1. Streszczenie

Celem niniejszej pracy jest konstrukcja, implementacja oraz weryfikacja skonstruowanych miar
uporzadkowania (wywodzacych si¢ z dwuczastkowych funkcji korelacji) dla wody solwatacyjnej wokot
peptydow. Zaprezentowane w mojej pracy parametry okre§lajace uporzadkowanie zaréwno pozycyjne
(translacyjne) jak i orientacyjne pozbawione sa zasadniczych wad najcz¢Sciej dotad stosowanego parametru
uporzadkowania Chaua i1 Hardwicka [1]. Stworzone parametry pozwolity mi na wykre$lenie diagramu
uporzadkowania obrazujacego w przejrzysty i zarazem ilosciowy sposob zmiany struktury wody solwatacyjnej
wzgledem czystego rozpuszczalnika. Stworzone parametry umozliwiaja okreslenie zmian uporzadkowania wody
nie tylko wokot prostych peptydow - takich jak badane przeze mnie poliglicyna, polialanina i poliseryna - lecz
rowniez wokot niejednorodnej makroczasteczki takiej jak pochodzace z pewnego gatunku ¢my biatko sbwAFP,
przeciwdziatajace zamarzaniu plynow komorkowych. Weryfikacja opracowanych przeze mnie parametréw
polegata na skonfrontowaniu otrzymanych przy ich pomocy wnioskow dotyczacych struktury wody w warstwie
solwatacyjnej z wnioskami wynikajacymi z zastosowania szerokiego spektrum innych metod obliczeniowych.
Wykorzystalem w tym celu miary okreslajace geometri¢ i energi¢ pojedynczego wiazania wodorowego jak tez
geometri¢ sieci wigzan wodorowych, z funkcji rozktadu radialnego atomow wodoru i tlenu wody wokot
wybranych atomoéw biopolimeru, a takze z preferencjami dla okreslonych katow Eulera opisujacych orientacje
czasteczek wody wzgledem peptydu. Okreslitem takze wiasciwo$ci dynamiczne wody solwatacyjnej takie jak:
wspolezynniki autodyfuzji (translacyjnej i rotacyjnej) czasteczek rozpuszczalnika, stale czasowe opisujace czas
zycia wigzan wodorowych tworzacych si¢ pomigdzy czasteczkami wody, funkcje autokorelacji predkosci
translacyjnej i rotacyjnej oraz transformaty Fouriera tych predkosci jak rowniez stale czasowe opisujace

»przebywanie” czasteczek wody wokot wybranych atomow peptydu.

Skonstruowane w mojej pracy parametry uporzadkowania pozwolity na stworzenie ,klasyfikacji” wody
solwatacyjnej wokot badanych polipeptydéw. Okazato sig, ze najwigkszym uporzadkowaniem (ale mniejszym od
tego w czystej wodzie) charakteryzuje si¢ woda wokot rozmaitych konformacji poliglicynowych (liniowej, helis:
PII, 3y, a); umiarkowanym uporzadkowaniem — woda wokotl formy liniowej oraz helisy PII polialaniny i
poliseryny, za$ najmniejszym woda wokot a-helisy oraz helisy 3y tychze peptydow. W swojej pracy okreslitem
takze zwiazek zachodzacy pomigdzy uporzadkowaniem wody, a stabilno$cia okre§lonych struktur

drugorzedowych poliglicyny, polialaniny i poliseryny.

Zastosowanie opracowanych metod do opisu wilasciwosci wody w warstwie solwatacyjnej wokot
badanego przeze mnie biatka sbwAFP prowadzi do wniosku, ze woda solwatacyjna okazuje si¢ by¢ zawsze nieco
bardziej uporzadkowana anizeli woda czysta. Zastosowane przeze mnie parametry uporzadkowania potwierdzity
takze, ze struktura wody wokot ptaszczyzny, ktéra in vivo przyczepia si¢ do krysztatka lodu jest wyraznie

odmienna od struktury rozpuszczalnika wokol pozostatych dwoch glownych plaszczyzn tego biatka.



2. Zalozenia i cel pracy

Glownym celem tejze pracy jest KONSTRUKCJA, IMPLEMENTACJA oraz
WERYFIKACJA parametrow okres$lajacych uporzadkowanie wody solwatacyjnej. Obecnie
najczgsciej stosowanymi miarami uporzadkowania wody solwatacyjnej sa parametry
tetraedrycznosci Chaua i Hardwicka [1]. Maja one jednak dwie zasadnicze wady:

1) sa uzaleznione od ,tetraedrycznos$ci” okreslonej substancji jako takiej, co oznacza ze nie
mozna za ich pomoca poroéwnywac¢ uporzadkowania dwoch roznych rozpuszezalnikow np.
metanolu 1 wody;

2) silnie wplywa na nie efekt ,,wylaczonej objgtosci”, czyli w przypadku czasteczek wody
znajdujacych si¢ w bezposredniej bliskosci czasteczki rozpuszczonej o znaczacych rozmiarach nie
tyle odzwierciedlaja one struktur¢ samej wody, ale takze brak czasteczek rozpuszczalnika w

miejscu zaj¢tym przez substancjg rozpuszczong.

KONSTRUKCJA pozadanych przeze mnie parametrow polegala na wykorzystaniu
dwuczastkowych funkcji korelacji peptyd-woda jak rowniez woda-woda oraz ich roztozeniu na
sktadowe okreslajace uporzadkowanie pozycyjne (translacyjne) i orientacyjne. Dzigki temu

mozliwe si¢ stato opisanie uporzadkowania wody wzgledem peptydu (poprzez wykorzystanie

funkcji korelacji peptyd-woda) jak réwniez uporzadkowania samej wody (dzigki funkcji korelacji
woda-woda). Wykorzystanie dwuczastkowych funkeji korelacji do opisu uporzadkowania wody
wzgledem peptydu zostalo juz podjgte przez A. Kuffel i J. Zielkiewicza [2]. Jesli chodzi o
uporzadkowanie samej wody to dokonujac wspomnianego rozktadu na sktadowe mogtem wykresli¢
diagram uporzadkowania, gdzie o§ rzednych reprezentuje uporzadkowanie orientacyjne, za§ o$
odcigtych uporzadkowanie translacyjne. Aby unikna¢ efektu ,,wylaczonej objetosci” spowodowanej
obecnos$cia peptydu najpierw obliczytem owe parametry dla sytuacji w ktorej zamiast objgtosci
zajetej przez peptyd mialbym réwnowazna objetos¢ zajgta przez niezaburzona wodg¢ (ang. bulk
water). Nastgpnie od tak uzyskanych wartosci odjatem warto$ci odpowiadajace sytuacji gdybym
takze zamiast wody solwatacyjnej mial wodg niezaburzona. Uzyskane w ten sposob parametry
pozbawione sa zasadnicze] wady parametrow Chaua i Hardwicka czyli wrazliwosci na efekt

,wylaczonej objetosci”.



IMPLEMENTACIJA polegata na napisaniu (w jezyku Fortran) programéw liczacych owe
parametry, a nastgpnie wykorzystaniu ich do liczenia uporzadkowania wody wokot czterech
konformacji (liniowej, helis: PII, 3y, o) nastgpujacych peptydéow sktadajacych si¢ z 15
aminokwasoéw — poliglicyny, polialaniny, poliseryny, a takze polialaniny, w ktorej przed symulacja
dynamiki molekularnej ,,wyzerowano” tadunki czastkowe na atomach tego peptydu (w celu
okreslenia wptywu efektu hydrofobowego). Aby uniknaé zarzutu, ze wspomniane parametry moga
znalez¢ zastosowanie wylacznie dla wody wokot prostych peptydéw zastosowano je takze do
okreslenia uporzadkowania wody wokoét trzech plaszczyzn biatka sbwAFP, przeciwdziatajacego

zamarzaniu plynow komoérkowych.

WERYFIKACJA skonstruowanych miar uporzadkowania zostata dokonana poprzez
poroéwnanie otrzymanych przy ich pomocy wnioskdw dotyczacych struktury wody w warstwie
solwatacyjnej z wnioskami bedacych rezultatem zastosowania innych metod. Wykorzystalem w tym
celu szerokie spektrum metod obliczeniowych pozwalajacych na opisanie struktury wody
solwatacyjnej, takich jak miary okre$lajace geometri¢ pojedynczego wiazania wodorowego
(dlugo$¢ wiazania wodorowego dou, odlegtos¢ tlen-tlen Roo, kat tlen-tlen-wodor Boon) a takze
geometri¢ sieci wiazan wodorowych (kat tlen-tlen-tlen 0y — przy zatozeniu, ze wszystkie brane pod
uwage atomy tlenu naleza do czasteczek tworzacych migdzy soba wiazanie wodorowe); funkcje
rozktadu radialnego atoméw wodoru i tlenu wody wokét wybranych atoméw peptydu, a takze co
wazne zwlaszcza w przypadku interpretacji uporzadkowania wody wzgledem peptydu, z
preferencjami dla katéw Eulera okreslajacymi orientacje czasteczek wody wzgledem peptydu.
Zakres poszczegolnych warstw solwatacyjnych okreslitem na podstawie usytuowania minimoéw na

wykresach funkcji rozktadu ggstosci wody wokoét osi peptydu g(r).

Wiasciwosci strukturalne wody w otoczce solwatacyjnej implikuja jej wihasciwosci
dynamiczne (ktore réwniez zostaty zbadane) takie jak wspolczynniki autodyfuzji (translacyjnej i
rotacyjnej), state czasowe opisujace dynamike zaniku wiazan wodorowych tworzacych sig
pomiegdzy czasteczkami wody, funkcje autokorelacji predkosci translacyjnej i rotacyjnej oraz
transformaty Fouriera tych funkcji, a takze stale czasowe opisujace dynamike ,,przebywania”

czasteczek wody wokot wybranych atomow peptydu.

Wybor do moich badan takich witasnie peptydow nie byl przypadkowy, lecz zostat
podyktowany chegcia zbadania wplywu rozpuszczalnika na stabilno$¢ roéznych struktur

drugorzedowych formowanych przez modelowe tancuchy polipeptydowe. Ilustracja faktu, ze



rozpuszczalnik w istotny sposob wptywa na preferencje peptydu do przyjmowania okreslonej
struktury drugorzedowej [3][4][5], moze by¢ fakt, ze w przypadku polialaniny stabilno$¢ a-helisy w
wodzie jest znacznie nizsza anizeli w prozni [6]. Jesli chodzi o sktonno$¢ do przyjmowania
struktury a-helikalnej seryna zajmuje miejsce posrednie pomigdzy alaning i glicyna (0,5 kcal/mol
na skali Pace-Scholtza [7]), wzgledem 0 kcal/mol dla aminokwasu najbardziej sprzyjajacego
a-helisie czyli alaniny 1 1 kcal/mol dla aminokwasu najbardziej destabilizujacego ta konformacije tj.
glicyny; dlatego tez analizowane peptydy sktadaty sig z reszt Gly, Ala badz Ser. Ponadto poliglicyna
stanowi istotny punt odniesienia poniewaz reszty aminokwasowe wchodzace w jej sklad nie
posiadaja tancuchéw bocznych, dlatego moze ona shuzy¢ jako model szkieletu peptydowego.
Réwniez szybko$¢ rozwijania si¢ lancucha peptydowego zalezy od rodzaju aminokwaséw go
tworzacych. Znaleziono np. ze szybko$¢ rozwijania si¢ peptydu zwigksza si¢ w kolejnosci
Ala<Val<Ser<Gly. Rozfaldowywanie si¢ helisy polialaninowej jest przyspieszane wskutek
solwatacji. W przeciwienstwie do tego poliseryna jest bardziej stabilna w wodzie w poréwnaniu z
proznia, poniewaz jej tancuchy boczne (z grupami hydroksylowymi) moga tworzy¢ przerywajace
strukture helisy wewnatrzczasteczkowe wiagzania wodorowe ze szkieletem tatwiej w prézni anizeli
w wodzie [6]. Wszystko to sugeruje, ze struktura otoczki hydratacyjnej bgdzie odmienna w
przypadku poliglicyny, polialaniny i poliseryny. Jednym z gtéwnych celéw mojej pracy byto
okreslenie czy i w jakim kierunku te zmiany nastepuja — czy w stron¢ zwigkszenia uporzadkowania

wody, czy tez w strong¢ bardziej chaotycznego ulozenia czasteczek w warstwie solwatacyjne;.

W wyciaganiu wnioskoOw nie chciatem si¢ jednak ograniczy¢ jedynie do weryfikacji
parametrow uporzadkowania oraz do stwierdzenia kierunku zmian w uporzadkowaniu wody, ale
takze pokusitem si¢ o znalezienie jakiego$ zwiazku migdzy uporzadkowaniem wody w otoczce
solwatacyjnej, a stabilnoscia w rozpuszczalniku peptydow o okreslonej konformacji. Nie sa to
rozwazania ,,czysto akademickie” biorac pod uwage fakt, ze homopolipeptydy takie jak polialanina
moga odgrywac istotng rolg w tworzeniu kilku choréb neurodegeneratywnych [8] takich jak np.
plasawica Huntingtona. Przejscie pomigdzy strukturami a-helikalnymi, a f-harmonijkowymi uwaza
si¢ za warunek wstgpny powstawania 1 wzrostu zarodkéw witdknistych odpowiedzialnych za

chorobotworcze dziatanie polialanin [9][10].

Dynamika molekularna pomimo oczywistej] wady jaka jest to, ze korzysta z pewnych
przyblizen, posiada ogromna zaletg polegajaca na tym, ze pozwala na symulowanie uktadéw, ktore
nie istnieja w rzeczywistosci co pozwala na bezposrednie uchwycenie wptywu okreslonych

czynnikow. Oprocz stworzenia wspomnianego peptydu z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi



(wysoce hydrofobowego) atomy szkieletu 15-resztowych polipeptyddow w moim przypadku sa
sztucznie utrzymywane mniej wigcej] w tym samym potozeniu. Dzigki temu jestem w stanie
utrzymywac peptyd w okreslonej konformacji, nawet jesli normalnie nie bylby on stabilny w

wodzie.

W przeciwienstwie np. do polialaniny literatura po§wigcona hydratacji poliseryny nie jest

zbyt obszerna ([6][11]). Moja praca w duzej mierze wypelnia ta luke.

Wybdr biatka sbwAFP (o masie 9 kDa znajdowanego w ¢mie z rodziny zwojkowatych -
Choristoneura fumiferana) podyktowany byl nie tylko wspomniana weryfikacja parametrow
uporzadkowania dla wody wokot niejednorodnych makroczasteczek, ale takze checia okreslenia
zmian w strukturze wody indukowanej obecnoscia tego biatka (co zapobiega jej zamarzaniu). Moim
celem jest poznanie charakteru i zakresu tej modyfikacji, co powinno pomoc w dokladnym

zrozumieniu aktywnosci przeciwzmrozeniowej tego 1 podobnych biatek.

Cze$¢ wynikow zawartych w tej pracy zostata juz opublikowana ([12]).



3. Przeglad literatury

3.1. ,,Woda matryca zycia” (Paracelsus) — przeglad literatury
dotyczacy wody solwatacyjnej oraz parametrow uporzadkowania
rozpuszczalnika

Juz Tales z Miletu stwierdzil, ze woda jest najwazniejszym sktadnikiem przyrody. Czy jest
niezbedna do zycia — jeszcze nie wiadomo, na pewno jest jednak konieczna dla funkcjonowania
zycia w tej formie ktora znamy, majac na mysli zestaw bioczasteczek (biatek, kw. nukleinowych,
lipidow oraz sacharydow), ktory wyksztalcit si¢ w trakcie ewolucji. O ile chyba nigdy nie
kwestionowano roli wody jako rozpuszczalnika biomolekul, to juz niezauwazanie wody jako
reagenta jeszcze do niedawna byto dosy¢ powszechne wsrod biochemikow (mimo, ze woda stanowi
srednio ~60% objgtosci zywych komorek; w stgzeniu Srednio ~54 M). Nie zauwazano tez roli wody
jako czynnika umozliwiajacego poprawne funkcjonowanie biatek i1 peptydéw albo poprzez
ulokowanie w odpowiednim miejscu wewnatrz/na powierzchni biatka, albo poprzez wspotdziatanie
z otoczka solwatacyjna. Niektore czasteczki wody wokot biatek i peptydow sa rownie wazne (a
czasami nawet wazniejsze) jak poszczegélne reszty aminokwasowe; nie ma wigc nic absurdalnego

w przeno$nym sformulowaniu Prabhu i Sharpa, ze w efekcie woda jest ”21. aminokwasem” [3].

Woda w otoczce solwatacyjnej wraz z biatkiem stanowi pewna cato$¢. O tym, ze zaburzenie
w jednym z tych indywiduéw wptywa na drugie moze $wiadczy¢ fakt, ze komodrki rakowe
zawieraja duzo wigcej wody swobodnej (niezaburzonej obecno$cia biatka) anizeli normalne
komorki, za$ stopien ztosliwosci zwigksza si¢ wraz ze stopniem uwodnienia komorki, co thumaczy
si¢ przyspieszeniem metabolizmu w komoérce rakowej [13]. Przy uwzglednianiu roli wody w
otoczce solwatacyjnej nie mozna si¢ jednak ogranicza¢ wytacznie do jej wlasciwosci chemicznych
co uprzytamnia fakt, ze gdy wode “lekka” zastapimy woda cigzka, homeostaza komorki jest
drastycznie zmieniona i w konsekwencji prowadzi do $mierci [14]. Podkresla to rolg badania

fizycznych wlasciwosci wody w otoczeniu biatek.



3.1a. Charakterystyka czasteczki wody

Na czasteczke wody sktadaja si¢ dwa lekkie atomy (wodoru) oraz jeden cig¢zki atom (tlenu).
Niewielka masa wodoru powoduje, ze efekty kwantowe sa w tej czasteczce znaczace (co niestety
odbija si¢ negatywnie na stosowanych w symulacjach komputerowych modelach wody). Dtugos¢
wigzania tlen-wodor wynosi 0,991 A w cieczy, za$ 0,985 A w lodzie Th, w temp. -20 °C. Za warto$¢
kata HOH przyjmuje si¢ warto$¢ 105,5° w cieczy, za§ 106,6+1,5° w lodzie ITh w temp. -20 °C. Ta
warto$¢ jest bliska nie tylko wartosci kata tetraedrycznego (~ 109,5°), ale takze wartosci kata
wewnetrznego w pieciokacie (108°) i jest ona wynikiem hybrydyzacji sp’. Jak wiec widaé
pier§cienie pigciokatne (skladajace si¢ z czasteczek potaczonych wigzaniami wodorowymi)
powszechnie znajdowane w r6znych fazach wody moga by¢ uwazane za naturalng konsekwencje

geometrii jej czasteczki [15].

Czasteczka wody moze drga¢ w rozny sposob, co znajduje odzwierciedlenie w widmie
absorpcyjnym. W stanie gazowym drgania czasteczki wody polegaja na drganiach symetrycznych
rozciagajacych (v;), drganiach asymetrycznych rozciagajacych (vi) oraz zginajacych (v»)
wiazan kowalencyjnych. Obroty sa zawsze mnie lub bardziej powiazane z tymi drganiami; w fazie
cieklej sa one dodatkowo ostabiane wskutek obecnosci wiazan wodorowych dajac w rezultacie
libracje (ang. librations) przejawiajace si¢ dwoma pasmami (mniejsze pasmo L; przy 395,5 cm™;
gléwne pasmo L, przy 686,3 cm™ (ciekta woda; 0°C). Absorbancja L; wzrasta wraz ze wzrastajaca
temperatura, podczas gdy absorbancja L, zmniejsza si¢, ale odpowiedni pik ulega poszerzeniu.
Generalnie czgstotliwo$¢ drgan wahadlowych silnie zalezy od momentu bezwtadnos$ci czasteczki
(np. czgstotliwos¢ drgan wahadlowych D,O jest mniejsza niz H,O). Ponadto w cieczy linie
spektralne sa szersze powodujac nakladanie si¢ na siebie pikow absorpcyjnych pochodzacych od
roznych drgan. Glowne pasmo drgan rozciagajacych jest przesunigte w kierunku nizszych
czestotliwosci (vs=3490 cm™ za$ vi=3280 cm™) za$ czestotliwos¢ drgan zginajacych jest zwigkszona
(v2=1644 cm™) wskutek wystepowania w cieczy wigzah wodorowych. Czestotliwos$¢ drgan
rozciagajacych zwigksza si¢ o ~360 (przy 3,1 A) — 1000 (przy 2,6 A) cm™ A ze zwigkszajaca sie
odlegtoscia  O------ O i okoto 9 cm' stopieh! =ze zmniejszajacym sie katem
O-H------ O. Jak wida¢, zwigkszona sila wigzania wodorowego zazwyczaj przesuwa drgania
rozciagajace w kierunku nizszych czgstotliwosci (przesunigcie w kierunku podczerwieni) z silnie
zwigkszong intensywnoscia w podczerwieni (ale nie w widmie ramanowskim) z powodu
zwigkszonych wartos§ci momentoéw dipolowych. Z tego tez powodu w cieklej] wodzie wraz ze

wzrostem temperatury drgania rozciagajace czasteczek przesuwaja w kierunku wyzszych
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czestotliwoscei, (gdy wiazanie wodorowe stabnie, kowalencyjne wiazania O-H jest wzmocnione
powodujac ze drgaja one z wigksza czestotliwoscia) podczas gdy wewnatrzczasteczkowe drgania
czyli drgania zginajace przesuwaja si¢ do nizszych czgstotliwosci, za$ pik tych drgan staje si¢
wezszy 1 mocniejszy, w ekstremalnym stanie z brakiem wigzan wodorowych, czgstotliwos¢ drgan
rozciagajacych ,,dyndajacego” wiazania OH przy powierzchniach gdzie czasteczka wody ma trzy
wiazania wodorowe (dwa akceptujace i jedno donujace) wynosi 3697 cm™. Zwigkszanie
temperatury powoduje jednak obnizenie intensywno$ci pasm drgan rozciagajacych. Zwigkszanie
ci$nienia natomiast zmniejsza odlegtosci O-----O powodujac wzmocnienie wigzania wodorowego,
co z kolei skutkuje zwigkszeniem odlegtosci kowalencyjnych wiazan O-H 1 obnizeniem
czestotliwosci drgan rozciagajacych tych wiazan. Zmiany w srodowisku wokot kazdej czasteczki
cieklej wody powoduja znaczace poszerzenie linii spektralnej wynikajace z przesunigcia drgan,
przy czym w przypadku zmian wokét donora wiazania wodorowego to przesunigcie jest wigksze
niz w przypadku zmian wokot czasteczki akceptora; jednak w obu przypadkach mamy do czynienia
ze zmianami w tym samym kierunku, 1 kumulujacymi si¢ wraz ze zwigkszaniem si¢ liczby wiazan
wodorowych. Intensywno$¢ absorpcyjna drgan w ciektej wodzie wynosi vi;v2;vs=0,87;0,33;1,00,
dla poréwnania w fazie gazowej te intensywno$ci wynosza (H,'°O) vi;va;vs = 0,07;1,47;1,00 [16].
Nawet w temperaturze zera absolutnego, czasteczka wody nie jest statyczna; czgstotliwos$¢ drgan w

punkcie zerowym wynosi 4634 cm™, co odpowiada energii 55,4 kJ mol™ [15].

Jesli chodzi o rozktad tadunkoéw, to w najprostszy, a zarazem chyba w najbardziej ilosciowy
sposob mozna go przedstawi¢ poprzez ciag momentoéw multipolowych. Pierwszy sktadnik tego
szeregu — moment dipolowy — dla wody wynosi ~1,85 D. Czasteczka wody podobnie jak wiele
innych matych czasteczek charakteryzuje si¢ znaczaca polaryzowalnos$cia dipolowa, a wigc moment
dipolowy moze zosta¢ znacznie zwigkszony (nawet do ~4 D) wskutek oddzialywania z
zewngtrznym polem elektrycznym. Bez tego warto$¢ przenikalnos$ci dielektrycznej ciektej wody nie
bylaby tak wysoka, a wigc nie bylaby cieklta woda tak dobrym $rodowiskiem do dysocjacji

jonowej. Drugi czton wspomnianego szeregu, czyli moment kwadrupolowy jest rowniez znaczacy (

-4.27 DA XX ; .7.99 DA YY; -5.94 DA %2, w temperaturze 25 °C), i mozna go powiaza¢, ze znanym
prostym modelem czasteczki wody jako posiadajacej dwa centra fadunku dodatniego umieszczone
na jadrach wodoru, i dwa centra tfadunku ujemnego (“wolne pary elektronowe”) tetraedrycznie
rozmieszczone wzgledem centrow tadunku dodatniego. Bardziej szczegotowa analiza rozktadu
fadunku pokazuje jednak, ze powinnis$my rozwaza¢ ladunek ujemny jako nie rozdzielony na dwie

oddzielne ,,gal¢zie” (ang. lobes), ale jako pojedyncza strefe¢ tadunku ujemnego, gdyz obszary



fadunku ujemnego (wolnych par elektronowych) okazuja si¢ by¢ duzo blizsze $rodka czasteczki,
anizeli dodatnio natadowane regiony znajdujace si¢ wokot wodorow. Tak wigc w rzeczywistosci

rozktad fadunkow jest blizszy trojkatnemu, anizeli tetraedrycznemu.

Czasteczki wody oddzialuja ze soba poprzez wigzania wodorowe. Energia wigzania
wodorowego pomiedzy dwiema czasteczkami wody jest rzedu 20 kJ mol”' (warto$¢ posrednia
pomigdzy prostym oddziatywaniem van der Waalsa, a wigzaniem jonowym). Jest to warto$S¢ w
przyblizeniu 10 razy wigksza od typowych fluktuacji termicznych w temperaturze pokojowej
(~10kgTpokojowa), 1 Wzgledna sita tego wiazania (o ile mozna zwac je wiazaniem, gdyz udziat
oddziatywania elektrostatycznego jest tu dominujacy) daje proste wytlumaczenie tego, ze woda w
temperaturze pokojowej znajduje si¢ w stanie ciektym, w odrdznieniu od innych czasteczek o
podobnej masie czasteczkowej. Poza energia wigzania wodorowe pomigdzy czasteczkami wody
charakteryzuja si¢ kierunkowos$cia oraz liczba czasteczek, ktore moga oddziatywac ze soba [15].
Jedna z cech wiazania wodorowego w wodzie jest jego wzgledna liniowos$¢; jesli jest ono zgigte
wowczas nakladanie sig orbitali (tzn. wolnej pary elektronowej na tlenie jednej czasteczki wody z
orbitalem antywiazacym o*on usytuowanym na drugiej czasteczce) jest mniej efektywne, a w
konsekwencji samo wiazanie jest slabsze [4][17]. Ta wlasciwo$¢ ma powazne konsekwencje —
powoduje ona utrzymywanie sasiednich czasteczek wody “na dhugos¢ wiazania”, zapobiegajac tak
znaczacemu upakowaniu czasteczek wody jak ma to miejsce w innych cieczach [4]. Pomimo, ze
rozktad tadunku w czasteczce wody raczej nie jest tetraedryczny, to jednak klasyczny obraz
preferowanego utozenia 2 akceptorow i 2 donoroéw wiazan wodorowych w narozach tetraedru jest
dobrym przyblizeniem (zwtaszcza w przypadku fazy krystalicznej — lodu) wynikajacym nie tylko z
rozmieszczenia tadunkow na czasteczce centralnej, ale rowniez z proporcji akceptorow do donorow
(2:2) oraz uwzglednienia przestrzeni dostepnej do ulokowania 2 donorowych wodoréw w obszarze
wolnych par elektronowych [15][18][17]. Réwna liczba donoréw i akceptoréw jest jedna z
najbardziej specyficznych wlasciwosci wody (podobnie jest w przypadku krzemionki) majaca

olbrzymie znaczenie biologiczne.



3.1b. Struktura czystego rozpuszczalnika

Motyw czasteczki wody zwiazanej tetraedrycznie z czterema sasiednimi czasteczkami jest
kluczowy dla zrozumienia geometrii faz skondensowanych np. takie motywy skladaja si¢ na
struktur¢ najpowszechniej znanej formy lodu, a mianowicie lodu Th. Struktura tego lodu
sktadajacego si¢ z sze$ciocztonowych pier§cieni jest struktura bardzo otwarta; mozna zauwazy¢
biegnace przez nia kanaly. W tego typu lodzie, jesli bierzemy pod uwage wiazania wodorowe
mozemy zauwazy¢, ze odleglo$ci tlen-tlen sa niemal réwne (2,759 A 12,761 A w 223 K); podobnie
rzecz ma si¢ z katami (kat OOO: 109,36° oraz 109,58°), a wigc sa to niewielkie odchylenia od
wartos$ci kata tetraedrycznego (109,47°) i $redniej wartosci kata HOH pojedynczej czasteczki wody
— 104,52° . Oczywiscie 1od Ih nie jest jedyna znana postacia krystaliczna wody; przy wigkszych
cisnieniach obserwujemy inne jego postacie krystaliczne. Dla faz powstajacych przy wyzszych
ci$nieniach obserwujemy wigksza tolerancj¢ dla dlugosci 1 wartosci katow wiazan wodorowych;
oprocz pierScieni szeSciocztonowych spotykamy réwniez pierScienie pigcioczionowe. W
szczegolnosci cze$¢ potencjalu woda-woda zalezna od katow wydaje si¢ by¢ elastyczna pozwalajac
na znaczne odchylenia od idealnej geometrii tetraedrycznej. Poczawszy od lodu IV obserwujemy
takze strategi¢ “nawlekania” wiazan wodorowych przez niektére otwarte pier§cienie
sze$ciocztonowe. Niemniej we wszystkich strukturach krystalicznych czterokoordynacyjna
geometria zostaje utrzymana [15]. Oprocz faz krystalicznych wody (termodynamicznie stabilnych i
metastabilnych, ktérych dotychczas odkryto przynajmniej 16) mamy jeszcze 2, albo 3 postacie
amorficzne (szkliste) termodynamicznie nietrwate: stan amorficzny o wysokiej gestosci (HDA; ang.
high-density amorphus state), stan amorficzny o niskiej gestosci (LDA; ang. low-density
amorphous state) 1 by¢ moze roéwniez stan amorficzny o bardzo wysokiej gestosci (VHDA; ang.

very-high-density amorphous state) [19][20][21].

W przypadku cieklej wody nie mozemy oczywiscie mowi¢ o sieci w periodyczny sposob
sktadajacej si¢ z powtarzalnych elementow. Woda ciekla jest zasadniczo nieuporzadkowana
struktura, ktorej nie mozna odnosi¢ do zadnej sieci krystalicznej. Mamy tutaj nadal do czynienia z
czterokoordynacyjnym motywem, charakteryzujacym si¢ nizsza energi¢ potencjalna, entropia,
gestoscia 1 bardziej stabilna dynamika; aczkolwiek oprocz tego motywu jest znaczacy udziat
trojkoordynacyjnej “tréjkatnej” koordynacji zgodnej z geometria rozkladu gestosci elektronowej
w wodzie oraz struktury bipiramidy trygonalnej, w ktorej atom tlenu jest akceptorem dla trzech
atoméw wodoru. Te dwa ostatnie rodzaje struktur charakteryzuja si¢ wyzsza ggstoscia, energia

potencjalna i entropia, mniej stabilna dynamika i tendencja do wzajemnej agregacji. Badania
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dynamiki molekularnej ujawniaja obecno$¢ pierScieni cztero-, pigcio-, szeScio- 1
siedmiocztonowych — wszystkie zgodne z zakresem warto$ci katow spotykanych w uprzednio
omawianych fazach krystalicznych (lodu), aczkolwiek rozktad tych wartoSci ma oczywiscie
bardziej ciagly charakter anizeli w ciele statym [15][18]. W czasie topnienia lodu zerwaniu ulega
jedynie 15% wiazan wodorowych, co oznacza, ze zdecydowana wigkszo$¢ wiazan wodorowych
pozostaje nietknigta [20]. Maksimum ggstosci przy 4 °C moze by¢ wlasnie widziane jako
konsekwencja utrzymania si¢ znacznej liczby “lodopodobnych” konfiguracji wody. Niektorzy
nawet posuwaja si¢ do stwierdzenia, ze ciekla woda (w warunkach otoczenia) jest mieszaning
dwoch rodzajow faz, jednak ten poglad jest krytykowany. Moéwi sig raczej o ciaglym, aczkolwiek
bimodalnym rozktadzie geometrii i energii wiazan wodorowych [4][22][23]. Niemniej jednak
obecnie coraz czgscie] mowi si¢ o istnieniu tzw. drugiego punktu krytycznego wody (lokowanego
w okolicach 200+30 K przy cisnieniach rzedu 50-340 MPa; czyli powyzej temperatury zeszklenia
[16]) oraz linii wspdtistnienia (na diagramie fazowym p-T) dwoch metastabilnych faz — jednej
przypominajacej stan amorficzny HDA (ang. high-density amorphous state) 1 najczgsciej okres§lanej
jako HDL (ang. high-density liquid) oraz drugiej bedacej ciekltym analogiem szklistej fazy LDA
(ang. low-density amorphous state) 1 okreslanej jako LDL (ang. low-density liquid). Wprzypadku
HDL w pehi tetraedryczna struktura nie ma by¢ rozwinigta, podczas gdy struktura LDL ma by¢
“bardziej otwarta”, niezbyt odbiegajaca od lodu (Rys. 3.1.1). Wedlug tego pogladu anomalie wody
takie jak: wysoka warto$¢ ciepta wlasciwego czy zalezno$¢ temperaturowa izotermicznego
wspotczynnika $ci§liwo$ci maja by¢ odzwierciedleniem “konkurencji” pomigdzy tymi dwoma
postaciami wody. OczywiScie powyzej tzw. drugiej temperatury krytycznej nie mozna mowi¢ o
dwoch oddzielnych fazach (o czym nadmienitem moéwiac o kontinuum rozktadu geometrii wigzania
wodorowego); jednak pewna “bimodalno$¢” si¢ utrzymuje dajac tzw. linie¢ Widoma na diagramie
fazowym T-p. Ta izochora rozdziela (na diagramie) wode¢ na ciecz o strukturze bardziej
przypominajaca LDL (wodg bardziej lepka), i na t¢ bardziej przypominajaca HDL (bardziej ptynna)
[21][24].
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Rys. 3.1.1. Proponowane struktury wody LDL (a) oraz HDL (b). Gwiazdka oznaczono czasteczkg wody tetraedrycznie
laczaca si¢ ze swoimi sasiadami. Struktura (b) charakteryzuje si¢ wyzsza entropia i entalpia. W przypadku (b)
czasteczka wody oznaczona gwiazdka jest tetraedrycznie potaczona wigzaniami wodorowymi z czterema czasteczkami
wody, ale ponadto znajduje si¢ rownie blisko trzech innych czasteczek (mogacych pochodzi¢ z innych agregatow) nie
tworzac z nimi wiazan wodorowych oddziatywujac z nimi poprzez oddziatywania dipolowe badZ indukcyjne. Rysunek i
czgsciowo opis pochodza z [13].

Warto zaznaczy¢, ze istnieja dane eksperymentalne potwierdzajace istnienie dwoch rdznych
faz w przechtodzonej wodzie jak 1 wody LDL otrzymanej przez “$cis$nigcie” cieczy w nanoporach
[25][26]; jednak rezim temperaturowy przechtodzonej cieczy pomigdzy temperatura przejscia
szklistego, a temperatura jednorodnej nukleacji (231 K), ponizej ktorej bez zastosowania
obejscia w postaci $ci$nigcia cieczy nie mozna mie¢ do czynienia z przechtodzona ciecza jest
dostepny tylko w symulacjach dynamiki molekularnej rowniez potwierdzajacych istnienie drugiego
punktu krytycznego wody [27]. Warto tez pamigta¢ mowiac o anomaliach wody, ze w
temperaturach wigkszych od ~60 °C i ci$nieniach powyzej ~ 3,0 kbar woda zachowuje si¢ jak wiele
innych cieczy, a jej zachowanie jest tak naprawdg odmienne gtownie przy nizszych temperaturach i
cisnieniach [27]. Badania wykonane przez Rao i wsp. [28] wskazuja na istnienie wielorakich
metastabilnych stanow w cieklej wodzie oraz na istnienie znacznej réznicy w drugiej warstwie
solwatacyjnej dwoch typoéw czterokoordynacyjnych struktur w ciektej wodzie co mozna wiazaé z
przejSciem fazowym ciecz-ciecz w niskich temperaturach [28]. Struktury charakteryzujace si¢
wigksza tetraedrycznoscia, ktore mozna wigza¢ z woda LDL sa stabilizowane entalpowo (mocne
wigzania utozone niemal tetraedrycznie), za$ struktury o mniejszym uporzadkowaniu sa

stabilizowane entropowo (bardziej ,,wygigte” wiazania wodorowe 1 mniej idealne utozenie) [29].

Jednym z wazniejszych elementéw spotykanych w ciektej wodzie jest uktad trojcztonowy
zwany rozwidlonym wigzaniem wodorowym (ang. bifurcated hydrogen bond). Energia takiego
rozwidlonego wiazania jest 2 razy mniejsza anizeli energia ‘“normalnego” wiazania wodorowego, z
czego Sciortino i wsp. wnioskuja, ze rozwidlone wiazania wodorowe odgrywaja centralng role w
ruchliwosci czasteczek w stanie ciektym wlasnie wskutek obnizonej energii potrzebnej do zrywania
takiego wiazania [4][15]. W przypadku tego typu wiazania wodorowego jeden donor wigzania

wodorowego taczy si¢ z dwoma akceptorami [15]. Ostatnie badania [17] wskazuja, ze rozwidlone
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wigzanie wodorowe nie jest stabilnym stanem, ale niestabilnym stanem przejSciowym w trakcie
tzw. przetaczania wigzania wodorowego (omowig to bardziej szczegétowo przy okazji omawiania
rearanzacji wiazan wodorowych tj. zrywania i jednoczes$nie tworzenia wigzan wodorowych).
Rozwidlone wiaz. wodorowe moze by¢ stabilne jedynie w przypadku uktadow z silnymi
akceptorami 1 niedostateczna liczba donorow [18]. Powoduje to, ze lokalnie czasteczka wody
moze by¢ potaczona wiazaniami wodorowymi, az z 5 sasiadami; generalnie jednak liczba wigzan
wodorowych zalezy od uzytej definicji, bezpiecznie jest przyja¢ ze wynosi ona 3,4 [17] (chociaz
istnieja prace podajace warto$¢ 2 [30], to sa one jednak podwazane [31][32][33] i reinterpretacja
wynikow data warto$¢ 3,3 [31]; dla definicji Werneta i wsp. [30] wiazania wodorowego i temp 300
K podaje si¢ wartos¢ 3,59 [34]). Znajduje to tez odzwierciedlenie w funkcji rozktadu
przestrzennego (ang. spacial distribution function), opisujacej prawdopodobienstwo znalezienia
czasteczki wody w okreslonej pozycji i odlegtosci wzgledem rozwazanej czasteczki wody. Dookota
atomow wodoru rozwazanej czasteczki wody widzimy dwie wyrazne ,,galezie” odpowiadajace
dwom ““akceptorowym” czasteczkom wody. Natomiast z przeciwleglej strony widoczny jest
rozmyty obszar obrazujacy czasteczki wody donujace wiazania wodorowe. Rozmycie to wynika z
nakladania si¢ na siebie dwoch wolnych par elektronowych, powodujac ze czasteczki donujace
maja wigksza mozliwo$¢ odpowiedniego utozenia si¢ wzgledem czasteczki centralnej, a wige
istnieje mozliwo$¢, ze takich czasteczek moze by¢ ze 3, albo i1 wigcej [15]. Tak wige w przypadku
czasteczki wody z punktu widzenia wigzan wodorowych nie wida¢ wyraznego dowodu na obecnos¢
“oddzielnych” wolnych par elektronowych. Raczej mozemy dostrzec rozciagnigta powierzchni¢ na
ktorej wodory sasiednich czasteczek moga sig “slizga¢”. To nadaje strukturze wody pewna gigtkos¢,
a przez to pewna orientacyjna “elastycznos$¢” w oddziatywaniach woda-woda i w ogole w
oddziatywaniach woda-donory wiazan wodorowych. To takze sugeruje, ze wiazania wodorowe
pomiedzy woda, a grupami peptydowymi takze musza si¢ charakteryzowac¢ pewna orientacyjna

tolerancja (do czego jeszcze powrdcee) [35][36].

3.1c. Oddzialywania wody z indywiduami chemicznymi o niewielkiej masie

czasteczkowej

Zanim przejd¢ do rozwazania korelacji pomigdzy struktura peptydow a struktura wody
zatrzymam si¢ najpierw na oddziatywaniu wody z indywiduami chemicznymi o niewielkiej masie,
co powinno ulatwi¢ zrozumienie bardziej ztozonych procesOw zachodzacych na granicy

woda/peptyd.
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Ulozenie czasteczek wody wokoét jonow charakteryzuje si¢ znaczna kierunkowoscia.
Badania Enderby, Neilsona, Sopera i wsp. [wg 4] z uzyciem rozpraszania neutronéw potwierdzity,
ze w przypadku solwatacji anionéw chlorkowych wigzanie wodorowe jest niemal liniowe co stoi w
sprzeczno$ci z tradycyjnym postrzeganiem solwatacji aniondéw, w ktérym to zaktadano, ze oba
atomy wodoru czasteczki wody sa mniej wigcej w tej samej odleglosci od jonu. W przypadku
solwatacji kationéw niklowych jednakze nie zauwazono tak duzego odchylenia od tradycyjnego
obrazu w ktérym to atomy tlenu sa zorientowane w kierunku jonu; niemniej rdwniez tutaj nie
mozemy powiedzie¢, aby oba atomy wodoru byly w rownej odlegtosci od kationu. Stopien
reorganizacji otoczki solwatacyjnej wydaje si¢ tez zaleze¢ od tadunku kationu. Co wazne wptyw
jonu zdaje si¢ ogranicza¢ niemal wytacznie do pierwszej otoczki solwatacyjnej; badania pokazaty
ze jony zasadniczo nie maja zadnego wplywu na dynamike rotacyjna poza pierwsza warstwa

solwatacyjna [4].

Jednak rozwazanie wylacznie jondw 1 czasteczek polarnych nie moze by¢ wystarczajace do
przyblizenia zrozumienia solwatacji peptydow, ktore maja przeciez charakter amfifilowy. Dlatego
tez tak istotne jest zrozumienie efektu hydrofobowego, ktory odnosi si¢ do stabej rozpuszczalnos$ci
zwiazkéw niepolarnych w wodzie, a pod wzgledem termodynamicznym charakteryzuje sig
dodatnim potencjatem chemicznym przeniesienia czasteczki z jej wiasnej fazy cieklej do fazy
wodnej (Au”>0) [37]. Jego petne zrozumienie pomogltoby w wyjasnieniu tak istotnych procesoéw
biologicznych jak:

a) faldowanie si¢ biatek;

b) oddziatywania biatko-ligand;

¢) wspotzawodnictwo pomiedzy btonami, a woda w rozpuszczaniu waznych czasteczek
z punktu widzenia biochemicznego (w tym oczywiscie peptydow);

d) dziatanie receptorow btonowych [37].

Poniewaz rozpuszczaniu niepolarnych grup w wodzie towarzyszy niekorzystna zmiana
entropii, istnieje sktonnos$¢ tych grup do laczenia si¢ razem w celu zmniejszenia obszaru kontaktu z
woda. Ta sktonno$¢ niepolarnych grup do taczenia si¢ ze soba w celu minimalizacji energetycznie
niekorzystnych oddziatywan z woda jest okreslana jako oddzialywanie hydrofobowe (bardziej

0golna nazwa odnoszaca si¢ nie tylko do roztworéw wodnych jest agregacja solwofobowa) [38]

[39D).
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Jak dotad pojawito si¢ wiele modeli wyjasniajacych efekt hydrofobowy, przy czym kazdy z
nich ma wady i zalety, trudno wigc znalez¢ model, ktéry by zaréwno w ilosciowy jak i jakosciowy

sposOb opisywat doktadnie wszystkie watki zwiazane z tym zjawiskiem.

Jeden z pierwszych modeli starajacych si¢ wyjasni¢ efekt hydrofobowy zostat
zaproponowany przez Franka i Evansa w 1945 r. Jest to tzw. model “gér lodowych” (ang.
“iceberg” model). Zaklada on, ze wysokie uporzadkowanie (a wigc niska warto$¢ entropii) po
przeniesieniu czasteczki hydrofobowej do zimnej wody (o temperaturze bliskiej pokojowe;j),
wynika z kosztu uporzadkowania czasteczek wody wokot substancji rozpuszczonej; zaktada on, ze
woda tworzy co$ w rodzaju klatki otaczajacej substancje rozpuszczona. Wiazania wodorowe "nie sa
tracone" przez czasteczki wody (poprzez "wycelowanie" ich w strong substancji rozpuszczonej), ale
ograniczona zostaje mozliwos$¢ "skierowania" tych wigzan w okreslone kierunki, co oczywiscie
odpowiada za obnizenie entropii, a wynika to z faktu, Zze 1) czg§¢ kierunkdw zostaje zajgta przez
czasteczke niepolarna, 2) partnerzy, z ktorymi czasteczka wody moze utworzy¢ wigzania wodorowe
znajduja si¢ w okreslonych dos¢ ograniczonych miejscach (co jest wynikiem wzglednie niewielkich
ruchow cieplnych). Model ten zaktada, ze klatka jest tworzona przez czasteczki wody, ktorych
utoZenie przypomina stan krystaliczny. W miarg wzrostu temperatury czasteczki pierwszej otoczki
solwatacyjnej uzyskuja mozliwo$¢ zmiany orientacji wzglgdem innych czasteczek wody (a wigc
entropia ulega zwigkszeniu), ale ulegaja przy tym zrywaniu wigzania wodorowe co jest
energetycznie niekorzystne. Zwigkszajace si¢ entalpie i entropie daja dodatnig warto$¢ pojemnosci
cieplnej solwatacji AC, [40]. Model "goér lodowych" zaktadat wigc, ze rozpuszczanie substancji
niepolarnych w zimnej wodzie jest w gruncie rzeczy tworzeniem klatratow [40]. Kauzmann
opierajac si¢ na tym modelu zwrocit uwage na to, ze agregacja czasteczek hydrofobowych moze
wynika¢ z faktu, iz wowczas czes¢ wody bardziej uporzadkowanej przechodzi w glab roztworu,
prowadzac do wzrostu entropii [4]. Z tego punktu widzenia moéwienie o substancjach
"hydrofobowych" jest btedne; lepiej by byto moéwié, iz woda jest "lipofobowa" [39]. Model ten
wywart wielki wptyw na postrzeganie efektu hydrofobowego, jednak obecnie uwazany jest za
niepoprawny. Jak pisze Pratt: "The conclusion seems to be that if you look for clathrate-style
hydration structures you probably see them, but if you ask whether they are necessary for a correct
quantitative understanding, the answer is no. Clathrate is in the eye of the beholder" [41]. Badania
Blokzijla 1 Engbertsa [wg 4] nie wskazuja na to aby wiazania wodorowe byly wzmocnione w
pierwszej otoczce hydratacyjnej badz na to, ze korzystna entalpia hydratacji hydrofobowej moze
zosta¢ przypisana do czego$ wigcej, anizeli do zwyktych oddziatywan van der Waalsa pomigdzy

czasteczka niepolarna a woda. Ponadto nie znalezli oni Zzadnych dowodoéw na wzmocnienie
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uporzadkowania (zmniejszenie entropii) czasteczek wody znajdujacych si¢ wokol substancji
rozpuszczonej. Sie¢ wigzan wodorowych zdaje si¢ jedynie utrzymywaé ta struktur¢ poprzez
orientowanie czasteczek tak, ze wigzania O-H sa styczne do powierzchni niepolarnej czasteczki.
Jednak preferencje okreslonych lokalnych orientacji czasteczek wody maja miejsce nawet w
czystym rozpuszczalniku, a wigc nie ma zadnej niezgodno$ci pomigdzy pojawieniem sig takich
efektow orientacyjnych, a brakiem wzmocnienia struktury [4]. Bardzo ciekawe rezultaty daty
badania przeprowadzone technika EXAFS (ang. Extended X-Ray Absorption Fine Structure) przez
Bowrona 1 wsp. [42][4]. Poré6wnywali oni uzyskane w ten sposob funkcje rozktadu radialnego (rdf)
krypton-tlen gk.o(r)dla a) kryptonu w wodzie powyzej linii zamarzania; b) kryptonu w wodzie
ponizej linii zamarzania, jak wiadomo tworzacego wowczas krysztaly klatratoéw (w tym przypadku
scislej mowiac: hydratéw). Pokazaty one jednoznacznie wyzszy stopien uporzadkowania w drugim
przypadku. Ponadto styczna orientacja wigzanh O-H czasteczek wody z pierwsze] otoczki
solwatacyjnej znaleziona w hydracie, nie jest §cisle zachowana w cieczy. Na dodatek wyniki
uzyskane w wyniku symulacji dynamiki molekularnej ujawnity znaczna warto$¢ wspotczynnika
dyfuzji dla wody w otoczeniu matych substancji hydrofobowych co rowniez zadaje cios modelowi
"g6r lodowych" [4]. Jeszcze ciekawsze rezultaty uzyskali Finney 1 wsp. [42], ktorzy przy uzyciu
rozpraszania neutronow badali hydratacj¢ fert-butanolu w wodzie. Wykazaty one ze: 1) funkcja
rozktadu radialnego wodor-wodor guu(r) dla utamka molowego metanolu w wodzie wynoszacego
1:9 jest nie do odroznienia od tej funkcji dla czystej wody; 2) funkcja ggstosci przestrzennej (ang.
spatial density function; sdf) goo(r, Q) dajaca tréojwymiarowa mape wzglednej gestosci miejsc gdzie
znajduja si¢ atomy tlenu w funkcji odlegtosci r, 1 orientacji Q2 wzgledem tlenu "odniesienia" (tlenu
czasteczki wody z pierwsze] warstwy hydratacyjnej) ujawnita, ze w przypadku 0,06 utamka
molowego tert-butanolu w wodzie w temperaturach 25 °C 1 65 °C pierwsza warstwa "sasiadow"
czasteczki wody z pierwszej otoczki solwatacyjnej tert-butanolu nie r6zni si¢ niczym znaczacym od
pierwszej warstwy "sasiadow" czasteczki wody pochodzacej z czystego rozpuszczalnika. Chce tu
podkresli¢, ze z definicji pierwsza warstwa "sasiadow" czasteczki wody to nie to samo co pierwsza
otoczka solwatacyjna czasteczki hydrofobowej! 3) znaczna rdéznicg w wygladzie sdf mozna
zaobserwowac je$li popatrzymy na druga warstwe "sasiadow" czasteczki wody z pierwszej warstwy
hydratacyjnej. Wowczas widzimy, ze ta druga warstwa jest bardziej "wciagnigta" do $rodka w
przypadku tBuOH w wodzie. Efekt ten staje sig jeszcze wyrazniejszy w temperaturze 65 °C, anizeli
w temperaturze 25 °C (co idzie w parze ze wzrostem oddzialywan hydrofobowych). Temu
"wciagnigciu" drugiej otoczki solwatacyjnej towarzyszy uporzadkowanie wody w otoczce,
skutkiem czego zajmuje ona mniejsza objetos¢ [42]. Biorac to pod uwage, mozna przyjac zgodnie z

sugestia Finneya i wsp., ze przedstawiona wyzej koncepcja Kauzmanna moze by¢ calkiem
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sensowna jesli odniesiemy ja nie do pierwszej warstwy hydratacyjnej substancji hydrofobowej ale
do drugiej warstwy "sasiadow" czasteczek wody z tejze warstwy [42][4]. Ponadto Bowron
zauwazyl, ze czasteczki wody wokot hydrofobowych grup metylowych fert-butanolu przyjmuja w
duzej mierze orientacj¢ styczna wzgledem powierzchni niepolarnej; przy czym dozwolony jest
znaczacy zakres innych orientacji (utozenia czasteczek wody rowniez tutaj sa zgodne z zasadniczo
tetraedrycznym motywem strukturalnym). Natomiast polarna grupa hydroksylowa jest hydratowana
poprzez wysoce zorientowane wigzania wodorowe. Badania Dixita 1 wsp. [wg 4] ujawnily, ze
stezone roztwory metanolu (stosunek metanol:woda=7:3) sa niedoskonale zmieszane 1 wysoce
uporzadkowane: agregaty wody ,,mostkuja” grupy hydroksylowe alkoholu tworzac tancuchy
powiazane wigzaniami wodorowymi, ktére przenikaja pomigdzy grupami metylowymi; jednak
wigkszos¢ czasteczek wody przypomina strukture czystego rozpuszczalnika, bynajmniej nie
przypominajac "goér lodowych". Segregacja metanolu i wody utrzymuje si¢ nawet przy wysokim
rozcienczeniu metanolu (podobne wyniki uzyskat Bowron [43] dla wodnego roztworu tert-
butanolu). Réwniez tutaj badania przy uzyciu rozpraszania neutrondéw nie daty zadnej przestanki, ze

nastepuje wzmocnienie struktury w otoczkach hydratacyjnych grup metylowych metanolu [4][42].

3.1d. Efekt hydrofobowy

Obecne proby wyjasnienia efektu hydrofobowego w znacznej mierze wywodza sig z
hipotezy matego rozmiaru (ang. the small size hypothesis). Opieraja si¢ one wszystkie na
nastgpujacym réwnaniu:

Apa=-RT In p, (3.1.1)

gdzie: Ap, jest wkladem do potencjatu chemicznego solwatacji (nadmiarowym potencjalem chemicznym)
pochodzacym od tworzenia wneki dla substancji A, co jest rtOwnowazne solwatacji sztywnej kuli o wielko$ci rownej

substancji A; po jest prawdopodobienstwem, ze w obserwowanej objgtosci rownej wylaczonej objgtosci oddziatywan
substancji A z woda zawarte jest 0 czasteczek wody [44][41][45]. W modelach tych wysoki koszt
przeniesienia niepolarnej czasteczki do wody nie wynika z orientacyjnego uporzadkowania wody w
pierwszej otoczce solwatacyjnej, ale z trudnosci w znalezieniu odpowiedniej wneki (ang. cavity) w
wodzie, z powodu malego rozmiaru czasteczek wody jako, ze duze wneki z wigkszym
prawdopodobienstwem powstang w cieczach o duzych rozmiarach czasteczek [40]. Uwaza sig, ze te
wneki moga powstawac spontanicznie wskutek fluktuacji ggstosci cieczy [4]. Poglad jakoby tylko
ich tworzenie bylo przyczyna efektu hydrofobowego jest kwestionowany [4], niemniej bardzo

niekorzystna entropia tworzenia wngk jest istotna przyczyna hydrofobowosci substancji
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niepolarnych [46]. Proces tworzenia si¢ kulistej wngki jest rOwnowazny wejsciu “sztywnej kuli” w

strukturg wody [47].

Biorac to wszystko pod uwagg proces solwatacji mozna myslowo rozdzieli¢ na 3 niezalezne
procesy — tworzenie wnegki, wlaczanie oddziatywan dyspersyjnych (van der Waalsa) pomigdzy
czasteczka rozpuszczona, a woda oraz na wiaczanie oddziatywan elektrostatycznych (Coulomba).
Kazdemu z tych procesOw mozna przypisa¢ okreslona zmiang entalpii oraz entropii [47]. Jesli
chodzi o oszacowania zmian entropii i entalpii towarzyszacych oddzialywaniom dyspersyjnym i
elektrostatycznym to obiecujace wydaja si¢ przyblizenia uzyskane z teorii odpowiedzi liniowej
(ang. linear response theory) opierajace si¢ na nierownosciach Gibbsa [47], natomiast jesli chodzi o
samo tworzenie wngki to mozna si¢ poshuzy¢ chocby teoria czastek skalowanych (SPT, ang.
scaled particle theory), zwlaszcza jej udoskonalona wersja (ang. revised scaled particle theory)
[44], tzw. teoria informacji (ang. information theory) [44] badZ tez z rOwnania stanu wneki w
wodzie (C-EOS; ang. aqueous cavity equation of state) [47]. Warto zwrdci¢ uwage na zjawisko
“znoszenia si¢ entropii (ang. entropy cancellation), ktore polega na tym, ze podczas gdy fluktuacje
energii substancja rozpuszczona — woda powoduja zmniejszenie entropii, towarzyszace temu
uwolnienie ciepla do otaczajacych czasteczek wody prowadzi do wzrostu entropii rozpuszczalnika
niemal réwnego pod wzgledem wartosci. Powoduje to, ze catkowita zmiana entropii towarzyszaca
solwatacji niewiele r6zni si¢ pomigdzy rozpuszczaniem substancji jonowych, polarnych i
niepolarnych. Natomiast mozna zaobserwowac znaczne roznice pomigdzy entalpia (oraz entalpia
swobodna) solwatacji pomigdzy tymi trzema rodzajami substancji, co wynika oczywiscie z duzych
réznic pomigdzy oddziatywaniami elektrostatycznymi substancji niepolarnych, a polarnych i

jonowych z woda [47].

W przypadku duzych wnegk entalpia swobodna dla otwarcia sferycznej wneki o promieniu R
(tzw. kawitacji) jest suma czlonu powierzchniowego i cztonu objetosciowego:
Apa=4nR?y + (4/3)nR%p (3.1.2)
gdzie:

y - napiecie powierzchniowe na plaskiej powierzchni miedzyfazowej

p — cis$nienie.
Czlon objetosciowy (4/3)nR’p mozna zaniedba¢ w przypadku wnek o promieniu R mniejszym
anizeli kilka nanometrow, a wigc mozemy przyjac, ze:

Apa=4nR%y (3.1.3)
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Powyzsze rownanie mozna wyjasni¢ tym, ze w przypadku duzych substancji niepolarnych, zawsze
ma miejsce tworzenie powierzchni migdzyfazowych (gdyz ma miejsce zrywanie wigzan
wodorowych), a wigc w wyrazeniu na entalpi¢ swobodna solwatacji mamy sktadnik proporcjonalny
do tej powierzchni (4nR*). W przypadku malych substancji rozpuszczonych solwatacja nie
prowadzi do zrywania wigzan wodorowych, pociaga za soba natomiast ich reorganizacj¢. Powoduje
to, ze w przypadku tych substancji entalpia swobodna solwatacji ro$nie liniowo wraz z jej
objetoscia, nie za$ z jej powierzchnia jak ma to miejsce przy rozpuszczaniu duzych substancji
niepolarnych; przy czym w rzeczywisto$ci przejScie pomigdzy tymi dwoma zachowaniami nie jest

ostre co wida¢ na Rys. 3.1.2 [48].

Rys. 3.1.2. Entalpia swobodna solwatacji AG, dla sferycznej wneki w wodzie jako funkcja promienia wngki R. Wyniki
dla temp. pokojowej i ci$nienia 1 atm. Kotka pokazuja wyniki doktadnych obliczen mikroskopowych. y - napigcie
powierzchniowe na plaskiej powierzchni migdzyfazowej. Linie ciagte pokazuja w przyblizeniu rosnacy przebieg
AG/4nR? dla matych R, i asymptotyczny dla duzych R. Rysunek i czgSciowo opis pochodza z [48].

Wartos$¢ entalpii swobodnej solwatacji AG wskazuje prawdopodobienstwo zajscia tego
procesu. AG ma warto$¢ odwracalnej pracy dla reorganizacji rozpuszczalnika 1 solwatacji przez
niego substancji rozpuszczonej. Prawdopodobienstwo zaj$cia solwatacji jest proporcjonalne do
exp(-AG/kgT), gdzie T oznacza temperaturg, za$ kg stala Boltzmanna. To réwnanie mechaniki
statystycznej, ktére wiaze odwracalna pracg z prawdopodobienstwem, pozwala na okreslenie AG
poprzez pomiar statych roéwnowagi, takich jak stezenie substancji rozpuszczonej] w wodzie

wzgledem stezenia w jakich$ innych srodowiskach (poprzez réwnanie AG=-kgTIn(c./c1), gdzie T -
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temperatura, kg - stala Boltzmanna, c, - stgzenie substancji niepolarnej w fazie olejowej, c, -
stezenie substancji niepolarnej w fazie wodnej) lub poprzez obliczenia np. z uzyciem teorii

mikroskopowe;.

Entalpia swobodna solwatacji ma dwie glowne sktadowe; AG=AH-TAS, gdzie AH i1 AS
oznaczaja zmiany entalpii i entropii podczas solwatacji. Wktad entalpowy jest miara Sredniej
energii potencjalnej oddzialywan pomigdzy czasteczkami, za§ wklad entropowy jest miara
uporzadkowania (korelacji migdzyczasteczkowych). Entalpia swobodna procesu oznaczajaca
znaczne zmiany w liczbie oddzialywan migdzyczasteczkowych, takich jak zrywanie wigzan
wodorowych w celu stworzenia powierzchni migdzyfazowej na wzor powierzchni migdzyfazowej

ciecz-para bedzie zdominowana przez sktadowa entalpowa.

Proces, ktory wymaga swoistej przestrzennej organizacji sieci wigzan wodorowych bedzie
si¢ charakteryzowat istotnym wkladem entropowym. W temp. pokojowej np. koszt entropowy
hydratacji matych substancji hydrofobowych jest dominujacy, co jest zamanifestowane przez AG
wzrastajace wraz ze wzrastajaca temperatura. Aczkolwiek wraz z jej wzrostem, zakres wigzan
wodorowych pomigdzy czasteczkami wody zmniejsza sig, za$ utrzymujace si¢ wigzania wodorowe
staja si¢ mniej istotne. Faktycznie, podczas gdy zmiana entropii zwigzana z hydratacja matego
alkanu w temperaturze pokojowej jest ujemna (i znaczaco duza pod wzgledem zakresu), staje si¢
ona dodatnia w poblizu temperatury wrzenia wody. Obrazuje to wszystko nastgpujacy wykres, w
ktérym AG, AH oraz AS zostaly odniesione do warunkow standardowych i do 1 mola substancji
(Ap’,Ah’,As°)
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Rys. 3.1.3. Zalezno$ci Ap’,Ah° oraz TAs® od temperatury T przeniesienia neopentanu z jego wiasnej fazy cieklej do
wody
Patrzac na wykres zaleznoSci Ap’, Ah® oraz TAs’ od temperatury (Rys. 3.1.3.), w przypadku

niewielkich substancji niepolarnych takich jak np. neopentan, mozemy zaobserwowaé znaczna
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zalezno$¢ temperaturowa cztondw entalpowego i entropowego (a wigc m. in. duza wartos¢ AC, =
dAh’/dT). Przy czym jednocze$nie widzimy kompensacje efektow pochodzacych od obu tych
efektow, co powoduje, ze Ap’ w nieznacznym stopniu zalezy od temperatury, bedac >>0 w catym
rozwazanym zakresie temperatur. Niemniej wykorzystujac zalezno$¢ (OAN"/0T),=-As" jesteSmy w
stanie wyznaczy¢ temperaturg Ts w ktorej Ap’ osiaga warto$¢ maksymalng wiedzac, ze w tej
temperaturze As’=0. Podobnie, wykorzystujac rownanie Gibbsa-Helmholtza [6(An"/T)/0T],=-Ah%/T*
mozemy okre$li¢ temperature Ty, w ktorej Ap’/kT osiaga warto$¢ maksymalna, a wiec temperature
w ktorej Ah°=0. Dla niewielkich czasteczek, takich jak benzen, czy neopentan Ty=25°C, a
T~113°C. Jak wida¢ na Rys. 3.1.3 w przypadku zimnej wody (o temp. bliskiej temperaturze
pokojowej) "nieche¢" oleju do do wody wynika glownie z entropii przeniesienia (-TAs® >>0,
Ah°~0); natomiast w przypadku goracej wody (w poblizu temp. wrzenia) pochodzi ona glownie od
entalpii przeniesienia (-TAs’ =0, Ah®>>0). Mogloby si¢ wydawaé, iz efekt hydrofobowy jest
najwigkszy, tam gdzie Ap’ osiaga warto$¢ maksymalna, a wigc w temperaturze T, jednak dane
eksperymentalne pokazuja, ze rozpuszczalno$¢ oleju w wodzie jest proporcjonalna do Ap’/kT, i jest

najnizsza w temperaturze T,

O ile male czasteczki hydrofobowe mozna umiesci¢ w sieci wigzan wodorowych
wody bez jej znaczacego zaburzania, to juz z inna sytuacja mamy do czynienia w przypadku duzych
czasteczek hydrofobowych, np. w przypadku powierzchni biatek [49]. Wystarczajaco duze
fluktuacje gestosci sa konieczne dla umieszczenia w sieci wiazan wodorowych duzej czasteczki
hydrofobowej. Pociaga to za soba entropowy koszt, ktéry nie moze by¢é zroOwnowazony
korzystnymi entalpowo oddziatywaniami pomigdzy woda a substancja rozpuszczona (np. w postaci
wiagzan wodorowych). Stad solwatacja takich substancji jest kosztowna pod wzgledem entalpii
swobodnej. O rdznicach pomigdzy sytuacja w ktérej mamy do czynienia z matymi a duzymi
czasteczkami hydrofobowymi napomknalem juz przy omawianiu teorii SPT. Jest rzecza niemozliwa
ze wzgledéw geometrycznych aby sie¢ wiazan wodorowych utrzymywala swoja integralnos¢ w
poblizu rozciagnigtej powierzchni hydrofobowej. Lum, Chandler i Weeks (LCW) stworzyli model,
ktory przewiduje, ze moze to nawet doprowadzi¢ do sytuacji, w ktorej jesli dwie powierzchnie
hydrofobowe znajda si¢ zbyt blisko siebie, rozpuszczalnik znajdujacy si¢ pomigdzy tymi
powierzchniami zacznie si¢ stamtad "wycofywac", a powstajace w ten sposob podcisnienie
doprowadzi do przyciagnigcia si¢ tych powierzchni, co jednocze$nie oznacza, ze $ci$nig¢ta w ten
sposob woda przechodzi parowanie kapilarne [4]. W teorii LCW réwniez przyjmuje si¢ przejscie
graniczne pomigdzy sytuacja w ktorej] mamy do czynienia z niewielkimi substancjami

hydrofobowymi, a duzymi powierzchniami hydrofobowymi przy wartosci ~1 nm, ktora to
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odpowiada $rednicy van der Waalsa a-helisy (patrz Rys. 3.1.2) [4][50] (w tym samym
przejSciowym obszarze mozna tez lokowaé rozmiary czasteczek adamantanu, bicyklooktanu i
fullerenu Ce [51]). Graniczna odlegtos¢ D. przy ktorej to zjawisko moze zajs¢ oszacowano na
podstawie nastgpujacego rozumowania [52]: ,,ciecz znajdujqca sie na powierzchni hydrofobowej
ma niekorzystnq energie powierzchniowq proporcjonalng do pola tej powierzchni, gdzie stalq
proporcjonalnosci jest napiecie powierzchniowe Yy, energii tej przeciwdziala korzystna entalpia
swobodna masy rozpuszczalnika proporcjonalna do sredniej liczby czqsteczek w cieczy pomiedzy
warstwami, gdzie stalq proporcjonalnosci jest roznica pomiedzy potencjatem chemicznym fazy
ciektej i gazowej w; - 1. Dla wystarczajqco duzej odlegtosci D, przy zalozeniu p; - u, <0, energia
Scisnietego rozpuszczalnika przewaza nad energiq powierzchniowq i ciecz znajdujqca sie pomiedzy
powierzchniami hydrofobowymi jest stabilna. Natomiast przy odleglosci D mniejszej od

D=2y/(p| tu — pel) (3.1.4)
energia powierzchniowa przewaza i Scisnieta ciecz jest niestabilna w porownaniu z parq” (p oznacza
tutaj gesto$é liczbowa czasteczek). Dla wody w temperaturze pokojowej przy ci$nieniu 1 atm D~100
nm. Jak wida¢ rozumowanie to jest analogia rozumowania pokazanego przy omawianiu teorii SPT:
entalpia swobodna hydratacji jest liniowa funkcja objgtosci substancji rozpuszczonej w przypadku
malych rozmiaréw czastek, ale w przypadku wigkszych rozmiardw substancji rozpuszczonej staje

si¢ proporcjonalna do jej powierzchni [52].

Choudhury 1 Pettitt [53][54] badajac zalezno$¢ potencjalu Sredniej sity od odlegtosci
hydrofobowych plytek miedzy soba jak i od charakteru oddziatywan van der Waalsa pomigdzy
ptytka a rozpuszczalnikiem (zaleznie od tego czy uwzgledniaja one oddziatywania przyciagajace,
czy tez nie) usilowali wyjasni¢ te zagadnienia. Odkryli oni, Ze istnienie/nieobecno$¢ warstwy
cieklej wody pomiedzy ptytkami w odleglosciach mniejszych niz 1 nm zalezy od delikatnej
rownowagi pomiedzy energia oddzialywan ptytka -woda, od energii wiazan wodorowych i
rozmiaru ptytki. Np. ptytki grafitowe o wymiarach 11x12 A?przechodza wymuszone geometrycznie
parowanie kapilarne przy odstepie ponizej ~6,8 A w przypadku uwzglednienia zaréwno
odpychajacych jak i przyciagajacych oddziatywan van der Waalsa; jesli jednak uwzgledni sig tylko
oddziatywania odpychajace ptytka-woda wowczas odwodnienie pojawia sie juz przy okoto 10 A.
Co ciekawe, to zachowanie przypominajace LCW znika, gdy ptytki staja si¢ mniejsze. Podkresla to
znaczng rol¢ przyciagajacych oddzialywan van der Waalsa w hydratacji duzych obszarow
hydrofobowych (moga one kompensowa¢ niemozno$¢ utworzenia wigzan wodorowych z innymi
czasteczkami wody wskutek sttoczenia) w porownaniu z ich rola wokot niewielkich substancji

hydrofobowych, gdzie odpychajace oddzialywania van der Waalsa determinuja ksztatt funkcji
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rozktadu radialnego czasteczek wody wokot takich substancji. Badania te potwierdzity takze, ze
czasteczki wody w I warstwie hydratacyjnej wokot takich hydrofobowych plytek maja sktonnos¢ do
takiego si¢ uktadania, ze duza czg$¢ wiazan O-H w czasteczce wody skierowana jest w strong
powierzchni hydrofobowej. Badania Choudhury i Pettitta [54] ujawnily takze, ze odwodnienie w
obszarze pomigdzy dwoma plytkami niekoniecznie nastgpuje poprzez poczatkowe wytworzenie si¢
cienkiej warstwy pary dookola pojedynczego obszaru i ze w niektorych przypadkach mozna
zaobserwowac¢ zjawisko kooperatywnos$ci; podkreslili oni takze, ze oprdcz rozwazania stanu
obszaru migdzy plytkami jako ,,suchego”, badz ,,mokrego”, mozna wyr6zni¢ stan ,,0scylujacy” z
szybko zmieniajaca si¢ gestoscia wody [4][53][54]. Jest on jakby odpowiednikiem sytuacji z ktoéra
mozemy mie¢ do czynienia w przypadku czystego rozpuszczalnika tj. wspotistnienia fazy cieklej i
gazowej. W odrdznieniu jednak od wody bulk tutaj wspotistnienie fazy ciektej i gazowej mozliwe
jest w czasie, ale nie w przestrzeni, co oznacza oscylacje pomig¢dzy tymi dwoma stanami. Rowniez
w odréznieniu  od czystego rozpuszczalnika istnieje skonczony zakres warunkéw
termodynamicznych (np. temperatury i odlegto$ci pomigdzy plytkami) w ktérych ciecz i para moga

wspotistnie¢ w warunkach rownowagi dynamicznej [55].

To wszystko prowadzi do bardziej ogélnego pytania, jak woda zachowuje si¢ i1 jest
uporzadkowana w poblizu pojedynczej powierzchni hydrofobowej. Tutaj ostatnie dane
eksperymentalne (jak rowniez rozwazania teoretyczne) wskazuja na obecno$¢ warstwy o
zmniejszone] gestosci o grubosci tego samego rz¢du co $rednica czasteczki wody. Mozna sig
zapyta¢ czy podobny efekt jest widoczny w przypadku innych cieczy, co mogloby wyjawié role
sieci wiazan wodorowych w wodzie. Maccarini i wsp. [wg 4] rzeczywiscie znalezli warstwy o
zmniejszone] gestosci w podobnym zakresie obszaru na powierzchniach hydrofilowych w
obecno$ci niepolarnych cieczy, co pokazuje, ze nie jest to jednak wilasciwosé, ktéra mozna
przypisywa¢ tylko wodzie. W przypadku niewielkich substancji hydrofobowych mozna
zaobserwowaé odrgbne warstwy solwatacyjne, natomiast w przypadku duzych powierzchni
hydrofobowych, zwlaszcza w przypadku gdy przyciagajace oddzialywania dyspersyjne (van der
Waalsa) sa niewielkie lub Zadne (jak w przypadku idealnej substancji hydrofobowej), mozna
zaobserwowacé obszar ,,odwodniony” (ang. depletion layer). Nawet w przypadku wigkszych
wartosci energii przyciagajacych oddziatywan dyspersyjnych rozktady prawdopodobienstwa dla
znalezienia S$rodka czasteczki wody w danej odlegtosci od srodka duzej, ptaskiej substancji
rozpuszczonej przypominaja wartosci uzyskane dla powierzchni migdzyfazowej pomigdzy woda, a
para. Jednak w przypadku wzmocnionych oddzialywan przyciagajacych szeroko$¢ warstwy w

ktorej gestos¢ czasteczek wody jest zmniejszona zaweza si¢. Uzyskane dane wskazuja, ze
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powierzchnia migdzyfazowa woda-idealna powierzchnia hydrofobowa (z wytaczonymi
oddziatywaniami przyciagajacymi) niczym szczegblnym nie odbiega od granicy woda-para.
Roéwniez rozktady orientacji czasteczek wody na takiej granicy nie roznia si¢ od takich rozktadow
dla powierzchni woda-para [56]. Ostatnio Gao 1 wsp. [57] dokonali z wykorzystaniem spektroskopii
czestotliwos$ci sumy drgan (VSFS, ang. vibrational sum frequency spectroscopy) oraz dynamiki
molekularnej wgladu w struktur¢ wody na granicy woda-para. Obraz powierzchni woda-para jaki

oni uzyskali przedstawitem na Rys. 3.1.4.

(33 FPhase

Rys. 3.1.4. Schematyczna reprezentacja struktury sieci wiazan wodorowych na granicy woda-para. Rysunek i
czgsciowo opis pochodza z [57].

Jak sugeruje Rys. 3.1.4 jedynie dwie najbardziej gorne warstwy czasteczek wody wykazuja silne
uporzadkowanie. Mamy tutaj do czynienia z mocna preferencja do utozenia gornej warstwy w ten
sposob, ze czasteczki wody kieruja jedna ze swoich grup OH w strong fazy gazowej. Taka
orientacyjna preferencja wynika z dwoch czynnikow, ktére pociagaja za soba 1) maksymalizacjg
liczby tworzonych wiazan wodorowych oraz 2) minimalizacj¢ eksponowanego tadunku
czastkowego. W szczegdlnosci istnieje mniejsze prawdopodobienstwo (w pordwnaniu z wigzaniem
O-H wody) tego, ze wolne pary elektronowe z tlenu beda stykaly si¢ z faza gazowa, gdyz takie
utozenie czasteczki wody spowodowaloby wigksze eksponowanie tadunku czastkowego i1 tym
samym jest niekorzystne pod wzgledem energetycznym. W celu utworzenia maksymalnej liczby
wiazan wodorowych woda na granicy powierzchni migdzyfazowej ma sklonnos$¢ orientacji az 3
wiazan wodorowych w strong cieczy. Rowniez w przypadku czasteczek wody znajdujacych si¢ w
drugiej warstwie (Layer 2 na Rys. 3.1.4) ich ulozeniem rzadza dwa wspomniane przed chwila

czynniki. Poniewaz jednak gesto$¢ czasteczek wody w drugiej warstwie jest wigksza anizeli w
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pierwszej, stad efekty schowania tadunku bgda mniej wyraZzne 1 tutaj decydujacym czynnikiem
bedzie maksymalizacja liczby tworzonych wigzan wodorowych. Stad stopien uporzadkowania w
drugiej warstwie jest mniejszy niz w pierwszej. W trzeciej warstwie nie obserwuje si¢ zadnego

znaczacego uporzadkowania w poréwnaniu z woda z giebi roztworu (ang. bulk water) [57].

Dynamika pojedynczej czasteczki wody wykazuje znaczaco rézne zachowanie w poblizu
powierzchni hydrofobowych i hydrofilowych: w poblizu pojedynczej powierzchni hydrofobowe;j
dynamika wody jest czysto dyfuzyjna (w czasie symulacji od 1 do 1000 ps), natomiast w poblizu
pojedynczej powierzchni hydrofilowej dyfuzja jest spowolniona przejSciowym wiazaniem si¢ wody
poprzez wiazania wodorowe, lub wrecz jej ,,uwigzieniem”. Czas relaksacji (ang. exponential decay
time) takiej ,,uwigzionej” wody jest rzedu setek pikosekund. W przypadku czystej wody ruch jest
takze dyfuzyjny juz po czasie symulacji rownym ~ 20 fs, a wigc krotszym niz $redni czas zycia

wiazania wodorowego (~ 1 ps) [58].

Debenedetti 1 wsp. [59][60] kontynuowali badania wody S$ciSni¢tej pomiedzy dwoma
plytkami o réznym charakterze chemicznym. Podkreslmy iz taka wode czgsto spotyka si¢ w
uktadach biologicznych, czego przykladem moga by¢ kanaly jonowe, pory btonowe, srodowiska
wewnatrzkomorkowe oraz wneki (ang. cavities) w biatkach. W danej temperaturze woda znajdujaca
si¢ pomigdzy plytkami moze znajdowac si¢ w stanie stalym, ciektym lub gazowym w zalezno$ci od
wartosci ci$nienia i1 odleglo$ci pomigdzy ptytkami. Gesto$¢ czasteczek wody umieszczonych
pomigdzy powierzchniami hydrofilowymi jest wigksza niz wody $ci$nigtej ptytkami
hydrofobowymi, wciaz jednak nie osiaga gestosci czystej wody przy tych samych warunkach
termodynamicznych. Roéznica pomigdzy gestosciami w  przypadku Sci$nigcia plytkami
hydrofobowymi, a hydrofilowymi zmniejsza si¢ w miare chtodzenia, co jest zgodne ze stopniowym
zamazywaniem sig roznic pomigdzy hydrofobowoscia a hydrofilowo$cia wraz ze zmniejszaniem sig
temperatury. Profile gestosci pokazuja, ze podczas chtodzenia ciekla woda przybliza si¢ do
powierzchni hydrofobowych, co oznacza ze efektywna hydrofobowos¢ ptytki zmniejsza si¢ wraz z
obnizeniem temperatury. Symulacje wody $cis$nigtej przez heterogeniczne plytki ,,udekorowane”
hydrofobowymi i hydrofilowymi motywami ujawnity, ze chlodzenie prowadzi do znaczacego
zamazania si¢ roznic pomigdzy gegstosciami wody na powierzchniach hydrofobowych i
hydrofilowych. Ostabienie hydrofobowosci powierzchni pociaga za soba eksponowanie na
zewnatrz powierzchni hydrofobowych, a w konsekwencji rozfaldowywanie si¢ bialek podczas
schladzania (tzw. zimna denaturacja). A wigc zimna denaturacja jest skutkiem energetycznie

korzystnych oddziatywan pomigdzy woda, a resztami hydrofobowymi, czemu towarzyszy przy
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nizszych temperaturach redukcja kosztu entropowego zwiazanego z uporzadkowaniem wody w
poblizu (czg$ciowo) rozfatdowanego biatka. To ostatnie mozna wythumaczy¢ tym, ze w nizszych
temperaturach mamy mniej wody o nizszej gestosci, a wiecej wody ,,upakowanej”. W konsekwencji
uwolnieniu do glebi roztworu wody, ktéra znajdowala si¢ uprzednio pomiedzy faldujacymi sig
elementami biatka nie towarzyszy termodynamicznie korzystny wzrost entropii. W analogiczny
sposob jak zimna denaturacj¢ mozna wyjasni¢ denaturacj¢ biatek spowodowana ci$nieniem [61]
[60]. To wszystko uwidacznia rol¢ charakteru rozpuszczalnika w stabilizowaniu okreslonych

konformacji polipeptydu [60].

Symulacje wody znajdujacej si¢ pomiedzy powierzchniami hydrofilowymi w
temperaturze T=300 K wskazuja, ze woda pozostaje w stanie cieklym, nawet w warunkach
termodynamicznych w ktorych czysty rozpuszczalnik paruje. Gestos¢ wody $cisnigte] pomiedzy
ptytkami hydrofilowymi wzrasta podczas chtodzenia izobarycznego. Stad, chtodzenie izobaryczne
powstrzymuje tworzenie si¢ fazy gazowej stabilizujac fazg ciekta. Wplyw obnizenia temperatury na
profil gestosci p(z) jest zauwazalnie stabszy od tego obserwowanego w przypadku ptytek
hydrofobowych. Podobnie jak w przypadku profilu gestosci p(z), zmiany profilu $redniej liczby
koordynacyjnej CN(z) podczas schtadzania izobarycznego zaréwno w przypadku plytek
hydrofobowych jak i hydrofilowych sa pod wzgledem ilosciowym podobne do zmian podczas
sprezania izotermicznego (z - odlegtos¢ od $rodka obszaru znajdujacego si¢ migdzy ptytkami). Natomiast w
przypadku profilu stopnia tetraedrycznos$ci widoczne jest odmienne zachowanie si¢ tego profilu w
przypadku schladzania i spr¢zania. Schiadzanie izobaryczne powoduje zauwazalny wzrost stopnia
uporzadkowania, czego nie mozna powiedzie¢ o sprg¢zaniu izotermicznym. Podkresla to wage
badania parametrow okreslajacych stopien uporzadkowania do czego jeszcze wroce przy
szczegotowym omawianiu tych wielko$ci. Podobienstwo w zachowaniu si¢ wody migdzyfazowe;j
poddawanej schtadzaniu izobarycznemu 1 sprezaniu izotermicznemu jest odzwierciedlone w
analogicznym zachowaniu si¢ odpowiednich funkcji zwiazanych z tymi procesami (wspotczynnika
rozszerzalno$ci cieplnej 1 wspotczynnika $cisliwosci izotermicznej). Wartosci tych funkcji sa
najwigksze w przypadku cieczy znajdujacej si¢ pomigdzy ptytkami hydrofobowymi, mniejsze w
przypadku plytek hydrofilowych, za§ najnizsze wartosci przyjmuja dla czystej wody. Orientacja
czasteczek wody na powierzchni migdzyfazowej jest bardzo odmienna w poblizu plytki
hydrofobowej 1 hydrofilowej. Jak juz wspominatem w poblizu pltytek hydrofobowych, czasteczki
maja jeden atom preferencyjnie skierowany prostopadle w kierunku powierzchni (czyli tak jak na
granicy woda-para); pozostate 3 wiazania wodorowe tworza kat ~70° z wektorem wychodzacym

od powierzchni. Natomiast czasteczki wody w poblizu powierzchni hydrofilowych akceptuja w
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przewazajacej mierze jedno wiazanie wodorowe skierowane prostopadle ku powierzchni, pozostate
3 wiazania wodorowe tworza kat ~ 110° stopni z wektorem wychodzacym od powierzchni. Co
ciekawe w obu przypadkach orientacja czasteczek wody jest w szerokim zakresie niewrazliwa na
zmiany temperatury i ci$nienia. Te wyniki wskazuja, Ze orientacja czasteczek wody, jak rowniez kat
zwilzania na powierzchni migdzyfazowej zaleza przede wszystkim od polarnosci ptaszczyzny

(chemiczny charakter powierzchni) a nie od warunkéw termodynamicznych [60].

Debenedetti 1 wsp. [60] badali takze wpltyw niejednorodnos$ci powierzchni na gestosé
Scisnigte] wody - rozwazano ptytki skladajace si¢ z hydrofobowych (hydrofilowych) motywow
otoczonych przez hydrofilowe (hydrofobowe) obrzeza. Symulacje pokazuja, ze dla badanych
modelowych powierzchni, lokalna gestos¢ w poblizu regionow hydrofobowych jest wzmocniona
obecnoscia sasiednich domen hydrofilowych. Poniewaz powierzchnie hydrofobowe staja si¢
bardziej ,,przyciagajace” dla wody w czasie chiodzenia, indukowane hydrofilowo$cia zwilzenie

region6w hydrofobowych staje si¢ mniej wyrazne w miar¢ obnizania temperatury.

Z uzyskanych badan wynika, ze model LCW opisujacy agregacj¢ hydrofobowa wywotana
odwodnieniem nie jest w stanie dostarczy¢ ogdlnego mechanizmu dla opisu makroczasteczkowych
oddziatywan hydrofobowych w tym np. faldowania si¢ biatek [4]. Symulacje wykonane przez ten
Wolde'a 1 Chandlera na polimerze sktadajacym si¢ ze ,,sztywnych kul” sugeruja, ze polimer
hydrofobowy ,.falduje si¢” w procesie przypominajacym przej$cie fazowe pierwszego rodzaju w
ktérym krokiem limitujacym szybkos$¢ jest nukleacja wystarczajaco duzego babelka pary wskutek
fluktuacji rozpuszczalnika [62]. Jednak symulacje faldowania si¢ biatek pokazuja bardziej ztozona
sytuacje [4]. Ciekawe wyniki uzyskat Berne 1 wsp. [wg 4][wg 63] w czasie symulacji enzymu
BphC, sktadajacego si¢ z dwoch domen. Przy "normalnych" oddzialtywaniach (tj. zaréwno
oddziatywania kulombowskie jak 1 van der Waalsa "wlaczone"), gdy dwie domeny zblizaty si¢ do
siebie "odwodnienie" si¢ nie pojawialo. Wywolano je natomiast gdy "wylaczono" oddzialywania
elektrostatyczne pomigdzy biatkiem, a woda 1 pojawialo si¢ (cho¢ w mniejszym stopniu) gdy
wylaczono przyciagajace oddzialywania van der Waalsa. Mimo, ze Berne i wsp. [63][64] znalezli
kilka struktur w ktorych "odwodnienie" pojawialo si¢ w trakcie asocjacji podjednostek (jak np. w
przypadku tetrameru mellityny, matego polipeptydu znajdowanego w pszczelim jadzie [63]), to
jednak generalnie nie zaobserwowano tego zjawiska. Wyciagnigto z tych i jeszcze innych badan
wniosek, ze znaczna liczba reszt polarnych na asocjujacych powierzchniach (np. hydrofobowego
rdzenia biatka) wystarcza do powstrzymania parowania kapilarnego. A wigc, nawet jesli mechanizm

LCW uczestniczy w faldowaniu niektorych biatek, to jest on niezmiernie wrazliwy zaréwno na
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chemiczne wiasciwosci zaangazowanych domen biatkowych, a by¢ moze réwniez na geometrig
asocjacji [4][63]. Badania nad mellityna podkres$laja tez rolg¢ topografii, czyli rozmieszczenia
poszczegbdlnych reszt aminokwasowych. Aminokwasy wystajace z powierzchni, rozrywajace sie¢
wiazan wodorowych wokot nich sprzyjaja zmianom konformacji zachodzacym za posrednictwem
»odwodnienia” [63]. Berne i wsp. [64] podkreslaja, ze odwodnienie powierzchni moze nie tylko by¢
istotne w niektorych przypadkach faldowania biatek, ale takze w wiazaniu przez biatka ligandow.
Na to, ze odwodnienie powierzchni nie jest jednak ogdlnym mechanizmem w fatdowaniu biatek
wskazuja takze badania MacCalluma i wsp. [65] ktorzy to odkryli, Ze w czasie dimeryzacji a-helis
polialaninowych i polileucynowych (Alay i Leuy) nie wystgpuje zadne odwodnienie pomigdzy
fancuchami do czasu az jest ono sterycznie wymuszone zwyklym brakiem miejsca dla wyscielenia
warstwa wody. Istnieja jednak dane wskazujace, ze teoria LCW moze si¢ jednak okaza¢ uzyteczna
do wyjasnienia agregacji 1 faldowania biatek amyloidalnych, ktére powoduja takie choroby jak

zespot Alzheimera [66].

3.1e. Woda w bialkach i wokol bialek

Tym samym przyblizytem si¢ do omawiania hydratacji tak niejednorodnych pod wzgledem
chemicznym ukladéw jak peptydy. Jak wida¢ nawet w przypadku prostych modelowych uktadow
obraz hydratacji jest dosy¢ ztozony. Zanim przejde do opisu struktury i dynamiki wody wokot

peptydow (w tym biatek) oméwie znaczenie wody w przypadku tych biomolekut.

Woda otaczajaca bioczasteczki, z ktdrych gros stanowia bialtka, nie zachowuje sig jak czysta
woda, poniewaz jej oddzialywania z powierzchnia bioczasteczek musza nieuchronnie zaburzaé
trojwymiarowa sie¢ wiazan wodorowych; powierzchnie te sila rzeczy wymuszaja granice tej sieci.
Natura tego zaburzenia zalezy od wielu czynnikow: od tego czy powierzchnia jest hydrofilowa, czy
hydrofobowa; jak wyglada rozklad tadunkow elektrycznych na tej powierzchni (czy jest ona
spolaryzowana), czy zawiera ugrupowania chemiczne, ktore moga tworzy¢ wiazania wodorowe;
jaki jest jej ksztalt; rowniez od obecnos$ci jondw i kosolwentow [67]. Rozréznianie klas wody
woko6t biatek jest wygodne (woda bulk, zwiazana, z otoczki solwatacyjnej itd.), jednak czytajac
ponizsza charakterystyke nalezy pamigta¢, ze w rzeczywistosci istnieje kontinuum wplywu wody
na makroczasteczkowe oddziatywania 1 konformacje [68]. RoOwniez moéwienie o wodzie
uporzadkowanej wokot bialek (ang. structured water) jest czgsto powtarzanym naduzyciem,

zwlaszcza w kontekscie upadku teorii ,,gor lodowych” [67].
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Czasteczki z pierwszej i drugiej warstwy solwatacyjnej znajduja si¢ na zewnatrz
powierzchni dostgpnej dla rozpuszczalnika [36]. Czasteczki wody z pierwszej warstwy definiuje sig¢
jako te, ktore bezposrednio oddziatuja z atomami na powierzchni peptydu poprzez wiazania
wodorowe i/lub oddzialywania van der Waalsa. Czasteczki z drugiej warstwy nie maja zadnych
bezposrednich oddziatywan z biatkiem [36]. Wplyw biatka na wodg jest znaczacy w jego pierwszej
warstwie solwatacyjnej 1 zmniejsza si¢ gwaltownie wraz z oddalaniem si¢ od jego powierzchni.
Szeroki wachlarz badan pokazuje, ze struktury tworzone przez czasteczki wody dopasowuja si¢ z
fatwos$cia do dostgpnych miejsc na powierzchni biatka, ktore moga tworzy¢ wiazania wodorowe z
rozpuszczalnikiem. Czasteczki wody moga dopasowywac si¢ do nieregularnosci powierzchni i
moga, poprzez trojkrotna koordynacj¢ neutralizowaé znaczace nierownowagi donorowo-
akceptorowe. Mozliwo$¢ tworzenia przez wodg uktadow “tréjkoordynacyjnych” moze thumaczy¢
przewage (w kontek$cie biologicznym) wody nad innymi substancjami tetraedrycznymi jak
krzemionka, krzem czy german [15]. Czasteczki wody zajmuja okre$lone miejsca w biatku i tworza
w okreslonych miejscach agregaty (w ktorych czasteczki wody sa powiazane ze soba wiazaniami
wodorowymi na wzdr sieci) [5][66]. Te agregaty pokrywaja powierzchnig biatka jak pstrokacizna i
lacza si¢ one poprzez wiazania wodorowe z polarnymi atomami na powierzchni biatka [36].
Zdaniem Levy'iego i Onuchica [5] okoto 55% wody z pierwszej otoczki solwatacyjnej jest
zwiazana ze szkieletem, za$ reszta z natadowanymi tancuchami bocznymi. Sie¢ wodna dookota
biatka faczy elementy struktury drugorzedowej i nie tylko stanowi pewien element struktury, lecz
takze wptywa na dynamikg biatka okreslajac m. in. preferowane drgania czasteczki biatka [5]. Jak
juz wspomnialem pewne czasteczki wody sa zwigzane w specyficznych miejscach i moga by¢
zidentyfikowane krystalograficznie, a przez to sa uwazane za integralna czgs¢ struktury biatkowe;.
Rozmiar 1 zakres sieci wigzan wodorowych wzrasta silnie powyzej progowego poziomu réwnego
~0,3 g wody na 1 g biatka (0,3 gg'). Ta ilos¢ wody jest bliska tej wymaganej do tego aby biatko
charakteryzowato si¢ odpowiednimi wlasciwosciami termodynamicznymi i mechanicznymi (tzn.
umozliwiajacymi ruchy poszczegdlnych czesci biatka) oraz jest bliska wartoSci wymaganej dla
pokrycia powierchni biatka jedna warstewka czasteczek wody [36][69]. Aktywno$¢ enzymatyczna
réznych czgsciowo uwodnionych bialek przyspiesza znacznie przy poziomach hydratacji rzedu 0,1-
0,2 gg!' np. aktywnos$¢ enzymatyczna lizozymu moze by¢ jedynie wykryta, gdy poziom hydratacji
osiaga warto$¢ ~0,20 gg', a peli¢ dynamiki osiaga przy 0,38gg” [70][71]. Dosy¢ podobne
gwaltowne wzrosty aktywnos$ci enzymatycznej dla innych enzymdéw mozna zaobserwowac przy
podobnym poziomie uwodnienia. Innym przyktadem aktywno$ci biologicznej indukowanej

hydratacja jest gwaltowny wzrost pompowania protonéw w bakteriorodopsynie przy ~60%
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wilgotnosci wzglednej [70][72]. To wszystko mozna wyjasni¢ tym, ze w danej temperaturze moga
istnie¢ dwa odmienne stany wody: stany jedynie z niewielkimi agregatami powiazanymi
wigzaniami wodorowymi 1 stany z siecia wodna owijajaca cala czasteczke biatka (ang. spanning
network). Te pierwsze wystepuja przy niskiej wilgotnosci, gdy czasteczki wody adsorbuja sig
glownie na hydrofilowych (naladowanych i wysoce polarnych) grupach bioczasteczek, natomiast
drugie wystepuja przy zwigkszonym uwodnieniu gdy czasteczki wody tworza obszerna sie¢
powigzana wiazaniami wodorowymi zawierajaca wigkszos¢ czasteczek wody 1 otaczajaca cate
biatko [70]. Przej$cie pomigdzy tymi dwoma stanami moze objawi¢ si¢ gwaltownie poprzez
przejscie fazowe pierwszego rodzaju polegajace na nawarstwieniu czasteczek wody (ang. the
first-order layering transition), czyli poprzez dwuwymiarowa kondensacj¢ lub w sposob ciagly
poprzez przejscie perkolacyjne (ang. percolation transition) [36][70]. W czystej wodzie siec
powiazana wigzaniami wodorowymi ulega rozerwaniu poprzez trojwymiarowe przejscie
perkolacyjne w temperaturze krytycznej (ciecz-para) czyli przy ~647 K. W przypadku kwazi-
dwuwymiarowej wody hydratacyjnej, to rozrywanie  zachodzi w zasadniczo nizszych
temperaturach, bliskich temperaturze krytycznej ,,dwuwymiarowej” wody, a wiec w poblizu 315 K
(ok. potowa warto$ci dla wody ,,trojwymiarowej”) [70]. Zaréwno badania eksperymentalne jak i
symulacje komputerowe pokazuja, ze dwuwymiarowe przej$cie perkolacyjne pojawia si¢ przy
poziomie hydratacji odpowiadajacemu w przyblizeniu jednej warstwie wody, co patrzac na
gwattowny wzrost aktywnosci przy tym poziomie uwodnienia nie wydaje si¢ przypadkowe (cho¢ w
przypadku pewnych enzymow np. lakkazy (ang. laccase) ilos¢ wody wymagana do dziatania zalezy
takze od charakteru kosolwentu np. od jego polarnosci, zdolnosci dotworzenia wigzan
wodorowych) [70][73]. Poziom hydratacji przy ktorym sie¢ wodna owijajaca cate biatko istnieje z
prawdopodobienstwem 50%, a rozmiar przecigtnego agregatu osiaga maksimum okresla si¢ jako
polowe przejscia perkolacyjnego przy powierzchni o okre§lonym rozmiarze, ktére (na skali
temperatury lub wilgotno$ci) jest przesunigte wzgledem pelnego przejscia perkolacyjnego
niezaleznego od rozmiaru uktadu, gdzie obszerny agregat istnieje niemal permanentnie [70][74]. W
potowie przejscia perkolacyjnego fluktuacje pomigdzy dwoma jako$ciowo rdznymi stanami (tj.
siecia owijajaca biatko 1 nieowijajaca) najwigkszego agregatu sa tez najwigksze, co moze mieé
znaczenie w indukowanych hydratacja konformacyjnych zmianach biatek [70][75]. ,,Wskazuje na
to fakt, iz polowa przejscia perkolacyjnego wody hydratacyjnej przy powierzchni czqsteczki DNA
jest bliska polowie przejscia konformacyjnego z formy A-DNA do biologicznie aktywnej formy B-
DNA, a takze to, zZe istnieje korelacja pomiedzy termostabilnosciq sieci wiqzan wodorowych wokot
biatka, a stopniem termofilnosci biatka™ [70][75]. Sie¢ otaczajaca biatko rzadzi dynamika biatka co

potwierdzaja eksperymenty termicznie rozrywajace ta sie¢ doprowadzajace do denaturacji biatka i
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utraty jego biologicznej aktywnosci (ale tylko w obecno$ci wody) [13]. To wszystko nie oznacza
jednak, ze aktywno$¢ enzymow w rozpuszczalnikach organicznych jest zawsze duzo nizsza anizeli
w wodzie, jednak nawet pewne lipazy ktore moga funkcjonowaé¢ w $rodowisku stosunkowo
bezwodnym potrzebuja okoto 243 czasteczek wody do swojej aktywno$ci i Zzadne enzymy w
obecnos$ci substratow w fazie gazowej nie wykazuja aktywnos$ci bez obecnosci wody [73][13].
Temperatura potowy przejscia perkolacyjnego, gdzie sie¢ otaczajaca biatko zawiera wigkszos¢
wody hydratacyjnej i obwija caty peptyd wynosi ~330 K. Powyzej tej temperatury najwigkszy
agregat zawiera mniej niz polowg czasteczek wody w warstwie hydratacyjnej, gdyz otaczajaca
bialko sie¢ powigzana wigzaniami wodorowymi ulega rozerwaniu na mniejsze agregaty. Wskutek
obecnos$ci owej sieci, woda hydratacyjna jest bardziej “izolowana” od wody z glebi roztworu, i
peptyd razem z woda otoczki hydratacyjnej moze by¢ postrzegany jako pewna catos$¢; gdy jej brak
wowczas woda hydratacyjna “odczepia” si¢ od powierzchni peptydu i coraz bardziej staje sig
czescia wody z glebi roztworu w efekcie powodujac, ze biatko staje si¢ bardziej hydrofobowe.
Gwaltowne wzmocnienie efektywnej hydrofobowosci biatka w trakcie ogrzewania moze thumaczy¢
indukowana cieplnie agregacje bioczasteczek. Zmiana tacznosci pomigdzy woda hydratacyjna, a
woda z glebi roztworu spowodowana przej$ciem perkolacyjnym w otoczce hydratacyjnej moze
wplywac takze na konformacj¢ bioczasteczek i1 ich dynamikg. Ma to odzwierciedlenie w tym, Ze
wzrasta wktad bioczasteczki do pojemnosci cieplnej uktadu C,), za§ wktad oddziatywan woda-
woda w obregbie otoczki hydratacyjnej do C, zmniejsza si¢ gwaltownie, podczas gdy wktad z
powodu oddziatywan pomigdzy woda hydratacyjna a woda z glebi roztworu do C, silnie si¢
zwigksza [75]. Ciepto wtasciwe wody hydratacyjnej C, przekracza warto$¢ ciepta wiasciwego wody

z glebi roztworu 1 zmniejsza si¢ podczas ogrzewania [75].

Calkowita energi¢ potencjalng otoczki hydratacyjnej peptydu (E:) mozna roztozy¢ na trzy
sktadowe: energie oddziatywan z peptydem (En,), z czasteczkami wody z glebi roztworu (Eyp) 1
energi¢ oddziatywan w samej otoczce hydratacyjnej (Ew). ,,W niskich temperaturach, E,,, w poblizu
peptydu hydrofilowego jest bliska E», podczas gdy w poblizu peptydu hydrofobowego jest nieco
ponizej Ey, (tylko o ~0,002 E;)” [75]. Podczas ogrzewania E. wzrasta szybciej niz Ey,, powodujac, ze
energia potencjalna (przypadajaca na 1mol) wody hydratacyjnej jest wyzsza od energii potencjalne;j
czystej wody z powodu istniejacego sita rzeczy braku sasiedniej czasteczki wody w poblizu
powierzchni biatka. ,, Gdy jedynie rozwazamy oddziatywania woda-woda, suma Eu+E jest
bardziej ujemna niz w poblizu peptydu hydrofobowego ” [75]. W zakresie temperatur 275-425 K, Eu
przekracza Ep, 1 stosunek En/En, wynosi ~1,4 w niskich temperaturach w otoczkach hydratacyjnych

obu peptydéw i w czasie ogrzewania przybliza si¢ do jednosci. Chociaz obie skladowe energii
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potencjalnej wody hydratacyjnej] w czasie ogrzewania zmniejszaja si¢ je§li chodzi o wartos¢
bezwzgledna, to jednak procentowo ich udzialy wzrastaja (energia En, wzrasta o ~30%, za$§ energia

Ehb 0 ~10%) [75]

Jedna czasteczka wody z I warstwy solwatacyjnej jest w stanie pokry¢ obszar dostepny dla
rozpuszczalnika (SAS; ang. solvent accessible surface; definiowany jako obszar uzyskany przez
rozwiniecie kulki o promieniu 1,4 A na powierzchnie van der Waalsa czasteczki biatka; SAS jest
uzyskiwany jako powierzchnia zwierajaca wszystkie $rodki rozwijanych kulek; pozwala to na
rozrdznienie objgtosci dostgpnej dla rozpuszczalnika i niedostgpnego wngtrza biatka) o powierzchni
20 A% [36][71]. Pierwsza warstwa solwatacyjna wokot biatek ma o 10-20% wieksza gesto$¢ w
pordwnaniu z czystym rozpuszczalnikiem [76]. Merzel 1 Smith [77] na przyktadzie lizozymu
(wzrost gestosci o ~15%) wyjasnili przyczyny tego zjawiska. Okolo 2/3 z z zaobserwowanego
wzrostu gestosci wynika z przyczyn geometrycznych i ten wktad zalezy od ksztattu bioczasteczki, a
nie od jej charakteru chemicznego. Natomiast ~1/3 tego efektu wynika z indukowanego przez
chemiczny charakter biatka zaburzenia struktury wody w otoczce, z czego polowa jest skutkiem
skrocenia $rednich odleglo$ci woda-woda, za$ druga potowa jest spowodowana wzrostem liczby
koordynacyjnej czasteczek wody. Jak pisza Merzel i1 Smith [77] - ,,Chociaz sqsiadujqce z biatkiem
czqsteczki wody znajdujq sie generalnie dalej od atomow biatka, anizeli znajdowatyby sie one w
czystym rozpuszczalniku, wieksze "zageszczenie" atomow biatka na jego powierzchni powoduje
wzrost gestosci wody w porownaniu z porownywalnq otoczkq czqsteczki rozpuszczalnika w glebi
roztworu” [77]. We wnekach biatka woda ma wigksza ggsto$¢ gdyz w tych miejscach czasteczki
wody maja wigksza sktonno$¢ do uktadania si¢ wzdhuz linii sit pola elektrostatycznego
generowanego przez atomy biatka; po prostu we wngkach czasteczki wody sa mniej narazone na
randomizujacy, dezorientujacy efekt pochodzacy od innych czasteczek wody. Dipole czasteczek
wody w obnizeniach uktadaja si¢ bardziej stycznie do powierzchni i bardziej réwnolegle wzgledem
siebie, anizeli ma to miejsce w czystym rozpuszczalniku, co w rezultacie daje gestsze upakowanie
cieczy [77][78]. Ponadto takze koncentracja wiazan wodorowych jest zwigkszona w miejscach o
wigkszej gestosci rozpuszczalnika [78]. Istnieje takze korelacja pomigdzy wzrostem gestosci, a
obecnoscia atoméw tlenu na ujemnie natadowanych grupach powierzchniowych, w atomach
szkieletu (czesto znajdowanych w jamach i wnegkach biatka), i w miejscach niepolarnych [78]. Z
wyjatkiem grup naladowanych, stanowiacych w przypadku lizozymu tylko ~5% powierzchni biatka
(1 stad nie majacych wigkszego wpltywu na gestos¢ calej otoczki hydratacyjnej) nie znaleziono
zadnego wyraznego zwiazku pomigdzy zmianami ggsto$ci w pierwszej warstwie solwatacyjnej, a

charakterem chemicznym grup chemicznych w biatku [72].
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Zachowanie si¢ wody hydratacyjnej w czasie chtodzenia, gdy czysty rozpuszczalnik
przechodzi zmrozenie do lodu Th, nie jest do konca jasne. Badania eksperymentalne krystalizacji
wody w porach o réznym rozmiarze dowodza, ze woda z otoczki solwatacyjnej nie zmraza si¢
jednoczesnie z woda we wngtrzu porow. W bardzo waskich porach zmrazanie wody zachodzi w
szerokim zakresie temperatur wokol — 70 °C. Eksperymenty z woda w porach nie do konca
wypetionymi woda dowodza przejscia ciecz-ciecz przy ~-35 °C. Temperatura przejscia fazowego |
rodzaju ciecz-ciecz (ze zwyktej wody do wody LDL) w waskich szparopodobnych porach
(uzyskana z symulacji komputerowych) zmienia si¢ z -35 °C do — 50 °C gdy powierzchnia poru
zmienia si¢ z krzemionkowopodobnej (hydrofilowej) do parafinopodobnej (hydrofobowej). Obie
mozliwosci  (krystalizacja wody hydratacyjnej oraz przejscie fazowe ciecz-ciecz wody
hydratacyjnej w trakcie schtadzania) sugeruja, ze woda hydratacyjna przechodzi przejscie do stanu

z silnie tetraedrycznym uporzadkowaniem czasteczek [A70].

Badania Nakasako [36] ujawnily, Ze na wykresie pokazujacym rozklad odlegtosci
czasteczek wody solwatacyjnej od atoméw na powierzchni biatka mozemy zaobserwowac jeden
silny pik o maksimum przy 2,9 A i wzmocnieniu (,,garbie”) przy ~3,5 A. 2/3 tego piku reprezentuje
czasteczki mocno zwiazane z atomami tlenu biatka, zas pozostata 1/3 obrazuje czasteczki potaczone
wiazaniami wodorowymi z atomami azotu; wzmocnienie jest za$ skutkiem oddziatywan wody z
obszarami hydrofobowymi poprzez dyspersyjne oddziatywania przyciagajace (co kolejny raz
podkresla rolg tych oddziatywan o czym nadmienitem wczesniej). Z badan Nakasako (uzyskanych z
badan hydratacji 15 bialek) wynika tez, ze czasteczki wody tworza 2 do 3 wiazan wodorowych z
tlenem, azotem lub/i innymi czasteczkami wody. Badania te przeprowadzone m. in. z uzyciem
dynamiki molekularnej ujawnily, ze czasteczki wody przebywaja w pewnych miejscach wokot
bialka chetniej niz w innych. Pokazaty one rowniez, ze uporzadkowanie orientacyjne czasteczek
wody jest wyrazne jedynie dookota atomoéw polarnych, za$ czasteczki wody wokot powierzchni
hydrofobowej odznaczaja si¢ znaczaca wartoscia wspotczynnika dyfuzji rotacyjnej. Czasteczki
wody dookota wigzan peptydowych sa gesto rozmieszczone w trzech skupieniach:, z jednej strony
dwa skupienia woko6t atomu tlenu karbonylowego odzwierciedlajace wigzania wodorowe tworzone
przez ten atom z woda, z drugiej za$ jedno skupienie wokot atomu azotu amidowego. Natomiast
cztery skupienia czasteczek wody dookota reszt glutaminowych/aspartanowych odzwierciedlaja
dwa “ramiona” wiazanh wodorowych wychodzace od kazdego z dwdoch atoméw tlenu lancucha
bocznego. W przeciwienstwie do wzoré6w dookota polarnych atoméw biatek, w przypadku obszaru

hydrofobowego na powierzchni biatka nie wida¢ Zzadnych wyraznych trendow w rozkladzie
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czasteczek wody zardéwno w temperaturach bardzo niskich jak 1 w temperaturze otoczenia. Jedna z
przyczyn tego faktu jest to, ze czasteczki wody na powierzchni hydrofobowej oddziatuja
przewaznie z atomami wegla poprzez izotropowe oddziatywania van der Waalsa, anizeli przez
anizotropowe wiazania wodorowe. Jedna z cech charakterystycznych hydratacji powierzchni
hydrofobowej sa wielokatowe “wzory” czasteczek wody hydratacyjnej, ktére sa charakterystyczne
dla tego typu struktur i przypominaja jednoczes$nie struktury znajdowane w hydratach. Na
hydrofobowej powierzchni trimerycznego enzymu dehydratazy skitalonowej (ang. scytalone
dehydratase), czasteczki wody hydratacyjnej w kontakcie z trzema resztami fenyloalaninowego
tworza trzy pigciokatne uktady. Pigciokatne wzory sa zawieszone nad powierzchnia hydrofobowa i
sa zakotwiczone poprzez polarne atomy otaczajace powierzchni¢ hydrofobowa. Ksztalt, rozmiar i
orientacja tych pigeciokatnych wzoréw nie wykazuje zwiazku z charakterem reszt hydrofobowych,
natomiast wplywa na nig rozmieszczenie polarnych atomow biatka otaczajacych powierzchnig
hydrofobowa. Stad trudno oszacowal energi¢ swobodna hydratacji reszt hydrofobowych przy
uzyciu jedynie SAS tych reszt [36]. “Sliskie” agregaty wody, majace wigksza swobode dla
dwuwymiarowego ruchu postegpowego wzdluz powierzchni, ale odznaczajace si¢ ograniczona
zdolnos$cia do ruchu obrotowego tworza si¢ dookota rozciagnigtych obszaréw hydrofobowych [66].
W czasteczkach wody tworzacych wigzania wodorowe z polarnymi atomami peptydu, jesli
wezmiemy pod uwage statystyke tworzenia wiazan wodorowych, widoczne sa dwa skupienia
polarnych atomow biatek lezace w kierunku dwoch z czterech “ramion” standardowej geometrii
czasteczki wody, a dwa mniejsze mniej uporzadkowane skupienia odpowiadaja miejscom
wychodzacym z pozostatych dwdch “ramion”. Sposob w jaki czasteczki wody oddziatuja ze soba
jest takze zgodny ze standardowa geometria. Srednia warto$¢ kata pomiedzy jakakolwiek
rozwazana para wigzan wodorowych wynosi 110°, za$ odchylenie od tej warto$ci wynosi £30°,
odzwierciedlajac gigtkos¢ wiazan wodorowych [36]. Atomy polarne zajmuja w rozpuszczalnych
biatkach okolo 35-50% powierzchni dostgpnej dla rozpuszczalnika i sa bardzo istotne dla reakcji
enzymatycznych w enzymach oraz oddziatywan czasteczkowych w kompleksach biatko-bialtko itp.
[79]. Zarowno badania Sharpa i wsp. [22] oraz badania Raschke i Levitta [188] pokazaty, ze
oddziatywania woda-woda sktadaja si¢ z dwdch populacji: jednej z niska wartoscig kata wigzania
wodorowego, i drugie z wysoka warto$cig. Ekspozycja w strong czasteczek polarnych zwigksza
druga populacje, podczas gdy powierzchnie hydrofobowe zwigkszaja pierwsza. Grupa Sharpa
pokazata, ze w przypadku typu I 1 III biatek przeciwzmrozeniowych (AFP), miejsca wiazace, ktore
sktadaja si¢ zaro6wno z grup polarnych jak i1 niepolarnych, ogélnie indukuja ‘“hydrofobowa”
strukturg wody w otoczeniu czasteczek wody. To stabilizuje oddzialywania biatka AFP z zarodkami

krysztalu lodu, oddzielajac je i w ten sposdb, obnizajac punkt zamarzania wody [66]. Badania
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Thanki 1 wsp. [wg 14] pozwolily na ustalenie “wzoroéw” hydratacji dookota 20 podstawowych reszt
aminokwasowych, w tym zaré6wno wzory hydratacji gtdownego tancucha jak i tancuchow bocznych.
Symulacje MD wykonane przez Bizzarri 1 Cannistraro [80] ujawnily, Ze jesli idzie o orientacjg
czasteczek wody wokot plastocyjaniny w pierwszej warstwie hydratacyjnej to istnieje preferencja
dla takiego utozenia czasteczek wody, w ktérych kat pomigdzy wektorem dipola wody a normalna
do powierzchni biatka wynosi ~120°. Natomiast najmniejsze prawdopodobienstwo wystgpowania
ma warto$¢ tego kata wynoszaca ~90°. W szczegolnosci okazalo sig, ze w pierwszej warstwie
hydratacyjnej bialka czasteczki wody najchgtniej kieruja swoje dipole w kierunku powierzchni

bialka (czyli, Ze atomy wodoru znajduja si¢ blizej jego powierzchni niz atomy tlenu).

Wiadomo, ze ,liczba wiqzan wodorowych woda-woda wokol okreslonych reszt
aminokwasowych zmniejsza sie¢ w nastepujqcym porzqdku: reszty niepolarne > reszty polarne >
reszty natadowane. Wplyw tancuchow bocznych na strukture wody staje sie bardziej wyrazny wraz
ze zwiekszaniem sie powierzchni reszty dostepnej dla rozpuszczalnika” [76]. Natomiast z badan przy
uzyciu spektroskopii w podczerwieni wynika, ze rozmiar agregatow wody dookota tancuchow
bocznych  hydrofobowych aminokwasow zwigksza si¢ w nastgpujacym  porzadku:
Gly<Ala<Val<lle,Leu [76]. Mozna zaobserwowal obszary zwigkszonego prawdopodobienstwa
wystgpowania czasteczek wody umieszczonych w linii wigzan N-H i O-H i wolnych par
elektronowych grup C=0 (przy czym jak juz wspomniatem wokot grupy C=O rozktady
prawdopodobienstwa katéw charakteryzujacych wiazanie wodorowe sa wyraznie szersze
pozwalajac na wigksza tolerancj¢ utozenia atoméw wodoru wody wokét nich). Wyjatki od tej
reguty mozna znalez¢ w rozktadach prawdopodobienstwa wokot grup karbonylowych wiazania
peptydowego, reszty aspartanowej 1 asparaginowej, co wynika z oddziatywan van der Waalsa
pomiedzy czasteczka wody, grupami C=0, i tworzacymi ,,Srodowisko” grupami tancucha bocznego
lub tancuchéw bocznych [69]. Wigkszo$¢ ,,polarnych atomow bialek jest utozona w taki sposob, ze
dopasowuje sie ona do tetraedrycznej geometrii wiqzan wodorowych czgsteczek wody co wskazuje
na ,,geometrycznq” role czqsteczek wody w procesie fatdowania bialek i w stabilizowaniu ich
struktury” [69]. Atomy tlenu czasteczek wody maja sklonno$¢ do uktadania si¢ wzdhiz kierunku
wiazan N(lub O)-H donujacych wodory, poniewaz te donowane atomy wodoru znajduja si¢ w
ograniczonym zakresie katow wzgledem tej osi. Wokot grup C=0, pozycja wodoru donowanego
przez czasteczke wody jest istotniejsza niz orientacja wiazania O-H w czasteczce wody wzgledem
osi wiazania C=0 [69]. Odleglosci czasteczek wody wzgledem grup C=0O i1 O-H sa do siebie
zblizone i wahaja si¢ w waskim zakresie (0,265-0,275 nm), a wigc sa niezalezne od typu

hybrydyzacji atomu tlenu. Tak wigc, grupy: karboksylowa i hydroksylowa odpowiadaja za bliskie
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kontakty czasteczek wody z powierzchnig biatka, natomiast grupy aminowe (NH, NH; oraz NH3) sa
korzystne, jesli czasteczki wody maja si¢ znajdowaé nieco dalej od tej powierzchni. Ponadto Grupy
NH moga utrzymywaé pozycje atoméw tlenu wody w wezszym zakresie katow dookota osi
wiazania. Z drugiej strony, cho¢ grupy C=O indukuja blizsze kontakty czasteczek wody anizeli
grupy N-H, wywieraja one mniejszy wpltyw na orientacj¢ czasteczek rozpuszczalnika wzgledem
atomow tlenu wody. Zarowno grupy C=O jak i N-H moga by¢ zaangazowane w rozpoznawanie
czgsteczkowe np. w kompleksie enzymu 1 fragmentu DNA, grupy N-H zasady DNA (tyminy,
cytozyny, guaniny, adeniny) sa zdolne kontrolowa¢ kierunek wiagzan wodorowych z grupami C=0O
w biatku i/lub czasteczkami wody hydratacyjnej posredniczacymi w wiazaniach wodorowych [69].
Wraz ze wzrostem temperatury pozycje pikow wskazujacych na najwigksze prawdopodobienstwo
napotkania czasteczki wody w odleglosci (1 w okreslonym kierunku) od wybranych atomow biatka
nie zmieniaja si¢, jednak same piki staja si¢ nieco szersze [69]. ,,Podczas gdy w niskich
temperaturach wiqzania wodorowe chetnie tworzq sie pomiedzy bialkiem, a otaczajqcym
rozpuszczalnikiem, wysokie temperatury sprzyjajq tworzeniu wewngqtrzczqsteczkowych wiqzan
wodorowych w biatku”, a wigc ,, wspotzawodnictwo pomiedzy biatkiem i rozpuszczalnikiem w

tworzeniu sieci wiqzan wodorowych jest kontrolowane termicznie” [80].

Czasteczki wody hydratujace atomy polarne moga dziata¢ jako punkty zakotwiczajace
agregaty wody na powierzchni biatek stabilizujac strukture tych powierzchni 1 w ten sposéb moga
pomaga¢ w faldowaniu si¢ biatka, nie moéwiac juz o tym, ze moga indukowal agregacje
hydrofobowych rdzeni w rozpuszczalnych biatkach [81][69][75]. Te punkty zakotwiczajace
spowalniaja ruch wody znajdujacej si¢ w agregacie i przemieszczanie si¢ calego agregatu; bez tych
oddziatywan woda tworzy jedynie male agregaty i wowczas dyfuzja na powierzchnii biatka

zachodzi szybciej [81].

Badania Higo i Nakasako [wg 36] ujawnity, ze sposob utozenia czasteczek wody (a wige
jednoczesnie ich dipoli) odbiega od tego ktéorego mozna by si¢ spodziewacé dla czasteczek wody
ustawionych w polu elektrostatycznym uzyskanym z rownania Poissona-Boltzmanna, czgsto
uzywanego w symulacjach dynamiki molekularnej bioczasteczek. W skutek czego lokalnie mozna
spodziewac si¢ wartosci statej dielektrycznej mniejszej niz 80, co wynika z tego ze w sasiedztwie
czasteczki biatka, czasteczki wody oddziatuja wzajemnie poprzez oddziatywania dipol-dipol i sa
ograniczone siecia wigzan wodorowych innych czasteczek wody (ktoérej ksztatt z kolei zalezy od
geometrycznego i chemicznego charakteru powierzchni biatka). Podkresla to warto$¢ symulacji

dynamiki molekularnej z uwzglednieniem $rodowiska sktadajacego si¢ z poszczegdlnych
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czasteczek rozpuszczalnika, a nie tylko ,,usrednionego” pola sitowego bazujacego na roéwnaniu

Poissona-Boltzmanna.

“Wewnetrzne czgsteczki wody” umieszczone sa wewnatrz powierzchni dostgpnej dla
rozpuszczalnika (ang. solvent accessible surface) 1 zajmuja zaglegbienia w czasteczce biatka. W
czasie faldowania biatka sa one prawdopodobnie §cisnigte i ledwie wymieniaja si¢ z czasteczkami
wody bulk. Posiadaja one $rednio czterech partnerow tworzacych z nimi wigzania wodorowe 1i
zachowuja si¢ jak klej stabilizujacy trzeciorzedowe i1 czwartorzegdowe struktury biatek oraz
kompleksy czasteczkowe [14][69]. Zarowno pojedyncze czasteczki wody jak i agregaty moga
utatwia¢ konformacyjne zmiany biatek, a wigc woda moze dziata¢ jako smar pomagajacy (poprzez
obnizanie barier energetycznych) w ruchach domen badZz tez jako mechanizm zapadkowy
powodujacy, ze te ruchy odbywaja si¢ w okreslonym kierunku [69][66][14]. Wiazania wodorowe
czasteczek wody 1 ich agregatow moga takze funkcjonowac jako ”sprzegla” przenoszace ruch
pomiegdzy podjednostkami i domenami [66]. W biatkach sktadajacych si¢ z wielu podjednostek lub
wielu domen, spora liczba czasteczek wody umieszczona jest na granicy podjednostek [14]. Zmiana
w hydratacji hemoglobiny w czasie przytaczenia tlenu ( zwiazanie czterech tlenéw do hemoglobiny
wymaga zwigzania az 60 czasteczek wody !!!) powoduje zmiang struktury czwartorzgdowej biatka
w obszarze dostegpnym dla czasteczek rozpuszczalnika [68]. Czasteczki wody posrednicza w
oddziatywaniach pomigdzy tymi podjednostkami i1 reguluja ksztalt tych podjednostek, tak aby one
w czasie oddziatywan miedzy soba pasowatly do siebie. We wszystkich tych przypadkach czasteczki
wody moga wykorzystywaé swoje cztery ,ramiona” tworzace wiazania wodorowe [14][69]. Z
termodynamicznego punktu widzenia, “wewnetrzne” czasteczki wody moga powodowaé czesciowa
kompensacj¢ kosztu entropowego zwiazanego z faldowaniem 1 asocjacja czasteczek poprzez swoj
maty ale znaczacy poziom ruchliwosci. To wszystko potwierdza tezg, ze dynamika wody jest
konieczna dla biatka, aby istnialo ono w konformacji o odpowiedniej gigtkosci koniecznej dla jego
funkcjonowania [4]. Purkiss i wsp. [14] wyrozniaja (cho¢ jak sami przyznaja, ten podzial jest troche
sztuczny) zaglebienia (ang. clefis), kanaly (ang. channels) oraz jamy (ang. cavities). Ich wyglad

zostal schematycznie przedstawiony na Rys. 3.1.5.
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Rys. 3.1.5. Schemat biatka pokazujacy czasteczki wody na powierzchni (1), we wngkach (2) i w jamach (3). Rysunek i
czgsciowo opis pochodzi z [14].

Zaglebienia czgsto tworza miejsca aktywne enzymow zawierajace czasteczki
rozpuszczalnika, zwlaszcza w nieobecnosci substratu. Efekt entropowy uwalniania wody w czasie
wigzania ligandu jest waznym etapem “‘pracy” enzymu, jednak nie wszystkie czasteczki wody
musza by¢ woéwczas wyparte np. badania bialek takich jak kinazy uwidocznily obecnosé¢
zakonserwowanych sieci wodnych w miejscu aktywnym w obecnosci przytaczonego peptydu i ATP
[14]. Niektore reakcje enzymatyczne wykorzystuja wodg jako donory i1 akceptory protonéw. W
$wiattoczutej pompie protonowej, agregat czasteczek wody w obszarze transbtonowym stuzy jako

srodowisko dla transportu protonow [69].

Indukowanie ruchliwosci lancuchéw bialkowych i generalnie ,,zmigkczanie” biatka nie
jest jedynym mechanizmem poprzez ktéry woda hydratacyjna moze stymulowac aktywnos$¢
enzymow, gdyz moze ona takze wywotywaé zasygnalizowane przeze mnie zmiany strukturalne w
biatku. Te zmiany sa mozliwe jedynie przy wyzszych aktywnosciach wody; dla zbyt niskich
aktywnoS$ci struktura biatka jest zbyt sztywna co moze np. utrudnia¢ odwracanie czg$ciowej
denaturacji ktéra pojawia si¢ podczas zamrazania, suszenia badz liofilizacji. Innym mechanizmem
poprzez ktory hydratacja moze oddzialywac na aktywno$¢ biatka moga by¢ szlaki przewodzenia
protonow przez wode hydratacyjng, co jest szczegdlnie istotne dla miejsc aktywnych tych
enzymoOw, ktore uzywaja katalizy kwasowo-zasadowej jako czgsci ich mechanizmu [73]. W
przypadku wigkszo$ci enzymow wartosci statej Michaelisa Ky wzrastaja wraz ze wzrostem
aktywnos$ci wody, a wigc biokatalizator wykazuje mniejsze powinowactwo do substratu, co oznacza
ze woda moze tez dziata¢ jako inhibitor kompetytywny, ktory musi by¢ usuni¢ty z miejsca

aktywnego enzymu, aby moégl on zwiagza¢ ligand (substrat) czego przykladem moze by¢
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heksokinaza wiazaca glukoze [68][73][71]. Rozwazajac wpltyw wody na dzialanie enzymu trzeba
odrézni¢ jej wptyw na stata Ky, od jej wptywu na maksymalna szybko$¢ reakcji enzymatycznej
Vmax (lub stata szybkosci katalizowanej reakcji ke.), gdzie zwigkszona aktywnos$¢ wody w
wigkszosci wypadkow oznacza podwyzszenie Vi [73]. Czasteczki wody znajdujace si¢ w
miejscach aktywnych enzymoéw nie tylko moga pomaga¢ w wigzaniu si¢ liganda poprzez
tworzenie ,,mostkujacych” wigzan wodorowych pomigdzy nim a tancuchem polipeptydowym ale
takze moga odgrywac aktywna chemicznie rolg¢ w samym mechanizmie katalitycznym. Moga one
bowiem dostarczaé nukleofila ,,atakujacego” ligand, “przewodu” dla transportu protonow, badz
tez same moga stuzy¢ jako zrédlo protonéw (a wigc stuzy¢ jako elektrofil). Agregaty wodne w
poblizu kofaktoréw reakcji utleniania i redukcji moga réwniez przys$pieszac¢ transport elektronéw
poprzez wytwarzanie silnie powigzanych ze soba $ciezek umozliwiajacych tunelowanie pomigdzy
donorem a akceptorem elektronu. Zdarza si¢, ze woda w miejscach aktywnych enzymow moze
pemi¢ kilka funkcji jednocze$nie [67][13]. Obecnie wiemy, ze niektére inne czasteczki moga
zastgpowac role¢ wody w aktywowaniu stabo uwodnionych enzymoéw przynajmniej czgsciowo. Taka
aktywacje zaobserwowano m. in. w przypadku réznych glikoli, formamidu, dimetylosulfotlenku
(DMSO) i metanolu, ale nie zaobserwowano w przypadku takich zwiazkow jak etanol [73].
Gramicydyna stanowi klasyczny przyktad biatka przechodzacego przez btong, przyjmujaca liczne
konformacje w zaleznosci od warunkoéw zewngtrznych. Czasteczka ta tworzy kanaly przez ktore
moga przechodzi¢ woda 1 jony. Xu & Cross zaproponowali, ze obecno$s¢ wody moze dziata¢ jako
“foldaza” katalizujaca przej$cie pomigdzy dwoma konformacjami gramicydyny A. Sugeruje si¢
takze, ze kanaly wodne pozwalaja na funkcjonowanie zawierajacego hem cytochromu 450.
Chociaz w tym enzymie miejsce aktywne (hemowe) nie jest bezposrednio dostgpne dla
rozpuszczalnika czasteczki wody moga dostac si¢ tam (lub wydosta¢ sie¢ stamtad) wskutek zmian
konformacyjnych okreslonych tancuchéw bocznych biatka. Odwodnienie lub parowanie kapilarne,
o ktérym wspomnialem piszac o wodzie §cisnigtej migdzy powierzchniami moze odbywac sig takze
w porach, gdzie moze stanowi¢ podstawe mechanizmu “bramkowania” w kanalach biatkowych,
ktore transportuja jony, mate czasteczki badz sama wodg jak w przypadku biatka akwaporyny. Owe
biatko jest jednym z najwigkszych kanalow biatkowych; kontroluje przepuszczalno$¢ czerwonych
krwinek - cho¢ jest ono wysoce specyficzne dla wody musi takze zapobiega¢ wchodzeniu przez
btong innych substancji i jondw, w tym takze protondow [66][14]. Z badan przeprowadzonych przez
Murata 1 wsp. [14] wynika, ze reszty hydrofobowe go wyscielajace pozwalaja na szybki transport
wody, ale ograniczone rozmiary do ~3 A sa odpowiedzialne za jego jego selektywno$é [14].
Kooperatywne dziatanie $cisnigtej wody jest kluczowe dla zrozumienia jego dziatania. W stanie

“suchym” (przy niskiej aktywnosci wody) jony nie moga przechodzi¢ pomimo tego, ze kanal jest
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teoretycznie wystarczajaco szeroki, poniewaz wymagatoby to “zdrapywania” otoczek czasteczek
wody, ktore je otaczaja, a to jest zbyt kosztowne pod wzgledem energetycznym [66][68]. Odkryto
rowniez kanaty “mechanosensytywne”, gdzie niewielkie deformacje btony przechylaja réwnowage
pomiedzy stanem “suchym”, a “mokrym” w okre§lonym kierunku; sugeruje to, ze “odwadnianie”
moze by¢ indukowane przytozonym ci$nieniem [66]. W kanatach bialkowych moze istnie¢ obok
siebie kilka sieci wodnych jednocze$nie. Te sieci wodne doczepiaja si¢ do polarnych elementéw na
powierzchni biatka. Oddzialywania pomiedzy czasteczkami wody w takich sieciach sa zgodne z
zasadniczo tetraedryczna (ale jednoczesnie 1 asymetryczna) geometria oddziatywan pomiedzy

czasteczkami wody [15].

Jamy maja tendencj¢ do zawierania reszty polarnej, z ktora czasteczka wody moze
utworzy¢ wiagzanie wodorowe. Obecnos¢ jam w biatkach budzi zainteresowanie poniewaz nie do
konca jest jasne czy jamy (wypelnione woda badZ nie) wprowadzaja stabilno$¢ czy niestabilnos¢.
Jesli chodzi o gleboko ukryte czasteczki wody w jamach, to jedne badania wskazuja, ze moga one
zwigksza¢ gietkos¢ biatka, inne za$ pokazuja, ze nawet jedna czasteczka wody w jamie moze
zmniejsza¢ entropi¢ wibracyjna 1 poprzez to usztywnia¢ biatko. Dlatego tez, efekty
termodynamiczne uwodnionych jam w biatkach sa tak wazne. Przy uzyciu metod teoretycznych
Wade i wsp. [wg 14] pokazali, ze jest korzystne shydratowanie pewnych jam w biatkach, ale innych
juz nie. Przeniesienie czasteczek wody do jamy polarnej jest pod wzgledem entropowym bardzo
niekorzystne, podczas gdy przeniesienie do jamy niepolarnej jest entropowo korzystne. Ogodlnie
rzecz biorac, czasteczki rozpuszczalnika schowane w biatku moga by¢ stabilizowane zaréwno
entalpowo jak i entropowo [71]. Wraz ze wzrostem liczby wigzan wodorowych wynikajacych z
dodawania czasteczek wody, zysk entalpowy utworzenia wiazania wodorowego zaczyna przewaza
nad kosztem entropowym.. Gdy odejmiemy wklad wynikajacy z wpltywu wiazan wodorowych
zalezno$¢ od objgtosci wielkosci AG, AS oraz AH jest niewielka i w przyblizeniu taka sama dla
jamy hydrofobowe;j jak i hydrofilowej [82]. Entalpia swobodna zmniejsza si¢ wraz z liczba wiazan
wodorowych o okoto 8 kJ mol” co wynika ze zmniejszenia si¢ entalpii o 16 kJ mol” i ze wzrostu
wkladu entropowego -TAS o 8 kJ mol' (co jest bliskie teoretycznym oszacowaniom przy
wykorzystaniu entropii topnienia lodu przewidujacym wzrost cztonu -TAS o 6,7 kJ mol™ na kazde
wiazanie wodorowe). Zmiana objgtosci jamy ma mniejszy wpltyw na entalpie¢ swobodna. Nalezy
jednak mie¢ na uwadze nie tylko wiazania wodorowe tworzone przez czasteczke wody, ale takze
wiazania wodorowe tracone wskutek dodania tej czasteczki np. woda w jamach tworzaca 4
wiazania wodorowe moze odznaczaé si¢ mniejsza stabilnoscia od wody w jamach tworzacej mniej

wiazan wodorowych co ma miejsce gdy jej dodanie rozrywa wigksza liczbe wiazan wodorowych
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[82]. Czasteczki wody na powierzchni nie musza by¢ statyczne i moga penetrowac z powierzchni
do wnetrza biatka [14]. Poniewaz zwiazane czasteczki wody tworza wazne oddziatywania z
grupami, ktére w innym wypadku nie tworzylyby zadnych oddzialywan, czasteczki wody w
ustalonych pozycjach powinny by¢ uwazane za integralna cze$¢ struktury trzeciorzedowej, i
jakikolwiek szczegdtowy opis struktury, ktory ich nie wlacza jest niekompletny. Miejsca, w ktorych
znajduja si¢ czasteczki wody wewnatrz biatek sa wysoce zakonserwowane, wskazujac na to, ze
uwzglednienie tych czasteczek moze poprawiaé przewidywania struktur biatkowych 1 ze
hydratowanie atomow szkieletu jest kluczowa funkcja tych ukrytych czasteczek rozpuszczalnika [5]
[71]. Schowane czasteczki wody maja sktonno$¢ do tworzenia wiazan wodorowych z atomami
polarnymi gltéwnego tancucha, ktérych aminokwasy nie sa czg$cia struktur drugorzgdowych takich
jak helisy badz warstwy; raczej tacza si¢ one poprzez wiazania wodorowe z bardziej nieregularnymi
strukturami takimi jak zgiecia (ang. bends) 1 zwroty (ang. turns) [66][71]. Czasteczki wody w
jamach w wigkszosci biatek globularnych sa obecne w podobnej liczbie do liczby poszczegdlnych
aminokwaséw, ktore sa obecne i zakonserwowane jako integralna czg$¢ biatka. Chociaz te
czasteczki wody wymieniaja si¢ z czasteczkami wody na zewnatrz, wiele z nich jest niezbednych

do funkcjonowania podobnie jak aminokwasy [66].

»Kontaktowe” czasteczki wody (ang. contact water), zwane tez czasteczkami wody w
obszarach wzajemnego oddzialywania (ang. interface water) umieszczone sa na zewnatrz
powierzchni  dostgpnej dla  rozpuszczalnika 1 posrednicza w  oddziatywaniach
migdzyczasteczkowych pomiedzy sasiednimi biatkami, a tez z malymi ligandami czy tez z
oligonukleotydami [36][66]. Posiadaja one trzech albo czterech partneréw z ktorymi wiaza si¢
wigzaniami wodorowymi przy $redniej odlegtoéci 2,9 A od polarnych atoméw biatka [36]. Ostatnie
badania wskazuja na obfito§¢ czasteczek wody w takich obszarach wzajemnego oddziatywania.
Niejednokrotnie mamy do czynienia z przynajmniej tak wieloma oddziatywaniami w ktorych
posredniczy woda jak wiele jest bezposrednich oddzialywan pomigdzy oddzialujacymi
czasteczkami substancji rozpuszczonej. Generalnie, obszar wzajemnego oddzialtywania dwoch
biatek nie roézni si¢ znaczaco od reszty powierzchni biatkowej. Za to obszary wzajemnego
oddziatywania biatka i DNA okazuja si¢ by¢ bardziej polarne z bardziej schowanymi czasteczkami
wody. Mozna znalez¢ tez takie punkty styku makroczasteczek z ktorych woda jest wypierana
zgodnie z mechanizmem opisanym uprzednio np. woda moze by¢ wypierana podczas wiazania, co
jest entropowo korzystne dla oddzialywania. Aczkolwiek woda, ktora pozostaje jest takze wazna
poniewaz wptywa ona na specyficzno$¢ procesu rozpoznawania pomigdzy czasteczkami substancji

rozpuszczonej. Wigcej czasteczek wody pozostaje we wzajemnym obszarze oddziatywania dwoch
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makroczasteczek gdy oddzialuja one miedzy soba niespecyficznie [66]. Czasteczki wody moga si¢
wiaza¢ pomigdzy obszarami biatka, ktore znajduja si¢ w niewielkiej odlegtosci od siebie, ale si¢ nie
stykaja, 1 moga przenosi¢ sygnaly pomiedzy podjednostkami i w strong wody w glebi roztworu
(ang. bulk water). Przykltadem takiej struktury moze by¢ agregat wody pomigdzy dwoma grupami
hemowymi 1 resztami biatkowymi dwoch identycznych podjednostek w hemoglobinie matza

Scapharca inaequivalvis [66].

Na Rys. 3.1.6 przedstawilem funkcje rozkladu radialnego czasteczek wody wokot
wybranych atoméw biatka (owomukoidu) w réznych temperaturach [108]; jak wida¢ funkcje te nie

zaleza mocno od temperatury w rozpatrywanym zakresie temperatur.

Rys. 3.1.6. Funkcje rozktadu radialnego wokot atomow niepolarnych (lewe panele) i polarnych (prawe panele) jako
funkcja odlegtosci pomigdzy tlenem (a),(b); tlenem karbonylowym (c),(d); i azotem (e),(f) (pochodzacymi ze szkieletu
peptydowego) a atomami tlenu wody dla temperatur: 273 K (kolor czarny), 288 K (kolor czerwony) i 303 K (kolor
zielony). Rysunek i czgéciowo opis pochodza z [108].

3.1f. Dynamika czgsteczek wody w otoczce solwatacyjnej peptydow i bialek

Wiele jest prawdy w stwierdzeniu Bizzarri 1 Canistraro [80], ze dynamika biatka i
rozpuszczalnika sa tak silnie ze soba zwiazane, ze "powinny by¢ postrzegane jako jedna catos$¢".

Wskazuja na to zardbwno dane z symulacji dynamiki molekularnej jak i dane eksperymentalne [83].
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Sie¢ wiazan wodorowych otaczajaca biatko, aby mogto ono spelnia¢ swoja funkcje musi sprzggac

si¢ ze zmianami jego konformacji, czego przykladem moga by¢ zmiany struktury wody

towarzyszace ruchom domen w heksamerycznej dehydrogenazie glutaminowej [36]. Trzeba jednak

pamigta¢ o tym iz jedynie ta czg¢s¢ biatka, ktora jest eksponowana w stosunku do rozpuszczalnika

jest silnie sprzezona z woda, podczas gdy reszta biatka, wlaczajac w to duza czg$¢ powierzchni,

wykazuje duzo stabsze sprze¢zenie [84]. Bialka w stanie natywnym przechodza przejscie

dynamiczne polegajace na aktywacji ruchow anharmonicznych, przejawiajace si¢ zmiana

nachylenia $redniego kwadratu przesunigcia jego atomow w funkcji temperatury [83][85][72]. Od

tego przejscia w duzej mierze zalezy funkcjonalno$¢ biologiczna biatek [232][233]. Obecnie

wiadomo, ze mamy do czynienia przynajmniej z dwoma niskotemperaturowymi przejsciami

dynamicznymi [232][233][27]:

1)

2)

niezaleznym od obecno$ci rozpuszczalnika przy ~130-180 K. Przejscie to jest spowodowane
aktywacja lokalnych ruchéw czasteczkowych takich jak np. ruchu obrotowego grup
metylowych;

zaleznym od uwodnienia przejsciem w temperaturze zaleznej od skali czasowej
eksperymentu (przej$cie ~240 K na laboratoryjna skale czasowa 100 ps). Bierze si¢ tutaj
pod uwage dwie odmienne koncepcje: przejscie szkliste tzn. przejScie szkta w ciecz w
otoczce solwatacyjnej powodujace przej$cie szkta w gume samego biatka (przy czym tutaj
pojecia ,,szkto” 1 ,,guma” nalezy rozumie¢ szeroko tzn. pod katem wlasno$ci mechanicznych
substancji) oraz niskotemperaturowe przejScie perkolacyjne (nie myli¢ z omawianym
wczesniej przejsciem perkolacyjnym w wyzsze] temperaturze), czgsto wigzane ze zmiang
charakteru wody z tej przypominajacej LDA na t¢ przypominajaca HDA. To pierwsze
przej$cie jest dosy¢ gwattowne, drugie ma charakter ciagly. Wciaz nie jest jasne, ktoéra
koncepcja odnosi si¢ do wody hydratacyjnej. Zreszta jedno i drugie przejscie wiaze sig ze
strukturalnym ,,uwigzieniem” na skal¢ makroskopowa [233]. Moim osobistym zdaniem
przejscie perkolacyjne lepiej opisuje zaleznos¢ dynamiki od stopnia uwodnienia biatka, zas
przejscie szkliste zalezno$¢ od temperatury. Zmiang dynamiki biatka okresla si¢ jako
przejscie guma-szklo, a nie jako przej$cie ciecz-szklo gdyz atomy biatka charakteryzuja
si¢ ograniczonymi stopniami swobody ruchu postgpowego. Zmiany w dynamice biatka
spowodowane jego ,zeszkleniem” wiaza si¢ bowiem z utrata przez biatko gigtkosci i1
wytrzymatos$ci mechanicznej [92][93]. Dopiero powyzej temperatury denaturacji struktura
bialka staje si¢ cieklopodobna ze zmniejszonymi ograniczeniami reszt biatka do

wykonywania dyfuzji translacyjnej [233]. Omawiajac w dalszej czg$ci tekstu ,,przejscie
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dynamiczne” bgdg miat na mysli przej$cie ~240 K.

3) Ostatnio coraz wigcej danych wskazuje na obecno$¢ zaleznego od rozpuszczalnika
przejscia w ~180 K (na laboratoryjna skalg czasowa 100 ps) zwigzanego z nasyceniem
kooperatywnego uporzadkowania sieci wigzan wodorowych w celu maksymalizacji
orientacji tetraedrycznych wsrod wigzan wodorowych w trakcie obnizania temperatury
[233][19]. O ile przejscie ~180 K jest wynikiem wlasnie ,,nasycania tetraedrycznos$cia”, to
wczesniej wspomniane przejscie ~240 K jest rezultatem ,nasycania wigzaniami

wodorowymi” [19].

Weik, Tobias 1 wsp. [85] dowiedli przy uzyciu nieelastycznego rozpraszania neutrondw,
oddzielnie badajacego dynamike biatka i rozpuszczalnika, ze zmiana w dynamice rozpuszczalnego
biatka (na przykladzie biatka wiazacego maltozg, BMP) i jego otoczki hydratacyjnej pojawia si¢ w
tej samej temperaturze. Symulacje dynamiki molekularnej przeprowadzone przez Bandyopadhyaya
1 wsp. [88] rowniez potwierdzily sprzgzenie pomigdzy dynamika tancuchéw bocznych biatka, a
struktura 1 dynamika wody. Badali oni trzy helisy znajdujace si¢ w podjednostce HP-36 biatka
wiliny (ang. villin protein); okazato sig¢, ze najwigksza amplituda ruchdéw oscylacyjnych pojawiata
si¢ w tej helisie wokot ktorej woda byta najmniej uporzadkowana. Wokot tej helisy zaréwno ruch
postepowy jak i obrotowy czasteczek wody byt szybszy niz wokot pozostatych dwoch badanych
helis. W kolejnych symulacjach [89] okazato sig, ze dla podjednostki HP-36, zr6znicowany wpltyw
3 helikalnych odcinkéw na dynamik¢ wody dookota nich ograniczat si¢ do ich pierwszych warstw
hydratacyjnych, co oznacza ze dynamika wody w drugiej warstwie hydratacyjnej jest jednolita i
zblizona do dynamiki w wodzie z glebi roztworu, a wigc ze otoczka solwatacyjna sktada si¢ z co
najwyzej dwoch warstw czasteczek wody. Z pomiaréw spektroskopii terahercowej (ang. terahertz
spectroscopy) [90] wynika, ze wptyw biatka na dynamike¢ wody sigga 1,8 nm (6 warstw czasteczek
wody) od powierzchni biatka ubikwityny, co autorzy okreslaja dynamiczna otoczka
hydratacyjna, w odréznieniu od pierwszej warstwy hydratacyjnej okreslanej mianem statycznej
otoczki hydratacyjnej, ze wzgledu na wiazania wodorowe tworzone pomigdzy ta warstwa a
powierzchnia biatka. Jednak jak sami autorzy niewyraznie wskazuja moze tutaj nie tyle chodzi¢ o
zaburzenie dynamiki poszczegélnych czasteczek wody, co o wptyw na dynamike catych sieci
wodnych (agregatéw) otaczajacych biatko. Tylko dwie warstwy hydratacyjne sa widoczne na
funkcji rozktadu powierzchniowego (ang. surface distribution function) opisujacej gestos¢ wody

jako funkcj¢ odlegtosci od powierzchni peptydu [91] (Rys. 3.1.7).

44



Rys. 3.1.7. (a) Funkcja rozktadu powierzchniowego (kolor niebieski), funkcja rozktadu radialnego woda-atom polarny
(kolor czerwony), i funkcja rozktadu radialnego woda-atom niepolarny (kolor zielony). Rozktad pochodzi z usrednienia
danych uzyskanych ze 105 struktur krystalicznych; (b) model pierwszej i drugiej otoczki hydratacyjnej na powierzchni
biatka. Czerwone i niebieskie kotka oznaczaja odpowiednio polarne (lub natadowane) i niepolarne atomy na
powierzchni biatka. Czerwone i niebieskie zakola oznaczaja odpowiednio pierwsza i druga warstwe solwatacyjng. Te
dwie warstwy nie nakladaja si¢ na siebie. Rysunek i opis pochodza z [91].

Woda jest nietypowa ciecza rowniez dlatego, ze przechlodzenie jest do$¢ trudne do
uzyskania w masie rozpuszczalnika, ale tatwe do osiagnigcia w przypadku zaadsorbowanej cieczy.
Okoto 0,4 g wody/g biatka nie jest w stanie zamarzna¢: w przyblizeniu dwie warstwy czasteczek
wody zaadsorbowanych na powierzchni biatka nie zostaje wlaczone do krysztatéw lodu, gdy wodny
roztwor biatka zamarza [233]. Przejsciem szklistym okre§la si¢ drastyczna zmiang
makroskopowych wilasciwosci cieczy w zakresie przechtodzonym; lepkos¢ bezwzgledna zmienia
si¢ gwattownie, cho¢ w sposob ciagly w waskim zakresie temperatur [233]. Punkt przegigcia na
wykresie objetosci (badz entalpii) jako funkcji temperatury stanowi jedna z definicji temperatury
przej$cia szklistego Tg (Rys. 3.1.8) [234]. Z rysunku wida¢ wyraznie, ze anharmonicznos$¢ sieci

wiazan wodorowych wnosi dominujacy wktad do wspoétczynnika rozszerzalnosci cieplnej [233].
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Rys. 3.1.8. Zaleznos$¢ temperaturowa objetosci cieczy (v) badz entalpii (h) przy stalym ci$nieniu p. Tn
oznacza temperaturg topnienia. Wolne tempo schladzania powoduje przejscie szkliste w temperaturze T,
szybsze tempo schtadzania prowadzi do przejscia szklistego w temperaturze Tg. Wspotczynnik
rozszerzalnosci cieplnej a,=(0ln v/0T), i ciepto wlasciwe c,=(0h/0T), zmieniaja si¢ gwaltownie, ale wciaz w
sposob ciagly przy przejsciu szklistym w odroznieniu od topnienia/krystalizacji. Rysunek i czgSciowo opis
pochodzi z [234].

W temperaturze przejécia szklistego T zawsze nizszej od temperatury topnienia fazy krystalicznej
Twm material przechodzi nagla przemiang z lepkiej cieczy do amorficznego ciata statego. Pod
wzgledem fizycznym przej$cie szkliste jest zmiana zasadnicza, gdyz nastepuje przejscie z
zachowania ergodycznego do nieergodycznego, co oznacza ze czasteczki zmieniaja polozenie tak
wolno, ze nie sa w stanie doktadnie probkowac konfiguracji w czasie okre§lonym tempem
schtadzania [233][234]. Pod wzgledem eksperymentalnym w Tg obserwuje si¢ do$¢ gwaltowne
zmniejszenie wartosci ciepla wlasciwego c, 1 wspotczynnika rozszerzalnosci cieplnej o, [233]. W
odréznieniu od przejs¢ fazowych przedziat w ktérym nastgpuje przejscie szkliste nie jest
nieskonczenie maty i wynosi zawsze 10-20 K. Czgsto btednie utrzymuje sig, ze przejscie szkliste
nie ma miejsca gdyz na wykresie obrazujacym zmiang okreslonej wielkosci fizycznej nie jest
zauwazalne. Wynika to jednak zazwyczaj z odnoszenia si¢ wylacznie do skali logarytmicznej bez

brania pod uwagg skali liniowej [233].

Obecnie najlepsza teoria cieczy opisujaca przejscie szkliste cieczy w tym wody
hydratacyjnej jest teoria sprzezenia modow (ang. mode-couling theory, MCT) poszerzona przez
Goetze'go 1 wsp. w celu objecia zakresu przechtodzonego 1 przejscia z cieczy do szkta [233]. MCT

zaktada mechanizm zwigkszajacej si¢ lepkosci indukujacej strukturalne uwigzienie czasteczki

46



rozpuszczalnika, gdy osiagnigta zostaje krytyczna gesto$é rownowazna latwiejszej do zmierzenia
temperaturze uwigzienia strukturalnego T, [233]. MCT przewiduje, ze anomalie
przechtodzonych cieczy (w tym pojawienie si¢ nieergodycznosci) staja si¢ widoczne juz w poblizu

temperatury T, ktora generalnie lezy powyzej Te.

Fundamentalne zrozumienie sprzgzenia dynamiki wody i biatka wymaga przydzielenia
roznych procesow relaksacyjnych odpowiednio do biatka i wody, a po drugie identyfikacji, ktore
procesy relaksacyjne bialka oraz wody sa ze soba zwiazane [87]. Ciecze tworzace szkla
wykazuja co najmniej dwa typy fluktuacji réwnowagowych, zwanych réwniez relaksacjami: a
(pierwszorzedow3) i p (drugorzedowa). Poniewaz ciecz jest faza skondensowana nie zawierajaca
kanatow badz jam, stad dalekosiezna dyfuzja wymaga kolektywnego przegrupowania wielu
czastek. Istotna skalg przestrzenna stanowi odlegtos¢ miedzy czasteczkami; kazda czasteczka jest
ograniczona poprzez klatkg utworzona przez sasiednie czasteczki. Procesem inicjujacym
dalekosigezna dyfuzj¢ jest wigc ucieczka z tej klatki. To przemieszczenie jest obrazem tzw.
a-procesu, ktory przywraca ergodycznos$¢ na laboratoryjna skal¢ czasowa. Powyzej krytycznej
gestosci klatka staje si¢ pulapka co powoduje strukturalne uwigzienie takze na skal¢ makroskopowa
[233]. Ruch obrotowy czgsto oznacza mniejsze fluktuacje ggstosci anizeli ruch postgpowy.
Korelacja pomigdzy rotacja i a-relaksacja nie jest wigc tak $cista jak pomiedzy translacja i a-
relaksacja. Czas a-relaksacji 1, (a jednocze$nie stata szybkosci tego procesu k,) jest zwigzany z

lepkos$cia bezwzgledna cieczy n réwnaniem Maxwella:

1, (T)=k,'=Gn(T) (3.1.5)

G oznacza warto$¢ naprezenia $cinajacego w cieczy w niewielkim stopniu zaleznego od
temperatury 1 rodzaju substancji. Czas o-relaksacji 1, jest wigc miara lepkosci w poblizu
powierzchni biatka, a wigc tzw. lepkosci powierzchniowej. Przejscie szkliste jest zawsze zwiazane
z czasem o-relaksacji uktadu, co wyjasnia dlaczego temperatura przej$cia szklistego zalezy od
laboratoryjnej skali czasowej. Fenomenologiczna definicja temperatury przej$cia szklistego
(przydatna w technologii ale bez glebszego znaczenia fizycznego) stanowi czas eksperymentu
wynoszacy 100 s, rownowazny lepkosci 10" puaza [233]. Na skale czasowa eksperymentu
wynoszaca 1 s woda hydratacyjna mioglobiny przechodzi przejscie z cieczy do szkta w 170 K;
natomiast na skalg czasowa 100 ps temperatura przejscia szklistego wynosi 240 K [233]. Oznacza
to, ze Tg zwigksza si¢ wraz ze zwigkszajaca si¢ szybkos$cia chtodzenia. Stata szybkosci ko(T) (a

jednocze$nie czas a-relaksacji t(T)) moze by¢ przyblizona réwnaniem Vogla-Fulchera-
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Taumanna (VFT; superarrheniusowskim):

TVFT

k(T)=1, (T)=1,,exp -7,

(3.1.6)

ks Tvrr odgrywa rolg ograniczajacej energii aktywacji przy temperaturach dalekich od To; Tver, To 1

T,,=limzt

T—oo

« sa wspolczynnikami okreslanymi eksperymentalnie [94][87]. Temperatura

osobliwosci T, odpowiada punktowi przegigcia na wykresie Arrheniusa, cho¢ jej znaczenie fizyczne
jest niejasne. Super-arrheniusowska zalezno$¢ temperaturowa odzwierciedla kooperatywny
mechanizm wiazacy si¢ z silnymi oddziatywaniami wielu czasteczek i fluktuujacymi barierami
energetycznymi. Ciecz nie jest odpowiednio reprezentowana przez krajobraz ustalonej energii, gdyz
z szybko zmieniajacymi si¢ barierami sama koncepcja krajobrazu staje si¢ watpliwa [233]. a-
Relaksacja begdaca z natury procesem kolektywnym rézni si¢ znaczaco od lokalnych procesow
czasteczkowych. Roéznice polegaja na tym, ze lokalne ruchy czasteczkowe nie sprzeggaja si¢ z
wlasciwosciami rozpuszczalnika takimi jak lepkos$¢ czy dyfuzja translacyjna oraz tym, ze lokalne

ruchy czasteczkowe zasadniczo wykazuja arrheniusowska zalezno$¢ od temperatury [233].

Lepkie ciecze w poblizu temperatury Tg wykazuja relaksacje niewyktadnicza. Przebieg
wybranej funkcji odpowiedzi R w funkcji czasu t(np. polaryzacji w odpowiedzi na przytozone pole
elektryczne, deformacji wynikajacej z przylozonej sity) moze by¢ czgsto przyblizony rozciagnigta

funkcj¢ wyktadnicza tzn. funkcja Kohlrauscha-Williamsa-Wattsa (KWW):
>]]=GXP[—<” o] (B<D) (3.1.7)

o jest mierzong wielkoscia (np. chwilowa sita nast¢pujaca po zmianie stopnia deformacji; T jest
czasem relaksacji, czyli czasem po ktérym warto$¢ funkcji R spada e-razy; e — liczba Napiera.
,Spowolnienie dlugotrwalej relaksacji ucielesnione powyziszym rownaniem kontrastuje z
zachowaniem sie cieczy powyzej temperatury topnienia charakteryzujqcym sie prostq relaksacjq
wyktadniczq”. Z badan eksperymentalnych i1 symulacji komputerowych wynika, ze owo
spowolnienie wynika z przestrzennej niejednorodnosci lepkiej cieczy [234]. Wykladnik
rozciagnigcia funkcji B rowny 0,5 jest powszechny dla cieczy tworzacych szkta [233] 1 stanowi

pewna miar¢ owej niejednorodnosci.
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B-proces w teorii MCT definiuje si¢ jako lokalna relaksacje wewnatrz klatki zawsze szybsza
od strukturalnej reorganizacji tej klatki. W literaturze PB-procesem czesto okresla si¢ wszystkie
rodzaje proceséw drugorz¢gdowych rézniace si¢ zaleznoscia temperaturowa od pierwszorzedowej
relaksacji (o) [233]. Nie jest to jednak podejscie stuszne, gdyz jak pokazg, B-procesy takze moga
wykazywa¢ superarrheniusowska zalezno$¢ temperaturowa. Ws§rod [B-proceséw gltowna rolg
odgrywaja tzw. B-procesy Johari-Goldsteina (B JG) powszechnie wystepujace w cieczach
tworzacych szkla. W zaleznosci od rodzaju substancji B-relaksacja JG moze oznacza¢ ruch
postepowy lub/i obrotowy w obre¢bie klatki tworzonej przez sasiednie czasteczki. B-proces JG od
innych relaksacji drugorzedowych odréznia si¢ tym, ze angazuje ruch catej czasteczki oraz moze

indukowac¢ a-relaksacje [236]. W dalszej czesci omawiajac B-proces bede miat zawsze na mysli

relaksacje B Johari-Goldsteina. W przypadku wody klatka tworzona przez najblizszych sasiadow
angazuje nie tylko oddzialywania van der Waalsa ale takZze wigzania wodorowe. Tak wigc
wewnatrz klatki fluktuacje sa zwiazane ze zrywaniem (,,otwieraniem”) 1 tworzeniem
(,,zamykaniem”) wiazan wodorowych. Poprzez ten mechanizm nastanie nieharmonicznych
przemieszczen odzwierciedla krytyczny utamek ,,otwartych” wiazan [233]. ,,Ograniczenia, ktorymi
jest poddana czqsteczka wody ze strony klatki utworzonej przez sqsiednie czqsteczki sq
zdominowane przez sie¢ wiqzan wodorowych. Tak wiec [-relaksacje mozZna przypisa¢ do
przemieszczen czqsteczki wody w obrebie klatki w wyniku fluktuacji wiqzan wodorowych”.
Amplituda B-procesu wzrastajaca wraz z temperatura odzwierciedla zwigkszajace si¢ lokalne
fluktuacje strukturalne (co w dalszej czgSci tekstu wyjasni¢ bardziej szczegotowo) bedace
prekursorem gléwnej strukturalnej relaksacji (o) wymagajacej dezintegracji klatki. Populacja
»otwartych” wigzan wodorowych zwigksza si¢ wykladniczo wraz z temperatura [233]. Krytyczna
liczba otwartych wigzan wodorowych kontrolowanych przez B-proces jest warunkiem koniecznym
aby pojawita si¢ a-relaksacja. W przypadku wody ruch postgpowy wewnatrz klatki jest mozliwy

tylko wowczas gdy ulegaja jednoczesnemu zerwaniu az cztery wigzania wodorowe [233].

Ponizej temperatury topnienia Ty przechtodzona ciecz nie jest w réwnowadze
termodynamicznej, ktora stanowi rzecz jasna stan krystaliczny, ale jest wciaz w stanie rOwnowagi
dynamicznej, poniewaz fluktuacje gestosci moga ulega¢ relaksacji 1 odpowiednia funkcja korelacji
gestosci d(q,t) opada do 0. ,, Odpowiadajqca temu lepkos¢ bezwzgledna ma skonczonq wartosc i
materiat moze ptynqé. W temperaturze T uktad wypada ze stanu rownowagi dynamicznej, funkcja
korelacji @(q,t) opada do niezerowej wartosci plateau i lepkos¢ wzrasta o wiecej niz 10 rzedow

wielkosci. Dzieje si¢ to na makroskopowq skale czasowq, zazwyczaj 10 do 100 s [233].
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Przewidywana relaksacja przechtodzonej cieczy zawsze oznacza dwuetapowy spadek funkcji
odpowiedzi np. funkcji korelacji gestosci @(q,t). ,,Poczqtkowy spadek po zdefazowaniu
wibracyjnym (ang. dephasing) opisuje lokalng dynamike wewnaqtrz klatki czyli szybki p-proces.
Drugim etapem jest glowna strukturalna relaksacja, o-proces wyjscia z klatki”. Zilustrowano to na

Rys. 3.1.9 dla idealnego przejscia szklistego uktadu sktadajacego si¢ ze sztywnych kul [233].

Rys. 3.1.9. Schematyczny wykres funkcji korelacji gestosci @(q,t) cieczy sktadajacej si¢ ze sztywnych kul
zgodnie z przewidywaniami MCT. Przedstawiono zmiany dla r6znych wartosci utamka objgtosci ¢ badz
temperatura. Wskazano zakres czasowy o- i - procesu. W okienku z prawej strony u gory w sposob
schematyczny przedstawiono ,,strukturalne uwigzienie”. Rysunki i czg§ciowo opis pochodza z [233].

Tutaj parametrem jest gesto$¢ 1 utamek objetosci ¢ , ktorego krytyczna wartos¢ (odpowiadajaca
wspomnianej przeze mnie gestosci krytycznej) dla tego uktadu wynosi 0,52. W temperaturach
dobrze ponizej temperatury uwigzienia strukturalnego Ta, ktéra generalnie lezy powyzej Tg, szybki
B-proces opada z okreslona szybkoscia do wartosci plateau. ,, Odpowiadajqca temu amplituda
zmniejsza sie wraz ze zmniejszajqcq sie temperaturq (nie pokazano). W temperaturze T4 lokalna
amplituda p osiqga wartos¢ krytycznq, gdzie plateau zaczyna opadac poprzez o-proces na diuzszq
skale czasowq. Zwiekszajqca sie temperatura przyspiesza a-proces az zlewa sie on z f-procesem w

wysokich temperaturach” [233].

Ciecze mozna podzieli¢ [234][233] na mocne (ang. strong) i kruche (ang. fragile).
Zalezno$¢ temperaturowa lepkosci 1 czaséw relaksacji (np. relaksacji dielektrycznej) jest zgodna z
rownaniem Arrheniusa, podczas gdy ciecze kruche wykazuja znaczne odchylenia od zachowania

arrheniusowskiego. W tzw. cieczach kruchych tworzacych szkta czas relaksacji wykazuje super-
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wykladnicza zalezno$¢ temperaturowa; wykres Arrheniusa staje si¢ zakrzywiony (Rys. 3.1.10), co

oznacza ze bariery energetyczne wzrastaja wraz z obnizajaca si¢ temperaturg [233].

Rys. 3.1.10. Skalowany wzgledem temperatury przejécia szklistego Tg wykres Arrheniusa obrazujacy
podziat cieczy na kruche i mocne. Ciecze mocne wykazuja w przyblizeniu liniowo$¢ (zachowanie
arrheniusowskie) jako wskaznik niezaleznej od temperatury energii aktywacji. Ciecze kruche wykazuja
przebieg super-arrheniusowski co oznacza, ze odpowiednia energia aktywacji ulega zwigkszeniu wraz z
obnizaniem si¢ temperatury. Rysunek i opis pochodza z [234]

W przypadku przechtodzonej czystej wody zalezno$¢ wielkosci takich jak lepkos$¢ czy
wspotczynnik autodyfuzji od temperatury ma mie¢ charakter arrheniusowski ponizej temperatury
T~225 K; w tej temperaturze nastgpuje przejScie do zachowania super-arrheniusowskiego (tj.
zgodnego z rownaniem VFT). To zachowanie jest opisywane jako przejscie z cieczy mocnej do
kruchej (w trakcie schtadzania), chociaz przyczyny tego przej$cia nie sa wciaz jasne [93]. Woda jest
wysoce krucha ciecza powyzej Ti.. Ostatnie badania (NMR, spektroskopia relaksacji dielektryczne;j
oraz symulacje dynamiki molekularnej) [87][95] podwazyly istnienie ostrego przejscia ciecz

krucha-ciecz mocna dla wody hydratacyjnej mioglobiny, elastyny i kolagenu.

Obecnie wskazuje sig, ze zard6wno przejscie dynamiczne ~240 K jak i przej$cie ciecz
krucha-ciecz mocna moga by¢ zwiazane ze zmiang mechanizmu ruchu obrotowego w obrebie klatki
(a wigc procesu B JG) z ruchu charakteryzujacego si¢ ,,drobnymi kroczkami” do libracji w ktorych
ruch obrotowy charakteryzuje si¢ znaczna wartoscia kata (zob. tez. Rozdz. 3.1g). W trakcie

obnizania temperatury czasteczka wody napotyka coraz wyzsza barier¢ energetyczna, w postaci
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coraz to liczniejszych wiazan wodorowych, co z kolei prowadzi do ograniczen zaréwno w
pozycjach czasteczek jak i ich orientacji. Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze liczba miejsc
zaangazowanych w reorientacj¢ wody (poprzez przeskoki) w sposob ciagly zmniejsza si¢ z
nieskonczonej liczby do kilku, by¢ moze 2, podczas chtodzenia. W temperaturze ponizej 165 K
obserwacja dynamiki rotacyjnej wody (przez spektroskopi¢ dielektryczna) wykluczyta zwykte
dwumiejscowe przeskoki wokot 2-krotnych osi  symetrii, ale nie mozna wykluczy¢
znieksztatconych 2-miejscowych przeskokow (tzw. znieksztatconych przeskokow o kat m), ktorym
towarzysza pewne drgania osi symetrii [95]. Liczba czasteczek wody wykazujacych idealng liczbg 4
wiazan wodorowych wzrasta stopniowo podczas schiadzania az do nasycenia w zakresie
temperaturowym (190-210 K) gdzie nastgpuje nieostre przejscie ciecz krucha-ciecz mocna w
przypadku wody hydratacyjnej biatek, co wskazuje na S$cisty zwiazek pomiedzy struktura i
dynamika wody hydratacyjnej. Wraz ze spadkiem temperatury, liczba wigzan wodorowych i
uporzadkowanie orientacyjne wzrasta, co skutkuje wzrostem energii aktywacji i, stad zachowaniem
niearrheniusowskim. Podczas dalszego chlodzenia, tempo zmian nieuporzadkowania
orientacyjnego osiaga maksimum i nastgpnie gwattownie opada do 0, prowadzac do niezaleznych

od temperatury (w niskich zakresach temperatur): nieuporzadkowania i energii aktywacji [87].

Dynamika otoczki solwatacyjnej silnie zalezy od lepkosci w poblizu powierzchni biatka
(tzw. lepkosci powierzchniowej). W przypadku mioglobiny szybkosci wejscia 1 wyjscia liganda
(CO) zaleza od lepkosci podczas gdy wewnetrzne szybkosci przeniesienia pomi¢dzy wnekami sa
niezalezne od lepko$ci. Funkcja biologiczna wlacza sig, gdy szybko$¢ ucieczki ligandu zaczyna
przekraczaé szybkos¢ wewngtrznego wiazania i wskutek tego temperatura nastania aktywnosci jest
wyzsza od temperatury przejscia szklistego. Plastyfikujaca funkcja wody jest wymagana dla
wymiany liganda, co moze odnosi¢ si¢ takze do lizozymu 1 innych biatek [233]. Doster [233]
sugeruje, ze w przypadku mioglobiny sprzezenie woda-biatko polega na zgranych ze soba ruchu
libracyjnym reszt na powierzchni biatka sprz¢zonych z translacyjnymi przeskokami czasteczek
wody na ta sama skale czasowa. Pokazuje on, iz nastanie przejscia dynamicznego (obrazowanego
zwigkszeniem si¢ $redniego kwadratu przesunigcia atomu zZelaza hemowego) zalezy od lepkosci
rozpuszczalnika w poblizu powierzchni biatka. Wedtug Dostera [233] zalezno$¢ nastania ruchow
anharmonicznych od lepkosci stoi nie tylko w sprzeczno$ci z modelem krajobrazu lokalnej energii,
ale takze z sugestia, ze przej$cie dynamiczne pochodzi z niezaleznych od lepkosci B-procesow w

otoczce solwatacyjnej [235][86]. Ta druga opinia jest jednak podwazana [87][95][236].

Badania Vitkupa i wsp. [83], a takze innych autorow (Tourniera i wsp. [72], Keblinskiego i
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wsp. [84]) pokazatly, ze $redni kwadrat przesunigcia atomow biatka, dhugosci szkieletu biatka, jak i
fancuchow bocznych oraz fluktuacje katoéw sa w pierwszym rzedzie kontrolowany przez
temperatur¢ wody bez wzgledu na to jaka temperatur¢ ma biatko. Nalezy jednak przyznaé, ze
powierzchnia biatka takze wptywa na strukturalne i dynamiczne wtlasciwosci wody. W
rzeczywisto$ci bowiem obie powierzchnie: wody i rozpuszczalnika sa sprzgzone, a wigc wykonuja
skorelowane ruchy [233][237][95]. Zmiana zaleznosci temperaturowej procesu B JG w przypadku
wody w temperaturze przejscia szklistego Tg jest dosy¢ specyficzna wiasno$cia tej substancji
odrézniajaca ja od wielu konwencjonalnych substancji tworzacych szkla [236], w ktorych to dla
procesu [ stata szybkosci kg(T) (i czas relaksacji 15 (T)) mozna przyblizy¢ zwyklym réwnaniem

Arrheniusa [86]:

kp(T)=t5"'(T)=Ap exp [-Ep/(ksT)] (3.1.8)

Ejp oznacza wartos¢ energii aktywacji dla tego procesu.

Oprécz powszechnie obserwowanych relaksacji a 1 B, przynajmniej duza cze$¢ cieczy
tworzacych wiazania wodorowe (jesli nie wszystkie), takich jak alkohole i woda wykazuje
dodatkowy wolniejszy proces relaksacji o charakterze Debye'a. Podobnie jak a-proces zalezno$é
temperaturowa relaksacji Debye'owskiej dobrze opisuje rownanie VFT, przy czym ekstrapolowana
warto$¢ statej szybkosci tej relaksacji kpenye jest duzo mniejsza od wartosci k, dla relaksacji a.
Generalnie w przypadku procesu Debye'owskiego gdy temperatura zmierza do nieskonczonosci
warto$¢ Tpebye Wynosi 10" s (i to zarowno w przypadku alkoholi jak i wody), zas w przypadku
relaksacji o warto$¢ T, znajduje sie¢ w zakresie 10'%-10" s. Wzglednie wysoka warto$¢ statej
czasowe] T. W poroOwnaniu do typowego czasu drgan pojedynczych czasteczek sugeruje, ze ten
proces jest spowodowany kolektywnym ruchem wigkszych jednostek strukturalnych czyli
agregatow. Ponizej temperatury 310 K (a wigc ponizej temperatury przejscia perkolacyjnego)
relaksacja a i relaksacja Debye'owska sa ze soba zwiazane relacja ke=10%Kpebye. Przyczyng zmiany w
temp. 310 K jest najprawdopodobniej to, ze agregaty odpowiedzialne za wolna relaksacje
Debye'owska (w tym zapewne przede wszystkim sie¢ otaczajaca bialko) zaczynaja rozrywac si¢ na
mniejsze sieci prowadzac do zwigkszajacego sig stosunku kpenye do ki Zauwazmy, ze to przejscie
pojawia si¢ w temperaturze bliskiej gornego limitu temperaturowego organizmow stalocieplnych
(ptakow, ssakdéw) rownego 315+3 K, co moze wskazywac na jego istotne znaczenie biologiczne. O
tym, ze istotnie tak jest wskazuje analiza wynikow eksperymentalnych przeprowadzona przez
Fisenke i Matomuza [184]. Jezeli symbolem 1., 0znaczymy charakterystyczny czas niewielkich

oscylacji czasteczki w poblizu jej tymczasowej pozycji rownowagowej (czas rezydencji; ang.
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residence time; nie myli¢ z czasami rezydencji czasteczek wody wokotl peptydu; dla lodu Th mamy
Tosc—0; identyfikowany przez autorow z czasem zycia agregatow o strukturze zawierajacej znaczna
liczbg szesciokatnych pierScieni), za$ przez tr stala czasowa, charakteryzujaca przemieszczenie
czasteczki wody z jej poczatkowego stanu wibracyjnego do innego (czas przejscia; ang. transition
time; identyfikowany ze stala czasowa niesprgzystych zderzen pomigdzy czasteczkami wody) to
ponizej temperatury ~315+3 K mamy sytuacje gdzie To>Tr; za$ powyzej tej temperatury z
nieréwnos$cia przeciwna. Autorzy okres$laja ta temperatur¢ jako temperaturg ,,dynamicznego
przej$cia fazowego™; w przypadku gdy Tos>>tr mowi si¢ o ruchu krysztalopodobnym, za§ gdy
Tose<<tr to 0 ruchu argonopodobnym. Dla czystej wody w temp. otoczenia To=0,8x107"* s.
Rozerwanie sieci otaczajacej bialko wiaza oni ze zmniejszeniem si¢ liczby pierScieni
sze$ciokatnych, a zwigkszeniem liczby struktur, w ktorych czasteczki wody tworza tylko dwa
wiazania wodorowe, czyli struktur raczej tahcuchowych niz pier§cieniowych. Poniewaz czasteczki
wody maja woéwczas zwigkszong mozliwos$¢ obracania si¢ prowadzi to do zmiany charakteru ruchu
obrotowego czasteczek wody, czemu towarzysza réwniez zmiany W zaleznosciach
temperaturowych wielu innych wielkos$ci fizycznych np. lepkosci. Te 1 inne zmiany, ktore zachodza
w czystej wodzie maja miejsce takze w ptynach organizmu jak np. w plazmie krwi mogac istotnie
wptywa¢ na funkcje biologiczne jak np. na zdolno$¢ przenoszenia  substancji

odzywczych/odprowadzania substancji szkodliwych czy rozpuszczalnos¢ tlenu [184].

Poczatkowo dynamika wody w otoczeniu biatek byla rozwazana w kontek$cie teorii "gor
lodowych", a wigc twierdzono ze musi by¢ ona znacznie spowolniona w poréwnaniu z woda z giebi
roztworu. Poniewaz jednak oddziatywania peptyd-woda, zwlaszcza jesli chodzi o wiazania
wodorowe nie roznia si¢ bardzo od oddzialywan woda-woda i stad nie mozna oczekiwac, ze
indukuja one znaczne zaburzenia struktury wody [97]. Przy dyskusji dynamicznych whasciwosci
wody w otoczce hydratacyjnej, trzeba pamigta¢ o rozroéznieniu tych wlasnosci od whasciwosci
termodynamicznych i strukturalnych, np. czasy rezydencji czasteczek wody w warstwie
hydratacyjnej nie moéwia nam nic o wplywie wody na stabilno$¢ biatka. Jak zaznacza Halle [97]
stowa "dynamika" nie mozna uzywa¢ do opisu nieuporzadkowania lub elastycznosci uktadow
bioczasteczkowych, gdyz wlasciwosci rownowagowe sa calkowicie okreslone przez energig
oddziatywania i sa catkowicie niezalezne od sil, ktore wywoluja ruchy. ,,Szybkosci ruchow
czqsteczek wody sq okreslone glownie przez wysokos¢ barier energetycznych, podczas, gdy
struktura i termodynamika zalezq przede wszystkim od lokalnych minimoéw energetycznych.
Zgodnie z tym, czasy rezydencji czqsteczek wody sq okreslone nie tyle przez oddziatywania

przyciggajqce (w minimum energetycznym) jak przez brak takich oddzialywan (na szczycie bariery
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energetycznej) . Stad np. niezwykle dtugie czasy rezydencji dla czasteczek wody hydratacyjnej, nie
wskazuja na szczegdlnie silne oddziatywania woda-biatko, ale raczej na topografig, ktorej
przyktadem moga by¢ jamy i1 pory wewnatrz biatka utrudniajace czasteczkom wody wymiang z
innymi czasteczkami rozpuszczalnika [97]. Czasy rezydencji moga by¢ liczone albo wzgledem
otoczki solwatacyjnej okreslonego atomu (t,), badZz wzglgdem warstwy hydratacyjnej biatka o
okreslonej grubosci (tr). Zaobserwowano nastgpujace uporzadkowanie czaséw 1, w przypadku
przynajmniej kilku biatek w odniesieniu do chemicznego charakteru reszty (w przypadku czystej
wody w odniesieniu do innej czasteczki wody) [80][98]:

Tnatadowane = Tpolarne = Tniepolarne ~ Twoda (3.1.9)

(Twoaa - Czas rezydencji czasteczek wody w czystym rozpuszczalniku wzgledem innych czasteczek wody). Czasy
zycia wigzan wodorowych pomigdzy biatkiem i rozpuszczalnikiem wykazuja szeroki wachlarz
wartosci: od 0,5 ps do 100 ps, a nawet wigcej. W przypadku dluzszych czaséw uzywa sig
najczesciej zargonowego okreslenia, ze czasteczki sq ,,przywiazane” do makroczasteczki biatka [80]
[36]. Sredni czas rezydencji jest duzo dhuzszy dla czasteczek wody ukrytych w glebi biatka niz dla

wody z pierwszej otoczki hydratacyjnej (nawet do 1 ms w wewnetrznych jamach biatka) [5][71].

Jak pisze Halle [97] - ,.Scislejszq miare zaburzen lokalnej dynamiki wody anizeli czasy
rezydencji stanowi stosunek wspotczynnikow dyfuzji rotacyjnej w wodzie z glebi roztworu i w
wodzie z otoczki hydratacyjnej D™ /D™ , lub réwnowaznie stosunek odpowiednich czaséw
korelacji  rotacyjnej <trnye>/trpuk. la wielkos¢ jest mozliwa do uzyskania zarowno
eksperymentalnie, jak i z symulacji dynamiki molekularnej. Poniewaz zarowno postepowymi jak i
obrotowymi ruchami czqsteczek wody kieruje szybkos¢ z jakq wiqzania wodorowe sq zrywane i
odtwarzane, wspolczynnik spowolnienia ruchu obrotowego (ang. rotational retardation factor)
Dr™* /D™ nie powinien znacznie sie réznié¢ od wspétczynnika spowolnienia ruchu postepowego
(ang. translational retardation factor) D™ /D™, Wspétczynnik spowolnienia ruchu obrotowego
ma jednak tq przewage, ze odzwierciedla ruch bardziej zlokalizowany”. Wspotczynnik
spowolnienia ruchu obrotowego moze stuzy¢ jako wspélczynnik zaburzenia dynamiki (ang.

dynamic perturbation factor) w otoczce hydratacyjnej [99].

Energi¢ aktywacji dla rotacji czasteczek wody w otoczce hydratacyjnej E,.q mozna
opisa¢ rGwnaniem:

dl
Ehyd(T)=—kBT2W (3.1.10)

gdzie: <tu,> jest czasem korelacji rotacyjnej usrednionym wzgledem wszystkich miejsc w otoczce
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hydratacyjnej. Podobnie definiuje si¢ energie aktywacji rotacji czasteczek w czystej wodzie

2dnt, .

E, \T)==k;T
s ([ T)=—kg dT

(3.1.11)

gdzie: tux oznacza czas korelacji rotacyjnej dla czystej wody [99]. Z badan wynika, ze w temperaturach
roznych od temperatury w ktorym te dwie energie aktywacji sa sobie rowne (256 K w przypadku
peptydu Ace-Leu-NMe), energia aktywacji dla rotacji wody jest nizsza w warstwie hydratacyjnej
peptydu hydrofobowego czy tez wokot grup hydrofobowych w biatku, anizeli w czystej wodzie,
co oczywiscie po raz kolejny stoi w sprzecznosci z pogladami o klatratowej strukturze wokot grup
hydrofobowych [99][98]. Nizsza energia aktywacji w przypadku czasteczek wody w warstwie
hydratacyjnej wokot grup hydrofobowych oznacza, Ze te czasteczki rotuja szybciej niz w czystej
wodzie przy wystarczajaco niskich temperaturach. Wyniki Halle'go 1 wsp. [99] sugeruja, ze w
przypadku peptydu Ace-Leu-NMe ma to miejsce dla temperatur nizszych od 237 K 1 zgadza sig¢ to z
wynikami eksperymentéw z uzyciem kwazielastycznego rozpraszania neutrondéw, badajacych
dynamike wody wokot grup hydrofobowych w lizozymie [wg 100]. Gdy czysta woda jest
schladzana energia aktywacji dla rotacji czasteczek wody Eu wzrasta poniewaz struktura cieczy
jest stopniowo przeksztalcana w strong bardziej otwartych konfiguracji z wyzszym stopniem
uporzadkowania tetraedrycznego co wielu taczy z przekroczeniem linii Widoma 1 wigkszym
udziatem czasteczek wody LDL. W otoczce hydratacyjnej, spowolnienie rotacji wody moze zostaé
takze przypisane do interferencji z kooperatywnym mechanizmem rotacji umozliwiajaca szybsze
ruchy obrotowe w czystej wodzie. Powoduje to, ze Trna Wzrasta, co czg$ciowo wynika ze
zmniejszonej liczby pobliskich czasteczek wody z ktorymi nastgpuje wymiana wiazan wodorowych
a czesciowo z tego, ze wigzania wodorowe w roztworze sa albo nieobecne (w miejscach
niepolarnych) badz sa ograniczone do okreslonych miejsc wokét atomoéw polarnych. ,,Poniewaz te
ograniczenia sq zasadniczo niezalezne od temperatury, energia aktywacji Ey nie zalezy tak mocno

od temperatury jak Epu,, [99].

Silna niejednorodno$¢ warstwy hydratacyjnej biatka pod wzgledem wlasciwosci
dynamicznych moze zosta¢ opisana poprzez potggowy rozktad rotacyjnych czaséw korelacji z
wyktadnikiem bliskim 2; ,,ogon” przy duzych warto$ciach t na tym rozktadzie potggowym wynika
ze swoistej dla biatka niewielkiej populacji wolno obracajacych si¢ ,,schowanych” czasteczek wody,
ktére zwiazane sa z peptydem przynajmniej dwoma wiazaniami wodorowymi [99][87]. Z symulacji
dynamiki molekularnej, badan relaksacji '’O NMR oraz relaksacji ‘H NMR wynika, ze kilka
czasteczek wody spedza dilugie okresy (az do ~ 1 ns) uwigzione w kieszeniach na powierzchni

biatka, podczas gdy ~90% czasteczek wody w otoczce hydratacyjnej bialek, podobnie jak w
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otoczce hydratacyjnej niewielkich czasteczek organicznych, podlega zaledwie dwukrotnemu
sredniemu spowolnieniu dynamiki w poréwnaniu z czysta woda [101] i jedynie spowolnieniu o
czynnik 1,3 w przypadku najbardziej ruchliwej potowy potowy czasteczek wody [99]. Podobne
wyniki uzyskano przy wykorzystaniu niespojnego kwazielastycznego rozpraszania neutronow
(ang. incoherent quasi-elastic neutron scattering, incoherent QENS) (wspotczynnik spowolnienia
ruchu obrotowego wynoszacy ~1,0-2,2 przy czym najwigksze warto$ci odnosza si¢ do pierwszej
warstwy hydratacyjnej 1 do bardziej hydrofobowej czasteczki (Ace-Leu-NMe w pordwnaniu z Ace-
Gly-NMe), oraz z pomiaréw dyspersji relaksacji magnetycznej (ang. magnetic relaxation
dispersion, MRD) (np. wspolczynnik spowolnienia ruchu obrotowego dla warstwy hydratacyjnej
BPTI uzyskany przez Modiga i wsp. (w -10 °C) wynosi 3,3; dla porownania dla czasteczki alaniny
uzyskano wartos¢ 1,7; dla leucyny 2,4; za$ dla metanolu 1,4) [98][102][97][103]. W ostatnich
latach ten obraz byl podwazony przez wyniki pomiaréw fluorescencji jako funkcji czasu (ang.
time-resolved fluorescence measurements), ktore to miaty wskazywaé, ze czasteczki wody w
otoczce hydratacyjnej sa spowolnione znacznie bardziej (10-40 razy w przypadku subtylizyny
Carlsberg) [101][71][98]. Jednak reszta tryptofanowa bedaca sonda w pomiarach
fluorescencyjnych jest do§¢ mocno ukryta wewnatrz biatka 1 w rzeczywistosci nie odzwierciedla
dynamiki "powolnej" wody, a jedynie wewnetrzne ruchy w biatku w odpowiedzi na rozktad
fadunkéw w stanie wzbudzonym [97]. Twierdzenie o wzglgdnie niewielkim spowolnieniu dynamiki
wody, a tym samym niewielkim zaburzeniu sieci wigzan wodorowych w otoczce hydratacyjnej byto
podwazane réwniez przy wykorzystaniu relaksacji dielektrycznej (ang. dielectric relaxation, DR).
Wiele badan DR pokazywalo, Ze znaczna czg$¢ (zazwyczaj polowa) czasteczek wody w warstwie
hydratacyjnej ma mocno spowolniony ruch obrotowy, z warto$ciami <tg nye>/Trpux W zakresie 10°-
10° [97]. Jednak tutaj najprawdopodobniej blednie przypisano jedna ze sktadowych profilu
dielektrycznego (tzw. dyspersje¢ 6 na nanosekundowa skalg¢ czasowa) dynamice wody w poblizu
biatka [97]. Jak dotad nie ma wigc zadnej potrzeby rewizji dominujacego obrazu dynamiki

hydratacyjnej biatka [101].

Analiza danych symulacyjnych pokazata, ze dynamika wody w niewielkim stopniu zalezy
od rodzaju peptydu i jest spowolniona w ich sasiedztwie wskutek tworzenia si¢ (zwlaszcza w
niskich temperaturach) wiazan wodorowych pomiedzy woda a czasteczka peptydu [87]. Z
dotychczasowych danych [99] wynika, iz ,,poza utamkiem odosobnionych miejsc hydratacyjnych,
otoczka hydratacyjna bialek nie rozni sie znaczqco od otoczki hydratacyjnej krotkich peptydow i
innych niewielkoczqsteczkowych substancji organicznych. W obu przypadkach, czynnik

zaburzenia dynamicznego jest mniejszy od 2 w temperaturze pokojowej i wykazuje maksimum w
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poblizu 260 K. Badania dyspersji relaksacji magnetycznej (MRD) biatek potwierdzily istnienie
dwach populacji czasteczek wody hydratacyjnej: wewngtrzne czasteczki wody, ktore przebywaja w
kieszeniach biatka w czasie rzedu mikrosekund i takie, ktore oddziatuja z powierzchnia biatka w
skali czasowej rzedu 10-100 ps [102]. Woda w warstwach hydratacyjnych bioczasteczek w
zywej komoérce bakteryjnej (czyli in vivo) ,zachowuje sie podobnie jak woda wokot
wspomnianych wczesniej prostszych uktadow modelowych (biatek i w ogodle peptydow in vitro),
jedynq roznicq jest nieco wigksze tarcie odosobnionych (mocno zaburzonych) miejsc
hydratacyjnych, co jest zwiqzane z supramolekularnq organizacia w komorce” [99].
Wewnatrzkomérkowa woda, ktora nie jest w bezposrednim kontakcie z biopolimerami ma
zasadniczo ta sama dynamike jak czysta woda, co mozna odnies¢ do >80% wody komodrkowej. Nie
znaleziono zadnych znaczacych roéznic w dynamice wody komoérkowej pomigdzy dobrze znana
bakteria Escherichia coli a halofilnym archeonem Holoarcula marismortui, pomimo wysokich
stezen Na" i K™ w tym drugim przypadku [99]. Jest to wazne w konteks$cie rozwazania hydratacji
kroétkich peptydow jako modelu hydratacji biatek i modelu wody znajdujacej si¢ wewnatrz komorek

organizméw zywych.

Obliczajac wspolczynnik autodyfuzji translacyjnej z rownania Einsteina,

b n0=r(OB) 1 (ar)
r 2MA14>00 At 64[1‘4»@ At

(3.1.12)

(gdzie: M=3 oznacza wymiarowo$¢ przestrzeni, ri(t) oraz ri(0) sa odpowiednio pozycjami czasteczki wody i w czasie

t, oraz w czasie t=0; nawias kwadratowy ,,<>” oznacza $rednia po wszystkich rozwazanych czasteczkach i poczatkach

odcinkow czasowych t=0)' badz z rownania Greena-Kubo

1
M Ataoo

()r(O _1,
a4 3] f<v

D,=— 0)) dt (3.1.13)

zaktada si¢ liniowy wzrost Sredniego kwadratu przesunigcia czastki wraz z czasem. Ten warunek,
ktory jest zwykle spetniony w przypadku wigkszosci jednorodnych izotropowych trojwymiarowych
cieczy na skale czasowa dluzsza od kilku pikosekund, nie jest jednak generalnie spetniony w
przypadku czasteczek wody dyfundujacych w poblizu biatka. W tym przypadku $redni kwadrat
przesunigcia czastki <Ar*> nastepuje wedhug zaleznosci <Ar> = t, gdzie o<l. Generalnie,
odchylenia wyktadnika o od jednosci sa wskaznikami dyfuzji anomalnej [80]. W obecnosci
dyfuzji anomalnej nachylenie d<Ar*>/dt zmienia si¢ wraz z czasem t i obliczanie wsp. dyfuzji przy
uzyciu rownania Einsteina badZ Greena-Kubo mogtoby prowadzi¢ do nieprawidlowych i zaleznych
od czasu wartosci. Aczkolwiek wyliczenia w ktorych zaklada si¢ liniowa zalezno$¢ $redniego

kwadratu przesunigcia od czasu sa bardzo uzyteczne, gdyz mimo wszystko pozwalaja na
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porownywanie wspolczynnikéw dyfuzji z réznych obszaréw roztworu (czesto okresla sig¢ je
wowczas jako efektywne wspolczynniki dyfuzji, ang. effective diffusion coefficients). Poza tym
oprocz rozwazania calkowitego wspolezynnika dyfuzji, mozna rozwazaé rowniez wspolczynniki
dyfuzji wzgledem okreslonych osi [80]. Warto zauwazy¢, ze przynajmniej w przypadku lizozymu
efektywny wspotczynnik dyfuzji wzgledem osi rownoleglej do powierzchni biatka odznacza sig
wartosciami porownywalnymi z catkowitym wspodtczynnikiem autodyfuzji wody z glebi roztworu
[74]. Zalezno$¢ sredniego kwadratu przesunigcia od czasu mozna podzieli¢ na cztery obszary
opisujace ruch postgpowy: obszar balistyczny w pierwszych odcinkach czasowych, gdzie a=2,
nastgpnie obszar plateau, ktdérego mozna si¢ spodziewaé zwlaszcza w niskich temperaturach
(typowy dla przechlodzonych cieczy osiagajacych ich przejscia szkliste), wskazujacy na to, ze
czasteczki wody sa uwigzione w klatce tworzonej przez sasiednie czasteczki wody i1 czasteczke
peptydu. Po dluzszym czasie, czasteczki wody zaczynaja wydostawac¢ sig z tych klatek (proces Q) i
stad $redni kwadrat przesunigcia ulega zwigkszeniu, co oznacza przejScie do obszaru dyfuzji
sublinearnej, gdzie a<l (np. dla lizozymu 0=0,75), odzwierciedlajac to, ze obecnos$¢ tancucha
peptydowego zapobiega swobodnej dyfuzji wody. To wlasnie istnienie wyraznej dyfuz;ji
sublinearnej powoduje, ze okreslenie wiarygodnych wspotczynnikow dyfuzji z symulacji MD
wymaga wzglednie dtugiego rownowazenia i trajektorii (zwlaszcza z wykorzystaniem réwnania
Einsteina, zamiast Greena-Kubo) [87]. W koncu przy wyzszych temperaturach i/lub dluzszym
czasie pojawia si¢ obszar dyfuzji linearnej, gdzie o=1, wskazujacy, ze przestrzenne $ci$nigcie z
powodu obecnos$ci peptydu staje si¢ nieistotne przy wystarczajaco duzym zasiggu. Czym dalej od
powierzchni biatka, tym warto$¢ a szybciej przybliza si¢ do jednosci, czyli de facto to dla tego

obszaru podaje si¢ warto$ci efektywnego wspotczynnika dyfuzji translacyjnej [87].

W celu wyjasnienia przyczyny anomalnej dyfuzji na powierzchni miedzyfazowej biatko-
woda, Pizzitutti 1 wsp. [81] wykonali symulacje dynamiki molekularnej dwoch uktadow: pierwszy
uktad stanowit zmrozony lizozym otoczony przez wodg o temperaturze 300 K; drugi uktad stanowit
roéwniez zmrozony lizozym z woda o temperaturze 300 K przy czym wylaczono oddziatywania
elektrostatyczne woda-biatko. Wyniki uzyskane z tych dwoch uktadow poréwnywano z roztworem,
gdzie w pelni uwzgledniono oddzialywania elektrostatyczne, dynamika nie zostala ograniczona, a
temperatura catego ukladu woda-lizozym wynosita 300 K. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze
zardbwno nieréwnosci na powierzchni biatka (tzw. nieuporzadkowanie geometryczne; ang.
geometrical disorder); jak 1 niejednorodnos$¢ powierzchni biatka, wynikajaca ze zrdéznicowania
oddziatywania elektrostatycznego poszczegdlnych miejsc na biatkku z woda (tzw.

nieuporzadkowanie czasowe, ang. femporal disorder) powoduja anomalng dyfuzjg wody. Owe
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symulacje [81] ujawnily, Zze dynamika rotacyjna wody na powierzchni biatka zalezy przede
wszystkim od oddziatywan elektrostatycznych, a wigc przede wszystkim od nieuporzadkowania
czasowego. Jest to zgodne ze wczesniejszymi symulacjami MD peptydu Ace-Leu-NMe
wykonanymi przez Russo 1 wsp. [104] ktore pokazaly, ze czasteczki wody w poblizu hydrofilowego
szkieletu peptydu Ace-Leu-NMe sa ~3-4 razy wolniejsze niz czasteczki wody przebywajace w
poblizu hydrofobowego tancucha bocznego tego peptydu; o wplywie nieuporzadkowania
geometrycznego $wiadczy za$ fakt, ze woda znajdujaca si¢ zarowno wokot hydrofobowego jak 1
hydrofilowego §rodowiska Ace-Leu-NMe dyfunduje wolniej niz woda wokot Ace-Gly-NMe. Z tego
autorzy wyciagaja wniosek, ze czasteczki Ace-Leu-NMe ustanawiaja przestrzennie niejednorodne
srodowisko dla oddzialywan z woda; jeden obszar znajduje przy hydrofilowym szkielecie i
stabilizuje on jeden rodzaj agregatu wody, podczas gdy inny obszar utrzymuje sie¢ wody z
krotkotrwatymi  wiazaniami wodorowymi nietworzaca oczywiscie wiazan wodorowych z
hydrofobowym lancuchem bocznym wokot ktérego si¢ znajduje. Sugeruje sig, ze to wlasnie
niedopasowanie tych dwodch rodzajow agregatéw wody do siebie moze by¢ przyczyna anomalnej
dyfuzji wody na powierzchni biatka [105]. Pizzitutti 1 wsp. [81] pokazali takze, ze dynamiczne
anomalie nie pochodza od czasteczek wody $cisle zwigzanych z biatkami o czasach rezydencji ~1

ns.

Warstwe hydratacyjna mozna postrzega¢ jako defekt w sieci wigzan wodorowych
rozpuszczalnika, indukowany przez biatko utrudniajace tworzenie si¢ wiazan wodorowych
pomigdzy czasteczkami wody. Poniewaz te ograniczenia sa zasadniczo niezalezne od temperatury,
woda hydratacyjna wykazuje odchylenie od super-Arrheniusowskiej (rozciagnigtej wykladniczej,
VFT) zalezno$ci temperaturowej czasoOw korelacji rotacyjnej tr [a wigc jednocze$nie
wspotczynnikow dyfuzji rotacyjnej Dr=(61r)" ] dla czystej wody np. zarowno w przypadku 0,5 M
Ace-Leu-NMe jak i 2,0 M Ace-Leu-NMe obserwujemy arrheniusowska zalezno$¢ czasu tr od
temperatury [105]. W tym sensie, woda hydratacyjna jest mniej anomalna anizeli woda
niezaburzona (bulk) [99], co wynika z tworzenia przez czasteczki wody hydratacyjnej wiazan
wodorowych z biatkiem spowalniajacych ruch obrotowy 1 postgpowy czasteczek wody co znajduje
odzwierciedlenie chociazby w odpowiednich funkcjach korelacji predkosci rotacyjnej badz
translacyjnej [87]. Nucci i wsp. [wg. 106] przy wykorzystaniu spektroskopii NMR biatek
umieszczonych w odwroconych micelach odkryli, ze czasteczki tworzace agregaty wokot biatka w
obrgbie danego agregatu charakteryzuja si¢ podobna dynamika np. czasem rezydencji. W cieklej
wodzie czasteczki tworza 1 zrywaja wiazania wodorowe z innymi czasteczkami w sieci wigzan

wodorowych tworzacych ten agregat. Szybkie ruchy czasteczek w cieklej wodzie wynikaja z

60



ruchow calego agregatu — czasteczki wody moga zmienia¢ polozenie bez przechodzenia przez stany
przejsciowe podczas ktorych jedno lub kilka wigzan wodorowych musi ulec zerwaniu. Obecno$é¢
biatka wplywa na ta sie¢ zmieniajac nie tylko prawdopodobienstwa zajscia roznych strukturalnych
rearanzacji rozpuszczalnika, ale takze tatwo$¢ z ktoéra czasteczki moga ,,przechodzi¢” pomigdzy
danymi stanami sieci. Czasteczki wody w agregatach dziataja kooperatywnie, ale jednocze$nie
niezaleznie od zachowania si¢ wody w gigbi roztworu czy tez w innych regionach, a wigc biatko w
ukierunkowany geometrycznie sposéb wplywa na rozpuszczalnik. Szybkos$ci proceséw rearanzacji
r6znig si¢ o czynnik wigkszy niz 10" w jednym miejscu powierzchni biatka w poréwnaniu z innym.
Agregat, gdzie wiele wiazan wodorowych z innymi agregatami badz biatkiem musi ulec zerwaniu
w celu przemieszczenia sig jego catego bedzie przebywac dtuzej wokot powierzchni biatka niz ten
nie wymagajacy tylu zerwan. Innymi stowy, geometryczne ograniczenia wymuszone przez
ubikwityng na otaczajace czasteczki wody skutecznie indukuja (w pierwszym przyblizeniu)
niezalezne agregaty (sieci rozpuszczalnika) wokét kazdego regionu. To odkrycie wydaje si¢ mie¢
istotne znaczenie w zrozumieniu takich procesow jak wiazanie ligandéw (np. kofaktorow,
substratow enzymow) przez biatko oraz w zrozumieniu funkcji biatek 1 ich ewolucji jak réwniez
moze pomoc w projektowaniu biatek de novo [106]. Odkrycie to pokazuje, ze biatka nie dziataja
wylacznie poprzez wlasne ruchy ale rowniez przez indukowanie ruchdow czasteczek

rozpuszczalnika o odpowiedniej szybkosci.

W celu zbadania roli ruchu postgpowego wody (dyfuzji translacyjnej) w dynamice biatka
Tarek i Tobias [107] wykonali symulacjg¢ dynamiki molekularnej roztworu rybonukleazy A (RNazy)
w temp. 300 K, przy czym pozycje tlenu wody ograniczono za pomoca potencjalu harmonicznego.
Okazato sig, ze to ograniczenie miato niewielki wplyw na ruch obrotowy czasteczek wody (dyfuzje
rotacyjna), aczkolwiek oczywiscie wplyngly one ogromnie na ruch postgpowy (dyfuzje
translacyjna). W tym $wietle nie ma nic dziwnego, ze ograniczenia te w niewielkim stopniu
wplywaly na czas zycia wigzania wodorowego woda-biatko, ktéry wynosit §rednio 0,45 ps w
symulacji bez uzycia potencjatu ograniczajacego i 0,47 ps z uzyciem tego potencjatu. Ponadto, z
symulacji tych wynika, ze w przypadku ograniczenia ruchow postgpowych czasteczek wody przez
potencjat ograniczajacy ulegaja zmniejszeniu fluktuacje ruchow biatka, zarowno szkieletu jak i
fancuchéw bocznych, tak Zze maja one zakres podobny do tego jaki ma miejsce w biatku

odwodnionym [107].

Poniewaz za ruchy pojedynczych czasteczek wody w masie rozpuszczalnika odpowiedzialna

jest przede wszystkim relaksacja o, wynika z tego, ze w temperaturach powyzej temperatury
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przej$cia szklistego rowniez wspotczynnik dyfuzji translacyjnej bedzie spetniat zalezno$¢ Vogla-
Fulchera-Tammanna od temperatury [4][105][108], poniewaz zgodnie z Réwn. 3.1.12
wspotczynnik autodyfuzji pojedynczej czasteczki D" zwiazany jest z czasem Q-relaksacji Ta (W

czasie, ktorego zachodzi przemieszczenie o odcinek ly) nastepujaca zaleznoscia:

D = 1y¥1q (3.1.14).

Jednak musimy pamigta¢, ze oprocz jednoczasteczkowego wkiadu do wspotczynnika dyfuzji
istnieje takze jeszcze niewielki wktad pochodzacy od przemieszczen catych agregatow wynoszacy
(z danych rozpraszania neutronéw) 0,17x10° cm’s™, co razem z D" daje warto$¢ calkowitego
wspoétczynnika autodyfuzji translacyjnej Dr rowna 2,2x10° cm?s™ [184]. W temperaturze ~290 K
nast¢puje zmiana zaleznos$ci temperaturowej zgodnej z rownaniem Stokesa-Einsteina, gdzie

Doc(1,/T) do zalezno$ci okreslanej jako ,ulamkowe réwnanie Stokesa-Einsteina” -

Do (1, /T) ¢, gdzie {=3/5. Ta zmiang wiaze si¢ z temperatura, gdzie stosunek liczby czasteczek

wody ze struktura przypominajaca HDA do czasteczek wody ze struktura przypominajaca LDA

zaczyna si¢ gwaltownie zmienia¢ wraz z temperatura [21].

Czas zycia wiazania wodorowego w symulacjach MD jest zwykle opisywany z
wykorzystaniem funkcji korelacji czasu zycia wiazania wodorowego Cug(t), zdefiniowane]
nastgpujacym réwnaniem [103][94][109]:

Cus(t)=<h(0)h(t)>/<h> (3.1.15)

gdzie h(t) jest funkcja binarna czasu zycia wigzania wodorowego; h(t)=1 gdy wiazanie wodorowe w
obrgbie pary czasteczek wody istnieje nieprzerwanie w przedziale czasowym <0,t>; gdy w tym
czasie jest zerwane h(t)=0. W przypadku nieskonczonego uktadu s$rednia <h>=0, poniewaz
wowczas prawdopodobienstwo, ze dwa arbitralnie wybrane czasteczki zwiazane sa ze soba jest
rowne 0; jednak w przypadku uktadéw skonczonych (jak w przypadku pudetek symulacyjnych)
<h>#0 [109]. Jak wida¢ obie funkcje zaleza od kryterium tworzenia/zrywania wigzania
wodorowego jak i od samej definicji wiazania wodorowego [103]. Funkcj¢ Cup(t) mozna opisaé
jako krzywa charakteryzujaca si¢ dwoma stalymi czasowymi. Ostatnio uzyskano warto$¢ czasu
zycia, a wlasciwie rearanzacji wiazania wodorowego (tj. czaséw po ktérych funkcja opada e razy; e
— liczba Napiera) wynoszaca 1,5 ps w czystej wodzie temperaturze 300 K, co jest zgodne z
wynikami licznych eksperymentow i symulacji dynamiki molekularnej zaktadajacymi czas zycia

wiazania wodorowego rowny 1-2 ps [103][110]. Druga stata czasowa rowna ~150—170 fs opisuje
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szybki spadek funkcji na poczatku, ktdry przypisuje si¢ migdzyczasteczkowym drganiom
rozciagajacym wiazania wodorowego. W przypadku wody hydratacyjnej bialek wspomniana
funkcja opada wolniej, za§ wartosci odpowiednich statych czasowych (czaséw zycia) wiazan
wodorowych dla I warstwy hydratacyjnej sa ~2-3 razy wigksze. Wynika to z tego, ze wzrasta udzial
czasteczek wody tworzacych silne wigzania wodorowe z powierzchnig biatka. W przypadku II

warstwy hydratacyjnej r6znice w poréwnaniu z czysta woda sa niewielkie [89][111].

Geometria wigzan wodorowych zmienia si¢ z temperatura. Dla wielko$ci Roo (odleglos¢
tlen-tlen), Ruo (dtugo$¢ wiazania wodorowego) i kat Pus jak na Rys. 3.1.13 Halle i wsp. [112] w
zakresie temperatur 0-80 °C uzyskali nast¢pujace zaleznosci:
<Ruo>/A=1,874+0,00224(T/°C) (3.1.16a)
<Bus>/deg=11,71+0,1233(T/°C) (3.1.16b)

Rys. 3.1.13. Definicja parametrow uzytych w tekscie do opisu wiazania wodorowego. Rysunek pochodzi z [34].

3.1g. Mechanizmy rearanzacji wigzania wodorowego

Wykazano [113][114],iz zasadniczy mechanizm zrywania i tworzenia wiazania wodorowego
(tzw. przelaczanie wiazania; ang. switching) sklada si¢ z trzech zasadniczych krokow (Rys.
3.1.14):
1) ,,zrywania poczqtkowego wiqzania wodorowego HO*-H*==sOH, tworzonego przez dwie
czqsteczki wody;
2) obrotu wodoru H* centralnej czqsteczki wody”;
3) tworzenia nowego wiqzania wodorowego z innq czqsteczkq wody HO*-H*===Q°H,”
W tym celu po przyjeciu geometrycznej definicji wiazania wodorowego Laage 1 Hynes [113][114]
badali:
a) odlegtosci tlen-tlen R« i Ry
b) kat 0 — kat pomiedzy rzutem wektora O*H* na plaszczyzne O*O*0OP i dwusieczna kata O*O*QP.
Taka definicja kata 0, czyni go niezaleznym zar6wno od ruchu H* poza plaszczyzne O*0*0" i

zginania kata O*0*QO". Gdy 6=0; H* jest w rownej odlegtosci od O i O".
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a)

b)

Rys. 3.1.12. a) Definicja wielko$ci uzytych w tek$cie; b) mechanizm przetaczania wigzania. Rysunki pochodza z [113].

Analiza trajektorii pokazala, ze przed osiagnieciem sytuacji R, =R ., , O" jest
zwigzane wiazaniem wodorowym z H* i lezy w pierwszej otoczce koordynacyjnej O* (
R, ,~295 A), podczas gdy O lezy wewnatrz drugiej otoczki koordynacyjnej O* (
R, ~4,10 A). Zarowno O® jak O° przyjmuja $rednio nuu=1,8 wiazania wodorowego (jak
czynia czasteczki wody stanowiace czysty rozpuszczalnik). Odejscie O* od O* i ruch O w kierunku
O* zapoczatkowane sa przez zmiany w liczbie wigzan wodorowych przyjmowanych przez O* i O
w wyniku fluktuacji w sieci wiazan wodorowych czystego rozpuszczalnika. Koordynacja O?
wzrasta znaczaco o okoto 0,3 w poréwnaniu ze $rednig wartoscia dla rozpuszczalnika, i stad O*
odchodzi od wiazania wodorowego dostarczanego przez H*. Z drugiej strony, koordynacja O°
spada o ~0,3 w poréwnaniu ze $rednia warto$cia, przyciagajac O® w kierunku H* w celu odzyskania

koordynacji. Ta roznica w koordynacji jest poczatkiem ruchu O* i O° prowadzac do sytuacji gdy
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Ry =R,y , gdzie ma miejsce obrot H*.

Pierwszym krokiem w reorientacji jest stad tworzenie wigzania wodorowego wokot O i
uciecie wiazania wodorowego wokot O° w drugiej warstwie koordynacyjnej wzgledem obracajacej
si¢ czasteczki wody. Stoi to w sprzecznosci ze standardowym zatozeniem, mianowicie, ze
pierwszym krokiem jest takie zrywanie wiazania wodorowego, ze tworzy si¢ ,,dyndajaca”
nietworzaca wiazania wodorowego grupa O*H*; ktoéra dopiero w nastgpnym kroku ulega
reorientacji. W mechanizmie przeskoku (przetaczania) zaproponowanym przez Laage'a i Hynesa
»dyndajaca” grupa O*H* nie pojawia si¢. Zamiast tej jak okazalo si¢ niestabilnej struktury pojawia
si¢ stan przejSciowy, ktorego struktura zawiera rozwidlone wiazanie wodorowe, z obracajaca si¢

woda powiazang pigcioma wigzaniami wodorowymi.

Poniewaz wiazanie O*H* oscyluje w kierunku O* dla t<0 i w kierunku O° dla t>0, kat
0*0*0" w t=0 daje amplitude przeskoku 6,=60°. Drugim parametrem, ktory bierzemy pod uwage
jest czestotliwos¢ przeskokow 1/1. Jednakze powyzszy model zwany modelem Ivanova zaktada,
ze orientacja O*H* pomiedzy przeskokami jest ,,zamrozona”. Tak jednak nie jest z dwoch
powodow: wiazanie O*H* drga wokol osi wiazania wodorowego O*-H*===O (drganie to zachodzi
w obrebie stozka, ktorego tworzaca stanowi odcinek O*-H* [115]), i sama 0§ powoli si¢ obraca.
Oprocz ,,przeskokéw” powodujacych przelaczanie wiazania wodorowego mamy do czynienia z
wolniejszym procesem — reorientacja O*H*, ktora jest procesem dyfuzyjnym. Ruch uktadu
odniesienia, ktory stanowi grupa O*H* uwzglednia rozszerzony model przeskoku (EJM, ang.

extended jump model) zaproponowany przez Laage'a i Hynesa.

Symulacje MD wykonane przez Laage'a i Hynesa [115] pokazaly, ze im mocniejsze
wiazanie wodorowe, tym mniejszy jest kat brylowy zataczany przez wektor tlen-wodor uon jak
rowniez mniejsza jest amplituda tego ruchu wahadtowego. Ponadto udowodnili oni, Ze na dluzsza
skale czasowa ksztalt krzywej opisujacej zanik wigzan wodorowych nie zalezy od mocy wiazania
wodorowego. Na poczatku zdefiniujmy czasowa funkcje korelacji:

C()=(P, Loy (0)ugy (t)]) (3.1.17)
gdzie:
P, — wielomian Legendre'a n-tego rzedu, definiowany nastepujaco
Puz) - }Z(—n() (”’"n 2*‘)

(3.1.18.)
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uon — wektor wzdhuz kierunku obracajacego si¢ wigzania OH (w uktadzie laboratoryjnym)

W rozszerzonym modelu przeskoku (EJM) ta funkcje korelacji mozemy przedstawi¢ jako iloczyn
dwach innych funkcji korelacji
C ()= P, [0y (0) iy () 1) (P, [ 66(0) w0 (1)) (3.1.19)
gdzie:
fion — wektor wzdhuz kierunku obracajacego sie wiazania OH (wzgledem osi 0*0*)

uoo — wektor wzdhuz osi O*O* (w uktadzie laboratoryjnym)

Powyzszym funkcjom korelacji mozna przypisa¢ odpowiednie stale czasowe:

" czas spadku wyktadniczego (czas po ktorym funkcja wykladnicza maleje e razy, gdzie e — liczba

n

Napiera) dla czasowej funkcji korelacji zwiazanej z wektorem uon

T

iump - czas spadku wyktadniczego dla czasowej funkcji korelacji zwigzanej z wektorem tion

T’?O - czas spadku wyktadniczego dla czasowej funkcji korelacji zwiazanej z wektorem upo —

Te stale czasowe w ramach rozszerzonego modelu przeskoku (EJM) mozna powiaza¢ ze soba

poprzez rownanie:

1 1 1
TSH_ rjl‘ump+_r’(1)0 (3.1.20)

Warto$¢ T/ mozna wyliczyé z odpowiednich parametréow modelu przeskoku Ivanova (tj. z

n

amplitudy 0 1 czgstosci przeskokow 1/10):

sin[(n+l)90]

Jump . __—1 _ 1 2
T =T (=5 P (3.1.21)
sin ?

Jak juz zasygnalizowatem stosunek czasow T w otoczce solwatacyjnej do czasow To@ w
czystej wodzie moze shuzy¢ jako miara spowolnienia ruchow w warstwie solwatacyjnej (czyli
wspomniany przeze mnie wspotczynnik spowolnienia, ang. retardation factor) [116][97]. Laage i
wsp. [116] za pomoca symulacji MD wykonali obliczenia tego wspotczynnika dla otoczki
solwatacyjnej tlenku trimetyloaminy (TMAO), w poblizu grupy metylowej 1 uzyskali oni warto$¢
~1,5, co obalilo hipoteze Rezusa i Bakkera o immobilizacji czasteczek wody przez grupy metylowe
[117]. Bylo to o tyle istotne, ze teoria Rezusa i Bakkera ,przywracata do zycia” model ,,gor
lodowych” Franka i Evansa. Rozszerzony model przeskoku zostat potwierdzony eksperymentalnie

przez Laage'a dzigki badaniom kwazielastycznego rozpraszania neutronow (QENS) [118].
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Badania Henchmana i Irudayama [18] pokazaty, ze mechanizm zaproponowany przez Laage
1 Hynesa (tzw. przelaczenie pojedyncze) jest tylko jednym z 4 mozliwych scenariuszow (Rys.
3.1.15). Pomimo tego stanowi ono glowny sposob rearanzacji wigzania wodorowego. Jak widaé
odbywa si¢ ono bez konieczno$ci zrywania wigzania wodorowego (dla ktérego Row~0,18 nm;
Bue=0°) w celu utworzenia nowego wiazania z wodg miedzywezlowa (tj. woda, ktéra nie tworzy
wiazan wodorowych z czasteczka wody odniesienia dla ktorej Rou=0,34 nm; Bus~55°) 1 ktore nie
posiada zadnego wiazania wodorowego z wodorem przed przetaczeniem. Pierwszy akceptor staje
si¢ czasteczka wody migdzyweztowej poprzez stan z rozwidlonym wigzaniem wodorowym,
podczas gdy drugi akceptor staje si¢ czasteczka tworzaca wiaz. wodorowe z czasteczka odniesienia.
Podobne zjawisko zostato zaobserwowane w lodzie. ,,Zmiennos¢ liczby akceptorowych czqsteczek
wody jest kluczowa aby ten mechanizm mial mozliwos¢ zajscia - liczba akceptorowa pierwszego
akceptora zmniejsza sie o jeden, a liczba drugiego akceptora zwieksza sie o jeden”, co jednoczesnie
oznacza, ze ,,zmienna liczba akceptorow nie bytaby mozliwa bez tych rodzajow przelqczen” [18].
Przetaczenia pojedyncze sa prawdopodobnie szczegdlnie czgste wowcezas gdy najbardziej dostgpna

czasteczka wody migdzyweztowej znajduje si¢ w poblizu donujacego wodoru [18].

Rys. 3.1.15. Sposoby rearanzacji wigzania wodorowego. U gory rearanzacja poprzez przelaczenie pojedyncze; na
srodku poprzez przelaczenie podwodjne z ,,rozwidlonym tlenem”; na dole rearanzacja poprzez przelaczenie podwojne
cykliczne. Rysunek i czgsciowo opis pochodza z [18].

Innymi sposobami rearanzacji wigzania wodorowego sa podwojne przelaczenie (ang.

double switching) oraz odwrdécone przelgczenie (ang. reverse switching) w ktérych zachodzi
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zerwanie wiagzanie wodorowego i zmiana wigzania wodorowego pomigdzy tymi samymi dwoma
czasteczkami wody, w podobny sposob jak to obserwujemy z dimerami w fazie gazowej. Wsrod
podwojnych 1 odwrdconych przetaczeh mozemy wyrdzni¢ dwa typy: przelaczenia cykliczne i1
przetaczenia z ,,rozwidlonym tlenem”. Dla przelaczenia z ,,rozwidlonym tlenem” (tj. gdy tlen
akceptuje wiaz. wodorowe od dwdch atoméw wodoru jednej czasteczki wody) dwa wodory wody
przelaczaja miejsca na tym samym akceptorze. Czasteczka akceptujaca wodor (z czasteczki donoru)
przestaje by¢ czasteczka tworzaca wiaz. wodorowe z czasteczka otoczenia, a staje si¢ woda
migdzyweztowa; za§ akceptor innego wodoru czasteczki donorowej przestaje by¢ woda
»tetraedryczng” (tzn. czasteczka wody tworzaca inne wigzania wodorowe z woda donujaca wodor
lub akceptujaca tlen dla ktérej Rpo~0,32 nm; Bus=105°), a staje si¢ woda tworzaca wiaz. wodorowe
z czasteczka odniesienia poprzez dimer z ,,rozwidlonym tlenem”, a jeszcze inne czasteczki wody
przestaja by¢ ,,miedzyweztowe”, a staja si¢ ,.tetraedryczne” w celu zaakceptowania innego wodoru
donujacej wody. Jezeli czasteczka najbardziej dostgpnej wody migdzyweztowej znajduje si¢ w
poblizu innego atomu wodoru czasteczki donora anizeli atomu wodoru donujacego wowczas
prawdopodobienstwo zajscia przetaczenia z ,rozwidlonym tlenem” jest najprawdopodobniej

szczegOlnie wysokie [18].

W trakcie przelaczen cyklicznych zachodzi zmiana kierunku wigzania wodorowego
pomiedzy dwiema czasteczkami wody (Rys. 3.1.15d). Czasteczka akceptujaca atom wodoru donora
przestaje by¢ czasteczka tworzaca wiazanie wodorowe z czasteczka odniesienia, a staje si¢ woda
»miedzywezlowa” jak wezesniej, ale w tym samym, czasie inna woda donujaca do donora przestaje
by¢ woda ,tetraedryczna”, a staje si¢ czasteczka tworzaca wiazanie wodorowe z czasteczka
odniesienia poprzez dimer cykliczny, i inny akceptor przestaje by¢ woda ,,miedzyweziowa”, a
staje si¢ woda tworzaca wiazanie wodorowe poprzez zaakceptowanie swobodnego wodoru
akceptora zmienionego w donor. Przelaczenie cykliczne wystepuje zapewne szczegdlnie czgsto
wowczas gdy czasteczka najbardziej dostepnej wody migdzyweziowej znajduje si¢ w poblizu obu
atomow czasteczki donujacej. Dla obu rodzajow podwodjnych przetaczen, ,,dyndajace” atomy
wodoru poprzedzaja i nastgpuja po dimerach z ,rozwidlonym tlenem” badz dimerach

cyklicznych [18].

Zamiast przedstawionych powyze] scenariuszOw moze zaj$¢ sytuacja, ze oba typy
intermediatéow (intermediat z ,,rozwidlonym” tlenem, badz intermediat cykliczny) powracaja do
swoich poczatkowych konfiguracji. Wiasnie taka rearanzacje¢ wiazania wodorowego okresla sig

jako przetaczenie odwrdcone (ang. reverse switch). Zachodzi ono wowczas gdy w poblizu
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wyjsciowego akceptora nie znajduje si¢ dla czasteczki donujacej wigzanie wodorowe zaden

»lepszy” akceptor [18].

Przetaczenia pojedyncze wiaza si¢ z konieczno$cia pokonania przez czasteczke wody
wigkszego dystansu, jednak to ze zachodzi ono ~4x czgdciej niz przelaczenie podwojne i
odwrocone razem wzigte, sugeruje ze przelaczenie bezposrednio do czasteczki wody
migdzyweztowe] wiaze si¢ z pokonaniem mniejszej bariery energetycznej (co z kolei ttumaczy si¢
mniejszym katem przemieszczenia i mniejsza liczba przelaczen wiazania wodorowego) anizeli w
przypadku przetaczenia podwojnego badz odwrotnego. Poniewaz jest bardziej prawdopodobnym ze
przynajmniej jedna migdzywegzlowa woda znajdzie si¢ wokol jednego z trzech innych wodorow
przetaczenia podwdjne sa ponad dwa razy tak czgste jak przelaczenia odwrdcone, z kolei za$
przetaczenia cykliczne pojawiaja si¢ okoto dwa razy tak czgsto jak przelaczenia z ,,rozwidlonym

tlenem” poniewaz akceptor ma dwa razy tyle konkurujacych ze soba wodoréw jak donor [18].

Definicja topologiczna wiazania wodorowego wykorzystana przez Henchmana i Irudayama
[18] pozwolita na wyrdznienie czterech (wspomnianych juz przeze mnie mimochodem)
intermediatéw w trakcie zrywania wiazan wodorowych: symetrycznych i asymetrycznych
dimeréw z ,;rozwidlonym tlenem” oraz symetrycznych 1 asymetrycznych dimerow cyklicznych

(Rys. 3.1.16).

Rys. 3.1.16. Typy umiarkowanie stabilnych intermediatow pojawiajacych si¢ w trakcie rearanzacji wiazania
wodorowego poprzez przelaczenie podwdjne lub odwrotne. a) intermediat z symetrycznym ,,rozwidlonym tlenem”, b) z
asymetrycznym ,,rozwidlonym tlenem”, ¢) symetryczny intermediat cykliczny, d) asymetryczny intermediat cykliczny.
Rysunek i czgsciowo opis pochodza z [18].

Jako dimery asymetryczne okre$la si¢ te dimery w ktorych ,,wiazanie wodorowe” jest dos$¢
napr¢zone. Wyniki Henchmana 1 Irudayama wskazuja, ze nie istnieja zadne wysokoenergetyczne
intermediaty dla przetaczen pojedynczych (ang. single switch) ale istnieja intermediaty zerwanych
wiazan wodorowych dla przetaczen podwdjnych (ang. double switch) i odwrdoconych (ang. reverse

switch) [18].

W przypadku przelaczania wigzania wodorowego bariera energetyczna wynosi tylko kilka
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kgT [18]. Przelaczenia wiazan wodorowych odbywaja si¢ na skal¢ czasowa zaburzonej rotacji
(libracji) czasteczki wody. Czasy zycia pojedynczych i1 potrojnych akceptorow odpowiadaja
ruchowi drgajacemu czasteczki, co oznacza ze te ugrupowania maja sktonno$¢ do przetaczania

wiazan wodorowych do ktérejkolwiek najblizszej czasteczki wody [18].

Jana 1 wsp. [119] w wyniku analizy wynikow symulacji dynamiki molekularnej pokazali, ze
czasteczki wody w warstwie solwatacyjnej lizozymu, wykazuja trzy rdzne mechanizmy
pojedynczego przelaczania wigzania wodorowego. Niemniej nastgpujace wlasnosci sa wspolne dla
tych wszystkich trzech mechanizmow:

1) ,.przeskok (~60°) w trakcie przelqczania wiqzania wodorowego (ang. hydrogen bond-
switching event),;

ii) nowy akceptor wiqzania wodorowego, czqsteczka O°H,, przechodzi z drugiej otoczki
koordynacyjnej ( Ry, >4,1 A ) do pierwszej otoczki koordynacyjnej ( Ry, <3,5 A)
donora wigzania wodorowego (O*H);

iii) stary akceptor wiqzania wodorowego O°H,, wychodzi z pierwszej otoczki koordynacyjnej do
drugiej otoczki koordynacyjnej czqsteczki donorowej w sposob dyfuzyjny,

iv) wzrost wartosci liczby koordynacyjnej starej czqsteczki akceptorowej i spadek wartosci
liczby koordynacyjnej nowej czqsteczki akceptorowej przed przetqczeniem wiqzania;

v) wzrost liczby wiqzan wodorowych przyjmowanych przez O° i spadek liczby wiqzan

wodorowych przyjmowanych przez O” przed przelqczeniem”.

Analiza poszczegdlnych przypadkéw przelaczania wigzania wodorowego w otoczce
solwatacyjnej lizozymu ujawnila, Ze mozna je podzieli¢ na trzy kategorie [119]:
a) I mechanizm. Przed przetaczeniem oba czasteczki akceptorowe znajduja si¢ poczatkowo w
obrebie pierwsze] otoczki koordynacyjnej donora i1 pozostaja tam po przelaczeniu wigzania
wodorowego. Ten mechanizm przewaza w otoczce hydratacyjnej biatka (~80% analizowanych
przypadkéw). Jest on wyrazna konsekwencja dwuwymiarowej sieci wody dookota powierzchni
biatka. Warto zauwazy¢, ze ruch wchodzacych i odchodzacych czasteczek akceptorowych nie jest
dyfuzyjny przed, a nawet po zerwaniu starego wigzania. Ograniczony ruch starego akceptora, ktory
nie moze wyj$¢ z pierwszej otoczki koordynacyjnej donora jest konsekwencja obecnosci potaczone;j
sieci wodnej na powierzchni lizozymu. Gdyby stary akceptor wyszedl z pierwszej otoczki
koordynacyjnej do drugiej otoczki koordynacyjnej donora, sp6jnos¢ sieci wodnej dookota biatka,
uleglaby zniszczeniu, co jest niekorzystne zarowno pod wzgledem energetycznym jak 1

entropowym. Jednoczes$nie, taka sie¢ zapobiega wejsciu nowej czasteczki akceptorowej z drugiej
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otoczki koordynacyjne;.

b) II mechanizm. (obecny w ~ 10% przypadkéw), nowa czasteczka akceptorowa (O°H,)
przechodzi z drugiej warstwy koordynacyjnej do pierwszej warstwy koordynacyjnej donora.
Jakkolwiek, stara czasteczka akceptorowa (O"H») pozostaje w otoczce solwatacyjnej przed, a nawet
po przelaczeniu wigzania 1 nie opuszcza pierwszej otoczki koordynacyjnej donora po zerwaniu
wiazania.

¢) IIT mechanizm (obecny w ~10% przypadkéw). Obie czasteczki akceptorowe znajduja si¢
poczatkowo w pierwszej otoczce koordynacyjnej donora, ale ostatecznie, stary akceptor wychodzi z

pierwszej warstwy koordynacyjnej po zerwaniu wigzania.

3.1h. Rola wody w faldowaniu si¢ bialek

W warunkach fizjologicznych bialka przechodza spontaniczne przejScie ze stanow
charakteryzujacych si¢ wigkszym nieuporzadkowaniem, zwanych stanami rozfaldowanymi
(zdenaturowanymi) D, do unikalnego stanu charakteryzujacego si¢ wigkszym uporzadkowaniem
nazywanym stanem natywnym (N; ang. native). Do niedawna uwazano, ze to oddziatywania
pomigdzy *lancuchami bocznymi w sekwencji aminokwasowej sa w pierwszym rzedzie
odpowiedzialne za konformacyjne réznice pomigdzy biatkami poniewaz szkielety peptydowe pod
wzgledem chemicznym nie r6znia si¢ migdzy soba. Jednakze ostatnio coraz bardziej popularny jest
poglad, ze to wlasnie szkielet peptydu jest w pierwszym rze¢dzie odpowiedzialny za sposoéb w jaki
biatka si¢ falduja, poniewaz wiazania wodorowe w peptydzie i pomigdzy peptydami dominuja w

tym procesie.

Proces faldowania mozemy przedstawi¢ w postaci rownania D2N, ze stala rownowago
K.=[N]/[D], ktorej odpowiada roznica entalpii swobodnych AG%.=-RT InK¢, i zazwyczaj jej
warto$ci mieszcza si¢ w zakresie pomiedzy -20 a -60 kJ mol™ [120]. Aby moc wyjasni¢ faldowanie
si¢ biatek trzeba bylto si¢ zmierzy¢ przede wszystkim z tzw. paradoksem Levinthala, ktory to
postawil pytanie jak to jest mozliwe, ze rozfatdowany tancuch polipeptydowy po znalezieniu si¢ w
warunkach sprzyjajacych sfaldowaniu, ktéry moze probkowacé ogromna ilos¢ mozliwosci w
przestrzeni konformacyjnej znajduje natywna konformacj¢ w realnym czasie biologicznym [120].
Po pierwsze okazalo sig, ze ilo$¢ dostgpnych konformacji nie jest tak wielka, chociazby dlatego, ze
wiazanie peptydowe ma czeSciowo charakter wigzania podwdjnego, 1 stad sze$¢ atomow szkieletu

w jednostce peptydowej (-C,-CO-NH-C,-) przynajmniej w duzym stopniu lezy w jednej
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ptaszczyznie [120][3]. W konsekwencji mamy do czynienia z mniejsza liczba konformacji co
przejawia si¢ chociazby w tym, ze kazda jednostka peptydowa charakteryzuje si¢ tylko dwoma
glownymi stopniami swobody, ktore mozna przedstawi¢ w postaci dwoch katéw dwusciennych: ¢ 1
y. Dozwolone dla danej jednostki peptydowej katy ¢ 1 vy mozna przedstawi¢ na tzw. wykresie
Ramachandrana. Ponadto okazato sig, Zze hipoteza izolowanych par (Flory'ego) jest w ogolnosci
btedna, co oznacza ze sytuacja, ze dana para katéw dwusciennych (¢,y) jest niezalezna od innej
pary tych katow w danym peptydzie nie zawsze jest spelniona z powodu zawad sterycznych jakie
potencjalnie moga mie¢ miejsce, wskutek czego np. konformacja B nie moze nastgpowaé
bezposrednio po a-helisie. Proces fatdowania si¢ biatka mozna przedstawi¢ myslowo w postaci tzw.
leja faldowania (ang. folding funnel), gdzie proces ten rozpoczyna si¢ od sytuacji charakteryzujacej
si¢ wysoka entropia (tzn. stanem nieuporzadkowanym bez oddzialtywan wewnatrzczasteczkowych
np. wigzan wodorowych pomigdzy tlenem karbonylowym a azotem amidowym) zobrazowanej w
postaci szerokiej gornej krawedzi leja, a konczy si¢ na niskoentropowym uporzadkowanym stanie
przedstawianym w postaci spustu (Rys. 3.1.15). Podobnie jak w przypadku kulki toczacej si¢
wskutek dzialania pola grawitacyjnego biatko ,,staczajace” si¢ z gory na dot fatduje si¢ napedzane
dazeniem do zminimalizowania wartosci swojego potencjalu chemicznego, czyli ujemna wartoscia
entalpii swobodnej faldowania. Do niedawna uwazano, ze ksztalt tego leja zalezy od sekwencji
aminokwasowej [120]. Poniewaz jednak okazalo si¢ m. in. Ze, podczas reakcji faldowania biatka
D2N sposob dziatania zarowno tzw. osmolitéw ochronnych (ang. protecting osmolytes) np. tlenku
trimetyloaminy (TMAO) jak i1 denaturantéw np. mocznika nie =zalezy od sekwencji
aminokwasowej (ich dzialanie ogranicza si¢ przede wszystkim do szkieletu peptydowego) jak i
istnienie tzw. hierarchii strukturalnej (ang. structural hierarchy), ktéra oznacza, ze w procesie
faldowania najpierw tworzy si¢ rusztowanie w postaci dobrze zdefiniowanych struktur
drugorzedowych takich jak prawoskretne a-helisy, helisy 3o, helisy PII, B-nici, -warstwy, B-zwroty
1 B-szpilki [120][3]. Dawniej sadzono, ze uwodnione krotkie peptydy o mniej niz 10 resztach
tworza przypadkowe struktury drugorzedowe fluktuujace pomigdzy réznymi konformacjami
sfaldowanymi , a konformacjami przypominajacymi klebek przypadkowy, jednak obecnie wiemy,
ze nawet bardzo krotkie peptydy moga preferowaé pewne katy dwuscienne jak np. sprzyjajace
konformacjom PII i B w przypadku krotkich polimeréw alaninowych [3]. Struktury drugorzedowe
bez istotnych zmian tworza wigksze elementy np. struktury aa, BB, Bap, te z kolei tworza struktury
wyzszego rzedu itd; w wyniku tego liczba stabilnych domen jest ograniczona do kilku tysiecy. Po
»ustawieniu rusztowan” ma tez miejsce kolejno relaksacja lancuchow bocznych, uwolnienie
rozpuszczalnika 1 dalsze usztywnianie struktury. Hierarchia ta réwniez nie zalezy w istotny

sposob od tancuchéw bocznych peptydu. Teoria mechanizmu faldowania zaleznego od szkieletu
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(ang. backbone-based theory of protein folding) zaklada, ze konformacja bialka a stabilnos¢
bialka to dwa r6zne zagadnienia. Jak pisze Rose i wsp. [120] - ,,Natywna konformacja moze wciqz
zosta¢ osiqgnieta podczas dziatania wysoce destabilizujqcych warunkow, ktore jedynie przesuwajq
rownowage D2N, bqdz w kierunku N bqdz D, ale nie w kierunku N* tj. alternatywnego stanu
sfaldowanego). (...). Lancuchy boczne majq za zadanie wybraé odpowiedniq konformacje z
ograniczonego zestawu konformacji szkieletu: o-helisy, p-nici, zwrotow i petli.,, Konformacja zalezy
wigc od szkieletu peptydowego, za$ jej stabilnos¢ od sekwencji 1 warunkow otoczenia. Teoria ta
uwzglednia ponadto, ze konformacja natywna jest unikalna, za$ faldowanie odwracalne 1 w jego
trakcie nie ulegaja zerwaniu Zadne wiazania kowalencyjne, zaangazowane sa jedynie stabe
oddziatywania jak wiazania wodorowe. Poniewaz mozna sobie wyobrazi¢, ze powierzchnia leja
faldowania jest poszarpana powstaje pytanie jak biatka unikaja ,,uwigzienia” w metastabilnych
stanach. Z punktu widzenia teorii faldowania opartego na szkielecie peptydowym tylko kilka
tysigcy stabilnych domen jest mozliwych, co radykalnie zmniejsza prawdopodobienstwo
Luwiezienia” w lokalnym minimum energetycznym. Réwnie istotne jest to, ze w przypadku gdy
biatko znajduje si¢ w wodzie, czasteczki rozpuszczalnika powoduja obnizenie barier
energetycznych pomigdzy energetycznymi minimami wygladzajac w ten sposob lej faldowania

(Rys. 3.1.17).

Rys. 3.1.17. Schemat leja fatdowania biatka. Po lewej stronie biatka w prozni (a), po prawej tego samego biatka
uwodnionego (b). Rysunek pochodzi z [13].

Czynniki stabilizujace biatko w trakcie fatldowania musza skompensowaé¢ gltéwny czynnik
destabilizujacy, ktorym jest entropia konformacyjna wynikajaca z tego, ze w stanie
zdenaturowanym mozliwo$¢ obrotow wielu wiazan w biatku jest zwigkszona w poroOwnaniu ze
stanem natywnym [121]. Entropi¢ konformacyjna mozna zobrazowac poprzez szerokos$¢ leja
faldowania [122]. Obecnie nie do konca jest jasne co bardziej sprzyja stabilno$ci danej konformacji

— efekt hydrofobowy, wynikajacy ze schowania grup niepolarnych, czy tez tworzenie sig
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wewnatrzczgsteczkowych wigzan wodorowych w biatku [120]. Wyniki badan przeprowadzonych
przez Pace 1 wsp. [121] wskazuja na te wiazania wodorowe oraz na schowanie grup polarnych sa
decydujace w stabilizowaniu okreslonej konformacji. O ile bowiem schowanie grup niepolarnych
generalnie stabilizuje stan natywny, to rdéwniez co jest mniej oczywiste schowanie grup polarnych
rowniez moze stabilizowa¢ biatko je$li tylko w biatku istnieje odpowiednie miejsce do
umieszczenia takiej grupy tzn. gdy ma miejsce korzystne oddzialywanie elektrostatyczne, wiazanie
wodorowe badz oddziatywanie van der Waalsa [121]. Natomiast Harano 1 Kinoshita [123][124] (do
czego sktaniaja si¢ takze Brovchenko i1 Oleinikova [70]) podtrzymuja poglad, ze efekt
hydrofobowy jest glowna przyczyna faldowania si¢ bialek wskutek zwigkszenia si¢ entropii
translacyjnej wody (ang. tramslational-entropy gain), ktéra przed sfaldowaniem znajdowala sig
wok6t grup hydrofobowych. Gdy dwa duze segmenty hydrofobowe zaczynaja sie stykac,
wykluczone (ang. excluded) objgtosci nakladaja si¢ na siebie i catkowita objeto$¢ dostgpna dla
ruchu postgpowego niewielkich czasteczek wody zwigksza si¢. Biatka sa stabilizowane rowniez
przez oddzialywania ladunek-tadunek w tym mostki solne (pary jonowe), ktore definiuje si¢
zazwyczaj jako przeciwnie natadowane grupy na powierzchni biatka znajdujace si¢ w odlegtosci
mniejszej niz 0,5 nm. Liczba ukrytych mostkow solnych w jakimkolwiek biatku jest zbyt mata aby
mogly mie¢ one jaki$ znaczacy wptyw na jego stabilno$¢, ale moga stanowi¢ one dominujaca site w
prozni oraz w rozpuszczalniku niepolarnym. W przypadku rozpuszczalnikow niepolarnych wktad
do stabilizacji biatka pochodzacy z grup polarnych jest wzmocniony, za§ wktad schowania grup
niepolarnych zmniejszony [121]. Efekt hydrofobowy jest w przypadku biatka znajdujacego si¢ w
wodzie cigzkiej wzmocniony w pordwnaniu z biatkiem w wodzie lekkiej, co wynika z silniejszych
wiazan wodorowych pomigdzy czasteczkami D,O [125]. W prozni oraz w rozpuszczalniku
niepolarnym efekt hydrofilowy, czyli schowanie grup polarnych stanowi gléwny czynnik
stabilizujacy polipeptyd. Z powyzszego wynika, ze peptydy moga pozostawac sfatldowane w prozni,
zwlaszcza gdy w nim nie wystgpuja silne oddziatywania elektrostatyczne mogace spowodowac jego
rozfatdowanie [121] np. Kohtani i wsp. [126] pokazali, ze niezsolwatowany polipeptyd Ac-
AsK+H" pozostaje niemal zupetie helikalny az do temperatury przynajmniej 450 °C, chociaz
peptyd jest niemal zupelnie zdysocjowany. Zaréwno  rozwazania teoretyczne, symulacje
komputerowe jak 1 wyniki eksperymentdow wskazuja na istnienie odpowiednio barier
desolwatacji/solwatacji w procesach faldowania/rozfatdowania biatek. ,,Bariery desolwatacji w
fatdowaniu biatek wynikajq ze skonczonych”, niewielkich ,,rozmiarow czqsteczek wody i najkrocej
mowiqc mozna je widzie¢ jako skutek asynchronii pomiedzy odejsciem wody a tworzeniem sie
oddziatywan wewnetrznych. Innymi stowy, czagsteczki wody wymagajq wylqczenia z obszaru

pomiedzy zblizajqcymi si¢ do siebie segmentami biatka zanim bliski kontakt zostanie osiqgniety.
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Gdy patrzymy z perspektywy rozfatdowywania biatka, bariera zwiqzana z wodq moze by¢
postrzegana jako wynikajqca z asynchronii pomiedzy penetracjq wody i rozpadem wewnetrznych
oddzialywan w biatku, i stqd okresla sie jq jako bariere solwatacji” [128]. Na wykresie energii
potencjalnej jako funkcji odlegtosci pomigedzy dwoma rozpatrywanymi czasteczkami/segmentami
hydrofobowymi bariera solwatacji/desolwatacji moze zosta¢ przedstawiona w postaci garbu

pomigdzy dwoma minimami (Rys. 3.1.18) [129].
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Rys. 3.1.18. Efektywny potencjal z bariera desolwatacji. a) Energia potencjalna bariery desolwatacji dla dwoch
czasteczek metanu uzyskana przy uzyciu usrednionego pola sitowego ,,udajacego wodg” (ang. implicit water) podana
poprzez wyrazenie na energi¢ potencjalng solwatacji (linia ciagla), ktora zostala wyrazona w jednostkach gl¢bokosci
minimum energii (-€) jako funkcja odleglosci pomigdzy S$rodkami dwodch czasteczek metanu. Linia przerywang
oznaczono potencjal Srednich sit (PMF) dla dwoch czasteczek metanu symulowanych w $rodowisku wody TIP4P. b)
Linig przerywana oznaczono PMF uzyskany z symulacji dwdch a-helis polialaninowych sktadajacych si¢ z 20 reszt w
wodzie TIP4P jako funkcja odlegtos$ci migdzy osiami tych helis, za$ linia ciagla energi¢ potencjalna tych helis uzyskana
z symulacji przy uzyciu usrednionego pola sitowego ,,udajacego wodg”. Rysunek i czgsciowo opis pochodza z [129].

Od wysokosci barier solwatacji/desolwatacji w duzym stopniu zalezy szybko$¢ fatldowania
si¢ biatek [129][130]. Trzeba podkresli¢, ze cho¢ bariery solwatacji/desolwatacji odpowiadaja za
postrzgpienie krajobrazu energetycznego, to jednak raczej zwigkszaja, anizeli zmniejszaja

kooperatywnos$¢ procesu faldowania, gdyz eliminuja one mozliwo$¢ zaistnienia wielu cze¢sciowo
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pofaldowanych konformacji podatnych na ,,uwigzienie” w minimum energetycznym. Jak pisza
Chan 1 wsp. [129]: ,krajobraz energetyczny z barierami desolwatacji jest postrzgpiony barierami,
ale nie postrzepiony putapkami”. Z badan przeprowadzonych przez Costasa i wsp. [130] wynika, ze
biatka nie rozniace si¢ znaczaco struktura, a majace ta sama funkcj¢ przynalezace do réznych
organizmow moga rozni¢ si¢ znaczaco barierami desolwatacji, co moze wynika¢ z rdznej presji
ewolucyjnej w kierunku okres$lonej stabilnosci kinetycznej biatka, kooperatywnos$ci badz innych
czynnikow. Stabilno$¢ kinetyczna biatka jest najprawdopodobniej bowiem in vivo istotniejsza od

stabilno$ci termodynamicznej [130].

3.1i. Parametry uporzadkowania

Podsumowujac mozemy powiedziec, ze:

1) czasteczki wody odgrywaja aktywna rolg biologiczna;

2) aktywno$¢ biologiczna czasteczek wody w stosunku do biatek przejawia sig¢ w
najrozmaitszy sposob;

3) wilasciwosci biologiczne bialka silnie zaleza od rozpuszczalnika, zmiany w rozpuszczalniku
znajduja odzwierciedlenie w zachowaniu si¢ biatka;

4) rozpuszczalnik utatwia fatldowanie biatka i wplywa na stabilnos¢ okreslonych konformac;ji;

5) bialko takze wptywa na rozpuszczalnik;

6) wilasciwosci dynamiczne wody wynikaja z jej wlasciwosci strukturalnych;

7) pojecie ,.struktury ciektej wody™ jest $ci§le zwiazane z tym jak daleko jej struktura odbiega
od struktury lodu Ih, a wigc od struktury z idealnie tetraedrycznym utozeniem czasteczek i
sze$ciokatnymi pierscieniami; a takze od stopnia ,,granularno$ci” tj. od wielkos$ci i ksztattu
agregatow;

8) istnieje wciaz wiele znakow zapytania jesli chodzi o strukturg i dynamike wody zwlaszcza
tej wokot bioczasteczek, a proponowane wyjasnienia maja czgsto tylko charakter

krotkotrwatych hipotez.

Mozna sig¢ wigc zapytac czy istnieje miara, ktora w sposob Scisty, a jednocze$nie w sposob
fatwy do wyjasnienia jest w stanie okresli¢ uporzadkowanie wody? Celem Chaua i Hardwicka [1]
byto stworzenie parametru uporzadkowania, ktoéry bylby uzyteczny w opisie réznych
kwazitetraedrycznych konfiguracji wody. Bytoby to szczegblnie uzyteczne dla analizy wynikow

dynamiki molekularnej i symulacji Monte Carlo. Zdaniem autorow parametr opisujacy
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uporzadkowanie powinien si¢ charakteryzowaé nastgpujacymi wlasciwosciami:

1) ,,Parametr powinien przyjmowac jednq okreslonq ustalonq wartos¢ optymalng jesli
wiqzania sq uloZzone regularnie tetraedrycznie.

2) Ta optymalna wartosc¢ nie moze zostac¢ uzyskana przy jakims innym utozeniu wiqzan.

3) Wartos¢ optymalna musi by¢ granicq zakresu wartosci jakie parametr moze przyjmowac.
Pozwala to na obliczenie tego parametru jako sredniej dla rozwazanego uktadu bez ryzyka,
ze ta uzyskana srednia rowna wartosci dla utozenia tetraedrycznego bedzie tylko i wylqcznie
wynikiem usredniania, dajqc ztudne wrazenie tetraedrycznosci.

4) Wartos¢ tego parametru musi by¢ niezalezna od ruchu postepowego i obrotowego catego
rozwazanego uktadu. Musi zaleze¢ jedynie od orientacji wiqzan wzgledem siebie.

5) Czym mniejsze jest ulozenie tetraedryczne, tym bardziej parametr powinien odbiegac od
wartosci optymalnej, i zmiany powinny byé ciqgte. Umozliwia to porownywanie utozen,
ktore nie sq idealnie tetraedryczne.

1

6) Pozqdane jest, by ten parametr byt szybki do wyliczenia przy uzyciu komputerow.’

Chau i Hardwick zaproponowali parametr S sktadajacy si¢ z dwoch cztondéw: cztonu katowego S,

1 cztonu odlegtosciowego Si. Te dwie czgsci sa zawsze rozwazane oddzielnie.

a) czlon katowy parametru tetraedrycznosci, S,

Jako taki parametr Chau i Hardwick zaproponowali znormalizowana sum¢ kwadratow roznic
pomiegdzy kosinusami katéw pomigdzy wiazaniami wewnatrz czworo$cianu a kosinusem kata
wewnatrz czworoscianu, gdyby wiazania byty utozone idealnie tetraedrycznie, wynoszacym (-1/3).

Stad zaproponowany parametr mozna wyrazi¢ wzorem:

3

3 4
Sg=3_22 Z

i=1k=j+1

cos (,Uj_,{Jrl (3.1.22)

3

gdzie: Wi jest katem znajdujacym sig naprzeciwko atomu centralnego pomiedzy j-tym, a k-tym wiazaniem. Czynnik
3/32 normalizuje warto$¢ S, do zakresu <0,1> (warto$ci tatwe do zapamigtania), za§ podniesienie
do kwadratu zapewnia, ze wktad od kazdego rozwazanego kata wewnatrz czworoscianu jest zawsze
wigkszy lub rowny 0 (spelnienie warunkow: 2., 3. i 5.). Stad S,, ktore jest suma wkladow
pochodzacych od szesciu katow, jest rowne zeru tylko wowczas gdy kosinusy wszystkich katow
wynosza (-1/3) tzn. gdy wszystkie wigzania sg ulozone $cisle tetraedrycznie (spelnienie warunkow
1. 1 2.). Ponadto, S, przyjmuje maksymalng warto$¢, roéwna jednosci dla catkowicie

nietetraedrycznego ulozenia, gdzie wszystkie wiazania si¢ na siebie nakladaja (vide warunek 5.).
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Poniewaz $rednia warto$¢ <Sg> dla przypadkowo utozonych wiazan, z nieskorelowanym jednolitym
rozkladem katow wynosi Y [1], niekiedy zamiast czynnika normalizacyjnego 3/32 stosuje si¢

czynnik normalizacyjny 3/8 =(3/32:1/4) [131].

b) czlon odleglosciowy parametru tetraedrycznoSci, Sy

Ten czton jest deﬁniowany poprzez rOwnanie:

=1 Z (3.1.23)

gdzie: r ,jest odleglosciq pomigdzy atomem centralnym a k-tym atomem peryferyjnym, T - jest Sredniq
arytmetyczng z czterech odleglosci radialnych, zas 1/3 to czynnik normalizacyjny. Fizycznie, Sk jest wlasnie miarq

zroznicowania odlegtosci radialnych od atomu centralnego do atomow peryferyjnych. Dla perfekcyjnego tetraedru, S

wynosi 0. Czym konfiguracja jest mniej tetraedryczna, Sy zwieksza wartosé, i osiqga maksimum réwne 1.7 [1]

W praktyce czgsto bierze si¢ pod uwagg nie parametry S, 1 Sk, lecz parametry (1-S;), (1-Sy),
tak aby wraz ze wzrostem tetraedrycznos$ci wzrastata warto§¢ parametru. Czasami w literaturze

mozna si¢ jeszcze spotkac z nastgpujaca seria parametréw okreslajacych tetraedrycznos¢:

[ N
Ql:\/N 20+1) ; Z‘ Yi(0;.0))

np.
,/ Zﬁ 7,.f (3.1.25)

gdzie: N oznacza liczbe ,,wiazan”, Y™(0;,9;) jest sferyczna harmoniczna (np. Yém oznacza $rednia wzgledem

2

(3.1.24)

wszystkich wigzan), za$ 0; 1 ¢; sa wspotrzednymi katowymi czasteczki zwiazanej przez j-te ,,wiazanie” w odniesieniu do
atomu centralnego, przy czym 1<j<N. Np. parametr Qs przyjmuje warto$¢ '5/3 gdy cztery czasteczki
dookota czasteczki centralnej tworza czworoscian foremny, jednak warto$¢ tego parametru rowna

V5/3 nie gwarantuje, ze mamy do czynienia z czworo$cianem foremnym, a wigc warunek 2. nie
jest spelniony, co podkresla wade tego parametru jako miary konfiguracji tetraedrycznej. Wartos$¢
Qs jest za$ miara tego w jakim stopniu uklad przybliza si¢ do ukladu regularnego $ciennie

centrowanego; w przypadku idealnego krysztatu Q¢=0,575.

Typ parametru uporzadkowania translacyjnego dla sieci uktadu regularnego $ciennie centrowanego

zaproponowat Torquato i wsp. [132]. Jest on zdefiniowany nastgpujaco:
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(3.1.26)

~ (nfcy_ nz:deal)

1 1

,,gdzie n; (dla rozwazanego uktadu) wskazuje Sredniq liczbe obsadzenia otoczek o grubosci ad znajdujqcej sie¢ w pewnej
odleglosci od kuli odniesienia, ktory jest rowny separacji do najblizszego i-tego sqsiada dla otwartej sieci ukladu

regularnego Sciennie centrowanego o tamtej gestosci, a jest odleglosciq do najblizszych sqsiadow dla sieci Sciennie

ideal

centrowanej, zas Nc jest catkowitq liczbq warstw. Natomiast nj*" i n sq liczbami obsadzenia otoczki odpowiednio dla

gazu doskonalego (przestrzennie nieskorelowane kule) i otwartej sieci krystalicznej Sciennie centrowanej. W przypadku

gazu doskonatego mamy T=0 (doskonata przypadkowosé), zas dla idealnego ulozenia sieci sciennie centrowanej T=1"

[132].

Innym czgsto spotykanym parametrem uzywanym do opisu uporzadkowania w wodzie

[131][133] jest parametr uporzadkowania translacyjnego t [131]:
E,
1
=2 [lgool)-1ldE (3.1.27)
c 0

gdzie: , ¢é=ro'? jest odleglosciq pomiedzy atomami tlenu pary czqsteczek r podzielonq przez Sredniq odleglosé
pomiedzy parq czasteczek przy danej gestosci, 6" ; o oznacza gestosé liczbowq (=N/V; N — liczba czasteczek wody, V —
objetosc uktadu); goo jest funkcjq rozkladu radialnego tlen-tlen; zas &.to promien obciecia” (np. w pracy [131] przyjgto

warto$¢ 2,843). W gazie doskonalym g=1 i t=0; natomiast w krysztale mamy do czynienia z dalekosieznym
translacyjnym uporzqdkowaniem, i g#1 w zakresie dalekich odlegtosci i stqd wysoka wartosé¢ parametru t.”. Wartos¢
bezwzgledna zapewnia, ze zarowno dodatnie jak 1 ujemne odchylenia od goo(§) wnosza ten sam

wktad do warto$ci parametru t.

Stopien korelacji pomigdzy parametrami uporzadkowania orientacyjnego, a translacyjnego
zalezy m. in. od temperatury. Np. w nizszych temperaturach gdy wiazania wodorowe okreslaja
zarbwno wzajemne orientacje jak 1 odleglo$ci pomiedzy czasteczkami np. zmiana ci$nienia
powoduje okre§lona zmiang zaré6wno translacyjnego jak 1 orientacyjnego parametru
uporzadkowania, natomiast w temperaturach wyzszych ta korelacja ulega ostabieniu i zwigkszeniu
si¢ warto$ci parametru S, podczas $Sciskania cieczy nie musi towarzyszy¢ zmniejszenie si¢ wartosci

parametru t [131].
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3.2. Charakterystyka analizowanych peptydow
3.2.1. Peptydy zawierajace reszty Gly, Ala, Ser

W stanie sfaldowanym mechanicznymi wiasciwosciami biatek rzadza oddzialywania van
der Waalsa 1 wiazania wodorowe. Te drugie sa gtowna sita stabilizujaca drugorzedowa strukture
bialek. W helisach wiaz. wodorowe tworzone sa pomigdzy grupami N-H reszty i i atomami tlenu z
grupy C=0 w reszcie i+n, gdzie n = 3, 4, 5 lub 6. Te cztery liczby odpowiadaja czterem ré6znym
helikalnym konformacjom oznaczanym jako: helisa 39 (co oznacza 3 reszty na obrét helisy 1 10
atoméw w pier§cieniu tworzonym przez wigzania wodorowe; skok co 0,20 nm; prawoskretna in
vivo), helisg 3,613 zwana czgsciej helisa a (gdzie skok nastgpuje co 0,54 nm; prawoskr¢tna), helisg
4,46 (helis¢ m; skok co 0,115 nm; prawoskretna), helisg¢ 619 (helis¢ &) [134]. Helisa @ staje si¢
najbardziej hydrofilowym konformerem jedynie w zakresie, ktory nie jest istotny biologicznie
(ponad 15 reszt) [135]. Stad helisy & stanowia tylko 0,02% reszt w biatkach odgrywaja one jednak
pewna role¢ w faldowaniu biatek [136]. Son i1 wsp. [137] zaobserwowali w symulacjach MD i
obliczeniach ab initio nowy typ helisy w peptydzie polialaninowym w postaci cwiterjonu, ktory
nazwali helisg A (formalnie helisa 69). Autorzy sugeruja, ze ta helisa moze odgrywaé wazna role w
faldowaniu bialek w s$rodowiskach niepolarnych i w prozni. Helisa PII to lewoskrgtna helisa
ksztattem przypominajaca trojkatna pryzme w ktorej ok. 3 reszty przypadaja na obrét; jest to
sterycznie wymuszona konformacja dla poliproliny, aczkolwiek peptydy nie zawierajace proliny
moga takze przyjmowaé ta konformacje [138][136]. Skok tej helisy wynosi 0,93 nm [136]. W

przypadku helisy PII nie mamy do czynienia z wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami wodorowymi.

a-helisy stanowia ok. 1/3 reszt znajdowanych w biatkach [136]. Peptydy alaninowe sa znane
z wysokiej sktonno$ci do tworzenia struktur helikalnych przy czym sklonnos¢ ta zalezy réwniez od
temperatury. Kemp i wsp. [139] stwierdzili, Ze sktonno$¢ do tworzenia helisy o w temperaturze
2 °C mozna uszeregowac nastepujaco: Pro<<Gly<His<Cys,Thr,Asn <Ser<Tyr,Phe,Trp <Val,Asp
<Lys<GlIn<lIle <Arg,Met<Leu<Glu<Ala; natomiast w temp. 60 °C szereg ten zmienia si¢ na
nastgpujacy:His,Pro<Gly<Cys<Arg,Lys<Thr, Tyr,Phe<Asn, Val<Ser<GIn<Trp,Asp<lle,Met<Glu<Al
a<Leu. W temperaturze 2 °C reszty aminokwasowe Thr, Asn, Ser, Tyr, Phe, Trp, Val, Asp, Gln sa
resztami silnie niesprzyjajacymi strukturze a-helikalnej (ang. helix-breakers), natomiast w temp. 60
°C ich niesprzyjanie stabilnos$ci struktury helikalnej ulega znacznemu zmniejszeniu [139].
a-helisa okazala si¢ by¢ struktura stanowiaca globalne minimum energetyczne dla peptydéw Ace-

Ala,-NMe w wodzie, gdzie n=8, 12, 16, lub 19. Ponadto, jak wynika z rezultatow symulacji
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dynamiki molekularnej helisy a w przewazajacej ilosci obserwowano w przypadku peptydéw
polialaninowych sktadajacych si¢ z 15 lub 20 reszt [8]. Tworzeniem a-helisy alaninowej kieruje
korzystna zmiang entalpii, wynikajaca z tego, ze wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe w o-
helisie pomigdzy grupami -C=0O a -NH sa bardziej korzystne od wigzan wodorowych tych grup z
woda. Zysk entalpowy przewaza nad kosztem entropowym pochodzacym od spadku wartosci
entropii konformacyjnej peptydu [140]. Prawdopodobienstwo helikalne (ang. helical probability)
okreslonej reszty badz wiazania wodorowego jest miara czestosci z ktora poszczegolne reszty lub
wiazania wodorowe znajduja si¢ w konformacji helikalnej (przyjmujac odpowiednie wartosci katow
¢ 1 y w pierwszym przypadku, badz okreSlony uklad wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych w drugim przypadku). Prawdopodobienstwa helikalne odnoszone do wigzan
wodorowych wskazuja, ze: N-koniec polialaniny o dlugosci 15 reszt w postaci cwiterjonu jest
znacznie mniej helikalny od pozostatych reszt, za§ C-koniec tego peptydu jest nieco mniej helikalny
od reszt w $rodku tancucha. W przypadku polialaniny zbudowanej z 15 reszt, ale z
zabezpieczonymi koncami (N-koficem zabezpieczonym grupa acylowa 1 C-koncem
zabezpieczonym grupa amidowa) obserwuje si¢ w przypadku reszt terminalnych znaczne
zwigkszenie helikalno$ci. Zaréwno dla polialaniny w postaci cwiterjonu, jak i dla polialaniny z
zabezpieczonymi koncami prawdopodobienstwo helikalne odniesione do reszty spada w kierunku
C-konca, przy czym w przypadku reszty z zablokowanymi koncami utrzymuje si¢ ono na stalym
poziomie w §rodku peptydu, co wskazuje ze N-koniec jest najbardziej prawdopodobnym miejscem
dla nukleacji a-helisy [141]. Na oddziatywania ktore stabilizuja a-helisy skladaja sig
oddzialywania pomi¢dzy terminalnymi ladunkami i makrodipolem helisy, oddzialywania
kapujace (ang. helix capping), mostki solne, oddzialywania Phe-His, oddzialywania
hydrofobowe, oddzialywania jonowe oraz wigzania wodorowe lancuchow bocznych jak tez

sama nukleacja tworzenia helisy [142].

W prézni polialanina wykazuje silng preferencje dla stanu a-helikalnego, natomiast w prézni
poliglicyna pozostaje uwigziona w lokalnych minimach energetycznych stabilizowanych przez
wiazanie wodorowe pomigdzy (CO)i;, a (NH)i; [6]. Kohtani i wsp. [126] pokazali, ze
niezsolwatowany polipeptyd Ac-Ala;sLystH™ pozostaje niemal zupelnie helikalny az do
temperatury przynajmniej 450 °C, gdzie peptyd jest niemal zupetnie zdysocjowany. Jesli chodzi o
peptyd w formie globularnej (Ac-LysAla;stH") dysocjacja nastgpuje w temperaturze ok. 340 °C. W
obu przypadkach dysocjacja nastgpuje od C-konca. Fakt, ze helisa utrzymuje si¢ do temperatury ok.
450 °C wskazuje, ze pofaczone wklady oddziatywan niekowalencyjnych, ktore stabilizuja

konformacj¢ helikalna przekraczaja energi¢ wiazania kowalencyjnego. Dodatkowo, oprocz sieci
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wigzan wodorowych, helisa Ac-LysAla;stH" jest stabilizowana przez C-terminalng lizyng poprzez
oddziatywania zwane "kapujacymi" (ang. capping interactions), gdzie sprotonowana amina z
lizynowego tancucha bocznego tworzy wiazania wodorowe z dyndajacymi grupami C=0O na C-
koncu helisy) 1 przez oddzialywania pomigdzy tadunkiem, a makrodipolem helisy, gdyz réwnolegte
ulozenie zarowno grup aminowych jak i1 karbonylowych kazdej reszty stanowiacej o-helisg
prowadzi do powstania momentu dipolowego (makrodipola) z cz¢§ciowym tadunkiem dodatnim na

N-konicu 1 czesciowym ujemnym na C-koncu [126][127][143].

Przypuszczalnie, odczepienie tancucha bocznego lizyny od C-konca jest kluczowym etapem
w inicjacji dysocjacji [126][127], co jednak stoi w sprzeczno$ci z tym, ze peptydy AcAla,+tH' sa
helikalne, co mogloby oznacza¢ ze lizyna na C-koncu nie jest konieczna do bezposredniego
tworzenia helisy, wystarczy zacylowanie N-konca [144]. Oddzialywania N-kapujace polegaja na
tym, ze, ze reszty takie jak Asp, Asn, Ser, Cys i1 Thr, oraz grupa acylowa Ac (ang. N-cap; znajdujace
si¢ tuz przed pierwsza reszta przyjmujaca strukture helikalng zwana N1) akceptuja wiazanie
wodorowe pochodzace z grupy -NH trzeciej reszty przyjmujacej konformacje helikalna (N3);
analogicznie definiuje si¢ oddzialywania C-kapujace, gdzie reszta znajdujaca si¢ poza struktura
helikalna od C-konca (ang. C-cap) tworzy wiazanie wodorowe z grupa karbonylowa z obszaru
helikalnego [145][146]. Motywy C-kapujace a-helis sa czgsto stabilizowane przez oddziatywania
hydrofobowe pomiedzy resztami helikalnymi, a resztami na zewnatrz powtarzajacych si¢ struktur

czego przyktadem moze by¢ prolinowy motyw C-kapujacy [136].

Konformacja peptydow w prézni silnie zalezy od rozmieszczenia tadunku; odpowiednio
umieszczone tadunki na koncach stabilizuja helisy w prozni [141]. Poniewaz globularne fragmenty
peptydowe (Ac-LysAla;stH") utrzymuja si¢ do znacznie nizszej temperatury anizeli helikalne Ac-
Ala;sLystH", wskazuje na to, ze helikalna konformacja moze stabilizowa¢ peptyd Ac-A;sK+H" i
zapobiega¢ jego fragmentacji. Dysocjacja helikalnego Ac-Ala;sLystH" i okazuje si¢ by¢ blisko
zwigzana z przerwaniem helisy w symulacjach dynamiki molekularnej [126][127]. Dodatni tadunek
(taki jak sprotonowana terminalna amina) na koncu N a-helis moze oddziatywac¢ niekorzystnie z
dodatnim koncem makrodipola helisy (ktérym jest takze N-koniec) destabilizujac strukturg
a-helikalng [141][144]. Z tego powodu niezsolwatowane peptydy Ac-Ala;sLystH' (ale juz nie
peptydy AcGly,Lys+H") w temperaturze pokojowej sa niemal catkowicie helikalne, natomiast
niezsolwatowane peptydy Ac-LysAla;stH™ w temperaturze pokojowej przyjmuja strukture
globularng [126][127]. Podobnie za destabilizujace uwaza si¢ ujemne tadunki na C-koncu [141].

Eksperymenty w $rodowisku wodnym pokazaty, ze reszty z ujemnie naladowanymi tancuchami
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bocznymi moga stabilizowa¢ helisg, gdy znajduja si¢ na N-koncu. Grupy acetylowe i aminowe
umieszczone na N- i C-koncach nie tylko neutralizuja tfadunki na tych koncach, ale réwniez dziataja
jako dodatkowe grupy donorowe i akceptorowe wiazan wodorowych, a wigc stabilizuja na dwa

sposoby (poprzez oddzialywania kapujace 1 makrodipol-tadunek).

Prolina redukuje konformacyjne stopnie swobody w pierwszej petli helisy, pomagajac
zabezpieczy¢ dos$¢ ruchliwy N-koniec, tak by tworzyt strukture a-helikalng 1 oba te substytucje (tj.
usunigcie tadunkow poprzez dodanie grupy acylowej i amidowej oraz dodatek proliny zwigkszaja

sktonno$¢ do tworzenia helisy [141].

Badania Goddarda III 1 Parka [143] wskazuja, Ze oddzialywania dipol-makrodipol w obrgbie
a-helis stabilizuja je wraz ze wzrostem ich dlugosci. Sa one bardziej ostabiane przez wplyw
rozpuszczalnika niz oddziatywania tadunek-makrodipol [143]. Te oddziatywania pomagaja
peptydom utrzymywac strukture a-helikalng poprzez stabilizowanie kazdej reszty o konformacji a-
helikalnej wzgledem konformacji PB-harmonijki 1 mozna je postrzega¢ jako wypadkowa
oddziatywan dipol-dipol pomigdzy momentem dipolowym kazdej reszty z momentami dipolowymi
pozostalych reszt w a-helisie. Badania Goddarda III 1 Parka [143] wspieraja wniosek, Ze tworzenie
pierwszego obrotu o-helisy jest ,,waskim gardtem” jej tworzenia czyli krokiem limitujacym
szybkos¢. Oddziatywania dipol-makrodipol stabilizuja wigc a-helisg, ale dziataja destabilizujaco
gdy reszta alaninowa na N-koncu jest w konformacji . Wyjasnia to kooperatywnos$¢ procesu
tworzenia si¢ struktury o-helikalnej. Po utworzeniu pierwszego obrotu a-helisy, dodatkowe reszty
dodane do konca a-helisy stabilizuja konformacj¢ a-helikalng wzgledem konformacji B-harmonijki
z powodu oddziatywan monodipol-makrodipol. Badania eksperymentalne pokazuja takze, ze
pierwszy zwrot a-helisy jest odpowiedzialny za wigkszo$¢ oddziatywan dipol-dipol oraz fadunek-
dipol pomigdzy momentem dipolowym o-helisy a dipolarnymi lub natadowanymi grupami
umieszczonymi na jej koncu (~80% calosci); dwa pierwsze zwroty wnosza w sumie 95% [143].
a-Helisa polialaninowa ma nizsza liczb¢ wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych w wodzie

W porownaniu z wartosciami w prozni.

a-Helikalna struktura drugorzedowa nie pojawia si¢ prawdopodobnie w peptydach
krétszych niz 10 reszt, z absolutnym minimum 7 reszt koniecznych dla nukleacji [141]. Etap
zapoczatkowania tworzenia struktury helikalnej przejawia si¢ w tworzeniu posredniej struktury
zwrotu z utworzeniem zaréwno helikalnych wiazan wodorowych, jak i przej$ciem kilku reszt w

konformacj¢ a-helisy. Wzglednie wysoka czgstos¢ z jaka obserwuje si¢ jedno i dwa kolejne
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wiazania wodorowe (i, i+4) oznacza szybkie tworzenie 1 dysocjacje pre-helikalnych struktur ze
wzglednie rzadkimi przypadkami nukleacji. Zaktada sig, ze utworzenie pojedynczego wiazania
wodorowego (i, i+4) z trzema nieterminalnymi resztami o "helikalnych" wartosciach katow
dwusciennych to wystarczajaca definicja nukleacji helisy; aczkolwiek, obecne symulacje wskazuja,
ze nawet dwa helikalne wiazania wodorowe moga si¢ tworzy¢ bez utraty entropii zwigzanej z
tworzeniem przez reszty wysoce uporzadkowanej struktury [141]. Tworzenie si¢ a-helis tradycyjnie
opisuje si¢ za pomoca modelu Zimma-Bragga, za$ obecnie najczesciej poprzez model Lifsona-
Roiga i jego pochodne (uwzgledniajace: ograniczenia teorii Flory'ego o niezaleznych od siebie
parach katow (o@,y), oddzialywania ,,kapujace”, oddziatywania pomigdzy tancuchami bocznymi
aminokwaséw, preferencje aminokwas6w na N-koncu czy tez oddzialywania tadunek-makrodipol
helisy); przejrzysty opis tych modeli mozna znalez¢ w publikacji Doiga [145]. Zgodnie z hipoteza
Flory'ego, para katow (¢,y) okreslajaca konformacjg danej reszty jest niezalezna od par katow (¢,y)
okreslajacych konformacje sasiednich reszt [147]. Ogolnie rzecz biorac zard6wno w teorii Zimma-
Bragga jak i Lifsona-Roiga postugujemy si¢ dwoma parametrami: parametrem inicjacji
(nukleacji) helisy (,,6” w teorii Zimma-Bragga i ,,0” w teorii Lifsona Roiga) oraz parametrem
propagacji helisy (,,s” w teorii Zimma-Bragga i ,,w” w teorii Lifsona-Roiga) [142][145]. Mate
warto$ci stalej inicjacji prawdopodobnie wynikaja z potrzeby jednoczesnego dopasowania
przynajmniej 4 kolejnych reszt, aby utworzy¢ pierwsze wiazanie wodorowe tworzace helisg¢ o
[145]. Poczatkowe klasyczne obliczenia wskazywaly, ze sekwencje polialaninowe jedynie w
niewielkim stopniu sa sprzyjajace, z wartosciami propagacji "w" pomigdzy 1,03 a 1,15 [148] (dla
destabilizatoréw helisy, ang. helix-breakers, wartos¢ parametru ,,w” lezy w zakresie 0-1,0; za$ dla
stabilizatorow helisy, ang. helix-formers, w zakresie 1,0-1,8 [139]. Jednakze dane eksperymentalne,
dla krotkich helis wykonane w latach 90. ubieglego wieku wskazuja na wartosci propagacji dla
alaniny pomigdzy 1,5 a 1,8; co czyni ta resztg jednostka o najwyzszej sktonnosci do tworzenia
struktury helikalnej. Badane heteropolimery byly bogate w alaning, ale zawieraly rowniez N-
terminalng grup¢ acetylowa (badz N-terminalna sekwencje oznaczana jako N-cap) oraz reszty
hydrofilowe (zwykle lizyng badZ argining) dodane w celu zapewnienia rozpuszczalnosci. Stad
Scheraga 1 wsp. [149] przypisali ta niespodziewana helikalnos¢ takich krotkich peptydow
hydrofilowym fancuchom bocznym, co miato skutkowaé¢ desolwatacja szkieletu peptydu, a wigc
posrednio mialo sprzyja¢ tworzeniu si¢ wigzan wodorowych spinajacych helisg. Jednakze ostatnie
badania przeprowadzone przez Lina i wsp. [148] z zastosowaniem tzw. klatki tryptofanowej na C-
koncu umozliwily badanie sekwencji polialaninowych bez koniecznos$ci dodawania na N-koncu N-
terminalnej grupy acetylowej, badZ "N-kapujacej". Badania te potwierdzity, ze wysoka sktonnos¢

alaniny do propagacji helisy, jest samoistna wlasciwos$cia alaniny wbrew sugestiom Scheraga'i i
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wsp. [149] (uzyskana warto$¢ wsp. propagacji w=1,62+0,11) [148]. W pozycjach wewnatrz helisy,
reszta alaninowa jest uwazana za najbardziej stabilizujaca a-helis¢ resztg, podczas gdy reszta
glicynowa, zaraz po prolinowe] za najbardziej destabilizujaca a-helis¢ [144]. Reszta alaninowa

stabilizuje konformacj¢ helikalng wzgledem reszty glicynowej z trzech powodow:

1) z obnizonej bariery desolwatacji w czasie faldowania. W trakcie faldowania w
przypadku reszty alaninowej schowaniu "przed rozpuszczalnikiem" ulega mniejsza czgs¢
powierzchni polarnej niz w przypadku glicyny (w stanie rozfaldowanym grupy -CH; z
reszty alaninowej bardziej oslaniaja grupy -C=0 i -NH przed wptywem wody anizeli atomy
-H z reszty glicynowej). A wigc zerwaniu ulega mniejsza liczba wigzan wodorowych
peptyd-woda, co pociaga za soba mniejszy koszt entalpowy. Wpltyw tego zjawiska na
0golna stabilizacje a-helisy przez Ala wzgledem Gly wynosi ~50 %.

2) ze zwigkszonego efektu hydrofobowego w przypadku alaniny. Wiadomo, ze dla matych
czasteczek hydrofobowych istnieje liniowa zalezno$¢ pomigdzy obszarem powierzchni
czasteczkowej a entalpia swobodna przeniesienia czasteczki z wody do rozpuszczalnika
hydrofobowego (ktora oczywiscie z przeciwnym znakiem jest rowna entalpii swobodnej
przeniesienia czasteczki z rozpuszczalnika hydrofobowego do wody; vide: Rown 3.1.2).
Poniewaz wilaczenie reszty alaninowej do o-helisy powoduje zazwyczaj schowanie
wigkszego obszaru niepolarnego niz w przypadku reszty glicynowej pozwala zatozy¢, ze
istnieje korelacja pomigdzy schowaniem wzglednej powierzchni niepolarnej (w przypadku
mutacji alaninowych i glicynowych umiejscowionych w danej pozycji helikalnej), a

stabilnoscia okreslonej konformacji peptydu. Udzial w stabilizacji ~35 %.

3) roznica w entropii konformacyjnej szkieletu pomigdzy helisa zawierajaca resztg
alaninowa, a glicynowa (wbrew powszechnym mniemaniom) tlumaczy tylko pozostale

~15%. [150][144].

Rozwijanie si¢ a-helisy alaninowej jest przyspieszone w S$rodowisku wodnym w
porownaniu do prézni, natomiast a-helisy serynowej spowolnione. Czasteczki wody ostabiaja
rozfaldowywanie helisy serynowej poprzez “przechwytywanie” grup hydroksylowych z fancuchéw
bocznych, ktore to w proézni maja sktonnos$¢ do tworzenia wigzan wodorowych pomigdzy grupa OH
fancucha bocznego z grupa C=0 trzeciej lub czwartej poprzedzajacej reszty przyspieszajac w ten

sposob rozwijanie [6]. a-Helisy poliserynowe sa dodatkowo stabilizowane przez mostki wodne
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tworzone przez dwie czasteczki wody pomigdzy dwoma grupami hydroksylowymi pochodzacymi z
fancuchéw bocznych; atom tlenu hydroksylowego charakteryzuje si¢ bowiem silng sktonnoscia do

tworzenia wigzan wodorowych z rozpuszczalnikiem [11][6].

We zwrotach w odréznieniu od helis katy dwuscienne definiujace konformacje
charakteryzuja si¢ znaczna tolerancja; aby nie nastapito pomieszanie pojg¢ zaktada sig, ze centralne
reszty zwrotu (tj. i+1 oraz i+2 dla B-zwrotu) nie moga by¢ helikalne ani nie moga tworzy¢ f-
harmonijki. B-zwrotami (ang. f-turn) okresla si¢ struktury w ktorych atomy C, dwoch reszt
oddzielonych od siebie przez trzy wiazania peptydowe znajduja si¢ w niewielkiej odleglosci od
siebie (<0,7 nm). Wyro6znia sig kilkanascie rodzajow B-zwrotow w zaleznosci od przyjmowanych
wartosci katow ¢ 1 y. B-zwroty sa bardzo czgste 1 odpowiadaja w przyblizeniu za 25-30% reszt
znajdowanych w biatkach [136]. W przypadku peptydéw z zabezpieczonymi koncami (Ace-A.,-
NMe) pojawia sig¢ wigcej B-zwrotdw niz w przypadku polialaniny w postaci cwiterjonu, przy czym

ten efekt obserwowany jest wtasciwie tylko dla reszt w poblizu N- badz C-konca [8].

Helisy 310 stanowia ok. 4% reszt znajdowanych w biatkach [136]. Eksperymenty wykonane
na peptydach bazujacych na alaninie wskazuja, ze w tych czasteczkach tworzy si¢ struktura helisy
310, zwlaszcza na N- 1 C-koncach a-helis [145][136]. Réwniez w biatkach helisa 3,y czgsto pojawia
si¢ na koncach [127], co jest skutkiem tego, ze ma tam miejsce mniejsze ostanianie od wptywu
rozpuszczalnika przez tancuchy boczne i/lub sasiednie regiony szkieletu peptydowego, co pozwala
na zwigkszone oddziatywania pomigdzy peptydem, a Srodowiskiem wodnym. Reszty terminalne tak
wigc znajduja si¢ w lokalnym $rodowisku, ktore rézni si¢ od tego co znajduje si¢ blizej srodka
peptydu, a wigc nie ma nic dziwnego w tym, ze pojawia si¢ tzw. efekt konca [135]. Helisy te moga
tez stanowi¢ laczniki pomigdzy dwoma a-helisami, czg¢sto stanowia one tez petle w B-spinkach
(ang. p-hairpin) oraz B-zgigciach (ang. f-corner) [136]. Ponadto wspotistnienie, zardwno formy a i
310 ma miejsce w przypadku krotkich peptyddéw opartych na alaninie; w odcinkach helikalnych w
biatkach 1 peptydach <6 reszt helisa 3, konkuruje z helisa o [145][127][151] co wspiera tezg, ze
helisy 3o stanowia intermediaty (formy posrednie) w faldowaniu (jak tez w rozfaldowywaniu)
a-helis, a wigc przejécia pomigdzy wiazaniami wodorowymi (i,i+3) a (i,i+4) stanowia wazny
mechanizm rozwijania/zwijania a-helisy [136][6]. Wiazania wodorowe pomigdzy reszta i, a reszta
1+3 stabilizuja mniejsze polimery, gdzie odpychajace oddzialywania kulombowskie sa silniejsze
[152]. Warto zauwazy¢, ze inicjacja helisy 3,0 wymaga dopasowania trzech reszt, o 1 mniej niz w
przypadku a-helisy. Tak wigc, mozna si¢ spodziewac, ze stata nukleacji w przypadku helisy 319

bedzie o rzad wielkosci wigksza niz w przypadku helisy a, co ma pokrycie w rzeczywistosci [153].
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W prézni helisa 3o jest stabilniejsza niz helisa o, wbrew wczesniejszym wyliczeniom dynamiki
molekularnej [151] (co jest prawda takze w przypadku obojetnych peptydow polialaninowych z
zabezpieczonymi koncami [127]). W helisie o, wigzania wodorowe -N-HeeeO=C- sa niemal
rownolegte do osi helisy, natomiast w helisie 3o sa nieco przechylone [145]. Symulacje wykonane
przez Ireta'g 1 wsp. [134] wskazuja, Zze przechylenie grup C=O nie wynika z hydratacji, lecz jest
samoistna wtasnoscia peptydu. Z tego tez powodu jak rowniez dlatego, ze oddziatywania van der
Waalsa pomigdzy kolejnymi obrotami nie sa tak korzystne w helisach 3 jak w a-helisach pomimo
wigkszej liczby wiazan wodorowych okoto 90% z reszt znalezionych w helikalnych odcinkach
biatek globularnych przyjmuje konformacje o-helisy, a jedynie pozostate 10 % przyjmuje
konformacj¢ 30 [145][154]. Helisie 3o sprzyja srodowisko hydrofilowe, co wynika z faktu, ze ta
konformacja pozwala na wigkszy dostgp rozpuszczalnika do peptydu [135].

Obliczenia kwantowochemiczne przy wykorzystaniu procedury ONIOM wskazuja, ze w
prozni struktura geometryczna o najnizszej energii sposrod struktur rozfaldowanych bez wiazan
wodorowych -N-H--O=C- jest struktura B-nici. Ta struktura zawdzigcza czg¢$¢ swojej stabilnosci
cyklicznym wewnatrzczasteczkowym wigzaniom wodorowym CS5 (ang. cyclic C5 H-bonding
interactions), ktore charakteryzuja si¢ pewna wzajemna kooperatywnos$cia [138]. Konformacja f3
pomimo, ze jest stosunkowo rozciagnigta to jednak jej geometria wymusza to, ze grupa amidowa N-
H 1 karbonylowa C=0 znajduja si¢ w tej samej plaszczyznie wskutek czego, wodoér amidowy i tlen
karbonylowy sa mniej dostgpne dla czasteczek wody mogacych z nimi tworzy¢ wiazania
wodorowe. Konkurencja pomigdzy tlenem karbonylowym a wodorem amidowym powoduje, Ze
czasteczki wody maja trudnosci z jednoczesnym wiagzaniem si¢ do grup N-H i C=0 [147]. Energie
wigzan wodorowych uzyskanych przez Sheu 1 wsp. [155] wewnatrz a-helisy wynosza ok. 5,57
kcal/mol w fazie gazowej 1 ok. 1,93 kcal/mol w wodzie. W poréwnaniu z B-harmonijka w tej
samej fazie, a-helisa charakteryzuje si¢ nieco wyzsza energia wiazania wodorowego. o-helisa
utrzymuje podobna strukture drugorzedowa w prozni jak i w wodzie; przy czym zmniejszeniu ulega
liczba wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych, za to pojawiaja si¢ wiazania wodorowe z
woda [155]. Gdy B-harmonijka znajduje si¢ w wodzie w pordwnaniu z proznia znacznie redukuje
liczbg 1 moc wiazan wodorowych ni¢-ni¢ [155]. Badania teoretyczne ujawnily, ze dla polialaniny
sktadajacej si¢ z 12 reszt aminokwasowych, a-helisa jest struktura stabilng w prézni podczas gdy ta
helikalna konformacja jest destabilizowana w §rodowisku wodnym, gdzie konformacja  okazuje
si¢ bardziej stabilnym stanem [8]. [B-harmonijka jest tworzona przez co najmniej dwie B-nici,
tworzace migdzy soba wiazania wodorowe. Nici tworzace f-harmonijke moga by¢ wzgledem siebie

utozone réwnolegle, badz antyréwnolegle. pB-harmonijka wprowadza pewna periodycznos¢ w
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utozeniu fancuchéw bocznych, ktore sa naprzemiennie skierowane w lewa i prawa strong [155]. Ok.
1/5 reszt znajdowanych w biatkach tworzy B-harmonijki [136]. Badania przeprowadzone przez
Fitzkee'go 1 Rose'a [156] ujawnity, ze B-ni¢, ze wzgledéw sterycznych nie moze nastgpowac po
a-helisie; ze pomiedzy nimi musi znajdowac si¢ gietki tacznik (ang. /inker). B-nici moga takze
tworzy¢ struktury zwane B-zgieciami (ang. S-corner, f-f corner), w ktorych dwie kolejne B-nici

tworza strukture przypominajaca ksztattem literg ,,L.”” [136].

Trzecia helikalng struktura obserwowana (w badaniach eksperymentalnych jak 1
symulacjach komputerowych) zaréwno w przypadku peptydow polialaninowych, jak i
zawierajacych w przewazajacej ilosci reszty alaninowe jest struktura helisy poliprolinowej II (helisy
PII) [138]. Sktonno$¢ alaniny do tworzenia helisy PII jest wysoka [157]. Obliczona skala do
przyjmowania struktury PII wyrdznia dwie ogolne klasy: stabilizatory PII (ang. formers) — Met,
Phe, Arg, Gln, Lys, Ala, Trp, Glu, His; oraz destabilizatory PII (ang. nonformers) Leu, Ser, Cys,
Ile, Val, Asp, Gly, Asn, Thr [158]. Struktura PII jest zaangazowana w rozmaite procesy biologiczne
jak: przekazywanie sygnalow, procesy rozpoznawania czasteczkowego (np. wiazanie kwasoéw
nukleinowych), transkrypcja, ruch komorek, odporno$¢ immunologiczna jak 1 tworzenie
chorobotworczych struktur amyloidalnych [159][160][136]. Shi i wsp. [161] stwierdzili, ze PII jest
dominujaca konformacyjna struktura w wodnych roztworach polialanin zbyt krotkich do tworzenia
typowych helis. Polempiryczne obliczenia przy uzyciu hamiltonianu AM1 ujawnity, Ze najbardziej
optymalna rozfaldowana struktura polialaniny w wodzie nie tworzaca wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych -N-H---O=C- jest konformacja PII co pozostaje w zgodzie zar6wno z danymi

eksperymentalnymi jak i teoretycznymi.

W poréwnaniu ze strukturami  helisa PII zastgpuje stabilizacj¢ wynikajaca z cyklicznych
wiazan wodorowych C5 wigzaniami wodorowymi z woda, jako ze wszystkie akceptory (grupy
C=0) jak i donory (grupy N-H) wiazan wodorowych sa skierowane od szkieletu peptydu w strong
rozpuszczalnika [138]. Badania z uzyciem jadrowego efektu Ovehausera peptydéw w niskich
temperaturach przyjmujacych struktur¢ PII (AcGly.Ala,Gly.NH,) pokazuja, ze w temp. 40 °C
helisa PII ulega rozfatdowaniu, co wskazuje na to, ze wyzszych temperaturach mamy do czynienia
z wigkszym udziatem konformacji B [162]. Symulacje MD oktaalaniny pokazaty, ze mostkujace

czasteczki wody stabilizuja PII wzgledem B [163][136].
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Rys. 3.2.1.1. Woda tworzy tatwo mostki z B-niciami. Rysunek przedstawia ni¢ antyrownolegla (model kulkowo-
szkieletowy; przedstawiono tylko atomy szkieletu; kolor czerwony — tlen, kolor niebieski — azot, kolor czarny - wegiel)
na ktoéra natozono na siebie 911 ,,migawek” mostkujacych czasteczek wody (atom tlenu — kolor czerwony, atom wodoru
— kolor biaty) z wielokrotnych symulacji Monte Carlo. Mostki wodne sa dynamiczne i krotkotrwate, ale ,,sumujac” je
wzgledem czasu wyraznie wida¢ ugrupowania, podwojnie polaczone wiazaniami wodorowymi z kazdym peptydowym
karboksyamidem. Rysunek i cz¢§ciowo opis pochodza z [164].

Rys. 3.2.1.2. Mostki wodne w przypadku polialaniny sa niedopasowane do geometrii helisy PII, ale pasuja do geometrii
B-nici. W B-niciach, atomy tlenu karbonylowego znajduja si¢ na wypuktej powierzchni peptydu (a), gdzie sa one
dostepne dla wody; w helisie PII atomy te znajduja si¢ na wklgstej powierzchni peptydu (b), gdzie sa one odseparowane
od czasteczek wody. Rysunek i opis pochodza z [164].

Przez mostek wodny (Rys. 3.2.1.1) rozumie si¢ czasteczke wody lub tancuszek czasteczek wody
np. 2 lub 3, ktéra/y jest podwojnie powiazana/y wiazaniami wodorowymi z peptydem; zaré6wno z
grupa -N-H jak 1 -C=0 [164]. Takie mostkowanie izoluje czasteczki wody od fazy "bulk"
rozpuszczalnika. Co wazne, woda moze tworzy¢ mostki fatwo z B-niémi, ale geometria PII jest
nieodpowiednia do tworzenia takich mostkow (podobnie jak a-helisa) (Rys. 3.2.1.2) [164]. Atomy
tlenéw karbonylowych w B-niciach sa zlokalizowane na dostgpnej wypuklej powierzchni peptydu,
podczas gdy tleny karbonylowe w PII znajduja si¢ na zajetej wklestej powierzchni, ktora ogranicza
orientacj¢ czasteczek wody. W poréwnaniu do PII, B-nici nie tylko ptaca wyzsza ceng w entropii
rozpuszczalnika ale takze otrzymuja mniejszy zysk w energii rozpuszczalnika, co jest
odzwierciedlone zaréwno w ich zredukowanej energii oddziatywan z pierwsza otoczka
rozpuszczalnika jak 1 w mniejszej liczbie wiazan wodorowych peptyd-woda. W gruncie rzeczy,
woda jest po prostu lepszym rozpuszczalnikiem dla PII anizeli dla B-nici, albo inaczej mowiac
peptyd o konformacji PII w najmniejszym stopniu zaburza struktur¢ wody [164][158] (czyli jest

bardziej hydrofilowy). Stabilno$¢ PII w rozfatdowanych bialtkach jest spowodowana kombinacja
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zwigkszonej entropii szkieletu 1 zwigkszonej entropii hydratacji oraz obniZonej entalpii solwatacji
[164][158]. Chociaz wigkszo$¢ entalpii solwatacji alaniny jest spowodowana oddziatywaniami
C=0:woda, entalpowa preferencja dla konformacji PIl w roztworze wodnym jest spowodowana
hydratacja grupy N-H pochodzacej ze szkieletu [158]. Korzystna entropia tancucha w PII
przewyzsza ta w B-niciach czy a-helisach. Obliczono, Ze energia swobodna solwatacji sprzyja PII w
poréownaniu z B-ni¢mi (energia swobodna solwatacji AA nizsza o ~0,7 kcal/mol/reszte), czy a-helisa
(AA nizsza o 2,7 kcal/mol/resztg) [164]. Pappu 1 Rose uwazaja, ze hipoteza Flory'ego jest
prawdziwa dla gornej lewej ¢wierci diagramu Ramacandrana (Rys. 3.2.1.3), gdzie poszczeg6lne
wartosci pary katow (¢,y) fluktuuja wokdt wartosci typowych dla PII i sPII, gdzie PII oznacza
helis¢ lewoskretna (¢,y)=(-77,2°; 145,9°); za$§ sPII oznacza symetryczna wzgledem niej helisg
prawoskretna (-147,42°; 80,94°).

Rys. 3.2.1.3. Wykres Ramacandrana dla drugorzedowych struktur bialkowych sktadajacych si¢ z aminokwasow
alaninowych. Kolorowe kotka oznaczaja standardowe wartosci katow struktur drugorzedowych: a-helisa prawoskretna
(-57°,-47°) - kolor jasnoszary; B-harmonijka z nici rownoleglych (-119°,113°) - kolor czerwony; B-harmonijka z nici
antyrownolegtych (-139°,135°) - kolor rézowy; prawoskrgtna helisa 3i0 (-49°,-26°) - kolor fioletowy; m-helisa
prawoskretna (-57°,-70°) - kolor jasnozolty; struktura 2,27 (-78°,59°) - kolor ciemnozoétty; lewoskretna helisa PII (-
79°,150°) — kolor zielony; kolagen (-51°,153°) - kolor niebieski; lewoskrgtna a-helisa (57°,47°) - kolor pomaranczowy;
lewoskrgtna A-helisa (-100°,-80°) - kolor ciemnoszary; prawoskrgtna A-helisa (100°,80°) - kolor jasnoniebieski.
Rysunek i czgsciowo opis wykonany na podstawie [137].

W przypadku helisy PII, zarowno entropia tancucha peptydowego jak i rozpuszczalnika w
jego sasiedztwie jest zmaksymalizowana [165]. Poniewaz hipoteza Flory'ego o izolowanych parach

katow ma by¢ spelniona w tym regionie diagramu Ramacandrana, jakakolwiek kooperatywnos¢
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powinna wynika¢ z oddzialywan peptyd-rozpuszczalnik, nie za§ z oddzialywan wewnatrz peptydu
[163]. Nieobecno$¢ wewnatrzczasteczkowych  wigzan  wodorowych ~w  helisie  jest
najprawdopodobniej przyczyna zaréwno gigtkosci tej helisy jak i stabilizacji jej przez czasteczki
wody, nawet jesli dodatkowym czynnikiem stabilnosci jest to, ze rozciagnigte helisy PII znaczaco
umozliwiaja swoiste oddzialywania z woda tancuchéw bocznych [160]. Zaréwno oddziatywania
fancuch:tancuch (a wigc tworzenie B-harmonijek i [B-spinek) jak i1 tancuch:woda sprzyjaja
konformacji PII w krotkich peptydach polialaninowych; B-spinkami (ang. S-hairpin) okresla sig
zwroty (ale niekoniecznie B-zwroty!!!) laczace antyréwnolegle ulozone nici, wskutek zagigcia
konformacji B (czasami takze poprzez mostki disiarczkowe) [164]. Ponadto sugeruje sig, ze
wiazania wodorowe pomigdzy tancuchem bocznym, a szkieletem peptydu sa istotne w
stabilizowaniu konformacji PII [136]. Przeglad biatek z bazy PDB (Protein Data Bank) pokazuje, ze
helisy PII sa rzadkie w natywnych biatkach, aczkolwiek poszczegodlne reszty czgsto przyjmuja
warto$ci katow ¢ 1 y charakterystyczne dla helisy PII [164]. Badania potwierdzaja, ze struktury PII
dominuja w stanie okreslanym jako klebek (ang. coil) [166][167]. Jak pisze Kallenbach i wsp. [163]
- ,Wyniki te pokazujq, ze termin przejscie ,, helisa-klebek” jest blednym sformutowaniem w
odniesieniu do rozfaldowywania helisy alaninowej, gdyz w rzeczywistosci mamy do czynienia z
przejsciem pomiedzy dwoma przewaznie ustrukturyzowanymi formami, a-helisq i helisq PII” np. w
modelowym , kigbkowym” peptydzie AcGly.XGly,NH, (gdzie X#Gly) konformacja PII dominuje
ze wspoéludziatem przede wszystkim struktury B [168]. Jest to o tyle istotne, ze ,,stan kigbka”
obejmuje niemal 50 % wszystkich reszt stanowiacych biatka [136]. Antykorelacja pomigdzy
sktonno$cia do przybierania struktury PII i B wspiera poglad, ze rozfaldowane biatka sktadaja sig
gléwnie z konformacji PII i B z niewielka domieszka zwrotow i innych struktur [168][147]. To, ze
helisa PII jest faworyzowana w stanie rozfaldowanym, ale nieczgsto wystgpuje w stanie natywnym
wynikia najprawdopodobniej z tego, ze helisy PII nie moga tworzy¢ ani wewnatrz- ani
migdzyczasteczkowych wiazan wodorowych z innymi elementami regularnej struktury
drugorzedowej, stad nie spelniaja wymagan odno$nie wiazan wodorowych sfaldowanych biatek
[164]. Badania polialaninowych B-nici jak 1 helis PII potwierdzaja, ze woda chgtniej solwatuje
grupy C=0 1 N-H peptydu anizeli hydrofobowe grupy metylowe. Poniewaz jak juz, wczesniej
napisatem czasteczki wody wokoét grup N-H sa bardziej zlokalizowane anizeli wokot grup C=0, za$
najbardziej korzystne miejsce gdzie wokét azotu amidowego znajduje si¢ czasteczka wody znajduje
si¢ w odlegtosci 0,295 nm od tego atomu w przyblizeniu zgodnie z kierunkiem wektora N-H.
Wokoét tlenu karbonylowego takie dwa miejsca znajduja si¢ w odlegtosci ~0,295 nm od tego atomu
[157]. Zmiana grupy metylowej do hydroksymetylowej (a wigc np. zmiana alaniny do seryny)
prowadzi do przerwania struktury PII w peptydzie Gly.XGly, (X#Gly) jako wynik przerwania
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hydratacji szkieletu przez pobliski tancuch boczny. O ile np. sktonno$¢ do przyjmowania struktury
a-helikalnej jest spowodowana w duzej mierze wpltywem tancuchéw bocznych na entropig
konformacyjna szkieletu, za$ sktonno$¢ do tworzenia B-harmonijki jest spowodowana ochranianiem
»przed rozpuszczalnikiem” szkieletu peptydu przez tancuchy boczne to sktonnos$¢ tancuchéw
aminokwasowych do tworzenia konformacji PII jest Scisle zwiazana z otoczka hydratacyjna
szkieletu polipeptydowego, i moze zosta¢ obnizona wskutek ,przerwania” tej otoczki przez
znajdujacy si¢ w poblizu tancuch boczny. Podkresla to rolg barier solwatacji w faldowaniu 1

wiazaniu biatek zawierajacych PII [158].

Krittanai 1 wsp. [169] stwierdzili, ze sklonnos¢ peptydow do przyjmowania struktury o-
helikalnej zalezy od rozpuszczalnika. Wplyw rozpuszczalnika na preferencje aminokwasow do
przyjmowania okreslonej struktury drugorzedowej przez biatko moglby wyjasni¢ dlaczego
przewidywanie struktury drugorzedowej z sekwencji aminokwasowej odnosi sukces jedynie w
~70% przypadkéw [145]. Eksperyment w przypadku ubikwityny wykazat, ze jesli po termicznym
rozfaldowaniu dodamy np. 60% MeOH, i1 obnizymy temperatur¢ ubikwityna nie powrdci do stanu
wyjsciowego. Pojawi si¢ intermediat, ktéry zgodnie z oczekiwaniami nie jest stabilny w wodzie
(tzn. w wodzie powroci do wyjsciowego stanu sfatdowanego). Jest to kolejny dowdd na to, ze
rozpuszczalnik i rzecz jasna temperatura wplywaja na stabilno$¢ okreslonej konformacji [170].
Struktura PII silnie zalezy od rodzaju rozpuszczalnika. Konformacja PII przyjmowana przez resztg
alaninowa w peptydzie AcGly,AlaGly,NH, jest destabilizowana przez rozpuszczalniki takie jak
proste alkohole wraz ze wzrostem polarnosci. Jest to zgodne z hipoteza, ze czasteczki wody
uczestnicza w utrzymywaniu konformacji PII [161]. Badania Nguyena i wsp. [9] z wykorzystaniem
nieciagte] dynamiki molekularne; (ang. discontinuous molecular dynamics) peptydu
AcLysAla;sLysNH, przy roznych warto$ciach parametrow potencjatu oddziatywan potwierdzity, ze
srodowisko i1 temperatura maja znaczacy wptyw na stabilnos¢ okreslonych konformacji: a-helisy, -
struktur (witaczajac w to PB-spinki 1 struktury przypominajace [B-harmonijkg), oraz kigbka
przypadkowego (czyli de facto PII) w zalezno$ci od temperatury. W srodowisku charakteryzujacym
si¢ niewielka hydrofobowoscia, peptyd wykazuje dwustanowe przejscie: helisa a jest najbardziej
stabilng struktura w niskich temperaturach, za$ kigbek przypadkowy jest struktura najbardziej
stabilna w temperaturach wysokich. Jest to zgodne z symulacjami Monte Carlo (MC) Villa'i wsp. na
Alajp 1 Alajs. Zaobserwowali oni, ze helikalno$¢ dla obu peptydow byta bliska 0 gdy stata
dielektryczna modelowego rozpuszczalnika wynosita 80, co odpowiada wartosci dla czystej wody, 1
byta >90 % gdy stata dielektryczna modelu wynosita 2, co odpowiada warto$ci wewnatrz biatka

(bez efektow polaryzacyjnych rozpuszczalnika). Przy $redniej sile oddziatywan hydrofobowych
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Nguyen i wsp. [9] zaobserwowali, Ze pojawia sig stan B-spinki, co skutkuje tym, ze konformacja a-
helisy pojawia si¢ w niskich temperaturach, B-spinka w temperaturach posrednich, a kigbek
przypadkowy w wysokich temperaturach. Przy bardzo wysokich wartosciach oddzialywan
hydrofobowych peptyd falduje si¢ wedlug dwustanowego mechanizmu w ktérym rézne typy f-
struktur, wlaczajac B-spinkg 1 struktury przypominajace B-harmonijke sa ukladami najbardziej
stabilnymi w niskich temperaturach a stan klebka przypadkowego jest struktura najstabilniejsza w
wysokich temperaturach. Badania (przeprowadzone chociazby na Ala;,) wskazuja [9][171], ze
konformacji a-helikalnej sprzyja srodowisko hydrofobowe, za$ konformacja B jest bardziej stabilna
w §rodowisku hydrofilowym. Zgodnie z tym mozna si¢ spodziewaé, ze polialanina przyjmuje
konformacj¢ a-helikalng w rozpuszczalniku niepolarnym, za§ konformacj¢ f w wodzie. Potwierdza
to fakt, ze w dodatku pewnych alkoholow (np. TFE) sklonno$¢ alaniny do przyjmowania struktury
helikalnej zwigksza si¢. Zaproponowano, ze alkohol moze dziata¢ na eksponowane grupy CO i NH
przez zmniejszanie ich ekspozycji w stosunku do rozpuszczalnika tj. przesuwajac réwnowage
konformacyjna w kierunku bardziej upakowanych struktur takich jak a-helisa. Rownowage heliseg-
ktebek polialaniny w kierunku konformacji a-helikalnej mozna przesuna¢ poprzez wprowadzenie
reszt naladowanych do sekwencji; aczkolwiek w tym przypadku sktonnos¢ do tworzenia a-helisy
nie powinna by¢ wiagzana ze sktonnos$cia helikalng samej reszty alaninowej [171]. Goodwin 1 wsp.
[wg. 172] zaobserwowali, ze dodatek alkoholu zwigksza stabilno$¢ helikalnej konformacji peptydu
(w poréwnaniu z kigbkiem przypadkowym). Zaproponowali oni, ze jest to skutkiem tego iz a-helisa
jest bardziej zsolwatowana przez wodg niz kigbek przypadkowy, a wigc dodatek alkoholu przesuwa
rownowage w kierunku wigkszej stabilno$ci konformacji helikalnej [172][169]. o-helisy
poliserynowe sa bardziej trwate w glikolu niz w wodzie, co wynika z tego ze wowczas czasteczki
glikolu dzialaja jako mostki taczace ze soba dwie grupy hydroksylowe tancuchow bocznych, ktore
to sa stabilniejsze niz mostki skladajace si¢ z dwoch czasteczek wody [11]. Przejscie pomigdzy
strukturami a-helikalnymi a B-harmonijkowatymi uwaza si¢ za warunek wstgpny powstawania i
wzrostu zarodkéw widknistych, odpowiedzialnych za chorobotworcze dziatanie peptydow
polialaninowych [9][10]. Peptyd AcAla;NH, w trifluoroetanie (TFE) jest a-helikalny potwierdzajac,
ze ten rozpuszczalnik promuje struktur¢ helikalna, co przypisuje si¢ wzmacnianiu
wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych w natywnej strukturze helikalnej oraz zaburzaniu
oddziatywan hydrofobowych [161][142]. Inny poglad, mowi, ze TFE dziata przez przerywanie
struktur(y) rozpuszczalnika stabilizujacych(-ej) konformacje niesfatldowane. Te dwa poglady mozna
pogodzi¢ [161][A49], i wnioskowa¢, ze: TFE destabilizuje konformacj¢ PII i rownocze$nie sprzyja
alternatywnym strukturom powiazanym wigzaniami wodorowymi — y- i B-zwrotom w krétkich

fancuchach i o-helisom w tancuchach wystarczajaco dlugich do nukleacji tej helisy. Badania
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przeprowadzone przez Kallenbacha 1 wsp. [173] na pentapeptydzie AcGly.AlaGly.NH, i

11-merowym peptydzie AcOrn,Ala;Orm,NH, ujawnily, ze oba te peptydy chetnie przyjmuja
konformacj¢ PII w wodzie, jednak w obecnos$ci rozpuszczalnika organicznego TFE konformacja
pentameru zmienia si¢ z PII do powiazanych wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami wodorowymi y-
lub B-zwrotdéw, podczas gdy tancuch z siedmioma resztami alaninowymi tworzy a-helisg [173]. Z
analizy NMR wynika, ze struktura AcGly.AlaGly.NH, w TFE jest zblizona do do y-zwrotu (w
ktorym atomy C, dwoch reszt znajdujacych si¢ w niewielkiej odlegtosci od siebie sa oddzielone
dwoma wiazaniami peptydowymi), ktory (na co wskazuje wiele obliczen) w prézni jest stanem o
najnizszej energii [161]. Wsrod y-zwrotow wyroznia si¢ dwie kategorie: y-zwroty klasyczne oraz
v-zwroty odwrotne [136]. Detergent dodecylosiarczan sodu (SDS) stabilizuje o-helise w
AcAla;NH, natomiast ma niewielki wplyw na AcGly,AlaGly.NH, przy podobnych st¢zeniach.
Moze to wynika¢ z powinowactwa SDS do tadunkéw dodatnich w tym pierwszym. Klasyczny
denaturujacy kosolwent chlorowodorek guanidyny GuHCl nie ma istotnego wplywu na
konformacj¢ PII AcGly,AlaGly,NH,. Natomiast konformacja PII peptydu AcAla;NH, moze by¢
stabilizowana przez dodatek GuHCI co wskazuje, ze konformacje inne niz PII moga przechodzi¢ w
PII potwierdzajac, ze jest to zasadnicza konformacja peptydéw rozfaldowanych w niskich
temperaturach [161]. Dla pentameru AcGly,AlaGly,NH, zawarto§¢ PII zmniejsza si¢ w szeregu
woda>metanol>etanol>2-propanol liniowo w stosunku do empirycznych skal polarnosci
rozpuszczalnika [173]. Wyniki opierajace si¢ na dynamice molekularnej pokazuja, ze poliglicyna
tworzy upakowane, cho¢ nieuporzadkowane globule w wodzie i nieuporzadkowane kigbki w 8M
moczniku [174]. Potwierdzaja to badania eksperymentalne Ohnishi'ego i wsp. [149], ktorzy
stwierdzili, ze tacznik poliglicynowy wstawiony w srodek heksapeptydu, gdy jest dtuzszy od 9 reszt
powoduje, ze peptyd ten tworzy nierozpuszczalne agregaty; gdy laczniki byly krétsze peptydy
przyjmowaty konformacj¢ rozwinigta. Stwierdzili oni, Ze pomimo tego, ze glicyna na najwyzsza
entropi¢ konformacyjna wsrdod aminokwasoéw to hydratacja i tworzenie wiazan wodorowych ze
szkieletem peptydowym moze t¢ swobodg ogranicza¢ [149], a wigc woda w temperaturach
otoczenia jest stabym rozpuszczalnikiem dla szkieletu peptydowego [149][174]. Pokazuje to

rowniez, ze woda nie jest konieczna dla powstawania takich konformac;ji jak a-helisa.

Kuffel i Zielkiewicz [2] badali otoczke solwatacyjna poliglicyny (a wigc de facto szkieletu
peptydowego) przy uzyciu dynamiki molekularnej. Przy wykorzystaniu parametrow
uporzadkowania opartych na dwuczastkowych funkcjach korelacji oszacowali oni, ze I otoczka
solwatacyjna tego peptydu wnosi przynajmniej 95% z catkowitego uporzadkowania czasteczek

wody wzgledem peptydu. Badania te potwierdzily takze, ze konformacja PII w najmniejszym
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stopniu zaburza struktur¢ wody. Poniewaz w symulacjach dynamiki molekularnej istnieje
mozliwo$¢ ,,wylaczenia” tadunkéw czastkowych na peptydzie i uzyskania w ten sposéb wysoce
hydrofobowych peptydow, ktorych wlasciwosci mozna poréwnac¢ z wlasciwosciami peptydow
,hatywnych” doszli oni do wniosku, ze tadunki czastkowe na peptydzie w niewielkim stopniu
wptywaja na uporzadkowanie czasteczek wody wzgledem tancucha poliglicynowego.
Zaobserwowali oni takze spowolnienie ruchu postgpowego (o ~30%) 1 obrotowego (o ~10%)
czasteczek wody wokot réznych konformacji tego peptydu w 1 warstwie solwatacyjne;.
Spowolnieniu ruchu postgpowego i1 obrotowego towarzyszylo wydluzenie czaséw zycia wiazan
wodorowych 1 statych czasowych opisujacych zrywanie wigzania wodorowego. Ponadto autorzy
stwierdzili, ze woda tworzy struktur¢ na przekroju poprzecznym przypominajaca ,,nimb”
znajdujacy si¢ w pewnym oddaleniu od powierzchni peptydu [2]. Za wyjatkiem poliglicyny
czasteczki wody w polipeptydach charakteryzuja si¢ okreslonymi preferencjami jesli chodzi o ich

umiejscowienie wzglgdem peptydu w zaleznosci od konformacji [6].

95



3.2.2. Charakterystyka bialka sbwAFP

Nazwa bialka przeciwzmrozeniowe (ang. antifreeze protein; AFP) okres$la si¢ biatka
komorkowe posiadajace zdolno$¢ obnizania temperatury krzepnigcia cieczy biologicznych. Ich
dzialanie zazwyczaj thumaczy si¢ ich adsorpcja do powierzchni lodu, a wigc ograniczaja one wzrost
frontu lodu do regiondw pomigdzy zaadsorbowanymi czasteczkami biatka. Z tego powodu
nastgpujacy potem wzrost krysztatkéw lodu odbywa si¢ na zakrzywionej powierzchni
migdzyfazowej, i przez to staje si¢ mniej termodynamicznie korzystny z powodu tzw. efektu
Gibbsa-Thomsona (polegajacego na tym, ze przy danym cisnieniu niewielkie krysztatki topia si¢

w nizszej temperaturze niz wielkie krysztaty). Trzeba podkresli¢, ze bialtka AFP nie dzialaja w

sposob koligatywny jak np. glikol tzn. obniZzenie temperatury krzepnigcia nie jest proporcjonalne do

stezenia 1 ich dzialanie ma charakter kinetyczny, a nie termodynamiczny co przejawia si¢ m. in. w
tym ze obnizaja temperatur¢ krzepnigcia, ale nie topnienia powodujac powstanie tzw. histerezy
zamarzania (ang. freezing hysteresis). Z drugiej strony bialtka te powoduja, ze niewielkie krysztatki
lodu topia si¢ w wyzsze] temperaturze niz czysty 16d (a wigc umozliwiaja powstanie lodu
przegrzanego), czyli podwyzszaja temperatur¢ topnienia tych krysztalkow co okresla si¢ jako
histereza topnienia (ang. melting hysteresis). Obie histerezy sa przykladami histerezy termicznej
(ang. thermal hysteresis) [175]. Roznicg pomiedzy roéwnowagowa (,,normalna”) temperatura
przej$cia fazowego, a ta indukowana przez biatko okre$la si¢ jako przedzial histerezy (ang.
hysteresis gap). Biatka AFP to grupa bardzo zréznicowanych biatek pochodzacych z réznych
organizmoéw 1 podobienstwa pomigdzy nimi sa przede wszystkim wynikiem konwergencji, a nie
radiacji (,,wyewoluowania” z jakiego$ ,,pierwotnego” biatka AFP). Wsrod réznych organizméw
zawierajacych AFP mozemy wyrdzni¢ dwie grupy. Organizmy unikajace zamarzania wody (ang.
freeze-avoidant species) potrafia zapobiega¢ zamarzaniu ich organizméw, jednakze dziatanie (czy
raczej ,,przeciwdzialanie”) AFP moze przezwycigzy¢ wystarczajaco niska temperatura, co prowadzi
do wzrostu krysztatkow lodu 1 $mierci. Druga grupg stanowia organizmy tolerujace zamarzanie
(ang. freeze-tolerant species), ktore sa w stanie przetrwaé zamarzanie cieczy biologicznych i
niektore z nich wykorzystuja biatka AFP jako Kkrioprotektanty zapobiegajace zniszczeniom
powodowanym przez zamarzanie, ale nie samemu zamarzaniu. Takimi biatkami sa tzw. bialka AFP
grupy V charakteryzujace si¢ bardzo wysoka wartoscia przedziatu histerezy zamarzania (>6°C przy
stezeniach rzgdu pmol; stad sa one okre$lane jako hiperaktywne); mozna je znalezé w
organizmach owadoéw. Ich maksymalna aktywno$¢ jest 3-4 razy wigksza niz w przypadku biatek

AFP pochodzacych z ryb i skorupiakow (grupy I-1V; okreslane jako umiarkowanie aktywne;
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przedziat histerezy zamarzania 0,5-1,0°C przy stezeniach rzedu pmol) — w przypadku stgzen rzgdu
umol ich aktywno$¢ moze by¢ 10-100 razy wigksza; nie méwiac o aktywnosci wzgledem AFP
ro$linnych [176]. W naszym zespole badatem biatko zwane sbwAFP pochodzace z ¢my z rodziny
zwojkowatych zwanej po tacinie Choristoneura fumiferana (ang. eastern spruce budworm).
Czasteczka ta o masie 9 kDa ma ksztalt pryzmy (Rys. 3.2.2.1) z trzema wyraznymi powierzchniami
[176]. W przypadku bialek AFP przedziat histerezy zamarzania jest wigkszy niz przedziat histerezy
topnienia (co mozna wyjasni¢ na gruncie efektu Gibbsa-Thomsona), przy czym przedziat histerezy
zamarzania jest generalnie szerszy w przypadku hiperaktywnych AFP (z grupy V) anizeli w
przypadku innych biatek AFP. Jednakze w przypadku sbwAFP (pomimo znacznej szerokos$ci
przedziatu histerezy zamarzania) mamy do czynienia z warto§ciami przedzialu histerezy topnienia
niewiele wigkszymi od tych dla niehiperaktywnych AFP (stosunek przedzialu histerezy topnienia do
przedziatu histerezy zamarzania wynosi dla tego biatka 0,04°C/4,1°C; dla poréwnania wartos¢ dla
hiperaktywnego biatka AFP z macznika mtynarka Tenebrio molitor wynosi 0,18°C/1,7°C, za$ dla
typowego biatka z grupy I 0,02°C/0,8°C) [175]. Pertaya i wsp. [177] eksperymentalnie stwierdzili,
ze sbwAFP doczepia si¢ zarowno do plaszczyzny bazalnej (wzdtuz tzw. osi c; Rys. 3.2.2.2) jak 1
do krawedzi pomiedzy plaszczyznami pryzmowymi krysztalow lodu Ih, co jest przyczyna
hiperaktywnosci tego biatka w poréwnaniu np. z biatkami grupy III przyczepiajacych si¢ wylacznie
do plaszczyzny pryzmowej. Prostokatne boki biatka w ksztalcie pryzmy sa utworzone z ptaskich
B-harmonijek stanowiacych razem strukturg¢ okreslana jako prawoskretna B-helisa [176][177],
ktoéra to jest charakterystyczna konformacja biatek AFP pochodzacych z owadow [178]. Jedna z
trzech plaszczyzn wiazaca si¢ z powierzchnia lodu zawiera 9 z 14 powierzchniowych reszt
treoninowych, zorganizowanych w regularny szereg motywow Thr-X-Thr (gdzie X oznacza
aminokwas skierowany fancuchem bocznym do wngetrza biatka) [176]. Nutt i Smith [179] sugeruja,
Ze reszty treoninowe zapewniaja ,,ztoty $rodek” pomigdzy hydrofobowoscia 1 hydrofilowoscia
umozliwiajac efektywne wiazanie lodu. Oprocz tego struktura B-helisy jest stabilizowana przez trzy
mostki disiarczkowe [176]. Wydaje sig, ze w posredniczeniu w energetycznie korzystnym
dofaczeniu si¢ do powierzchni bazalnej posrednicza reszty treoninowe znajdujace si¢ na
powierzchni biatka wiazacej si¢ z lodem. Nie jest jasne czy takie dotaczenie wynika z wigzan
wodorowych, ktére tworza grupy hydroksylowe reszt treoninowych czy tez z komplementarnosci
dwodch powierzchni: bazalnej powierzchni lodu 1 powierzchni biatka sbwAFP wiazacej 16d, czy tez
moze przede wszystkim z indukowania silnie uporzadkowanej wody, ktéra w ten sposob

determinuje korzystne miejsce dla wiazania si¢ z lodem [177][180].

W I warstwie solwatacyjnej wokot powierzchni biatka wiazacej si¢ z lodem w temp. 250 K
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Nutt i Smith [179] zaobserwowali znaczne obnizenie ruchliwos$ci czasteczek wody; w [ warstwie
solwatacyjnej wokol pozostatych dwoch prostokatnych ptaszczyzn obnizenie ruchliwosci jest
mniejsze 1 przypomina to w II warstwie wokot ptaszczyzny biatka wiazacej si¢ z lodem. W temp.
300 K nie zaobserwowano znaczniejszych rdéznic w dynamice wody pomigdzy trzema
prostokatnymi ptaszczyznami sbwAFP. Dwie pozostate prostokatne powierzchnie, razem z obiema
koncami pryzmy, tworza region powierzchniowy zorientowany w kierunku ciektej wody i jego rola
nie jest jeszcze do konca jasna. Nutt i Smith [179] sugeruja, Ze ten region odgrywa aktywna rolg¢ w
opoOznianiu zamrazania w jego sasiedztwie poprzez przerywanie struktury wody i wymuszanie
szybszych ruchéw czasteczek wody, co ma mie¢ na celu uniknigcie ,,pochlonigcia” biatka przez
rozrastajacy si¢ 10d. Z wynikow NMR [wg 179] wynika, ze szybsze ruchy czasteczek wody wokot
ptaszczyzn biatka niewiazacych si¢ z lodem sa indukowane takze przez szybsze ruchy tancuchéw

bocznych aminokwasow.

Istnieja kontrowersje co do tego czy wiazanie si¢ lodu do biatka jest procesem
odwracalnym, czy tez nie [175]. Niektorzy uczeni np. Nutt i Smith [179] oraz Smolin 1 Daggett
[180] uwazaja, ze w trakcie tego (ich zdaniem nieodwracalnego) wiazania nastgpuje ciagle przejscie
pomiegdzy woda i lodem, na co ma wskazywac¢ fakt, ze powierzchnia biatka wiazaca si¢ z lodem jest
w stanie organizowaé (uporzadkowywaé) czasteczki wody wokot jej (na co wskazuja wartosci
parametru uporzadkowania S, uzyskane z analizy wynikéw MD), a takze to Ze ruchliwosé
czasteczek wody wokot tej powierzchni jest obnizona [179][175]. Natomiast woda wokét dwoch
pozostatych powierzchni charakteryzuje sig¢ (w temp. 250 K) wyraznie obnizona tetraedrycznos$cia
(mniejszym uporzadkowaniem), anizeli wokot powierzchni wiazacej si¢ z lodem co pokazuje, ze
powierzchnie te zaburzaja struktur¢ wody. Na powierzchniach niewiazacych si¢ z lodem mamy do
czynienia ze znaczaca liczba reszt hydrofilowych zmniejszajacych populacje tetraedrycznie
utozonych czasteczek wody [179]. McConkey i wsp. [181] oraz Nutt i Smith [179] podkreslaja
takze rol¢ dopasowania geometrycznego pomiedzy tymi powierzchniami, zwlaszcza w koncowym
etapie wigzania si¢ tzn. po powstaniu silnie uporzadkowanej wody. W przypadku plaszczyzny
biatka wiazacej si¢ z lodem mamy tez mniejsza liczbg czasteczek wody w I warstwie solwatacyjne;j
wokol niej co takze przypomina sytuacj¢ wokot krysztatkow lodu Th. Natomiast w temperaturze
pokojowej (300 K) roznice w tetraedryczno$ci czasteczek wody wokot trzech prostokatnych
plaszczyzn biatka sbwAFP sa niewielkie. Analiza wykresu prawdopodobienstwa wystgpowania
okreslonych katéw Ooon (,,najmniejszy kat z czterech katdéw wodor-tlen donorowy-tlen akceptorowy
pomiedzy dwiema czasteczkami wody oddalonymi co najwyzej o 0,4 nm”) charakteryzujacego

wiazania wodorowe pomiedzy czasteczkami wody wskazuje, ze na bimodalnym wykresie (z
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minimum przy warto$ciach katéw ~30°) niskie wartosci tego kata (~10°) sa indukowane przez
grupy hydrofobowe, za§ wyzsze wartosci (~48°) przez grupy hydrofilowe, przy czym roznice te sa
wigksze w 250 K niz w 300 K. Wokot strony biatka wiazacej si¢ z lodem mamy do czynienia ze
znaczng populacja wigzan o niskiej wartosci kata Ooon, natomiast wokot pozostatych dwoéch stron
mamy do czynienia ze zwigkszona populacja wiazan wodorowych o wyzszych warto$ciach tego
kata [179]. Tak wigc ta obserwacja potwierdza zatozenie, ze caly obszar powierzchni czasteczki
sbwAFP mozna podzieli¢ na dwa regiony, ktore wyraznie r6znig si¢ funkcja, co implikuje wyrazne
roznice we wilasciwosciach wody solwatacyjnych w poblizu tych dwoch regionéw. To wszystko
prowadzi do wniosku, ze szczegdlowy opis struktury wody solwatacyjnej jest kluczowy dla

zrozumienia aktywnosci przeciwzmrozeniowe;.
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Rys. 3.2.2.1. Biatko sbwAFP. Zéltym kolorem zaznaczono reszty treoninowe. [Rysunek wykonano przy uzyciu
programu PyMOL]

Rys. 3.2.2.2. Plaszczyzny istniejace w krysztale lodu Ih. Od lewej — plaszczyzna bazalna (ang. basal plane),
ptaszczyzna pryzmowa (ang. prism face), ptaszczyzna {1120} (ang. {1120} face). Zaznaczono takze o$ c (ang.
c-axis). Rysunek pochodzi z [16].
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3.3. Opis modelu wody TIP4P

Wedlug ostatniego przegladu obecnie mamy do czynienia z przynajmniej 46 modelami
czasteczek wody. To bogactwo wynika przede wszystkim z faktu, Ze nie istnieje model, ktory by
dobrze odtwarzat WSZYSTKIE wtasciwosci wody i modele sa po prostu ,,projektowane” pod
katem okreslonych wilasciwosci (np. funkcj¢ rozktadu radialnego, diagram fazowy, parametry
krytyczne). Zaden z tych modeli nie jest w stanie jednocze$nie odtwarza¢ eksperymentalnej funkcji
rozktadu radialnego i eksperymentalnej wartosci energii wewnetrznej. Dopasowanie modelu do
rzeczywisto$ci zalezy m. in. od ilosci zmiennych uwzglednionych przy jego parametryzacji.
Oddziatywania van der Waalsa sa zazwyczaj odzwierciedlane poprzez potencjat Lennarda-Jonesa.
Najwigkszy wplyw na ggsto$¢ maja wartosci parametru ¢ oraz dlugosci wiazania O-H, za$
wlasciwosci termodynamiczne zaleza w duzej mierze od oddzialywan odpychajacych van der
Waalsa, oddziatywania kulombowskie kréotkiego zasiggu oraz sktadowe potencjatu odpowiadajace
za polaryzowalnos$¢ (o ile w ogoéle polaryzowalno$¢ jest uwzgledniona). Trzeba mie¢ na uwadze, ze
w rzeczywisto$ci czasteczki wody nie sa sobie rownowazne co wynika z roéznic w obsadzeniu
orbitali  czasteczkowych, ich geometrii a takze w czgstotliwosciach ich  drgan
wewnatrzczasteczkowych. Wzigcie pod uwage polaryzowalno$ci pozwala uwzgledni¢ w duzej
mierze ta anizotropig, chociaz jak dotad modele polaryzowalne wywodzace si¢ z zazwyczaj
stosowanych modeli niepolaryzowalnych nie charakteryzuja si¢ znaczaco lepsza odtwarzalnoscia
wlasciwosci fizycznych. Pod tym wzgledem duzo bardziej obiecujace wydaja si¢ modele z
polaryzowalnym ,,rozsmarowanym” (zmieniajacym efektywna wartos¢ wraz z odlegtoscia) badz
poruszajacym si¢ tadunkiem w odréznieniu od modeli z ustalonymi tadunkami punktowymi,
aczkolwiek ich wykorzystanie jest jak dotad w ,,powijakach” co wynika cho¢by ze znaczacego
wydluzenia czasu obliczeniowego. W przypadku modeli niepolaryzowalnych mamy takze do
czynienia z pewna nadmierng stabilizacja dimeru wody, a takze z niezdolnoscia do jednoczesnego
przewidywania pewnych wlasciwosci fizycznych takich jak temp. Maksymalnej ggstosci czy
temperatura topnienia. Wida¢ wigc wyraznie, ze woda — na pierwszy rzut oka bardzo prosta
substancja — jest ukltadem trudnym do odzwierciedlenia w symulacjach komputerowych,
aczkolwiek dostarczaja one zasadnicza pomoc w zrozumieniu zjawisk odpowiadajacych za

strukture 1 dynamike tego zwiazku [16].
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Rys. 3.3.1. Schemat najpowszechniej stosowanych modeli wody. Modele a (np. modele SPC, SPC/E oraz TIP3P) , b
(np. PPC) 1 ¢ (np. TIP4P) sa ptaskie, natomiast model d (np. TIPSP) jest prawie tetraedryczny. Rysunek i czgsciowo
opis pochodza z [16].

Model wody TIP4P (ang. transferred_intermolecular_potential with 4 interaction sites) to
sztywny, niepolaryzowalny czteropunktowy model, z dwoma ladunkami qu umieszczonymi na
atomach wodoru, 1 jednym tadunkiem q; umieszczonym w odleglosci bo. od atomu tlenu (na tzw.
pseudoatomie; ang. extra-point). OkreSlenie ,sztywny” oznacza, ze zaniedbane zostaja
wewnatrzczasteczkowe stopnie swobody; w odroznieniu od modeli ,,gigtkich”; nie pozwalajac na
wyliczenie widm odpowiadajacych za wewnetrzne drgania zginajace i rozciagajace czasteczek.
Geometria tego modelu opiera si¢ na geometrii wody w stanie gazowym 1 jest nierealistyczna dla
lodu, gdzie skoordynowanie czasteczki wody z czterema sasiednimi czasteczkami wymaga wartosci
kata HOH blizszej wartosci kata tetraedrycznego. To ,niedoszacowanie” tetraedrycznosci
odpowiada za zanizona warto$¢ stalej dielektrycznej. Ponadto dla lodu odlegtos¢ tlen-wodor
powinna by¢ wigksza z powodu znaczacych efektow polaryzacyjnych w tej fazie. Model ten jest w
stanie jako$ciowo opisywac¢ diagram fazowy wody (poza zakresem wysokich ci$nien), aczkolwiek
daje on zbyt niskie wartosci temperatury topnienia, temperatury krytycznej, jak rowniez
temperatury maksymalnej gestosci [182] Dobrze odtwarza ggstos¢ wody w temp. 298 K, pod
cisnieniem 1 atm, ciepto parowania w temp. 298 K, zawyza wspotczynnik autodyfuzji wody (298
K, 1 atm), dobrze odtwarza strukturalne wiasciwosci wody wyrazane funkcjami rozktadu
radialnego tlen-tlen, tlen-wodér, wodoér-wodor; zawyza moment dipolowy [183]; entropia
absolutna wody jest zblizona do wartos$ci eksperymentalnej. Parametry tego modelu w poréwnaniu

z parametrami innych modeli dostgpnych w polach sitowych Ambera zestawiono w Tabeli 3.3.1,
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za§ porOwnanie odtwarzalno$ci niektorych wiasciwosci fizycznych przez model TIP4P w
poréwnaniu z danymi eksperymentalnymi zestawiono w Tabeli 3.3.2. Wybdr tego modelu byt
spowodowany nastepujacymi czynnikami: dobra odtwarzalnoscia wtasciwosci fizycznych
rzeczywistej wody, powszechno$cia stosowania w biosymulacjach oraz krétszym czasem obliczen
w poréwnaniu z modelem pigciopunktowym (TIP5P); trzeba bowiem pamigtaé, ze czas obliczen
jest w przyblizeniu proporcjonalny do kwadratu liczby atoméw (w tym rowniez pseudoatomow).
Trzeba zaznaczy¢, iz najpopularniejsze modele wody ,,pracuja” w sposob poréwnywalny w
zastosowaniach do uktadéw biologicznych. Wybierajac model pamigtalem o tym, ze czas obliczen
jest proporcjonalny w przyblizeniu do pierwiastka kwadratowego z liczby atoméw w uktadzie

[185].

Tabela 3.3.1. Parametry wybranych modeli wody [16]

SPC/E TIP3P TIP4P TIPSP TIP4P-EW SPC/Fw | POL3
bon (A) 1,00 0,9572 0,9572 0,9572 0,9572 1,01 0,9572
Omon (deg) 109,47 104,52 104,52 104,52 104,52 113,24 104,52
bor (A) - - 0,15 0,70 0,1250 - 0,21
0oL (deg) - - - 109,47 - - -
qo(e) -0,8476 |-0,834 0,00 0,00 0,00 -0,82 0,00
qu(e) +0,4238 |+0,417 +0,52 +0,241 +0,52422 +0,41 +0,5190
qu(e) - - -1,04 -0,241 -1,04844 - -1,0380
6 (A) 3,1656 3,15061 3,15365 3,12 3,16435 3,165492 |3,2340
€ (keal mol™) 0,155 0,1521 0,1550 0,16 0,162750 0,16 0,1825
a (A% - - - - - - 1,4440
K" (kcalmol'A?) - - - - - 529,581 |-
K® (kcalmol'rad?) - - - - - 37,95 -
K (kcalmol'A™") - - - - - 0 -

Objasnienia symboli:

bou - rownowagowa dlugos¢ wiazania OH w czasteczce wody

Ouon - rownowagowa warto$¢ kata HOH w czasteczce wody

bor - odlegto$é migdzy atomem O a pseudoatomem L

OLoL - w przypadku dwoch pseudoatomow wartos¢ kata LOL

do - tadunek na atomie tlenu

qu - fadunek na atomie wodoru

qL - fadunek na pseudoatomie

€0 - warto$¢ minimum potencjatu w rownaniu Lennarda-Jonesa dla dwoch oddziatujacych ze soba czasteczek wody
oo - odlegtos¢ przy ktorej potencjat Lennarda-Jonesa osiaga warto$¢ 0
K" - warto$¢ statej sitowej dla harmonicznych drgan rozciagajacych
K°® - warto$é stalej sitowej dla harmonicznych drgan zginajacych

K" - warto$¢ stalej sitowej dla aharmonicznych drgan rozciagajacych
o - polaryzowalno$¢

103



Tabela 3.3.2. Poro6wnanie odtwarzalnosci niektérych wlasciwosci fizycznych przez model TIP4P

TIP4P [186] Wartos¢ eksp. [16]
p (gem™)” 1,001+0,001 0,997
T (K)' [182] 232,5 273,15
T (K)' [190] 248 277
T. (K) 558 647,1
pe (g em™) 0,313 0,322
p. (bar) 112,0 220,64
-E (kcal mol™)™ 10,06+0,01 9,92
AHy,, (keal mol™)” 10,65+0,01 10,51
C, (cal mol''deg™)" 20,4+0,7 18,0
10°r (atm™)” 60£5 45,8
1050, (deg™)’ 44+8 25,3
<u> (D)" 2,18 2,95+0,2
g 53 [191] 78,4
D (10° em’s™)™ 2.8 227
S. (J mol K')" [192] 72,40+0,02 69,95+0,03

- 298 K, ) 1 atm, *) dane pochodzace od réznych autoréw

p - gestosé

Twma - temperatura maksymalnej gestosci cieczy

Tw - temperatura topnienia

T. - temperatura krytyczna

pe - ci$nienie krytyczne

p. - gestos¢ w temperaturze krytycznej

€ - stala dielektryczna

E — $rednia energia konfiguracyjna

AH,,, - cieplo parowania

C, - pojemnos¢ cieplna

Kr - $ciSliwose

o, - wspotczynnik rozszerzalnosci cieplnej
Dy - wspdtczynnik autodyfuzji translacyjnej
<p> - $redni moment dipolowy

S..- entropia catkowita
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3.4. Definicja wigzania wodorowego

Bardzo czgsto w naukach przyrodniczych operuje si¢ pojgciem ,,wigzania wodorowego”,
rzadko jednak przyrodnicy zastanawiaja si¢ nad $cista definicja tego typu oddziatywan. Jesli
chcemy analizowa¢ wyniki dynamiki molekularnej pod katem analizy istniejacych wigzan
wodorowych potrzebujemy jednak S$cistej definicji. Niemal wszystkie powszechnie stosowane
definicje charakteryzuja si¢ mniej lub bardziej arbitralnymi zakresami obcigcia ktore z kolei sa
przyczyna arbitralnej liczby nietknigtych i1 zerwanych wiazan wodorowych. W przypadku dimeru
czasteczek wody mozna unikna¢ arbitralnego wyboru i mozna go postrzega¢ jako charakteryzujacy
si¢ ciaglym oddziatywaniem w postaci wiaz. wodorowego rozciagajacego si¢ az do nieskonczone;j
odlegtosci pomigdzy czasteczkami. W tym wypadku wszystkie mozliwe kryteria charakteryzujace
wiazanie wodorowe charakteryzuja si¢ ciagtoscia, a wigc jakikolwiek ostry zakres obcigcia
oddzielajacy konfiguracje z wiaz. wodorowymi od konfiguracji nie stanowiacych wiaz.
wodorowych musi by¢ arbitralny jednak potrzeba scharakteryzowania stanu cieklego wymaga

rozwoju i ewolucji definicji wigz. wodorowego [17].

Najczgsciej zakresy obcigeia odnosza si¢ do takich zmiennych jak energia potencjalna,
geometria, gegstos¢ ladunku, potencjal elektrostatyczny, lub tez liczba donoréw 1 akceptorow
wiazania wodorowego. Jesli jedna ze zmiennych wigzania wodorowego przesuwa si¢ poza zakres
obcigcia, wowczas rozwazane wigzanie wodorowe przestaje istnie¢. Zakresy obcigcia czgsto
znajduja si¢ ,,w” lub ,,w poblizu” minimum na rozktadzie rozwazanej zmiennej, jednak wartos¢
prawdopodobienstwa w tym minimum punkcie jest zwykle rézna od zera. W ten sposdb utworzone
definicje sa zbyt ,,prostackie” ograniczajac w ten sposob zdolno$¢ zrozumienia réznorodnosci
srodowisk ,,wodnych”, charakteryzujacych si¢ petna niuansow struktura i dynamika. Czasem sa one
zbyt ograniczajace, ,,widzac” zerwane wigzanie wodorowe wowczas gdy ,,na zdrowy rozum” nie
powinno ono istnie¢, zas w innych wypadkach sa one zbyt hojne, prowadzac do tego ze rozwidlone
wigzania wodorowe sa przydzielane do dwoch atomow tlenu i do artefaktu, okreslanego jako
,shadkoordynowany tlen” (ang. overcoordinated oxygen). W obrgbie danej symulacji mozna
obliczy¢ rozktad energii wiazania dla wszystkich par czasteczek w cieczy ktory to charakteryzuje
si¢ bimodalnos$cia: pik przy nizszych energiach odpowiada w wigkszos$ci bliskim sasiadom, za$§ pik
przy wyzszych energiach wiazania wigkszej czgsci par czasteczek, ktdre sa przestrzennie odlegle, i
stad maja stabe energie oddziatywan. Pozycja minimum w tym rozkladzie okresla naturalny zakres

obcigcia pomigdzy parami polaczonymi wiaz. wodorowymi. (te z energiami w obrgbie nizszego
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piku), i parami nie tworzacymi wiaz. wodorowego (te z energiami w obrgbie wyzszego piku), co
stanowi istot¢ tzw. definicji energetycznej wiazania wodorowego. Niestety jak si¢ mozna
spodziewac, zakres obcigcia energii jest funkcja gestosci 1 temperatury, 1 dlatego tez nie moze by¢
uwazany za fundamentalna definicj¢ wiaz. wodorowego. Niemniej, taki energetyczny zakres
obcigcia stanowi stosunkowo Sciste 1 uzyteczne kryterium dla wiaz. wodorowych w cieczy [17].
Przyktadem czgsto stosowanej definicji energetycznej moze by¢ definicja wykorzystujaca zakres
obcigcia dla energii wigzania wodorowego rowny -10 kJ/mol i dla odlegtosci tlen-tlen réwnej 0,35
nm. Owa warto$¢ energii jest powiazana z energia wymagang dla zerwania wigzania wodorowego
poprzez ,,szybki” ruch wahadtowy [94]. Warto$¢ 0,35 nm znajduje uzasadnienie w funkcji rozktadu

radialnego tlen-tlen (warto$¢ lezaca w minimum tej funkcji za pierwszym pikiem).

Kryteria geometryczne dla wigzan wodorowych w ciektej wodzie czgsto sa
wykorzystywane przez badaczy korzystajacych z dynamiki molekularnej badz symulacji Monte
Carlo. Funkcja rozktadu radialnego O-O posiada pik przy niskich warto$ciach odlegtosci tlen-tlen,
minimum przy nieco wigkszych odlegtosciach, i1 nastgpnie uwypuklenie odzwierciedlajace
uporzadkowanie dla wigkszych odlegtosci. Tak wigc jest czym$ naturalnym wykorzystanie pozycji
minimum jako zakresu obcigcia odleglo$ci, rozwazajac jakakolwiek pare czasteczek z odlegloscia
tlen-tlen Roo mniejsza niz zakres obcigcia aby bylo wigzanie wodorowe. Podobnie jak w przypadku
kryterium energetycznego, ten zakres obcigcia jest zasadniczo zalezny od temperatury i ggstosci.
Na dodatek, definicja O-O jest dosy¢ hojna, biorac pod uwage ze wedlug niej niektére pary sa
powiazane wiaz. wodorowymi, cho¢ intuicyjnie nie powinny. Istnieje jednak analogiczny zakres
obcigcia odlegtosci ale wykorzystujacy funkcje rozktadu radialnego H-O. W tym wypadku dla pary
powiazanej wiazaniem wodorowym atom wodoru na jednej czasteczce i atom tlenu na innej
czasteczce musza znajdowac si¢ wzglednie blisko. Kryterium H-O, oznaczajace odleglos¢ r H-O
jest wiec bardziej restrykcyjne niz odlegtos¢ O-O, i stad prowadzi do mniejszej liczby wiazan
wodorowych na czasteczkg. Dla kazdej takiej pary odleglos¢-kat mozna stworzy¢ metodg do
okreslenia zakresow obcigcia (ang. cutoffs) wiazan wodorowych. Polega ona na konstrukcji 2-
wymiarowych potencjalow Srednich sit dla kazdej pary odleglo$¢-kat. Zakres obcigcia wiaz.
wodorowego oddzielajacego wiaz. wodorowe od konfiguracji nie stanowiacych wiaz. wodorowych
jest dany poprzez kontur o danej wartosci energii potencjalnej (ekwipotencjalny), ktory przechodzi
przez punkt “siodtowy”. Ten algorytm dla licznych par odlegtos¢-kat daje wartosci pomigdzy 3,2 a
3,6 wiaz. wodorowych na czasteczkg. Kryterium odlegloSciowe jest czgsto poszerzane przez
wlaczenie jednego lub wigcej katow odpowiadajacych geometrii dimeru. Katy, ktore sa

wykorzystywane w definicjach zostaty przedstawione na Rysunku 3.4.1.
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Rys. 3.4.1. Katy i odleglosci wykorzystywane w definicjach wiazania wodorowego. Rysunek pochodzi z [17].

W przypadku wigkszosci definicji bierze si¢ pod uwage katy 0 i Boon, co prowadzi do
czterech mozliwych kombinacji odlegtos¢-kat: Roo 1 Boon, Roo 1 0, dou 1 Boon, don 1 6. Obliczenia z
r6znymi modelami symulacyjnymi 1 technikami, przy uzyciu roznych definicji wiaz. wodorowego,
dostarczyly liczby wiazan wodorowych w zakresie pomigdzy 3 a 4 [17]. Do niedawna czgsto
stosowana definicja geometryczna byta definicja wykorzystujaca zakres obcigcia dla kata 6 rowny
30° 1 jednoczesnie odlegtos¢ tlen-tlen rowna 0,35 nm [94][193][109][194][195]. Owa wartos¢ kata

znajduje uzasadnienie w pomiarach rozpraszania neutronow [196].

Istnieje dyskusja co do roli oddzialywan elektrostatycznych wzgledem nakladania sig
orbitali w oddziatywaniu okreslanym jako wigzanie wodorowe. Niektdrzy uwazaja, ze przeniesienie
elektronow z wolnej pary elektronowej na orbital antywiazacy jest sednem wiazania wodorowego.
Definicja wiaz. wodorowego opierajaca si¢ na strukturze elektronowej jest definicja NBO
Weinholda i wsp. w ktorej stopien istnienia wigz. wodorowego pomigdzy dwoma czasteczkami jest
dany przez stopien obsadzenia N istotnego orbitalu antywiazacego c*ou przez elektrony z orbitali
wolnej pary elektronowej na atomie tlenu innej czasteczki wody. Skinner 1 wsp. [17], pokazali, ze
to obsadzenie zalezy niemal wytacznie od jedynie dwoch (z sze$ciu mozliwych) geometrycznych
zmiennych tzn. od pary (dou, V), co wskazuje na warto§¢ definicji bioracej pod uwagg te kryteria i
co wskazuje na to, ze definicje oparte na strukturze elektronowej i na kryteriach geometrycznych
moga by¢ ze soba zgodne (kat y oznacza kat pomigdzy migdzyczasteczkowym wektorem O-H a
znajdujacym si¢ poza plaszczyzna Rys. 3.4.1. wektorem O-----H wychodzacym od czasteczki
akceptorowej). Warto takze podkresli¢, ze 1 ta definicja, majaca zwiazek z elektronowymi
wlasciwos$ciami wiazania wodorowego podobnie jak inne definicje geometryczne, nie jest dobrze

skorelowana z energetyka wiaz. wodorowego [17].

Poprzez powiazanie wiazania wodorowego z dobrze zdefiniowanym pojgciem jakim jest
minimum na powierzchni energii potencjalnej, mozna unikna¢ probleméw bedacych wynikiem

zastosowanej semantyki. Stad Henchman 1 Irudayam [18] zaproponowali definicj¢ topologiczng
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wymagajaca tego, aby tlen i wodor znajdowaty sig¢ w jakim$ lokalnym minimum (czym glgbiej
tym wiazanie jest silniejsze), niezaleznie od odleglo$ci pomiedzy tymi atomami, co pozwala
unikna¢ arbitralnych parametrow, ktore mozna jednak wykorzysta¢ do rozroznienia silnych wigzan
wodorowych od stabych wigzan wodorowych. Jesli inny atom tlenu przybliza si¢ do atomu
wodorowego 6w atom przelacza swoje wiazanie i donuje do niego. W tej definicji zaktada sig
ponadto, ze wodor jest donujacy do jego najblizszego niekowalencyjnie zwiazanego atomu tlenu
tak dlugo jak ta odleglos¢ tlen-wodor (OH) jest najkrotsza odlegtoscia OH pomigdzy dwoma
oddziatujacymi ze soba czasteczkami eliminujac mozliwos¢ dwoch wigzan wodorowych pomigdzy
dwoma czasteczkami co wiazatoby si¢ ze znaczacymi naprg¢zeniami wigzania wodorowego i
wzmocnieniem jednego kosztem drugiego. Jednak to podejscie jest wciaz przedmiotem trudnosci

wynikajacych z okreslenia minimoéw w wielowymiarowych przestrzeniach wspotrzednych [18].

W niniejszej pracy przyjatem definicj¢ geometryczna wigzania wodorowego zaczerpnigta z
pracy Werneta i wsp. [30]. Jest to tzw. definicja stozkowa wigzania wodorowego okreslona na
podstawie pomiaréw absorpcji promieniowania rentgenowskiego [30][33]. Zgodnie z ta definicja
wiazanie wodorowe pomigdzy dwoma czasteczkami wody tworzy si¢ wowczas gdy odlegto$¢ tlen-
tlen spetnia rownos¢:

Roo <-0,000044B0on” + 0,33 [nm] (4.3.3.1)

gdzie Poon oznacza warto$¢ kata OOH. Ponadto dodano warunek, aby catkowita energia
oddziatywan Eus pomigdzy dwoma czasteczkami spelniajacymi to kryterium byla ujemna, co z
grubsza mozna interpretowac jako istnienie sily przyciagajacej, a co wynika wprost z prawa

Coulomba.

Rys. 3.4.2. Poziomice wykresu potencjatu $rednich sit W(Roo,Boon) (dla 300 K). Poziomice w legendzie rdznia sig
wielko$cia o ksT. Globalne minimum jest pokazane biala kropka. Poziomica o wartosci 1,23 kgT (czarna linia)
przechodzi przez punkt siodtowy. Linia przerywana oznaczono paraboliczny zakres obcigcia wigzania wodorowego
wedlug definicji Werneta i wsp. [30], za$ linia kropkowana prostokatny zakres obcigcia wedlug definicji Luzara i
Chandlera. Rysunek i czgsciowo opis pochodza z [17].
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Definicja Werneta i wsp. [30] daje warto$¢ 3,3 wiaz. wodorowego na czasteczke [17].
Uzywajac tej samej pary zmiennych mozna jednak wigzanie wodorowe zdefiniowaé inaczej
wykorzystujac wartosci potencjalu srednich sit W(Roo,Boon)=-ksTg(Roo,Boon), gdzie g(Roo,Boon)
oznacza stosunek $redniej liczby atomow tlenu w warstwie pomiedzy Roo a RootdRoo w zakresie
katow pomigdzy Boou a BoontdPoon do tej samej liczby dla przypadku gdyby czasteczki wody nie
oddziatywaly ze soba. Wowczas mozna okresli¢ zakres obcigcia dla czasteczek wody tworzacych
wiazanie wodorowe od tych nietworzacych poprzez wykreslenie linii najszybszego wzrostu
wartosci funkcji W(Roo,Boon) wychodzacej z punktu siodtowego. Mozna tez zdefiniowacé zakres
obcigcia jako pierwsza krzywa obejmujaca punkt siodtowy przy poruszaniu si¢ od minimum
globalnego funkcji do tego punktu siodtowego (czarna linia na Rys. 3.4.2). W tym wypadku liczba
wiazan wodorowych na czasteczk¢ wynosi 3,6, za$ utamek podwodjnych donoréw wynosi 0,77.
Luzar i Chandler [wg 17] zaproponowali bardziej ,,prostacka” definicje w ktérej obszar na wykresie
(Roo,Boon), ktory uznaje si¢ za obejmujacy wiazania wodorowe jest ograniczony prostokatem (linie
kropkowane na Rys. 3.4.2). Jak wida¢ z Rys. 3.4.2. definicja Werneta i wsp. znacznie lepiej
pokrywa si¢ z definicja wynikajaca z wartosci potencjatu $rednich sit [17]. Warto zauwazy¢, ze
wszystkie definicje wigz. wodorowego daja podobne czasy zycia wiaz. wodorowego Jak si¢ wydaje
— w wielu zastosowaniach wybor definicji wigzania wodorowego ma znaczenie drugorzedne: np.

opis dynamiki zrywania wigzah wodorowych nie zalezy od wyboru definicji [195].
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4. Metodyka obliczen

4.1. Procedura symulacyjna

Wykonalem symulacje komputerowe metoda dynamiki molekularnej (MD) uktadow
sktadajacych si¢ z nastgpujacych polipeptydow: Ala;s, Seris, Glyis (zakonczonych grupami w
postaci nienaladowanej, tzn -NH, i -COOH) badz biatka sbwAFP oraz z wody TIP4P. W tym celu
uzylem modutu Sander (z pakietu programéw Amber 8) wykorzystujac pole sitowe Amber03 (pole

sitowe Duana i wsp. [197])

Ux=U(r), 12, ...., In) jest energia potencjalna uktadu ztozonego z N atomoéw, zalezna od
potozenia tych atomoéw (od ich wzajemnych odlegtosci). Energia oddziatywan jest obliczana z

uzyciem potempirycznej funkcji [198]:

UNEU(rl:rzx“"ri"":rN):Z Kibj(by_bg)+ZK§k(9ijk Uk +Z (1+cos[n Ukl(l)ijkl_yijkl])

A q.
WY Byy, a9

S rU ru 41 Ery

4.1.1)

Ko, Ko, V- state sitowe odpowiednio dla odksztatcen dotyczacych: dtugosci, kata migedzy wigzaniami, kata
dwusciennego

b, 6, ¢ — dlugos¢ wiazania, kat miedzy wiazaniami, kat dwuscienny; indeks zero oznacza wartos$¢
roéwnowagowa

n, y — stale

Ajj, Bjj— parametry Lennarda-Jonesa, okreslone wzorami:

6 _1/2
Aij= 0 € (4.1.2a)
3 1/2
B,;=0;(2¢;) (4.1.2b)
Parametry oddziatywan peptyd-woda zostaty uzyskane z tych dla oddzialywan peptyd-peptyd oraz

woda-woda poprzez zastosowanie nast¢pujacych regul mieszania parametréw Lennarda-Jonesa:

A,=VALA,, (4.13a)
B,,=VB,,B,. (4.1.3b)

i, q;— tadunek czastkowy atomu iij
— odlegto$¢ migdzy atomamiiij
€ — stata dielektryczna

Warto$¢ sily fidziatajacej w chwili t na atom 1 o masie m;znajdujacy si¢ w potozeniu r; wynosi
f=—V, U(r,r,,...ry) (4.1.4)

W klasycznej symulacji metoda dynamiki molekularnej (jaka wykorzystywatem) ruch czastki
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opisuje prawo Newtona:

. dzri [i
a, riEdtz =H (4.1.5)

1

Aby rozwiagza¢ to rdbwnanie, ktore jest po prostu rownaniem rézniczkowym zwyczajnym w module
Sander wykorzystywany jest tzw. algorytm "gry w klasy" (ang. 'leap-frog’ scheme), ktory jest
ulepszona wersja algorytmu Verleta, wedtug ktorego jesli znane sa pozycje ri(t), predkosci vi(t) oraz
przys$pieszenia ai(t) kazdego atomu w ukladzie w czasie t, wowczas pozycja atomu i po czasie At

jest dana przez:
ri(t+At)=ri(t)+Atv(t+%At) (4.1.6)

za$ predko$¢ po czasie (1/2) At poprzez rownanie:

vl.(t-i-%At):vi(t—%At)-i—Atai(t) (4.1.7)

W  zakresie krotkich odleglosci oddzialywania Lennarda-Jonesa sa odpychajace
zapobiegajac zapadnigciu si¢ struktury wskutek oddzialtywan elektrostatycznych, natomiast przy

umiarkowanych odlegtosciach maja one charakter przyciagajacy.

W czasie symulacji wykorzystywatem procedur¢ SHAKE. Rozmiar kroku czasowego
pojedynczej iteracji MD jest okreslony przez najszybsze ruchy w ukladzie, ktorymi sa ruchy
rozciggajace wiazania. SHAKE usuwa swobodg tych ruchéw, i w konsekwencji pozwala na uzycie
dhluzszego kroku czasowego. Procedurg zastosowalem zaréwno w odniesieniu do czasteczki
peptydu, jak i do czasteczki wody {NTC=NTF=3}. W przypadku czasteczek wody jest stosowany
specjalny algorytm ,trzypunktowy” [199][198].

Oddzialywania elektrostatyczne dalekiego zasiggu sa regulowane przez procedurg siatki
czastek Ewalda (ang. particle-mesh Ewald, PME), natomiast dalekosigzne oddzialywania van der
Waalsa sa szacowane poprzez model continuum [198]. W PME, tak jak w przypadku normalnego
sumowania Ewalda, z ktorego ta metoda si¢ wywodzi energi¢ potencjalna oddzialywan
elektrostatycznych ¢ (r) rozklada sie na dwa cztony:

p(r)=¢,(r)+e,(r) (4.1.8)
Czton odpowiedzialny za oddziatywania o krotkim zasiegu  ¢,.(r) sumuje si¢ szybko w
przestrzeni rzeczywistej, natomiast czton odpowiedzialny za oddziatywania dalekosiezne ¢, (r)

sumuje si¢ szybko w przestrzeni Fouriera. Podstawowym zatozeniem metody PME jest zastapienie
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bezposredniego sumowania energii oddziatywan pomigdzy punktowymi czastkami, tj. liczenia

wszystkiego zgodnie z prawem Coulomba, jak w pierwszej rownosci z ponizszego rOwnania
ETOT=Z ¢sr(rj_ri)=Esr+Elr (4.1.9)
L,

dwoma sumami; bezposrednia suma Eg potencjalu o krétkim zasiggu w przestrzeni rzeczywistej

(zwana tez suma z najblizszej przestrzeni, ang. direct space sum)
E,=2 &(r—r) (4.1.10)
L]

ktora stanowi tzw. cze$¢ czastkowa PME (ang. particle part of PME) oraz sumowaniem w

przestrzeni Fouriera cztonu odpowiedzialnego za oddziatywania o dalekim zasiggu
E, =), &, (k)|p(k)f @.1.11)
k

gdzie:

k -= 27n; gdzie n=(n,Ly, n,L,, n,L,); n,,n,,n,€C

Ly, Ly, L,- wymiary pudetka symulacyjnego

gdzie @, oraz p(k) reprezentuja transformaty Fouriera potencjatu oraz gesto$ci tadunkowej
(ten czton jest nazywany czgscia Ewalda; ang. Ewald part). Poniewaz oba sumowania zbiegaja si¢
szybko w ich odpowiednich przestrzeniach (rzeczywistej i Fouriera), moga zosta¢ ucigte w
okreslonej odlegtosci z niewielka utrata doktadnosci 1 ze znacznym zmniejszeniem wymaganego
czasu obliczen. Tak tez jest w Amberze, gdzie zasigg w ktorym oddziatywania elektrostatyczne sa
liczone z prawa Coulomba (czyli najblizsza przestrzen, ang. direct space) okresla parametr zwany
promieniem obcigcia (ang. cutoff distance) {CUT}. W przypadku moich obliczen ustawitem
warto$é {CUT} = 12 A. Jest on wykorzystywany do ograniczenia sumy z najblizszej przestrzeni
(ang. direct space sum) dla PME. {SKINNB} =2 A okre$la gruboéé tzw. "skory" (ang. skin). Lista
bezposrednich sum oddziatywan niewiazacych jest rozszerzona do {CUT} + {SKINNB}, za$
oddziatywania van der Waalsa (w postaci oddziatywan Lennarda-Jonesa) i bezposrednie
oddziatywania elektrostatyczne (Coulomba) sa ucinane przy {CUT}. Lista oddziatywan
niewiazacych jest aktualizowana, kiedy tylko jaki$ atom przekroczy potowe grubosci ,,skéry” [198].
A wigc przy ustawianiu tego parametru musialem pamigta¢ o tym, ze jego warto$¢ nie moze by¢
wigksza od polowy najkrotszego boku prostopadiosciennego pudetka [185]. W celu wydajnego
wyliczenia transformaty Fouriera p(k) pola gestosci tadunkowej, wykorzystuje sie, tzw. szybka
transformatg¢ Fouriera, ktora wymaga aby pole gestosci tadunkowej zostato wyliczone wzgledem

dyskretnej siatki w przestrzeni (stad nazywana jest ona czg$cia siatkowa; ang. mesh part).

Czasteczke polipeptydu zbudowano przy uzyciu modutu tLeap z pakietu AmberS. Po
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zbudowaniu czasteczki polipeptydu tancuch utozylem w czterech r6znych konformacjach:
1) o-helisy
2) helisy 319
3) helisy PII
4) rozciagnigtej (liniowej)

W przypadku peptydow alaninowych stworzylem dodatkowe uktady w ktéorych sztucznie
wytaczytem oddziatywania elektrostatyczne pomig¢dzy peptydem i woda poprzez wyzerowanie
tadunkow czastkowych na atomach peptydu w pliku z topologia otrzymujac w ten sposob uktady
charakteryzujace si¢ bardzo wysoka hydrofobowos$cia. Aby zapobiec zmianie konformacji peptydu
w trakcie symulacji, potozenia atomow szkieletu peptydowego byly utrzymywane w mniej wigcej
statej pozycji w przestrzeni z uzyciem harmonicznej sity ograniczajacej; energia ,,sprezystosci” tego
ograniczenia jest dana w postaci k(Ar)’>, gdzie Ar jest rdznica pomigdzy wspotrzednymi
kartezjanskimi ,,przytrzymywanego” atomu, a jego pozycja rownowagowa, a k jest ,,stala sitowa”;
ustawiono warto$¢ {RESTRAINT WT} = k = 6 kcal mol' A Konformacje szkieletu peptydu
opisuja katy dwuscienne: kat ¢ 1 kat y. Wartos$ci jakie zostaly przyjete w mojej pracy podaje Tab.
4.1.1.

Tabela. 4.1.1. Charakterystyka badanych struktur drugorzedowych
Lp. |Konformacja Skretno$é ¢ [deg] |y [deg] |R[A] |liczba |HB
reszt
/zwrot
1 o-helisa prawo -57 -47 2.3 3,6 i,i+4
2 helisa 3o prawo -49 -26 1,9 3,0 i,i+3
3 helisa PII lewo =75 150 3 brak
4 liniowa - 180 180 - - brak
R - promien helisy
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Rys. 4.1.1. Analizowane konformacje na przyktadzie poliseryny. [Rysunki wykonane z uzyciem programu PyMOL]

Nastgpnie niezsolwatowany, ,nieprzytrzymywany”  polipeptyd poddatem krotkiej
minimalizacji energii metoda najszybszego spadku (ang. steepest descent method), a nastgpnie
metoda zbieznego gradientu (ang. conjugate gradient method), w celu relaksacji struktury tancucha
polipeptydowego (tj. usunigcia napr¢zen w nim powstalych). Trzeba pamigta¢, ze minimalizacja
energii nie prowadzi do znalezienia minimum globalnego energii potencjalnej, lecz jedynie jej
minimum  lokalnego. W  nastgpnym etapie umieScitem czasteczk¢ polialaniny w
prostopadtosciennym pudetku symulacyjnym wypetlnionym woda TIP4P. Najmniejsza odlegto$¢
pomiedzy $cianka pudeltka a ,,bokiem” peptydu wynosita 16 A w przypadku formy liniowej, i 15 A
w przypadku helis. Jes$li chodzi natomiast o odlegto$¢ pomiedzy podstawa ,,walca” tworzonego

przez peptyd, a $cianka pudetka to wynosita ona 10 A. Liczbe czasteczek wody podaje Tab. 4.1.2.
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Rys. 4.1.2. Pudetko symulacyjne zawierajace a-helis¢ poliserynowa oraz czasteczki wody TIP4P. [Rysunek wykonano z
uzyciem programu PyMOL]

Tabela. 4.1.2. Ilo$¢ czasteczek wody w pudelku symulacyjnym
Konformacja Liczba czasteczek wody
Ala;s a-helisa 2407 TIP4P

Alays helisa 39 2566 TIP4P

Alas helisa PII 3557 TIP4P

Alays liniowa 3937 TIP4P

Ser;s a-helisa 2796 TIP4P

Ser;s helisa 39 3724 TIP4P

Ser;s helisa PII 3680 TIP4P

Ser;s liniowa 4036 TIP4P

Glys a-helisa 2587 TIP4P

Gly:s helisa 39 2685 TIP4P

Gly;s helisa PII 3127 TIP4P

Gly;s liniowa 3085 TIP4P

sbwAFP 3 Cl'+ 12547 TIP5P
woda TIP4P 2410 TIP4P

W celu doprowadzenia kazdego z uktadow do stanu réwnowagi, przeprowadzitem wstgpna
symulacje (bez zapisywania trajektorii) w warunkach stalej temperatury i cisnienia (NPT). W tych
warunkach objetos¢ kazdego pudetka symulacyjnego jest regulowana (poprzez niewielkie zmiany w

kazdym kroku czasowym) tak, Ze osiagane cisnienie osiaga warto$¢ docelowa réwna ci$nieniu
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atmosferycznemu {PRES0=1.0}. Zastosowatem tzw. izotropowe skalowanie ci$nienia {NTP=1} co
oznacza, ze ci$nienie ma jednakowa warto$¢ wzdhuz kazdej osi. Uktad byt sprzezony z barostatem
przy zastosowaniu algorytmu ,,stabego sprzgzenia” (ang. weak-coupling). Czas relaksacji cisnienia
ustalitem na 1 ps {TAUP=1.0}. Celem tej symulacji byto doprowadzenie wody do odpowiedniej
gestosci, w tym réwniez usunigcie "babli" prozni [198]. Za $cisliwos¢ uktadu, przyjetem wartosé
dla wody TIP4P, ktora wynosi (w temp. 298 K) k=60x10° atm™ {COMP=60.0} (vide: Tab. 4.2.2).
Zastosowano takie przyblizenie, gdyz objgtos¢ peptydu jest niewielka w porownaniu z objetoscia
rozpuszczalnika, 1 stad peptyd ma niewielki wplyw na ogdlna Scisliwos¢é. Temperaturg
utrzymywatem na stalym poziomie przy =zastosowaniu algorytmu slabego sprzgzenia dla
temperatury (ang. weak-coupling algorithm) {NTT=1}, analogicznego do tego co w przypadku
ci$nienia. Wspotczynnik skalowania jest taki sam dla wszystkich atomow, co powoduje, ze
catkowita energia kinetyczna jest odpowiednia dla wymaganej temperatury; nie jest zapewniona
natomiast rowna dystrybucja temperatury na wszystkie czgsci czasteczek (-ki) [198]. Za
temperature odniesienia przyjelem temperaturg 298 K {TEMP0=298}. Za stala czasowa sprzgzenia
z termostatem wybratem warto$¢ 0,2 ps {TAUTP=0.2}. Zbyt duze wartosci skutkowalyby
znacznymi wahaniami energii kinetycznej, za§ zbyt male zbyt duzymi fluktuacjami energii
catkowitej [198]. Wybrana przeze mnie warto$¢ powoduje, ze zaréwno fluktuacje energii
kinetycznej, jak i catkowitej sa stosunkowo niewielkie [200]. W przypadku, gdy rozpoczynatem
dynamike jedynie ze wspotrzednych, nie majac na wejsciu predkosci np. z poprzedniej dynamiki
{NTX=1}, wowczas predkosci na wejsciu brane byly z rozktadu Maxwella dla T=298 K. W
przypadku gdy tworzytem pliki dla powtorzenia obliczen woéwczas w celu uniknigcia sytuacji, ze
otrzyma si¢ dokltadnie takie same warunki dynamik¢ rozpoczynatem od ostatniego pliku ze
wspotrzednymi z poprzedniej symulacji, albo zaczynatem od tego samego pliku z tym, ze predkosci
wowczas przydzielano z rozkladu Maxwella dla temperatury 298 K {TEMPI = 298.0} przy
wykorzystaniu pseudogeneratora liczb losowych z jadrem (ang. seed) {IG}, innym dla kazdej
symulacji. Czas rownowazenia w warunkach NPT wynosit 2 ns (1000 000 iteracji z krokiem

czasowym 0,002 ps).

W czasie symulacji w warunkach NPT uzyskatem S$rednia objeto$¢ pudetka w czasie
symulacji w warunkach NPT (z przedzialu czasowego po wstgpnym okresie réwnowazenia)
stosujac komendeg {average} z modulu ptraj w pakiecie Amber 8, a nastgpnie wykonatem symulacj¢
MD w warunkach statej objgtosci i temperatury (NVT) {NTB=1}. Poczatkowo w tych warunkach
wykonatem wstgpna symulacje (czas réwnowazenia w tych warunkach wynosit 0,3 ns; 150 000

iteracji z krokiem czasowym 0,002 ps) , a nastgpnie rozpoczatem zapisywanie plikow z trajektoria
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w celu jej analizy. Symulacje przebiegaly zasadniczo w takich samych warunkach jak opisana
wyzej symulacja wstgpna, roznity si¢ iloscia iteracji i krokiem czasowym. W rezultacie tych
symulacji otrzymatem:
+ Do obliczen czasu zycia wigzan wodorowych, funkcji autokorelacji predkosci, widm mocy
predkosci 1 wspotczynnikéw dyfuz;ji:
200 plikéw, z ktérych kazdy zawierat 5000 nastepujacych po sobie chwilowych
konfiguracji uktadu (w postaci wspotrzednych kartezjanskich wszystkich atomow),
zapisywanych w odstepie czasowym 0,001 ps. Laczny czas symulacji wynosit 1 ns.
+ Do obliczen funkcji rozktadu ggsto$ci, orientacji przestrzennej czasteczek wody, energii i
geometrii wigzan wodorowych:
150 plikéw z zapisem trajektorii, z ktérych kazdy zawierat 5000 nastepujacych po sobie
chwilowych konfiguracji uktadu, zapisywanych w odstgpie czasowym 0,002 ps. Laczny

czas symulacji wynosit 1,5 ns.

Dla wigkszosci badanych uktadow zbieranie plikow z zapisem trajektorii 1 obliczenia
wlasciwosci wody kilkakrotnie powtorzylem w celu oszacowania rozrzutu wartosci mierzonych
wielko$ci fizycznych. Ponadto w celu uzyskania warto$ci gestosci wody z glebi roztworu (wody
"bulk") przeprowadzilem symulacje w warunkach NPT uktadu sktadajacego si¢ jedynie z 2410
czasteczek wody TIP4P.
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4.2. Analiza wynikow symulacji

Ponizej omawiam sposob obliczania interesujacych mnie witasciwosci fizycznych wody.
Obliczenia te zrealizowatem dla kazdego ze wspomnianych dwunastu uktadéow. Zatozonym celem
jest badanie wlasciwosci otoczki solwatacyjnej wokot fragmentu czasteczki o dobrze zdefiniowane;j
strukturze drugorzedowej. Zatem - w celu uniknigcia wptywu zakonczen tancucha - w obliczeniach
ograniczytem si¢ jedynie do wody otaczajacej Srodkowa cze$¢ tancucha ograniczona przez
wspotrzedne trzeciej 1 trzynastej reszty *lancucha skladajacego si¢ z 15 aminokwasow.
Zignorowatem te czasteczki wody, ktorych wspolrzedne wybiegaja poza ten obszar. Dla
uproszczenia czasteczke peptydu o zadanej konformacji potraktowalem jako walec posiadajacy

pionowa 0§ symetrii i stosownie do tego obliczytem funkcje rozktadu gestosci czasteczek wody.

Interesowaty mnie zmiany wtasciwosci fizycznych wody rozwazane w funkcji odlegtosci od
osi peptydu (w kolejnych warstwach solwatacyjnych). Obliczenia rozpoczatem od wyznaczenia
funkcji okreslajacej zmiany gestosci wody w zaleznos$ci od odlegtosci od osi peptydu, dzigki czemu
okreslitem zasigeg poszczegodlnych warstw hydratacyjnych poprzez polozenia miniméw na funkcji

rozktadu radialnego.

Rys. 4.2.1. Sposob okreslania odleglosci czasteczki wody od peptydu. [Rysunek dzigki uprzejmosci Anny Kuffel]
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Rys. 4.2.2. Sposob definiowania warstw solwatacji wokoét czasteczki peptydu. [Rysunek dzigki uprzejmosci Anny

Kuffel]

Jezeli obliczenia badanej wielko$ci wymagaly analizy zachowania si¢ czasteczki w czasie (na
przyktad badanie kinetyki zaniku wiazan wodorowych i1 wspotczynnikéw dyfuzji), to molekute
przyporzadkowywano do tej warstwy, w ktérej przypadato jej srednie potozenie w analizowanym

odcinku czasowym.

4.2.1. Funkcje rozkladu gestosci wody

Jak wspomnialem wyzej bratem pod uwagg tylko czasteczki otaczajace czg$¢ Srodkowa
peptydu. Potozenie czasteczki wody w przestrzeni okreslitem, podajac wspotrzedne jej Srodka
masy. Stosownie do zalozenia o walcowej symetrii czasteczki polipeptydu zastosowatem swoisty
cylindryczny uktad wspoétrzednych, w ktorym zmienna r opisuje odlegtos¢ wody od pionowej osi
czasteczki peptydu; wyrazenie g(r)2nrdrL oznacza prawdopodobienstwo znalezienia $rodka masy

czasteczki wody w obszarze dr dla tej odlegtosci.

Warto$¢ zmiennej r wyznaczamy, taczac o§ OZ peptydu ze srodkiem masy czasteczki wody

wektorem Ry, prostopadtym do osi OZ peptydu. Woéwcezas r=|Ry|(Rys. 4.2.1.).
Funkcje rozktadu gestosci wody wyznaczylem na podstawie wzoru:

1. AN_1dN
lim =2

r)==lim =——
glr)=_ lim 2="v

(4.2.1.1)

119



gdzie:
p - ggstos¢ czystej wody, wyznaczona w oddzielnej symulacji, wyrazona liczba czasteczek
wody na jednostke objetosci

W praktyce warto$¢ funkcji rozktadu gestosci wody wokdt osi peptydu obliczylem, uzywajac

ponizszego wzoru:

_ (AN(r,Ar))
g(r)_prrh[(rJrAr)z—rz]

(4.2.1.2)

gdzie:
<AN(r,Ar)> - $rednia liczba czasteczek wody zawarta w objetosci AV = nh[(r+Ar)? - ]
L - wysoko$¢ walca
Ar - krok obliczen (w obliczeniach uzywatem kroku rownego 0,005 nm)

Ponadto wyliczytem ,,tradycyjne” (sferyczne) atomowe funkcje rozktadu radialnego atomow
tlenu 1 wodoru czasteczek wody wokot atomow tlenu karbonylowego, azotu oraz wodoru

amidowego (w przypadku poliseryny takze wokoét tlenu hydroksylowego) korzystajac ze wzoru:

(AN (r,Ar))

g(r)=
p%n[(rwrf_p] 42.13)

gdzie:
<AN(r,Ar)> - $rednia liczba czasteczek wody zawarta w objetosci AV = (4/3)a[(r+Ar)’ - 1]
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4.2.2. Orientacja przestrzenna czasteczek wody w stosunku do osi peptydu

W celu okres$lenia orientacji przestrzennej czasteczki wody w stosunku do osi peptydu, nalezato
zwiaza¢ z kazda z nich jej wlasny, wewngetrzny uktad wspétrzednych. Uktad ten skonstruowany

zostal w nastepujacy sposob (Rys. 4.2.2.1).

Rys. 4.2.2.1. Definicja katow o, B i y. [Rysunek uzyskany dzigki uprzejmosci A. Kuffel]

1)  Poczatek uktadu pokrywa sig ze Srodkiem masy czasteczki wody.
2) Kierunki osi pokrywaja si¢ z kierunkami osi gtéwnych tensora bezwladnosci i sg ustawione
tak, ze:

L<L<L,

gdzie I oznacza moment bezwladnosci dla osi Oxw czasteczki wody, I, dla osi Oyw, za$ I, dla osi
Ozy oraz uktad osi jest prawoskr¢tny.
3) Jezeli 0§ OZ peptydu potaczymy ze srodkiem masy czasteczki wody wektorem Ry,
prostopadtym do osi OZ peptydu, to orientacj¢ przestrzenna czasteczki wody w stosunku do osi
peptydu bedzie mozna okresli¢ z uzyciem trzech katéw Eulera: a, B, i y. Zdefiniowane sa one w
nastepujacy sposob (Rys. 4.2.2.1):
+ Kat a — kat pomiedzy wektorem Ry, a osia Ozw czasteczki wody. Zakres zmiennos$ci wynosi
0°<a<180°.
o Kat B — kat pomigdzy ptaszczyzna prostopadta do osi peptydu a plaszczyzna, ktoéra
wyznaczaja wektor Ry 1 0§ Ozw czasteczki wody. Dla 0=0° lub 0=180°, kat jest
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nieokres§lony. Woéwcezas umownie przyjmujemy B=0°. Zakres zmiennosci
wynosi 0° < <360°.

+ Katy — kat pomigdzy ptaszczyzna, ktora wyznaczaja wektor Ry, 1 0§ Ozw czasteczki wody
a plaszczyzna, ktéra wyznaczaja osie Oxw 1 Ozw wewngtrznego uktadu wspdtrzednych
czasteczki wody. Dla o=0° lub a=180° kat y jest nieokreslony. Wowczas umownie
przyjmujemy go jako kat pomiedzy osi peptydu (czyli osiag OZ) a osia Oyw czasteczki wody.

Zakres zmiennos$ci wynosi 0°<y < 360°.

Rys. 4.2.2.2. Kierunki osi wewngtrznego uktadu wspotrzgdnych czasteczki wody. [Rysunek dzigki uprzejmosci A.
Kuffel]

Z analizy trajektorii (rezultatdow symulacji) wyznaczytlem znormalizowana funkcje rozktadu
gestosci prawdopodobienstwa g?(r,0,B,y), okreslajaca wzgledne prawdopodobienstwo (w stosunku
do rozktadu przypadkowego), ze czasteczka wody znajdujaca si¢ w zadanej odlegtosci r od osi
peptydu przyjmie orientacje okre§lona warto$ciami katow a, B 1 y. Pozwolito to na okreslenie
$redniej orientacji przestrzennej czasteczek wody w stosunku do osi peptydu w kazdej warstwie
solwatacyjnej. Otrzymane histogramy zostaly znormalizowane tak, aby - jezeli wszystkie wartosci

katéw sa jednakowo prawdopodobne — wszystkie warto$ci histogramu byty rowne jednosci.
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4.2.3. Miary uporzadkowania wody — ich konstrukcja i implementacja

W 2006 r. zaproponowano [201] (idac za pomystem “diagraméw uporzadkowania” Torquato
i wsp. [132] oraz Erringtona i Debenedettiego [131]) niekonfiguracyjna swoista miar¢ dla
scharakteryzowania stopnia uporzadkowania strukturalnego wody TIP4P w celu okreslenia zmian
w strukturze wody zwigzanych z domniemanym istnieniem faz LDL oraz HDL dla r6éznych
wartos$ci ci$nienia i temperatury. Owa miara w odrdznieniu od innych uprzednio wykorzystywanych
wielko$ci nie zalezy od wlasciwosci wybranej substancji, a wigce jest pod wzgledem jakoSciowym
niezalezna od uporzadkowania (ang. structurally unbiased), co oznacza ze za jej pomoca mozna
poréwnywac uktady zupelnie rozniace sig¢ nie tylko stopniem ale i SPOSOBEM uporzadkowania.
To podejscie wykorzystuje parg¢ parametrow uporzadkowania bazujacych na dwuczastkowym
wktadzie do entropii liczonych z wykorzystaniem funkcji rozkladu par czastek (ang. pair
distribution function). Taki wklad mozna bez przeszkod podzieli¢ na cze$¢ translacyjna 1 czes¢
orientacyjna, co umozliwia wykreslenie diagramu uporzadkowania. W mojej pracy wykorzystalem
te miary do okre$lenia uporzadkowania wody wokét prostych polipeptydow (Ala;s, Glyis, Ser;s) jak
réwniez do okreslenia uporzadkowania wody wokot biatka sbwAFP. Cel tego kryterium nie zalezy
od tetraedrycznosci uktadu 1 tak wigc moze to by¢ wykorzystane dla bardziej ogdlnych struktur
uktadu. Niemniej te parametry uporzadkowania sa uzyskane startujac od dwuczastkowych funkeji
korelacji, co w niektorych przypadkach moze stanowi¢ problem. W przypadku wody funkcja
rozktadu par czasteczek jest funkcja odleglosci i pigciu katow, co pozwala rozdzieli¢ ja na dobrze
znang radialng funkcje rozkladu (ang. radial distribution function; RDF), ktora jest tylko funkcja
odlegtosci r; orientacyjna funkeji rozkladu (ang. orientational distribution function; ODF), ktora
w moim przypadku dla danej odleglosci r pomigdzy czasteczkami okresla rozmieszczenie tych
czasteczek wzgledem siebie i jest funkcja trzech wspolrzgdnych sferycznych (r, ¢, 0) oraz
konfiguracyjna funkcje¢ rozkladu (ang. configurational distribution function, CDF) , ktéra okresla
utozenie czasteczki wody wzgledem drugiej czasteczki 1 ktora dla danych wspohrzednych

sferycznych (r, ¢, 0) jest funkcja trzech katéw Eulera (a, B, v) [202].

Jak wiadomo z termodynamiki statystycznej funkcja rozdziatu zawiera cata informacje
potrzebna do okres$lenia wlasciwos$ci termodynamicznych uktadu niezaleznych czastek, w tym takze
entropii; jej otrzymanie nie jest jednak zazwyczaj sprawa prosta. Jednym z podej$¢ jest wyrazenie,
funkcji rozdziatu, a przez to entropii poprzez n-czastkowe funkcje korelacji. Zanim przejde do
omawiania badanych uktadéw najpierw przedstawig sytuacje w przypadku prostszych uktadow.

a) uklad jednoskladnikowy; czgstki jednoatomowe
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Rozwazmy najpierw zespot kanoniczny zawierajacy N czasteczek jednoatomowych w objetosci V,
z hamiltonianem Hy danym przez

EZ_L (4.2.3.1)

gdzie m jest masa czastki, px oznacza ich pedy, zas Uy jest catkowita energia potencjalna uktadu.

W przypadku zespotu kanonicznego sktadajacego si¢ z JEDNEGO rodzaju czastek
JEDNOATOMOWYCH, kanoniczna funkcja prawdopodobienstwa jest dana nastgpujaca

zaleznoscia:
o I kaT)
P =
N Z, (4.2.3.2)

kg -stata Boltzmanna
T- temperatura
Zx - kanoniczna funkcja rozdziatu, ktora mozna wyrazié¢ jako

Zy= JE N"[ f _H/derldpl drydpy (4.2.3.3a)
_H. ~ 1 —H,
ZN=f e Hl\ldeQ:Wf e H'\/del"dp (4.2.3.3b
gdzie:
dQ= v /lh dp—N S dridr,..drydpdp,..-dpy (4233c)

h — stata Plancka
N! - wynika z nierozr6znialnosci czastek (permutacja), (gdyz jak juz wspomnialem mamy do
czynienia z uktadem jednosktadnikowym)

dr=drdr,..dr,
dp=dp dp,..dp, (4.2.3.3d)

dr=dx,dydz,
dp=dp,,dp, dp.,

N — liczba czastek w uktadzie

F,,..., ¥y -wspolrzedne przestrzenne czastek (4.2.3.3¢)

Py, Py -pedy czastek

W przypadku zespotu kanonicznego entropi¢ mozna powiaza¢ z funkcja rozdziatu poprzez

nastgpujace rownanie:
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Sy=—k,[ PyInP,dQ (4.2.3.4a)
__—ks
CKNN

[ .. PyinPydrdp,..drydpy (4.2.3.4b)

Sy

Zanim przejd¢ do funkcji korelacji, na poczatek zdefiniujmy sobie rownowagowa gestose

prawdopodobienstwa dla nierozréznialnych czastek:

f (]\’,’)(rl’ P, T, D, jest gestosciq prawdopodobienstwa zespolu, ze punkt w przestrzeni fazowej
r,p.....r,.p, Jestzajety (przez pewne n czqstek w pewnej konfiguracji.

Dla n=N gestos¢ prawdopodobienstwa wynosi

o)

SO ety Py)= (4.2.3.5)

h3N ZN
1 spetnia warunek normalizacyjny, ktory oznacza po prostu permutacj¢ uwzgledniajaca ilo$¢ czastek
1 ich nierozréznialno$¢

f f Y, pysty,py)drdp,..dr,dp,=N! (4.2.3.6)

Wstawienie rownania (4.2.3.5) do réwnania (4.2.3.3) a nastgpnie do rOwnania (4.2.3.4) uzyskujemy
nastgpujacy wzor na entropig:

k
Sy==y [ J S fd v d pyd ryd py (42.3.7)

Zastandwmy sie¢ jak obliczy¢ f (]\],V> .Dla n<N réwnowagowa gestos¢ prawdopodobienstwa wynosi

n 1 (
f(]\/>(r1’p1""1rn)pn)=mj ---ffA]fV)(”l,Pp---;”N;pN>d”n+1dPn+1---d”NdPN (4.2.3.8)

Oznacza to, ze N-czastkowa ggsto$¢ prawdopodobienstwa f %V) z rownania (4.2.3.5) mozna

roztozy¢ na iloczyn jednoczastkowych gestosci  prawdopodobienstwa f <N1) oraz czlonu
uwzgledniajacego geometryczne korelacje pomigdzy czastkami:

S Pyt o)=L (D) SN ()} EY (7 ) (4.2.3.9)
przy czym
SV (p)=pyl2mmk, 7|77 (4.2.3.10)

gdzie pn=N/V jest rownowagowa gestoscia (liczbowa) czastek.

Roéwnanie (4.2.3.9) stanowi definicje funkcji korelacji N czastek g\ (r,, ..., 7))
f(NN)(rl’pl""’rN’pN)

(N) —
gy (r, e ry)= (4.2.3.11)
f(All)(Pl)Xme;\})(PN)
W ten sam sposob definiuje sie funkcje korelacji n czastek g(j\';)(r1 s ¥,)
(n)
F,DP, ol D,
PR A AT JIEHLIRY A (423.12)

V()3 x 1y (p,)
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zréwnan (4.2.3.8), (4.2.3.9), (4.2.3.10), (4.2.3.12) mamy

N—n
" p
g(r,, ..., r”)=(]vi—n)/f e ey )dr d ey (4.2.3.13)

W plynach rzeczywistych (w przeciwienstwie do gazu doskonatego) mamy do czynienia z
oddziatywaniami pomigdzy czastkami. W wyniku tego potozenia czastek zaleza w pewien sposob
od siebie, a wigc ma miejsce korelacja potozen. Jak mozna si¢ spodziewac najwigkszy udziat maja
korelacje dwuczastkowe, mniejszy trojczastkowe, jeszcze mniejszy czteroczastkowe itd. Dla
zobrazowania istoty rzeczy pozostang na razie przy przypadku, gdy mamy do czynienia z jednym
rodzajem czastek jednoatomowych (np. w przypadku gazéw szlachetnych).

n-czastkowa funkcje korelacji g™ mozna powiaza¢é z funkcja ™ gestosci
prawdopodobienstwa znalezienia n-czastek (jakichkolwiek 1 w dowolnej konfiguracji) w punktach
o wspohrzednych ry,....r, , przy czym zaréwno pedy tych czastek jak i polozenia oraz pedy

pozostatych N-n czasteczek sa dowolne

(n) — ) (1) (n) — (n)
SV )= () () gy (o )=ph g (P s 1) (4.2.3.14)
g(n) ( | rn) - okresla wzgledne prawdopodobienstwo znalezienia dowolnej czastki w punkcie 7,
jezeli wiadomo, ze w punktach F,...,¥,_, znajduja si¢ juz jakie$ czastki. W przypadku jednorodnej i

izotropowej cieczy pn = const i funkcja g® jest zalezna jedynie od odleglo$ci pomigdzy dwoma czastkami i
staje si¢ po prostu funkcja rozktadu radialnego
2 2
g?(r,,r)=g"(r) (4.2.3.15a)
r=|r,—r,| (4.2.3.15b)

Oczywiscie mamy zawsze g=1

Pomiedzy czasteczkowa funkcja rozdziatu zespotu kanonicznego p, a N- czastkowa funkcja

korelacji zachodzi nastepujacy zwiazek:
—E kT § 3N N) N —E./JkT {3N (N)
Py=e AN Y ry)=p e AN (p oy (4.2.3.16)
Zwiazek pomigdzy topologia i termodynamika jest zreszta czym$ czego mozna si¢ intuicyjnie

spodziewac, a wige to rownanie jest tylko tego ucielesnieniem.

Powstaje pytanie — jak obliczy¢ warto$¢ g(,\l,v)(r1 e Fy) 2
Wyobrazmy sobie, ze mamy trzy punkty o wspotrzednych odpowiednio r,,r,,r;
wowczas zakladajac, ze jedna czastka znajduje si¢ w punkcie r, - prawdopodobienstwo

znalezienia drugiej w r, ,1jednoczesnie trzeciej w F; bedzie rGwne
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gu(r.r,) gl (r.r) gy (ryr,) (4.2.3.17)

pod jednym wszakze istotnym warunkiem — prawdopodobieastwa g% (r ., r,) i gW(r,.r,)
opisuja zdarzenie niezalezne. Tak jednak w rzeczywistosci nie jest, gdyz zaniedbuj¢ oddzialywania
trojczastkowe. Powyzsze rownanie bedzie jednak prawdziwe gdy zapisze je w nastepujacej postaci:

g(r,ryr)=g (k) P (e, 1) gl (k) ry) 680k 1y, 1)) (4.2.3.18)
Powyzsze rozumowanie mozna przenie§¢ na wyzsze funkcje korelacji ostatecznie
sprowadzajac je do iloczynu funkcji dwuczastkowych z odpowiednia liczba cztondéw korekcyjnych

8g™; w ogdlnym przypadku (po zlogarytmowaniu obu stron) otrzymujemy:

Ing(r, . r )= zzv Ing?+ 13V In5g+ JI gy +.. (4.2.3.19)
g (r,,...,r,) mozna rozlozyé nastepujaco [203]:

g(}vN)(rl, s rzv)=g(/\2/)(r1:rz)-ngEVZ)(rN—l , rN)ég(/S)(rl, ry, r3)~'~g(/3)(r/v—2) Fy_1» rN)X.,.Xég(NN)(rl, ""rN) (42320)

Wykorzystujac (4.2.3.9), wyrazenie podcatkowe w (4.2.3.7) mozemy zapisac jako:

N
D £V (p)+Ingy (ry, e ry) (4.2.3.20B)

k=1

ktore to wykorzystujac rownanie (4.2.3.19) mozemy przedstawi¢ w postaci szeregu

Nin# £V(p)+ g’ Ing?+ 1;’ ln(Sg(;)+(]X nsg¥+... (4.2.3.20C)

Wstawiajac to roOwnanie i rownanie (4.2.3.9) do réwnania (2.11) i catkujac z pomoca rownania
(4 2.3. 13) entropi¢ kanomcznq mozemy wyrazi¢ jako:

ff )n 72° 1)) Ep”‘l.fgN (r,r)ing? (e, r)dr, dr,— Ep”ffng (rry 1) 0 (r  ry r)d rd rydr, —...

(4.2.3.21)
W wyniku scatkowania pierwszego cztonu z wykorzystaniem roéwnania (4.2.3.10) otrzymujemy

jednoczastkowy wktad do entropii:

SW=Nk,|=~Inp, A’ (4.2.3.22)

h
gdzie A= ﬁ jest dlugoscia cieplnej fali de Broglie'a czasteczki
m

W rezultacie wyrazenie na entropi¢ mozna przedstawi¢ w postaci

SN

Nk,

2
%—lnpr)—g—I}/ffg(]i)lng(i)drldr ——f fng lnégNdr dr,r,—
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SV 8§24 834 W4
= NE (4.2.3.23)

Pierwszy czton SV; w nawiasie z lewej strony) rézni sie nieco od entropii gazu doskonalego;
kolejne czlony pokazuja kolejno wktady pochodzace od oddzialywan dwuczastkowych,
trojczastkowych itd. Czton S ma nieco nizsza warto$¢ niz entropia gazu doskonatego S (o N), co
wynika z wlasnosci zespolu kanonicznego (entropia ta jest ,ukryta” we wkiadach
wieloczastkowych), a wigc suma wkladow wieloczastkowych w powyzszym rownaniu jest wyzsza
niz entropia nadmiarowa S, co oznacza jednocze$nie, ze wklady wieloczastkowe maja w
rzeczywistosci nizsza warto$¢ [203]. Przyczyna tego jest zachowanie si¢ funkcji g™ w granicach
duzych odlegtosci. W przypadku gazu doskonatego funkcje g™ rzeczywiscie sa stale, lecz nie sa
rowne jedno$ci, lecz jedynie zblizaja si¢ do tej wartosci gdy N jest nieskonczenie duze. Nie
osiaganie wartosci 1 powoduje, ze wklad do poszczegolnych catek pochodzi nie tylko od
najblizszego otoczenia poduktadu n czastek, lecz od CALEJ objgtosci ukladu. W rezultacie
poszczegblne cztony przyjmuja postac [204][205]:

S“)=Nk3(§—lnpN/13)

1
S(2)=_ENkBPNIf[g(zi)(rl:"z)ln(”l:’b)_g(z\?)(rl’”2)+1]d”1d"2

1
S”J:—; Nk ,p?, ff f {g(f,)(rl, rz,r3)ln(5g(/3)(rl,r2 ,r3)—[g(‘3)(rl, r,,ry)—3g%(r,, rz)g(lj)(r], r3)+3gf3)(r], r)—11}drdr,dr,

........................................ (4.2.3.24)
Problemu tego unika si¢ gdy rozwaza si¢ wielki zespot kanoniczny. Formalna rownowazno$é
pomigdzy wyrazeniem dla zespotu kanonicznego i wielkiego zespolu kanonicznego zostala
pokazana przez Baranyai'ego i Evansa [205]. Badania przeprowadzone przez Wallace'a [203]
pokazaty, ze wkiady pochodzace od oddzialywan trojczastkowych 1 wyzszych wydaja sig
zaniedbywalne (obecnie uwaza sig, ze warunkach niezbyt duzych gestosci oraz daleko od punktu
krytycznego lub punktu zamarzania w przypadku prostych ptynéw, nie przekraczaja one 15%)
[205][192][203], zas w przypadku wody TIP4P 20% [206][201]. To zalozenie jest podstawa
PRZYBLIZENIA DWUCZASTKOWEGO, czyli przyblizania nadmiarowej entropii mieszania S*
za pomoca S majacego warto$¢ ujemna, ktora oszacowano dla do$¢ znaczacej liczby plynow
modelowych oraz rzeczywistych [207][208][209]:

§E=8P48¥ 4§91 =g (4.2.3.25)

Pozostata czgs¢ szeregu zwana resztkowg entropia wieloczastkowa (ang. residual multiparticle
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entropy) zawiera z definicji, kumulacyjny wktad wszystkich korelacji wiktajacych wigcej niz dwie
czastki

AS=SF — §@ (4.2.3.26)
Pomimo mniejszego znaczenia pod wzgledem ilo§ciowym, ta czg$¢ entropii zawiera informacjg o
korelacjach wyzszego rzedu, ktore mozna powiazaé z JAKOSCIOWYMI zmianami w
uporzadkowaniu czasteczek [210][209][206]. Dwoma najbardziej widocznymi wiasciwosciami
AS(p) jest przebieg niemonotoniczny i zmiana znaku, ktora nast¢puje w poblizu punktu zamarzania
szacowanego przez obliczenia komputerowe [210]. Zerowa warto$§¢ AS jest czutym zwiastunem —
(w pobliskim zakresie ggstosci i/lub temperatur) przej$cia fazowego w pelni nieuporzadkowanego
ptynu w bardziej uporzadkowana fazg [206]. Wielko§¢ AS(p) odzwierciedla poprzez zerowe
wartosci samej funkcji jak 1 jej pochodnych, wszystkie granice pomigedzy odmiennymi
strukturalnymi i dynamicznymi rezimami wykazywanymi przez substancj¢. Rzad pochodnej, ktorej
warto$¢ jest rowna zero zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem ggstosci — co wskazuje coraz wyrazniejsza
zmiang struktury uktadu — az funkcja osiaga wartos$¢ zero w poblizu punktu zamarzania [210][209].
Trzeba jednak podkresli¢, ze zerowa wartos¢ AS niekoniecznie musi przypada¢ “dokladnie” w
termodynamicznym progu przejscia fazowego, cho¢ ma to miejsce w przypadku prostych uktadéw
np. sktadajacych si¢ ze sztywnych kul [210], ale nie tylko [209][211][212][213][214][215][216]
[217][218][219]. Jako takie zero AS sygnalizuje nastanie takiej zmiany w strukturze, ktéry
“zwiastuje” przejscie fazowe, ktére przechodzi nieuporzadkowana faza [220] np. w przypadku

modelu wody TIP4P AS=0 bardzo blisko temp. maksymalnej ggstosci [206].

Baranyai i Evans wykazali, ze podobnie jak wktad dwuczastkowy S@, wkiad trojczastkowy
S® ma warto$¢ ujemna i jest (w danej temperaturze) monotonicznie malejaca funkcja gestosci [210]
[209]. Przy wysokich gesto$ciach, w poblizu linii zamarzania, czastkowa suma (S® + S®) jest nieco
bardziej ujemna anizeli catkowita entropia nadmiarowa [210][209], co oznacza ze na skalg lokalna
powyzej tego progu strata entropii spowodowana lokalizacja (s.<0) jest znoszona przez zysk

zwiazany z uporzadkowaniem ptynu na skalg lokalng (AS>0) [210].

PowyzZsze rdwnania sa stuszne w przypadku, gdy mamy do czynienia z jednym rodzajem
czastek; na dodatek sktadajacych si¢ tylko z jednego atomu a wigc takich jak np. argon. W
przypadku, gdy mamy mieszaning czastek i/lub mamy do czynienia z czasteczkami (sktadajacymi
si¢ z wielu atomow), przyblizenie dwuczastkowe nadal jest do przyjecia, aczkolwiek postac

wyrazenia na entropig staje si¢ bardziej zawita.
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b) uklad dwuskladnikowy; czastki jednoatomowe

Postgpujac w sposdb podobny do tego przedstawionego dla uktadu jednosktadnikowego
otrzymano [221][217][218] nastgpujaca posta¢ wyrazenia na entropi¢ dla uktadu
DWUSKLADNIKOWEGO; przy czym, co trzeba zaznaczy¢ w ponizszym rownaniu oba sktadniki
sa ztozone z czastek JEDNOATOMOWYCH:

S=S"+ 5@+ g% Wy (4.2.3.27)
przy czym:
st 5 5
k_=NA ) lnxApN +(N-N )|:E_lanpN)\;
B
S(

2)
p X
=— A_[_[{gAA (r, rz)ln[gAA(rl "2)] gulr, r)+1tdrdr,
B

pNxB

ff{gBB (rry)Infgps(ry, ry)|—gp(r)+1}dr dr,

_pNxAxBf f {gu(r,r)in[g, (r r)l—g(r)+1}drdr,

S(3)

PR (4.2.3.28)
_N, Ny, N—-N, _ N _N,+N,

X, = N Xp= N7 p—V— = (4.2.3.29)

Na- liczba czasteczek sktadnika A
Np=N-Nax - liczba czasteczek sktadnika B

Entropig¢ mieszania mozna obliczy¢ jako rdznicg:
AS=S - Sx—Ss (4.2.3.30)
Ograniczenie si¢ jedynie do wkladoéw jednoczastkowych prowadzi do znanego skadinad wyrazenia

na idealng entropi¢ mieszania:
(1)

mix 5
k—:g(NA‘f_NB)_NAlnpAAZ_NBlnpBi:;

B

S(l) 5 S(l) 5
k—’;=NA[§—lnp0A/1i1 k—l;:NB{E_lnp()B’l;]

48, SV —gth—gst v, v,

= =—N,In—~-N,In—=-N In——N,In—

ky kg pOA pOB 4

DB Va0 ?s NN, (4.2.331)
N S A

poi — gestos¢ (liczbowa) czystego sktadnika i
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Jezeli nie ograniczmy sie do wktadow jednoczastkowych, wowczas roznica AS-AS™Y jest po prostu
nadmiarowa entropia mieszania S*; mozemy wobec tego napisac:

SE=ASP 4+ ASP+ A8+ ... (4.2.3.32)
za$ powyzsza zalezno$¢ pokazuje pochodzenie entropii nadmiarowej mieszania jako skutku sumy
oddziatywan wieloczastkowych (dwuczastkowych, tréjczastkowych itd.) w roztworze. W wyniku

ograniczenia si¢ jedynie do cztonu dwuczastkowego otrzymamy

s* Py X
= ;,A‘[J‘{gAA(rl’r2)1n[gAA(rl'rZ)]_gAA(rl’r2)+1}drldr2

Nk,

pNxB

J.f {gps(ry ) In[gp(r), 1)) —gus(r)+1}dr dr,

_pNxAxBf f (g r)inlg,(r r)l-g,(r)+1}drdr, (4.2.3.33)

Pozostaje jeszcze problem techniczny obliczenia powyzszych catek. Mamy mianowicie

ro=r—r, r=lr-r)

ffg (r,,r,)dr dr,= f_[g ridr.dr,= _”_[g a’rlz}a’rl fdrlfg r)dr,=
V[ grdr,=v [ g% ()4 dr (4.2.3.34)

Ostatecznie wigc wyrazenie okreslajace nadmiarowa entropi¢ mieszania (dla czastek o symetrii

kulistej) w przyblizeniu dwuczastkowym przyjmuje postacé

E

Nk,

=—2TEPNXiJI {gAA(r)ln[gAA(r)]_gAA(r)+1}rzdr
—2npN(1—xA)2f {gBB(I")IIl[gBB(I")]—gBB(I")"F1}I”Zdl"
—4mp,, x (1 —xA)f {gs(r)n[g ,(r)]—g (r)+1} rdr (4.2.3.35)

¢) uklad jednoskladnikowy; czasteczki (skladajace si¢ z wielu atomow)

Zanim powroce do mojego uktadu rozpatrzmy jeszcze uklad jednosktadnikowy sktadajacy

si¢ z czasteczek. W tym przypadku kanoniczna funkcje rozdziatu p mozna zapisac jako:

—H, Ik ,T)

p =
= (4.2.3.36)
przy czym:
Zy=] 1 g3 [[][e™ Tardpdwdg
N/hsNO_N
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~ 1 _
dﬁ=mdrdpdwd.] (4.2.3.37)

s — liczba stopni swobody (=5 dla czastek liniowych; =6 dla czastek nieliniowych)
o - liczba symetrii podajaca ilo§¢ nicodroznialnych orientacji czasteczki (dla wody ow=2; dla peptydu
zazwyczaj op=1)

W sytuacji gdy mamy do czynienia z plynem JEDNOSKLADNIKOWYM n-czastkowa
funkcja korelacji przybiera nastepujaca postac:

f(’”(r,,...,r L0, ..., @ )=f“)(r,,(I)l)u..-fm(r,,,wn)~g(")(r,,...,rn, @, ,...,0,)= g(")(rl,...,r,,,wl,..., w,)
(4.2.3.38a)

gdzie (w wyniku catkowania po katach) mamy:

Q= f dw=4m (dlacz. liniowych)

Q= f dw=8m" (dla cz. nieliniowych) (4.2.3.38b)

Postepujac analogicznie jak poprzednio tzn. wstawiajac funkcjg (4.2.3.38) (dla n=N) do
wyrazenia na funkcj¢ rozdziatu (4.2.3.36), a nastgpnie z funkcji rozdziatu liczac entropig; a takze
uwzgledniajac jak uprzednio poprawke na zachowanie si¢ n-czastkowych funkeji korelacji w

granicy duzych odleglosci wktad jednoczastkowy 1 dwuczastkowy do entropii mozemy wyrazi¢

jako:
o
S"=Nky| S —In| L5527 41 (4.2.3.39b)
2 Q
S(21=_%ng(%) I [ tentrir on0)n[gur,r, o, o)-gyr, mno, o)+ 1} drdrdodo, (4.2.3.39¢)
przy czym
A= dhueosé cienlne: fali de Broelie' - g
W ugos¢ cieplnej fali de Broglie'a czasteczki; m-masa czastki
(4.2.3.40a)

h3
(21 1,k T) (21, ky T) (20 Lk, T)'"

[1]
1l

(dla cz. nieliniowych) (4.2.3.40b)

h2
2l k,T

[1]
1l

(dla cz. liniowych) (4.2.3.40c)

Ii — oznaczaja momenty bezwtadnos$ci
d) Wykorzystanie przyblizenia dwuczastkowego do stworzenia miar uporzadkowania wody

wokot prostych polipeptydow
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W mojej pracy mam do czynienia z peptydem zanurzonym w wodzie, a wigc mam dwa
rodzaje czasteczek, ktore na dodatek sktadaja si¢ z wielu atoméw. W przypadku czasteczek
(molekul) mamy do czynienia nie tylko z ruchem postgpowym, ale takze z obrotowym, a takze
ruchami drgajacymi (zginajacymi 1 rozciagajacymi) wewnatrz czasteczki. Poniewaz stosuj¢
procedur¢ SHAKE, te ostatnie nie wystgpuja w analizowanych przeze mnie czasteczkach wody,
podobnie jest z rozwazang przeze mnie czasteczka peptydu; wiec zaréwno peptyd jak 1 wode moge
potraktowaé jako bryly sztywne. Potrzebuj¢ wiec jeszcze oprocz 3N wspotrzednych potozenia

r=(x,y,z,) i 3N ,Wspolrzednych” pedu P,»=(px',», Py pz,,-) jeszcze dodatkowych 3N
zmiennych opisujacych orientacj¢ @ oraz 3N ,,wspoOlrzednych” wektora momentu pedu
J=(J, . J, 7. 0)

x,i’?Y y,i’

Dla dwusktadnikowej mieszaniny czastek wieloatomowych mozna znalezé wzoér
analogiczny do wzoru (4.2.3.29) korzystajac z réwnania (4.2.3.39), ponadto odnios¢ si¢
bezposrednio do mojego uktadu, za jeden rodzaj czasteczek uznajac peptyd (P), za$ za drugi wode
(W). Biorac to pod uwage moge napisa¢ (stosujac jednoczes$nie przyblizenie dwuczastkowe tzn.

omijajac funkcje korelacji g™ dla n>2):

| s PO, 3 s Pw Oy 3
SV=N ,k, 71“—1 %AP:P F1|+N, &, 7W—1 WQ VAL E, [+ (4.2.3.41a)
s? __ pp (2) o (2) . @) o ) L
W__z/gz-fIJ‘.r{gPP(rPl’er’wppwpz)ln[gPP(rPI’er’wm:sz)]_gPP(rP[’er’wPl’wP2)+1JdrP1drP2de1deZ

B .
_PpPy

fos J.JI JIJ.{g(:g;V(rP’rW’G)P’(Dw)ln[g(;;l/(rwrw’wp:ww)]_gfvzf(rp’rW,(Dp,(DW)‘f‘1}dVPdI‘WdG)Pd(I)W

2
O !
_2/—.;22\“ .[J‘ f {g(;/)w(rwwrwwa’wwwwz)ln[g(;fjw(rwv rWZ’a)WI’(DWJ)]_g(Ii'JW(rWI’rWZJa)WI’(DWZ)+l}erlerZd(DW/da)WZ

=545 s\, (4.2.3.41b)

gdzie g® symbolizuje dwuczastkowa funkcje korelacji zalezna od pozycji w przestrzeni r i
orientacji  , zaréwno czasteczki peptydu jak i wody.
Poniewaz liczba stopni swobody sp=sw=6, ow=2, a cp=1; mogg przepisa¢ wyrazenie

(rowne w przyblizeniu entropii gazu doskonatego) (4.2.3.41b) w postaci:

S(l)
_=N
K, v

Pr

2PW 3
—AE
Q

ALEL||+N,|4—In (4.2.3.42)
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Poszczegdlne skladowe we wzorze (4.2.3.41b) moga stluzy¢ jako miary lokalnego
uporzadkowania jesli bedziemy je caltkowac nie po catej przestrzeni, ale w okre§lonym zakresie
odlegtoscir.

e) Czlon Sg;

Poniewaz pierwszy czton s tego rownania opisuje oddzialywania peptyd-peptyd,

(a interesuja mnie wiasciwosci wody), dlatego tez lezy on poza moim zainteresowaniem.

f) Czton s,

Zatrzymajmy si¢ przy drugim czlonie S(P2V>V opisujacym oddziatywania peptyd-woda.
Gdyby badany przeze mnie uktad nie byl jednorodny i izotropowy wdwczas potrzebowatbym az
4x3 = 12 zmiennych do pelnego opisu tego cztonu (6 zmiennych opisujacych pozycje i 6
zmiennych opisujacych orientacje); na szczg$cie patrzac od strony czasteczki peptydu moge

C . .. . . . . e , . . . 2
zatozy¢, ze tak nie jest - w rezultacie potrzebuje nie wigcej niz sze$ciu zmiennych do opisu S<pV)V .

s =—N,k —ff (r.@)ing (r,@)—g'2(r,@)+1]drd® (4.2.3.42)

Orientacj¢ @ czasteczki wody wzgledem czasteczki peptydu, mozna przedstawi¢ w postaci trzech

katéw Eulera (a.,f,Yy).

Ponadto zaktadam, ze badany peptyd ma symetri¢ walcowa (w przypadku konformacji
liniowej jest to nieco gorsze zalozenie niz w przypadku konformacji helikalnych). Stad nie muszg
podawac ,bezwzglednej” pozycji czasteczki wody w kartezjanskim ukladzie wspohrzednych

r=(x,y,z) ,ajedynie odleglosé¢ r czasteczki wody od osi walca tworzonego przez peptyd. Mam
wigc:

so =—N kB—J‘J‘ (r,@)Ing, (r, @)~ g% (r,@)+1]drd ® (4.2.3.43)

Funkcja g(,fp)y zalezy teraz tylko od czterech zmiennych:

Q dN(r,@)_Q dN(r,o)

(2) = (2)
r)w = 7’,0(, ) = — - — 4.23.44
2w )= ( B.y) p, dVd® py2mrldrd@® ( )
gdzie:
L- wysokos¢ walca
dN (r , w) - liczba czasteczek wody, ktore znajduja si¢ w zakresie odlegtosci (r, r+dr) w warstewce o

objetosci dV wokot osi peptydu, i ktore przybieraja orientacje w obrebie przedziatu ( w, w+d (I))
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Do powyzszych wzordw stosuja sig relacje

d = sinadadpdy, Q=] do =8
0<a<m, 0<p<2m, 0<y<2m (4.2.3.45)
wynikajace z przyjetego przeze mnie uktadu wspotrzednych.

Funkcje g(ﬁzy mozna rozdzieli¢ na skltadowa zalezna wylacznie od odleglosci od osi

peptydu, oraz na sktadowa zalezna od orientacji wzgledem osi peptydu, dla danej odlegtosci od

peptydu. Rozktad ten mozna uczyni¢ w nastgpujacy sposob:

o (o2 V2 AN@Ir)_V dN(r) @ dN(@lr)
Erw N dVdo N dV dN(r) da

=g(r) g (7, @) (4.2.3.46)

gdzie:

_VdN(r)_ 1 dN(r)
N dV  py 2w Lrdr

g(r)

(4.2.3.47)

- czton radialny; jest to po prostu funkcja rozkladu radialnego czasteczek wody wokot osi peptydu
(okresla prawdopodobienstwo dW(r) znalezienia czasteczki wody w odleglosci r od osi peptydu)

0 (a—_ £ dN(@|r)
gorienz(w|r) dN(}") d(I)

- czton orientacyjny; okresla prawdopodobienstwo dW'(r,0,B,y) znalezienia czasteczki wody

(4.2.3.48)

o okreslonej orientacji ®=(0,B,y) wzglegdem peptydu przy zalozeniu, ze te czasteczki znajduja sig
w odlegltosci r od osi walca reprezentujacego ten peptyd: prawdopodobienstwo to okreslone jest
w odniesieniu do sytuacji, gdy brak jest jakiejkolwiek korelacji orientacyjnej (czyli, gdy wszystkie orientacje

wzgledem osi peptydu sa tak samo prawdopodobne)

dN(r) — liczba czasteczek wody znajdujaca si¢ w odlegltosci r od osi peptydu

dN(wi|r) — liczba czasteczek wody o orientacji (®)=(a,pB,y) wzgledem peptydu pod warunkiem,
ze znajduja si¢ one od w odleglosci r od niego.

Moge wigc napisac:
AW (1,0, B, Y) = Gurten (0, B,y [P)dW (r)=girion (o, B,y ) g(r) (4.2.3.49)
Wiaczenie rownania (4.2.3.46) do roéwnania (4.2.3.18), po znaczacych przeksztalceniach

algebraicznych prowadzi do wyrazenia
S(PzI/)V =_NP kB pW .[ ( Ctrans (7" ) + Corient (l" )) 2 L l"dl" = S(Iz;V,trans+ S(Ifl/)V,orient (42350)

gdzie:
C s (1)=g(r)Ing(r)—g(r)+1

r _ _ _
o )=ELL [ g2 (@1 gl (@1 d @ @23.51)
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S(PV)V nam -N kBprCtraizv 27TLVdI"——2 NPkBpWLTrf Cnam I"dl"

S(PV)V orzent N kBpW‘[CUrzent )21Terr=_2NPkBpWLTrf Carient(r)rdr (42352)
0

Warto$¢ s\ (r) moze stuzyé [2] jako miara uporzadkowania czasteczek wody

wzgledem osi peptydu, dlatego tez jesli chcg ja wykorzysta¢ to w rdwnaniach (4.2.3.52) nie mogg

catkowacé po catej przestrzeni (tj. od =0 do r=w), tylko do wybranej przeze mnie wartosci r, stad

tez:

S(P;V)V,tmm( ) NPkBpWqutmm anrdr__zNPkBpWLTrJ‘Ctram T"dl"

S(PzV)V,orient(r)=_NPkBpr gorient )27Ter’”—_2N kBpWLTrJ. gonent )l"dr (42353)
0

Wartosci s%mm (r) i s(,fV)V‘oriem(r) (w przeliczeniu na ilo$¢ czasteczek wody) postuzyly mi jako

miary, odpowiednio translacyjnego i orientacyjnego uporzadkowania wody wzgledem peptydu.

Za r przy numerycznym liczeniu powyzszych catek przyjatem odlegtos¢ od osi peptydu do
konca pierwszej (R)), a nastgpnie drugiej (R») warstwy solwatacyjnej wokol okreslonej konformacji
peptydu. Warto$¢ ta uzyskatem z odczytu wykresu funkcji rozktadu radialnego g(r).

g) Czlon s(wf)W

Inng miara lokalnego uporzadkowania moze by¢ trzeci czlon w rownaniu (4.2.3.41b) -

s'\7, . Jak widaé jego warto$¢ zalezy od 4x3=12 zmiennych opisujacych pozycje i orientacje

czasteczek wody wzgledem siebie oraz wzgledem peptydu; tak jak to miato miejsce w przypadku

cztonu s(PZQV mozna jednak przyjac kilka przyblizen upraszczajacych obliczenia. Po pierwsze, biorg

pod uwage czasteczki wody znajdujace si¢ w okreslonym zakresie odlegtosci od osi peptydu,
odpowiadajacym grubos$ci otoczki solwatacyjnej. Ponadto zaktadam, ze region ten jest jednorodny

(to akurat zatozenie jest dosy¢ kontrowersyjne!). Dwuczastkowa funkcje korelacji
S (P, Py, @y, @) moge wigc zastapi¢ funkcja Sy (r, @0, w,) , gdzie:

o1=(9,0)  ®=(0,,B,y) (4.2.3.54)
oznaczaja odpowiednio: wspotrzedne katowe czastki otoczenia w sferycznym ukladzie

wspotrzednych zwiazanym z czastka rozwazana (centralna) (¢,0) oraz trzy katy Eulera (o,p,y)
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okreslajace jej orientacjg przestrzenna w stosunku do czastki centralnej; r jest odleglo$cia pomigdzy
czastkami.

Dwuczastkowa funkcj¢ korelacji i (.0, @) moge¢ roztozyé na czynniki zalezne
od odlegtosci, katow sferycznych oraz od orientacji. Rozktad ten mozna uzyska¢ w nastgpujacy
sposob:

VQ, dN(r,w, w,) V£, dN(r,w, w,)
N dV(r,w)dwdw, N Fdrdwdw,

g(nz/)W(r, W, w,)=

V dN(r)
N .erzdr

Q, dN(w,|r) Q, dN(w,|r, w,)
dN(r) duw, dN (w,|r) dw,

r,,0) (4.2.3.55)

= 2,(r) Geony (0117) Zortew (2|7, 0)= 8, (1) Gy (0, 017) Eoriene (€, By
gdzie:
dN(r) — liczba czasteczek wody znajdujaca si¢ w odleglosci r od rozwazanej czasteczki
(tzw. centralnej)
dN(wi|r) — liczba czasteczek wody obserwowanych w kierunku (®,)=(¢,0) wzgledem czasteczki
centralnej pod  warunkiem, ze znajduja si¢ one od niej w odlegtosci r

dN(@,|mr) — liczba czasteczek wody przyjmujaca orientacje @» wzgledem czastki centralnej pod

warunkiem, ze znajduja si¢ one w odlegtosci r i kierunku (m,)=(¢,0) wzgledem tej czasteczki.

Objasnienia poszczegdlnych cztonéw z rownania (4.2.3.55):
giz) - czlon radialny; jest to po prostu funkcja rozktadu radialnego (okresla prawdopodobienstwo
dw(r) znalezienia czasteczki wody w odlegtosci r od rozwazanej (centralnej) czasteczki wody)
g(ci,)qf((p,9|r) - czlon konfiguracyjny; okresla prawdopodobienstwo dw'(r,,0) znalezienia
czasteczki w ,kierunku” ®;=(¢,0) obliczone w stosunku do sytuacji gdyby nie bylo korelacji
potozen w zalezno$ci od tego kierunku
gff,z.em((x, B,y|r,w,) - czlon orientacyjny; okresla prawdopodobiefstwo dw"(r,9,0,a.B,y)
znalezienia czastki o okreslonej orientacji ®,=(0,B,y) wzgledem rozwazanej czasteczki wody:
prawdopodobienstwo to okreslone jest w odniesieniu do sytuacji, gdy brak jest jakiejkolwiek
korelacji orientacyjnej (czyli, gdy wszystkie orientacje wzgledem osi peptydu sa tak samo
prawdopodobne).
Powyzsze definicje mozna stre§ci¢ rownaniem:
dw''(r,@,0,0,B,)=Goien (6, B, y |70, AW (1,0 ,0)= Gien (06, B,y |, 01) Gy (0, 0]r) dw (1) =
= Jotene( 0, B, Y| 7, 0,) gy (@, 0|r) g7 (r) (4.2.3.56)

A wige po wykorzystaniu zalezno$ci (4.2.3.55) wktad dwuczastkowy do entropii zalezny od
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oddziatywan woda-woda S(v2V>W z rdwnania (4.2.3.41b) moge przedstawi¢ w postaci:

2)
Sww _ Py

kg 2/0°

_[J‘ff[gww Py Fy, @y Wz)lngWW<rWI Py, © lya)Wz)_g(l/Izz/V(rW[’rWZ’wW'[’wW2)+1}erlerzdeldezz
W (2) 2 -
2/9 fff[gWW (r, wy, wz)lngWW(V Wy, W,)— gWW(r:wl:wz)-i_l}r drdw,dw,=
Wfff (cw,|7) . (w,|w r)][ln[ (2)(1’) ) ()| 7) ) (w,|w r)]—lw‘-i-llrzdrda) dw,=
2 ! .Q g conf 8 orient 2 1> l & 8 conf 1 8 orient 2 1 J J 1 2
N
_pWTWf[gr(r)lngr(r)_g)( )+1]4ﬂ:}" dl" ij g(onf )ln[gconf(a)l|r)]4ﬂ:r2drdwl

2.Q .Q J‘ffgr gconf 6()]| )g(ozrt)‘ent(w2|wl’r)ln[g(oigent(a)lel’r)]4nr2drda)1 da)Z:

(2) (2) (2)
p N S ran\'+S con +s orien

e LI S S L (4.2.3.57)
B

gdzie oznaczylem:

- czton TRANSLACYJNY [nomenklatura za 222]

(2)

N
SWV]I;,trans=_pW2/ WJ' Ctmns(r)dV_ WJ,' Ctrans 47TI’ dr (423583)
3 !

Cur =8, (r)In[ " ()] —g(rz)(l’)Jrl

- czton KONFIGURACYINY
(2)
Sww conf _ Ny, _ W
K, f Coony (r)dV =~ fgwnf 4rrr’dr (4.2.3.58b)
(2)
g (r)
Con =" gl (/|r)in[gl), ()] d e,
1
- czton ORIENTACYINY
(2)
. N
SWW,onent=_pW Wj'coriem(r>dV= WJ' CO”em 47T7’ d}"
kB 2/
gunent _5’9 J‘gmnf (U1| )gunent(w2|r wl)ln[ganent(w2|r wl)delde (4 2 3 580)
przy czym:
Q=[dw=41  Q=[dw,=87 (4.2.3.59)

dw,=desin6do
dw,=sinadadfdy

0<r<oo; 0<@<2m; 0<6<m
0<a<m; 0<p<2m; 0<y<2m

Zarowno funkcja S(Vi)W jak 1 powyzsze jej sktadowe moga stanowi¢ miare Sredniego lokalnego
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uporzadkowania wody w_ otoczce solwatacyjnej peptydu (przypominam, ze w moich

rozwazaniach nie bior¢ pod uwage dwoch reszt od C- i N-konca), jesli podobnie jak to miato

miejsce w przypadku funkcji S(PZV)V ograniczymy catkowanie do pewnego zakresu odleglosci .

Powstaje pytanie o warto$¢ tego zakresu. Z obliczen J. Zielkiewicza [222] wynika, ze (w czystej
wodzie) zakres lokalnego uporzadkowania nie przekracza 0,58 nm, podczas gdy pierwsza otoczka

solwatacyjna dookota czasteczki wody (w odlegtosci r<0,35 nm) wnosi okoto 70% do catkowitych

efektow orientacyjnych. Stad numeryczne catkowanie funkcji S(V,Z,)W(r) oraz jej trzech cztonow:

S(V?W‘ vans ) s s(é)W’mf(r) , s(wz,)W‘mgm(r) wykonatem dla dwoch zakreséw odlegloscei:

sy (r=0,36nm) i s\ (r=0,58nm) . Obliczenia wykonatem dla odleglosci 0,36 nm zamiast
dla oszacowanej poprzednio [222] wartosci 0,35 nm, poniewaz uzytem kroku catkowania Ar=0,02

nm.
A wigc podsumowujac, warto$¢ S(V;",)W(r) mierzy — w danym r — lokalne uporzadkowanie

wody w odleglo$ci az do 1, podczas gdy Sy yans(7) s(;)W,mf(r) i Siy o) mierza wkilady

translacyjny, konfiguracyjny i orientacyjny do tego lokalnego uporzadkowania. Nastgpnie uzytem
warto$ci
()

S(r)=s';£W+SV;<[V

(4.2.3.60)

w

zamiast wartoéci s\, () , gdzie s, =137,06 J mol' K dla modelu TIP4P.

Esposito 1 wsp. [201], postepujac za pomystem opisanym przez Debenedettiego 1 wsp.
[133][131], zaproponowali uzycie racjonalnych, opartych na entropii parametrow dla opisu
termodynamicznego stanu ukladu, uzyskujac dzigki temu ilosciowy i1 glebszy (w pordéwnaniu
np. z parametrami tetraedrycznego uporzadkowania) wzglad w struktur¢ wody. Tymi miarami

moga by¢: parametr translacyjnego uporzadkowania, reprezentowany przez wielkos¢

2 . . .
S(W)W,,mm(r) , oraz parametr ,sumarycznego”  orientacyjnego uporzadkowania

reprezentowany w mojej notacji poprzez sume ( s(pﬁ)W,wnf(r) + Sy orew(7) ). Ten pomyst

wykorzystalem dla moich uktadéw do stworzenia nastgpujacych miar uporzadkowania:

S wans ()
Sy ) ) (4.23.61a)
w
0
swn(r)=7SWWﬁ”f (r) (4.2.3.61b)
w
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( )_ S(Vlzfz/V,conf(r)-i_s(l/lz/;/V,oriem(r)

S -
ort
N,

(4.2.3.61¢)

obliczonych dla odlegtosci: =0,36 nm 1 r=0,58 nm. Reprezentuja one odpowiednio wklad
translacyjny, konfiguracyjny i ,,sumaryczny” orientacyjny do calkowitego uporzadkowania,
przeliczone na jeden mol wody. Te wyniki przedstawitem w Tab. 5.1.6.2, i takze graficznie na

Rys. 5.1.6.1 oraz 5.1.6.S1 w formie diagramu uporzadkowania.

Do numerycznego obliczenia catek w granicach az do r przyjalem nastgpujace parametry i
warunki:

krok catkowania (odlegto$¢) Ar=0,02 nm,

krok catkowania (katy) Aa=Ap=Ay=Ab=A¢=10°.

catkowity czas symulacji dynamiki molekularnej dla tych obliczen:16-20 ns,

zapis trajektorii do pliku z odstepem czasowym 0,008 ps.

Wyniki dwuczastkowych wktadéw do entropii obliczanych z zestawu trajektorii byty
zachowywane (jako funkcja czasu symulacji) po kazdych 1,6 ns. Nastepnie te posrednie wyniki
byly ekstrapolowane dla symulacji ,,nieskonczenie dtugiej” przy uzyciu nastgpujacej funkcji [192]:

A

SP()=8,———
(#) B+t(Int+C)

(4.2.3.62)

W powyzszym réwnaniu S. oznacza entropig dla nieskonczenie dlugiego czasu symulacji); S., A,
B 1 C sa dopasowywanymi parametrami okreslanymi przy uzyciu metody najmniejszych kwadratow

z modyfikacja Marquardta [wg 222].

h) Modyfikacja pomyslu parametru lokalnego wuporzadkowania w celu

eliminacji efektu ,,wylaczonej objetosci”

W celu uzyskania parametréw opisujacych wylacznie struktur¢ wody solwatacyjne;j
przyjatem nastepujacy sposob postgpowania. Oddzielnie rozwazatem pudetko symulacyjne
zawierajace czysta wodeg. Nastgpnie umiescitem czasteczke peptydu w pudetku i1 usunatem
czasteczki wody, ktorych wspotrzedne znajdowaty si¢ w regionie zajetym przez peptyd. Na koniec,
sprawdzitem ktore czasteczki ,konczyly si¢” w obregbie otoczki solwatacyjnej otaczajacej
czasteczke bialtka. Innymi stowy, region w przestrzeni odpowiadajacy otoczce solwatacyjnej zostat

wypetniony woda niezaburzona (bulk). Dla tego uktadu wykonatem ponownie obliczenia
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parametréow S,, (r)i S, (r)oraz s, (r); dlar=0,36 nm oraz dla r=0,58 nm. W tym wypadku,
struktura wody $cisle odpowiada strukturze czystej wody w wyniku czego uzyskalem ,,stan

odniesienia” dla dalszej interpretacji zmian strukturalnych w otoczce solwatacyjnej wokot

czasteczki peptydu.

Nastegpnie obliczytem nastgpujace parametry:
ds, (0,36 nm) = [s, (0,36nm)| , — [s,.(0,36nm)|,,,
ds,,(0,36nm) = [s, (0,36nm)] , — [s,,(036nm),,
4s,.(036nm) = [s,,(036nm)|,, — [s,,(036nm)|, ,
AS(0,36)=Asywe®(0,36 nm) + Aswwon®(0,36 nm) (4.2.3.63a)

solv

solv

4s,.,(0,58nm) = [s, (0,58 nm)] — [s,,(0,58nm)],
ds,, (0,58nm) = [s, (0,58nm)]| , — [s. (0,58nm)],,,
ds,.(0,58nm) = [s,,(0,58nm)| , — [s,,(0,58nm)|, .

As(0,58)=Asww.(0,58 nm) + Asww.or (0,58 nm) (4.2.3.63b)

solv

solv

odzwierciedlajace zmiang translacyjnego, konfiguracyjnego 1 orientacyjnego lokalnego
uporzadkowania wody solwatacyjnej w poréwnaniu z wlasciwosciami czystej wody dla dwoch
zakresOw odlegtosci — r=0,36 nm oraz r=0,58 nm; As(0,58 nm) mierzy catkowita zmiang w

ogolnym strukturalnym uporzadkowaniu wody solwatacyjne;.

4.2.4. Energia wigzania wodorowego

Wiazanie wodorowe mozna interpretowaé jako wynik zlokalizowanego przyciagania
elektrostatycznego. W przypadku modelowej czasteczki wody, tadunki na atomach tlenu i wodoru
sa tak dobrane, by umozliwi¢ powstawanie tych wiazan. Przez energi¢ wigzania wodorowego
utworzonego pomigdzy dwiema czasteczkami i 1 j rozumiemy sume energii oddziatywan (typu

Lennarda — Jonesa oraz elektrostatycznych) pomigdzy wszystkimi atomami tworzacymi te

czasteczki wody:

3 A. B. a.
Epp= > O [(Sh -2y i 424.1)

imij=1 ry; r, Amer,
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Obliczylem tez $rednig energi¢ wiazania wodorowego tworzacego si¢ pomigdzy para
czasteczek wody. Warto$¢ tej energii zostala wyznaczona w funkcji odleglosci zwiazanej pary od

osi peptydu.

4.2.5. Geometria wigzania wodorowego

Do analizy geometrii wigzania wodorowego wykorzystywano nast¢pujace parametry:

. kat  Poon — najmniejszy z czterech katéw tlen-tlen-wodoér pomigdzy dwiema
czasteczkami wody tworzacymi migdzy soba wiazanie wodorowe (Rys. 3.4.1),

. odlegtos¢ tlen — tlen dwoch czasteczek wody (Roo),

. odlegtos¢ tlen akceptora wiazania — wodor donora wiazania (don), ktora moze by¢
nazwana dlugo$cia wiazania wodorowego.

W funkcji odlegtosci od osi peptydu obliczone zostalty warto$ci $rednie kazdego z
wymienionych parametréw, a takze histogramy obrazujace prawdopodobienstwo wystapienia
okreslonej wartosci kata Boon oraz odlegtosci Roo 1 dos.

Poza tym wyznaczona zostala §rednia liczba wiazan wodorowych tworzonych przez czasteczke

wody z innymi czasteczkami wody (nug).

4.2.6. Geometria sieci wigzan wodorowych

W celu opisu struktury sieci wiazan wodorowych, uzylem nieco zmodyfikowanego pomystu
Chaua 1 Hardwicka [1]. W celu opisu lokalnego uporzadkowania, autorzy ci wprowadzili dobrze
znany “parametr uporzadkowania tetraedrycznego”: po wybraniu czterech najblizszych atoméw
tlenu, ktore otaczaja ustalona “centralna” czasteczke wody, obliczaja oni szes$¢ katow pomigdzy
wektorami, ktore tacza wybrane atomy z atomem tlenu centralnej czasteczki wody. W mojej pracy
ten pomyst jest zmodyfikowany nastepujaco. Badajac pojedyncza konfiguracje z pliku trajektorii,
biorg pod uwagg, dla ustalonej “centralnej” czasteczki wody, wszystkich partnerow powiazanych
(poprzez wiazanie wodorowe) z ta czasteczka; liczba takich partnerow, oczywiscie nie jest ustalona.
Nastgpnie obliczam podobnie jak Chau 1 Hardwick wszystkie katy Ous pomigdzy wektorami

faczacymi atomy tlenu z jego partnerami. Stosujac ta procedurg do wszystkich czasteczek wody, 1
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powtarzajac to wzgledem catego pliku trajektorii, buduje¢ histogram opisujacy rozktad
prawdopodobienstwa dla takich katéw. Uzyskany histogram zostal znormalizowany, zakltadajac
catkowity obszar otoczony przez wykres za rowny 100. Ten histogram odzwierciedla

(geometryczng) strukturg sieci wiazan wodorowych.

4.2.7. Kinetyka zaniku wigzan wodorowych

Czas zycia poszczegolnego wigzania wodorowego wyliczylem z czasowej funkcji korelacji:

W(t) = <h(to)h(t, + t)> (4.2.7.1)
gdzie funkcja binarna (tj. funkcja, ktora moze przyjmowac tylko warto$¢ 0 lub 1) h(t) = 1 jesli
badane wiazanie wodorowe (pomigdzy dwoma czasteczkami wody) istnieje nieprzerwanie w czasie
od chwili ty do chwili t +t, oraz h(t) = 0 jesli w tym przedziale czasowym ulegnie zerwaniu . W
literaturze mozna si¢ takze spotka¢ z uzyciem funkcji autokorelacji w ktorej h(t)=1 nawet jesli
wiazanie wodorowe w przedziale czasowym (to,to+t) ulegnie zerwaniu pod warunkiem, ze w chwili
tott bedzie odtworzone. Jednak w tym przypadku uzyskiwano zbyt duze warto$ci czasow zycia
wiazania wodorowego (rzedu 6,5 ps) [103].

Celem oceny szybkosci zaniku wigzan wodorowych pomigdzy dwiema czasteczkami wody,
sporzadzono histogram obrazujacy spadek liczby wiazan wodorowych w czasie. Analizowatem
proces zaniku wigzan wodorowych w czasie 1,2 ps od pewnego momentu poczatkowego.
Znormalizowany histogram przedstawia prawdopodobienstwo zdarzenia, ze wigzanie istniejace w
chwili t=0 bedzie istnie¢ co najmniej do chwili t.

Otrzymane warto$ci histogramu przyblizane byty nastgpnie funkcja (przyktad na Rys. 5.2.1), na
ktora sktadata si¢ suma dwoch cztonow wyktadniczych w postaci [103][2]:

W(t)=Are ""+Ae ™ (4.2.7.2))

W przypadku kazdego z badanych uktadéw (poza uktadami, w ktorych wyzerowano tadunki
czastkowe na peptydzie), czasteczki wody tworzyly wigzania wodorowe z atomem tlenu
karbonylowego peptydu. Aby oszacowac¢ kinetyke procesu rozpadu tych wiazan wodorowych,
przyjeto zgrubna definicjg takiego wiazania: wigzanie wodorowe istnieje, jezeli atom wodoru
czasteczki wody przebywa w odleglosci do 2,5 A od atomu tlenu karbonylowego peptydu
(potozenie pierwszego minimum na funkcji rozkladu gestosci czasteczek wody wzgledem osi

peptydu, Rys. 5.1.3.1). Analogicznie do funkcji dwuwykladnicze; W(t) opisujacej kinetyke wigzan
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wodorowych tworzonych pomigdzy czasteczkami wody analizowalem dwuwykladnicza funkcje

P(t) dla opisu kinetyki wiazan wodorowych tworzonych przez czasteczki wody z atomami peptydu:
P(t)=A, re
(4.2.7.3)

poprzez dopasowanie do histogramu. Jako ze w definicji zaniedbano kryterium kata, to w tym

—t/

ITp g

T —t
"'+ Ap pe

przypadku de facto funkcja P(t) opisuje czas rezydencji atoméw wodoru wody w odlegtosci do 2,5
A od atomoéw: tlenu karbonylowego (w przypadku wszystkich badanych peptydéw) i tlenu
hydroksylowego (dla poliseryny).

4.2.8. Funkcje autokorelacji predkosci translacyjnej i rotacyjnej.

Wspolczynniki dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej

Predkos¢ translacyjna czasteczki wody definiujemy jako predkos¢ jej srodka masy. Predkosé
translacyjna w chwili t wyznaczylem, wykorzystujac zmiang polozenia $rodka masy czasteczki Ar

po uplywie odcinka czasowego At:

=Ar(t)

VST

(4.2.8.1)

Czasowa funkcje¢ autokorelacji predkosci translacyjnej (VACF; ang. velocity autocorrelation

function) w stanie rownowagi opisuje wzor:
T
VACF (t)=1lim (if v(t)v(t'+t)dt")=(v(0)v(t)) (4.2.8.2)
0

Wektory v(0) i v(t) symbolizuja predkosci w chwili poczatkowej t=0 i po uptywie czasu t.

Aby warto$¢ funkcji autokorelacji w chwili zero przyjmowata warto$¢ rowna jednos$ci, stosuje
si¢ zabieg zwany normalizacja, ktory polega na podzieleniu wartosci funkcji autokorelacji w chwili
t przez warto$¢ funkcji w chwili t=0, ktora jest rowna S$redniemu kwadratowi predkosci
poczatkowej (przy czwartej z ponizszych rowno$ci zostala wykorzystana zasada ekwipartycji
energii):

_ VACF(t) _ (v(0)v(t)) _ %<V(0)V<f)>_§<V(0)V(t)>

o m
m =V ACE(0) = v (0)v(0)) o) T3k, T '3kB:rVACF(t) (4.2.8.3)
2 2
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Wartos$ci znormalizowanej funkcji autokorelacji predkosci obliczano w przedziale (0-1,5 ps)

co 0,001 ps.

Powyzsze wzory opisuja funkcj¢ autokorelacji predkosci translacyjnej. W przypadku
funkcji autokorelacji predkosci rotacyjnej, czyli katowej (RACF; ang. rotational autocorrelation
function), wykorzystany zostat wektor g predkosci katowej rotacji czasteczki wokot jej srodka

masy w miejsce predkosci translacyjnej srodka masy:

N, N,

> <w,(0)w,(t)> (4.2.8.4)

w j=1i=1

RACF (t)=

NN

Ni- liczba zbadanych przedziatéw czasowych o dlugosci t
N - liczba czasteczek wody

RACF(t) _ (w(0)w(t))
RACF(0) (w(0)w (0))

Cpp(t)= (4.2.8.5)

Wspotezynniki dyfuzji §wiadcza o swobodzie ruchu (translacji lub rotacji), dlatego stanowia

dobra miar¢ zmieniajacych si¢ wlasciwosci fizycznych wody w otoczeniu czasteczki peptydu.

Wspotczynniki dyfuzji translacyjnej obliczytem wykorzystujac funkcje autokorelacji predkosci
translacyjnej [223]:

D= %%Wv( it )>dt’)=%T<v(0)v(t)>dt=%_TVACF(t)dt (4.2.8.6)

d - wymiar przestrzeni

Podczas obliczania wspotczynnika dyfuzji translacyjnej, calkowanie odbywato si¢ w
granicach od 0 do 1,5 ps (funkcja autokorelacji VACF w praktyce osiaga warto$¢ réwna zeru dla
czasu rzedu 1 ps jak wida¢ na Rys. 5.2.2).

Wspdtezynniki dyfuzji rotacyjnej moga zosta¢ obliczone z uzyciem funkcji autokorelacji
predkosci rotacyjnej. Jezeli czastka obraca si¢ z predkoscia katowa g, to dyfuzje rotacyjna mozna

zdefiniowa¢ wzorem analogicznym do powyzszego:

D= gim(f w Oholc')d -

wlr—\

T (t))dt (4.2.8.7)
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Podczas obliczania wspolczynnika dyfuzji rotacyjnej, calkowanie odbywato si¢ w granicach od 0
do 1,0 ps (funkcja autokorelacji RACF w praktyce osiaga warto$¢ rowna zeru dla czasu rzgdu 0,25
ps jak wida¢ na Rys. 5.2.2).

Wspolezynniki dyfuzji (translacyjnej i rotacyjnej) byty obliczane z wykorzystaniem funkcji
autokorelacji, poniewaz metoda ta pozwala na obliczenie tych wspotczynnikow w  krotkim
przedziale czasowym (1,0-1,5 ps), dzigki czemu nie tracimy mozliwosci przyporzadkowania
czasteczki do konkretnej warstwy solwatacyjnej.

Powyzsze wzory dla wsp. dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej wynikaja z zaleznosci Greena — Kubo

[223]:

y= T< >dt (4.2.8.8)

gdzie w ogdlnosci A oznacza pewna wielkos¢ mechaniczna, bedaca funkcja potozenia i1 predkosci
czasteczki, natomiast y jest interesujaca nas wielkoscia transportowa. Funkcja podcatkowa jest
przyktadem nieznormalizowanej czasowo-zaleznej funkcji korelacji. Jak juz implicite nadmienitem
w praktyce gorna granica catkowania jest okreslona nie przez nieskonczonos¢, ale przez chwilg w

ktorej korelacja jest rowna zero.

4.2.9. Analiza Fouriera funkcji autokorelacji predkosci (translacyjnej i

rotacyjnej)

Czasteczkowe widmo mocy, zwane roéwniez czasteczkowa funkcja gestosci stanow
pozwala na znalezienie preferowanych czgstotliwosci drgan harmonicznych wykonywanych przez
czasteczki. Widmo mocy predkosci translacyjnej uzyskatem z transformaty Fouriera funkcji

autokorelacji predkosci.

Z twierdzenia Wienera-Chinczyna, (wiazacego ze soba dwa pojgcia — ggstosci standw oraz
pojecie funkcji autokorelacji), wynika ze czasteczkowe widmo mocy s,(V) jest po prostu

transformata Fouriera funkcji VACF(t)

5, (v)= 1522—|f|v t)e “2”V’dt|—£1£r310—ffv v+t dt e ™" dt
T (4.2.9.1)
—lim f VACF (t)e *™' dt

N
T ooi.r
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gdzie:

T — rozwazany przedzial czasowy
— predkos¢ (translacyjna) $srodka masy czasteczki j
t,t' — czas

W powyzszym rownaniu mozemy wyrozni¢ amplitude

A,(v)=lim f v, (6)le™ ™" dt (4.2.9.2)

T—00 _

a wigc rownanie (4.2.9.1) mozemy zapisa¢ w postaci:

lim | v (7)]e _’2"V’dt|
( ) T2 er - |A«/’(V)|2 =] J'| | ﬂznwdl‘ 2
s,(v)= = leg2—| v | (4.2.9.3)
j" dt lim | dr

Przedstawione powyzej réwnania pokazuja ruch czasteczki j jako ztozenie drgan
niezaleznych oscylatoréw harmonicznych o czgstosciach drgan 2mv 1 amplitudach Aj(v).
Dominujacym sktadowym harmonicznym przypisane bgda duze wartosci amplitud. Powyzsze
roOwnania z uzyciem liczb zespolonych sa rownowazne odpowiednim réwnaniom zapisanym przy

uzyciu funkcji trygonometrycznych. Zapis z uzyciem liczb zespolonych jest bardziej zwigzty.

Poniewaz w ukladzie mamy N czasteczek wody, a ponadto chcemy, aby wysokos¢
najwyzszego piku na widmach mocy byta ustawiona jako réwna jednosci wigc w rezultacie szukana

przez nas funkcja ma postac:

S g
S(v)= = == (4.2.9.4)
max(LNZ max ( Zsj

Powyzsze rozumowanie jest analogiczne dla widm predkosci rotacyjnej (katowej) z tym, ze
wowczas w powyzszych rownaniach zamiast predkos$ci translacyjnej mamy oczywiscie predkosé
rotacyjna, za$ zamiast funkcji autokorelacji predkosci translacyjnej uzywamy funkcji autokorelacji

predkosci rotacyjnej RACF(t).
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4.2.10. Uwagi odnosnie analizy wody solwatacyjnej wokol biatka sbwAFP

Plik ze wspotrzegdnymi atomow dla biatka sbwAFP uzyskatem z bazy PDB (Protein Data
Bank).

Rys. 4.2.10.1. Definicja warstwy solwatacyjnej wokot badanej czasteczki sbwAFP. [Rysunek dzigki uprzejmosci A.
Kuffel]

Funkcja rozkladu ggstosci wody wokot biatka AFP zostata wyznaczona w dwoch etapach. W
pierwszym kroku, okreslitem funkcje ns(r), ktora opisuje jak wiele czasteczek wody jest obecnych
w zakresie odleglosci (r, r+dr) od odpowiedniej ,.bazalne;” powierzchni czasteczki biatka. W
drugim kroku, bralem pod uwage oddzielnie pudetko symulacyjne zawierajace wylacznie czysta
wodg. Wilozytem w to pudetko czasteczke biatka, usuwajac wszystkie czasteczki wody, ktorych
wspotrzedne przypadaja w przestrzeni zajmowanej przez czasteczke biatka. Uzytem nastgpujacego
kryterium dla tego usuwania: kazda czasteczka wody, ktorej srodek znajdowat sie¢ w odlegtosci 0,05
nm od jakiegokolwiek atomu biatka zostata usunigta. Nastepnie, dla czasteczek wody wybranych w
taki sposob, okreslitem funkcj¢ nw(r), ktora okresla jak wiele czasteczek wody ,,bulk” jest obecnych
w zakresie odlegltosci (r,r+dr) od powierzchni. Funkcja rozkladu ggstosci, g(r) jest obliczona jako

iloraz g(r)=ns(r)/nw(r).
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Podobnie jak w przypadku prostych peptydow (poliglicynowych, poliserynowych oraz
polialaninowych) uzytem parametréw stra(r), scon(r) oraz sort(r) wyliczonych dla odlegtosci r=0,58
nm od kazdej z trzech plaszczyzn bialka. Rowniez dla tych plaszczyzn wykreslitem diagram
uporzadkowania. Takze w przypadku biatka sbwAFP zaimplementowatem modyfikacje parametru
lokalnego uporzadkowania polegajaca na eliminacji efektu ,,wylaczonej objetosci”. Chociaz
zaprezentowany pomyst wydaje si¢ by¢ dos¢ prosty, moze on tutaj nasuwaé pewne watpliwosci,
bowiem powierzchnia biatka nie jest gtadka, a granica pomigdzy ta powierzchnia 1 otaczajaca woda
solwatacyjna charakteryzuje si¢ zlozonym ksztaltem. Podczas wykonywania procedury
»wypelniania” zostaly usunigte wszystkie czasteczki wody ktorych $rodki znajdowaty si¢ w obrgbie
pewnej odlegtosci dy od jakiegokolwiek atomu biatka. Jesli wybrana warto$¢ dy okazata sig zbyt
wielka lub zbyt mata, ksztalt granicy biatko-woda moze zosta¢ zdeformowany 1 wyciagane wnioski
beda niepoprawne. Stad jestem S$wiadom, ze uzycie jednej arbitralnej odleglosci do od
jakiegokolwiek atomu biatka jest uproszczeniem. Dlatego tez uzyskane wyniki powinny by¢

traktowane tylko jako ,,potilosciowe”.

4.2.11. Mozliwe zrodla bledow wyznaczonych wielkosci fizycznych

Najwazniejszym zrodtem biedoéw jest prawdopodobnie ograniczona i stosunkowo niewielka
liczba czasteczek - zwlaszcza w pierwsze] warstwie solwatacyjnej. Oznacza to usrednianie
rezultatow po stosunkowo mato licznej probie. Z tego tez wzgledu obliczenia powtarzano po kilka

razy. Podane w tabelach i analizowane przeze mnie rezultaty stanowia $rednia z wielu powtorzen.
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5. Wyniki i ich dyskusja

Na poczatek omowie wilasnosci strukturalne takie jak: funkcje rozkladu gestosci wody
wzgledem osi peptydu (co pozwolito na zdefiniowanie warstw solwatacyjnych wokot peptydu i
okreslenie zakresu zaburzen spowodowanych obecnoscia peptydu), katy Eulera opisujace utozenie
czasteczek wody wzgledem peptydu oraz funkcje rozktadu radialnego opisujace ulozenie sig
czasteczek wody wzgledem okreslonych atoméw peptydu. Nastepnie zajmg si¢ analiza geometrii i
energii pojedynczego wiazania wodorowego, jak tez 1 calej sieci wigzah wodorowych wokot
peptydu. To wszystko pozwoli mi na ulatwienie interpretacji otrzymanych warto$ci parametréw

uporzadkowania wody wzgledem peptydu, a nastgpnie parametrow opisujacych uporzadkowanie

samej wody w_otoczce solwatacyjnej. Jednoczesnie badane przeze mnie wilasnosci strukturalne

pozwola mi na weryfikacj¢ stworzonych miar uporzadkowania. Po omowieniu parametréw
uporzadkowania przejde do opisu wlasnosci dynamicznych, na ktére wplyw maja takze wlasnosci
strukturalne. Na koncu przedstawig¢ podsumowanie uzyskanych wynikoéw co powinno pozwoli¢ mi
na przedstawienie spojnego obrazu struktury i dynamiki wody w otoczce solwatacyjnej prostych
polipeptydéw, ale przede wszystkim roli 1 znaczenia zastosowanych parametrow uporzadkowania w

opisie struktury wody hydratacyjnej.
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5.1. Struktura wody w otoczce solwatacyjnej

5.1.1.  Funkcje rozkladu gestosci wody wzgledem osi peptydu

Rys. 5.1.1.1. Funkcje rozktadu ggstosci wody wzgledem odlegtosci r od osi peptydu okreslone dla czterech
roéznych konformacji poliseryny, polialaniny, polialaniny z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi oraz poliglicyny.

Rozktady tych funkcji zostaty porozsuwane pionowo dla lepszej przejrzystosci.
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Rys. 5.1.1.2. Funkcja rozkladu ggstosci wody wzgledem odlegtosci r od osi konformacji liniowej ,,natywnej” (linia

ciagta) i liniowej z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi (linia przerywana) polialaniny.
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Rys. 5.1.1.3. Opis poszczegdlnych pikéow funkcji rozktadu gestosci wody wzgledem odlegtosci r od osi peptydu na
przyktadzie konformacji: a) liniowej tancucha poliserynowego, b) a-helikalnej polialaniny, c) liniowej tancucha
poliserynowego.

Funkcja rozkladu gestosci wody wzgledem osi peptydu g(r) wiele mowi o zakresie
zaburzen, jakie wprowadza w struktur¢ wody obecno$¢ peptydu. Z uzyskanych wykresow (Rys.
5.1.1.1.) odczytalem zasigg pierwszej i drugiej warstwy solwatacyjnej. Za granicg pierwszej i
drugiej warstwy solwatacyjnej wzialem wartosci odpowiednich minimow funkcji g(r). Granicg
pomiedzy pierwsza, a druga warstwa solwatacyjna mozna uzna¢ za umowna, poniewaz bior¢ pod
uwage jedynie odlegtos¢ od osi peptydu. Z tego rysunku odczytalem tez zakres zmian

strukturalnych w wodzie indukowanych obecnoscia peptydu — nie przekracza on 1,15 nm od osi

peptydu.

Na Rys. 5.1.1.1. przedstawitem poréwnanie przebiegu funkcji g(r) dla poliseryny,
polialaniny oraz polialaniny z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi (,,wysoce hydrofobowe;”).
Juz na pierwszy rzut oka mozna zauwazy¢ znaczne podobienstwo pomigdzy przebiegiem tych
funkcji dla poliseryny i polialaniny, pomimo tego iz seryna jest uwazana za aminokwas polarny, za$
alanina za aminokwas hydrofobowy. W przypadku tancucha wyprostowanego (konformacji
liniowej) nie wida¢ zadnych wigkszych roéznic pomigdzy poliseryna, a polialaning. W przypadku

formy a-helikalnej poréwnujac polialaning z poliseryna mozemy zaobserwowaé w przypadku tej
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drugiej zanik niewielkiego piku (~0,47 nm) zwiazanego z tworzeniem si¢ wigzan wodorowych
pomigdzy szkieletem peptydowym, a woda; w przypadku formy liniowej obu tych peptydow takiej
roznicy nie obserwujemy, co mozna wytlumaczy¢ wigksza dostgpnoscia atomu tlenu
karbonylowego i azotu amidowego w przypadku konformacji liniowej; w przypadku konformacji
helikalnych dostgp do tlenu karbonylowego poliseryny jest bardziej utrudniony niz do tlenu

karbonylowego polialaniny.

Przebieg dla konformacji z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi pozwolil mi przede
wszystkim na uwidocznienie wplywu wiazan wodorowych tworzonych przez czasteczki wody z
tlenem karbonylowym 1 azotem amidowym szkieletu peptydowego. Co ciekawe mozna
zaobserwowa¢ wigksze podobienstwo pomigdzy poliseryna 1 polialaning ,,natywna” anizeli
pomiedzy polialaning ,,natywna” 1 polialaning ,,wysoce hydrofobowa”. W przypadku form
polialaniny z wyzerowanymi ladunkami czastkowymi od razu rzuca si¢ w oczy zanik
»rozszczepienia” pikow (za wyjatkiem konformacji PII). Pokazuje to wage oddziatywan
elektrostatycznych nawet w przypadku peptydéw uwazanych za hydrofobowe. Wynika to z tego, ze
w przypadku peptydow z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi, nie mamy do czynienia z
wigzaniami wodorowymi pomigdzy szkieletem peptydu (zwlaszcza atomami tlenu karbonylowego),
a woda z I otoczki solwatacyjnej. To, Ze ,zanik rozszczepienia” nie zachodzi w przypadku
konformacji PII mozna wyjasni¢ tym, ze struktura ta jest ze swej natury bardziej ,,otwarta” niz
pozostate formy helikalne w wyniku czego umiejscowienie czasteczki wody w jej wngce nie jest

kosztowne pod wzgledem entropowym (czasteczka wody ma nadal do§¢ duza swobodg ruchow).

Znaczenie poszczegolnych pikow zostalo zobrazowane na Rys. 5.1.1.3. Pik odpowiadajacy
wodzie znajdujacej si¢ wokol grup metylowych w przypadku poliseryny nie wynika wylacznie z
obecno$ci wody wokol grupy metylowej, ale bierze pod uwagg réwniez obecnos¢ wody wokot
grupy hydroksylowej. Ttumaczy to rdwniez przesunigcie tego piku w kierunku wigkszych wartosci
1, zwlaszcza w przypadku form: liniowej, PII 1 3,0, w mniejszym zakresie w przypadku konformacji
a-helikalnej. Wida¢ wyraznie ze szczeg6lnie dobrze wyksztatcone sa piki odpowiadajace I warstwie
solwatacyjnej; pik odpowiadajacy II warstwie jest znacznie mniejszy co sugeruje, ze wplyw
peptydu ogranicza si¢ tylko do czasteczek wody bezposrednio go otaczajacych. Piki odpowiadajace
I i IT warstwie sa oddzielone od siebie wyraznym minimum. W przypadku helis PII potozenie
maksimum niewiele odbiega od maksimum dla form liniowych, co jest skutkiem specyficznej,
otwartej budowy tej helisy nie posiadajacej wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych wskutek

czego czasteczki wody moga w duzej mierze sigga¢ do ,,zalomow” tej struktury; nie tworzy si¢
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objetos¢ wylaczona dal rozpuszczalnika w takim sensie w jakim jest ona obecna w przypadku

pozostatych analizowanych przeze mnie helis.

Dla ,,natywnych” polipeptydow opartych na alaninie i serynie obserwuj¢ piki wielokrotne
(,,rozszczepione”) w przeciwienstwie do wynikow uzyskanych dla poliglicyny, co jest wyrazna
konsekwencja obecnos$ci bocznej grupy metylowej w reszcie alaninowej oraz = grupy
hydroksymetylowej w reszcie serynowej. Czym dana konformacja ,natywna” jest bardziej
rozciagnigta tym bardziej widoczne jest rozszczepienie pikow, co moze nawet ztudnie wskazywac
na istnienie 3 warstw solwatacyjnych. Oddziatywaniom wody ze szkieletem peptydu odpowiadaja
piki dla najmniejszych wartos$ci r (Rys. 5.1.1.3.; dla konformacji liniowej i PII polialaniny sa to piki
majace maksima przy r~0,35 nm; dla konformacji 3o pik majacy maksimum przy ~0,45 nm, za$ dla
a-helisy pik przy ~0,55 nm). Mozna zauwazy¢, ze im konformacja jest bardziej rozciagnigta, tym
warto$ci tego maksimum sa wigksze (zalezno$¢ ta nie dotyczy konformacji PII, ktora ma nawet
wyzsze maksimum niz forma liniowa). Mozna to wytlumaczy¢ zwigkszajaca si¢ trudnoscia w
dostaniu si¢ czasteczki wody do szkieletu peptydu w przypadku form ,.kompaktowych” (w ktérych
tworza si¢ wiagzania wodorowe pomigdzy tlenem karbonylowym jednej reszty, a wodorem
amidowym innej reszty). To, ze niewielkie rozszczepienie tego piku ~0,30 nm jest najsilniej
widoczne w przypadku konformacji liniowej tlumaczg tym, ze w przypadku tej konformacji
zatozenie o walcowym ksztaltcie czasteczki jest najmniej spelnione, przez co uwidaczniaja si¢ dwa
»zabki” na piku, z ktéorych ten dla mniejszego r wynika z obecnosci wody wokoét tlenu
karbonylowego, za$ ten dla nieco wigkszego r z hydratacji grup CH szkieletu. Niewielkie
uwypuklenie odpowiadajace hydratacji grup CH szkieletu jest takze widoczne dla a-helisy (~0,55
nm), przy czym tutaj zlewa si¢ on z pikiem (~0,65 nm) odpowiadajacym hydratacji bocznych grup
metylowych. W przypadku pozostatych konformacji wypuklenia wynikajace z hydratacji bocznych
grup metylowych wystepuja przy (~0,55 nm, helisa PII), (~0,65 nm; helisa 3), (~0,65 nm; a-
helisa).

Odlegtos¢ przy jakiej obserwuje maksimum pierwszego piku zalezy od szerokosci struktury
drugorzedowej. Mozna zauwazy¢ przesuwanie si¢ maksimum ku mniejszym warto$ciom wraz ze
zmniejszaniem si¢ srednicy struktury (Rys. 5.1.1.2.). W przypadku helisy PII potozenie maksimum
jest zblizone do tego dla konformacji liniowej. Funkcja g(r) ma najbardziej zlozony ksztatt w

przypadku konformacji liniowej co jest skutkiem najwigkszej asymetrycznos$ci tego uktadu.

Przypominam, ze przez ,,08 peptydu” rozumiem o$ odpowiadajaca najmniejszej wartosci
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momentu bezwtadno$ci peptydu, nie za§ geometryczng o$ symetrii (lekko nachylona wzglgedem
pierwszej). Moze to mie¢ pewien niewielki wplyw na réznice w szerokosci i1 ksztalcie pierwszego

piku wystepujace pomigdzy uktadami.

5.1.2. Orientacja przestrzenna czasteczek wody w stosunku do osi peptydu

W celu okreslenia orientacji czasteczek wody wzgledem osi peptydu wyznaczytem rozktady
prawdopodobienstwa katow a, B i y (vide: Rozdz. 4.2.2.). Przyktadowe rozktady tych katow
przedstawilem na Rysunku 5.1.2.1. Wigcej rysunkéw zamiescitem w Suplemencie do tego

rozdziatu.

W przypadku o-helisy (Rys. 5.1.2.S7) oraz helisy PII (Rys. 5.1.2.S3) polialaniny wida¢ w
najblizszym sasiedztwie peptydu wyrazne preferencje dla kata 90° co oznacza ustawienie
czasteczek wody ptaszczyzna prostopadle do plaszczyzny peptydu. Dla konformacji liniowej (Rys.
5.1.2.S1) oraz helisy 310 (Rys. 5.1.2.S5) polialaniny widoczne jest preferowanie kata 0/180°, ktéry
to oznacza ustawienie czasteczek ptaszczyzna réwnolegle do ptaszczyzny peptydu; w przypadku
helisy 3;p mamy takze do czynienia z mniejsza, ale widoczna preferencja dla kata 90°. Jesli
spojrzymy na rozktady kata o dla konformacji polialaniny z wyzerowanymi tadunkami
czastkowymi (Rys. 5.1.2.S2, Rys. 5.1.2.54, Rys. 5.1.2.S6, Rys. 5.1.2.S8) widoczna jest w przypadku
wszystkich konformacji preferencja kata 0/180°, za§ minimum jest dla wartosci kata 90°. Z tego
mozna wnioskowac, ze oddziatywania elektrostatyczne maja najwigkszy wplyw na kat o (utozenie
plaszczyzny czasteczki wody wzgledem powierzchni peptydu) w przypadku a-helisy, helisy PII
oraz helisy 310, za$ najmniejszy w przypadku konformacji liniowej. To ostatnie mozna wythumaczy¢

znaczng dostepnoscia szkieletu peptydowego.

Jesli chodzi o poliseryne (Rys. 5.1.2.S9) to w najblizszym sasiedztwie peptydu wyrazna jest
preferencja dla utozenia ptaszczyzna czasteczki wody réwnolegle do ptaszczyzny peptydu (kat
~0/180°) w przypadku konformacji liniowej, oraz helis: a i 310; w przypadku helisy 3,0 mamy takze
do czynienia ze sktonno$cia do ustawienia si¢ czasteczek wody ,,pod skos” (katy ~55° 1 ~125°);
natomiast czasteczki wody wokoét helisy PII  faworyzuja kat ~90° czyli uktadaja si¢ prostopadle do
»walca” tworzonego przez peptyd. Generalnie w przypadku a-helisy i1 helisy 3, tendencje do
przyjmowania przez czasteczki wody w I warstwie solwatacyjnej okre§lonej wartosci kata o sa

stabsze niz w przypadku dwoch pozostatych analizowanych konformacji poliseryny.
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W przypadku wszystkich analizowanych konformacji poliglicyny A. Kuffel i J. Zielkiewicz
[2] zaobserwowali w najblizszym sasiedztwie peptydu preferencje dla kata o wynoszacego ~0/180°
czyli dla ulozenia czasteczek wody rownolegle wzgledem plaszczyzny peptydu. Takie ulozenie w
ktérym czasteczki wody nie kieruja atomu wodoru badz tlenu wprost na peptyd utatwia utrzymanie
sieci wigzan wodorowych pomigdzy czasteczkami rozpuszczalnika w sytuacji gdy peptyd nie ma
wystarczajacej liczby akceptoréw 1 donoréw wigzan wodorowych zdolnych do kompensowania
wszystkich wigzan wodorowych tworzonych przez czasteczki w czystej wodzie, a zwlaszcza w
przypadku a-helisy i helisy 39, gdzie miejsca mogace tworzy¢ takie wigzania sa zaangazowane w
wewnatrzczasteczkowe wiazania wodorowe stabilizujace struktur¢ helikalna. W przypadku
poliglicyny utrzymanie integralno$ci sieci wiazan wodorowych jest wzglednie tatwe z powodu
braku tancuchow bocznych mogacych w pewnym stopniu ,,rozrywacé” taka sie¢ jak w przypadku

polialaniny i poliseryny.

Generalnie w przypadku polialaniny dla katow a 1 y mozna zaobserwowac bardziej wyrazne
preferencje, anizeli dla kata [ (podobna sytuacj¢ stwierdzili A. Kuffel 1
J. Zielkiewicz [2] dla poliglicyny). Przyczyna moze by¢ to, ze przy stalych wartosciach katow a iy,
zmiana kata  nieznacznie zmienia odleglo$¢ atoméw wodoru od czasteczki peptydu. Ponadto gdy
rozktad prawdopodobienstwa dla kata o ma maksimum przy ~0/180° woéwczas wektor Ozy jest
skierowany wprost na o$ peptydu (lub wystgpuje w orientacji przeciwnej), co implikuje to, ze nawet
duze zmiany kata [ sa stabo widoczne w postaci zmiany utozenia czasteczki (w przeciwienstwie do
sytuacji gdy kat a wynosi ~90°). Wokdét wszystkich rozwazanych konformacji mozna
zaobserwowa¢ maksima przy wartosci kata ~ 90° i ~270°, a minimum w okolicach ~0/180°.
Wynika z tego, ze czasteczki rozpuszczalnika nie kieruja atomu tlenu ani wodoru wprost na peptyd.
Po czgs$ci mozna to wythumaczy¢ efektem hydrofobowym, ktory amfifilowy peptyd polialaninowy
mniej lub bardziej; wywotuje. Rozmiary peptydu sa zbyt duze aby byta mozliwo$¢ swobodnego
tworzenia wiagzan wodorowych pomigdzy czasteczkami wody w I warstwie solwatacyjnej; z drugiej
strony nie zawsze jest mozliwo$¢ tworzenia wiazan wodorowych ze szkieletem peptydu. Z
podobnym przebiegiem rozktadu katéw [ mamy do czynienia w przypadku peptydéw
poliserynowych (Rys. 5.1.2.510). Na  tym tle  jednak  wyrdznia si¢
a-helikalna poliseryna gdzie praktycznie wszystkie wartosci katow sa rOwnouprawnione oraz
poliserynowa helisa PII gdzie preferencja dla katow ~90° i ~270° ,ulegla rozszczepieniu” w
wyniku czego mamy cztery piki. Z tego mozna wnioskowac, iz w przypadku a-helisy poliserynowej

dostep do szkieletu peptydu jest szczegdlnie utrudniony w wyniku czego czasteczkom wody nie
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pozostaje nic innego jak mozliwo$¢ tworzenia wigzan wodorowych z grupami hydroksylowymi
fancuchow bocznych. W przypadku polialanin z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi przebieg
wykresu jest podobny jak dla form ,,natywnych” z mniej wyrazistymi maksimami 1 minimami, co
potwierdza, ze 1) jest on determinowany w duze] mierze geometria peptydu i efektem
hydrofobowym, 2) w przypadku form ,,wysoce hydrofobowych” czasteczki wody nie dostaja sig tak
blisko ,,wnetrza” peptydu jak w przypadku form natywnych, gdyz zostata im odebrana mozliwos¢

tworzenia korzystnych pod wzgledem energetycznych wigzan wodorowych ze szkieletem peptydu.

W przypadku poliglicyny A. Kuffel i J. Zielkiewicz [2] zaobserwowali we wszystkich
analizowanych konformacjach preferencjg¢ dla katow ~90° i ~270° (a minimum dla katow ~0/360° i
~180°), a wiec dla sytuacji w ktorej czasteczki wody ustawiaja si¢ tak, ze wektor Ozw czasteczki

rozpuszczalnika nie odchyla si¢ na boki wzgledem osi peptydu.

Kat vy wykazuje znaczne preferencje do przyjmowania okreslonych wartosci. Jego wartos¢
mozna powiaza¢ z mniej lub bardziej znaczacymi zmianami odlegtosci pomigdzy atomami wodoru
a peptydem (przy ustalonych warto$ciach katoéw o i B). W przypadku konformacji liniowej
polialaniny (Rys. 5.1.2.S1) wida¢ wyrazng preferencje dla kata ~90°, co oznacza ze atom tlenu
czasteczki wody jest zorientowany na peptyd, a oba atomy wodoru sa z grubsza réwno odlegle od
osi peptydu 1 kieruja si¢ ku zewngtrznej czgsci otoczki solwatacyjnej. Generalnie w tym wypadku
mozemy wyrdézni¢ preferowany zakres katow w przedziale ~0-180°, i niepreferowany w zakresie
~180-360°; a wigc mamy do czynienia ze sktonno$cia czasteczek wody do kierowania swoich
wodorow w strong glebi roztworu. a-Helisa z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi (Rys.
5.1.2.82) sprzyja katom y wynoszacym ~30°, ~150° oraz ~270°, za§ minima wystgpuja przy ~90°,
~210° oraz ~330°. W przypadku polialaninowej helisy PII (Rys. 5.1.2.S3) obok preferencji dla kata
~90° pojawia si¢ sklonnos¢ do przyjmowania wartosci ~210° i ~330°. Odpowiadaja one takiemu
utozeniu czasteczki, ze jedno z wigzan O-H jest skierowane wprost na peptyd (przy zastrzezeniu, ze
kat a nie jest bliski 0). Oznacza, to ze w tym przypadku wiazanie to nie moze shuzy¢ jako donor
wiazania dla pozostatych czasteczek wody, bedzie mogto co najwyzej tworzy¢ wigzanie wodorowe
z peptydem. Jesli chodzi o formg ,wysoce hydrofobowa” (z wyzerowanymi tadunkami
czastkowymi) to w przypadku helisy PII (Rys. 5.1.2.S4) w najblizszym sasiedztwie peptydu mamy
do czynienia z antykorelacja preferencji pomigdzy ta forma a struktura ,,natywna” (tam gdzie
wystgpuja maksima w ,,natywnej”, tam w ,,wysoce hydrofobowej” mamy maksima i na odwrot).
Dowodzi to istotnej roli wigzan wodorowych tworzonych przez czasteczki wody ze szkieletem

helisy PII. W przypadku polialaninowej helisy 310 (Rys. 5.1.2.S5) wyrazna jest sktonno$¢ do
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przyjmowania przez czasteczki wody katow y o wartosciach ~210° 1 ~330°, co oznacza zZe
czasteczki rozpuszczalnika w najblizszym sasiedztwie tej helisy przynajmniej jedno z wigzan O-H
kieruja wprost na peptyd (przy zatozeniu, ze kat a odbiega od 0). Oznacza to, ze w tym przypadku
mozliwo$¢ utworzenia wigzania wodorowego z innymi czasteczkami wody bedzie utrudniona,
zajdzie jednak mozliwo$¢ utworzenia takiego wigzania z atomami peptydu. Jednoczes$nie w
wypadku tej konformacji wida¢ minimum przy ~270°, co oznacza nieche¢ czasteczek wody do
kierowania swojego kata rozwartego pomigdzy swoimi wigzaniami O-H na peptyd, czyli sytuacji w
ktorej oba atomy wodoru sa mniej wigcej rowno odlegle od osi peptydu. W przypadku ,,wysoce
hydrofobowej” konformacji 350 (Rys. 5.1.2.86) rozkitad prawdopodobienstwa wystgpowania
okreslonych katow y przypomina ten dla form z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi w
przypadku formy liniowej 1 PII, mozna jednak zauwazy¢ ze dazno$¢ do przyjmowania kata 270°
(odpowiadajacego sytuacji w ktorej czasteczki wody ustawiaja si¢ dwusieczna kata HOH ku
powierzchni peptydu) pojawia si¢ dla czasteczek wody bardziej oddalonych od osi peptydu.
Generalnie sktonno$¢ czasteczek wody do unikania kierowania ,ramion” O-H na peptyd w
przypadku form z wyzerowanymi ladunkami czastkowymi jest po prostu skutkiem efektu
hydrofobowego, czyli m. in. swoistego dopasowania si¢ czasteczek wody do struktury peptydu w
taki sposob aby byta mozliwo$¢ utworzenia korzystnych pod wzgledem energetycznym wigzan
wodorowych z sasiednimi czasteczkami wody. Bardzo wyrazna dazno$¢ do przyjmowania katow
210° 1 330° jest widoczna w najblizszym sasiedztwie a-helisy polialaninowej (Rys. 5.1.2.S7).
Oznacza to, ze w tym przypadku w najblizszym sasiedztwie (0,35-0,51 nm od osi tej a-helisy)
mamy czasteczki wody, ktore najczesciej kieruja swoje wigzania O-H w kierunku peptydu. Jednak
w przypadku czasteczek wody znajdujacych si¢ nieco dalej (0,51-0,77 nm od osi peptydu) podobnie
jak w przypadku wigkszej odlegtosci od helisy 310 (0,52-0,74 nm od osi peptydu) znajduje si¢
wigcej czasteczek wody o preferencjach dla katoéw ~30°, ~150° oraz ~220° (i minimach przy ~90°,
~210°, ~330°). W przypadku formy z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi (Rys. 5.1.2.S8) nie

wida¢ tak wyraznych preferenc;ji.

Jesli chodzi o poliseryng (Rys. 5.1.2.S11) to w przypadku konformacji liniowej w
najblizszym sasiedztwie peptydu wida¢ wyrazna preferencje dla kata ~90°, czyli dla sytuacji w
ktorej atom tlenu czasteczki wody jest zorientowany na peptyd, a oba atomy wodoru sa mnigj
wigce] rowno oddalone od osi peptydu kierujac si¢ w strong glebi roztworu. W przypadku
czasteczek bardziej oddalonych preferowane staja si¢ katy ~210° oraz ~330° odpowiadajace
sytuacji, ze jedno z ,,ramion” O-H kieruje si¢ wprost na peptyd (dla kata o réznego od ~0) co

wskazuje na mozliwo$¢ tworzenia si¢ wiazan wodorowych pomiedzy czasteczkami wody, a
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peptydem np. z grupami hydroksylowymi. Czasteczki w najblizszym sasiedztwie poliserynowej
helisy PII takze najchgtniej przyjmuja wartosci kata réwne ~210° i ~330°, w mniejszym stopniu
preferowany jest tez kat 90° Czasteczki wody wokoét helisy 310 wykazuja pewna niewielka
preferencje dla wartosci kata y rownych 210° 1 330°, za§ w przypadku poliserynowej a-helisy
podobnie jak w przypadku katow a i B cigzko mowi¢ o jakichkolwiek preferowanych wartosciach
katéw vy. Oznacza to, ze czasteczki wody wokdt tych helis mozliwosci tworzenia wiazan

wodorowych praktycznie we wszystkich kierunkach.

W przypadku konformacji poliglicynowych zaobserwowano [2] sytuacj¢ w ktérej na
rozktadzie prawdopodobienstw kata y poczawszy od ~30° wystgpuja naprzemiennie maksima i
minima niemal doktadnie co 60°. Dwa pierwsze piki przy ~30° 1 ~150° maja taka sama wysokos¢,
trzeci (~ 270°) jest nizszy. Pierwsze minimum (~90°) jest najglebsze, dwa dalsze (~210° 1 ~330°) sa
ptytsze. Pierwsze i1 drugie maksimum odpowiadaja sytuacji w ktorej czasteczki wody orientuja si¢
w taki sposob, aby jedno z ich ,,ramion” O-H znajdowato si¢ jak najdalej peptydu i byto skierowane
od peptydu w strong glebi rozpuszczalnika w wyniku czego drugie ,,rami¢” O-H nie jest takze
skierowane wprost na peptyd, ale znajduje si¢ pod katem umozliwiajacym jego funkcjonowanie
jako donoru wiazania dla innej czasteczki rozpuszczalnika. Nieco nizsze trzecie maksimum
odzwierciedla czasteczki wody, ktore kieruja dwusieczna kata pomiedzy ,,ramionami” wprost na
peptyd z oba atomami wodoru mniej wigcej rowno odleglymi od osi peptydu 1 w blizszej odlegtosci
anizeli atom tlenu czasteczki wody. Wida¢ wyraznie, ze niezaleznie od sktadu aminokwasowego 1
konformacji wyrazne maksima badZ minima dla rozktadu prawdopodobienstwa wystgpowania
okreslonego kata y moga pojawiaé si¢ tylko w okreslonych miejscach na wykresie poczawszy od

wartosci ~30° co ~60° czyli przy: ~30°, ~90°, ~150°, ~210°, ~270°, ~330°.
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Rys. 5.1.2.1. Rozktad wartosci katow a, B, v dla kolejnych przedziatow odlegtosci od osi peptydu polialaninowego o
konformacji a; od najgrubszej do najcienszej linii kolejno przedziaty: 0,35-0,51 nm, 0,51-0,77 nm, 0,77-1,04 nm, 1,04-
1,41 nm, 1,41-1,98 nm od osi peptydu.

5.1.3. Oddzialywanie otoczki solwatacyjnej z atomami peptydu

Znacznie precyzyjniejsza miarag oddzialywan czasteczek wody z atomami peptydu sa
funkcje rozkladu radialnego atoméw wodoru 1 tlenu tych czasteczek wokdt wybranych atomow
peptydu: tlenu karbonylowego (vide: Suplement; Rys. 5.1.3.S1), azotu amidowego (Rys. 5.1.3.S3),
wodoru amidowego (Rys. 5.1.3.S2) - w przypadku wszystkich badanych konformacji oraz wokoét

tlenu hydroksylowego (w przypadku poliseryny; Rys. 5.1.3.54).

W przypadku kazdego z badanych uktadow na funkcji rozktadu radialnego atomow tlenu i
wodoru czasteczki wody wokot tlenu karbonylowego peptydu widoczny byt najpierw pik
odpowiadajacy atomowi wodoru, a nastgpnie tlenu, co wskazuje na istnienie wiazania wodorowego
(Rys. 5.1.3.1). W przypadku poliglicyny A. Kuffel i J. Zielkiewicz [2] zaobserwowali, Ze najlepie;j
wyksztatcone sg piki dla helisy PII i konformacji liniowej, co jest skutkiem tego ze w przypadku
tych dwoch struktur dostgp czasteczek rozpuszczalnika do tlenu karbonylowego byt najtatwiejszy,
gdyz nie jest on tutaj zaangazowany w wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe. Podobne

zjawisko zaobserwowatem w przypadku konformacji polialaniny i poliseryny — tutaj réwniez piki
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sa duzo wyzsze 1 ostrzejsze w przypadku dwoéch wspomnianych konformacji. Zaré6wno w
przypadku poliseryny jak i polialaniny najwyzsze piki zaobserwowatem w przypadku konformacji
PII, co jest zgodne z wynikami badan Mezei'a i wsp. [164], ze helisa PII sposrod konformacji
polialaniny tworzy $rednio najwigcej wiazan wodorowych z woda w przeliczeniu na aminokwas.
Jesli chodzi o konformacje helikalne to piki odpowiadajace hydratacji tlenéw karbonylowych sa
wyzsze w przypadku polialany anizeli poliseryny, co jest oczywiscie wynikiem wigkszej

dostgpnosci tych akceptorow wigzan wodorowych w pierwszym przypadku.

Patrzac na funkcje rozktadu radialnego wokol wodoru amidowego oraz azotu amidowego
wyraznie widaé, ze zarowno w przypadku polialaniny jak i poliseryny o wiazaniach wodorowych w
ktoérych atom wodoru amidowego jest donorem wiazania wodorowego mozemy mowi¢ tylko w
przypadku tancucha wyprostowanego i helisy PII. Wyraznie wyrdznia to te dwie konformacje od
helis z wewnatrzczasteczkowymi wiazaniami wodorowymi: o 1 3j. Podobne zjawisko
zaobserwowala A. Kuffel [224] w przypadku poliglicyny. Roznice w przebiegu funkcji rozktadu
radialnego wokot tlenu karbonylowego a azotu 1 wodoru amidowego potwierdzaja potwierdzony
eksperymentalnie przez Stangreta i wsp. [225] fakt, ze czasteczka wody oddziatuje silniej z tlenem
karbonylowym anizeli z wodorem grupy amidowej, gdyz wiazania wodorowe z tlenem
karbonylowym tworza si¢ mniej lub bardziej w przypadku wszystkich analizowanych przeze

konformacji niezaleznie od sktadu aminokwasowego.

Analizujac funkcje rozkladu radialnego atomoéw tlenu i wodoru czasteczek wody wokot
tlenu hydroksylowego poliseryn nie obserwuj¢ jako$ciowych roéznic pomigdzy analizowanymi
konformacjami. We wszystkich przypadkach wida¢ wyraznie ostre i znaczace piki obrazujace
wiagzania wodorowe tworzone pomigdzy rozpuszczalnikiem a tancuchami bocznymi reszt
serynowych. Ponownie najostrzejszy pik jest w przypadku helisy PII, co wspiera tezg, ze helisa PII
powoduje najmniejsze uporzadkowanie przestrzenne czasteczek wody i dobrze wpasowuje si¢ w
strukturg rozpuszczalnika nie tylko w przypadku polialaniny [164], czy poliglicyny [2], ale takze w
przypadku poliseryny.

Rys. 5.1.3.S4 potwierdza mozliwos$¢ tworzenia si¢ mostkéw wodnych pomigdzy grupami
hydroksylowymi poliseryny. Na istnienie takich mostkow wskazywat juz Gomide Freitas 1 wsp.
[11], za$§ Doruker 1 Bahar [6] znaleZli, Ze najbardziej prawdopodobna warto$¢ kata tworzacego si¢
pomigdzy wigzaniem kowalencyjnym CB-Oy 1 wigzaniem wodorowym OyeesO(woda) w przypadku

a-helisy poliserynowej wynosi 105°, co jest do$¢ bliskie warto$ci kata tetraedrycznego (109°28').
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Rys. 5.1.3.1. Przyktadowe funkcje rozktadu radialnego atomow wodoru (linia przerywana) i tlenu (linia ciagta) wokot
tlenu karbonylowego peptydu w przypadku formy liniowej poliseryny (rysunek po lewej) i a-helisy poliserynowej
(rysunek po prawej stronie).

5.1.4. Geometria i energia wigzan wodorowych. Geometria sieci wigzan

wodorowych

W celu analizowania wlasciwos$ci danego wigzania wodorowego biorg pod uwage $rednia
liczbe wiazan wodorowych przypadajacych na czasteczke wody, $rednia energi¢ tego wiazania, i
rozklady prawdopodobienstwa nastgpujacych wielkosci: kata Poon, odleglosci tlen-tlen Roo,
dhugosci wiazania wodorowego don (vide: Rozdz. 4.2.5.). Wszystkie te wihasciwosci okreslitem
oddzielnie dla pierwszej 1 drugiej warstwy solwatacyjnej (i takze oczywiscie) dla czystej wody
TIP4P. Wyniki zebratem takze w Tabeli 5.1.4.1. Okreslenie wlasciwosci wiazania wodorowego jest
o tyle istotne, ze determinuje ono w olbrzymim stopniu wlasciwosci strukturalne, jak 1 dynamiczne
wody jak chociazby jej anomalie w poréwnaniu z innymi cieczami. Generalnie geometria wigzania
wodorowego widoczna w pierwszej warstwie solwatacyjnej, zmienia si¢ nieznacznie w pordéwnaniu
z ta dla czystej wody wspierajac tez¢ o niewielkich zmianach struktury wody “solwatacyjnej”. W
celu uzyskania bardziej szczegdtowego opisu, mozna si¢ zapytac jak rozktady prawdopodobienstwa
(Bus, Roo, don) w ramach warstwy solwatacyjnej odchodza od wartosci dla czystej wody. Rys.
5.1.4.1-4. uwidaczniaja roéznic¢ w rozktadach prawdopodobienstwa pomigdzy woda z I warstwy

solwatacyjnej a czystym rozpuszczalnikiem, w przypadku wspomnianych wielkosci.

W przypadku poliseryny (Rys. 5.1.4.4) zaobserwowane roznice w wartosciach Boon, Roo,
dou sa podobnego rzedu jak w przypadku polialaniny (Rys. 5.1.4.2). Réznice te narastaja wraz ze
stopniem skrecenia peptydu — najmniejsze zmiany obserwowane sa w przypadku konformacji

liniowej, najwigksze w przypadku a-helisy. Patrzac na rozklady prawdopodobienstw wartosci Boo,
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Roo 1 don mozna zaobserwowaé, w przypadku I warstwy hydratacyjnej poliseryny wyostrzajace sig¢
piki, szczegélnie w przypadku helis. Je§li chodzi o kat Poon, wida¢ wyrazna kolejno$¢ w
wyostrzaniu si¢ pikow. Podobna tendencj¢ jak 1 przebieg wspomnianych wielkoS$ci
zaobserwowalem w przypadku polialaniny (Rys. 5.1.4.2) z tym, ze tam nie widac¢ istotniejszych
réznic pomigdzy rozktadami dla fancucha wyprostowanego a helisy PII. Generalnie zwigkszanie sig
wartosci kata Poon wraz ze wzrostem Srednicy peptydu wynika z tego, ze wigksze struktury z
powodu swojej geometrii bardziej zaburzaja struktur¢ rozpuszczalnika w mniejszym stopniu
umozliwiajac tworzenie si¢ liniowych wigzan wodorowych pomigdzy czasteczkami wody,
stymulujac ich minimalne zginanie (co juz po czg$ci dyskutowatem w Rozdz. 3.1. omawiajac efekt
hydrofobowy). Poréwnujac helis¢ PII z forma liniowa polialaniny nie obserwuje takiego zjawiska
co jest spowodowane specyficznym ksztaltem helisy PII bardzo dobrze dopasowujacej si¢ do

struktury wody.

Z poréwnania konformacji polialaninowych (Rys. 5.1.4.2) i poliserynowych (Rys. 5.1.4.4)
wynika, iz grupy hydroksylowe tancuchdéw bocznych reszt serynowych nie maja wigkszego wptywu
na geometri¢ wigzania wodorowego czasteczek wody w I warstwie solwatacyjnej. Jednocze$nie

wskazuje to na rolg ,,uksztaltowania powierzchni” tancucha polipeptydowego.

Przygladajac si¢ rozkladom prawdopodobienstw wystepowania wielkosci: PBus, Roo, Ron,
Ous dla konformacji polialaniny ,,natywne;j” (Rys. 5.1.4.2) mozna zauwazy¢ ciekawe zachowanie si¢
przebiegdw tych funkcji w poréwnaniu z przebiegami dla konformacji w ktorych ,,wylaczono”
fadunki czastkowe (Rys. 5.1.4.3). Jest to wyraznie widoczne jes§li porownamy Rys. 5.1.4.2. z Rys.
5.1.4.3. Ot6z im wyzsze maksimum dla wigzan wodorowych woko6t formy natywnej danej
konformacji peptydu polialaninowego, tym glebsze minimum dla wigzan wodorowych wokot jej

formy ,,hydrofobowe;”.
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Tabela 5.1.4.1. Strukturalne wlasciwosci wiazan wodorowych woda-woda w obrgbie pierwszej (I) i drugiej (II) otoczki
solwatacyjnej dookota réznych strukturalnych form poliglicyny, polialaniny i poliseryny. nus, Eug, Roo i foon 0znaczaja|
odpowiednio $rednig liczbe wigzan wodorowych na czasteczke wody, $rednia energi¢ tego wiazania, srednig odleglosé¢
tlen-tlen i kat OOH.

Konformacja Nup Eng[kJ mol”] Roo[nm] Poon[deg]

Il 11 1 11 1 11 Il 11
Glyislin 2,86 3,07 18,53 18,30 0,2829 0,2830 12,75 12,77
GlysPII 2,87 3,06 18,49 18,28 0,2827 0,2830 12,73 12,79
Glyis310 2,93 3,07 18,52 18,28 0,2829 0,2830 12,82 12,80
Glyisa 2,93 3,06 18,53 18,27 0,2829 0,2830 12,82 12,80
Alaslin 3,02 3,20 17,62 17,48 0,2818 0,2818 12,74 12,84
Ala;sPII 3,02 3,21 17,65 17,50 0,2817 0,2818 12,66 12,81
Ala;s319 3,05 3,21 17,73 17,48 0,2818 0,2819 12,66 12,82
Alasa 3,05 3,21 17,82 17,48 0,2818 0,2818 12,59 12,81
Serslin 2,94 3,20 17,52 17,48 0,2816 0,2818 12,82 12,84
SersPII 2,85 3,21 17,50 17,51 0,2815 0,2818 12,78 12,80
Seris310 2,89 3,21 17,63 17,47 0,2815 0,2818 12,71 12,83
Serisa 2,88 3,22 17,62 17,49 0,2815 0,2818 12,69 12,80
Ala0;slin 3,14 3,21 17,63 17,48 0,2821 0,2819 12,89 12,82
Ala0,sPIT 3,14 3,21 17,60 17,48 0,2821 0,2819 12,88 12,81
Ala0;5349 3,08 3,22 17,65 17,49 0,2822 0,2818 12,93 12,79
Alal;sa 3,05 3,21 17,66 17,47 0,2822 0,2818 12,99 12,83
szacowana +0,03 |=0,01 +0,03 +0,02 +0,0001 +0,0001 +0,05 +0,05
granica bledu
Woda TIP4P 3,21+0,01 17,50+0,01 0,2819+0,0001 12,82+0,01

Rys. 5.1.4.1. Réznice w rozktadach prawdopodobienstwa (Pso-Pouk) kata wiazania wodorowego Boon, odlegtosei tlen-
tlen Roo, odleglosci tlen akceptorowy-wodor donorowy dou, oraz kata Oz pomigdzy pierwsza warstwa solwatacyjna
poliglicyn, a czysta woda. W okienkach przedstawiono rozktady prawdopodobienstwa dla czystej wody TIP4P. Kolor
czerwony — a-helisa, kolor niebieski — helisa 310, kolor zielony — helisa PII, kolor zotty — forma liniowa.
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Oznacza to, ze przebieg funkcji dla wiazan wodorowych w czystej wodzie ma charakter
posredni pomigdzy przebiegiem dla form natywnych polialaniny, a przebiegiem dla form z
wyzerowanymi tadunkami czastkowymi. Mozna to wyjasni¢ nastgpujaco. Otdz jak wida¢ na Rys.
5.1.4.2. najwyzsze maksimum (czyli najwezszy rozktad) mozna zaobserwowac dla natywnej formy
a-helikalnej polialaniny, czyli formy gdzie wneki tworzone przez grupy boczne peptydu sa
stosunkowo najmniejsze. Bowiem im mniejsza wngka tym czasteczka wody zwiazana wiazaniem
wodorowym ze szkieletem peptydu ma gorsza mozliwo$¢ ,,wyboru” przyjmowanej orientacji
wzgledem innej czasteczki wody potencjalnie majacej mozliwo$¢ utworzenia z nig wigzania
wodorowego. Natomiast, gdy mamy do czynienia z hydrofobowym odpowiednikiem danej
konformacji polialaninowej to wowczas im mniejsza wngka tym oczywiscie mniejsze
prawdopodobienstwo, ze czasteczka wody w ogole si¢ tam pojawi, co razem z powyzszym
stwierdzeniem implikuje najwigksze rdznice w warto$ciach maksimum pomigdzy forma natywna, a
,hydrofobowa”. Jesli za§ chodzi o konformacjg PII to warto$¢ maksimum przekraczajaca nawet ta
dla konformacji a-helikalnej by¢ moze wynika z tworzacych si¢ mostkdw wodnych, ktore z jednej
strony sg bardzo korzystne pod wzgledem energetycznym; z drugiej strony ograniczaja geometri¢

wiazania wodorowego.

Patrzac na rozklady wielkosci Boon, Roo, don dla wody solwatacyjnej wokét peptydow
opartych na glicynie (Rys. 5.1.4.1) mozemy zauwazy¢, ze: 1) dtugos¢ wiazania wodorowego don
oraz odlegtos¢ tlen-tlen Roo niemal nie zaleza od tego jaka konformacje tancucha poliglicynowego
bierzemy pod uwagg. Jedynie konformacja PII odbiega w nikltym stopniu od pozostatych struktur;
2) w przypadku kata Poon charakteryzujacego wiazanie wodorowe wyraznie wida¢ dwie
przeciwstawne tendencje: pierwsza (poliglicynowe helisy: a 1 319) przypominajaca ta spotykang w
przypadku ,,natywnych” konformacji polialaninowych (Rys. 5.1.4.2) i poliserynowych (Rys.
5.1.4.4) 1 druga (poliglicynowy tancuch wyprostowany 1 helisa PII) preferujaca nieco wigksze
wartosci kata Booun, podobnie jak w przypadku konformacji polialaniny z wyzerowanymi tadunkami
czastkowymi (Rys. 5.1.4.3; z tym, ze w przypadku poliglicyny sktonnos$¢ ta jest o wiele stabsza).
Poniewaz tancuch poliglicynowy nie tworzy tak znaczacych ,wnek” jak polialaninowy czy
poliserynowy dlatego tez, gdy czasteczki wody wskutek zwinigcia tancucha maja utrudniony dostep
do tlenu karbonylowego badz wodoru amidowego, nadal posiadaja do$¢ spore ,,pole manewru” jesli
0 mozliwo$¢ utworzenia wigzan wodorowych z sasiednimi czasteczkami wody. Tlumaczy to
niewielki zakres odchylenia wartosci kata Boon wokot poliglicynowej a-helisy 1 helisy 3,0 wzglgdem

czystej wody.
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Jesli spojrzymy na wartosci odleglosci tlen-tlen Roo to wida¢ wyraznie, iz w przypadku
poliglicyny (Rys. 5.1.4.1) odchylenia od wtasciwosci czystej wody zmierzaja w tym samym
kierunku jak w przypadku polialanin z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi (Rys. 5.1.4.3) tzn.
w strong preferowania nieco wigkszych odlegto$ci tlen-tlen czyli inaczej niz wzgledem polialanin
»hatywnych” (Rys. 5.1.4.2) i poliseryn (Rys. 5.1.4.4), gdzie pojawia si¢ dazno$¢ do skracania tych

odlegtosci.

Natomiast jesli analizujemy réznicowe wykresy dla dlugosci wigzania wodorowego don to z
fatwos$cia zauwazymy, ze tendencja w przypadku wszystkich ,,natywnych” peptydoéw (Gly:s, pAlas,
Sers) jest podobna, a mianowicie w stron¢ skrocenia wiazania wodorowego (w poroéwnaniu z
czysta woda); 1inna niz w przypadku polialaniny ,,wysoce hydrofobowej” (z wyzerowanymi
fadunkami czastkowymi), gdzie nastgpuje wydluzenie wigzan. Wyraznie wskazuje to na
odpowiedzialno$¢ wiazan wodorowych tworzonych ze szkieletem peptydu za nieznaczne, ale
zauwazalne skrécenie wiazan pomiedzy czasteczkami wody wskutek elektrostatycznego
przyciagania najblizszych czasteczek rozpuszczalnika przez tlen karbonylowy badz wodor
amidowy umieszczony na szkielecie peptydu i w rezultacie wzrost ggstosci wody solwatacyjnej.
Podobne zjawisko zostalo juz zaobserwowane przez A. Kuffel i J. Zielkiewicza [2] wokot

konformacji poliglicynowych z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi.
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Rys. 5.1.4.2. Roznice w rozktadach prawdopodobienstwa (Pson-Pouk) kata wigzania wodorowego Boon, odlegtosci tlen-
tlen Roo, odlegtosci tlen akceptorowy-wodor donorowy dou, oraz kata Ous pomigdzy pierwsza warstwa solwatacyjna
polialanin ,,natywnych”, a czysta woda. W okienkach przedstawiono rozkltady prawdopodobienstwa dla czystej wody
TIP4P. Kolor czerwony — a-helisa, kolor niebieski — helisa 310, kolor zielony — helisa PII, kolor zotty — forma liniowa.

Podobnie jak zaobserwowano uprzednio dla poliglicyny [2], w przypadku polialaniny
mozna zauwazy¢ wzrost Sredniej energii wigzania wodorowego (Tab. 5.1.4.1.) w obrgbie pierwszej
warstwy solwatacyjnej w porownaniu z wartos$cia w czystej wodzie. W przypadku poliseryny takze
obserwujg taki wzrost dla wszystkich konformacji z wyjatkiem PII; przy czym w przypadku formy
liniowej wzrost ten jest niewielki, w granicach btedu (0,01 kJ/mol). Dla helis a 1 3,0 wzrost ten
wynosi odpowiednio 0,12 1 0,13 kJ/mol. Wida¢ tutaj interesujaca korelacjg¢ z obrazem pochodzacym
z diagramu uporzadkowania. W przypadku poliseryny (a w mniejszym stopniu takze w przypadku
polialaniny) wzgledem $redniej energii wiazania wodorowego mozna wyrdzni¢ dwa zespoly: jeden
zawierajacy forme¢ PII 1 liniowa, drugi za$ zawierajacy helisy tworzace wewnatrzczasteczkowe
wiazania wodorowe. Srednia geometria wiazania wodorowego, obserwowana w obrebie pierwszej
warstwy solwatacyjnej poliseryny niewiele si¢ zmienia w porownaniu z czysta woda, co jest prawda
takze w przypadku poliglicyny i polialaniny. W przypadku polialaniny najwigkszy wzrost sredniej
energii wigzania wodorowego pomigdzy czasteczkami wody ma miejsce wokot a-helisy, mniejszy
wokot helisy 319, za$§ najmniejszy wokot helisy PII i ancucha wyprostowanego. Energia wiazania
wodorowego jest generalnie wyzsza wokot konformacji polialaninowych niz poliserynowych co

wynika z tego, ze w przypadku tych drugich czasteczki wody maja wigksza swobode wyboru
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partnera, co sugeruje stabsze uporzadkowanie orientacyjne. Co ciekawe $rednia energia wigzan
wodorowych wokot form ,hydrofobowych” polialaniny nie przekracza $redniej energii wiazan
wodorowych wokot form ,,natywnych”, co po raz kolejny przeczy tezie, ze czasteczki hydrofobowe

powoduja tworzenie jakichs ,,Jodopodobnych” struktur jak to chcieli Frank 1 Evans.

Rys. 5.1.4.3. Roznice w rozktadach prawdopodobienstwa (Pso-Pouk) kata wigzania wodorowego Boon, odlegtosci tlen-
tlen Roo, oraz odlegtosci tlen akceptorowy-wodoér donorowy don pomigdzy pierwsza warstwa solwatacyjna polialanin z
wyzerowanymi tadunkami czastkowymi, a czysta woda. W okienkach przedstawiono rozktady prawdopodobienstwa dla
czystej wody. Kolor czerwony — a-helisa, kolor niebieski — helisa 3o, kolor zielony — helisa PII, kolor zolty — forma
liniowa.

Zmniejszona $rednia liczby wigzan wodorowych utworzonych pomigdzy czasteczkami
wody w | warstwie solwatacyjnej poliseryny w poréwnaniu zar6wno z czystym rozpuszczalnikiem
jak 1 z woda wokot konformacji polialaninowych [12] jest zrekompensowana zwigkszona liczba
wigzan wodorowych utworzonych z grupami hydroksylowymi tancuchéw bocznych. Pozbawienie
atomow polialaniny tadunkow czastkowych prawie nie wptyneto na ilos¢ wiazan wodorowych w
przypadku a-helisy, za to zwigkszyto ja w przypadku pozostatych konformacji, a szczegdlnie w
przypadku helisy PII i formy liniowej. Czasteczki wody w ten sposob kompensowaty niemoznos¢
tworzenia wigzan wodorowych z peptydem, ktérych istnienie w przypadku konformacji ,,natywne;j”
obnizalo $rednia ilo$¢ wiazan pomigdzy czasteczkami wody. Takie zjawisko =zostalo juz

zaobserwowane przez Pizzituttiego 1 wsp. [81] badajacych biatko pozbawione tadunku oraz A.
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Kuffel i J. Zielkiewicza [2] badajacych pozbawiona tadunku poliglicyng. Poniewaz w przypadku a-
helisy wiazania peptyd-woda nie tworza si¢ tak flatwo, zatem wylaczenie oddzialywan
kulombowskich przy zachowaniu geometrii nie wptywa w znaczacy sposob na liczbe wiazan

wodorowych.

Wykresy (Rys. 5.1.4.1, Rys. 5.1.4.2, Rys. 5.1.4.4) przedstawiajace rozktady r6znic pomiedzy
wartosciami kata Ous (okreslajace geometri¢ sieci wigzan wodorowych; vide: Rozdz. 4.2.6) dla
wody solwatacyjnej i dla wody czystej przede wszystkim potwierdzaja zasadniczo ,,tetraedryczna”
strukturg nie tylko czystego rozpuszczalnika, ale i sieci wodnej wokol analizowanych przeze mnie
peptydow. Roznice pomigdzy wartosciami dla wody solwatacyjnej i wody czystej nie przekraczaja
kilku procent. Po raz kolejny potwierdza to, ze struktura wody solwatacyjnej nie odbiega znaczaco
od struktury czystej wody. Widoczne sa zasadnicze rdznice pomigdzy peptydami opartymi na
glicynie (Rys. 5.1.4.1) i alaninie (Rys. 5.1.4.2). Polialaniny zaburzaja sie¢ wiazan wodorowych w
odmienny sposob od poliglicyn. Jak wida¢ dla wody wokot trzech helis polialaninowych histogram
wskazuje zwigkszajace si¢ uporzadkowanie — kat tetraedryczny (~109°) jest nieco bardziej
prawdopodobny, podczas gdy wokét konformacji poliglicynowych wystgpuje on rzadziej. Co

ciekawe, liniowa forma polialaniny zachowuje si¢ podobnie jak poliglicyny.

Jesli spojrzymy na rozktad prawdopodobienstwa kata Ous (Rys. 5.1.4.4) dla poliseryny moge
zaobserwowac podobienstwo do rozktadu tego kata dla konformacji poliglicynowych (Rys. 5.1.4.1),
a takze w mniejszym stopniu do konformacji liniowej polialaniny (Rys. 5.1.4.2). Taka zbiezno$¢
mozemy powiazaé z tym, ze w przypadku tych wszystkich konformacji moga tworzy¢ si¢ mostki

wodne podobnie wptywajac na strukturg sieci wigzan wodorowych.
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Rys. 5.1.4.4. Réznice (Psow — Pouk) W rozktadach prawdopodobienstwa kata wigzania wodorowego, Boon, odlegtosci
tlen-tlen, Roo, dtugosci wiazania wodorowego, dou, oraz kata Ous pomigdzy I warstwa solwatacyjna poliseryn a czysta
woda. W okienkach na wykresach zalaczylem (dla celéw porownawczych) histogramy dla czystej wody. Od najcienszej
do najgrubszej linii — wyniki kolejno dla konformacji liniowej, helisy PII, helisy 319 oraz a-helisy.

5.1.5. Uporzadkowanie czasteczek wody wzgledem peptydu

W celu opisu efektow orientacyjnych czasteczek wody wzgledem peptydu wykorzystatem
czton okreslony przez rownanie (4.2.3.43). W Tab. 5.1.5.1 przedstawitem wartosci parametru
uporzadkowania wody s, () wzgledem peptydu (czterech konformacji poliglicyny, polialaniny
1 poliseryny) w zakresie I warstwy (r=R,) 1 calej otoczki solwatacyjnej (r=R,). Mozna powiedzie¢,
ze warto$ci tego parametru sa w ogolnosci podobne dla polialaniny, poliglicyny i poliseryny, za$
réznice odzwierciedlaja obecno$¢ hydrofobowej grupy CH; (w reszcie alaninowej) i amfifilowe;j

grupy CH,OH (w reszcie serynowej).

Pod wzgledem uporzadkowania czasteczek wody wzglgdem peptydu badane przeze mnie

konformacje o okreslonym sktadzie aminokwasowym mozna uszeregowac nastgpujaco (im bardziej

ujemna warto$¢ SfV)V (r) tym oczywiscie silniejsze uporzadkowanie):
pGly lin >pGly a > pGly PII >pGly 3,

pAla PII > pAla a > pAla lin >pAla3,,
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pSer PII > pSer lin > pSer 3o > pSer a

Jednak poniewaz parametr s\ (r) jest suma dwoch wkladow: s@ ,..(r) i s%) (r)

PW ,orient
opisujacych odpowiednio uporzadkowanie translacyjne i1 orientacyjne, dlatego tez bardziej
wiasciwe bedzie oddzielne omowienie wartosci tych sktadnikow.

Szereg opisujacy uporzadkowanie translacyjne SfV)V],,,am () uktada sie nastepujaco:
pGly lin > pGly a > pGly PII > pGly 3
pAla lin > pAla a >pAla 3,, >pAla PII
pSer a > pSer lin > pSer 3,0 > pSer PII

Najwyzsza warto$¢ tego parametru w przypadku form liniowych poliglicyny i polialaniny wiazg z
obecnos$cia mostkow wodnych (vide: Rozdz. 3.2.1.) zaobserwowanych przez Mezei'a i wsp. [164]
w B-niciach, ktére to cho¢ sa entropowo niekorzystne stabilizuja te konformacje pod wzgledem
energetycznym. W przypadku poliseryny wida¢ wyraznie, ze woda wzgledem a-helisy wykazuje
wigksze uporzadkowanie translacyjne anizeli wzgledem wyprostowanego fancucha co mozna
wytlumaczy¢ tym, ze w przypadku a-helisy poliserynowej tworza si¢ mostki sktadajace si¢ z dwoch
czasteczek wody ,,spinajace” ze soba grupy hydroksylowe reszt serynowych, stabilizujac pod
wzgledem energetycznym ta konformacje [11][6]. Niskie wartosci dla konformacji PII wszystkich
trzech badanych peptydow moga wynika¢ z faktu, ze w tym przypadku z przyczyn geometrycznych
mostki wodne si¢ nie tworza [164], za wyjatkiem helisy PII w przypadku poliglicyny [224] (stad

zapewne wigksza wartos¢ uporzadkowania wzgledem helisy 310 w jej przypadku).

Natomiast jesli wezmg pod uwage parametr uporzadkowania orientacyjnego s(ﬁy)y,oriem(r)
peptydy mozna uszeregowaé w nastgpujacy sposob:
pGly lin > pGly PII > Gly a > Gly 3
pAla PII >pAla a > pAla lin > pAla 3o

pSer PII > pSer lin > pSer 3,0 > pSer a

Poniewaz miara uporzadkowania orientacyjnego zalezy od wartosci katow Eulera (o.f,y)

opisujacych utozenie czasteczki wody wzgledem ,walca” tworzonego przez peptyd, stad tez
okreslong warto$¢ miary Sfp),,’mem(r) mozna powiazaé¢ z preferencjami do przyjmowania przez te
katy okreslonych warto$ci. Znaczace uporzadkowanie orientacyjne czasteczek wody wokot

polialaninowej 1 poliserynowej helisy PII jest skutkiem opisywanych przeze mnie w Rozdz. 5.1.2.
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wyraznych preferencji dla wszystkich katow Eulera w przypadku tej konformacji (Rys. 5.1.2.S3,
Rys. 5.1.2.89, Rys. 5.1.2.810, Rys. 5.1.2.S11). Parametr s'%) (r) potwierdza wiec, ze

W ,orient
czasteczki wody wokoét PII maja bardzo ograniczone ,,pole manewru” jesli chodzi o ich orientacje
wzgledem atomoéw peptydu, co w duzej mierze wynika z bardzo ,kierunkowych” wigzan
wodorowych tworzonych pomigdzy woda, a szkieletem tej konformacji. Poniewaz reszty glicynowe
nie posiadaja tancucha bocznego, stad tez czasteczki rozpuszczalnika wokét PII maja wigksza
mozliwo$¢ zmiany orientacji. Powoduje to, ze w przypadku poliglicyny jeszcze wigksze
uporzadkowanie orientacyjne wody niz wzglegdem PII ma miejsce wzgledem tancucha
wyprostowanego, gdzie tez wida¢ najsilniejsze preferencje do przyjmowania okreslonego kata y [2].
Poniewaz w przypadku tancucha wyprostowanego poliglicyny ,miejsca na peptydzie mogqce
stuzy¢ za akceptory lub donory dla wiqzan wodorowych z czqsteczkq wody znajdujq sie na
przeciwlegtych krawedziach bocznych plaskiego w przyblizeniu tancucha poliglicynowego”, w
zwiazku z czym ,,czqsteczki wody ustawiajq sie w nieco inny sposob” niz w przypadku innych
konformacji poliglicynowych [224]. Z jednej strony maja wygodny dostep do grup polarnych
peptydu (wsrod ktorych sa zarowno potencjalne akceptory (tleny karbonylowe), jak i donory
(wodory amidowe) wiazan wodorowych; z drugiej jednak strony musza ,,obchodzi¢” goérna i dolna
hydrofobowa powierzchni¢ czasteczki i nie traci¢ niepotrzebnie mozliwosci utworzenia wigzan z

innymi czasteczkami wody poprzez kierowanie na owe powierzchnie wiazan O-H [224].

Takze wysoka warto§¢ parametru uporzadkowania orientacyjnego wody solwatacyjnej
wzgledem polialaninowej a-helisy mozna powiaza¢ z wyraznymi preferencjami dla katow o,f,y
(Rys. 5.1.2.87). I przeciwnie — niska warto$¢ tego parametru w przypadku a-helisy poliserynowej
nalezy wigza¢ ze stabymi preferencjami dla wspomnianych katéw (Rys. 5.1.2.S9, Rys.5.1.2.S10,
Rys. 5.1.2.S11), co jak juz opisatem w Rozdz. 5.1.2. mozna faczy¢ ze sporym wyborem
potencjalnych donorow i akceptoréw dla czasteczek wody w I warstwie solwatacyjnej, a wigc z

mozliwoscia przyjmowania przez czasteczki wody rozmaitych orientacji wzgledem tego peptydu.

Warto zauwazy¢, ze: 1) warto$ci parametru uporzadkowania translacyjnego s(;V),,, ans (T)
wody wzgledem peptydéw poliserynowych sa z grubsza podobne jak wzgledem konformacji
polialaninowych i poliglicynowych, natomiast warto$ci parametru uporzadkowania orientacyjnego

wody wzgledem peptydu va)v,orien; (r) sa znaczaco mniejsze w przypadku wszystkich konformacji

Ser;s (w poréwnaniu do Alas 1 Glyis) za wyjatkiem konformacji PII; 2) w przypadku konformacji

(2)

PII warto$ci zardwno s(,f,)V,,mns(r) jak i Spy ouew(?) W przypadku poliseryny sa niemal
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identyczne jak wartosci dla polialaniny. Mozna z tego wyciagna¢ wniosek, ze woda wokot
poliseryny (za wyjatkiem konformacji PIl) wzgledem peptydu jest mniej uporzadkowana anizeli
woda wokot tancuchow polialaninowych. Musi to by¢ oczywiscie spowodowane obecnoscia grup
hydroksylowych w przypadku poliseryny. Grupy OH w przypadku Ser;s stwarzaja czasteczkom
wody solwatacyjnej dodatkowa mozliwo$¢ tworzenia wiazan wodorowych. Takiej mozliwos$ci nie
ma w przypadku polialaniny, co w jej przypadku ogranicza ilo$¢ orientacji jakie moze przyjmowac
czasteczka wody znajdujaca si¢ w poblizu peptydu. Podobne warto$ci parametru uporzadkowania w
przypadku konformacji PII pomimo réznego sktadu aminokwasowego wspieraja tezg¢ o bardzo

dobrym dopasowaniu sig¢ tej konformacji do struktury wody.

Tabela 5.1.5.1. Warto$ci parametréw S (zfp)v(” ), s (va)V,tmm(V ), s %,m,-em(r ) obliczone w granicach pierwszej (r=R,)
i drugiej (r=R) warstwy solwatacyjnej dookota rdzenia peptydu. Wszystkie warto$ci sa podane w Jmol 'K
Konformacja Ri[nm] S(sz)v,rrans(Rl) s(Ifl)V,wiem(Rl) S(Pzt)V(Rl) R:[nm] s(le)V,tmns(RZ) s(le]‘V,wient(Rl) s(Psz(Rz)
Ser;slin 0,68 |-258,2 -97,1 -355,3 0,9 |-258,3 -99,7 -358,0
Ser;sPIl 0,68 |-2183 2159 4342 1,12 2185 2221 -440,6
Seris310 0,74 |-2404 -75,8 -316,2 1,06 |-2404 -79,8 -320,3
Ser;so 0,78 |-264,2 -42.4 -306,6 1,16 |-264,3 -47,6 -311,9
Ala;slin 0,64 |-273,7 -131,6 -402,2 0,95 |-274,9 -132,9 -403,7
Ala,sPIT 0,68 |-241,6 -191,9 -433.5 0,90 |-241,8 -193,7 -436,0
Alays3y0 0,74 |-255,6 -111,4 -368,2 1,05 |-256,2 -112,2 -368.4
Ala;so 0,76 |-265.4 -148,9 -416,5 1,10 |-266.4 -151,9 -419,8
Gly;slin 0,54 |-321,3 -122,6 -439,7 0,90 |-325,2 -135,2 -455.,4
GlysPII 0,58 -230,2 -122.4 -352,6 0,86 |-233,1 -127,0 -361,1
Glyi5310 0,64 |-206,8 -110,8 -317,6 0,97 |-210,1 -115,0 -325,1
Glyssa 0,69 |-254,5 -115,0 -369,5 1,00 -259,0 -120,2 -379,2
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5.1.6. Lokalne uporzadkowanie wody w otoczce solwatacyjnej

W Tabeli 5.1.6.1. znajduja si¢ obliczone przeze mnie wartos$ci parametru uporzadkowania
S(r) (zob. Rown. 4.2.3.60) dla r=0,36 nm oraz r=0,58 nm, ktore réwniez w przypadku poliseryny
(tak jak dla poliglicyny i polialaniny) zwigkszaja si¢ (niewiele) w porownaniu z wartoscia dla
czystej wody. To by oznaczato, ze woda dookota peptydu jest (lokalnie) nieco mniej
uporzadkowana w poréwnaniu z czystym rozpuszczalnikiem. Ponadto w Tabeli 5.1.6.2.
zaprezentowatem dla dwoch powyzszych odleglosci, warto§ci miary uporzadkowania
translacyjnego sq(r), miary uporzadkowania konfiguracyjnego s..(r) i miary calkowitego
uporzadkowania orientacyjnego s.«(r) (Rown. 4.2.3.61). Na tej podstawie wykreslitem po dwa
diagramy uporzadkowania dla r=0,36 nm oraz dla r=0,58 nm: diagramy uporzadkowania s.(r)-

Suwa(r) (Rys. 5.1.6.1) oraz diagram uporzadkowania Scon(r)-se(r) (vide: Suplement, Rys. 5.1.6.S1).

Tabela 5.1.6.1. Wartosci S(r) (Réwn. 4.2.3.60.) obliczone dla badanych uktadéw. Ry, symbolizuje promien
zewngtrzny obszaru dookota rdzenia peptydu, Nw oznacza Srednig liczbe czasteczek wody w tym regionie.
AS opisuje odchylenie odpowiedniej wartosci od warto$ci dla czystej wody (wlasciwos$ci czyste] wody sa
podane w ostatniej linii tabeli). Wszystkie warto$ci sa podane w Jmol 'K,

Konformacja Ryo [nm] Nw S(0,36) S(0,58) AS(0,36) AS(0,58)
Ser;slin 0,89 291,61 90,27 77,79 2,17 1,92

Ser;sPII 1,14 420,71 89,83 77,53 1,73 1,66

Seris310 1,05 220,88 89,59 76,41 1,49 0,54

Sersa 1,16 204,21 89,57 76,40 1,47 0,53

Ala;slin 0,95 334 89,91 78,20 1,72 1,84

Ala,sPII 0,90 253 89,60 77,76 1,50 1,89

Alays3i0 1,05 227 89,19 77,15 1,09 1,28

Ala;so 1,10 193 89,01 76,91 0,91 1,06

Glyislin 0,90 309 89,84 78,52 1,74 2,65

GlyisP1I 0,86 232 90,17 78,75 2,07 2,88

Glyis310 0,97 196 89,92 78,32 1,82 2,45

Glysa 1,00 159 89,71 78,12 1,61 2,25

woda TIP4P - - 88,10 75,87 0,00 0

Diagramy te pokazuja w przejrzysty sposob, strukturalne zmiany w wodzie hydratacyjnej; punkt
reprezentujacy wlasciwosci czystej wody jest takze umieszczony na tym wykresie. Warto zauwazy¢
w przypadku tych diagramow nastgpujaca korelacjg - wszystkie punkty reprezentujace wtasciwosci
wody “solwatacyjnej” peptydow o danym sktadzie aminokwasowym leza w okreslonym regionie

diagramu nienaktadajacym si¢ na region dla polipeptydu o innym sktadzie aminokwasowym.
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Tabela 5.1.6.2. Wartosci parametréw z rownania (4.2.3.61) okre$lone dla dwoch wartosci r: 0,36 nm i 0,58 nm.
Ostatnia linia tabeli zawiera wyniki dla czystej wody. Wszystkie warto$ci podane w J mol! K.
Konformacja r=0,36 nm r=0,58 nm
Sond(7) Sone(7)
)| =S (S (1) )| (S (1)
(Z)Irtl N w (z)tra N w
() S )T s (r) | =) T )T ()
r Sowcn(1) | Ny Nl s | TN,
Ny Ny

Serslin -11,95 -10,81 -24,03 -12,51 -12,97 -33,79
Ser;sPII -12,02 -11,01 -24.20 -12,41 -13,21 -33,91
Seri5310 -12,03 -11,03 -24.41 -12,73 -13,18 -34,74
Sersa -12,03 -10,98 -24.48 -12,64 -13,15 -34,87
Ala;slin -12,14 -11,22 -23,88 -12,65 -13,41 -32,80
Ala,sPII -12,11 -11,24 -24,07 -12,85 -13,36 -33,10
Alays3i -12,19 -11,33 -24,35 -12,89 -13,46 -33,56
Ala;sa -12,20 -11,38 -24.47 -12,93 -13,51 -33,69
Glyislin -12,14 -11,14 -23,93 -12,55 -13,36 -32,63
GlysPII -12,06 -11,06 -23,79 -12,64 -13,23 -32,43
Glyis310 -12,13 -11,14 -23,64 -12,73 -13,31 -32,71
Glysa -12,14 -11,16 -24,01 -12,83 -13,32 -32,82
woda TIP4P -12,16 -11,31 -25,49 -12,37 -13,61 -35,21

Rys. 5.1.6.1. Diagramy uporzadkowania wody w otoczce solwatacyjnej analizowanych peptydow. Wykresy relacji:
stra(0,36 nm)=f(sort(0,36 nm)) i stra(0,58 nm)=f(scon(0,58 nm)). Romby reprezentuja poliseryng, kota polialaning,
trojkaty poliglicyng, za§ kwadrat symbolizuje uporzadkowanie czystej wody TIP4P. Strzatka wskazuje kierunek
wzrastajacego uporzadkowania. UWAGA!!! Osie odcietych i rzednych sa w innej skali.

J. Zielkiewicz [222] badajac wlasciwosci czystej wody, uzyskal niemal $cisle liniowa
korelacje pomiedzy Scon 1 Son. Zalezno$¢ pomiedzy dwoma wspomnianymi wielko$ciami nie jest
jednak liniowa dla wody solwatacyjnej wokét badanych przeze mnie polipeptydow, chociaz w

przypadku poliglicyny i1 polialaniny mozna zaobserwowa¢ podobna tendencj¢, co mogloby

( >= S(V%/:/V,conf (l")

sugerowaé uzycie wartosci S N
w

jako przyblizonej, jako$ciowej miary

con

— S(VIZ/Z/V,canf(r)+s(l/12/:/V,orient(r)

Sort(r)_ N
w

orientacyjnego uporzadkowania zamiast wielkosci czyli
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sumarycznego wkladu orientacyjnego. Jest to o tyle istotne, ze wielko$¢ s(uz,)W’ cony JESt Znacznie

latwiejsza (szybsza) do oszacowania anizeli S(V?,)W‘On-em . Jednakze w przypadku poliseryny nie

obserwuje takiej korelacji pomiedzy catkowitym wktadem orientacyjnym s,.(7) a wkladem
konfiguracyjnym s ,,(7) jak w przypadku polialaniny i poliglicyny [12]. Stad tez generalnie nie
bede bral tego parametru pod uwage w rozwazaniach orientacyjnego uporzadkowania wody w

otoczce solwatacyjne;j.

W celu lepszego zrozumienia struktury wody w otoczce solwatacyjnej dokonano
modyfikacji parametrow opisujacych stopien uporzadkowania struktury wody w celu eliminacji
efektu ,,wylaczonej objetosci” spowodowanej obecnoscia peptydu, co szczegbélowo opisatem w
Rozdz. 4.2.3h. Uzyskane w ten sposob roznice (As (1), ASua (1), AScon (1) 0raz Asy (r); Tab.5.1.6.3
oraz Tab. 5.1.6.4) postuzyly mi jako wskazniki zmian struktury wody solwatacyjnej wzgledem
czystej wody; parametry ASu, AScon Oraz As,: rowniez wykorzystalem do wykres$lenia diagramow
uporzadkowania (Rys. 5.1.6.2 oraz w Suplemencie Rys. 5.1.6.S2) czasteczek wody wzgledem
wybranej (tzw. centralnej) czasteczki wody w odlegtosci 0,36 nm i 0,58 nm od jej srodka masy. Jak
juz wspomniatem w Rozdz. 4.2.3g. warto§¢ 0,36 nm odpowiada w przyblizeniu warstwie
czasteczek wody bezposrednio otaczajacej centralng (tzn. wybrana) czasteczke wody, za$ odlegtosé
0,58 nm odpowiada szacowanemu zakresowi lokalnego uporzadkowania czasteczek wody

wzgledem czasteczki centralnej w czystym rozpuszczalniku.

Z Tabeli 5.1.6.3 1 Rys. 5.1.6.2 wida¢ wyraznie, ze uporzadkowanie wody w pierwszej
warstwie sasiadow (r=0,36 nm) dookota wybranej czasteczki wody z otoczki solwatacyjnej
generalnie maleje wraz ze wzrostem S$rednicy peptydu: o<3;<Pll<forma liniowa (jedynie w
przypadku poliseryn mamy zatamanie tej tendencji i uporzadkowanie wody wokot poliserynowe;j
helisy 310 jest nieco wigksze niz wokot a-helisy, za§ wokot helisy PII przekracza warto$¢ wzgledem
wody wokoét tancucha wyprostowanego; by¢ moze mozna to wiaza¢ z tym, ze w przypadku

poliseryn wskutek obecnosci grup hydroksylowych mniejsza rolg odgrywa srednica peptydu).

W zakresie dwoch najblizszych warstw sasiadow (r=0,58 nm) wybranej czasteczki wody z
otoczki solwatacyjnej badanych peptydow najsilniejsze uporzadkowanie orientacyjne wody
obserwuje wokot konformacji poliglicynowych, stabsze dla polialaninowych i poliserynowych.
Poréwnujac ze soba konformacje polialaninowe i poliserynowe nie wida¢ w tym wzgledzie tak

znaczacych roznic jak pomigdzy nimi, a konformacjami poliglicynowymi. Dla danej konformacji
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nieco bardziej pod wzgledem orientacyjnym uporzadkowana jest zawsze woda wokot polialanin,
anizeli wokot poliseryn, co mozna wiazaé¢ z tym, ze w przypadku poliseryn czasteczki wody w
warstwie solwatacyjnej wskutek mozliwosci tworzenia wiazan wodorowych z tancuchami
bocznymi reszt serynowych moga przyjmowacé szerszy wachlarz korzystnych pod wzgledem

energetycznym orientacji zarowno wzgledem peptydu jak i migdzy soba.

Z diagramow uporzadkowania wody na Rys. 5.1.6.2. wynika, ze woda solwatacyjna
najbardziej przypominajaca pod wzgledem uporzadkowania wodg czysta (dla ktorej z definicji
As=0; Asy=0; Ase=0 — vide: Réwn. 4.2.3.63) znajduje si¢ wokot konformacji poliglicynowych;
przede wszystkim wokét formy liniowej, a takze helisy PII. Jest to skutkiem przede wszystkim
mniejszej $rednicy konformacji poliglicynowych wzgledem polialaninowych 1 poliserynowych
wskutek nieobecnosci grupy bocznej w reszcie glicynowej, co powoduje dyskutowane w rozdz.
5.1.4. wzglednie stabe naruszenie geometrii wigzania wodorowego pomigdzy czasteczkami wody
przez poliglicynowy lancuch wyprostowany i poliglicynowa helis¢ PII. Generalnie woda wokot
helis PII zwlaszcza dla warto$ci r=0,36 nm charakteryzuje si¢ wysokim uporzadkowaniem w
poréwnaniu z innymi konformacjami co jest skutkiem wspominanego przeze mnie w Rozdz. 3.2.1.,
4.1.2 oraz 4.1.4. dobrego dopasowania sig tej helisy do struktury rozpuszczalnika jakim jest woda.
W zakresie r=0,58 nie wida¢ wigkszych r6znic w uporzadkowaniu orientacyjnym pomigdzy woda

wokot r6znych struktur drugorzegdowych poliglicyny.

Patrzac na skale diagramow uporzadkowania jak tez i dane w Tabeli 5.1.6.4 wida¢ wyraznie,
ze glowna odpowiedzialno$¢ za réznice w uporzadkowaniu wokot réznych konformacji ponosza
wktad orientacyjny 1 konfiguracyjny (dajace razem sumaryczny wkiad orientacyjny), a nie wktad
translacyjny. Dane te potwierdzaja takze teori¢ o generalnie niewielkich zmianach wody w

warstwie solwatacyjnej peptydow.

Spogladajac na diagram uporzadkowania dla r=0,58 nm na Rys. 5.6.2 mozna wyr6zni¢ trzy zespoty:

1) na ktory sktada si¢ woda wokot wszystkich konformacji poliglicynowych; zespot ten jest w
znaczacym oddaleniu od pozostatych; charakteryzuje si¢ on najwigkszym uporzadkowaniem
wody wynikajacym przede wszystkim z efektéw orientacyjnych

2) skladajacy si¢ z wody wokot poliglicynowych 1 polialaninowych helis PII 1 tancuchow
wyprostowanych; uporzadkowanie wody wyraznie mniejsze jak w zespole 1), ale wigksze

niz w 3)
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3) grupujacy wodg wokot helis: a 1 3o poliseryny i polialaniny

Zespot 1) jest rezultatem wzglednie wysokiej dostepnosci szkieletu peptydowego w przypadku

wszystkich konformacji poliglicyny z racji nieposiadania przez reszt¢ Gly tancucha bocznego

Zespot 2) wynika z tworzenia si¢ licznych wigzan wodorowych ze szkieletem peptydu w przypadku
konformacji liniowej i helisy PII, co indukuje podobne zmiany w wodzie solwatacyjnej (vide:

Rozdz. 5.1.2., Rozdz. 5.1.3, Rozdz. 5.1.4.)

Zespot 3) jest wynikiem wzglednie niewielkich oddzialywan wody solwatacyjnej ze szkieletem
helis nie tworzacych wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych jak to pokazalem w Rozdz.

5.1.3.

Jak wida¢ wykreslony na Rys. 5.1.6.2 diagram uporzadkowania bardzo doktadnie

odzwierciedla zmiany struktury wody, a punkty na wykresie uktadaja si¢ w logiczny sposob.

Tabela 5.1.6.3. Wartosci parametrow z réwnania (4.2.3.63) opisujacych ogélne zmiany uporzadkowania
wzgledem czystego rozpuszczalnika (uwzgledniajace efekt ,,wylaczonej objetosci” spowodowany obecnoscia
peptydu) okreslone dla dwoch wartosei r: 0,36 nm 1 0,58 nm. Ostatnia linia tabeli zawiera wyniki dla czystej
wody. Wszystkie warto$ci podane w J mol™ K.
Peptyd 45(0,36 nm) A4s5(0,58 nm)
_ 45\, (0,36 nm) _ 45\, (0,58 nm)
N, N,
Serslin 1,28 0,77
Ser;sPII 1,08 0,75
Ser15310 1,83 1,12
Sersa 1,77 0,91
Alayslin 1,12 0,61
Ala;sPII 1,39 0,74
A1315310 1,64 0,89
Alajsa 1,75 0,84
Gly;slin 0,74 0,11
GlysPII 0,88 0,13
GIY15310 1,17 0,13
Gly;sa 1,40 0,10
woda TIP4P 0,00 0,00
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Tabela 5.1.6.4. WartoSci parametréw z réwnania (4.2.3.63) okre$lone dla dwoch wartosci r: 0,36 nm i 0,58 nm.
Ostatnia linia tabeli zawiera wyniki dla czystej wody. Wszystkie warto$ci podane w J mol! K.
Peptyd r=0,36 nm r=0,58 nm
As(r) As(r)
_ As(”z/z,/ (r) _ As(,,f:,/ (r)
N, N,
4s,,(r) 4s,,(r)
Aseulr) Ay o (P)F A0 (1) A1) Ay an (P F A5 (1)
L ) h Ny _ A8y rans(T) B Ny
N 4s,,,(r) A5 arien (1) N 4s,,,(r) A5 ariens (1)
_ A5 ey (1) N, _ A8 oy (1) N,
N, N,
Serslin 0,11 0,22 0,96 0,05 0,28 0,43
SersPII 0,05 0,13 0,89 0,02 0,18 0,55
Seris310 0,23 0,39 1,21 0,07 0,51 0,55
Serisa 0,23 0,39 1,16 0,06 0,51 0,35
Alayslin 0,07 0,17 0,87 0,03 0,22 0,35
Ala;sPII 0,14 0,27 0,99 0,06 0,34 0,34
Alays3y 0,19 0,35 1,11 0,07 0,44 0,38
Ala;sa 0,23 0,39 1,14 0,06 0,51 0,28
Gly;slin 0,01 0,08 0,66 -0,01 0,11 0,01
GlysP11 0,05 0,13 0,70 0,02 0,17 -0,07
Glyis310 0,13 0,24 0,80 0,06 0,31 -0,24
Gly;sa 0,19 0,34 0,88 0,06 0,43 -0,40
woda 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TIP4P
Rys. 5.1.6.2. Diagramy uporzadkowania wody w otoczce solwatacyjnej analizowanych peptydow, uwzgledniajace efekt

”wylaczonej objetosci” spowodowanej obecnoscia peptydu. Wykresy relacji: Asu(0,36 nm)=f(ser(0,36 nm)) i Asy(0,58
nm)=f(As.n(0,58 nm)). Romby reprezentuja poliseryng, kota polialaning, trdjkaty poliglicyng. WartoSci parametrow
wzrastaja wraz ze spadkiem uporzadkowania wody. UWAGA!!! Osie odci¢tych i rzednych sa w innej skali.
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5.2. Dynamika czasteczek wody w otoczce solwatacyjnej

Wiasciwosci strukturalne wody sita rzeczy wplywaja na jej wlasciwosci dynamiczne.
Badatem wigc takie wlasnos$ci jak wspotczynniki autodyfuzji (zarowno translacyjnej i rotacyjnej),
state czasowe opisujace czas zycia pojedynczego wiazania wodorowego, jak rdwniez czasy

,rezydencji” atomow wodoru czasteczek wody wokot atoméw tlenu karbonylowego peptydu.

Wyniki zawarte w Tabeli 5.2.1. pokazuja, ze czasteczki wody w warstwie solwatacyjnej
poruszaja si¢ wolno; warto$¢ wspolczynnika dyfuzji translacyjnej Dr, w obrgbie pierwszej otoczki
solwatacyjnej polialaniny jest znaczaco mniejsza (az do okoto 50%) od wartosci dla czystej wody;
w obre¢bie pierwszej otoczki solwatacyjnej poliseryny (do okoto 44%) w poréwnaniu z czysta woda.
Trzeba jednak pamigtac, ze zaburzony ruch postgpowy jest takze wynikiem obecnos$ci czasteczki
peptydu, poprzez efekt “Sciany”, natomiast zakldécony ruch obrotowy moze by¢ wynikiem
wylacznie opisanej] w podrozdziale 5.1.4. wyzszej energii wigzania wodorowego. Poniewaz ta
energia ulega zwigkszeniu w niewielkim stopniu, dlatego tez dyfuzja rotacyjna ulega niewielkiemu
spowolnieniu. Innymi stowy, z powyzszej argumentacji wynika (zgodnie z sugestia Halle'go [97]),
ze wspotczynnik dyfuzji rotacyjnej Dg, moze stuzy¢ jako bardziej odpowiednia miara lokalnych
zmian dynamiki wody anizeli Dr. Stad, zaprezentowana stosunkowo niewielka roznica w
wartosciach rotacyjnego wspotczynnika dyfuzji Dr takze wspiera twierdzenie, ze struktura wody
“solwatacyjnej” zmienia si¢ w niewielkim stopniu w poréwnaniu z wlasciwosciami czystej wody. Z
tego tez powodu ruch obrotowy (opisywany przez wspotczynnik Dr) podobnie jak ruch postgpowy
(opisywany przez Dr) w pierwszej warstwie solwatacyjnej polialaniny takze jest wolniejsza, ale w
znaczaco mniejszym stopniu (o ~15-20%). W drugiej warstwie solwatacyjnej oba wspotczynniki
dyfuzji Dr 1 D ro6znia si¢ od wartosci dla czystej wody jedynie o okoto kilka procent. Zauwazmy,
ze spowolnienie zaréwno ruchow postgpowych jak i obrotowych jest bardziej widoczne dla
polialaniny, anizeli dla poliglicyny (vide: [2] dla poréwnania). Moze to by¢ spowodowane

obecnoscia grup bocznych (CHs) [226].

W obrebie [ warstwy solwatacyjnej poliseryny obserwuj¢ spowolnienie ruchow obrotowych,
dochodzace nawet do okoto 25% w przypadku konformacji a-helikalnej i PII. Bardziej ruchliwa jest
woda wokol poliserynowej helisy 319 (spowolnienie ruchow obrotowych o okoto 19%); za$

najbardziej wokoét tancucha wyprostowanego (spowolnienie tylko o okoto 14%). Poréwnujac te
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warto$ci z warto$ciami dla analogicznych konformacji polialaniny wida¢, ze w przypadku
poliserynowych a-helisy i helisy PII, woda jest bardziej spowolniona niz w przypadku polialaniny,
za$ w przypadku helisy 3, 1 konformacji liniowej bardziej ruchliwa. Generalnie wigksza ruchliwos¢
rozpuszczalnika wokot poliseryn mozna thumaczy¢ tym, ze w ich przypadku w mniejszym zakresie
zachodzi efekt wylaczonej objetosci stanu przejSciowego (ang. transition state excluded volume)
[116] ograniczajacy czasteczce wody wybor partnera do utworzenia z nim wigzania wodorowego
poprzez katowy przeskok. Trzeba tez pamigtac, ze sam amfifilowy charakter reszty alaninowej,
gdzie mamy do czynienia z hydrofilowym szkieletem i1 hydrofobowym tancuchem bocznym
indukuje anormalny charakter dyfuzji i to rdwniez wplywa na spowolnienie ruchliwo$ci wody
wokot polialaniny w poréwnaniu z woda wokot poliseryny. Efekt ten zostat zaobserwowany w
przypadku r6znych amfifilowych peptydow m. in. przez Head-Gordon 1 wsp. [227][98][105][104],
Cannistraro i wsp. [80], Sterpone i wsp. [81]. Poruszanie si¢ tancuchow bocznych biatka réwniez
ma wptyw na dynamike wody w warstwie solwatacyjnej [80]; w przypadku poliseryny efekt ten jest
z pewnoscia bardziej widoczny niz w przypadku polialaniny, z powodu obecnosci grup
hydroksylowych ktore poprzez wiazania wodorowe ,,zahaczaja czasteczki wody” (musimy bowiem
pamigta¢, ze tancuchy boczne w przeciwienstwie do szkieletu peptydowego nie sa

»przytrzymywane” sita harmoniczng).

Jak wiadomo prawdopodobienstwo istnienia wiazania wodorowego jako funkcja czasu t
opada niewyktadniczo (Rys. 5.2.1) [193][194]. Wartosci statych czasowych wigzania wodorowego
sktaniaja mnie ku podobnemu wnioskowi co analiza wspotczynnikow dyfuzji. A. Kuffel 1 J.
Zielkiewicz [2] tacza spowolnienie zarowno ruchéw postgpowych jak i obrotowych) z warto§ciami
dwoch statych czasowych (tr 1 ) w Rown. 4.2.7.2, opisujacych rozpad wigzania wodorowego
(pomiedzy czasteczkami wody) w czasie. Pomyst ten zaktada, ze wiazanie wodorowe moze ulec
zerwaniu na dwa sposoby: poprzez ruch rozciagajacy lub zginajacy. Oba tymi mechanizmami —
rozcigganiem i zginaniem - rzadzi odpowiednio dyfuzja translacyjna i rotacyjna, i dlatego tez, ich
czasy relaksacji r6znig si¢. Tak wigc, zwigkszenie wartosci 1r odzwierciedla odpowiednia zmiang
translacyjnego wspotczynnika dyfuzji Dr. Z drugiej strony, warto$¢ tr zmienia si¢ nieznacznie, i
odpowiada to drobnym zmianom wspoétczynnika Dgr. Ten mechanizm nie stoi w sprzeczno$ci z
mechanizmem rearanzacji Laage'a 1 Hynesa [113][114], ktorzy to zakladaja zasadniczo
niedyfuzyjny mechanizm zrywania-tworzenia wigzania wodorowego; poniewaz mimo, Ze Samo
zrywanie ma charakter raczej niedyfuzyjny, to jednak ,.dostarczanie” i ,,odbieranie” akceptoréw
wigzania wodorowego z warstwy czasteczek wody gdzie zachodzi zrywanie wigzania wiaze si¢ z

dyfuzja translacyjna, natomiast sam przeskok i odpowiednia orientacja czasteczek wody wzgledem
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siebie jest zalezna od dyfuzji rotacyjne;.

Rys. 5.2.1. Wykres zaleznosci W(t); kolor zielony — czysta woda, kolor czarny — woda w I warstwie solwatacyjnej
wokot formy liniowej polialaniny

W przypadku I warstwy solwatacyjnej poliseryny warto$¢ stalej rotacyjnej (zwiazanej z
obrotem czasteczki w trakcie zrywania wiazania) jest wigksza anizeli w przypadku czystej wody,
natomiast w przypadku II warstwy solwatacyjnej poliseryny widzimy, ze wartosci statej rotacyjnej
sa zaleznie od konformacji odrobing wigksze (a, PII), rowne (319), a nawet nieco mniejsze (forma
liniowa) od wartosci dla czystej wody. Jednak tutaj (tzn. w przypadku II warstwy) jestem ostrozny z
wyciaganiem wnioskéw, gdyz rdznice w poroOwnaniu z czystym rozpuszczalnikiem nie przekraczaja

wartos$ci btedu.

Jak juz wspomniatem wartosci Ari Agr (Tab. 5.2.1) mierza udzial obu wyzej wspomnianych
sposobdw rearanzacji wiazania wodorowego. W tym konteks$cie zwracam uwage na drobne zmiany
w warto$ciach amplitud Ari Ar W pierwszej otoczce solwatacyjnej w porownaniu do tych w czystej
wodzie. Te roznice mozna wytlumaczy¢ dwoma zjawiskami. Po pierwsze, wplywem efektu
hydrofobowego na wydluzenie czasu zycia wiazania wodorowego (ten efekt byl badany
szczegotowo przez Laage'a i wsp. [116]), a po drugie, oddziatywaniami hydrofilowymi pomiedzy
woda, a powierzchnia peptydu. Zaobserwowane zmiany w warto$ciach Ar i Ar sugeruja, ze
mechanizm zrywania wiazania wodorowego moze by¢ zmodyfikowany w sasiedztwie czasteczki
peptydu. Ta sugesti¢ wspieraja wyniki uzyskane przez Jana'e i wsp. [119], ktorzy rozwazali
mechanizm rearanzacji wiazania wodorowego w obrebie pierwszej warstwy solwatacyjnej
lizozymu. Pokazali oni, ze w obrgbie tej warstwy az 20% przypadkow zrywania wigzania

wodorowego nastgpuje poprzez nieco inny mechanizm anizeli w czystej wodzie.

Wykres znormalizowanej funkcji autokorelacji predkosci translacyjnej (VACF) dla wody
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TIP4P przedstawitem na Rys. 5.2.2. W przypadku tej funkcji mozna zauwazy¢ wypuktos¢, a
nastgpnie czgs¢ o ujemnym znaku. Przebieg tej funkcji jest typowy dla wielu cieczy, nie tylko
wody. Ujemny znak funkcji §wiadczy o zmianie kierunku ruchu na przeciwny w wyniku odbicia od
otaczajacych czasteczek, ktore tworza co$ w rodzaju ,klatki”. Mozna zauwazy¢ roéznicg przebiegu
funkcji poréwnujac zachowanie si¢ czystego rozpuszczalnika, a wody z pierwszej otoczki
solwatacyjnej (vide: Suplement; Rys. 5.2.S1, Rys. 5.2.S17). Obserwowane glebsze minimum
funkcji wskazuje na bardziej sprezyste odbicia od otoczenia, a co za tym idzie na wigksza
sztywnos¢ wody znajdujacej si¢ w sasiedztwie tancucha peptydowego. Mozna zauwazy¢, ze woda
hydratacyjna ma najbardziej ,,sztywny” charakter w przypadku form ,,natywnych” polialaniny, za$
woda w otoczkach solwatacyjnych form z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi nie odbiega
znaczaco od czystej wody. Mozna to wyjasni¢ tym, ze w przypadku form ,,natywnych” mamy do
czynienia z wigzaniem si¢ czasteczek wody wiazaniami wodorowymi ze szkieletem peptydu, co
oczywiscie ma wptyw na usztywnienie struktury rozpuszczalnika. Ponadto powyZsze obserwacje
stanowia kolejne zaprzeczenie hipotezy ,,gor lodowych” (w kontek$cie zmian dynamiki wody)
wokoét czasteczek hydrofobowych. W przypadku dalszych warstw nie mozna juz dopatrzy¢ sig
réznic w zachowaniu si¢ funkcji dotyczacych wody solwatacyjnej i czystej. Zardowno obecno$¢
glgbszego minimum (w poréwnaniu z VACF) jak i oscylacyjny charakter funkcji wskazuja, ze
czasteczka drga czesto zmieniajac kierunki obrotu w wyniku oddziatywania z sasiednimi
czasteczkami; co najwidoczniej zachodzi w najwigkszym stopniu wokot osi Oxw wewngtrznego

uktadu wspotrzednych czasteczki wody (Rys.5.2.S2, 5.2.53, 5.2.54).

Wartosci funkcji VACF osiagaja zero w czasie ~1 ps, natomiast funkcji RACF juz przy ~0,3
ps. Jak juz wspomnialem, wptyw czasteczki peptydu na ruch obrotowy czasteczki wody jest
stabszy, anizeli na ruch postgpowy co jest widoczne na wykresach funkcji autokorelacji predkosci
rotacyjnej (RACF; Rys. 5.2.S5, Rys. 5.2.86, Rys. 5.2.S7, Rys. 5.2.S8). Mozna to oczywiscie
powiaza¢ z przeprowadzong wczesniej analiza wspolczynnikow dyfuzji rotacyjnej oraz druga ze
stalych czasowych opisujacych kinetyke wiazan wodorowych (tr), ktore w pierwsze] warstwie

solwatacyjnej rdznig si¢ niewiele od wartosci obserwowanych dla czystego rozpuszczalnika.

Powyzsze rozwazania sugeruja, ze struktura wody w ramach otoczki solwatacyjnej moze
by¢ sztywniejsza od struktury czystej wody, z powodu nieco wyzszej energii wigzan wodorowych.
Ta sugesti¢ mozna potwierdzi¢ poprzez analiz¢ spektralna ruchdéw czasteczek wody. Analiza
transformaty Fouriera predkosci (translacyjnej i rotacyjnej; obliczonej z funkcji autokorelacji

predkosci) pozwala uzyskac glebszy wglad w dynamike wody w ramach otoczki solwatacyjne;.
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Transformata Fouriera predkosci pokrywa dwa glowne regiony: (0-250) cm™ i (200-800) cm™, i te
regiony odpowiadaja odpowiednio postgpowym i obrotowym ruchom drgajacym czasteczki wody
[228][229]. Transformaty Fouriera wyliczone w tej pracy dla polialaniny 1 poliseryny (Rys. 5.2.S9.,
Rys. 5.2.S10, Rys. 5.2.S11, Rys. 5.2.S12, Rys. 5.2.S13, Rys. 5.2.S14, Rys. 5.2.S15, Rys. 5.2.S16,
Rys. 5.2.S17, Rys. 5.2.520, Rys. 5.2.S21) sa bardzo podobne do tych dla poliglicyny [2][224],
wykazujac charakterystyczne przemieszczenie gtownego piku w translacyjnej czgsci transformaty
Fouriera w kierunku wyzszych czestotliwosci, o ok ~10 cm™, co potwierdza wniosek, ze struktura
wody w sasiedztwie rdzenia peptydowego jest sztywniejsza od struktury czystej wody.
Potwierdzony zostaje tez fakt, ze zwigkszona sztywno$¢ w obregbie I warstwy solwatacyjnej jest
raczej ogo6lna wlasciwoscia, ktora pojawia si¢ jako skutek efektow orientacyjnych czasteczek wody

w obrgbie tej] warstwy.

Dotychczas prezentowane wyniki pozwalaja nam zatozy¢, ze czasteczki wody tworza pewna
spojna struktur¢ dookota rdzenia peptydu. Ten “nimb” jest zakotwiczony w rdzeniu peptydowym
poprzez wiazania wodorowe pomiedzy tlenem karbonylowym a woda, a takze (stabsze)

oddziatywania z wodorem amidowym (o czym juz nadmienitem w Rozdz. 5.1.3.)

Obliczytem takze stale czasowe rezydencji atoméw wodoru wody wokot tlendw
karbonylowych. Uzyskane wyniki przedstawilem w Tabeli 5.2.2. Najbardziej widocznym faktem
jest wyrazne zwigkszenie (niemal dwukrotne) zardwno warto$ci tpr jak 1 Tpr, Woko6t tlenu
karbonylowego dla polialaniny w pordwnaniu z warto$ciami dla poliglicyny. Wyjasnienie tego jest
bardzo podobne do tego prezentowanego poprzednio. Wielkos¢ tpr odzwierciedla mechanizm
translacyjny wymiany wiazania wodorowego, podczas gdy wielko$¢ tpr, mozna taczyé z
mechanizmem rotacyjnym. “Czasy rezydencji” okreslone dla polipeptydu opartego na glicynie sa w
przyblizeniu takie same jak czasy zycia pojedynczego wiazania wodorowego pomig¢dzy dwoma
czasteczkami wody. Wnioskujemy, stad, ze w przypadku glicyny, warstwa solwatacyjna nie jest
mocno zwiazana z rdzeniem peptydu, i moze si¢ §lizga¢ (wzglednie tatwo) na powierzchni peptydu.
Dla alaniny, jakkolwiek, stata czasowa 1pr wyraznie si¢ zwigksza, co oznacza, ze temu “Slizganiu”
przeszkadza obecno$¢ grup bocznych (CHs). Poniewaz $lizganie si¢ warstwy wody na powierzchni
peptydu powoduje rotacje czasteczek zwiazanych z tlenem peptydowym, wigc jego rotacja jest
takze utrudniona. W rezultacie, stata czasowa tpr Wyraznie si¢ zwigksza. Innymi stowy, czasteczki
wody sa dodatkowo immobilizowane (,,wkleszczone) w poblizu powierzchni peptydu przez grupy
boczne, co implikuje wydtuzenie obu staltych czasowych tpr 1 Tpr, (W poréwnaniu z wartosciami dla

glicyny) moze stuzy¢ jako miara tego efektu. Poréwnujac state czasowe rezydencji wokot
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poliserynowego tlenu karbonylowego z warto$ciami uprzednio obliczonymi dla poliglicyny
widzimy okolo dwukrotne zwigkszenie wartosci tych statych (1,83x dla formy liniowej; 2,37x dla
PII, 2,30x dla 3,0; 1,69 dla o), za§ w pordwnaniu z warto$ciami dla polialaniny zwigkszenie wynosi
1,12x dla formy liniowej, 1,40x dla PII, 1,51x dla 3,01 1,02x dla o). Wskazuje to na to, ze warstwa
solwatacyjna wokot poliseryny jest jeszcze $ciSlej zwiazana z rdzeniem peptydu, anizeli w
przypadku polialaniny, a zwlaszcza poliglicyny, co jeszcze bardziej utrudnia §lizganie si¢ jej na
powierzchni peptydu. Zwigkszone wartos$ci statych ,,rezydencji” wokot tlenu karbonylowego wokot
poliseryny wzgledem peptyddéw badanych przeze mnie wezesniej mozna wytlumaczy¢ trudno$ciami
w ,,wydostawaniu” si¢ czasteczek wody z wngk przy powierzchni peptydu. W zadnym wypadku nie

swiadczy to jednak o zwigkszonej energii wiazania sig ze szkieletem peptydu [97].

Niezaleznie od sktadu aminokwasowego ,,wyrdzniaja si¢ wartosci statych czasowych 77 jak i
7z W przypadku helisy PII, ktore sq wieksze od wynikéw dla pozostatych konformacji, co wskazuje
na trwalsze (pod wzgledem kinetycznym) oddziatywania z tlenem karbonylowym. ,,Na wyzszq
wartos¢ statych czasowych w porownaniu z innymi uktadami wplywa budowa helisy PII, w ktorej
grupy karbonylowe nie sq zaangazowane w wewnqtrzczqsteczkowe wiqzania” (w przeciwienstwie
do helis: a 1 3y), ,,a wiec dostepne dla wody, ktora moze przyjac orientacje pozwalajqcq na
zaistnienie trwatego wiqzania. Ponadto w przypadku peptydu liniowego grupy karbonylowe
znajdujq sie na bocznej powierzchni lancucha, co jednej strony ulatwia kontakt, ale utatwia tez
zakonczenie oddziatywania. W przypadku helisy PIl grupy sq schowane w niewielkich
zagtebieniach splotu helisy, co wpltywa na szybkos¢ opuszczania przez atomy wodoru sqsiedztwa

atomow tlenu” (Rys. 3.2.1.2) [224].

Tabela 5.2.1. Dynamiczne wlasciwosci wody w obrgbie pierwszej (I) i drugiej (II) otoczki solwatacyjnej. Dr, Dr
oznaczaja odpowiednio translacyjny i rotacyjny wspotczynnik dyfuzji. A; i 7 oznaczaja parametry dwuwyktadniczego
przyblizenia funkcji W(t) (Réwn. 4.2.7.2)
Konformacja  (10°Dr[m’s”] [10"'Dg[rad’s] |Ar Ar 1 [ps] = [pS]

1 11 1 11 I 11 1 11 1 11 I 11
Ala;slin 2,12 325 2,45 1291 0,74 0,75 0,25 0,24 0,50 0,46 0,11 0,11
Ala;sPII 2,07 3,30 2,42 2,97 0,72 0,74 0,27 0,25 0,48 0,41 0,11 0,10
Ala;s310 2,17 3,38 2,43 3,02 0,76 0,75 0,24 0,25 0,50 0,45 0,12 0,11
Ala;sa 1,95 13,35 2,39 2,81 0,74 0,76 0,25 0,24 0,50 0,44 0,12 0,10
Ala0;slin 2,22 3,33 2,66 2,96 0,73 0,79 0,27 0,21 0,46 0,43 0,12 0,09
Ala0,sPII 2,55 1347 12,83 2,96 0,76 0,77 0,24 0,23 0,45 0,44 0,11 0,10
Ala0;534¢ 2,50 3,40 (3,10 2,95 0,76 0,77 0,24 0,23 0,45 0,44 0,11 0,10
Alal;s0 2,48 3,42 [3,08 2,99 0,76 0,78 0,23 0,22 0,44 0,43 0,10 0,10
Ser;slin 2,37 1343 2,62 3,25 0,73 0,78 0,26 0,21 0,48 0,43 0,11 0,09
Ser;sPII 2,12 3,26 2,31 3,07 0,73 0,75 0,26 0,24 0,48 0,44 0,12 0,11
Seris310 2,11 3,35 2,49 3,04 0,73 0,77 0,26 0,23 0,51 0,43 0,12 0,10
Sersa. 2,10 3,38 2,28 3,23 0,72 0,75 0,28 0,25 0,51 0,45 0,12 0,11
szacowany +0,1 20,1 0,2 £0,2 +0,05 0,03 0,05 20,02 [£0,02 [£0,01 [£0,02 0,01
blad
TIP4P 3,76+0,1 3,06+0,1 0,77+0,01 0,23£0,01 0,43+0,01 0,10+0,01
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Tabela 5.2.2. Parametry funkcji opisujacej czasy rezydencji atoméw wodoru wody dookota atoméw tlenu
karbonylowego 1 hydroksylowego tancucha peptydowego. tpr oraz tpr oznaczaja dwie stale czasowe
dwuwyktadniczej aproksymacji funkcji P(t) (Rown. 4.2.7.3).

Konformacja \rT [ps] \rR [ps]

wokol tlenu karbonylowego

Ala;slin 2,35+0,10 0,49+0,10

Ala;sPII 3,00+0,10 0,66+0,10

Alais3o 2,49+0,10 0,47+0,10

Alajsa 2,49+0,10 0,56+0,10

Glyslin 1,44+0,05 0,27+0,05

Gly,sPII 1,78+0,05 0,4140,05

Glyis310 1,64+0,05 0,27+0,05

Glyso. 1,50+0,05 0,29+0,05

Serslin 2,64+0,17 0,50+0,10

Ser;sPII 4,21+0,13 0,80+0,17

Seri5310 3,77+0,26 0,68+0,21

Serisa 2,54+0,31 0,45+0,09

wokél tlenu hydroksylowego

Ser;slin 1,61+0,12 0,29+0,05

Ser;sPII 1,7540,12 0,34+0,06

Seris310 2,02+0,11 0,37+0,07

Serisa 1,66+0,09 0,28+0,05

woda TIP4P* 2,36+0,02¢ 0,51+0,02¢

“ Wartosci dla czystej wody TIP4P umieszczone w tej tabeli byty liczone przy uzyciu kryterium “odlegtosci” d=0,25 nm jako wartosci
ograniczajacej odlegtos¢ wodor-tlen.

Rys. 5.2.2. Przebieg funkcji autokorelacji predkosci translacyjnej (VACFE(t)) i rotacyjnej (RACF(t)) czasteczek wody
TIP4P w czystym rozpuszczalniku

Rys. 5.2.3. Przebieg transformaty Fouriera funkcji autokorelacji predkosci translacyjnej (VACF(t) — z lewej strony) i
rotacyjnej (RACF(t) — z prawej strony) czasteczek wody TIP4P w czystym rozpuszczalniku
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5.3. Struktura wody solwatacyjnej wokotl bialkka sbwAFP
5.3.1. Analiza funkcji rozkladu gestosci

Uzyskane funkcje rozkladu ggstosci postuzyly jedynie do oszacowania zakresu warstwy
solwatacyjnej. Przedstawilem je na Rys. 5.3.1, wraz z ich zalezno$cia temperaturowa. Jak mozna
zauwazy¢, ta zalezno$¢ jest raczej staba, 1 jest najbardziej wyrazna dla Plaszczyzny 1. Ponadto
mozna zauwazy¢ ze odleglo$¢ 1,2 nm jest gérna granica obserwowanych zmian ggstosci; z tego tez

powodu warto$¢ ta zostata wykorzystana jako grubo$¢ otoczki solwatacyjne;.
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Rys. 5.3.1. Funkcja rozktadu ggstosci, obliczona w obrgbie otoczki solwatacyjnej dookota trzech ptaszczyzn biatka
sbwAFP dla dwoch temperatur (250 K 1 300 K) i wody SPC/E.

5.3.2. Wykorzystanie skonstruowanych parametrow w celu okreslenia
uporzadkowania wody w otoczce solwatacyjnej bialka sbwAFP

Tutaj takze wykorzystatem pomyst dwuczastkowych funkcji korelacji do zdefiniowania

miary uporzadkowania strukturalnego. W celu okreslenia tej funkcji nalezy analizowaé wszystkie
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mozliwe pozycje 1 orientacje czasteczek podczas trajektorii co czyni ta metodg praco- i
czasochtonna. Wykorzystanie funkcji korelacji prowadzi jednak do uzytecznego przyblizonego
opisu struktury wody (solwatacyjnej) gdyz podczas badania wszystkich mozliwych pozycji 1
orientacji czasteczek w ukladzie jestem $wiadom Ze niektdre z nich sa bardziej prawdopodobne,
podczas gdy inne sa mniej prawdopodobne i stad ich wktad do miary ogdlnego uporzadkowania
staje si¢ nieistotny. Innymi slowy, chociaz sondujemy cala przestrzen konfiguracyjna, gtowne
wktady do ogolnego uporzadkowania wynikaja z najbardziej prawdopodobnych parametrow, co
wydaje si¢ by¢ dosy¢ oczywiste. Mozna oczekiwaé, ze najbardziej prawdopodobne pozycje i
orientacje czasteczek cieklej wody sa okreslone, w znacznym zakresie, przez ich zdolno$¢ do
tworzenia wiazan wodorowych. Jesli bior¢ pod uwage wilasciwosci sieci wiazan wodorowych to
rzeczywiscie badam pewien wybrany region w przestrzeni konfiguracyjnej, ktory odzwierciedla
najbardziej prawdopodobne konfiguracje uktadu przy pominigciu wszystkich pozostatych. Stad,
analiza wlasciwosci sieci wigzan wodorowych wydaje si¢ by¢ rozsadnym wstegpnym etapem w
badaniach struktury wody solwatacyjnej. Z tego powodu najpierw zajme si¢ analiza wlasciwosci
wiazania wodorowego w wodzie, podczas gdy zastosowanie parametru lokalnego uporzadkowania

przedyskutuje nieco pdznie;j.

188



T )
& A
= =
a2
4‘ o a1 I';‘I ..... I;" o i |IH“ 4ﬁ Caa a1 I'“I i ' |IH“
6 [degrees| & [dcgrees|
v} SPCE 300 K -
ot o, Plane 1
~ . R
- g;
% . = -]
o b
412 i 5| 412 L
e s 35 180 I o 33 1ED
8 [degrees] 8 [degrees]

45 ﬂn = 1R 45 ﬂﬂ 35 AN
0 [degrees] 0 [degrees|

Rys. 5.3.2. Roéznice, AP(Bug)=Psoiv(Oup)-Pour(Bus), W rozktadach prawdopodobienstwa kata Ous (vide: Rozdz. 4.2.6)
pomiedzy pierwsza warstwa solwatacyjna a czysta woda, okreslony dla dwdch temperatur. Wyniki dla Ptaszczyzny 1 sa
wskazane etykieta i sa przedstawione linia kropkowanga. Ostatni rzad przedstawia temperaturowa zaleznos$¢ kata Oug w
czystej wodzie, okreslonego zaré6wno dla modelu SPC/E jak i TIPSP.

5.3.3. Analiza wlasciwosci wigzania wodorowego

W tym podrozdziale analizujg $rednia geometri¢ pojedynczego wiazania i ogodlng geometri¢

sieci wigzan wodorowych woda-woda.

W celu przeanalizowania wlasciwosci pojedynczego wigzania wodorowego, rozwazalem

rozktady prawdopodobienstwa nastgpujacych wielkosci (Rozdz. 4.2.5); kat Boon 1 odlegtos¢ doo.
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Podczas analizy ogdlnych wtasciwosci wiazania wodorowego badalem histogram opisujacy rozktad
prawdopodobienstwa kata 0y pomiedzy dwoma sasiednimi wigzaniami wodorowymi utworzonymi
przez rozwazana czasteczke wody. Wszystkie powyze] okreslone witasciwosci zostaty okreslone
oddzielnie dla trzech podwarstw otoczek solwatacyjnych. Oczywiscie, roznia si¢ one od
wlasciwosci czystej wody, ale rdznice sa najbardziej widoczne dla pierwszej podwarstwy

solwatacyjnej, i praktycznie zanikaja dla trzecie;.

Wyniki tych obliczen pokazatem na Rys. 5.3.3; wigcej szczegdldow mozna znalezé na
Rysunkach 5.3.S1 i 5.3.S2. Pokazuja one réznice pomigdzy warto$ciami histogramu wyliczonymi

dla wody solwatacyjnej z pierwszej podwarstwy, Py, 1 wartosci wyliczone dla czystej wody Pyux.

Mozna wyciagnac trzy istotne wnioski z zaprezentowanych wynikow. Po pierwsze, srednia
geometria pojedynczego wiazania wodorowego woda-woda, badana dla wody hydratacyjnej w
pierwszej podwarstwie wody pozostaje niemal bez zmian w poréwnaniu z wlasciwos$ciami czystej
wody tzn. réznice sa niewielkie 1 nie przekraczaja one kilku procent (nie wigcej niz 2%-3%)
wartosci histogramu. Warto zauwazy¢, ze bardzo podobne zmiany obserwowalem dla prostych
polipeptydéw. Drugim wnioskiem jest to, Ze ogdlna struktura sieci wigzania wodorowych w tej
podwarstwie nie jest znaczaco zmieniona. Mozna powiedzie¢, ze ta sie¢ jest wzglednie sztywna.
Dla katow 0us wokot 90°, wartosci histogramu nieco wzrastaja w porownaniu z wartosciami dla
czystej wody, podczas gdy przy ~109° (,idealnym” kacie tetraedrycznym) ich wartosci ulegaja
niewielkiemu zmniejszeniu. Warto zauwazy¢,ze obserwowane zmiany sa wzglednie mate tzn.
réznice nie przekraczajq kilku procent wartosci histogramu dla modelu SPC/E, i sa nieco wyzsze
dla modelu TIP5P; zob. Rys. 5.3.3, 1 dla bardziej szczegdtowego opisu zalezno$ci temperaturowe;j

zob. Rys. 5.3.52.

Chociaz powyzej okreslone odkrycia moga si¢ wydawaé trochg niespodziewane, mozna je
wesprze¢ w nastgpujacy sposob. Zaktadajac wspomniana sztywnos$¢ sieci wigzan wodorowych,
nalezy oczekiwaé, ze jej strukturalna sztywno$¢ wymaga obecnosci jakiej$ liczby niezajgtych
miejsc wigzan wodorowych. Wyniki opublikowane ostatnio przez Perera'¢ i wsp. [230] pokazuja, ze
takie ,,dyndajace” wiazania wodorowe wokot rozpuszczonych grup niepolarnych rzeczywiscie

istnieja.

Trzeci wniosek jest taki, ze wlasciwosci wody wokot Plaszczyzny 1 rdznig si¢ nieco od

dwoch pozostalych ptaszczyzn; w tym szczegoélnym przypadku, odchylenie od struktury
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tetraedrycznej jest nieco mniejsze. Warto zauwazy¢, ze ten efekt jest bardziej widoczny w niskich
temperaturach (zob. Rys. 5.3.3, i Rys. 5.3.S2). Réznica w lokalnej tetraedrycznosci pomigdzy
Plaszczyzna 1 a dwoma pozostalymi plaszczyznami zostala takze zaobserwowana przez Nutta 1
Smitha [179], ktoérzy uzyli zmodyfikowanego przez nich parametru tetraedrycznos$ci Chaua i
Hardwicka [1]. Nutt i Smith interpretowali to odkrycie jako zwigkszenie ilo§ci mniej tetraedrycznie
uporzadkowanej wody wokol Plaszczyzn 2 1 3, i zwigkszenie iloSci bardziej tetraedrycznie
uporzadkowanej wody wokot Plaszczyzny 1. Aczkolwiek patrzac na przedstawione przeze mnie
wyniki wida¢ wyraznie, ze struktura sieci wiazan wodorowych (tworzonych wylacznie przez

wigzania wodorowe woda-woda) w poblizu powierzchni biatka jest zawsze mniej tetraedryczna w

porownaniu z wilasciwosciami czystej] wody; jest to prawda dla wszystkich trzech ptaszczyzn
biatka. Rozrdznienie pomigdzy ptaszczyznami polega jedynie na niewielkiej rdéznicy w zakresie

tych zmian.

Poréwnujac modele wody SPC/E i TIP5SP mozemy dostrzec, ze odchylenia od wiasciwosci
czyste] wody sa podobne pod wzgledem jakosciowym. Niemniej niektore réznice pod wzgledem
ilosciowym sa takze widoczne. Jak wida¢ (zob. Rys. 5.3.S2) dla modelu TIPSP w temperaturach
ponizej 273 K te odchylenia szybko wzrastaja, podczas gdy dla wody SPC/E we wszystkich
temperaturach (i takze dla wody TIP5P w temperaturach powyzej 270 K) sa one w niewielkim
stopniu zalezne od temperatury. Jedynym mozliwym wyjasnieniem jest to, ze temperatura
zamarzania dla tych modeli wody jest rozna (nizsza dla modelu SPC/E). W przeciwienstwie do
sugestii wyrazonej przez Nutta i Smitha [179], model TIP5P w niskich temperaturach nie pozwala
na jednoznaczne i lepsze rozrdznienie pomigdzy trzema badanymi plaszczyznami. Stad mozna
sadzi¢, iz nie ma zadnych znaczacych rdéznic pomigdzy obydwoma modelami w w badanym

zakresie temperatur.
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5.3.4. Analiza parametrow uporzadkowania
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Rys 5.3.4. Diagram uporzadkowania — zalezno$¢ temperaturowa relacji Swwyrans2(0,58)=f(sww,or”(0,58)), okreslonej dla
wody solwatacyjnej wokot trzech ptaszczyzn biatka AFP, i dla dwoch modeli wody: SPC/E i TIPSP. Strzatki wskazuja
kierunek wzrastajacej temperatury. Przerywane proste linie zostaty pokazane dla przejrzystosci rysunku.

Jak juz nadmienitem w Rozdz. 4.2.3 parametr lokalnego uporzadkowania, sww®(0,58)
mozna rozlozy¢ na trzy czlony; okreSlam je jako sktadowa translacyjna Swww?(0,58),
konfiguracyjna Sww.conf(0,58) i orientacyjna Swworient(0,58). Gdy wykorzystuje ten podzial i
wykres$lam ,,diagram uporzadkowania” przy uzyciu wartos$ci swwm>(0,58) 1 sww.or>(0,58)=Sww.cont”
(0,58)+swworien(0,58), mam mozliwo$¢ dokladnego okreSlenia struktury wody w otoczce
solwatacyjnej. Warto zauwazy¢, ze tutaj nie wykonatem podzialu otoczki solwatacyjnej na warstwy
wokot kazdej z trzech ptaszczyzn badanego biatka. Wyniki obliczen zaréwno dla modelu SPC/E jak
1 TIPSP pokazalem na Rys. 5.3.4 (dla celow pordwnawczych zawartlem takze na tym rysunku
punkty dla czystej wody). Wida¢ wyraznie, ze warto$ci parametru obliczone dla wody
solwatacyjnej wokot Plaszczyzny 1 jednoznacznie odbiegaja od wartosci dla Plaszczyzn 2 1 3.
Najbardziej widoczny jest znaczacy wzrost absolutnych warto$ci parametru swwor2(0,58) dla wody

wokot Plaszczyzny 1 w porownaniu do tej dla dwoch pozostatych ptaszczyzn.
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Warto$ci swwm®(0,58) 1 swwor(0,58) W otoczce solwatacyjnej odbiegaja znaczaco od
wartos$ci dla czystej cieczy. Roznica jest spowodowana dwoma gtéwnymi przyczynami. Pierwszym
jest efekt ,,wylaczonej objetosci” tzn. pewna czg$¢ przestrzeni dookota rozwazanej czasteczki
wody jest zajeta przez biatko, 1 w tym regionie nie jest obecna zadna inna czasteczka wody. To
oczywiscie wpltywa na dwuczastkowa funkcje korelacji — i stad takze na wszystkie badane
parametry — ktore w swoisty sposob zaleza od ksztattu powierzchni migdzyfazowej woda-biatko.
Drugim powodem jest mozliwa modyfikacja migdzyczasteczkowych odleglosci woda-woda jak
rowniez modyfikacja wzajemnej orientacji czasteczek wody w otoczce solwatacyjnej (w
poréwnaniu z wlasciwosciami czystej wody). Te zmiany takze wptywaja na dwuczastkowa funkcje
korelacji i moga by¢ one spowodowane wieloma czynnikami takimi jak ksztalt powierzchni
miedzyfazowej bialko-woda i hydrofobowy/hydrofilowy charakter powierzchni bialkowe;j.
Aby uniemozliwi¢ wyciaganie btednych wnioskéw, cheialbym wyjasni¢, ze termin ,,struktura
wody” bede uzywat od teraz w odniesieniu do wzajemnej orientacji czasteczek wody 1 odlegltosci
pomigdzy nimi, a nie w celu opisu czgsciowego badz catkowitego braku czasteczek wody z powodu
»efektu wylaczonej objetosci”. Ponizej opisatem metodg¢ pomiaru zmian strukturalnych w wodzie

solwatacyjnej przez porownanie z wlasciwosciami czystej wody.
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5.3.5. Analiza wynikow uzyskanych dzi¢gki modyfikacji parametru lokalnego
uporzgdkowania w celu eliminacji efektu ,,wylaczonej objetosci”
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Rys. 5.3.5. Zmodyfikowana posta¢ diagramu uporzadkowania pokazujaca temperaturowa zalezno$¢ relacji Aswwans”
(0,58)= f(Asww.or®(0,58)), okreslonej dla wody solwatacyjnej dookota trzech ptaszczyzn biatka sbwAFP, i przy uzyciu
dwoch odleglosci do. Rysunek pokazuje wyniki dla modelu wody SPC/E. Strzatki wskazuja kierunek wzrastajacego
uporzadkowania w poréwnaniu z wlasciwo$ciami czystej wody. Symbole punktowe odnosza si¢ do poszczegoélnych

ptaszczyzn w analogiczny sposob jak na Rys. 5.3.4. Ciagtle linie proste zostaly przedstawione jedynie dla przejrzystosci
rysunku.
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Na poczatek okreslitem w jaki sposob wybor wartosci do (tzn. odlegtos¢ od powierzchni
biatka ponizej ktérej czasteczki wody zostaly usunigte; zob. Rozdz. 4.2.3h.) znajdujace si¢ ma
wpltyw na warto$ci wszystkich analizowanych parametréw, stad obliczenia wykonano przy uzyciu
trzech r6znych warto$ci odlegtosci do: 0,10; 0,17 1 0,25 nm. Uzyskane wyniki zaprezentowatem (dla
modelu SPC/E) na Rys. 5.3.5, na ktdrym jest pokazany ,,diagram uporzadkowania” utworzony przy
uzyciu parametrow Swwua2(0,58) 1 Swwor2(0,58). Uzyskane warto$ci parametru sww(0,58) sa
nastepujace:

przy uzyciu d0=0.25 nm

Plaszczyzna 1: Asww?(0,58)=-6,9 J/(mol K) w 240 K, i sww?®(0,58) =-4,5 J/(mol K) w 300 K
Plaszczyzna 2 i 3: Asww®(0,58)=-4,7 J/(mol K) w 240 K, i Asyw(0,58)=-3,4 J/(mol K) w 300 K

przy uzyciu d0=0.17 nm

Plaszczyzna 1: Asww®(0,58)=-4,9 J/(mol K) w 240 K, i sww?(0,58) =-3,4 J/(mol K) w 300 K
Plaszczyzna 2 i 3: w przyblizeniu Asww®(0,58)=-2,5 J/(mol K)

przy uzyciu d0=0.10 nm

Plaszczyzna 1: Asww?(0,58)=-3,5 J/(mol K) w 240 K, i sww?®(0,58) =-2,5 J/(mol K) w 300 K
W przypadku Plaszczyzny 2 i 3 parametr znajduje si¢ w zakresie (-1,1) - (-1,5) J/(mol K)

Jak wida¢ odlegto$¢ dp=0,25 nm jest nieco za duza, podczas gdy do=0,10 nm jest wyraznie za mala.

Mimo tego, we wszystkich przypadkach mozna zauwazy¢ podobna tendencj¢ tzn. woda

solwatacyjna dookota wszystkich ptaszczyzn jest zawsze bardziej uporzadkowana niz czysta woda

(warto$ci Asww®(0,58) sa zawsze ujemne) i woda wokot Plaszezyzny 1 jest znaczaco bardziej

uporzadkowana od wody wokét Plaszezyzny 2 i 3. Warto zauwazy¢, ze struktura solwatacyjnej

wokot zarowno Plaszczyzny 2 jak 1 Plaszczyzny 3 jest niemal nie do odroznienia przy uzyciu
przyjetych tutaj metod (wlaczajac w to analiz¢ wiazania wodorowego). Ogdlne strukturalne
uporzadkowanie wokot wszystkich plaszczyzn wzrasta wraz ze spadkiem temperatury, ale wokot
Plaszczyzny 1 ten wzrost lokalnego uporzadkowania jest wyraznie wigkszy. We wszystkich
wypadkach, efekty orientacyjne sa kluczowe dla okreslenia ogdlnego strukturalnego
uporzadkowania wody w otoczce solwatacyjnej (zob. Rys. 5.3.5).

Powyzej zaprezentowane warto$ci Asww'?(0,58) sa rowne kilku J/(mol K), stad pojawia sig
nastgpujace pytanie: jest to warto$¢ duza czy mala ? Jako warto$¢ odniesienia mozna uzy¢
catkowity dwuczastkowy wktad do entropii réwny -93,3 J/(mol K) w 240 K, 1 -66,5 J/(mol K) w
300 K dla wody SPC/E. A wigc, zaobserwowane warto$ci Asww®(0,58) nie wydaja si¢ by¢ bardzo
duze. Warto zauwazy¢, ze wynikaja one przede wszystkim z efektow orientacyjnych.

Drugi wniosek jest taki, ze oba modele czasteczek wody tj. SPC/E i TIP4P zachowuja si¢ w

bardzo podobny sposdb (zob. poréwnanie wynikoOw pokazanych na Rys. 5.3.4).
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5.4. Podsumowanie wynikow

Z funkcji rozktadu gestosci wody wynika, Ze zakres zmian strukturalnych w wodzie
indukowanych obecnoscia peptydu nie przekracza wartosci 0,75 nm od powierzchni peptydu; czyli
nie przekracza zakresu dwoch warstw czasteczek wody, przy czym zdecydowana wigkszo§¢ zmian
gestosci obserwowana jest w [ warstwie. Dzigki porownaniu przebiegéw dla form ,,natywnych” i
form z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi wiemy, ze za pojawienie si¢ dodatkowych pikow w
przebiegu funkcji rozktadu gestosci w zakresie I warstwy solwatacyjnej w duzej mierze
odpowiedzialne sa oddziatywania elektrostatyczne ze szkieletem peptydu, a w przypadku

polialaniny 1 poliseryny takze obecno$¢ tancucha bocznego w reszcie aminokwasowe;.

Analiza katow Eulera opisujacych orientacj¢ czasteczek wody wzgledem ,,walca”
tworzonego przez peptyd oraz funkcji rozktadéw radialnego wokdt wybranych atomow peptydu
pozwolita mi na tatwiejsza interpretacje parametrow uporzadkowania 1 bedacych sktadnikami
cztonu, a opisujacych odpowiednio translacyjne i orientacyjne uporzadkowanie czasteczek wody

wzgledem peptydu. Patrzac na wartosci tych parametrow generalnie mozna wyrdzni¢ dwie

skrajnosci: wode wyrdzniajaca si¢ stopniem uporzadkowania translacyjnego wokét konformacji
liniowej (ze wzgledu na tworzace si¢ wokot niej mostki wodne) oraz wode o wysokim stopniu
uporzadkowania orientacyjnego wokot helisy PII (co jest skutkiem bardzo ,.kierunkowych” wigzan
wodorowych tworzacych si¢ pomigedzy woda a szkieletem tej konformacji). Obecno$¢
hydroksymetylowych grup bocznych w przypadku peptydu opartego na serynie (a wilasciwie
dodatkowa mozliwos$¢ jaka stwarza tworzenie z nimi wigzah wodorowych) jest odpowiedzialna za
niska warto$¢ uporzadkowania orientacyjnego wzgledem a-helisy poliserynowej w poréwnaniu z
uporzadkowaniem wzgledem o-helis polialaninowej 1 poliglicynowej Jest to tez przyczyna
generalnie nizszego uporzadkowania wody wzgledem tego peptydu w pordwnaniu z

uporzadkowaniem wody wzgledem konformacji polialaninowych 1 poliglicynowych. pr

Zaprezentowane W mojej pracy uzycie miary opartej na dwuczastkowych funkcjach
korelacji przy jednoczesnej eliminacji efektu ,,wylaczonej objetosci” spowodowanej obecnos$cia
peptydu w celu opisania strukturalnego uporzadkowania rozpuszczalnika w obrgbie otoczki
solwatacyjnej jest pierwszym tego typu podejSciem i stanowi istotny postgp w porOwnaniu z
parametrami uporzadkowania Chaua i1 Hardwicka [1]. Analiza uzyskanych w ten sposéb
parametrow uporzadkowania wody solwatacyjnej wykazata zdecydowany udzial -efektow

orientacyjnych w zmianie stopnia uporzadkowania wzgledem czystej wody. Analiza tych
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parametrow pozwala na nastgpujaca klasyfikacj¢ wody solwatacyjnej (Rys. 5.4.1):

Rys. 5.4.1. Kategorie wody solwatacyjnej. Opis w tekscie

I) najwigkszym uporzadkowaniem zblizonym do uporzadkowania czystej wody (ale mniejszym od
niego) charakteryzuje si¢ woda solwatacyjna wokot konformacji poliglicynowych. Jest to skutek
wzglednie wysokiej dostgpnosci szkieletu peptydowego w przypadku poliglicyny, co tez utatwia
energetycznie korzystne (cho¢ entropowo niekorzystne) wigzania wodorowe =z tlenem

karbonylowym i wodorem amidowym.

Wyraznie mniejsze uporzadkowanie jest widoczne wokot konformacji polialaninowych i

poliserynowych przy czym tutaj mozemy wyrdzni¢ dwa zespoty:

IT) charakteryzujacy si¢ wickszym uporzadkowaniem na ktory sktada si¢ woda wokot PII i
fancuchow wyprostowanych; jest on wynikiem tworzenia si¢ licznych wigzanh wodorowych ze
szkieletem peptydu w przypadku tych konformacji co indukuje podobne zmiany w wodzie
solwatacyjnej. To, ze woda wokol poliglicynowej formy liniowej i poliglicynowej helisy PII
charakteryzuje si¢ silniejszym uporzadkowaniem i nie wchodzi w sktad tego zespolu wynika z
nieobecnosci w przypadku tych dwoch konformacji grup bocznych, ktéore dodatkowo zaburzaja

strukturg wody wptywajac na orientacje i pozycje czasteczek rozpuszczalnika;

IIT) charakteryzujacy si¢ najmniejszym uporzadkowaniem na ktéry sktada sig¢ woda wokot helis a i
310. Jest on wynikiem braku silnych oddzialywan ze szkieletem helis jakie sa obecne w przypadku

formy liniowej 1 helisy PII.
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Roéznice pomigdzy dwoma ostatnimi zespotami potwierdzaja dane zgromadzone w Rozdz. 5.1.3 i
Rozdz. 5.1.4. W Rozdz. 5.1.3 pokazalem, zZe polialaninowe 1 poliserynowe helisy 310 1 «
charakteryzujace si¢ stabszymi oddzialywaniami z tlenem karbonylowym, a zwlaszcza znacznie
stabszymi oddzialywaniami z wodorem amidowym, za§ w Rozdz. 5.1.4. pokazatem, Ze najmniejsze
odchylenia od geometrii wiazania wodorowego w czystej wodzie (co jest widoczne zwlaszcza w
przypadku kata Boon maja miejsce w przypadku wody wokdét formy liniowej 1 helisy PIIL
Poroéwnujac ze soba peptydy polialaninowe i1 poliserynowe o tej samej konformacji widoczne jest
nieco wigkszy stopien uporzadkowania wody wokodt polialanin, niz wokot poliseryn, co mozna
wiaza¢ z tym, ze w przypadku poliseryn czasteczki wody w otoczce solwatacyjnej wskutek
mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych z tancuchami bocznymi reszt serynowych moga
przyjmowaé szerszy wachlarz orientacji zarowno wzgledem peptydu jak 1 migdzy soba. W
przypadku S$redniej energii wiazania wodorowego (Rozdz. 5.1.4) obserwujemy podobne dwa
zespoty jak przy parametrze uporzadkowania dla polialanin i poliseryn tzn. obserwujemy wzrost
sredniej energii wigzania wodorowego w przypadku helis: a 1 3,9, za$ praktycznie nie obserwujemy
w przypadku dwodch pozostatych konformacji. Bowiem czasteczki wody majac w przypadku tych
dwoch konformacji bardziej ograniczona mozliwo$¢ tworzenia wiazania wodorowego ze szkieletem
peptydowym tworza za to silniejsze wiazania wodorowe wewnatrz warstwy. Mozna wigc
powiedzie¢, ze dwie formy: a-helisa 1 helisa 3,y sa dla czasteczek wody bardziej hydrofobowe niz
helisa PII i forma liniowa), mimo tego ze wszystkie badane konformacje maja grupy hydroksylowe
na tancuchach bocznych). To ttumaczy dlaczego a-helisa ma w roztworze wodnym tendencj¢ do
samorzutnego rozwijania si¢. Z drugiej strony w przypadku poliseryn obecno$¢ grup
hydroksylowych spowalnia proces rozwijania wzgledem prozni (w przeciwienstwie do polialaniny),

co juz zauwazyli 1 wyjasnili Doruker 1 Bahar [6].

Lokalna struktura wody jest bardziej uporzadkowana wokot peptydow opartych na glicynie
niz w sasiedztwie peptydow alaninowych. Ta wazna informacja jest warta specjalnej uwagi i
glebszej analizy. Jak wiadomo alanina jest znacznie lepszym ,kreatorem” helisy anizeli glicyna
[169]. W celu opisania tej sktonnosci ilosciowo Lopez-Llano i wsp. [150] badali wptyw réznych
fizycznych czynnikow na stabilizacj¢ a-helisy tworzonej przez zaréwno peptydy oparte na alaninie
jak 1 glicynie. Znalezli oni, ze réznica w entropii szkieletu wnosi jedynie 15% do catkowitej
stabilizacji a-helisy przez polipeptyd alaninowy wzgledem polipeptydu glicynowego. Duza czgs¢
(35%) pochodzi ze zwigkszonego efektu hydrofobowego alaniny w poréwnaniu z glicyna, podczas

gdy pozostale 50% pochodzi z sumy efektow entalpowych. Innymi stowy, wptyw efektow
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solwatacyjnych jest bardzo duzy, wrgcz dominujacy. Mozna wysunaé tezg, ze istnieje korelacja
pomiegdzy stabilno$cia polialaninowych a-helis wzgledem poliglicynowych wynikajaca z efektu
hydrofobowego (35%), a uporzadkowaniem wody w otoczce solwatacyjnej. W czasie faldowania
poliglicyny uporzadkowanie wody solwatacyjnej wokot poliglicyny wlasciwie si¢ nie zmienia,
natomiast w przypadku wody wokot polialaniny badz poliseryny ma miejsce ,,przejscie” wody z
zespotu charakteryzujacego si¢ silniejszym uporzadkowaniem (zespdt 1I) do zespolu
charakteryzujacego si¢ stabszym uporzadkowaniem (zespot III) wody, co jest oczywiscie

entropowo korzystne.

Wiele danych literaturowych [157][158][162][167][231] wskazuje, ze w roztworze wodnym
preferowana jest polialaninowa helisa PII w poréwnaniu z rozciagnigta struktura (. Ponadto
pokazano [157][158], ze woda jest najmniej zmieniona przez helis¢ PII w poréwnaniu z forma
liniowa; zauwazmy, ze podobny wniosek zostal wyprowadzony dla poliglicyny [2]. Jest to
spowodowane obecnoscia wokoét formy liniowej wspomnianych mostkow  wodnych,
zaobserwowanych przez Mezei'a 1 wsp. [164], podczas gdy bardziej eksponowana struktura helisy
PII ulatwia jej ,,wbudowanie” do istniejacej struktury otaczajacej wody [158]. Pozycja punktéw na
diagramie uporzadkowania reprezentujacych wod¢ wokoét konformacji liniowej peptydow Ala;s i
Ser;s wskazujaca na wigksze lokalne uporzadkowanie wokot tej formy anizeli wokoét helisy PII jest
zgodna z powyzszymi wnioskami (a jednocze$nie powyzsze wnioski wspieraja wiarygodnos¢ tego

parametru).

Tran i wsp. [174] pokazali, ze w roztworze wodnym poliglicyna tworzy zwigzle, chociaz
nieuporzadkowane globule. Stad, pomijajac powyzej wspomniane poroéwnanie zaréwno formy
liniowej jak 1 formy PII poliglicyny, trudno jest jednoznacznie sadzi¢ o wzglednej stabilnos$ci
poszczegoblnej struktury drugorzedowej tego peptydu. Zgadza sig to ze stwierdzonym przeze mnie

brakiem wyraznych réznic w uporzadkowaniu wody wokoét réznych konformacji poliglicynowych.

Moje powyzej wyrazone przypuszczenie, ze lokalne strukturalne uporzadkowanie koreluje
ze stabilno$cia poszczegdlnej struktury w roztworze wodnym moze zosta¢ takze wsparte jeszcze
jedna obserwacja. Patrzac na diagram uporzadkowania na Rys. 5.4.1 wida¢ wyraznie, zZe
konformacja z grupy II, ktéra najbardziej przypomina pod wzglgdem uporzadkowania wody wokot
nich poliglicynowe konformacje z grupy I jest polialaninowy tancuch wyprostowany. Znajduje to
potwierdzenie na wykresie roznicowym (Rys. 5.1.4.2) kata O-O-O (Oug) w sieci wigzan

wodorowych, gdzie widzimy (poréwnujac to z wykresem roéznicowym dla tego kata na Rys.
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5.1.4.1), ze histogram dla tej konformacji jest bardzo zblizony do tego dla konformacji
poliglicynowych, a inny od tego dla pozostalych konformacji polialaninowych. Koreluje to, ze

wzglednie stabg stabilnoscia (w przypadku polialaniny) struktur f3 .

Pewne interesujace wnioski o wiasciwosciach wody ,,solwatacyjnej]” moga zosta¢ takze
uzyskane z analizy wlasciwosci dynamicznych. Ze szczegdlowej analizy funkcji autokorelacji
predkosci translacyjnej (VACF) i rotacyjnej (RACF) wynika, ze woda w warstwie solwatacyjnej
stanowi (w pordwnaniu z czysta woda) wzglednie sztywna strukture. Laczac ten fakt z pozostaltymi
wynikami, mozna powiedzie¢ ze woda otaczajaca rdzen peptydowy tworzy ,,nimb” wokot niego.
Ten ,,nimb” jest stabilizowany przez nieco wyzsza energig¢ wigzan wodorowych: w obrgbie tego
,himbu” §redni czas zycia wiazan wodorowych jest dluzszy w poréwnaniu z czasem zycia w
czystej wodzie. Ponadto, niektore z uzyskanych wynikéw pokazuja, ze dynamika wiazania
wodorowego w sasiedztwie rdzenia polialaniny rézni si¢ od tej w czystej wodzie 1 przypuszczam,
ze ta r6znica moze by¢ spowodowana modyfikacja mechanizmu przeskoku wigzania wodorowego.
Sztywno$¢ wody wokot konformacji poliserynowych jest zblizona do sztywno$ci wody wokot
polialaniny, jest wigc ona wigksza od sztywnos$ci czystej] wody. Wskazuja na to uzyskane przeze
mnie rezultaty analizy fourierowskiej funkcji autokorelacji predkosci, jak rowniez spowolnienie
ruchow postgpowych i obrotowych w I warstwie solwatacyjnej oraz wydtuzenie statych czasowych
opisujacych czas zycia wigzania wodorowych. Co ciekawe stale czasowe opisujace trwatosé
wiazania wodorowego wokot form hydrofobowych sa mniejsze niz wokot form ,,natywnych” i sa
tylko odrobing wigksze od tych dla czystej wody, co rowniez podwaza teori¢ ,,gor lodowych” (w

konteks$cie dynamicznym).

Z analizy staltych czasowych opisujacych rezydencje czasteczek wody w poblizu
powierzchni peptydu wynika takze, ze warstwa solwatacyjna oddziatuje z powierzchnia peptydu na
dwa sposoby. Po pierwsze, tworzy wiazania wodorowe, gléwnie z atomami tlenu grup
karbonylowych, ale te tworzone z atomami wodoru grup aminowych sa takze obecne (jest to
zwlaszcza widoczne dla konformacji liniowej). Po drugie, oddziatuje z pojemnymi grupami
bocznymi (CHs;) polialaniny - w przypadku polipeptyddéw opartych na glicynie ta warstwa $lizga si¢
wzglednie swobodnie na powierzchni peptydu, natomiast w przypadku polialaniny i poliseryny,
jakkolwiek to $lizganie jest mocno powstrzymywane przez obecnos$¢ grup metylowych (Ala;s) badz
hydroksymetylowych (Ser;s); ten efekt jest dodatkowo wzmocniony wzrostem sztywnos$ci warstwy
solwatacyjnej. A wigc, taka analiza pozwala nam dostrzec 1 wyjasni¢ odmienne roznice w

zachowaniu si¢ wody w otoczce solwatacyjnej wokot peptydow rozniacych sig¢ sktadem
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aminokwasowym. Przykladowy fragment sieci wiazan wodorowych otaczajacych peptyd na
przyktadzie a-helisy poliserynowej przedstawitem na Rys. 5.4.2 (wigcej rysunkéw mozna znalez¢ w

Suplemencie).

Zaprezentowane powyzej pordéwnanie uporzadkowania wody solwatacyjnej z innymi
danymi opisujacymi jej strukturg, a takze w konfrontacji z danymi literaturowymi (Rozdz. 3.2.1)
okreslajacymi wzgledne stabilno$ci okreSlonych konfrontacji peptydow w wodzie stanowia
pozytywna weryfikacj¢ skonstruowanych parametrow. Jednak tutaj méglby pojawic sie zarzut, ze
owe parametry moga jedynie znalez¢ zastosowanie dla wody wokdt prostych homogenicznych
peptydow, a nie juz np. dla wody wokoét bialek. Aby odeprze¢ ten mozliwy zarzut okreslitem za
pomoca skonstruowanych parametrow uporzadkowanie wody woko6l 3 plaszczyzn
antyzmrozeniowego biatka sbwAFP. Uzyskane wyniki dla wody wokot tego biatka tworza spdjny
obraz nie stojacy w zasadniczej sprzeczno$ci z wynikami uzyskanymi przez innych autorow.
Wskazuja one, iz woda solwatacyjna wokot tego biatka jest zawsze nieco bardziej uporzadkowana
niz woda czysta. Ponadto potwierdzaja one, ze struktura wody w poblizu ptaszczyzny 1 jest
wyraznie odmienna od struktury wody wokot Plaszczyzn 2 1 3. Bardzo podobne uporzadkowanie
wody wokot Plaszczyzn 2 1 3 jest zgodne z wielko$ciami opisujacymi geometri¢ pojedynczego

wiazania i geometri¢ sieci wigzan wodorowych.

Podsumowujac mogeg wigc stwierdzi¢, ze opracowane przeze mnie i zaprezentowane w
niniejszej pracy parametry uporzadkowania wody solwatacyjnej okazuja si¢ by¢ bardzo uzyteczne
w opisie struktury wody solwatacyjnej 1 pozwalaja one na bardzo precyzyjny pomiar zmian stopnia

uporzadkowania wody w warstwie solwatacyjnej, co skadinad jest bardzo trudnym zadaniem.
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Rys. 5.4.2. Fragment sieci wiazan wodorowych tworzonych przez czasteczki wody wokot a-helisy poliserynowe;.
[Rysunek wykonano przy uzyciu programu PyMOL]
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6. Suplement

Do Rozdz. 5.1.1.

Rys. 5.1.1.S1. Funkcja rozktadu radialnego wokot konformacji PII (linia ciagla) i PII 0 (z wyzerowanymi tadunkami
czastkowymi; linia przerywana) polialaniny
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Rys. 5.1.1.S2. Funkcja rozktadu radialnego wokot konformacji 3, (linia ciagta) i 319 0 (z wyzerowanymi tadunkami
czastkowymi; linia przerywana) polialaniny
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Rys. 5.1.1.83. Funkcja rozkladu radialnego wokoét konformacji o-helikalnej (linia ciagla) i a-helikalnejO0 (linia
przerywana) polialaniny

203



Rys. 5.1.1.84. Zestawienie funkcji rozkladu radialnego dla roznych konformacji polialaniny; kolor czarny —
konformacja liniowa; kolor pomaranczowy — konformacja PII; kolor niebieski — konformacja 3,o; kolor czerwony — a-
helisa. Linia ciagla zaznaczono funkcje rozkladu radialnego dla form ,natywnych”; linig przerywana dla form z
wyzerowanymi tadunkami czastkowymi.

Do Rozdz. 5.1.2
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Rys. 5.1.2.S1. Rozktad wartosci katow a, B 1y dla kolejnych przedziatow odlegtosci od osi peptydu polialaninowego o
konformacji liniowej; od najgrubszej do najcienszej linii kolejno przedziaty: 0,00-0,30 nm, 0,30-0,58 nm, 0,58-0,74 nm,
0,74-0,89 nm, 0,89-1,10 nm, 1,10-1,99 nm od osi peptydu.
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Rys. 5.1.2.82. Rozktad wartosci katow a, B 1y dla kolejnych przedziatow odleglosci od osi peptydu polialaninowego o
konformacji liniowej z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi; od najgrubszej do najcienszej linii kolejno przedziaty:
0,00-0,36 nm, 0,36-0,46 nm, 0,46-0,66 nm, 0,66-0,90 nm, 0,90-1,33 nm, 1,33-1,99 nm od osi peptydu.
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Rys. 5.1.2.S3. Rozktad wartosci katow a, B 1y dla kolejnych przedziatow odleglosci od osi peptydu polialaninowego o

konformacji PII; od najgrubszej do najcienszej linii kolejno przedziaty: 0,00-0,36 nm, 0,36-0,46 nm, 0,46-0,66 nm,
0,66-0,90 nm, 0,90-1,33 nm od osi peptydu.
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Rys. 5.1.2.S4. Rozktad wartosci katow a, B 1 v dla kolejnych przedziatow odleglosci od osi peptydu polialaninowego o
konformacji PII z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi; od najgrubszej do najcienszej linii kolejno przedziaty: 0,00-
0,52 nm, 0,52-0,75 nm, 0,75—1,05 nm, 1,05-1,37 nm, 1,37-2,02 nm od osi peptydu.
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Rys. 5.1.2.S5. Rozktad wartosci katow a, B 1 y dla kolejnych przedziatow odlegtosci od osi peptydu polialaninowego o
konformacji 310; od najgrubszej do najcienszej linii kolejno przedziaty: 0,00-0,52 nm, 0,52-0,74 nm, 0,74-1,00 nm,
1,00-1,25 nm, 1,25-1,50 nm od osi peptydu.
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Rys. 5.1.2.S6. Rozktad warto$ci katow a, B 1 y dla kolejnych przedziatow odleglosci od osi peptydu polialaninowego o
konformacji 319 z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi; od najgrubszej do najciensze;j linii kolejno przedziaty: 0,00-
0,52 nm, 0,52-0,74 nm, 0,74-1,00 nm, 1,00-1,25 nm, 1,25-1,50 nm od osi peptydu.
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Rys. 5.1.2.87. Rozktad wartosci katow a, B 1y dla kolejnych przedziatow odleglosci od osi peptydu polialaninowego o
konformacji a; od najgrubszej do najcienszej linii kolejno przedziaty: 0,35-0,51 nm, 0,51-0,77 nm, 0,77-1,04 nm, 1,04-
1,41 nm, 1,41-1,98 nm od osi peptydu.
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Rys. 5.1.2.S8. Rozktad warto$ci katow a, B 1 y dla kolejnych przedziatow odleglosci od osi peptydu polialaninowego o
konformacji a z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi; od najgrubszej do najcienszej linii kolejno przedziaty: 0,35-
0,51 nm, 0,51-0,77 nm, 0,77-1,04 nm, 1,04-1,41 nm, 1,41-1,98 nm od osi peptydu.
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Rys. 5.1.2.59. Rozktad wartosci kata a dla kolejnych warstw solwatacyjnych wokdt konformacji poliserynowych; od
najgrubszej do najcienszej linii kolejne warstwy solwatacyjne
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Rys. 5.1.2.810. Rozktad wartosci kata B dla kolejnych warstw solwatacyjnych wokdt konformacji poliserynowych; od
najgrubszej do najcienszej linii kolejne warstwy solwatacyjne
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Rys. 5.1.2.511. Rozktad wartosci kata y dla kolejnych warstw solwatacyjnych wokdét konformacji poliserynowych; od
najgrubszej do najcienszej linii kolejne warstwy solwatacyjne
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Do Rozdz. 5.1.3
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Rys. 5.1.3.S1. Funkcja rozkladu radialnego atomow tlenu (linia przerywana) i wodoru (linia ciagta) wokot atomow
tlenu karbonylowego okreslonych konformacji.
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Rys. 5.1.3.S2. Funkcja rozktadu radialnego atomoéw tlenu (linia przerywana) i wodoru (linia ciagta) wokdét atomow
wodoru amidowego okreslonych konformacji.
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Rys. 5.1.3.S3. Funkcja rozkladu radialnego atomoéw tlenu (linia przerywana) i wodoru (linia ciagta) wokdt atomow
azotu amidowego okreslonych konformac;ji.
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Rys. 5.1.3.S4. Funkcja rozktadu radialnego atomow tlenu (linia przerywana) i wodoru (linia ciagla) wokol atomow
tlenu hydroksylowego okre$lonych konformacji poliseryny.

Do Rozdz. 5.1.6.

Rys. 5.1.6.S1. Wykresy relacji: $4(0,36 nm)=f(scon(0,36 nm)) i 54(0,58 nm)=f(sc,n(0,58 nm)). Romby reprezentuja
poliseryng, kota polialaning, trojkaty poliglicyng, za$ kwadrat symbolizuje uporzadkowanie czystej wody TIP4P.
UWAGA!!! Osie odcietych i rzednych sa w innej skali.

213



Rys. 5.1.6.52. Wykresy relacji: Asu(0,36 nm)=f(s,:(0,36 nm)) i Asa(0,58 nm)=f(Ascon(0,58 nm)). Romby reprezentuja
poliseryng, kota polialaning, trojkaty poliglicyng. Wartosci parametréw wzrastaja wraz ze spadkiem
uporzadkowania wody. UWAGA!!! Osie odcietych i rzednych sa w innej skali.

Do Rozdz. 5.2.

Rys. 5.2.81. Znormalizowana funkcja autokorelacji predkosci translacyjnej czasteczek wody dla pierwszej warstwy
solwatacyjnej dla réznych konformacji polialaniny; kolor czarny — konformacja liniowa; kolor pomaranczowy —
konformacja PII; kolor niebieski — konformacja 310; kolor czerwony — o-helisa. Linia ciagla zaznaczono przebieg dla
form ,,natywnych”; linia przerywana dla form z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi. Kolorem zielonym oznaczono
rozktad dla czystej wody.
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Rys. 5.2.52. Znormalizowana funkcja autokorelacji sktadowej predkosci translacyjnej wzdluz osi x wewngtrznego
uktadu wspoélrzednych czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej dla réznych konformacji polialaniny.
Oznaczenia linii j.w.

Rys. 5.2.83. Znormalizowana funkcja autokorelacji sktadowej predkosci translacyjnej wzdluz osi y wewngtrznego
uktadu wspotrzednych czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej dla réznych konformacji polialaniny.
Oznaczenia linii j.w.
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Rys. 5.2.S4. Znormalizowana funkcja autokorelacji sktadowej predkosci translacyjnej wzdhuz osi z wewnetrznego
uktadu wspoélrzednych czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej dla réznych konformacji polialaniny.
Oznaczenia linii j.w.

Rys. 5.2.S85. Znormalizowana funkcja autokorelacji predkosci rotacyjnej czasteczek wody dla pierwszej warstwy
solwatacyjnej dla roznych konformacji polialaniny. Oznaczenia linii j.w.

216



Rys. 5.2.56. Znormalizowana funkcja autokorelacji sktadowej predkosci rotacyjnej wzdtuz osi x wewngtrznego uktadu
wspolrzednych czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej dla réznych konformacji polialaniny. Oznaczenia
linii j.w.

Rys. 5.2.87. Znormalizowana funkcja autokorelacji sktadowej predkosci rotacyjnej wzdtuz osi y wewngtrznego uktadu
wspolrzednych czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej dla réznych konformacji polialaniny. Oznaczenia
linii j.w.
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Rys. 5.2.88. Znormalizowana funkcja autokorelacji sktadowej predkosci rotacyjnej wzdtuz osi z wewngtrznego uktadu
wspoélrzednych czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej dla réznych konformacji polialaniny.
Oznaczenia linii j.w.

Rys. 5.2.89. Transformata Fouriera predkosci translacyjnej czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej
réznych konformacji polialaniny. Oznaczenia j.w.
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Rys. 5.2.510. Transformata Fouriera predko$ci translacyjnej wzdluz osi x wewngtrznego uktadu wspotrzednych
czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej roznych konformacji polialaniny. Oznaczenia j.w.

Rys. 5.2.S11. Transformata Fouriera predkosci translacyjnej wzdluz osi y wewngtrznego uktadu wspotrzgdnych
czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej roznych konformacji polialaniny. Oznaczenia j.w.
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Rys. 5.2.812. Transformata Fouriera predkosci translacyjnej wzdtuz osi z wewngtrznego uktadu wspotrzednych
czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej roznych konformacji polialaniny. Oznaczenia j.w.

Rys. 5.2.513. Transformata Fouriera pr¢dkosci rotacyjnej czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej
r6znych konformacji polialaniny. Oznaczenia j.w.
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Rys. 5.2.S14. Transformata Fouriera predkosci rotacyjnej wzgledem osi x wewngtrznego ukladu wspoétrzednych
czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej roznych konformacji polialaniny. Oznaczenia j.w.

Rys. 5.2.S15. Transformata Fouriera predko$ci rotacyjnej wzgledem osi y wewngtrznego ukladu wspoétrzednych
czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej roznych konformacji polialaniny. Oznaczenia j.w.
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Rys. 5.2.816. Transformata Fouriera predkosci rotacyjnej wzgledem osi z wewngtrznego uktadu wspotrzednych
czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej roznych konformacji polialaniny. Oznaczenia j.w.

Rys. 5.2.817. Znormalizowana funkcja autokorelacji predkosci translacyjnej czasteczek wody dla pierwszej warstwy
solwatacyjnej wokot roznych konformacji poliseryny; kolor pomaranczowy — konformacja liniowa; kolor zielony —
konformacja PII; kolor niebieski — konformacja 310; kolor czerwony — o-helisa. Linia ciagla zaznaczono przebieg dla
form ,,natywnych”; linia przerywana dla form z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi. Kolorem czarnym oznaczono
przebieg dla czystej wody.
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Rys. 5.2.S18. Znormalizowana funkcja autokorelacji predkosci rotacyjnej czasteczek wody dla pierwszej warstwy
solwatacyjnej wokoét roznych konformacji poliseryny; kolor pomaranczowy — konformacja liniowa; kolor zielony —
konformacja PII; kolor niebieski — konformacja 3,¢; kolor czerwony — a-helisa. Linia ciagla zaznaczono przebieg dla
form ,,natywnych”; linia przerywana dla form z wyzerowanymi tadunkami czastkowymi. Kolorem czarnym oznaczono
przebieg dla czystej wody.
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Rys. 5.2.819. Transformata Fouriera predkos$ci translacyjnej czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej
wokot roznych konformacji poliseryny. Oznaczenia linii j.w.

Rys. 5.2.S20. Transformata Fouriera predkosci rotacyjnej czasteczek wody dla pierwszej warstwy solwatacyjnej wokot
r6znych konformacji poliseryny. Oznaczenia linii j.w.
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Do Rozdz. 5.3
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Rys. 5.3.S1. Roéznice (AP=Pgu-Pouk) W rozktadach prawdopodobienstwa pomigdzy pierwsza otoczka solwatacyjng i
czysta woda dla dwoch badanych wielkosci, okreslone dla dwoch temperatur: 240 K i 300 K. Dwie kolumny
reprezentuja roznice dla: kata wigzania wodorowego, Poon (z lewej), i odlegtosci tlen-tlen, Roo (z prawej). Linia
przerywana prezentuje wyniki dla ptaszczyzny 1. Ostatni rzad pokazuje zalezno$¢ temperaturowa rozkladow
prawdopodobienstwa dla kata Boon, 1 dla odlegtosci tlen-tlen, Roo dla czystej wody. Wszystkie wyniki zostaly uzyskane
z wykorzystaniem modelu SPC/E.
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Rys. 5.3.S2. Roznice (AP=Py-Poux) W rozktadach prawdopodobienstwa pomigdzy pierwsza warstwa solwatacyjng a
czysta woda, opisujacych zmiany w geometrii sieci wiazan wodorowych w pordwnaniu z wlasciwosciami czystej wody.
Linia przerywana obrazuje wyniki dla Plaszczyzny 1. Pokazano wyniki dla dwoch modeli wody (SPC/E i TIP5P) i dla

45

réznych temperatur.
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Rys. 5.3.S3. Diagram uporzadkowania narysowany z uzyciem wielko$ci Asww s 0TaZ ASww.cont™ (zamiast ASwwans i
Aswwor® ) okreSlone dla wody solwatacyjnej wokot trzech plaszczyzn czasteczki sbwAFP, i przy uzyciu odleglosci
do=0,25 nm. Ten rysunek pokazuje wyniki dla modelu wody SPC/E. Strzatka na géornym rysunku wskazuje kierunek
wzrastajacej temperatury, podczas gdy strzatka na dolnym rysunku wskazuje kierunek wzrastajacego uporzadkowania
w poréwnaniu z wlasnosciami czystej wody. Linie proste zostaly wykreslone wytacznie dla przejrzystosci.
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Do Rozdz. 5.4.

Rys. 5.4.S1. Fragment sieci wigzan wodorowych tworzonych przez czasteczki wody wokot konformacji liniowej
poliseryny
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Rys. 5.4.S2. Fragment sieci wigzan wodorowych tworzonych przez czasteczki wody wokét poliserynowej helisy PII

230



Rys. 5.4.S3. Fragment sieci wigzan wodorowych tworzonych przez czasteczki wody wokot poliserynowej helisy PII
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