane byly jako katy dwuscienne pomiedzy atomami: N(-H),-Ca,,-
C(=0),-N(-H),,41. Przykladany wzdluz wybranej pary katéw potencjat byt aktualizowany co 1ps.
Wartos¢ bariery energii swobodnej do pokonania przez uklad zostata ustawiona na 50k]J, a poczat-
kowa szeroko$¢ dodawanych w czasie potencjaléw Gaussa zostala dobrana automatycznie. Kazda
zsymulacji trwata 500 ns. Zbiezno$¢ wynikéw oszacowano na podstawie mierzonych w czasie war-
tosci parametréw Z(t) oraz C(t), rtéwnemu oszacowaniu B~ 'og(efV) (Rysunki 6.3-6.5 w Zataczni-

ku).
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5 Wyniki i dyskusja

5.1 Zmiany konformacyjne DnaK indukowane hydroliza ATP

5.1.1 Zmiany konformacyjne NBD

Hydroliza ATP przez DnaK prowadzi do zmian w ulozeniu interfejsu SBDB-NBD, co skutkuje
odlaczeniem sie jednej domeny od drugiej w przypadku obecnosci ADP. [73] W celu uzyskania wy-
czerpujacego opisu przejscia DnaK od stanu ze zwiazanym ATP do stanu ze zwiazanym ADDP, przyj-
rzatem sie zmianom konformacyjnym zaréwno w obrebie NBD, jak i SBDfS. Ze wzgledu na sprzezenie
obsadzenia NBD z konformacja SBD, w dalszej czesci pracy konformacje NBD charakterystyczne dla
obsadzenia przez ATP i ADP bede nazywat przez analogie do SBD jako, kolejno, konformacje otwarta
i zamknieta. Z powodu braku struktury krystalicznej domeny wiazacej nukleotyd DnaK zawierajacej
ADP, najpierw przygotowatem taki uktad do symulacji, bazujac na dostepnej strukturze NBD bez nu-
kleotydu. [48] Nastepnie przeprowadzitlem symulacje rtéwnowagowe dla izolowanych domen NBD

z ADP i ATP (po 1 us dla kazdego z ukladow).

Analiza gtéwnych sklfadowych (PCA) otrzymanych trajektorii pozwolita mi na wyznaczenie wek-

tora wilasnego opisujacego ok. 55 % zmiennosci konformacyjnej NBD (Rysunek 5.1.1 A).
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Rysunek 5.1.1: Wyniki analizy gléwnych sktadowych dla potaczonych trajektorii DnaK z ATP i ADP. (A) Czes¢
catkowitej zmiennosci konformacyjnej opisywana przez pie¢ pierwszych wektoréw wiasnych. (B) Korelacja mie-
dzy wartosciami pierwszej gtéwnej skladowej a katem torsyjnym miedzy ptatami NBD. (C) Struktura NBD. Sub-
domena IA zostata zaznaczona kolorem niebieskim, IB — btekitnym, IIA — czerwonym, a IIB — pomarariczcowym.

(D) Rozktad prawdopodobieristwa dla kata torsyjnego miedzy ptatami NBD w trakcie symulacji NBD z ATP
(niebieski) oraz NBD z ADP (czerwony).
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Wartosci pierwszej gtéwnej sktadowej byly silnie skorelowane z katem torsyjnym miedzy ptata-
mi NBD (0; Rysunek 5.1.1 B). Przed hydroliza ATP platy I i Il NBD sa rozchylone (wartos¢ kata 0
bliska —50°), natomiast po hydrolizie zblizaja sie one do siebie, co uwidacznia zmiana wartosci kata
6 0 ok.13° (Rysunek 5.1.1 D). Obserwacje te sa zgodne z dotychczasowymi doniesieniami o tym, ze
wiazanie i hydroliza ATP powoduje wzajemna rotacje platéw wzgledem siebie [45, 46], a otrzymana
roznica kata jest podobna do wartosci otrzymanej przez M. Schneidera w symulacjach réznie obsa-

dzonych izolowanych NBD. [109]

Dla obu przypadkéw wyznaczytem takze wartosci fluktuacji potozenn (RMSF) taricuchéw bocz-
nych reszt aminokwasowych NBD, ktére przedstawione sa na Rysunku 5.1.2. Sugeruja one, ze zwar-
ta struktura NBD w konformacji zamknietej charakteryzuje sie jednoczesnie wieksza mobilnoécia
faricuchéw bocznych w poréwnaniu do struktury z ATP. W szczegélnosci wysokie wartosci RMSF
charakterystyczne sa dla nieuporzadkowanego tacznika po hydrolizie (reszty 386-393). [68] Uzylem
zatem rownowagowych symulacji do zidentyfikowania trwatych kontaktéw (tj. obecnych przez co

najmniej 70% czasu symulacji) miedzy resztami NDB inukleotydem, ktérymi oba stany réznia sie

miedzy soba.
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Rysunek 5.1.2: Warto$ci RMSF faricuchéw bocznych domeny wiazacej nukleotyd w trakcie symulacji NBD z ATP
(niebieski) i NBD z ADP (czerwony).

Otrzymane wyniki (Rysunek 5.1.3) wskazuja na to, ze obecnos¢ ATP sprzyja wytworzeniu sie spe-
cyficznej sieci dwudziestu siedmiu trwatych kontaktéw miedzy resztami NBD, kationem magnezu
inukleotydem w kieszeni wiazacej. Dla poréwnania, jedynie siedem trwatych kontaktéw wystepo-
walo w stanie zamknietym, co zgadza sie z wieksza dynamika NBD po hydrolizie. W szczegélno-
$ci brak terminalnego fosforanu ATP wptywa na preferowane oddziatywania reszt Tyr179, Leul95,
GIn343, Arg345i Asp368. Reszta Asp368 przed hydroliza pozostawata w kontakcie z jonem magnezu,
Asp81i Glul71 (sprzegajaca hydrolize ATP z obecno$cia substratu w SBDp [114]). Po hydrolizie reszta
ta oddziatuje z kolei z Arg345, ktéra przed hydroliza tworzyta stabilne potaczenia z Lys363 i Val365.

Z uprzednio sugerowanych czterech reszt wykazujacych szczegélna wrazliwos¢ na obsadzenie NBD
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[109] na Rysunku 5.1.3 widoczne sa dwie z nich, Gly229 i Glu267 (brak natomiast oddziatywar two-
rzonych z Asp233 lub Lys270).

Nucleotide
Aspg

GIn343
Gly341
Val340

Contact frequency

B Gly341-GIn343
Lys70

Glul71

Asp8

Asp368 \

Rysunek 5.1.3: (A) Wykres strunowy obrazujacy charakterystyczne kontakty reszt aminokwasowych NBD
w konformacji otwartej (kolor niebieski) i zamknietej (kolor czerwony). Nasycenie koloru odpowiada trwato-

$ci kontaktu w trakcie symulagcji. (B) Sie¢ trwatych kontaktéw miedzy resztami NBD, kationem magnezu i ATP

w kieszeni wiazacej.

Charakterystyczny dla stanu zamknietego kontakt Arg345-Asp368 jest kontaktem miedzy resz-
tami znajdujacymi sie na dwéch ptatach NBD, ktérego pojawienie sie wymaga zwartej konforma-
cji NBD. Przeciwnie, rozchylona struktura otwartej NBD umozliwia oddzialywanie Ile88 (z ptata I)
zreszta GIn260 (z plata II). Co warto odnotowa¢, wséréd charakterystycznych kontaktow dla struktu-

ry NBD z ATP brakuje potaczeni dla uporzadkowanego facznika miedzydomenowego. [178, 179]
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Weczedniejsze badania technika NMR pozwolily na wytypowanie reszt zaangazowanych w zmia-
ne konformacyjna NBD spowodowana hydroliza ATP. [179] Wsréd reszt, ktérym odpowiada naj-
wieksza réznica przesunie¢ chemicznych, Ad, znajduja sie reszty wylonione przeze mnie w toku ana-
lizy charakterystycznych dla nukleotydu kontaktéw: Asp8, Leu9, Glul71, Leul95, Lys214, Thr215,
Val340 i Asp388. Podobnie, przeprowadzone przez Adriena i wspétpracownikéw symulacje DnaK
dla r6znego stanu obsadzenia NBD pozwolity na zaproponowanie reszt zaangazowanych w zmiane
konformacyjna spowodowana zwigzaniem ATP i propagowanie sygnatu z NBD do SBD. [180] Naleza
do nich Asn13, Phe77, Gly99, Ala101, Leu195, Lys214, Thr215, Val340, Gly341 i Asp388, widoczne na
Rysunku 5.1.3 A. Poréwnujac rézne stany obsadzenia NBD, badacze wytypowali sze$¢ aminokwa-
sé6w odpowiadajacych za specyficzne kontakty z ATP w kieszeni wiazacej: Thrll, Gly197, Gly198,
Thr199, Ile271 oraz Gly341. Wéréd zaproponowanych reszt jedynie Gly341 pokrywa sie z otrzymany-
mi przeze mnie wynikami — moze to by¢ jednak spowodowane przyjeciem bardziej rygorystycznego
kryterium obecnosci kontaktu miedzy dwoma resztami (warunkiem zaistnienia kontaktu w przyta-
czanej pracy byla wzajemna odleglos¢ reszt mniejsza lub réwna 0.4 nm przez co najmniej 50% czasu
symulacji; w moim przypadku wartoéci te wynosity odpowiednio 0.35nm i 70%). Podobnie, nie za-
obserwowatem sieci oddzialywan miedzy resztami Asn144-Argl56, ktére w pieciokrotnie krétszych

symulacjach DnaK byty charakterystyczne dla zamknietej konformacji NBD. [181]

Warto réwniez wspomnie¢ o wynikach symulacji poréwnujacych konformacje NBD z ATP i komp-
leksem ADP+Pi, ilustrujacym bezposredni stan po hydrolizie. [182] Autorzy pracy wytypowali sze-
reg reszt o wiekszej swobodzie konformacyjnej katéw dwusciennych ® i ¥, ktére moglyby stero-
wa¢ ruchami miedzy ptatami NBD (znajduja sie wéréd nich Asnl3, Asp20, Gly51, Leul95, Gly198
iGly229) oraz reszt, ktérych ruch byt skorelowany z obsadzeniem NBD (ws$réd ktérych sa AspS,
Ser38, Ile39, Gly51, Leu195, Gly229). W publikacji odnotowano réwniez 25 innych reszt, ktérych ruch
wykazuje korelacje z obsadzeniem NBD, a ktére nie sa obecne w wyznaczonej przeze mnie sieci
kontaktéw. Wéréd nich znajdowata sie Gly228, ktéra wraz z Gly229, moze petni¢ wazna role przy
koordynowaniu ruchu NBD i sprzeganiu komunikacji miedzy NBD a SBD. Trzeba jednak podkresli¢,
Ze wnioski te zostaly wyciagniete na podstawie duzo krétszych symulacji, bowiem dtugos¢ symulacji

opisywanych w owej pracy wynosita zaledwie 5ns.

W nastepnym kroku chcialem zbada¢ zmiany energii swobodnej towarzyszace przejsciu konfor-
macyjnemu NBD od stanu otwartego do stanu zamknietego. W tym celu przeprowadzitem symula-
¢je dynamiki sterowanej podczas ktérych zmieniatem konformacje NBD zawierajacej ATP w kiesze-
ni wiazacej na konformacje zamknieta (analogiczne przejécie do stanu otwartego przeprowadzitem

dla NBD zawierajacej ADP). Strukturami startowymi w obu przypadkach byty struktury otrzymane
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Rysunek 5.1.4: (Gora) Struktury NBD otrzymane w wyniki klastrowania trajektorii, ktére posluzyty jako punkty
odniesienia do symulacji wzmocnionego prébkowania. Na péiprzezroczystych strukturach zaznaczone zostaty
reszty pojawiajace sie na Rysunku 5.1.3 A, z wyszczegdlnieniem reszt tworzacych trwate kontakty miedzy plata-
mi. (D61) Profile energii swobodnej dla przej$cia konformacyjnego NBD miedzy stanem otwartym i zamknietym

w obecnosci ATP (kolor niebieski) lub ADP (kolor czerwony) w kieszeni wiazacej nukleotyd.
poprzez klastrowanie wczesniej wygenerowanych trajektorii rtéwnowagowych. Profil energii swo-

bodnej dla badanych zmian konformacyjnych wyznaczylem korzystajac z metody umbrella sampling,

uzywajac wspotrzednej reakcji zdefiniowanej jako réznica wartosci RMSD wzgledem struktur NBD
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z ADP i ATP (Rysunek 5.1.4).

Otrzymany profil energii swobodnej dla NBD z ATP charakteryzuje sie duza bariera (powyzej
20 kcal /mol), ktéra moze by¢ zwiazana z rozrywaniem korzystnych, polarnych kontaktéw w kiesze-
ni wiazacej. Przeciwnie, profil energii uzyskany dla NBD zawierajacego ADP jest wzglednie ptaski
i nie wykazuje wyraznego minimum. Ponownie przemawia to za wieksza mobilnoscia NBD po hy-
drolizie i moze tlumaczy¢, dlaczego liczba charakterystycznych kontaktéw witasciwych dla ADP jest
niewielka. Wyniki te zgodne sa z poprzednimi badaniami, ktére wskazywaly na to, ze fluktuacje

konformacyjne NBD rosna zgodnie z kolejnoscia: ATP, ADP+Pi, ADP. [183]

5.1.2 Dysocjacja SBDp z powierzchni NBD

W dalszej kolejnosci postanowitem przyjrzec sie procesowi dysocjacji SBDB od powierzchni NBD,
ktory jest efektem hydrolizy ATP. W tym celu przeprowadzitem symulacje wzmocnionego prébkowa-
nia wzdluz odlegtosci NBD-SBDf, ponownie dla dwéch mozliwych sposobéw obsadzenia kieszeni

wiazacej nukleotyd (Rysunek 5.1.5).
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Rysunek 5.1.5: Dysocjacja SBDB od NBD w zalezno$ci od obsadzenia kieszeni wiazacej nukleotyd. (Lewa strona)
Schematyczne przedstawienie wspéirzednej reakcji— NBD zostato przedstawione kolorem niebieskim, a SBDS-
pomarariczcowym. (Prawa strona) Profile energii swobodnej dla dysocjacji SBDB z powierzchni NBD. Profil dla
obsadzenia kieszeni wiazacej nukleotyd przez ATP zostat przedstawiony kolorem niebieskim, a dla obsadzenia

kieszeni przez ADP- kolorem czerwonym.

Otrzymane wyniki wskazuja na to, ze gdy ATP znajduje si¢ w kieszeni wiazacej, minimum ener-
getyczne odpowiada wzajemnej odlegtosci domen réwnej ~2.9 nm. Zwiekszanie tej odlegtosci po-
woduje wzrost energii swobodnej, co pozwala na wywnioskowanie, ze przy obsadzeniu NBD przez
ATP dysocjacja SBDg nie jest faworyzowana i dwie domeny pozostaja ze soba w Scistym kontakcie.

Obsadzenie NBD przez ADP zmienia z kolei przebieg profilu dysocjacji dwéch domen: dla odlegtosci
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ok. 4.5 nm pojawia si¢ drugie minimum energetyczne, odpowiadajace rozdysocjowanym domenom.
Z kolei widoczny wzrost energii swobodnej dla dalszych odlegtosci moze by¢ spowodowany ograni-
czona dtugoscia miedzydomenowego tacznika. Otrzymane wyniki potwierdzaja zatem, ze dysocja-
cja domen DnaK nie zachodzi spontanicznie przed hydroliza i dopiero obecno$¢ ADP umozliwia te

zmiane konformacyjna.

Chcac sprawdzi¢, ktére reszty aminokwasowe moga odpowiada¢ za zmienne powinowactwo
SBDg i NBD, wytypowalem reszty, ktére w stanie zasocjowanym tworza sie¢ trwatych potaczeri mie-
dzy NBD a SBDp. Nastepnie, przy uzyciu narzedzia mCSM-PPI2 opartego o uczenie maszynowe
[165], zgrubnie oszacowalem wplyw mutacji alaninowych 41 reszt znajdujacych sie na miedzydome-

nowym interfejsie na powinowactwo SBDJ do NBD (Rysunek 5.1.6 oraz Tabela 3 w Zalaczniku).

ADP ATP

AAG [kcal/mol]
-2.0 -1.0 0.0

Rysunek 5.1.6: Wplyw mutacji alaninowych reszt znajdujacych sie na interfejsie NBD/SBDf na powinowactwo
SBDS do NBD, w zaleznosci od obsadzenia kieszeni wiazacej nukleotyd. Ujemne wartoéci AAG oznaczaja fa-

twiejsza dysocjacje w przypadku zmutowanego wariantu biatka.
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Niezaleznie od obsadzenia NBD, punktowe mutacje nie wptynety znaczaco na preferencje do dy-
socjacji SBDp (do 1kcal/mol réznicy), a w granicach btedu eksperymentalnego kazda mutacja uta-
twiala ten proces. Dla NBD ze zwiazanym ATP resztami wykazujacymi najwiekszy wptyw na fatwosé
dysocjacji byty: Phe216 (—2.05 kcal /mol), Val218 (—1.36 kcal /mol), Asn415 (—1.03 kcal/mol), Argl51
(—1.00 kcal/mol) oraz Thr221 (—0.90kcal/mol). Z kolei przy zwiazanym ADP najwieksza réznica
byla zauwazalna dla Phe216 (—1.30 kcal/mol), Asn415 (—0.93 kcal/mol), Argl67 (—0.90kcal/mol),
Val218 (—0.79 kcal/mol) i Lys214 (—0.78 kcal/mol). W tej grupie znalazly sie zatem reszty Argl51,
Argl67, Thr221 i Asn415, ktére sa zaangazowane w miedzydomenowe kontakty stabilizujace kon-
formacje NBD niezdolna do hydrolizy ATP. [110] Warto ponadto zauwazy¢, ze siedem sposréd tych
dziesieciu reszt nie posiada fanncuchéw bocznych obdarzonych tadunkiem, co podkresla wktad od-
dziatywar niepolarnych w stabilizacje interfejsu NBD/SBDp. Poza tym reszty o zauwazalnym wkla-
dzie w stabilnos¢ interfejsu tworza dwa skupiska obejmujace reszty 214-221 oraz 415-417. W oczywi-
sty sposéb sposréd wytypowanych reszt wyréznia sie Phe216: mutacje Phe216Ala maja najwiekszy
wplyw na fatwos¢ dysocjacji SBDS, zaréwno dla ATP, jak i dla ADP w kieszeni wiazacej NBD; po-
nadto, wykazuja one takze najwieksza r6znice zmian AAG pod wptywem zmiany nukleotydu. Warto
podkresli¢, ze Phe216 moze bezposrednio oddzialywaé z miedzydomenowym tacznikiem [178], co

rzeczywiScie umozliwiatoby jej udziat w sprzeganiu obsadzenia NBD i dysocjacji SBDS.

Rysunek 5.1.7: Cykl termodynamiczny zwiazany z badaniem wptywu mutacji punktowej na tatwosé¢ dysocjacji
SBDg z powierzchni NBD. Wartosci AG; i AG3 sa zwiazane z mutacjami pojedynczego aminokwasu w alanine,

a wartosci AGy i AG4— z separacja domen.
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Ze wzgledu na to, ze wstepne wyniki podkreslily role elektrycznie obojetnych reszt w stabilizo-
waniu interfejsu NBD/SBDp, postanowilem dokladniej przyjrze¢ sie ich wkltadowi w powinowac-
two SBDS do NBD. W tym celu dla 16 sposréd wczesniej wybranych reszt powtérzytem obliczenia
wyznaczenia wartoéci AAG korzystajac tym razem z metod alchemicznych. Cykl termodynamicz-
ny skonstruowany na potrzeby zbadania wzglednego wkladu aminokwasu w powinowactwo NBD

iSBDg przedstawiony zostat na Rysunku 5.1.7.

Ponownie jak w przypadku uprzednio uzyskanych wynikéw, symulacje alchemiczne takze su-
geruja, ze wiekszo$¢ mutacji alaninowych w ré6znym stopniu destabilizuje interfejs NBD/SBDS (Ry-
sunek 5.1.8). Warto zauwazy¢, ze az w 75% przypadkéw wyznaczone wartoéci AAG metoda BAR

pokrywaja sie w granicach 0.5 kcal/mol (Tabela 4 w Zataczniku).
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Rysunek 5.1.8: Wplyw mutacji alaninowych poszczegélnych reszt na powinowactwo SBDB do NBD. Ujemne

wartosci AAG oznaczaja fatwiejsza dysocjacje domen dla zmutowanego wariantu biatka.
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Co ciekawe, wartosci AAG dla tego samego aminokwasu, a dla ré6znego obsadzenia NBD, po-
trafily r6zni¢ sie nie tylko wielkoscia (Val82, Asn222), ale tez i znakiem (Thr215, Leu219). Najwiek-
szym zaskoczeniem byla natomiast wartos¢ AAG otrzymana dla Phe216 z ADP w kieszeni wiazacej
(16.14+£0.34 kcal /mol). Dodatni znak AAG wskazuje na to, ze nieobecnos¢ fenyloalaniny skutecznie
uniemozliwia dysocjacje obu domen. Narzedzie mCSM-PPI2 réwniez przewidzialo centralng role
Phe216 w interfejsie NBD/SBDS, jednak sugerowato ono odmienny efekt, tzn. tatwiejsza dysocjacje

domen w przypadku mutacji Phe216Ala.

Chcac rozstrzygnac te rozbieznosci, wyznaczytem dla tej mutacji peten profil energii swobodne;j,
uzywajac dokladniejszej metody US, podobnie jak zrobitlem to dla natywnych wariantéw DnaK (Ry-
sunek 5.1.9). Jednoznacznie pokazuje on, ze usuniecie fenyloalaniny utrudnia dysocjacje domen, choé¢
efekt ten jest o potowe mniejszy niz przewidywaty to symulacje alchemiczne (ok. 8 kcal/mol). Nieste-
ty, pomimo tego, ze Phe216 jest jedna z reszt, ktére bezposrednio oddziatuja z miedzydomenowym
Tacznikiem, brakuje wczesdniejszych prac, ktére opisuja jej wkiad w komunikacje w obrebie Dnak, co
uniemozliwia poréwnanie otrzymanych wynikéw z danymi biochemicznymi i zweryfikowanie klu-

czowej roli Phe216.
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Rysunek 5.1.9: Wplyw mutacji punktowej Phe216Ala na powinowactwo SBDB do NBD. Profil dla dzikiego wa-

riantu DnaK z ADP zostal przedstawiony kolorem czerwonym, a profil dla wariantu Phe216Ala— kolorem fiole-

towym.

Biorac pod uwage, ze sasiadujace reszty (Thr215, Phe216, Val218, Leu219, Asn222) wykazuja za-
uwazalne réznice w wartosciach AAG, co $wiadczy o ich zaangazowaniu w rézne sieci oddziatywan

zaleznych od nukleotydu w NBD, mozna przypuszcza¢, ze to wiasnie region Thr215-Asn222 jest
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fragmentem NBD koordynujacym powinowactwo obu domen wzgledem siebie. Co ciekawe, Chiap-
pori i wspélpracownicy doniesli o tym, ze obecnos¢ ATP faworyzuje konformacje sasiadujacej petli
Glu209-Lys214, w ktérej orientuje sie ona ku miedzydomenowemu facznikowi. [178] Brak oddziaty-
wan tych reszt z facznikiem w obecnosci ADP przemawiat za ich kluczowa role w dokowaniu SBD.
Ponadto wczesniejsze doniesienia literaturowe wskazywaly na udziat regionu Glu206-Thr221 w od-
dziatywaniu z DnaJ oraz w stymulowaniu hydrolizy ATP. [184, 185, 186] Moje wyniki sugeruja, ze

jego cze$¢ moglaby ponadto petni¢ role w koordynowaniu asocjacji (i dysocjacji) domen DnaK.

Poréwnujac otrzymane wyniki z rezultatami grupy badawczej Mayera, zaskakujaca moze by¢ zni-
koma wartos¢ AAG dla reszty Ile168: wiazanie wodorowe miedzy Asp481 iIle168, ktére tworzone jest
w hydrofobowym otoczeniu niepolarnych faricuchéw miato mie¢ znaczacy wkltad w stabilizacje mie-
dzydomenowego interfejsu. [110] Niemniej, w tworzeniu tego wiazania uczestniczy taricuch gtéwny,
a nie boczny izoleucyny, co tlumaczy niskie AAG przy zmianie tej reszty na alanine. Z kolei wktad
Asn415, dokujacej SBDB na powierzchni NBD poprzez kontakt z Asp326 [187] ponownie miesci sie
w przedziale 1-1.5 kcal/mol. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze znikomy wktad danej reszty aminokwaso-
wej w powinowactwo SBDS do NBD nie wyklucza jej zaangazowania w procesy komunikacji miedzy
domenami. Mutacje alaninowe Tyr145, Asn147 czy Thr417 skutecznie oslabiaty transmisje sygnatu al-
losterycznego miedzy kieszeniami wiazacymi substrat i nukleotyd. [180, 184, 187, 188, 189, 190] Na-
tomiast w przypadku mutacji alaninowej Leu484, stymulacja hydrolizy ATP przez substrat zostala

skutecznie zahamowana, nawet przy jednoczesnej obecnosci DnaJ. [110]

Podsumowujac, moje wyniki wskazuja na to, ze hydroliza ATP powoduje zmiane ulozenia pta-
téw NBD oraz umozliwia wieksza mobilnosé¢ faricuchéw bocznych, w szczegélnosci reszt miedzy-
domenowego facznika. Dla NBD w konformacji otwartej i zamknietej okreslitem charakterystyczne
kontakty wewnatrz domeny i pokazalem, ze przy obsadzeniu kieszeni wiazacej przez ATP przejscie
pomiedzy konformacja otwarta i zamknieta nie zachodzi spontanicznie. Ponadto, udowodnitem, ze
dysocjacja SBDS z powierzchni NBD jest faworyzowana jedynie po hydrolizie ATP. Badajac wptyw
mutacji punktowych w obrebie interfejsu NBD-SBDJ, wskazatem na role reszty Phe216 i regionu

215-222 w sprzeganiu obsadzenia NBD z powinowactwem miedzy domenami.
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5.2 Zmiany konformacyjne DnaK indukowane zwiazaniem domeny J!
5.2.1 Zmiany konformacyjne NBD

W celu scharakteryzowania zmian konformacyjnych DnaK nastepujacych po zwiazaniu dome-
ny J, przeprowadzitem symulacje réwnowagowe o dlugoséci kilku mikrosekund dla izolowanego
biatka DnaK oraz dla kompleksu DnaK z domena J (DnaK+JD). W celu zidentyfikowania kluczowych
zmian w obrebie NBD ponownie uzytem analizy gléwnych sktadowych. Jak poprzednio, pierwszy
wektor wlasny — opisujacy 28 % catkowitej zmienno$ci konformacyjnej — byt wystarczajacy do roz-

réznienia stanéw NBD w izolowanym DnaK oraz w kompleksie DnaK+JD (Rysunek 5.2.1 A).
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Rysunek 5.2.1: Wyniki analizy gléwnych sktadowych dla potaczonych trajektorii DnaK oraz DnaK+]JD. (A)
Czesé¢ catkowitej zmiennosci konformacyjnej opisywana przez pie¢ pierwszych wektoréw wiasnych. (B) Ko-

relacja miedzy warto$ciami pierwszej gléwnej skladowej a katem torsyjnym miedzy subdomenami NBD. [191]

Warto$ci pierwszej gléwnej sktadowej byty scisle skorelowane z katem torsyjnym miedzy platami
NBD (R?=0.95, Rysunek 5.2.1 B), a jego wartoéci wskazywaly na to, ze po zwiazaniu domeny ] kat

miedzy ptatami NBD zmniejsza sie 0 ~7° w poréwnaniu z izolowanym DnaK (Rysunek 5.2.2).
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Rysunek 5.2.2: (A) Struktura NBD. Subdomena IA zostata zaznaczona kolorem niebieskim, IB - biekitnym, ITA
— czerwonym, a IIB — pomaraficzowym. (B) Rozklad prawdopodobienstwa dla kata torsyjnego miedzy ptatami

NBD w trakcie symulacji DnaK (czerwony) oraz kompleksu DnaK+]D (niebieski). [191]

1Wyniki zaprezentowane w tym podrozdziale zostaty opublikowane w pracy [191].
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Poréwnujac uzyskane rozktady z otrzymanymi dla izolowanych domen NBD (Rysunek 5.1.1) mozna
zauwazy¢ dwie tendengje. Przy obsadzeniu kieszeni wiazacej przez ATP nieobecno$¢ SBD sprzyja
wiekszemu rozchyleniu ptatéw NBD (o ok. 5°). Z kolei obecno$¢ domeny ] sprzyja ciasniejszemu

upakowaniu ptatéw, podobnie jak ma to miejsce w konformacji NBD po hydrolizie.

Przygladajac sie symulacjom, w ktérych zastapilem wprowadzona na potrzeby krystalizacji mu-
tacje Alal99 treonina zaobserwowalem, ze oddziatywanie reszty Thr199 z ATP jest obecne w kom-
pleksie DnaK+]JD, a brak go w trajektoriach dla izolowanego DnaK (Rysunek 5.2.3). Thr199 od-
dziatywata z nukleotydem przez grupe hydroksylowa taricucha bocznego, a nie - jak poprzednio
sugerowano— grupe amidowa laficucha gtéwnego. [192] Thr199 jest istotna reszta dla aktywnosci
ATP-azowej DnaK [108], a jej stabilny kontakt z terminalnym fosforanem ATP w przypadku kom-
pleksu DnaK+]D moze wskazywacé na jej bezposredni udziat w reakcji hydrolizy, np. poprzez stabili-

zacje przejSciowego metafosforanu. [83]
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Rysunek 5.2.3: Rozklad prawdopodobieristwa odleglosci pomiedzy tlenem grupy hydroksylowej Thr199
aterminalnym fosforanem ATP otrzymany z trajektorii dla izolowanego DnaK (czerwony) oraz kompleksu

DnaK+]D (niebieski). [191]

W otrzymanych przeze mnie trajektoriach widoczne jest takze przemieszczenie reszty Tyr145,
charakterystyczne dla stanu aktywnego DnaK, bedacego rezultatem zwiazania substratu (Rysunek
5.2.4 A).[163] W strukturze krystalicznej stanu aktywnego DnaK grupa hydroksylowa Tyr145 posred-
nio stabilizuje terminalny fosforan ATP poprzez czasteczke wody, ktéra zlokalizowana jest w miejscu
mutacji punktowej T199A. Ze wzgledu na to, ze w moich symulacjach reszta Thr199 zostata przywro-
cona, grupa hydroksylowa z bocznego taficucha treoniny zajmuje miejsce wody ze struktury krysta-
licznej, bezposrednio oddziatujac z ATP (Rysunek 5.2.4 B). Mozliwe wiec, ze Tyr145 przyczynia sie

do stabilizacji oddziatywania Thr199-ATP, a przemieszczenie tej reszty jest elementem wspdlnym
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w stymulacji DnaK indukowanej przez substrat i zwigzanie biatka J.
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Rysunek 5.2.4: Koordynacja ATP przez Tyrl145. (A) Rozklad prawdopodobieristwa odlegtosci pomiedzy tle-
nem grupy hydroksylowej Thr199 a wodorem grupy hydroksylowej Tyr145 otrzymany z trajektorii dla izolo-
wanego DnaK (czerwony) oraz kompleksu DnaK+JD (niebieski). (B) Koordynacja terminalnego fosforanu ATP
w strukturze aktywnego katalitycznie DnaK ze zwiazanym substratem (kod PDB: 7KRU [163]; lewa strona) oraz

w reprezentacyjnej strukturze z symulacji uktadu DnaK+]JD (prawa strona). [191]

Szczegobtowego scharakteryzowania zmian w obrebie NBD podjal sie méj wspétpracownik, mgr
Marcin Pitek z Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed. Poréwnat on réznice
w oddzialywaniach pomiedzy resztami NBD i miedzydomenowego facznika, wynikajace ze zwia-

zania domeny ] (Rysunek 5.2.5). Najwieksze réznice w czestosci kontaktéw byty wiasciwe dla: (i)
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miejsca zwiqzania domeny J, (ii) kieszeni wiazacej ATP oraz (iii) subdomeny IIB NBD. Zmiany kon-
taktow wynikajace ze zwiazania domeny ] obejmowaty takze reszty aminokwasowe biorace udziat

w komunikacji allosterycznej miedzy NBD i SBD (Lys70, Asp148, Argl51, Glul71, Leu390, Leu392).
[67, 68,107, 108, 109]
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Rysunek 5.2.5: Wykres strunowy obrazujacy czestos¢ kontaktéw reszt aminokwasowych NBD. Grubos¢ linii
jest proporcjonalna do czestosci kontaktu miedzy resztami w symulacji izolowanego DnaK. Kolor linii obrazuje

natomiast zmiane w czestosci kontaktu po zwiazaniu domeny J. [191]

5.2.2 Obecno$¢ domeny J umozliwia kontakt Thr199 z ATP

W celu rozwiazania struktur krystalicznych DnaK ze zwiazanym ATP, reszta Thr199 jest zaste-
powana przez alanine, co powoduje zahamowanie aktywnosci ATP-azowej biatka. [83, 158] Z tego
powodu dane krystalograficzne nie dostarczaja szczegétowych informacji dotyczacych roli Thr199
w procesie katalitycznym. Ze wzgledu na to, ze w symulacjach ukladu DnaK+]D zaobserwowatem
przesuniecie Thr199 w kierunku ATP, postanowilem zbada¢ blizej te zmiane konformacyjna. Korzy-

stajac z metod wzmocnionego prébkowania, wyznaczylem profile energii swobodnej wzdiuz wspot-
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rzednej reakcji zdefiniowanej jako odlegto$¢ miedzy hydroksylowym tlenem Thr199 a terminalnym

fosforanem ATP (Rysunek 5.2.6).
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Rysunek 5.2.6: (Gora) Schematyczna reprezentacja wspéirzednej reakgji uzytej w symulacjach wzmocnionego
prébkowania. (Dét) Profile energii swobodnej wzdluz odlegtosci Thr199 od terminalnego fosforanu ATP dla
izolowanego DnaK (czerwony) i dla kompleksu DnaK+]JD (niebieski). Fioletowy obszar wskazuje na stan Thr-

close (odlegtos¢ <0.4nm), natomiast pomarariczowy — stan Thr-far (odlegtos¢ >0.65nm). [191]

Profil energii swobodnej dla izolowanego DnaK charakteryzuje sie wyraZnym minimum ener-
getycznym, odpowiadajacym sytuacji, gdzie grupa hydroksylowa Thr199 znajduje sie w odlegtosci
~0.8nm od ATP i nie tworzy z nukleotydem bezposredniego kontaktu (stan "Thr-far"). W szczegol-
noéci ten stan jest korzystniejszy o 6 kcal/mol od stanu, w ktérym Thr199 bezposrednio oddziatuje
z fosforanem ATP (odleglos¢ <0.4nm; stan "Thr-close"). Mozna wiec przyjaé, ze pod nieobecnosc¢
domeny ] Thr199 jest odsunieta od fosforanu i nie promuje hydrolizy poprzez oddziatywanie z ATP.
Pod wpltywem zwiazania domeny ] przebieg profilu radykalnie sie zmienia: dla kompleksu DnaK+JD
minimum energetyczne odpowiada odlegtosci ~0.35 nm (stanowi "Thr-close"). Ponadto stan ten cha-
rakteryzuje sie nizsza o 3 kcal/mol energia wzgledem stanu Thr-far. Tym samym obecno$¢ domeny J

faworyzuje bliskie oddziatywanie treoniny z nukleotydem.

W celu zweryfikowania postawionej przez mnie hipotezy o stabilizacji stanu Thr-close przez resz-
te Tyr145, powtérzytem symulacje wzmocnionego prébkowania dla ukladéw DnaK oraz DnaK+]D,
tym razem zmieniajac te reszte na alanine (Rysunek 5.2.7). Ku mojemu zaskoczeniu profil energii

swobodnej dla tego mutanta (Y145 DnaK+JD) nie réznit sie potozeniem minimum ani jego gtebo-
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ko$cia wzgledem profilu dla natywnego kompleksu DnaK+JD. Zatem, przeciwnie do moich prze-
widywan, oddziatywanie miedzy Tyr145 i Thr199 nie stabilizuje bliskiego kontaktu miedzy Thr199
i ATP. Interesujaca réznica w przebiegu otrzymanego profilu jest natomiast brak bariery energetycz-
nej odpowiadajacej odleglosci ~0.65 nm. Jej brak moze wplywac na tatwos¢ osiagania stanu Thr-close
ittumaczy¢ dlaczego wariant Y145A DnaK charakteryzuje sie wyzsza stalq szybkosci hydrolizy ATP

po dodaniu Dna] niz natywny wariant DnaK. [110]
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Rysunek 5.2.7: (A) Profile energii swobodnej wzdtuz odleglosci Thr199 od terminalnego fosforanu ATP dla na-
tywnego kompleksu DnaK+JD (niebieski) oraz kompleksu Y145A DnaK+JD (brazowy). (B) Profile wzdluz tej

samej wspolrzednej reakcji dla izolowanego DnaK (czerwony) oraz wariantu Y145A DnaK (zielony). [191]

W przypadku izolowanego Y145A DnaK wyznaczony profil charakteryzuje sie obecnoscia dodat-
kowego minimum energetycznego w odleglosci ~0.55nm. Ponadto, w poréwnaniu do profilu dla
natywnego DnaK, bariera energetyczna zwiazana z przejSciem do stanu Thr-close jest nizsza o ok.
2-3 kcal/mol. Brak tej bariery ponownie ttumaczytby dane kinetyczne, ktére wskazuja na wyzsza ba-
zowa aktywnos¢ ATP-azowa wariantu Y145A DnaK wzgledem dzikiego szczepu DnaK. [110] Rola
reszty Tyrl145 nie jest tym samym stabilizowanie oddziatywan Thr199-ATP, natomiast nieobecnoé¢
tyrozyny o duzym objetoéciowo faricuchu bocznym obniza bariere energetyczna zwiazana z przej-

$ciem do stanu Thr-close, warunkujacego hydrolize nukleotydu.

W kolejnym kroku, postanowilem zbada¢ zmiany konformacyjne, ktére wprost powoduja ruch
Thr199 po zwiazaniu domeny J. Blizsza analiza trajektorii pozwolita mi na zaobserwowanie, ze zwia-
zaniu domeny J (i co za tym idzie, przemieszczeniu Thr199) towarzyszy zaburzenie struktury dru-
gorzedowej dwoch B-nici ztozonych z reszt 198-206 oraz 219-227 (Rysunek 5.2.8). W celu zbadania
jak ta zmiana konformacyjna wplywa na oddziatywanie miedzy Thr199 a ATP, ponownie przepro-
wadzilem symulacje wzmocnionego prébkowania wzdtuz odleglosci Thr199-ATP, rozwazajac dwie

rézne konformacje regionu Gly198-Glu206/Leu219-Leu227.

70



DnaK
|1DnaK+)D

o
W

e
N

Probability

=
=

1.5 2.5 3.5
Antiparallel beta sheet content

Rysunek 5.2.8: Zaburznie struktury B-nici spowodowane zwiazaniem domeny J. (A) Reprezentacja przemiesz-
czenia Thr199 w strone ATP umozliwionego poprzez zaburzenie struktury drugorzedowej. ATP i Thr199 sa
przedstawione w reprezentacji "Licorice", natomiast B-nici w reprezentacji "NewCartoon". (B) Rozklad prawdo-
podobieristwa zawartosci antyréwnoleglych B-kartek w obszarze obejmujacym reszty 198-206 i 219227 DnaK.
Rozklad dla izolowanego DnaK zostal przedstawiony kolorem czerwonym, natomiast rozklad dla kompleksu

DnaK+]D — kolorem niebieskim. [191]

Po pierwsze, w symulacjach dla izolowanego DnaK za pomoca dodatkowego potencjatu wymusi-
fem zaburzona konformacje S-nici, aby odwzorowac obecnos¢ domeny J. Otrzymany profil (Rysunek
5.2.9) nie r6zni sie zbytnio od uprzedniego wyniku dla izolowanego DnaK, co sugeruje, Ze samo na-
ruszenie struktury drugorzedowej S-nici nie prowadzi bezposrednio do faworyzowania stanu Thr-
close. Po drugie, w analogiczny sposéb utrzymalem nienaruszona strukture S-nici w symulacjach
ukladu DnaK+]JD. Profil ten wskazuje z kolei na silng preferencje przyjmowania przez DnaK stanu

Thr-far (Rysunek 5.2.9).

Powyzsze wyniki wskazuja zatem, ze zwiazanie domeny ] indukuje zmiany konformacyjne w obre-
bie kieszeni wiazacej ATP, ktére umozliwiaja oddzialywanie Thr199 z ATP i stymulacje aktywnosci
ATP-azowej DnaK. Wéréd tych zmian zaburzenie struktury drugorzedowej regionu Gly198-Glu206;
Leu219-Leu227 jest konieczne, ale niewystarczajace do przyjecia przez DnaK stanu Thr-close. Jako ze
samo naruszenie B-nici nie odwzorowuje w petni obecnosci domeny J, mozna wnioskowa¢, ze réwnie
istotna role w procesie aktywacji DnaK pelni réwniez rotacja ptatéw NBD, sprzyjajaca ciadniejszemu

upakowaniu domeny.
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Rysunek 5.2.9: (Lewa strona) Profil energii swobodnej dla przejscia miedzy stanami Thr-far i Thr-close pod
nieobecnos$é domeny J. Oryginalny profil zostat przedstawiony kolorem czerwonym, natomiast profil dla zabu-
rzonej B-nici — kolorem zielonym. (Prawa strona) Profil energii swobodnej dla przejscia miedzy stanami Thr-far
iThr-close dla kompleksu DnaK+JD. Oryginalny profil zostal przedstawiony kolorem niebieskim, natomiast

profil dla sztucznie utrzymywanej konformacji f-nici — kolorem zéttym. [191]

5.2.3 Sygnalizacja allosteryczna pomiedzy domena J a kieszenia katalityczna DnaK

Uprzednio sugerowano, ze sygnat allosteryczny w kompleksie DnaK+]JD bierze poczatek od resz-
ty Asp35 domeny ] ijest przekazywany przez Argl67 na powierzchni DnaK w glab kieszeni wiazacej
nukleotyd. [83, 84] W celu zweryfikowania proponowanej $ciezki allosterycznej mgr M. Pitek uzyt
wczesniej wygenerowanych trajektorii, aby sprawdzi¢ jak sygnat allosteryczny moze by¢ transmito-
wany od reszty Asp35 motywu HPD do reszty Thr199 w kieszeni wiazacej ATP. W tym celu sko-
rzystat z dynamicznej analizy sieci [193] — modelu, ktéry umozliwia reprezentacje biatka w postaci
sieci atoméw Ca (weztéw) polaczonych krawedziami, ktérych dtugosé jest determinowana przez site
ogoblnej korelacji miedzy odpowiadajacymi resztami podczas symulacji MD (patrz: podrozdziat 3.11

w sekcji Metodyka badan).

Wszystkie z wyznaczonych przez niego Sciezek allosterycznych cechowaty sie tym samym prze-
biegiem: sygnat inicjowany przez Asp35 domeny J przechodzil przez miedzydomenowy tacznik na
B-ni¢ NBD (reszty Phe200-Thr215), ostatecznie koriczac na reszcie Thr199 (Rysunek 5.2.10). Co istot-
ne, 7 z 14 reszt tworzacych $ciezki allosteryczne zostalo wczeéniej zidentyfikowanych jako posred-
niczace w komunikacji allosterycznej wewnatrz DnaK. [68, 107, 194, 195, 196] Wéréd nich znajduja
sie reszty Asp201, [1e202 oraz Ser203, ktérych mutacje punktowe powodowaty brak stymulacji DnaK
przez domene J. [107, 196] Réwniez zauwazona przez mnie przy okazji badania procesu dysocjacji
SBDg od powierzchni NBD reszta Phe216 wystepuje w ponad potowie Sciezek, co kolejny raz pod-

kresla jej zaangazowanie w sygnalizacje w obrebie DnaK.

72



Frequency of occurence in path
0.0 02 04 06 08 10

ILE205-DnaK
SER203-DnaK
ILE202-DnaK
ASP201-Dnak
THR215-DnakK

iy

Q{& HIS33-JD
/ ¥ LEU392-DnaK
Thr215 . PHE216-Dnak

) t ILE207-Dnak

GLU206-Dnak

GIu206-Asp2 ILE204-Dnak

ARG36-JD

GLU213-DnaK
LEU391-DnakK

Rysunek 5.2.10: Sygnalizacja allosteryczna miedzy domena J a DnaK. (Lewa strona) Najkrotsza sciezka w prze-
strzeni og6lnej korelacji reszt pomiedzy motywem HPD domeny ] a kieszenia katalityczna DnaK wyznaczona
przy uzyciu algorytmu Floyda-Warshalla, zrzutowana na strukture kompleksu DnaK+]D. (Prawa strona) Cze-
stos¢ z jaka poszczegdlne reszty aminokwasowe pojawiaja sie na $ciezkach allosterycznych. Do obliczent wzieto

pod uwage zaré6wno optymalne, jak i suboptymalne Sciezki. [191]

Niespodziewanie, Argl67, ktéra poprzednio byla uwazana za centralna reszte w sieci alloste-
rycznej DnaK [83], nie posredniczyta w zadnej ze Sciezek. Taka réznica wzgledem wczesniej pro-
ponowanej Sciezki allosterycznej moze wynika¢ z kryterium uzytego w pracy, ktérym byta bliskos¢
statycznych reszt w strukturze krystalicznej, a nie skorelowany ruch reszt w dynamicznej strukturze
kompleksu DnaK+]D. Co ciekawe, jednoczesne zastapienie reszt Argl67 DnaK oraz Asp35 dome-
ny ] przez, odpowiednio, alanine i asparagine nie powoduje zaniku aktywnosci ATP-azowej DnaK.
[197, 198] Powtérzylem zatem samodzielnie analogiczna analize dla kompensatorowego wariantu
kompleksu R167A DnaK z D35N JD. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja na to, ze sygnaliza-
cja allosteryczna miedzy domena | a kieszenia katalityczna pozostaje niezmieniona wzgledem na-
tywnego kompleksu DnaK+JD (Rysunek 5.2.11 A i B). Ponownie zaangazowany jest w nia region
Phe200-Thr215, natomiast dodatkowo w kazdej z wyznaczonych $ciezek pojawia sie Arg36 domeny
J. Niezaburzona transmisja sygnatu do kieszeni wiazacej powinna przejawia¢ si¢ w preferowanym
bliskim kontakcie Thr199 z ATP. Aby to zweryfikowa¢é, jak uprzednio wykonalem serie symulacji
wzmocnionego prébkowania wzdtuz odlegtosci Thr199-ATP, ktére potwierdzily zdolnoé¢ przyjmo-

wania stanu Thr-close przez wariant R167A DnaK+D35N JD (Rysunek 5.2.11 C) .
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Rysunek 5.2.11: Kompensatorowy wariant kompleksu R167A DnaK+D35N JD (A) Najkrotsza sciezka pomiedzy
motywem HPD domeny J a kieszenia katalityczna DnaK wyznaczona przy uzyciu algorytmu Floyda-Warshalla,
zrzutowana na strukture kompleksu R167A DnaK+D35N JD. (B) Czestos¢ z jaka poszczegodlne reszty amino-
kwasowe pojawiaja sie na Sciezkach allosterycznych w kompleksie R167A DnaK+D35N JD. (C) Profil energii
swobodnej dla przejscia miedzy stanami Thr-close i Thr-far dla kompleksu R167A DnaK+D35N JD (z6tty) oraz
dla kompleksu DnaK+JD (niebieski). [191]

5.2.4 Rola motywu HPD w stymulacji aktywnos$ci DnaK

W kolejnym kroku chcialem wyjasni¢ indywidualna role reszt wchodzacych w sktad motywu
HPD w stymulacje aktywnosci DnaK. W tym celu przeprowadzitem szereg symulacji, w ktérym kaz-

da z reszt motywu HPD poddatem substytucji alaninowej (APD, HAD, HPA).

Zgodnie ze wczesniejszymi doniesieniami [199], w symulacjach kompleksu DnaK+D35A ]JD do-
mena ] oddalata sie od miejsca wiazania, w taki sposéb, ze jedynie helisa I domeny ] pozostawata
w bezposrednim kontakcie z NBD (Rysunek 5.2.12). W celu scharakteryzowania roli Asp35 w pozy-
cjonowaniu domeny ] na powierzchni NBD przeprowadzitem symulacje umbrella sampling wzdiuz
odlegtosci DnaK-domena J. Otrzymane profile energii swobodnej (Rysunek 5.2.13 A) wskazuja na

to, ze zastapienie asparaginianu alanina powoduje, ze zwiazanie domeny J jest o ~2 kcal/mol mniej
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korzystne w poréwnaniu z natywnym wariantem domeny J. Co wiecej, mutacja D35A powoduje
rozluznienie struktury kompleksu, przez co domena J lokalizuje sie ~0.2nm dalej od DnaK. Wyniki
te podkreslaja zatem kluczowa role mostka solnego miedzy Asp35 domeny J a Argl67 DnaK [84]

w wiazaniu domeny ] i stabilizowaniu powstalego kompleksu z DnaK.

A B

4 WT JD
D35A JD

WT JD
D35A D

N
93}

=
(%}

Ul

2.0 2.5 3.0
Helix I1I-SBDB distance [nm]

0.0 0.2 04 06 0.8 1.0
R167-HPD minimum distance [nm]

Probability distribution [nm-1]
. N
Probability distribution [nm-1]

Rysunek 5.2.12: Dysocjacja domeny ] ze specyficznego miejsca wigzania spowodowana mutacja D35A. (A) Roz-
ktad prawdopodobieristwa odlegtosci miedzy SBDp i helisa III domeny ]J. Kolorem niebieskim przedstawiono
wyniki dla natywnej domeny J, a kolorem brazowym- substytucji D35A. (B) Rozktad prawdopodobienstwa mi-
nimalnej odlegtosci miedzy reszta Arg167 DnaK a motywem HPD. [191]

Podczas symulacji kompleksu DnaK+H33A JD nie zaobserwowatem czesciowej dysocjacji dome-
ny J. Te obserwacje potwierdza takze wyznaczony przeze mnie profil energii swobodnej dla wigzania
domeny ] z substytucja H33A, ktéry jest niemal identyczny z profilem wyznaczonym dla natywnego
wariantu domeny J (Rysunek 5.2.13 A). Postanowilem wiec sprawdzi¢ czy wariant ten réwniez po-
woduje zmiane konformacyjna Thr199 w centrum katalitycznym Dnak, tak jak czyni to natywna do-
mena J. Podobnie jak wczesniej, przy uzyciu metody umbrella sampling wyznaczytem zmiany energii
swobodnej wzdtuz odlegtosci Thr199-ATP (Rysunek 5.2.13 B). W przypadku substytucji H33A stan
Thr-far jest o ~4kcal/mol bardziej preferowany niz katalitycznie aktywny stan Thr-close. Pomimo
tego, ze substytucja H33A nie wptywa na powinowactwo domeny ] wzgledem Dnak, to faworyzuje
ona stan Thr-far i uniemozliwia stymulacje aktywnosci ATP-azowej DnaK. Potwierdza to tym samym
role His33 oddziatujacej z Leu391 miedzydomenowego facznika w transmisji sygnatu miedzy dome-
na ] a centrum katalitycznym DnaK [83], zgodnie z wynikami dynamicznej analizy sieci (Rysunek
5.2.10). Podsumowujac, substytucje D35A i H33A wywieraja r6zny efekt na powinowactwo domeny

J wzgledem Dnak, jednak obie finalnie uniemozliwiaja stymulacje DnaK.

Ze wzgledu na to, ze reszty His33 i Asp35 oddzialuja z wybranymi resztami NBD (odpowiednio:
Leu391 i Argl67), wysunalem hipoteze jakoby lokalne zaburzenie struktury a-helisy przez proline

umozliwialo przyjecie przez His33 i Asp35 orientacji faworyzujacej oddziatywania z DnaK. W ce-

75



A g 14 Yy B g WT JD
£ P— = H33A JD
S o4 , — S
= 0 S N 3
> =1 >
3 :

g -2 WT JD o
o H33A D $
g —37 D35A D o
Lt 1 I I I I 1 = T I T T T
08 09 10 11 12 1.3 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Dnak-)D distance [nm] Distance [nm]

Rysunek 5.2.13: (A) Profile energii swobodnej dla wiazania domeny ] do DnaK. Profil dla wariantu H33A zostat
przedstawiony kolorem btekitnym, profil dla wariantu D35A— kolorem brazowym, natomiast profil dla natywnej
domeny J- kolorem niebieskim. (B) Profile energii swobodnej dla przejScia miedzy stanami Thr-far i Thr-close

w kompleksie DnaK z natywna domena J (kolor niebieski) i z wariantem H33A (kolor blekitny). [191]

lu zweryfikowania tej hipotezy przygotowalem symulacje dwéch izolowanych wariantéw domeny
J: natywnej oraz obarczonej mutacja P34A. Brak proliny w sekwencji domeny ] skutkowat przyije-
ciem przez region w poblizu motywu HPD helikalnej struktury. W konsekwencji, His33 oraz Asp35
byty zorientowane w réznych kierunkach (Rysunek 5.2.14), co uniemozliwiato ich jednoczesne od-
dziatywanie z interfejsem DnaK. Tym samym, otrzymane wyniki potwierdzaja, ze obecnos¢ kazdego
z trzech aminokwaséw motywu HPD jest niezbedna dla poprawnego zwiazania domeny ] do DnaK

i dalszego stymulowania aktywnosci ATP-azowej.

(o
o
@

WT D
P34A |D

o

o

N
1

0.01-

0.00
— -180  -90 0 90 180
f Dihedral angle [deg]

Rysunek 5.2.14: Rozktad prawdopodobienistwa dla kata dwusciennego pomiedzy His33 a Asp35 w natywnej

Probability distribution [deg 1]

domenie | (niebieski) i w wariancie Pro34Ala (fioletowy). Kat dwuscienny zostat zdefiniowany jako kat miedzy

atomami: His33 Ne, His33 CB, Asp35 Ca and Asp35 Cvy. [191]
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5.2.5 Dysocjacja domeny J pod wpltywem Hsp70

Fragmentem biatek ] oddziatujacym z Hsp70 i stymulujacym hydrolize ATP w obrebie domeny
wiazacej nukleotyd jest helisa II i IIl domeny J, stad dotychczas podjete przeze mnie modelowanie
obecnoéci biatka ] ograniczalo sie do tego fragmentu. W przypadku biatek J klasy A, domena ] nie jest
trwale zadokowana do powierzchni C-terminalnej domeny (CTD). Odwrotnie, u biatek ] klasy B do-
piero zwiazanie C-terminalnego fragmentu Hsp70 zawierajacego motyw EEVD umozliwia dysocjacje
domeny ] i, w konsekwengji, stymulowanie hydrolizy przez biatka J typu B, co stanowi ciekawy przy-
ktad wspétzaleznosci biatek Hsp40 i Hsp70. Cho¢ ten przypadek nie dotyczy bezposrednio badanego
przeze mnie ukladu DnaK-Dna], postanowilem zbada¢ trwatos¢ zwiazania domeny J do CTD u obu

klas biatek ], uwzgledniajac ich pelne struktury.

W celu scharakteryzowania procesu dysocjacji domeny ] od powierzchni CTD biatka ] w pierw-
szym kroku przeprowadzitem symulacje réwnowagowe dla ludzkiego biatka J typu A oraz biatka
typu B ze zwiazanym oktapeptydem zawierajacym motyw EEVD. W obu przypadkach 500 ns symu-
lacji byto wystarczajace do zaobserwowania spontanicznego odejscia domeny J od CTD. Struktury te
postuzyty mi do przeprowadzenia symulacji wzmocnionego prébkowania wzdtuz odleglosci dome-

na J-CTD. Dla poréwnania przygotowatem réwniez uktad biatka J typu B bez peptydu EEVD.

Otrzymane wyniki zostaly przedstawione na Rysunku 5.2.15 A. Domena ] biatka typu A nie jest
trwale zwigzana do powierzchni CTD i moze swobodnie sie porusza¢, o czym $wiadczy plytkie mini-
mum i plaski region profilu energii swobodnej odpowiadajacy odlegtosci ~2.9-3.9 nm. Z kolei dalsza
dysocjacja nie jest preferowana ze wzgledu na stosunkowo krétki tacznik miedzy CTD a domena
J. W przypadku biatek klasy B, pod nieobecno$¢ motywu EEVD w rowku wiazacym domena J jest
zadokowana do powierzchni CTD o czym $wiadczy wyrazne minimum energetyczne o gltebokosci
~3kcal/mol (odlegtos¢ ~3nm). Przeciwnie, obecno$¢ peptydu EEVD znosi te bariere energetycz-
na i umozliwia dysocjacje domeny ] z powierzchni CTD: ptaski obszar profilu siega do odlegltosci
~4.5nm. Wyniki te sa zgodne z eksperymentami NMR, ktére sugerowaly, ze po zwiazaniu EEVD

domena ] oddala sie od CTD na odleglos¢ wieksza niz 3 nm. [98]

W kolejnym kroku postanowilem przyjrze¢ sie mechanizmowi autoinhibicji biatek J klasy B i zba-
daé energetyke dysocjacji helisy V z powierzechni helis II i IIl domeny ], ktéra umozliwitaby bezpo-
$rednie oddziatywanie tego fragmentu domeny J z Hsp70. W tym celu przeprowadzitem dodatkowe
symulacje US wzdluz odlegtosci helisa II i IlI-helisa V domeny J. Otrzymany profil energii swobod-
nej (Rysunek 5.2.15 C) charakteryzuje sie obecnoscia relatywnie glebokiego (~5 kcal/mol) minimum,
co jest zgodne ze wczedniejszymi doniesieniami o tym, ze oddysocjowanie helisy II i III wiaze sie

z zerwaniem mostka solnego tworzonego miedzy helisa III a V. [200] Niemniej, korzystne oddziaty-

77



wania elektrostatyczne podobnego rzedu wielkosci (kilka kcal/mol, Rysunek 5.2.13), towarzyszace

zwiazaniu domeny J przez Hsp70 [84] moga utatwiaé formowanie sie kompleksu Hsp70-helisa I i1II
biatka J.
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Rysunek 5.2.15: (A) Profile energii swobodnej zwiazane z odejsciem domeny ] (helisy I-V) od CTD I bialka J
typu B. Kolorem niebieskim oznaczono profil w przypadku braku peptydu EEVD w obrebie CTD I, a kolorem
czerwonym- profil w przypadku obecnosci peptydu EEVD. Dla poréwnania kolorem zielonym przedstawiono
profil energii swobodnej dla odejécia domeny ] od CTD I dla biatka J typu A. (B) Miejsce zwiazania peptydu
EEVD. (C) Profil dla odwiazania sie helisy IIi Il od helisy V po wstepnej dysocjacji domeny J.

5.2.6 Steryczny nacisk umozliwia aktywacje DnaK przez domene J

Badania nad mechanizmem aktywacji DnaK przez domene ] pozwolily mi na scharakteryzowa-
nie zmian konformacyjnych umozliwiajacych oddziatywanie pomiedzy istotna katalitycznie reszta
Thr199 i ATP. Z kolei dzieki analizie mutacji punktowych fragmentu HPD domeny ] wskazatem na
role poszczeg6lnych aminokwaséw motywu, w szczegdlnosci na wkiad His33 w transmisje sygnatu

allosterycznego i Asp35 w &ciste zwiazanie JD do interfejsu DnaK.
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Zaprezentowane rezultaty moich badan zostaly uzupelnione przez wyniki uzyskane przez moich
wspotpracownikéw. [191] Jak wczesniej pokazano, zwiazanie domeny ] powoduje wstepne rozluz-
nienie interfejsu NBD-SBDp. [84] Co ciekawe, dla kompleksu DnaK ze skré6conym wariantem do-
meny ] (pozbawionym helisy III i IV) nie tylko nie zaobserwowaliémy wzajemnego oddalania sie
domen, ale sam stan Thr-close nie byt faworyzowany energetycznie. Ze wzgledu na to, ze stan Thr-
far byl preferowany nawet wtedy, gdy pod nieobecnos¢ JD wymuszatem zdeformowana konformacje
regionu 198-206; 219-227 DnaK (sekcja 5.2.2), wysuneli$my hipoteze, Ze to steryczny nacisk wywiera-
ny przez ciasne zwigzanie domeny ] powoduje czesciowe oddokowanie SBDf, co umozliwia rotacje
platéw NBD. Jednoczesnie, zwiazanie JD inicjuje propagacje sygnatu allosterycznego przez region
200—215 DnaK, czego rezultatem jest deformacja f—nici w obrebie subdomeny IIA i, w konsekwen-

cji, aktywacja biatka, uwidaczniana przez bliski kontakt miedzy Thr199 i ATP.
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5.3 Zmiany konformacyjne DnaK indukowane zwiazaniem substratu przez SBD
5.3.1 Obecnos¢ substratu faworyzuje katalitycznie aktywny stan DnaK

Badania nad wiazaniem substratu przez DnaK sugerowaly istnienie czeSciowo zadokowanego
stanu posredniego, ktéry réowniez faworyzowalby hydrolize ATP. W tym wypadku obsadzenie SBD
mialoby sprzyja¢ takiemu utozeniu domen, w ktérym kontakty NBD-SBDg sa z grubsza nieobecne,
natomiast tworzone sa kontakty na interfejsie SBDa-SBDf. Jednoczesnie w tej konformacji miedzy-
domenowy lacznik nadal zwiazany jest z NBD. [201, 202, 203] Struktura krystaliczna przewidywane-
go, stymulowanego stanu zostata finalnie wyznaczona kilka lat temu przez grupe W. Hendricksona
(Rysunek 5.3.1). [163] Ten aktywny stan nazwano stanem S (ang. Stimulated state) w odréznieniu od
dotychczas wyznaczonych struktur DnaK, w ktérych hydroliza ATP jest zahamowana (stan R, ang.
Restrained state). Charakterystyczne dla stanu R jest ponadto niskie powinowactwo wzgledem biat-

kowych substratéw. [163, 175, 204]

R state S state

)

Rysunek 5.3.1: Poréwnanie struktur nieaktywnego stanu R (kod PDB: 4B9Q), [158]) i stymulowanego stanu S
(kod PDB: 7KRU, [163]) DnaK.

Moje dotychczasowe analizy wskazaty na to, ze bliski kontakt Thr199 z ATP jest kluczowa ozna-
ka aktywacji DnaK. Jako ze w strukturze krystalicznej stanu S ponownie obecna byta mutacja T199A,
w pierwszym kroku przywrécilem treonine w miejscu reszty 199 i przeprowadzilem serie réwnowa-

gowych symulagji dla tego wariantu DnaK. Ponadto, dla poréwnania czy sama obecno$¢ peptydu
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moze stymulowa¢ ruch Thr199 w przypadku otwartej konformacji SBD, przygotowalem takze sy-

mulacje ukladu DnaK w stanie R ze zwiazanym peptydem.

Wyznaczone gestosci prawdopodobieristwa dla odleglosci Thr199-ATP uwidaczniaja, ze podob-
nie jak w przypadku kompleksu DnaK+]JD, w stanie S treonina znajduje sie blisko nukleotydu (odle-
gloé¢ <0.4nm, Rysunek 5.3.2). Jednoczesnie, gdy DnaK znajduje sie w stanie R, sama obecno$¢ sub-
stratu nie stymuluje przemieszczenia Thr199 wzgledem ATP. W tym wypadku maksimum gestosci
prawdopodobienistwa dla odlegtoéci Thr199-ATP przypada na ~1nm, co wskazuje na przyjmowa-
nie przez biatko stanu Thr-far. Dopiero dodatkowa obecno$¢ domeny ] (kompleks potréjny: uktad

DnaK, peptyd i domena ]) sprzyja tworzeniu bliskiego kontaktu miedzy treonina a ATP.
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Rysunek 5.3.2: Rozklad prawdopodobienistwa dla odleglosci miedzy tlenem grupy hydroksylowej Thr199 a ter-
minalnym fosforanem ATP otrzymany z trajektorii dla: (A) DnaK w stanie R z peptydem, (B) DnaK w stanie S
z peptydem, (C) kompleksu potréjnego (uktadu ztozonego z DnaK, peptydu i domeny J). Dla poréwnania czer-

wonym kolorem pokazany zostat rozktad dla izolowanego DnaK.

Analogicznie jak w przypadku aktywacji DnaK przez domene ], cofniecie mutacji alaninowej
Thr199 powoduje ponadto, ze treonina jest bezposrednio koordynowana przez Tyr145 (Rysunek
5.3.3). Pomimo tego, ze moja wczesniejsza hipoteza dotyczaca stabilizacji stanu Thr-close przez Tyr145

okazala sie nietrafiona, reszta ta jest zaangazowana w sygnalizacje allosteryczna poprzez sprzeganie
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sygnalu od substratu dla synergistycznej stymulacji aktywnosci ATP-azowej w obecnosci domeny
J. [110] Co ciekawe, przeprowadzone przez Schneidera symulacje i badania z uzyciem analizy sieci
wskazywaty, ze obie reszty, Thr199 i Tyr145, wchodzily w sktad Sciezki allosterycznej faczacej peptyd
zwiazany przez SBD z nukleotydem w NBD (pozostatymi resztami w najkrétszej $ciezce byty Lys452,
Leu441 i Ile401). [109]
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Rysunek 5.3.3: Rozklad prawdopodobiefistwa dla odlegtosci miedzy tlenem grupy hydroksylowej Thr199 a wo-
dorem grupy hydroksylowej Tyr145 otrzymany z trajektorii dla stanu S DnaK z peptydem (granatowy) oraz
kompleksu DnaK+]D (szary)

W stanie R Tyr145 oddziatuje z Asn222 i Gly223, a zmiana orientacji jej grupy fenylowej zostata
zaliczona przez Hendricksona i wspétpracownikéw do wyréznikéw stanu stymulowanego DnaK.
[163] Poréwnujac struktury krystaliczne stanéw S i R badacze zauwazyli, ze ujawniaja one réznice
w koordynowaniu terminalnego fosforanu ATP, wynikajace z konformacji regionu Ala220-Asp231,
nazwanego przez nich "przetacznikiem R-S" (ang. R-to-S switch segment). Poza oddziatywaniami mie-
dzy Y145 i N222-(G223, hydroliza w stanie R miataby by¢ zablokowana poprzez: (i) oddzialywania
Thr225 z obszarem Gly196-Thr199, ktére utrudniaja orientacje Thr199 ku ATP oraz (ii) pare mostkéw
solnych Asp231-Arg71, His226-Asp85, ktére pociagaja za soba niesprzyjajace ulozenie Lys70, réwniez
zaangazowanej w proces hydrolizy ATP. [111]

Poprzednio opisatem jak ruch Thr199 po zwiazaniu domeny ] wymaga zaburzenia struktury
B-nici tworzonych przez reszty 198-206 i 219-227, a wiec obszaru obejmujacego takze cze$¢ "prze-
facznika R-S". W celu sprawdzenia czy podobne zachowanie bedzie widoczne takze w symulacjach
stanu S, w kolejnym kroku poréwnatem zmiany w strukturze drugorzedowej wspomnianych S-nici.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze dla stanu S naruszenie f-nici jest wyrazniejsze niz dla komplek-
su DnaK+]D (Rysunek 5.3.4). Srednie wartoéci parametru s (opisujacego zawartoéé antyréwnolegtlej
B-kartki w strukturze) maleja zgodnie z kolejnoscia: DnaK z peptydem (stan R), kompleks potréjny,

DnaK z peptydem w stanie S (odpowiednio: 2.60, 2.17, 2.04).
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Rysunek 5.3.4: Rozklad prawdopodobieristwa zawartosci antyréwnoleglych p-kartek w obszarze obejmujacym
reszty 198-206 i 219-227 dla kolejno: DnaK z peptydem (stan R), DnaK z peptydem (stan S) i kompleksu potrdj-

nego.

Samo wymuszone naruszenie struktury B-nici pod nieobecno$¢ domeny ] nie skutkowato przy-
jeciem stanu Thr-close (por. sekcja 5.2.2), co wskazywalo, ze rotacja ptatéow NBD jest elementem nie-
zbednym do przyjecia przez DnaK stanu katalitycznie aktywnego. Réznica w orientacji subdomen
zostata zauwazona w strukturze krystalicznej stanu S [163], a wyznaczony przeze mnie rozktad kata
torsyjnego NBD dla stanu stymulowanego odpowiada rozktadowi dla kompleksu DnaK+JD (Rysu-
nek 6.1 w Zataczniku). Wyniki uzyskane metodami fluorescencyjnymi dla znakowanego wariantu
DnaK wskazywaty, ze po zwiazaniu substratu przyjecie orientacji ptatéw NBD optymalnej do hydro-
lizy ATP jest umozliwione przez dysocjacje SBDB z powierzchni NBD. [192] Odlegtos¢ pomiedzy do-
menami miata by¢ w tym przypadku mniejsza niz w przypadku w pelni rozdysocjowanych domen.
[203] Istotnie, w trakcie symulacji stanu S, NBD i SBDf sa oddalone wzgledem siebie o0 3.6+0.3 nm
(dla poréwnania warto$¢ ta wynosita ~3 nm dla zadokowanych i ~4.5nm dla odseparowanych do-

men), co jest spdjne z przestankami eksperymentalnymi.

Ostatnia opisana przez Wanga cecha charakterystyczna stanu S w obrebie NBD miato by¢ zerwa-
nie mostkow solnych tworzonych miedzy resztami znajdujacymi sie na ptatach I1i Il NBD (R71-D231,
D85-H226). [163] Wspomniane mostki solne sa obecne zaréwno w strukturach krystalicznych stanu
R jak i kompleksu DnaK+]D. (Rysunek 5.3.5) Niemniej, w toku przeprowadzonych przeze mnie sy-
mulacji w zadnym z analizowanych przypadkéw kontakty te nie byly trwale, a reszty oddalaty sie
od siebie takze w stanie R i w kompleksie DnaK+]D (Tabela 1). Brak tych oddzialywar nie jest zatem

wyréznikiem stanu S.

Podsumowujac, stan S DnaK indukowany obecnoécia substratu w SBD wykazuje te same cechy
charakterystyczne aktywacji, ktére zauwazylem przy badaniu kompleksu DnaK z domena J. W obu

przypadkach obecno$¢ czynnika allosterycznego faworyzuje zmiany konformacyjne w obrebie NBD,
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Rysunek 5.3.5: Struktura kompleksu DnaK+]JD (PDB: 5NRO [83]). Na zblizeniu po prawej stronie zostaly za-
znaczone reszty, tworzace mostki solne (71-D231, D85-H226) zaliczone przez grupe badawcza Hendriksona do

cech charakterystycznych dla stanu R.

ktoére skutkuja bliskim kontaktem miedzy Thr199 i ATP, a opisane zmiany sa zgodne z wynikami
weczedniejszych badan krystalograficznych. Przestanki te moga zatem ttumaczy¢ kooperatywne dzia-

lanie substratu i domeny ] w stymulowaniu hydrolizy ATP w centrum aktywnym NBD.

Minimalna odlegloé¢ miedzy resztami [nm]

Kontakt DnaK DnaK+JD | DnaK+peptyd (S) | DnaK+peptyd (R)
Arg71-Asp231 | 0.84+0.18 0.69+0.14 0.88+0.15 0.91+0.17
Asp85-His226 | 0.83+0.20 1.18+0.26 1.16+0.22 1.14+0.26

DnaK (R) DnaK+JD | DnaK+peptyd (S)
PDB: 4B9Q | PDB: 5NRO PDB: 7KRU
Arg71-Asp231 0.27* 0.27* 0.59*
Asp85-His226 0.37* 0.37* 0.93*
*-wartosci obliczone pomiedzy ciezkimi atomami w krysztale

Tabela 1: Minimalne odlegtosci pomiedzy resztami R71-D231 oraz D85-H226 w trakcie symulacji r6wnowago-
wych. Jako punkt odniesienia podano odlegtosci miedzy ciezkimi atomami tych reszt w dostepnych strukturach

krystalicznych.

5.3.2 Zamknieta konformacja SBD jest faworyzowana w obecnosci substratu

Wyniki eksperymentalne wskazywaty, ze substrat wiazany jest przez stan S, a réwnowaga DnaK

miedzy stanami R i S jest przesunieta na korzysé¢ stanu R. Dopiero obecno$¢ substratu przesuwa row-
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nowage na korzys¢ stanu S. [175, 204] W celu scharakteryzowania zmian energii swobodnej towa-
rzyszacych przejsciu DnaK miedzy stanem R a S, postuzylem sie symulacjami wzmocnionego préb-
kowania. Tym razem przeprowadzilem serie metadynamik dla izolowanego DnaK oraz kompleksu
DnaK+peptyd, uzywajac wspéirzednej reakcji zdefiniowanej jako réznica wartosci RMSD wzgledem

struktur stanéw R i S DnaK. Otrzymane profile widoczne sa na Rysunku 5.3.6.

R state S state

Free energy [kcal/mol]

_104PnakK i
DnaK+peptide ¥ ! 0
| I |
=1 0 1

ARMSD, [nm]

Rysunek 5.3.6: (Gora) Profil energii swobodnej dla przejscia miedzy konformacja R i S DnaK. Kolorem czerwo-
nym przedstawiono profil dla izolowanego DnaK, a niebieskim — dla kompleksu DnaK+peptyd. (Dé1) Repre-
zentatywne struktury odpowiadajace wybranym minimom z symulacji metadynamiki uktadu DnaK (I) i DnaK

z peptydem (II). Pétprzezroczyste struktury odpowiadaja potozeniu SBD ze struktury krystalicznej stanu S.

O ile minima energetyczne dla stanu R sa dobrze odtwarzane (ARMSD ok. —1.3 nm), to skrajne

minima po prawej stronie profili przypadaja na wartosci wspélrzednej reakcji réwne 0.7-0.8 nm i nie
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RMSD [nm] StanR | StanS | ARMSD
Catkowite | 1.680 | 0.995
DnaK NBD 0.215 | 0.165 0.685
SBD 1.643 | 0.165
Catkowite | 1.582 | 0.772
NBD 0.226 0.174 0.810
SBD 1.596 | 0.163

DnaK
+peptyd

Tabela 2: Poréwnane wartosci RMSD poszczegdélnych domen i catego biatka w przypadku struktur odpowiada-

jacym minimum i I

odpowiadaja Scidle stanowi S. Wybrana wspoétrzedna dobrze opisuje gtéwnie zmiany w obrebie SBD,
ale nie uwzglednia subtelnych réznic w obrebie kieszeni wiazacej nukleotyd, rézniacych stany R1iS.
Pomimo zadokowanego do NBD tacznika i niewielkiego RMSD wegli a dla poszczegélnych domen
(Tabela 2), wzajemne potozenie domen rézni sie od polozenia wlasciwego strukturze krystalicznej
stanu S (minimum I, II). Niemniej, otrzymany profil energii swobodnej pozwala na przyblizony opis
przyjmowania przez SBD konformacji zamknietej i wstepnego oddokowania domeny. W nieobec-
noéci substratu przyjecie przez SBD konformacji zamknietej jest mozliwe i energetycznie korzystne
(o ~2.5kcal/mol), cho¢ wymaga pokonania przez uklad dwdch barier energetycznych o wysokosci
ok.5 kcal/mol. W przypadku zwiazanego substratu, zamknieta konformacja SBD jest jeszcze bar-
dziej korzystna energetycznie w poréwnaniu z konformacja otwarta (o ~12.5kcal/mol). Ponadto,
dla kompleksu DnaK+peptyd otwieranie SBD jest silniej zahamowane: bariera zwiazana z tym pro-

cesem wynosi ok. 10 kcal/mol.

Otrzymane wyniki pozwalaja zauwazy¢, ze faworyzowanie zamknietej konformacji przy obsa-
dzeniu SBD jest zgodne z mechanizmem selekcji konformacyjnej. Niestety, doktadny opis rownowagi
miedzy stanami R i S z punktu widzenia termodynamicznego pozostaje kwestia otwarta i wymaga

bardziej szczeg6towych badan.
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5.3.3 Podatnos¢ na "lamanie" SBDa w obecnosci czynnikéw allosterycznych

W trakcie symulacji rtéwnowagowych potrdéjnego kompleksu zaobserwowatem spontaniczna de-
formacje helikalnej subdomeny SBD« polegajaca na jej "zlamaniu" w pozycji reszt 524 i 525. Ztamanie
to moze by¢ uznane za pierwszy etap przyjmowania przez SBD konformacji zamknietej, a towarzy-
szyla mu zmiana katéow ¥ dwéch reszt aminokwasowych, Glu524 i Ala525 (Rysunek 5.3.7 A). Co
ciekawe, struktury krystaliczne: izolowana zamknieta struktura SBD oraz struktura stanu S charak-

teryzuja sie ztamaniem SBDa w miejscu reszty Asn522 (Rysunek 5.3.7 B). [39, 163]
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Rysunek 5.3.7: (A) Spontaniczne "zlamanie" SBDa, ktére zaobserwowalem w trakcie symulacji kompleksu po-

tréjnego, skorelowane ze zmiana wartoscia katéw ¥ reszt Glu524 i Ala 525. (B) Wartosci katow ¥ wybranych

reszt SBDa w strukturze stanu S. [163]

Postanowilem wiec sprawdzi¢ czy obecnos¢ czynnikéw allosterycznych wptywa na preferencje
dotyczace miejsca famania SBDx. W tym celu przy pomocy metod wzmocnionego prébkowania wy-
znaczylem dwuwymiarowe profile energii swobodnej dla obrotu wokét katéw ¥ sasiadujacych reszt
w trzech przypadkach: (i) dla izolowanego DnaK, (ii) dla DnaK w stanie R z substratem w SBD oraz

(iii) kompleksu potréjnego; skupitem sie przy tym na regionie Arg517-Arg527. Zestaw otrzymanych
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profili dla izolowanego DnaK wskazuje, ze dla wiekszosci par reszt swoboda konformacyjna katow
Y jest umozliwiona poprzez stosunkowo niewielkie bariery energii swobodnej (<5 kcal/mol) pomie-

dzy minimami lokalnymi (Rysunki 5.3.8-5.3.9).
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Rysunek 5.3.8: Mapy energii swobodnej dla obrotu wokét katéw torsyjnych ¥ kolejnych par reszt SBDa (518-
522), kolejno dla izolowanego DnakK, DnaK w stanie R ze zwiazanym peptydem oraz dla kompleksu potréjnego.

Poza para 525-526, w kazdym przypadku minima energetyczne odpowiadajace a-helisie
(¥ =~ —0.257) sa wyraznie zdefiniowane, a miejscowa deformacja helisy (Y ~ 0.757) jest utrud-
niona jedynie w przypadku pary 519-520. Obecnos¢ efektoréw allosterycznych zmienia krajobraz
energetyczny, ulatwiajac te deformacje: dla obrotu wokét katow ¥519-520 przy wartosciach ¥ ~
0.757 pojawiaja sie lokalne minima. Nie jest to jednak powszechna tendencja: dla par 520-521 i 522-
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523 uklad DnaK z peptydem oraz kompleks potrojny charakteryzuja sie preferencja do zachowania
a-helisy i mniejsza swoboda obrotu niz izolowany DnaK. Odwrotnie, dla pary 523-524 obecnos¢ do-
meny ] i peptydu faworyzuje zaburzenie helikalnej struktury. Jednoczesnie mapy energii dla potowy
badanych par (518-519, 521-522, 524-525 i 525-526) nie wykazuja znaczacych réznic w przebiegu
zaleznych od obecnosci czynnikéw allosterycznych: w kazdym z tych przypadkéw mozliwe jest za-

burzenie struktury helisy SBD.
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Rysunek 5.3.9: Mapy energii swobodnej dla obrotu wokoét katéw torsyjnych ¥ kolejnych par reszt SBDa (522-
526), kolejno dla izolowanego DnakK, DnaK w stanie R ze zwiazanym peptydem oraz dla kompleksu potréjnego.

Dlaczego zatem zlamania SBDa w r6znych miejscach nie sa widoczne w strukturach krystalicz-
nych? Blizsza analiza zamknietej konformacji SBD pozwala dostrzec, ze zlamanie helisy doktadnie
na wysokosci reszty Asn522 umozliwia oddziatywanie Asp526 z grupa dodatnio naladowanych fan-
cuchéw bocznych reszt SBD (Arg445, Lys446 i Arg447; Rysunek 5.3.10). W trakcie symulacji réw-
nowagowych stanu S minimalne odlegtosci miedzy parami D526-R445, D526-K446 i D526-R447 wy-
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nosily odpowiednio: 0.18+0.01 nm, 0.234+0.03 nm oraz 0.41+0.05 nm. Te oddziatywania moga petni¢
podobna role jak ,zatrzask” (ang. latch), tj. mostki solne miedzy resztami SBDa (Asp540, His544,
Lys548) i SBDB (Asp431, Arg467) stabilizujace zamknieta konformacje SBD. [39] Ponadto ztamanie
w tym miejscu powoduje, ze faficuchy boczne Arg527 i Lys528 nie sa skierowane w kierunku re-
gionu R445-R447. Podsumowujac, dzieki niskim barierom energetycznym przed pelnym zamknie-
ciem SBD mozliwe jest wstepne zlamanie helisy w r6znych miejscach, jednak ztamanie na wysokosci
Asnb22 sprzyja korzystnemu utozeniu taricuchéw bocznych natadowanych aminokwaséw. Brakuje
natomiast wyraznych trendéw wiazacych obecnos¢ peptydu i domeny J ze swoboda konformacyjna

obrotu wzdtuz katéw V.

Rysunek 5.3.10: SBD z symulacji r6wnowagowej stanu S z wyszczegélnionymi naladowanymi resztami w po-

blizu Asn522 (NBD i zwiazany peptyd pominieto dla wiekszej czytelnosci).

Wiekszoé¢ dotychczasowych badart uwzgledniajacych zachowanie SBDa raportowata, ze SBD
moze okresowo otwiera¢ sie i zamykac niezaleznie od obsadzenia NBD. [74, 75, 203] W trakcie symu-
lacji dimeréw SBD Mahto i wspélpracownicy zauwazyli jednak, ze SBDa moze tez rotowaé czy wy-
konywa¢ ruchy , wachlarzowe”, gdzie helisa wychyla sie wzgledem NBD. [205] Sama helisa mogta
réwniez zginac sie w okolicy reszty 522, a dystrybucje prawdopodobieristwa dla kata zdefiniowane-
go miedzy resztami Asp510, Asn522 i Asp550 wykazywaly rézne maksima. Otrzymane przeze mnie
wyniki dotyczace preferencji famania SBDx w obecnoéci efektoréw allosterycznych wpisuja sie tym
samym w najnowsze doniesienia o wiekszej swobodzie konformacyjnej SBDa niz wynikatoby to ze

struktur krystalicznych.
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6 Podsumowanie

W niniejszej pracy, korzystajac z metod obliczeniowych, scharakteryzowalem mechanizm ak-
tywacji Hsp70, ktéra prowadzi do przyjecia przez biatko konformagji sprzyjajacej hydrolizie ATP.
W swoich badaniach skoncentrowatem sie na bakteryjnym wariancie Hsp70, DnakK, ktéry jak dotad
jest najlepiej poznanym przedstawicielem tej rodziny biatek. Dotychczas wyniki badari biochemicz-
nych wielokrotnie podkreslaty kluczowa role reszty Thr199 w procesie hydrolizy. Niestety, poprzez
rutynowe stosowanie mutacji T199A w badaniach krystalograficznych, doktadny wglad strukturalny
w mechanizm jej dziatania nie byt znany. Moje badania wypetnity te luke i pozwolity na szczegétowy

opis aktywacji DnaK uwypuklajacy centralna role treoniny.

Wychodzac od charakterystyki stanéw NBD przy réznym obsadzeniu kieszeni wiazacej, poka-
zatem, ze gléwna zmiana w obrebie NBD po hydrolizie jest przyjecie struktury o bardziej kompak-
towym ulozeniu ptatéw domeny. Struktura ta cechuje sie réwnoczes$nie wieksza mobilnoscia fan-
cuchéw bocznych w poréwnaniu do NBD ze zwiazanym ATP, co przeklada sie na mniejsza liczbe
trwatych, specyficznych kontaktéw tworzonych miedzy resztami po hydrolizie. Dzieki wyznaczeniu
profili energii swobodnej dla dysocjacji SBDB od NBD potwierdzitem, ze przy nieobsadzonym SBD
nie zachodzi ona spontanicznie przed hydroliza ATP. Z kolei analiza interfejsu NBD-SBDp pozwolila
mina wytypowanie grupy reszt aminokwasowych 215-222 jako tych, ktére sprzegaja powinowactwo
miedzy domenami z obsadzeniem NBD. W procesie dysocjacji obu domen zwrécilem takze uwage

na kluczowa role reszty Phe216, ktéra dotad nie byta obiektem badar biochemicznych.

W kolejnej czesci badan scharakteryzowatem zmiany konformacyjne Dnak, ktére prowadza do
aktywagcji biatka przez zwiazanie domeny J. Pokazatem, ze obecnoé¢ JD powoduje wzajemna rotacje
platéw NBD i faworyzuje przemieszczenie reszty Thr199 w kierunku terminalnego fosforanu ATP.
Opisatem takze towarzyszacy tej zmianie ruch Tyr145, reszty zaangazowanej w aktywacje DnaK po-
wodowana obecnoscia substratu w SBD. Wskazalem ponadto, ze naruszenie struktury drugorzedo-
wej regionu 198-206; 219-227 jest konieczne, ale niewystarczajace, aby umozliwi¢ DnaK przyjecie sta-
nu kompetentnego dla hydrolizy. Co wiecej, udato mi sie okresli¢ dokladna role aminokwaséw two-
rzacych silnie zakonserwowany motyw HPD obecny w sekwencji biatek J. Wykazalem, ze His33 bie-
rze udziat w transmisji sygnatu allosterycznego do kieszeni wiazacej NBD, Asp35 jest zaangazowany
w tworzenie mostka solnego, odpowiadajacego za stabilizacje kompleksu DnaK-]D, a Pro34, poprzez
lokalne zaburzenie struktury drugorzedowej, umozliwia wtasciwa orientacje His33 i Asp35. Jedno-
cze$nie pokazatem, ze sygnalizacja allosteryczna w obrebie wariantu kompensatorowego (R167A
DnaK+D35N JD) pozostaje niezmieniona wzgledem natywnego kompleksu, co wyjasnia zachowanie
przez niego aktywnosci ATP-azowej. Ponadto, opisatem trwato$¢ zadokowania JD do C-terminalnej

domeny biatek J i pokazatem, jak zwiazanie motywu EEVD modyfikuje to powinowactwo dla biatek
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J grupy B.

Wsparcie uzyskanych wynikéw przez analizy przeprowadzone w naszej grupie badawczej po-
zwolifo nam na zaproponowanie mechanistycznego wyjasnienia podioza aktywacji DnaK przez do-
mene J. Zgodnie z nasza hipoteza, przebiega ona wedtug mechanizmu indukowanego dopasowania:
ciasnemu wiazaniu domeny ] do DnaK towarzyszy steryczny nacisk, ktéry odpowiada za rozluz-
nienie interfejsu NBD-SBDg, co umozliwia rotacje ptatéw NBD. Jednoczesnie propagacja sygnatu
allosterycznego przez region 200-215 DnaK powoduje deformacje f—nici w obrebie subdomeny IIA,

ktéra pozwala na utworzenie kontaktu Thr199-ATP.

W trzeciej czeéci badan skupilem sie na charakterystyce stanu stymulowanego DnaK (stanu S),
przyjmowanego w obecnosci substratu w SBD. Dokonana przez mnie analiza poréwnawcza wzgle-
dem kompleksu DnaK-JD przemawia za spéjnym obrazem aktywacji DnaK pod wptywem czynni-
koéw allosterycznych. Wéréd cech wspdélnych stanu S wyréznitem: rotacje ptatéw NBD, trwatly kon-
takt miedzy Thr199 a terminalnym fosforanem ATP, koordynowanie Thr199 przez grupe hydroksy-
lowa Tyr145 oraz naruszenie struktury drugorzedowej regionu 198-206; 219-227. Wyszczegodlnione
cechy sa spéjne z przestankami eksperymentalnymi i moga wyjasnia¢ synergistyczne dziatanie do-
meny ] i biatkowego substratu w stymulacji hydrolizy ATP. Dodatkowo opisatem réwniez jak lokalne
naruszenie helikalnej struktury w obrebie regionu 517-527 SBDx, towarzyszace przyjmowaniu przez

biatko stanu zamknietego, jest zalezne od obecnosci czynnikéw allosterycznych.

Tym samym zastosowanie metod Dynamiki Molekularnej pozwolito mi na uzupekienie i wy-
jasnienie dotychczasowych wynikéw badan eksperymentalnych nad DnaK. Rezultaty moich analiz
moga by¢ szczegodlnie interesujace dla badaczy traktujacych Hsp70 jako cel terapeutyczny w lecze-
niu choréb neurodegeneracyjnych czy nowotworéw. Z kolei w dalszej perspektywie zaproponowa-
ny model stymulacji moze stanowi¢ punkt wyjécia do przeprowadzenia dalszych badari metodami

kwantowymi, zdolnymi opisa¢ bezposrednio sam proces hydrolizy ATP w obrebie NBD.
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Zalacznik

mCSM-PPI2 AAG [kcal /mol]

ATP ADP ATP ADP
Asp79 | -0,26+0,10 | -0,25+0,05 | Thr215 | -0,72+0,14 | -0,59+£0,18
Glu80 | -0,184+0,10 | -0,14+£0,02 | Phe216 | -2,054+0,17 | -1,30+0,46
Glu81 | -0,29+0,15 | -0,17+0,07 | Glu217 | -0,8840,20 | -0,58+0,21
Val82 | -0,16£0,04 | -0,17+0,06 | Val218 | -1,36£0,13 | -0,79+0,41
Tyr145 | -0,23+0,13 | -0,70£0,56 | Leu219 | -0,87+0,17 | -0,62+0,2

Asnl147 | -0,40£0,17 | -0,27£0,10 | Thr221 | -0,904+0,20 | -0,5140,28

Aspl48 | -0,39£0,16 | -0,37+0,16 | Asn222 | -0,09+£0,10 | -0,1840,20

Argl51 | -1,00+£0,23 | -0,74+0,35 | Asp224 | -0,23+0,12 | -0,40£0,29
Lys155 | -0,67+0,27 | -0,44+0,23 | Lys414 | -0,46+0,16 | -0,47£0,12
Lys166 | -0,46+0,15 | -0,264+0,19 | Asn415 | -1,03+0,15 | -0,93£0,17

Arglé7 | -0,76+0,11 | -0,90+0,17 | Thr416 | -0,58+0,16 | -0,45+0,11
lle168 | -0,89+0,20 | -0,60+0,24 | Thr417 | -0,64+0,14 | -0,45+0,10

Asp201 | -0,56+0,11 | -0,69£0,35 | Glu444 | -0,36+0,12 | -0,53+0,19
Glu206 | -0,294+0,09 | -0,44+0,13 | Arg445 | -0,24+0,04 | -0,70+0,41

Asp208 | -0,40£0,12 | -0,40+0,12 | Lys446 | 0,04+0,05 | 0,06£0,09
Glu209 | -0,26+0,08 | -0,44+0,11 | Arg447 | -0,12+0,03 | -0,11+0,04
Val210 | -0,054+0,03 | -0,31+£0,16 | Lys452 | -0,25+0,07 | -0,39+0,24

Asp211 | -0,18£0,05 | -0,184+0,05 | Asp479 | -0,36+£0,17 | -0,2640,13
Glu213 | -0,43+0,05 | -0,50+0,08 | Asp481 | -0,52+0,24 | -0,34+0,25
Lys214 | -0,63£0,16 | -0,784+0,26 | 11e483 | -0,43+0,36 | -0,31£0,25

Leu484 | -0,44+0,11 | -0,434+0,10

Tabela 3: Wartoséci AAG otrzymane za pomoca narzedzia mCSM-PPI2. Ujemne warto$ci wskazuja na fatwiejsza

dysocjacje domen pod wptywem mutacji alaninowej wybranej reszty.
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BAR [kcal /mol]
ATP ADP
AGq AGs AAG AGq AGs3 AAG
Val82 | 5,684+0,66 | 2,98+0,40 | -2,69+0,77 | 3,58+0,26 | 2,81+0,22 | -0,77£0,34
Tyr145 | 0,76 £0,10 | 0,13+0,11 | -0,624+0,15 | 2,50+0,20 | 2,07+0,39 | -0,431+0,44
Asnl47 | 2,48 +0,42 | 0,86+0,11 | -1,62+0,43 | 1,38+0,23 | 0,724+0,12 | -0,66+0,26
Ile168 | 1,58 £0,12 | 0,93+0,09 | -0,66+0,15 | 1,75+0,11 | 1,39+0,15 | -0,29 £0,19
Val210 | 0,83 £0,24 | 0,63£0,07 | -0,20+0,25 | 0,33£0,07 | 0,36+0,12 | 0,03+0,14
Thr215 | 1,13 +0,14 | 2,23+0,29 | 1,10+£0,32 | 1,41£0,01 | 0,884+0,13 | -0,53+0,16
Phe216 | 1,97 +0,37 | 3,58+0,31 | 1,61£0,48 | -12,40+0,32 | 3,754+0,14 | 16,144+0,34
Val218 | 3,37 £0,15 | 1,59+0,20 | -1,78+0,25 | 2,514+0,17 | 1,74+0,26 | -0,77+0,32
Leu219 | 3,14 +0,19 | 2,54+0,18 | -0,60£0,26 | 2,05+0,30 | 3,084+0,22 | 1,04+0,37
Thr221 | 1,79 £0,09 | 1,004+0,10 | -0,7940,13 | 2,184£0,28 | 1,51+£0,24 | -0,67+0,37
Asn222 | 4,24 +0,38 | 3,16+0,23 | -1,09+0,44 | 5,43£1,09 | 2,794+0,14 | -2,64+1,10
Asn415 | 3,28 +0,16 | 1,96+0,13 | -1,32+0,21 | 3,49+0,69 | 2,13+0,16 | -1,36+0,70
Thr416 | 1,14 £0,12 | 0,35+0,14 | -0,80+0,18 | 0,76+£0,08 | 0,64+0,15 | -0,12+0,17
Thr417 | 1,21 +£0,15 | 0,77+0,32 | -0,444+0,35 | 1,15+£0,08 | 0,254+0,09 | -0,89+0,12
Ne483 | 1,29 +0,11 | 1,26£0,11 | -0,03£0,15 | 044+0,11 | 0,494+0,08 | 0,04£0,14
Leu484 | 1,76 £0,20 | 1,274+0,15 | -0,49+0,25 | 2,204+0,28 | 2,25+0,21 | 0,05£0,35

Tabela 4: Wartosci AAG otrzymane za pomoca metod alchemicznych (metoda BAR). Ujemne warto$ci wskazuja

na fatwiejsza dysocjacje domen pod wplywem mutacji alaninowej wybranej reszty.
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CGI [kcal/mol]
ATP ADP
AGq AG; AAG AGy AGs AANG

Val82 | 5,69+042 | 4,47+0,85 | 2474054 | 5,05+0,51 | 4,47+£0,85 | -0,584+0,99
Tyr145 | -2,82+0,76 | -3,04+0,58 | -0,224+0,96 | 1,78+0,30 | 2,73+0,38 | 0,95+0,49
Asnl47 | 20,88+6,14 | 14,68+8,97 | -6,20+10,87 | 0,59+7,72 | 6,78+5,32 | 6,19+9,38
Ile168 | 1,31 £0,15 | 0,88+0,07 | -0434+0,16 | 1,684+0,11 | 1,39+0,15 | -0,36 £0,19
Val210 | 2,15+098 | 1,42+048 | -0,73+£1,09 | 1,58+0,53 | 0,77+£0,53 | -0,81+0,75
Thr215 | 7,19 +1,57 | 2,27+1,08 | -491+£1,91 | 457+£1,19 | 4,06+1,13 | -0,514+1,64
Phe216 | -6,45+0,83 | -0,31£1,36 | 6,14+1,59 | 0924193 | -3474+091 | -4,384+2,13
Val218 | 9,004+0,33 | 3,43+0,61 | -557+0,70 | 4,76+0,53 | 4,66+0,71 | -0,104+0,89
Leu219 | 6,63+0,57 | 6,41+0,59 | -0,224+0,82 | 3,90+0,74 | 5,35+£0,62 | 1,45+0,96
Thr221 | 4,634+1,15 | 2,94+1,04 | -1,69+1,55 | 5,77+1,20 | 5934+1,17 | 0,16£1,67
Asn222 | 35,03+5,24 | 31,97+4,33 | -3,06+6,80 | 28,95+6,89 | 42,024+3,96 | 13,08+7,95
Asndl5 | 12,814+4,11 | 37,461+4,69 | 24,65+6,23 | 27,26+5,98 | 43,11+£3,97 | 15,85+7,17
Thr4l6 | 6,94+1,25 3,68+1,18 -3,26+1,72 6,11+0,98 2,174+1,20 | -3,934+1,55
Thr417 | 1,63+1,30 | 2,83+1,41 1,20+1,92 | 7,654+0,73 | 1,06+1,10 | -6,59+1,32
Ile483 | 1,26+£0,15 | 1,294+0,12 | 0,024+0,19 | 0494+0,10 | 0,71+£0,13 | 0,22+0,16
Leu484 | 1,90+0,72 | 2,27+0,94 | 0,36+1,18 | 5,814+0,78 | 5,40+0,81 | -0,41+1,13

Tabela 5: Wartoéci AAG otrzymane za pomoca metod alchemicznych (metoda CGI). Ujemne wartosci wskazuja

na fatwiejsza dysocjacje domen pod wplywem mutacji alaninowej wybranej reszty.
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Rysunek 6.1: Rozktad prawdopodobienistwa dla kata torsyjnego miedzy ptatami NBD w trakcie symulacji DnaK

w stanie S (granatowy) oraz kompleksu DnaK+]D (szary).
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Rysunek 6.2: Analiza blokowa symulacji metadynamiki dla uktadu izolowanego DnaK (géra) i kompleksu DnaK

z peptydem (dét) stuzaca do oszacowania niepewnosci pomiaru dla otrzymanych profili.
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Rysunek 6.3: Zmiana parametréow Z, i C w trakcie symulacji wzmocnionego prébkowania obrazujaca zbieznos¢

wynikéw uzyskanych metoda OPES (ukiad DnaK).
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Time [ns]

Rysunek 6.4: Zmiana parametréw Z, i C w trakcie symulacji wzmocnionego prébkowania obrazujaca zbieznos¢

wynikéw uzyskanych metoda OPES (uklad DnaK z peptydem).
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DnaK+)D+peptide

= Ws18 —W¥s19 T WYs22 —Ys23
—45 = Ws19 — Y520 T 523 — WYs24
= Ws20— Y521 — WYs24— Ws25

Ws25 — YPs26

Ws21 — Ys22

0 100 200 i 300 400 500
Time [ns]

= WYs18 —Ys19 — Ys22 — Y523
-6 " Ws19 —Ys20 T Ys23 —Ys24
— Ws20 —Ws21 T Ys24 — Ys25
-8 = WYs21 —Ys22 T Ys25 — Ys26
0 100 200 300 400 500
Time [ns]

Rysunek 6.5: Zmiana parametréow Z,, i C w trakcie symulacji wzmocnionego prébkowania obrazujaca zbieznos¢

wynikéw uzyskanych metoda OPES (kompleks potréjny).
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Podzigkowania

Jezeli jest ono [opowiadanie] pigknie i zgrabnie ufoZone, to tego wtasnie ja sam chciatem; jezeli zas matq ma

wartosc¢ i jest przecigtne, to zrobitem, co byto w mej mocy. (2 Mch 15, 38)

Niniejsza dysertacja stanowi symboliczne podsumowanie mojej dziesiecioletniej pracy na Poli-
technice Gdarnskiej. Patrze na te dekade z ogromnym rozrzewnieniem i wdzieczno$cia. Ten czas byt
peten niespodzianek, ciekawych odkry¢ (réwniez o sobie!), trudnych wyzwan, drobnych sukceséw,
otwierajacych oczy porazek, ciezkiej pracy, $miechu i wylewanych tez: w tym wszystkim jednak ni-

gdy nie bylem sam.

Przede wszystkim dziekuje Lukaszowi, ktéry dostrzegt we mnie potencjal, kiedy ja sam go w sobie
nie widziatem: za cierpliwie poswiecany mi czas i nauczenie mnie rzeczy znacznie wykraczajacych
poza warsztat badacza. Dziekuje réwniez profesorowi Jackowi Czubowi i calemu zespotowi Kom-
puterowej Biofizyki Molekularnej za stworzenie srodowiska, w ktérym moglem rozwija¢ swoje pasje

iza wsparcie w stawianiu pierwszych krokéw w pracy naukowej.

Dziekuje moim Rodzicom, Rodzefistwu oraz Przyjaciolom za wspieranie mnie w moich codzien-
nych zmaganiach i podejmowanych wyborach. Dziekuje Karolowi za nasze niekoriczace sie rozmo-
wy, jeszcze dluzsze spacery i kazdy wspdélny positek w przerwie miedzy obowiazkami. Dziekuje
Lukaszowi, ktéry skutecznie zmotywowat mnie do tego, aby pisania doktoratu nie odwlekaé na sam
koniec: wzialem sobie te rade do serca! Dziekuje Taylor Swift, ktérej muzyczna twoérczoé¢ utrzymy-

wata mnie przy zdrowych zmystach w trakcie toczenia nieréwnej walki z uczelniana rzeczywistoscia.

Na rece ks. Roberta Zieliniskiego i ks. Bartosza Adamskiego dziekuje przetozonym gdarskiego
itoruniskiego seminarium za wspieranie mnie dobrym stowem, dodawanie otuchy i wiare we mnie,
szczegOlnie wtedy, gdy mi jej brakowato. Dziekuje moim Braciom za wyrozumiate znoszenie mojej

nieobecnosci, za kazda przystuge i za kazdy obiad, ktéry czekal na mnie w kuchni az wréce z uczelni.

Dziekuje wszystkim, ktérych na tej drodze spotkatem: to dzieki Wam znalazlem sie w miejscu,

w ktérym jestem teraz i wyczekuje z niecierpliwoécia tego, co czeka mnie dalej.



