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1. Wprowadzenie

Podrecznikowa wiedza mowi, ze stabilno$¢ struktury trzeciorzgdowej jest zapewniona
przez obecnosc jadra hydrofobowego wraz z systemem wigzan dwusiarczkowych [1]. Ten drugi
jest uwarunkowany ewolucyjnie, podczas gdy ten pierwszy zawdzigcza swoje wlasciwosci
interakcjom wewnatrz fancuchowym oraz miedzy tancuchem biatkowym a jego $rodowiskiem

—w tym $rodowiskiem wodnym w szczegolnosci [2],[3],[4].[5].

Roézne sekwencje aminokwasow majg r6zng sktonno$¢ do tworzenia struktur micelarnych.
W szczegodlnos$ci biatka szybko faldujace si¢ (ang. fast-folding) [4], biatka niezamarzajace typu
Il (ang. antifreeze) [5] oraz zdecydowana wigkszo$¢ domen biatkowych (traktowanych, jako
samodzielne jednostki strukturalne) wykazuja silng zgodno$¢ migdzy obserwowanym
rozktadem hydrofobowosci a odpowiadajacym jej rozkladem modelowym (teoretycznym)

majacym na celu uzyskanie doskonatej miceli sferycznej [6].

Praca ta ma na celu okreslenie, czy inne typy oddziatywan stosuja si¢ do modelu centrycznej

koncentracji oddzialywan, jaki jest obecny w odniesieniu do oddziatywan hydrofobowych.

Aby odpowiedzie¢ na zadane pytanie, oddzialywania elektrostatyczne i van der Waalsa
(vdW) zostaty poddane analizie, podobnej do tej, jaka przeprowadzono dla hydrofobowosci.
Obserwowane rozkltady poréwnano z dwoma modelami referencyjnymi: teoretycznym
rozkladem gaussowskim (oznaczonym jako T) oraz rozktadem jednolitym, w ktorym kazdej
reszcie przypisano taka samg warto$¢ danego oddziatywania (oznaczonym jako R). Odlegtosé¢
wzgledna (Relative Distance - RD) zostata nastepnie obliczona jako iloSciowa miara odchylen
od ktoregokolwiek z tych rozktadow, przy czym wartosci nizsze niz 0,5 wskazuja, Ze
obserwowany rozktad odzwierciedla T, natomiast warto$ci wyzsze niz 0,5 wskazuja na

silniejsze powinowactwo do R.

W badaniach wykorzystano biatko wzorcowe (titing) [7], [8], ktore wykazuje wysoka
zgodno$¢ migdzy obserwowanym rozktadem hydrofobowosci a rozktadem teoretycznym
(gausowskim), struktury amyloidalne [9], [10] pochodzace z PDB oraz transtystyretyng - biatko

globularne znane z podatnosci na przemiany amyloidalne [11].

Zastosowano model rozmytej kropli oliwy (FOD) [3],[4],[12], ktory sugeruje, zZe
trzeciorzedowa budowe bialka — szczegodlnie globularnego — mozna poréwnaé do miceli

sferycznej. Podczas procesu faldowania, reszty hydrofilowe sa eksponowane na powierzchni,



podczas gdy reszty hydrofobowe sg zatrzymywane wewnatrz biatka. Wynikajacy z tego rozktad
hydrofobowosci moze by¢ modelowany matematycznie, jako 3D Gauss. W odréznieniu od
wewngtrznych algorytmow optymalizacji energii, ktore nie zawieraja zadnych warunkéw
wstepnych dotyczacych struktury polipeptydu, proponowany przez nas model rozmytej kropli
oliwy zaktada, ze proces faldowania jest napedzany obecnoscig wodnego rozpuszczalnika,

ktory sprzyja micelizacji tancucha polipeptydowego.

Jesli analiza wykaze, ze interakcje niewigzace sa roztozone w podobny sposob jak
hydrofobowos$¢, mozemy stwierdzié, ze wewnetrzne algorytmy optymalizacji energii powinny

rozpoznawac i odzwierciedla¢ te wlasciwos$¢ wewnetrznego pola sitowego.

Bazujac na otrzymanych wynikach mozna stwierdzié, ze w titinie wyraznie wystepuje jadro
hydrofobowe, podczas gdy ani oddziatywania elektrostatyczne (OE), ani van der Waalsa (OV)
nie wykazuja zadnego "jadrowego" stgzenia. W szczegodlnoSci zaobserwowano brak
jakiegokolwiek stezenia elektrostatycznego 1 vdW w §rodkowej czgséci czasteczki, pomimo

Scistego upakowania atomow i reszt w tym miejscu.

Podobna sytuacja ma miejsce w amyloidach, gdzie zarowno rozktad elektrostatyczny, jak
i vdW S$cisle pokrywaja si¢ z rozktadem R. O ile pod wzgledem oddziatywan hydrofobowych
amyloidy bardzo r6znig si¢ od biatek sferycznych (np. titiny), o tyle podobne réznice w zakresie

rozktadow elektrostatycznych 1 vdW nie sa mozliwe do zaobserwowania.

W odniesieniu do transtyretyny - jej rozktad hydrofobowosci moze by¢ uwazany za
przypadek posredni. Biatko zawiera scentralizowane, jadro hydrofobowe, ale takze wykazuje
duze odchylenia od wzoru gaussowskiego. Natomiast rozktady elektrostatyczne i vdW sa
podobne do tych obserwowanych w innych analizowanych biatkach i w duzej mierze zgodne

Z rozktadem R.

Reasumujgc: wewnetrzne algorytmy optymalizacji energii w warunkach wstepnych
dotyczacych procesu faldowania biatka powinny uwzglednia¢ srodowisko wodne jedynie dla

oddziatywan hydrofobowych.



2. Oddzialywania

2.1. Oddzialywania niewiazace

Podzialu obserwowanych potencjatéw elektrostatycznych i van der Waalsa (vdW)
dokonano za pomocg programu Gromacs [13] dziatajacego na zasobach obliczeniowych
dostarczonych przez Cyfronet AGH w infrastrukturze PL-Grid (http://plgrid.pl/ (sierpien
2019)). Wybrang czasteczke, ktorej strukture zostala zaczerpnigta z PDB [14], poddano
minimalizacji energii w celu wyeliminowania zderzen sferycznych wprowadzonych przez

wiaczenie atomow H na podstawie badan dyfrakcji rentgenowskie;.

Po optymalizacji przy uzyciu oprogramowania Gromacs (a konkretnie Gromacs 5.0.7 z all-
atom OPLS-AAJ/L pole sitowe), obliczylismy sit¢ oddzialywania elektrostatycznego i vdW
pomiedzy kazda reszta jej otoczenia przy zastosowaniu odleglosci odcigcia (ang. cutoff
distance). Dato to rozktad obu rodzajow oddziatywan w calym ciele biatka, wyrazony
matematycznie, jako zbior wartosci Ei i Vi, ktory mozna bezposrednio poréwnaé z naszymi

rozktadami referencyjnymi (T i R) podanymi przez model rozmytej kropli oliwy [3].

» Sily van der Waalsa to bardzo stabe oddzialtywania miedzy atomami wystepujgcymi
blisko siebie. Posiadajg one bardzo duze znaczenie w przyrodzie, za ich pomoca
zachodzi, bowiem wiele procesow fizykochemicznych. Sa to powszechnie wystepujac
oddziatywania odpowiedzialne za adsorpcje, czy tez budowe biatek. Odgrywaja
rowniez wazng role w oddzialywaniach biatko-biatko, w ktorych dochodzi do
dopasowania. Jako przyktad takiej sytuacji mozemy poda¢ sytuacje, w ktorej dochodzi

do rozpoznania antygenu przez przeciwciato.
Mozna wyr6zni¢ kilka rodzajow sil van der Waalsa:

e oddzialywanie typu dipol-dipol, kiedy dwie czasteczki posiadajagce moment
dipolowy przyciagaja si¢;

e oddzialywanie dipol-dipol indukowany majace miejsce, gdy jedna czasteczka
z momentem dipolowym indukuje moment dipolowy u drugiej czasteczki
1 dochodzi do ich przyciagania;

e oddzialywanie dipol indukowany-dipol indukowany wystepujace, gdy obie
czasteczki nie posiadajagce momentu dipolowego uzyskuja chwilowe momenty

dipolowe i dochodzi do ich przyciagania.



» Oddzialywania elektrostatyczne (Coulombowskie) majg charakter zar6wno

przyciagajacy, jaki i odpychajacy w zaleznosci od rodzaju aminokwasow. Jest to rodzaj
sily tadunek-tadunek wystepujacej w odniesieniu do kazdej pary atomow. Pelnig one
role¢ w oddzialywaniach pomigdzy biatkiem i ligandem oraz podczas, gdy wystepuja
kompleks wielobiatkowy. Sita tych oddziatywan jest zalezna odwrotnie proporcjonalnie

od odleglosci migdzy danymi parami atomow.

Wiazanie wodorowe to rodzaj oddziatywania elektrostatycznego pomig¢dzy atomem
wodoru a atomem elektroujemnym zawierajgcym wolne pary elektronowe. Wigzanie
wodorowe w biatkach powstaje pomiedzy grupa karbonylowa jednego z aminokwasow
a grupg iminowg drugiego aminokwasu. Do najwazniejszej roli wigzania wodorowego

w biatkach zalicza sig¢ stabilizacje struktury alfa-helisy i beta-kartki.

Rysunek 1. Przykiad odziatywania wodorowego w biatku.

Mostki dwusiarczkowe powstajg, gdy dwie grupy tiolowe (-SH) potacza si¢ ze sobg
wigzaniem kowalencyjnym (orbital molekularny). Moga one wystepowaé zar6wno
w dwodch roznych zwigzkach albo w jednym. Pelnig one wazng role w faldowaniu oraz
stabilno$ci wielu biatek. Poprzez utrzymanie czgsci biatka razem stabilizujg jego
ufaldowang forme. Rola wigzan dwusiarczkowych w kontekscie centrycznego rozktadu
hydrofobowosci jest zroznicowana. Zidentyfikowano biatka. W ktorych uktad wigzan
SS sprzyja generowaniu jadra hydrofobowego stanowigc lacznie silna stabilizacjg.
Zidentyfikowano tez biatka, gdzie uktad wigzan SS pozostaje w konflikcie z rozktadem
centrycznym wprowadzajac znaczace lokalne odstepstwa od uporzadkowania

oczekiwanego dla oddziatywan hydrofobowych.



2.2. Oddzialywania hydrofobowe

Oddziatywania hydrofobowe wystepuja w czasteczkach, ktore w swojej budowie posiadajg
regiony hydrofobowe i hydrofilowe. Regiony hydrofilowe to czg$ci czasteczki, ktore maja
budowg polarna, czyli ,,lubig” wode. Woda jest, bowiem czasteczka polarng posiadajaca
tadunki elektrostatyczne rozlozone w swojej czasteczce nierOwnomiernie. Regiony
hydrofobowe to czesci czasteczki, ktore majg budowe niepolarng, czyli ,, nie lubig” wody.
Reasumujac: oddziatywania hydrofobowe polegaja na ograniczeniu mozliwosci dostepu do
wody cze$cig czagsteczki, ktore sg hydrofobowe. Jezeli przyktadowo posiadamy jedng duza
czasteczke, w ktorej wystepuja regiony hydrofobowe i hydrofilowe, to taka czasteczka ulegnie
procesowi zwijania oraz zmianie w potozeniu do stopnia, ktéry umozliwi jak najmniejszy
kontakt z woda odcinkom hydrofobowym. W celu obrazowego opisania tego procesu mozemy
powiedzie¢, ze czasteczka po swojej zewngtrznej stronie, czyli w kierunku czasteczek wody,
bedzie kierowaé¢ swoje hydrofilowe fragmenty, natomiast fragmenty hydrofobowe schowa

niejako do swojego wnetrza. Odziatywania hydrofobowe ilustruje ponizszy obraz (Rysunek 2.).

regiony
hydrofilowe . reaion
regiony giony '
hydrofobowe hydrofilowe L?(%?onfgbowe
Niesfatdowane biatko Sfatdowane biatko

w $rodowisku wodnym

Rysunek 2. Oddzialywania hydrofobowe sq wymagane do prawidlowego fatdowania sie biatek.
W dtugim laricuchu polipeptydowym mogq wystepowac liczne regiony hydrofobowe, ktore sq
oddzielone regionami hydrofilowymi. Taki uklad bedzie sprzyjaf fatdowaniu biatek — regiony

hydrofobowe schowajq si¢ do “Srodka" biatka, podczas gdy regiony hydrofilowe wystawig sie na

zewngtrz.

Program Gromacs pozwala na uwzglednienie obecnos$¢ wody w postaci okreslonej
liczby indywidualnych molekul wody (wynikajacej z gestosci wody), nie jest to jednak opcja
stala 1 nalezy ja wilaczy¢ podczas symulacji. Opisany wyzej proces, w ktorym w skutek

interakcji ze $rodowiskiem wodnym dazy sie do ekspozycji reszt hydrofilowych na



powierzchnie czasteczki (w naszym wypadku biatka), z punktu widzenia wykorzystanych

zasobOw pamigci oraz czasu obliczen jest procedurg bardzo wymagajaca.

W prezentowanej pracy zastosowano model tzw. fuzzy oil drop model wywodzacy si¢
z analizy struktur miceli. W tym miejscu warto bedzie zauwazy¢, ze kazdy z aminokwasoéw
w lancuchu polipeptydowym ma przypisang sobie hydrofobowos$¢ wiasng. W literaturze
dostgpnych jest wiele skali hydrofobowosci opartych zarowno na pomiarach
eksperymentalnych lub tez wyznaczonych teoretycznie. Dla przeprowadzonych przez nas
badan stosujemy wiasng skale hydrofobowosci [15], ktora jest zblizona do istniejagcych — np.
Eisenberga [16] czy Doolittle [17] — w takim stopniu, ze w kontekscie opisywanych dziatan jest

to nieistotna rdznica.

2.3.  Model rozmytej kropli oliwy (FOD)

Szczegotowa prezentacje modelu rozmytej kropli oliwy mozna znalez¢ w licznych
publikacjach [3], [4], [12]. W zwiazku z tym ograniczymy si¢ do krotkiego podsumowania jej

gléwnych koncepcji istotnych dla przedstawionych w rozdziale 3 wynikow.

W modelu FOD hydrofobowos¢ stale rosnie od powierzchni do $rodka czasteczki (Rysunek

3.). Teoretyczng funkcje hydrofobowosci definiuje si¢ nastepujgco:
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X, ¥y, Z- pozycje centrum molekuty;
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Rysunek 3: Przedstawienie teoretycznego rozktadu hydrofobowosci dla przyktadowej struktury biatka.
Hydrofobowos¢ osigga maksymalng wartos¢ w srodku czgsteczki (kolor czerwony) i spada do zera na
powierzchni (kolor niebieski). Wykresy panelowe przedstawiajg wymiary X i Y funkcji Ht Gaussa.
Pokazane sq réwniez odleglosci okreslone przez odchylenia standardowe (o). Srodek uktadu

koordynacyjnego znajdowat sie w geometrycznym Srodku czgsteczki, ktory jest rowniez rowny Xiy .

Zastosowany do analizy model rozmytej kropli oliwy opiera si¢ na poréwnaniu rozktadu
hydrofobowos$ci w biatkach: rozktad wyidealizowany (T) (wyrazony funkcja 3D Gaussa); oraz
obserwowany rozktad (O) — wynik interakcji migdzyresztowej. Poréwnanie tych dwoch
rozktadow pozwala na ilo$ciowa oceng stanu biatka wobec wyidealizowanego rozktadu typu
micelle-like. Porownanie jest iloSciowo wyrazone przez parametr RD (odleglto$¢ wzglgdna),
ktory mierzy odleglos¢ migdzy obserwowanym rozktadem hydrofobowosci (O) w biatku
w porownaniu z dwoma rozktadami referencyjnymi: T 1 R. Rozklad T reprezentuje stan
z wyidealizowanym centrycznym rdzeniem hydrofobowym obecny (T), podczas gdy
R reprezentuje hydrofobowo$¢ réwnomiernie roztozong w catym ciele biatkowym, co oznacza,
ze nie ma rdzenia hydrofobowego. Im mniejsza odlegto$§¢ miedzy O 1 T w pordwnaniu
z odlegtoscig migdzy O 1 R, tym bardziej wyrazista jest obecnos¢ hydrofobowego rdzenia.

W konsekwencji rozwazanemu biatku przypisuje si¢ nizszg wartos¢ RD.



Obserwowany rozktad hydrofobowosci w czasteczce biatka jest determinowany przez
interakcje miedzy jego tancuchami bocznymi aminokwasow. Oddziatywania te zalezg zar6wno
od wewnetrznej hydrofobowosci kazdej reszty, jak i od separacji miedzy sasiednimi resztami.
Nasze obliczenia oparte sg na funkcji zaproponowanej w [18]. Po otrzymaniu obserwowanego
rozktadu (O), mozemy go poréwnac z odpowiadajagcym mu teoretycznym rozktadem (T), gdzie
kazdej reszcie przypisana jest warto$¢ hydrofobowosci (Ti) réwna wartosci 3D Gaussa w jej
potozeniu, (ktora w zatozeniu odpowiada tzw. atomowi efektywnemu, czyli usrednionym
potozeniom wszystkich atoméw wchodzgcych w sktad danego aminokwasu). Gaussa 3D
otrzymuj¢ si¢ przez zamknig¢cie korpusu biatkowego w odpowiednio uksztattowanej
elipsoidalnej kapsutce, ktorej wymiary wyrazone sa przez wspotczynniki sigma (oznaczone

Gx,Ginz).

Normalizacja T 1 O pozwala na bezposrednie poréwnanie obu rozktadéw. Odbywa si¢ to
poprzez zastosowanie parametru entropii wzglednej zaproponowanego przez Kullback
i Leiblera [19]. Parametr ten, oznaczony, jako DkL, wyraza ,,odlegto$¢” pomiedzy dwoma
rozktadami: obserwowanym (O) i wyidealizowanym (T), z ktorych ten ostatni jest traktowany,
jako rozktad odniesienia. W rezultacie T opisuje wyidealizowane biatko globularne, w ktorym
hydrofobowos¢ szczytuje w $rodku 1 pozostaje nisko na powierzchni. Warto$ci Dk nie mozna
by¢ jednak interpretowana sama w sobie, poniewaz jest ona miarg entropii. Dlatego tez
konieczny jest inny rozktadu odniesienia, aby utatwi¢ sensowne poréwnania. Ten drugi rozktad
odniesienia - zwany R - jest zdefiniowany, jako przeciwienstwo T. Zgodnie z R, kazdej reszcie
przypisuje si¢ warto$¢ 1 / N (N oznacza catkowita liczbe reszt w tancuchu). Zatem R opisuje
sytuacje, w ktore] w zadnym punkcie ciala biatka nie wystepuje stezenie hydrofobowosci.
Obliczanie DkL zaréwno dla O-T, jak i O-R méwi nam, czy O przybliza si¢ do T czy R, przy
czym nizsze wartosci wskazuja na wigksze podobienstwo. Aby uniknaé koniecznos$ci
zajmowania si¢ dwiema odrgbnymi warto$ciami, parametr odlegtosci wzglgdnej — ang. Relative
Distance (RD) jest wprowadzany, jako stosunek Dki(O-T) do sumy Dk (O-T) i (O-R).
RD < 0,5 wskazuje na obecno$¢ jadra hydrofobowego.

RD jest obliczane w nastgpujacy sposob:

Dk (0 —T)

RD =
D (0 —T) + Dk, (0O —R)




Mozemy, zatem powiedzie¢, ze obecnos¢ jadra hydrofobowego w danej strukturze
otrzymujemy dla warto§¢ RD (Relative Distance) ponizej 0.5. Na ponizszym rysunku

przedstawiono ta sytuacje w formie graficznej [3].

Rozkiad Rozktad Rozkiad
wyidealizowany obserwowany jednostajny
01
2} 1 1 ]
0 0,1 v:,‘ 0,3 04 t\"v 0, 0,7 0,8 0,9 1
0 0 R

Rysunek 4. Wizualizacja modelu dla 1D Gaussa. Wartos¢ RD jest rowna 0.194.

Na pokazanej ilustracji graficznej (Rysunek 4.) warto$¢ RD jest mniejsza niz 0.5, O 0znacza,
ze rozktad obserwowany ($srodkowy) wykazuje stopien podobienistwa wobec rozktadu
wyidealizowanego (po lewej stronie), wystarczajacy dla przyjecia rozktadu centrycznego.
Pokazany tutaj rozktad obserwowany nie ma w tej analizie statusu zblizonego do rozktadu
jednostajnego (rozktad po prawej stronie).

Symulacja procesu faldowania z uwzglednieniem modelu FOD zachodzi nie tylko
wedhug procedury minimalizacji energii wewngtrznej, ale takze minimalizacji r6znic migdzy

rozkladem T 1 O, to znaczy minimalizacji wartosci RD.



3. Materialy i metody

W pracy wykorzystano dane pochodzace z PDB (Protein Data Bank;
(https://www.rcsb.org/)). Struktury form dostgpnych w momencie opracowywania pracy

podano w tabeli (Tabela 1.).

Nazwa PDB ID | Dlugos¢ lancucha Referencja
Titina (Tytyna) 1TIT 89 aa (Importa et al., 1996)
Amyloid AB(1-40) | 2MVX | 40 aa (Shiiltz et al., 2015)
Ap(15-40) 2MPZ 26 aa (Sgourakis et al., 2015)
ApP(11-42) 2MXU 32 aa (Xiao et al., 2015)

Tau 503L 73 aa (Fitzpatrick et al., 2017)
a-synukleina 2NOA 140 aa (Tuttle et al., 2016)
Transtyretyna 1DVQ 115 aa (Klaubunfe et al., 2000)

Tabela 1. Lista analizowanych bialek.

Praca zostala wykonana z wykorzystaniem Infrastruktury PLGrid (Cyfronet AGH).

3.1. Pole silowe Gromacs — oddzialywania elektrostatyczne i vdW

Zastosowane pole sitowe obecne w pakiecie Gromacs uwzglednia oddziatywania
elektrostatyczne i vdW. Wszystkie obliczenia wykonano za pomoca Gromacs [13] dziatajacego
na zasobach obliczeniowych dostarczanych przez Cyfronet AGH w infrastrukturze PL-Grid.
przez wiaczenie atomow H na podstawie badan dyfrakcji rentgenowskiej. Obliczen dokonano
w celu sprawdzenia udzialu oddziatywan elektrostatycznych i van der Waalsa w lokalnej

stabilizacji badanej struktury.

GROMACS to pakiet do symulacji dynamiki molekularnej przeznaczony gtownie dla
biatek, lipidow 1 kwasow nukleinowych. Zostal pierwotnie opracowany na wydziale chemii
biofizycznej Uniwersytetu w Groningen, a obecnie jest utrzymywany przez wspoipracownikow
na uniwersytetach i o$rodkach badawczych na calym §wiecie. GROMACS jest jednym
z najszybszych i najpopularniejszych dostepnych pakietow oprogramowania i moze dziata¢ na
jednostkach centralnych (CPU) i procesorach graficznych (GPU). Jest to darmowe
oprogramowanie o otwartym kodzie zrodtowym wydane na licencji GNU General Public
License (GPL) i poczawszy od wersji 4.6, GNU Lesser General Public License (LGPL).


https://www.rcsb.org/)

3.2.

Opis procedury w programie GROMACS dla pojedynczej
struktury

Szczegdtowy opis procedury w programie Gromacs wyglada nast¢pujaco:

1.

b)

Uzupehienie brakujacych elementéw struktury pobranej z bazy PDB za pomoca

programu swiss pdb-viewer v4.1.0 [https://spdbv.vital-it.ch/]

Struktura dostgpna w PDB zostala uzupetniona obecnoscig atomoéw wodoru — za
pomoca PyMol-a modutu Pythona 3.5. [www.pymol.org] — uwaga: struktura poddane

dalszej modyfikacji pochodzi z dziatania programu (patrz punkt 1)

Przeprowadzenie minimalizacji energii majace na celu usuniecie kolizji wynikajace m.
in. z faktu uzupetnienia obecnosci atoméw wodoru.
[http://www.mdtutorials.com/gmx/lysozyme/]

do przeprowadzenia minimalizacji energii uzyto Gromacsa 5.0.7:

Aby przekonwertowaé strukture i skonstruowac topologig, uzyto polecenia pdb2gmx.
Polecenie to ma na celu budowanie topologii dla czasteczek sktadajacych si¢ z
odrgbnych blokéw konstrukcyjnych, takich jak aminokwasy.

wybor pola sitowego: OPLS-AA/L all-atom force field (2001 aminoacid dihedrals)
umieszczenie biatka w pudetku — biatko zostaje wysrodkowane oraz umieszczone w
pudetku, co najmniej 1,0 nm od jego krawedzi. Pudetko zdefiniowane jest, jako
szescian.

dodanie rozpuszczalnika — wody

uzycie polecenia grompp oraz wygenerowanego pliku minimmdp w celu

przeprowadzenia minimalizacji energii

Stworzenie dodatkowych plikow wymaganych do policzenia energii:
index.ndx — pliku zawierajacego numery, nazwy tancuchow, atoméw, reszt, itd.
topol.tpr — pliku zawierajacego strukture poczatkowa symulacji, topologi¢ molekularng

i wszystkie parametry symulacji

Uzycie pakietu g mmpbsa, ktory zostal zainicjowany w ramach Open Source Drug
Discovery Consortium (OSDD), ktéra jest platforma wspotpracy w celu projektowania

1 odkrywania nowych lekow na zaniedbane choroby tropikalne, takie jak malaria,



gruzlica, leshmanioza itp. g mmpbsa jest rozwijany przy uzyciu dwoch powszechnie
uzywanych programéw open source, tj. GROMACS i APBS i ma podobny interfejs
uzytkownika, jak inne narzedzia GROMACS [20], [21].

6. uzycie GROMACS 5.0.7 oraz APBS 1.5

- Obliczanie trzech komponentow energii:

a) Obliczanie energii potencjalnej w prozni — wygenerowanie pliku zawierajgcego m.in.
van der Waalsa, oddzialywania elektrostatyczne i niezwigzang energi¢ potencjalng
mig¢dzy biatkiem a inhibitorem.

b) Obliczanie polarnej energii solwatacji — wygenerowanie pliku zawierajagcego m. in.
polarng energie solwatacji dla niezwigzanego biatka, niezwigzanego inhibitora i
kompleksu biatko-inhibitor.

c) Obliczanie niepolarnej energii solwatacji tylko dla modelu SASA oraz SAV -
wygenerowanie pliku zawierajagcego m. in. niepolarng energi¢ Solwatacji dla

niezwigzanego bialka, niezwigzanego inhibitora i kompleksu biatko-inhibitor.

- Obliczenie $redniej energii wigzania



4. Wyniki

Biorgc pod uwage, ze wiele biatek wykazuje silng zgodnos$¢ miedzy obserwowanym
rozktadem hydrofobowosci a teoretycznym Gaussem, interesujace jest spekulowanie, czy inne
oddziatywania niewigzace (szczegolnie potencjaty elektrostatyczne i vdW obliczone przez
Gromacsa [13] przebiegajg wedtug podobnego schematu. W konsekwencji obliczono warto$ci
Ei i Vi dla kazdej reszty, wyrazajac (odpowiednio) ich potencjaly elektrostatyczne
I van der Waals’a. Zaobserwowane warto$ci zostaty nastepnie porownane z T w celu okreélenia,
czy oddziatywania elektrostatyczne i vdW przebiegaja wedtug schematu scentralizowanego,

podobnego do oddziatywan hydrofobowych.

W tabeli wynikow 2 przedstawiono wartosci odlegtosci wzglednej (RD) dla modeli
T-O-R dla oddziatywan elektrostatycznych (OE), oddziatywan OV - vdW oraz OH
wyrazajacych hydrofobowe oddzialywania. W kazdym przypadku, jako odniesienia
wykorzystano dystrybucje T (Gaussa) i R.

RD dla interakcji
Elektrostatyczne vdWwW Hydrofobowe
PDB ID OE oV OH
ITIT 0.839 0.807 0.382
2MPZ 0.749 0.809 0.541
2MXU 0.806 0.757 0.513
2MVX 0.858 0.826 0.608
2NOA* 0.870 0.789 0.506
503L 0.815 0.767 0.664
1DVQ** 0.850 0.864 0.652

Tabela 2. Wartosci parametréow RD dla kazdej interakcji.
*analiza ograniczona do fragmentu 30-100,

**transtyretyna. Wartosci te opisujq stan lanicuchow traktowanych, jako czes¢ kompleksu.

Wszystkie rysunki uzyte w rozdziale 4 pochodza z zataczonej pracy: ,, Internal force

field in selected proteins”.



A1TITINA-ITIT

Titina lub Tytyna jest kluczowym sktadnikiem w budowie i funkcjonowaniu mig¢$ni
poprzecznie prazkowanych krggowcodw. Zapewnia potgczenia na poziomie poszczegodlnych
mikrowlokien, przyczynia si¢ do doktadnego zrownowazenia sit miedzy dwiema potowkami
sarkomeru. Wielko$¢ i1 rozciggliwo$¢ wigzan poprzecznych sg gtéwnymi wyznacznikami
wlasciwosci rozciggliwosci sarkomerow mig$ni. W komorkach niemigsniowych wydaje sie

odgrywac role w kondensacji i segregacji chromosoméw podczas mitozy [22].
Wady w budowie titiny sa przyczyng m.in. np.

e dziedzicznej miopatii z wezesng niewydolno$cig oddechowa (HMERF); znang réwniez
jako miopatia Edstroma. HMERF jest chorobg postepujaca powoli, ktora najczesciej
rozpoczyna si¢ miedzy trzecig a piata dekada zycia. Do objawow tej choroby najczesciej
zaliczamy: zaburzenia chodu lub nocne objawy oddechowe.[23].

e rodzinnej kardiomiopatii przerostowej typu 9 (CMH9) — jet to rodzaj dziedzicznej
choroby serca, ktora charakteryzuje si¢ przerostem komor, ktory najczesciej jest
asymetryczny i czgsto obejmuje przegrod¢ miedzykomorowa [24].

e kardiomiopatii typu 1G (CMD1G). Kardiomiopatia rozstrzeniowa (kardiomiopatia
zastoinowa, kardiomiopatia przekwienna) jest zaburzeniem charakteryzujacym si¢
rozszerzeniem komor i uposledzeniem funkcji skurczowej, powodujacym zastoinowag
niewydolno$¢ serca 1 arytmi¢. Pacjenci sg narazeni na przedwczesng §mier¢ [25], [26],
[27].

e poznej dystrofii migsni piszczelowych (TMD). Ostabienie 1 atrofia mig$ni sg zwykle
ograniczone do przedniego przedzialu podudzia, w szczegdélno$ci migénia
piszczelowego przedniego. Objawy kliniczne zwykle pojawiaja si¢ w wieku 35-45 lat
lub znacznie p6zniej [28], [29].

e dystrofii migsniowej konczynowo-obreczowej typu 2J (LGMD2J). Choroba ta
charakteryzuje si¢ postepujacym ostabieniem mig$ni miednicy i obreczy barkowe;.
Powazng niepetnosprawnos¢ pacjentow dotknietych ta choroba obserwuje si¢ w ciggu
20 lat od zachorowania.

e wczesnej miopatii z kardiomiopatig $miertelng (EOMFC). Sg to dziedziczne zaburzenia
mig$niowe, ktore zwykle objawiaja si¢ od momentu urodzenia lub dziecinstwa, z
hipotonig, ostabieniem migs$ni i opdZnionym rozwojem motorycznym. EOMFC to tzw.

titinopatia, ktéra, w przeciwienstwie do opisanych wczesniej przyktadow chorob,



obejmuje zardwno serce, jak 1 migsien szkieletowy, ma wrodzony poczatek 1 jest czysto

recesywna [30].

Rysunek 5 przedstawia podsumowanie wynikoéw profili rozktadu T, OH, OE i OV dla
titiny. Zielona pozioma linia reprezentuje rozklad R. Niebieski profil przedstawia
wyidealizowany (T) rozktad podany przez 3D Gaussa. Czerwona linia reprezentuje rozktad O
dla analizowanej interakcji. Obserwowany profil oddziatywan hydrofobowych jest wyraznie
podobny do modelu teoretycznego. Wartos¢ RD dla tytyny jest bardzo niska i wynosi 0,382
(Tabela 2). Widoczne s jednak duze rdéznice pomiedzy OH a pozostalymi dwoma
obserwowanymi rozktadami. Interakcje niewigzace wydaja si¢ by¢ bardziej zblizone do
roéwnomiernego rozktadu (R), a zatem rownomiernie roztozone na catej dlugosci tancucha, bez
zauwazalnych szczytow. Linia czerwona jest wyrownywana z linig zielong zaréwno na
Rysunku 5A jak i na Rysunku 5C, a odpowiednie wartosci RD sg bardzo wysokie: 0,839 dla
OE i 0,807 dla OV. Te wysokie wartosci ujawniajg silne wyréwnanie zarowno OE, jak i OV
z R. Na podstawie tych obserwacji mozna stwierdzi¢, ze w titinie wyraznie wystepuje
hydrofobowy rdzen, podczas gdy ani OE, ani OV nie wykazuja Zzadnego "rdzeniowego"
stezenia. W szczeg6lnosci zaobserwowano brak jakiegokolwiek stezenia elektrostatycznego
1 vdW w $rodkowej cze$ci czasteczki, pomimo $cistego upakowania atomow 1 reszt W tym

miejscu.
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Rysunek 5. Profile dystrybucji dla 1TIT (biatko wzorcowe charakteryzujgce si¢ niskq wartoscig RD
dla oddzialywan hydrofobowych): A - elektrostatyczny (OE), B - hydrofobowosé (OH), C - vdW (OV).

4.2 STRUKTURY: AB(15-40) - 2MPZ, AB(1-40) - 2MVX, Ap(11-42) -
2MXU, a-synukleina — 2NOA oraz Tau — 503L

Struktura AB(15-40) i AB(1-40) - 2MVX oraz AB(11-42) - 2MXU, dziata, jako receptor

powierzchniowy komorki i1 petni funkcje fizjologiczne na powierzchni neuronéw zwigzane ze

wzrostem neurytow, adhezja neuronalng i1 aksonogenezg. Zaangazowany w ruchliwos¢

komorek i regulacje transkrypcji poprzez interakcje biatko-biatko [31], [32], [33], [34], [35].

Wady w budowie wyzej wymienionych struktur sa przyczyna takich choréb jak np.:

Alzheimera typu 1 (AD1). ADI to rodzinna posta¢ choroby Alzheimera o wczesnym
poczatku.  Choroba  Alzheimera jest zaburzeniem  neurodegeneracyjnym
charakteryzujacym si¢ postgpujaca demencja, utrata zdolnosci poznawczych
a takze odktadaniem wtoknistych biatek amyloidowych. [36], [37], [38], [39], [40]..

moézgowe] angiopatii amyloidowej zwigzanej z APP (CAA-APP). Glowne cechy

kliniczne to nawracajace krwotoki moézgowe i1 moézdzkowe, nawracajace udary,



niedokrwienie mézgu, zawal mozgu oraz postepujace pogorszenie stanu psychicznego.
Proces powstawania choroby pozostaje wcigz niejasny. Istnieje wiele teorii na temat
powstawania tej choroby. Istotng kwestig jest, ze choroba ta wynika z zakldcenia
roéwnowagi mi¢dzy produkcja a eliminacja B-amyloidu z moézgu pacjenta [41], [42],
[43], [44], [45].
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Rysunek 6. Profile dystrybucyjne dla biatek amyloidowych: AB(15-40) z mutacjg D23N (2MPZ)
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Rysunek 7. Profile dystrybucyjne dla biatek amyloidowych: AB(1-40) (2MVX)
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Rysunek 8. Profile dystrybucyjne dla biatek amyloidowych: AB(11-42) z (mutacjq E224) (2MXU)



Struktura a-synukleina — 2NOA moze bra¢ udziat w regulacji uwalniania i transportu
dopaminy. Indukuje fibrylizacje biatka tau zwigzanego z mikrotubulami. Zmniejsza
reaktywno$¢ neurondw na rézne bodzce apoptotyczne, prowadzac do zmniejszonej aktywacji

kaspazy-3.
Wady w 2NOA sg przyczyna choroby np.:

e Parkinsona typu 1 (PARK1). Ztozona choroba neurodegeneracyjna charakteryzujaca si¢
spowolnieniem ruchowym, drzeniem spoczynkowym, niestabilnoscig postawy
I sztywnos$cig migsni . Choroba ta ma charakter postepujacy i zwykle objawia si¢ po 50
roku zycia, chociaz znane sg W historii przypadki wczesnego poczatku (przed 50 rokiem
zycia). Wigkszo$¢ przypadkow tej choroby ma charakter sporadyczny, co moze
sugerowaé wieloczynnikowa etiologi¢ oparta na czynnikach $rodowiskowych lub/i
genetycznych. Niektorzy pacjenci cierpigcy na ta chorob¢ majg dodatni wywiad
rodzinny. W takim wypadku choroba zwykle zaczyna si¢ we wezesnym wieku pacjenta
i wigze si¢ z nietypowymi cechami klinicznymi [46], [47], [48].

e Parkinsona typu 4 (PARK4). Ztozona choroba neurodegeneracyjna z objawami od
typowej choroby Parkinsona po demencj¢ z cialami Lewy'ego. Objawy kliniczne
obejmujg objawy dla parkinsonizmu (patrz informacje powyzej), a takze otepienie,
rozsiang patologie¢ ciat Lewy'ego, dysfunkcje autonomiczng, omamy 1 paranojg.

e otgpienia spowodowane obecnoscig cial Lewy'ego (DLB). Zaburzenie
neurodegeneracyjne, klinicznie charakteryzujace si¢ upo$ledzeniem umyslowym
prowadzacym do parkinsonizmu, demencji, czesto ze zmiennymi funkcjami
poznawczymi, upadkami, epizodami omdlen, halucynacjami  wzrokowymi
i wrazliwoscig na leki neuroleptyczne. Do najistotniejszej cechy patologicznej
zaliczamy nagromadzenie zagregowanych biatek w pniu mézgu lub korze mozgowej

(ciala Lewy'ego).
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Rysunek 9. Profile dystrybucji dla biatek amyloidowych: a-synukleina (2NOA)

Struktura Tau — 503L wspomaga tworzenie i stabilno$¢ mikrotubul oraz moze braé
udziat w ustalaniu 1 utrzymywaniu polaryzacji neuronéw. C-koniec wiaze mikrotubule
aksonow, podczas gdy N-koniec wigze sktadniki blon komoérkowych komorek nerwowych, co
sugeruje, ze tau dziata, jako biatko tgcznikowe miedzy obydwoma. Polarno$¢ aksondw jest
z gory okre$lona przez lokalizacje TAU/MAPT (w komorce neuronalnej) w domenie ciata
komorki okreslonej przez centrosom (ciatko s$rodkowe, S$rodciatko). Krotkie izoformy
pozwalaja na plastyczno$¢ cytoszkieletu, podczas gdy dhuzsze izoformy mogg preferencyjnie

odgrywac role w jego stabilizacji [49].
Defekty w biatku Tau sg przyczyna:

e otepienia czotowo-skroniowego (FTD); historycznie nazywanego kompleksem Picka.
Choroba ta charakteryzuje si¢ demencja przedstarcza ze zmianami behawioralnymi,
utrata pamigci I pogorszeniem zdolnosci poznawczych. W niektorych przypadkach

mozemy zaobserwowac objawy parkinsonizmu. W wiekszos$ci przypadkow ztogi biatka



tau znajdujg si¢ w komorkach glejowych i/lub neuronach [50], [51], [52], [53], [54],
[55].

e choroby mozgu Picka (PIDB). Jest to rzadka forma demencji, patologicznie
definiowana, jako utrata neuronow, cigzka atrofia oraz glejoza. Cechy Kkliniczne
obejmuja splatanie, anomig, afazje, apraksje, utrate pamigci i pogorszenie osobowosci
[56], [57], [58], [59], [60], [61], [62].

e zwyrodnienia korowo-podstawnego (CBD). Cechy neuropatologiczne wystepujace w
tej chorobie mogg naktada¢ si¢ na chorobe Alzheimera, post¢pujagce porazenie
nadjadrowe i chorobe Parkinsona [63], [64], [65].

e zespotu otepienia Parkinsona (PARDE). Zespot charakteryzujacy si¢ drzeniem
parkinsonowskim, demencja, ot¢pieniem, sztywnoscia i objawami piramidowymi.
Zwyrodnienie neurofibrylarne mozemy zaobserwowa¢ W hipokampie, jadrach pnia

mozgu oraz jadrach podstawnych [66], [67], [68].
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Rysunek 10. Profile dystrybucyjne dla biatek amyloidowych: tau (5O3L)



Podobna sytuacja (jak na Rysunku 5.) ma miejsce w amyloidach, gdzie zarowno rozktad

elektrostatyczny, jak i vdW $cisle pokrywaja si¢ z rozkladem R. O ile pod wzgledem

oddziatywan hydrofobowych amyloidy bardzo r6znig si¢ od biatek sferycznych (np. tytyny),

o tyle podobne roznice w zakresie rozktadow elektrostatycznych i vdW nie sg mozliwe do

zaobserwowania (Rysunki. 6-10).

4.3. TRANSTYRETYNA - 1DVQ

Transtyrertyna jest to bialtko wigzace hormony tarczycy. Prawdopodobnie transportuje

tyroksyne¢ z krwiobiegu do mézgu [69].

Wady w budowie transtyretyny sg przyczyna:

amyloidozy zwigzanej z transtyretyng (AMYL-TTR) — jest to choroba dziedziczna.
Widkna biatkowe moga tworzy¢ si¢ w roznych tkankach, prowadzac do polineuropatii
amyloidowych, zespotu cie$nienia nadgarstka, uktadowej amyloidozy starczej oraz
kardiomiopatii amyloidotycznej. Cechy kliniczne obejmujg migdzy innymi: otgpienie,
pogorszenie psychomotoryczne, napady padaczkowe, epizody udaropodobne i zmienne
odktadanie amyloidu w ciele szklistym [70], [71], [72], [73], [74], [75], [76], [77], [78].
[79], [80].

zespotu cie$nienia nadgarstka typu 1 (CTS1). Objawy choroby obejmujg piekacy bol
oraz parestezje obejmujace palce i brzuszng powierzchni¢ dloni, ktére moga
promieniowa¢ proksymalnie. Moga dojs¢ do zaburzenia czucia w rozmieszczeniu
nerwie posrodkowym. Ten stan moze by¢ zwigzany z powtarzajagcymi si¢ urazami:
zawodowymi oraz/lub nadgarstka, neuropatiami amyloidowymi, reumatoidalnym

zapaleniem stawow [81].
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Rysunek. 11. Profile dystrybucji transtyretyny (1DVQ), biatka znany ze swojej skfonnosci do
transformacji amyloidu. A - hydrofobowos¢ (OH), B - elektrostatyczny (OE), C - vdW (OV).

W odniesieniu do transtyretyny - jej rozktad hydrofobowosci moze by¢ uwazany za
przypadek posredni. Biatko zawiera scentralizowany, hydrofobowy rdzen, ale takze wykazuje
duze odchylenia od wzoru gaussowskiego. Natomiast rozktady elektrostatyczne i vdW sa

podobne do tych obserwowanych w innych analizowanych biatkach i w duzej mierze zgodne

z jednolitym wzorcem (Rysunek. 11).

Przeprowadzona analiza podkresla réznicg migdzy biatkami kulistymi a amyloidami.
Wecezesniejsze publikacje podkreslaly réznice zwigzane z rozkladami hydrofobowosci,
wskazujac obszary, w ktorych obserwowany rozklad jest sprzeczny z modelem teoretycznym
[11], [82], [83]. Fragmenty te uwazane sa za "nasiona amyloidu" - jednak w kontekscie

oddziatywan elektrostatycznych i vdW nie majg one zadnych szczegdlnych wihasciwosci

W poréwnaniu z resztg tancucha amyloidalnego.




5. Whnioski

Bazujac na wiedzy podrecznikowej wiemy, ze stabilno$¢ struktury trzeciorzedowej jest
zapewniona przez obecno$¢ jadra hydrofobowego wraz z systemem wigzan dwusiarczkowych
[1]. Ten pierwszy zawdzigcza swoje wlasciwosci interakcjom miedzy tancuchem biatkowym
a jego $rodowiskiem wodnym, podczas gdy ten drugi jest uwarunkowany ewolucyjnie,
Optymalizacja takich interakcji wigze si¢ z narazeniem reszt hydrofilowych na dziatanie
powierzchniowe oraz uzewngetrznieniem reszt hydrofobowych, co zapewnia entropijnie
korzystny kontakt z rozpuszczalnikiem. Mozemy, zatem uznaé takie bialko (zwlaszcza

globularne) za prawie-globularng micelg.

Rézne sekwencje aminokwasow majg r6zng sktonnos¢ do tworzenia struktur micelarnych.
W szczegblnosci biatka niezamarzajace typu I (ang. antifreeze)[5], biatka szybko fatdujace si¢
(ang. fast-folding) [4], a takze zdecydowana wigkszo$¢ domen biatkowych (traktowanych jako
samodzielne jednostki strukturalne) wykazuja silng zgodno$¢ migdzy obserwowanym
rozktadem hydrofobowosci a odpowiadajacym jej rozkladem modelowym, teoretycznie
majgcym na celu uzyskanie doskonatego micela sferycznego [6]. Ten ostatni "wyidealizowany"
(lub "teoretyczny" rozktad) moze by¢ modelowany matematycznie, jako 3D Gauss [7]. Zakres
1 stopien odchylen od tego rozktadu sa charakterystycznymi wtasciwo$ciami kazdego biatka
1 czesto sg zwigzane z jego funkcjg biologiczng. Niezgodnos¢ moze przybra¢ jedng z dwoch
postaci: miejscowy nadmiar hydrofobowosci na powierzchni i1 miejscowy niedobor
hydrofobowosci. Ta ostatnia zazwyczaj wskazuje na obecno$¢ jamy wiazacej, zdolnej do
pomieszczenia ligandu lub substratu [9], przy czym ten pierwszy sugeruje potencjalne miejsce
kompleksowania [10]. Ukierunkowany charakter rozbieznosci migdzy obserwowanymi
1 teoretycznymi rozkladami hydrofobowosci zapewnia wysoka specyficznos¢ oddzialywan

molekularnych.

W odréznieniu od wewngetrznych algorytmow optymalizacji energii, ktore nie zawieraja
zadnych warunkow wstepnych dotyczacych struktury polipeptydu, model rozmytej kropli
oliwy zaktada, ze proces faldowania jest napedzany obecno$cia wodnego rozpuszczalnika,

ktory sprzyja micelizacji tancucha polipeptydowego [3],[4],[12].

Model rozmytej kropli oliwy sugeruje, ze trzeciorzedowa budowe biatka - szczegdlnie

globularnego - mozna poréwna¢ do miceli sferycznej. Podczas procesu faldowania, reszty



hydrofilowe sg odstaniane na powierzchni, podczas gdy reszty hydrofobowe sg kierowane do
wnetrza biatka. Wynikajacy z tego rozkltad hydrofobowosci moze by¢ modelowany
matematycznie, jako 3D Gauss. Model rozmytej kropli oliwy jest uderzajaco skuteczny
w wyjasnianiu wlasciwosci biatek niezamarzajacych typu II i biatek szybko faldujacych sie,

a takze zdecydowanej wigkszosci domen biatkowych.

Praca ta ma na celu ustalenie, czy podobne mechanizmy maja zastosowanie do innych

interakcji niewiagzacych, co pokazano dla biatek globularnych.

Aby odpowiedzie¢ na zadane pytanie, oddziatywania elektrostatyczne i van der Waalsa
(vdW) zostaly poddane analizie, podobnej do tej, jaka przeprowadzono dla hydrofobowosci.
Obserwowane rozktady poréwnano z dwoma modelami referencyjnymi: teoretycznym
rozktadem gaussowskim (oznaczonym jako T) oraz rozktadem jednolitym, w ktérym kazdej
reszcie przypisano taka sama warto$¢ danego oddziatywania (oznaczonym jako R). Odlegtos¢
wzgledna (Relative Distance - RD) zostala nastepnie obliczona jako ilosciowa miara odchylen
od ktoregokolwiek z tych rozkladow, przy czym wartosci nizsze niz 0,5 wskazuja, ze
obserwowany rozklad odzwierciedla T, natomiast warto$ci wyzsze niz 0,5 wskazuja na

silniejsze powinowactwo do R.

W badaniach wykorzystano biatko wzorcowe (titing), ktoére wykazuje wysoka zgodnosé
miedzy obserwowanym rozktadem hydrofobowosci a rozktadem teoretycznym (gaussowskim),
transtystyretyn¢ - biatko znane z podatno$ci na przemiany amyloidalne, dla ktérej réwniez

pokazano, ze rozktad elektrostatyczny i vdW jest typu R.

Na podstawie obserwacji otrzymanych wynikoéw (patrz Rysunek 5.) mozna stwierdzi¢, ze
w titinie wyraznie wystgpuje hydrofobowy rdzen, podczas gdy ani OE (oddziatywanie
elektrostatyczne), ani OV (oddzialywanie vdW) nie wykazujg zadnego "rdzeniowego" stezenia.
W szczegdlnosci zaobserwowano brak jakiegokolwiek stezenia elektrostatycznego 1 vdW

w srodkowej czesci czgsteczki, pomimo $cistego upakowania atomow i reszt W tym miejscul.

W pracy zostaly réwniez uwzglednione inne struktury amylolidalne pochodzace z bazy
PDB. Zjawisko btednego fatdowania (ang. misfolding) - szczegdlnie w kontekscie biatek
amyloidalnych - przyciagneto na przestrzeni lat wiele uwagi naukowej. Co istotne, struktury
amyloidalne wykazuja inne wzorce rozktadu hydrofobowosci niz biatka globularne.

W amyloidach rozktad ten jest liniowy z pasmami zmiennymi o wysokiej 1 niskiej



hydrofobowosci rozciggajgcymi si¢ wzdtuz osi wtdkien [11]. W zwigzku z tym amyloid mozna
opisaé, jako micele przypominajaca wstazke. Obecno$¢ krotkich fragmentow, ktorych lokalny
rozktad hydrofobowosci jest sprzeczny z modelem teoretycznym, wynika z ogolnoustrojowe;j
niezdolno$ci peptydu amyloidalnego do osiggniecia kulistej konformacji [82], [83]. Szybki
wzrost wtokien amyloidalnych jest, zatem zwigzany z nadrz¢dng potrzeba ochrony pozostatosci
hydrofobowych poprzez przyciaganie i dotaczanie dodatkowych peptydow. W wyniku tego
procesu powstaje specyficzny rodzaj wydtuzonego rdzenia hydrofobowego w postaci centralnie

umieszczonego pasma hydrofobowego.

Nie mozna zidentyfikowa¢ podobnego mechanizmu w zakresie oddzialywan
elektrostatycznych i vdW [11], [82], [83]. Dlatego tez algorytmy przewidywania struktury
biatek, ktére opieraja si¢ wylacznie na skladzie sekwencji wejsciowej, sa poprawne
w zastosowaniu modelu, w ktérym wystepuje brak réznic dla tych oddziatywan niezaleznie,
w jakim kierunku sg one mierzone. Rozklad zalezny od kierunku, w ktéorym mierzone sg
oddziatywania wydaje si¢ wystepowac tylko w odniesieniu do sit hydrofobowych, co powoduje
izolacje hydrofobowych reszt we wnetrzu miceli sferycznej (lub w $rodkowej czgsci wstegi

amyloidalnej).

W przypadku transtyretyny jej rozktad hydrofobowo$ci moze by¢ uwazany za
przypadek posredni. Biatko to zawiera scentralizowane hydrofobowe jadro, ale takze wykazuje
duze odchylenie od wzoru Gaussowskiego. Natomiast rozklady elektrostatyczne i vdW sg
podobne do tych obserwowanych w innych analizowanych biatkach 1 w duzej mierze zgodne

z jednolitym wzorcem.

Przeprowadzona analiza podkresla roznice pomiedzy bialkami globularnymi
a amyloidami. Wczes$niejsze publikacje podkreslaly rdznice zwigzane z rozkladem
hydrofobowosci, wskazujac obszary, w ktoérych obserwowany rozklad jest sprzeczny
modelem teoretycznym [2], [11],[83]. Fragmenty te uwazane sg za tzw. ,,nasiona amyloidu” —
jednak w kontekscie analizy oddziatywan elektrostatycznych i vdW nie maja one zadnych

szczegblnych wlasciwosci w poréwnaniu z resztg tancucha amyloidalnego.

Praktyczny wniosek z symulacji sktadania bialka jest taki, ze nieukierunkowana
optymalizacja moze by¢ zastosowana do minimalizacji energii wyrazajacej interakcje

elektrostatyczne i vdW, podczas gdy ukierunkowana optymalizacja moze zosta¢ zastosowana



w interakcjach hydrofobowych, w ktorych ma miejsce tendencja do wytwarzania

hydrofobowego rdzenia.
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