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1.  Wprowadzenie

1. Wprowadzenie

W funkcjonowaniu zywej komorki szczegdlng role petni zbiér biatek
zwanych motorami molekularnymi. Sa one zdolne do wykonywania pracy
mechanicznej. Jednym z biatek zaliczanym do tej grupy jest kinezyna, ktéra
bierze udzial miedzy innymi w transportowaniu biatek i organelli
komoérkowych. Potrafi ona wykonywa¢ ukierunkowany ruchu przypominajacy
kroczenie, przemieszczajac sie po biatkowej strukturze zwanej mikrotubula.

Dziatanie motoréw molekularnych - w tym takze kinezyny - jest w
ostatnich latach przedmiotem bardzo wielu prac, zaréwno o charakterze
do$wiadczalnym, jak i teoretycznym. Pomimo ogromu wtozonej pracy, wciaz nie
ma pelnej jasnosci co do mechanizmu odpowiedzialnego za wysoce
uporzadkowany ruch kinezyny.

Zaréwno kinezyne jak i mikrotubule w normalnych warunkach ich
pracy (tzn. w komdrce) otaczaja mniejsze czagsteczki, z ktérych znaczaca
wiekszos¢ stanowia czasteczki wody. Woda solwatacyjna odgrywa istotng role
w prawidlowym funkcjonowaniu biatek. Nieodzownos$¢ wody w procesach
zyciowych wynika z tego, ze nie stanowi ona biernego rozpuszczalnika, ale
czesto bierze aktywny udzial w samych reakcjach biochemicznych, przy czym
aktywny udziat niekoniecznie musi oznacza¢ jedynie petnienie funkcji
substratu.

Wyniki wielu eksperymentéw i prac obliczeniowych dowodza, ze biatko
modyfikuje zaréwno organizacje strukturalng, jak i dynamike sasiadujacych z
nim czasteczek wody (czyli tak zwanej otoczki solwatacyjnej). Tym samym
otoczka solwatacyjna charakteryzuje sie odmiennymi wlasciwosciami
fizycznymi w stosunku do rozpuszczalnika pozbawionego substancji
rozpuszczonej (lub innymi stowy - w stosunku do rozpuszczalnika w
nieskonczonej odlegtosci od czasteczki biatka). Biatka nie spelniaja swojej
funkcji, jezeli nie zostanie osiagniety krytyczny stopien hydratacji. Dowodzi to,
ze znaczenie wody solwatacyjnej jest bardzo duze. Wystepuje ona nie tylko na
powierzchni biatek, ale nierzadko takze wewnatrz. Stabilizujac strukture
przestrzenna, stanowi tym samym integralny element tej struktury.

Badania eksperymentalne zachowania sie samej otoczki solwatacyjnej
sa bardzo trudne. Z tego powodu ciagle rosngcym zainteresowaniem ciesza sie
symulacje komputerowe, ktére czesto stanowig jedyna realng metode uzyskania
wgladu w mikroskopowa strukture badanego uktadu, bowiem pozwalaja na
latwe Sledzenie zachowan pojedynczych czasteczek i atoméw. Oprocz
nasladowania naturalnie wystepujacych procesé6w, mozna z ich uzyciem
przeprowadza¢ eksperymenty w fizycznie nierealnych warunkach, co czasem
pomaga zrozumie¢ mechanizm badanego zjawiska i pozna¢ czynniki na nie
wplywajgce. Co prawda, jak kazda inna metoda badawcza, takze i ta ma swoje
ograniczenia, o ktérych nalezy pamietal. Po pierwsze, przy konstruowaniu
symulowanych modeli s3 stosowane uproszczenia. Ponadto czesto podczas
symulacji moze sie pojawi¢ (i by¢ badana) jedynie niewielka liczba mozliwych
konformacji uktadu.



2. Cel pracy

2. Cel pracy

Bardzo wiele préb wyjasnienia sposobu dzialania motoréw
molekularnych cechuje sie ,mechanistycznym” podejSciem do opisu zjawiska:
czasteczke biatka rozwaza sie jako system dzwigni, zapadek, zatrzaskow i tym
podobnych elementdw, ktére, precyzyjnie wspétdziatajac, s odpowiedzialne za
$cisle ukierunkowany ruch catej molekuty. W przypadku kinezyny modele takie
moga dodatkowo uwzgledniaé zmiany konformacyjne zachodzace w podtozu, po
ktérym wedruje glowica motoryczna (czyli w mikrotubuli), a takze wptyw pola
elektrycznego, pochodzacego od posiadajacych moment dipolowy czasteczek
tegoz podtoza. Tego rodzaju modele potrafia da¢ odpowiedz na wiele pytan
dotyczacych mechanizmu ruchu. Trudno jednak nie dostrzega¢ oczywistego
faktu, ze funkcjonowanie biatek odbywa sie w $rodowisku wodnym, za$ rola
wody (a $cislej: efektow hydratacyjnych) jest powszechnie uznawana za
znaczaca i - zwlaszcza w jej aspekcie dynamicznym, a przeciez z takim wtasnie
mamy tu do czynienia - wydaje sie by¢ trudna do przecenienia. Za ilustracje
stuzy¢ tu moze praca dotyczaca solwatacji biatek przeciwdziatajacych
zamarzaniu ptynéw komérkowych (1), ktorej autorzy pokazuja, ze biatko zdolne
jest kontrolowa¢ wtasciwosci otaczajacej je wody tak, aby przyniosto to
pozadane efekty (tu: obnizenie temperatury krzepniecia). Tymczasem w
wielkiej liczbie prac poswieconych badaniom motoréw molekularnych ten
aspekt zagadnienia jest praktycznie nieobecny. Jest to przyczyna, dla ktérej w
swej pracy zamierzam analizowa¢ efekty solwatacyjne (hydratacyjne) zaréwno
wokoét réznych fragmentéw domeny motorycznej czasteczki kinezyny, jak i w
obszarze zawartym pomiedzy ta3 domeng a wspoéldziatajgcym z nig podczas
pracy motoru podtozem (mikrotubulg, ktérej obecnos¢ jest reprezentowana
przez dimer tubulinowy). Obserwowane zmiany wtasciwosci fizycznych wody
solwatacyjnej zamierzam interpretowa¢ w konteks$cie ich ewentualnego
wplywu na mechanizm ruchu motoru.



3. Przeglqd literatury

3. Przeglad literatury

W przegladzie literatury postanowitam poruszy¢ trzy gtéwne tematy:
budowe i mechanizm ruchu kinezyny, charakterystyke wtasciwosci czystej
wody oraz charakterystyke wody solwatacyjnej biatek. Kazdy z tych tematow
jest bardzo obszerny i nie sposob ich w tym miejscu wyczerpaé, zatem z
konieczno$ci przedstawitam tylko wybrane problemy.

W dyskusjach dotyczacych mechanizmu pracy kinezyny rola
rozpuszczalnika nie jest wyeksponowana. Z tego powodu trudno bylo o
zdecydowane wskazowki mogace na starcie ukierunkowa¢ przebieg badan.
Rozpoczecie pracy wymagato przede wszystkim zapoznania sie z budowa
kinezyny i zrozumienia sposobu jej poruszania sie. Te zagadnienia zostang
przedstawione w ponizszym podrozdziale. Uwazam je za interesujgce i
postanowitam omdéwié je w spos6b by¢ moze bardziej dogtebny niz mogtoby to
by¢ konieczne z punktu widzenia metod uzytych w pracy i jej zakresu
tematycznego.

3.1. Budowaimechanizm dziatlania kinezyny

3.1.1. Kinezyna jako przyklad motoru molekularnego

Biologiczne motory molekularne sg biatkowymi strukturami zdolnymi
do przetwarzania réznych rodzajéow energii (w szczegélnosci chemicznej,
pochodzacej z hydrolizy ATP) w prace mechaniczna. Jako przyktad poda¢ mozna
syntaze ATP, wykonujaca ruch obrotowy, czy tez helikazy, ktére przemieszczaja
sie wzdtuz DNA i RNA. Po$réd motoréw molekularnych wyréznia sie grupa, na
ktdra sktadaja sie biatka wykonujgce ruch z uzyciem szlakéw w postaci widkien
biatkowych znajdujacych sie w cytoplazmie - filamentéow. Jak dotad w
komorkach eukariotycznych zidentyfikowano trzy rodzaje tych biatek: miozyny,
dyneiny i kinezyny. Ich powinowactwo do filamentéw zmienia sie w odpowiedzi
na przytaczanie i hydrolize ATP. Motory cytoszkieletowe s3 zatem
wyspecjalizowanymi ATPazami, ktére synchronizuja hydrolize ATP z wigzaniem
sie i poruszaniem wzdtuz wyznaczonych przez filamenty szlakéw.

Wiekszo$¢ biatek motorycznych nalezy do nadrodziny NTPaz typu P.
Nazwa NTPaz typu P pochodzi stad, iz posiadaja one domene wigzacg i
hydrolizujaca trifosforany nukleozydéw (ang. nucleoside triphosphate, NTP)
oraz tak zwang petle P, ktéra oddziatuje z grupami fosforanowymi zwigzanego
nukleotydu. Powoduje to jej przemieszczenie, ktore jest przektadane na zmiany
konformacyjne biatka.

Miozyny wspoétdziatajg z filamentami aktynowymi. Sposréd trzech
wskazanych rodzajéw motoréw, zostaly one scharakteryzowane jako pierwsze
w zwigzku z ich rolg w skurczu mie$ni. Dyneiny i kinezyny poruszaja sie po
mikrotubulach (dyneiny w kierunku konca minus, a wiekszo$¢ kinezyn w
kierunku konca plus). Dyneina miedzy innymi napedza ruch rzesek i wici w
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niektérych komdrkach eukariotycznych. Kinezyny odgrywaja role w transporcie
biatek, mRNA, pecherzykéw i organelli komdrkowych, wtaczajac w to segregacje
chromosomoéw (2). Biatka te niezbedne s3 wszedzie tam, gdzie zachodzi
potrzeba wykonywania ukierunkowanego ruchu i tam, gdzie podstawowy i
najprostszy sposéb transportu na poziomie komoérkowym, to znaczy
nieuporzadkowane ruchy dyfuzyjne, nie jest wystarczajaco efektywny.

Majac to na uwadze, nie jest zaskakujace, ze kinezyny zostaty odkryte w
tkance nerwowej (3). Najbardziej charakterystyczny element neuronu stanowi
dtugi akson, w ktérym nie jest przeprowadzana synteza biatka, musi zatem by¢
sprawnie zaopatrywany w odpowiednie sktadniki budulcowe. Kazda komérka
potrzebuje do prawidlowego funkcjonowania wielu réznych kinezyn. Ilos¢
kinezyn znajdowana u réznych organizméw wiaze sie z ich ztozonoscig. U
drozdzy piekarniczych (Saccharomyces cerevisiae) znajdujemy tylko 6 kinezyn
(4), ale ludzki genom ma ponad 60 sekwencji kodujacych kinezyny (4).
Uposledzenie dziatania kinezyn moze prowadzi¢ do powaznych choréb, miedzy
innymi neurodegeneratywnych (5).

3.1.2. 0g6lny schemat budowy kinezyny

Budowe tak zwanej kinezyny konwencjonalnej przedstawia Rys. 3.1.
Jest ona tetramerem, na ktory skiadaja sie dwa takie same ciezkie tancuchy
(ang. kinesin heavy chain, KHC), ktorym zwykle towarzysza dwa takie same
lekkie tancuchy (ang. kinesin light chain, KLC) (3) (nie ma ich konwencjonalna
kinezyna grzybowa (6)). Kazdy ciezki tancuch tworzy globularng glowe
(domene katalityczng), ktéra wraz z nastepujacym po niej fragmentem zwanym
szyjka tacznikowa (ang. neck linker) formuje tak zwana domene motoryczng
(ang. motor domain). Nazwa ta podkresla fakt, iz ten element biatka uwaza sie za
kluczowy dla wykonywania ruchu przez kinezyne. Domena Kkatalityczna
wykazuje aktywno$¢ ATPazy, zawiera miejsce wigzania nukleotydu oraz miejsce
wigzania z mikrotubulg. Buduje jg ok. 325 aminokwaséw (7). Element
strukturalny wystepujacy zaraz za gtowa, wspomniana szyjka tacznikowa, ma
dtugo$¢ okoto 15 aminokwaséw (7).

Rys. 3.1. Budowa kinezyny konwencjonalnej (rysunek pochodzi z publikacji (8)).

10
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Po szyjce tacznikowej nastepuje a-helikalna szyja (ang. neck), o dtugosci
okoto 30 aminokwaséw (7), ktéra przez zawias (ang. hinge) przechodzi w
wydtuzony (70 nm) heliakalny trzon (ang. stalk), sktadajacy sie z kilkuset
aminokwaséw. W tym miejscu dwa tancuchy ciezkie sg ze soba splecione.
Struktura helikalna przerywana jest zawiasami, utatwiajagcymi zginanie
czasteczki i zlozenie jej w nieaktywna posta¢, kiedy nie jest zaangazowana w
transportowanie tadunku (Rys. 3.2), najprawdopodobniej w celu zapobiezenia
niepotrzebnej hydrolizie ATP (8,9). Na drugim koncu tancucha ciezkiego
znajduje sie globularna domena (50-130 aminokwaséw) zaangazowana
prawdopodobnie w wigzanie przenoszonego tadunku. Mniej wiecej w tym
miejscu wigza sie tez tancuchy lekkie.

Rys. 3.2. Autoinhibicja (a) i aktywacja (b) przez zwigzanie z tadunkiem kinezyny 1.
Biatka FEZ1 i JIP1, wigzac sie z kinezyng, przywracaja jej zdolnos¢ do oddziatywania
z mikrotubulg (rysunek pochodzi z publikacji (9)).

3.1.3. Klasyfikacja kinezyn

Obecnie znamy ponad 250 biatek zaliczanych do grupy kinezyn (7).
Catly zbiér biatek zwanych kinezynami dzieli sie na czternascie rodzin (10) (Rys.
3.3). Kinezyny nalezace do réznych rodzin poruszaja sie z r6zna predkosciag i
procesywnoscig oraz w réznych kierunkach po mikrotubulach.

Do pierwszej rodziny naleza miedzy innymi konwencjonalne zwierzece
kinezyny KHC, o budowie takiej jak na Rys. 3.1. Przykiady kinezyn
zaklasyfikowanych do innych rodzin sa podane na Rys. 3.4.

Lancuchy ciezkie moga, w przypadku réznych kinezyn, asocjowa¢ na
rézne sposoby i wystepowac jako (Rys. 3.3):
e monomery (niektére kinezyny z rodziny 3);
e homodimery lub, duzo rzadziej, heterodimery (kinezyny z rodzin 1, 2, 4,
6,7,8,10,12,13,14);

11
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e homotetramery, utworzone przez potaczenie dwéch homodimeréw na
sposoéb ,gtowa do ogona” (kinezyny z rodziny 5).
U wiekszo$ci kinezyn mamy do czynienia z wystepowaniem dwdch
taficuchéw ciezkich (co oznacza obecno$¢ dwéch domen motorycznych).

12
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Rys. 3.3. Rézne rodziny kinezyn. KHC — taricuch ciezki kinezyny (ang. kinesin heavy
chain); KLC —taiicuch lekki kinezyny (ang. kinesin light chain); KAP — biatko zwigzane
z kinezyng (ang. kinesin-associated protein) (rysunek pochodzi z publikacji (9)).

13
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Ponadto kinezyny zostaty podzielone na trzy gtéwne grupy ze wzgledu
na potozenie domeny motorycznej w ciezkim tanicuchu biatkowym (7) (Rys.
3.4):

e N-kinezyny (z domeng motoryczng na koficu aminowym tancucha),
e M-kinezyny (z domeng motoryczna w $§rodku tancucha),
e (C-kinezyny (z domena motoryczng na koncu karboksylowym tancucha).

Rys. 3.4. Drzewo filogenetyczne i organizacja taricucha ciezkiego u gtéwnych
kinezyn znajdowanych u myszy, podzielonych na rodziny od 1 do 14B (rysunek
pochodzi z publikacji (2)).

Sposréd kinezyn obecnych u cztowieka, trzy naleza do C-kinezyn, trzy
do M-kinezyn, a pozostate sg N-kinezynami. Prawie wszystkie N-kinezyny
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poruszaja sie w kierunku plus po mikrotubuli, natomiast C-kinezyny poruszaja
sie w kierunku minus. M-kinezyny nie s3g tak ruchliwe jak N- i C-kinezyny, i sg
uzywane na przyktad do rozktadania filamentéw mikrotubulowych (np. MCAK)
(4). Istnieja tez kinezyny, ktore tacza ze soba i przesuwaja wzgledem siebie
mikrotubule podczas formowania wrzeciona mitotycznego w trakcie podziatu
komorki (np. kinezyna Eg5, ktéra ma cztery identyczne domeny motoryczne

(11)).
3.1.4. Mikrotubule

Mikrotubule s3 zbudowane z dwoch rodzajéow homologicznych
podjednostek: a-tubuliny oraz (-tubuliny, o masie 50 kDa kazda. Uktadajg sie
one naprzemiennie w heliakalng strukture o ksztatcie wydrazonego cylindra o
zewnetrznej $rednicy 30 nm (Rys. 3.5). Mikrotubule mozna tez rozpatrywac
jako strukture ztozong z 13 protofilamentow, biegnacych réwnolegle do jej osi.
Jest to struktura biegunowa (koniec minus zakotwiczony jest blisko $rodka
komorki, koniec plus skierowany jest ku powierzchni komérki). Koniec minus
konczy sie a-tubuling, a koniec plus konczy sie 3-tubuling (6).

Rys. 3.5. Schemat budowy mikrotubuli z zaznaczonymi koricami minus i plus. C-
koricowe fragmenty a-tubuliny i B-tubuliny, niewidoczne w dostepnych strukturach
krystalicznych, przedstawione sg jako linie przerywane (rysunek pochodzi z
publikacji (12)).
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Aktyna réwniez jest strukturg spolaryzowang, ma ona tak zwany koniec
haczykowaty 1 koniec ostry. Filamenty posrednie nie maja struktury
biegunowej. Zapewne z tej przyczyny nie sa znane zadne biatka motoryczne
poruszajace sie po nich (3). Mikrotubule, wspéttworzac tak zwany cytoszkielet,
spetniaja role w okre$laniu ksztattu komoérek, sa tez gtéwnymi sktadnikami
rzesek i wici obecnych na powierzchni niektérych komoérek eukariotycznych
oraz uczestniczg w rozdzielaniu potomnych chromosoméw w trakcie mitozy. Sa
zmiennymi strukturami, wydluzajg sie i skracaja poprzez przylgczanie i
odtaczanie a- i B-tubuliny na koncu plus. Przytaczajace sie jednostki wystepuja
gtoéwnie w postaci GTP-tubuliny, ktéra z czasem hydrolizuje do GDP-tubuliny.
GDP-tubulina pozostaje stabilnie spolimeryzowana w mikrotubuli, jezeli
znajduje sie wewnatrz struktury, jednak jezeli znajduje sie na koncu plus, to
podjednostki te maja duza tendencje do dysocjacji. W populacji mikrotubul
niektére ulegajg skracaniu, a niektére wydtuzaniu, co jest rezultatem fluktuacji
w liczbie GTP- i GDP-tubulin na koricu plus. Zjawisko to zwane jest dynamiczna
niestabilnoscia.

3.1.5. Sposéb poruszania sie kinezyny

Ruch kinezyny jest wysoce procesywny. Jednorazowo Kkinezyna
konwencjonalna potrafi wykona¢ okoto 100 krokéw zanim odiagczy sie od
mikrotubuli (13). Gdy jedna glowa zwigzana jest Scisle z mikrotubula, druga
zostaje uwolniona i wykonuje ruch do nastepnego miejsca wigzania na
mikrotubuli. Sposéb poruszania sie przypomina kroczenie. Kazda domena
motoryczna kinezyny konwencjonalnej wigze sie do mikrotubuli w tej samej
orientacji. Dtugo$¢ przecietnego kroku wynosi ok. 8,2 nm (14), warto$¢ ta
odpowiada odleglosci pomiedzy kolejnymi podjednostkami a-tubuliny i (-
tubuliny utoZzonymi wzdtuz protofilamentu. Kazdy krok wykonany pod matym
obcigzeniem wymaga hydrolizy jednej czasteczki ATP. Wykonujac
o$mionanometrowe kroki przeciwko sile 7 pN, kinezyna ma do dyspozycji 100
pN-nm energii z hydrolizy ATP, zatem wydajno$¢ procesu wynosi okoto 50%
(15). W przyblizeniu predko$¢ ruchu kinezyny wzdiuz mikrotubuli moze
osiaga¢ 800 nm/s (8).

Wszystkie kinezyny konwencjonalne (szczeg6lnie doktadnie zbadane u
Drosophila, szczura, cztowieka) przemieszczaja sie w jednym kierunku: ze
$rodka komérki do cze$ci peryferycznych, to znaczy w kierunku konca plus
mikrotubuli. Jest to zrozumiate zwazywszy na podobienstwo ich sekwencji
aminokwasowych. Istniejg jednak kinezyny przemieszczajace sie w kierunku
konica minus, wszystkie znane kinezyny tego rodzaju naleza do C-kinezyn. Co
wiecej, wszystkie zbadane C-kinezyny przemieszczaja sie w kierunku kotica
minus mikrotubuli (3). Najszerzej opisywanym przedstawicielem tej grupy jest
biatko Ncd Drosophila. W determinowaniu kierunku ruchu najprawdopodobniej
duza role odgrywa szyjka tacznikowa kinezyny (7).

Carter i Cross (16) pokazali, iZ pod wptywem dziatania duzej sity
kinezyna moze zacza¢ przemieszczac sie w kierunku przeciwnym do tego, ktéry
jest dla niej wtasciwy. Stosunek krokéw wstecz i wprz6d zwieksza sie w miare
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zwiekszania sie sity. Warto$¢ jeden osiaga przy sile réwnej 7 pN (czyli,
wypadkowo, kinezyna nie przemieszcza sie po mikrotubuli).

Rys. 3.6. Kinezyna wedrujaca po mikrotubuli wraz z transportowanym tadunkiem (z
oktadki The Journal of Cell Biology, Vol. 151, Nr 5, 27 listopada 2000).

Do niedawna rozpatrywano trzy gtéwne modele poruszania sie

kinezyny po mikrotubuli (17):

Symetryczny model ,noga-za-noga” (ang. symmetric hand-over-hand
model): Kinezyna porusza sie przed siebie tak, ze przektada naprzéd raz
jedna, raz druga domene motoryczng w ten sposob, Ze tylna glowa
pokonuje odcinek o dtugosci 16 nm, omijajac przednig zawsze z tej
samej strony. Skutkiem jest obrét catego trzonu o 180° w te sama
strone podczas kazdego kroku.

Asymetryczny model ,noga-za-noga” (ang. asymmetric hand-over-hand
model). Kinezyna porusza sie przed siebie tak, ze przektada naprzéd raz
jedna, raz druga domene motorycznga. Zamiana pozycji gtéw nastepuje
w ten sposéb, ze tylna gtowa pokonuje odcinek o dlugosci 16 nm,
omijajac przednig raz z jednej, raz z drugiej strony. Wykonywane s3
zatem na przemian dwa rodzaje nieréwnowaznych sobie krokéw
(prawe i lewe). Jezeli nawet podczas jednego kroku dochodzi do
skrecenia wzgledem stanu wyjsciowego, to w kolejnym skrecenie to jest
usuwane.

Model ruchu gasienicowatego (ang. inchworm model). Glowy co drugi
krok zréwnuja swoje potozenie na mikrotubuli. Jedna gtowa wykonuje
zawsze krok o dtugos$ci 8 nm, wychodzac na prowadzenie, a druga w
nastepnym kroku przemieszcza sie o 8 nm, aby ja dogonic¢. Nie dochodzi
do obrotu trzonu.
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Obecnie og6lnie uznanym mechanizmem przemieszczania sie kinezyny
po mikrotubuli jest asymetryczny model ,noga-za-noga” (18). Do$wiadczalnie
stwierdzono, ze domeny jednorazowo przemieszczaja sie o okoto 17 nm oraz ze
nie dochodzi do obracania trzonu kinezyny (18). Ponadto pewne eksperymenty
pokazuja, Ze boczna sita spowalnia ruch kinezyny w sposéb niesymetryczny, co
jest zgodne z modelem asymetrycznym (18).

Dodatkowym zagadnieniem zwigzanym 2z tym modelem jest
rozwiazanie problemu kazdorazowego przemieszczania tylnej gtowy do przodu
bez powodowania obracania catego trzonu. Hoenger et al. (19) zaproponowali
mechanizm, wedtug ktérego w jednym kroku szyjka zawija sie wokoét trzonu,
aby w nastepnym sie odwina¢. W konsekwencji powinno to prowadzi¢ do
nastepowania po sobie wolnych (przy zawijaniu) i szybkich (przy odwijaniu)
krokéw (8). Schematycznie przedstawia to Rys. 3.7. Przeprowadzono
eksperymenty, w ktérych stwierdzono wystepowanie tego specyficznego
Jutykania”, przy czym Kkinezyny ze sztucznie skr6conym trzonem ,utykaty”
bardziej. Rozwazajac ten mechanizm, nalezy pamietaé, ze w przypadku
homodimeru mamy do czynienia z dwiema identycznymi pod wzgledem
struktury i sktadu aminokwasowego domenami motorycznymi, ktére jednak
potrafig wykonaé w jednym przypadku prawy, a w innym lewy krok.
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Rys. 3.7. Asymetryczny model ,,noga-za-nogq”. Podczas ruchu kinezyny wystepuja
dwa nieréwnowazne sobie kroki A i B. Podczas kroku A dochodzi do zawinigcia
szyjki (kolor fioletowy), a podczas kroku B do jej odwiniecia (kolor pomararczowy)
(rysunek pochodzi z publikacji (19)).

Rozpatrujac ruch domen motorycznych, nie nalezy pomijaé roli szyi
kinezyny. Gutiérrez-Medina et al (20) sugerujg, Ze miedzy innymi dzieki
elastycznos¢ zawiaséw szyi chwilowe naprezenia, ktére powstaja w motorze
podczas wykonywania kolejnych krokéw, moga by¢ w miare potrzeb
rozpraszane. Ponadto bardzo rzadko (w okoto 2% przypadkéw) obserwowali
oni skrecenie trzonu kinezyny o 180% podczas jej pracy. W zwigzku z tym
zaproponowali, by podstawowy mechanizm asymetryczny uzupethi¢ o
okazjonalng mozliwo$¢ nastepowania po sobie dwéch kolejnych prawych lub
lewych krokéw. W takim przypadku dotychczasowe role gtéw sie odwracaja: ta,
ktéra dotychczas wykonywata kroki prawe, zaczyna wykonywaé kroki lewe i
odwrotnie. Niewykluczone, ze obrét taki moze stuzy¢ niwelowaniu
ewentualnego nagromadzonego przy transportowania tadunku naprezenia
skrecajacego.
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Mechanistyczny model ruchu kinezyny zaktada, Ze wigzanie i hydroliza
ATP (obecno$¢ lub brak y-fosforanu) powoduje zmiany konformacyjne w
miejscu wigzacym nukleotyd, ktére nastepnie sa przekazywane do innych
miejsc kinezyny i amplifikowane, czego kulminacja jest wygenerowanie mocy i
wykonanie kroku naprzéd (21).

W modelu tym wyroéznia sie trzy stany domeny motorycznej kinezyny:
zwigzanej z ATP , zwigzanej z ADP i bez zwigzanego nukleotydu, ktoére
wystepuja podczas nastepujacych po sobie wydarzen sktadajacych sie na cykl
pracy motoru: przylaczenia ATP, jego hydrolizy i uwolnienia produktow
hydrolizy (najpierw fosforanu, w dalszej kolejno$ci réwniez ADP). Zmiany
konformacyjne pomiedzy tymi stanami, jakie przypisuje sie kinezynie na
podstawie badan strukturalnych, nie sa spektakularne. Stwierdzono, ze
kinezyna bez nukleotydu lub zwigzana z ATP wiaze sie silniej do mikrotubul, a
kinezyna zwigzana z ADP wigze sie stabiej lub nie wigze sie wcale. Najwieksza
zmiana konformacyjna dotyczy utozenia szyjki tacznikowe;j.

Stad wysunieto postulat, Ze to wtasnie szyjka jest gtbwnym elementem
strukturalnym odpowiedzialnym za poruszanie sie motoru. Wedtug tej hipotezy,
rola szyjki tacznikowej polega na tym, Ze zmienia ona swoje utozenie
przestrzenne w odpowiedzi na zwigzanie nukleotydu. Mianowicie, pod
wplywem przytaczenia ATP wiaze sie ona w specyficzny sposéb z domena
katalityczng kinezyny, co moze by¢ czynnikiem powodujacym pociggniecie do
przodu gltowy tylnej (22). Czasem moéwi sie nawet, ze szyjka jest w duzym
stopniu odpowiedzialna za generowanie mocy (ang. power stroke), ktéry to
poglad jest jednak czesto podawany w watpliwos¢ (wiecej na ten temat w
dalszej czesci).

Idea ruchu kinezyny napedzanego hydrolizg ATP przedstawiona na
Rys. 3.8 jest nastepujaca:

e Obie gltowy kinezyny wiaza ADP. Jedna z gtéw napotyka miejsce

wigzania na mikrotubuli (etap 1).

e Szybko po tym traci ADP, co powoduje, Ze silniej wigze sie z
mikrotubula (etap 2).

e W pustym miejscu przytacza sie ATP, a nastepnie nastepuje
zadokowanie szyjki tagcznikowej do powierzchni gtowy (etap 3).

e Druga z gltéw kieruje sie ku nastepnemu miejscu wigzania na
mikrotubuli w kierunku konica plus i po chwilowym dyfuzyjnym
poszukiwaniu tgczy sie z nim (etap 4).

e Zwigzanie gtlowy prowadzi do odtgczenia od niej ADP i powstania w
nastepstwie naprezenia, kiedy dwie glowy s3 zwigzane z
mikrotubulg. Naprezenie zapobiega zwigzaniu ATP zanim nie
nastapi kolejny etap (etap 5).

e Glowa tylna przeprowadza hydrolize ATP do ADP, co by¢ moze
przyspieszane jest przez naprezenie pomiedzy gtowami (etap 6).

e Uwalniany jest fosforan (etap 7).

e Ostabia sie powinowactwo glowy do mikrotubuli, uwalnia sie
szyjka tacznikowa. Przylaczenie ATP do glowy prowadzacej da
poczatek kolejnemu krokowi (etapy 81 3).
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szyja
szyjka tacznikowa
domena motoryczna

Rys. 3.8. Propozycja mechanizmu ruchu kinezyny (rysunek pochodzi z publikacji
(23) i (24)).

Jak to mozliwe, ze obecnos¢ jednej dodatkowej reszty fosforanowej
moze przyczynia¢ sie do powstania tak znaczgcej zmiany strukturalnej jak
przytaczenie sie szyjki tgcznikowej do powierzchni domeny motorycznej?
Mechanistyczny mechanizm ruchu, sugerowany na podstawie badan
strukturalnych, prébuje wyjasni¢ ten fenomen, odwotujac sie do konstrukcji
domeny motorycznej, a szczegblnie do elementéw stanowigcych otoczenie
miejsca aktywnego.

3.1.6. Budowa domeny motorycznej w kontekscie mechanizmu
ruchu

Sposéb zwiniecia taficucha w domenie motorycznej podobny jest u
wszystkich znanych kinezyn, czemu towarzyszy homologia sekwencji
aminokwasowej (7). Budowe trzeciorzedowa wraz z nazwami poszczegélnych
struktur przedstawia Rys. 3.9. Centralne osiem struktur tworzacych (3-kartke
(B1- B8) otacza szes¢ a-helis (al - a6), po trzy po kazdej stronie. Wtékna 3 sa
przestrzennie utozone w kolejnosci: 32, 81, 38, B3, 7, B6, B4, B5, przy czym 5 i
6 biegna antyréwnolegle w stosunku do pozostatych (6). Powierzchnia przez
nie tworzona przypomina ksztattem tréjkat. Odcinek 85 jest przerwany przez

21



3. Przeglqd literatury

antyréwnolegte struktury 5a i f5b oraz petle L8. Inne odgatezienie ulokowane
na obrzezach centralnej -kartki tworzy krotka helisa a0 wraz z wtéknami 13,
B1b oraz Blc. W strukturze biatka wyrdznia sie tez do$¢ dtuga petla L11, ktéra
jest niewidoczna w wiekszos$ci dostepnych struktur krystalicznych.

Obie powierzchnie centralnej B-kartki przykryte sa przez helisy: al, a2 i
a3 po jednej stronie, a a4, a5 i a6 - po stronie bezposrednio oddziatujacej z
mikrotubula (6). Cato$¢ nieco przypomina stozek, na ktérego czubku lezy petla
L10 (pomiedzy strukturami 36 i f7) (6).

Szyjka tacznikowa znajduje sie tuz za helisa a6. W stanie zwigzanym z
gtowa kinezyny formuje struktury 9 i 10, ktére tworza 3-kartki odpowiednio
z wiéknem B0 potozonym przy konicu aminowym tancucha biatkowego i
wtéknem (7 centralnej B-kartki (25). Koniec szyjki tacznikowej przy takim jej
utozeniu znajduje sie blisko petli L10, dalej szyjka tgcznikowa przechodzi w
szyje (jej poczatek widoczny jest na Rys. 3.9 i nazwany helisg a7). Ten element
struktury podlega duzym zmianom konformacyjnym podczas ruchu kinezyny.
W przypadku wielu dostepnych struktur krystalicznych jest on niewidoczny.

Mozna w tym miejscu doda¢, ze aminokwasy szyjki tacznikowej maja
swoj udzial w stabilizowaniu helisy szyjnej (26). Natomiast same helisy szyjne
sg prawdopodobnie czym$ wiecej niz tylko pasywnym elementem, ktéry wiaze
ze sobg domeny motoryczne. Mutacje w ich regionie skutkujg zmianami w
charakterze ruchu kinezyny (7).

Asocjacja dwéch domen motorycznych w funkcjonalny dimer moze
zaj$¢, jezeli obie czasteczki bedy zawieraly odpowiedniej dtugosci odcinki
szyjne, ktore potacza sie ze soba. Kontakt pomiedzy samymi domenami
katalitycznymi jest raczej nieduzy. Otrzymano strukture krystaliczna dimeru,
gdzie oddzialywanie gtéw ograniczato sie w zasadzie do kontaktu pomiedzy
petla L8 jednej i petlg L10 drugiej gtowy (6).
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Rys. 3.9. Trzeciorzedowa budowa domeny motorycznej kinezyny wraz z
fragmentem szyi, z czterech rdézinych punktéw widzenia (rysunek pochodzi z
publikacji (27)).

Centrum aktywne wiazace nukleotyd zawiera szereg
zakonserwowanych ewolucyjnie elementéw strukturalnych. Tworza je cztery
gtéwne struktury, nazywane N1 (petla P), N2 (przetgcznik [), N3 (przetgcznik II)
i N4 (Rys. 3.10). Jak sie przypuszcza, centrum aktywne i jego otoczenie
odpowiadajg zmiang konformacji na zwigzanie nukleotydu i jego hydrolize.

Numery i sekwencje aminokwaséw, ktére beda podane w tej czesci,
dotycza konwencjonalnej kinezyny ludzkiej o strukturze okreslonej przez Kull’a
et al. (28), zapisanej w bazie Protein Data Bank jako 1BG2 (konstrukt znany pod
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nazwa K349). Wyréznienia ewolucyjnie zakonserwowanych aminokwaséw
wykonano wedtug odnosnika (7).

Rys. 3.10. ADP (model sferyczny) w miejscu aktywnym zminimalizowanej struktury
1MKJ pobranej z Protein Data Bank. Petla P — kolor czarny, przetacznik | — kolor
czerwony, przetacznik II — kolor pomaranczowy, N4 — kolor zielony. Rysunek
wykonany za pomoca programu PyMOL.

Petla P (8°GlyGInThrSerSerGlyLysThr°2) znajduje sie tuz za wiéknem
3. Zadaniem jej jest zwigzanie nukleotydu przez koordynacje fosforanu f3 i y
(jezeli jest obecny). Jest elementem strukturalnym powszechnie wystepujacym
w biatkach wiazacych mononukleotyd. Kluczowym elementem petli P jest
lizyna, ktéra oddziatuje z ujemnie natadowanym fosforanem {. Obok niej
wystepuje treonina lub seryna wigzaca kofaktor, jon Mg2* (7). Tuz za petla P
wystepuje histydyna H93, ktéra oddziatuje z pierscieniem adenozynowym (6).

Przetacznik [ (198AsnGluHisSerSerArg?03) nalezy do helisy o3a.
Przetacznik II (231AspLeuAlaGlySerGlu?36) ulokowany jest tuz za witéknem (7,
aminokwasy go tworzace naleza w wiekszo$ci do petli L11 (Rys. 3.11).
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Przetacznik 11 Przetacznik |

Rys. 3.11. Przetacznik | i Il w zminimalizowanej strukturze 1MKJ pobranej z Protein
Data Bank. Gdyby byt obecny fosforan y nalezacy do ATP, to znajdowatby sie tuz
przed glicyng przetacznika Il. Rysunek wykonany za pomocg programu PyMOL.

Element N4 (14“ArgPheArgPro!’) umiejscowiony jest tuz za wiéknem
B1. Odpowiada on za wigzanie nukleotydu poprzez interakcje z jego
fragmentem tworzonym przez zasade, s3 to gléwnie oddzialywania
hydrofobowe z pierscieniem adenozynowym.

Przetaczniki I i Il tworza wigzania wodorowe z y-fosforanem, uktadaja
w odpowiednim utozeniu przestrzennym Katalityczng wode oraz posiadaja
grupy boczne wazne dla hydrolizy wigzania fosforanowego (24). Lokalne
zmiany strukturalne przetgcznikow zachodzace w wyniku odpowiedzi na
obecnos¢ lub brak nukleotydu sg amplifikowane przez elementy strukturalne w
ich bliskim sasiedztwie, zwane regionem przetacznika I i klastrem przetgcznika
I (ang. switch I region, switch Il cluster).

Na region przetacznika I sktadajg sie: helisa a3, petla L9 oraz helisa a3a
(7). Potozenie petli L9 okresla rozmiar kieszeni wiazacej nukleotyd (7).
Elementy te potozone sg blisko struktury 5a-L8-B5b, zatem mogg wptywac na
wigzanie z mikrotubula.

Na klaster przetacznika Il sktadajg sie: helisa a4 (zwana czasem helisg
przekaznikowg, ang. relay helix), petla L12 i helisa o5 (6), a z przetacznikiem II
potaczony jest on poprzez aminokwasy petli L11. Petla ta, zwykle elastyczna,
prawdopodobnie przyjmuje sztywna konformacje, gdy kinezyna potgczona jest
z mikrotubula. Jako ze Kklaster przetgcznika II zawiera czesS¢ elementow
stanowigcych miejsca oddzialywania kinezyny z mikrotubulg, zatem nalezy sie
spodziewad, ze zaréwno zwigzany nukleotyd moze wptywac na oddziatywanie z
mikrotubulg, jak i polaczenie z mikrotubulg moze spowodowac przemieszczenie
elementéw odpowiadajgcych za koordynowanie jonu magnezu i nukleotydu
(29).
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Pierwszego gltebszego wgladu do natury zmian strukturalnych
uwazanych za kluczowe dla pracy biatka, dostarczyty badania krystalograficzne
monomerycznej kinezyny KIF1A (29). Kinezyna ta (jak zostanie jeszcze
powiedziane nizej) ma pewne cechy odrézniajace ja od Kkinezyn
konwencjonalnych, ale generalnie dzieli z nimi bardzo podobng strukture
przestrzenng domeny motorycznej.

Nalezy zaznaczyé, ze mechanizm ruchu i zmian konformacyjnych
zaproponowany zostal na podstawie ograniczonej ilosci dostepnych struktur,
krystalizowanych w réznych warunkach i jako biatka niezwigzane z
mikrotubulami. CzeSciowo model mechanistyczny skonstruowany zostat na
podstawie analogii z biatkami G i miozynami. Mozliwe na przyktad, ze
prawdziwa konformacja kinezyny w stanie zwigzanym z ATP (taka, jaka ona jest
podczas pracy, potaczona z mikrotubulg) nie zostata jeszcze uzyskana (21).

Trzeba doda¢, ze dostepne struktury krystaliczne, ktore okresla sie jako
,kinezyna zwigzana z ATP”, nie sg tak naprawde skompleksowane z ATP, ale z
analogami ATP nieulegajacymi hydrolizie. W takim znaczeniu uzywam tego
okre$lenia ponizej w odniesieniu do opisu zaobserwowanych zmian
konformacyjnych.

Rys. 3.12. Porédwnanie struktury miejsca wigzacego analog ATP (A) i ADP (B)
(rysunek pochodzi z publikacji (30)).

Uwaza sie, ze w stanie zwigzanym z ATP seryna przetacznika I i glicyna
przelacznika II utworzg wigzania wodorowe z y-fosforanem nukleotydu (Rys.
3.12). Przemieszczenie tych reszt uwazane jest za pierwotng przyczyne
przemieszczenia catych przetacznikdéw i utworzenia konformacji zamknietej
miejsca wigzacego nukleotyd. W stanie zwigzanym z ADP brak y-fosforanu
skutkowat bedzie otwarta konformacja miejsca wigzacego nukleotyd (31). Jak
wida¢ na Rys. 3.12 i Rys. 3.13, w stanie zwigzanym z ADP znajdujacy sie w
bezposrednim sgsiedztwie nukleotydu fragment przetgcznika I formuje helise
(a3a), znajdujgca sie pomiedzy dwiema Kkrotkimi petelkami. W stanie
zwigzanym z ATP ten sam region tworzy krétka strukture typu B-spinki, co
powoduje zblizenie sie do nukleotydu i oddziatywanie z fosforanem y z
udziatem reszty serynowe;j.
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Rys. 3.13. Zmiany konformacyjne w przetgczniku 1i Il (i okolicach) monomerycznej
kinezyny KIF1A w stanie zwigzanym z ATP (kolor czerwony) i ADP (kolor zétty).
Czasteczka wody tworzaca mostek jest zaznaczona na niebiesko (rysunek pochodzi
z publikacji (29)).

W przypadku pewnych  wyznaczonych  struktur  kinezyn
odpowiadajacych stanowi ze zwigzanym ATP, obserwuje sie mostek solny
pomiedzy tancuchami bocznymi argininy z przetacznika I (AsnGluHisSerSerArg)
i kwasu glutaminowego z przelacznika II (AspLeuAlaGlySerGlu) (Rys. 3.12 A),
ktéry z kolei nie wystepuje w stanie ADP (Rys. 3.12 B) (30). Uwaza sie, ze
mostek ten stabilizuje zamknieta konformacje miejsca aktywnego (21).
Zamknieta konformacja jest niezbedna do przeprowadzenia hydrolizy ATP u
miozyny, wiec prawdopodobnie jest tak réwniez w przypadku kinezyny. Jednak
jezeli przyja¢, ze uktad przetacznikow u kinezyny w stanie zdolnym do
przeprowadzenia hydrolizy ATP jest taki sam jak u miozyny, to Zadna z
dostepnych struktur kinezyn nie oddaje doktadnie tego stanu konformacyjnego
(21).

Kiedy w obecnosci ATP z y-fosforanem zaczyna oddzialywa¢ grupa
amidowa glicyny z przelacznika II, ulega przegrupowaniu réwniez caty klaster
przetacznika II (Rys. 3.13).

Zaobserwowano, ze w strukturach okres$lanych jako odpowiadajace
kinezynie zwiagzanej z ATP wydluza sie petla L11 kosztem skrécenia helisy
przekaznikowej o4. Ponadto helisa a4 zostaje przesunieta ku nukleotydowi i
przekrecona o okoto kilkanascie do dwudziestu stopni ku helisie a6. Pozostate
elementy przetacznika Il podazaja za tym ruchem (21).
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Rys. 3.14. Zmiany konformacyjne w domenie motorycznej kinezyny poruszajacej sie
w kierunku plus mikrotubuli zalezne od stanu zwigzanego nukleotydu. Zaznaczona
reorientacja szyjki tacznikowej; kolor czerwony — biatko zwigzane z ATP, kolor z6tty
— biatko zwigzane z ADP (rysunek pochodzi z publikacji (29)).

Dzieki tym przesunieciom, po przylaczeniu ATP do kinezyny dochodzi
do uwolnienia miejsca do zadokowania szyjki i umozliwione jest jej zwigzanie
(Rys. 3.14, Rys. 3.15, Rys. 3.16), pierwsza reszta szyjki oddziatujaca z domena
motoryczng jest Ile325.

Rys. 3.15. Schemat zmian w strukturze przestrzennej domeny motorycznej w stanie
potgczonym z ADP i ATP. W przypadku kinezyny wigzacej ADP, przytgczenie szyjki
jest utrudniane przez zawade przestrzenng (rysunek pochodzi z publikacji (15)).

Yan-Bin et al. (32) twierdzg, iz czasteczki wody moga asystowacé w
procesie dokowania sie szyjki do domeny motorycznej poprzez tworzenie
posredniczacych wigzan wodorowych tam, gdzie bezposrednie zwigzanie
wigzaniami wodorowymi glowy i szyjki jest niemozliwe. Ponadto, tworzac sie¢
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wigzan wodorowych otaczajacych zakotwiczong szyjke, moga przyczyniaé sie do
stabilizowania oddzialywan o charakterze hydrofobowym pomiedzy szyjka i
domeng katalityczna.

Rys. 3.16. Trojstopniowe dokowanie sie szyjki tacznikowej u monomerycznej
kinezyny KIF1A. a) w stanie zwigzanym z ADP i Mg szyjka jest odfaczona; b) po
uwolnieniu jonu Mg dokuje sie poczatkowy odcinek szyjki tacznikowej; c) po
wymianie ADP na ATP dokuje sie odcinek B9, taczac sie z N-koricowym fragmentem
BO oraz petlg L13; d) miejsce wigzace nukleotyd sie zamyka, czemu towarzyszy
przytaczenie sie odcinka B10 (rysunek pochodzi z publikacji (33)).
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Przedstawiony mechanizm na pierwszy rzut oka moze wydawaé sie
spojny i przekonujacy, ale pod pewnymi wzgledami jest niepeilny lub
dyskusyjny.

Nie zostalo ostatecznie rozstrzygniete, w jaki wlasciwie sposéb
kinezyna jest zdolna do procesywnego ruchu w jednym kierunku. Okazjonalnie
wykonuje ona réwniez ruchy do tytu, ale bardzo rzadko, mniej wiecej raz na
2000 krokéw (34). Szybkos¢ ruchu naprzéd zmniejsza sie ze zwiekszeniem
obciazenia, cho¢ szybkos$¢ ruchu do tytu nie rosnie (podnosi sie bariera
energetyczna dla kroku naprzdéd, ale w zasadzie nie zmienia dla kroku do tytu)
(35). W wyniku tego mozna obserwowa¢ wzgledne zwiekszenie ilo$ci krokow
do tytu przy wiekszym obcigzeniu fadunkiem. W normalnych warunkach pracy,
z ruchem do przodu zwigzana jest mniejsza energia aktywacji niz z ruchem do
tytu. Réznica wynosi okoto 6ksT (35). Modele, ktore calg site napedzajaca motor
wiaza z dokowaniem szyjki tacznikowej, budzg wiele zastrzezen. Ot6z energia
zwigzana z oddziatywaniem polegajacym na zwigzaniu szyjki tacznikowej do
domeny katalitycznej jest szacowana na okoto 1-2kzT (34). Jest zatem zbyt mata,
by wyjasni¢ wspomniang réznice w barierze energetycznej. Biorac pod uwage
takze niewielkie rozmiary i stosunkowo duza elastycznos¢ szyjki tacznikowej,
nie bardzo wiadomo, jak miataby powodowa¢ tak silne szarpniecie, ktoére
przemie$citoby druga gtowe na odlegtos¢ 16 nm.

Taniguchi et al. (35) rozktadaja entalpie swobodng aktywacji AG* na
dwie sktadowe: entalpowg AH* i entropowg AS* (jako ze AG* = AH* - TAS*).
Pokazuja, na podstawie analizy kinetyki ruchu kinezyny w zaleznosci od
temperatury, ze wtasciwe ukierunkowanie ruchu wynika gtéwnie z réznicy w
entropii aktywacji pomiedzy krokami do przodu i do tytu. Autorzy sugeruja, ze
za ukierunkowany ruch odpowiada¢ moze czynnik geometryczny i proponuja w
zwigzku z tym nastepujacy mechanizm: O ile zwigzanie szyjki lacznikowej
zapewnia wktad do entalpii swobodnej na poziomie 1-2kzT, to pozostate 4-5 kgT
ma podtoze entropowe i pochodzi od wzajemnego przestrzennego
niedopasowania geometrii gtowy kinezyny i miejsca wigzacego na mikrotubuli.
Poniewaz szyjka tacznikowa jest krétka, liczba mozliwych sposobéw utozenia
odiaczonej gtowy wzgledem miejsca wigzacego na mikrotubuli jest rézna dla
utozenia gtlowy w kierunku ,naprzdéd” i ,do tytu” (odpowiadajacemu wykonaniu
kroku odpowiednio w kierunku konca plus i minus mikrotubuli). Autorzy
sugeruja, iz w przypadku pozycji ,naprzéd” najbardziej korzystna orientacja
glowy pokrywa sie z miejscem wigzgcym na mikrotubuli, natomiast w
przypadku pozycji ,do tylu” najpowszechniej reprezentowane w tym stanie
konformacyjnym biatka potozenie gtowy nie pokrywa sie z miejscem wigzacym
mikrotubuli. Dzieki temu mamy do czynienia z widocznym ukierunkowaniem
ruchu.

Innym czynnikiem, o ktérym sie méwi, ze moze dawac istotny wktad do
entalpii swobodnej, jest uwolnienie nukleotydu zachodzace w nastepstwie
przytaczenia domeny motorycznej do mikrotubuli w kolejnym miejscu
wiazacym. (15).

Analizujac skonstruowany przez siebie model kinezyny, Czovek et al
(36) zawyrokowali, iz dokowanie sie szyjki tgcznikowej jest kluczowym etapem
ruchu motoru. Co prawda ich model pozwalal kinezynie na wedréwke po
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mikrotubuli nawet bez dokowania szyjki, ale tylko bez obcigzenia. Natomiast
przy poruszaniu sie przeciwko sile 7 pN, najlepszym rozwigzaniem wedtug
autorow jest posiadanie szyjki o dtugo$ci okoto 13-14 aminokwaséw, z ktorych
wiekszos$¢ zdolna bedzie do potaczenia z domeng motoryczng (taka sytuacja
zblizona jest do tej, ktérg znamy ze zbadanych struktur kinezyny).

Hariharan i Hancock (37) przeanalizowali dtugosci szyjek tacznikowych
wsrod wybranych rodzin kinezyn. U kinezyn z rodziny 1 byta ona réwna okoto
14, dtuzsza wystepowata na przyktad u kinezyn z rodziny 2, gdzie wynosita
okoto 17. Najdtuzsza szyjka spos$rdd przeanalizowanych rodzin wystepowata u
rodziny 5 i 7. W przypadku rodzin 1, 2 i 5, wraz ze wzrost dtugosci szyjki mamy
do czynienia ze zmniejszajaca sie procesywnoscia. Wyjatkiem jest rodzina 7, u
ktérej procesywno$¢ jest znacznie wieksza niz w rodzinie 5, za co
prawdopodobnie odpowiadajg wystepujace u kinezyn z rodziny 7 dodatnio
natadowane aminokwasy obecne w odcinku szyjnym. Mierzyli oni réwniez sity
potrzebne do rozciggania szyjek. Szyjki sa stosunkowo krétkie, a mimo to musza
potaczy¢ ze sobg dwie domeny przyczepione do mikrotubuli. Wedtug ich
symulacji, sita potrzebna do rozciagniecia szyjki na pozadang dtugos¢ (okoto 4
nm) byta kilkakrotnie wieksza od tej, przeciw jakiej prace moze wykonywac
motor. Pytanie, jak moze dochodzi¢ do dyfuzji gtlowy do nastepnego miejsca
wigzania na mikrotubuli przeciwko napieciu tego rzedu, pozostaje bez
odpowiedzi. Mozna spekulowaé, ze ewentualne cze$ciowe rozwiniecie koncowki
helisy a6 moze wspomagac ten proces.

W pracy Shu et al. (38) zostala omoéwiona wyznaczona metodami
obliczeniowymi zalezno$¢ predkosci poruszania sie kinezyny od dtugosci szyjki.
Stwierdzili oni, Zze predko$¢ réwna maksymalnej predkosci konwencjonalnej
kinezyny jest osiggana przy dtugosci 14-16 aminokwaséw. Odpowiada to
dtugosci szyjki znajdowanej u naturalnych kinezyn z rodziny 1 i wskazuje na to,
ze dtugosc ich szyjek jest optymalnie dobrana w celu maksymalizacji predkosci.

Zwazywszy na imponujacg procesywnos¢ motoru, nalezy oczekiwac, ze
mamy do czynienia ze skutecznymi mechanizmami bramkowania,
zapewniajgcymi efektywng koordynacje pomiedzy glowami i zapobiegajacymi
wykonywaniu krokéw do tytu (39).

Jednym z waznych probleméw dotyczacych mechanizmu ruchu jest
utrzymanie obu gléw enzymatycznie w innych fazach, aby nie doszto do
symultanicznego odiaczenia obu gtéw od mikrotubuli. S3 podstawy, aby
przypuszczaé, ze wewnetrzne naprezenia w motorze, powstajace, gdy obie
glowy sa zwigzane z mikrotubulg, s3 odpowiedzialne za procesywnos$¢ ruchu.
Zaproponowano, Ze naprezenie to dziata¢ moze na dwa sposoby, ktére okresla
sie bramkowaniem przez glowe tylng lub bramkowaniem przez gtowe
prowadzaca (ang. rear-head gating, front-head gating). Pierwszy postulowany
sposéb bramkowania polega na tym, ze dzieki naprezeniu przyspieszane jest
uwalnianie tylnej gtowy po zwigzaniu sie przedniej, a drugi na tym, ze
hamowane jest przedwczesne wigzanie sie ATP do glowy przedniej. Oba
mechanizmy nie wykluczajg sie wzajemnie.

Rosenfeld et al. (40) sklaniajg sie do stwierdzenia, ze naprezenie to
utrudnia wigzanie i hydrolize ATP przez prowadzacg glowe, zanim tylna nie
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przeprowadzi hydrolizy i nie odtaczy sie od mikrotubuli (etapy 6, 7 i 8 na Rys.
3.8). Wtedy ATP szybko przytaczy sie do prowadzacej gtowy, a tylna skieruje sie
ku nastepnemu miejscu wigzania.

Na role naprezenia w ruchu kinezyny wskazali takze Miyazono et al
(41). Skonstruowali oni hybrydy kinezyny z DNA, co umozliwiato precyzyjna
kontrole odlegto$ci pomiedzy gtowami. Badania te potwierdzily, Ze napiecie
pomiedzy glowami jest niezbedne do komunikacji pomiedzy glowami i
efektywnego ruchu. Autorzy s3a blizej uznania bramkowania przez glowe
prowadzacg jako mechanizmu koordynujacego ruch. Spekuluja, ze wigzanie ATP
jest w odpowiednim czasie blokowane, ale nie przypuszczajg, zZeby sama
aktywno$¢ ATPazy byta uposledzana.

Wedtug Hirokawy (33) koordynacje pomiedzy glowami zapewniaja
dwa czynniki: po pierwsze wigzanie ATP do glowy prowadzacej jest
wstrzymane do chwili przeprowadzenia hydrolizy w gltowie tylnej; po drugie
uwalnianie ADP z gltowy znajdujacej sie z przodu nie zachodzi tak dtugo, jak
dtugo do glowy tylnej nie zostanie przytaczone ATP. Regulacja odbywataby sie
dzieki naprezeniu szyjek tgcznikowych. Ich ograniczona dtugos$¢ nie pozwala na
silne zwigzanie sie gtowy prowadzacej z mikrotubulg zanim tylna gtowa nie
przeprowadzi hydrolizy ATP i nie odtgczy sie od mikrotubuli (Rys. 3.17).
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Rys. 3.17. Bramkowanie w przypadku dwugtowej kinezyny. U gory: Szyjki
facznikowe sg za krotkie, aby dwie gtowy mogty znalei¢ sie w konformacji
charakterystycznej dla zwigzanego ATP (to znaczy przytagczone do powierzchni
domen katalitycznych). Gtowa rézowa, bez zwigzanego nukleotydu, nie przytaczy
ATP dopdki gtowa tylna nie odtaczy sie od mikrotubuli. Na dole: Ograniczona
dtugosé szyjki tacznikowej nie pozwala silnie potaczyé sie odtaczonej gtowie z
mikrotubulg (i uwolni¢ ADP) zanim do gtowy zwigzanej z mikrotubulg nie przytaczy
sie ATP (rysunek pochodzi z publikacji (33)).

Clancy et al. (13) wydtuzyli szyjke tacznikowa kinezyny, obserwujac, ze
spowodowato to zmienienie motoryki. Stwierdzili oni, Ze wydtuzenie to
pozwolito obu glowom kinezyny jednocze$nie zwigza¢ sie stabilnie z
mikrotubula. Zaproponowali tez mechanizm bramkowania, ktéry niekoniecznie
wymagat naprezenia pomiedzy gltowami, zwigzany z orientacja szyjki
lacznikowe;j.

3.1.7. Rola N-koncowej cze$ci domeny motorycznej

Okazuje sie, ze w postaci zadokowanej pierwsza i druga potowa szyjki
tacznikowej (B9 i f10) oddziatlujg z domeng katalityczng na nieco inny sposéb
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(25) (Rys. 3.18). Ot6z oddzialywanie wtdkna 9 z sama gtowg jest stosunkowo
stabe (z gtdwnym wyjatkiem poczatkowego aminokwasu szyjki [le325), zamiast
tego element ten oddziatuje z wiéknem (0. Struktura 0 jest tworzona przez N-
koncowa, okoto dziewiecioaminokwasowa cze$¢ tanicucha ciezkiego (ang. cover
strand, CS). Pierwsze gtéwne oddziatywanie pomiedzy szyjka a glowa ma
miejsce pomiedzy reszta Asn332, umiejscowiona pomiedzy 9 i 10, ktéra
tworzy wigzania wodorowe z Gly76 (gtéwnie) i Ser224. Natomiast struktura
B10 jest czeSciag matej B-kartki tworzonej z wtéknem (7 glowy. Jak pokazuje
poréwnanie struktur 1BG2 i 1MK] (réznigcych sie potozeniem szyjki
tacznikowej), potozenia zaréwno Gly76 jak i 7 niewiele sie zmieniajg, zatem
raczej nie mogg bezposrednio kontrolowa¢ dokowania sie szyjki tacznikowej
pod wplywem ATP. Opierajac sie na wynikach symulacji, Hwang et al (25)
postuluja, ze wspotdziatanie poczatkowego odcinka szyjki tacznikowej
potaczonego wraz z widknem B0 w B-kartke (struktura zwana z angielskiego
cover neck bundle, CNB) prowadzi do wygenerowania wiekszej silty od tej, ktéra
bytaby w stanie wygenerowa¢ sama szyjka i jest wlasciwym czynnikiem
wymuszajacym dokowanie sie catej szyjki. Co ciekawe, sity ktére zmierzyli,
réznity sie w przypadku symulacji z uwzglednieniem czasteczek wody i bez ich
jawnego uwzgledniania.

Rys. 3.18. Szyjka tacznikowa (atomy wegla koloru czarnego) tworzaca strukture
CNB z N-koricowym fragmentem tancucha ciezkiego (atomy wegla koloru
niebieskiego) w zminimalizowanej strukturze 1MKJ pobranej z Protein Data Bank.
Rysunek wykonany za pomocg programu PyMOL.

Przywotatam chwile wcze$niej pewne eksperymenty, ktére wskazuja na
to, ze szyjka facznikowa nie jest zaangazowana jedynie w umozliwianie ruchu i
okreslanie jego kierunku, ale réwniez ma znaczenie dla jego szybkosci. R6zne
kinezyny, pomimo podobienstwa budowy, moga porusza¢ sie z rdzna
predkosciag. Nie ma do tej pory kompleksowego i satysfakcjonujacego
wyjasnienia tego zjawiska. Kalchishkova i Bohm (42) przeprowadzili
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eksperymenty, podczas ktérych dokonali wymiany szyjek tacznikowych i szyj
dwdch kinezyn, z ktérych jedna (KIF5A) porusza sie 25 razy szybciej niz druga
(Eg5). Wymiana ta spowodowala, Ze poczatkowo szybka kinezyna KIF5A
utracita zdolno$¢ poruszania, a powolna Eg5 zaczeta sie porusza¢ z wieksza
predkoscia. Jezeli kinezynie KIF5A pozostawic tylko jej pierwszg potowe szyjki
tacznikowej (te, ktéra tworzy B-kartke wraz z wtéknem (0), a pozostata czesé
dostawi¢ z kinezyny Eg5, zdolno$¢ poruszania sie zostanie przywrdcona.
Najwyrazniej szyjka kinezyny Eg5 nie potrafi utworzy¢ -kartki z wiéknem 0
kinezyny KIF5A. Przestanki te sktaniajg do rozwazenia ewentualnego
uwzglednienia w modelu poruszania sie kinezyny etapu tworzenia sie i
zrywania CNB podczas dokowania i odtaczania sie szyjki z powierzchni domeny
motorycznej.

Rys. 3.19. Model generowania mocy przez kinezyne z udziatem CNB. A) Szyjka
tacznikowa i N-koricowy odcinek taricucha ciezkiego sg roztaczone. B) Przytaczenie
ATP, wycofanie helisy a4, utworzenie dodatkowego skretu w helisie a6, utworzenie
CNB. C) Generacja mocy i przerzucenie tylnej gtowy do przodu (rysunek pochodzi z
publikacji (43)).

Khalil et al. (43) zbadali dwa mutanty, z ktérych jeden pozbawiony
zostal mozliwosci tworzenia CNB poprzez wyciecie odpowiedniego odcinka
taricucha biatkowego, u drugiego natomiast CNB mogt sie utworzy¢, ale byt
bardziej gietki z powodu zmiany dw6ch aminokwaséw na glicyny. Mutacje
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spowodowaly zmiany w zachowaniu sie kinezyny w porédwnaniu z forma
naturalng. Wieksza elastyczno$¢ doprowadzita do tego, ze struktura mogta
wygenerowa¢ mniejsza site, ale mogta dziata¢ szybciej. Natomiast delecja
skutkowata duzym upo$ledzeniem ruchu biatka: procesywno$¢ uleglta
znacznemu pogorszeniu. W tym przypadku dopiero wprowadzenie pomocniczej
sity asystujacej (1,5 pN) spowodowato polepszenie charakterystyk ruchu
motoru. Zdaniem autoréw w przypadku, gdy nie tworzy sie struktura CNB, ruch
tylnej glowy do przodu i poszukiwanie miejsca wigzania na mikrotubuli bedzie
gtownie powodowany fluktuacjami termicznymi. Przez to proces ten bedzie
bardziej powolny niz gdybySmy mieli do czynienia z aktywnym
ukierunkowaniem gtowy w kierunku do przodu przez generacje sity. By¢ moze
to wiasnie jest przyczyna matej procesywnosci: gtowa potgczona z mikrotubulg
zdazy przeprowadzi¢ hydrolize ATP i odiaczy¢ sie od mikrotubuli zanim druga
sie przylaczy. Postulowany przez autoréw mechanizm generacji mocy
wspomagany przez tworzenie CNB przedstawia sie nastepujaco (Rys. 3.19):

A) Szyjka iacznikowa i N-konicowy odcinek tancucha ciezkiego sa
roztgczone.

B) Przytaczenie ATP skutkuje wycofaniem helisy a4 oraz utworzeniem
dodatkowego skretu w helisie a6, co pozwala na zblizenie szyjki tacznikowej i
CS, aby utworzy¢ CNB.

C) Nastepuje generacja mocy i przerzucenie tylnej gtowy do przodu,
szyjka tacznikowa zakotwicza sie na domenie katalityczne;j.

3.1.8. Kinezyny niekonwencjonalne

Kinezyny maja zréznicowang strukture i moga funkcjonowaé w
komoérce jako monomery, dimery i tetramery. Mechanizm ruchu odmiennie
zbudowanych kinezyn nie zostat jednak tak doktadnie przestudiowany jak w
przypadku kinezyn konwencjonalnych.

Przyktadem monomerycznej struktury, w przypadku ktérej doniesiono
0 jej umiejetnoSci poruszania sie wzdtuz mikrotubul (aczkolwiek powolnego),
jest biatko KIF1A (44). Dtugo$¢ jej kroku nie jest tak $ciSle zdeterminowana jak
w przypadku kinezyny konwencjonalnej i potrafi ona wykonywa¢ prace
przeciwko mniejszej sile (45). Model poruszania sie monomeru przewiduje, Ze
w stanie wyjSciowym kinezyna jest skierowana w strone plus mikrotubuli i
zwigzana z nig oddzialywaniami elektrostatycznymi. Nastepnie przytaczenie i
hydroliza ATP powoduja zmiane oddzialywania z mikrotubulg i zmiany
konformacyjne, po ktérych nastepuje dyfuzyjne przesuniecie wzdluz
mikrotubuli.

Kluczem do procesywnego ruchu jest prawdopodobnie tak zwana petla
K (znajdujgca sie w rejonie petli L12), ktéra zawiera dodatnio natadowane
aminokwasy (lizyny), oddziatujace z hakiem E na mikrotubuli, natadowanym
ujemnie. Zapewnia to punkt zaczepu do mikrotubuli podczas oddysocjowania
zwigzanego z cyklem hydrolizy ATP (7). Kinezyna ta porusza sie bardziej
beztadnie od zwyktej, niemniej wypadkowy efekt to ruch w kierunku korca plus
mikrotubuli. Badania wskazuja, Ze hydroliza ATP i ruch sa w przypadku tego
biatka stabo sprzezone (7).
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Nie jest jednak wykluczone, ze monomery moga przenosi¢ swoj tadunek
w komdrce jedynie wspoétdziatajac ze sobg, a nie jako pojedyncze struktury (8).

Innym przyktadem nieco odmiennego mechanizmu ruchu jest juz
wspomniane biatko Ncd. Ncd jest wyposazone w dwie glowy, tak jak
konwencjonalna kinezyna, ale w przeciwienstwie do niej nie jest motorem
procesywnym, co najwyrazniej wigze sie z jego rolg3 w komodrce. Ncd jest
zaangazowane w podziaty komérkowe, kiedy wiele biatek wspétuczestniczy w
tworzeniu i ,obstudze” wrzeciona mitotycznego (7).

Podczas gdy wigzanie ATP przez kinezyne standardowa prowadzi do
zwigzania szyjki facznikowej, to zwigzanie ATP przez biatko Ncd powoduje ruch
szyjnego regionu heliakalnego (helisy o, ktéra w pewnym sensie zastepuje
szyjke tacznikowg, nie wystepujaca u biatka Ncd). Ruch ten (Rys. 3.20)
umozliwia polaczenie z kolejnym miejscem wiazacym na mikrotubuli w
kierunku jej konca minus.

Rys. 3.20. Zmiany konformacyjne domeny motorycznej biatka Ncd. Na czerwono
oznaczono stan zwigzany z ATP, a na z6tto — stan zwigzany z ADP (rysunek pochodzi
z publikacji (29)).

Jak przedstawia Rys. 3.20, w stanie zwigzanym z ADP helisa szyjna jest
zwigzana z cze$cia globularna. Zwiazanie to jest stabilizowane przez specyficzne
oddziatywania z rejonem przetgcznika II (29). W stanie zwigzanym z ATP
omawiane potaczenie zostanie przerwane, powodujac oddalenie sie helisy
SZyjne;j.
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Rys. 3.21. Model ruchu biatka Ncd: potaczenie Ncd i tubuliny; uwolnienie ADP;
przytaczenie ATP i rotacja szyi (rysunek pochodzi z publikacji (46)).

Jedna z propozycji mechanizmu ruchu biatka Ncd ilustruje Rys. 3.21. W
pierwszym etapie Ncd (w stanie zwigzanym z ADP) napotyka mikrotubule i
wiaze sie z nig jedng gtowa, co prowadzi do uwolnienia ADP. Nie jest to
zwigzane ze znaczaca zmiang konformacyjng. Dopiero przylaczenie ATP
powoduje rotacje szyi o 70°, co prowadzi do przemieszczenia w kierunku konca
minus mikrotubuli. Na koniec dochodzi do oddysocjowania fosforanu
pochodzacego z hydrolizy ATP, potaczonego z odiaczeniem sie gltowy od
mikrotubuli. Mechanizm ten przypomina spos6b dziatania miozyny. Autorzy
pracy (46) argumentujg, iz Ncd nie jest motorem procesywnym, poniewaz
wyewoluowato jako biatko majace sprzega¢ mikrotubule i wytwarza¢ napiecie
we wrzecionach mitotycznych i mejotycznych. Z tego powodu jego sposdéb
dziatania moze bardziej przypomina¢ miozyne, ktéra rdéwniez pracuje
nieprocesywnie, stuzy do generowania napiecia mie$ni, uzywa mechanizmu
dzwigni i oddziatuje z filamentem aktynowym za pomocg jednej gtowy.

3.1.9. Rola mikrotubuli

Mikrotubule dtugo byly uwazane za bierny szlak dla biatek
motorycznych. NajwyraZniej jednak odgrywaja one w tym duecie aktywng role
(15). Zwiazanie z mikrotubulg wptywa na konformacje kinezyny, uwalnianie
ADP i hydrolize ATP.

Postulowano dwa gtéwne modele dokowania sie kinezyny do
powierzchni mikrotubuli, zwane modelami Hoengera i Kikkawy (6). W obu
przypadkach méwi sie, ze kinezyna taczy sie gtéwnie z jedng podjednostka
tubulinowg, zachodzac czeSciowo na sgsiedniag w kierunku konica minus (u
Hoengera jest to B-tubulina, a u Kikkawy: a-tubulina). Wydaje sie, ze blizszy
prawdzie byt model Hoengera (19), co oznacza, Ze kinezyna taczy sie raczej z 3-
tubuling. Stosunkowo niedawno Uchimura et al (47) badali oddzialywanie
pomiedzy kinezyna i mikrotubulg. Sugeruja oni, Ze zachodzi ono w dwoéch
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krokach: najpierw zwigzanie z a-tubuling prowadzi do uwolnienia ADP, a
nastepnie zwigzanie z a i $-tubuling zakotwicza kinezyne na mikrotubuli.

Rys. 3.22. Stan przed i po uwolnieniu jonu Mg u kinezyny KIF1A. Reszty Glu152 i
Argl53 z petli L7 dziatajg jako sensor mikrotubuli. Ich pociggniecie w dét w wyniku
oddziatywania z mikrotubulg powoduje rozpad struktury stabilizujgcej wigzanie
jonu Mg*. W dalszej kolejnoéci otwiera to mozliwos¢ wymiany ADP na ATP
(rysunek pochodzi z publikacji (33)).

Proponuje sie, ze pewne aminokwasy Kinezyny moga dziala¢ jako
sensor mikrotubuli (Rys. 3.22). Polaczenie z nig prowadzi do zmian w utozeniu
i wzajemnym oddzialywaniu aminokwaséw, w rezultacie czego nastepuje
uwolnienie jonu Mg?+, a nastepnie ADP, ktére zostanie wymienione na ATP (33).

Elementy strukturalne kinezyny swobodnej nie sa prawdopodobnie
sztywno ustawione w zaleznosci od zwigzanego nukleotydu. Kiedy nie mamy do
czynienia ze stanem zwigzanym z mikrotubula - istnieje pewna dynamiczna
réwnowaga. Z uwagi na nieduza bariere energetyczng, mozna zaobserwowac
struktury zaréwno z przytaczonymi jak i uwolnionymi szyjkami tgcznikowymi.
Zwigzanie z mikrotubulg moze przesuwac ten stan réwnowagi w kierunku
doktadniej okreslonej struktury (24). Wedtug modelu Sindelara i Downinga (48)
(Rys. 3.23) reszta Gly234, nalezaca do przetacznika II, reaguje wraz z
przetacznikiem I na obecnos¢ ATP dopiero wtedy, gdy struktura petli L11
zostanie usztywniona w wyniku oddziatywania z mikrotubulg (Rys. 3.23 c,d).
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Rys. 3.23. Zalezne od mikrotubuli rozpoznawanie rodzaju zwigzanego nukleotydu
przez kinezyne. Jezeli brak jest oddziatywan z mikrotubulg, potozenie Gly234 nie
jest skorelowane z rodzajem zwigzanego nukleotydu (a, b). Oddziatywanie z
mikrotubulg powoduje, ze konformacja staje sie zalezna od zwigzania nukleotydu
(c, d) (rysunek pochodzi z publikacji (48)).

Podczas wigzania z mikrotubulg petla L11 nieco sie skraca, za to
wydluza sie jej kosztem helisa przekaZnikowa 4. Szczegdélng role w
oddziatywaniu z mikrotubula petnig zakonserwowane ewolucyjnie aminokwasy

0 objetosciowych tancuchach bocznych: Asn255 (a4) i Thr241 (L11) (Rys.
3.24).

40



3. Przeglqd literatury

Rys. 3.24. Helisa a4 i petla L11 na powierzchni mikrotubuli (rysunek pochodzi z
publikacji (48)).

Pewne dostepne dane do$wiadczalne wskazuja, iz kinezyny poruszajace
sie w kierunku konca plus mikrotubuli uktadaja sie na niej na dwa sposoby, w
zalezno$ci od tego, z jakim nukleotydem sg zwigzane. Jezeli jest to ADP lub nie
ma zadnego nukleotydu, to centralna [-kartka jest skrecona wzgledem
mikrotubuli o mniej wiecej kilkanascie stopni (15). Jezeli natomiast jest to ATP,
to nie obserwuje sie skrecenia. Ponadto je$li glowa kinezyny zwigzana z
mikrotubulg jest bez nukleotydu lub wystepuje ze zwigzanym ADP (czyli jest
skrecona), miejsce przytaczajace nukleotyd jest otwarte (nieblokowane przez
petle przetacznika I), natomiast jest ono zamkniete, jezeli znajduje sie tam ATP.
Moze to wskazywa¢ na role mikrotubuli w Kkatalizowaniu wymiany
nukleotydéw.

Przekrecenie to jest wigzane z przekreceniem helisy przekaznikowej
a4, wspomnianym przy okazji omawiania przemieszczania sie przetgcznikdw.
Sam klaster przetgcznika Il nie zmienia znacznie swego potozenia wzgledem
mikrotubuli w stanie zwigzanym z ATP i ADP. Jednak w zwiazku z
zachodzeniem rotacji helisy wzgledem pozostatej czeSci domeny motorycznej,
domena ta zostanie obrécona wzgledem filamentu (29).

Na Rys. 3.25 mozna zaobserwowac, Ze miejsce wigzania na mikrotubuli
jest nieco wkleste. Pozycja helisy a6 u kinezyny KIF1A w stanie zwigzanym z
ATP przeszkadza helisie a4 wej$¢ w zagtebienie. Natomiast w stanie zwigzanym
z ATP helisa a4 wslizguje sie do srodka (29).
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Rys. 3.25. Oddziatywania KIF1A z mikrotubulg: a) stan ze zwigzanym ADP; b) stan ze
zwigzanym ATP (rysunek pochodzi z publikacji (29)).

Procesywny ruch wymaga dobrej koordynacji pomiedzy domenami
motorycznymi. Glowy kinezyny wigza sie kolejno do nastepujacych po sobie
dimerow tubuliny lezacych wzdtuz jednego protofilamentu. Jezeli dwie gtowy s3
zwigzane, to para szyjek tacznikowych o dlugosci okoto 13 aminokwaséw
rozcigga sie na dystansie réwnym mniej wiecej 8,1 nm. Kazdy aminokwas
rozciggniety jest wiec na okoto 0,31 nm, a stan taki bliski jest konformacji w
pelni wyprostowanej. Pojawia sie w zwigzku z tym pewne naprezenie,
potaczone z niekorzystnym spadkiem entropii uktadu. Proponuje sie zatem
model, w ktérym zmniejszenie tego naprezenia nastepuje w wyniku tego, iz
gltowa prowadzaca jest skrecona wzgledem mikrotubuli, a tylna utoZona prosto.
W takim utozeniu odlegto$¢ pomiedzy poczatkami szyjek tacznikowych jest
najmniejsza (15) (Rys. 3.26).

Stwierdzono, ze w przypadku mutantéw o sztucznie wydtuzonej szyjce
nastepowat spadek procesywnoSci. By¢ moze w tych okolicznos$ciach obie gtowy
mogly przyja¢ taka konformacje, Zze nie wystepowato skrecenie wzgledem
mikrotubuli, obie przeprowadzity hydrolize ATP i nastepnie oderwaty sie od
mikrotubuli.
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Rys. 3.26. Rodznica w odlegtosci poczatkdow szyjek tacznikowych w dwdch
przypadkach: a) jedna gtowa skrecona (T), druga utozona prosto (U); b) obie gtowy
utozone prosto (U) (rysunek pochodzi z publikacji (15)).

Mikrotubula oddziatuje z kinezyna na dwa sposoby. Powinowactwo
kinezyny do niektérych miejsc wigzania jest zalezne od zwigzanego z nig
nukleotydu (ang. nucleotide-dependent binding site, NDBS), a do innych -
niezalezne (ang. nucleotide-independent binding site, NIBS) (49).

Jezeli chodzi o miejsca NDBS, to oddzialywanie z mikrotubula angazuje
gltownie trzy rejony domeny motorycznej: $5a-L8-35b, klaster przetacznika II
(a4, L12, a5) i petle L11 (6).

Kontrola oddziatywania z mikrotubulg za posrednictwem ADP i ATP
moze sie odbywac na pare sposobdw: zmiany strukturalne na powierzchni
czasteczki kinezyny moga prowadzi¢ do zmian oddzialywan elektrostatycznych;
poza tym inny ksztatt powierzchni wiazacej moze zmniejszac lub zwiekszac jej
dostepno$¢ dla drugiego biatka.

Klaster przetacznika Il oraz rejon B5a-L8-B5b oddziatuje gtéwnie z
helisa H12 B-tubuliny. Petla L11 zbliza sie do helisy H12 «-tubuliny (6).
Najwazniejsze dla tych oddziatywan reszty sa przewaznie obdarzone
tadunkiem. Poniewaz na powierzchni mikrotubuli obecne s3 liczne aminokwasy
ujemnie natadowane (zaréwno petla poprzedzajaca helise H12, jak i sama helisa
zawiera ich wiele), w regulowaniu powinowactwa kinezyny do mikrotubuli
majg duzy udzial zasadowe reszty aminokwasowe kinezyny. Reszty te
zgrupowane s gléwnie w dwoch obszarach: petlach L7 i L8 (z ktérych pierwsza
lezy w poblizu regionu przetacznika I) oraz w rejonie L11/a4 i L12 /a5 (49).

Uchimura et al. (47) badali, ktére z aminokwaséw ze strony mikrotubuli
sg kluczowe dla wzajemnego oddziatywania biatek. Najistotniejsze sg tu helisy
H11 i H12 obu tubulin oraz fragment tancucha biatkowego znajdujacego sie
pomiedzy nimi. Autorzy wskazali na wazng role ujemnie natadowanych reszt
kwasu glutaminowego tubuliny a o numerach 415, 416, 418 i 421 (w uzytym
przeze mnie modelu tubuliny reszty te majg numery 414, 415, 417 i 420) oraz
kwasu glutaminowego 410 i kwasu asparaginowego 417 tubuliny 8 (Rys. 3.27).
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Lys 237

Glu 414

Rys. 3.27. Kompleks kinezyny i dimeru tubulinowego (zminimalizowana struktura
2P4AN pobrana z Protein Data Bank). Zaznaczone aminokwasy Lys 237 kinezyny
(atomy wegla koloru jasnoczerwonego) oraz Glu 414, 415, 417 i 420 a-tubuliny
(atomy wegla koloru jasnozielonego). Rysunek wykonany za pomoca programu
PYMOL.

Jesli potaczenie z mikrotubulg moze wyzwala¢ u kinezyny zmiany
konformacyjne prowadzace do uwolnienia ADP czy przyspieszania hydrolizy, to
niewykluczone, Ze kinezyna réwniez w jaki$ sposéb moze spowodowac¢ zmiany
w strukturze tubuliny (49).

Jezeli chodzi o miejsca NIBS, to nie jest na razie dostepna ich
wyczerpujaca charakterystyka. Oddziatywania w miejscach NIBS wydaja sie w
wiekszos$ci natury elektrostatycznej (49). Pierwszym opisanym miejscem tego
typu byt N-konicowy region biatka Ncd. Podobnie, oddziatywania o charakterze
przyciggajacym pomiedzy trzonem kinezyny HsKID i mikrotubula moga
promowa¢ wigzanie sie motoru. Niektére z NIBS s3 tez ulokowane blisko
domeny motorycznej, a ich rola jest zwiekszanie powinowactwa do mikrotubuli,
bez wptywu na szybko$¢ przeprowadzania reakcji hydrolizy ATP (49). Do NIBS
zalicza sie tez petle K kinezyny KIF1A (49).

Szczegbélnym fragmentem tubuliny, z ktéorym oddziatujg kinezyny, jest
tak zwany hak E, nazywany tez skrétowo CTT (ang. C-terminal tail). Formuje go
C-koficowy fragment tancucha tubuliny. Tworzy go okoto kilkunastu
aminokwaséw, ze znacznym udziatem reszt o taficuchach bocznych ujemnie
natadowanych (Asp, Glu). Odcinki te sa niewidoczne w przypadku dostepnych
struktur krystalicznych, zatem =zaklada sie, Ze charakteryzuja sie duza
elastycznoscia. In vitro wykazywa¢ moga staba tendencje do przyjmowania
konformacji helikalnej. Pseudoprocesywny ruch monomerycznej kinezyny
KIF1A jest powstrzymywany zaréwno przez usuniecie petli K kinezyny jak i C-
koncowych fragmentéw mikrotubul. Ponadto usuniecie hakéw E prowadzito do
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obnizonej szybkosci i procesywnosci ruchu konwencjonalnej Kkinezyny.
Prawdopodobnie oddziatuja one z domena motoryczng kinezyny, cho¢
pojawiaty sie tez sugestie, Zze miejscem oddzialywania jest odcinek szyjny (49).

Skiniotis et al. (50) poréwnywali struktury komplekséw kinezyn
(zwiazanych z réznymi nukleotydami) i mikrotubuli w formie natywnej oraz
pozbawionej C-koncéw. Stwierdzili, Ze ich usuniecie zwieksza stabilnos¢
wigzania kinezyny do mikrotubuli. Efekt ten najbardziej widoczny byt w
przypadku kinezyny zwigzanej z ADP, o ktérej wiadomo, ze do mikrotubul w
formie natywnej wiaze sie raczej stabo, natomiast do mikrotubul pozbawionych
C-konicow wigzata sie silnie. Autorzy przypuszczaja, ze to zjawisko odpowiada
za stwierdzone wcze$niej uposledzenie ruchu kinezyny w nieobecnosci hakéw
E. Ogdlnie okazuje sie, ze C-konce mikrotubul raczej ostabiajg, a nie zwiekszajg
site oddziatywan kinezyny z powierzchnig mikrotubuli (dotyczy to kinezyny
zwigzanej z ADP i ATP, na wigzanie kinezyny bez nukleotydu C-konce nie maja
wiekszego wptywu). Dzieki temu moga utatwia¢ szybki ruch motoru, kiedy
przytaczenie i odlaczanie domeny motorycznej musi zachodzi¢ z duza
czestos$cia. Wydaje sie, ze najbardziej uzyteczne sg w dwoch fazach ruchu:
zapobiegaja wigzaniu drugiej gtowy, zanim pierwsza, wiazaca sie z mikrotubula,
nie przytaczy ATP oraz utatwiajg uwalnianie domeny motorycznej po hydrolizie
ATP. Wedlug propozycji autoréw, miejscami na kinezynie, z ktérymi haki E
wchodzg w interakcje, sa region przetgcznika Il oraz by¢ moze szyja, ktéra
znajduje sie blisko C-konca a-tubuliny.

Lakdmper i Meyhofer (23) zaobserwowali zmniejszenie szybkoSci
ruchu i procesywnosci kinezyny grzybowej, jezeli mikrotubule pozbawi¢ hakéw
E. Wedtug autoréw nie oddziatuja one z szyjg, ale z gtowa kinezyny.

Furuta i Toyoshima (51) pokazali, Ze przy matej sile jonowej kinezyna
Ncd jest zdolna do procesywnego ruchu dzieki oddziatywaniom
elektrostatycznym ogona tej kinezyny i hakéw E. Powinowactwo ogona Ncd do
hakéw E ma prawdopodobnie znaczenie dla funkcji tego biatka: obstugi
wrzeciona mitotycznego.

Doktadny mechanizm oddziatywania haka E i kinezyny nie jest znany.
Ten fragment mikrotubuli podlega takze wielu modyfikacjom potranslacyjnym,
ktére maja znaczenie dla funkcji kinezyny, oraz potrafi znaczaco sie réznic
pomiedzy poszczegdélnymi izoformami tubuliny.

O znaczeniu mikrotubuli w przemieszczaniu sie kinezyny moéwi sie
jeszcze w innych kontekstach. Na przyktad istniejg przestanki do twierdzenia, ze
zmiany w konformacji samej tubuliny mogg rozciggac sie poza miejsce wigzania
z kinezyng i w ten sposob wplywaé na powstanie asymetrycznego potencjatu,
,popychajacego” czasteczke w jednym kierunku.

Masuda (52) do opisu ruchu Kkinezyny postanowit zaadoptowaé
stosowany uprzednio do opisu mechanizmu dziatania miozyny model nazywany
,napedzaniem przez oderwanie” (ang. Driven-by-Detachment). W modelu tym
wazng role peini oddziatywanie kinezyny z mikrotubulg. Gtéwnym zrédtem
energii napedzajacej jest w tym podejSciu energia wydzielona podczas
przytaczenia domeny motorycznej kinezyny do mikrotubuli. Natomiast energia
dostarczana przez ATP nie jest bezpos$rednio uzywana do generacji mocy, ale do
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wyprowadzenia motoru ze stanu zwigzania z mikrotubulg poprzez ostabienie
oddziatywania motoru ze szlakiem.

3.1.10. Znaczenie ruchéw Browna

Na znaczenie potencjatlu oddziatywan pomiedzy mikrotubulg a
kinezyng zwracajg uwage takze zwolennicy modelu przemieszczania sie
kinezyny opartego na ruchach Browna.

Tradycyjne modele wyjasniajgce ruch kinezyny ktadty nacisk na zmiany
konformacyjne biatka wynikajace ze zwigzania i hydrolizy ATP, nie
uwzgledniajgc ruchéw Browna. Modele wykorzystujace ruchy Browna uzywaja
pojecia zapadki, ktoéra nieuporzadkowane fluktuacje termiczne moze
przeksztatcaé w zorganizowany ruch catego mechanizmu z uzyciem bariery
LJfiltrujacej” ruch. Moze nig by¢ na przyktad zwigzanie ATP. Biorgc pod uwage
stosunkowo nieduze rozmiary Kkinezyny i spora dtugos¢ kroku, dyfuzja
prawdopodobnie odgrywa duza role w przemieszczaniu sie domeny
motorycznej pomiedzy miejscami wigzacymi na mikrotubuli (53). Nalezy tez
pamietac, ze w kazdej chwili czasteczka kinezyny doswiadcza ogromnej ilosci
zderzen z otaczajacymi czasteczkami wody.

Rys. 3.28. Mechanizm ruchu motoru molekularnego (na przyktad kinezyny),
wykorzystujagcy model zapadki brownowskiej. Wykresy przedstawiaja energie
potencjalng U w funkcji zmiennej okreslajacej potozenie na mikrotubuli (rysunek
pochodzi z publikacji (54)).

Przeciwnicy czysto mechanistycznych modeli, ktére rozpatruja ruch
kinezyn jako niezwykle precyzyjny mechanizm polegajacy na systemie
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subtelnych zmian strukturalnych i skomplikowanych przetgcznikéw, wskazuja,
ze modele te czesto nie dyskutuja faktu, ze energia hydrolizy ATP, ktéra ma by¢
odpowiedzialna za generacje mocy, jest wieksza tylko o rzad wielko$ci od
$redniej energii ruchéw termicznych (a samo wigzanie ATP, ktoérego znaczenie
jest podkreslane w niektérych modelach, zapewnia jeszcze mniejsza ilo$¢
energii) (54). Ponadto energia pochodzaca od ATP ma by¢ przenoszona przez
system dzwigni i przenos$nikéw, podczas gdy sita niekowalencyjnych
oddziatywan odpowiedzialnych za istnienie i zmiany potozenia tych struktur
jest rzedu wielkosSci Sredniej energii ruchéw termicznych w Srodowisku, w
ktérym biatka sie znajduja. Poza tym, jak wskazujg dane uzyskane z symulacji
komputerowych, czasteczka biatka nie jest strukturg sztywna, ale wykazuje
czeSciowo wilasciwosci podobne do ptynu. Zaréwno wewnetrzne fluktuacje
termiczne jak i bombardowanie sgsiadujgcymi czasteczkami (w tym
czasteczkami wody) moze tatwo prowadzi¢ do rozproszenia wszelkiej energii
mechaniczne;j.

Mechanizm ruchu kinezyny wyjasniony z uzyciem pojecia zapadki
brownowskiej zaktada, ze kinezyna wystepuje naprzemiennie w konformacjach,
ktére charakteryzuja sie odmiennymi profilami energii potencjalnej, kiedy
biatko oddziatuje z mikrotubulg (Rys. 3.28). W jednej konformacji profil ten jest
ptaski, a biatko, podlegajac termicznym fluktuacjom, moze przesuwac sie
wzdtuz mikrotubuli w obie strony (A i C). W innej konformacji profil
energetyczny ma ksztalt zebow pity (B i D). W tej sytuacji czasteczka bedzie
miata silng tendencje do przesuwania sie w kierunku minimum energii.
Pozostanie w nim, chyba ze przyjmie znowu konformacje zmieniajaca profil
energetyczny na ptaski albo zdarzy sie wyjatkowo duza (a zatem rzadko
wystepujaca) termiczna fluktuacja, zdolna przerzuci¢ biatko do sasiedniego
minimum. Potgczenie dwdch chaotycznych proceséw: przetgczania pomiedzy
konformacjami sprzezonego z hydroliza ATP oraz fluktuacji termicznych,
prowadzi w rezultacie do wypadkowego ruchu w jednym kierunku. Podczas
tego ruchu, ktdry jest stochastyczny z natury, wystepowac¢ moga od czasu do
czasu kroki w tyt.

Model czysto stochastyczny, nieuwzgledniajacy obecnosci dwéch gtow i
koordynacji miedzy nimi, wydaje sie pod pewnymi wzgledami zbyt
uproszczony. Najrozsadniej jest przyja¢, ze zaréwno zmiany strukturalne,
generacja mocy przez mechaniczne elementy biatka jak i ruchy Browna
oczyszczane mechanizmem zapadkowym przyczyniaja sie do kierunkowosci
ruchu kinezyny (55). Zwigzanie szyjki tacznikowej odpowiada jedynie za
niewielkie przesuniecie w kierunku konca plus, by¢ moze rzedu 1-2 nm.
Najprawdopodobniej w dalszej kolejnosci wolna gtowa na drodze dyfuzyjnej
poszukuje kolejnego miejsca wigzania. Oba procesy zachodzg bardzo szybko, w
czasie ponizej 100 ps (53).

W modelu zaproponowanym przez Xie (45,56), oddziatywanie
mikrotubuli z gtowa kinezyny w stanie bez zwigzanego nukleotydu oraz w
stanie ATP/ADP-P; moze by¢ opisane przez pitoksztattny potencjat ze
stosunkowo gtebokim minimum. Natychmiast po uwolnieniu fosforanu,
powinowactwo gtowy do mikrotubuli w tym miejscu zmniejsza sie i staje sie
nawet mniejsze niz w miejscach sgsiadujacych z powodu zmian
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konformacyjnych. Po pewnym niedlugim czasie potencjat oddzialywania
powraca do normalnej postaci, przybierajac ksztalt pily (minimum moze
odpowiada¢ jednak miejscu na mikrotubuli nieznacznie przesunietemu i by¢
plytsze niz dla stanu pustego lub zwigzanego z ATP/ADP-P;). Przyczyne tej
zmiany potencjatu upatruje sie w tym, Ze silne wigzanie kinezyny w stanie bez
nukleotydu lub z ATP/ADP-P; powoduje lokalng zmiane w rozktadzie tadunku
na powierzchni tubuliny. W rezultacie po uwolnieniu fosforanu i przejsciu
glowy w stan ADP ostabione s3 oddziatywania z opuszczonym przed chwilg
miejscem wigzania. Po chwili jednak miejsce to powraca do normalnej
konformacji i woéwczas takze potencjat oddziatywania staje sie znowu
pitoksztattny. W tym modelu uwzglednione jest takze bezposrednie
oddziatywanie pomiedzy gtowami, ktére ma swdéj wkitad w ukierunkowywaniu
do przodu ruchu glowy tylnej (zagadnienie to jest czesto pomijane w
rozwazaniu ruchu kinezyny). Tylna gtowa po oddysocjowaniu od mikrotubuli
podaza do glowy przedniej wiedziona ich wzajemnym powinowactwem.
Nastepnie dyfunduje do nastepnego miejsca wigzania na mikrotubuli.

Interesujace podejscie zaproponowali Mather i Fox (57). W skrécie
przedstawia sie ono nastepujaco. Prawdopodobienstwo wykonania przez
kinezyne kroku do przodu lub do tylu jest SciSle zwigzane =z
prawdopodobienistwem zwigzania sie w odpowiednim miejscu na mikrotubuli.
Pomiedzy gtowami kinezyny wystepuje naprezenie, poniewaz 1acza je krétkie
szyjki tacznikowe, a prawdopodobieristwo odwiedzenia okre§lonego miejsca w
przestrzeni zalezy wyktadniczo od odlegtosci miedzy glowami. Jezeli
zadokowanie szyjki tgcznikowej spowoduje chocby niewielkie przesuniecie
rozktadu gestosci prawdopodobienistwa w kierunku korica plus mikrotubuli, to
rezultatem bedzie odpowiedni wyktadniczy wzrost ilosci krokéw w kierunku
konca plus. Takie podejscie przewiduje wykorzystanie ruchéw termicznych do
przemieszczanie sie i nie wymaga od szyjki tgcznikowej wygenerowania
znacznej sity podczas przytaczania sie do gtowy.

Na znaczenie oddziatywan elektrostatycznych w ruchu kinezyny
zwrdcili uwage Ciudad et al (58). Kierunkowy ruch kinezyny wyjasniaja,
rozpatrujac mikrotubule jako obdarzony fadunkiem szlak dla kinezyny. Okazuje
sie, ze tubuliny charakteryzuja sie trwalym momentem dipolowym, o
niezerowej sktadowej réwnoleglej do protofilamentu i skierowanej w kierunku
konca minus mikrotubuli. Kluczowe dla tego modelu sg zmiany rozktadu
tadunku na kinezynie podczas cyklu hydrolizy ATP. Wedtug niego, kinezyna ma
trzy miejsca natadowane o podstawowym znaczeniu dla ruchu: po jednym na
kazdej z gtéw (zaleznym od obecnosci nukleotydu - w stanie bez zwigzanego
nukleotydu +2e, w stanie z ATP -2e, w stanie z ADP -1e) oraz jedno w rejonie
szyjki tgcznikowej (o tfadunku specyficznym dla konkretnego biatka, ktérego
znak: dodatni lub ujemny, wptywa na kierunek poruszania sie kinezyny).
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3.2. Charakterystyka czystej wody

Chcac analizowaé zmiany zachodzace we wtasciwo$ciach wody
znajdujacej sie blisko powierzchni makromolekuty, nalezy najpierw poznac
wilasciwosci wody czystej. Ponizszy podrozdzial zostanie poswiecony
wybranym zagadnieniom z tego zakresu.

Ze wzgledu na powszechne wystepowanie i pierwszorzedng role w
przyrodzie, woda jest najczeSciej badanym za pomocg metod numerycznych
ptynem od chwili powstania odpowiednich narzedzi w postaci symulacji
komputerowych w latach sze$c¢dziesiatych (59). Mimo to nie jest ciagle
zrozumiana do konca (60). Dogtebne poznanie zachowania sie wody istotne jest
na przyktad w przypadku proceséw przemystowych, w naukach
$rodowiskowych (np. badanie rozpuszczalno$ci gazéw atmosferycznych w
wodzie morskiej, zt6z hydratéw zawierajacych metan), geologii (np. zagadnienie
roli wody we wlasciwos$ciach reologicznych magmy i erupcjach wulkanicznych),
astronomii (woda w odmiennych od =ziemskich warunkach ci$nienia i
temperatury znajdowana jest na Marsie, Uranie, Neptunie, ksiezycach Jowisza
Europie i Ganimedesie) oraz, naturalnie, w naukach biologicznych (59).
Wyjatkowe na tle innych cieczy witasciwosci wody od dawna intrygowaty
naukowcow. Sg one bezposrednim skutkiem specyficznej budowy jej czasteczki.

3.2.1. Budowa czasteczki wody

Czasteczka wody charakteryzuje sie trzema gtéwnymi cechami, ktdre
razem zebrane wyrdzniaja ja sposréd innych powszechnie wystepujacych w
przyrodzie zwigzkéw chemicznych. Sg to: mate rozmiary, tetraedryczna budowa
(Rys. 3.29; dwa naroza tetraedru wyznaczone przez dwie wolne pary
elektronowe atomu tlenu, dwa naroza wyznaczone przez dwa zwigzane
kowalencyjnie atomy wodoru) i nier6wnomierny rozktad fadunku na czasteczce
(trwaly moment dipolowy). Nieréwnomierny rozktad tadunku na czasteczce
jest rezultatem potaczenia silnie elektroujemnego atomu tlenu i dwéch stabo
elektrododatnich atoméw wodoru.

Rys. 3.29. Budowa czasteczki wody (rysunek pochodzi z publikacji (61)).

Tetraedryczna budowa czgsteczki w praktyce nie jest tak wyraznie
zdefiniowana, poniewaz wolne pary elektronowe na atomie tlenu sg w
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znacznym stopniu zdelokalizowane (62) (Rys. 3.30), dzieki czemu nie sa
natozone tak $ciste geometryczne ograniczenia na akceptowanie wigzan
wodorowych przez atom tlenu (63).

Rys. 3.30. Rozktad elektronéw zdelokalizowanych wolnych par elektronowych
atomu tlenu (kolor ciemnoszary). Kulkg oznaczony jest srodek atomu tlenu (rysunek
pochodzi z publikacji (63)).

Do metod eksperymentalnych pozwalajacych pozna¢ wtasciwosci wody
zaliczamy miedzy innymi: spektroskopie rozpraszania neutronéw (ang. neutron
scattering), spektroskopie Ramana (ang. Raman scattering), spektroskopie
Swiatta depolaryzowanego (ang. depolarized light scattering), spektroskopie
jadrowego rezonansu magnetycznego (ang. nuclear magnetic resonance, NMR),
ultraszybka spektroskopie w podczerwieni (ang. ultrafast IR spectroscopy) (64).
Symulacje komputerowe pomagaja interpretowa¢ wyniki doswiadczen i
dostarczy¢ informacji o strukturze uktadu na poziomie atomowym.

3.2.2. Sposéb przedstawiania wody w symulacjach
komputerowych

Pierwsze prace na temat symulacji komputerowych ciektej wody
opublikowane zostaty na przelomie lat sze$¢dziesigtych i siedemdziesigtych
(59). Obecnie komputery pozwalaja na prowadzanie symulacji ab initio. W
przypadku metody ab initio, oblicza sie silty potrzebne do dynamiki na biezaco
(w kazdym kroku czasowym) ze struktury elektronowej symulowanego
systemu. Pozwala to na przyktad na modelowanie zachodzenia reakcji
chemicznych. Poniewaz symulacje ab initio sa kosztowne jezeli chodzi o
zapotrzebowanie na moc obliczeniowg, w praktyce czeSciej stosuje sie modele
bedace mniejszymi lub wiekszymi przyblizeniami sytuacji rzeczywistej. W
przypadku symulowania duzych uktadéw, stosowanie modeli przybliZzonych jest
obecnie w zasadzie nieuniknione.

Przydatno$¢ modelu determinuje to, czy oddaje on w zadowalajacy
sposéb wtasciwosci wody w stanie gazowym, cieklym lub stalym zmierzone
eksperymentalnie (gesto$¢, cieplo parowania, wspétczynnik samodyfuzji,
struktura przestrzenna - funkcje rozkladu radialnego, gesto$¢ maksymalna,
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diagram fazowy i parametry krytyczne, stata dielektryczna i moment dipolowy,
energia wigzania wodorowego).

Aktualnie mamy do dyspozycji wiele modeli (kilkadziesigt gtéwnych i
ich modyfikacje) (59). Przyktady kilku popularnych modeli zawarte sg w tabeli
ponizej (Tabela 3.1). Fakt, Zze modeli jest tak wiele, najlepiej ilustruje
napotykane podczas ich konstruowania trudno$ci. Zaden z istniejgcych modeli
nie reprodukuje wiernie wszystkich wlasciwosci wody zmierzonych
eksperymentalnie. Wystepuja takze trudnosci z przenoszeniem modelu, ktérego
parametryzacja rozwinieta =zostalta dla $rodowiska czystej wody i
zastosowaniem go w innym srodowisku, np. w mieszaninie, roztworze.

Znaczaca liczba modeli to tak zwane modele sztywne, ktére nie
pozwalaja na oscylacje dlugo$ci wigzan tlen-wod6r ani na zmiane Kkata
pomiedzy tymi wigzaniami (np. SPC, SPC/E, TIP3P, TIP4P). Opracowano jednak i
takie, ktore dzieki wprowadzeniu gietkosci czasteczki umozliwity symulowanie
drgan wewnatrzczasteczkowych (np. CF).

Nier6wnomierny rozktad tadunku na czasteczce wody zwykle oddany
jest poprzez umieszczenie tadunkéw punktowych na jadrach atoméw -
dodatnich na atomach wodoru, ujemnych na atomie tlenu (np. model SPC i
SPC/E). Spotykamy jednak takze modele, w ktérych dodano fikcyjne miejsce
oddzialywania w ptaszczyznie czasteczki (np. BF, TIP4P) lub poza nig (majace
reprezentowac wolne pary elektronowe, np. w modelach BNS, ST2, TIP5P) (59).
Czasem wprowadza sie mozliwo$¢ uwzgledniania zmiany rozktadu tadunku w
czasteczce pod wptywem oddzialywania z polem elektrycznym wytwarzanym
przez inne czasteczki - polaryzowalno$¢ (np. POL3). Oddziatywania van der
Waalsa zwykle reprezentowane sa przez potencjat Lennarda-Jonesa.
Charakterystyka kilku popularnych modeli sztywnych zawarta jest w tabeli
ponizej (Tabela 3.1).
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SPC/E (65) | SPC (65) | TIP3P (66) | TIP4P (65) | TIP5P (66)

ro-u [nm] 0,100 0,100 0,09572 0,09572 0,09572
ro-L [nm] - - - 0,015 0,070
Onon [deg] 109,47 109,47 104,52 104,52 104,52
OroL [deg] - - - - 109,47
qo [e] -0,8476 -0,820 -0,8340 0,00 0,00
qu [e] +0,4238 +0,410 +0,4170 +0,52 +0,241
qe[e] - - - -1,04 -0,241
oo[nm] 0,31656 0,31656 0,31506 0,31536 0,312
€o[k]/mol] | 0,65017 0,65017 0,6364 0,64895 0,66989
p[D] 2,351 (67) | 2,274 (67) | 2,347 (67) | 2,18 (68) | 2,29 (66)

Tabela 3.1. Charakterystyka kilku popularnych modeli sztywnych, w tym SPC/E.
ro.n - dtugo$¢ wigzania pomiedzy atomem tlenu i wodoru

ro.. - dtugos¢ wigzania pomiedzy atomem tlenu i pseudoatomem L

Bhon - kat pomiedzy wigzaniami taczacymi atom tlenu z atomami wodoru

B.0. - kat pomiedzy wigzaniami tgczacymi atom tlenu z dwoma pseudoatomami
Jo - fadunek czastkowy na atomie tlenu

gn - fadunek czgstkowy na atomie wodoru

q. - tadunek czgstkowy na pseudoatomie

0o, €0 - parametry Lennarda-Jonesa dla atomu tlenu

K - moment dipolowy

W tej pracy zdecydowatam sie na wybdr modelu SPC/E. Uzasadnienie
podane jest w rozdziale poSwieconym metodom obliczeniowym.

3.2.3. Definicje wigzania wodorowego

Poréwnywanie wynikéw z réznych prac dotyczacych wody utrudnione
jest przez fakt, Ze w zasadzie nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czym
jest wigzanie wodorowe. Nie istnieje jedno, stosowane we wszystkich
przypadkach kryterium, a uzywanie odmiennych definicji przez réznych
autoréw prowadzi do liczbowo rézniacych sie rezultatow.

Wedtug rekomendacji IUPAC z roku 2011 (69), definicja wigzania
wodorowego w angielskiej wersji jezykowej przedstawia sie nastepujaco: The
hydrogen bond is an attractive interaction between a hydrogen atom from a
molecule or a molecular fragment X-H in which X is more electronegative than H,
and an atom or a group of atoms in the same or a different molecule, in which
there is evidence of bond formation. Dow6d na istnienie wigzania moze by¢
otrzymany zaréwno na drodze eksperymentalnej jak i teoretycznej. Podano tez
pare cech charakterystycznych tych wigzan.

Wigzanie X-H-Y-Z jest zwykle liniowe (180°); im blizej do utozenia
liniowego, tym wigzanie jest silniejsze a odlegto$¢ pomiedzy atomami H i Y jest
mniejsza. Dtugo$¢ wigzania X-H zwykle sie zwieksza w nastepstwie utworzenia
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wigzania wodorowego, co powoduje zmiany w widmie absorpcji
promieniowania podczerwonego (przesuniecie ku czerwieni). Im wieksze jest
wydtuzenie wigzania X-H, tym silniejsze jest wigzanie wodorowe. Wigzanie jest
tez widoczne w spektroskopii NMR. Ponadto: wigzania wodorowe s3a
zaangazowane w transportowanie protonéw; sieci wigzan wodorowych moga
charakteryzowa¢ sie Kkooperatywnos$cia; wigzania wodorowe wykazuja
preferencje kierunkowe oraz wptywaja na strukture krysztatow.

Stosowanych jest pare rodzajéw definicji wigzan wodorowych.
Wiekszo$¢ powszechnie stosowanych uzywa rdéznych parametréw odciecia.
Dobiera sie je zwykle, znajdujac minimum w rozktadzie warto$ci wybranych
wielkoS$ci charakteryzujacych wode. Problemem moze by¢ to, ze warto$¢
rozktadu w minimum przewaznie jest niezerowa. Nieznaczne przekroczenie
wartosci parametru odciecia powoduje, Ze wigzanie uwazane jest za zerwane, co
nie zawsze wydaje sie rozsadne z fizycznego punktu widzenia.

Fakt, ze nie istnieje w tej materii konsensus co do najlepszej,
odpowiedniej w kazdej sytuacji definicji, oddaje trudnosci ze znalezieniem
idealnej propozycji, ktéra nie bedzie prowadzila ani do sztucznego zanizenia,
ani do zawyzenia liczby wigzan w uktadzie.

Jako przyktady definicji wigzania wodorowego proponowanych w celu
analizy rezultatéw symulacji komputerowych mozna wskaza¢ nastepujace z
nich:

o definicja energetyczna - W swej podstawowej formie, definicja ta mowi,
ze dwie czasteczki s powigzane wigzaniami wodorowymi, jezeli ich
energia wzajemnego oddziatywania jest mniejsza od pewnej wartos$ci
progowej. Ustalajac graniczng warto$¢ energii mozna, na wzoér funkcji
rozktadu radialnego, sporzadzi¢ funkcje rozktadu energii potencjalne;j
oddzialywan miedzy parami czasteczek. Energie odpowiadajaca
minimum mozna przyja¢ za warto$¢ graniczng. Na przykitad Kumar et
al. (70), wykorzystujac model SPC/E, sporzadzili rozktad energii
potencjalnej oddziatywan pomiedzy parami czasteczek wody w
temperaturze 300 K, znajdujac minimum przy wartos$ci -12,9 k]J/mol
(Rys. 3.31).
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Rys. 3.31. Rozktad energii potencjalnej oddziatywar pomiedzy parami czgsteczek
wody (model SPC/E, temperatura 300K) (rysunek pochodzi z publikacji (70)).

Zaletg tego rozwigzania jest uwzglednianie faktu, iz powstanie
wigzania wodorowego wigze sie z obnizeniem energii potencjalnej
uktadu. Niestety, nie bierze ono pod uwage, ze wazng cechg tego typu
wigzan jest kierunkowo$¢ (wiazanie charakteryzuje sie specyficzna
geometrig).

definicja geometryczna ,odlegto$¢” - Definicja zaklada, ze dwie
czasteczki wody sg zwigzane wigzaniem wodorowym, jezeli odlegtos¢
pomiedzy atomami tlenu i wodoru wynosi mniej niz pewna warto$¢
graniczna. Buch (71), ustalajac graniczng odlegtos$¢ tlen - woddr na 2,3
A, kierowat sie wyznaczona przez siebie funkcja rozktadu radialnego
tlen - wodér i potozeniem minimum.

definicja geometryczna ,odlegto$¢ - kat” - Definicja zaktada, ze dwie
czasteczki wody sg zwigzane wigzaniem wodorowym, jezeli odlegtos¢
atomo6w tlenu (lub tlenu i wodoru) wynosi mniej niz pewna odlegto$¢
graniczna, a kat wigzania H1-01--0 jest mniejszy od przyjetej wartosci
progowej. Luzar i Chandler (72) przyjeli wartosci réwne 3,5 A i 30°.
Ustalajac graniczng odleglo$¢ atoméw tlenu w tej definicji,
kierowa¢ sie mozna funkcja rozktadu radialnego tlen - tlen. Odlegto$¢
ta bytaby réwna w tym przypadku warto$ci promienia odpowiadajacej
potozeniu pierwszego minimum tej funkcji. Wskazéwka dla doboru
granicznej warto$ci kata moze by¢ wykres $redniej liczby wigzan
wodorowych w funkcji kagta pomiedzy odpowiednimi atomami dwaéch
czasteczek (73). Na potwierdzenie zasadnos$ci wyboru granicznej
wartosci kata, mozna odwota¢ sie do rezultatow eksperymentéw z
zastosowaniem spektrometrii rozpraszania neutronéw, ktére pokazujg,
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ze jezeli wigzanie odgina sie o wiecej niz 30° od liniowo$ci, to jest ono
zrywane (74).

Zaleta tego rozwigzania jest to, ze uwzglednia
charakterystyczng, w przyblizeniu tetraedryczng geometrie, a wada, iz
nie bierze pod uwage energii oddzialywan. Tak zdefiniowane wigzanie
jest bardzo wrazliwe na wszelki ruch obrotowy czasteczek je
tworzacych. Poza tym wybdr kata wydaje sie mimo wszystko decyzja w
pewnym stopniu arbitralna.

Odmiang definicji geometrycznej ,odlegto$¢ - kat” jest definicja
zaproponowana w pracy Werneta et al. (75). W tym przypadku
zdefiniowana zostata funkcja, okreslajaca czy wigzanie jest utworzone
czy nie. Zalezy ona od dwdch zmiennych, mianowicie od kata wigzania
oraz od odlegtosci pomiedzy atomami tlenu dwoch czasteczek wody.
Zastosowana ona zostata w tej pracy (w lekko zmodyfikowanej formie).
Szczegbtowy jej opis podano w rozdziale dotyczacym metod
obliczeniowych.

Za ilustracje faktu, ze rézne definicje geometryczne obejmujg
odmienne zakresy odleglosci i orientacji czasteczek, nie zawsze
catkowicie zgodne z najpowszechniej reprezentowanymi w wodzie
konfiguracjami, moze stuzy¢ wykres sporzadzony przez Kumara et al.
(70) (Rys. 3.32). Na trojwymiarowym wykresie, ktéry zawiera
informacje o powszechno$ci wystepowania w danej odlegtosci od
centralnej czasteczki wody okreslonych katéow B (H10102) opisujacych
wzajemng orientacje dwoch czasteczek, zaznaczono linie odciecia
wyznaczone przez dwie geometryczne definicje wigzann wodorowych:
Luzar i Chandler’a (72,76) oraz Wernet'a et al. (75).
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Rys. 3.32. Wykres funkcji W(R,8) = —kTIng(R, B) w jednostkach kT,
gdzie g(R,B) jest stosunkiem dwdch wielkosci. Pierwsza to $rednia
liczba atomoéw tlenu znajdowanych w odlegtosci od R do R+dR od atomu
tlenu czasteczki centralnej przy zatozeniu, ze kat beta miesci sie w
przedziale od 8 do 8+dB. Druga to liczba atomoéw tlenu, ktére bytyby
obecne w danym przedziale odlegtosci i katéw, gdyby czasteczki wody
nie oddziatywaty ze sobg (tzn. gdyby uktadaty sie przypadkowo). Linig
kropkowang pokazany jest zakres wigzania wodorowego przewidziany
definicjg Luzar i Chandler’a (72) (76), a linig przerywang zakres wigzania
wodorowego przewidziany definicja Werneta et al. (75) (temperatura
300 K, woda SPC/E). Biata kropka — globalne minimum, czarna linia
ciggta dla 1,23kT przechodzi przez punkty siodtowe i uwazana jest przez
Kumara et al. (70) za dobrg granice dla definicji wigzania wodorowego
(rysunek pochodzi z publikacji (70)).

Definicja Werneta et al. (75) nie najgorzej sie zatem pokrywa z
sugerowanym przez Kumara et al. (70) zakresem istnienia wigzania
wodorowego.

definicja ,blisko sasiadujace atomy H i 0” (ang. near-neighbor H and O) -
Wedtug tej definicji, zaproponowanej przez Hammerich’a i Buch’a (77),
czasteczki A i B sg potaczone wigzaniem wodorowym, jezeli odlegtosci
miedzyatomowe spelniajg dwa warunki: atom tlenu czasteczki A jest
najblizszym (niepotgczonym wigzaniem kowalencyjnym) sasiadem
atomu wodoru czasteczki B oraz atom wodoru czasteczki B jest
pierwszym lub drugim spos$réd najblizszych sgsiadéw atomu tlenu
czasteczki A. Dzieki temu unikamy uzywania z géry okreslonych
promieni odciecia, ale mimo to uwzgledniamy fakt, ze preferencje do
tworzenia wigzania maja czasteczki wzajemnie najblizej ze sobg
sasiadujgce. Definicja ogranicza liczbe wigzan akceptowanych przez
atom tlenu do dwdch.

definicja dynamiczna (czasowa) - Wedtug tej definicji wigzanie mozna

nazwaé¢ trwatym, jezeli istnieje dtuzej niz wynosi okres drgan
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wibracyjnych (78). Za progowa warto$¢ mozna przyjac na przyktad 0,3
ps (72).

e definicja topologiczna - Jest to stosunkowo nowa propozycja
Henchman’a i Irudayam’a (79). Przyjmuje sie, Ze wiazanie jest
utworzone pomiedzy atomem wodoru i najblizszym jemu atomem tlenu
(niepotaczonym kowalencyjnie), jezeli odlegto$¢ tlen-wodér jest
najblizsza odlegtoscia tlen-woddr, jaka mozna zmierzy¢ pomiedzy tymi
dwiema czasteczkami. Jezeli ta odlegto$¢ nie jest najmniejsza, to
przyjmuje sie, Zze wigzanie nie jest utworzone. Definicja nie dopuszcza
tworzenia sie dwdch wigzan pomiedzy czasteczkami.

Przyjeta definicja wigzania wodorowego bedzie oczywiscie wptywata
na opis struktury sieci wigzan sporzadzony z jej uzyciem, ale takze na opis
dynamiki wiagzan. Opisy dynamiki wigzann wodorowych najbardziej wrazliwe sa
na przyjeta definicje w bardzo krétkich przedziatach czasowych, natomiast
mniej w nieco dtuzszym przedziale czasowym. Ponadto, jezeli opis dynamiki
dopuszcza mozliwo$¢ odtworzenia wigzania po chwilowym zerwaniu, to
zastosowanie odmiennych definicji doprowadzi do mniejszych réznic niz w
przypadku, gdy nie bierzemy pod uwage ponownego polaczenia molekut
wigzaniem (72). Poza krétkim, pierwszym okresem (okoto 0,3 ps), kiedy
zachodzi najwiecej zdarzen w postaci zerwan i odtworzen wigzan, opis
zachowania uktadu jest generalnie niezalezny od definicji wigzania (jezeli jest
ona fizycznie racjonalna). W owym pierwszym okresie zaobserwowano (przy
geometrycznej definicji wigzania), iz w przedziale czasu do okoto 0,1 ps
wystepuja ruchy wahadtowe czasteczki wody, a w przedziale 0,1 - 0,2 ps
nastepujg drgania rozciaggajace tlen - tlen; oba mechanizmy doprowadzajg do
szybkiego zrywania i odtwarzania sie wigzan (72,76).

3.2.4. Dynamika czystej wody

Podstawowa wielkosScia stuzaca do opisu dynamiki wody jest
wspétczynnik samodyfuzji. Rosnie on wraz ze wzrostem temperatury (Rys.
3.33).
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Rys. 3.33. Zmiany wspotczynnika dyfuzji translacyjnej wody wraz z temperatura dla
dwdch zestawdw danych eksperymentalnych (biate kétka i kwadraty) oraz dla
czterech modeli wody: TIPSP (linia przerywana), ST2 (linia kropkowana), SPC/E
(kropka-kreska), SSD1 (czarne gwiazdki) (rysunek pochodzi z publikacji (80)).

Ruchy wibracyjne czasteczki wody mogg by¢ réznej natury. Czasteczka
charakteryzuje sie trzema wewnatrzczasteczkowymi drganiami normalnymi
(symetryczne rozciagajace, asymetryczne rozciggajace, zginajace) (Rys. 3.34),
ktére z oczywistych wzgledow nie mogg by¢ badane podczas symulacji
komputerowej z uzyciem modeli sztywnych. Naturalnie, mozna jednak
rejestrowac drgania czasteczki jako catosci.

Czasteczka wody ma bardzo mate moment bezwladnosci wzgledem osi
gtownych (1.0220-1040 g-cm?; 2.9376:104° g-cm? 1.9187-1040 g-cm?2), co
teoretycznie oznacza duzg swobode obracania sie we wszystkich kierunkach.
Jednakze w cieczy ruchy rotacyjne sa powstrzymywane przez istnienie wigzan
wodorowych, co prowadzi do libracji (przyhamowywanych ruchow
rotacyjnych) (Rys. 3.34). Zatem zbadanie charakteru ruchéw rotacyjnych moze
dostarczy¢ informacji o oddziatywaniach czasteczki z pozostatymi sktadnikami
uktadu i jej zachowaniu jako elementu ptynnego srodowiska.

Rys. 3.34. Ruchy wibracyjne czasteczki wody. U gory: drgania symetryczne
rozciggajace, asymetryczne rozciggajace, zginajace. Na dole: libracje wzgledem osi
wyznaczonych przez trzy gtéwne momenty bezwtadnosci
(http://www.Isbu.ac.uk/water/vibrat.html, dn. 26.05.2012).
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Informacji o drganiach czasteczek moze dostarczy¢ widmo mocy
predkos$ci, ktére otrzymaé mozna w wyniku transformacji Fouriera funkcji
autokorelacji predkosci. W zakresie niskich czesto$ci mozna zaobserwowac trzy
gtowne pasma: w okolicach 50, 200 i 600 cm (81). Pierwszy z tych pikow
wigze sie z utrudnieniem ruchdéw translacyjnych w wyniku uwiezienia w
JKlatce” z sasiednich czasteczek. Pierwszy pik bywa tez interpretowany jako
drgania zginajace 0--0--0 tréjki czasteczek potaczonych wigzaniem
wodorowym (82) (83). Drugie pasmo przypisuje sie drganiom zwigzanym z
obecnos$cia wigzan wodorowych. Wyksztatcenie sie wigzania wodorowego
powoduje zwiekszenie sity oddziatywania czasteczki z otoczeniem, dlatego
pasmo potozone jest przy wiekszych wartosSciach liczby falowej. Trzecie pasmo
w okolicach 600 cm! przypisywane jest oscylacjom rotacyjnym (81) - ruchom
libracyjnym (83). Ponadto méwi sie, ze drgania w zakresie od 300 do 400 cm'!
dotycza czasteczek, ktére posiadaja wolne miejsca do utworzenia wigzan
wodorowych (83).

Wielu autoréw uwaza, ze ruchy czasteczek wody maja charakter
kolektywny i zwigzane sg z przearanzowaniem sieci wigzan wodorowych (84)
(85). Aby zaszla dyfuzja translacyjna, moze by¢ wymagane wiecej niz tylko
zerwanie jednego wigzania wodorowego (63). Ohmine i Saito (83) zwrdcili
uwage na to, ze skala czasowa i przestrzenna tego typu przegrupowan na
wiekszg skale, ktorg okreslili jako mieszczaca sie w przedziale czasowym 0,1-10
ps i przestrzennym wynoszacym okoto 10 A, pokrywa sie z zakresem, ktéry jest
istotny z punktu widzenia zachodzenia reakcji chemicznych. Powierzchnia
energii potencjalnej cieczy jest pofatdowana, a w wyniku ruchu angazujacego
kilkadziesiat sasiadujacych czasteczek nastepuje przeskok z jednego lokalnego
minimum do innego, zwigzany ze znaczng fluktuacja energii (86).

Ze wzrostem temperatury ro$nie wspoétczynnik dyfuzji wody, a czas
zycia wigzania wodorowego staje sie krotszy. Starr et al. (87) na podstawie
symulacji komputerowych stwierdzili, iz zalezno$¢ mozna przyblizy¢ znanym
réwnaniem Arrheniusa, w ktérym energia aktywacji interpretowana jest jako
energia potrzebna do zerwania wigzania poprzez ruch drgajacy czasteczki, a jej
wartos$¢ wyznaczona eksperymentalnie wynosi 10,8 + 1,0 kJ/mol (87). Wedtug
Smitha et al. (88), potrzeba okoto 1,5 kcal/mol (+0,5 kcal/mol) energii, aby
nastapito przejscie od uporzadkowanej konfiguracji tetraedrycznej do
konfiguracji zaburzonej z uwolnionym wigzaniem O-H, co proponujg utozsamiaé
ze $rednig energia zerwania wigzania wodorowego w uktadzie tetraedrycznym.

Symulacje komputerowe pokazaty, ze rozpatrujgc kinetyke wigzan
wodorowych w dtugich przedziatach czasowych mozna stwierdzi¢, iz dynamika
ich zaniku nie daje sie opisa¢ pojedyncza funkcja wyktadnicza (76). Sugeruje to,
Ze tworzenie i Zzrywanie wigzania nie sg prostymi procesami opisywanymi przez
konkretne state szybkosci. Luzar i Chandler (72,76) stwierdzili, Ze specyficzna
kinetyka nie wynika z korelacji pomiedzy wigzaniem istniejacym miedzy
dwiema czgsteczkami a wigzaniami sasiednimi (nie zaobserwowali
wystepowania efektu kooperatywnosci tworzenia i zrywania wigzan), ale
wyjasniajg jej charakter tym, ze jest sprzezona ze zjawiskiem dyfuzji. Dwie
czasteczki moga oddali¢ sie od siebie poprzez ruch dyfuzyjny dopiero, jezeli
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wigzanie wodorowe pomiedzy nimi peknie. Z drugiej strony zerwane wigzanie
moze zosta¢ odtworzone, jezeli czasteczka zmieni kierunek swego ruchu i
przyblizy sie z powrotem do swego partnera.

Niedawne obserwacje czasteczek wody z uzyciem techniki 2D IR (ang.
two-dimensional infrared spectroscopy) pokazaly, ze wsrdd tych czasteczek
wody, ktére zdawaly sie niezwigzane wigzaniem wodorowym, wszystkie
odtwarzaty wigzanie w przeciggu 150 fs (78). Prowadzi to do wniosku, ze ciekta
woda jako taka nie posiada ,zwisajacych” swobodnie wigzan, ale ze ich
pojawienie sie jest krétkim stanem przejSciowym. Struktura ptynu zmienia sie
poprzez nagle ,przerzucenie” wigzania od jednego partnera do drugiego.
Dodajac do tego informacje, ze czas zycia tego wigzania jest rzedu tylko okoto 1
ps (89), pojawi sie obraz ptynnej wody, ktéra nie tworzy stabilnych, podobnych
do lodu struktur (pomimo silnych oddzialywan miedzy czasteczkami), ale
dynamiczny uktad.

Zrywanie i wymiana partneréw wigzan wodorowych odgrywa wazna
role w dynamicznym przegrupowywaniu sie czasteczek wody. Budowa
czasteczki wody i rozktad tadunku maja znaczenie dla przebiegu tego procesu.
Dzieki rozmyciu tadunku ujemnego na atomie tlenu, utatwione jest chociazby
przelaczenie wigzania pomiedzy jedng a druga wolng parg elektronowg (63).

Molekularny mechanizm rearanzacji wigzan jest przedmiotem debaty.

3.2.5. Rearanzacja wigzan wodorowych

Mozna wyobrazi¢ sobie dwa rézne scenariusze prowadzace do zmiany
partnera wigzania wodorowego (90). Pierwszy z nich bedzie polegat na
pierwotnym zerwaniu wigzania w wyniku fluktuacji termicznych, przy czym
nowy akceptor wigzania niekoniecznie bedzie od razu dostepny. Takie niezajete
wigzanie jest stabilizowane entropowo do chwili, az fluktuacje dostarcza
nowego akceptora wigzania wodorowego. Konfiguracja powigzana wigzaniami
wodorowymi i niepowigzana wigzaniami wodorowymi zajmujg minima na
powierzchni energii swobodnej. Drugi scenariusz polega na tym, Ze atom
wodoru zmienia akceptory wigzania wodorowego w jednym kroku, w ktory
zaangazowany jest zarazem nowy i stary akceptor wigzania. Konfiguracja z
zerwanym wigzaniem jest nietrwata i ma jedynie charakter przejsciowy (Rys.
3.35).

Pytanie to zwigzane jest z kwestia, czy w wodzie istnieje tylko jedna
stabilna struktura (tetraedryczna), czy tez mozliwe sa réwniez inne stabilne
stany (79). Jezeli tylko struktura tetraedryczna miataby by¢ stabilna, to puste
miejsca wigzania i zdeformowane tetraedry nalezatoby uwazaé¢ za stany
przejsSciowe.
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Rys. 3.35. Zmiany energii swobodnej dla dwdch scenariuszy zmiany partnera
wigzania wodorowego. Z lewej: Przetaczenie wigzania poprzez symultaniczne
zerwanie wigzania ze starym akceptorem i utworzenie wigzania z nowym
akceptorem. Z prawej: Przejscie poprzez stan wolnego, zerwanego wigzania
(rysunek pochodzi z publikacji (90)).

Zmiana partnerow wigzania wodorowego zachodzi
najprawdopodobniej poprzez Kkrotkotrwaty stan przejSciowy w postaci
rozwidlonego wigzania, kiedy atom wodoru taczy sie z dwiema sasiednimi
czasteczkami naraz (90,91). Czasem mdwi sie, ze zmiana partnera wigzania jest
skorelowana z ruchem innych czasteczek (90).

Laage i Hynes (92,93) przedstawili interesujaca propozycje
mechanizmu reorientacji czasteczki wody, podczas ktérej dochodzi do zmiany
partnerow wigzania wodorowego. Wedtug tego mechanizmu (Rys. 3.36),
reorientacja odbywa sie poprzez szybki obrét wigzania 0*-H* o Srednio okoto
60° w kierunku nowego akceptora. Obrot ten jest potgczony z zerwaniem
wigzania wodorowego tworzonego przez pierwotny akceptor (ktory
doswiadcza chwilowego stanu, w ktérym tworzy za duzo wigzan wodorowych) i
utworzeniem wigzania z aktualnie majgca niedobdér partneréw czasteczka
nadchodzaca z drugiej warstwy solwatacyjnej. Pierwotnie atom wodoru H* jest
zwigzany wigzaniem z atomem tlenu 0?2, podczas gdy z drugiej warstwy
solwatacyjnej zbliza sie nowa czasteczka, zawierajagca atom Ob. Dochodzi do
sytuacji, w ktorej oba atomy tlenu 02 i O sg réwno odlegle od atomu O*
czasteczki centralnej (w stanie przejSciowym, wigzanie wodorowe donora
istnieje pomiedzy nowym i starym akceptorem jednocze$nie). Woéwczas atom
H* zmienia partnera wigzania - przeskakuje od atomu 02 do atomu Ob.
Nastepnie czasteczka zawierajgca tlen 02 opuszcza pierwsza warstwe
solwatacyjna czasteczki centralnej. Ten mechanizm nie przewiduje istnienia w
czystej wodzie swobodnych wigzan O*-H*. Ponadto koszt energetyczny
wymiany partner6w wigzania jest mniejszy, niz gdyby najpierw musiato doj$¢
do zerwania wigzania, a dopiero potem do jego odtworzenia. W tym przypadku
oba te procesy zachodza réwnoczes$nie. Dzieki temu moze dochodzi¢ do
szybkich zmian strukturalnych.
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Rys. 3.36. Mechanizm reorientacji czasteczki wody, potaczonej ze zmiang
partneréw wigzania wodorowego zaproponowany przez Laage i Hynes’a. Atom
tlenu H* zmienia partnerujgcego mu akceptora wigzania z 0° (A) na o°. (C) poprzez
szybki obrét wigzania O*-H* i stadium podwdjnego wigzania wodorowego,
tworzonego ze starym i nowym akceptorem jednoczesnie (B) (rysunek pochodzi z
publikacji (92)).

Henchman i Irudayam (79) zaproponowali kilka mechanizméw
przelaczania wigzania wodorowego: przelaczenie pojedyncze, podwodjne i
odwrécone (ang. single, double, reverse switch). Robwniez wedtug nich, wigzania
przetaczaja sie przewaznie bez przechodzenia przez etap wigzania zerwanego.

Rys. 3.37. Mechanizmy przetaczania wigzania wodorowego zaproponowane przez
Henchman’a i Irudayam’a. U géry: przetaczenie pojedyncze, nie zachodzi poprzez
etap zerwanego wigzania. W $rodku: przetaczenie podwdjne zachodzace poprzez
etap, gdzie atom tlenu tworzy dwa wigzania wodorowe z s3siednig czasteczka
(mozliwy jest powrdt do oryginalnej konfiguracji). Na dole: przetaczenie podwdjne
zachodzace poprzez cykliczny dimer (mozliwy jest powrdt do oryginalnej
konfiguracji) (rysunek pochodzi z publikacji (79)).

Wedtug nich, przelaczenie pojedyncze jest najpowszechniejsze (78%), a
odwrécone najrzadsze. Przelaczenie podwoéjne zachodzi poprzez 2 etapy
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zerwanego wigzania. Przelgczenie odwr6cone przypomina podwoijne, ale donor
powraca do starego ukladu i nie zmienia akceptora. Przewaga przetgczen
pojedynczych pokazuje, ze jest to zapewne mechanizm korzystniejszy
energetycznie i wymaga mniejszego przekrecenia czasteczki oraz mniejszej
liczby etapow posrednich niz przetaczenie podwojne i odwrécone.

Jezeli chodzi o problem korelacji w tworzeniu i zrywaniu wigzan, to
autorzy zaznaczyli, ze cho¢ oczywiscie zadna czasteczka w cieczy nie moze
poruszac sie catkowicie niezaleznie od pozostatych, to przewazajacy mechanizm
przetaczenia wigzania, tzn. przetaczenie pojedyncze, nie wymaga jednoczesnego
wystapienia innych przelaczen. Mniej powszechne przetaczenie podwdjne
wymaga wystapienia kilku przetaczen wigzan nastepujacych tuz po sobie.
Poniewaz w umozliwienie zaj$cia przetaczenia podwdjnego sa zaangazowane
dwa przetaczenia pojedyncze, tylko okoto potowa pojedynczych przetaczen jest
niezalezna.

3.2.6. Struktura czystej wody

Wiazania wodorowe silnie wplywaja na strukture wody. Jakkolwiek
wigzanie wodorowe w lodzie moze mie¢ cze$ciowy charakter kowalencyjny, to
jednak na szczescie (dla prowadzenia symulacji komputerowych z uzyciem
uproszczonych modeli) w wodzie ciektej efekt ten mozna zaniedbac (59).
Eksperymentalnie wyznaczona $rednia energia tego wigzania w temperaturze
pokojowej wynosi okoto 16,7 kJ/mol (94), a przyktadowa warto$¢ wyznaczona
podczas symulacji w 298 K dla modelu SPC/E to okoto 20,4 kj/mol (65). Wida¢
zatem, ze wigzania te sg wielokrotnie stabsze od wigzan kowalencyjnych, ale
jednak s3g na tyle silne i jest ich tak duzo, Ze wywieraja ogromny wptyw na
wtasciwosci wody.

Skutki istnienia wigzan wodorowych zaobserwowal¢ mozna na
funkcjach rozktadu radialnego. Funkcja rozktadu radialnego okresla wzgledne
prawdopodobienstwo znalezienia sie czastki w danej odlegtosci od wybranego
punktu odniesienia (w stosunku do rozktadu losowego). Atomowe funkcje
rozktadu radialnego tlen-tlen, tlen-wodér i wodér-wodér sg powszechnie
uzywane do opisywania struktury ciektej wody (Rys. 3.38).
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Rys. 3.38. U gdry: Eksperymentalnie wyznaczona funkcja rozktadu radialnego tlen —
tlen dla wody. Na dole: Eksperymentalnie wyznaczona funkcja rozktadu radialnego
tlen - woddér dla wody z pominigciem piku pochodzacego od
wewnatrzczasteczkowego wodoru (rysunek pochodzi z publikacji (95)).

Funkcja wygtadza sie ze wzrostem temperatury i nastepuje nieznaczne
przesuniecie pierwszego maksimum ku wiekszym wartosciom (95). Na
odlegto$¢, przy jakiej potozone jest pierwsze maksimum, wplywajg wigzania
wodorowe.

Wigzanie wodorowe moze zosta¢ utworzone, kiedy wolna para
elektronowa jednej czasteczki (miejsce akceptorowe wiazania) spotka sie z
atomem wodoru drugiej czasteczki (miejsce donorowe wigzania). Zatem kazda
czasteczka moze uczestniczy¢ w czterech wigzaniach jednoczes$nie. Dzieki temu
tworzy sie tréjwymiarowa sie¢, wystepujaca zaréwno w kazdej z wielu odmian
polimorficznych lodu, jak i w wodzie ciekltej (61). Konsekwencja specyficznej
geometrii wigzan jest fakt, ze forma krystaliczna wody charakteryzuje sie
mniejsza gestoScia od cieczy. Wigzania wodorowe w wodzie cieklej nie s3
idealnie liniowe, a przedziat ich dtugosci jest wzglednie szeroki w poréwnaniu z
woda w stanie stalym. Odstepstwa od liniowo$ci mozna opisa¢ za pomoca kata
wigzania, zdefiniowanego jako kat pomiedzy odcinkiem iaczacym dwa atomy
tlenu czasteczek tworzacych wigzanie wodorowe oraz wigzaniem O-H, ktérego
woddr uczestniczy w wigzaniu wodorowym. Rozklad prawdopodobienistwa
wystapienia okre$lonej wartosci kata zostat okreslony eksperymentalnie (Rys.
3.39).

Wyniki uzyskane przy uzyciu modeli uzywanych w symulacjach
komputerowych réznig sie od siebie i zaleza od rodzaju modelu (szczegb6lne
znaczenie ma sposob rozmieszczenia tadunku, np. w modelach TIP4P i TIP5P).
Najbardziej prawdopodobna warto$¢ kata wigzania wynosi w temperaturze
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pokojowej okoto 10° (95). Wraz ze wzrostem temperatury, nastepuje
rozszerzenie rozktadu potaczone z przesunieciem maksimum ku wiekszym
wartosciom kata.
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Rys. 3.39. Eksperymentalnie wyznaczony rozktad prawdopodobieristwa
wystgpienia okreslonej wartosci kata wigzania wodorowego 8 (rysunek pochodzi z
publikacji (96)).

Rozktad diugosci wigzan takze znaczaco zmienia sie z temperaturg. W
nizszej temperaturze nastepuje znaczne jego zwezenie i lekkie przesuniecie
maksimum ku mniejszym warto$ciom (Rys. 3.40).
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Rys. 3.40. Eksperymentalnie wyznaczony rozktad prawdopodobienstwa
wystgpienia okreslonej dtugosci wigzania wodorowego Ruo (rysunek pochodzi z
publikacji (96)).

Hakala et al (97) donosza i istnieniu korelacji pomiedzy katem i
dtugoscig wigzania w cieklej wodzie.

Mozna napotka¢ rézne oszacowania, ile wigzan wodorowych tworzy
jedna czasteczka w stanie ciektym. Ball (89) pisze, Ze eksperymenty z
zastosowaniem spektroskopii rozpraszania neutronéw wraz z symulacjami
komputerowymi prowadza do wniosku, ze jest ich okoto 3,5 (w temperaturze
pokojowej). Artykut Werneta et al. (75), ktory dostarczyt definicji wigzania
wodorowego wykorzystywanej w tej pracy, podaje eksperymentalnie
wyznaczong przez autorow liczbe wigzan wodorowych: wynosi ona w
temperaturze 298 K 2,2 + 0,5 wigzan na czgsteczke, a wiec mniej niz mozna sie
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spodziewaé. Podczas symulacji wody SPC w tej samej temperaturze i przy tym
samym Kkryterium wigzania, autorzy stwierdzili, ze tworzy ona 3,34 wigzan
wodorowych na czasteczke. Sugeruja oni, ze w wodzie ciektej moga wystepowac
dwa silne wigzania: jedno donorowe, drugie akceptorowe, a czasteczki
potaczone s3 nimi w tancuchy i pierscienie, ktére z kolei miedzy soba tacza sie
stabymi wigzaniami wodorowymi. Obraz ten byt kontrowersyjny, poniewaz
réznit sie od powszechnego opisu wody jako tetraedrycznej sieci. Nie jest wobec
tego zaskakujace, Ze spotkat sie z polemikg, na przyktad ze strony Head-Gordon
i Johnson (98).

Jednak nawet jezeli uznamy, ze woda charakteryzuje sie konfiguracja
tetraedryczng, to nalezy uznaé, Zze ma ona defekty. Cho¢ lokalna struktura
rzeczywi$cie moze by¢ w znacznym stopniu tetraedryczna, to uporzadkowanie
to szybko zanika w miare przesuwania sie w gtgb cieczy (63).

Rys. 3.41. Przestrzenna gestos¢ rozktadu atoméw tlenu (kolor czerwony) i wodoru
(kolor biaty) w pierwszej otoczce solwatacyjnej czasteczki wody (model kulkowy)
otrzymana w wyniku symulacji kwantowej ciektej wody w temperaturze 298,15 K
(rysunek pochodzi z publikacji (99)).

Na rysunku powyzej (Rys. 3.41) mozna zaobserwowa¢ odchylenia od
tetraedrycznoSci zilustrowane za pomoca przestrzennej funkcji rozktadu.
Powyzej dwéch atoméw wodoru czasteczki centralnej, obserwujemy dwa
niezbyt rozlegte obszary odpowiadajagce atomom tlenu cz3steczek
sagsiadujacych. Ponizej atomu tlenu czasteczki centralnej, obserwujemy dtugi
pas odpowiadajacy atomom wodoru, ktére umiejscawiajg sie w okolicach
zdelokalizowanych wolnych par elektronowych (63).

Istnienie defektow w tetraedrycznej sieci znajduje dodatkowe
potwierdzenie po obliczeniu prawdopodobienstwa tworzenia przez czasteczke
wody jednocze$nie i wigzan wodorowych oraz j wigzan akceptorowych (Rys.
3.42). Najwyzszy pik odpowiada symetrii tetraedrycznej (dwa wigzania
donorowe i dwa akceptorowe), a drugi z kolei moze odpowiadaé¢ symetrii
trygonalnej (dwa wiazania donorowe i jedno akceptorowe) (63).
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Rys. 3.42. Prawdopodobieristwo, P;, ze czasteczka wody tworzy i wigzan
wodorowych jako donor i j jako akceptor. Obliczenia przeprowadzone w
temperaturze 300 K z zastosowaniem polaryzowalnego modelu wody AMOEBA.
Jezeli i=3, oznacza to rozwidlone wigzanie wodorowe tworzone przez jeden atom
wodoru z dwoma akceptorami. Jezeli j=3, wdwczas tlen akceptuje trzy wigzania
wodorowe (rysunek pochodzi z publikacji (63)).

Poruszonym juz z dynamicznego punktu widzenia tematem jest
problem ewentualnego istnienia w wodzie czasteczek w stanie z niezajetym
miejscem na utworzenie wigzania wodorowego. Loparo et al (100),
wykorzystujac dane eksperymentalne, stwierdzili, Zze stany z zerwanym
wigzaniem wodorowym sg kroétkotrwate (czas rzedu 150 fs) i pojawiaja sie
przejsciowo w wyniku duzych fluktuacji wokét pojedynczego wigzania albo
podczas zmiany partneréw wiazania wodorowego. Niezgodny z ich wynikami
jest zaréwno obraz swobodnych, stabilizowanych entropowo wigzan jak i model
wody rozwazanej jako mieszanina uktadéw o roéznej sile wigzan wodorowych,
ktore oddziela bariera energetyczna wieksza od kT.

Analizujac literature, mozna sie spotka¢ z dwoma gtéwnymi punktami
widzenia na strukture ciektej wody. Wedlug pierwszego z nich, woda ma
strukture jednorodng, natomiast wedlug drugiego na wode sktada sie
mieszanina dwdch rodzajow struktur.

Niektore wnioski dotyczace struktury wody cieklej w temperaturze
pokojowej zostaty sformutowane na podstawie analizy struktury wody w
niskich temperaturach (przy zatozeniu, Ze jej charakterystyczne cechy ulegaja
wtedy uwypukleniu). Na Rys. 3.43 przedstawione sg stabilne i metastabilne
stany wody w réznych temperaturach pod ci$nieniem atmosferycznym.

Woda ciekta moze wystepowa¢ jako ciecz przechtodzona w
temperaturze duzo nizszej od jej temperatury topnienia (az do okoto 232 K pod
ci$nieniem atmosferycznym (101)). Ponizej temperatury okoto 130 K
(temperatura przejscia szklistego), woda moze wystepowa¢ w postaci szkta
(102). W przedziale temperatur ponizej Ty (temperatura homogenicznej
(spontanicznej) nukleacji) az do temperatury Tx mamy obszar, dla ktérego
aktualnie nie ma zadnych wynikéw eksperymentalnych dotyczacych fazy ciektej
w wodzie czystej (101,103).
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Rys. 3.43. Stabilne i metastabilne stany wody pod ci$nieniem atmosferycznym. T —
temperatura wrzenia; Typ — temperatura maksymalnej gestosci; Ty — temperatura
topnienia; Ty — temperatura homologicznej nukleacji; T, — temperatura przejscia
szklistego (rysunek pochodzi z publikacji (102), zostat czesciowo zmodyfikowany).

Najprostszy sposéb otrzymania stanu szklistego to na tyle szybkie
chtodzenie cieczy, aby unikna¢ jej krystalizacji (104) (Rys. 3.44). Powierzchnia
energii potencjalnej wody cieklej zawiera wiele lokalnych miniméw. Przy
dostatecznie szybkim ochtadzaniu, woda moze zosta¢ uwieziona w jednym z

nich, tworzac stalg strukture amorficzna.
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Rys. 3.44. Zalezno$¢ objetosci v lub entalpii h cieczy od temperatury przy statym
cis$nieniu. T,, oznacza temperature topnienia. Wolniejsze chtodzenie prowadzi do
przejécia szklistego w temperaturze Ty, a szybsze w Ty (rysunek pochodzi z

publikacji (104)).

Woda w stanie szklistym, zwana takze lodem amorficznym, jest ciatem
statym, ale charakteryzuje ja to, Ze obecny jest w niej pewien poziom
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nieuporzadkowania charakterystyczny dla stanu ciektego. W wodzie w stanie
szklistym wspétistnie¢ mogg dwie fazy: amorficzna faza o niskiej gestosci (ang.
low-density amorphous, LDA) i amorficzna faza o wysokiej gestosci (ang. high
density amorphous, HDA) (102) (tzw. poliamorfizm).

Moéwi sie, ze obecnos$é dwoéch faz w szkle jest odbiciem i kontynuacja
stanu, ktéry ma miejsce w wodzie ciektej. Zatem w wodzie istnie¢ powinny dwa
rodzaje struktur: jedng z nich bylby ptyn o niskiej gestosci (ang. low-density
liquid, LDL), a drugg ptyn o wysokiej gestosci (ang. high-density liquid, HDL)
(105).

Wedtug hipotezy przejscia fazowego woda-woda, istnieje drugi punkt
krytyczny, punkt krytyczny ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid critical point, LLCP).
Ponizej znanego punktu krytycznego ciecz-gaz o wspétrzednych T¢ = 647 K, P¢c =
22 MPa, ptyn rozdziela sie na dwie fazy: gazowa o matej gestosci i ciekta o
wiekszej gesto$ci, w temperaturze zaleznej od ci$nienia. Analogicznie, ponizej
postulowanego drugiego punktu krytycznego o wspétrzednych T¢ = 220 K, Pe =
100 MPa, woda ciekta rozdziela sie na dwie fazy ciekte: o niskiej gestosci (LDL) i
wysokiej gestosci (HDL), réwniez w temperaturze zaleznej od ci$nienia. Woda w
punkcie krytycznym to mieszanina, w ktdrej mozna znalez¢ struktury
przypominajacych zaréwno faze LDL jak i HDL (102) (Rys. 3.45).
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Rys. 3.45. Z prawej: Termodynamiczne zachowanie sie wody wedtug teorii przejscia
fazowego ciecz-ciecz. Powierzchnia okreslajaca zalezno$¢ rownowagowej objetosci
V=V(P,T) od ci$nienia P i temperatury T, okreslona przez réwnanie stanu. C’ to
postulowany drugi punkt krytyczny. LDL i HDL to fazy o niskiej i wysokiej gestosci,
ktoére istniejg w cieczy ponizej C'. LDA i HDA to fazy o niskiej i wysokiej gestosci
istniejace w amorficznym stanie statym.

Z lewej: Rzut na ptaszczyzne PT wartosci rownowagowej V=V(P,T). Zaznaczone fazy
LDL, HDL, LDA i HDA. C to punkt krytyczny, C’ to postulowany drugi punkt krytyczny.
G i L to gaz i ciecz, fazy o niskiej i wysokiej gestosci, ktére istnieja ponizej C. F jest
linig przejscia fazowego pierwszego rodzaju, ktéra ma swdj poczatek w C’ i oddziela
od siebie fazy o niskiej i wysokiej gestosci wystepujgce ponizej temperatury Tc. LiH
sg liniami granicznymi dla wystepowania metastabilnych faz LDA i HDA (rysunek
pochodzi z publikacji (102)).

Strukture LDL opisuje sie jako zawierajaca utozone teraedrycznie na
podobienistwo lodu wigzania wodorowe. W przypadku HDL mamy do czynienia
z zaburzeniem tej struktury (105). Analizujac rezultaty dynamiki molekularnej,
Siratani i Sasai (106) stwierdzili, ze czgsteczki o dobrze ustrukturyzowanym
otoczeniu i nieustrukturyzowane majg tendencje do taczenia sie w klastry, a
kazda czasteczka co jaki$ czas przechodzi ze stanu ustrukturyzowanego do
nieuporzadkowanego.

Huang et al (107), opierajac sie na wynikach eksperymentalnych,
twierdzg, ze struktury analogiczne do struktur HDL i LDL obecnych w
przechtodzonej wodzie wystepujg takze w zwyklych warunkach ci$nienia i
temperatury. Opisuja oni strukture wody jako fluktuujaca pomiedzy
tetraedrycznymi i zaburzonymi konfiguracjami, co jest wynikiem
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przeciwstawnych dazen do zminimalizowania entalpii (do czego prowadzi
laczenie sie czasteczek silnymi wigzaniami w tetraedrycznej konfiguracji) oraz
zmaksymalizowania entropii (nieuporzadkowane wiazania i zaburzenia sieci).

Réwniez Nilsson i Pettersson (108) opisuja ciekla wode jako sktadajaca
sie z dwéch rodzajéw struktur. Swoistg baze stanowi struktura HDL o
zaburzonej geometrii wigzan wodorowych, bez wyksztatconej drugiej otoczki
solwatacyjnej i o sieci wigzan, ktéra zawiera ubytki (na przyktad czasteczki
tworza tylko dwa wigzania wodorowe, co przywodzi na my$l tancuchy
wspomniane przez Werneta et al. (75)). Kazda czasteczke wody otacza wiele
innych czasteczek, ale rozmieszczonych w réznych odlegtosciach. W tej cieczy
pojawiaja sie lokalne fluktuacje prowadzace do struktury LDL.

Interesujace podej$cie do zagadnienia wspoétistnienia dwéch typéw
struktur w wodzie zaproponowat Tanaka (109-112). Wedtug jego modelu, w
ptynie znalez¢é mozna dwa rodzaje struktur. Pierwszy z nich to struktury o
dobrze zdefiniowanej konstrukcji i niskiej energii, stabilizowane przez wigzania
wodorowe, w ktérych przypadku wystepuje efekt wytaczonej objetosci. Model
nie wymaga, by ich geometria byta znana i $cisle zdefiniowana. Tanaka jako
prawdopodobne przyktady takich struktur podaje potaczone wigzaniami
wodorowymi jednostki oktameryczne lub pierscienie sze$ciocztonowe podobne
do tych znajdowanych w lodzie heksagonalnym. Liczba tych struktur bedzie
zalezata od temperatury ptynu i moze by¢ opisana rozktadem Boltzmanna.
Struktury uporzadkowane wytaniajg sie sposréd wielu nieuporzadkowanych
struktur o nieokres$lonej geometrii i wiekszej gesto$ci (mniejszej objetosci
wtlasciwej). Struktura wody, ktéra ustala sie w danej temperaturze, jest
wynikiem ustalenia sie réwnowagi pomiedzy  tymi dwiema
wspotzawodniczagcymi  formami  (tworzenie pierwszej prowadzi do
optymalizacji uktadu wigzan wodorowych pod wzgledem energetycznym, a
drugiej do wzrostu gestosci). Rozwazajac proces ksztattowania sie struktury
uporzadkowanej z nieuporzadkowanej jako hipotetyczne przejscie fazowe
zwigzane z pewng zmiang energii i objetosci, potrafit on wyttumaczy¢ szereg
anomalnych wtasciwosci wody, w tym maksimum gestosci w temperaturze 4°C.

Nalezy podkresli¢, iz opisywanie ciektej wody jako struktury
polimorficznej nie jest jednomys$lnie akceptowanym punktem widzenia. Na
przyktad Limmer i Chandler (113) na podstawie symulacji komputerowych
przekonujg iz to, co bywato przypisywane przejsciu fazowemu woda-woda w
przechtodzonej cieczy, jest w istocie przejsciem pomiedzy woda i stanem
statym.

3.2.7. Miary stopnia uporzadkowania strukturalnego wody

Problem opisu struktury cieczy jest czesto poruszany w literaturze,
jednak jak dotad nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, jak nalezy
rozumie¢ to pojecie i jakimi parametrami najlepiej je opisywac. Z drugiej strony,
zagadnienie to jest tak istotne, zwlaszcza gdy moéwimy o zmianach
strukturalnych dotyczacych wody w warstwie solwatacyjnej, Ze wrciaz
podejmowane s3 rozliczne préby jego racjonalizacji.
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Dlatego chcialabym w tym miejscu opisaé pare parametrow i
konceptéw stosowanych w celu opisu struktury wody czystej (a czasem i
solwatacyjnej), istotnych z punktu widzenia tej pracy. Beda to w szczegdlnosci
dwuczastkowe funkcje korelacji, podziat na komérki Voronoia i przedstawienie
wody w postaci grafu.

Koncepcja map uporzqdkowania

Truskett et al. (114) analizowali uktady sktadajace sie ze sztywnych kul.
Opisywali je za pomoca wybranych przez siebie parametréw uporzadkowania
translacyjnego i orientacyjnego. Rezultaty obliczen przedstawili na
dwuwymiarowych diagramach uporzadkowania, zaznaczajgc potozenia stanéw
ciektego, krystalicznego i szklistego, z ktorych kazdy zajmowat sobie wtasciwe
miejsce na mapie. Jedng z osi wykresu byta 0§, na ktdrej odktadana byta wartos$¢
parametru uporzadkowania orientacyjnego, a na drugiej osi odktadana byta
warto$¢ parametru uporzadkowania translacyjnego.

Z kolei strukture wody analizowali Errington i Debenedetti (115),
réwniez stosujac parametry uporzadkowania translacyjnego i orientacyjnego.
Pierwszy z nich byt miarg sktonnosci dwéch czasteczek do ustawiania sie w
okreslonej odleglo$ci od siebie i byl zmodyfikowang wersja parametru
zastosowanego przez Truskett’a et al. (114). Drugi natomiast byt miarg tego, w
jakim stopniu czasteczka centralna wraz ze swoimi czterema najblizszymi
sgsiadami tworzy konfiguracje tetraedryczng i byl oparty na znanym
parametrze tetraedrycznos$ci wprowadzonym pierwotnie przez Chau i
Hardwick’a (116). Autorzy omawianej publikacji obserwowali zmiany w
warto$ci parametréw nastepujace wraz ze zmiang temperatury i gesto$ci
symulowanej wody oraz wzajemne korelacje pomiedzy ich warto$ciami.
Stwierdzili tez, Ze w pewnych warunkach wigzania wodorowe silnie
determinujg zar6wno orientacje czasteczek, jak i ich wzajemna odlegtos¢.

Do koncepcji map uporzadkowania odwotywali sie tez Giovambattista
et al. (117). Wykorzystujac te same parametry uporzadkowania co Errington i
Debenedetti, skonstruowali mapy uporzadkowania dotyczace wody SPC/E,
schtadzanej do stanu szklistego.

Entropia i dwuczgstkowe funkcje korelacji

Najbardziej naturalna i pozadang z fizycznego punktu widzenia miarg
nieuporzadkowania bytaby entropia uktadu. Ewentualne zmiany struktury
wody zwigzane z procesem solwatacji biatek powinny sie uwidoczni¢ w zmianie
entropii. Obliczenia entropii sg jednak trudnym zadaniem. Jednym z przyktadow
prob obliczenia lokalnych zmian entropii jest praca autorstwa Jana et al. (118).
Zastosowali oni przyblizong metode obliczen entropii z zastosowaniem modelu
dwufazowego do wody solwatacyjnej w malym i duzym rowku DNA.
Zaobserwowali, Ze entropia wody solwatacyjnej jest znaczaco mniejsza niz
wody czyste;j.

W stosunkowo niedawno opublikowanej pracy (119), Henchman
zaproponowat metode obliczenia entropii wody oparta na modelu oscylatora
harmonicznego. Wartosci entropii wody, ktore otrzymat, byty bliskie lub prawie
réwne wartos$ci eksperymentalnej (réwnej 69,9 JK-mol1), zaleznie od uzytego
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modelu wody, np. dla SPC 70,1 JK''mol}, a dla SPC/E 66,6 JK-1mol-l. Metoda
zostata uzyta do badania solwatacji hydrofobowej (120). Wydaje sie jednak, ze
do wynikéw otrzymanych t3 metoda nalezy podchodzi¢ z pewng ostroznoscia.
Na przyktad okazuje sie, ze metoda ta sprawdza sie gorzej w niskich
temperaturach (121).

Roztozenie catkowitej entropii na sume wktadéw pochodzacych od
oddziatywan n-czastkowych zostato po raz pierwszy zaproponowane przez
Green’a (122).

Obliczenia entropii z zastosowaniem dwuczastkowych funkcji korelacji
w odniesieniu do uktadu zawierajacego wode i czasteczke metanu
zaproponowali Lazaridis i Paulaitis (123). Podzielili tez wktad do entropii
mieszania pochodzacy od oddzialywan dwuczastkowych na cze$¢ translacyjng i
orientacyjng i stwierdzili, Ze obie malejg ze wzrostem temperatury. Zaznaczyli
przy tym, ze chociaz znaczacy wptyw na entropie mieszania ma cze$¢ zwigzana
z efektami orientacyjnymi, ktére s3 skutkiem obecnosci czasteczki
rozpuszczonej w wodzie, to stwierdzenie, ze entropia wody solwatacyjnej jest
mniejsza niz entropia wody czystej jest w tym przypadku nieuprawnione.
Zdefiniowana przez autoré6w entropia orientacyjna odnosi sie do korelacji
pomiedzy czasteczka substancji rozpuszczonej i woda, zatem nie mozna na jej
podstawie wyciggaé wnioskéw dotyczacych samej wody. Ponadto nalezy
pamietaé, ze woda w otoczce solwatacyjnej innej czasteczki wody réwniez
wykazuje duze preferencje orientacyjne. Sama obecno$¢ efektéw orientacyjnych
nie oznacza jeszcze wiekszego uporzadkowania wody.

Lazaridis i Karplus (124) przeprowadzili obliczenia nadmiarowej
entropii wody w przyblizeniu dwuczastkowym. Czton dwuczastkowy zostat
podzielony na cze$¢ translacyjng i orientacyjng, zalezng od pieciu katow i
wyznaczong po wprowadzeniu pewnych przyblizen w celu uproszczenia
obliczen. Stwierdzili oni, ze zdecydowana wiekszos¢ orientacyjnego wktadu do
nadmiarowej entropii pochodzi od korelacji obecnych w pierwszej warstwie
solwatacyjnej czasteczki wody. Ponadto zaobserwowali, Ze wysokie ci$nienie
powoduje zmniejszenie korelacji orientacyjnych.

Saija et al (125) pokazali, ze wktad do entropii pochodzacy od
oddziatywan dwuczastkowych stanowi zdecydowang wiekszos¢ w calej
nadmiarowej entropii, przy czym udziat ten zmienia sie w pewnym stopniu z
temperatura. Przy temperaturze w okolicach 270 K obie warto$ci sa praktycznie
sobie réwne, w wyzszej temperaturze wystepuje niedoszacowanie catkowitej
nadmiarowej entropii przez wktad dwuczastkowy, ktére zwieksza sie wraz ze
wzrostem temperatury (na przyklad w temperaturze 300 K wktad
dwuczgstkowy stanowi okoto 90%).

Zawarte w pracy (65) obliczenia entropii wody z zastosowaniem
przyblizenia dwuczgstkowego z podziatem na cze$¢ translacyjng i orientacyjng
zostaty dokonane bez przyblizen obecnych w poprzednich publikacjach. Wyniki
pokazuja, ze wudziat translacyjny w catkowitym wktadzie do entropii
pochodzacym od oddzialywan dwuczastkowych jest nieduzy (w
przeciwienstwie do orientacyjnego) i pochodzi prawie w catosci od czasteczek
obecnych w pierwszej warstwie solwatacyjnej. Na podstawie uzyskanych
wynik6w mozna bylo stwierdzi¢, ze udzial korelacji dwuczastkowych w
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catkowitej entropii uktadu pochodzi gtéwnie od pierwszej warstwy
solwatacyjnej, dla drugiej jest juz ponad cztery razy mniejszy, a dla trzeciej
zupelnie niewielki. Oznacza to, Ze czasteczki wody s3 znaczaco uporzadkowane
z punktu widzenia czasteczki centralnej do odlegtosci okoto 0,55-0,60 nm, a
dalej uporzadkowanie zanika.

Esposito et al (126) réwniez wykorzystali wktad do entropii
pochodzacy od oddziatywan  dwuczastkowych, aby skonstruowac
dwuwymiarowg mape uporzadkowania, tym razem jednak po raz pierwszy
wykorzystane zostaly do tego celu czesci translacyjna i orientacyjna
dwuczastkowego wktadu do entropii jako parametréw uporzadkowania. Opisali
oni ich zmiany zachodzace wraz z temperaturg, i ci$nieniem. W zalezno$ci od
tego, jaka jest temperatura i gesto$¢ uktadu, uporzadkowanie translacyjne i
rotacyjne moze wzrasta¢ lub male¢ podczas sprezania.

Zielkiewicz (127) podzielit wkiad do entropii pochodzacy od
oddzialywan dwuczastkowych na trzy czesci, nazwane translacyjng,
konfiguracyjng i orientacyjng. W takim znaczeniu nazwy te sa uzywane w sekcji
dotyczacej metod obliczeniowych. Cato$¢ efektéw orientacyjnych w cieczy
obejmuje suma czlonéw konfiguracyjnego i orientacyjnego. Okazuje sie, ze w
czystej wodzie wystepuje liniowa zalezno$¢ pomiedzy suma czlonu
konfiguracyjnego i orientacyjnego a samym cztonem konfiguracyjnym. Sugeruje
to mozliwo$¢ uzycia samego cztonu konfiguracyjnego jako miary catosciowego
uporzadkowania orientacyjnego.

Idea podziatu na cztony translacyjny, konfiguracyjny i orientacyjny
(oraz mozliwo$¢ roztozenia wktadu do entropii pochodzacego od oddziatywan
dwuczastkowych na trzy czesci: zalezng od oddziatywan biatko-biatko, biatko-
woda oraz woda-woda) zostala wykorzystana w pracach (128) i (129)
dotyczacych uktadéw sktadajacych sie z polipeptydéw i wody. Zostaty tam uzyte
parametry uporzadkowania oparte na dwuczastkowych funkcjach korelacji.

Wielo$ciany Voronoia

Podziat przestrzeni na wieloSciany Voronoia pozwala oceni¢, jaka
objeto$¢ zajmujq atomy lub grupy atoméw w cieczy lub ciele stalym. Sposéb ich
wyznaczenia zostat przedstawiony w rozdziale dotyczacym metod
obliczeniowych.

WieloSciany Voronoia zostaly wprowadzone przez Voronoia w 1908
roku. Bernal i Finney (130) uzywali ich w latach sze$¢dziesigtych do opisu
struktury cieczy. Richards (131) zastosowat te metode do biatek.

0d czasu gdy Procacci i Scateni (132) postuzyli sie nig do analizy
rezultatdw symulacji mioglobiny w wodzie, byta wykorzystywana szerzej.
Dokonywali oni miedzy innymi pomiaréw objetosci komoérek Voronoia
zwigzanych z ciezkimi atomami mioglobiny (biatko byto nieruchome podczas
symulacji, czasteczki wody mogtly sie poruszac). Ze zmniejszenia sie objetosci
zajmowanej przez aminokwasy znajdujace sie na powierzchni biatka
wnioskowali, Ze woda solwatacyjna tworzy warstwe $ciSle przylegajaca do
biatka, a z wielkos$ci fluktuacji objetoSci w czasie - ktére regiony biatka sa
otoczone ruchliwymi czasteczkami wody.
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Zaréwno podzial Voronoia, jak i koncepcyjnie pochodne metody,
wykorzystywane byly do badania biatek nie raz, na przyktad w celu
oszacowania ich gestosci, stopnia homogeniczno$ci, analizy zagtebien w
strukturze czasteczki, komplekséw biatek z ligandami. Przeglad tych zagadnien
mozna znalezé na przyklad w pracy (133). Tutaj podam jeszcze kilka
przyktadéw zastosowania tej metody w odniesieniu do wtasciwosci cieczy.

Ruocco et al. (134) wprowadzili wielko$¢, ktéra nazwali asferyczno$cia
(definicja podana w rozdziale dotyczacym metod obliczeniowych). Analizowali
oni czysta wode oraz siarkowodér w réznych temperaturach. Obliczyli
parametry charakteryzujace S$rednia geometrie pojedynczego wielo$cianu
Voronoia oraz rozklady tych parametréw w catym uktadzie. Stwierdzili, ze
zar6wno catkowita powierzchnia, jak i objetos¢ wielo$cianu uzywane
samodzielnie nie s3a najlepszymi miernikami wtasciwosci uktadu. Natomiast
parametr asferycznos$ci wykazuje wiekszag wrazliwo$¢ na rodzaj ptynu i
temperature. W miare wzrostu temperatury, rozktad warto$ci parametru
asferycznosci charakterystyczny dla wody zaczyna przypominac¢ coraz bardziej
rozktad dla siarkowodoru, wskazujagc na bardziej regularny, blizszy
sferycznemu ksztatt komérek. W dotyczacej ciektej wody pracy (135) rozktad
objetosci komorek Voronoia oraz rozktad warto$ci parametréw asferycznosci
byt (poza innymi parametrami) uzywany do oceny stopnia niejednorodno$ci
cieczy o roznej gesto$ci i w réznych temperaturach; na niejednorodno$c¢
wskazywaé moze rozktad szeroki i asymetryczny. Shih et al. (136) réwniez
podjeli temat struktury ciektej wody. Wykorzystujac zwlaszcza parameter
asferycznos$ci, wyrazili przypuszczenie, ze w wodzie istnieje tendencja do
powstawania skupisk  wysoko ustrukturyzowanych oraz nisko
ustrukturyzowanych czasteczek wody, z ktérych pierwsze charakteryzuja sie
duza wartos$cia parametru asferycznosci, a drugie niska.

Chang et al (137) zauwazyli, ze asferyczno$¢ jako parametr
charakteryzujacy strukture wody powigzany jest z ruchami rotacyjnymi
czasteczki. U czasteczek, dla ktérych warto$¢ parametru asferycznosci jest duza,
jednoczesnie ruchy rotacyjne sg powstrzymywane. Natomiast czasteczki o matej
wartosci parametru asferycznosci wykazujg sktonno$¢ do swobodniejszych
rotacji. Duza warto§¢ parametru asferyczno$ci generalnie oznacza
wystepowanie struktury tetraedrycznej, kiedy czasteczka tworzy cztery
wigzania wodorowe. W przypadku matych wartosci asferycznosci wystepuje
wieksze zroznicowanie lokalnej konfiguracji wigzan wodorowych, z pewna
przewagg sytuacji, kiedy jedno wigzanie tworzone jest przez atom tlenu, a jedno
tworzone jest przez atom wodoru. Okazuje sie, ze na ruch rotacyjny wplywa
raczej to, ile czasteczka tworzy wigzan wodorowych jako donor, a nie jako
akceptor.

Ciekawym zastosowaniem metody Voronoia bylo jej uzycie w
przypadku symulacji uktadu dwufazowego, w celu identyfikacji kazdej z faz
(138,139). Zostaty do tego wykorzystane obliczenia objeto$ci wielo$ciandw
Voronoia.
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Przyktady wykorzystania teorii graféw w analizie ciektej wody

Czasteczki wody polaczone wigzaniami wodorowymi mozna
przedstawi¢c w postaci grafu skierowanego lub nieskierowanego. Kazda
czasteczka moze zostaC zastgpiona wierzchotkiem, ktéry mozna potaczyc
krawedziami z innymi wierzchotkami, jezeli pomiedzy czasteczkami sq wigzania
wodorowe. Miyake i Aida (140) zastosowali grafy w celu symbolicznego
przedstawienia klastrow wody (H20), (n < 4). Analizowane byly tez wieksze
klastry, na przyktad (H20)s i (H20)20 w pracy (141). Matsumoto i Ohmine (142)
przedstawili sie¢ wigzan wodorowych w przechtodzonej wodzie jako graf,
uwzgledniajgc rzeczywiste i zdefiniowane przez siebie ,wirtualne” wigzania
wodorowe. Wykorzystujac reprezentacje w postaci grafu zdefiniowali takze
defekty sieci. Bergman (143) przedstawit sie¢ wigzan wodorowych w wodzie o
temperaturze 300 K w postaci grafu skierowanego. Postuzylo to do analizy
korelacji wigzan wodorowych oraz do scharakteryzowania topologicznego
znalezionych tancuchdw i petli utworzonych z czasteczek wody potaczonych
wigzaniami wodorowymi.

Ohmine i Saito (83) uzyli grafu skierowanego, aby analizowac¢ zmiany w
sieci wigzan wodorowych w czasie, stwierdzajac, ze Kkolektywne ruchy
czasteczek wody sa zwigzane z przearanzowaniem tej sieci.

Niedawno opublikowang prace Ahmad et al (144) poswiecili
wlasciwosciom wody znajdujacej sie pomiedzy dwoma asocjujgcymi biatkami.
Stwierdzili, Ze woda ta tworzy pomiedzy powierzchniami biatek przyczepna
sie¢, ktora stabilizuje stany posrednie, zanim dochodzi do bezposredniego
kontaktu. Ponadto zaobserwowali oni anizotropie wiasciwosci dielektrycznych
wody w tym obszarze. Do scharakteryzowania posredniczonej przez wode
tacznosci pomiedzy biatkami wuzyli znanego z teorii graféw pojecia
maksymalnego przeptywu. Utworzyli oni graf, wykorzystujac jako wierzchotki
wszystkie atomy biatka, ktére moga stuzy¢ jako donory lub akceptory wigzan
wodorowych oraz atomy tlenu czasteczek wody znajdujacych sie w odlegtosci
do 0,5 nm od obu powierzchni. Wierzchotki potaczono krawedziami, jezeli
pomiedzy czasteczkami wody lub pomiedzy czasteczkami wody i powierzchnia
biatka istnialy wigzania wodorowe. Kazdej krawedzi przypisano przepustowo$¢
odpowiadajacg energii wigzania wodorowego. Ponadto dodano wirtualny
wierzchotek bedacy Zrédtem, ktéry potaczono krawedziami o nieskonczonej
przepustowosci ze wszystkimi donorami lub akceptorami wigzan wodorowych
na jednej powierzchni oraz wirtualny wierzchotek bedacy ujsSciem, ktéry
potaczono krawedziami o nieskonczonej przepustowosci ze wszystkimi
donorami lub akceptorami wigzan wodorowych na drugiej powierzchni. W
miare postepu procesu asocjacji, przeptyw roést znaczaco, co byto przez autoréw
interpretowane jako wzrost stopnia posredniczonego przez wode potaczenia.

76



3. Przeglqd literatury

3.3. Woda solwatacyjna biatek

Rozwazajac role wody jako rozpuszczalnika, zwtaszcza w kontekscie
biologicznym, jednym z kluczowych pytan jest, jak na opisane jej wtasciwosci
wptywa obecno$¢ molekuty biatkowe;j.

Wiadomo, ze woda pelni wazna role w kontrolowaniu funkcjonalnosci
biatek (145). Jej zachowanie w otoczkach solwatacyjnych rézni sie od
zachowania wody czystej (146,147). W miare zwiekszania sie odlegtosci od
powierzchni biatka, witasciwosci wody zaczynaja przypominaé¢ te, ktoére
charakteryzuja wode czysta. Najwieksze efekty obserwowane sg w pierwszej
warstwie solwatacyjnej. Zaburzenie wtasciwo$ci wody wokét biatka moze
siega¢ do okoto 1 nm (147).

Specyficzne wtasciwosci wody w otoczce solwatacyjnej nie sa wciaz
poznane do konca. Czasteczki wody w roztworze zawierajacym biatko podzieli¢
mozna z grubsza na trzy kategorie: woda znajdujgca sie wewnatrz czasteczki
biatka, woda oddzialujgca z powierzchnig biatka oraz woda pozostata.
Naturalnie, wymienione kategorie wody pozostaja ze sobg w dynamicznej
réwnowadze i trwa cigglta wymiana czasteczek pomiedzy warstwami
hydratacyjnymi, a nawet tych znajdujacych sie w zagtebieniach i wewnatrz
makromolekuty (147).

Badania eksperymentalne zachowania sie wody w samej otoczce
solwatacyjnej sa bardzo trudne. Stosuje sie wiele metod eksperymentalnych
(148), przy czym zadna zastosowana pojedynczo nie jest w stanie zapewni¢
kompleksowej informacji o strukturze i dynamice wody. Do metod tych naleza
na przyktad: spektroskopia dielektryczna (ang. dielectric spectroscopy), ktora
pozwala bada¢ wtasciwosci dielektryczne materiatu w funkcji czestotliwosci
oraz amplitudy przytozonego pola elektrycznego (byta to jedna z pierwszych
metod wykorzystywanych do analizy wody solwatacyjnej (149-151));
spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego (ang. Nuclear Magnetic
Resonance, NMR); kwazielastyczne rozpraszanie neutronéw (ang. Quasielastic
Neutron Scattering, QENS); spektroskopia w podczerwieni (ang. infrared
spectroscopy, IR); spektroskopia fluorescencyjna (ang. Time Dependent
Fluorescence Stokes Shift Spectroscopy, TDFSS).

Jednym z efektow powszechnie dyskutowanych w kontekscie
wlasciwosci wody solwatacyjnej jest tak zwany efekt hydrofobowy.

3.3.1. Efekt hydrofobowy

Efekt hydrofobowy juz kilkadziesiat lat odgrywa pierwszorzedowa role
w myS$leniu o oddziatywaniach biochemicznych na poziomie molekularnym.
Wskazuje sie, Ze ma on znaczenie w niezliczonej liczbie proceséw biologicznych
takich jak: organizowanie sie czasteczek kwaséw nukleinowych w
trzeciorzedowe struktury, formowanie sie bton komérkowych, oddziatywania
biatko - biatko oraz biatko - inne czasteczki. Rdézne jego manifestacje
przedstawia Rys. 3.46.
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Rys. 3.46. Czasteczki wody przy réznych hydrofobowych strukturach. Z lewej: Kat
zwilzania dla powierzchni pokrytej jednorodnie grupami —CF; jest wysoki, a dla
powierzchni pokrytej grupami —OH jest réwny zero. W $rodku: Hydrofobowos$¢
grupy aminokwaséw na powierzchni a-chymotrypsyny (kolor zielony) jest mniejsza
niz powierzchni po lewej. Ponadto powierzchnia jest mniejsza i zakrzywiona.
Dlatego tendencja do odwadniania jest duzo stabsza - woda otacza hydrofobowa
tatke (choé¢ moze charakteryzowaé sie wystepowaniem wiekszych lokalnych
fluktuacji niz w przypadku tatek hydrofilowych). Po prawej: Woda wypetnia
weglowa nanorurke, formujac liniowe, potagczone wigzaniami wodorowymi wtékno.
Tendencja do odwadniania powoduje, ze ptynie przez srodek nanorurki w zasadzie
bez tarcia (rysunek pochodzi z publikacji (152)).

Terminem tym okres$la sie charakterystyczny sposéb zachowania sie
uktadu ztoZzonego z wody i pewnych rodzajéw substancji - najczesciej zwigzkéw
organicznych posiadajacych krétsze lub dtuzsze tancuchy weglowodorowe.
Procesy asocjacji niepolarnych czasteczek w $rodowisku wodnym nazywa sie
oddziatywaniami hydrofobowymi. Asocjacja ta oraz oddzielanie sie
niepolarnych substancji od wody nie wynika z tego, Ze miedzy czasteczkami
wody i substancji hydrofobowych dochodzi do dziatania sity odpychajacej (jest
wprost przeciwnie), ale jest rezultatem szczegdlnie silnego oddziatywania
miedzy czasteczkami wody (wigzania wodorowe) (153). W przypadku wody w
temperaturze pokojowej, wprowadzenie substancji hydrofobowej skutkuje
spadkiem entropii oraz wzrostem pojemnosci cieplnej. Zalezno$¢
temperaturowa zmian molowej entropii, entalpii i potencjatu chemicznego
zZwigzane z przeniesieniem czasteczki hydrofobowej z fazy organicznej do
wodnej przedstawione sg na Rys. 3.47.
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Rys. 3.47. Termodynamiczna charakterystyka tak zwanego efektu hydrofobowego.
Zalezno$¢ temperaturowa molowej entalpii Ah°, entropii As® i potencjatu
chemicznego Au° (Au° = Ah° - TAs®) przeniesienia neopentanu z czystej fazy
neopentanowej do wody. T, oznacza temperature, w ktdrej entropia przeniesienia
jest réwna zero, a T, oznacza temperature, w ktdrej entalpia przeniesienia jest
réwna zero. Au° ma zawsze wysoka, dodatnig wartosé (Au° » 0). W zimnej wodzie
(okoto temperatury pokojowej) brak powinowactwa ma gtéwnie podtoze
entropowe (-TAs° » 0, Ah° = 0). W goracej wodzie (w okolicy temperatury wrzenia)
brak powinowactwa ma podtoze entalpowe (4h° » 0, -TAs° = 0) (rysunek pochodzi z
publikacji (154), zostat czesciowo zmodyfikowany).

Zrozumienie tego zjawiska na elementarnym poziomie ciagle nie jest
dogtebne (155). Zaden z istniejgcych obecnie modeli nie wyjasnia kompleksowo
oddziatywann hydrofobowych w catym zakresie odlegtosci, stopnia
hydrofobowosci czastek, ksztattu powierzchni itd., w jakich sa obserwowane
(156).

Jednymi z pierwszych prac zajmujacych sie tym zjawiskiem byty prace
Franka i Evansa (ktérzy zaproponowali model zwany modelem ,géry lodowej”)
oraz Kauzmanna. Tradycyjny punkt widzenia przedstawia sie nastepujaco: jezeli
mata hydrofobowa czasteczka dostanie sie do wody, to aby unikna¢ sytuacji, w
ktérej dojdzie do zmniejszenia liczby tworzonych przez wode wigzan
wodorowych, czasteczki ustawiajg sie wokél molekuty substancji
rozpuszczonej, tworzac rodzaj klatki (woda staje sie zatem bardziej
ustrukturyzowana, podobna do lodu), przez co zmniejsza sie entropia. Jezeli
dwie molekuty hydrofobowe zetkng sie razem, to cze$¢ bardziej
ustrukturyzowanej wody zostanie uwolniona, poniewaz objeto$¢ warstwy
hydratacyjnej dwoéch czasteczek w bliskim kontakcie bedzie mniejsza niz
objeto$¢ dwoch warstw wokét dwoéch rozdzielonych czasteczkami wody
molekut.

Nowsze badania nie wspieraja pogladu na szczegdlnie znaczace
uporzadkowanie czasteczek wody w sasiedztwie czasteczki hydrofobowej w
poréwnaniu z woda czysta. Cho¢ mozna méwi¢ o preferencji w ustawianiu
wigzan O-H stycznie do powierzchni rozpuszczonej molekuty, to niekoniecznie
$Swiadczy to o wiekszym uporzadkowaniu, bo w wodzie czystej wystepuja takze
preferencje orientacyjne sasiednich czasteczek wzgledem siebie (89). Finney et
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al. (155) sktaniaja sie do twierdzenia, ze efekt hydrofobowy widoczny jest raczej
w drugiej (a nie w pierwszej) warstwie hydratacyjnej w postaci jej Scie$nienia i
wiekszego uporzadkowania czasteczek (efekt taki zaobserwowano na przyktad
dla t-butanolu). Na przekér hipotezie goér lodowych staja tez wyniki
eksperymentéw $wiadczace o istnieniu w otoczkach solwatacyjnych
hydrofobowych grup wigzan O-H czasteczek wody niezaangazowanych w
tworzenie wigzania wodorowego (157,158), ktére moga pozostawac takimi
dtuzej niz w czystej wodzie (158).

Kierunkowos$cig wigzan wodorowych Xu i Dill (159) wyjasniaja zmiany
entropii solwatacji niepolarnych czasteczek z temperaturg. W wysokiej
temperaturze przesuniecie hydrofobowej czasteczki do wody prowadzi do
wzrostu entropii (Rys. 3.47), a w zimnej do jej spadku. Najwyrazniej w zimnej
wodzie swoboda orientacji czasteczki wody jest bardziej ograniczana przez
wprowadzong czasteczke hydrofobowa niz przez inne czasteczki wody. W
wodzie goracej musi by¢ zatem bardziej ograniczana przez czasteczki wody niz
przez czasteczke hydrofobowa. Zimna woda ma tendencje do tworzenia duzej
liczby wigzan wodorowych (kosztem spadku entropii), a goraca do ich zrywania
(dzieki czemu entropia ros$nie). Czasteczka hydrofobowej substancji
rozpuszczonej nie moze stuzy¢ za partnera do utworzenia wigzania. Dlatego,
wypierajac czes¢ czasteczek wody z otoczki hydratacyjnej wody solwatacyjnej,
w wodzie zimnej bedzie zmniejszata przylegtej czasteczce wody swobode
tworzenia wigzania z innymi czasteczkami wody i wymiany partnera, natomiast
w wodzie goracej bedzie zmniejszata liczbe sgsiadujgcych czasteczek wody
ograniczajacych jej swobode silnymi oddzialywaniami. W ogélnym przypadku
roztworu sktadajacego sie z rozpuszczalnika o silnych oddziatywaniach
miedzyczasteczkowych i substancji rozpuszczonej stabo oddziatujacej z
rozpuszczalnikiem, wprowadzenie substancji rozpuszczonej uwalnia cze$ciowo
rozpuszczalnik od ograniczen, u ktérych podioza leza inne jego czasteczki.
Entropia solwatacji jest dodatnia. Jednakze kiedy oddziatywania pomiedzy
czasteczkami rozpuszczalnika sg kierunkowe, rozpuszczalnik moze zawrzeé
czasteczke substancji rozpuszczonej w swojej strukturze prawie nie
zmniejszajac wzajemnych oddziatywan dzieki przyjeciu pewnych orientacji.
Entropia solwatacji jest ujemna. Poniewaz w wysokich temperaturach znaczenie
kierunkowosci oddziatywan maleje, entropia solwatacji staje sie dodatnia, jak w
przypadku rozpuszczalnika nie oddziatujagcego w sposéb kierunkowy.

Madan i Sharp (160) na podstawie rozktadu wartosci kata wigzania
wodorowego stwierdzili znaczny wzrost uporzadkowania rozpuszczalnika w
warstwie solwatacyjnej. Wedtug Rashke i Levitta (161) czasteczki wody z
pierwszej warstwy solwatacyjnej maja silnie rozwinieta strukture wigzan
wodorowych, ale pierwsza i druga otoczka solwatacyjna tgcza sie stosunkowo
stabo. W pracy tej, dotyczacej solwatacji benzenu i cykloheksanu, autorzy
stwierdzaja wystepowanie wyraznych preferencji orientacyjnych w warstwie
solwatacyjnej benzenu, ale stabszych w warstwie solwatacyjnej cykloheksanu.
Wokét cykloheksanu i przy zewnetrznym obwodzie benzenu mamy do
czynienia z tendencja orientowania jednego z wigzan O-H w przyblizeniu
stycznie do powierzchni czasteczki hydrofobowej, aby nie straci¢ mozliwosci
wigzania sie wigzaniami wodorowymi z pozostatymi czasteczkami wody.

80



3. Przeglqd literatury

Natomiast inaczej orientuja sie czasteczki oddziatujace z powierzchnig
pierScienia aromatycznego. Uwidacznia to role oddzialywan pomiedzy woda a
czasteczky substancji rozpuszczonej w ksztattowaniu zachowania sie wody
solwatacyjnej.

W pracy Rezusa i Bakkera (162) znajdujemy sugestie, iz grupe
metylowa otaczaja cztery w wysokim stopniu immobilizowane wigzania O-H
czasteczki wody. Jest to rezultat wspierajacy teorie gor lodowych nie ze
strukturalnego, ale z dynamicznego punktu widzenia. Silvestrelli (163) nie
zgadza sie jednak z tymi wnioskami piszac, iz hydrofobowe grupy zmniejszaja
nieco ruchliwo$¢ wielu czasteczek wody w swym sasiedztwie, a nie bardzo
znacznie i tylko kilku najblizszych grupie metylowej. Z wynikami Rezusa i
Bakkera polemizujg takze Laage et at. (164), ktérzy obserwowali umiarkowane
spowolnienie rotacji czasteczek wody przy powierzchni grupy hydrofobowej i
przypisali je utrudnionemu procesowi wymiany partneréw wigzan
wodorowych w wyniku zmniejszenia sie liczby najblizszych sasiadéw czasteczki
wody znajdujacej sie w otoczce solwatacyjnej. Mechanizm spowalniania
dynamiki wigzan wodorowych dyskutuja Bakulin et al. (165). Wedtug nich,
czasteczka hydrofobowa, dla ktdrej czasteczki wody tworza miejsce w sieci
wigzan wodorowych, utrudnia swojg obecnosScia wyksztalcenie sie
rozwidlonego wigzania wodorowego, taczacego donor z dwoma akceptorami
jednoczes$nie, a taka struktura tworzy sie, kiedy czasteczka wody wymienia
partnera wigzania, co powigzane jest z jej rotacja. Zagadnieniem dynamiki wody
sasiadujacej z czasteczkami hydrofobowymi zajmowali sie takze Qvist i Halle
(166). Ich zdaniem woda ta mniej przypomina 14d niz woda czysta. Wskazuja
tez, ze o ile pozbawienie czgsteczki wody czesci potencjalnych partneréw do
tworzenia wigzania wodorowego powoduje spowolnienie rotacji, to usuniecie
wszystkich znacznie rotacje przyspieszy. Zaobserwowali ponadto, Ze ponizej
237 K woda w otoczkach solwatacyjnych rotuje nawet szybciej niz woda czysta.
Ttumaczg to tym, ze struktura wody solwatacyjnej zmienia sie w wyniku
obnizania temperatury mniej niz struktura wody czystej z powodu
geometrycznych  ograniczen zwigzanych z  obecnoScia powierzchni
hydrofobowej, co wptywa na wtasciwosci dynamiczne wody.

Co wiecej, sposob, w jaki efekt hydrofobowy manifestuje sie w wodzie,
zalezy od wielkoSci czastki stykajacej sie z woda (167) oraz od ksztattu jej
powierzchni (168). W przypadku nieduzej czasteczki hydrofobowej sie¢ wigzan
wodorowych obchodzi czasteczke dookota - liczba mozliwych utozen wigzan
jest mniejsza, ale ich liczba pozostaje generalnie taka sama (gtéwny wktad do
niekorzystnej entalpii swobodnej hydratacji to koszt entropowy, entalpia
swobodna jest proporcjonalna do objetosci). Jezeli natomiast mamy do
czynienia z wiekszymi powierzchniami, woéwczas nie wszystkie wigzania
wodorowe mogg istnie¢ w ich poblizu (koszt entalpowy, a entalpia swobodna
jest proporcjonalna do powierzchni). Granica wielkosci pomiedzy tymi dwoma
mechanizmami hydratacji to okoto 1 nanometr (153). W przypadku
oddzialywan z rozwinietymi powierzchniami wysunieto postulaty, Zze moze
dochodzi¢ do czego$ w rodzaju wysychania przez utworzenie cienkiej warstwy
,pary” na granicy (89,169). Warstwa ta charakteryzuje sie wystepowaniem
fluktuacji gestosci wody (170). Czasteczki wody odsuwaja sie od powierzchni
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hydrofobowych (171,172), a odlegto$¢ pomiedzy powierzchnig hydrofobowsg a
wodg solwatacyjng zalezy od sily oddzialywan przyciagajacych pomiedzy
czastka rozpuszczong i woda (171). W przypadku dwoéch hydrofobowych
powierzchni, moze dochodzi¢ do zmniejszenia gesto$ci wody pomiedzy nimi,
czego skrajnym przypadkiem jest calkowite wysuszenie tego obszaru (173).
Proces tworzenia sie pary i ucieczki czasteczek wody spomiedzy
hydrofobowych powierzchni zalezy od temperatury i ci$nienia (174).

Chandler (175) wskazuje, Ze w temperaturze pokojowej i pod
ci$nieniem atmosferycznym ciekta woda i para wodna prawie wspétistniejg
(wystepuje niewielka réznica potencjatu pomiedzy tymi fazami), dzieki czemu
powierzchnia hydrofobowa jest w stanie wywota¢ powstanie przypominajacej
pare powierzchni granicznej. Agregacja czastek hydrofobowych w wieksze
skupiska powoduje zmiany w charakterze ich oddzialywan z wodg. Ciecze sa
prawie niesScisliwe i w zasadzie nie wystepuja w nich fluktuacje gestosci
potrzebne do tego, aby uformowac pustg przestrzen zdolng przyja¢ czasteczke
substancji rozpuszczonej (zwlaszcza w wodzie, ktorej czasteczki sg bardzo
mate). Ta niesprzyjajaca okoliczno$¢ moze zostaé¢ skompensowana przez bardzo
silne oddzialywania rozpuszczalnika z czasteczka substancji rozpuszczonej,
zdolne konkurowac¢ z wigzaniami wodorowymi pomiedzy sama wodg, ale
takowe nie wystepuja w przypadku substancji hydrofobowych. Jezeli czasteczki
zbiorg sie w odpowiednio duze skupisko, reorganizacja struktury
rozpuszczalnika bedzie mniej kosztowna z punktu widzenia entalpii swobodne;.

3.3.2. Rola wody w formowaniu i utrzymaniu struktury
przestrzennej bialek

Przeprowadzono wiele eksperymentéw, ktére pokazaty, ze sekwencja
aminokwasowa okre$la budowe przestrzenng biatka, a prawidtowa budowa
przestrzenna odpowiada za funkcjonalno$é, przy czym wiasciwe utozenie
tanicucha polipeptydowego moze zostaé osiggniete w odpowiednim $rodowisku.
Zwijanie sie biatka to wynik ztoZonych oddziatywan, w ktére czasteczki wody s3
silnie zaangazowane.

Rola wody jako rozpuszczalnika w procesie formowania drugo- i
trzeciorzedowej struktury polimeréw aminokwasowych jest od wielu lat
przedmiotem intensywnych badan. Wiadomo, Ze chcac uzyska¢ realistyczng
(tzn. mozliwg do zaadaptowania do naturalnie wystepujacych warunkéw)
symulacje zwijania sie peptydu, nie powinno sie stosowa¢ podej$cia zwanego
implicit solwent, ktére udaje obecno$¢ rozpuszczalnika w postaci potencjatu
$rednich sit, ani tym bardziej przeprowadzaé obliczen w prézni, ale uwzglednié¢
czasteczki rozpuszczalnika w sposob jawny (ang. explicit solwent) (176).
Znaczenie obecnosci czasteczek wody podkresla fakt, Zze aby biatko globularne
pelnito swoja funkcje, musi zosta¢ osiggniety pewien Kkrytyczny poziom
hydratacji (okoto 0,40 grama wody na gram biatka) (146).

Bogactwo struktur przestrzennych, jakie obserwujemy w przypadku
biatek, jest bardzo duze. Dwadzie$cia podstawowych aminokwaséw moze
wystepowaé w réznej kolejnosci i w réznych ilo$ciach w kazdym tancuchu, co w
potaczeniu ze znaczng gietkoscia tancucha peptydowego pozwala na otrzymanie
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niezliczonej mnogosci struktur, réznigcych sie zaréwno sktadem (liczba i
rodzajem aminokwaséw) jak i konformacja (sposobem przestrzennego utozenia
tanicucha). Stabilno$¢ czasteczki biatka to wynik oddzialywan pomiedzy
aminokwasami je tworzacymi oraz pomiedzy tymi aminokwasami a woda
(pomijajac dodatkowe czynniki takie jak oddziatywania z innymi czgsteczkami,
jonami metali itp.). Oddzialywania te w swej istocie maja podtoze
elektrostatyczne, zwyczajowo dzielimy je na: oddzialywania van der Waalsa
(zawsze obecne), oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy grupami
natadowanymi (mostki solne) lub obdarzonymi trwaltym momentem
dipolowym (w tym wigzania wodorowe), oddziatywania hydrofobowe oraz
mostki disiarczkowe (bedace wigzaniami kowalencyjnymi). Przy braku
mostkow disiarczkowych, decydujaca role w utrzymaniu struktury biatka
odgrywa roéznica w sile oddziatywan aminokwaséw miedzy sobg a
aminokwasow z wodg, ktéra jest raczej mata dla oddziatywan van der Waalsa,
ale moze by¢ znaczaca w pozostatych przypadkach.

Podczas zwijania makromolekuty biatkowej dochodzi do zmniejszenia
powierzchni biatka oddziatujacej z woda. Proces tworzenia sie zorganizowanej
struktury biatka czesto probuje sie wyjasni¢ z punktu widzenia oddziatywan
hydrofobowych.

Uwaza sie, ze maja one duzy udziat w zwijaniu sie biatek, bedac silg
napedowa tworzenia ,kompaktowej” struktury, a wigzania wodorowe
przyczyniaja sie do utworzenia i stabilizacji specyficznej konformacji typu helisy
czy B-kartki. Bioragc pod uwage rodzaj oddziatywan, w jakich aminokwasy moga
uczestniczy¢, podzielono je na dwie grupy: hydrofilowe (polarne) i hydrofobowe
(niepolarne). tLancuchy boczne aminokwaséw zwanych polarnymi moga
tworzy¢ mostki solne lub wigzania wodorowe, poniewaz obdarzone sa
zjonizowang lub posiadajagcg trwaly moment dipolowy grupa funkcyjna.
Aminokwasy zwane niepolarnymi posiadaja tancuch boczny niezdolny do tego
rodzaju oddziatywan.

Zwijanie sie biatek wyjasnione na gruncie teorii oddzialywan
hydrofobowych zaktada, ze aminokwasy hydrofobowe (alanina, walina, leucyna,
izoleucyna, fenyloalanina, metionina) powodujg niekorzystne entropowo
uporzadkowanie czgsteczek wody, ktore nie potrafig utworzy¢ z nimi wigzan
wodorowych, a zatem preferowane jest ich zgrupowanie wewnatrz biatka. W
ten sposob formuje sie hydrofobowy rdzen i wystawiona na dziatanie wody
powierzchnia, tworzona przez aminokwasy o natadowanych lub polarnych
tancuchach bocznych. Trzeba jednak powiedzie¢, ze zaréwno powierzchnia
biatek jak i wnetrze biatka sg przewaznie utworzone przez aminokwasy o
réznym charakterze chemicznym: $rednio 83% niepolarnych aminokwaséw
znajduje sie we wnetrzu czasteczki biatka, ale takze 63% polarnych i 54%
natadowanych (89). Niektérzy argumentujg, ze fatldowaniu biatek sprzyja raczej
oddzialywanie wody z hydrofilowymi resztami, gdzie mozemy zaobserwowac
zysk entalpowy w postaci silnych wigzan wodorowych (mimo kosztu
entropowego, gdyz czasteczki wody beda przytrzymywane na powierzchni)
(89).

Zwijanie sie biatka oznacza duzy spadek entropii konformacyjnej
czasteczki. Harano i Kinoshita (177) zadali pytanie, jaki czynnik moze
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skompensowac ten spadek, dajac w rezultacie ujemnag warto$¢ entalpii
swobodnej procesu. Jako modelu wuzyli uktadu sktadajacego sie =z
rozpuszczalnika w postaci twardych kul, a biatka/peptydy modelowane byty w
postaci potaczonych twardych kul, oddajacych ksztalt szkieletu i tancuchéw
bocznych. Argumentowali, ze efekt hydrofobowy w przypadku biatek dziata
znacznie mniej efektywnie niz dla np. miceli, jako ze schowanie we wnetrzu
czasteczki biatka aminokwaséw niepolarnych wiaze sie tez czesto z usunieciem
ze Srodowiska wodnego aminokwas6w polarnych. Z drugiej strony obecno$¢
grup polarnych we wnetrzu biatka moze bardziej przyczyniac sie do utrzymania
jego stabilno$ci niz w przypadku grup hydrofobowych poprzez tworzenie
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych i mostkéw solnych (przy czym
wymaga to najpierw ich dehydratacji). Autorzy argumentuja, ze jezeli liczba
aminokwaséw jest wystarczajaco duza, to kompensowaé spadek entropii
konformacyjnej tancucha polipeptydowego w najwiekszym stopniu moze zysk
entropii translacyjnej wody. Zatem duze czasteczki zwijaja sie, by zwiekszy¢
entropie translacyjng rozpuszczalnika - wody. Wséréd badanych konformacji,
entropia translacyjna rozpuszczalnika dla konformacji natywnej okazata sie
najwieksza. Zdarzato sie, ze istniaty konformacje biatkowe o korzystniejszej
(nizszej) energii oddziatywan wewnatrzczasteczkowych niz natywna, ale zadna
z nich nie data wiekszego niz ona zysku entropii translacyjne;j.

Aminokwasowy sktad biatek zostat w procesie ewolucji tak dobrany, by
zapewni¢ odpowiednie zwiniecie w przeznaczonym dla nich miejscu dziatania w
komérce. Wida¢ to wyraznie, gdy poréwna sie powierzchnie biatek
wystepujacych w  postaci rozpuszczonej w cytoplazmie z biatkami
transbtonowymi, ktére posiadaja na swej przecinajacej blone komoérkowa
powierzchni  wyrazne  zgrupowania aminokwaséw o  charakterze
hydrofobowym. Zmiana warunkéw $rodowiska, ktéra skutkuje zmiang
charakteru oddzialywan stabilizujacych strukture biatka, ma natychmiastowy
wplyw na jego aktywnos$¢ biologiczna. Szczeg6lnie tatwo mozna zaobserwowac
ten efekt w przypadku enzymdw, kiedy manipulacja sitg jonowa roztworu, pH,
temperaturg, ci$nieniem itd. odbija sie na ich aktywnos$ci katalityczne;j.
Spektakularnym  zobrazowaniem  skutkéw, jakie przynosi  zmiana
rozpuszczalnika, jest denaturacja pod wpltywem etanolu lub innych
rozpuszczalnikéw organicznych. Zaburzajg one struktury 1V-, IlI- a takze II-
rzedowe, znaczaco zmieniajgc sktonnosci aminokwaséw do tworzenia réznego
rodzaju konstrukcji w postaci helis, harmonijek, zwrotow.

Na podstawie analizy biatek o znanej budowie przestrzennej, udato sie
ustali¢ wzgledny udziat poszczegélnych reszt aminokwasowych w
najwazniejszych  strukturach drugorzedowych. Jednak przewidywanie
konformacji na podstawie sekwencji tylko w 70% jest uwienczone sukcesem.
Metody statystyczne us$redniaja réznorodne Srodowiska, w jakich znajduje sie
okreslony aminokwas, a sa one odmienne w réznych miejscach tej samej
czasteczki i majg duzy wptyw na lokalne strukturalne preferencje.

Czasteczki wody znajdowane s3g nie tylko na powierzchni biatka, ale
takze nierzadko w glebi struktury, stanowigc tym samym jej integralny element.
Pewna cze$¢ czasteczek wody pozostaje w charakterystycznych miejscach
czasteczek biatka nawet po przeniesieniu ich do rozpuszczalnika organicznego
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lub w prézni czy w wysuszonym proszku (stanowigc okoto 10% ,suchej” masy)
(89).

Wewnetrzne czasteczki wody unikajg zwykle miejsc w poblizu struktur
drugorzedowych typu a-helis i 3-kartek, preferujac fragmenty, w ktérych atomy
szkieletu nie sg zaangazowane w wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe
(147). Jezeli czasteczki takie moga utworzy¢ stabilne wigzania wodorowe,
wtedy stabilizowane sg entalpowo. Zdarza sie tez, Ze czasteczki wody obecne s3
w zaglebieniach o charakterze hydrofobowym. Wéwczas mozemy mie¢ do
czynienia z sytuacja, ze przestrzen dostepna dla pojedynczej czasteczki bedzie
wieksza niz w przypadku roztworu na zewnatrz i odnotujemy zysk entropowy
(147).

3.3.3. Dynamika wody solwatacyjnej

Powierzchnia biatka jest dynamiczna i moze sie w zauwazalnym
stopniu zmienia¢. Zwigzane to jest z ruchami rotacyjnymi i translacyjnymi
otaczajacej je wody. Zmiany strukturalne biatka sprzezone sa z
przegrupowaniami czasteczek w warstwie solwatacyjnej. Zaré6wno obnizenie
temperatury $rodowiska, jak i dehydratacja, moga znaczaco spowolnié
dynamike biatka (146).

Pokazano eksperymentalnie i z zastosowaniem symulacji, ze ruchliwos¢
czasteczek rozpuszczalnika znajdujacych sie w pierwszej warstwie
hydratacyjnej jest w jaki$§ sposdb ograniczona. Czasteczki te wykazuja zwykle
zwolnione ruchy translacyjne i rotacyjne (147). Jest to efekt podobny do
obnizenia temperatury wody. Nadajac otaczajacej wodzie pseudoszklisty
charakter, biatka moga zapobiega¢ jej krystalizacji w niskich temperaturach
(1,89). Nie istnieje jednak jedna uniwersalna stata czasowa opisujgca to
zjawisko, bowiem woda w sasiedztwie biatka moze zachowywa¢ sie w rézny
spos6b: od stanu, w ktéorym pozostaje silnie zwigzana i co za tym idzie
unieruchomiona, do ruchliwej (146).

W drugiej otoczce solwatacyjnej ruchy rotacyjne zwykle przypominajg
juz te w czystej wodzie, translacyjne za§ moga by¢ ciggle nieco opdZnione.
Odnotowano tez ciekawy efekt polegajacy na tym, zZe jezeli rozlozymy
wspétczynnik dyfuzji na dwie skladowe, réwnolegla i prostopadla do
powierzchni peptydu, to prostopadia jest wolniejsza, a réwnolegta szybsza
(146).

Ruchy rotacyjne i translacyjne, poza tym, ze sa zwykle wolniejsze,
wykazuja dodatkowo inng zalezno$¢ od czasu niz w wodzie czystej. Na przyktad
zaobserwowano, Ze zastosowanie wzoru Einsteina (rozdz. 4.4) do obliczen
wspétczynnikéw dyfuzji w roztworach biatkowych moze prowadzi¢ do
niepoprawnych, zaleznych od czasu warto$ci wspoétczynnika dyfuzji, poniewaz
kwadrat Sredniego przesuniecia niekoniecznie bedzie liniowa funkcja czasu.
Czasteczki migrujg po heterogenicznej powierzchni i moga doswiadczaé
réznych oddziatywan, co zaburza oczekiwany (gaussowski) rozktad potozen po
czasie (146).

Ze wzgledu na heterogeniczna powierzchnie biatka, woda w jego
sasiedztwie moze zachowywaé sie w rézny sposdéb: od stanu, w ktérym

85



3. Przeglqd literatury

pozostaje silnie zwigzana i co za tym idzie - unieruchomiona, do ruchliwej (146).
W zalezno$ci od miejscowych potrzeb, czasteczki w sasiedztwie pewnych
region6w na powierzchni biatka mogg by¢ silnie przytrzymywane, a w innych
miejscach bardziej ruchliwe. Najcze$ciej obserwuje sie wymiane czasteczek
wody pomiedzy warstwa solwatacyjng i woda spoza warstwy solwatacyjnej, a w
drugiej kolejnosci moga wystepowaé wymiany czasteczek pomiedzy réznymi
fragmentami warstwy solwatacyjnej tego samego biatka (178).

To zréznicowanie zachowania wody przypisuje sie ztozonej budowie
geometrycznej powierzchni biatka, ktéra do pewnego stopnia mozna traktowac
jak fraktal, lub tez efektom energetycznym - zr6znicowanej chemicznie
powierzchni i istnieniu wielu réznych miniméw energetycznych.

Na spowolnienie dyfuzji wody w otoczce solwatacyjnej przede
wszystkim wptywa to, Ze w s3siedztwie znajduje sie mniej ruchliwa czasteczka
biatka. Aby zaszta dyfuzja translacyjna, czasteczka wody musi znalez¢ sobie
nowe miejsce, zwolnione uprzednio przez inne czasteczki wody lub atomy
biatka, a atomy biatka beda ustepowaly miejsca mniej chetnie. Ponadto do
spowolnienia ruchdw mogg sie przyczyni¢ silne oddziatywania elektrostatyczne
z biatkiem, w tym wigzania wodorowe. Nie nalezy tez pomija¢ wigzan
wodorowych pomiedzy samymi czasteczkami wody. Wedtug Pizzutti'ego et al
(179), czasteczka biatka opleciona jest strukturg przypominajaca duza sie¢,
tworzong przez potaczone wigzaniami wodorowymi czgsteczki wody. Jak
pokazuje ich praca, kiedy powierzchnia biatka posiada miejsca, do ktérych moze
przytaczac sie czasteczka wody (polarne/obdarzone tadunkiem), to sie¢ wigzan
wodorowych powierzchniowej wody rozcigga sie po catej powierzchni biatka,
powstrzymujac dyfuzje. Sie¢ ta jest elastyczna iprzegrupowuje sie wraz z
ruchami biatka bez drastycznego rozrywania.

W celu okre$lenia, ktéry z mechanizméw powstrzymywania dyfuzji
odgrywa gtéwna role, Pizzitutti et al. (179) przeprowadzili symulacje czasteczki
lizozymu w wodzie w trzech postaciach: ruchomej czasteczki, unieruchomionej
czasteczki oraz unieruchomionej czasteczki pozbawionej zdolnosci
elektrostatycznego oddziatywania z rozpuszczalnikiem (w celu zbadania
wplywu geometrii, bez uwzgledniania wpltywu polarnych reszt). Zajmowali sie
oni co prawda otoczka solwatacyjng biatka jako catoscia, ale sformutowali kilka
wnioskow, Kktére mozna odnie$¢ takze do analizy roéznic pomiedzy
wlasciwo$ciami wody w otoczeniu wybranych fragmentéw powierzchni
makromolekuty. Stwierdzili, Ze w przypadku nieruchomego biatka w postaci
,haturalnej”, oba efekty (topologia i energia oddzialywania z powierzchnig
biatka) przyczynialy sie do zwolnienia ruchéw dyfuzyjnych czasteczki wody. Po
zezwoleniu czasteczce biatka na ruch, nastgpito przyspieszenie dynamiki
czasteczek wody, ale ciagle byta ona zwolniona w poréwnaniu z wodga czysta.
Ruchy rotacyjne w przypadku nieruchomej czasteczki rowniez byty wolniejsze
(wedtug autoréw z powodu wiekszej energii aktywacji przejscia ze stanu
zwigzanego z powierzchnia biatka do niezwigzanego). W przypadku
unieruchomionego biatka pozbawionego zdolnosci oddziatywan
elektrostatycznych, ruchy dyfuzyjne (translacyjne i rotacyjne) czasteczek wody
byty szybsze niz w przypadku biatka nieruchomego z normalnym tadunkiem.
Wykres kwadratu $redniego przesuniecia wody w funkcji czasu byt
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poréwnywalny ze zwyklym, poruszajacym sie biatkiem, co pokazuje duzy
wplyw geometrii na zachowanie sie rozpuszczalnika. Natomiast na ruchy
rotacyjne wplyw wydaje sie mie¢ tylko czynnik energetyczny. Kiedy wytaczono
oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy woda a biatkiem, czasteczki wody
wykazywaly nawet szybsze ruchy rotacyjne niz w czystej wodzie.

Podobne pytanie - co determinuje czas rezydencji czasteczek wody w
okreslonym miejscu biatka: czy jest to charakter chemiczny aminokwasdéw, czy
liczba wigzan wodorowych, jakie moga sie tworzy¢ w danym miejscu z
czasteczky biatka, czy geometria okre§lonego miejsca - postawili Makarov et al
(180). Przeprowadzili symulacje i zbadali czasy rezydencji czasteczek wody w
wybranych miejscach mioglobiny. Zaobserwowali, Ze ruch czasteczek moze by¢
zwolniony w stosunku do wody czystej, ale tylko te czgsteczki znajdujgce sie w
zaglebieniach i bruzdach wykazuja wyjatkowo dtugie czasy rezydencji.
Czasteczki potozone w s3gsiedztwie wypuklych czesci biatka charakteryzowaty
sie wieksza mobilno$cia. Gtéwng role odgrywata zatem geometria, a nie
hydrofobowo$¢ czy wigzania wodorowe - one tez mogg modyfikowa¢ dynamike
wody, ale nie az na tak duza skale czasowa, w zwigzku z czym wedtug autoréw
wzglednie najwiekszy wptyw beda wywieraly w miejscach odstonietych.

Dyskutujac wptyw rodzaju aminokwaséw na wtasciwosci dynamiczne
otaczajacej wody wskazuje sie, iz czasy rezydencji czasteczek wody przy
aminokwasach o tancuchach bocznych hydrofilowych (w tym obdarzonych
tadunkiem) i hydrofobowych uktadaja sie generalnie w nastepujacy szereg
(146):

Tnatadowane 2 Tpolarne > Tniepolarne & Twoda czysta

Zmniejszenie sie ruchliwosci czasteczek wody znajdujacych sie przy
polarnych/obdarzonych tadunkiem resztach aminokwasowych tlumaczy sie
tym, ze z niektérymi aminokwasami woda potrafi tworzy¢ silne wigzania
wodorowe, o dluzszym czasie Zzycia niz czas Zzycia wigzan pomiedzy
czasteczkami wody. Dodatnio natadowane aminokwasy tworza silniejsze i
trwalsze wigzania niz ujemnie natadowane (64). Wyznaczone przy uzyciu
symulacji czasy zycia wigzania wodorowego pomiedzy biatkiem a woda
mieszcza sie w szerokim przedziale 0,5-50 ps lub nawet wiecej (146).

Henchman i McCammon (178) wskazuja na trudno$ci w okre$laniu
wplywu charakteru chemicznego reszt aminokwasowych na ruchliwo$¢ wody,
wynikajgce z paru powodoéw. Po pierwsze dystrybucja aminokwaséw w biatku
jest niejednorodna - wyeksponowanych na powierzchni jest wiecej polarnych, a
schowanych w zagtebieniach jest wiecej hydrofobowych. Po drugie czasteczki
wody solwatacyjnej sgsiadujg jednoczes$nie z wieloma aminokwasami o réznym
charakterze chemicznym, z ktérych kazdy moze wptywac na ich zachowanie.
Ponadto aminokwasy moga by¢ mniej lub bardziej mobilne, niezaleznie od
charakteru chemicznego.

Z tych wszystkich powoddw najlepiej rozpatrywac¢ wiasciwosci
motoryczne wody jako ceche lokalng przy pewnym wybranym obszarze biatka,
jako ze jego powierzchnia jest tak réznorodna (178).

Zwolnionym ruchom dyfuzyjnym towarzyszy zwolniona kinetyka
tworzenia i rozrywania wigzan miedzy samymi czasteczkami wody w pierwszej
warstwie solwatacyjnej polipeptydu w poréwnaniu z wodg czysta. Czas zycia
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wigzania wodorowego wody w otoczce solwatacyjnej moze by¢ dtuzszy niz w
czystej wodzie (64). Moze sie réwniez wydtuzy¢ okres szybkiego spadku liczby
wigzan na skutek ruchéw wibracyjnych i wahadtowych z powodu ich
zwolnienia. Szybko$¢ zrywania wigzan wodorowych pomiedzy czasteczkami
wody dla czasteczek, ktére sa zwigzane wigzaniem wodorowym z biatkiem
(gtéwnie w poblizu reszt hydrofilowych) jest mniejsza niz dla pozostatych
réwniez obecnych w warstwie solwatacyjnej, ale niezwigzanych z biatkiem
(gtéwnie w poblizu reszt hydrofobowych). Sie¢ wigzan wodorowych obejmujaca
biatko jest szczegdlnie stabilna przy hydrofilowych tatkach, gdzie na jej
utrwalenie wptywajg oddziatywania elektrostatyczne (181). W pracy Jana et al.
(181) ustalono, ze mechanizm rozrywania sie i tworzenia nowych wigzan
wodorowych w otoczce solwatacyjnej lizozymu moze by¢ nieco odmienny w
sgsiedztwie hydrofilowych i hydrofobowych reszt aminokwasowych. Praca byta
oparta na oméwionym wyzej modelu rearanzacji wigzan wodorowych Laage i
Hynes’a (92). W warstwie solwatacyjnej autorzy wyréznili trzy mechanizmy
tworzenia i rozrywania wigzan:

e Obie czasteczki - stary i nowy akceptor wigzania pochodza z
pierwszej warstwy solwatacyjnej donora wigzania i pozostajg tam
po wymianie partneréw wigzania. Ten mechanizm przewaza w
warstwie solwatacyjnej (okoto 80% wszystkich zdarzenn wymiany
wigzania wodorowego). Jest on konsekwencjg istnienia sieci wigzan
oplatajacej biatko, ktéra utrudnia zaréwno oddalenie sie czasteczki
jak i zblizenie sie nowej, co w kazdym przypadku wymagatoby
znacznego przeorganizowania struktury.

e Nowy akceptor wigzania przychodzi z drugiej warstwy
solwatacyjnej donora wigzania, ale stary pozostaje w pierwszej
warstwie solwatacyjnej po wymianie wigzania.

e Oba akceptory wigzania pochodza z pierwszej warstwy
solwatacyjnej donora wigzania, ale stary opuszcza ja po wymianie
wigzania.

Przeskok o znaczny kat jest wspolny dla wszystkich opisywanych
mechanizméw. Z trzech mechanizméw rozrywania i tworzenia wigzan, pierwszy
dotyczy bardziej wody w poblizu miejsc o charakterze hydrofilowym, a drugi i
trzeci bardziej otoczenia miejsc hydrofobowych.

To, czy woda na powierzchni jest bardziej czy mniej ruchliwa, moze
zaleze¢ nie tylko od charakteru chemicznego aminokwaséw, ale tez od tego, czy
posiadajg one ruchliwe fancuchy boczne (182).

Czasteczki wody szczegélnie wazne dla utrzymania prawidtowe;j
struktury biatka mogg by¢ mocno przytrzymywane przez biatko i tym samym w
znacznym stopniu unieruchomione. Przy czym, jak pokazuja rezultaty dynamiki
molekularnej pewnego biatka zaliczanego do prionéw (183), efekt ten dziata w
dwie strony: na przyktad reszty aminokwasowe potaczone mostkiem wodnym
sg réwniez przytrzymywane i zachowuja swoje wlasciwe potozenie, natomiast
usuniecie tej czasteczki spowoduje, Ze lokalna struktura biatka stanie sie
bardziej niestabilna.

Zhang et al. (184) eksperymentalnie, z uzyciem sondy tryptofanowe;j,
badali otoczke solwatacyjng mioglobiny. Zaobserwowali, ze dynamika odznacza
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sie dwoma charakterystycznymi odcinkami czasowymi, jednym rzedu kilku (1-
8), a drugim rzedu kilkudziesieciu-kilkuset (20-200) pikosekund. Dynamika w
krétszej i dtuzszej skali czasowej okazata sie by¢ powigzana z lokalnymi
wtlasciwosciami biatka. Krétszy czas odpowiada miejscowym ruchom czasteczki
wody, gléwnie wahadtowym i rotacyjnym i skorelowany jest z miejscowymi
oddziatywaniami elektrostatycznymi z biatkiem a takze z jego struktura, na
przyktad czasteczki obok odstonietych petli sa bardziej ruchliwe. W diuzszej
skali czasowej zachodzi kolektywne przegrupowanie sieci czasteczek wody,
sprzezone z lokalnymi ruchami czasteczki biatka i powigzane z wymiang
niektérych czasteczek wody w warstwie solwatacyjnej. Gtdéwnymi czynnikami
odpowiadajacymi za szybko$¢ tego zjawiska sg lokalna sztywno$¢ struktury
biatka oraz wystepowanie w poblizu silnie natadowanych aminokwaséw
(zarowno sztywna struktura jak i duzy miejscowy tadunek opdzniaja
przegrupowania czasteczek).

Jak pokazuje przypadek wtokna aktynowego i miozyny, woda w otoczce
solwatacyjnej biatek zwigzanych z transportem moze mie¢ wyjatkowe
wlasciwosci. Podczas gdy woda solwatacyjna biatek zwykle wykazuje zwolniong
dynamike, w sasiedztwie aktyny stwierdzono wystepowanie hipermobilnej
wody, ktorej objeto$¢ wzrasta po przytaczeniu do aktyny domeny motorycznej
miozyny (185). Autorzy tlumacza to tym, ze aktyna ma na powierzchni
natadowane ujemnie miejsca, ktére zaburzajg naturalng sie¢ wigzan
wodorowych i sprzyjaja zwiekszeniu ruchliwos$ci czasteczek. Przylaczenie
miozyny w jaki$ sposob poteguje ten efekt. Autorzy sugeruja, iz asymetryczny
rozktad lepkos$ci, jaki sie w tym przypadku pojawia, moze by¢ jednym z
czynnik6w umozliwiajgcych wydajng prace motoru i ulatwiajacym
przemieszczanie si¢ miozyny.

Wystepowanie ruchliwej wody w otoczce solwatacyjnej stwierdzono
niedawno z zastosowaniem metod dynamiki molekularnej w przypadku biatek
przeciwdziatajacych zamarzaniu ptynéw komdrkowych (1). W budowie tych
biatek wskaza¢ mozna trzy powierzchnie: powierzchnie o charakterze bardziej
hydrofobowym, wiazaca sie do lodu, oraz dwie powierzchnie o charakterze
hydrofilowym. Jak pokazaty symulacje w obniZonej temperaturze, w sgsiedztwie
powierzchni wigzacej sie z lodem woda wykazuje wieksze ustrukturyzowanie i
mniejszg ruchliwos¢ niz woda pozostata. Wedtug modelu zaproponowanego
przez autoréw, biatko, wigzac sie z lodem, nie pozbywa sie swojej otoczki
solwatacyjnej sgsiadujacej z powierzchnig skierowana ku powierzchni lodu, ale
zostaje ona wlaczona w Krysztalek lodu. Pozostale dwie powierzchnie
wyewoluowaty, aby zapobiec obudowaniu biatka lodem, co osiagaja, zaburzajac
strukture otaczajacej je wody. Czasteczki wody z pierwszej warstwy
solwatacyjnej wigza sie silnie do hydrofilowej powierzchni biatka i ich
ruchliwo$¢ jest ograniczona a struktura zaburzona. W nastepstwie powoduje to,
ze nie potrafig tworzy¢ silnych wigzan wodorowych z czgsteczkami wody z
kolejnej warstwy solwatacyjnej. Dzieki temu zwieksza ruchliwo$¢ tych
czasteczek.

Innym przyktadem powigzania funkcjonowania biatka w okreslonych
warunkach $rodowiska z wtasciwos$ciami wody solwatacyjnej moze by¢ enzym
a-chymotrypsyna (186). Jest ona enzymem proteolitycznym, dziatajacym w pH
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lekko zasadowym. Nieaktywnos$¢ enzymu w obnizonym pH jest powszechnie
wigzana ze sprotonowaniem triady katalitycznej, na ktorg sktadaja sie seryna,
histydyna i kwas asparaginowy, podczas gdy ogélna struktura oraz budowa
miejsca wigzacego substrat pozostajg niezmienione. Moze by¢ jednak jeszcze
dodatkowa przyczyna obnizenia aktywnos$ci enzymu w niskim pH. W pH
kwas$nym woda solwatacyjna wykazuje spowolniong dynamike w poréwnaniu z
pH bliskim obojetnego. W niskim pH nastepowalo sprotonowanie grup
aminowych w badanym przez autoréw miejscu biatka, co najprawdopodobniej
powodowato silniejsze oddzialywanie z czasteczkami wody. Silnie zwigzana
woda solwatacyjna moze utrudnia¢ funkcjonowanie enzymu, wptywaé na
szybko$¢ dehydratacji i proces wigzania substratu.

Zaangazowanie wody w prace enzymoéw, w tym motoréow
molekularnych, moze tez dotyczy¢ specyficznej solwatacji okolicy miejsc
aktywnych, ktéra wptywa na wigzanie substratéw. Bandyopadhyay et al. (64),
zauwazajac réznice w zachowaniu wody wokét trzech réznych helis biatka,
spekuluja, ze w s3siedztwie miejsca aktywnego woda moze by¢ bardziej
mobilna (i mniej ustrukturyzowana) niz w innych miejscach.

Symulacje komputerowe wody w miejscu aktywnym
acetylocholinesterazy (187) pokazaly, iz istniejg tam regiony, ktére sg otoczone
przez mobilne czasteczki wody, szczegélnie przy wejsciu do miejsca aktywnego
oraz w s3siedztwie rejonu wigzacego naturalny substrat - acetylocholine.
Bardziej ruchliwa i mniej ustrukturyzowana woda pozwala na szybsza dyfuzje
ligandu, a wymiana takiej niestabilnej wody na ligand moze by¢ dodatkowym
czynnikiem sprzyjajacym wigzaniu i utrwalajacym je. Powstawaniu ruchliwe;j
wody w miejscu aktywnym sprzyja¢é moze obecno$¢ aminokwaséw
hydrofobowych, z ktérymi czasteczki nie beda potrafity tworzyé wigzan
wodorowych oraz specyficzne ograniczenia geometryczne miejsca aktywnego,
utrudniajace im wigzanie sie réwniez miedzy soba. Jezeli miejsce takie zostanie
zajete przez ligand, to zwigzane to bedzie ze znacznym zyskiem entalpowym.

Powyzsze przyklady pokazuja, ze uprawnione jest stwierdzenie, zZe
biatko moze kontrolowaé¢ wtasciwosci wody w taki sposéb, aby przyniosto to
konkretne efekty i Ze czasem biatko nie dziala bezposrednio, ale za
posrednictwem wody solwatacyjnej.

3.34. Dynamika wewnetrznych ruchéw biatka i jej zwigzek z
ruchliwo$cia rozpuszczalnika

Zaréwno obniZenie temperatury Srodowiska, jak i dehydratacja, moga
prowadzi¢ do znaczacego spowolnienia dynamiki biatka (146). Uwaza sie, ze
dynamika wody solwatacyjnej i biatka stanowig pewna nierozerwalng catos¢
(89).

Wiasciwe funkcjonowanie biatka jest w niezliczonych przypadkach
$ciSle powigzane z przemieszczaniem sie atoméw biatka wzgledem siebie.
Dynamika czasteczki biatka charakteryzuje sie wystepowaniem réznorakich
ruchéw o skali czasowej od femtosekund do godzin (188). Dla wykonywania
przez biatko okre$lonych zadan jest ona nie mniej wazna od samej struktury
(189). Wsréd wewnetrznych ruchéw czasteczki biatka wyrézni¢ mozna lokalne
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wibracje grup atoméw powigzanych ze sobg wigzaniami, niewielkie
przemieszczenia fragmentéw czasteczki oraz duze zmiany konformacyjne. W
zalezno$ci od przeznaczenia biatka, dla wykonywania specyficznej funkcji
znaczenie moga mieé¢ zar6wno ruchy o matej amplitudzie i zachodzace w
stosunkowo krotkiej skali czasowej (pikosekundy, nanosekundy) jak i te
zachodzace w diuzszej skali czasowe;j.

Procesom modyfikowania ulozenia atoméw sprzyja tatwo$¢ zmian
katéw dwusciennych w taficuchu powigzanym wigzaniami peptydowymi oraz
wielo$¢ oddziatywan o charakterze niewigzacym pomiedzy aminokwasami oraz
pomiedzy aminokwasami i §rodowiskiem.

Wewnetrzne ruchy czasteczki biatka oczywiscie zalezg od temperatury.
Wskazuje sie na istnienie specyficznego przejScia dynamicznego biatka,
zwanego przejsciem szklistym, ktére wystepuje w temperaturze okoto 200 K i
jest zwiagzane z pojawieniem sie anharmonicznych ruchéw czasteczki (190).

Szczego6lng role w ksztattowaniu dynamiki biatka przypisuje sie wodzie.
Problem wzajemnego powigzania ruchéw biatka i wody jest intensywnie
badanym, lecz nie do konca rozstrzygnietym zagadnieniem. Vitkup et al. (191)
przeprowadzili serie symulacji, podczas ktérych termostatowali biatko i wode w
réznej temperaturze, 180 lub 300 K. Okazalo sie, ze symulacja z biatkiem
utrzymywanym w 180 K i woda w 300 K data w rezultacie poréwnywalne
fluktuacje atomdéw jak symulacja w przypadku ktdérej catos¢ uktadu byta
utrzymywana w 300 K. Z drugiej strony symulacja z biatkiem utrzymywanym w
temperaturze 300 K i wodag w 180 K data prawie takie same rezultaty jak
symulacja biatka i wody w temperaturze 180 K. Pomyst z wykorzystaniem
dwdch termostatow wykorzystany zostal réwniez w opublikowanej pdzniej
pracy (192), ktéra dotyczyta procesu przejscia szklistego. Autorom udato sie
odtworzy¢ charakterystyczny przebieg krzywej obrazujacej Srednig fluktuacje
kwadratowa atoméw biatka w funkcji temperatury, z zatamaniem nieco
powyzej temperatury 200 K, jezeli biatko byto utrzymywane w 300 K, a
temperatura wody byta sukcesywnie zmieniana w zakresie od 80 do 300 K.
Podobnego rezultatu nie przyniosta symulacja sytuacji odwrotnej, z
utrzymywaniem statej temperatury rozpuszczalnika réwnej 300 K i
zmienianiem temperatury biatka. Wnioskiem autoréw bylo, Ze to
rozpuszczalnik odpowiada za pojawienie sie efektu przejscia szklistego,
oddziatujac gtéwnie =z atomami tancuchéw bocznych aminokwaséow
znajdujacych sie na powierzchni biatka.

Istnieje pojecie krytycznego stopnia hydratacji, ponizej ktérego biatka
nie spetniajg swojej funkcji (147). Nakagawa i Kataoka (193) wskazujg na role
zjawiska perkolacji, zachodzacego w sieci wigzan wodorowych wody
hydratacyjnej, w tym procesie. Stwierdzili oni, Ze przy poziomie hydratacji
réwnym okoto 0,4 gramy wody na gram biatka woda hydratacyjna zaczyna
tworzy¢ pojedynczy klaster otaczajacy catg czasteczke biatka. Ponizej tego
poziomu na powierzchni biatka wystepuja pojedyncze czasteczki wody lub
mniejsze i wieksze odosobnione Klastry czasteczek potaczonych wigzaniami
wodorowymi. Okazato sie rowniez, ze wptyw stopnia hydratacji na ruchy biatka
jest zalezny od charakteru tych ruchéw. Wyniki autoré6w wskazywaty na to, ze w
temperaturze 150 K, w ktdrej ruch bialka mozna uwaza¢ za harmoniczny,

91



3. Przeglqd literatury

stopnien hydratacji stabo wptywatl na ruchliwo$é, zauwazono jedynie, ze
wieksza ilo§¢ wody solwatacyjnej powodowata nieco wieksza sztywno$¢ biatka.
Inaczej byto natomiast w przypadku temperatury 240 K, kiedy mozna byto
wskaza¢ prég hydratacji, powyzej ktérego ruchliwos¢ biatka znaczaco
wzrastata. Ponizej krytycznego poziomu hydratacji, czasteczki wody s3 silnie
zwigzane z powierzchnig biatka i ich ruchliwo$é jest prawie taka sama jak
samego biatka, dopiero wyksztatcenie sie peinej otoczki hydratacyjnej pozwala
na szybsze ruchy czasteczek wody i utatwia anharmoniczne ruchy biatka,
kluczowe dla jego pracy.

Frauenfelder i Fenimore ze wspétpracownikami przeprowadzili wiele
badan eksperymentalnych, gtéwnie nad mioglobing, wykazujac $cisty zwigzek
pomiedzy dynamika drgan biatka a dynamika wody (194-197). Rozrdznili oni
trzy rodzaje proceséw dynamicznych zachodzacych w biatkach: podlegte
fluktuacjom rozpuszczalnika (ruchy w duzej skali, zwigzane ze zmiang ksztattu
biatka), podlegte fluktuacjom wody w warstwie solwatacyjnej (na przyktad
ruchy tancuchéw bocznych aminokwaséw i1 wewnetrzne przesuniecia w
mniejszej skali) oraz niepodlegajgce bezposrednio ruchom rozpuszczalnika
(195). Zaréwno pierwszy, jak i drugi rodzaj ruchéw bedzie nieobecny w
przypadku biatka dehydratowanego. Pierwszy rodzaj ruchéw kontrolowany jest
lepko$cia rozpuszczalnika i nie zachodzi wéwczas, jezeli biatko jest uwiezione w
statym os$rodku. Drugi rodzaj ruchéw moze ciggle zachodzi¢ nawet jezeli biatko
znajduje sie w stalym oS$rodku, dopdki jest zachowana jego otoczka
hydratacyjna. Autorzy stwierdzajg, ze z uwagi na ustrukturyzowanie i
heterogenicznos¢ otoczki solwatacyjnej biatka w komorce, pojawia sie
mozliwos¢ wplywania na wewnetrzne ruchy biatka przez modyfikacje
wlasciwosci otoczki solwatacyjnej. Przyktadem pracy opisujacej zmiany w
procesach dynamicznych zachodzacych w biatku w zaleznos$ci od sktadu
rozpuszczalnika jest artykut (198). Autorzy badali biatko w mieszaninie wody i
metanolu stwierdzajac, ze zmiana sktadu roztworu ma wyrazny wplyw na
dynamiczne zachowanie biatka.

Trzeba jednak zaznaczy¢, ze sformutowanie, iz ruchy makroczasteczek
sg podlegte ruchom wody, budzi czasem kontrowersje (199-201). Doster i
Settles (199) twierdza, Zze nie mozna moéwi¢ o nadrzednej roli ktéregos
sktadnika uktadu, a jedynie o silnym wzajemnym powigzaniu dynamiki biatka i
wody, ktére wplywa zaré6wno na zachowanie wody, jak i na zachowanie biatka.

Kontynuujgc poprzednie badania dynamiki biatka i wody solwatacyjnej
mioglobiny z uzyciem sondy tryptofanowej (184), Zhang et al. (202) poczynili
dodatkowe obserwacje dotyczace dwoéch rodzajow proceséw relaksacyjnych
sieci tworzonej przez wode solwatacyjng. Pierwszy, szybszy, opisali jako
przegrupowanie sieci wigzan wodorowych. Drugi, wolniejszy, powigzali ze
sprzezeniem ruchéw wody i biatka. Stwierdzili, Ze lokalne ruchy biatka sa
niezbedne do zachodzenia tego typu dlugookresowej relaksacji. Te lokalne
ruchy utatwiane s3 przez szybsze fluktuacje czasteczek wody, co z Kkolei
prowadzi do dalszego przegrupowywania w otoczce solwatacyjnej. Stwierdzili,
ze szczegOlnie silne sprzezenie zachodzi w przypadku obecno$ci aminokwaséw
obdarzonych tadunkiem, z powodu silnych oddzialywan elektrostatycznych.
Charakter wspoélnego ruchu wody i biatka zalezy ponadto od lokalnej geometrii i
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oddziatywan pomiedzy samymi aminokwasami. Dodatkowo zaobserwowali, ze
otoczka solwatacyjna moze siega¢ ponad 10 A, jezeli bierzemy pod uwage
wtasciwosci dynamiczne.

Tego rodzaju rezultaty otrzymane za pomoc3g pomiaréw
fluorescencyjnych i pokazujace znaczne spowolnienie ruchéw wody w otoczce
solwatacyjnej wzbudzajg czasem watpliwosci. Halle i Nilsson (203)
argumentujga, ze dtugie state czasowe odzwierciedlajg raczej fluktuacje biatka, a
nie wody hydratacyjnej. Wedtug ich modelu ruchy biatka i wody zachodza w
zupetnie réznych skalach czasowych, sg statystycznie niezalezne i nie moga
wykazywaé dynamicznego sprzezenia.

Na rézng ruchliwo$¢ poszczegdlnych fragmentéw czasteczki biatka
zwrdcili tez uwage Sinha i Bandyopadhyay (204). Przeprowadzili oni symulacje
lizozymu metoda dynamiki molekularnej. Ruch o najwiekszej amplitudzie byt
ruchem petli (ruchliwo$¢ a-helis i f-kartek byta mniejsza).

Ruchy wykonywane przez biatka sa bardzo ztozone, charakteryzujg sie
bardzo duza liczba stopni swobody i pozornie moga wydawac sie chaotyczne. W
celu zredukowania ztozonos$ci opisu tych proceséw zaproponowano szereg
metod, w tym analize quasi-harmoniczng (ang. quasi-harmonic analysis, QHA)
(205), analize modéw normalnych (ang. normal mode analysis, NMA) (206,207)
i analize gtéwnych sktadowych (ang. principal component analysis, PCA) (208).
Metoda analizy gléwnych sktadowych nie wymaga uczynienia zatozenia o
harmonicznosci ruchéw.

Wielorako$¢ proceséw dynamicznych w biatkach prowokowata do
zadania pytania o to, czy wszystkie rodzaje ruchéw sa tak samo istotne dla
wykonywania specyficznych zadan w komoérce. Amadei et al. (209) wysuneli
twierdzenie, ze w catej przestrzeni konfiguracyjnej eksplorowanej przez biatko
mozna wskaza¢ podprzestrzen o niewielkiej liczbie stopni swobody, ktéra
obejmuje anharmoniczne ruchy, wedtug autoréw kluczowe dla funkcji biatka.
Szybsze ruchy o niewielkiej amplitudzie i charakteryzujace sie rozktadem
gaussowskim zostaty zaklasyfikowane jako szum bez wiekszego znaczenia.

Wedtug niektérych, sposréod wielu tysiecy modéw drgan czasteczki
biatka, juz niewielka liczba (kilkanascie do kilkudziesieciu) tych
najpowolniejszych jest w stanie wychwyci¢ i opisa¢ gtéwne aspekty dynamiki
biatka i tym samym uwazane sa one za decydujace dla aktywnosci biologicznej.
Ramanathan i Agarwal (210), badajac ubikwityne, stwierdzili, Ze jedynie 10
najwolniejszych modéw uzyskanych metodg QHA oddaje 78% catego ruchu.
Ponadto udato im sie powigza¢ mody odpowiadajace najwolniejszym drganiom
z ruchliwo$ciag tych elementéw struktury, ktére sa wazne dla funkcjonowania
biatka.

W przeciwienstwie do tych rezultatow, praca Petrone i Pande (207)
wskazuje na to, Ze znaczenie moga mie¢ nie tylko najbardziej rzucajace sie w
oczy, ale tez subtelniejsze procesy dynamiczne. Zanalizowali oni cztery
powszechnie wystepujace biatka, ktére przechodza zmiany konformacyjne
podczas pracy. Stwierdzili, ze pierwszych dwadzie$cia modéw normalnych
(uzyskanych dzieki metodzie NMA) oddaje jedynie 50 % lub mniej catosci zmian
konformacyjnych biatek.
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Podsumowujac, jest szereg dowod6éw na istotng role efektéw
solwatacyjnych w ksztalttowaniu dynamiki (a tym samym funkcjonalnosci)
biatek.

3.3.5. Struktura wody solwatacyjnej

Jak wspomniatam, badanie wtasciwosci strukturalnych czystej wody
nastrecza wiele problemdw, a zagadnienie staje sie jeszcze bardziej
skomplikowane, kiedy przedmiotem zainteresowania jest woda solwatacyjna.
Zapewne to jest przyczyna, dla ktdrej czasem mozna sie w literaturze natkng¢
na rozbiezne doniesienia na ten temat.

Podobnie jak w wodzie czystej, tak i w wodzie solwatacyjnej wazna role
w determinowaniu struktury odgrywaja wigzania wodorowe. Wiazania
wodorowe tworzone z powierzchnig biatka wida¢ na funkcji rozktadu
radialnego tlen wody - najblizszy atom biatka. Generalnie ma ona dwa piki. Za
pierwszy (w odlegtosci 1,5-2 A) odpowiadaja silne oddziatywania tlen wody -
donor wigzania wodorowego na powierzchni biatka, a za drugi (w odlegtosci
2,5-3,5 A) odpowiadaja oddziatywania woda - akceptor wigzania wodorowego
na powierzchni biatka (146).

Wigzania z powierzchnig biatka s preferencyjnie tworzone przez
atomy wodoru wody jako donory wiagzania (146), ale réwniez atomy tlenu
tworza z nig wigzania. Cho¢ niektore z czasteczek wody moga sie wigzac¢ silnymi
wigzaniami wodorowymi z polarnymi aminokwasami, to wiele
powierzchniowych czasteczek wody nie jest zwigzanych takimi wigzaniami z
powierzchnig biatka. W wyniku symulacji ustalono, ze w przypadku lizozymu
okoto 30% czasteczek z warstwy solwatacyjnej wigze sie wigzaniami
wodorowymi z polarnymi grupami szkieletu biatkowego lub tancuchéw
bocznych (181). W otoczce solwatacyjnej spotyka sie czasteczki wody tworzace
wigzania wodorowe tylko miedzy soba, tylko z biatkiem i wszystkie sytuacje
posrednie (178).

Jak pokazuje wspomniana wyzej praca Pizzutti’ego et al. (179), kiedy
powierzchnia biatka posiada miejsca, do ktérych moze przytaczac sie czasteczka
wody (polarne/natadowane), to ukltad wigzan wodorowych wody solwatacyjnej
rozcigga sie po calej powierzchni biatka. Natomiast kiedy oddziatywania
elektrostatyczne woda - biatko byly wylaczone, to sie¢ okazala sie by¢
zdecydowanie mniejsza. Jezeli zabrakto rusztowan w postaci miejsc przyczepu
do powierzchni makromolekuty, to nie obejmowata ona catego biatka, pomimo
Ze liczba wigzan wodorowych tworzona przez czasteczki wody miedzy soba
byta nieco wieksza w przypadku czasteczki nieruchomej pozbawionej
mozliwosci elektrostatycznego oddzialywania z rozpuszczalnikiem niz w
przypadku czasteczki nieruchomej w postaci ,naturalnej” (byt to efekt
kompensacji niemoznos$ci utworzenia wigzan z biatkiem).

Poniewaz moéwi sie, Ze polarne substancje rozpuszczone zwiekszaja
populacje zgietych wigzan wodorowych, natomiast niepolarne moga dziata¢
przeciwnie (211), zatem wlasciwosci strukturalne wody solwatacyjnej moga
zaleze¢ od charakteru chemicznego aminokwaséw. Ponadto, podobnie jak byto
to w przypadku wspétczynnikéw dyfuzji, niektérzy sugeruja, ze strukturalne
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wilasciwosci wody zaleza od stopnia wyeksponowania danego fragmentu
czasteczki biatka ku glebi rozpuszczalnika. Sinha i Bandyopadhyay (204)
twierdzg, ze wzmocniona struktura wody solwatacyjnej wystepuje zwtaszcza w
sasiedztwie wystajacych petli. Ponadto, wedtug ich obliczen, tetraedrycznos¢
wody solwatacyjnej w bliskiej odlegtosci od czasteczki biatka (0,2 - 0,3 nm)
wzrasta pod wplywem silnych oddziatywan z powierzchnig biatka. Ze wzrostem
odlegtosci od powierzchni biatka najpierw nastepuje zmniejszenie
tetraedrycznos$ci, zanim przybierze ona wartosci charakterystyczne dla czystej
wody.

Przypadek biatka hydrofobowego moze by¢ zupelnie inny. Kovacs et al.
(212), opisujac rezultaty symulacji, wnioskujg, ze struktura wody solwatacyjnej
hydrofobowej powierzchni biatka jest zaburzona i brak jest korelacji potozen
juz poza pierwsza otoczka hydratacyjna czasteczki wody.

Warto tez przypomnie¢ biatko przeciwdziatajagce zamarzaniu ptynéw
komérkowych badane przez Nutta i Smitha (1). Modyfikuje ono strukture wody
wokot siebie w sposéb niejednorodny. Podobienistwo strukturalne otoczki
solwatacyjnej jednej z jego powierzchni do struktury powierzchni lodu sprzyja
wzajemnemu rozpoznaniu i minimalizuje spadek entropii podczas wigzania z
lodem. Taka struktura wody solwatacyjnej osiagnieta jest dzieki wspoétdziataniu
polarnych i niepolarnych grup na powierzchni biatka, utozonych w regularny
spos6b. Zaburzenie struktury wody przy pozostatych powierzchniach biatka
zapobiega wbudowaniu go w 16d.

Inng witasciwos$cia wody, ktéra przy réznych obszarach czasteczki
biatka moze sie zmienia¢, jest gesto$¢. Zmiana gestosci jest odbiciem zmian w
strukturze wody. Zakres (a czasem i kierunek) zmian gestosci wody
solwatacyjnej jest przedmiotem dyskusji. Na przyklad Svergun et al (213)
donosza o dziesiecioprocentowym wzroscie gesto$ci wody, natomiast wedtug
Smolina i Wintera (214) efekt ten jest minimalny, mniejszy niz jeden procent.

Wzrost gestosci wody solwatacyjnej nie dotyczy tylko Dbiatek.
Obserwowany byt takze dla matych czasteczek, w tym hydrofobowych
(215,216).

Jak mozna wnioskowac z rezultatéw Zhou et al. (173), gesto$¢ wody
solwatacyjnej biatka zalezy znacznie od oddzialywan elektrostatycznych
pomiedzy biatkiem i woda. Nie stwierdzili oni wzrostu gestosci w otoczce
solwatacyjnej hydrofobowego biatka, ale po wylaczeniu oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy biatkiem i woda gesto$¢ wody w poblizu biatka
znacznie sie zmniejszyta (o okoto 10%).

Merzel i Smith (217) z zastosowaniem symulacji prébowali wyjasni¢
efekt zwiekszenia gesto$ci wody solwatacyjnej lizozymu (o 15%), ktory
wystepuje w warstwie wody o grubosci 3 A znajdujacej sie na powierzchni tego
biatka i na ktéry wskazuja wyniki symulacji i eksperymentéw. Ustalili, ze
przyczyniajg sie do tego w dwdch trzecich wzgledy geometryczne wynikajace ze
sposobu okreslania powierzchni biatka, ktére bytyby réwniez obecne nawet,
gdyby struktura wody w niczym nie réznita sie od wody czystej. Jednak w jednej
trzeciej efekt pochodzi od zmienionej struktury i dynamiki wody: skraca sie
$rednia odlegtos¢ tlen-tlen w warstwie solwatacyjnej oraz zwieksza liczba
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koordynacyjna. Zatem faktyczny przyrost gesto$ci wynosi okoto kilka procent.
Jezeli chodzi o charakter chemiczny powierzchni, nie stwierdzono wyraznego
zwigzku pomiedzy hydrofobowoscia i hydrofilowoscig a gesto$ciag. Natomiast
woda w zagtebieniach jest zwykle gestsza, przy czym wedtug autoréw mamy tu
do czynienia z wptywem pola elektrycznego. W zagtebieniach czasteczki maja
wieksza tendencje do ukltadania sie zgodnie z liniami pola elektrycznego
generowanego przez atomy biatka. S3 tam one nieco chronione przed wptywem
pozostalych czasteczek i dzieki temu moga uktadaé sie bardziej stycznie do
powierzchni biatka i bardziej réwnolegle do siebie nawzajem.

Nier6wnomierny rozklad gestosci wokét biatka obserwuja tez Sinha i
Bandyopadhyay (204). Twierdza, ze gesto$¢ wody solwatacyjnej najpierw
ros$nie, a potem maleje, po czym osigga warto$¢ réwna gestosci wody czystej w
miare zwiekszania sie odlegtosci od biatka.

3.3.6. Woda pomiedzy dwoma biatkami

Kinezyny, wykonujgc prace, przytaczaja kolejno swoje domeny
motoryczne do mikrotubuli. Wykonanie kazdego kroku wymaga zatem
nastepujacych po sobie procesdéw asocjacji i dysocjacji. W kazdym z tych
procesow bedzie rowniez uczestniczyta woda, gdyz asocjacja bedzie wymagata
usuwania wody solwatacyjnej (przynajmniej czeSciowego), a dysocjacja
potaczona bedzie z ponownym pelnym solwatowaniem domeny motorycznej.
Mozna tu zauwazy¢ analogie do asocjacji podjednostek biatkowych, ktdra
zachodzi w celu utworzenia funkcjonalnego holoenzymu.

Na weczesnych etapach formowania sie komplekséw biatkowych,
znaczng role odgrywaja oddziatywania elektrostatyczne biatek. Ahmad et al
(218) analizowali rozpoznawanie sekwencji bogatych w proline przez domene
SH3. Stwierdzili, ze uformowanie kompleksu sktada sie z trzech gléwnych
etapow. Po fazie dyfuzyjnej, powstaja rézne elektrostatycznie stabilizowane
stany przejsciowe, ktére moga sie przeksztatci¢ w peten kompleks, co jest
poprzedzone zmniejszeniem gestoSci wody pomiedzy 1aczacymi sie
powierzchniami (Rys. 3.48).

Rys. 3.48. Proces taczenia sie powierzchni biatkowych. Reszty obdarzone tadunkiem
dodatnim i ujemnym s3g koloru czerwonego i niebieskiego. Powierzchnie
hydrofobowe s3 zaznaczone na szaro. Biate obszary przy powierzchniach biatek
symbolicznie przedstawiajg odwadnianie (rysunek pochodzi z publikacji (218)).
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Woda znajdujaca sie na powierzchni oddziatywania dwéch biomolekut
(na przyktad dwoch biatek lub biatek i kwaséw nukleinowych) moze odgrywac
wazng role asystujac w trwatym wigzaniu ich ze soba. Na najwcze$niejszych
etapach asocjacji, moze bra¢ udziat we wzajemnym rozpoznaniu poprzez
stopniowe redukowanie warstw solwatacyjnych. Na dalszych etapach
posredniczy¢ moze w selektywnym oddzialywaniu, tworzac réznego rodzaju
mostki z jednymi taficuchami bocznymi aminokwaséw oraz przystaniajac inne
reszty przed niepozadanymi oddziatywaniami (219). W przypadku nieobecno$ci
wody, oddziatywania sprzegajace ze soba czasteczki czesto nie bytyby tak
korzystne. Tego rodzaju efekty uwazane sa generalnie za korzystnie entalpowo,
ale w pewnych przypadkach moga tez wystepowaé efekty wzrostu entropii,
jezeli czasteczka znajdzie sie we wnetrzu hydrofobowej wneki. Powierzchnie
oddziatywania dwéch biatek zawieraja rézng ilo$¢ czasteczek wody, zalezna od
charakteru chemicznego reszt aminokwasowych i lokalnej geometrii. Nie mogg
one by¢ uwazane jedynie za wypetniacz pustej przestrzeni.

Wykorzystujac metody dynamiki molekularnej, obserwowano proces
taczenia sie dwoch domen biatkowych enzymu BphC (173). Laczace sie ze soba
powierzchnie tego enzymu majg charakter hydrofobowy. Po zblizeniu sie
podjednostek na wystarczajgco mata odlegltos¢, zaobserwowano pewne
zmniejszenie sie gesto$ci wody pomiedzy powierzchniami i potgczenie sie
domen. Proces nastepuje w czasie rzedu nanosekund. Poczatkowo po zblizeniu
sie podjednostek ciggle znajduja sie miedzy nimi czgsteczki wody w znaczacej
iloSci. Woda ta ma gesto$¢ o okoto 10-15 % mniejszg niz woda czysta. Domeny
biatkowe poczatkowo zblizaja sie do siebie szybko, po czym zwalniaja, kiedy ich
odlegto$¢ zmaleje do okoto 1,2 A. Pozostata pomiedzy nimi woda staje sie coraz
trudniejsza do usuniecia, w miare jak Kkolejne drogi wyjscia zostaja
zablokowane. Szczeg6lnie trudno jest uciec tym czasteczkom, ktére znajduja sie
w hydrofobowych zagtebieniach. Po okoto 5 ns tylko nieliczne czgsteczki
pozostajg w przestrzeni miedzy domenami. Proces asocjacji podjednostek
biatkowych przebiega inaczej niz proces asocjacji modelowych powierzchni
hydrofobowych. Kinetyka procesu i stopien usuniecia wody z rejonu
oddzialywania  miedzy @ domenami zalezy od sily oddziatywan
elektrostatycznych wody z powierzchnia biatka.

Ponadto, jak pokazuje praca autorstwa Hua et al. (220), wlasciwosci
wody zlokalizowanej w  przestrzeni pomiedzy tymi asocjujgcymi
powierzchniami biatkowymi znaczaco sie réznia od wtasciwosci wody czystej.
W przypadku domen odlegtych o 4, 12 i 20 A, tylko dla odlegtoéci 20 A
zaobserwowano, ze w S$rodkowej czeSci przestrzeni pomiedzy domenami
wilasciwosci wody przypominajg wiasciwosci wody czystej. W poblizu obu
powierzchni zaobserwowano znaczace spowolnienie dyfuzji i wydtuzenie sie
czas6w zycia wigzan wodorowych. Co wiecej, w przypadku badanego uktadu
woda zachowywata sie inaczej w otoczce solwatacyjnej jednego i drugiego
biatka - przy jednej z powierzchni byta ona spowolniona bardziej niz przy
drugiej. Autorzy ttumacza to tym, Ze na czas przebywania czasteczki wody w
okreslonym miejscu znaczacy wpltyw wywiera geometria - we wklestych
czeSciach biatka jest on znacznie dtuzszy niz w sgsiedztwie miejsc wypuktych.
Ponadto czasteczki przy rejonach hydrofilowych biatka charakteryzujg sie
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$rednio dtuzszym czasem przebywania niz przy rejonach hydrofobowych. Takze
obecno$¢ drugiej powierzchni w nieduzej odlegtosci od pierwszej wpltywa na
zwiekszenie sie ,trwatosci” otoczki solwatacyjnej pomiedzy domenami w
poréwnaniu z pojedyncza powierzchnia biatkowa. Wydaje sie tez, ze obecno$¢
dwdch powierzchni wptywa na zwiekszenie odlegtosci od biatka, przy jakiej
czasteczki wody tracg specyficzne, odmienne od wody czystej wlasciwosci
fizyczne (nastepuje pogrubienie otoczki solwatacyjnej).

Pomimo tego, Zze pomiedzy domenami enzymu BphC zaobserwowano
spadek gestosci wody (173), to jednak nie stwierdzono catkowitego wysychania,
o ktérym sie méwi w przypadku modelowego ukitadu sktadajacego sie z
asocjujacych hydrofobowych ptytek. Okazuje sie jednak, ze z wucieczka
czasteczek wody mozemy mie¢ do czynienia takze w przypadku agregatéw
biatek naturalnych. Liu et al. (221) przeprowadzili symulacje melityny, biatka
wchodzacego w sktad jadu pszczelego, ktore czesto tgczy sie w tetramery.
Okazato sie, ze kanal utworzony w wyniku uformowania sie tetrameru jest
pozbawiony czasteczek wody. Wielko$¢ tego kanalu wynosi okoto dwu-
trzykrotno$¢ Srednicy czasteczek wody, a charakter chemiczny znajdowanych
tam aminokwaséw jest bardzo hydrofobowy. Cato$¢ jest jednak bardzo
wrazliwa na mutacje. Juz dobrze dobrana zamiana jednego aminokwasu na
mniej hydrofobowy moze zapobiec ucieczce czasteczek wody. Do podobnych
wnioskow doszli Giovambattista et al. (222). Liu et al. (221) wskazuja, ze
przyczyna odmiennego zachowania wody w przypadku BphC i tetrameru
melityny moze by¢ fakt, ze czasteczki wody pomiedzy domenami BphC uktadajg
sie na ksztatt placka, natomiast wypelniajac kanat melitiny formowatyby rurke
(a zrywanie wigzan wodorowych w przypadku takiego utozenia przestrzennego
jest bardziej sprzyjajace termodynamicznie). Ponadto nieregularnosci w
powierzchni w postaci taficuchéw bocznych izoleucyny moga wplywac¢ na
destabilizacje wigzan, zaburzajgc geometrie sieci.

Méwi sie, ze im wiekszy bytby stopien uwiezienia wody i odciecia jej od
pozostatego rozpuszczalnika, tym wieksze odwodnienie byloby obserwowane.
Yang et al. (223) zanalizowali wptyw wzajemnego utozenia dwoch (-kartek na
ucieczke czasteczek wody z obszaru pomiedzy nimi. W jednym przypadku woda
mogta wypelnia¢ kanat pomiedzy biatkami, natomiast w drugim tworzyta
ptaska warstwe. Okazato sie, ze wieksze wysychanie obserwowano w drugim
przypadku (inaczej, niz mozna by sie spodziewa¢ analizujgc przypadek
melityny). Wyniki wskazujg na role szorstkos$ci powierzchni i ich wzajemnego
przestrzennego dopasowania w regulowaniu zachowania sie wody.

Wiele wskazuje na to, ze nierzadko woda solwatacyjna asocjujacych
czasteczek biologicznych oscyluje na granicy przejscia fazowego, a jej
zachowanie moze by¢ dzieki temu efektywnie regulowane poprzez mate zmiany
strukturalne lub zmiany charakteru chemicznego powierzchni (224,225).

Ahmad et al. (144) postanowili przestudiowac¢ przypadek asocjacji
bialek o powierzchniach nie hydrofobowych, lecz hydrofilowych. Jest to
zagadnienie, ktéremu w literaturze poswiecano stosunkowo mniej uwagi niz
asocjacji hydrofobowej. W przeciwienstwie do przypadku wyzej opisanego
taczenia sie domen enzymu BphC (173), nie zaobserwowali oni uciekania
czasteczek wody z obszaru pomiedzy biatkami, a nawet stwierdzili, ze przy
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bliskiej odlegtosci obu biatek gestos¢ wody pomiedzy nimi wzrosta powyzej
wartosci charakteryzujacej wode czysta. Opisuja, iz proces asocjacji zaczyna sie
od potaczenia otoczek solwatacyjnych, ktére posrednicza we wzajemnym
oddziatywaniu pomiedzy biatkami zanim dojdzie do bezposredniego kontaktu.

Wysychania obszaru pomiedzy biatkami nie zaobserwowali takze
Chong i Ham (226). Wedtug nich, woda dziata raczej miejscowo, zmiekczajac
strukture oraz utatwiajac utworzenie $cistego kontaktu i wzajemne
dopasowanie sie biatek, zamiast tworzy¢ pusta przestrzen napedzajac tym
samym zetkniecie sie powierzchni.

W kontekscie powyzszych uwag, dotyczacych zachowania sie wody w
warstwie pomiedzy dwoma biatkami, interesujgco przedstawia sie wplyw
ci$nienia na sprawno$¢ poruszania sie kinezyny po mikrotubuli. Okazuje sie, ze
wysokie ci$nienie, podobnie jak sita dziatajgca przeciwnie do kierunku ruchu,
powoduje odwracalne spowolnienie szybko$ci ruchu kinezyny (227), ale nie
poprzez utrudnienie przylaczania ATP, ale raczej przez wplywanie na proces
osiadania kinezyny na mikrotubuli. Proponowane s3 dwa mechanizmy, ktére
moga za to odpowiadac. Z jednej strony ci$nienie generalnie zwieksza fluktuacje
strukturalne biatek. Moze to albo zaburzaé¢ konieczne do wykonywania
kolejnych krokéw zmiany konformacyjne motoru albo utrudnia¢ wigzanie z
mikrotubula. Z drugiej strony ci$nienie zwieksza ,obtozenie” powierzchni biatka
czasteczkami  wody, ktére moga w tej sytuacji tworzy¢ warstwe
uniemozliwiajgca efektywne oddziatywanie pomiedzy kinezyna i jej szlakiem.
Jest to jeszcze jedna przestanka wskazujaca na duze znaczenie interakcji z
czasteczkami wody.

To, co wiemy na temat struktury wody czystej oraz w roztworze
zawierajacym biatka, niekoniecznie jednak znajdzie bezposrednie zastosowanie
do opisu zachowania sie wody w cytoplazmie, gdyz warunki w niej panujgce nie
przypominaja modelowych uktadéw badawczych. Zawiera ona przecietnie do
400 g/dm3 makromolekul, ktéore moga zajmowaé od 5 do 40% objetosci
komorki, co tworzy zattoczone srodowisko, w ktérym czasteczki sa oddzielone
warstwg od 1 do 2 nm (pomijajac obecnos$¢ jondéw i matych czasteczek) (89).
Harada et al. (228) stwierdzili, Ze zwiekszajaca sie zawarto$¢ biatka wywiera
wyrazny wptyw na dynamiczne i strukturalne wtasciwosci wody.
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4. Opis metod obliczeniowych

4.1. Dynamika molekularna

Symulacje byly przeprowadzone metoda dynamiki molekularne;j.
Uzywatam pakietu programéw Amber10 i pola sitowego ff03 (Duan et al)
(229), odpowiedniego do symulacji biatek.

Symulacje komputerowe, przy wzrastajacej mocy obliczeniowej
komputeréw, ciesza sie coraz wiekszym zainteresowaniem. Czesto stanowiag one
jedyna realng metode uzyskania wgladu w mikroskopowa strukture badanego
uktadu, pozwalajgc na tatwe $ledzenie zachowania pojedynczych czasteczek i
atomoéw.

W Kklasycznej symulacji metoda dynamiki molekularnej ruch czastki
opisuje prawo Newtona:

d’r, F i1
dt? B m; ( ' )

Warto$¢ sity F; dziatajacej w chwili ¢t na atom i o masie m; znajdujacy sie
w potozeniu r; wynosi:

aU(ry, 1y, ..., T, .0, Ty)
F, =—- 4.2
l o (42)
U(ry,ry, ..., 1, ..., Ty) jest energia potencjalng ukladu ztozonego z N
atomoéw, zalezng od potozenia tych atomoéw (od ich wzajemnej odlegtosci).
Na energie te sktada sie suma cztonéw, okreslajacych poszczegdélne

rodzaje oddzialywan obecne w ukladzie:
U(I‘l, r, .., r.., I'N) = Eb + Eg +E¢+Em+Ede+Eel+Ec (43)
Wyrazenie na energie zawiera cztony odnoszace sie do naprezen

wewnatrzczasteczkowych zwiazanych z odksztatceniami geometrycznymi, sa to
tak zwane oddziatywania wigzace:

E,, - czton zwiazany z rozcigganiem lub skracaniem wigzan, czesto przyblizany przez
potencjat harmoniczny

Eg - czton zwigzany ze zginaniem katéw obecnych pomiedzy dwoma sasiednimi
wigzaniami, rOwniez czesto przyblizany przez potencjat harmoniczny

Eg - czton zwigzany ze zmiang katow torsyjnych, zalezny od typéw dwdch atomow
potaczonych wigzaniem, wokét ktérego zachodzi rotacja

E,, - czton zwigzany z odksztatcaniem niewtasciwych katéw torsyjnych, wprowadzanych
do specjalnych zastosowan, takich jak zachowanie ptaskiej geometrii wigzan o
hybrydyzacji sp? czy wtasciwej konfiguracji centréw stereochemicznych

Poza tym wyraZenie zawiera czlony opisujace energie oddzialywan
niewigzacych, obecnych pomiedzy niezwigzanymi bezposrednio atomami:

Eyqw - czton zwigzany z oddziatywaniami van der Waalsa, najczesciej opisywany przez
potencjat Lennarda-Jonesa
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E.| - czlon zwigzany z oddzialywaniami o charakterze elektrostatycznym, w ktérego
przypadku najczesciej stosuje sie rownanie Coulomba

Moze tez by¢ obecny dodatkowy czton:

E. - czton zwigzany z dodatkowymi wiezami natozonymi na uktad, na przyktad sztuczne
ograniczenie ruchu wybranych atoméw z uzyciem potencjatu harmonicznego
przytrzymujacego je w miejscu

Energia oddziatywan w przypadku zastosowanego w tej pracy pola
sitowego jest obliczana z uzyciem nastepujacej empirycznej funkcji (229):

2
U(ry, Ty, e, Ty e, Ty) = Z Kf]’-(bij - bioj) +

bij

|4
+ Kg'k(eijk - giojk)z + ?n [1 + COS(n¢L‘jkl - yn)] +

Oijk
J Pijkl

N
N
" E 4e, <r—1) —(T_f{) + 20 (44)
ij ij ij
. 7>
L

K®,K®,V, - state sitowe odpowiednio dla odksztatcen dotyczacych: dtugosci wigzania,
kata miedzy wigzaniami, kata dwusciennego

b, 0, ¢ - dlugos$¢ wiazania, kat miedzy wigzaniami, kat dwuscienny; indeks gorny rowny
zero oznacza warto$¢ rownowagowa

n - stala

¥ - Kat fazowy, przybiera wartosci 0° lub 180°

&;j,0;j - parametry Lennarda-Jonesa

q;, q; - fadunek czastkowy atomu ii

1;; - odlegto$¢ miedzy atomami i1

€ - stata dielektryczna, zwykle rdwna 1 jezeli rozpuszczalnik reprezentowany jest jawnie

Ta posta¢ wyrazenia na energie uktadu nie bierze pod uwage obecnosci
elektronéw, ale przedstawia energie potencjalng jedynie jako funkcje potozen
$rodkéw mas atoméw.

W przypadku symulacji ab initio nie stosuje sie zdefiniowanego pola
sitowego, ale oblicza sily potrzebne do prowadzenia dynamiki na biezaco (w
kazdym kroku czasowym), ze struktury elektronowej symulowanego systemu.
Podejscie to wymaga zastosowania metod fizyki i chemii kwantowej i pozwala
na przyktad na symulowanie zachodzenia reakcji chemicznych. W obecnej
chwili jednak niemozliwe jest zastosowanie symulacji ab initio do wiekszych
uktadéw z uwagi na fakt, Ze jest to metoda bardzo kosztowna obliczeniowo.

Energia oddziatywan niewigzacych jest obliczana normalnie dla tych
par atomoéw, ktére sa oddzielone przez wiecej niz trzy wigzania lub nie s3
potaczone wigzaniami w ogdle. Dla atoméw oddzielonych trzema wigzaniami
sita oddziatywan elektrostatycznych i Lennarda-Jonesa obliczana wedtug wzoru
4.4 zmniejszana jest o kilkadziesigt procent (s3 to tak zwane oddziatywania 1-4,
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ktére oddaja naprezenia steryczne). W tym przypadku oddziatywania
elektrostatyczne dzielone sa przez czynnik réwny 1,2, natomiast Lennarda-
Jonesa przez czynnik réwny 2.

W celu zminimalizowania wptywu efektéw brzegowych, wprowadzono
symulacje z wykorzystaniem periodycznych warunkéw brzegowych, gdzie
pudetko symulacyjne jest powielane we wszystkich kierunkach, tworzac rodzaj
siatki. Chcac $ciSle okresli¢ energie oddzialywan elektrostatycznych takiego
uktadu, nalezatoby zastosowa¢ réwnanie Coulomba do wszystkich czastek w
pudetku oraz do wszystkich czastek stanowigcych obrazy pudetka. W praktyce
czesto stosuje sie tak zwane promienie odciecia, ktére okreslaja zasieg
obliczania oddzialywan. Jednak catkowite zaniedbanie oddziatywan dalekiego
zasiegu, wybiegajacych poza promien obciecia, moze powodowac btedy i
sztuczne zachowanie sie ukitadu. Obliczanie oddziatywan niewiazgcych jest
bardzo wymagajace jezeli chodzi o zapotrzebowanie mocy obliczeniowej, a
jednocze$nie ma duze znaczenie dla wilasciwego odwzorowania zmian
konformacyjnych uktadu. W zwigzku z tym zaproponowano rézne metody dla
racjonalnego, a jednoczesnie mozliwie szybkiego szacowania tych oddziatywan.
Wktad pochodzacy od oddziatywan o krotkim zasiegu (do zadanego promienia
obciecia) szacowany jest normalnie, natomiast w celu obliczenia wktadu
pochodzacego od oddziatywan o dtuzszym zasiegu korzysta sie ze specjalnych
metod.

Oddziatywania van der Waalsa dalekiego zasiegu sa w przypadku
zastosowanej metody symulacji szacowane poprzez model kontinuum (230).

Jezeli chodzi o oddzialywania elektrostatyczne obecne w
symulowanych uktadach, to rozwinieto rézne metody ich obliczania. Jedna z
tych metod jest metoda sumowania Ewalda. Pozwala ona oszacowac energie
oddzialywan w uktadach o charakterze periodycznym, a takim uktadem jest na
przyktad krysztal lub tez uktad symulowany z zastosowaniem periodycznych
warunkdw brzegowych, powielany w nieskonczono$¢. Zatozenie o okresowosci
jest konieczne, poniewaz metoda korzysta z transformacji Fouriera. Oryginalnie
byta ona rozwinieta dla krysztatléw jonowych (231).

Dla elektrostatycznie obojetnego uktadu sktadajgcego sie z N czastek,
réwnanie na kulombowski wktad do energii catkowitej przedstawia sie w ten
sposoéb (232):

N
1
Eq = 52 q:¢(ry) (4.5)

Wystepujacy w tym réwnaniu potencjal elektrostatyczny ¢(r;) w
punkcie r; odpowiadajacym potozeniu czastki i o tadunku gq; wyznaczamy
nastepujaco:

I q

Py = (4:6)
jn |ri]' + nL|

Sumowanie odbywa sie po wszystkich n obrazach czastek i oraz po

wszystkich czastkach j poza j=i dla n=0 (czastka i oddziatuje ze wszystkimi

innymi czgstkami i ich obrazami oraz wszystkimi swoimi obrazami, ale nie sama
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ze sobg). Rownanie to nie nadaje sie jednak do uzywania podczas symulacji,
poniewaz suma ta jest stabo i warunkowo zbiezna.

Metoda Ewalda wykorzystywana przy obliczaniu catkowitej
kulombowskiej energii potencjalnej krysztatu polega na podziale sumy
sieciowej na dwie szybkozbiezne czesci. Pierwsza z nich ma charakter
krétkozasiegowy i jest szybkozbiezna w przestrzeni zwyklej, a druga ma
charakter dtugozasiegowy i jest szybkozbiezna w przestrzeni odwrotne;j.

W celu obliczenia pierwszej sumy, kazdy z tadunkéw punktowych g; jest
otaczany chmura rozmytego tadunku o rozktadzie Gaussa, o przeciwnym znaku.
Catkowity tadunek tej chmury jest co do bezwzglednej warto$ci réwny gq..
Powoduje to przystanianie sasiadujacych ze soba tadunkéw punktowych i
praktycznie ogranicza te oddziatywania do krétkiego zasiegu. Przy wiekszych
odlegtosciach odpowiednie sktadniki sumy daza do zera. Dzieki temu szereg
sumujacy oddziatywania po wszystkich atomach obdarzonych tadunkiem i ich
obrazach szybko sie zbiega. W razie potrzeby obliczenia moga zosta¢ uciete w
pewnej odlegtosci bez znacznej straty doktadnosci, za to z korzyscia dla czasu
obliczen.

Aby zneutralizowa¢ poprzednio wprowadzone rozmyte chmury
fadunku, wprowadza sie kolejne chmury tadunku o rozkladzie Gaussa,
identyczne do poprzednich, ale o przeciwnym znaku niz one (a wiec o znaku
takim, jaki maja tadunki punktowe obecne w uktadzie). Dzieki warunkom
periodycznym, rozktad tego tadunku kompensacyjnego jest okresowy. Te
funkcje okresowa przedstawi¢ mozna jako szereg Fouriera. Tym razem
sumowanie jest przeprowadzane w przestrzeni odwrotnej i wykorzystuje
transformacje Fouriera.

Modyfikacja metody Ewalda jest algorytm PME (ang. Particle-Mesh
Ewald), stosowany takze w pakiecie Amber (230). W przypadku tego podejscia
réwniez dzielimy elektrostatyczna energie potencjalng na dwie sumy, jak w
metodzie Ewalda. Suma w przestrzeni rzeczywistej obliczana jest z uzyciem
okreslonego promienia obciecia. Suma w przestrzeni odwrotnej szacowana jest
przy pomocy szybkiej transformacji Fouriera (ang. Fast Fourier Transform, FFT),
a rozktad tadunku jest przyblizany poprzez przypisanie tadunkéw oczkom
pewnej dyskretnej sieci rozciagajacej sie w przestrzeni - potencjat jest obliczany
dla kazdego z tych oczek.

Do odlegloéci nieprzekraczajacej promienia obciecia (tu: 12 A)
obliczane s3 oddziatywania elektrostatyczne $cisle ze wzoru Coulomba. Promien
ten zwieksza sie o pewna wartoé¢ (tu: 2 &), ktéra okresla, do jakiej odlegtosci
obliczane sa oddzialtywania elektrostatyczne metodg Ewalda dla sumy w
przestrzeni rzeczywiste;j.

W celu zaoszczedzenia czasu obliczen stosuje sie liste atomoéow z
najblizszej przestrzeni woko6t atomu, dla ktérego obliczana jest energia
oddzialywan niewigzacych. W tym przypadku lista ta jest aktualizowana, gdy
jaki$ atom przesunie sie od czasu ostatniej aktualizacji listy o odlegtos¢ wieksza
niz potowa warto$ci zwiekszenia promienia obciecia.

Réwnanie 4.1 jest réwnaniem roézniczkowym. Aby rozwigzaé je
numerycznie, nalezy postuzy¢ sie ré6znicami skoniczonymi i przyja¢ pewien maty
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krok czasowy At. Prawdopodobnie najpowszechniej uzywanym sposobem
catkowania réwnan ruchu jest metoda rozwinieta przez Verlet'a. Rdwnanie
wyznaczajace potozenie r; atomu i w kolejnym kroku symulacji t + At
przedstawia sie nastepujaco (231):

r;(t + At) = 2r;(t) — r;(t — At) + At?a;(t) =

_ , Fi(®)
=2r;(t) —r;(t — At) + At o “4.7)
i
Jak wida¢, do wyznaczenia r;(t 4+ At) niezbedna jest znajomo$¢ potozen
w dwoéch poprzednich krokach czasowych: r;(t) i r;(t — At). Predko$ci mozna
wyznaczy¢ ze wzoru:
r;(t + At) —1;(t — At)
vi(t) = AL
Udoskonalona wersja tego algorytmu zwana jest leap-frog (231). Aby
obliczy¢ potozenie r;(t + At) w nastepnym kroku czasowym, nalezy znaé
aktualne potozenie r;(t), przyspieszenie a;(t) = F;(t)/m; oraz predko$¢ w
chwili przypadajacej w potowie poprzedniego kroku v;(t —1/2 At). Wowczas
predkos¢ v;(t + 1/2 At) czastki i w chwili przypadajgcej w potowie nastepnego
kroku jest réwna:

(4.8)

1 1
v; (t + EAt) =v; (t - EAt) + Ata;(t) (4.9)
Natomiast potozenie r;(t + At) czastki i w nastepnym kroku czasowym:
1
r,(t + Ab) = 1,(t) + Atv, <t + EAt) (4.10)

W czasie symulacji uzytam procedury SHAKE. Procedura ta wymusza
state dlugosci wigzan kowalencyjnych oraz (opcjonalnie) state wartosci katéw
pomiedzy dwoma kolejnymi wigzaniami w kazdym kroku iteracyjnym. Pozwala
to na skrécenie czasu obliczen, gdyz w roéwnaniu 4.4 mozna opusci¢ pierwszy
lub pierwszy i drugi czton. Procedure zastosowatam do wszystkich wigzan,
ktére wspéttworzy atom wodoru, z tolerancja 0,00001 A.

Czasteczka wody traktowana byta jako bryta sztywna i do obliczenia
energii oddzialywan pomiedzy atomami czasteczek wody stosowano tylko
cztony Lennarda - Jonesa i kulombowski. Do zachowania geometrii czasteczek
wody stosowany byt algorytm SETTLE, ktéry mozna wykorzysta¢ do czasteczek
tréjatomowych. W przypadku tego algorytmu znane jest analityczne
rozwigzanie uktadu nieliniowych réwnan opisujacych wiezy, algorytm jest
nieiteracyjny.

Najpowszechniej spotykane sposoby prowadzenia symulacji to
symulacje w warunkach: NPT (stala liczba atoméw, ci$nienie i temperatura),
NVT (stata liczba atomoéw, objetos¢ i temperatura), a nieco rzadziej spotyka sie
warunki NVE (stata liczba atomo6w, objetos¢ i energia).

Tutaj zastosowatam warunki NPT. Zastosowanie warunkéw statego
ciSnienia wydawato sie bardziej realistyczne fizycznie niz warunki
izochoryczne.
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Temperatura symulacji

Wszystkie symulacje przebiegaty w temperaturze 298 K.

Prosta metoda utrzymywania symulowanego ukltadu w stalej
temperaturze jest metoda stabego sprzezenia (ang. weak-coupling method)
(233). Temperatura kinetyczna T (t) uktadu w chwili t moze by¢ wyznaczona ze
wzZoru:

N
1
T(t) = i ; mv2 () (4.11)

Ny - liczba stopni swobody uktadu
kg - stala Boltzmanna

m; - masa atomu i

v; - wektor predkosci atomu i

N - liczba wszystkich atoméw

Stata temperatura utrzymywana jest dzieki skalowaniu predkosci
atoméw za pomoca czynnika A(t):

_ At 1 T,
At) = \/1 + T—t(m - 1) (4.12)

Przeskalowanie predko$ci za pomoca czynnika A(t) w kazdym kroku
czasowym powoduje, ze temperatura T(t) bedzie sie zblizata do T,, czyli
pozadanej temperatury symulacji. Sita sprzezenia regulowana jest przez
parametr t;. Jego warto$¢ powinna by¢ wystarczajgco mata (silne sprzezenie),
aby zapewni¢ odpowiednig Srednig temperature, ale i wystarczajaco duza (stabe
sprzezenie), aby unikngé znaczacego zaburzania wtasciwo$ci uktadu. Przyjeto
domys$lng warto$¢ proponowang przez podrecznik uzytkownika pakietu Amber
réwna 1,0 ps.

Cisnienie symulacji

Symulacje byty prowadzone pod ci$nieniem 1 bara.

Metody stuzace do utrzymania statego ci$nienia sg analogiczne do tych
stuzacych do utrzymania statej temperatury, przy czym nie sa skalowane
predkosci, ale potozenia atomow.

Barostat Berendsen’a et al. jest najszerzej uzywanym w symulacjach
biomolekut. Ci$nienie hydrostatyczne P(t) obliczane jest w kazdym kroku
czasowym z uzyciem energii kinetycznej uktadu Ey;, (t) i wielkosci Z(t) zwanej
wiriatem (233):

2 —
P(t) = EZ0) [Ejin (£) = Z(0)] (4.13)

V - objetos¢ boksu symulacyjnego
Eyin - energia kinetyczna uktadu
E - wiriat

Wiriat £(t) wyznacza sie z zaleznoSci:
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Nm

1
2O = =5 ) Tep(OFgp(® (4.14)

a<pf

I, — odlegtos¢ srodkéw mas czasteczek
F, - sita dziatajgca na czasteczke a, wywierana przez czasteczke f§
Ny - liczba czasteczek

Poniewaz sity wewnatrzczasteczkowe nie wnosza wktadu do ci$nienia,
powyzsza suma czesto liczona jest po kolejnych czasteczkach Ny, w uktadzie, a
sity sa sitami dziatajacymi na ich $rodki mas.

Rozmiary boksu [ i wspétrzedne x,y,z $srodkdw mas czasteczek sa
nastepnie skalowane w kazdym kroku czasowym tak, ze [ — ul, x - px itd.
Skalowanie jest w tym przypadku izotropowe (jednakowe w kazdym kierunku).
Czynnik skalujacy u(t) wyraza sie wzorem:

1/3

At
u() = [1 —k—[P = P(V)] (4.15)

p

P, - ci$nienie pozadane

P - ci$nienie chwilowe

K - $cisliwo$¢ izotermiczna
T, - stala sprzezenia

Warto$¢ Scisliwosci moze nie by¢ doktadnie znana, ale tak czy inaczej
wystepujgca w rownaniu wielkos$¢ t,, jest parametrem zmiennym. Mozna p6jsc¢
za sugestiga podrecznika do symulacji pakietu GROMOS (233) i oszacowacl
wartos$¢ $cisliwosci na podstawie faktu, ze $cisliwo$¢ biatek jest rowna 10+20%
Scisliwosci wody.

Sita sprzezenia z barostatem nie powinna by¢ wieksza niz dla
sprzezenia z termostatem (7,27;), jako ze definicja ci$nienia zalezy od energii
kinetycznej. Tu przyjeto domys$lng warto$¢ proponowang przez podrecznik
uzytkownika pakietu Amber réwng 1,0 ps.

4.2, Wybo6r modelu wody oraz przygotowanie
ukladow do symulacji

W toku pracy skonstruowatam kilkanascie réznych uktadéw, ktérych
gléwna czes¢ stanowita czgsteczka (lub czasteczki) biatka. Analize rozpoczetam
od domeny motorycznej Kinezyny zanurzonej w wodzie SPC/E. W miare
postepu badan, pojawialy sie potrzeby konstruowania kolejnych uktadéw,
zawierajacych biatko z odciggnieta szyjka tacznikowa, wytaczonymi
oddziatywaniami elektrostatycznymi, w prézni lub w wodzie o zmodyfikowanej
parametryzacji. Celowo$¢ i znaczenie tych modyfikacji bedzie omdwione przy
okazji dyskusji wynikéw. Do wykorzystanych uktadéw nalezaty:

e uklad 1BG2, zawierajacy domene Kkatalityczng kinezyny bez szyjki
tacznikowej (1BG2) ze zwigzanym ADP i jonem Mg?2+;
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o uktad 1MK], zawierajacy domene katalityczng kinezyny z zadokowana
szyjka tacznikowa (1MK]) ze zwigzanym ADP i jonem Mg2+;

o uktad 1MK]_0, utworzony z uktadu 1MK]J, w ktérym tadunki czgstkowe
wszystkich atomoéw biatka (oraz zwiazanych z biatkiem ADP i Mg?+)
zostaly wyzerowane;

o uktady zawierajace domene katalityczng kinezyny (1MK]), zwigzany
ADP i jon Mg?* ze sztucznie odciggnieta na ré6zna odlegto$¢ szyjka
tacznikowa;

o uktad 1JFF, zawierajacy dimer tubulinowy (1JFF) wraz ze zwigzanymi
GDP, GTP i jonem Mg?+;

o uktady 1BG2_1]JFF, zawierajgce dimer tubulinowy (1JFF) oraz domene
katalityczng kinezyny bez szyjki tgcznikowej (1BG2) znajdujace sie w
réznych odlegtos$ciach od siebie.

Wspétrzedne biatka zostaly pobrane =z Protein Data Bank
(wykorzystatam uklady o nazwach 1BG2 (28), 1MK] (234), 1JFF (235), 2P4N
(236)).

Wybér modelu wody

W przegladzie literatury wspomnialam o mnogosci stosowanych w
dynamice molekularnej modeli wody, z ktérych zaden nie jest doskonaty. Przez
to sprawa wyboru modelu moze by¢ nieoczywista. Wstepnie postanowitam
zawezyC zbior kandydatéow jedynie do modeli tréjpunktowych. W tych
modelach czasteczke wody reprezentuja trzy utozone w odpowiedniej orientacji
punkty (trzy miejsca oddziatywania), ktérym przypisane sg odpowiednie
tadunki i warto$ci parametréw Lennarda - Jonesa. Amber pozwala réwniez na
symulacje z uzyciem modeli czteropunktowych i pieciopunktowych (takich jak
TIP4P i TIP5P), jednak nie byly one brane pod uwage ze wzgledu na to, ze
solwatacja wybranych do symulacji biatek wymagata uzycia duzej liczby
czasteczek wody. W takiej sytuacji zastosowanie modelu pieciopuktowego
spowodowatoby znaczne wydluzenie czasu obliczen w polaczeniu z duzym
powiekszeniem objetos$ci wynikowych plikéw z trajektoria.

W trakcie oceny jednej z poprzednich prac przygotowywanych do
druku, jej recenzenci zwrécili uwage na zastosowanie w pracy prostego
sztywnego modelu wody (byt to wéwczas model SPC), podkreslajac przy tym
znaczenie efektéw polaryzacyjnych w procesie solwatacji. Uwaga ta nie byta
pozbawiona stuszno$ci. Powszechnie stosowane modele zostaly opracowane
pod katem mozliwie najlepszego odtwarzania wtasciwosci czystej wody - tak, w
wyniku dopasowania, ustala sie wartosci podstawowych parametréw danego
modelu (rozktad przestrzenny i warto$ci tadunkéw czastkowych oraz wartosci
parametréw Lennarda-Jonesa). Wobec tego parametry konkretnego modelu
zaleze¢ beda od wybranego zbioru wtasciwosci fizycznych, ktérych warto$ci
pragniemy odtwarza¢ - stad, miedzy innymi, bierze sie znaczna réznorodnos¢
tych modeli. W konsekwencji, dany model uwzglednia réwniez (co prawda
jedynie implicite i w sposéb czysto empiryczny) zjawisko polaryzacji
elektrycznej czasteczki wody, czyli efekt zmiany rozktadu gestosci elektronowej
w tej czasteczce, wywotany obecnoscig innych ja otaczajacych. Niewygodnym
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tego nastepstwem jest fakt, ze wybrany model uzyty do symulacji zachowania
sie wody ciektej, moze catkiem dobrze odtwarzac szereg jej wtasciwos$ci w
pewnym zakresie temperatur i ci$nien, lecz zupetnie nie bedzie sie nadawac¢ na
przyktad do badania zachowania sie tejze wody w fazie gazowej (tzn. pary
wodnej). Jezeli wiec zamierzamy bada¢ wtasciwosci wody solwatacyjnej wokét
biatka, to trzeba oczywiScie mie¢ na uwadze, Ze kazda z jej czasteczek
znajdowac sie bedzie w silnie anizotropowym otoczeniu, sgsiadujac zaréwno z
innymi czasteczkami wody, jak i z réznymi atomami znajdujacymi sie na
powierzchni tego biatka. Trudno jest wiec zaktada¢ a priori, Ze model, ktéry
opracowany zostal z mys$la o mozliwie najlepszym odtwarzaniu wtasciwosci
wody czystej, bedzie rdéwnie poprawnie odtwarza¢ wtasciwosci wody
solwatacyjnej. Ta wtasnie mys$l lezata u podstaw wspomnianej na wstepie uwagi
recenzenta. Zamierzam obecnie odnie$¢ sie do poruszonego zagadnienia, gdyz
ewentualne potwierdzenie wyrazonych powyzej zastrzezenn mogtoby rzutowac
na otrzymane przeze mnie wnioski. Powierzchnia biatka jest z natury rzeczy
bardzo niejednorodna pod wzgledem chemicznym. Ponadto, jak opisatam to w
przegladzie literatury, oddziatywania elektrostatyczne graja znaczng role w
mechanizmie ruchu motoru, za$ wedle niektérych modeli ich rola jest nawet
decydujaca (58), co takze sugeruje obecno$¢ stosunkowo silnego pola
elektrycznego w przestrzeni otaczajacej czasteczke biatka (kinezyny lub dimeru
tubulinowego).

Tak wiec, na samym poczatku mojej pracy, postanowitam sprawdzic,
czy zastosowanie modelu polaryzowalnego wody (ktéry pozwala na
zachodzenie zmian w rozktadzie tadunkéw czgstkowych i momentu dipolowego
czasteczki wody) zamiast najprostszego modelu sztywnego ze statym
rozktadem tadunku moze wptyna¢ w istotny sposéb na badane przeze mnie
wilasciwosci strukturalne wody solwatacyjnej. Poniewaz jednak uzycie modelu
polaryzowalnego wigze sie ze znacznie wiekszym Kkosztem obliczen,
przejawiajacym sie wielokrotnym wydtuzeniem czasu ich trwania (blisko
dziesieciokrotnym), wiec - zamiast symulowa¢ bardzo duze uktady zawierajace
biatko - postanowilam na poczatek zbada¢ proces solwatacji mniejszych
czasteczek. Wyboér méj padt na grupe matych czasteczek z grupy tak zwanych
osmolitbw i wybratam spos$réd nich cztery nastepujgce: mocznik (U),
tetrametylomocznik  (TMU), N-metyloacetamid (NMA) oraz N-tlenek
trimetyloaminy (TMAO). Uzyte przeze mnie czasteczki reprezentujg taki zakres
zmienno$ci sposobu ich oddziatywania z otaczajaca woda, ktéry, moim zdaniem,
powinien cho¢ w czes$ci odzwierciedla¢ réznorodny charakter oddziatywan
pomiedzy woda a réznymi grupami funkcyjnymi na powierzchni biatka. Wyniki
tego testu zostaty czeSciowo opublikowane (237) i wskazuja w sposob nie
budzacy watpliwosci na to, Ze uzycie modelu prostszego jest w peini zasadne i
usprawiedliwione. Dlatego tez, majac na uwadze przede wszystkim oszczednos$¢
czasu obliczen (co w efekcie pozwolito mi na otrzymanie w tym samym czasie
znacznie wiekszej liczby danych), zdecydowatam sie na wykorzystanie modelu
sztywnego ze statym rozktadem tadunku.

Ostatecznie wybér padt na model SPC/E (Simple Point
Charge/Extended) (238). W przypadku tego modelu, parametry Lennarda-
Jonesa dotycza tylko atomu tlenu, dla atoméw wodoru sa réwne zeru. Ladunki
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zlokalizowane sg w centrach atoméw: jeden ujemny przypisany jest atomowi
tlenu, dwa dodatnie atomom wodoru. Geometrie modelu opisuja dwie wielkoSci:
dtugos$¢ wiazania tgczacego atom tlenu z atomem wodoru (0,1 nm) oraz kat
pomiedzy dwoma wigzaniami O-H, réwny katowi tetraedrycznemu (wszystkie
parametry w tabeli w przegladzie literatury (Tabela 3.1)).

Biorac pod uwage mnogo$¢ modeli i fakt, ze zaden z nich nie jest
doskonaty, decyzja nie byta tatwa i na pewno nie mozna jej uznac za jedynie
wilasciwg. Wazkimi argumentami za uzyciem modelu SPC/E moga by¢
powszechno$¢ jego stosowania (co oznacza, ze zostal wyprébowany w wielu
warunkach) oraz fakt, Zze model bardzo korzystnie wypada na tle innych
niepolaryzowalnych modeli wody, dajac dobra zgodno$¢ =z danymi
eksperymentalnymi (238,239). Model generalnie poprawnie odtwarza przebieg
funkcji rozktadu radialnego w temperaturze 298 K, cho¢ maksima dla funkcji
tlen-tlen i tlen-woddr mogg by¢ nieco przesuniete w kierunku mniejszych
odlegtos$ci niz wyznaczone eksperymentalnie (67). Model niezle oddaje
wspotczynnik samodyfuzji, stalg dielektryczng czy tez gesto$¢ wody w
warunkach normalnych, ale na przykitad charakteryzuje sie znaczaco nizsza
temperaturg topnienia (Tabela 4.1). Ta niedoskonato$¢ nie ma jednak w
naszym przypadku znaczenia, poniewaz symulacje beda prowadzone w
temperaturach dalekich od temperatury krzepniecia. Poniewaz interesuja mnie
wtlasciwosci dynamiczne wody, sprzyjajaca okoliczno$cig jest fakt, ze model
SPC/E ma wspoétczynnik dyfuzji stosunkowo bliski wspétczynnikowi dyfuzji
czystej wody, zwlaszcza na tle domys$lnego w Amberze modelu wody TIP3P,
ktdry znaczaco go przeszacowuje.

Model SPC/E | Dane eksperymentalne

p [kg/m3] 298 K, 1 atm 998,9 (68) 997,2 (68)

Tmaxa [K] 241 (240) 277 (240)

Tm [K] 215(241) 273,15 (241)

Kkt [GPal] 0,46 (68) 0,468 (68)

€r 71 (68) 78 (68)

D [109 m2/s] 298 K, 1 atm 2,8 (67) 2,3 (59)

Seo [J mol- K-1] 66,45 (65) 69,95 (65)
Tabela 4.1. Poréwnanie wybranych wtasciwosci wody z wtasciwosciami modelu
SPC/E.
p - gestos¢

Tmaxd - temperatura maksymalnej gestosci cieczy
T - temperatura topnienia

Kt — $cisliwosc¢ izotermiczna

€, - stata dielektryczna

D - wspétczynnik samodyfuzji

S..- entropia catkowita
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Za wyrdzniajace wyniki modelu SPC/E odpowiada¢é moze miedzy
innymi korekcja uwzgledniajgca polaryzowalnos$¢, prowadzaca do tego, zZe
model ten ma wiekszy moment dipolowy od innych popularnych modeli takich
jak TIP3P, TIP4P i SPC (239).

Ten czynnik moze jednak jednocze$nie odpowiadac za to, Ze rezultaty
analiz poréwnawczych zachowania sie modelu SPC/E w przypadku solwatacji
innych czasteczek bywaja niejednoznaczne (239). Na przyktad Tieleman et al
(242) polecaja raczej model SPC a nie SPC/E do symulacji dwuwarstwy
fosfolipidowej. Cerutti et al. (243) wskazuja z kolei, ze wybdér modelu wody miat
dla ich wynikéw drugorzedne znaczenie w poréwnaniu z wyborem modelu
biatka. Natomiast wedtug Hess’a i van der Vegt'a (68) model SPC/E dobrze
wspolpracuje z popularnymi polami sitowymi (wliczajagc w to pole Ambera).
Poréwnywali oni entropie, entalpie i pojemnosci cieplne hydratacji wybranych
analogéw tancuchéw bocznych aminokwaséw i zaobserwowali, Ze réznice w
poprawnosci odwzorowania danych eksperymentalnych pomiedzy polami
sitowymi nie sa duze oraz ze sposrdd kilku zbadanych popularnych modeli
wody, model SPC/E zachowuje sie stosunkowo najlepie;j.

Takze ruch symulowanego biatka zanurzonego w wodzie bedzie zalezat
od wybranego modelu. Poprawne oddanie wspétczynnika dyfuzji translacyjnej i
rotacyjnej czasteczki biatka ma znaczenie zwtaszcza przy symulacjach asocjacji
biatka z biatkiem lub innym biopolimerem. Jak pokazuja Takemura i Kitao
(244), z uzyciem modelu SPC/E mozna uzyskaé¢ wspétczynniki dyfuzji biatka
(rotacyjne i translacyjne) blizsze rzeczywistym niz z uzyciem modelu TIP3P czy
SPC.

Modyfikacja parametréw czgsteczek wody

Model SPC/E zostal zmodyfikowany w spos6b zainspirowany praca
Sorina et al. (277). Zmodyfikowane zostaly parametry & i o wystepujace w
formule na potencjat Lennarda-Jonesa. Zmiana tych parametréw zostata
przeprowadzona w ten sposob, ze gesto$¢ wody pozostata z grubsza
niezmieniona. Parametry zmodyfikowanych modeli wody zawarte s3 w tabeli
ponizej (Tabela 4.2).

€ o p
Model  [k]-mol-1] ([kcal-mol-1]) [nm] [g-cm-3]
mod10 0.41840 (0.10) 0.32277 0.999
mod20 0.83680 (0.20) 0.31431 0.998
mod25 1.04600 (0.25) 0.31313 0.999

Tabela 4.2. Parametry € i 0 wystepujace w formule na potencjat Lennarda-Jonesa dla zmodyfikowanych
modeli wody mod10, mod20 i mod25.

Przygotowanie uktadow zawierajqcych jedynie czgsteczki wody

Aby dokona¢ analizy poréwnaweczej, oprécz obliczen dla wody
solwatacyjnej nalezato réwniez przeprowadzi¢ obliczenia dla wody czystej. W
tym celu potrzebne byty uktady zawierajace tylko wode. Dlatego
skonstruowatam prostopadtoscienne pudetka zawierajace 2545 i 12606
czasteczek wody SPC/E. Do analizy poréwnawczej wykorzystujacej obliczenia
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najwiekszego przeptywu (opisane nizej w tym rozdziale) przydato sie
prostopadtoscienne, podtuzne pudetko o wymiarach okoto 12,5 X 5,5 X 5,5 nm,
zawierajace 11051 czasteczek czystej wody SPC/E.

Struktury 1BG2 i 1MK]

Struktury 1BG2 (28) i 1MK] (234) zostaly wybrane, poniewaz sa
tworzone przez konwencjonalng kinezyne pracujacag jako dimer oraz
umozliwiajg poréwnanie tego samego biatka w dwdch réznych konformacjach.
Biatko to jest zwane K349, poniewaz zawiera pierwsze (tzn. od strony N-korica)
349 aminokwaséw tancucha ciezkiego konwencjonalnej kinezyny ludzkiej.
Aminokwasy te formujag domene motoryczng oraz poczatek odcinka szyjnego.
Struktury krystaliczne to biatka monomeryczne, a nie dimery, ktére tworza
funkcjonalng kinezyne. Cho¢ obie kinezyny sa skompleksowane z ADP, z uwagi
na rozne warunki krystalizacji wystepuja pomiedzy nimi réznice.

Struktura 1BG2 (Rys. 4.1) zostala otrzymana z uzyciem PEG (glikol
polietylenowy). Charakteryzuje sie tym, Ze szyjka tacznikowa jest niewidoczna,
zlokalizowano tylko aminokwasy do numeru 325. W zwiagzku z tym moZna
bezpiecznie zatozy¢, ze szyjka znajduje sie w stanie niezadokowanym, poniewaz
C-koncowe odcinki helis a4 i a5 zapobiegaja potaczeniu tworzac zawade
steryczna.

Rys. 4.1. Struktura 1BG2 wraz z ADP (kolor czerwony) i zlokalizowanymi
czasteczkami wody (kolor niebieski). Rysunek wykonany za pomoca programu
PyMOL.

Struktura 1MK] (Rys. 4.2) zostata otrzymana z uzyciem siarczanu litu.
Uwaza sie, Ze obecno$¢ jondw siarczanowych, wigzacych sie blisko ADP w
miejscu aktywnym, pozwolita uzyskaé strukture z zadokowana szyjka
tacznikowa. Elementy tworzace klaster przetacznika II oddalaja sie na tyle od
miejsca wigzania, Ze mozliwe jest potaczenie szyjki tacznikowej z domeng
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motoryczng. Opisywane w rozdziale trzecim modele ruchu kinezyny
konformacje z przylaczona szyjka wiazaly z obecnoscia ATP w miejscu
aktywnym. W strukturze 1MK] znaczna cze$¢ petli L11 jest niewidoczna, zatem
uwaza sie, Ze jest ona w tym przypadku ruchliwa i elastyczna.

Rys. 4.2. Struktura 1MKJ wraz z ADP (kolor czerwony) i zlokalizowanymi
czasteczkami wody (kolor niebieski), widoczny tez jon Mg”" (kolor czarny). Rysunek
wykonany za pomoca programu PyMOL.

Aminokwasy, ktérych  potozenia nie zostaly  wyznaczone
krystalograficznie, to aminokwasy o numerach 1-2 w przypadku 1BG2 oraz 1 i
239-250 w przypadku 1MK]. Sekwencja aminokwaséw o numerach 239-250
przynalezy do tatwo zmieniajgcej swoje utozenie petli L11.

Struktura 1JFF

Struktura 1JFF (235) (Rys. 4.3) to dimer tubulinowy pochodzacy z
bydta domowego (Bos taurus). Zostata otrzymana z uzyciem jonéw cynku i
taksolu, ktéry dziata stabilizujgco na strukture tubuliny. Nie wszystkie
aminokwasy udato sie zlokalizowaé podczas eksperymentu.

Aminokwasy, ktérych  potozenia nie zostaly = wyznaczone
krystalograficznie, to poczatkowa reszta metioninowa o-tubuliny i -tubuliny
oraz aminokwasy 35-60 stanowigce boczna petle a-tubuliny, ale przede
wszystkim nie ustalono wspétrzednych kilkunastu aminokwaséw na C-konicach
a-tubuliny i B-tubuliny. Wykazuja one naturalne nieustrukturyzowanie i duza
ruchliwos¢.
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Rys. 4.3. Struktura 1JFF wraz z GDP i GTP (kolor czarny), widoczny tez jon Mg™*
(kolor biaty). Rysunek wykonany za pomocg programu PyMOL.

Struktura 2P4N
Struktura 2P4N (236) (Rys. 4.4) postuzyta za punkt wyjscia do
skonstruowania uktadéw sktadajgcych sie z kinezyny i dimeru tubulinowego.

Rys. 4.4. Struktura 2P4N wraz z ADP, GDP i GTP (kolor czarny), widoczne tez dwa
jony Mg®* (kolor biaty). Potozenie dimeru tubulinowego jest takie jak na rysunku
4.3. Rysunek wykonany za pomoca programu PyMOL.
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Autorzy tej struktury uzyli mikroskopii krioelektronowej, aby
obserwowa¢ mikrotubule wraz z przyczepionymi do nich kinezynami. Do
otrzymanych przez siebie map dopasowali znane wcze$niej struktury dimeru
tubulinowego 1JFF oraz kinezyny 1BG2.

Przygotowanie uktadéw 1BG2, 1MK] i 1JFF

Przygotowujgc kazdy z uktadéw (1BG2, 1MK] lub 1JFF), z oryginalnego
pliku PDB pobratam wspoétrzedne wszystkich aminokwaséw, jondw magnezu
oraz dwu- i tréjfosforandw nukleozydéw (ADP, GDP i GTP), ktére towarzysza
biatkom w naturalnych warunkach. Ponadto pobratam wspéirzedne wszystkich
krystalograficznie zlokalizowanych czasteczek wody. Jezeli obecne byty
dodatkowe jony jako pozostatosci po krystalizacji, to zostatly one usuniete.

Aminokwasy, ktérych  potozenia nie zostaly  wyznaczone
krystalograficznie oraz  wszelkie brakujgce atomy zlokalizowanych
aminokwasow, czasteczek ADP, GDP, GTP i wody zostaty dodane w programie
LEaP, ktory stanowi czes$¢ pakietu Amber.

Pewien wyjatek stanowi tu struktura 1]JFF. Nie zostaly dodane
aminokwasy sktadajace sie na ruchliwe C-koncowe tancuchy (za wyjatkiem
dwoéch aminokwaséw na ich poczatkach), poniewaz wybdr wspétrzednych
poczatkowych do symulacji bytby w ich przypadku bardzo dyskusyjny.
Poniewaz zasadniczym celem skonstruowania uktadéw wykorzystujacych
strukture 1JFF byto badanie wtasciwos$ci wody w obszarze pomiedzy miejscem
wiagzacym mikrotubule na kinezynie oraz powierzchnia dimeru tubulinowego, a
C-konicowe fragmenty tancuchéw biatkowych tubulin znajduja sie raczej z boku
czasteczek, dlatego w imie uproszczenia modelu i niewprowadzania do niego
zbyt wiele przypadkowoSci taficuchy zostaty pominiete.

Stan aminokwaséw obdarzonych tadunkiem byt nastepujacy: Arg -
sprotonowana grupa boczna, Asp - grupa boczna w formie kwasowej, Glu -
grupa boczna w formie kwasowej, Lys - sprotonowana aminowa grupa boczna.

Poniewaz C-konice taficuchéw polipeptydowych a-tubuliny i f-tubuliny
nie przypadaja w naturalnej postaci na aminokwasie, ktory zostat ustalony jako
koncowy podczas przygotowywania modelu do symulacji, a takze tanicuch ciezki
natywnej kinezyny nie konczy sie ani na 325., ani na 349. aminokwasie, po
ostatnim aminokwasie kazdego badanego biatka zostata dodana grupa NME (N-
metyloamid), aby unikna¢ powstania ujemnie natadowanego konca tam, gdzie w
rzeczywistych warunkach on nie wystepuje.

W standardowej bazie danych Ambera nie ma gotowych czasteczek
ADP, GDP i GTP, ktére mozna wykorzystaé w czasie tworzenia topologii. Plik
zawierajacy schemat budowy ADP zostal skonstruowany na podstawie R-
adenozyny z fosforanem na koricu 5’ i grupa hydroksylowa na konicu 3’, ktérej
topologia jest dostepna w Amberze, oraz na podstawie pracy (245), z ktorej
zaadaptowano parametryzacje dla dwufosforanéw. Podobnie zostata dobrana
parametryzacja dla czasteczek GDP i GTP, ktére zostaty skonstruowane na bazie
R-guanozyny z fosforanem na koncu 5’ i grupg hydroksylowa na koncu 3’, z
parametryzacjg dla dwu- i tréjfosforanu zaczerpnieta ze wspomnianej pracy.
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W nastepnej kolejnosci do kazdego uktadu dodano odpowiednia liczbe
jonéw Na*, w minimalnej ilo$ci potrzebnej do elektrostatycznego zobojetnienia
(5dla1BG2i4 dla 1MK], 37 dla 1JFF).

Aby usuna¢ powstate naprezenia wynikte z powodu zbyt blisko siebie
potozonych atomdéw czy tez $ci$nietych lub nadmiernie rozciaggnietych wiazan,
przeprowadzona zostata krdétka minimalizacja energii (300 krokéw metoda
najszybszego spadku i 200 krokéw metoda sprzezonych gradientéw). Podczas
minimalizacji, aby zapobiec przypadkowym zmianom w konformacji, pobrane z
bazy PDB potozenia atoméw biatka byly przytrzymywane z uzyciem
harmonicznej sity ograniczajgcej. Warto$¢ statej sitowej wynosita 10 kcal-'mol-!
A~

Nastepnym krokiem byta solwatacja: umieszczenie kazdego uktadu w
oktaedrycznym pudetku wypelnionym czasteczkami wody modelu SPC/E w ten
spos6b, aby najmniejsza odlegto$¢ pomiedzy biatkiem a $cianka pudetka
wynosita okoto 2 nm. Czasteczki wody dodawane byty do uktadu zawierajacego
czasteczke biatka w odlegtosci od atomoéw biatka nie blizszej, niz wynosita suma
odpowiednich promieni van der Waalsa.

W rezultacie uktad 1BG2 wzbogacit sie o0 33808 czasteczek wody, 1MK]
0 38502 czgsteczek wody, a 1JFF o0 71114 czasteczek wody.

Po solwatowaniu biatka znowu przeprowadzona zostata krétka
minimalizacja energii (300 krokéw metoda najszybszego spadku i 200 krokéw
metoda sprzezonych gradientéw), pobrane z bazy PDB potozenia atoméw biatka
byly przytrzymywane z uzyciem harmonicznej sity ograniczajacej, a wartos¢
stalej sitowej wynosita tym razem 5 kcal-mol-! A -2,

Przygotowanie uktadow 1BG2_1JFF

Przygotowanie uktadéw 1BG2_1]FF, zawierajacych dimer tubulinowy i
domene Kkatalityczng kinezyny w réznych odlegtosciach od siebie, wymagato
dodatkowych przygotowan i wykorzystania struktury 2P4N, zawierajgcej
wspétrzedne kinezyny umiejscowionej na tubulinie. Konstrukcja uktadéw
przebiegata w nastepujacych etapach:

e (Czasteczka kinezyny zostata przesunieta w stosunku do pierwotnego
potozenia o pozadang odlegtos¢ (0,4, 1,2 i 2,0 nm) ponad powierzchnie dimeru
tubulinowego. Przy wyborze tych odlegtosci zasugerowatam sie praca (220), w
ktérej badano wiasciwosci wody pomiedzy dwiema podjednostkami
biatkowymi i zastosowatam wtasnie takie odlegtosci jak uzyte w tym artykule.

e Zuktadéw 1BG2 i 1JFF uprzednio zréwnowazonych w obecnosci wody
zostato pobrane biatko wraz z najblizszymi czasteczki wody (do odlegtosci 2,5 -
4 A od jakiegokolwiek atomu biatka).

e Do przesunietych wspétrzednych biatek ukladu 2P4N dopasowane
zostaly wspétrzedne biatek z uktadéw 1BG2 i 1JFF tak, aby $rednie odchylenie
kwadratowe byto jak najmniejsze.

e Do powstatych w ten spos6éb nowych uktadéw zostaly dodane jony Na+
w minimalnej ilo$ci potrzebnej do zobojetnienia elektrostatycznego.

e (Calo$¢ zostata solwatowana woda SPC/E. Poniewaz przedmiotem
zainteresowania byta woda pomiedzy kinezyng i tubuling, wiec mozna byto
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przyja¢ nieco mniejsza niz w pozostatych przypadkach odlegto$¢ minimalng
biatka od $cianek oktaedrycznego boksu symulacyjnego (10 A).

Po solwatowaniu przeprowadzono krdétka minimalizacje energii (300
krokéw metoda najszybszego spadku i 200 krokéw metoda sprzezonych
gradientéw), potozenia atoméw biatek byly przytrzymywane z uzyciem
harmonicznej sity ograniczajacej, a wartos¢ statej sitowej wynosita 5 kcal-mol-!
A~

Kazdorazowo w celu powtérzenia obliczen, uktad konstruowany byt od
poczatku, poniewaz potozenie kinezyny zmieniato sie powoli w trakcie
symulacji w stosunku do potozenia tubuliny. Koniecznos$¢ ta byta wynikiem
checi utrzymania w miare statej odleglo$ci pomiedzy biatkami, przy
zrezygnowaniu z wprowadzenia sztucznych wiezéw w postaci sit
harmonicznych przytrzymujacych atomy biatka w wybranym potozeniu.

Przygotowanie uktadéw 1MK]J do pomiaréw sily generowanej przez
dokujqcq sie szyjke tqcznikowq

Przygotowanie uktadéw majgcych stuzy¢ do uzyskania wgladu w proces
dokowania sie szyjki tacznikowej (pomiaréw sity generowanej przez dokujaca
sie szyjke) wymagato przeprowadzenia dwoéch dodatkowych symulacji z
wykorzystaniem juz istniejacego uktadu 1MK]. Najpierw zostala otrzymana
zostata struktura ze sztucznie odciagnieta szyjka tacznikowa, ktérej nastepnie
pozwolono ponownie sie zblizy¢ do domeny katalitycznej.

Odciaganie szyjki tacznikowej
0Od domeny Kkatalitycznej z zadokowang szyjka tgcznikowa zostala

odciggnieta szyjka tacznikowa z uzyciem zewnetrznej sily, dziatajacej w
kierunku w przyblizeniu prostopadtym do powierzchni biatka. Sita ta byta
réwna okoto 440-10-12 N i zostata przytozona do atoméw wegla a helisy a7
(aminokwasy 339-348), ktéra wystepuje tuz za szyjka lacznikowa.
Réwnoczesnie, aby zapobiec przesunieciu sie catego biatka, przytrzymane
zostatly wybrane atomy na spodzie kinezyny, ktéry w normalnych warunkach
powinien oddziatywa¢ z mikrotubulg (atomy o numerach 2222, 2244, 2263,
2287, 3735,3977,4223, 4230, 4241, 4255, 4276, 4300, 4306, 4327, 4351). Rys.
4.5 przedstawia stan poczatkowy i koncowy uktadu.
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Rys. 4.5. Kolor ciemnoszary: kinezyna z zadokowang szyjka, przed rozpoczeciem
odciaggania. Kolor jasnoszary: kinezyna ze sztucznie uwolniong szyjka. Zachowane
jest potfaczenie szyjki facznikowej i poczatkowego fragmentu taricucha biatkowego
kinezyny (tzw. struktura CNB, omdwiona w przegladzie literatury). Rysunek
wykonany za pomocga programu PyMOL.

Powtérne dokowanie sie szyjki

Po procesie odciggania szyjki przeprowadzona zostata symulacja
powtdérnego dokowania. Aby przyspieszy¢ obliczenia (to znaczy méc zmniejszy¢
uktad o pewng ilo$¢ czasteczek wody) i usprawni¢ przebieg dokowania,
usuniete zostaly aminokwasy od numeru 334 do konca. Za waling o numerze
333 zostata dodana grupa NME, aby otrzymac¢ zakonczenie taincucha w postaci
nienatadowanej. Ciagle przytrzymywane byly te atomy na spodzie kinezyny,
ktére byly przytrzymywane podczas odciggania szyjki. Wybrane konformacje
otrzymane na réznych etapach tej symulacji zostaly nastepnie uzyte jako
konformacje startowe do oszacowania sity, jaka moze generowa¢ dokujaca sie
szyjka tacznikowa.

Obliczenia zostaty przeprowadzone dla szyjki tacznikowej nachylonej
pod kilkoma katami w stosunku do domeny katalitycznej (pogladowo sposéb
zdefiniowania kata przedstawia Rys. 4.6).
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Rys. 4.6. Sposob definiowania kata nachylenia szyjki. Rysunek wykonany za pomoca
programu PyMOL.

Kat a zmierzony zostal pomiedzy dwoma wektorami wyznaczonymi
przez wskazane atomy na powierzchni domeny Kkatalitycznej kinezyny i
nalezace do szyjki tacznikowe;j.

4.3. Przebieg symulacji

Uktady: 1BG2, 1MK], 1JFF, 1BG2 1JFF i czysta woda

W celu doprowadzenia kazdego z ukltadéw do stanu réwnowagi,
przeprowadzono wstepng symulacje (bez zapisywania trajektorii) w warunkach
statej temperatury i ci$nienia: w temperaturze 298 K (uktad byt potaczony z
termostatem, przeskalowanie predkosci odbywalo sie ze stalg czasowa
wynoszaca 1 ps), pod ci$nieniem jednego bara (izotropowa - jednakowa wzdtuz
kazdej osi laboratoryjnego uktadu wspétrzednych - regulacja ci$nienia, ze stata
czasowa 1 ps). Czas rownowazenia wynosit okoto 600-1600 ps (300 000-800
000 iteracji z krokiem czasowym 0,002 ps), zaleznie od uktadu.

W  przypadku uktadéw 1BG2_1JFF sktadajacych sie z dimeru
tubulinowego i kinezyny (uprzednio wstepnie zréwnowazonych), podczas
réwnowazenia wszystkie atomy wegla alfa przytrzymywane byly w
wyj$ciowym potozeniu przy uzyciu sity harmonicznej, warto$¢ statej sitowej
wynosita 2 kcal'mol! A 2. Celem byto umozliwienie swobodnego poruszania sie
czasteczek wody woko6t biatek oraz pozostawienie pewnej swobody ruchu
faficuchom bocznym aminokwaséw z jednoczesnym zapobieZeniem
przedwczesnej zmianie wzajemnego potozenia kinezyny i tubuliny.

Po tym etapie mozna byto rozpocza¢ zapisywanie plikéw z trajektorig w
celu jej analizy. Symulacje przebiegaty zasadniczo w takich samych warunkach
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jak opisana wyzej symulacja wstepna, réznity sie ilo$cig iteracji i ewentualnie
krokiem czasowym (byt on réwny 0,001 lub 0,002 ps). Nie stosowano tez
zadnych sit przytrzymujacych atomy. W rezultacie tych symulacji otrzymatam
pliki z zapisem trajektorii, z ktérych kazdy zawieral nastepujace po sobie
chwilowe konfiguracje uktadu (w postaci wspoétrzednych kartezjanskich
wszystkich atoméw) w odstepie czasowym 0,001 ps (do obliczen funkcji
autokorelacji predkosci i wspotczynnikéow dyfuzji) lub 0,01 ps (do obliczen
funkcji rozktadu radialnego, energii i geometrii wigzan wodorowych,
parametréw uporzadkowania opartych na dwuczastkowych funkcjach korelacji,
wielo$cianéw Voronoia, parametréw LSI).

Symulacje uktadéw zawierajacych jedynie czasteczki wody,

przeprowadzone w celach poréwnawczych, przebiegaly w analogicznych jak
wyzej opisane warunkach.
Zbieranie plikobw z zapisem trajektorii iobliczenia wtasciwosci wody byty
powtarzane w celu oszacowania rozrzutu warto$ci mierzonych wielkosci
fizycznych. Laczny czas symulacji wynosit od kilkunastu do 25 ns, w zalezno$ci
od badanego uktadu.

Niektore zebrane trajektorie zostaly poddane, klatka po Klatce,
procedurze minimalizacji energii, w celu dokonania poréwnawczych obliczen
wybranych parametrow opisujacych wtasciwosci wody. Cel tego postepowania
zostanie przedyskutowany w rozdziale po§wieconym oméwieniu wynikow.

Uktad MKJO - czasteczka czysto hydrofobowa (z wyzerowanymi
tadunkami czastkowymi na atomach)

Podczas symulacji nalezato zastosowac site harmoniczng, aby zapobiec
rozwinieciu sie biatka. Stata sitowa byta réwna 10 kcal-A-2:mol-1. Wiekszo$¢
wynikéw, ktére bede omawiac¢ nizej, dotyczy biatka, ktérego wszystkie atomy
byly przytrzymywane. Niektore obliczenia wspétczynnikéw dyfuzji byty jednak
przeprowadzone takze dla biatka, w ktérym tancuchy boczne aminokwaséw nie
byly  przytrzymywane (przytrzymywano  tylko atomy  szkieletu
polipeptydowego).

Uktad 1MK] skonstruowany w celu obliczenia sity generowanej przez
dokujaca sie szyjke tacznikowa

Nieco odmiennie przebiegata symulacja majaca na celu otrzymanie
trajektorii do obliczenia sity generowanej przez dokujaca sie szyjke facznikowa.
Podczas tej symulacji, przytrzymywano atom wegla o waliny o numerze 331 z
uzyciem sity harmonicznej, ze statg sitowa réwna 10 kcal-mol-! A 2, sugerujac sie
praca (25). Uzycie tej sily bylo konieczne do przeprowadzenia obliczen, jak
zostanie to oméwione ponizej. Przytrzymywane byly takze te atomy, ktére
przytrzymywane byly podczas symulacji odciggania szyjki. Trajektorie
zapisywano z krokiem czasowym 0,001 ps.
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4.4. Analiza wynikéw symulacji

Ponizej oméwie sposéb obliczania interesujacych mnie parametréw
charakteryzujacych wybrane cechy wody i biatka. Analizowatam wtasciwosci
dynamiczne i strukturalne wody, ruchliwo$¢ atoméw biatka, a ponadto
mierzytam sitle generowana przez dokujaca sie do powierzchni domeny
katalitycznej szyjke tacznikowa.

Najpierw nalezato zdecydowaé, ktére czasteczki wody uzna¢ za
przynalezne do otoczki solwatacyjnej i jakie kryteria zastosowa¢, aby je
wyodrebni¢ wsréd innych.

Uktadem odniesienia przy wyborze czasteczek wody solwatacyjnej byta
czasteczka biatka. Obliczenia byly realizowane dla czasteczek wody
znajdujacych sie w okreslonych przedziatach odlegtosci od wybranych atoméw
biatka, wchodzacych w sktad aminokwaséw umiejscowionych na powierzchni
biatka.

Przestrzen zawierajaca czasteczki wody bedace przedmiotem obliczen
byta definiowana nieco w odmienny sposéb w przypadku analizy pojedynczej
domeny motorycznej kinezyny oraz w przypadku analizy uktadu sktadajacego
sie z kinezyny wraz z dimerem tubulinowym.

W przypadku analizy samej kinezyny, kazdy przedzial odlegtosci od
wybranych atoméw biatka okres$laly dwa promienie. Podczas analizy brane byty
pod uwage te czasteczki wody, ktére znajdowaty sie w odlegtosci wiekszej niz
mniejszy z promieni od wszystkich atoméw biatka oraz w odlegtosci mniejszej
niz wiekszy z promieni od wybranych atomoéw biatka. Potozenie czgsteczki
wody w przestrzeni okreSlone byto poprzez wspoétrzedne jej Srodka masy.
Sposob definiowania pierwszej otoczki solwatacyjnej zostat zilustrowany na
Rys. 4.7.

Pomiar wlasciwosci dynamicznych wody solwatacyjnej
(wspotczynnikow dyfuzji) wymagat analizy zmian wektora predkosci czasteczki
w czasie i nastepnie catkowania otrzymanych funkcji autokorelacji wzgledem
czasu (podrozdzial 4.4.6). Dtugo$¢ przedziatu czasowego uzytego do catkowania
jest okreslona czasem korelacji, ktéry w przypadku wody solwatacyjnej wynosi
okoto 1,5 ps. Stosownie do tego przyjelam, ze czasteczka wody znajduje sie w
wybranym przedziale odlegtosci wowczas, gdy znajduje sie tam S$rednie
potozenie jej srodka masy, liczone w czasie 1,5 ps.
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Rys. 4.7. Sposdb definiowania pierwszej warstwy solwatacyjnej (w przedziale
odlegtosci 0,0-0,4 nm) wokét wybranych reszt aminokwasowych na powierzchni
kinezyny. Wybrane aminokwasy przedstawione sg jako zielonkawe sfery. W
prawym dolnym rogu znajduje sie cata badana czasteczka biatka (kolor szary) wraz z
uwidocznionymi czasteczkami wody wchodzacej w skfad otoczki sowatacyjnej
jednego z obszaréw na powierzchni kinezyny. Rysunek wykonany za pomoca
programu PyMOL.

Przy definiowaniu obszaréw solwatacyjnych wzieto pod uwage gtéwnie
strukture drugorzedowa okres$lonego fragmentu biatka, ponadto pominieto te
aminokwasy, ktére byly praktycznie catkowicie schowane wewnatrz czasteczki
biatka. Tabela 4.3 podaje numery aminokwaséw przyporzadkowanych
poszczegblnym obszarom, wraz z umownymi nazwami tych obszaréw. Opisane
kryteria odlegtosci stosowaly sie do wszystkich atoméw tych aminokwaséw.
Poniewaz struktura 1BG2 konczy sie na 325 aminokwasie, definicje w kilku
miejscach sie r6znia od tych dla struktury 1MK]J.
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Nazwa obszaru

Struktura drugorzedowa

Numery aminokwaséw

1 |a0 a0 20-25

2 |ala ala 58-60,62-64

3 |alb alb 66-68,70-72,74-75

4 | a2alL4MgADP  |L4 oraz a2a 85-93,96,Mg2*,ADP

5 |a2b a2b 108-110,112-114,116-121
6 |a3 a3 176-178,180-182,184-185,187-190
7 |a3a a3a 197-204

8 | a4 a4 256-257,259-260,262-263,265-270
9 | a5L12 L12 oraz a5 271-279

10| a5L13 o5 oraz L13 281-282,284-285,287-293
11| a61 a6 306-311,313-314

12| 62 a6 315-318,320-321,323-324
13| a7 a7 336-349 (tylko 1MK])

14| B0/B0OB9 30 oraz 39 4-8,326-329 (4-8 dla 1BG2)
15| B1laf1b BlaiP1b oraztaczaca je petla 32-40

16| B1c B1c oraz petla taczaca z f1b 41-47

17| B1p8 1, petla taczaca Blci B2 oraz 8 | 9-10,12,48-50,295-297

18| B5ap5b B5/L8 (B5ai B5b) 154-157,163-167

19| B5L8 B5/L8 158-162

20| 10 10 oraz kilka reszt tuz przed i za| 330-335 (tylko 1MK)])

21| B4B5 koncéwka B4 do poczatku 5/L8 | 136-143

22| B4567_1 34, 6 oraz 7 123-129,214-216,222-223
23| B4567_2 34, B5/L8, B6 oraz 7 131,168-172,209,211,213,224,226,228
24| LB1la0B2ala petlataczaca f1i a0 oraz 32 i alal 16-19,53-57

25| LaOB1a petlataczaca a0 ifBla 26-31

26| L5 L5 97-105

27|18 B5/L8 145-153

28| L9 L9 191-196

29| L10 L10 217-221

30/ L11_1 L11 233-238,250-255

31/ L11.2 L11 239-249

Tabela 4.3. Zdefiniowane obszary na powierzchni biatek 1BG2 i 1IMKJ wraz z numerami tworzacych je
aminokwasow i nazwami struktur drugorzedowych kinezyny, do ktérych naleza wybrane obszary.
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Rys. 4.8. Sposob definiowania kolejnych zakreséw obliczen dla wody solwatacyjnej
(tu za pomocag sfer zaznaczono czasteczki wody znajdujace sie w przedziale
odlegtosci 0,6-1,0 nm od wybranych aminokwaséw dimeru) znajdujacej sie
pomiedzy dimerem tubulinowym (na dole) i kinezyng (u goéry). Wybrane
aminokwasy, do ktérych stosowano kryteria odlegtosci w postaci promienia
minimalnego i maksymalnego, zaznaczone sg jako zielonkawe sfery. Powierzchnia
walcowa o promieniu 1,5 nm (ogranicza przestrzen, w ktorej znajdowaty sie srodki
mas analizowanych czasteczek wody solwatacyjnej) ma kolor niebieski; o$ walca
zaznaczona jest jako czarna strzatka. Rysunek wykonany za pomocag programu
PyMOL.

W przypadku uktadu sktadajacego sie z dimeru tubulinowego i
kinezyny, kolejne zakresy obliczenn byly definiowane w funkcji odlegtosci od
wybranych aminokwaséw znajdujacych sie na powierzchni dimeru
tubulinowego, pod czasteczka kinezyny. Jednak w kilku przypadkach obliczenia
byty takze przeprowadzane dla pierwszej warstwy solwatacyjnej spodniej
czes$ci kinezyny. Dodatkowo w obliczeniach nie byty uwzgledniane te czasteczki
wody, ktore spethiaty kryteria odlegtosci, ale znajdowaty sie poza przestrzenia
pomiedzy dimerem tubulinowym a kinezyna. Granice tej przestrzeni zostaty
ustalone réwnaniem walca o promieniu 1,5 nm, ktérego dolna podstawa
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znajdowata sie w obszarze zajetym przez dimer tubulinowy, a gérna w obszarze
zajetym przez kinezyne, jak schematycznie ilustruje to Rys. 4.8.

4.4.1. Zdefiniowanie granic poszczego6lnych warstw
solwatacyjnych biatka

Przed przystapieniem do wtasciwego etapu analizy trajektorii, nalezato
zdecydowac sie na to, jakie bedg kryteria odlegtosci ograniczajace poszczegdlne
warstwy solwatacyjne. Dlatego obliczenia rozpoczeto od wyznaczenia funkcji
rozktadu radialnego wody wokét biatka, co pozwolito na ocene grubosci
pierwszej warstwy hydratacji (Rys. 4.9).

Przy ustalaniu jej zasiegu wzieto pod uwage zaréwno potozenie
pierwszego minimum na funkcji rozktadu radialnego, jak i fakt, ze Srednica
pojedynczej czasteczki wody wynosi okoto 0,3 nm. Grubos¢ kolejnych warstw
przyjeto za réwna pierwszej.

Obliczona funkcja nie jest $ci$le funkcja rozktadu radialnego w
tradycyjnym znaczeniu tego pojecia. Funkcja ta jest funkcjg rozktadu odlegtosci
srodkow mas czasteczek wody od najblizszych im atoméw kinezyny.

s l . \
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50
7 [nm]

Rys. 4.9. Funkcja rozktadu radialnego srodek masy czasteczki wody — najblizszy
atom kinezyny.

Funkcja rozktadu ma dwa piki: pierwszy - w odlegtosci 2,0 A; a drugi -
w odlegtoéci okoto 2,7 A. Ich interpretacje mozna znalezé w przegladzie
literatury (podrozdziat 3.3).
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Na podstawie przebiegu tej funkcji przyjety zostal promienn obliczen
réwny 0,4 nm, przy tej odlegtosci catkowicie zanika drugi pik widoczny na
wykresie. Odlegto$¢ 0,4 nm jest wartoscig z grubsza poréwnywalng ze $rednicg
czasteczki wody. Zatem poszczegblne warstwy solwatacyjne to kolejne warstwy
o grubosci 0.4 nm kazda, odlegte od powierzchni biatka o 0 nm, 0,4 nm, 0,8 nm
itd.. Z potrzeby zachowania ciagto$ci w $ledzeniu zmian witasciwosci wody,
zastosowatam procedure polegajaca na przesuwaniu warstwy o grubosci 0.4 nm
o stala warto$¢ wynoszaca 0.1 nm. Kolejne zakresy obliczen beda zatem
definiowane jako ograniczone przedziatami odlegtosci 0,0-0,4 nm, 0,1-0,5 nm,
0,2-0,6 nm itd. W tabelach z wynikami kazdy przedziat opisywany jest jedna
wartoscig promienia, ktéra jest Srednig arytmetyczng z promienia mniejszego i
wiekszego.

Jezeli obliczenia okre$lonych parametréw byly powtarzane z
wykorzystaniem réznych fragmentéw trajektorii, to podawane w nastepnym
rozdziale w tabelach lub przedstawiane na wykresach wartosci sg $rednia ze
wszystkich obliczen wykonanych dla danego zbioru czgsteczek wody.

4.4.2. Funkcje rozkladu radialnego

Funkcje rozktadu radialnego wyznacza sie wedtug wzoru:

1dN(r) 1 dN(r)

9t = pdV(r)  pamridr (4.16)

p - gesto$¢ czystej wody, wyznaczona w oddzielnej symulacji, wyrazona liczba czasteczek
wody na jednostke objetosci
dN - liczba czasteczek przypadajgca na objeto$¢ dV

Korzystajac z wynikéw symulacji, warto$¢ funkcji rozktadu radialnego
mozna obliczyé, uzywajac ponizszego wzoru:
1. AN (AN(r, 61))
9 =2 Jim 3y =

. (4.17)
p * gn[(r + 8r)3 —r3]

(AN(r, 81)) - $rednia liczba czastek wody zawarta w objetosci AV = gn[(r +67)% — 1?3
6r - krok obliczen (w obliczeniach uzywatam kroku réwnego 0,005 nm)

W pracy zostato wykorzystane mniej standardowe podejscie:
wyznaczone zostaty funkcje rozktadu radialnego przedstawiajace potozenia
$Srodkéw mas czasteczek wody w odniesieniu do najblizszych atoméw biatka.
Funkcja ta zostata wyznaczona w ten sposéb, Ze dla kazdej czasteczki wody
poszukiwano, w jakiej odlegtos$ci znajduje sie atom biatka potozony najblizej
danej czasteczki. Celem bylo uzyskanie rozkladu czasteczek wody wzgledem
powierzchni biatka.

4.4.3. Wewnetrzny uktad wspoétrzednych czasteczki wody

Niektdre z obliczen wymagaty okreslania wzajemnej orientacji dwdéch
czasteczek wody wzgledem siebie. Aby tego dokona¢, z kazda z czasteczek wody
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zwigzano jej wlasny, wewnetrzny ukltad wspétrzednych. Uktad ten
skonstruowany zostat w nastepujacy sposéb (Rys. 4.10):
e Poczatek uktadu pokrywa sie ze Srodkiem masy czasteczki wody.
e Kierunki osi pokrywaja sie z kierunkami osi gtéwnych tensora
bezwladnosci:
e Osi Oz odpowiada najwieksza warto$¢ gléwnego momentu
bezwtadno$ci czasteczki wody.
e Osi Ox odpowiada najmniejsza warto$¢ gldwnego momentu
bezwtadno$ci czasteczki wody.

Rys. 4.10. Kierunki osi wewnetrznego uktadu wspoétrzednych czasteczki wody.

4.4.4. Uwzglednienie asymetrii S$rodowiska przy obliczaniu
wartosci parametrow charakteryzujacych wlasciwosci wody
solwatacyjnej

Na zmiane wartosci parametréw obliczonych dla wody solwatacyjnej w
poréwnaniu z warto$ciami charakteryzujacymi czysta wode moga wpltywac dwa
czynniki. Pierwszym jest zmiana lokalnej struktury wody w poblizu powierzchni
biatka (zachodzaca z powodu jej charakteru chemicznego, ktéry jest odmienny
od charakteru chemicznego czystej wody jak i z powodu jej ksztaltu,
wymuszajgcego pewne orientacje czasteczek) Drugim jest fakt, Ze w poblizu
biatka czasteczki wody nie sg otoczone ze wszystkich stron innymi czasteczkami
wody, tak jak w czystym rozpuszczalniku.

Wplyw tego drugiego efektu na rezultaty obliczen nie zawsze jest
oczywisty i dostrzegalny na pierwszy rzut oka. Jednak jego nieuwzglednienie
moze prowadzi¢ do btednej interpretacji wynikéw.

Z tego powodu, aby sprébowaé¢ wyeliminowaé wptyw asymetrii
otoczenia (wystepuje pewna zajeta przez biatko i pozbawiona czasteczek wody
przestrzen), wprowadzona zostata pewna modyfikacja w obliczaniu niektérych
z omawianych parametréw.

Przeprowadzona zostata symulacja boksu zawierajacego jedynie
czasteczki wody. Tak otrzymane wspotrzedne wody zostaly natozone na
czasteczke biatka. Nastepnie wybrano do analizy czasteczki wody znajdujace sie
w przedziale odlegtosci od atoméw biatka odpowiadajacemu przyjetemu
zasiegowi otoczki solwatacyjnej. Dodatkowo nalezato takze usunaé te

126



4. Opis metod obliczeniowych

czasteczki, ktérych wspétrzedne znalazty sie w obszarze zajetym przez biatko
(to znaczy blizej niz zadana odlegto$¢ odciecia dy od ktéregokolwiek atomu
biatka - wskaz6wka do jej wyboru moga by¢ funkcje rozktadu odlegtosci z Rys.
5.37).

W ten sposéb warstwa solwatacyjna zostaje wypetniona woda o
strukturze wody czystej i mozna dla niej przeprowadzi¢ obliczenia
interesujacego nas parametru P;. Nastepnie obliczamy nowag warto$¢ AP;
parametru P; jako réznice pomiedzy wartos$cig uzyskang dla rzeczywistej wody
solwatacyjnej (P;)s01, 1 warto$cia uzyskana dla fikcyjnej warstwy solwatacyjnej
(P puik:

APi = (Pi)solv - (Pi)bulk

Nowa warto$¢ ma by¢ miarg zmiany parametru P; w wodzie
solwatacyjnej w poréwnaniu z wodg czysta.

Nieco podobne koncepcyjnie postepowanie zaproponowali Merzel i
Smith, opisujac procedure obliczania gestosci wody solwatacyjnej (217) (ich
procedura rézni sie tym, ze obliczenia poréwnawcze dla czystej wody
przeprowadzane sa w ten sposéb, ze niektore czasteczki wody zostajg uznane za
biatko, co jest prawie rownoznaczne z naszym podej$ciem).

Proby uwzglednienia objeto$ci zajetej przez czasteczke substancji
rozpuszczonej w wodzie byly takze czynione na przyktad podczas obliczen
funkcji rozktadu radialnego (246).

Do innego rodzaju modyfikacji nalezy z kolei na przyktad modyfikacja
tradycyjnej wersji parametru tetraedrycznosci (ktéry bierze pod uwage
potozenia czterech najblizszych sgsiadéw czasteczki wody) (116). Parametr w
nowej wersji moze uwzglednia¢ zmienng liczbe najblizszych sagsiadow w otoczce
solwatacyjnej lub mozliwo$¢ oddziatywania z biatkiem (1) (247).

Na koniec nalezy dodaé, iz opisany sposdb postepowania przy
wyznaczaniu stanu referencyjnego (dla fikcyjnej warstwy solwatacyjnej
wypelnionej czysta woda) moze wzbudzaé pewne watpliwosci, zwtaszcza jezeli
chodzi o sposéb usuwania czasteczek znajdujacych sie w obszarze zajetym
przez biatko. Usuwane sg wszystkie czasteczki, ktérych wspéirzedne Srodka
masy znajduja sie blizej niZ pewna wybrana wielko$¢ dy od jakiegokolwiek
atomu biatka. Powierzchnia kontaktu wody i biatka ma ztozony ksztatt. Zbyt
duza lub zbyt mata warto$¢ dp moze doprowadzi¢ do jej znieksztalcenia, a tym
samym do wypaczenia otrzymanego wyniku. Ponadto zastosowanie jednej i tej
samej odlegtoSci granicznej od wszystkich atoméw biatka jest pewnym
uproszczeniem. Dlatego wykonywatam wiele obliczen dla sprawdzenia,
uzywajac kilku réznych wartosci dy (w racjonalnym zakresie zmienno$ci).
Otrzymane warto$ci parametréw lub przebieg wykreséw réznicowych mogty
sie nieco rézni¢, ale w zasadzie nie obserwowatam pomiedzy nimi réznic
jakosciowych, ktére mogtyby zmieni¢ wyciggane wnioski (niektére z obliczen
poréwnawczych zawartam w Aneksie: Rys. A2 + A5, Tabela A2 + A4, Tabela A8).
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4.4.5. Analiza wigzan wodorowych woda-woda

Definicja wigzania wodorowego
Przyjetam definicje wigzania wodorowego zaczerpnieta z pracy
Werneta et al. (75), w ktdrej zaproponowano, by funkcja okreslajaca, czy dwie
czasteczki wody s3a potgczone wigzaniem wodorowym, zalezata od dwoch
zmiennych, mianowicie od:
e Kkata fus (rys. 4.4) pomiedzy:
o wektorem poprowadzony od atomu tlenu Op czasteczki - donoru
wigzania do atomu tlenu Ox czasteczki - akceptora wigzania oraz
o wigzaniem Op-Hp czasteczki - donoru wigzania,
e odlegtosci tlen - tlen dwoch czasteczek wody (Roo)

Rys. 4.11. Definicja kata 84z (Ho—0Op:+:0a).

Aby mozna byto méwié¢ o wigzaniu wodorowym, przy odlegtosci 2,6 A
kat nie moze by¢ wiekszy niz 40°, a przy maksymalnej odlegtosci 3,3 A kat
powinien wynosi¢ 0°.

Wiazanie istnieje, jezeli spetnione jest kryterium:

Ropo < —0,0000448 45 + 0,33 [nm] (4.18)

Ponadto dodajemy warunek, aby catkowita energia oddziatywan
pomiedzy dwiema molekutami speiniajagcymi to kryterium byta ujemna, co z
grubsza mozna interpretowac jako istnienie sity przyciagajacej.

Energia wigzania wodorowego

Wiagzanie wodorowe mozna interpretowac jako wynik zlokalizowanego
przyciggania elektrostatycznego. W przypadku modelowej czasteczki wody,
tadunki na atomach tlenu i wodoru s tak dobrane, by umozliwi¢ powstawanie
tych wigzan. Przez energie wigzania wodorowego utworzonego pomiedzy
dwiema czasteczkami i i j rozumiemy sume energii oddzialywan (typu Lennarda
- Jonesa oraz elektrostatycznych) pomiedzy wszystkimi atomami tworzacymi te
czasteczki wody (symbole analogiczne jak we wzorze 4.4, €, — przenikalno$¢
elektryczna prézni):
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R~ Oij 12 Oij ° q.49;
Eyp = Z Z <4ei ; [(r—) - (T) ] + m) (4.19)
i=1 =1 ij ij 0'ij
Obliczenia dotyczyly Sredniej energii wigzan wodorowych tworzacych
sie pomiedzy parami czasteczek wody.

Geometria pojedynczego wigzania wodorowego

Do analizy geometrii pojedynczego wigzania wodorowego
wykorzystywano nastepujace parametry:

o kat fBus,
e odlegtos¢ tlen akceptora wigzania - wodér donora wigzania (Rpug), ktora
moze by¢ nazwana dtugo$cia wigzania wodorowego.

W funkcji odlegtosci od wybranych fragmentéw powierzchni biatka
obliczone zostaty warto$ci $rednie wymienionych parametréow, a takze
histogramy obrazujace prawdopodobienstwo wystapienia okreslonej wartosci
kata Bup oraz odlegtosci Rus.

Poza tym wyznaczona zostata $rednia liczba wigzan wodorowych
tworzonych przez czasteczke wody z innymi czasteczkami wody (nug).

Rozktad prawdopodobienstwa kqtow 6 pomiedzy sqsiednimi
wiqzaniami wodorowymi

Analiza wigzan wodorowych zostala poszerzona o analize rozktadu
katow 6. Katy te zdefiniowane zostaly z wykorzystaniem pomystu Chau i
Hardwick’a (116), ktérzy wprowadzili tak zwany parametr tetraedrycznosci.
Tutaj oryginalna Kkoncepcja zostata nieco zmodyfikowana. Autorzy ci
zaproponowali parametr, Kktéry obliczany jest w nastepujacy sposob:
wybieramy czasteczke wody i znajdujemy jej czterech najblizszych sasiadow;
nastepnie obliczamy szes$¢ katéw, ktére tworzone s3 przez wektory taczace
atom tlenu czasteczki centralnej z atomami tlenu czasteczek sasiadujacych.
Znajac te katy, mozna byto nastepnie obliczy¢ parametr tetraedrycznosci za
pomoca nieskomplikowanego wzoru. Modyfikacja wprowadzona tutaj polega na
tym, Ze dla centralnej czasteczki wody, wybieramy wszystkie czasteczki, ktore
tworza z nig wigzanie wodorowe. Zatem liczba sasiadujacych czasteczek
niekoniecznie jest rowna cztery. Nastepnie réwniez obliczane sg katy pomiedzy
odpowiednimi wektorami iaczacymi czgsteczki i budowany jest histogram
rozktadu prawdopodobienstwa dla réznych wartosci tych katow.

4.4.6. Wspotczynniki dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej

Wspoétczynniki dyfuzji $wiadcza o swobodzie ruchu (translacji lub
rotacji), dlatego stanowia dobra miare zmieniajacych sie wtasciwosci fizycznych
wody w otoczeniu czasteczki biatka.

Stosowane s3 dwie metody pomiaru wspétczynnikdw dyfuzji (jedna
korzysta z obliczenia przesuniecia kwadratowego, a druga z funkcji
autokorelacji predkosci). Zastosowanie pierwszej z tych metod (tzw. wzoru
(Iry(®-1;(0)1%)

t
translacyjnej Dr wymaga dostatecznie dlugiego przedziatu czasowego t, aby

Einsteina, DT=%limt_,w ), do obliczenia wspétczynnika dyfuzji
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zniknely korelacje potozen, gdyz ten sposob liczenia zaklada, ze Srednie
przesuniecie kwadratowe jest liniowa funkcja czasu.

Wspdtczynniki dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej obliczone zostaly z
uzyciem funkcji autokorelacji predkosci translacyjnej i rotacyjnej, poniewaz
metoda ta pozwala na obliczenie tych wspoétczynnikow w kréotkim przedziale
czasowym (1,5 ps), dzieki czemu nie tracimy mozliwosci przyporzadkowania
czasteczki do konkretnej warstwy solwatacji.

Predkos$¢ translacyjng vy czasteczki wody definiujemy jako predkos¢ jej
srodka masy. Predkos¢ translacyjng w chwili ¢ wyznaczamy, wykorzystujac
zmiane potozenia $rodka masy czasteczki po uptywie czasu T wedtug wzoru:

vo(t) = ArT(t)

Czasowa funkcje autokorelacji predkosci translacyjnej C(t) w stanie
réwnowagi opisuje wzor 4.21:
1 T

Cr(t) = Tlim Tf v (v (t' + t)dt' | = (vp(0)vy(t)) (4.21)
0

(4.20)

Wektory v;(0) i v (t) symbolizuja predkosci w chwili poczatkowej t=0
i po uptywie czasu t. Dla Nw czasteczek wody funkcja autokorelacji predkosci
moze byc¢ obliczona z danych otrzymanych dzieki symulacji z uzyciem wzoru
4.22:

Ne Ny
1
60 = 5 2, D [vry @ 0] (422)
j=1i=1
N, - liczba zbadanych przedziatéw czasowych o dtugosci t

Do obliczenia wspédtczynnika dyfuzji moze postuzy¢ tak zwana
zalezno$¢ Greena - Kubo:

_ 1 l. t , d , _ 1 [oe] d
Dy =~ lim (fo (vr(0)vr (1)) t) = §j0 (vr(0)v,(D))dt (4.23)

W przypadku funkcji autokorelacji predkosci rotacyjnej, wykorzystany
zostal wektor v, predkosci katowej rotacji czasteczki wokoét jej Srodka masy w
miejsce predkosci translacyjnej sSrodka masy:

A
Va(t) = ¢ (1)
T

Wspoétczynnik  dyfuzji rotacyjnej mozna policzy¢ ze wzoru

analogicznego do podanego powyzej dla dyfuzji translacyjne;j:

1 ¢ 1 o
Dp = 7 lim (f (VR(O)VR(t’))dt'> = §f (Vg (0)VR(2))dt (4.25)

(4.24)

Podczas obliczania wspétczynnikéw dyfuzji, catkowanie odbywato sie
w granicach od 0 do 1,5 ps (funkcja autokorelacji w praktyce osiagga wartos$¢
réwng zero dla czaséw rzedu 1,0-1,5 ps).
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4.4.7. Widmo mocy predkosci translacyjnej

Niech v(t) bedzie funkcja opisujgcg zmiany predkosci poruszania sie
czgsteczki wody w czasie. Roztozenie tej funkcji v(t) na sume sktadowych
harmonicznych (w postaci szeregu Fouriera) moze wydoby¢ informacje o tym,
czy oscylacyjny ruch czasteczki cechuje sie wystepowaniem drgan o
preferowanych czesto$ciach.

Rozwiniecie funkcji v(t) w szereg Fouriera przedstawia sie
nastepujgco:

a
v(t) = 70 + a, cos(w,t) + by sin(w,t) + a, cos(w,t) + b, sin(w,t) + -

+ a, cos(wy,t) + b, sin(wy,t) + -+ (4.26)
State a,, i b,, wystepujace w réwnaniu sg okre$lone wzorami:
T/2
a, = m f v(t) cos(w,t) dt n=0,1,..
-T/2
T/2
b, = T—/Z j v(t) sin(w,t) dt n=12,.. (4.27)
-T/2
2nn
Wn ==

Posta¢ taka przedstawia ruch czasteczki jako zlozenie niezaleznych
oscylator6w harmonicznych o czestoSciach drgan w, 1 amplitudach

aZ + bZ. Dominujgcym sktadowym harmonicznym przypisane beda duze
wartosci amplitud.

[lo$¢ energii niesionej przez pojedyncza sktadowa harmoniczng n o
czesto$ci drgan w, jest proporcjonalna do kwadratu amplitudy drgan
charakteryzujacej oscylator, ktéra jest suma kwadratéw odpowiednich
wspétczynnikéw Fouriera. Zalezno$¢ kwadratu amplitudy od czestosci
nazywamy widmem mocy funkcji.

Rozwiniecie funkcji autokorelacji predkosci w szereg Fouriera da sie
wyrazi¢ wzorem:

C
c) = 70 + ¢1 cos(wqt) + ¢, cos(wyt) + +++ + ¢ cos(wpt) + -+ =
C
e rera o
n

gdzie wspétczynniki c, liczone sa wedlug podanego wzoru na a,. Twierdzenia
Wienera - Chinczyna méwi, ze jezeli C(t) jest funkcjg autokorelacji funkcji v(t),
to wowczas wspoétczynniki ¢, w powyZszym rozwinieciu zwigzane s3 ze
wspétczynnikami a,, i b,, rozwiniecia funkcji v(t) nastepujaca zaleznoscia:
Cp = a2 + b2 (4.29)
Inaczej méwigc, widmo amplitudowe funkcji C(t) jest widmem mocy
funkcji v(t). Zatem widmem mocy funkcji v(t) jest funkcja w postaci:
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Co
— dl =0

S(w,) = {2 an (4.30)
Cn dlan=1,2,..

Do wyznaczenia wartoéci S(w,) postuzyly wartosci funkcji
autokorelacji predkosci zebrane w przedziale czasu (0; t;). Poniewaz okres
T = 2t,, zatem:

T/2 tk
1 1

S(wy) = T f c(t)dt = t—f C(t)dt (4.31)

-T/2 k 0

T/2 tk

1 2nn 2 mn

S(wy,) = T—/2 J/‘ C(t) cos <T t) dt = a C(t) cos <E t) dt,
-T/2 0

n=12,.  (432)
S(wg) stanowi miare wspotczynnika dyfuzji, ktéry zostat zdefiniowany
poprzez catke z funkcji autokorelacji predkosci.
W celu utatwienia analizy, widma mocy zostaty znormalizowane w ten
sposéb, aby pola pod nimi zawarte byly zawsze jednakowe.

Widma translacyjne sa niesymetryczne. Dokonana zostata prdba
roztozenia ich na sktadowe gaussowskie. Pojedyncze pasmo mozna opisac
réwnaniem:

v - Vmax)z
AWw) = Apexp| —————— 4.33
) = Agexp < — (4:33)
Ao - amplituda pasma;
Vmax — potozenie maksimum pasma;
o - potéwkowa szeroko$¢ pasma.
4.4.8. Parametry lokalnego uporzadkowania oparte na

dwuczastkowych funkcjach korelacji

Oprocz  wilasciwosci  dynamicznych, interesowaty mnie takze
wlasciwosci strukturalne wody solwatacyjnej i ich ewentualne powigzanie z
mechanizmem ruchu kinezyny. Jednak odpowiedz na pytanie o ilo$ciowa ocene
zmian strukturalnych w wodzie solwatacyjnej jest nietatwa. Poniewaz
parametry powszechnie stosowane do opisu wtasciwosci strukturalnych wody
nie spetiaty kazdy z osobna w pelni naszych oczekiwan, pojawita sie potrzeba
wyprobowania rozwigzan mniej standardowych.

Uporzadkowanie strukturalne wody w badanym uktadzie sktadajacym
sie z solwatowanego biatka bedzie sie manifestowato poprzez specyficzne
potozenia i orientacje czasteczek wody wzgledem innych czasteczek wody oraz
wzgledem czasteczki biatka. Najbardziej racjonalng miarg tego uporzadkowania
bytaby catkowita entropia wody. Jednak obliczenie catkowitej entropii uktadu
jest zadaniem bardzo trudnym. Z tego powodu zostata opracowana metoda
oszacowania lokalnego uporzadkowania wody z wykorzystaniem parametréw
opartych na pojeciu entropii i dwuczastkowych funkcjach korelacji (129).
Nalezy zaznaczy¢, ze parametry te nie sg tozsame z entropia.
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Przedstawione ponizej rozumowanie opiera sie na szkielecie zawartym
w pracy Lazaridis’a i Paulaitis’a (123) oraz w pracy (129).

Pojecie entropii

Entropia jest miarg nieuporzadkowania uktadu fizycznego. Kazda
rzeczywista substancja ma w temperaturze wiekszej od zera bezwzglednego
entropie wiekszg od zera. W temperaturze réwnej zero entropia substancji
moze przyjmowa¢ warto$¢ zero i przyjmuje warto$¢ zero dla wszystkich
doskonale krystalicznych substancji, wtgcznie ze zwigzkami chemicznymi.

Znany wzor na catkowita entropie ukladu makroskopowego podat
Ludwig Boltzmann. Entropia S jest réwna:

S = kylnW (4.34)

kg - stata Boltzmanna
W - liczba sposobdéw na jakie makroskopowy stan termodynamiczny uktadu moze by¢
zrealizowany poprzez mikrostany

Obliczenia entropii komplikuje fakt, Ze wyznaczenie W jest w
wiekszosci przypadkéw technicznie niemozliwe.

Dwuczgstkowe wktady do entropii

Suma statystyczna

Jezeli mamy do czynienia z ukladem, na ktéry sktadajg sie pewne
czastki (np. czasteczki wody) rozwazane jako bryly sztywne, to na energie E
okreslonego stanu bedzie sktadata sie suma energii kinetycznej E;.q,s ruchu
postepowego (zaleznej od peddéw), energii kinetycznej ruchu obrotowego E,,;
(zaleznej od momentéw peddw) oraz potencjalnej U (zaleznej od konfiguracji
uktadu - potozen srodkdw mas czasteczek oraz ich wzajemnej orientacji). Gdy w
przestrzeni tréjwymiarowej znajduje sie N czastek, to zapisujac klasycznag
posta¢ sumy standéw @ jako catke, nalezy dokona¢ catkowania po 3N
wspotrzednych srodkéw mas czasteczek q=(q» q), q-), 3N katach okreslajacych
orientacje w=(a, B, y); dw=sinadadfdy, 3N sktadowych opisujacych ped p=(px
Py b2) oraz 3N wspétrzednych opisujacych momenty pedu J=(Jx J), J»).

1

Q= hSNN! gV

Stala Plancka h pojawia sie jako skutek uwzglednienia zasady
nieoznaczonoS$ci. Liczba s w wyktadniku wynosi 5 dla czgsteczek liniowych i 6
dla czasteczek nieliniowych. Od tej chwili we wzorach bedzie uzywana wartos¢
6, ktora stosuje sie w przypadku wody.

Liczba symetrii o podaje liczbe nieodréznialnych orientacji czasteczki.
Dla czasteczki wody wynosi 2, poniewaz istnieje 0§ obrotu, w przypadku ktérej
rotacja o 180° zamienia ze sobg miejscami dwa nieodrdznialne atomy wodoru.
Wprowadzana jest w celu unikniecia wliczania nierozréznialnych konfiguracji
do sumy statystycznej.

Czynnik N! uwzglednia fakt, Ze =zamiana miejscami dwéch
nieodréznialnych czastek nie spowoduje Zadnej zauwazalnej z zewnatrz zmiany
w uktadzie.

f e E/kBT dqVdpNdw™ dJN (4.35)
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Rozpisujac energie E jako sume energii kinetycznej ruchu postepowego
i obrotowego oraz potencjalnej (E = E;,qns + Eror + U) 1 przyjmujac, ze pedy i
momenty pedéw nie sa skorelowane z potozeniami i orientacjami, zauwazymy,
Ze sume statystyczng mozna przedstawi¢ jako iloczyn czesci translacyjnej,
rotacyjnej i konfiguracyjne;j.
Q= m[ e~ (Eerans*Eroc+U)/kgT qudedmNd]N = Qtrans * @rot - Qu(4.36)

Czes¢ translacyjna sumy statystycznej Qrans

Energia kinetyczna zwigzana jest z pedem $rodka masy czasteczki
zalezno$cia: Eypqns = p?/2m. Wektor pedu p mozna roztozy¢ na trzy skladowe
Pxs Py, Pz-

Zatem catkowitg energie kinetyczng ruchu postepowego uktadu N
czastek o takich samych masach m wyraza wzér:

N

1
Etrans = z ﬁ (p)%l + pJZ/i + pzzl) (437)
i=1
Cze$¢ translacyjna sumy statystycznej bedzie wobec tego réwna:

1
Qtrans = hg_Nf e Etrans/kpT de =

N
1 1
=W f exp [— Z T (% + ki + pzzi)/kBT
i=1
N

o ) 3 3N
=L< [ —d,,) - (L) (438)

h3N h

dpy dpy dpy =

—00

Czes¢ rotacyjna sumy statystycznej Qo
W ujeciu klasycznym energia ciala rotujgcego wokét osi jest réwna
E..: =J?%/21, gdzie I jest momentem bezwtadnoséci wzgledem osi obrotu, a J
momentem pedu wzgledem osi obrotu. W tréjwymiarowej przestrzeni
rozwazamy trzy osie obrotu, zwigzane z trzema gléwnymi momentami
bezwtadnosci Iy, I, I, W przypadku niesymetrycznych czasteczek , takich jak
czasteczka wody, wszystkie trzy gtéwne momenty bezwladnosci sa rdzne i
catkowitg energie kinetyczna ruchu obrotowego mozna wyrazi¢ wzorem:
o BB
=L
Tt 2L 2L, 20
Zatem catkowita energia kinetyczna ruchu obrotowego uktadu
ztozonego z N czastek o réznych od siebie trzech gtéwnych momentach
bezwtadnosci jest rowna:

(4.39)

N 1(J% J% %
o = Z— L (4.40)
Li2\L "L, 1,

Cze$¢ rotacyjna sumy statystycznej bedzie réwna:
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1
Qrot = hﬁf e~ Erot/ksT d]N =

N
1 (1% Ty ]zzi/
=— — ) () T
hSNIeXp[ ;2<1x+1y+12 2

1 ¢ I3 N _Jy N v 2 N
- kg ) "2, kpT ) ~IkpT -
=7 e 2Ixkp dp e <y dp e 2Izkp dp =

—00

_ <\/27r1kaT>N | (JznlkaT>N | (J2n12k3T>N

diYdjydj; =

- - - (4.41)

Czes¢ konfiguracyjna sumy statystycznej Qy
Zwigzana jest ona z energig potencjalng uktadu, ktéra zalezy od
potozenia i orientacji poszczeg6lnych czastek.

N
_ 1 Ui N g\ N
Qy = N!aNjeXp< ZkBT> dq"dw (4.42)
i=

Pojecie n-czastkowych funkcji korelacji
Zapytajmy o prawdopodobienstwo, ze N konkretnych, rozréznialnych
czastek zajmie okre$lony punkt w przestrzeni fazowej, czyli beda miaty
okre$lone potozenia, orientacje, pedy i momenty pedéw. Gestos¢
prawdopodobienstwa Pr y wynosi:
e—E/kpT

Pry = fe—E/kBT dq¥dpNdwNdJV

Jezeli uwzglednimy czynnik normujgcy sumy statystycznej, otrzymamy
nowe wyrazenie:

(4.43)

e~E/kpT e~ E/kgT
Pry = 1 = 0 (4.44)
WI e—E/kBT qudeda)Nd]N
Jezeli interesuje nas prawdopodobienistwo, Ze jedynie wspotrzedne
$Srodkéw mas i orientacje czastek przyjma okreslone wartosci, a pedy i momenty
pedéow  wszystkich czastek moga by¢ dowolne, to gesto$¢ tego
prawdopodobienstwa otrzymamy z wyrazenia (4.43), dokonujac catkowania po

wszystkich pedach i momentach pedow:
e—E/kBT
— N N _
Py = f f e~E/keT dqNdpNdwN dJV dp”d]” =
e_(Etrans"'Erot"'U)/kBT e—U/kBT
dpVdJN =
p fe—U/kBT qudu)N
(4.45)
Uwzgledniajgc czynnik normujacy sumy statystycznej, otrzymujemy:

= f e~ EtranstErot+U)/kpT qudedde]N
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e_U/kBT
Py = 1 (4.46)
Wf e—U/kBT qudu)N
Jezeli mamy do czynienia z nierozréznialnymi czastkami, to gestos¢
prawdopodobiefistwa mozna obliczy¢, mnozac Py przez czynnik N!gV:

fu=Nla"pPy = % (4.47)

Prawdopodobienstwo, Ze znajdziemy jedynie n czastek (sposréd zbioru
liczacego N czastek) takich, ze beda znajdowac¢ sie w punktach o wspétrzednych
4x1) 9y1 921 9x20 Qy2s 922 -+ Gxns Qyn» 4zn OTAZ Z€ Przyjmg one orientacje opisane
okreSlonymi  warto$ciami  katow  ay, B1,¥1, @2, B2, Vo - @, By ¥ bedzie
oczywiscie wieksze. Potozenia pozostatlych N-n czastek moga by¢ dowolne.
Dowolne sg réwniez pedy i momenty pedéw wszystkich czastek, facznie z n
wybranymi. Gesto$¢ tego prawdopodobienstwa mozna otrzymac, postugujac sie
catka z wyrazenia podanego wyzej (4.45). Catkujemy po wszystkich
wspotrzednych potozenia i katach pozostatych N-n czastek:

PV (", ™) = J-PN dq" "dw" " = N]'CI:;N dq" "dw" " =
-U/kgT
= N-n N-n
_ f e dqrdan 44" 4o (4.48)

Jezeli n bedzie r6wne 0, wéwczas oznacza to, ze potozenia wszystkich
czastek moga by¢ dowolne i naturalnie PI\EO) bedzie réwne 1.

Analogicznie jak w  przypadku (4.47), <chcac  otrzymacl
prawdopodobienstwo fAEn) dla nierozréznialnych czastek, dostajemy:

N!
Mmeon ,n npM _ N-n j, N-n
=——0"P —_— 4.4
Ot on = s ot = o [ fuda o (449)
Funkcja ta spetnia warunek normalizacji:
ff(n)(q , w")dq do™ = Mo (4.50)
w—n1°

Jezeli mamy do czynienia z cieczg izotropowa, woéwczas ( ) nie zalezy

od potozenia w okreSlonym miejscu w przestrzeni i orlentaql tej jednej
wybranej czasteczki. Wéwczas, w przypadku czasteczki nieliniowej, jak na
przyktad czasteczka wody, mozna napisa¢ (przyjmujac, ze Q = 812):

f £P(ay, 0,) dgdo = £ (qy, @) - f dq - J dos =

T 2m 21

—fl\gl)(ql,ool) ffdededeqZ fffsmadadﬁdy—

z=0y=0x=0 a=0 =0 y=0
= i@, 0,) -V -81% = £V (g, 0,) V- Q (4.51)
Z drugiej strony:, korzystajac z zalezno$ci (4.45), (4.47) i (4.50):

J £P(qy, w,) dqdo =

136



4. Opis metod obliczeniowych

1 | N e_U/kBT N-1 N-1
= f WJ-NO' fe_U/kBT qudu)N dq dw dqd(j) =

e—U/kBT
= Naf f e—U/kgT qudooN
W ten sposéb otrzymujemy nastepujacy wzor:

No o

1
A@ue) =5 e=pg (453)

dq"dw" = No = f(q, @) V- Q (4.52)

p = N/V - gestos¢ liczbowa czastek

Funkcje fy mozna rozpisac jako iloczyn N funkcji ngl) uwzgledniajgc w
iloczynie dodatkowa funkcje g™:
fu@, 0" = £ (@100 fii (@2 02) o i (@w, o) - gV (@Y, @) (454)
Funkcja g™ (q", w") jest N-czastkowa funkcja korelacji, zalezng od
potozen i orientacji. W przypadku funkcji fl\gn) mozna napisa¢ analogiczny
iloczyn:
AP @ 0™ = 1@ 00 [P @ 02) o i (@ 0n) 9™ (Q" 0" (4:55)
Wéwczas n-czastkowa funkcja korelacji g™ jest réwna:

£P(q", w™) ARG

(n)(qn' ") = 1 1 1 - n
T T D w0 D@ wy) o [P (@) PO/D)

(4.56)

z warunkiem normalizacyjnym w postaci:
NI Q"

M) (AN n n _
[ 9@ wmaqrior = s

Tak zdefiniowang n-czastkowa funkcje korelacji mozemy wyrazic¢ jako
iloczyn (n-1)-czastkowych funkcji korelacji, uwzgledniajgc wszystkie mozliwe
kombinacje i wprowadzajagc dodatkowy czynnik §g™ uwzgledniajacy
oddziatywania n-czastkowe.

Poniewaz wszystkie (n-1)-czastkowe funkcji korelacji mozna wyrazic¢
jako iloczyn (n-2)-czastkowych funkcji korelacji i tak dalej, kazda n-czastkowa
funkcje korelacji mozna przedstawi¢ za pomoca wzoru zawierajacego jedynie
dwuczastkowe funkcje korelacji i odpowiednia liczbe czynnikéw
uwzgledniajgcych oddziatywania troéj-, cztero- piecioczastkowe itd. az do n-
czastkowych.
g™ (@" 0" = gD (q1, Gz 01, )  ...* 9D (Qn1, G, W1, @) *

69 (a1, Q2. 3, 01, @5, @3) * .. 59 (G2, A1, Ay Wy Wy, @) * ot
SgP V(L) - 59 (qT, w™) (4.58)
Jezeli rozwazana ciecz jest jednorodna i izotopowa, wéwczas wszystkie

dwuczastkowe funkcje korelacji oraz czynniki uwzgledniajace korelacje od
tréjczatkowych do n-czastkowych sa identyczne. Wéweczas, jezeli n=N:

g™ (@Y, w") = gP(q;, gz, w1, @) * ..” P (Ay1, Gy Wy, @) -

(4.57)
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' 69(3) ((h, qz,]q3, W, Wy, (1)3) TN Sg(g) (qn—Z' qn-1,9n) Wp—2, Wy, “)n) )
59 8g™M(qY, M) (4.59)
Liczba kazdego z czynnikéw tego iloczynu jest réwna liczbie kombinacji
bez powt(')rzer'l w przypadku wyboru n elementéw ze zbioru N-elementowego:

g™ = [g(z)] [59(3)] [59(4)] e [8g™] (4.60)
Po obustronnym zlogarytmowaniu:
Ing™ = (1;) Ing® + (1;]) Insg® + (IZ) In6g® + -+ Insg™ (4.61)

Po obustronnym zlogarytmowaniu réwnania (4.54) i podstawieniu
zaleznosci (4.61):

Infy = ) Infy? + Ing® =

i=1
= Ninf + (5)ng® + (§) nog® + (7)) mog® + -+ msg™  (4.62)

Podstawienie powyzszej zaleznos$ci do wzoru na entropie prowadzi do
otrzymania entropii w postaci sumy wktadéw korelacji jedno-, dwu-, tréj- itd.
czastkowych, jak pokazane zostanie ponizej.

Entropia
Entropie statystyczng mozna wyrazi¢ za pomocg wzoru:

—kg
heNN!gN
Za Pr, dokonujemy podstawienia, wykorzystujac rownanie (4.47) i
fakt, ze Pry i Py sa powigzane zalezno$cia Pry = N!o™ - 3N, AN, -
e~ Etrans/kBT . g=Erot/kBT . Py:
—kg
héNN1gN
ln(/lt‘rans A‘rot e~ Btrans/KT . g=Frot/KT . fN)qudedde]N =

Sy = fP;,NlnP},quNdedde]N (4.63)

—E, KT . .—E KT .
SN f’ltrans Arot € erans/ € rot/ fN

kgA3N AN
MI e—Etrans/kBT . e—Erot/kBT 'fN .

hoNN!I gV
N Etrans  Erot N JoN J N JIN
A ans o) = —— — +Infy|dq"dpdod] (+64)
kT kT
gdzie dokonatam podstawienia: A¢;q,s = J#—kﬂ

h i h ) h
J2nlkpT [2mlykpT /2mlkpgT

Arot =

m - masa czastki
IL,1, - gtbwne momenty bezwtadno$ci czastki

Catke roztozymy na sume czterech catek i obliczymy kazda oddzielnie
wykorzystujac fakt, ze zgodnie z (4.50) mamy:

fdequooN = N!gV (4.65)
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Po przeprowadzeniu obliczen i zsumowaniu wynikéw mamy:
— 3 ks N J N
Sy = 3kpN — kBNln(AtransArot) - W fylnfydq do (4.66)
Dla uproszczenia zapisu, oznaczmy:
So = 3kgN — kgNIn(AZ-ansAror) (4.67)
Po podstawieniu zalezno$ci (4.62) otrzymujemy:

g | 1o+ () + (3 o+

+ (M nsg® + -+ nsg™| dgVdew” 4.68
4) 1089 g

SNZSO_

Catke z tej sumy mozna roztozy¢ na sume catek, a nastepnie,
wykorzystujac zalezno$¢ (4.49), mozna przeksztatci¢ te sume do postaci:

k k
Sy =Sy — ﬁ f FPInfM dqdew — 2,—22 f fPIng@dqrdw? +

k k
~31.3 f fi"nbgPdqPdw® — 2 f AP Insg@Wdqtdw* +
k
—om—2_ | fulndg™dq’dew” (4.69)
NlgN

Uzywajac wzoru (4.55) i korzystajac dodatkowo z zaleznosci (4.53), po
paru przeksztatceniach otrzymamy:

No kg [N\
Sy = [SkBN — kzNIn </1§mns/1mt W)] ~ T (V) J 9PIng@Pdq?dw? +

kg (N\? kg (N\*
_ - 3) Bdaddm3 — —2 ) @) da* d et
3107 <V> Jg Indgdade” — Q4<V) Jg Inog™dq dw” +

kg N\" (N) (N) 4N N
__—(V) gWInsg™Vdq" dw (4.70)

Jak wida¢, na catkowitg entropie uktadu sktada sie cze$¢ niezalezna od
korelacji wieloczasteczkowych oraz czesci zawierajgce n-czastkowe funkcje
korelacji. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze cze$ci niezaleznej od korelacji
wieloczasteczkowych w podanej wyzej postaci nie mozna utozsamiac z entropia
gazu doskonatego.

W przypadku gazu doskonatego w zespole kanonicznym wktad
pochodzacy od korelacji wieloczasteczkowych wynosi kg na kazda czastke (czyli
razem kzN) (248). Przyczyna nie lezy oczywiscie w tym, Ze w gazie doskonatym
wystepuje korelacja potozen czastek, ale w specyficznym zachowaniu sie n-
czastkowych funkcji korelacji. Wktad pochodzacy od dwuczastkowej funkcji
korelacji wynosi %kBN, od tréjczastkowej %kBN, od czteroczastkowej %kBN itd.,
wszystkie razem sumujg sie do kpN. Dla przyktadu przedstawie sposéb
obliczenia wktadu pochodzgcego od funkcji dwuczastkowe;.

Wykorzystujac réwnania (4.48) i (4.49), jezeli energia potencjalna
oddziatywan pomiedzy czastkami wynosi 0 (U=0, jak musi by¢ w przypadku
gazu doskonatego), wéwczas ogdlny wzér na funkcje g™ (q", ®™) otrzymamy w
ponizszy sposob:
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e~0/kT

N!
M on ny — n N-n N-n _
v (@he )_(N—n)!o ffe‘o/dequmqu de™" =
NG

= 471
(N—n)1° Vngr (4.71)
Podstawiamy teraz (4.71) do wzoru (4.56) na g™ (q", »"), otrzymujac
po uproszczeniu:
) N!
(g™ ") —
9" (q", 0") N =N

Zalezno$¢ owga podstawiamy do tego fragmentu wzoru na entropie
(4.70), ktéry zawiera dwuczastkowg funkcje korelacji i obliczymy granice tego
wyrazenia dla nieskonczenie duzej liczby czastek:

I il (N)Zf B dqrdw?) = tk,N 473
v\~ 2102\V) | IN— 2Nz T — 2Nz e ) T e (473)

Zatem, chcac przedstawi¢ entropie uktadu ztozonego z N czastek w
postaci sumy entropii gazu doskonatego (s'¢) i wkladéw pochodzacych od
oddziatlywan n-czastkowych (s™,n = 2,3, ..., N), napiszemy:

Sy =59 +5@ +5@ 4 p s 4oy sW) = gld § gexe (4.74)

Nalezy pamietac¢ aby, korzystajac z poszczeg6lnych sktadnikéw sumy w
rownaniu (4.70), od odpowiednich wzoréw odja¢ wkitady, ktore juz sa
uwzglednione poprzez wprowadzenie cztonu s'¢. Zatem wktad dwuczastkowy
s®@ w tej konwencji zapisu bedzie réwny:

(4.72)

kg (N\? 1
@ - __"B <_) f Olng@datde? — ~ kN =
s TE\TV g*¥Ing'“dq*dw 2kBN
ks (N* (1 0@ _ g 2 dy?
=2 (V) f[g Ing® — g@ + 1]dq?do (4.75)

Jak wida¢, czton dwuczastkowy jest ujemny i oddaje zmniejszenie
entropii w wyniku korelacji potozen czasteczek. Im wyrazZniejsza jest ta
korelacja, tym entropia jest mniejsza.

Praktyczne zastosowanie réwnania (4.70) w jego pelnej postaci
ograniczone jest problemem obliczeniowym, jako Ze obliczenia korelacji wiecej
niz dwuczastkowych jest trudne lub niemozliwe do przeprowadzenia (z uwagi
na powolnga zbiezno$c¢). Zatem w praktyce wkiady pochodzace od oddzialywan
wyzszego rzedu sa pomijane. Nie powoduje to duzej straty jakosci obliczen,
poniewaz uwaza sie, Ze przy nie za duzych gestoSciach oraz daleko od punktu
krytycznego lub stanu zamarzania okoto 85% lub wiecej informacji dotyczacej
struktury cieczy jest zawarta w dwuczastkowych funkcjach korelacji, jak
omoéwiono w czeSci literaturowej (125). Wktady pochodzace od oddziatywan
wyzszego rzedu niz tréjczastkowe sg zaniedbywalnie mate.

Stad wyrazenie na entropie ukladu N czastek w tak zwanym
przyblizeniu dwuczastkowym przyjmuje postac:

Sy = s 4 5@ (4.76)
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Podziat entropii na czes¢ translacyjnq i orientacyjnq

Funkcje g®(qy,qp w;,w,) zalezng od szeéciu wspéirzednych
potozenia i szeSciu katdw okreslajacych orientacje mozna w przypadku
jednorodnej, izotropowej cieczy zastapi¢ funkcja g@®(r,v,w), gdzie r jest
odlegtoscig pomiedzy czasteczkami, v = (¢,0) s3a wspéirzednymi katowymi
opisujacymi potozenie srodka masy czastki w stosunku do srodka masy czastki
centralnej w sferycznym uktadzie wspotrzednych o poczatku w $rodku masy
czasteczki centralnej, natomiast katy w = (@,B,y) sa katami opisujacymi
orientacje przestrzenng czastki w stosunku do czastki centralnej. Zatozenie o
izotropowosci oznacza, ze dla dowolnie wybranej czasteczki centralnej jej
otoczenie bedzie takie samo. Funkcje g (r,v, ) mozna roztozyé na czynniki
zalezne od odlegtosci, katow sferycznych i orientacji. W celu okreslenia r, v i @
nalezato skorzysta¢ z wewnetrznych uktadéw wspoéirzednych zwigzanego z
czasteczkami wody (Rys. 4.10).

Dzieki temu mozna byto okresli¢ wzajemne potozenie dwdch
czasteczek, znajac wzajemne potozenie dwéch uktadéw wspotrzednych (Rys.
4.12). Zakres zmienno$ci katéw wynosi:

0<¢p<2m 0<a<m
0<6<m 0<p<2m
0<y<2m

Ponadto wprowadzam oznaczenia:
T 2m 2T

Q= fdu) = f f f sinadadfdy = 8n?

a=0 =0 y=0

T 2T
Y= jdu = J J sinfdfdp = 4n (4.77)
6=0 =0

(=]

141



4. Opis metod obliczeniowych

Rys. 4.12. Sposdb definiowania wspdtrzednych, od ktérych zalezy wartos¢ funkcji
9O, 0,6,a,B,7).

Funkcje g@®(r,9,0,a,8,¥) mozna wyrazi¢ jako iloczyn dwdéch
prawdopodobienstw (wychodzac z jej definicji):
aw'(r,¢,0,a,B,v)
dw(r,¢,0,a,B,v)

9@, 0,0,a,8,y) = (4.78)

dw(r,,8,a,B,y) - prawdopodobienistwo znalezienia drugiej czgstki w stosunku do
centralnej w okreslonej pozycji opisanej parametrami r, ¢, 8, a, 8,y (przy zatozeniu
braku korelacji potozen czastek)

dw'(r,9,6,a,,y) - prawdopodobienistwo znalezienia drugiej czastki w stosunku do
centralnej w okreslonej pozycji opisanej parametrami r, ¢, 8, a, 5,y (przy
uwzglednieniu korelacji potozen)

Prawdopodobienistwo dw(r, ¢, 6, a,B,y) mozna wyrazi¢ jako iloczyn
dwdch prawdopodobienstw. Pierwsze z nich dotyczy prawdopodobienistwa, ze
znajdziemy czastke w okreSlonym elemencie objetosci i obliczamy je jako iloraz
tego elementu objetosci dV (r, ¢, 8) przez catkowitg objeto$¢ uktadu. Drugie
natomiast jest ilorazem elementu ,objeto$ci” przestrzeni katow dw(a, 8,y), w
ktérym chcemy znaleZ¢ czastke, przez catkowitg ,objeto$¢” przestrzeni katow.

dv(r,¢,0) dw(a,B,y)
% 0

Prawdopodobienstwo dw'(r, ¢,0,a,B,y) mozna wyrazi¢, zgodnie z

definicja prawdopodobienstwa, jako stosunek liczby czgstek dN(r, ¢,0,a, B,v)

znajdowanych w otoczeniu ,punktu” o wspétrzednych (r,¢,0,a,8,y) w

stosunku do catkowitej liczby czastek (z wyjatkiem centralnej):

dN(r,¢,0,a,B8,v)

N-1
Zatem (zaktadajac, ze N — 1 = N) otrzymujemy:

aw(r,e,0,a,B,y) = (4.79)

dw'(r,¢,6,a,B,y) = (4.80)
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dN(r,9,0,a,8,v) |4 0
N dv(r,e,0)dw(a,B,y) -
dN(r,9,0,a,8,v) %4 0
- Nr2dr sinfd0d¢ sinadadBdy -
V dN(r) 4m dN(e,0|r) X0) dN(a,B,v|r, @, 0)
~ Namridr dN(r) sinfdfd¢p . dN(p,0|r) sinadadfdy

9P, 9,6,a,B,y) =

(4.81)

dN (¢, 8]r) - ilo§¢ czastek znajdowanych w kierunku opisywanym katami ¢, § w stosunku
do czasteczki centralnej w przedziale (v,v + dv) przy zatozeniu, ze znajduja sie w
przedziale odlegtosci (r,r + dr)

dN(a, B,y|r, @,0) - il0$¢ czastek przyjmujacych orientacje opisywane katami a, B,y w
stosunku do czasteczki centralnej w przedziale (w, w + dw) przy zatozeniu, ze
znajduja sie w przedziale odlegtosci (r, 7 + dr) i w kierunku opisywanym katami ¢, 6
w stosunku do czasteczki centralnej w przedziale (v, v + dv)

Po uwzglednieniu opisanych przeksztatceni, mozna rozpisa¢ funkcje
g, 9,0,a,B,v) jako iloczyn trzech czynnikow:
9P,0,0,0B.7) = 9°1) * G (9,617 * Gopiene (@ B, V17,9, 0) (4.82)
Pierwszy z czynnikéw, translacyjny gﬁz)(r), jest funkcjg rozkladu
radialnego, czyli jest miarg prawdopodobienstwa znalezienia czastki w
odlegtosci r od czastki centralnej w stosunku do sytuacji, gdy brak jest wszelkich
korelacji odlegtosci pomiedzy czastkami.

Drugi z czynnikéw, Kkonfiguracyjny ggzlf((p, 0|r), jest rowny
prawdopodobienstwu znalezienia czastki w kierunku okreslonym przez katy
@, 0 podzielonym przez prawdopodobienstwo dotyczace sytuacji, gdy brak jest
korelacji potozen opisywanych katami ¢, 8, czyli wszystkie wartosci katéw ¢, 8
s3 tak samo prawdopodobne.

aw'(r, ¢, 8)
92 (p,0lr) = T(f)

Trzeci z czynnikéw, orientacyjny ggzr)ient(a,ﬁ,y|r,<p,9), jest réwny

prawdopodobienistwu znalezienia czastki o okreslonej orientacji opisanej przez
katy a, B,y podzielonym przez prawdopodobienistwo dotyczace sytuacji, gdy
brak jest korelacji orientacyjnej, czyli wszystkie orientacje sa tak samo
prawdopodobne.

aw'(r,¢,0,a,B,v)
(2) _
gorient(a' B' )/|r' (p' 9) - dW(T’, (p' 9)

Teraz mozna roztozong na czynniki funkcje g (r,v, w) podstawi¢ do
wzoru na dwuczastkowy wktad do entropii. Stata przed catka zmienia sie w
rezultacie pomnozenia przez czynnik V), ktérego pojawienie sie jest wynikiem
catkowania po nieuzywanych juz trzech wspétrzednych potozenia i trzech
katach okreslajgcych orientacje, natomiast dq zamienia sie na r2drduv:

2
o (5) [le® @ ening® (@ 0 - 3@, 07 + 1)dadw? =

(4.83)

(4.84)

s@ = _
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kgN N
=— ZI'SQ Vf[g(z)(r,v, 0)Ing@(r,v,w) — g@(r,v,w) + 1]ridrdvdw (4.85)
Podstawiajac zalezno$¢ (4.82):
kNN
oy | 1920 90, 1) - gDyl v)-

In (g2 () 920, @) - g (@]7,0)) +

s@ =

—g® @ -ggzlf W|r) - &, (w]7,0) + 1]r2drdvde (4.86)
Catke mozna rozpisa¢ na sume trzech calek, a nastepnie wzor uproscic¢

korzystajac z tego, iz funkcje gﬁz), ggzlf, gment spetniaja nastepujace warunki

normalizacyjne:
1
7| oPwar =1
L e
T GeonsWIT) dv =1 (4.87)

1 )
5 gorient(wlr’u) do =1

Zatem:
kBN N
o1

k NN
- f [gﬁz)(r) 92 @lr) - 1n (g2, (wlr))] r?drdv +

s@ = — [g,(?)(r) In(g? () = g () + 1] 4mr2ar +

kNN
SV f [0 - 9% 1) - g5 (@17,0) - 10 (gD (0], ) )| r2drdvdes

(4.88)

Mozna teraz wskaza¢ trzy sktadniki sumy sktadajace sie na s,
zwigzane odpowiednio z entropig translacyjna st(rzins (zalezng jedynie od
odlegtosci czasteczek) oraz konfiguracyjna sc(ozlf i orientacyjna sonent (obie

zaleza nie tylko od odpowiednich katdw, ale takze od odlegtosci czasteczek):

k Np
s =-E f [gﬁz)(r)ln( ﬁz)(r)) - 9P + 1] 4mridr (4.89)
k Np 9”@
SC(§1)‘Lf =-2 f Ei;f(vlr)ln gconf(vlr)) dv| 4nridr (4.90)
5@

orient

kBpr
2!

9.2 (r)
f gg);f (U|r)gomm(oo|r v)In (gonent (w]|r, U)) dvdw] Amr?dr

(4.91)
Ostatecznie mozna wiec napisac:
2) — (@ @ @
s® = Strans + Sconf + Sorient (4'92)

144



4. Opis metod obliczeniowych

Uktad dwusktadnikowy

Jezeli analizujemy uklad dwusktadnikowy, na przyklad sktadajacy sie z
wody i czagsteczki biatka, nalezy zmodyfikowa¢ otrzymane rdéwnania.
Zastosowane w tej sekcji symbole bedg uzyte w tym samym ogdélnym znaczeniu
co w sekcji dotyczacej uktadu jednosktadnikowego, ale teraz beda dotyczytly
mieszaniny. W przypadku uktadu dwusktadnikowego, bedzie mozna dokonaé
podziatu na cztony pochodzace od poszczegélnych skitadnikéw. Wynika to z
faktu, ze energia catkowita jest sumg energii wzajemnych oddziatywan A4, BB i
AB.

Zat6zmy, ze mamy uktad sktadajacy sie z dwdch rodzajow czastek, A i B,
catkowita liczba czastek wynosi N=N,+Np. Wowczas suma statystyczna bedzie w
postaci:

1
hSNN, ! Npl gy 4ah®

Gestos¢ prawdopodoblenstwa Pry dotyczaca wszystkich N czastek,
analogiczne do gestosci prawdopodobienstwa (4.44) wynosi:

e~E/kpT
Pry= 1 (4.94)
fe‘E/kBT qudedu)Nd]N

Q= f e E/kBT gqVdpNdw™ dJN (4.93)

SN, Ng! oM 4G

Symbol dq"dp"dw"dJ¥ i oznacza w tym kontekécie catkowanie po
wspétrzednych, pedach, orientacjach i momentach pedéw wszystkich czastek A
iB (np.dq" = dq"4dq"B).

Funkcja fv bedzie teraz w postaci:

Py

fy —NA'NB'O'A O'BBPN hoN (4.95)

Funkcja f,&""") tym razem okresla gesto$¢ prawdopodobienistwa, ze n
czastek A znajdzie sie w potozeniu (qA_l, a2, - qA‘n) i m czastek B znajdzie sie
w potozeniu ((IB,p (s R qB‘m) oraz w orientacjach (wA’l, Wyz, . wA,n) i
(ooByl, Wp o, ) mB_m).

N,! Ng! B B
I\En,‘m) — (N — n)' (N — m)' O'/?O'én f Py qu (n+m)dwN (n+m) _
A . B .
1

= N—-(n+m) N—(n+m)
(Ny—n)! (Ng —m)! gy 4 gy B~ mffN dq de (4.96)
Funkcja ng"' spetnia warunek normalizacyjny w postaci:
Ny! Ng!
(Ny — )t (Ng —m)!
Analogicznie jak w przypadku (4.54), mamy:

fu(@®, 0™ = [£2 (a0 00] 1D (@5 0] " 9™ (@Y, o) (4.98)

Do uproszczenia tego rownania mozemy wykorzysta¢ zalezno$¢é (4.53),
podstawiajac do tego wzoru raz liczby czastek, gesto$¢ i o dla sktadnika A, a
nastepnie dla sktadnika B:

f A", w", q", 0™)dqde"dq" de™ = oiog (497
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o\ Na

N Ny _ ) 95\ oy N N
n(@", @ )—(pAQ) (pB Q) 9" (q", ") (4-99)

Podobnie jak w przypadku (4.60), rozktadamy funkcje g™ na iloczyn,
uwzgledniajac dodatkowe korelacje pomiedzy czastkami sktadnika A i B.

(%) (') NaNg (%) (%
9,0 = o1 LoD Lo 3925 - 1502l )
Na(NB Np Na
(02" 7 6921 o9 @) s aa00)

Po obustronnym zlogarytmowaniu:

N N N
Ing™M(q", ") = ( ZA)lngﬁ) + ( 23) lngl(jg) + NANBlngfé) + ( SA) lnSgg?A +

N (I;A) Nplnsg®. + N, (’\;B) nsg), + (AQB) Indggss +

+ (IXA)lnc?gg?A + -+ +Insg®™ (4.101)
Podobnie jak w przypadku (4.62), otrzymujemy:
Infy = Nalnfy) + NInfi + Ing® (4.102)

Analogicznie jak poprzednio mozna teraz roztozy¢ entropie na czesci
pochodzace od wktadéw jednoczastkowych, dwuczastkowych itd.
Wz6r na entropie bedzie teraz w postaci:

—k
— B ' ' N JnN g, N JN
Sy =T N2 Np f Pr yInPr ydq ' dp” dw™d] (4.103)
heN Ny Nglo, 4oy
Po wykorzystaniu faktu, Zze Pry i Py s3 powigzane zalezno$cig
[ . +Na_Np 13Ny 3Np Na 4N | -E /kBT n—Erot/kpT
PT,N _NA!NB! 0y 0Op AA,t‘ransAB,transAA,rotAB,rot e vtrans/ BT e Erot/TB PN'
otrzymamy:
—kg
_ ' N 1 ~Na-Ng33Na 23Ng  JNa ,Np
Sy = hGNNA'NB'O'NAO'NBfNA'NBIO- o /1A,transAB,translA,rotlB,rot

—E, kBT . o—E; kpT .
e trans/kB e rot/kp fN
Ny Ng! oNaghs
e_Etrans/kBT . e—Erot/kBT . fN
Ny!NglaNaghs

3N 3N N N
—kg3Na  A3NE  Na ANE

Atrans’*B,trans’"A,rot”""B,rot e—Etrans/kBT . e_ETot/kBT f .
hoNN,! Ng! oNagNs N

| | ~+Na~Npg33Na 3Np Ny Np
ln(NA' NB' o 4o AA,trans/lB,trans’lA,rotlB,rot

) dgVdpVdw"dJN =

E, E
-[m(f”A BN oA ANE o) — == — 2 4 Infy | dg" dpN dw dJV (4.104)

Atrans’*B,trans kBT kBT
h
dzie dokonatam podstawienia: 1 =
g p trans \/W
h h h

Aror = J2nlckgT ' J2rlkgT ' J2mlkgT

m - masa czastki A lub B
I.L,1, - gtbwne momenty bezwtadnosci czastki A lub B
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Tak jak poprzednio, rozkltadamy catke na sume czterech catek i
obliczamy kazda z nich osobno. Tym razem skorzystamy z warunku, ze:

ff dq¥de" = N,! Nyl o, 4c)® (4.105)

Po przeprowadzeniu obliczen i zsumowaniu wynikéw otrzymujemy:

SN = 3kB (NA + NB) - kBln(Ail\t{fansllgil\élrgans Xﬁot’lg?‘ot) +
kg

TN NgloNaghs f fulnfydq" dp"dw" dJ" (4.106)

Dla uproszczenia zapisu podstawiam:

So = 3kg(Ny + Np) — kgln(A A s B s for g

‘Aitrans’*B,trans’"A,rot’*B,rot

(4.107)
Po podstawieniu do (4.106) zaleznosci (4.101) i (4.102) otrzymujemy:

W f foo [Naln i + NgInfils) + ( )Ing ) + ( 5)IngSy

+N,;Nglng ) + ( 3A)ln6g$)A + ( ZA) Nglnsg (s + NA( 23) nsg, +

SN:SO_

3 4
+(" 2 ) InSgiy + ( 4/4) In6gy, + -+ n8g™|dq"de”  (4.108)

Caltke z tej sumy mozna roztozy¢ na sume catek, a nastepnie, korzystajac
Ze WZoru (4 96) mozna przeksztatci¢ te; sume do postaci:

Sy =Sp —

oo | fuynfy,) dade — f filnfYdgdoe +

k
-5 ff(z)lngﬁ?dqzdwz ff(z)lnggdqzdw2+

gy dq3de® +

f FAV1g@aq,dw,dqgde, —
kg (N) 3N

R fulndg™Mdq"dw" (4.109)

A*1'B*

Jezeli dodatkowo skorzystamy z zaleznosSci (4.53), to po paru
przeksztatceniach dojdziemy do postaci:

O-A GB
Sy = 3kg(Ny + Ng) — kg [NAln (Afl,transAA,rotpA E) + Ngln (A%,translB rotPB ) )]

kg
~ gz’ f gaalng,ydq’dw’ -

O'AO'B

B
S Pe” f IIngspde’dw’ +

Ky Ky
~ 52 PaPs f 9ipIngi3dqadwsdasdes — 5P f gsaalndgis 4dgide® +
k
- WBI_QN'DA Apg fg(N)ln&g(N)qudooN (4.110)
A

Jak mozna zauwazyé, w powyzszym wzorze s3 cztony zawierajace
funkcje korelacji dla samego sktadnika A, dla samego sktadnika B oraz funkcje
uwzgledniajgce korelacje pomiedzy czastkami sktadnikéw A i B.
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Po ominieciu cztonéw zwigzanych z korelacjami wyzszego rzedu niz
dwuczastkowe oraz po uwzglednieniu réznicy pomiedzy fragmentem wzoru
niezaleznym od korelacji wieloczastkowych a s*¢, mozemy napisaé przyblizony
wzoér na entropie dla uktadu dwusktadnikowego sktadajacego sie z Ny,
czasteczek wody i Np czqsteczek biatka:

Sy = s 45D 452 452 (4.111)

Czton si¢ jest réowny:

s = Npsi + Ny sid =

(pP 4 tmnsl”'r"t)] + Nwkp [4 +1In (%

AgV,trans/lw,rot)]
(4.112)

= Npkp [4+1

pp = Np/V - gesto$¢ liczbowa biatka

pw = Ny, /V - gestosc liczbowa wody

op = 1 - liczba symetrii dla biatka

oy = 2 - liczba symetrii dla wody

Airans = J#—kﬂ , m jest masa czasteczki biatka lub wody

1L, 1, sa gtbwnymi momentami bezwtadnosci

n 1
Aror = (er) b
czasteczki biatka lub wody

Sktadnik odnoszacy sie do oddziatywan biatko-biatko (poza obszarem
zainteresowaﬁ tej pracy) jest rowny:
sep = ks f {95 (%, 0}In[g7 (1, w})] — 957 (03, w}) + 1} drfdow}

T2 Q2
(4.113)
Sktadnik odnoszacy sie do oddzialywan biatko-woda, zalezny od
dwunastu zmiennych (poza obszarem zainteresowan tej pracy) jest rowny:

PPPW
515?43 kB f{ggzw)/(rpv rWl (.l)p, wW)ln[gl()ZM)/(rp, rw, (I)P, (I)W)]
- gPW(rp, rw, ‘l)p, ww) + 1} drpdrwdmpd‘l)w (4’.114)

Sktadnik odnoszacy sie do oddziatywan woda-woda (zalezny w poblizu
biatka od dwunastu zmiennych) jest rowny:

2
Pw

5151/2%/ = Y QZ kg f{géﬁl)/v(rwp Ty, Wy, wwz)ln[gyslfl)/y(rwp Iy 2, Wyq, wwz)]
- gww (rw1, Twz, Oy, W) + 1} dry1dry,doy dwy, (4.115)

W tym wyrazeniu funkcja g‘%, zalezy od dwunastu zmiennych, co
powoduje, Ze obliczenie catki zawartej we wzorze jest bardzo trudne. Stad
nalezato dokonaé pewnych zatozen uzytecznych z obliczeniowego punktu
widzenia.

Bierzemy pod uwage czasteczki wody obecne w poblizu biatka (w
przyblizeniu dwie warstwy solwatacyjne), Kktdre stanowig zbiér czastek
centralnych i zaktadamy, Ze uktad jest jednorodny, zdajac sobie sprawe, ze
zatozZenie to jest pod pewnym wzgledem nieco problematyczne. Teraz mozna
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przej$¢ do wyrazenia dwuczgstkowych funkcji korelacji jako funkcji wzajemne;j
odlegtosci i orientacji czasteczek wody, dokonujac nastepnie roztozenia s&,&, na
cztony translacyjny, konfiguracyjny i orientacyjny. Analogicznie jak w

przypadku wzoru (4.85):

s‘f,,zav— NWkBﬁ {gggv(r,v,w)ln[géfav(r,v,m)] gé,f]),v(r,u,w)+1}

r?drdvdw (4.116)

Poniewaz, jak wspomniano w cze$ci literaturowej, najbardziej znaczacy
wkiad do entropii pochodzi od pierwszej i drugiej warstwy solwatacyjnej
czasteczki wody, wykorzystamy te informacje w celu zdefiniowania parametrow
uporzadkowania opartych na dwuczastkowych funkcjach korelacji. Funkcja
s‘%,(r) moze stuzy¢ jako pewna miara S$redniego uporzadkowania
strukturalnego wody z pierwszej i drugiej warstwy solwatacyjnej wokoét
czasteczki wody, jezeli taki zakres odlegtosci r wybrany zostanie podczas
obliczen.

Poniewaz g o mozna przedstawi¢ w postaci iloczynu trzech czynnikoéw
(translacyjnego, konﬁguracy]nego i orientacyjnego), zatem otrzymujemy:

(2) (2) (2) (2)

SWW (7") = SWW trans (T) + SWW,conf (T) + SWW orient (T) (4'117)
2
STEVlal/ trans (7")

= —NWkB ol f [gﬁz)(r)ln( 52)(1*)) —gP@ + 1] 4mr?dr  (4.118)

(2)
Sww ,conf (T)
r

-
= —NWksz—M'/f 9,° ()f gﬁ;f(vh”)ln ggzlf(uh‘))dv Anr?dr (4.119)
0

(2)
WW orient (‘I")

(2)
P )
= —Nykg WJ . @ (v|r)gomm(w|r,u)ln (ggzr)ient(mmv)) dvdw | 4mr?dr
0 L

YQ gconf
(4.120)
Trzy parametry uporzadkowania beda réwne:
(2
s — SWW trans (7”)
trans NW
@
s Sww ,conf (T)
conf = NW
(2) )
Sorient = oW, z;\?}tent - (4.121)
w

Parametr mierzacy catkowite uporzadkowanie strukturalne bedzie
réwny:
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Sort = Sconf + Sorient (4.122)

W tym kontek$cie Ny, oznacza ilos¢ czgsteczek wody znajdowang w
analizowanym obszarze. Przy obliczeniach przyjeto, ze zakres obliczen wynosi
r=0,58 nm (czyli w przyblizeniu dwie warstwy solwatacyjne) z krokiem 0,02 nm
oraz z krokiem 10° dla katéw. Jak oméwiono w czesci literaturowej, gtowny i
najwiekszy wpltyw na wynik obliczen majg dwie pierwsze warstwy solwatacyjne
czasteczki wody.

Osobnym problemem jest zbiezno$¢ uzyskanych wynikéw. Znaleziono
empiryczng funkcje w postaci (65):

s@(t) = s, — 4 (4.123)
“  B++t(nt+ )

Za pomoca tej funkcji, dysponujac kolejnymi punktami obliczonymi dla
coraz dhuzszych trajektorii, mozna przyblizyé¢ wartos¢ s@ dla przypadku
nieskonczenie diugiej symulacji (¢t — o0). Warto$¢ te oznacza symbol s,,. Z kolei
A, B i C s3 statymi otrzymanymi w wyniku dopasowania parametréw réwnania
do punktéw pomiarowych metoda najmniejszych kwadratow.

Nalezy jeszcze raz zaznaczy¢, ze obliczanych wartoSci parametréw nie
mozna utozsamiac¢ z entropig absolutna. Wszystkie parametry obliczane s3 nie
dla catosci uktadu i nie dla wszystkich czasteczek wody, ale tylko dla tych
obecnych w wybranej warstwie solwatacyjne;j.

4.4.9. Podzial przestrzeni na wielosciany Voronoia

Metoda Voronoia jest sposobem podziatu przestrzeni zawierajacej
pewien zbiér punktéw na wielo$ciany. Punkt moze w sposéb symboliczny
reprezentowac¢ atom, fragment czasteczki (np. grupe chemiczng, aminokwas
itp.) lub calg czasteczke - w zaleznosci od potrzeb. Ksztalty i rozmiary
poszczeg6lnych wieloScianéw zaleza od rozmieszczenia owych punktéw.

Kazdy wielo$cian konstruowany jest dookota jednego punktu
centralnego i zawiera w sobie ten fragment przestrzeni, ktory jest blizej tego
punktu niz jakiegokolwiek innego w danym zbiorze. Pomiedzy wielo$cianami
nie pozostawia sie przestrzeni pustych.

Aby utworzy¢ wieloScian Voronoia, nalezy wybrany punkt potaczy¢
odcinkami z pozostalymi, a nastepnie znalez¢ plaszczyzny, ktore sg przecinane
przez odcinek pod katem prostym i ktére potozone sa doktadnie w potowie
dtugosci kazdego odcinka (Rys. 4.13). Poszukiwanym wielo$cianem jest
najmniejszy wieloscian wyznaczony przez tak zdefiniowane ptaszczyzny.
Wspétrzedne kazdego wierzchotka wielo$cianu mozna wyznaczy¢, znajdujac
punkt wspolny trzech ptaszczyzn.
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Rys. 4.13. Konstruowanie wieloScianéw Voronoia. Dla uproszczenia przyktad
pokazany jest na ptaszczyzinie: bisekcja odcinkéw taczacych punkt centralny ze
wszystkimi pozostatymi w uktadzie i wybranie najmniejszego wieloscianu;
powtdrzenie postepowania dla kazdego punktu w uktadzie, w wyniku czego
przestrzen zostaje podzielona na wielosciany Voronoia (rysunek pochodzi z
publikacji (133)).

W tym przypadku wieloSciany zostaly wyznaczone na trzy roézne
sposoby, nieco odmienne od oryginalnego podej$cia. Metody liczenia
ewoluowaty w toku pracy. Pierwszym zastosowanym sposobem byto przyjecie
za punkt centralny wspotrzednych $rodka masy czgsteczki wody, natomiast
punkty pozostate sa wyznaczone przez wspodtrzedne wszystkich atomow w
uktadzie (poza atomami czasteczki centralnej). Powodem dla takiego
postepowania byta che¢ zwiekszenia symetrii obliczenn w przypadku czasteczek
z pierwszej otoczki solwatacyjnej biatka. Jezeli chcieliSmy uwzglednia¢ w
obliczeniach wszystkie atomy biatka, to uwzglednianie czasteczek wody jako
pojedynczych punktéw moglo sie wydawaé rozwigzaniem prowadzacym do
sytuacji, w ktérej otoczenie czasteczki z warstwy solwatacyjnej jest od strony
biatka bardziej ,geste” od atoméw niz od strony wody.

Drugi zastosowany spos6b polegat na tym, Ze czasteczka wody byta
rozwazana jako suma trzech komoérek Voronoia, odpowiadajacych atomom
tlenu i wodoru, a punkty pozostate byly wyznaczone przez wspoétrzedne
pozostatych atoméw w uktadzie.

Na koncu, kierujgc sie artykutami (249-251), zastosowano trzecie
podejscie. Czasteczka wody byta rozwazana jako punkt, a komérki Voronoia
byty tworzone w taki sposéb, Ze odcinki tgczace kolejne pary punktéw sa
dzielone proporcjonalnie do parametru o potencjalu Lennarda-Jonesa. Taki
spos6b podzialu moze nieco bardziej realistycznie niz poprzednie
odwzorowywac powierzchnie styku wody z powierzchnig biatka.

Podziat Voronoia wykorzystany zostat w analizie wynikéw symulacji
przy obliczaniu trzech wielko$ci, oméwionych ponize;j.

Objetos¢ i parametr asferycznosci komérki Voronoia

Interesujacymi mnie parametrami charakteryzujacymi pojedyncza
komoérke sa jej Srednia objetos¢ oraz tak zwany parametr asferycznosci,
wprowadzony przez Ruocco et al. (134).
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A3

n

A - powierzchnia komoérki
V - objeto$¢ komorki

Najmniejszg warto$¢ (réwng jedno$ci) parametr przyjmuje w
przypadku sferycznego ksztattu komorki.

Wyniki uzyskane pierwsza, druga i trzecia z opisanych metod
oznaczano odpowiednio symbolami: V i1, Vyroi naro, Voawi Nvaw-

Wspétczynnik lokalnego pofatdowania

Zdefiniowanie wspoétczynnika szorstko$ci powierzchni biatka, ktéry
bytby prosty i uniwersalny w uzyciu nie jest sprawa tatwa ze wzgledu na
skomplikowang geometrie tej powierzchni. Jako przyktad proby zdefiniowania
parametru oddajacego Sredni stopien szorstko$ci catej powierzchni biatka
mozna przytoczy¢ prace Choi et al (252,253). Jeszcze trudniejszym zadaniem
jest znalezienie parametru do charakteryzowania lokalnej geometrii
powierzchni biatka (na przyktad (254) lub (255)). Uzycie tych parametrow jest
jednak czesto ograniczone do specyficznych zastosowan. Na przyktad zostaty
wykorzystane do oszacowania ilo$ci wypuktosci i wglebien na powierzchni
biatka (254).

Zdefiniowany zostal nowy parametr y:

%
_solv_ (4.125)

4 Ssoler

Vo1 — Objetos¢ pierwszej sfery hydratacyjnej wybranego obszaru na powierzchni biatka,
obliczona jako suma objetosci komérek Voronoia (opisanych w poprzednim
sprawozdaniu);

Ssow — Pole powierzchni kontaktu wybranego obszaru na powierzchni biatka i wody z
otoczki pierwszej sfery hydratacyjnej (liczone jako pole powierzchni odpowiednich
$cian komorek Voronoia);

Ty — promien van der Waalsa czasteczki wody (wprowadzony w celu uzyskania
parametru bezwymiarowego).

Warto$ci parametru y beda zalezaty od wybranej metody podziatu
przestrzeni na komorki Voronoia. Obliczenia dla niektérych otoczek
solwatacyjnych zostaly przeprowadzone z uzyciem wiecej niz jednej metody.
Wyniki uzyskane pierwsza, druga i trzecia z opisanych metod oznaczano
odpowiednio symbolami: ¥, V470, Yvaw-

4.4.10. Ruchliwo$¢ atoméw biatka i analiza gtéwnych sktadowych

Metoda analizy gtéwnych sktadowych ma na celu wyodrebnienie
ruchdw w najwiekszej skali, o duzych wariancjach, ktére dominuja we
fluktuacjach biatka. Podany tu opis metody bazuje na pracach (209), (206) i
(208).

Zalézmy, ze badamy czasteczke biatka sktadajaca sie z N atomoéw. Aby
jednoznacznie okresli¢ jej potozenie w przestrzeni, nalezy poda¢ 3N
wspotrzednych.
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Dysponujac trajektoriag sktadajaca sie z K konfiguracji, w K macierzach
kolumnowych X(k), k =1,K mozemy zapisa( wspéirzedne wszystkich
atoméw w kolejnych konfiguracjach. Analizujac potozenia , eliminuje sie
postepowy ruch $rodka masy biatka oraz ruch obrotowy biatka jako catosci.

Trzeba tu nadmieni¢, ze w przypadku elastycznych czasteczek (takich,
ktére nie sg brytami sztywnymi) wyeliminowanie ruchu $rodka masy i ruchu
rotacyjnego moze stwarza¢ wiele problemdédw. Konieczno$¢ taka zachodzi
chociazby przy obliczaniu entropii translacyjnej i konfiguracyjnej czasteczek,
ktéry to temat podjeli na przyktad Schéfer et al. (256). Zaznaczyli oni, ze cho¢
mozna dopasowacl potozenia atoméw w dwoch réznych chwilach czasowych
metoda najmniejszych kwadratéw, to wyrazne rozdzielenie wewnetrznych
zmian konfiguracyjnych od rotacji czasteczki jako catosci w przypadku gietkich
czasteczek jest w zasadzie niemozliwe.

Symulowang czasteczke biatka z pewno$cig nalezy uznal za gietka i
zmieniajaca wzajemne utozenie atomdédw. Z braku innych mozliwosci, ruch
translacyjny i rotacyjny byl usuwany poprzez dopasowanie metoda
najmniejszych kwadratéw wspoétrzednych ciezkich atoméw biatka. Aby
zwiekszy¢ realizm obliczen, z dopasowania wytgczone zostaly atomy wchodzace
w sktad tych fragmentéw czasteczki, co do ktérych mozna sie byto spodziewaé,
ze z powodu swojej struktury i wyraznego odstawania od powierzchni gtéwnej
czeSci czasteczki beda mogty poruszac sie bardziej od innych i w sposéb w
sporej mierze niezalezny od pozostatych atoméw (gtéwnie dotyczy to petli L11 i
helisy a7).

Ponadto S$rednie potozenia atoméw w analizowanym okresie
zapisujemy w macierzy kolumnowej (X). Nastepnie konstruujemy macierz D o
wymiarach 3NXK, ktérej kolejne kolumny k otrzymujemy, odejmujac od
chwilowych potozen atoméw potozenia Srednie.

D, = X(k) — (X) (4.126)

W celu okreslenia ruchliwo$ci réznych fragmentéw na powierzchni
biatka, zanalizowane byly S$rednie potozenia wszystkich ciezkich atoméw i
odchylenia standardowe od $redniej po czasie 25 ns, po czasie 1 ns oraz po
czasie 5 ps. Stuzy¢ miaty one za miare ruchliwos$ci atoméw w analizowanym
przedziale czasowym. Otrzymane odchylenia standardowe zostaty usrednione
po wszystkich ciezkich atomach znajdujacych sie na powierzchni biatka i
nalezacych do uprzednio zdefiniowanych obszaréw na powierzchni kinezyny.
Kryterium, aby uzna¢ atom za powierzchniowy, byla jego odlegto$¢ od
czasteczek wody (nie wieksza niz 0,4 nm).

Postawa do analizy uktadu metoda gtéwnych sktadowych jest
znajomo$¢ macierzy wariancji-kowariancji C. Jest to symetryczna macierz o
wymiarach 3NX3N. Poszukiwana macierz wariancji-kowariancji moze zostaé
otrzymana z wykorzystaniem macierzy D:

1

C = DD’ (4.127)
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Elementy na przekatnej beda po prostu usrednionym po wszystkich
konfiguracjach kwadratem réznicy chwilowego potozenia atomu i jego
potozenia Sredniego.

Macierz C moze by¢ przeprowadzona do postaci diagonalnej przez
przeksztatcenie T. Znajac je, mozemy napisa¢ réwnanie na macierz diagonalng A
zawierajaca warto$ci wiasne A;.

A=TTCT (4.128)

Kolejne kolumny T sg wektorami wtasnymi (gtéwnymi sktadowymi)
odpowiadajacymi kolejnym warto$ciom wilasnym macierzy. Znajac wartosci
wlasne zwigzane z kazdym wektorem wiasnym, mozna okresli¢, jaki procent
informacji zawarty jest w gtéwnej sktadowe;j.

Dla trajektorii o dlugosci 25 ns, do analizy wybrano najwolniejsza
sktadowa, odpowiadajgaca ruchom o najwiekszej amplitudzie. Podobnie jak przy
obliczeniach odchylenia standardowego, wychylenia atomdéw jej odpowiadajace
usredniono po wszystkich ciezkich atomach znajdujacych sie na powierzchni
biatka i nalezacych do uprzednio zdefiniowanych obszaréw na powierzchni
kinezyny.

4.4.11. Obliczenia S$redniego momentu dipolowego warstwy
solwatacyjnej i natezenia pola elektrycznego

Czasteczki wody modelu SPC/E charakteryzuja sie wystepowaniem
statego momentu dipolowego (jest to model sztywny i niepolaryzowalny).

Wektor momentu dipolowego uktadu elektrycznie obojetnego,
sktadajacego sie z N tadunkéw punktowych, mozna zdefiniowac jako:

N
i=1

gdzie r; jest wektorem okres$lajgcym potozenie czastki. Wynik nie zalezy od
wyboru punktu odniesienia. W prostym przypadku pary tadunkéw, wektor
momentu dipolowego skierowany jest od tadunku ujemnego do tadunku
dodatniego.

Ny N
1 Z Xi=1 Pi
i=1F1
k =1 w
Ny, - liczba analizowanych klatek trajektorii

Obliczone zostaty Srednie wypadkowe wektory momentu dipolowego
Pav czasteczek wody w warstwie solwatacyjnej. Warto$¢ momentu dipolowego
podzielona zostata przez warto$¢ momentu dipolowego pojedynczej czasteczki,
dzieki czemu otrzymano wielko$¢ bezwymiarowa.

Niezerowy wypadkowy moment dipolowy moze wskazywac na znaczny
wplyw pola elektrycznego. Dlatego oszacowatam Srednie natezenie pola
elektrycznego wytwarzanego przez biatka, odczuwanego przez czasteczki wody
w wybranej warstwie solwatacyjnej. Zostato ono obliczone w ten sposdb, ze dla
punktu potozonego w $rodku masy kazdej czasteczki wody policzono wektor
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natezenia pola elektrycznego, usredniajagc nastepnie wyniki po wszystkich
analizowanych czasteczkach wody i wszystkich klatkach trajektorii:

Q d,

e T 55, = ol
E ——iz a1/ (4.131)
AV 41ey Ny Ny '

k=1
Ny - liczba analizowanych klatek trajektorii

d;; - wektor taczacy atom biatka j ze Srodkiem masy czasteczki wody i

Ny, - liczba czasteczek wody w analizowanej warstwie solwatacyjnej
np - liczba atoméw biatka
Q; - fadunek atomu j biatka

€, — przenikalno$¢ elektryczna prézni

4.4.12. Obliczenia sily generowanej przez szyjke tacznikowa

W celu obliczenia sity wykorzystana zostala metoda opisana w pracy
(25). Dzieki niej mozemy wyznaczy¢ site jako funkcje statej silowej k i
wychylenia z potozenia r6wnowagi (opis przygotowania uktadu do symulacji w
podrozdziale 4.2, a przebieg symulacji w podrozdziale 4.3). Zat6zmy, Zze mamy
jednowymiarowy uktad, w ktérym pewien obiekt punktowy zostat przywigzany
z uzyciem statej sitowej k w potozeniu x,. Warto$¢ tej statej powinna by¢ na tyle
duza, aby obiekt fluktuowat w bliskim otoczeniu x,. Catkowita energia
potencjalna E.(x) obiektu w potozeniu x bedzie woéwczas réwna sumie energii
pochodzacej od oddziatywan z pozostaltymi elementami uktadu i energii
zwigzanej z istnieniem harmonicznego potencjatu ograniczajacego:

Ec(x) =E()+ g(x — X)? (4.132)

Wykorzystujac twierdzenie Taylora, mozna przedstawi¢ energie E (x) w
postaci sumy, ktérej pierwszym sktadnikiem bedzie energia w potozeniu x,.
Ograniczajac sie do pochodnej drugiego rzedu otrzymamy:

- (x - xO) ' (X - x())2 "
E(x) = E(xy) + TE (%) + TE (x0) (4.133)
Podstawiajac powyzsze wyrazenie do pierwszego wzoru dostaniemy:
! (X — xo)z "
E.(x) = E(xy) + (x —x0)E'(x) + T[E (xo) + k] (4.134)

Dla uproszczenia zapisu podstawmy x — x, = y.

Aby znalez¢ wartosci $rednie wychylenia od potozenia rownowagi (y) i
kwadratu wychylenia od potozenia réwnowagi (y?), mozna postuzy¢ sie
wzorami:

<y> = —f e—ﬁS(y)dy (4135)
fyze_ﬁg(y)dy
2y
0 =" gy (4.136)

gdzie:
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y2
e=yE'+—E" (4.137)

Wyrazenie to nie zawiera statego skladnika E(x,), gdyz ulega on
skréceniu. Natomiast § = ﬁ Po przeprowadzeniu obliczen otrzymujemy:
B

E’
W)= —x0) = -7 (4.138)
42) = 0 = (G~ 2 — (x — xp)? = (4.139)

Laczac oba rownania, mozemy wyznaczy¢ E' (podstawiwszy E"
wyznaczone z drugiego réwnania z pary):

((x = x0)?) = (x — x)?
Sita bedzie réwna ujemnej warto$ci pochodnej energii potencjalnej w
punkcie x,. W trzech wymiarach, oznaczajgc potozenie réwnowagowe przez
7o = [1y, 73, 7], otrzymamy wektor sity F() = [F,, F,, F;] wykorzystujac wzor:
9E (75) kT
— == (1 — ) ; :
or; ((ri = 110)?) — (i — 10)

4.4.13. Warto$¢ maksymalnego przeptywu

E' = —(x — xq) (4.140)

Fi(rg) = — (4.141)

Inspiracja do przeprowadzenia obliczen byta omdéwiona we wstepie
praca (144).

Czasteczki wody zawarte w przestrzeni pomiedzy kinezyng i dimerem
tubulinowym zostaly przedstawione w postaci grafu nieskierowanego.
Wierzchotkami grafu zostaty atomy tlenu czasteczek wody, ktére potaczono
krawedziami, jezeli pomiedzy czasteczkami wody byly wigzania wodorowe. W
celu otrzymania grafu, skonstruowana zostala macierz sasiedztwa S. Byla to
symetryczna, zerojedynkowa macierz. Liczba jej wierszy odpowiada liczbie
przysztych wierzchotkéw grafu. Jezeli wierzchotki i i j potaczone miaty by¢
krawedzig, wowczas s;; = sji = 1.

Kazdej krawedzi przypisano przepustowos$¢ odpowiadajacg energii
wigzania wodorowego. Ponadto dodano wirtualny wierzchotek bedacy zrédtem,
ktéry potgczono krawedziami (o przepustowosci w  przyblizeniu
odpowiadajgcej Sredniej energii wigzania wodorowego w wodzie SPC/E, czyli
20 kJ/mol) z czasteczkami wody w otoczce solwatacyjnej goérnej powierzchni
dimeru tubulinowego (wszystkimi do odlegtosci 0,4 nm). Drugi wirtualny
wierzchotek, zwany ujsSciem, polaczono z czasteczkami wody w otoczce
solwatacyjnej dolnej powierzchni kinezyny.

Wykonano réwniez poréwnawcza serie obliczen, w ktorej zamiast
wody solwatacyjnej uzyto czystej wody otrzymanej w wyniku oddzielnej
symulacji. Wspoétrzedne czasteczek wody zostaly natozone na wspdtrzedne
biatka, po czym mozna byto utworzy¢ graf w sposéb analogiczny do powyzej
opisanej procedury. Z obliczen wyeliminowano te czasteczki wody, w
przypadku ktérych wspoétrzedne atomu tlenu wypadaty blizej niz 0,17 nm od
wspétrzednych biatka.

156



4. Opis metod obliczeniowych

Przeksztatcenie macierzy sasiedztwa na graf oraz obliczenia
maksymalnego przeptywu pomiedzy Zrédiem i ujSciem byly przeprowadzone za
pomoca pakietu Igraph w postaci rozszerzenia do jezyka Python.

Rys. 4.14. Przyktadowy graf otrzymany z macierzy sgsiedztwa. Zaznaczono zrédto
(S) i ujscie (T). (Duza liczba wierzchotkéw niepotgczonych krawedziami wynika ze
sposobu wybierania czgsteczek wody do analizy.)

4.4.14. Local Structure Index (LSI)

Parametr zwany local structure index (LSI) zostal wprowadzony przez
Shiratani’ego i Sasai (106,257). Do zdefiniowania tego parametru sktonita
autoréw obserwacja, iz sposob chwilowego utozenia czgsteczek wody wokoét
wskazanej czasteczki centralnej moze wykazywaé pewne charakterystyczne
cechy, w zalezno$ci od tego, czy lokalnie tetraedryczna struktura jest dobrze
rozwinieta czy mocno ostabiona. Jezeli sasiadujace czasteczki sg rozmieszczone
mniej wiecej jednorodnie, to wskazuje to na zaburzenie struktury
tetraedrycznej. Z kolei gdy czasteczki s3 obecne w promieniu 2.7 A - 3.2 4, a
region pomiedzy 3.2 A - 3.8 A jest wolny, to wskazuje to na rozwinietg strukture
teraedryczng, kiedy w bezposredniej bliskosci brak jest dodatkowych
czasteczek, ktore moglyby zaburza¢ lokalna strukture wigzan wodorowych.

LSI, I(u, t), zdefiniowany jest w nastepujacy sposob:
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n(u,t)

1 _
> G - B oF (4.142)

n(u, t)

u - centralna czasteczka wody

t - czas

n(u, t) - liczba czasteczek obecnych w promieniu 3,7 A od czasteczki centralnej;
czasteczki sg uporzadkowane wedtug wzrastajacej odlegtosci od czasteczki
centralneji ry <1y <o+ <1y <Tipq <ot < Ty < To(uo)+1

A(i; p, t) - réznica w odlegtosci dwéch kolejnych czasteczek od czgsteczki centralne;:
Tiv1n — T

A(u, t) - $rednia warto$é A(i; u, t): A(u, t) = n(;t) Z?:(’f’t) A(; pu, t)

I(w,t) =

W wartosciach LSI odbijaja sie fluktuacje potozen najblizszych
czasteczek i obecnos¢ pustej przestrzeni tuz poza pierwsza otoczka
solwatacyjng. Jezeli przestrzen ta jest obecna, to warto$¢ LSI jest duza. Jezeli
czasteczki sa rozmieszczone przypadkowo, to wartos¢ LSI jest w przyblizeniu
réwna zero.

W pracy postuguje sie srednig wartoscig parametru LSI obliczong dla
wszystkich czasteczek wody w analizowanej warstwie solwatacyjne;.

11 &
(I = N—kz EZ I(u, két) (4.143)
k=1 u=1

N, - liczba analizowanych klatek trajektorii

Ny, - liczba czasteczek wody w analizowanej warstwie solwatacyjnej
k - numer analizowanej konfiguracji

6t - krok czasowy

4.5. Mozliwe zrédla bledow wyznaczonych
wielkosci fizycznych

Prawdopodobnie najwazniejszym Zrédiem btedéw jest ograniczona i
stosunkowo niewielka liczba czasteczek - zwlaszcza w pierwszej, lecz takze i w
kolejnych warstwach solwatacji. Oznacza to usrednianie rezultatéw po
stosunkowo mato licznej prébie. Ponadto do powstawania réznic pomiedzy
kolejnymi seriami obliczenr moga sie takze przyczynia¢ ruchy biatka.

W celu jak najlepszego zneutralizowania wplywu powyzszych
czynnikéw na wyniki, nalezato albo prowadzi¢ analize przez odpowiednio dtugi
czas, albo tez bra¢ pod uwage kilka krotszych odcinkéw trajektorii, lecz
rozrzuconych w wystarczajgco dtugim przedziale czasu. W zaleznos$ci od uktadu
i obliczanej wielko$ci fizycznej, zastosowano jedno i/lub drugie podejscie.

4.6. Narzedzia - programy i komputery

Przygotowanie modeli dokonane zostato z uZzyciem programéw
wchodzacych w sktad pakietu Amber10 (230) i wiasnych.

158



4. Opis metod obliczeniowych

Dynamika przeprowadzona zostata z uzyciem programu Sander,
bedacego czescig pakietu Amber10 (230).

Do wizualizacji struktur korzystatam z programu PyMOL (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.1, Schrodinger, LLC.).

Podczas analizy rezultatéw symulacji korzystalam z programéw
dostepnych w pracowni oraz wtasnych.

Wszystkie wykresy byty sporzadzone z uzyciem biblioteki do tworzenia
wykresow dla jezyka Python - matplotlib.

Cze$¢ obliczen wykonatam, wykorzystujac komputery Centrum
Informatycznego Tr6jmiejskiej Akademickiej Sieci Komputerowej (TASK).
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5. WyniKi i ich dyskusja

Ogdlnie sformutowanym celem mojej pracy byto zanalizowanie szeroko
rozumianych wlasciwosci wody w otoczce solwatacyjnej kinezyny i znalezienie
ewentualnego zwigzku pomiedzy efektami solwatacyjnymi a funkcjonalno$cia
biologiczng biatka, czyli wykonywaniem pracy mechanicznej. Ogélnosé tego
sformutowania wynikata przede wszystkim ze skromnej iloSci dostepnych
danych mogacych stuzy¢ za punkt wyjsécia i ukierunkowujgcych badania. Jak
wspomniatam w przegladzie literatury, podczas dyskusji dotyczacych
mechanizmu ruchu biatkowych motoréw molekularnych roli rozpuszczalnika
nie po$wieca sie przewaznie zbyt duzo uwagi. Tym niemniej, kilka obserwacji
pozwolito na naszkicowanie trzech celéw bardziej szczeg6towych:

1) wiasciwosci wody solwatacyjnej biatek sg czesto rézne od wiasciwosci
wody czystej, a odpowiedni stopien uwodnienia jest biatkom niezbedny
do prawidlowego funkcjonowania - dlatego zdecydowatam sie na
prébe uzyskania opisu efektéw solwatacyjnych wokét pojedynczej
domeny motorycznej kinezyny;

2) tubulina odgrywa istotng role podczas poruszania sie kinezyny, ktére
jest zwigzane z powtarzajacymi sie procesami asocjacji i dysocjacji tych
dwoch struktur biatkowych - dlatego poszerzytam badania o analize
efektéw solwatacyjnych w obszarze pomiedzy kinezyng a dimerem
tubulinowym;

3) podczas pracy zmienia sie konformacja kinezyny, a zwlaszcza sposoéb
utozenia szyjki tacznikowej wzgledem domeny katalitycznej - dlatego
postanowitam oceni¢ role rozpuszczalnika w procesie zblizania sie
szyjki tacznikowej do powierzchni domeny katalitycznej kinezyny.

Stosownie do tego, prezentacja wynikdw podzielona zostata na trzy
podrozdziaty, odpowiadajace wskazanym powyzej celom.

W cze$ci pierwszej przedstawiam opis wybranych wtasciwosci wody
solwatujacej domene motoryczng kinezyny oraz wskazuje na ich zwigzek z
ruchliwos$cia atoméw samego biatka. Efektem tej czes$ci pracy jest, miedzy
innymi, odkrycie interesujacej wspotzaleznosci pomiedzy ksztattem
powierzchni granicznej biatko - woda a ruchliwo$cia atomoéw biatka.
Czynnikiem lezagcym u podtoza tej zaleznosci jest fakt, ze ksztalt sgsiadujacej
powierzchni biatka wywiera wptyw na zachowanie wody. W tym podrozdziale
przedstawiam wybrane rezultaty dotyczace uktadéw 1MK] (kinezyny z
zadokowang szyjka tgcznikowa i zawierajaca ADP i jon magnezu) oraz 1MK]J_0
(utworzonego z uktadu 1MK], w ktérym tadunki czgstkowe wszystkich atomdéw
biatka oraz zwigzanego z biatkiem ADP i jonu Mg?* zostaly wyzerowane).
Ponadto w celach poréwnawczych wykonanych zostato wiele obliczen takze dla
uktadu 1BG2 (kinezyny z uwolniong szyjka tacznikowsq i zawierajaca ADP i jon
magnezu). Wyniki uzyskane dla uktadéw 1BG2 oraz 1MK] byly w wiekszosci
przypadkow podobne. Najwieksze zaobserwowane roéznice sg wynikiem
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gtownie tego, ze tancuch polipeptydowy struktury 1MK] jest diuzszy -
dodatkowy fragment oddziatuje z domeng katalityczng i przechodzi w helise
szyjna. Wykresy i tabele przedstawione w tresci tego podrozdziatu dotycza
uktadu 1MK]. Wartosci liczbowe wybranych parametréw dla uktadu 1BG2 i
1MK] mozna ponadto znalez¢ w tabelach w Aneksie (Tabela A1l + A7). Wyniki i
dyskusja z tego podrozdziatu zawarte sg cze$ciowo w pracy (258).

W drugiej czesci opisuje wtasciwosci wody znajdujacej sie w obszarze
pomiedzy domena Kkatalityczng kinezyny a dimerem tubulinowym. Glowa
kinezyny, kroczac po mikrotubuli, cyklicznie przytacza sie i odlgcza od
powierzchni szlaku. Nalezy podkresli¢, ze dostepnych jest stosunkowo niewiele
doniesient dotyczacych zachowania sie wody w obszarze pomiedzy dwoma
asocjujacymi biatkami, a te istniejace nie zawsze prowadza do jednoznacznych
wnioskow. Opisywane w tej czeSci rezultaty wyraznie wskazujg na zmiany w
strukturze wody zachodzace w badanym obszarze. Sytuacja, w ktérej mamy do
czynienia z woda pomiedzy dwiema powierzchniami biatkowymi rézni sie od
sytuacji w ktorej analizujemy pojedyncze biatko miedzy innymi tym, ze w
obszarze pomiedzy biatkami wektory natezenia pola elektrycznego uktadaja sie
inaczej niz miatoby to miejsce w przypadku braku dodatkowego biatka. W tym
podrozdziale przedstawiam wybrane rezultaty dotyczace miedzy innymi
uktadow: 1BG2_1]JFF_4 (uktadu sktadajacego sie z kinezyny 1BG2 oraz dimeru
tubulinowego 1JFF odsunietych od siebie o 0,4 nm), 1BG2_1JFF_12 (uktadu
sktadajacego sie z kinezyny 1BG2 oraz dimeru tubulinowego 1JFF odsunietych
od siebie 0 1,2 nm), 1BG2_1JFF_20 (uktadu sktadajacego sie z kinezyny 1BG2
oraz dimeru tubulinowego 1JFF odsunietych od siebie o 2,0 nm), 1JFF (uktadu
sktadajacego sie z dimeru tubulinowego 1JFF, dla ktérego obliczenia byty
wykonane w celach poréwnawczych). Obserwowane zmiany w strukturze wody
solwatacyjnej, siegajace poza pierwsza otoczke solwatacyjng i wystepujace
takze dla odlegto$ci 2,0 nm pomiedzy biatkami (a szczegdélnie przestanki
Swiadczace o wzroscie gestosci), sktonily mnie do zapytania o przyczyne tych
zmian. Poszukujac odpowiedzi, cofnetam sie do analizy uktadéw 1MK] i 1MK]_0.
W rezultacie powstat model solwatacji, ktory mogt zostaé zastosowany takze do
opisu zmian strukturalnych wody w obszarze pomiedzy biatkami. Wyniki i
dyskusja z tego podrozdziatu zawarte sg cze$ciowo w pracy (259).

Trzeci podrozdziat poswiecony jest roli, jaka woda solwatacyjna moze
odgrywa¢ w procesie przylaczania sie szyjki tgcznikowej do powierzchni
domeny katalitycznej. Proces ten uwazany jest za jeden z kluczowych etapow
podczas wykonywania kroku przez kinezyne. Poczatkowo wydawato sie, ze
wplyw wody solwatacyjnej na jego przebieg powinien by¢ bardzo wyrazny i
tatwy do wykazania. Celem zbadania, czy wplyw taki istnieje, wykorzystatam,
oprécz modelu wody SPC/E, takze kilka jego modyfikacji (opisanych w rozdziale
poswieconym metodyce). Modyfikacje te polegaty na zmianie oddziatywan van
der Waalsa. W trakcie pracy okazato sie jednak, ze rola rozpuszczalnika jest
bardzo trudna do uchwycenia, za$ dotychczasowe wnioski wcigz nie sa
jednoznaczne. Dlatego wyniki przedstawione w tej cze$ci wymagaja jeszcze
uzupelnienia. Tym samym, opisuje jedynie aktualny stan moich badan,
powstrzymujac sie przed wyciaganiem dalej idacych wnioskow. Omoéwione w
tym podrozdziale wyniki dotyczg uktadu 1MK] ze sztucznie odciagnieta szyjka
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tacznikowa i pozbawionego poczatkowego fragmentu helisy szyjnej (w celu
usprawnienia obliczen).
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5.1. Solwatacja pojedynczej domeny motorycznej
kinezyny

Poniewaz dysponowatam niewielkg liczbg przestanek, na ktorych
mogtabym sie oprze¢ stawiajac poczatkowg hipoteze robocza, pozwalajaca na
racjonalne ukierunkowanie przysztej pracy, zdecydowatam sie na rozpoczecie
od nastepujacego rozumowania. Ot6z kinezyna podczas wykonywania pracy
wykazuje wyrazng preferencje do ruchu w jednym kierunku. Jezeli woda
solwatacyjna miataby w jaki§ sposéb wspomagaé ten ruch, to nie jest
wykluczone, Ze wystepowaé bedzie pewna asymetria przestrzenna we
wlasciwosciach fizycznych wody solwatacyjnej domeny motorycznej. To
przypuszczenie uprawdopodabniaty doniesienia zawarte w pracy Suzuki et al.
(185) o wykryciu takiej asymetrii w przypadku innego biatka motorycznego,
miozyny, wspotdziatajgcej z aktyna. Aby to wstepne przypuszczenie sprawdzic,
podzielitam powierzchnie domeny motorycznej kinezyny na szereg obszarow
(opisanych w rozdziale poswieconym metodyce) i badatam wybrane
wlasciwosci wody znajdujgcej sie w sasiedztwie kazdego z tych obszaréow. W
tym kontekscie naturalne wydawato sie rozpoczecie od wyznaczenia wartosci
wspotczynnikow dyfuzji.

5.1.1. Wspétczynniki dyfuzji

Znalezione warto$ci wspdétczynnikéw dyfuzji wody w otoczkach
solwatacyjnych wybranych obszaréw na powierzchni Kkinezyny zostaty
przedstawione na wykresie (Rys. 5.3) i w Aneksie (Tabela A6). Poniewaz
punktem wyjscia byta hipoteza o mozliwej asymetrii we wlasciwosciach wody
solwatacyjnej, skorelowanej z kierunkiem ruchu gtowy podczas pracy motoru,
podzielitam otrzymane warto$ci wspétczynnikéw dyfuzji wody w pierwszej
otoczce solwatacyjnej na trzy kategorie: mate, Srednie i duze (wszystkie jednak
byly wyraznie mniejsze od wspdtczynnika dyfuzji czystej wody). Nastepnie
naniostam odpowiednie oznaczenia kolorystyczne na strukture biatka osadzong
na dimerze tubulinowym. Rezultat tego postepowania obrazuje Rys. 5.1.

Jak widaé, wstepna hipoteza byta zbyt prosta i nie potwierdzita sie. Nie
da sie zauwazy¢ zadnej wyraznej zalezno$ci pomiedzy kierunkiem, w jakim
przemieszcza sie biatko (to znaczy w strone korica plus mikrotubuli), a $rednimi
warto$ciami wspétczynnikéw dyfuzji wody z pierwszej otoczki solwatacyjne;j.
Zatem nalezato przyja¢, ze rola efektow solwatacyjnych jest subtelniejsza, a jej
zanalizowanie wymaga duzo bardziej szczegétowych badan.

Obecnos¢ biatka mogta wptywac na zrdznicowanie wtasciwosci wody
na dwa sposoby: poprzez zmiane lokalnych cech geometrycznych lub
chemicznych okreslonego fragmentu powierzchni. Dane przytoczone w
przegladzie literaturowym sugeruja, Ze nalezy sie raczej sktania¢ ku uznaniu
przewazajagcego wplywu ksztattu powierzchni na wspotczynniki dyfuzji.
Postanowitam jednak zanalizowaé¢, jak przedstawia sie sytuacja w moim
przypadku, gdy podzielitam cala otoczke solwatacyjna biatka na szereg
mniejszych i sprawdzi¢, czy startujac od prostego opisu jakosciowego uda sie
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przejs¢ krok dalej do iloSciowego scharakteryzowania wiasciwosci powierzchni
biatka i jej wptywu na wartos$ci wspétczynnikéw dyfuzji.

e

Rys. 5.1. Wybrane obszary na powierzchni domeny katalitycznej kinezyny 1BG2
(wraz z dimerem o i B-tubuliny dodanym w celu zilustrowania sposobu osadzenia
na mikrotubuli — PDB-ID: 2P4N). Oznaczono kierunek plus i minus mikrotubuli: a, c)
widok z boku; b, d) widok z przodu i z tytu; e, f) widok z géry i z dotu — od strony
mikrotubuli (w tym ostatnim przypadku niewidocznej). Kolor fragmentéw biatka
odpowiada wspdtczynnikom dyfuzji translacyjnej wody dla pierwszej warstwy
solwatacyjnej: kolor czarny — najmniejsze wartosci wspotczynnikéw dyfuzji; kolor
szary — $rednie wartosci wspdtczynnikdw dyfuzji; kolor biaty — najwieksze wartosci
wspotczynnikéw dyfuzji. Rysunek wykonany za pomocg programu PyMOL.
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Na Rys. 5.1 i Rys. 5.2 mozemy zaobserwowa¢é, ze powierzchnie
kinezyny cechuje duza niejednorodno$¢ topograficzna, a Rys. 5.2 ilustruje, Ze tej
niejednorodnos$ci  towarzyszy zrdéznicowanie charakteru chemicznego
aminokwasow.

e f

Rys. 5.2. Przyblizony rozktad gestosci tadunku na powierzchni domeny katalitycznej
kinezyny 1BG2 (bez uwzgledniania wptywu rozpuszczalnika), otrzymana za pomocg
programu PyMOL. Dimer a i B-tubuliny dodany zostat w celu zilustrowania sposobu
osadzenia na mikrotubuli — PDB-ID: 2P4N): a, c) widok z boku; b, d) widok z przodu i
z tytu; e, f) widok z gory i z dotu — od strony mikrotubuli (w tym ostatnim przypadku
niewidocznej). Niebieski kolor biatka odpowiada tadunkom dodatnim, a czerwony
fadunkom ujemnym.
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Z tych powodoéw, dzieki podzieleniu powierzchni na stosunkowo duza
liczbe obszaréw, otrzymujemy wycinki powierzchni o szerokiej rozpietosci
wtlasciwosci. Okaze sie to przydatne na dalszych etapach analizy wynikéw.

Rys. 5.3. Wspotczynniki dyfuzji translacyjnej (D7) i rotacyjnej (Dg) dla wody w
otoczkach solwatacyjnych wybranych obszaréw na powierzchni kinezyny 1MKJ przy
zwiekszajacej sie odlegtosci od powierzchni biatka oraz dla czystej wody (czarna
linia ciggta).

JakoS$ciowa analiza dokonana za pomoca Rys. 5.1 i Rys. 5.2 sugeruje, Ze
w warto$ciach wspoétczynnikéw dyfuzji najwyraZniej rzeczywiscie zaznacza sie
wptyw topografii kinezyny. Ich duze zréznicowanie wida¢ doktadniej na Rys.
5.3. Zmniejszajacym sie w pierwszej warstwie warto$ciom wspo6tczynnikow
dyfuzji translacyjnej towarzysza zmniejszajace sie wartosci wspotczynnikow
dyfuzji rotacyjnej. Niemniej ruchy rotacyjne s3 mniej hamowane niz
translacyjne. W drugiej warstwie solwatacyjnej (zdefiniowanej tu jako
zawierajacej czasteczki wody znajdujace sie w przedziale odlegtosci 0,4-0,8 nm
od powierzchni biatka) utrzymuja sie efekty zwigzane ze zmniejszeniem sie
wspéiczynnika dyfuzji translacyjnej, natomiast ruchy rotacyjne powoli
zaczynaja przypominaé¢ te, ktérymi charakteryzuje sie czysta woda. Przy
odlegtosci od powierzchni biatka siegajacej okoto 0,8 nm, zaczynaja sie zaciera¢
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zaré6wno roznice pomiedzy poszczegdlnymi obszarami solwatacyjnymi jak i
pomiedzy woda z otoczki solwatacyjnej i woda czysta. Wspdtczynniki dyfuzji
translacyjnej zblizaja sie do wspétczynnika dyfuzji charakterystycznego dla
czystej wody. Dla dyfuzji rotacyjnej spowolnienie zanika znacznie szybciej, bo
juz przy odlegtosci okoto 0,6 nm.

Najwiekszymi wspoétczynnikami dyfuzji wody w pierwszej warstwie
solwatacyjnej charakteryzuja sie wypukte elementy struktury (takie jak
otoczenie a0, a7, L9, a5al12 lub L11_2). Mozna sie ponadto spodziewaé, ze na
wartos$¢ wspoétczynnika dyfuzji obszaréw L11_1, L11_2 i sgsiadujacych z nimi
(np. a3a) bedzie miato wptyw aktualne potozenie petli L11, poniewaz jest ona
dosy¢ dtuga i elastyczna.

Z kolei do miejsc o najmniejszej wartos$ci tego wspotczynnika nalezy
a2al.4MgADP. Na obszar ten sktada sie okolica miejsca aktywnego, ktére
charakteryzuje sie wklesta geometrig i obecnoscia wielu miejsc obdarzonych
tadunkiem (znajduje sie tam czasteczka ADP zawierajgca ujemnie natadowany
fosforan, obdarzony tadunkiem dodatnim tadunkiem jon MgZ* oraz dodatnio
natadowane reszty obecne na samym biatku).

Wystepuja takze inne miejsca charakteryzujace sie nieréwna
powierzchnia, gdzie wspétczynniki dyfuzji osiagaja matg warto$é¢ (np. a5L13).
Warto jednak zaznaczy¢, ze na przyktad fragment o3 wydaje sie znajdowaé na
stosunkowo odstonietym fragmencie biatka, a mimo to wspétczynnik dyfuzji
wody jest tam niezbyt duzy. Po umiejscowieniu fragmentu na mapie rozktadu
fadunku mozna zauwazy¢, Ze ten obszar charakteryzuje sie wystepowaniem
znaczacego ujemnego tadunku powierzchniowego. Z kolei w miejscu B1p8
wystepuje znaczny tadunek dodatni. By¢ moze oddziatywania elektrostatyczne
takze wplywaja na zmniejszenie wartosci wspdtczynnika dyfuzji. Charakter
chemiczny powierzchni biatka mégtby utatwia¢ lub utrudnia¢ ruch czasteczkom
wody poprzez zmodyfikowanie struktury wody. Ponadto ruchliwo$¢ moze
zosta¢ zmniejszona przez oddzialtywania z hydrofilowymi lub natadowanymi
fancuchami bocznymi.

Ogladajac powierzchnie biatka w programie graficznym nie sposob
dokonac¢ analizy na poziomie ilo§ciowym. Tymczasem przydatne bytoby znalez¢
miare charakteryzujgcg ksztatt lub charakter chemiczny powierzchni, aby
sprawdzi¢, jak wspotczynniki dyfuzji zmieniajg sie w zaleznos$ci od tych
parametréw.

5.1.2. Miara $redniej hydrofobowos$ci analizowanych obszaréw
biatka

Zdefiniowanie jednej liczby, ktéra mogtaby oddaé charakter chemiczny
fragmentu powierzchni biatka, jest zadaniem bardzo trudnym. O tym, jaki
wpltyw beda mialy okreslone aminokwasy na zachowanie otaczajacych je
czasteczek wody, zadecyduje nie tylko to, czy ich taficuchy boczne posiadaja
(albo nie) donory lub akceptory wigzan wodorowych, ale takze to, w jaki sposéb
beda one wzgledem siebie utoZzone (np. czy reszty dodatnio i ujemnie
natadowane blisko sgsiaduja ze soba czy s3 od siebie oddalone, czy tacza sie
wigzaniami wodorowymi czy nie). Za ilustracje moze stuzy¢ biatko
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przeciwdziatajace zamarzaniu ptynéw komoérkowych (1,260,261), w ktérego
przypadku sposéb utozenia hydrofilowych i hydrofobowych grup na
powierzchni biatka ma wplyw na strukture wody w warstwie solwatacyjne;j.

Mimo to, podjeta zostata proba oszacowania $redniej hydrofobowos$ci
wybranych obszar6w na powierzchni biatka. Jako liczbowa miare
charakteryzujaca oddziatywania poszczegbélnych aminokwaséw z woda
przyjetam tak zwang skale hydrofobowo$ci. Problemem jest fakt, ze w
literaturze mozna znalez¢ wiele skali hydrofobowoSci, a poszczegdlne skale
moga sie znacznie pomiedzy sobg rézni¢. Jest to niestety kolejna staboscig
zaproponowanej miary hydrofobowo$ci analizowanych obszaréw, poniewaz
sprawia, Ze jest ona bardzo wrazliwa na wprowadzony zestaw danych
wejsciowych.

Zdecydowatam sie wuzy¢ kilku roéznych skali hydrofobowosci,
zaczerpnietych z prac (262), (263) i (264). Wartosci parametru
charakteryzujacego hydrofobowos¢ poszczegblnych aminokwasdéw
znajdujacych sie na powierzchni biatka i nalezacych do poszczegdlnych
obszaréw zostaly zsumowane i usrednione. Opis uzyskania tych warto$ci nalezy
uzupelni¢ o dwa szczeg6ty techniczne. Mianowicie pod uwage wziete zostaty
tylko te aminokwasy, ktérych dowolny atom znajduje sie nie dalej niz 2,5 A od
czasteczek wody solwatacyjnej. Ponadto zasieg pierwszej otoczki solwatacyjnej
siega nieco poza granice wybranego obszaru, naktadajac sie na sasiedni. Dlatego
do obliczen zostaty dodane warto$ci hydrofobowosci sasiednich aminokwasow,
jezeli ich atom wegla a znajdowat sie nie dalej niz 4 A od aminokwaséw obszaru
wybranego.
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Rys. 5.4. Wspdtczynnik dyfuzji wody z pierwszej warstwy solwatacyjnej, Dr,
wybranych obszaréw na powierzchni kinezyny 1MKJ w funkcji Sredniej
hydrofobowosci tych powierzchni, Hay, zgrubnie oszacowanej na podstawie pieciu
réznych skal, oznaczonych rdéinymi kolorami (Zrédta, z ktérych zaczerpnieto
wartosci liczbowe hydrofobowosci: skala 1 - (262), skala 2 - (263), skala 3, 4i 5 -
(264)).

Na zataczonym wykresie (Rys. 5.4) nie wida¢ zadnej wspotzaleznoSci
pomiedzy wspétczynnikiem dyfuzji i obliczonym parametrem hydrofobowosci.
Wskazuje to na to, ze (przy wszystkich zastrzezeniach co do uzytych miar
hydrofobowosci) charakter chemiczny powierzchni zapewne nie jest gtéwnym
czynnikiem wptywajacym na zrdéznicowanie warto$ci wspétczynnikéw dyfuzji
wody. Niektére z wynikéw zaprezentowanych na przyktad przez Hua et al
(220) wskazuja na to, ze czynnik ten prawdopodobnie rzeczywiScie nie jest
bardzo znaczacy. Wedtug ich rezultatéw, czasy rezydencji czasteczek wody przy
hydrofilowych i hydrofobowych tancuchach bocznych sa zbliZone.

5.1.3. Wspétczynnik lokalnego pofaldowania jako miara ksztattu
powierzchni

Do bardziej doktadnego przeanalizowania problemu wptywu geometrii
powierzchni biatka na warto$ci obliczonych parametréw opisujacych
wilasciwosci wody postuzy nowo zdefiniowany parametr y, charakteryzujacy
geometrie powierzchni kontaktu biatka i wody. Spos6b jego wyznaczania jest
opisany w metodach obliczeniowych. Mniejsze wartosci parametru y
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otrzymujemy wtedy, kiedy na jednostke powierzchni kontaktu pomiedzy woda i
biatkiem przypada mniejsza objeto$¢ warstwy solwatacyjnej. Im ta objetos¢
bedzie mniejsza, tym wiekszego wptywu obecnosci biatka na czasteczki wody
nalezy sie spodziewad. Aby to lepiej zilustrowaé, dotgczytam Rys. 5.5.

Rys. 5.5. llustracja koncepcji stojgcej za definicjg parametru y. Rysunek przedstawia
w sposOb schematyczny podziat na wielosciany Voronoia uktadu sktadajacego sie z
czasteczki zanurzonej w wodzie i wody. Komorki nalezgce do czasteczki zanurzonej
w wodzie oznaczone s3 na szaro i zielono (kolorem zielonym oznaczono wybrane
obszary na powierzchni czasteczki). Komoérki odpowiadajace czasteczkom wody
przypisanym warstwom solwatacyjnym oznaczone s3 na niebiesko (dla
uproszczenia, s3 to tylko komorki dzielgce Sciane z komdrkami wybranych
atomoéw). Zauwazmy, ze w przypadku bardziej wypuktych fragmentéw czasteczki,
przy tej samej liczbie powierzchniowych atoméw czasteczki zanurzonej w wodzie
moze zgromadzic¢ sie wiecej czasteczek wody niz zmiesci sie przy tej samej liczbie w
przypadku fragmentéw bardziej wklestych. Z tego powodu stosunek sumarycznej
objetosci czasteczek w warstwie solwatacyjnej do catkowitej powierzchni kontaktu
tej warstwy z czasteczka rozpuszczong bedzie sie zmieniat (bedzie mniejszy dla
wklestych czesci i wiekszy dla wypuktych czesci).

Jak wspomnialam w rozdziale poswieconym omdéwieniu metod
obliczeniowych, sposéb liczenia tego parametru ewoluowat w toku pracy. Tutaj
zamie$citam wykres uzyskany z uwzglednieniem promieni van der Waalsa
(czyli metoda trzecia). Aneks zawiera wykres (Rys. Al) wykonany z
wykorzystaniem podziatu na wielo$ciany Voronoia metoda pierwsza, kiedy
sagsiadujace czasteczki wody byty rozwazane jako pojedyncze atomy. Warto$ci
parametru y sa nieco inne, ale ogélny przebieg wykresu i wnioski, jakie mozna
wyciggnac na jego podstawie, sie nie zmieniaja.
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Rys. 5.6. Korelacja pomiedzy parametrem lokalnej szorstkoSci yuaw i
wspotczynnikami dyfuzji Dr i Dg dla wody z pierwszych warstw solwatacyjnych
wybranych obszaréw na powierzchni kinezyny 1MKJ.

Okazuje sie, ze wystepuje wyraZzna korelacja pomiedzy warto$ciami
parametru y,qw i wspotczynnikami dyfuzji wody solwatacyjnej (Rys. 5.6). Zatem
mozna przypuszczaé, ze rzeczywiscie najwazniejszy wptyw na wspétczynniki
dyfuzji wywiera geometria, natomiast wptyw chemicznych wtasciwosci
powierzchni jest duzo mniejszy.

Dla potwierdzenia teorii o réznicujagcym wspoétczynniki dyfuzji wody
solwatacyjnej wplywie geometrii powierzchni makromolekuty,
przeprowadzono obliczenia poréwnawcze dla czysto hydrofobowej postaci
czasteczki biatka. Czgsteczka biatka byta podczas symulacji przytrzymywana,
aby zapobiec jej rozwinieciu.

Tak drastyczna zmiana wtasciwosci biatka moze wptyna¢ na zmiane
wilasciwosci dynamicznych wody solwatacyjnej. Wykres ponizej (Rys. 5.7)
przedstawia warto$ci wspétczynnikéw dyfuzji obliczone dla wody wokét formy
hydrofobowej kinezyny w funkcji wspoétczynnikéw dyfuzji obliczonych wokét
naturalnej, przytrzymywanej formy kinezyny.

Pizzitutti et at. (179) pokazali, Ze unieruchomienie czasteczki biatka
wptywa na wspoétczynnik dyfuzji translacyjnej wody solwatacyjej. Wyjasnienie
jest intuicyjne. Aby zaszta dyfuzja, czasteczka musi przesunac¢ sie w przestrzeni.
Nieruchome biatko nie zwolni miejsca, aby takie przesuniecie mogto zajsé.
Czasteczka moze wiec zajaé tylko miejsce zwolnione przez inng czasteczke
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wody. Zjawisko omawiane przez Pizzititti'ego et al. wida¢ réwniez w
prezentowanych wynikach. Przy czym, chociaz wartos$ci wspétczynnikéw
dyfuzji dla formy natywnej zmienily sie po jej przytrzymaniu, to istnieje
korelacja pomiedzy warto$ciami wspétczynnikéw dyfuzji wody solwatacyjnej
formy swobodnej i przytrzymywanej (Rys. 5.7, dolny rzad).

Rys. 5.7. U gbry: Wspotczynnik dyfuzji translacyjnej Dr i rotacyjnej Dz wody w
pierwszej otoczce solwatacyjnej wybranych obszaréw na powierzchni kinezyny dla
przytrzymywanej formy natywnej 1MKJ i przytrzymywanej formy hydrofobowe;j
1MKJ_0. Na czerwono zaznaczono wyniki dla przypadku, kiedy wszystkie atomy
kinezyny byty przytrzymywane, natomiast na zielono dla przypadku, kiedy
przytrzymywane byty tylko atomy szkieletu (bez atoméw tworzacych tarcuchy
boczne). Na dole: Korelacja pomiedzy wspotczynnikami dyfuzji translacyjnej Dr i
rotacyjnej Dz wody solwatacyjnej swobodnej formy natywnej i przytrzymywane;j
formy natywnej. Oznaczenia kolorystyczne jak u gory.
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Wartosci wspoétczynnikéw dyfuzji sa nieco wyzsze w przypadku, kiedy
nie przytrzymywano wszystkich atomdéw biatka, a jedynie szkielet.

Z obserwacja Pizzitutti'ego et al zgadza sie tez fakt, Ze wartosci
wspétczynnikéw dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej sa w przypadku wody
solwatacyjnej czasteczki hydrofobowej wyraznie wieksze. Ponadto wartosci
wspétczynnikéw dyfuzji translacyjnej s3a znacznie mniej zrdéznicowane
pomiedzy sobg. Wspoétczynniki dyfuzji rotacyjnej pozostaly wyraznie
zréznicowane, przy czym widac¢ tendencje, Ze tam, gdzie w przypadku kinezyny
w formie natywnej byty mniejsze, w przypadku formy hydrofobowej sa wieksze.
W przypadku formy natywnej, wieksze wartosci wspotczynnikow dyfuzji
rotacyjnej byly obserwowane dla wody znajdujacej sie w sasiedztwie
wystajacych czesci biatka. Zatem dla formy hydrofobowej zalezno$¢ ta jest
najwyrazniej odwrotna. Wieksza swobode rotacyjng mozna ttumaczy¢ tym, ze w
zagtebieniach czasteczka wody sgsiaduje z mniejsza liczbg innych czasteczek
wody, ktére moga poprzez wigzania wodorowe spowalnia¢ ich ruchy rotacyjne.
Ttumaczenie to zdaje sie potwierdza¢ fakt, ze wspotczynniki dyfuzji rotacyjne;j
wzrosty nawet powyzej warto$ci charakterystycznej dla czystej wody (w
przeciwienstwie do wspétczynnikéw dyfuzji translacyjnej). W sposoéb iloSciowy
te prawidtowos¢ ilustruje ponizszy wykres (Rys. 5.8). Jak wida¢, wspotczynnik
korelacji pomiedzy warto$ciami wspoétczynnika dyfuzji rotacyjnej i parametrem
Yy ma warto$¢ przeciwng niz w przypadku formy natywnej. Ponadto
wspotczynniki dyfuzji rotacyjnej wykazuja wieksza zalezno$¢ od ksztattu
powierzchni kontaktu wody i biatka niz wspotczynniki dyfuzji translacyjnej.
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Rys. 5.8. Wspdtczynniki dyfuzji translacyjnej Dr i rotacyjnej Dr w funkcji parametru
Vwaw dla wody z pierwszych warstw solwatacyjnych wybranych obszaréw na
powierzchni czysto hydrofobowej formy kinezyny (1IMKJ_0).

Ta ostatnia obserwacja wraz z faktem mniejszego zréznicowania
warto$ci wspoétczynnikéw dyfuzji w stosunku do formy natywnej bylty dosé
nieoczekiwanymi rezultatami tej analizy. Powréce krétko do tych wynikow w
podrozdziale 5.2 i zaproponuje ich wyjasnienie, omawiajac réznice pomiedzy
solwatacjg hydrofobowa i hydrofilowa.

Wysoka zmienno$¢ wartosci wspétczynnikéw dyfuzji przywiodta mnie
nastepnie do pytania, czy towarzyszy jej analogiczna zmienno$¢ w ruchliwosci
réznych atomoéw czasteczki biatka.

5.1.4. Ruchliwo$¢ powierzchniowych atoméw biatka

Jak wspomniatam w przegladzie literatury, istnieja doniesienia
dotyczace zmian w ruchliwosci catych fragmentéw tancucha biatkowego oraz
fancuch6éw bocznych aminokwaséw w zaleznos$ci od tego, w sktad jakiej
struktury drugorzedowej wchodza oraz jaka jest lokalna geometria czgsteczki
biatka. Dane te potwierdzaja intuicje: najbardziej ruchliwe fragmenty czasteczki
biatka to te tworzace wypukte miejsca na jej powierzchni. Jest to sformutowanie
ogélnikowe i nie dostarcza informacji na temat stopnia powigzania lokalnej
geometrii powierzchni z ruchliwoscia.
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Z drugiej strony moéwi sie, ze ruchliwo$¢ biatka jest silnie powigzana z
ruchliwo$cia wody. Zatem, wychodzac od tego stwierdzenia i chcac w
przyblizony sposéb ocenié, czy i jak wspoétczynniki dyfuzji wody solwatacyjnej
powigzane s3 z dynamika biatka, obliczytam wielko$ci charakteryzujace
ruchliwo$¢ powierzchniowych atomdéw biatka, nalezacych do zdefiniowanych
obszar6w na powierzchni biatka. Pod uwage wziete zostaty warto$ci odchylen
od $redniego potozenia w réznych odcinkach czasowych (25 ns, 1 ns, 5 ps) oraz
pierwsza sktadowa uzyskana w wyniku analizy gtéwnych sktadowych (PCA).
Doktadny opis sposobu ich obliczenia znajduje sie w sekcji po$wieconej
metodom obliczeniowym. Jak wspomniatam w przegladzie literatury, ruchy
biatka sa niezwykle ztozone, a analiza uktadu o tak wielu stopniach swobody
nastrecz wiele trudnos$ci. Analiza gtéwnych sktadowych pozwala na dobrze
uzasadnione zredukowanie ztozono$ci problemu.
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Rys. 5.9. Korelacje pomiedzy wspdtczynnikiem dyfuzji Dr wody z pierwszych
otoczek solwatacyjnych i ruchliwoscig atomoéw powierzchniowych réinych
fragmentéw na powierzchni kinezyny 1MKJ. Na czerwono zaznaczone sg punkty
odpowiadajace najwolniejszej gtownej sktadowej (o najwiekszej amplitudzie)
uzyskanej w wyniku analizy PCA. Na niebiesko zaznaczono odchylenie standardowe
atomoéw od potozenia sredniego zmierzone w okresie 5 ps. Na czarno zaznaczono
odchylenie standardowe atomoéw od potozenia Sredniego zmierzone w okresie 1 ns.
Na zielono zaznaczono odchylenie standardowe atoméw od potozenia Sredniego
zmierzone w okresie 25 ns. Jasniejszymi kolorami oznaczono punkty dla obszaréw
a7, L11_1 i L11_2, ktére nie byty brane pod uwage podczas wyznaczania
wspotczynnika korelacji (wyjasnienie w tekscie).

Wykres powyzej (Rys. 5.9) przedstawia ruchliwos$¢

powierzchniowych Kkinezyny (w funkcji wspétczynnika dyfuzji

wyznaczong w réznych skalach czasowych i réznymi metodami. Wiekszej
ruchliwos$ci atoméw powierzchniowych biatka towarzyszy wieksza ruchliwo$¢
wody w warstwie solwatacyjnej. Wspdtczynnik Kkorelacji rosnie w miare
zmniejszania sie dtugos$ci odcinka czasowego. Nalezy zaznaczy¢, ze przy jego
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obliczaniu pominiete zostaty obszary o7, L11_1 i L11_2, ktére wyraznie odstaja
od pozostatej czesci czasteczki i moggy sie porusza¢ w zauwazalnym stopniu
niezaleznie od pozostalych elementéw biatka. Na wykresie punkty te
zaznaczone s3 jasniejszymi kolorami. Ponadto ruchliwos$¢ nie zostata obliczona
w przypadku obszaru nazwanego a2al.4MgADP, ktéry r6zni sie od pozostatych
tym, Ze zawiera zwigzang czasteczke ADP i jon MgZ*. Ich obecno$¢ zapewne
wplywa takze na ruchliwosé najblizszych atoméw biatka, dlatego obszar ten
zostal pominiety.

Zalezno$¢ jest silniejsza dla ruchéw zachodzacych w mniejszej skali
czasowej, a wiec tych o wyzszej czestosci. Pierwsza gtéwna sktadowa uzyskana
z analizy PCA ma oddawac¢ najwolniejszy ruch w analizowanej skali czasowej, to
znaczy o najwiekszej amplitudzie. Jak wida¢, w tym przypadku korelacja jest
najstabsza (r=0.39).

Istnienie znaczgcej korelacji pomiedzy warto$ciami wspdtczynnika
dyfuzji wody i ruchliwoscig powierzchniowych atoméw biatka sktania do
stwierdzenia, iz najprawdopodobniej topografia biatka powoduje zr6znicowanie
ruchliwo$ci atoméw powierzchniowych biatka oraz wtasciwosci dynamicznych
wody solwatacyjnej. Z kolei zmniejszona lub zwiekszona ruchliwo$¢ wody moze
dalej wptywa¢ na ruchliwo$ci atoméw powierzchniowych biatka, réznicujgc je
znacznie pomiedzy poszczeg6lnymi fragmentami czgsteczki. Zatem woda bedzie
wptywaé na ruchliwosé réznych atoméw biatka w rézny sposéb (zalezny od
lokalnej geometrii).

Aby zanalizowa¢ blizej ten problem, uzyte zostaty zmodyfikowane
modele wody (opis modyfikacji w rozdziale po$wieconym metodyce) oraz
przeprowadzono symulacje biatka bez rozpuszczalnika (w prdzni). Skoro
twierdzimy, Ze rozpuszczalnik wplywa na ruchliwo$¢ biatka, to zmiana
rozpuszczalnika powinna  skutkowa¢ zmiang ruchliwo$ci atomoéow
powierzchniowych.

Poréwnanie wspétczynnika dyfuzji oraz Sredniej energii wigzan
wodorowych i $redniej liczby wigzann wodorowych przypadajacych na jedna
czasteczke wody obliczonych dla modyfikowanych modeli wody i
niezmienionego modelu SPC/E zawiera Tabela 5.1. Wspoétczynniki dyfuzji tych
modeli wyraznie r6znig sie od siebie, wiec wptyw zmiany modelu na dynamike
biatka powinien by¢ zauwazalny. Z drugiej strony, zmodyfikowane modele
zachowuja gestos$¢ i elektrostatyke modelu SPC/E, dlatego zmiana z punktu
widzenia biatka nie jest bardzo drastyczna.

Dr nuB Eng
Model  [10-m?-s-1] [k] /mol]
mod10 1,52 3,48 21,19
SPC/E 2,75 3,28 20,12
mod20 3,71 3,09 19,31
mod25 4,54 2,87 18,51

Tabela 5.1. Podstawowe wtasciwosci modyfikowanych modeli wody wraz z wtasciwosciami wody SPC/E
dodanymi dla poréwnania: wspétczynnik dyfuzji Dy, $rednia liczba wigzan wodorowych nys, Srednia
energia wigzania wodorowego Ej.
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Na Rys. 5.10 wida¢, ze dla modeli, w przypadku ktérych wspétczynnik
dyfuzji jest wiekszy niz dla wody SPC/E (mod20 i mod25), ruchliwos¢
powierzchniowych atoméw biatka jest wieksza, natomiast dla modelu o
mniejszym wspotczynniku dyfuzji (mod10), ruchliwo$¢ powierzchniowych
atomoéw jest mniejsza. W przypadku symulacji w prézni, ruchliwosci atomow
biatka staja sie duzo mniej zr6znicowane pomiedzy poszczegdlnymi obszarami.

Rys. 5.10. Ruchliwos$é¢ powierzchniowych atomoéw kinezyny 1MKJ w przypadku
symulacji w prézni (vacuum) oraz z wykorzystaniem modyfikowanych modeli wody
(mod10, mod20, mod25) w funkcji ruchliwosci atomoéw biatka w wodzie SPC/E.
Miarg ruchliwosci jest odchylenie standardowe atoméw od potozenia Sredniego
zmierzone w okresie 1 ns.

Fluktuacje potozen atoméw powierzchniowych moga przenosi¢ sie na
atomy nieznajdujace sie w bezposrednim sasiedztwie czasteczek wody. Problem
ten dyskutuje niedawny artykut Honga et al. (265). W tabeli ponizej (Tabela
5.2) zawarte sg Srednie warto$ci ruchliwo$ci atomé6w powierzchniowych i
wewnetrznych (tzn. wszystkich poza powierzchniowymi). Wystepuje wyraZna
tendencja do zwiekszania sie ruchliwo$ci atoméw wewnetrznych wraz ze
zwiekszaniem sie ruchliwos$ci atoméw powierzchniowych.
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(std)an (std)surf (std)ine (std)surf/(std)int
Model [nm] [nm] [nm]
vacuum 0,0521 0,0593 0,0483 1,23
mod10 0,0811 0,1094 0,0662 1,65
SPC/E 0,0915 0,1281 0,0723 1,77
mod20 0,1066 0,1499 0,0840 1,78
mod25 0,1067 0,1511 0,0835 1,81

Tabela 5.2. Srednia ruchliwo$¢ ciezkich atoméw (tzn. wszystkich poza atomami wodoru) kinezyny 1MKJ
dla symulacji w prézni, w wodzie SPC/E oraz w modyfikowanych modelach wody. Wartosci te sg $rednimi
otrzymanymi po analizie wielu odcinkéw trajektorii o dtugosci 1 ns kazdy. W kolumnach od lewej: $rednia
ruchliwos¢ wszystkich atomoéw biatka (std).;, Srednia ruchliwo$¢ powierzchniowych atoméw biatka
(std)sur, Srednia ruchliwo$¢ wewnetrznych atomow biatka (std)i, stosunek ruchliwosci atoméw
powierzchniowych do ruchliwosci atoméw wewnetrznych (std)suq/(std)int.

Widac¢ jednak (Rys. 5.11), ze zjawisko to ma swoje granice. Wraz ze
wzrostem warto$ci wspoétczynnika dyfuzji wody, ruchliwo$¢ atomoéw
powierzchniowych ro$nie, ale wzrost ten zatrzymuje sie przy przekroczeniu
wartosci wspotczynnika dyfuzji odpowiadajgcemu modelowi mod20. Zwieksza
sie takze stosunek ruchliwo$ci atoméw powierzchniowych do wewnetrznych.
Wzrost tego stosunku jest nieliniowy i zachodzi réwniez do momentu, w ktérym
ruchliwo$¢ atomoéw zewnetrznych przestaje rosnag¢ wraz ze wzrostem wartosci
wspotczynnika dyfuzji rozpuszczalnika. Najwyrazniej oznacza to, ze ruchliwo$é
atoméw biatka nie jest w stanie zwiekszal sie tak szybko jak zwieksza sie
ruchliwo$¢ czasteczek rozpuszczalnika.
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Rys. 5.11. Ruchliwo$¢ wszystkich atomow powierzchniowych kinezyny 1MKJ (kolor
czarny), wszystkich atoméw wewnetrznych kinezyny (kolor biaty) oraz stosunek
ruchliwosci atomdéw powierzchniowych do ruchliwosci atoméw wewnetrznych
(kolor czerwony) w funkcji wspoétczynnika dyfuzji kolejnych modeli wody (dla
symulacji w prézni przyjeto Dr = 0).

Podziat atoméw biatka na tylko dwie kategorie atoméw
(powierzchniowe i wewnetrzne) jest mato subtelny. Z tego powodu
zdecydowatam sie zanalizowa¢ Srednie ruchliwosci atoméw kinezyny biorac
pod uwage kolejne przedziaty odlegtosci od czasteczek wody (tzn. 0-0,25; 0,25-
0,35; 0,35-0,45 nm itd. w glab biatka). Wyniki przedstawia Rys. 5.12.
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Rys. 5.12. Srednia ruchliwos¢ ciezkich atoméw kinezyny 1MKJ, obliczona jako
odchylenie standardowe od Sredniej ich potozen, std, znajdujacych sie w rdéznej
odlegtosci d od czasteczek wody. Dane oznaczone kropkami dotycza odcinka
czasowego o dtugosci 1 ns. Réznymi kolorami oznaczono dane dla modelu SPC/E i
modyfikowanych modeli wody. Dla poréwnania zawarte sg dane dla modelu SPC/E
dla odcinkéw czasowych 5 ps i 25 ns.

Jak mozna byto sie spodziewaé, ruchliwo$¢ atoméw systematycznie i
szybko sie zmniejsza w miare przesuwania sie w gtab struktury biatka. Wida¢
tez wyraznie Ze, jak wspomniano przed chwilg, w przypadku modyfikowanego
modelu wody mod25 ruchliwo$¢ atoméw biatka przestaje nadaza¢ za
zwiekszajaca sie ruchliwos$cig wody. Ponadto wptyw wody widoczny jest nawet
w przypadku atoméw potozonych gteboko wewnatrz struktury biatka.
Szczegoélnie duza zmiana jest widoczna przy przejsciu od symulacji w prézni do
symulacji w wodzie.

Analizujac te wyniki, nalezy zawsze pamieta¢ o niemozno$ci
jednoznacznego rozdzielenia rotacji czasteczki biatka od jej zmian
konformacyjnych (problem ten oméwiony jest w rozdziale poswieconym
metodom obliczeniowym). Ten czynnik moZe w niepozadany sposéb wptywac
na zmierzone ruchliwos$ci atomoéw.

181



5. Wynikiiich dyskusja

Koniczac dygresje, warto moze w tym miejscu przytoczy¢ niedawny
artykut Nucci’ego et al. (266), ktory wydaje sie dobrze korespondowal z
omawianymi wynikami. Autorzy tej pracy doswiadczalnie wykazali, ze wokét
réznych fragmentéw powierzchni ubikwityny istniejg zgrupowania czasteczek
wody solwatacyjnej charakteryzujace sie podobng dynamikg, a przy tym
dynamika jednego zgrupowania rdézni sie od sasiednich zgrupowan. W
komentarzu do tej publikacji Hilser (267) napisal, iz najwyrazniej biatko potrafi
tworzy¢ niezalezne od siebie sieci wigzan wodorowych woké6t réznych
fragmentéw swej powierzchni. Zr6znicowanie witasciwosci dynamicznych
obserwowane przeze mnie w przypadku wody solwatacyjnej kinezyny jest
logicznie spdjne z tymi wnioskami.

Otrzymane rezultaty pozwalaja dostrzec mozliwy wpltyw
rozpuszczalnika na mechanizm ruchu biatka. Ruch kinezyny wymaga
wielkoskalowych przesunie¢ zachodzacych w strukturze trzeciorzedowej biatka.
Proces ten zachodzi w znacznie dtuzszej skali czasowej niz lokalne fluktuacje.
Mozna sie jednak spodziewaé, ze fluktuacje w matej skali moga wptywac na
przechodzenie  biatka pomiedzy réznymi  konformacjami  poprzez
modyfikowanie bariery energetycznej. Powszechnie méwi sie o tym, ze w
przypadku czasteczki biatka mamy do czynienia z charakterystycznym
krajobrazem energetycznym (189). Na ztozonej powierzchni entalpii swobodnej
wystepuja glebsze i plytsze minima, odpowiadajgce réznym konformacjom
biatka. Czasteczka biatka moze przechodzi¢ pomiedzy dwiema stabilnymi
konformacjami poprzez wiele standw posrednich, o wyzZszej energii.
Wprowadzajgc atomy biatka wybidérczo w wiekszy lub mniejszy ruch (zalezny
od lokalnej geometrii), rozpuszczalnik moze utatwia¢ zachodzenie fluktuacji
potrzebnych do przemieszczania sie po powierzchni energii. Twierdzenie to jest
tym bardziej uzasadnione, ze jak pokazatam, rozpuszczalnik wptywa nie tylko
na ruchliwo$¢ atoméw na powierzchni, ale réwniez tych potozonych gtebiej w
strukturze biatka. W ten sposéb woda odgrywa¢ moze aktywng role w
poruszaniu si¢ motoru.

Zaobserwowawszy duze zrdznicowanie witasciwosci dynamicznych
wody solwatacynej, postanowitam sprawdzi¢, czy podobne zréznicowanie da sie
tez zauwazy¢ w przypadku jej wlasciwosci strukturalnych.

5.1.5. Geometria i energia wigzan wodorowych pomiedzy
czasteczkami wody

Jako Ze za specyficzna strukture wody odpowiadajg w duzym stopniu
wigzania wodorowe tworzone pomiedzy jej czasteczkami, analiza $redniej
geometrii i energii wigzan wodorowych wody solwatacyjnej wydawata sie
naturalnym pierwszym krokiem analizy ewentualnych zmian strukturalnych.

Zamieszczone w tym podrozdziale wykresy §wiadcza o tym, Ze rézne
cechy wigzan wodorowych nie s3 w jednakowym stopniu zmienione w
otoczeniu kinezyny, a ponadto osiagaja warto$ci charakterystyczne dla wody
czystej przy odmiennych odlegtosciach w miare oddalania sie od biatka.
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Najwyrazniejszy efekt widoczny w pierwszej warstwie solwatacyjnej to
zmniejszenie $redniej liczby wigzan wodorowych tworzacych sie pomiedzy
czasteczkami wody (Rys. 5.13).

Rys. 5.13. Srednia liczba wigzarh wodorowych pomiedzy czasteczkami wody (nus),
sredni kat wigzania wodorowego (Bs), srednia energia wigzania wodorowego (Es),
$rednia dtugod$¢ wigzania wodorowego (Rus) w kolejnych warstwach wody
solwatacyjnej (przy zwiekszajacej sie odlegtosci od biatka r) oraz dla czystej wody
(czarna linia ciggta). Uktad 1MKJ.
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Oczywiste przyczyny spadku liczby wigzan wodorowych pomiedzy
czasteczkami wody solwatacyjnej to mozliwo$¢ tworzenia wigzan wodorowych
z powierzchnig biatka oraz fakt, ze czes$¢ przestrzeni wokoét czasteczek wody
solwatacyjnej jest zajeta przez biatko, a zatem niedostepna innym czasteczkom
wody. Zatem, o ile w czystej wodzie warto$¢ ta moze by¢ istotnym parametrem
charakteryzujacym wtasciwosci strukturalne cieczy, to raczej nie bedzie nim w
wodzie solwatacyjne;.

Zapytajmy zatem o geometrie pojedynczego wigzania. Wyniki wskazuja,
Ze wigzanie nie ulega duzym odksztalceniom (nie ma duzych réznic ani w
poréwnaniu z wiasciwosciami wody czystej ani tez pomiedzy obszarami). W
pierwszej warstwie solwatacyjnej mamy do czynienia z pewnym niewielkim
skréoceniem $redniej dlugos$ci wigzania wodorowego i z jego nieznacznym
wyprostowaniem w poréwnaniu z woda czysta. Podobne wyniki uzyskatam
wczesniej przy okazji analizy innych uktadow (128,237).

0 ile tuz przy powierzchni biatka mamy do czynienia ze zmniejszeniem
Sredniego kata wigzania, to przy dalszej odlegtosci nastepuje bardzo niewielkie
zwiekszenie jego wartosci, co jest stowarzyszone z niewielkim zmniejszeniem
energii wigzania. Zmiany rozktadu wartosci kata fuyp w pierwszej warstwie
solwatacyjnej i zmiany rozkladu dtugosci wigzania Rup pokazane s3 na
wykresach ponizej (Rys. 5.14, Rys. 5.15).
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Rys. 5.14. Rozktad prawdopodobienstwa dla kata 843 w wigzaniu wodorowym w
pierwszych warstwach solwatacyjnych kinezyny 1MKJ po odjeciu rozktadu
prawdopodobienstwa dla czystej wody. Wewnetrzny wykres przedstawia rozktady
uzyskane dla wody solwatacyjnej przed odejmowaniem oraz rozktad dla wody
czystej. Wszystkie linie prawie catkowicie na siebie zachodza.
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Rys. 5.15. Rozktad prawdopodobienstwa dla odlegtosci tlen - wodér (Rus) w
wigzaniu wodorowym w pierwszych warstwach solwatacyjnych kinezyny 1MKJ po
odjeciu rozktadu prawdopodobienstwa dla czystej wody. Wewnetrzny wykres
przedstawia rozktady uzyskane dla wody solwatacyjnej przed odejmowaniem oraz
rozktad dla wody czystej. Wszystkie linie prawie catkowicie na siebie zachodza.

Sam fakt, iz $Srednia geometria pojedynczego wigzania wodorowego nie
jest bardzo zmieniona, nie musi jeszcze oznaczaé, Ze to samo stwierdzenie
dotyczy struktury wody. Dlatego zaistniata potrzeba zastosowania dodatkowych
parametréw strukturalnych.

Przy ich wyborze i analizie nalezy pamieta¢ o trudnos$ciach zwigzanych
z asymetrig otoczenia, ktére powoduja, Ze $rednia liczba wigzan wodorowych
tworzona przez czasteczke wody z warstwy solwatacyjnej z innymi
czasteczkami wody nie jest dobra miarg zmian strukturalnych. Czasteczki wody
sasiadujg z atomami biatka z jednej strony, a z innymi czasteczkami wody z
drugiej. Jest to przyczyna, dla ktorej wiele parametréw uzywanych do
charakteryzowania wtasciwos$ci czystej wody (takich jak $rednia liczba wigzan
wodorowych, funkcja rozktadu radialnego, parametr tetraedrycznosci czy LSI)
nie nadaje sie do bezposredniego zastosowania w przypadku wody
solwatacyjnej. Sprawia to, Ze badanie zmian strukturalnych wody solwatacyjnej
jest bardzo trudne.

Aby oming¢ te trudno$ci w jak najwiekszym stopniu, opracowana
zostala procedura obliczen referencyjnych, opisana w sekcji dotyczacej
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metodyki. Fikcyjna warstwa solwatacyjna byta wypelniana czasteczkami wody
o strukturze wody czystej (niezaburzonej), a nastepnie rezultaty otrzymane tg
metoda odejmowane byly od rezultatéw otrzymanych dla rzeczywistej wody
solwatacyjne;.

Pozostajac na razie przy zagadnieniu geometrii wigzan wodorowych,
zapytatam o sposéb utozenia wigzan wodorowych wzgledem siebie. Wigzania te
tworza w wodzie sie¢ potaczen. Zmiana wzajemnego utozenia czasteczek wody
powinna by¢é widoczna w zmianie rozktadu wartosci katéw 6 zmierzonych
pomiedzy wigzaniami wodorowymi tworzonymi przez czasteczke centralng z
czasteczkami ja otaczajacymi (Rys. 5.16, Rys. 5.17). Teoretycznie obecnos$¢
biatka mogtaby wptyna¢ na rozktad tych katéw, poniewaz wptywa na liczbe
sasiadujacych czasteczek wody. Dlatego zamieszczam tu wykres réznicowy.

Rys. 5.16. Wykres roznicowy rozktadu prawdopodobienstwa dla katéw 6 pomiedzy
wigzaniami wodorowymi w pierwszych warstwach solwatacyjnych kinezyny 1MKJ.
Wewnetrzny wykres przedstawia rozktady uzyskane dla wody solwatacyjnej przed
odejmowaniem oraz rozktad dla wody czystej. Wszystkie linie prawie catkowicie na
siebie zachodza. Promien odciecia dp=0,17 nm.

Wyznaczajac katy Bus analizujemy potozenia jedynie dwéch atoméw
tlenu czasteczek potgczonych wigzaniem oraz atomu wodoru, natomiast
wyznaczajac kat 6 analizujemy kazdorazowo trzy atomy tlenu nalezace do
czasteczek potgczonych wigzaniami wodorowymi.
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Rys. 5.17. Roéznicowy rozktad prawdopodobienstwa dla kata © pomiedzy
wigzaniami wodorowymi w kolejnych warstwach wody solwatacyjnej w odlegtosci r
od powierzchni biatka. Promien odciecia dp=0.17 nm. Uktad 1MKJ.
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Wykresy rozktadu wartosci katéw 6 pokazuja, ze ogdlnie sie¢ wigzan
wodorowych zachowuje swoja tetraedryczng charakterystyke. Rozktad wartosci
katow 6 wykonany dla wody z pierwszej warstwy solwatacyjnej jest bardzo
podobny do rozktadu uzyskanego dla czystej wody (Rys. 5.16, wykres
wewnetrzny) i osigga maksimum w okolicach 110°. Linie w znacznym stopniu
na siebie nachodza. Tym niemniej, na wykresie réznicowym widaé, ze dla
wiekszosci obszar6w w okolicach 110° pojawia sie minimum. Oznacza to
odksztatcenie (wzgledne zmniejszenie tetradryczno$ci) sieci wigzan
wodorowych w warstwie solwatacyjnej. R6znice te jednak w zadnym przypadku
nie przekraczaja kilku procent warto$ci histogramu. Stosunkowo nieduza
deformacja geometrii sieci i pojedynczego wigzania oznacza, iz niewykluczone
jest, ze z powodu sztywnoSci tej sieci nie kazda czasteczka wody wytworzy
optymalng liczbe wigzan wodorowych, a cze$¢ miejsc wigzania pozostanie
niezajeta. O wykryciu takich niezajetych miejsc w wodzie s3siadujgcej z
niepolarng powierzchnia czasteczki rozpuszczonej donosi na przyktad Perera et
al. (157).

Analizujac sie¢ wigzan wodorowych mozemy sie spodziewaé, ze tym
samym analizujemy pewien zbidér najbardziej reprezentatywnych (najbardziej
prawdopodobnych) konfiguracji uktadu. Mimo to, parametry strukturalne
oparte na analizie wigzan wodorowych maja te stabo$¢, iz pojawia sie
zagrozenie, ze ich wartoSci beda zalezaly od przyjetej definicji wigzania
wodorowego. Co prawda dopdki zastosowana definicja wigzania wodorowego
jest racjonalna, dopdty jej zastosowanie powinno prowadzi¢ do racjonalnych
wnioskéw. Jednakze aby opis zmian strukturalnych zachodzacych w wodzie
solwatacyjnej byt szerszy i bardziej wiarygodny, postanowitam na tym etapie
wykorzysta¢ parametry nieuzywajace definicji wigzania wodorowego. Byty to:
podzial przestrzeni na komoérki Voronoia oraz parametry lokalnego
uporzadkowania oparte na dwuczastkowych funkcjach korelacji.

5.1.6. Wielosciany Voronoia

Jak wspomnialam w przegladzie literatury, podziat na komérki
Voronoia jest metoda, ktéra byta nieraz uzywana do badania wtasciwos$ci
czystej wody i solwatacji biatek. W wyniku podziatu przestrzeni na komérki
Voronoia, poszczegélnym atomom lub czasteczkom w ukladzie przypisujemy
pewna przynalezng im przestrzen.

Okazalo sie, Ze w pierwszej warstwie obserwujemy niezbyt duze, ale
wyraZne zmniejszenie sie Sredniej objetosci wielo$cianu Voronoia (pokazuje to
kazda z wykorzystanych metod). Moze to $wiadczy¢ o silnym oddzialywaniu
czasteczek wody z powierzchnig biatka.
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Rys. 5.18. Korelacje pomiedzy srednig liczbg wigzan wodorowych tworzonych przez
czasteczke wody nyg (kolor czarny), wspoétczynnikiem dyfuzji translacyjnej Dy (kolor
czerwony) i rotacyjnej D (kolor biaty) oraz parametrem asferycznosci n dla wody z
pierwszych otoczek solwatacyjnych wybranych obszaréw na powierzchni kinezyny
1MKJ.

Ksztaltt komdrki Voronoia moze by¢ scharakteryzowany za pomoca
parametru asferycznos$ci, wprowadzonego przez Ruocco et al. (134). Chang et al.
(137) zauwazyli, ze asferyczno$¢ jako parametr charakteryzujacy strukture
wody powigzany jest z ruchami rotacyjnymi czasteczki. U czasteczek, dla
ktérych warto$¢ parametru asferycznosci jest duza, jednocze$nie ruchy
rotacyjne sa powstrzymywane. Natomiast czasteczki o matej wartosci
parametru asferycznos$ci wykazuja sktonno$¢ do swobodniejszych rotacji. Duza
warto$¢ parametru asferycznosci generalnie oznacza wystepowanie struktury
tetraedrycznej, kiedy czgsteczka tworzy cztery wigzania wodorowe. Natomiast
w przypadku matych wartos$ci asferycznos$ci wedtug autoréw wystepuje
wieksze zréznicowanie lokalnej konfiguracji wiazan wodorowych, z pewna
przewaga sytuacji, kiedy jedno wigzanie tworzone jest przez atom tlenu, a jedno
tworzone jest przez atom wodoru. Te rezultaty sktonily mnie do wykonania
wykresu zaleznos$ci Sredniej liczby wigzan wodorowych i wspétczynnikéw
dyfuzji w funkcji parametru asferycznosci dla poszczegélnych obszaréw
solwatacyjnych.

Okazato sie, ze prawidtowos$¢ opisana przez Changa et al, a dotyczaca
uktadu jednosktadnikowego, obowiazuje takze w wodzie solwatacyjne;j. Istnieje
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wyrazna korelacja (dla wody z pierwszej warstwy solwatacyjnej) pomiedzy
wartoscia wspétczynnika dyfuzji i $rednig liczba wigzan wodorowych
tworzacych sie pomiedzy czasteczkami wody oraz parametrem asferyczno$ci.
Mozna jednak sie domys$la¢, ze inne przyczyny leza u podstaw powstania tej
zalezno$ci. Atomy biatka charakteryzuja sie odmiennym utoZeniem
przestrzennym (i odmienng dynamika) niz atomy czasteczek wody. W
przypadku czasteczki wody znajdujacej sie w warstwie solwatacyjnej, na
warto$¢ parametru asferyczosci bedzie miato wpltyw zaréwno utozenie
sasiednich atoméw biatka jak i wody. Od utozenia atoméw sasiadujacego
fragmentu biatka bedzie tez zalezata $rednia liczba wigzan wodorowych.

Zatem mozna wnioskowa¢, ze cho¢ parametr asferycznosci byt
niejednokrotnie z powodzeniem stosowany do opisu struktury ptynéow (134-
137), to w przypadku silnie asymetrycznego otoczenia, w jakim znajduje sie
czasteczka nalezaca do pierwszej otoczki solwatacyjnej biatka, moze nie
spetnia¢ oczekiwanej roli, poniewaz jego wartosci beda zalezaty od geometrii
powierzchni biatka. W rezultacie wartosci te beda inne nawet gdyby struktura
wody solwatacyjnej sie nie zmienita.

Korelacje pomiedzy $rednig liczba wigzan wodorowych i parametrem
asferycznosci oraz pomiedzy wspdlczynnikiem dyfuzji i parametrem
asferyczno$ci  oznaczajg  takze  wystepowanie  korelacji  pomiedzy
wspotczynnikiem dyfuzji i $rednig liczbg wigzan wodorowych (dla poréwnania
korelacja pokazana zostalta na Rys. 5.21). Jest to catkowicie zgodne z
wnioskiem, do ktérego dosztam wczesniej, to znaczy ze wspoétczynnik dyfuzji
zalezy od geometrii powierzchni biatka. W przypadku $redniej liczby wigzan
wodorowych i wspoétczynnika dyfuzji, czynnik geometryczny utrudniajacy
kontakt pomiedzy czasteczkami wody i oddzialywania elektrostatyczne
sprzyjajace tworzeniu wigzan z powierzchnia biatka beda zmienialy oba te
parametry w ten sam sposob, powodujac obnizenie ich wartosci.

Podsumowujgc, korelacje wspétczynnika dyfuzji ze $rednig liczba
wigzan wodorowych oraz korelacje parametru asferycznosci ze Srednig liczbg
wigzan wodorowych moga by¢ interpretowane jako przejaw znacznego wpltywu
geometrii biatka na obliczone warto$ci parametréw charakteryzujacych
wtasciwosci wody.

Skoro na $rednig liczbe wigzan wodorowych tak duzy wptyw ma ksztatt
powierzchni granicznej pomiedzy woda i biatkiem (dla poréwnania przedstawia
to Rys. 5.22), to odwotajmy sie do zastosowanej juz procedury obliczen
referencyjnych dla fikcyjnej warstwy solwatacyjnej wypetnionej woda czysta.
Obliczytam roéznice w $redniej liczbie wigzan wodorowych pomiedzy woda
solwatacyjng i woda o strukturze wody czystej wypelniajacej warstwe
solwatacyjna, po czym sporzadzitam nowe wyKkresy tej réznicy, Anug, w funkcji
wspotczynnika dyfuzji i parametru y,ew. Okazato sie znaczne poprzednio
korelacje zniknety. Znak réznicy Anyp jest dodatni, co $wiadczy o tym, Ze siec
wigzan wodorowych usituje sie dopasowaé, w granicach mozliwosci, do nowej
sytuacji zwiekszajac na tyle, na ile to mozliwe, liczbe kontaktéw pomiedzy
czasteczkami wody (wczes$niej, przy okazji dyskusji geometrii wigzan
wodorowych, wspomniatam o niewielkim zmniejszeniu jej tetraedrycznosci).
Znaczne pogorszenie sie korelacji pomiedzy Srednig liczba wigzan wodorowych
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i parametrem y,qw po zastgpieniu wielkosci nyp parametrem Anyg wskazuje, jak
sie wydaje, na to, Ze na zmiany strukturalne w wodzie solwatacyjnej lokalna
geometria ma wpltyw niewielki (w przeciwiennstwie do wplywu na
wspétczynniki dyfuzji wody).

Aby potwierdzi¢ te przypuszczenia lub im zaprzeczyé¢, przejde do
analizy kolejnego parametru strukturalnego, to znaczy parametréw lokalnego
uporzadkowania.

5.1.7. Parametry lokalnego uporzadkowania

Parametry uporzadkowania, jak zostalo to omoéwione w rozdziale
poswieconym metodom obliczeniowym, zostaty zdefiniowane z zastosowaniem
dwuczastkowych funkcji korelacji. Warto$ci parametru s.,(r) zaleza od
odlegtosci srodkéw mas pary czasteczek. Parametry, ktdrych wartosci zaleza
dodatkowo od wzajemnej orientacji czasteczek to So (1) 1 Scons(r). Do
wyznaczenia parametru s, (r) potrzeba peilnej informacji o wzajemnej
orientacji czasteczek, co w praktyce sprowadza sie do ustalenia wzajemnej
orientacji dwdch uktadéw wspétrzednych, zwigzanych z dwiema czasteczkami.
Parametr s, () jest natomiast uproszczong wersjg parametru s, (r). Do jego
wyznaczenia potrzebna jest jedynie znajomo$¢ potozenia S$rodka masy
czasteczki otoczenia w uktadzie wspétrzednym zwigzanym z czasteczka
centralna.

Chociaz parametry zostaly policzcone w oparciu o formalizm
matematyczny, ktéory moze postuzy¢ do obliczenia dwuczastkowych wkitadéw
do entropii, to nie mozna ich z nim utozsamia¢. Jednakze w przypadku czystej
wody, parametry S,,¢(7) i Scons(r) staja sie rownoznaczne z dwuczastkowymi
@ . @

wktadami do entropii s,,; i s.

7 (pod warunkiem wybrania odpowiedniego
promienia r).
Dla czystej wody symulowanej w réznych temperaturach znaleziono

@ ; (2
ort 1 Sconf

(127). W pracy (129) zaproponowano zastosowanie parametru Scq,r(0.58)
zamiast S,,;(0.58) dla wody solwatacyjnej. Taka mozliwos¢ jest bardzo
pozadana, poniewaz wyznaczenie parametru S, jest duzo bardziej
czasochlonne niz wyznaczenie parametru S.,,r (parametr s,.. wymaga
prébkowania duzej ilo$ci danych wejSciowych, Zeby poprawnie wyliczy¢
histogramy i, co z tym zwigzane, dtuzszego czasu symulacji).

Nalezatoby sprawdzi¢, czy pomiedzy tymi dwoma parametrami
wystepuje wspotzalezno$¢ w wodzie solwatacyjnej wokét réznych obszarow
kinezyny. Z uwagi na czasochtonno$¢ symulacji i obliczen, zalezno$¢ pomiedzy
parametrami zostata zbadana dla warstwy solwatacyjnej o podwdjnej grubosci
(0-0,8 nm).

liniowa zalezno$¢ pomiedzy dwuczastkowymi wktadami do entropii s,
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Rys. 5.19. Korelacja pomigdzy parametrami so,¢(0.58) i Scons(0.58). Parametry
byty policzone dla otoczek solwatacyjnych o podwdjnej grubosci (0,8 nm). Uktad
1MKJ.

Nie bedzie bezpodstawnym przypuszczenie, ze korelacja ta zachodzi
réwniez w przypadku warstwy solwatacyjnej o pojedynczej grubosci (0-0,4
nm). Poprawno$¢ tego zatozenia moze potwierdzi¢ w pewnym stopniu
zalezno$¢ przedstawiona na Rys. 5.20. Zilustrowano tam korelacje pomiedzy
warto$cig parametru S, r(0.58) (obliczonego dla otoczki solwatacyjnej o
podwodjnej i pojedynczej grubosci) ze Srednig liczbg wigzan wodorowych w
pierwszej otoczce solwatacyjnej.

Otéz w pracy (127) pokazano, ze wystepuje wspotzalezno$¢ pomiedzy
$rednig liczba wigzan wodorowych w wodzie a dwuczastkowym wktadem do

entropii sc(;)lf.

wodorowego w ksztattowaniu struktury wody. W przypadku dwuczastkowego
@

conf
promieniem obciecia w takim znaczeniu, w jakim wystepuje on w wielu
definicjach wigzania wodorowego, a wiec analizujemy szersze spektrum
wzajemnych orientacji czasteczek wody. Mimo to obserwujemy tak wyrazna
korelacje. Analizujagc, z punktu widzenia wybranej czasteczki centralne;j,
sasiadujace czasteczki powigzane z nig wigzaniami wodorowymi, a nastepnie
przechodzac do kolejnych czasteczek potaczonych wigzaniami wodorowymi z
nimi itd., otrzymamy pewien zestaw punktéw w przestrzeni konfiguracyjnej.
Istnienie dyskutowanej korelacji moze uprawnia¢ stwierdzenie, iz tak

Istnienie takiej korelacji wskazuje na znaczng role wigzania

wktadu do entropii s nie mamy do czynienia z katem obciecia i z
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otrzymany zestaw punktow w sporej czesSci pokrywa sie z najbardziej

prawdopodobnymi obsadzeniami, ktére ksztaltuja wartosci sc(i)lf. Jednakze
omawiana wspotzalezno$¢ z pracy (127) dotyczy sytuacji, kiedy za zrywanie

@

conf
termiczne, wiec niekoniecznie podobna zalezno$¢ musi wystepowac¢ w wodzie
solwatacyjnej. Niemniej jednak, jak wida¢ na zatagczonym wykresie, parametr
Sconf (0.58) jest wyraznie skorelowany ze Srednig liczbg wigzan wodorowych w

pierwszej otoczce solwatacyjne;.

wigzan wodorowych oraz za zmiane wartosci s odpowiedzialne sg ruchy
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Rys. 5.20. Korelacja pomiedzy srednig liczbg wigzan wodorowych przypadajacych
na jedng czasteczke wody nys w pierwszych otoczkach solwatacyjnych a
parametrem Scons obliczconym dla warstwy solwatacyjnej o grubosci réwnej 0,4 nm
(z lewej) oraz o grubosci 0,8 nm (z prawej). Uktad 1MKJ.

Korelacja jest zachowana zaréwno w przypadku pojedynczej, jak i
podwdjnej grubosci warstwy. Sprébujemy teraz uzy¢ zmodyfikowanych
wartos$ci parametréw uporzadkowania do zlokalizowania zrddta tej korelacji. Po
analizie dotychczasowych wynikéw, spodziewam sie tu znowu wyraznego
wptywu geometrii biatka na obliczenia.

Powodem zrdéznicowania warto$ci parametréw uporzadkowania dla
poszczegb6lnych warstw solwatacyjnych beda zmiany w lokalnej strukturze
wody oddziatujacej z wybranym obszarem biatka, ale nie tylko. W przypadku
czasteczek wody obecnych w warstwie solwatacyjnej mamy do czynienia z tym,
ze niektore fragmenty przestrzeni sg zajete przez biatko, a co za tym idzie,
pozbawione czasteczek wody. Bedzie to mialo wpltyw na wartosci
dwuczastkowej funkcji korelacji, a zatem takze na zdefiniowane z jej uzyciem
parametry uporzadkowania. Nieuwzglednienie tych zmian moze prowadzi¢ do
fatszywych wnioskow.

Aby tego unikna¢, wykorzystatam procedure, ktéra uwzglednia opisany
efekt ,wylaczonej objetosci”. Jak opisano w czes$ci dotyczacej metodyki,
zmodyfikowany parametr uporzadkowania ma w zatozeniu oddawa¢ zmiany w
wewnetrznej strukturze wody (we wzajemnej orientacji i odlegtosciach
miedzyczasteczkowych) w poréwnaniu z woda czysta, ale by¢ nieczuly na
obecnos$¢ pozbawionej czgsteczek wody przestrzeni, gdzie znajduje sie biatko.
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Trzeba doda¢, ze tak zmodyfikowany parametr moze by¢ oczywiscie wcigz w
pewnym stopniu czuty na ksztalt powierzchni granicznej woda-biatko, jezeli
ksztatt ten wptywa na wewnetrzng strukture wody.

Poréwnajmy, jak przebiega zalezno$¢ wartosci tego parametru od
wspotczynnikow dyfuzji i parametru y. Fakt, ze warto$ci parametru s;q,(0.58)
zalezg miedzy innymi od ksztattu sasiadujacego fragmentu biatka, ttumaczy, ze
wystepuje wyrazna korelacja liniowa pomigdzy s.o,f(0.58) i wspétczynnikiem
dyfuzji (ktére rowniez zalezg od ksztattu), natomiast prawie jej nie ma
pomiedzy wspoétczynnikiem dyfuzji i parametrem 4s,,((0.58).

Stad mozna wnosi¢, ze wspoétczynniki dyfuzji (i inne zmierzone
parametry z nimi skorelowane) wody solwatacyjnej nie s3 mocno zwigzane ze
zmianami strukturalnymi w wodzie solwatacyjnej (ktérych zakres powinny w
zamyS$le mierzy¢ parametry As), ale zaleza gléwnie od ksztattu powierzchni
granicznej pomiedzy biatkiem i woda. Wcze$niej, na podstawie analizy korelacji
pomiedzy Anpp i parametrem y.qw, twierdzitam, iZ oznacza to stosunkowo
niewielki wptyw ksztattu powierzchni na zmiany strukturalne wody. Analiza
parametréw As potwierdzita to przypuszczenie.
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Rys. 5.21. Parametry nyg, Angg, Sconfy DSconp Serq (0.58) oraz As.,,(0.58) w funkgji
wspotczynnika dyfuzji Dr dla wody z pierwszych otoczek solwatacyjnych réznych
obszaréw na powierzchni kinezyny 1MKJ. Promien odciecia uzywany przy liczeniu
parametréow réznicowych dp=0.17 nm.

Istotnie, warto$ci Ascons S3 rzeczywiscie bardzo stabo skorelowane z
parametrem ksztattu y.aw, podczas gdy wartosci scons skorelowane byty silnie.
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Rys. 5.22. Parametry nus, Anpg, Sconsy DSconpy Stra(0.58) oraz As.,.,(0.58) w funkgji
parametru y,qw dla wody z pierwszych otoczek solwatacyjnych réznych obszaréw
na powierzchni kinezyny 1MKJ. Promien odciecia uzywany przy liczeniu
parametrow réznicowych dp=0.17 nm.

Troche lepsza (cho¢ nie imponujgca) korelacja wystepuje pomiedzy
parametrem A4s;,,(0.58) i parametrem y,qw. Wartosci parametru 4s;,, zalezg od
zmiany w odlegto$ciach pomiedzy czasteczkami wody. Wynik ten zatem
sugeruje wystepowanie pewnej (niezbyt Scistej) zalezno$ci pomiedzy gestoScia
wody i ksztaltem powierzchni granicznej woda-biatko. O zalezno$ci takiej
wspominali Merzel i Smith (217). Dla poréwnania pokazana jest korelacja
pomiedzy wspoétczynnikiem dyfuzji i parametrami s;,.,(0.58) oraz A4s;,,(0.58)
(Rys. 5.21). Zagadnienie gestos$ci wody solwatacyjnej podejme jeszcze w dalszej
czes$ci pracy.

Zamieszczam tu tez wyniki obliczenn poré6wnawczych, wykonanych dla
parametrow  4s;,4(0.58) i As.0,r(0.58). Na ponizszych wykresach
przedstawiona jest zalezno$¢ pomiedzy ich warto$ciami obliczonymi z
zastosowaniem réznych promieni odciecia i parametrem Yy.aw opisujacym
ksztatt powierzchni graniczne;.
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Rys. 5.23. Parametry 45;,4(0,58) i 45.,,r(0,58) obliczone przy uzyciu réznych
wartosci promieni odciecia dp w funkcji parametru pyaw. Uktad 1MKJ.

Otrzymane wartosSci parametrow uporzadkowania s3 oczywiscie nieco
inne, ale uzycie innej wartosci dy nie wptyneto jakosciowo na przebieg wykresu i
whnioski, jakie mozna z niego wyciggnac.

5.1.8. Podsumowanie

Po wykonaniu pierwszej cze$ci pracy, na podstawie uzyskanych
wynik6w mozna byto stwierdzi¢, ze szereg wlasciwosci wody solwatacyjnej jest
odmiennych od wtasciwosci wody czystej, a ponadto rdéznig sie one w
sgsiedztwie poszczegdlnych obszaréw na powierzchni biatka. Wielkos$¢ tych
réznic zalezy od mierzonego parametru.

Nie udato sie jednak zauwazy¢ zalezno$ci pomiedzy strukturalnymi i
dynamicznymi wtasciwosciami wody w sasiedztwie wybranych obszaréw na
powierzchni biatka a kierunkiem ruchu motoru. Jednakze odkryto korelacje
pomiedzy ruchliwo$cia czgsteczek wody solwatacyjnej (determinowang
ksztaltem powierzchni granicznej biatko - woda) a ruchliwos$cig atomoéw biatka.
Dzieki mniejszemu lub wiekszemu wptywowi na ruchliwo$¢ atoméw biatka
(zaleznie od jego lokalnej geometrii), czasteczki wody moga posrednio wptywac
na wielkoskalowe zmiany strukturalne réznych fragmentéw biatka w odmienny
sposob, a przez to utatwia¢ ruch motoru jako catosci.
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5.2. Woda solwatacyjna w obszarze pomiedzy
domena Kkatalityczng kinezyny a dimerem
tubulinowym

Praca kinezyny jest zwigzana z cyklicznym przytgczaniem i
odtgczaniem gtowicy motorycznej od mikrotubuli. Procesom tym towarzyszy
raz to usuwanie (przynajmniej cze$Sciowe) wody spomiedzy dwadch biatek, a
nastepnie powtérne pelne solwatowanie. Literatura posSwiecona wtasciwo$ciom
wody solwatacyjnej znajdujacej sie pomiedzy dwoma biatkami nie jest bardzo
bogata (a w szczeg6lnosci jesli chodzi o motory motoryczne).

Poniewaz dimer tubulinowy, kinezyna i czasteczki wody stanowig duzy
uktad (wymagajacy pod wzgledem czasu symulacji, potrzebnego miejsca na
dysku i czasu analizy trajektorii), zdecydowatam sie skoncentrowac na analizie
trzech réznych odleglo$ci pomiedzy biatkami, sugerujac sie praca (220).
Odlegtosci 0,4, 1,2 i 2,0 nm wydawaty sie racjonalne z punktu widzenia pracy
motoru i wystarczajgco zréznicowane.

Rys. 5.24. Trzy ukfady sktadajace sie z dimeru tubulinowego 1JFF, kinezyny
1BG2 i wody. Od lewej: 1BG2_1JFF_4, kinezyna odsunieta od dimeru
tubulinowego o 0,4 nm; 1BG2_1JFF_12, kinezyna odsunieta od dimeru
tubulinowego o 1,2 nm; 1BG2_1JFF_20, kinezyna odsunieta od dimeru
tubulinowego o 2,0 nm. W obszarze pomiedzy biatkami uwidocznione s3
czasteczki wody (model sferyczny, atom tlenu w kolorze czarnym). Rysunek
wykonany za pomoca programu PyMOL.

Trzy skonstruowane uktady sktadajace sie z kinezyny i dimeru
tubulinowego przedstawia Rys. 5.24. Wybrane atomy na powierzchni dimeru
tubulinowego, stuzace za punkt odniesienia do obliczen, znajduja sie na jego
powierzchni, pod czasteczkg kinezyny. Jak wida¢ na rysunku ponizej (Rys.
5.25), jest to powierzchnia obdarzona znaczacym tadunkiem ujemnym. Z kolei
na spodniej stronie kinezyny wystepuja tadunki dodatnie.

Naturalnie, wraz ze zwiekszaniem sie odlegto$ci pomiedzy biatkami,
ro$nie liczba czasteczek wody zawartych pomiedzy nimi. Przy czym moze sie
zdarzy¢, ze w przypadku kazdego z uktadéw ciggle bedziemy znajdowac
czasteczki wody przy promieniach przekraczajgcych zadeklarowane odsuniecie
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kinezyny od dimeru tubuliny w stosunku do struktury referencyjnej (to znaczy
kinezyny spoczywajacej na tubulinie). Mozna to wyttumaczy¢ tym, ze w
potozeniu poczatkowym biatka bardzo $cisle do siebie nie przylegaty, a po
odsunieciu mozliwa byta swobodna hydratacja ich powierzchni. Z drugiej
strony, po rozpoczeciu zbierania trajektorii moglty zachodzi¢ bardzo powolne
ruchy dyfuzyjne kinezyny wzgledem tubuliny. Ponadto powierzchnia kinezyny
skierowana ku mikrotubuli jest, zwlaszcza na brzegach, nieregularna, a tym
samym moze tam znaleZ¢ sie miejsce dla kilku czasteczek wody.

Rys. 5.25. Przyblizony rozktad gestosci tadunku na powierzchni domeny
katalitycznej kinezyny 1BG2 oraz dimeru a i B-tubuliny (bez uwzgledniania wptywu
rozpuszczalnika) otrzymany za pomocg programu PyMOL. Niebieski kolor
odpowiada fadunkom dodatnim, a czerwony tadunkom ujemnym.

Warto$ci parametréow opisujgcych wlasciwosci wody byly wyznaczane
przeze mnie na dwa sposoby, w zalezno$ci od potrzeb. Pierwszy z nich polegat
na badaniu kolejnych przedziatéw odlegtosci, liczonych od wierzchniej czesci
dimeru tubulinowego (analogicznie jak miato to miejsce w przypadku
kinezyny). Drugi sposéb wykorzystywat podziat obszaru pomiedzy biatkami na
pierwsza warstwe solwatacyjng liczac goéry tubuliny, pierwsza warstwe
solwatacyjng spodu Kkinezyny i wode pozostata, zawarta w obszarze
,posrednim”, czyli tym znajdujagcym sie poza pierwszymi otoczkami
solwatacyjnymi obu bialek. Pomocny powinien by¢ tu Rys. 5.24, obrazujacy
wzgledne potozenia obu biatek.

W niektdrych przypadkach podaje takze wyniki otrzymane dla samego
dimeru tubulinowego (uktad 1JFF). Obliczenia te miaty na celu sprawdzenie, czy
i w jakim stopniu obecno$¢ drugiej powierzchni biatkowej w postaci kinezyny
wplynie na zmiane wtasciwosci wody solwatacyjnej samego dimeru.

Postanowitam zacza¢ analize podobnie jak zaczetam jg w przypadku
pojedynczego biatka - od obliczenia warto$ci wspétczynnikéw dyfuzji wody.
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5.2.1. Wspétczynniki dyfuzji wody zawartej w warstwie
solwatacyjnej

0z

Oy

Rys. 5.26. U gory: Wspdtczynniki dyfuzji translacyjnej D7 i rotacyjnej Dr dla wody w
kolejnych przedziatach odlegtosci od dimeru tubulinowego dla uktadéw 1JFF,
1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20 oraz dla wody czystej (linia
przerywana). Na dole: Wspodtczynniki dyfuzji liczone w uktadzie wspétrzednych
zwigzanym z dimerem tubulinowym i kinezyng W,,,, dla wody w kolejnych
przedziatach odlegtosci od dimeru tubulinowego dla uktadéw 1BG2_1JFF_4,
1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20. Obok rysunek przedstawiajacy uktad wspétrzednych
zwigzany z kinezyng i dimerem tubulinowym. O$ Ox przebiega przez srodki mas obu
tubulin, 0§ Oz wskazuje od tubuliny w kierunku srodka masy kinezyny.

Jak wida¢ na zalaczonych wykresach (Rys. 5.26), woda obecna
pomiedzy kinezyng i tubuling charakteryzuje sie znaczng heterogenicznoscia
pod wzgledem wartosci wspoétczynnikéw dyfuzji. Ich wartosci zalezg zaréwno
od odlegtosci czasteczek wody od dimeru tubulinowego jak i od wzajemnej
odlegtosci biatek. W przeciwienstwie do wynikéw prezentowanych w pracy
(220), dotyczacej wody pomiedzy dwiema podjednostkami biatkowymi, ktéra
postuzyta za punkt wyjsciowy przy dobieraniu wzajemnej odlegtosci biatek,
wspotczynniki dyfuzji translacyjnej nie przybieraja wartosci réwnych warto$ci
charakterystycznej dla wody czystej nawet dla najdalszego oddalenia kinezyny i
dimeru tubulinowego. Przyczyny tej réznicy w rezultatach moga by¢ dwie. Z
jednej strony moze to by¢ inny charakter chemiczny powierzchni biatkowych.
Badane przez autoré6w biatko charakteryzowato sie hydrofobowymi
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powierzchniami, natomiast zdecydowanie nie mozna tego samego powiedzie¢ o
przypadku analizowanym tutaj, gdzie obserwujemy wiele aminokwaséw
obdarzonych tadunkiem ujemnym na powierzchni tubuliny i dodatnim na
powierzchni kinezyny. Ponadto petla L11 kinezyny jest wypuklym elementem
strukturalnym, ktéry wystaje do$¢ znacznie w strone tubulin i z tego powodu
moze w pewien spos6b wptywacé na zmierzone warto$ci wspo6tczynnika dyfuzji.

Jezeli chodzi o wspétczynniki dyfuzji rotacyjnej, potwierdza sie znany
fakt, ze wspoétczynniki te hamowane s3 w mniejszym stopniu niz wspétczynniki
dyfuzji translacyjnej. Mimo to, cho¢ teoretycznie wspétczynnik dyfuzji
rotacyjnej powinien przyja¢ wartosci charakterystyczne dla czystej wody
przynajmniej w Srodkowym przedziale odlegtosci dla uktadu 1BG2_1]JFF_20 (jak
sugeruje poréwnanie z wynikami dla samej tubuliny), to jednak jego wartosci s
minimalnie mniejsze w calym zakresie odlegtosci (prawdopodobnie z tych
samych powodéw, co wspotczynniki dyfuzji translacyjnej).

Wyniki poré6wnawczych obliczent dla uktadu zawierajacego pojedynczy
dimer tubulinowy wskazuja, ze gdyby nie obecno$¢ kinezyny, wspdtczynniki
dyfuzji wody szybciej osiggatyby wartosci charakterystyczne dla czystej wody w
kolejnych przedziatach odlegtos$ci od dimeru tubulinowego. Dotyczy to przede
wszystkim biatek odlegtych od siebie o 0,4 i 1,2 nm. Jak mozna zauwazy¢, dla
uktadu biatek oddalonych o 2,0 nm w przedziale odlegtosci 0,2-0,5 nm od
dimeru tubulinowego wtasciwos$ci wody odpowiadajg tym, ktére charakteryzuja
wode solwatacyjng samego dimeru, zatem wprowadzenie dodatkowej
powierzchni biatka odlegtej o 2,0 nm nie spowodowato pogtebienia sie zmian
we wlasciwo$ciach dynamicznych wody solwatacyjnej dimeru tubulinowego. W
tym samym przedziale odlegtosci od powierzchni dimeru, dla biatek oddalonych
0 0,4 nm wyraznie wida¢, ze warto$ci wspétczynnikéw dyfuzji sa duzo mniejsze
niz bytyby w przypadku samego dimeru tubulinowego. Czasteczki wody
zdecydowanie zaczynaja czu¢ sie uwiezione pomiedzy dwiema ptaszczyznami.

Na tym etapie badan, po analizie wspoétczynnikéw dyfuzji wody
solwatacyjnej, okazato sie, ze nie ujawniaja sie zadne szczegdlne cechy, ktore
moglyby by¢ interpretowane jako zachowanie wyjatkowe, mogace stuzy¢
usprawnianiu pracy motoru (przez szczegélne rozumiem wykraczajace poza
cechy oméwione juz przy okazji dyskusji wspoétczynnikéw dyfuzji i ruchliwosci
atomo6w biatka domeny motorycznej). Zdecydowatam sie jednak sprawdzi¢, czy
jakie$ ukryte cechy dynamiki wody solwatacyjnej nie ujawnia sie, jezeli zmienie
uktad wspétrzednych, w ktérym obliczam wspdtczynniki dyfuzji. Postanowitam
zwigzac uktad wspétrzednych z kinezyng i dimerem tubulinowym tak, aby 0$ Ox
przebiegata przez $rodki mas tubulin, a 0§ Oz wskazywata od tubuliny w
kierunku $rodka masy kinezyny. Spos6b zdefiniowania osi przedstawiony jest
na Rys. 5.26. W ten sposéb 0$ Ox jest mniej wiecej réwnolegta do kierunku
ruchu motoru, a 0$ 0z jest rownolegta do kierunku, w jakim zachodzi osiadanie
kinezyny na mikrotubuli. Miatam nadzieje, ze by¢ moze dzieki temu uda sie
zauwazy¢ jakis zwigzek wspotczynnikow dyfuzji z kierunkiem ruchu biatka i
znalez¢ dowdd na utatwiajgcy przesuwanie sie motoru po szlaku wplyw
czasteczek wody. Podziat ten jednak nie przyniést oczekiwanych rezultatow.
Wspotczynniki dyfuzji mierzone wzdtuz kazdej osi okazaly sie do siebie bardzo
podobne. Nieznacznie odrdzniaty sie jedynie wspdtczynniki zmierzone wzdtuz
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osi Oz. Ot6z okazato sie, ze ruch wzdtuz osi Oz jest bardziej hamowany niz ruch
w dwbéch pozostatych kierunkach. Narzucajagcym sie, dosy¢ oczywistym
wyja$nieniem jest fakt, ze czasteczki wody doswiadczaja wiekszej trudnosci
przy poruszaniu sie w ograniczonej przestrzeni w dét lub w gére pomiedzy
biatkami, natomiast nieco bardziej swobodnie jest im kierowac sie na zewnatrz,
poza obszar pomiedzy biatkami.

Ostatnig préoba uzyskania bardziej szczegétowego obrazu ruchéw wody
solwatacyjnej byto otrzymanie tak zwanego widma mocy predkosci (co czyni sie
poprzez transformacje Fouriera funkcji autokorelacji predkosci). Ta technika
wykorzystana byla przeze mnie juz wcze$niej przy okazji analizy otoczki
solwatacyjnej poliglicyny (128).

Jak wspomniatam w przegladzie literatury (81,82,268,269), ruchom
translacyjnym przypisuje sie dwa gtéwne pasma w okolicach 50 i 200 cm-l,
natomiast ruchom rotacyjnym szerokie pasmo z maksimum zlokalizowanym w
okolicach 600 cm. Pasmo odpowiadajace rotacyjnej czesci widma jest szerokie
i niesymetryczne, a ponadto trudne w analizie. Dlatego ogranicze sie do
przedstawienia tu jedynie cze$ci translacyjnej widma.
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Rys. 5.27. Widmo mocy predkosci translacyjnej dla wody w pierwszej warstwie
solwatacyjnej dimeru tubulinowego, kinezyny oraz w warstwie przejsciowej, poza
pierwszg warstwg solwatacyjng (dla uktadéw 1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12,
1BG2_1JFF_20). Dla poréwnania dodane jest tez widmo dla czystej wody.

Na Rys. 5.27 mozna zaobserwowa¢ dwa pasma przy wartoS$ciach liczby
falowej réwnej mniej wiecej 50 i 200 cml. Wedlug najbardziej
rozpowszechnionej opinii, pierwszy z tych pikéw nalezy przypisa¢ ruchom
translacyjnym utrudnionym w wyniku uwiezienia w ,klatce” z sasiednich
czasteczek (81). Drugi pik przypisuje sie drganiom zwigzanym z obecno$cia
wigzan wodorowych (81,269). PotoZzenie punktu przeciecia z osia pionowa, tzn.
przy liczbie falowej rownej zero odzwierciedla warto$¢ wspétczynnika dyfuzji
wody. Na wykresach widaé¢ duze réznice w warto$ciach A(v=0) pomiedzy
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pierwszymi otoczkami solwatacyjnymi oraz warstwa obejmujgca wode poza
pierwszymi otoczkami solwatacyjnymi obu powierzchni.

Odlegtos¢ Dr Dr Vmax
[nm] [10°m2s1]  [10''rad?s!] [cm]
0,4 Tubulina 0,45 1,20 54,3
Kinezyna 0,38 1,10 56,3
1,2 Tubulina 0,84 1,44 50,3
Kinezyna 0,71 1,33 52,0
Warstwa prz. 1,85 2,15 42,4
2,0 Tubulina 1,01 1,53 49,3
Kinezyna 1,03 1,55 50,6
Warstwa prz. 2,14 2,21 41,9
SPC/E 2,75 2,38 41,0

Tabela 5.3. Wartosci wspétczynnikéw dyfuzji translacyjnej Dr i rotacyjnej Dg oraz potozenie maksimum
gtéwnego piku w widmie mocy predkosci translacyjnej vmax dla wody w pierwszej warstwie solwatacyjnej
tubuliny i kinezyny, poza pierwszg warstwa solwatacyjng oraz dla czystej wody (otrzymane w wyniku
roztozenia widma na trzy sktadowe gaussowskie).

Widmo uzyskane dla wody solwatacyjnej, nawet tej zawartej w
obszarze poza pierwsza otoczka solwatacyjna, wykazuje réznice w poréwnaniu
z przebiegiem uzyskanym dla wody czystej. Najwieksza réznica dotyczy tego, ze
gtéwny pik z maksimum zlokalizowanym w okolicach 50 cm-! przesuwa sie ku
wiekszym warto$ciom liczby falowej w przypadku wody solwatacyjnej. Drugie
pasmo, z maksimum zlokalizowanym w okolicach 200 cm-1, zmienito sie mniej
wyraznie. Podobny rezultat uzyskatam w przypadku wody solwatacyjnej
poliglicyny (128), o takich cechach widma wody solwatacyjnej pisze rowniez na
przyktad Chakraborty et al. (82). Otrzymane widmo rozlozytam na sktadowe
Gaussowskie, aby otrzymaé iloSciowg informacje o wielko$ci przesuniec.
Zalaczytam tylko dane dotyczace pierwszego pasma (przy 50 cm'1), poniewaz
jest lepiej wyksztatacone i bardziej symetryczne niz drugie (przy 200 cm),
dlatego rezultaty rozkladu sa dla niego bardziej wiarygodne (Tabela 5.3).
Przesuniecie jest réwne okoto 10 cm! w przypadku pierwszej otoczki
solwatacyjnej i okoto 1 cm! dla wody poza pierwsza otoczka solwatacyjna. O ile
przesuniecie pierwszego pasma moge interpretowaé jako objaw zwiekszonej
sztywnosci struktury cieczy, jak wspomniatam w przegladzie literatury, to
mniejsza zmiana potozenia drugiego pasma moze by¢ powigzana z faktem, ze
niewiele zmienia sie réwniez energia wigzania wodorowego (dane na Rys.
5.30).

Jak zostanie to opisane i przedyskutowane dalej, woda solwatacyjna
pomiedzy biatkami ma zwiekszong gesto$¢ (w poréwnaniu z woda czysta).
Przesuniecie potozenia pierwszej sktadowej widma w kierunku wiekszych liczb
falowych oznacza silniejsze oddziatywania miedzyczasteczkowe, co dobrze
pasuje do obserwacji dotyczacych wzrostu gestosci tej wody. Wzrost gestosci
cieczy (wody) mozna takze wymusi¢ zwiekszeniem ci$nienia. Dla poréwnania
sporzadzone zostaly widma mocy uzyskane dla czystej wody SPC/E pod
zwiekszonym ci$nieniem (Rys. 5.28), dobranym tak (z przedziatu 1 bar + 5
kbar), aby otrzymac przyrost gestosci wody zblizony do tego, o ktérym moéwi sie
przy okazji wody solwatacyjnej biatek.
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Rys. 5.28. Widmo mocy predkosci translacyjnej dla czystej wody SPC/E pod réznymi
cisnieniami (1 bar + 5 kilobardéw).

Zwiekszenie ci$nienia skutkowato przyrostem gestosci wody, od 0,9981
g/cm3 przy ci$nieniu 1 bara do 1,1579 g/cm3 przy cis$nieniu 5 kilobaréw. Taki,
okoto 15-procentowy, wzrost gesto$ci odpowiada wzrostowi gestosci, o jakim
wspomina sie w literaturze w kontekscie wody solwatacyjnej, jak bylto to
omoéwione w rozdziale 3.3. Otrzymany obraz widma (zaréwno jego ksztatt, jak i
zmiana potozenia gtéwnych pasm) bardzo przypomina ten obserwowany dla
wody solwatacyjnej. Rezultat ten potwierdza mojg, przedstawiong powyzej,
interpretacje obserwowanych zmian w widmie mocy.
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5.2.2. Ruchliwo$¢ powierzchniowych atomoéw biatka

Rys. 5.29. Wspodtczynniki dyfuzji translacyjnej Dr w pierwszej warstwie
solwatacyjnej oraz srednie odchylenia standardowe potozern wybranych
powierzchniowych atomoéw dimeru tubulinowego od potozenia $redniego
wyznaczone w przedziale czasu réwnym 5 ps dla uktadéw 1JFF, 1BG2_1JFF_4,
1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20 (zielone kropki). Wspdtczynniki dyfuzji translacyjnej
Dr w pierwsze] warstwie solwatacyjnej oraz $rednie odchylenia standardowe
potozen wybranych powierzchniowych atoméw kinezyny od potfozenia $redniego
wyznaczone w przedziale czasu réwnym 5 ps dla uktadéw 1BG2, 1BG2_1JFF_4,
1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20 (czerwone kropki).

Poniewaz wspétczynniki dyfuzji wody w pierwszej warstwie
solwatacyjnej dimeru tubulinowego réznily sie pomiedzy poszczeg6lnymi
uktadami, postanowitam sprawdzié, czy zmienia sie réwniez ruchliwos¢
atoméw biatka. W przypadku samej kinezyny, obserwowatam zrdéznicowanie
ruchliwo$ci powierzchniowych atoméw nalezacych do réznych obszaréw na
powierzchni kinezyny, a ruchliwo$¢ ta zmieniala sie wraz ze zmiang
wspétczynnikéw dyfuzji wody solwatacyjnej. Poniewaz spos$réd wszystkich
zanalizowanych przedziatéw czasowych korelacja pomiedzy tymi wielko$ciami
byta najwieksza dla dtugosci odcinka réwnej 5 ps, réwniez obecnie
analizowatam $rednig ruchliwo$¢ powierzchniowych atoméw tubuliny i
kinezyny w okresie 5 ps.

Okazalo sie, Ze réwniez w tym przypadku mozna méwi¢ o ogélnej
tendencji zwiekszania sie ruchliwo$ci powierzchniowych atoméw biatka wraz
ze zwiekszaniem sie wspotczynnika dyfuzji wody. Tym razem jednak za kazdym
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razem mierze ruchliwo$¢ tego samego zbioru atoméw, a nie atomoéow
wchodzacych w sktad odmiennych fragmentéw biatka. Mimo to réwniez
wystepuja réznice w ich wtasciwos$ciach dynamicznych. Tam, gdzie Sredni
wspétczynnik dyfuzji wody w otoczce solwatacyjnej jest najwiekszy, tam
wystepuja tez najwieksze fluktuacje atoméw biatka. Wskazuje to po raz kolejny
na bezposredni wptyw ruchliwoéci czasteczek wody na ruchliwo$é¢ atoméw
biatka (przynajmniej w analizowanej niewielkiej skali czasowej).

Przy referowaniu dalszych wynikéw postanowitam, w miare moznosci,
trzymac¢ sie kolejnosci zastosowanej w poprzednim rozdziale. Przejde teraz
zatem do parametréw strukturalnych, rozpoczynajac od geometrii wigzan
wodorowych. Struktura wody solwatacyjnej moze mieé¢ znaczenie dla
oddziatywan pomiedzy biatkami z podobnych powodéw, dla ktérych na
przyktad miata znaczenie dla oddzialywan biatka przeciwdziatajacego
zamarzaniu ptynéw komdrkowych z powierzchniag lodu, ktére to zagadnienie
omoéwione zostalo w przegladzie literatury. Podobienistwo strukturalne otoczek
solwatacyjnych moze utatwia¢ zblizanie sie bialek na wczesnych etapach
oddziatywania, zanim dojdzie do bezposredniego kontaktu aminokwaséw.
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5.2.3. Geometria i energia wigzan wodorowych tworzonych
pomiedzy czasteczkami wody

Rys. 5.30. Srednia liczba wiagzan wodorowych na czasteczke wody nus, $rednia
energia wigzania wodorowego Eus, Srednia odlegtos¢ tlen — woddér w wigzaniu
wodorowym Ry oraz srednia warto$¢ kata wigzania wodorowego 6, dla wody w
kolejnych przedziatach odlegtosci od dimeru tubulinowego dla uktadéw 1JFF,
1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20 oraz dla wody czystej (linia
przerywana).

Wptyw obecnosci dodatkowej czasteczki biatka (kinezyny) na $rednig
geometrie wigzania wodorowego w sasiedztwie dimeru tubulinowego jest nieco
mniej zauwazalny niz jej wptyw na wspotczynniki dyfuzji. Tym niemniej, tylko
dla odlegtosci 2,0 nm $rednie wlasciwosci pojedynczego wiazania wodorowego
sg prawie takie same, jak w przypadku samego dimeru tubulinowego (Rys.
5.30).

Zmiana geometrii pojedynczego wigzania w odniesieniu do wody
zawartej pomiedzy dwiema ptaszczyznami biatkowymi jest poréwnywalna z
tym, co obserwowatam dla wody solwatacyjnej pojedynczego biatka - zaréwno
co do zakresu, jak i kierunku tych zmian. Wigzania wodorowe tworzone przez
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czasteczki wody z pierwszej warstwy solwatacyjnej sa nieco kroétsze i bardziej
wyprostowane (Rys. 5.30, Rys. 5.31, Rys. 5.32).

Rys. 5.31. Rozktad prawdopodobieristwa dla kata Bys W wigzaniu wodorowym dla
wody w pierwszych otoczkach solwatacyjnych dimeru tubulinowego i kinezyny oraz
poza pierwszymi otoczkami solwatacyjnymi po odjeciu prawdopodobienstwa dla
czystej wody dla uktadéw 1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20.

Zmiany te s3 réwniez podobne do zmian zachodzacych w pierwszej
otoczce solwatacyjnej dimeru tubulinowego.
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Rys. 5.32. Rozktad prawdopodobierstwa dla dtugosci wigzania wodorowego Ry dla
wody w pierwszych otoczkach solwatacyjnych dimeru tubulinowego, kinezyny oraz
poza pierwszymi otoczkami solwatacyjnymi po odjeciu prawdopodobieristwa dla
czystej wody dla uktadéw 1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20.

Dla wody poza pierwszg otoczka solwatacyjng nie wida¢ juz réznicy w
rozktadzie dlugos$ci wigzania, natomiast S$redni kat jest tym razem nieco
wiekszy, co nie rézni sie od zachowania obserwowanego przy odlegtosci okoto
0,6 nm - 0,7 nm od powierzchni domeny motorycznej samej kinezyny (Rys.
5.13). Tak jak w przypadku pojedynczego biatka, temu minimalnemu
odksztalceniu towarzyszy bardzo mate zmniejszenie $redniej energii wigzania
(Rys. 5.30). Natomiast znaczne zmniejszenie S$redniej liczby wigzan
wodorowych pomiedzy czasteczkami wody solwatacyjnej $wiadczy raczej o
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geometrycznych ograniczeniach ich tworzenia, nie za$§ o zmianach
strukturalnych, jak to opisywatam w pierwszym podrozdziale.

Rys. 5.33. Rdznicowy rozktad prawdopodobieristwa dla katéw 6 pomiedzy
wigzaniami wodorowymi dla wody w pierwszych otoczkach solwatacyjnych dimeru
tubulinowego, kinezyny oraz poza pierwszymi otoczkami solwatacyjnymi dla
uktadéw 1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20. Promien odciecia dp=0,17
nm.

Réznicowe rozktady katéow 6 (Rys. 5.33), opisujacych geometrie sieci
wigzan wodorowych woda-woda, wskazuja na odksztatcenie tej sieci w
poréwnaniu z woda czysta - wystepuje minimum w okolicy 110°, ktére
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$Swiadczy o mniejszym uporzadkowaniu tetraedrycznym sieci niz jest to
charakterystyczne dla czystej wody.

Podsumowujac: geometria zaréwno pojedynczego wigzania, jak i sieci
wigzan wodorowych woda-woda w warstwie solwatacyjnej zawartej w
obszarze pomiedzy biatkami posiada cechy zblizone do tych obserwowanych
dla wody solwatacyjnej woko6t samej kinezyny (tzn. w nieobecno$ci dimeru
tubulinowego). Jednak aby zanalizowaé problem szerzej, postanowitam
przeprowadzi¢ analize sieci wigzan wodorowych z jeszcze jednego punktu
widzenia, odwotujac sie do koncepcji tak zwanego maksymalnego przepltywu,
stosowanej w teorii grafow.

5.2.4. Warto$¢ maksymalnego przeptywu

Ahmad et al (144) w swej pracy stwierdzili, Ze woda pelni role
czynnika spajajacego dwie powierzchnie biatkowe podczas asocjacji. Wniosek
ten wysnuli na podstawie przedstawienia analizowanego uktadu w postaci grafu
i badajac zmiany maksymalnego przeptywu zachodzace w miare zblizania sie
dwoch biatek. Postanowitam wykorzysta¢ ten pomyst, aby zobaczy¢, czy z takim
zjawiskiem mogtabym mie¢ do czynienia réwniez w przypadku procesu
asocjacji obu jednostek biatkowych: kinezyny i tubuliny. Jednakze nie do konca
akceptowatam proponowang przez tych autoré6w metode obliczen, dlatego
postanowitam jg zmodyfikowa¢ w sposdb opisany w rozdziale po§wieconemu
metodom obliczeniowym.

Czasteczki wody solwatacyjnej pomiedzy biatkami potaczone
wigzaniami wodorowymi przedstawitam w postaci grafu i wykonatam
obliczenia maksymalnego przeptywu od kinezyny do tubuliny, uwzgledniajac
energie wigzan wodorowych. Znalezione warto$ci mozna intuicyjnie
interpretowaé¢ jako miare liczby i ,przepustowosci” drég taczacych
powierzchnie obu biatek i biegnacych po nieprzerwanych tancuchach wigzan
wodorowych. Analogiczne obliczenia przeprowadzitam po wypetnieniu obszaru
woda o strukturze wody czystej (Tabela 5.4).

Odleg%os’c’ [ﬂsolv [ﬂhulk Alﬂ Annup AEus

[nm] [k]/mol]  [k]/mol] [Kk]/mol] [k] /mol]
0,4 1358,0 1133,7 2243 0,727 -0,084
1,2 1058,3 935,1 123,2 0,455 -0,132
2,0 661,9 648,7 13,2 0,249 -0,221

Tabela 5.4. Wartosci maksymalnego przeptywu dla wody solwatacyjnej pomiedzy dimerem tubulinowym
i kinezyng |flsow; Wyniki z poréwnawczej serii oblicze dla wypetnienia wodg czystg (dp=0,17 nm) |f| pui;
réznica pomiedzy maksymalnym przeptywem dla wody solwatacyjnej i wynikami obliczen
poréwnawczych A|f|; Srednia liczba wigzarh wodorowych pomiedzy czasteczkami wody dla catej warstwy
solwatacyjnej pomiedzy biatkami Anus (po odjeciu wartosci uzyskanych po wypetnieniu wodg czystg);
$rednia rdznica AEy pomiedzy energig wigzania wodorowego w wodzie pomiedzy biatkami i czystej.

Analizujac wyniki, widzimy zwiekszanie sie warto$ci maksymalnego
przeptywu w miare zmniejszania sie odlegto$ci pomiedzy biatkami. Gtéwna
przyczyna zauwazalnego wzrostu jest jednak inna niz w przypadku pracy (144).
Tam brane byly pod uwage jedynie czasteczki wody z otoczki przylegajacej do
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asocjujacych ptaszczyzn biatka. W rezultacie, podczas zblizania sie dwoch
ptaszczyzn dochodzito do coraz wiekszego naktadania sie i wspéidzielenia
otoczek solwatacyjnych, czemu oczywi$cie musiato towarzyszy¢ otrzymywanie
wiekszych warto$ci maksymalnego przeptywu. Przedstawione tutaj obliczenia
miaty na celu wyeliminowa¢ bezposredni wptyw tego, ze otoczki solwatacyjne
dwdch powierzchni biatkowych w miare zblizania naktadaja sie na siebie. Z tego
powodu pod uwage brane byly wszystkie czasteczki znajdujace sie w
zdefiniowanym obszarze pomiedzy biatkami, a nie tylko te bezposrednio
przylegajace do obu powierzchni. Takie podejScie wydawato sie bardziej
racjonalne, jezeli chcemy uwazaé¢ warto$¢ maksymalnego przeptywu za
parametr oddajacy stopien posrednictwa wody we wzajemnym oddziatywaniu
pomiedzy biatkami.

W zmianach warto$ci maksymalnego przeptywu powinny by¢ widoczne
cato$ciowe zmiany w sieci wigzan wodorowych, to znaczy zaréwno w energii
tych wigzan jak i w ich liczbie. Jezeli zwr6cimy uwage tylko na wartosci z
kolumny |f]son tabeli powyzej, to na pierwszy rzut oka moze sie wydawa¢, iz
zmiany w tej strukturze pomiedzy trzema uktadami sa znaczne. Jednakze
zapytajmy najpierw, jakg zmienno$¢ tych warto$ci otrzymamy, jezeli poddamy
analizie prostopadtos$cienne, podtuzne pudetko z czysta woda SPC/E. Wewnatrz
niego wybrano ptaskie powierzchnie skltadajace sie z czasteczek wody i
znajdujace sie w réznej odlegtosci od siebie (Rys. 5.34, po prawej). Jak widaé na
zatagczonym rysunku (Rys. 5.34, po lewej), warto$¢ maksymalnego przeptywu,
mierzonego dla wody zawartej pomiedzy tymi powierzchniami, silnie zalezata
od wybranej odlegtosci pomiedzy powierzchniami, zwtaszcza dla odlegtosci
mniejszych.
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Rys. 5.34. Po lewej: Warto$¢ maksymalnego przeptywu w funkcji odlegtosci
pomiedzy ptaszczyznami tworzonymi przez czyst3 wode SPC/E. Po prawej:
Modelem sferycznym przedstawiono ptaszczyzny tworzone przez czasteczki wody,
przypisane do zrddet (S z indeksem od 1 do 11) i ujscia (T). Rysunek wykonany za
pomocg programu PyMOL.

Nie znaczy to naturalnie, Zze struktura wody byta w jakikolwiek sposéb
odmienna w kolejnych przypadkach. Jednak zmiennos$¢ warto$ci przeptywu
staje sie zrozumiala, gdy weZmiemy pod uwage, Ze nieprzerwany tancuch
wigzan wodorowych ma ograniczong dtugos$¢. Zanalizujmy teraz wyniki z
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trzeciej kolumny, ktéra zawiera wartosci maksymalnego przeptywu |f]puik
obliczone z wykorzystaniem czystej wody, ktéra wypetniono przestrzen
pomiedzy biatkami. Jak wida¢, przy wiekszych odlegto$ciach pomiedzy biatkami
réznice z w stosunku do wody solwatacyjnej sa praktycznie nieobecne,
wynoszac jedynie okoto 2 % dla 2,0 nm. Tylko w przypadku najmniejszej
odlegtosci mamy do czynienia z bardziej wyrazng réznica w wartosciach
maksymalnego przeptywu. Dodatkowo, co interesujace, wystepujaca rdéznica
jest dodatnia, czyli wiekszy przeptyw uzyskatam dla wody solwatacyjnej, niz dla
wody czystej. Sugeruje to, ze w przypadku wody solwatacyjnej mamy do
czynienia z nieco bardziej korzystng konfiguracjg sieci wigzan wodorowych niz
jest to w przypadku wody czystej. W §wietle tego wyniku mozna spekulowac o
tym, Ze obecnos$¢ biatek w taki spos6b wptywata na sie¢ wigzan wodorowych,
aby zwiekszy¢ oddziatywanie zachodzace pomiedzy nimi za posrednictwem
wody solwatacyjnej. Cho¢ $rednia energia wigzania wodorowego nieco sie
zmniejszyla, to najwyrazniej rownowazy to z nawigzka wzrost $redniej liczby
wigzan wodorowych pomiedzy czasteczkami wody.

W przypadku kinezyny nie chodzi oczywiscie o trwate jej przylaczenie
sie do mikrotubuli. Szybko po sobie musza nastepowaé procesy asocjacji i
dysocjacji. Z jednej strony mozna postawi¢ hipoteze, ze woda solwatacyjna ma
takie wilasciwosci, ze promuje taczenie sie biatek. Hipoteza taka stataby w
opozycji do hipotezy, ze woda solwatacyjna utatwia oddalenie sie biatek od
siebie. Trzecia mozliwo$¢ jest taka, ze woda solwatacyjna uczestniczy w obu
tych procesach (asocjacji i dysocjacji), ale nie faworyzuje zadnego z nich.
Nastepna uwaga ma charakter czysto spekulatywny. Ot6z jezeli miatabym
wybra¢ pomiedzy twierdzeniem, ze woda solwatacyjna utatwia tgczenie sie
kinezyny i tubuliny a twierdzeniem, ze utatwia ich roziaczenie, to jako bardziej
pozadang z punktu widzenia pracy motoru wskazatabym pierwszg opcje. Dwie
glowy kinezyny potgczone sg krétkimi szyjkami tacznikowymi. Naprezenie
szyjek moze sprzyja¢ odrywaniu glowy tylnej od miejsca wigzacego na
mikrotubuli i oddalaniu sie od niego (poniewaz bedzie to zmniejszato
naprezenie). Ten sprzyjajacy czynnik bedzie natomiast nieobecny w przypadku
zblizania sie do kolejnego miejsca wigzacego. Dlatego pomocniczy udziat wody
w wigzaniu do mikrotubuli mégtby by¢ sprzyjajaca okolicznoscia.

Trzeba w tym miejscu doda¢, ze podane rezultaty dosy¢ znacznie
(bardziej, niz wiele innych) zalezg od przyjetej wartosci promienia odciecia dy
(co nie jest zaskakujace), dlatego nalezy traktowac je z ostroznoscia. Wyniki te
traktuje jako interesujgce rezultaty wstepne, zachecajace aby w przysztosci
pogtebi¢ analize wody solwatacyjnej wykorzystujac te metode.
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5.2.5. WieloSciany Voronoia

Rys. 5.35. Rozktad objetosci, Viuw, komdrek Voronoia przypisanych czgsteczkom
wody zawartej] w pierwszych otoczkach solwatacyjnych dimeru tubulinowego,
kinezyny oraz poza pierwszymi otoczkami solwatacyjnymi dla uktadow
1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20. Rozktad objetosci dla wody czystej
dodany dla poréwnania.

Na objeto$¢ komorki Voronoia jako miernika gesto$ci nalezy patrze¢ z
ostroznoscia, jezeli dotyczy wody w najblizszym sgsiedztwie biatka (z
podobnego powodu, dla ktérego nalezy ostroznie interpretowa¢ wartosci
parametru asferycznosci, co byto dyskutowane w podrozdziale pierwszym), ale
w przypadku analizy czasteczek nie majacych bezposredniej stycznosci z
biatkiem analiza ta jest bardziej wiarygodna. Do zagadnienia uzyteczno$ci

216



5. Whyniki i ich dyskusja

podziatu Voronoia przy pomiarze gesto$ci powrdce jeszcze w tym podrozdziale,
omawiajac zmiany strukturalne prowadzace do zmian gesto$ci wody
solwatacyjnej.

Jak wspomniatam w przegladzie literatury, wiele prac dotyczacych
asocjacji dwoch powierzchni biatkowych wspomina o spadku gesto$ci wody
solwatacyjnej pomiedzy nimi. Rozktady objetosci komérek Voronoia wykonane
dla wody solwatacyjnej znajdujacej sie poza pierwszymi otoczkami
solwatacyjnymi wykluczaja, Ze moglibySmy mie¢ tutaj do czynienia z
jakimkolwiek spadkiem gestosci. Co prawda o spadku gesto$ci moéwi sie
najczesciej w przypadku asocjacji hydrofobowej. W rozwazanym przeze mnie
przypadku z catag pewno$cig nie mamy do czynienia z asocjacjg hydrofobowa. W
przypadku asocjacji hydrofilowej, mozna znalez¢ (mniej liczne) publikacje
mowigce o wzroscie gestosci wody, co zgadzatoby sie catkowicie z moimi
wynikami.

5.2.6. Parametry lokalnego uporzadkowania

Jak byto to juz omawiane w pierwszym podrozdziale, bezwzgledna
warto$¢ liczbowa parametréow uporzadkowania obliczonych dla wody w
warstwie solwatacyjnej nie nadaje sie do bezposredniego interpretowania.
Dlatego ogranicze sie do przedstawienia wartosci otrzymanych po odjeciu
wynikow dla fikcyjej warstwy solwatacyjnej. Wczesniej (Rys. 5.19) okazato sie,
ze parametry Scons 1 Sor Sa powiazane w przyblizeniu zaleznos$cia liniowa
(wspotczynnik korelacji byt réowny 0,96, a wartos¢ wspoéiczynnika
kierunkowego wynosita okoto 3,9). Zalezno$¢ ta zostanie wykorzystana w celu
zgrubnego oszacowania warto$ci parametru charakteryzujacego catkowity
zakres zmian strukturalnych wody solwatacyjnej Asx: Zostanie on obliczony
jako suma:

Astor = AStrq + ASore = ASerq + 3.9 AScony

Odlegto$¢ | Aswa(0,58)  Ascon0,58)  Aswr(0,58)
[nm] [J mol1K-1]  [J molK1]  []J mol1K1]
0.4 2,78 -2,00 -5,02
1.2 1,11 -1,32 -4,04
2.0 0,07 -0,60 -2,27

Tabela 5.5. Wartosci parametréow uporzadkowania dla wody pomiedzy dimerem tubulinowym i kinezyng
dla uktadéw 1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20.

Warto$ci  As;,; sa ujemne, co wskazuje na wiekszy stopien
uporzadkowania wody w warstwie solwatacyjnej pomiedzy biatkami. Parametr
ten obliczony dla catej warstwy solwatacyjnej dla odlegtosci 0,4 i 1,2 nm jest
réwny okoto -5+-4 | mol-1K-1, a dla 2,0 nm jego warto$¢ bezwzgledna jest jeszcze
mniejsza. Poréwnujac te liczby z entropia czystej wody SPC/E (okoto 60 ] mol-
1K1 (65)), okazuje sie, ze Swiadcza one raczej o niezbyt duzych zmianach w
strukturze wody. Dla poréwnania wykonatam tez obliczenia dla wody
solwatacyjnej wierzchniej cze$ci samego dimeru tubulinowego w dwéch
przedziatach odlegtosci (Aneks, Tabela A8). Otrzymatam woéwczas wartosci o
jeszcze mniejszej wartos$ci bezwzgledne;j.
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Rys. 5.36. U gory: Korelacja pomiedzy wspdtczynnikiem dyfuzji Dy, srednig liczba
wigzan wodorowych nyg tworzong przez czasteczki wody i parametrem sco dla
uktadu 1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20. Na dole: Korelacja pomiedzy
wspoétczynnikiem dyfuzji, srednig liczbg wigzan wodorowych tworzong przez
czasteczki wody po odjeciu wartosci uzyskanej da wody czystej Anyg i parametrem
Ascons dla uktadu 1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20. Zakres obliczen
wspotczynnika dyfuzji i Sredniej liczby wigzan wodorowych byt taki sam jak zadany
zakres obliczeri parametréw uporzadkowania, to znaczy obejmowat cata otoczke
solwatacyjng pomiedzy biatkami.

Okazuje sie, ze podobnie jak w przypadku wody solwatacyjnej
pojedynczego biatka (Rys. 5.21), wystepuje takze teraz korelacja pomiedzy
wspotczynnikiem dyfuzji a parametrem scons oraz wspotczynnikiem dyfuzji a
$rednig liczba wigzan wodorowych tworzonych przez jedna czasteczke wody.
Wszystkie parametry obliczylam dla catej wody zawartej w przestrzeni
pomiedzy biatkami. W przypadku wynikéw dla samej kinezyny mozna byto
traktowac te zalezno$¢ jako rezultat wptywu geometrii sasiadujgcej powierzchni
biatka na wartosci obliczonych parametréw. Jednakze teraz trudno moéwic
oczywiscie o tym, aby geometria powierzchni dimeru tubulinowego i spodu
kinezyny znaczgco réznita sie w przypadkach analizowanych tu uktadéw. Tym
niemniej ksztalt przestrzenny badanego obszaru zawierajgcego wode
solwatacyjng zmienia sie z powodu rdéznej odlegtosci kinezyny od tubuliny.
Srednia liczba wigzan wodorowych przypadajacych na jedna czasteczke wody z
oczywistego wzgledu ros$nie wraz ze zwiekszaniem odlegtosci pomiedzy
biatkami, poniewaz wtedy ros$nie tez liczba czasteczek znajdujacych sie w
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obszarze pomiedzy nimi, ale bezposrednio nieprzylegajacych do biatka i
przypominajacych w znacznym stopniu wode czysta. Z tego samego powodu
ro$nie takze wspotczynnik dyfuzji.

Co ciekawe, wspoétzaleznosci pomiedzy wspotczynnikami dyfuzji,
$rednig liczbg wigzan wodorowych i parametrem sc.ns utrzymaty sie nadal po
zastosowaniu roéznicowego parametru lokalnego uporzadkowania Ascons i
wielko$ci Anup (przeciwnie niz miato to miejsce w przypadku pojedynczego
biatka - wtedy korelacja zanikta). Charakter zalezno$ci zmienia sie jednak z
rosnacej na malejaca i odwrotnie. Tym razem najmniejsza warto$¢ Anyp bedzie
wystepowata w przypadku najwiekszej odlegto$ci pomiedzy biatkami, wraz z
najwiekszg wartos$cig Asconr. Najmniejsza warto$¢ Anypg i najwieksza (najmniej
ujemna) warto$¢ As.ns beda wskazywaé na najmniejsze S$rednie zmiany
strukturalne wody solwatacyjnej.

Cho¢ warto$ci parametru As,: s3 ujemne (wskazujac na wieksze
uporzadkowanie wody w warstwie pomiedzy biatkami), to wartoSci Asyq sa
dodatnie. Przy okazji omawiania solwatacji pojedynczej domeny motorycznej
stwierdzitam, ze taki wynik wskazywaé¢ moze na wieksza gestos¢ wody
solwatacyjnej. Dobrze koresponduje to ze zmniejszong objeto$cia komorek
Voronoia dla wody poza pierwszymi otoczkami solwatacyjnymi, ktéra réwniez
moze by¢ interpretowana jako oznaka zwiekszenia gesto$ci.

5.2.7. Model solwatacji makroczasteczek proponujacy
mechanizm zmian gestosci wody solwatacyjnej

Otrzymane przeze mnie wyniki sugeruja, ze zachodza zmiany gestosci
wody w obszarze pomiedzy biatkami, i to nie tylko w pierwszych otoczkach
solwatacyjnych kinezyny i dimeru tubulinowego, ale takze poza pierwszymi
otoczkami. Sktania to do postawienia pytania o przyczyny i mechanizm tych
zmian.

Jak juz wspomniatam w przegladzie literatury, zwiekszenie gestosci
wody pomiedzy asocjujacymi biatkami nie jest zjawiskiem zawsze
obserwowanym, s3 czeste doniesienia o zmniejszaniu sie gestosci lub braku jej
zmian. Takze zakres zmian gesto$ci wody solwatacyjnej pojedynczego biatka
jest sprawg dyskusyjna. Gesto$¢ wody jest podstawowg wielko$cig uzywang do
charakteryzowania wtasciwo$ci fizycznych cieczy. Zmiana gesto$ci wody
solwatacyjnej moze wplywac¢ na zachowanie sie samego biatka oraz na przebieg
procesow przytaczania sie ligandéw czy asocjacji dwéch biatek. Nalezy ponadto
przypuszczaé, ze zmiana gestosci jest rezultatem zmian strukturalnych wody.

Ta sekcja zostanie pos$wiecona proébie wyjasnienia obserwowanych
zmian gesto$ci wody solwatacyjnej (w potaczeniu z dyskusja zmian
strukturalnych w niej zachodzacych), dokonanej w oparciu o specyficzne
wtasciwosci samej wody. Znajdzie sie tu odwotanie do pewnych idei, na ktérych
opiera sie opisany w przegladzie literaturowym model struktury czystej wody
autorstwa Tanaki, ktéry postuluje istnienie w wodzie struktur o duzej i matej
objetosci wiasciwej.

W tym celu powréce do analizy pojedynczej domeny motorycznej,
traktujac ja jako wygodny punkt startu dla moich rozwazan. W jej przypadku
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dysponuje wieloma zdefiniowanymi obszarami na powierzchni biatka, ktére
charakteryzuja sie r6znorodng geometrig i charakterem chemicznym, co bedzie
przydatne dla skonstruowania i przetestowania modelu.

W  toku dalszej analizy zostanie wykorzystana takze czysto
hydrofobowa czasteczka biatka (uktad 1MK]J_0 z wyzerowanymi tadunkami
czastkowymi wszystkich atoméw biatka). Skonstruowana zostata ona w celu
porédwnania, jak na opracowywany model solwatacji wptynie drastyczna zmiana
w oddziatywaniach elektrostatycznych z powierzchniag biatka. Jezeli model ma
opiera¢ sie o wilasciwosci czystej wody, to zasadniczo powinien dac sie
dopasowa¢ do opisu wlasciwosci wody solwatacyjnej wokét réznych
makroczasteczek, niezaleznie od ich charakteru chemicznego.

Ponadto, w procesie analizy rezultatéw symulacji niezwykle przydatna
okazata sie procedura minimalizacji energii zastosowana do kolejnych
konfiguracji uktadu uzyskanych w wyniku zwyktej dynamiki molekularnej. Ten
spos6b postepowania zastosowali na przyktad Appignanesi et al (270) i
Accordino et al (271). Przy okazji dyskusji wynikéw, w pracach
wykorzystujacych te technike odwotywali sie oni réwniez do modelu Tanaki,
twierdzac, ze minimalizacja energii pomaga wyostrzy¢ podziat na struktury o
duzej i matej objetosci. Dzieki przeprowadzeniu minimalizacji energii,
otrzymujemy konfiguracje oczyszczona z fluktuacji termicznych. W ciektej
wodzie, wszystkie czasteczki znajdujg sie w nieustannym ruchu. Jezeli mozna
mowi¢ o obecnos$ci w wodzie pewnych bardziej uporzadkowanych struktur, to
beda one raczej niezbyt trwate i mniej lub bardziej znieksztalcone przez
chwilowe drgania czasteczek. Minimalizacja energii sprowadza uktad do
lokalnego minimum jego energii potencjalnej i pozwoli na analize tej samej
trajektorii z nowego punktu widzenia.

Zasadnos¢ uzycia objetosci komérek Voronoia przy obliczeniach
gestosci wody

Gestos¢ liczbowa definiuje sie jako liczbe czasteczek przypadajacych na
jednostke objetosci. O ile zliczanie liczby czasteczek nie nastrecza trudnosci, to
juz wyznaczenie $redniej objetosci zajetej przez czasteczke wody moze by¢
problematyczne, zwtlaszcza w przypadku uktadéw niejednorodnych. Woda
solwatacyjna jest takim wtasnie ukltadem. Zapewne jedng z przyczyn
rozbieznych doniesienn dotyczacych gestosci wody solwatacyjnej moze by¢ fakt,
Ze pomiar objeto$ci dostepnej czasteczce wody solwatacyjnej nastrecza tak
wiele trudnos$ci. Wydaje sie, Ze jej bezposrednig geometryczng miarg moze by¢
objeto$¢ komoérki Voronoia przypisanej czasteczce wody. Intuicyjnie mozna by
sadzi¢, ze zmniejszenie sie Sredniej objeto$ci komorki nalezy interpretowac jako
wzrost gestosci wody, za$ jej zwiekszenie jako spadek gestosci. Jednakze, jak
zostanie to przedyskutowane ponizej, w wyniku doktadniejszej analizy okazato
sie, ze miara ta niekoniecznie sprawdza sie w przypadku czgsteczek wody
znajdujacych sie w bezposrednim sagsiedztwie czasteczki biatka.

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, w przypadku wody
solwatacyjnej réznych obszaréw na powierzchni kinezyny (oraz wody zawartej
w obszarze pomiedzy dwoma biatkami) obserwujemy nieduze zmniejszenie sie
Sredniej objeto$ci wieloscianu Voronoia. Poréwnajmy teraz te wyniki z
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rezultatami uzyskanymi dla czysto hydrofobowej formy biatka (wyniki liczbowe
mozna znalezé w Aneksie, Tabela A1). Srednie objetoéci komérek Voronoia w
tym przypadku mniej réznig sie od warto$ci charakterystycznej dla czystej
wody, a nawet mogg by¢ odrobine wieksze.

Pozadanym uzupetnieniem tych rezultatéw bytaby informacja o tym,
jak $rodki masy czasteczek wody uktadaja sie w funkcji odlegto$ci od
powierzchni biatka. Przyjrzyjmy sie zatem funkcjom rozkiadu odlegtosci
czasteczek wody od atoméw biatka znajdujacych sie w obszarze obejmujacym
pierwsza warstwe solwatacyjng (0-0,4 nm).

Rys. 5.37. Funkcje rozktadu odlegtosci czasteczek wody solwatacyjnej wybranych
obszaréw na powierzchni kinezyny od atomoéw biatka (u géry uktad 1MKJ, na dole
uktad 1MKJ_0; wyniki uzyskane z trajektorii przed minimalizaja oznaczone jako MD,
wyniki uzyskane z trajektorii poddanej minimalizacji oznaczone jako EM).

Wykres Rys. 5.37 przedstawia te funkcje rozktadu przed i po poddaniu
otrzymane;j trajektorii procedurze minimalizacji energii. Fakt, Ze w przypadku
formy natywnej obserwujemy dwa piki, a w przypadku formy hydrofobowej
tylko jeden, zapewne wynika z tego, ze w przypadku braku akceptoréw i
donoréw wigzan wodorowych na powierzchni bialtka, czasteczki wody nie
orientuja sie z ich powodu atomami wodoru lub tlenu w strone biatka.

Ponadto zauwazy¢ mozna, Ze woda solwatacyjna woko6t formy
hydrofobowej kinezyny odsuwa sie od powierzchni biatka na wieksza odlegtos¢
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niz ma to miejsce w przypadku kinezyny natywnej (wartosci funkcji staja sie
wieksze od zera przy wiekszej warto$ci promienia r). Réznica wynosi kilka
setnych nanometra. Oznacza to, Ze czasteczki wody stabiej przylegaja do
powierzchni hydrofobowej niz ma to miejsce w przypadku formy natywne;j.
Obserwacja ta dobrze pasuje do wspomnianych wiekszych (w poréwnaniu z
forma natywng) objeto$ci komdrek Voronoia dla wody solwatacyjnej wokot
formy hydrofobowe;j.

Ponadto, jak wida¢ na Rys. 5.38, w przypadku formy natywnej srednia
objeto$¢ komorki Voronoia zwieksza sie wraz ze zwiekszaniem sie parametru
yvaw (wieksze wartosci oznaczaja bardziej wypukte fragmenty powierzchni
styku czasteczki biatka i wody), a w przypadku formy hydrofobowej jest
odwrotnie.

Rys. 5.38. Srednia objetos$¢ komérki Voronoia V,qy dla czasteczek wody z pierwszej
otoczki solwatacyjnej wybranych obszaréw na powierzchni kinezyny w funkcji
parametru y,qw (forma natywna 1MKJ — kolor czarny, forma hydrofobowa 1MKJ_0 —
kolor zielony).

Korelacje te mogg oznaczaé, ze warstwa solwatacyjna odsuwa sie od
hydrofobowej powierzchni biatka bardziej w przypadku wklestych fragmentéw
struktury niz w przypadku obszaréw bardziej wypuktych.

Zauwazmy ponadto, ze warto$ci parametru yw dla formy
hydrofobowej sa wieksze niz dla formy natywnej. Odsuniecie czasteczek wody
od powierzchni biatka, a szczegélnie od zaglebien struktury, prowadzi do
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wygtadzenia powierzchni kontaktu pomiedzy biatkiem i woda i w rezultacie do
zwiekszenia wartoS$ci parametru yvaw.

Fakt odsuniecia sie warstwy solwatacyjnej od powierzchni biatka na
wiekszg odlegtos¢ w przypadku formy hydrofobowej niz w przypadku formy
natywnej ma dwie interesujace i wazne konsekwencje. Po pierwsze, ttumaczy,
przynajmniej w czesci, wieksze objetosci komoérek Voronoia wyznaczone dla
wody solwatacyjnej. Pomiedzy woda a biatkiem powstaje pusta przestrzen.
Mowi sie, ze na styku duzej powierzchni hydrofobowej i ciektej wody tworzy sie
warstwa graniczna przypominajgca powierzchnie ciecz-gaz (169,171).
Gdyby$my i tutaj mieli do czynienia z taka sytuacja, to mogltoby to wyjasni¢
zaré6wno wieksze objetosci komdrek Voronoia (ktére oprécz tego sa bardziej
zréznicowane pod wzgledem rozmiaréw - Aneks, Tabela Al), jak i wieksze
wartosci odlegtosci rmin. Po drugie, dzieki lekkiemu odsunieciu, te czasteczki
wody, ktére znajduja sie blisko powierzchni biatka, uzyskuja nieco wieksza
swobode ruchu. Efekt ten najtatwiej dostrzec, analizujac zachowanie sie uktadu
poddanego procedurze minimalizacji energii.

Warto$¢ rmin dla kinezyny hydrofobowej po minimalizacji energii
zwieksza sie, czyli pusta przestrzen pomiedzy woda i biatkiem staje sie jeszcze
bardziej widoczna. Nietrudno jest poda¢ wyjasnienie tego zjawiska. Mianowicie
minimalizacja energii prowadzi do tego, ze czasteczki wody ustawiajg sie
bardziej korzystnie wzgledem siebie (pod wzgledem energii potencjalnej).
Przyczyna tego stanu rzeczy jest to, ze zniknat gtéwny czynnik dezorganizujacy
strukture wody, normalnie zawsze obecny w postaci energii kinetycznej ruchu
czasteczek. Aby osiggna¢ bardziej optymalne wzajemne ustawienie, czgsteczki
wody na ogét bedg musiaty sie odrobine odsuna¢ od powierzchni biatka,
zwlaszcza w przypadku bardziej wklestych obszaréw. Tym samym powiekszy
sie pusta przestrzen pomiedzy biatkiem i wodg, co jest doskonale widoczne na
Rys. 5.37. Przed minimalizacjg przestrzen ta byta czeSciowo penetrowana przez
czasteczki wody, wlasnie dzieki ich energii kinetycznej, ktéra pozwalata na to
pomimo mniej korzystnych oddziatywan jezeli chodzi o energie potencjalna.

Innymi stowy, w przypadku hydratacji powierzchni hydrofobowej
mozemy mie¢ do czynienia z dwoma przeciwstawnymi efektami,
utrudniajacymi analize. Jezeli jej woda solwatacyjna wykazywataby tendencje
do zwiekszania swej gestosci, to efekt ten moégitby by¢ przystaniany z powodu
odsuniecia sie tej warstwy od powierzchni biatka i tym samym stworzenia
warunkéw dla pewnego jej ,rozmycia” przestrzennego. W efekcie koncowym
obserwujemy do$¢ przypadkowe, przynajmniej na pierwszy rzut oka, zmiany,
ktdrych istote mozna dostrzec jedynie analizujgc stan uktadu znajdujacego sie w
lokalnym minimum jego energii potencjalne;j.

Podsumowujac, fakt, ze warstwa solwatacyjna jest bardziej odsunieta
od powierzchni biatka (i ze obserwujemy zwigzane z tym zwiekszenie $redniej
objetosci komoérki Voronoia) niekoniecznie musi oznacza¢, ze woda zawarta w
tej warstwie ma mniejsza gestos$¢. Skoro objetos¢ komorki Voronoia nie jest w
tym przypadku catkowicie miarodajna, nalezy sprébowaé zastosowaé inny
parametr.
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Zmiany w strukturze wody prowadzqce do wzrostu gestosci

Poniewaz zmiana gestosci jest rezultatem zmian strukturalnych, analiza
tych zmian powinna wyjasni¢ ewentualng zmiane gestosci. Jak wspomniatam w
przegladzie literatury, istnieje poglad, ze ciekla wode mozna rozwazac jako
mieszanine struktur o wysokiej gestosci (HDL) i niskiej gestosci (LDL). Jezeli
taki obraz jest prawdziwy, woéwczas mozna by interpretowac zmiany gestosSci
jako przesuniecie rownowagi pomiedzy tymi dwoma rodzajami cieczy. Jednakze
moéwienie o cieczy jako uktadzie sktadajagcym sie z dwoch faz moze byc
kontrowersyjne (113). Przede wszystkim trudno moéwi¢ o ostrej granicy
rozdzielajacej oba stany, dlatego raczej nie ma mozliwosci $cistego rozréznienia
pomiedzy nimi i ustalenia ich zawartosci. Niemniej jednak zaproponowano
(270-272), ze pewng pomoca w osiggnieciu tego celu moga stuzy¢ parametr
tetraedrycznosci lub parametr LSI.

Omoéwiony w przegladzie literaturowym model Tanaki rdwniez
postuluje istnienie dwoéch rodzajow  struktur: nielicznych stabilnych,
uporzadkowanych struktur o niskiej energii i wysokiej objetosci wtasciwej,
otoczonych przez wiele nieuporzadkowanych struktur o wyzszej energii i
mniejszej objetosci wlasciwej (proporcja zawartosci obu rodzajow struktur
okresla¢ powinna gestos$¢ cieczy jako catosci). W modelu tym wida¢ pewne
koncepcyjne podobienistwa do postulowanego wspdtistnienia wody HDL i LDL,
ale nie jest on identyczny z tym podejsciem (111). Pomimo Ze model ten bazuje
na mocno uproszczonej koncepcji Strasslera i Kittela (273), to jednak bardzo
dobrze sprawdzit sie w ttlumaczeniu wielu wyjatkowych wiasciwosci wody.
Swiadczy to na korzy$¢é podstawowej idei lezacej u jego podstaw.

W dyskusji, ktérg przedstawiam ponizej, dotyczacej struktury i gestosci
wody solwatacyjnej, chciatabym zastosowa¢ pewne koncepcje z modelu Tanaki,
cho¢ niekoniecznie sam model w jego dostownej postaci. Wychodze od hipotezy,
ze w wodzie mozemy znalez¢ bardziej uporzadkowane, niskoenergetyczne
uktady, utworzone z czasteczek wody, ktore zajmujg duzg objetos$¢ oraz bardziej
nieuporzadkowane uktady czasteczek o duzej gestosci i wyzszej energii. Te dwa
rodzaje struktur moga wzajemnie w siebie przechodzi¢. Najtrudniejszym
zadaniem wydaje sie znalezienie miary pozwalajacej na okre$lenie ich
wzglednej zawarto$ci w wodzie.

Ponizsze rozwazania po$wiecone s3 prezentacji sposobu rozwigzania
nastepujgcego problemu: jak, w przypadku wody solwatacyjnej biatka,
rozrézni¢ dwa wyzZej opisane rodzaje struktur, charakteryzujace sie
odpowiednio niskim i wysokim stopniem upakowania przestrzennego.
Ostatecznym celem bedzie zbudowanie takiego modelu hydratacji, ktéry w
rezultacie pozwoli na identyfikacje przyczyn powodujacych zmiane wzglednej
zawartos$ci obu rodzajéw struktur.

Zacznijmy rozumowanie od tego, Ze przy wysokiej gestosci, pierwsza
otoczka solwatacyjna czasteczek wody powinna by¢ bardziej zatloczona niz
przy niskiej gestosci. Nalezatoby zatem uzy¢ parametru strukturalnego, w
ktérego warto$ciach obecnos$¢ tej dodatkowej czasteczki (lub czasteczek) bedzie
sie uwidaczniata. Proponuje dwa sposoby rozwigzania tego problemu, przy
czym oba bazuja na analizie funkcji opisujacej rozkiad przestrzenny
najblizszych sasiadéw (tzn. innych czasteczek wody) wokét wybranej losowo
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czasteczki wody. Pierwszym z nich jest analiza jedynie czeSci radialnej tego
rozktadu, co doprowadzito Shiratani’ego i Sasai do zdefiniowania parametru
strukturalnego, znanego w literaturze jako LSI (jest on opisany w rozdziale
dotyczacym metod obliczeniowych). Drugim sposobem jest wziecie pod uwage
czesci katowej rozktadu, co nie jest, o ile mi wiadomo, dotychczas opisane w
literaturze z tego punktu widzenia. Omoéwie po kolei oba te podejscia, wraz z
wnioskami wynikajacymi z ich zastosowania.

Analiza czeSci radialnej funkcji rozktadu woda-woda. Zaproponowano
(270-272), ze Local Structure Index (LSI) moze zosta¢ uzyty jako parametr

stosowany do rozr6znienia pomiedzy strukturami o wysokiej i niskiej gestosci.
Te uwieniczone sukcesem zastosowania parametru LSI sklaniaja do rozwazenia
zastosowania go przy probie zanalizowania zmian gestosci wody solwatacyjne;j.
Niestety, z powodu jego definicji w anizotropowym $rodowisku nie sprawdzi sie
on jako miara bezposrednia. Parametr ten mierzy niejednorodnosci w
rozktadzie odlegtosci czasteczek sasiadujacych z czasteczka centralna.
Pozbawienie czgsteczki wody czesci jej otoczki hydratacyjnej, bedace skutkiem
obecnosci powierzchni biatka w jej sasiedztwie, spowoduje automatycznie
istotne zmiany w warto$ciach parametru LSI. Z tej przyczyny, do opisu
wtlasciwosci wody solwatacyjnej biatka zamierzam uzy¢ opisanej juz wyzej
metody histogramoéw réznicowych.

Analize zaczniemy od przestudiowania histogramu rozktadu wartosci
LSI dla czystej wody SPC/E (Rys. 5.39). Jak wida¢ na rysunku, jezeli liczba
czasteczek w pierwszej warstwie solwatacyjnej zaczyna przekraczaé cztery,
prowadzi to do zmniejszania sie warto$ci parametru LSI wraz ze zwiekszaniem
sie liczby najblizszych sasiaddw.
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Rys. 5.39. Rozktad wartosci parametru LS| dla czystej wody SPC/E. U gory:
histogramy wyznaczone osobno dla zmiennej liczby sasiadéw w pierwszej otoczce
solwatacyjnej czasteczki wody, dla ktérej liczymy LSI. W S$rodku: histogramy
wyznaczone osobno dla zmiennej liczby sasiaddbw w pierwszej otoczce
solwatacyjnej czasteczki wody, dla ktérej liczymy LSI, znormalizowane do
jednakowego pola (linie dla réznej liczby sasiadéw oznaczone sg réznymi kolorami,
opisanymi na wykresie). Na dole: histogramy wyznaczone dla czasteczek
tworzacych doktadnie cztery wigzania wodorowe z podziatem na rdéine wartosci
stopnia tetraedrycznosci g; tego uktadu. Wyniki uzyskane z trajektorii przed
minimalizacja oznaczone jako MD, wyniki uzyskane z trajektorii poddanej
minimalizacji oznaczone jako EM.

Obserwowany wzrost warto$ci histogramu dla LSI < 103 nm? oraz
obnizanie sie warto$ci dla LSI > 1,510-3 nm2? moga by¢ zinterpretowane w
konteks$cie wynikéw opisanych w pracach Appignanesi'ego et al. (270) i
Accordino et al. (271). Stwierdzili oni, Ze tym czasteczkom, ktérych najblizsze
otoczenie jest nieustrukturyzowane i charakteryzuje sie wysoka lokalng
gestos$cia, odpowiadajg mate warto$ci LSI, natomiast tym, ktérych otoczenie jest
dobrze ustrukturyzowane i charakteryzuje sie niska lokalng gestoscia,
odpowiadaja duze warto$ci LSI.

Cytowani autorzy zaobserwowali bimodalny rozktad wartosci LSI i
zaproponowali, na podstawie wyznaczonej zaleznosci temperaturowej warto$ci
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parametru LSI, zeby uzy¢ jego wartoSci réwnej 1,4:103 nm? jako
rozgraniczajacej pomiedzy czasteczkami znajdujacymi sie w nisko i wysoko
uporzadkowanym otoczeniu. Chociaz w tym przypadku wskazanie tej wartos$ci
miato swoje uzasadnienie, to zaktadanie istnienia ostrej granicy oddzielajacej
omawiane dwa stany wydaje sie nierealistyczne, szczegélnie w przypadku wody
w temperaturze pokojowej. Na przyktad Shiratani i Sasai (106) wyroéznili trzy
stany: nieustrukturyzowany, umiarkowanie ustrukturyzowany i wysoce
ustrukturyzowany.

Zatozenie o istnieniu uporzadkowanych struktur o duzej objetosci
wlasciwej jest waznym elementem modelu wody ciektej zaproponowanego
przez Tanake. Jednak ani LSI ani parametru tetraedrycznos$ci nie mozna uzy¢
bezposrednio do zidentyfikowania struktur Tanaki. Tym niemniej mozna
rozsadnie zatozy¢, Zze otoczenie czasteczki wchodzacej w  sktad
wysokoobjeto$ciowej struktury Tanaki jest tetraedryczne. Zeby sprawdzié, jak
w przypadku czystej wody zmieniajg sie warto$ci parametru LSI wraz ze zmiana
tetraedrycznosci, zidentyfikowane zostaty czgsteczki wody tworzace doktadnie
cztery wigzania wodorowe. Dla takiego wuktadu zostata obliczona
tetraedryczno$¢ (116) oraz warto$¢ parametru LSI dla centralnej czasteczki
wody. Dzieki temu mozna byto wyznaczy¢ histogramy rozktadu wartosci LSI
osobno dla uktadu czterech wiagzan réznigcych sie warto$ciami tetraedrycznos$ci
(Rys. 5.39, na dole). Analiza tych histograméw w konteks$cie wcze$niejszych
rozwazan prowadzi do wniosku, ze wysoki stopien uporzadkowania
tetraedrycznego  partneré6w  tworzacych  wigzanie  wodorowe  jest
powszechniejszy wtedy, gdy lokalna gesto$¢ wody jest nizsza.
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Rys. 5.40. Histogramy rdznicowe rozktadu wartosci LS| dla pierwszej otoczki
solwatacyjnej wybranych obszaréw na powierzchni kinezyny (u géry uktad 1MKJ, na
dole uktad 1MKJ_O; wyniki uzyskane z trajektorii przed minimalizacja oznaczone
jako MD, wyniki uzyskane z trajektorii poddanej minimalizacji oznaczone jako EM).
Wewnetrzne wykresy przedstawiajg rozktady uzyskane dla wody solwatacyjnej
przed odejmowaniem oraz rozktady dla wody czystej.

Analizujac wykresy roéznicowe dla wody solwatacyjnej (Rys. 5.40)
mozna zauwazy¢, ze zwiekszyta sie liczba czasteczek, dla ktérych warto$¢ LSI
jest mata. (ponizej 10-3 nm?), co moze wskazywac na jej wieksza gestosc¢.

Analiza czeSci katowej funkcji rozktadu woda-woda. Wysoki stopien
uporzadkowania tetraedrycznego otoczenia danej czgsteczki wody oznacza

réwnocze$nie niskg gesto$¢ przestrzennego upakowania tych czasteczek.
Wzrost tej gestosci moze sie odby¢ poprzez wtargniecie dodatkowej czasteczki
w obszar pierwszej otoczki solwatacyjnej. Ze wzgledu na geometrie tetraedru,
mozna wyszczegdlni¢ pewne preferowane kierunki zblizania sie nadmiarowej
czasteczki do centrum tetraedru (Rys. 5.41). Jednym z nich bedzie $rodek
krawedzi tetraedru, a drugim $rodek powierzchni bocznej tetraedru. Jezeli
zmierzymy katy pomiedzy wektorami lgczacymi czasteczke centralng z
czasteczka zblizajaca sie i czasteczke centralng z czasteczka ulokowang na
wierzchotku tetraedru (najblizsza czasteczce zblizajacej sie), to owe dwie
sytuacje beda odpowiadaty katom réwnym odpowiednio 54° i 71°. Obecno$¢
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dodatkowej czasteczki moze nie by¢ widoczna na omawianym wczes$niej
rozktadzie katéw 6 (poniewaz jest mozliwe, Ze nie bedzie ona speiniata
kryterium wigzania wodorowego). Dlatego przygotowany zostat rozktad katow
a, ktére mierzono pomiedzy wektorami tgczacymi czasteczke centralng ze
wszystkimi czasteczkami znajdujacymi sie w jej pierwszej otoczce solwatacyjnej
(do odlegtosci 0,33 nm). Zgodnie z przedstawiong argumentacjg, nalezy sie
spodziewaé, ze wraz ze wzrostem liczby s3gsiadéw wzrasta¢ tez bedzie
prawdopodobienstwo wystapienia katéw o wartos$ciach zblizonych do 54° 1 71°.
Oznacza to, ze opisywany histogram rozkiladu katéw a zawiera informacje
zaré6wno o stopniu zattoczenia najblizszego otoczenia czasteczki wody, jak i o
stopniu lokalnego uporzadkowania tetraedrycznego tego otoczenia.

Rys. 5.41. W przypadku konfiguracji tetraedrycznej, preferowane kierunki, z
ktérych moze zblizac sie dodatkowa czasteczka to kierunki wyznaczone przez prostg
faczacy czasteczke centralng ze Srodkiem krawedzi tetraedru i Srodkiem Sciany
tetraedru.

Analizujac rozktady katéw o dla czystej wody wykonane osobno dla
réznej liczby czasteczek znajdujacych sie w pierwszej otoczce sowatacyjnej
(Rys. 5.42) otrzymujemy potwierdzenie tezy, ze przy wzroscie liczby sasiadow,
faktycznie ro$nie znaczaco wysoko$¢ piku przy piecdziesieciu kilku stopniach.
Zatem obecno$¢ tego piku moze by¢ uzyta jako wskaznik podwyzszonej lokalnej
gestosci. Pik przy 71° jest niestety duzo stabiej wyodrebniony, poniewaz jest on
ukryty pod szerokim pasmem opisujacym rozktad katéw tetraedrycznych.
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Rys. 5.42. Rozktad wartosci kata a w czystej wodzie SPC/E. U gory: Histogramy
sporzadzone osobno dla réznej liczby sasiadéw w pierwszej otoczce solwatacyjnej.
Na dole: Histogramy sporzgdzone osobno dla réznej liczby sgsiadéw w pierwszej
otoczce solwatacyjnej i znormalizowane do jednakowego pola (linie dla réznej
liczby sasiadéw oznaczone s réznymi kolorami, opisanymi na wykresie). Wyniki
uzyskane z trajektorii przed minimalizacjg oznaczone jako MD, wyniki uzyskane z
trajektorii poddanej minimalizacji oznaczone jako EM.

Jesli przedstawione rozumowanie jest stuszne, to wzrost gestosci wody
spowodowany wzrostem ci$nienia powinien generowa¢ zmiany na histogramie
katéw a analogiczne do tych opisanych powyzej, spowodowanych wzrostem
liczby sasiadéw. Aby to sprawdzi¢, wykonane zostaty réwniez obliczenia dla
wody SPC/E pod rdéznymi cisnieniami (od 1 bara do 5 kilobaréw).
Zwiekszonemu ci$nieniu, ktére prowadzi do wzrostu gestosci (oméwionemu
wczesniej przy okazji widm mocy), towarzyszylty zaré6wno zmiany w rozktadzie
wartosci LSI jak i wzrost wartoSci histogramoéw katéw a w okolicach 54° i 71°
(Rys. 5.43), podobne do tych obserwowanych w warstwie solwatacyjnej (Rys.
5.40, Rys. 5.44).
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Rys. 5.43. Rozktad katéw a i wartosci LSI dla wody SPC/E pod réznymi ci$nieniami
(od 1 bara do 5 kilobarow).

Podobnie jak poprzednio i z tych samych przyczyn, analize zachowania
sie wody w warstwie solwatacyjnej takze prowadze w oparciu o histogramy
réznicowe. W przypadku wody solwatacyjnej formy natywnej kinezyny, na
histogramach réznicowych (Rys. 5.44) wyraznie rzuca sie w oczy fakt, ze
zmniejszylo sie uporzadkowanie tetraedryczne (widoczne minimum przy
warto$ciach katow w okolicach 100°). Ponadto w przypadku wielu warstw
solwatacyjnych obserwujemy wzrost warto$ci histogramu dla katéw 54° i 71°.
Wzrost ten po minimalizacji energii uktadu staje sie duzo bardziej wyrazny i jest
widoczny dla pierwszej warstwy solwatacyjnej kazdego z obszar6w na
powierzchni kinezyny. W §wietle rozumowania przedstawionego w poprzednim
akapicie, taki przebieg histograméw réznicowych $wiadczy o tym, ze w
poréwnaniu z woda czysta, w przypadku wody solwatacyjnej wieksza liczba
czasteczek wody wchodzi do pierwszej otoczki solwatacyjnej czasteczki
centralnej. Bedzie to przyczyna zaburzenia tetraedrycznego uporzadkowania
czasteczek oraz wskazuje na wzrost gesto$ci wody solwatacyjnej bedacy,
zgodnie z przedstawiong argumentacja, rezultatem zmniejszenia sie iloSci
uporzadkowanych, wysokoobjetosciowych struktur.
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Rys. 5.44. Réinicowy histogram rozktadu wartosci kata a dla pierwszej otoczki
solwatacyjnej wybranych obszaréw na powierzchni kinezyny (u géry uktad 1MKJ, na
dole uktad 1MKJ_O; wyniki uzyskane z trajektorii przed minimalizacja oznaczone
jako MD, wyniki uzyskane z trajektorii poddanej minimalizacji oznaczone jako EM).
Wewnetrzne wykresy przedstawiajg rozktady uzyskane dla wody solwatacyjnej
przed odejmowaniem oraz rozktady dla wody czystej.

Odmiennie niz dla formy natywnej wyglada histogram réznicowy katow
a wyznaczony w przypadku formy hydrofobowej. Analiza tego histogramu
wyznaczonego przed minimalizacjg energii moze sugerowal, Ze zamiast z
podwyzszeniem gestosci, mozemy mie¢ do czynienia z jej obnizeniem, poniewaz
wykres przebiega zupelnie inaczej niz ten otrzymany dla formy natywnej (w
okolicach 54° i 71° wystepuja minima). Jednakze po minimalizacji otrzymujemy
jakosciowo bardzo podobny obraz do tego obserwowanego dla wody
solwatacyjnej formy natywnej. Jako wyjasnienie mozna znowu przywotac
istnienie wolnej przestrzeni pomiedzy woda i biatkiem, powtarzajac
argumentacje przedstawiona w sekcji poswieconej omoéwieniu zasadnosci
uzycia metody komoérek Voronoi'a i funkcji rozktadu odlegtosci
przedstawionych na Rys. 5.37. Obszar ten podczas dynamiki molekularnej jest
czesciowo dostepny dla czgsteczek wody, natomiast po minimalizacji staje sie
obszarem zabronionym - czasteczki wody odsuwaja sie nieco od biatka i
zblizajg do innych czasteczek wody.
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Przypomne w tym miejscu o wynikach obliczen wspétczynnikéw
dyfuzji dla formy hydrofobowej biatka (Rys. 5.7). Warstwa solwatacyjna jest
luZzniej z nig zwigzana i nieco rozmyta tuz na powierzchni styku. Moze to
ttumaczy¢ mniejsza zalezno$¢ wspétczynnikéw dyfuzji od parametru
charakteryzujacego ksztalt powierzchni. Ponadto wyjasnia takze wieksze
wartosci tych wspoétczynnikéw w poréwnaniu z bardziej $cisle przylegajaca
warstwg solwatacyjng formy natywnej, jako ze pomiedzy woda a biatkiem
znajduje sie dodatkowa przestrzen, do ktérej moga przesunal sie czasteczki
wody, jezeli energia kinetyczna im na to pozwoli. W przypadku formy natywnej
woda solwatacyjna bardziej Sci$le przylega do powierzchni biatka, przez co
sasiadujace czasteczki wody od razu natrafiaja na ,$ciane” ograniczajacy ich
swobode ruchu (pomijajac spowalniajacy ~ wptyw  oddzialywan
elektrostatycznych z biatkiem).

Przebieg histogramu réznicowego sktania do préby wykorzystania go w
celu ilo$ciowej oceny zmian gestosci. Jest jednak pewna trudnos¢: co prawda pik
w okolicach 54° jest dobrze oddzielony od pozostatej czesci histogramu, ale pik
w okolicach 71° naktada sie na reszte histogramu, co moze utrudniaé¢ jego
uzycie. Niemniej jednak, nawet obliczenie warto$ci catki z réznicowego
rozktadu katéw a jedynie w granicach 45°-58° powinno dostarczy¢ choc
czes$ciowej informacji co do przyrostu liczby struktur o zaburzonej geometrii i
wysokiej gestoSci.

MD EM
. 120} :
0.40 . r=-0.59 °% o r=-0.68

I (o €{45°;58"))

0.80 1.00 1.20 1.40
Yodw Yoaw

L | L !
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Rys. 5.45. Wartosci catek oznaczonych, okreslajacych pole obszaru zawartego pod
wykresem réznicowym dla katéw a formy natywnej 1MKJ w przedziale 45°-58°, w
funkcji parametru p,aw. Wyniki uzyskane z trajektorii przed minimalizacjg oznaczone
jako MD, wyniki uzyskane z trajektorii poddanej minimalizacji oznaczone jako EM.

Wczesniej zaobserwowaliSmy wspdtzaleznos¢ pomiedzy objetoscig
komoérki Voronoia i parametrem opisujagcym ksztatt powierzchni kontaktu
pomiedzy biatkiem i woda (Rys. 5.38). Przy (niekoniecznie prawdziwym)
zalozeniu, Ze objeto$¢ komdrki Voronoia moze w tym przypadku stuzy¢ za
miare gestosci wody, z zaleznosci tej wynikatoby, ze gesto$¢ wody solwatacyjnej
jest wieksza przy wklestych czesciach biatka, a mniejsza (bardziej zblizona do
gestosci wody czystej) przy wypuktych czesciach biatka. Istnienie tego typu
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zalezno$ci zgadzatoby sie z rezultatami opublikowanymi przez Merzela i Smitha
(217). Idac dalej, skoro warto$¢ catki z réznicowego rozktadu katow a w
proponowanym zakresie (45°-58°) ma w zamierzeniu by¢ miarg wzrostu
gestosSci wody w danej otoczce solwatacyjnej, to powinniSmy oczekiwac
wspélzaleznosci pomiedzy jej wartoscia a parametrem y,aw. Wspotczynnik
korelacji powinien mie¢ przeciwny znak niz byto to w przypadku korelacji
pomiedzy objeto$cia komoérki Voronoia i parametrem y,qw, poniewaz wieksza
warto$¢ catki oznacza wieksza gestosé, zas wieksza objetos¢ komorki Voronoia
moze oznacza¢ mniejsza gesto$¢. Nalezy ponadto pamietaé, ze wspoétczynnik
korelacji moze mie¢ mniejsza warto$¢ z powodu przyblizonego charakteru
obliczen zmian ilo$ci nieuporzadkowanych struktur (catkowanie w
ograniczonym przedziale katéw pozwala wychwyci¢ tylko niektére z réznych
ich rodzajéw). Jak wida¢ (Rys. 5.45), pewna wspdizaleznos¢ pomiedzy
warto$cig catki i parametrem y.w faktycznie istnieje, cho¢ - zgodnie z
przewidywaniami - wspotczynnik korelacji nie jest bardzo duzy.

Warto zwroci¢ uwage na jeszcze jeden, dos¢ istotny aspekt zagadnienia.
Do tej pory analiza koncentrowata sie raczej na charakterystyce geometrycznej,
ale nie wiemy wiele o energii oddziatywan pomiedzy czgsteczkami tworzacymi
struktury o roéznej geometrii. Tymczasem model Tanaki przewiduje, ze
wysokoobjetosciowe struktury sg jednoczes$nie niskoenergetyczne. Co prawda,
jak juz wspomniatam, uzyte metody obliczen nie daja podstaw do
jednoznacznego utozsamienia dyskutowanych tu struktur tetraedrycznych z
uporzadkowanymi strukturami z modelu Tanaki, jednak dobrze bytoby
sprawdzi¢, jaka energia charakteryzujg sie omawiane przeze mnie struktury.
Datoby to mocniejszg podstawe dla proby czesciowej ich identyfikacji ze
strukturami Tanaki o niskiej gestosci. Obliczenia, ktére moga da¢ nam pewne
wskazéwki na ten temat, przeprowadzone zostaty jedynie dla czystej wody;
niestety, nie da sie identycznych obliczen zrealizowa¢ w odniesieniu do wody
solwatacyjnej (znéw pojawia sie problem asymetrii Srodowiska). Pomyst
takiego sprawdzenia zasadzat sie na wyborze, przy uzyciu kryterium
uporzadkowania, okreSlonej grupy czasteczek wody oraz obliczeniu
przyblizonej energii potencjalnej tej grupy. Tak wiec wzieto pod uwage tylko te
czasteczki wody, ktore tworza doktadnie cztery wigzania wodorowe z innymi je
otaczajacymi. W takim przypadku catkowita liczba sasiadujacych czasteczek
wody w pierwszej otoczce solwatacyjnej (do 0,33 nm) moze by¢ réwna liczbie
partneréw tworzacych wigzania wodorowe (tzn. 4), ale moze tez by¢ wieksza,
przy czym pozostate, ,nadmiarowe” czasteczki nie spetniaja kryterium wigzania
wodorowego, cho¢ znajduja sie w najblizszym sasiedztwie czastki centralnej
(patrz definicja wigzania wodorowego opisana w rozdziale 4.4). Znalaztszy takie
grupy, obliczono dla nich parametr tetraedrycznosci g; $Srednig energie wigzania
wodorowego w grupie Eyp oraz catkowita (sumaryczng, tzn. elektrostatyczng i
van der Waalsa) energie oddzialywan pomiedzy wszystkimi czasteczkami
tworzacymi grupe, ktéra to warto$¢ zostata nastepnie podzielona przez liczbe
czasteczek w grupie dla otrzymania wartosci Egrupa.
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Rys. 5.46. Wyniki analizy energii oddziatywan dla tych czasteczek czystej wody,
ktére tworzg doktadnie cztery wigzania wodorowe. U géry: Tréjwymiarowe
rozktady prawdopodobieristwa wystgpienia okreslonej energii oddziatywan Egpa
przy zmiennej wartosci parametru tetraedrycznosci g. Na dole: Wspdtzmiennosé
energii Egrupq | Eng Wraz z wartoscig parametru tetraedrycznosci g;. Wyniki uzyskane
z trajektorii przed minimalizacjg oznaczone jako MD, wyniki uzyskane z trajektorii
poddanej minimalizacji oznaczone jako EM.

Zaréwno energia pojedynczego wigzania wodorowego, Eyp jak i
przypadajaca na jedng czasteczke $rednia energia oddzialtywan pomiedzy
czasteczkami w grupie, Egnpe, Trosng rosng wraz ze wzrostem stopnia
uporzadkowania tetraedrycznego, qi. Wobec tego nalezy stwierdzi¢, ze
wprowadzenie dodatkowej czasteczki powoduje zaréwno obniZenie $redniej
energii wigzania wodorowego, jak i Sredniej energii stabilizujacej caty uktad
(rozumianej tu w sposéb bardzo przyblizony, jako warto$¢ Egrupa)-

Podane tu wnioski moga znaleZ¢ potwierdzenie w literaturze. Na
przyktad Matysiak et al (274) stwierdzili, Ze w przypadku, gdy wystepuje
nadmiar sasiadujacych czasteczek wody, wédwczas bardziej prawdopodobne
jest, Ze bedziemy mieli do czynienia ze stabszymi wigzaniami wodorowymi.
Wskazali réwniez na to, Ze wprowadzenie do pierwszej otoczki hydratacyjnej
nadmiarowej czasteczki wody moze doprowadzi¢ do zaburzenia lub zerwania
istniejacego wigzania. Do tych obserwacji dobrze tez pasujg wyniki Reiteri’ego
et al. (275), dostarczajac informacji o dynamicznym charakterze struktur
obecnych w cieczy. Wedtug nich, czasteczki wody, ktére tworza dtugozyjace
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konfiguracje, charakteryzujg sie tym, ze Srednio ich najblizsze otoczenie jest o
okoto 9% mniej geste.

Mozna wiec stwierdzi¢, Ze wigzania wodorowe s3 czynnikiem
stabilizujacym uporzadkowane struktury o wysokiej objetosci, ktérych
powstawanie prowadzi do spadku energii ukladu i ktére dziataja
przeciwstawnie do tendencji tworzenia struktur nieuporzadkowanych o
wiekszej gestosci, ktérych powstawanie prowadzi do wzrostu entropii. Zdolnos$¢
do tworzenia wigzan wodorowych uwaza sie za kluczowy czynnik decydujacy o
wyjatkowych wtasciwosciach wody. Dlatego warto tez sprawdzié, jak
minimalizacja energii wptyneta na ich geometrie.

Rys. 5.47. Srednia liczba wigzarh wodorowych nus pomiedzy czasteczkami wody
solwatacyjnej w kolejnych przedziatach odlegtosci od biatka oraz dla czystej wody
(czarna linia ciggta). Dwa pierwsze wykresy od lewej: uktad 1MKJ; dwa pierwsze
wykresy od prawej: uktad 1MKJ_0. Wyniki uzyskane 1z trajektorii przed
minimalizacjg oznaczone jako MD, wyniki uzyskane z trajektorii poddanej
minimalizacji oznaczone jako EM.
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Widzimy (Rys. 5.47), Ze $rednia liczba wigzann wodorowych pomiedzy
czasteczkami wody jest na ogét wieksza wokét formy hydrofobowej niz w
sasiedztwie formy natywnej biatka. Prawdopodobnie najwazniejsza, oczywista
przyczyng tej roznicy jest mozliwo$¢ (lub jej brak) tworzenia wiagzan
wodorowych z powierzchnig biatka. Zdecydowane zwiekszenie sie liczby
wigzan wodorowych w warstwie solwatacyjnej po zminimalizowaniu trajektorii
potwierdza wcze$niejsze przypuszczenia dotyczace odsuwania sie czasteczek
wody od powierzchni hydrofobowej i przysuwania ich ku sgsiadujacym
czasteczkom wody w celu zoptymalizowania oddzialywann woda-woda, ktére
zachodzi wskutek minimalizacji.

Rys. 5.48. Sredni kat wigzania wodorowego Bns wody solwatacyjnej w kolejnych
przedziatach odlegtosci od biatka oraz dla czystej wody (czarna linia ciggta). Dwa
pierwsze wykresy od lewej: uktad 1MKJ; dwa pierwsze wykresy od prawej: uktad
1MKJ_0. Wyniki uzyskane z trajektorii przed minimalizacjg oznaczone jako MD,
wyniki uzyskane z trajektorii poddanej minimalizacji oznaczone jako EM.

Ponadto $redni kat wigzania wodorowego (Rys. 5.48) (oraz $rednia
odlegto$¢ pomiedzy atomami wodoru i tlenu zaangazowanymi w wigzanie) w
wyniku minimalizacji wyrazZnie sie zmniejszaja, co bardzo dobrze koresponduje
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z faktem, ze jednocze$nie nastepuje wzrost S$redniej energii wigzan
wodorowych (Rys. 5.49). Zauwazmy jednak, ze cho¢ $redni kat wigzania po
minimalizacji wody solwatacyjnej czasteczki hydrofobowej ulegt zmniejszeniu,
to jednak wyraznie zwiekszyta sie réznica pomiedzy warto$ciami tego kata tuz
przy powierzchni biatka i w oddaleniu od niej. [lustruje to, Ze czasteczki prébuja
podja¢ nietatwe wyzwanie, jakim jest utworzenie mozliwie wielu wigzan
wodorowych przy powierzchni biatka, nawet kosztem pewnego ich
zdeformowania (w wiekszo$ci przypadkéw jest to mniej niz 1° rdéznicy w
stosunku do warto$ci obserwowanej dla wody znajdujacej sie w oddaleniu od
powierzchni biatka). Zdeformowaniu towarzyszy niewielkie wydtuzenie
wigzania (Rys. 5.50).

+8,0 +8,0
+8,0 +8,0
+8,0 +8,0
+8,0 +8,0
+8,0 +8,0

Rys. 5.49. Srednia energia wigzania wodorowego Ez; wody solwatacyjnej w
kolejnych przedziatach odlegtosci od biatka oraz dla czystej wody (czarna linia
ciggta). Dwa pierwsze wykresy od lewej: uktad 1MKJ; dwa pierwsze wykresy od
prawej: uktad 1MKJ_0. Wyniki uzyskane z trajektorii przed minimalizaja oznaczone
jako MD, wyniki uzyskane z trajektorii poddanej minimalizacji oznaczone jako EM.

W przeciwienistwie do formy natywnej, wigzania wodorowe wody
solwatacyjnej formy hydrofobowej $rednio byty nieco dtuzsze i bardziej
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zakrzywione niz wigzania wody czystej juz przed minimalizacja, ktéra pogtebita
te réznice.

Zaréwno S$redni kat wigzania jak i jego dlugos¢ zmieniajg sie w
doktadnie przeciwny sposéb w otoczce sowatacyjnej kinezyny hydrofobowej i
formy natywnej w przypadku zwyktej dynamiki molekularnej. Tymczasem po
minimalizacji energii zmiany zaczynaja by¢ jakoSciowo podobne.

Rys. 5.50. Rozktad prawdopodobieristwa dla odlegtosci tlen - woddr (Rus) w
wigzaniu wodorowym w pierwszej warstwie solwatacyjnej po odjeciu
prawdopodobieristwa dla czystej wody (u goéry uktad 1MKJ, na dole uktad 1MKJ_0;
wyniki uzyskane z trajektorii przed minimalizacja oznaczone jako MD, wyniki
uzyskane z trajektorii poddanej minimalizacji oznaczone jako EM). Wewnetrzne
wykresy przedstawiajg rozktady uzyskane dla wody solwatacyjnej przed
odejmowaniem oraz rozktady dla wody czystej.
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Rys. 5.51. Rozktad prawdopodobienstwa dla kata 843 w wigzaniu wodorowym w
pierwszej warstwie solwatacyjnej po odjeciu prawdopodobieristwa dla czystej
wody (u géry uktad 1MKJ, na dole uktad 1MKJ_O; wyniki uzyskane z trajektorii przed
minimalizacja oznaczone jako MD, wyniki uzyskane z trajektorii poddanej
minimalizacji oznaczone jako EM). Wewnetrzne wykresy przedstawiajg rozktady
uzyskane dla wody solwatacyjnej przed odejmowaniem oraz rozktady dla wody
czyste;j.
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Rys. 5.52. Wykres rdznicowy dla rozktadu prawdopodobieristwa dla kata 6
pomiedzy wigzaniami wodorowymi w pierwszej warstwie solwatacyjnej oraz dla
czystej wody (u géry uktad 1MKJ, na dole uktad 1MKJ_0; wyniki uzyskane z
trajektorii przed minimalizacjg oznaczone jako MD, wyniki uzyskane z trajektorii
poddanej minimalizacji oznaczone jako EM). Wewnetrzne wykresy przedstawiaja
rozktady uzyskane dla wody solwatacyjnej przed odejmowaniem oraz rozktady dla
wody czystej.

Przedstawione dotychczas rozwazania stanowia podstawe dla
ostatecznego sformutowania modelu solwatacji makroczasteczek. Argumentacja
jest nastepujaca.

Punktem wyjscia jest zauwazenie, ze sie¢ wigzan wodorowych wody
solwatacyjnej jest mniej tetraedryczna niz wody czystej. Wykres powyzej (Rys.
5.52) przedstawia wyniki obliczen rozktadéw katéw 6 przed i po minimalizacji.
Mozna wskaza¢ przynajmniej dwa czynniki mogace leze¢ u podioza tej
deformacji. Pierwszym z nich bedzie préba dopasowania sieci wigzan do
powierzchni biatka, wymuszona przez ci$nienie zewnetrzne (caly uktad
znajduje sie pod ciSnieniem atmosferycznym, ktére dociska wode do
powierzchni biatka; gdyby ci$nienie zewnetrzne bylo réwne zeru, woda
zamienitaby sie w pare). Powinno to doprowadzi¢ do znieksztatcenia sieci, by¢
moze za wyjatkiem rzadko spotykanych sytuacji, kiedy powierzchnia biatka
(wraz z donorami i akceptorami wigzan wodorowych) jest doskonale
dopasowana do geometrii sieci wigzan wodorowych woda-woda. Stopien
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znieksztatcenia tej sieci powinien zaleze¢ od lokalnej geometrii powierzchni.
Drugim czynnikiem bedzie oddziatywanie czasteczek wody z powierzchnig
biatka sitami elektrostatycznymi, co moze modyfikowa¢ wzajemng ich
orientacje i pogtebia¢ zmiany spowodowane przez czynnik pierwszy. Na czynnik
elektrostatyczny i jego role we wzro$cie gestosci wody solwatacyjnej wskazali
Merzel i Smith (217). Oczekiwa¢ mozna ponadto, ze w rezultacie dziatania obu
tych czynnikéw tacznie (to znaczy wptywu oddzialywan elektrostatycznych i
dopasowywania sie wody do ksztattu biatka), dojdzie do dosy¢ Scistego
przylegania wody solwatacyjnej do powierzchni biatka, co faktycznie
obserwujemy w przypadku formy natywnej.

Fakt deformacji sieci wigzan wodorowych w stosunku do wody czystej
moze mie¢ podstawowe znaczenie dla zwiekszenia gesto$ci wody solwatacyjne;j.
Deformacja sieci oznacza, Ze obnizona jest stabilno$¢ bardziej
uporzadkowanych struktur (omoéwione wyzej wyniki dla czystej wody
wskazuja, ze =ze spadkiem tetraedrycznosci ukitadu czterech wigzan
wodorowych zmniejsza sie warto$¢ bezwzgledna energii potencjalnej
wzajemnych oddzialywan w grupie czasteczek, czyli zmniejsza sie stabilno$é
catej grupy). W efekcie moga one zosta¢ tatwiej przeksztalcone w struktury
nieuporzadkowane o wysokiej gestosci i energii, poniewaz sg bardziej podatne
na penetracje przez otaczajace czasteczki i tatwiej sie poddaja ich niszczacemu
dziataniu. Zwiekszone prawdopodobienstwo zapadniecia sie
wysokoobjeto$ciowych struktur staje sie zatem przyczyng wiekszej gestosci.
Jednoczesnie proces odwrotny, polegajacy na odtwarzaniu tych struktur, bedzie
mniej prawdopodobny z braku odpowiedniej tetraedrycznej matrycy,
sprzyjajacej wlasciwemu uktadaniu sie czgsteczek wody.

Zachowanie sie wody w poblizu czasteczki czysto hydrofobowej na
pierwszy rzut oka wydaje sie by¢ inne niz w poblizu formy natywnej. W
przypadku zwyktej dynamiki molekularnej, niektére zmiany (na przyktad
rozktadu Kkatow o) sa czeSciowo lub catkowicie odwrotne od zmian
znalezionych dla formy natywnej. Jednakze po minimalizacji energii wyniki
wskazuja na wzrost gestosci wody - cho¢ prawdopodobnie mniejszy, niz dla
formy natywnej, to jednak poré6wnywalny co do wielko$ci. R6znicowy histogram
rozktadow katdw 6 pokazuje tez, Ze tetraedryczno$c¢ sieci wigzan wodorowych
jest znaczaco zmniejszona w stosunku do wody czystej. Ksztatt tych
histogramdéw jest troche inny od obserwowanego dla formy natywnej, co
oznacza, ze sie¢ wigzan wodorowych jest znieksztalcona w inny sposéb (i
glebiej, bioragc pod uwage, ze odchylenia sg wieksze). Jest to wynikiem braku
oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy biatkiem i wodg. Powoduje to, Ze sity
oddziatywania pomiedzy samymi czasteczkami wody przewyzszaja
przyciggajace sity oddziatywania z powierzchnig biatka i przez to maja
wzglednie wiekszy udziat w tym, jak czasteczki wody sie utoza. Wychodzac od
uwagi o braku tych oddziatywan, mozna doj$¢ takze do prawdopodobnego
wyjasnienia, dlaczego wydaje sie, Ze gesto$¢ wody solwatacyjnej formy
natywnej jest wieksza niz formy hydrofobowej, chociaz stopien deformac;ji sieci
wigzan wodorowych dla formy natywnej jest mniejszy. Otdz aby zniszczy¢
strukture o wysokiej objetosci, trzeba doprowadzi¢ do zerwania pewnej,
wiekszej lub mniejszej, liczby wigzan wodorowych. Po zerwaniu wigzania
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pozostaje niezajete miejsce donorowe lub akceptorowe. Chociaz istnienie takich
niezajetych miejsc o potencjale tworzenia wigzania bylo stwierdzone
eksperymentalnie wokét czasteczek hydrofobowych (157), to jednak nie jest to
sytuacja preferowana z energetycznego punktu widzenia. Trwate zerwanie
wigzania wodorowego pomiedzy parg czasteczek odbywac sie bedzie najtatwiej
w sytuacji, kiedy w bliskim sasiedztwie dostepny bedzie partner do wymiany
wigzania. W skrajnym przypadku sytuacji takiej odpowiada skokowy model
wymiany wigzan wodorowych (276), omédwiony we wstepie literaturowym.
Stuzy¢ za nowego partnera moze zaréwno czasteczka wody, jak i akceptor lub
donor wigzania wodorowego na powierzchni biatka. Poniewaz oczywiscie w
przypadku formy hydrofobowej powierzchnia biatka nie jest zdolna do
tworzenia wigzan wodorowych, wiec w tym przypadku mozemy mie¢ do
czynienia z sytuacja, kiedy sie¢ wigzan wodorowych sie deformuje, nawet
stosunkowo znacznie, ale wobec braku nowego partnera same wigzania nie
ulegaja zerwaniu. Komplementarny do tych wnioskéw jest przedstawiony w
przegladzie literatury (przy okazji dyskusji efektu hydrofobowego) poglad, ze w
wodzie solwatacyjnej czasteczki hydrofobowej dochodzi do spowalniania
dynamiki wigzan wodorowych.

Opisany model hydratacji pozwala w jasny i bardzo intuicyjny sposéb
przedstawi¢ réznice pomiedzy hydratacja hydrofobowg a hydrofilowa. Jak
argumentowalam powyzej, cechg charakterystyczng zjawiska hydratacji
hydrofobowej jest pewne odsuniecie sie przylegajacej warstwy wody od
hydratowanej powierzchni, w wyniku czego powstaje cienki obszar pustej
przestrzeni. Jest to kluczowy czynnik, odrézniajacy proces hydratacji formy
hydrofobowej od procesu hydratacji formy natywnej biatka. Z punktu widzenia
energii potencjalnej oddziatywan miedzyczgsteczkowych, obszar ten jest
obszarem zabronionym, moze jednak by¢ penetrowany przez czasteczki wody
posiadajgce wystarczajgcg energie kinetyczna, pozwalajacg im na wnikniecie w
glab bariery potencjatu. Przypu$émy teraz, ze w warstwie solwatacyjnej obecne
sa oba rodzaje struktur: zaréwno te o niskim uporzadkowaniu i wysokiej
gestosci, jak i te o wysokim uporzadkowaniu i niskiej gestosci. Jak to opisatam
powyzej, réznig sie one takze wewnetrzng energiag potencjalng oddziatywan
miedzyczasteczkowych woda-woda. W s3siedztwie powierzchni hydrofobowej
zachowanie sie obu tych rodzajow struktur bedzie odmienne: czasteczkom
wody wchodzacym sktad struktur o wysokiej gesto$ci wystarczy nieco mniejsza
energia kinetyczna, aby penetrowa¢ obszar zabroniony, niz czasteczkom
wbudowanym w struktury wysoce uporzadkowane, z powodu réznicy w energii
potencjalnej. W  rezultacie, za ,rozmycie” warstwy solwatacyjnej
odpowiedzialny bedzie gtéwnie rozpad struktur o wysokiej gestosci. Co wiecej,
rozpad ten dokonywac sie bedzie przede wszystkim na drodze ,,wypychania” ze
struktury tych czasteczek wody, ktére przyczyniaja sie do pojawienia sie pikow
przy 54° i 71° na rozktadzie réznicowym katéow o (gdyz to te czasteczki sg w
znacznej mierze odpowiedzialne za wzrost energii potencjalnej oddziatywan w
strukturze).

Oczywiscie, w przypadku hydratacji formy natywnej zjawisko
odsuniecia sie wody od hydratowanej powierzchni praktycznie nie wystepuje.
Zatem istnienie tego efektu wyjasnia pozorne sprzecznosci w obrazie solwatacji
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obu form: hydrofobowej i natywnej. Ponadto, cato$¢ przedstawionej
argumentacji kaze odnosi¢ sie z duzg ostroznoscig do (ostatnio coraz bardziej
popularnej) metody wykorzystywania komdrek Voronoi'a w analizie
wlasciwosci wody solwatacyjnej.

Na koniec warto doda¢, ze podziat powierzchni biatka na wiele
obszar6w o réznej geometrii i charakterze chemicznym pozwolit na uzyskanie
szerszego obrazu nizZ mozna by otrzymac analizujac u$rednione wtasciwos$ci
catej otoczki solwatacyjnej. Oczywiscie wiasciwosci wody w poblizu réznych
obszarow sie réznia, ale jakoSciowo udato sie stworzy¢ spdjny opis obejmujacy
wszystkie obszary, dla ktérego punktem wyjscia byty wtasciwosci czystej wody.
Dlatego mozna domniemywaé, ze zaproponowany model procesu hydratacji
powinien odnosi¢ sie takze do innych biatek, a nie tylko kinezyny.

5.2.8. Zastosowanie modelu solwatacji do opisu wlasciwos$ci
wody znajdujacej sie w obszarze pomiedzy biatkami

W przypadku wody solwatacyjnej znajdujacej sie w pierwszej otoczce
solwatacyjnej oraz w warstwie przejSciowej pomiedzy biatkami, mamy do
czynienia z podobnymi przebiegami histogramoéw rdéznicowych wartosci LSI i
katow o, jak to przed chwila omawialam przy okazji wody solwatacyjnej
pojedynczego biatka (Rys. 5.53, Rys. 5.54).
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Rys. 5.53. Réznicowy rozktad wartosci LSI dla wody w pierwszych otoczkach
solwatacyjnych kinezyny i tubuliny oraz wody w warstwie przejsciowej (poza
pierwszymi otoczkami solwatacyjnymi). Z lewej: wyniki uzyskane w wyniku analizy
trajektorii przed minimalizacja. Z prawej: Wyniki uzyskane w wyniku analizy
trajektorii zminimalizowanej. Promien odciecia dy=0,17 nm.
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Rys. 5.54. Réznicowy rozktad wartosci kata a dla wody w pierwszych otoczkach
solwatacyjnych kinezyny i tubuliny oraz wody w warstwie przejSciowej (poza
pierwszymi otoczkami solwatacyjnymi). Z lewej: wyniki uzyskane w wyniku analizy
trajektorii przed minimalizacja. Z prawej: Wyniki uzyskane w wyniku analizy
trajektorii zminimalizowanej. Promien odciecia dp=0,17 nm.

Swiadczy to zatem o wzroécie gestoéci wody solwatacyjnej. O tym
samym mozna bylo wnioskowa¢ na podstawie pomiaru objeto$ci komorek
Voronoia. Cho¢ z oméwionych wyzej powodéw niekoniecznie metoda ta musi
by¢ wiarygodna dla wody z pierwszej otoczki solwatacyjnej, to jednak powinna
sie sprawdzac, jezeli analizujemy czasteczki wody niestykajace sie bezposrednio
z biatkiem.

Na uwage zastuguje spostrzezenie, ze woda w obszarze ,posrednim”,
tzn. poza warstwami bezposrednio przylegajacymi do powierzchni obu biatek,
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réwniez ma podwyzszong gestos¢. Proponowany i opisany w poprzedniej sekcji
model solwatacji biomolekut pozwala wyjasni¢ ten efekt nastepujgco.

Jezeli mamy do czynienia z woda znajdujacy sie w obszarze pomiedzy
dwoma biatkami, to wystepuje w jej przypadku czynnik, ktéry odréznia te
sytuacje od przypadku, kiedy obecna jest tylko jedna czasteczka biatka. Jest to
dodatkowe pole elektryczne obecne w przestrzeni pomiedzy biatkami. Takie
pole obecne jest oczywiScie réwniez wokét pojedynczej czasteczki biatka, lecz w
obszarze pomiedzy dwoma biatkami jest ono znacznie silniejsze i bardziej
jednorodne, przez co jego wpltyw jest bardziej widoczny w duzym obszarze
przestrzeni.

Poniewaz czasteczki wody SPC/E obdarzone s stalym momentem
dipolowym, moga odpowiadaé na obecnos¢ pola elektrycznego, zmieniajac swa
orientacje przestrzenna. Tendencja dipoli do ustawiania sie zgodnie z liniami
pola elektrycznego moze powodowaé¢ dodatkowe odksztalcenie sieci wigzan
wodorowych, co zgodnie z przedstawionym powyzej modelem hydratacji moze
skutkowa¢ dalszym wzrostem gestosci. Dlatego zdecydowatam sie oszacowac
wypadkowy moment dipolowy czasteczek wody pomiedzy biatkami.

5.2.9. Sredni moment dipolowy warstwy solwatacyjnej i
natezenie pola elektrycznego

Wyniki obliczen $redniego wypadkowego momentu dipolowego dla
czasteczek wody solwatacyjnej zawartej w obszarze pomiedzy dwoma biatkami
(kinezyng i dimerem tubulinowym) wraz z usredniong warto$cig natezenia pola
elektrycznego dziatajacego na czasteczki wody zawiera Tabela 5.6.

Odlegtos¢ Eav pav

[nm] [10° V/m]

0,4 Catosé 3,0 0,19

1,2 Catos¢ 3,7 0,19
Warstwa prz. 4,8 0,30

2,0 Catlos¢ 4,1 0,17
Warstwa prz. 5,0 0,21

Tabela 5.6. Wartosci Sredniego momentu dipolowego dla czasteczek wody zawartej pomiedzy kinezyng i
dimerem tubulinowym (pay) oraz $rednie natezenie pola elektrycznego (Eay) tylko dla czasteczek
potozonych dalej niz 0,4 nm od powierzchni biatek (,warstwa prz.”) oraz dla wszystkich czasteczek wody
pomiedzy biatkami (,catos¢”). Wyniki dla momentu dipolowego s3 bezwymiarowe, gdyz podzielone
zostaty przez wartos¢ momentu dipolowego pojedynczej czasteczki wody.

Jedna pare wynikoéw zilustrowatam na Rys. 5.55.
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Pav

Q_EAV

Rys. 5.55. Kierunek i zwrot wypadkowego wektora momentu dipolowego dla
czasteczek wody znajdujacych sie pomiedzy kinezyng i dimerem tubulinowym, ale
nie blizej niz 0,4 nm od powierzchni biatek (czyli poza pierwszymi otoczkami
solwatacyjnymi) (pav). Linig przerywang zaznaczono kierunek wektora pola
elektrycznego generowanego przez biatko i odczuwanego przez czasteczki wody
(Eav). Wyniki dla uktadu 1BG2_1JFF_20. Rysunek wykonany za pomoca programu
PyMOL.

Okazuje sie, ze w obszarze pomiedzy biatkami mozna stwierdzié
wystepowanie niezerowego wypadkowego momentu dipolowego. Kierunek
tego wektora podaza za kierunkiem wektora pola elektrycznego wytwarzanego
przez biatka, ktérego doswiadczaja czasteczki wody w tym obszarze.

Analizujac podane w tabeli powyzej warto$ci, mozna dojs¢ do wniosku,
ze podane warto$ci wypadkowego momentu dipolowego czasteczek wody
solwatacyjnej sa znaczne. Zatem pole elektryczne wywiera wplyw na $rednia
orientacje czasteczek wody zawartych w tym obszarze. W wielu przypadkach
taka zmiana utozenia przestrzennego moze sie odbywa¢ wbrew naturalnej
tendencji do tworzenia konformacji tetraedrycznej, wptywajac na podwyzszenie
gestosci.

Ponadto mozna zauwazy¢, ze wartos$ci sredniego momentu dipolowego
otrzymanego dla wody znajdujacej sie dalej niz 0,4 nm od obu biatek (poza
pierwszymi otoczkami solwatacyjnymi) sa wieksze niz wartos$ci obliczone dla
catej wody znajdujacej pomiedzy biatkami. Najwyrazniej w duzej bliskosci
biatka na czasteczki wody silniej wplywajg inne czynniki (takie jak lokalny
ksztalt powierzchni biatka lub lokalny tadunek), sktaniajac je do przyjecia
okreslonego utozenia w przestrzeni.

5.2.10. Podsumowanie

Wiasciwosci wody solwatacyjnej pomiedzy dwoma biatkami okazaty sie
by¢ czesto jakoSciowo (a czesto takze iloSciowo) poréwnywalne ze zmianami
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obserwowanymi w przypadku pojedynczego biatka. Woda w obszarze pomiedzy
biatkami charakteryzuje sie wyzsza gestoscig niz woda czysta. Wzrost gestos$ci
wody solwatacyjnej, zgodnie z postulowanym modelem solwatacji
makromolekut, moze by¢ wytlumaczony dziataniem dwoéch czynnikéw.
Pierwszym z nich jest odksztatcenie sieci wigzan wodorowych spowodowane
prébami dopasowania geometrii sieci wigzan wodorowych woda-woda do
nieregularnego uksztattowania powierzchni biatka. Drugim jest obecno$¢ pola
elektrycznego, ktére wywiera porzadkujacy wptyw na wektory momentéw
dipolowych poszczegélnych czasteczek wody. Efektem dziatania kazdego z tych
czynnikow jest destabilizacja istniejacych w ciektej wodzie struktur,
charakteryzujacych sie wysoka stabilnos$cig energetyczng oraz duza objetoscia
wtasciwg. Prowadzi to w efekcie do wzrostu gestosci wody w tym obszarze
przestrzeni, w ktérym poddana jest ona dziataniu jednego lub obu tych
czynnikéw. W przypadku wody znajdujacej sie w obszarze pomiedzy biatkami i
zawartej w obszarze ,posrednim” - tzn. w warstwie, ktérg otrzymamy po
wylaczeniu obszaru przylegajacego bezposrednio do powierzchni obu biatek -
czynnikiem decydujacym o wzroscie gestosci jest pole elektryczne generowane
przez molekuty obu sasiadujacych jednostek biatkowych. Dodatkowo na wzrost
gestosci tej wody moze wplywa¢ deformacja sieci wigzan wodorowych
zachodzaca w pierwszej otoczce solwatacyjnej. Sie¢ wigzan wodorowych
pierwszej warstwy solwatacyjnej biatka taczy sie przeciez z reszta otaczajacej
wody. Dlatego jej deformacja w naturalny sposéb zaburza takze geometrie sieci
wigzan wodorowych w drugiej warstwie solwatacyjnej biatka.
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5.3. Rola efektow solwatacyjnych w procesie
dokowania sie szyjki tacznikowej

Natkna¢ sie mozna na wiele dyskusji dotyczacych doktadnej roli szyjki
tacznikowej w pracy kinezyny, jak omoéwitam to w przegladzie literatury.
Podczas wykonywania kroku przez motor, szyjka tacznikowa przylacza sie do
powierzchni przedniej gtowy, a tylna gltowa przemieszcza sie do przodu. Wielu
autoréw uwaza, ze proces dokowania sie szyjki nie jest w stanie sam z siebie
wygenerowac sily potrzebnej do przesuwania motoru. Jednak jak wskazuje
praca (25), jezeli szyjka potaczona jest z krétkim poczatkowym fragmentem
tancucha biatkowego w strukture zwang CNB, to woéwczas struktura ta ma
wyrazng preferencje do faczenia sie z domeng motoryczna, a proces ten moze
mie¢ wazny udziat w generowaniu mocy przez motor. Autorzy zmierzyli
warto$¢ sity, ktora potrafi generowa¢ ruch cze$ci domeny motorycznej
kinezyny. Okazato sie, Ze wyniki pomiaréw rdznia sie w przypadku symulacji z
uwzglednieniem czgsteczek wody i bez ich jawnego uwzgledniania.

Rezultaty te sktaniajg do przypuszczenia, Ze efekty solwatacyjne moga
wywiera¢ wplyw na site, jaka jest wytwarzana podczas dokowania. Wniosek ten
byt przyczyna zaprojektowania przez mnie uktadéw sktadajacych sie z gtowicy
kinezyny zanurzonej w wodzie SPC/E oraz w wodzie o parametrach
zmodyfikowanych w sposéb opisany w czesci poswieconej metodyce. Parametry
te zostaly tak dobrane, ze gesto$¢ pozostala w przyblizeniu taka sama jak
oryginalnego modelu SPC/E. Modyfikacji nie ulegly tez sity oddziatywania
elektrostatycznego pomiedzy czasteczkami wody (oraz oczywiscie czasteczkami
wody i biatkiem). Zmodyfikowane zostaty jedynie parametry Lennarda-Jonesa
atomu tlenu. Ptytsze minimum energii oddziatywania (z powodu zmniejszenia
parametru energii €) oznacza wprowadzenie silniejszych oddziatywan
pomiedzy czasteczkami. Dla zachowania tej samej gestosci nalezato zwiekszy¢
parametr odlegtosci o, ktéry jest rowny odlegtosci miedzyczasteczkowej, dla
ktérej energia oddziatywan jest rowna zero. Z kolei zwiekszenie wartoSci
parametru &€ powodowato zmniejszenie sity oddziatywan i wigzato sie z
koniecznos$cia zmniejszenia wartosci 0. W pierwszym podrozdziale mozna
znalez¢ dane (Tabela 5.1), jak modyfikacje te wptynety na wspétczynniki
dyfuzji i $rednia liczbe oraz energie tworzonych wigzan wodorowych. Widzimy,
ze zmiany tych wielko$ci pomiedzy poszczegdlnymi modelami sa niewatpliwe -
wilasciwosci rozpuszczalnika zdecydowanie sie zmienily. Ponadto w
systematyczny sposéb zmieniata sie tez ruchliwo$¢ atoméw biatka, w zalezno$ci
od wiasciwoSci fizycznych przyjetego modelu wody.

Wydawato sie na poczatku, ze w $wietle tych rezultatéw oraz w obliczu
wnioskow wyptywajacych z pracy (25), wptyw wody na site towarzyszaca
dokowaniu bedzie tatwo wykrywalny i jednoznaczny w interpretacji. W celu
zwiekszenia realizmu obliczen, zdecydowatam sie na modyfikacje sposobu
przeprowadzania obliczen w stosunku do podejscia uzytego we wspomnianej
publikacji. Tam uzyto tylko matego fragmentu tancucha, analizowanego w
oderwaniu od reszty biatka, ja natomiast zdecydowatam sie wykorzysta¢ catg
domene katalityczng z przytaczona do niej szyjka. Dzieki temu nie trzeba byto
sztucznie przytrzymywac atoméw w bezposrednim sasiedztwie szyjki.
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Sposéb przygotowania uktadéw do obliczen zostat opisany w rozdziale
dotyczacym metodyki. Poniewaz niezbednym etapem wstepnym byta symulacja
swobodnego opadania szyjki (a wtasciwie struktury zwanej CNB) odciggnietej
uprzednio na pozadana odlegtos$¢, postanowitam sprawdzié, jak poruszajg sie
wowczas czasteczki wody w jej sasiedztwie. W tym celu zidentyfikowatam
czasteczki obecne w obszarze pomiedzy szyjka tacznikowg a powierzchnig
kinezyny (Rys. 5.56) i sprawdzitam, w jakich kierunkach sie one $rednio
poruszaja podczas poczatkowych etapéw dokowania sie szyjki (liczytam wektor
przesuniecia czasteczki po czasie 2 ps).

Rys. 5.56. Wybrane czasteczki wody pomiedzy szyjkg tgcznikowga a domena
katalityczng podzielone zostaty na cztery podgrupy, oznaczone réznymi kolorami.
Rysunek wykonany za pomoca programu PyMOL.

W analizowanym przedziale czasu (okoto 140 ps) kat pomiedzy szyjka
lacznikowa a domeng katalityczng zmienit sie o okoto 10° (od okoto 60° do
okoto 50°). Po us$rednieniu rezultatéw dla wszystkich czasteczek i odcinkéw
trajektorii, mozna zauwazy¢ pewna tendencje do wyboru przez czasteczki wody
okreslonych kierunkéw ruchu (Rys. 5.57). Czasteczki usuwaja sie spod szyjki na
boki. Jest to tylko zgrubne oszacowanie jakoSciowe. Prawdopodobnie
manipulacje kryteriami wyboru i podziatem wody na podgrupy wptynetyby na
otrzymane wektory.
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Rys. 5.57. Wektory obrazujace kierunki ruchu wody znajdujacej sie pomiedzy
powoli opadajaca szyjka tacznikowag i domeng katalityczng dla poczatkowych
etapow dokowania. Kazdy wektor zostat otrzymany w ten sposdb, ze zmierzono,
jakie jest przesuniecie czasteczki wody znajdujacej sie w analizowanym obszarze
po okresie 2 ps. Poszczegdlne wektory odpowiadajg srednim dla czasteczek wody z
czterech réznych podgrup. Rysunek wykonany za pomoca programu PyMOL.

Z trajektorii uzyskanej w wyniku symulacji opadania szyjki wybrane
zostato kilka struktur o réznym stopniu nachylenia szyjki. Wyniki obliczen sity
uzyskane z tych konfiguracji startowych zawiera ponizsza tabela.

Mod10 SPC/E Mod20

o [F| [F| [F|
[deg] [pN] [pN] [pN]
62 216,7 165,2 168,4
51 151,9 182,0 173,3
43 83,6 61,5 89,9
39 96,9 112,4 59,5
24 109,2 91,1 96,9

Tabela 5.7. Wartosci obliczonej sity |F| generowanej przez szyjke tacznikowg w zaleznosci od kata
nachylenia a szyjki tacznikowej w stosunku do powierzchni domeny.

Wyniki te w formie rysunku z zaznaczonymi wektorami sit
przedstawiam ponizej (Rys. 5.58).
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Rys. 5.58. Wektory sit wraz z fragmentem kinezyny obejmujgcym szyjke tacznikowa
i domene katalityczng, do ktérej szyjka sie przytgcza (model wody SPC/E — kolor
niebieski, model mod10 — kolor czerwony, model mod20 — kolor zielony). Sferg
zaznaczony jest wegiel a waliny o numerze 331, ktéry byt przytrzymywany w celu
obliczenia sity (patrz: Opis metod obliczeniowych). Rysunek wykonany za pomoca
programu PyMOL.

Obliczenia sity, z jaka ciggnieta jest koncowka szyjki tacznikowej w
kierunku domeny katalitycznej pokazatly, ze sita ta zalezy od czasu, jaki uptynat
od poczatku symulacji opadania szyjki do chwili, w ktérej pobrano konfiguracje
startowg do obliczen sily (tym samym zalezy od kata pomiedzy szyjka i domena
katalityczng). Dla wiekszych wychylen szyjki sila ta okazuje sie przewaznie
wieksza, a dla mniejszych mniejsza. W przypadku dwoch poczatkowych
konfiguracji, wektor sity jest skierowany w przyblizeniu wzdtuz szyjki i w
kierunku domeny katalitycznej, co sugeruje, ze wtedy duza role mogty odgrywac
naprezenia rozciggajace w samym tancuchu biatkowym.

Jak okazato sie w trakcie obliczen, otrzymywane wyniki sa obcigzone
dosy¢ duza niepewnos$cig. Na obecnym etapie nie mozna zauwazy¢ wyrazne;j i
jednoznacznej zalezno$ci pomiedzy modelem i warto$cig lub kierunkiem sity.
Dlatego przedstawione tu rezultaty nalezy traktowaé¢ jako wstepne i
wymagajace ewentualnego uzupeinienia.
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A great deal more remains to be discovered about motor proteins.
Nature is vastly more subtle, and generally smarter, than we tend to
give her credit for being.

(Steven M. Block, Biophysical Journal, 2007,92,2986)

W pracy tej podjetam probe opisania wtasciwosci wody solwatacyjnej
pojedynczej domeny motorycznej kinezyny oraz wody znajdujacej sie pomiedzy
kinezyna i dimerem tubulinowym, znajdujacych sie w réznych odlegtosciach od
siebie. Do badan tych sktonity mnie liczne doniesienia, Ze woda jest niezbedna
biatkom do prawidtowego funkcjonowania, a jej wlasciwosci w otoczce
solwatacyjnej moga sie wyraznie r6zni¢ od wiasciwosci wody czystej. Przy tym
rola efektow solwatacyjnych jest przewaznie pomijana w dyskusjach
dotyczacych mechanizmu dziatania biatkowych motoré6w molekularnych.
Wiasciwosci wody prébowatam powigza¢ z funkcjonalnoscig biatka. Wiele
wskazuje na to, ze otoczka solwatacyjna kinezyny raczej dzieli wiele cech z
woda solwatacyjng innych biomolekut niz sie od niej w sposéb specjalny
odréznia.

Okazato sie, ze ksztalt powierzchni granicznej pomiedzy biatkiem i
wodg wptywa na ruchliwos$¢ czasteczek wody, ktéra z kolei w znacznym stopniu
ksztattuje ruchliwo$¢ atomdéw biatka, majacych z nig kontakt. Przy tym wptyw
wody nie ogranicza sie jedynie do atomoéw powierzchniowych, ale przenosi sie
w glab biatka. Chociaz podczas ruchu kinezyny zachodza zmiany strukturalne o
wiekszym zakresie i dtuzszej skali czasowej niz obserwowane podczas
symulacji, to jednak mozna z duzg doza pewnosci stwierdzi¢, ze woda,
wplywajac lokalnie mniej lub bardziej na ruchliwo$¢ atoméw biatka, moze
utatwiac jego przechodzenie pomiedzy jedng konformacja i druga.

W  wyniku analizy rezultatéw otrzymanych dla trajektorii
niezminimalizowanej i trajektorii poddanej procedurze minimalizacji energii,
zaproponowany zostal uniwersalny model solwatacji biomolekut, wyjasniajacy
mechanizm wzrostu gestoSci wody solwatacyjnej w oparciu o zmiany w
strukturze wody. Wedtug tego modelu, odksztatcenie sieci wigzan wodorowych,
ktore zachodzi w wodzie solwatacyjnej na skutek dopasowywania sie jej do
powierzchni biatka, prowadzi do wzglednego zmniejszenia sie liczby
uporzadkowanych struktur powigzanych wigzaniami wodorowymi i
charakteryzujacych sie duza objetoscig wtasciwa. Dodatkowo przedyskutowano
réznice pomiedzy solwatacjg hydrofobowa i hydrofilowa. Wydaje sie, ze w
przypadku duzych czasteczek, najwazniejszym czynnikiem réznicujacym oba
procesy jest obecno$¢ niewielkiej pustej przestrzeni pomiedzy hydrofobowa
czasteczka a wodg solwatacyjna. Jej obecno$¢ wyjasnia wiele zaskakujgcych
réznic pomiedzy rezultatami otrzymanymi dla formy natywnej i hydrofobowej

254



6.  Podsumowanie

oraz pomiedzy rezultatami otrzymanymi dla formy hydrofobowej przed
minimalizacjg energii i po.

Rys. 6.1. Symboliczne przedstawienie rozpadu wysokoobjetosciowych struktur
wody w otoczeniu biatka, dyskutowane przy okazji omawiania zmian strukturalnych
prowadzacych do wzrostu gestosci wody solwatacyjnej. Rysunek wykonany za
pomoca programoéw GIMP i PyMOL do publikacji (259).

Model ten nadaje sie do zastosowania zaré6wno do wody solwatacyjnej
domeny motorycznej kinezyny, jak i do wody solwatacyjnej zawartej pomiedzy
dimerem tubulinowym i kinezyng. W tym drugim przypadku na wode
solwatacyjng moze oddzialywaé dodatkowy czynnik w postaci pola
elektrycznego pochodzacego od drugiego biatka (linie pola beda przebiegaty
inaczej niz przebiegaja w przypadku pojedynczego biatka). Istotnie, czgsteczki
wody wykazujg znaczng tendencje do podazania za wektorami natezenia pola
elektrycznego wytwarzanego przez biatka, co moze sie dodatkowo przyczyniac¢
do znieksztatcania sieci wigzan wodorowych i wzrostu gestosci. Poza tym
jednak woda solwatacyjna pomiedzy kinezyng i dimerem tubulinowym
charakteryzuje sie wieloma podobnymi cechami do wody solwatacyjnej
pojedynczego biatka. Jezeli odlegto$¢ pomiedzy biatkami wynosi 2,0 nm, to
obecnos¢ drugiej powierzchni biatkowej prawie nie wptynie na zwiekszenie sie
zmian we wlasciwosciach wody solwatacyjnej w poréwnaniu z sytuacjg, w
ktorej tylko jedna powierzchnia biatka jest obecna. Wptyw taki jednakze jest
bardzo wyrazny dla odlegtosci 0,4 nm, kiedy czasteczki wody s3 uwiezione
pomiedzy dwiema powierzchniami.

Na koniec mozna doda¢, ze fakt, iz obie taczace i roztaczajace sie w toku
pracy motoru powierzchnie biatkowe (tzn. spodnia powierzchnia tubuliny i
gérna powierzchnia kinezyny) sa silnie solwatowane, a woda solwatacyjna
pomiedzy nimi wykazuje pewien wzrost uporzadkowania (jak wskazuja
warto$ci parametru lokalnego uporzadkowania Asi:) moze by sprzyjajaca
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okolicznos$cig dla szybkosSci kroczenia kinezyny. Czasteczki wody nie majg
tendencji do opuszczania obszaru pomiedzy biatkami (jest wprost przeciwnie),
dlatego swoja obecnos$cia moga zapobiega¢ nadmiernie silnym oddziatywaniom
pomiedzy samymi biatkami, a w ten sposéb utatwia¢ rozdzielanie sie
powierzchni.
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Cho¢ woda solwatacyjna odgrywa bez watpienia wazng role w
funkcjonowaniu biatek, to jej znaczenie nie jest przewaznie dyskutowane w
kontekscie poruszania sie motoréw biatkowych.

Celem pracy bylo zbadanie wlasciwosci wody solwatacyjnej wokot
domeny motorycznej kinezyny oraz pomiedzy kinezyng a dimerem
tubulinowym. Ponadto, analizowany byl wplyw rozpuszczalnika na site
generowang przez szyjke tacznikowa kinezyny. Dane otrzymane zostaly z
uzyciem symulacji komputerowych.

Do przygotowania uktadéw do symulacji uzyto struktur 1MK], 1BG2 i
1JFF z Protein Data Bank oraz modelu wody SPC/E. Powierzchnia czasteczki
kinezyny zostata podzielona na wiele obszaréw, aby zanalizowa¢ wtasciwosci
ich wody solwatacyjnej oddzielnie. Woda solwatacyjna pomiedzy kinezyng i
dimerem tubulinowym byta badana dla trzech odlegtosci pomiedzy biatkami
(0,4 nm, 1,2 nmi 2,0 nm).

Odkryto liniowa zalezno$¢ pomiedzy wspotczynnikiem dyfuzji wody
solwatacyjnej a ruchliwos$cig sasiadujacych atoméw biatka. Poréwnanie
wynikéw symulacji otrzymanych z uzyciem modelu SPC/E, modyfikowanych
modeli wody i w prézni sktania do twierdzenia, ze woda wptywa silnie na
ruchliwo$¢ atoméw biatka. Wpltyw wody wyraznie zalezy od ksztattu
powierzchni granicznej pomiedzy biatkiem i woda. W rezultacie woda
solwatacyjna  moze  ulatwia¢  zachodzenie odpowiednich ~ zmian
konformacyjnych biatka, istotnych dla wykonywania pracy przez motor.

Zmiany w strukturze i dynamice wody solwatacyjnej pojedynczego
biatka i wody w obszarze pomiedzy kinezyng i dimerem tubulinowym wydaja
sie mie¢ wiele cech wspdlnych. Wplyw dodatkowej powierzchni biatka (w
postaci kinezyny) na wtasciwos$ci wody solwatacyjnej dimeru tubulinowego jest
stabo zauwazalny dla odlegtosci 2,0 nm pomiedzy biatkami, natomiast dla
odlegtosci 0,4 nm jest duzy. Na zachowanie sie wody pomiedzy powierzchniami
biatkowymi wywiera wptyw pole elektryczne pochodzace od biatek, ktére
porzadkuje dipola czasteczek wody solwatacyjne;j.

Zaréwno pomiedzy biatkami, jak i w otoczeniu pojedynczej czgsteczki
kinezyny, obserwujemy podwyzszong gesto$¢ wody. Przyczyne wiekszej gestos¢
wody solwatacyjnej wyjasnia opisany tu model solwatacji, ktéry bazuje na
wlasciwosciach czystej wody. Wedtug niego w otoczce solwatacyjnej dochodzi
do deformacji sieci wigzan wodorowych, ktore to zjawisko pocigga za sobg
skutek w postaci zmniejszenia ilo$ci wysokoobjetosciowych, uporzadkowanych
struktur, istniejgcych w wodzie. Ponadto przedyskutowano réznice pomiedzy
solwatacja hydrofobowa i hydrofilowa. Wiele wskazuje na to, ze w przypadku
duzych czasteczek, najwazniejszym czynnikiem rdéznicujacym oba procesy jest
obecnos¢ niewielkiej pustej przestrzeni pomiedzy hydrofobowa czasteczka
solwatowang a wodga solwatacyjna.
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Although solvation water 1is essential for maintaining proper
functioning of proteins, its significance is rarely evoked when discussion
concerns protein molecular motors.

The aim of this thesis was to investigate the properties of solvation
water next to a single kinesin motor domain and between the kinesin and a
tubulin dimer. Besides, the influence of the solvent on the force that the neck
linker of the kinesin generates was analyzed. All data was obtained by computer
simulations.

To prepare systems for the simulations, structures 1MK], 1BG2 and
1JFF from the Protein Data Bank were used, along with the SPC/E water model.
The surface of the kinesin was divided into many patches, in order to investigate
the properties of solvation water next to them separately. The kinesin and the
tubulin dimer were separated by distances equal to 0,4 nm, 1,2 nm and 2,0 nm.

A linear correlation between diffusion coefficients of solvation water
and mobility of neighboring protein atoms was discovered. The comparison of
results obtained with the SPC/E water model, modified water models and
simulation in vacuo lead to the conclusion that water influences the mobility of
protein atoms to a significant extent. The influence of water depends strongly on
the shape of the water-protein interface. As a result, solvation water can
facilitate large conformational changes, important for the movement of the
motor.

Changes in dynamics and structure of solvation water surrounding the
single protein and placed between the kinesin and tubulin dimer appear to have
a lot in common. The influence of the additional protein surface (i. e. kinesin) on
the properties of solvation water of a tubulin dimer is almost negligible when
the proteins are separated by a distance equal to 2.0 nm, but strong when the
distance is equal to 0,4 nm. The solvation water between the proteins is affected
by the electric field generated by the proteins. It orders the vectors of dipole
moment of water molecules.

Between the proteins, as well as around the single protein molecule,
solvation water density is increased. The origin of this phenomenon is explained
by a solvation model, discussed here, based on the properties of bulk water.
According to this model, the hydrogen bond network in solvation water is
deformed. It leads to diminishing the number of high-volume, ordered
structures, existing in water. Moreover, differences between hydrophobic and
hydrophilic solvation were discussed. There is an evidence of a crucial role of an
empty space existing between water and a hydrophobic molecule in shaping
characteristic features of hydrophobic solvation.
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Aneks

Aneks

Aneks zawiera wybrane wartosci liczbowe uzyte w wykresach w tekscie
gléwnym oraz rezultaty uzupeiniajgce, ktére nie sg zamieszczone w tekscie
gléwnym.

Woda solwatacyjna pojedynczej domeny motorycznej
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1MK] (forma natywna)

1MK]J_0 (forma hydrofobowa)

MD MD EM

n y 4 Nvaw Yvaw Vvaw std(Vvaw) Yvaw Vvaw std(Vvaw) Vvaw std(Vvaw)
Obszar [nm3] [nm3] [nm3] [nm3] [nm3] [nm3] [nm3]
o0 1,680 1,288 0,0180 | 1,657 1,416 0,0281 0,0032 1,588 0,0295 0,0039 0,0294 0,0038
ala 1,646 0,850 0,0178 | 1,640 0,933 0,0267 0,0033 1,194 0,0305 0,0042 0,0303 0,0041
alb 1,643 0907 0,0179 | 1,638 0,995 0,0270 0,0032 1,295 10,0313 0,0047 0,0310 0,0047
A2al4MgADP | 1,621 0,623 0,0179 | 1,729 0,652 0,0284 0,0049 0,960 0,0349 0,0062 0,0348 0,0065
a2b 1,658 0,866 0,0184 | 1,651 1,002 0,0279 0,0033 1,211 0,0303 0,0040 0,0302 0,0039
a3 1,648 0,874 0,0179 | 1,644 0,929 10,0271 0,0032 1,233  0,0303 0,0040 0,0302 0,0040
a3a 1,647 0,819 0,0180 | 1,658 0,880 0,0273 0,0038 1,235 0,0307 0,0052 0,0304 0,0052
o4 1,656 0934 0,0181 | 1,654 1,013 0,0274 0,0032 1,207 0,0303 0,0044 0,0302 0,0044
o5L12 1,674 1,205 0,0183 | 1,653 1,308 0,0280 0,0032 1,504 0,0294 0,0035 0,0293 0,0034
o5L13 1,641 0,688 0,0179 | 1,640 0,811 0,0268 0,0032 1,018 0,0308 0,0042 0,0307 0,0042
ab61 1,640 0,803 0,0178 | 1,644 0,997 0,0270 0,0032 1,142 0,0308 0,0048 0,0306 0,0047
a62 1,655 0841 0,0182 | 1,654 0952 0,0273 0,0032 1,184 0,0308 0,0046 0,0307 0,0046
o7 1,667 1,235 0,0180 | 1,649 1,414 0,0278 0,0031 1,512 0,0296 0,0035 0,0295 0,0035
BOB9 1,662 0967 0,0180 | 1,654 1,179 0,0277 0,0031 1,299 10,0301 0,0040 0,0301 0,0039
B10 1,642 0,798 0,0178 | 1,635 0,781 0,0266 0,0030 1,104 0,0304 0,0043 0,0302 0,0043
B1aB1b 1,669 1,098 10,0181 | 1,654 1,238 0,0279 0,0031 1,457 0,0296 0,0036 0,0295 0,0035
Blc 1,666 1,088 0,0182 | 1,663 1,190 0,0277 0,0032 1,383 0,0298 0,0037 0,0298 0,0038
B1B8 1,640 0,771 0,0179 | 1,637 0,832 0,0266 0,0030 1,113  0,0320 0,0051 0,0318 0,0051
B5aB5b 1,656 0,927 0,0182 | 1,647 0,958 0,0273 0,0032 1,279 0,0304 0,0049 0,0302 0,0048
B5L8 1,670 1,209 0,0182 | 1,643 1,166 0,0276 0,0031 1,674 0,0296 0,0041 0,0294 0,0040
3485 1,644 0,781 0,0180 | 1,651 0,860 0,0267 0,0033 1,106  0,0306 0,0043 0,0304 0,0043
B4567_1 1,651 0958 0,0179 | 1,637 0976 0,0271 0,0031 1,279 0,0303 0,0041 0,0302 0,0041
34567_2 1,643 0831 0,0181 | 1,632 0,865 0,0270 0,0031 1,172  0,0314 0,0055 0,0312 0,0054
LB1a0B2ala 1,645 0,830 0,0182 | 1,673 0,937 0,0280 0,0045 1,201 0,0308 0,0057 0,0308 0,0058
LaOB1a 1,665 1,016 0,0182 | 1,659 1,149 0,0277 0,0032 1,420 0,0294 0,0035 0,0294 0,0034
L5 1,664 1,110 0,0180 | 1,656 1,299 0,0281 0,0037 1,370 0,0297 0,0038 0,0296 0,0038
L8 1,662 0972 0,0180 | 1,657 1,124 0,0276 0,0033 1,334 0,0299 0,0037 0,0299 0,0038
L9 1,676 1,210 10,0182 | 1,659 1,305 0,0280 0,0032 1,456 0,0295 0,0037 0,0295 0,0037
L10 1,665 0,957 0,0179 | 1,647 1,167 0,0277 0,0032 1,325 0,0302 0,0039 0,0302 0,0039
L11_1 1,637 0,772 0,0177 | 1,647 0,846 0,0266 0,0031 1,196 0,0307 0,0050 0,0305 0,0050
L11_2 1,671 1,153 0,0180 | 1,657 1,448 0,0280 0,0032 1,464 0,0294 0,0037 0,0293 0,0037
SPC/E 1,725 - 0,0187 | 1,669 - 0,0301 0,0033 - 0,0301 0,0033 0,0301 0,0032

6LC

Tabela Al. Wyniki dla wybranych otoczek
solwatacyjnych dla formy natywnej kinezyny
(IMKJ) oraz dla formy hydrofobowe;j
(IMKJ_0), w catosci przytrzymywanej
podczas symulacji. W pierwszej kolumnie z
lewej nazwa obszaru solwatacyjnego.
Znaczenie symboli: $redni  wspdtczynnik
asferycznosci  n, parameter lokalnego
pofatdowania y, $rednia objetos¢ komorki
Voronoia Vv, Sredni wspotczynnik
asferycznosci  nuew, parameter lokalnego
pofatdowania y,qw, $rednia objetos¢ komorki
Voronoia V4w, odchylenie standardowe
Sredniej  objetosci  komodrki  Voronoia
std(V,aw). Wszystkie  wartosci  dotycza
pierwszej warstwy solwatacyjnej o grubosci
0,4 nm. Ostatnia linia zawiera dane dla
czystej wody SPC/E. Wyniki otrzymane w
wyniku analizy trajektorii przed
minimalizacjg oznaczono jako MD, a
otrzymane w wyniku analizy trajektorii
poddanej minimalizacji oznaczono jako EM.



08¢

1MK] MD EM
(forma natywna) nug Anyp Ens Rup Bus Nug Anyp Enp Bus
[k] mol-] [nm] [deg] [k] mol'l]  [deg]
do [nm] do [nm]
Obszar 0,16 0,17 0,18 0,16 0,17 0,18
a0 284 035 036 039 20,29 0,1849 12,20 | 3,29 0,36 0,39 0,41 28,46 6,52
ala 2,45 043 043 0,43 19,98 0,1845 12,18 | 2,85 046 046 0,45 28,01 6,53
alb 2,52 046 046 047 19,89 0,1844 12,21 | 2,89 048 0,50 0,52 27,92 6,62
A2al4MgADP 2,14 0,38 041 0,42 20,32 0,1841 12,16 | 2,47 0,38 0,41 0,43 28,21 6,65
a2b 2,58 054 057 0,53 20,36 0,1848 12,25 | 2,99 0,59 0,59 0,58 28,51 6,63
a3 2,44 036 036 035 19,87 0,1845 12,23 | 2,82 0,40 0,40 0,40 2791 6,68
a3a 2,44 037 039 042 20,23 0,1842 12,12 | 2,78 041 044 046 28,20 6,58
o4 2,63 052 050 0,54 20,21 0,1844 12,14 | 3,02 0,49 0,50 0,51 28,30 6,46
o5L12 2,79 041 043 0,43 20,22 0,1849 12,23 | 3,25 047 048 0,50 28,36 6,53
o5L13 233 059 060 0,55 20,22 0,1843 12,16 | 2,75 0,71 0,70 0,67 28,24 6,45
a6l 2,48 0,28 0,30 0,32 20,14 0,1844 12,22 | 294 0,38 0,39 0,41 28,16 6,66
a62 2,52 065 0,61 0,61 20,33 0,1845 12,20 | 2,92 0,65 0,62 0,59 28,33 6,53
o7 2,79 024 029 0,32 20,13 0,1847 12,22 | 3,26 0,29 0,33 0,37 28,24 6,59
BOB9 266 046 043 0,46 20,26 0,1847 12,23 | 3,11 047 047 047 28,32 6,56
g10 2,39 047 050 0,53 20,27 0,1847 12,30 | 2,73 0,53 0,56 0,59 28,43 6,88
B1aB1lb 2,69 039 041 0,39 20,20 0,1847 12,22 | 3,15 046 046 0,46 28,50 6,46
Blc 2,71 048 048 048 20,24 0,1846 12,17 | 3,14 0,50 0,49 0,47 28,38 6,44
B1B8 2,37 0,72 0,74 0,65 20,16 0,1840 12,15 | 2,69 0,83 0,80 0,76 28,22 6,48
B5aB5b 2,53 046 047 0,46 20,20 0,1846 12,24 | 2,91 0,50 0,50 0,49 28,30 6,63
B5L8 2,75 040 042 0,48 20,23 0,1846 12,19 | 3,14 0,34 0,39 0,43 28,41 6,53
B4B5 2,53 068 064 067 20,31 0,1845 12,10 | 291 0,75 0,74 0,73 28,33 6,48
B4567_1 2,51 033 034 0,36 20,05 0,1847 12,24 | 289 0,38 0,39 0,39 28,18 6,66
34567_2 242 061 060 0,60 20,07 0,1845 12,24 | 2,78 0,59 0,58 0,57 28,32 6,64
LB1a0B2ala 2,51 046 047 047 20,32 0,1845 12,12 | 2,94 0,51 0,53 0,54 28,57 6,34
LaOB1a 2,72 0,55 0,55 0,51 20,27 0,1846 12,18 | 3,14 0,61 0,60 0,59 28,54 6,44
L5 2,75 042 043 0,45 20,15 0,1847 12,19 | 3,20 0,49 0,50 0,50 28,34 6,48
L8 2,66 050 047 047 20,24 0,1848 12,24 | 3,12 0,58 0,56 0,55 28,41 6,53
L9 289 048 049 0,53 20,37 0,1848 12,17 | 3,34 0,53 0,55 0,58 28,51 6,44
L10 2,65 024 029 031 20,23 0,1847 12,17 | 3,07 0,28 0,32 0,37 28,36 6,57
L11_1 2,43 037 038 042 20,15 0,1843 12,13 | 2,74 0,30 0,33 0,36 28,08 6,69
L11.2 283 026 029 0,33 20,17 0,1850 12,25 | 3,32 0,33 0,38 0,42 28,27 6,60
SPC/E 3,27 - - - 20,12 0,1854 12,31 | 3,83 - - - 28,32 6,43

Tabela A2. Wyniki dla wybranych otoczek
solwatacyjnych dla formy natywnej kinezyny
(1MKJ). W pierwszej kolumnie z lewej nazwa
obszaru solwatacyjnego. Znaczenie symboli:
$rednia liczba wigzan wodorowych na
czasteczke wody (nus), réznicowa $rednia liczba
wigzan wodorowych na czasteczke wody (Anyg),
Srednia energia wigzania wodorowego (Eng),
Srednia odlegto$¢ tlen — woddr w wigzaniu
wodorowym (Rus), Srednia wartos¢ kata beta
(Bys). Wszystkie wartosci dotyczg pierwszej
warstwy solwatacyjnej o grubosci 0,4 nm.
Ostatnia linia zawiera dane dla czystej wody
SPC/E. Wyniki otrzymane w wyniku analizy
trajektorii przed minimalizacja oznaczono jako
MD, a otrzymane w wyniku analizy trajektorii
poddanej minimalizacji oznaczono jako EM.



1MKJ_0 MD EM
(forma hydrofobowa)  nus Anyp Eup Rug Pus N Anygp Elp Pus
[(kjmol*]  [nm]  [deg] (k] mol"]  [deg]
do [nm] do [nm]
Obszar 0,18 0,19 0,20 0,20 0,21 0,22
o0 3,07 061 064 0,66 20,42 0,1858 12,55 | 3,58 0,77 081 0,84 28,45 7,16
ala 289 082 081 082 20,61 0,1858 12,65 | 3,39 096 098 1,00 28,62 7,32
alb 293 083 082 083 20,54 0,1858 12,59 | 3,45 097 098 1,01 28,57 7,21
A2al4MgADP 2,83 1,03 1,04 1,04 20,65 0,1858 12,71 | 3,36 1,27 1,28 1,28 28,85 7,40
azb 290 087 086 086 20,57 0,1859 12,66 | 3,41 1,01 1,01 1,02 28,65 7,33
a3 291 080 079 079 20,54 0,1858 12,65 | 3,41 093 094 096 28,61 7,29
a3a 291 081 082 084 20,57 0,1858 12,63 | 3,45 1,01 1,04 1,06 28,73 7,26
a4 289 0,78 079 080 20,59 0,1858 12,66 | 3,41 096 098 1,00 28,66 7,31
a5L12 3,04 064 066 068 20,44 0,1858 12,58 | 3,55 0,79 083 0,86 28,45 7,23
a5L13 2,78 1,04 1,03 1,02 20,70 0,1859 12,76 | 3,27 1,20 1,20 1,20 28,66 7,56
a6l 2,87 078 080 082 20,60 0,1859 12,68 | 3,38 098 1,01 1,04 28,65 7,44
a62 288 096 092 089 20,60 0,1859 12,67 | 3,38 1,05 1,04 1,04 28,64 7,34
o7 3,04 062 065 068 20,44 0,1858 12,56 | 3,55 0,78 0,82 0,86 28,47 7,20
B0B9 292 0,74 074 0,75 20,50 0,1859 12,69 | 3,45 091 092 094 28,49 7,38
g10 283 080 081 082 20,61 0,1860 12,78 | 3,34 098 1,00 1,02 28,56 7,68
B1aB1lb 3,01 069 069 071 20,48 0,1858 12,59 | 3,52 083 085 0,88 28,50 7,20
Blc 298 074 073 0,73 20,51 0,1859 12,63 | 3,48 084 085 0,88 28,52 7,32
B1B8 2,81 1,08 1,03 099 20,69 0,1859 12,68 | 3,32 1,18 1,16 1,17 28,84 7,31
B5aB5b 294 082 083 083 20,56 0,1858 12,64 | 3,44 097 099 1,01 28,60 7,33
B5L8 3,09 059 063 066 20,42 0,1858 12,53 | 3,60 0,77 0,80 0,84 28,41 7,14
3485 289 098 096 095 20,59 0,1859 12,61 | 3,38 1,10 1,09 1,09 28,72 7,25
B4567_1 294 075 076 0,77 20,56 0,1859 12,62 | 3,44 090 092 094 28,69 7,26
34567_2 286 089 088 088 20,60 0,1859 12,69 | 3,37 1,07 1,08 1,10 28,64 7,45
LB1a0B2ala 290 083 083 084 20,58 0,1858 12,67 | 3,41 1,02 1,02 1,04 28,64 7,40
LaOfB1la 299 0,75 074 0,74 20,44 0,1859 12,64 | 3,51 087 088 090 28,43 7,27
L5 299 069 070 0,72 20,47 0,1858 12,60 | 350 085 088 091 28,45 7,23
L8 296 080 078 0,77 20,52 0,1859 12,63 | 346 090 091 092 28,58 7,25
L9 3,02 060 063 0,66 20,47 0,1858 12,59 | 3,52 0,77 081 0,85 28,53 7,23
L10 294 0,73 0,74 0,76 20,49 0,1859 12,63 | 344 091 094 096 28,57 7,24
L11_1 290 088 088 089 20,59 0,1859 12,63 | 341 1,06 1,07 1,08 28,64 7,32
L11_2 3,04 062 066 0,69 20,44 0,1859 12,55 | 3,54 0,79 0,84 0,88 28,38 7,19

18¢

Tabela A3. Wyniki dla wybranych otoczek
solwatacyjnych dla formy hydrofobowej
kinezyny (1MKJ_0), w catosci
przytrzymywanej podczas symulacji. W
pierwszej kolumnie z lewej nazwa obszaru
solwatacyjnego. Znaczenie symboli:
srednia liczba wigzan wodorowych na
czasteczke wody (nyg), réznicowa srednia
liczba wigzan wodorowych na czasteczke
wody (4nug), S$rednia energia wigzania
wodorowego (Eys), Srednia odlegtos¢ tlen
— woddr w wigzaniu wodorowym (Rpg),
Srednia wartos¢ kata beta (B4s). Wszystkie
wartosci dotyczg pierwszej warstwy
solwatacyjnej o grubosci 0,4 nm. Wyniki
otrzymane w wyniku analizy trajektorii
przed minimalizacjg oznaczono jako MD, a
otrzymane w wyniku analizy trajektorii
poddanej minimalizacji oznaczono jako
EM.
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1MK] (R=0.4 nm) (R=0.8nm)
(forma natywna)  sa(0.58) Astra(0.58) Sconf(0.58) Asconf(0.58) Stra(0.58) Sconf(0.58) Sort(0.58)
[J mol-1K-1] [] mol1K-1] [J mol-1K1] [] mol1K1] [J mol’K1]  [Jmol'K1] [J mollK1]
do [nm] do [nm]
Obszar 016 0,17 0,18 016 0,17 0,18
a0 -14,89 -033 -0,14 0,04 -13,07 -1,38 -146 -1,55 -13,24 -14,35 -50,04
ala -17,86 1,84 214 2,28 -11,37 -1,76 1,77 -1,76 -14,31 -13,10 -44,93
alb -17,42 239 273 290 -12,00 -235 -239 -2,40 -14,26 -13,37 -45,08
A2al4MgADP -25,53 1,29 2,53 337 -9,94 -1,81  -196 -2,05 -18,01 -11,87 -40,30
azb -18,77 225 249 252 -11,66 -239  -237 -2,32 -14,40 -13,23 -46,72
a3 -18,35 1,39 1,74 191 -11,04 -1,38  -1,41 -1,42 -14,52 -13,15 -46,93
a3a -20,10 -027 041 089 -11,55 -1,86  -2,00 -2,11 -14,97 -13,27 -45,27
o4 -17,83 1,11 1,40 1,61 -12,30 -2,32 -235 -2,38 -14,14 -13,75 -47,33
a5L12 -15,76 -0,01 0,24 0,47 -12,97 -1,86 -192 -1,99 -13,48 -14,10 -48,91
a5L13 -22,56 4,08 4,69 4,83 -10,85 -2,83  -285 -2,81 -16,15 -12,61 -42,82
a6l -18,56 0,92 1,52 2,01 -11,70 -1,84 -195 -2,05 -14,58 -13,31 -45,72
ab62 -19,29 2,94 3,07 2,91 -11,97 -3,06 -3,00 -290 -14,62 -13,29 -45,22
o7 -14,89 -0,12 0,24 0,58 -13,11 -1,38  -1,56 -1,74 -13,03 -14,28 -49,80
0B9 -16,56 0,45 0,70 0,87 -12,44 -1,86 -1,89 -192 -13,81 -13,59 -47,67
p10 -21,81 1,07 215 3,04 -10,54 -1,69 -1,83 -1,94 -16,65 -12,48 -42,10
B1aBib -15,78 090 1,07 1,16 -12,40 -1,79 -1,80 -1,79 -13,40 -13,97 -48,53
Blc -16,14 1,12 1,23 1,24 -13,16 -2,84 -282 -2,79 -13,40 -13,97 -47,92
B1B8 -20,66 719 741 7,01 -11,18 -3,68 -3,60 -3,42 -15,52 -12,47 -42,29
B5apsb -18,46 1,15 1,64 194 -12,02 -232  -239 -2,43 -14,40 -13,46 -45,29
B5L8 -16,57 -045 0,09 0,58 -12,85 -1,65 -1,85 -2,04 -14,08 -13,69 -47,02
3485 -21,00 1,22 1,60 1,69 -12,26 -3,31  -3,31  -3,28 -15,39 -13,24 -44,92
B4567_1 -17,17 0,80 1,19 1,43 -11,25 -1,07  -1,14 -1,17 -13,62 -13,35 -46,61
34567_2 -19,79 3,64 4,15 4,33 -11,31 -2,71  -2,71  -2,67 -14,98 -12,58 -44,09
LB1a0B2ala -19,89 026 080 1,14 -12,08 -2,52 -2,59  -2,64 -14,55 -13,31 -46,06
LaOB1a -16,67 1,15 1,24 1,22 -12,94 -2,84  -2,78 -2,71 -13,81 -13,85 -47,18
L5 -15,71 062 086 1,04 -12,75 -1,87  -192 -1,97 -13,42 -13,87 -48,69
L8 -17,09 1,22 1,31 1,27 -12,35 -233  -229 -2,23 -14,04 -13,66 -47,40
L9 -16,29 -1,00 -0,69 -0,41 -13,68 -230 -243 -2,55 -13,54 -14,22 -49,57
L10 -16,23 -027 0,18 0,58 -12,19 -1,06 -1,22  -1,38 -13,48 -13,59 -45,98
L11.1 -20,19 035 1,12 1,73 -11,39 -1,79  -195 -2,07 -15,36 -12,97 -43,83
L11.2 -14,96 -0,52  -0,19 0,12 -13,03 -1,16  -1,35 -1,52 -13,09 -14,33 -50,61
SPC/E -12.88 - - - -15.34 - - - -12.88 -15.34 -54.27

Tabela A4. Wyniki dla wybranych otoczek
solwatacyjnych dla formy natywnej
kinezyny (1MKJ). W pierwszej kolumnie z
lewej nazwa obszaru solwatacyjnego.
Znaczenie symboli: $.4(0.58), Scond0.58),
Sort(0.58) — parametry uporzadkowania dla
wody w pierwszej (R=0,4 nm) oraz w
pierwszej i drugiej warstwie solwatacyjnej

(R=0,8 nm); As;4(0.58), AsnA0.58) —
parametry uporzgdkowania po
uwzglednieniu wptywu wytgczonej

objetosci. Ostatnia linia zawiera dane dla
czystej wody SPC/E.



1MK] (forma natywna) SPC/E préznia  _modl0  mod20  mod25
std5ps stdlns std25ns PCAmax stdlns stdlns stdlns std1ns

Obszar [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]

a0 0,0568 0.138 0.211 0.122 0,068 0,133 0,151 0,161
ala 0,0523 0.104 0.144 0.038 0,047 0,096 0,113 0,109
alb 0,0497 0.109 0.158 0.039 0,048 0,105 0,130 0,135
a2b 0,0565 0.102 0.138 0.030 0,063 0,103 0,121 0,111
a3 0,0514 0.098 0.148 0.052 0,059 0,091 0,110 0,111
a3a 0,0529 0.118 0.162 0.038 0,060 0,096 0,120 0,118
o4 0,0518 0.110 0.156 0.043 0,062 0,105 0,117 0,118
a5L12 0,0595 0.135 0.182 0.034 0,066 0,121 0,138 0,142
a5L13 0,0457 0.078 0.108 0.027 0,050 0,072 0,081 0,087
a6l 0,0458 0.095 0.160 0.086 0,052 0,089 0,108 0,106
a62 0,0505 0.098 0.147 0.064 0,060 0,092 0,109 0,111
a7 0,0634 0.259 0.483 0.227 0,076 0,199 0,362 0,371
B0OB9 0,0533 0.103 0.141 0.028 0,065 0,100 0,117 0,116
B10 0,0444 0.093 0.132 0.036 0,050 0,082 0,108 0,123
B1aB1lb 0,0594 0.135 0.194 0.050 0,059 0,118 0,145 0,144
Blc 0,0583 0.129 0.185 0.066 0,056 0,121 0,139 0,143
B1p8 0,0508 0.098 0.152 0.031 0,055 0,083 0,104 0,109
B5aB5b 0,0541 0.115 0.195 0.090 0,060 0,099 0,117 0,122
B5L8 0,0608 0.167 0.321 0.201 0,051 0,122 0,153 0,182
B4B5 0,0519 0.093 0.137 0.046 0,057 0,085 0,102 0,096
B4567_1 0,0469 0.115 0.160 0.047 0,051 0,099 0,122 0,122
B4567_2 0,0491 0.090 0.125 0.026 0,051 0,086 0,101 0,108
LB1a0B2ala 0,0505 0.093 0.123 0.032 0,056 0,090 0,104 0,108
LaOB1la 0,0569 0.131 0.198 0.099 0,072 0,127 0,146 0,156
L5 0,0602 0.134 0.181 0.017 0,063 0,125 0,158 0,136
L8 0,0560 0.099 0.135 0.034 0,068 0,097 0,126 0,126
L9 0,0640 0.129 0.165 0.038 0,084 0,134 0,157 0,152
L10 0,0495 0.125 0.180 0.054 0,047 0,100 0,132 0,138
L11_1 0,0477 0.126 0.242 0.130 0,053 0,106 0,141 0,132
L11.2 0,0604 0.244 0.581 0.382 0,059 0,147 0,278 0,278
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Tabela AS5. Odchylenia standardowe powierzchniowych atomoéw
kinezyny 1MKJ od potozenia Sredniego po usunieciu translacji i rotacji
catej czasteczki (usrednione po wszystkich atomach powierzchniowych
w kazdym wybranym obszarze). Wyniki otrzymane w wodzie SPC/E
dotycza 5 ps, 1 ns, 25 ns (std 25). Ponadto podano rezultaty analizy
PCA (PCA max). Wyniki otrzymane w prézni oraz w modyfikowanych
modelach wody (mod10, mod20, mod25) dotycza odchylen
standardowych od potozenia Sredniego w czasie 1 ns.
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1MK] (forma natywna) 1MK]J_0 (forma hydrofobowa)
Dr Dr (D1)restr  (Dr)resrBB (DR)restr - (DR)vestrBs | (Dr)restr  (Dr)restrBB (DR)restr  (DR)restrBB

Obszar [10-°m2s!]  [10'!rad?s!] [10-9m?2s1] [101rad?s!] [10-°m?s-1] [101rad?s!]

a0 1,40 1,71 1,06 1,20 1,56 1,72 1,61 1,71 2,39 2,42
ala 0,92 1,47 0,59 0,73 1,31 1,42 1,62 1,87 2,89 2,97
alb 1,07 1,50 0,78 0,92 1,45 1,46 1,91 1,99 2,96 3,05
A2alL.4MgADP 0,66 1,35 0,37 0,45 1,29 1,27 1,63 1,81 3,22 3,43
a2b 1,13 1,74 0,85 1,00 1,72 1,72 1,69 1,80 2,95 3,06
a3 0,90 1,44 0,67 0,79 1,41 1,43 1,70 1,87 2,88 291
a3a 0,88 1,44 0,59 0,78 1,30 1,53 1,64 1,81 3,11 3,04
o4 1,01 1,50 0,70 0,85 1,37 1,47 1,71 1,84 2,93 2,94
a5L12 1,37 1,73 1,04 1,20 1,75 1,67 1,62 1,78 2,50 2,55
a5L13 0,70 1,35 0,43 0,55 1,21 1,28 1,66 1,71 3,07 3,26
a6l 0,88 1,37 0,56 0,77 1,32 1,39 1,61 1,78 3,22 3,05
a62 1,02 1,55 0,72 0,86 1,54 1,53 1,80 1,80 3,21 3,06
o7 1,34 1,60 0,97 1,13 1,53 1,57 1,62 1,73 2,60 2,52
BOB9 1,07 1,57 0,77 0,98 1,38 1,51 1,74 1,87 2,92 2,98
B10 0,76 1,35 0,38 0,55 1,33 1,32 1,77 1,80 3,52 3,66
BlaB1b 1,29 1,60 0,99 1,10 1,52 1,56 1,64 1,80 2,58 2,67
Blc 1,37 1,71 1,00 1,08 1,67 1,60 1,72 1,82 2,64 2,69
B1B8 0,82 1,38 0,50 0,64 1,18 1,31 1,83 1,81 3,80 3,98
B5aB5b 1,11 1,62 0,73 0,82 1,49 1,52 1,66 1,81 2,75 2,69
B5L8 1,31 1,64 0,97 1,17 1,70 1,61 1,62 1,83 2,41 2,52
B4B5 0,96 1,53 0,68 0,83 1,34 1,52 1,74 1,88 3,39 3,38
B4567_1 0,96 1,41 0,66 0,80 1,32 1,36 1,68 1,80 2,93 2,96
B4567_2 0,84 1,39 0,56 0,70 1,30 1,36 1,85 1,96 3,16 3,03
LBla0B2ala 0,94 1,48 0,65 0,76 1,39 1,41 1,62 1,80 3,04 3,01
LaOB1a 1,28 1,64 1,03 1,14 1,58 1,57 1,64 1,86 2,63 2,74
L5 1,18 1,61 0,82 0,99 1,56 1,56 1,65 1,75 2,65 2,63
L8 1,18 1,66 0,83 1,04 1,53 1,63 1,65 1,68 2,78 2,82
L9 1,35 1,81 1,09 1,21 1,71 1,82 1,70 1,72 2,54 2,69
L10 1,12 1,45 0,79 0,95 1,45 1,46 1,64 1,80 2,91 2,82
L11_1 0,85 1,36 0,53 0,68 1,19 1,29 1,66 1,79 2,97 3,08
L11.2 1,40 1,65 0,97 1,10 1,52 1,58 1,56 1,67 2,66 2,61
SPC/E 2,75 2,38 2,75 2,75 2,38 2,38 2,75 2,75 2,38 2,38

Tabela A6. Wyniki dla wybranych otoczek
solwatacyjnych dla formy natywnej kinezyny
(IMKJ) oraz dla formy hydrofobowej
(IMKJ_0). W pierwszej kolumnie z lewej
nazwa obszaru solwatacyjnego. Znaczenie
symboli: wspotczynnik dyfuzji translacyjnej
Dr, wspotczynnik dyfuzji rotacyjnej Dg. Indeks
restr oznacza wyniki otrzymane dla biatka w
catosci przytrzymywanego podczas
symulacji, a indeks restr_BB oznacza wyniki
otrzymane dla biatka, w ktérym tancuchy
boczne aminokwaséw nie byty
przytrzymywane. Wszystkie wartosci dotycza
pierwszej warstwy solwatacyjnej o grubosci
0,4 nm. Ostatnia linia zawiera dane dla
czystej wody SPC/E.



1BG2 (R=0.4 nm) (R=0.8nm)
Dr Dr nup Eup Rup Bup %4 n Stra(0.58) Sconf(0.58) Sort(0.58)

Obszar [10-°m?s1]  [10'!rad?s!] [k] mol-1] [nm] [deg] [nm3] [J mol1K-1]  [J moliK1] [] mollK1]
o0 1,42 1,83 2,82 20,29 0,1849 12,22 10,0181 1,680 -13,28 -14,22 -49,35
ala 0,82 1,31 2,39 20,08 0,1843 12,14 0,0177 1,632 -14,44 -13,08 -44.,98
alb 1,02 1,56 2,50 19,84 0,1844 12,23 0,0180 1,638 -14,00 -13,48 -46,11
a2al.4MgADP 0,56 1,24 2,12 20,32 0,1839 12,10 10,0176 1,622 -18,91 -11,68 -39,49
a2b 0,95 1,59 2,53 20,47 0,1847 12,20 0,0183 1,649 -14,78 -12,98 -45,88
o3 0,89 1,44 2,49 19,99 0,1845 12,21 0,0178 1,656 -14,56 -13,17 -46,58
a3a 0,68 1,32 2,48 20,32 0,1839 12,04 0,0177 1,647 -15,88 -13,13 -44,99
o4 0,91 1,38 2,53 20,20 0,1845 12,18 10,0178 1,655 -14,69 -13,29 -45,07
a5L12 1,27 1,62 2,72 20,19 0,1848 12,24 10,0182 1,670 -13,60 -13,85 -47,52
a5L13 0,85 1,29 2,43 20,17 0,1843 12,13 0,0180 1,642 -15,39 -12,94 -43,96
a6l 1,00 1,57 2,49 20,18 0,1846 12,23 0,0178 1,651 -14,78 -13,37 -44,20
a62 0,89 1,37 2,54 20,37 0,1845 12,15 10,0179 1,652 -14,45 -13,32 -46,21
B0 1,01 1,42 2,51 20,19 0,1848 12,27 0,0180 1,636 -14,35 -13,21 -45,93
BlaB1b 1,25 1,72 2,70 20,18 0,1847 12,21 0,0181 1,669 -13,48 -13,95 -48,38
Blc 1,25 1,61 2,71 20,26 0,1847 12,18 10,0182 1,668 -13,64 -13,87 -47,87
B1p8 0,54 1,19 2,27 20,20 0,1841 12,16 0,0179 1,624 -16,46 -12,24 -42,51
B5aB5b 1,18 1,71 2,58 20,11 0,1846 12,23 10,0182 1,660 -14,24 -13,53 -45,95
B5L8 1,49 1,75 2,84 20,22 0,1847 12,18 10,0181 1,675 -13,34 -14,28 -48,77
B4B5 0,92 1,55 2,56 20,28 0,1845 12,14 0,0179 1,644 -15,35 -13,38 -45,35
B4567_1 1,00 1,53 2,57 20,07 0,1847 12,23 0,0180 1,655 -13,31 -13,73 -48,74
34567_2 0,89 1,45 2,45 20,21 0,1844 12,15 0,0180 1,646 -14,41 -13,15 -45,86
LB1a0B2ala 0,91 1,43 2,48 20,28 0,1845 12,14 0,0180 1,648 -14,73 -13,07 -45,58
LaOB1la 1,23 1,71 2,66 20,25 0,1847 12,21 0,0182 1,661 -13,93 -13,68 -46,68
L5 1,11 1,68 2,68 20,18 0,1846 12,19 0,0180 1,657 -13,45 -13,67 -48,10
L8 1,16 1,69 2,61 20,21 0,1848 12,24 10,0180 1,659 -14,02 -13,69 -47,10
L9 1,35 1,93 2,91 20,36 0,1849 12,17 10,0182 1,679 -13,59 -14,27 -49,52
L10 1,31 1,56 2,73 20,13 0,1848 12,21 10,0180 1,679 -12,99 -13,99 -49,75
L11_1 0,92 1,48 2,55 20,14 0,1845 12,16 0,0179 1,647 -14,53 -13,35 -46,24
L11.2 1,34 1,65 2,82 20,23 0,1849 12,22 0,0181 1,674 -13,31 -14,11 -49,13
SPC/E woda 2.75 2.38 3,27 20,12 0,1854 12,31 0,0187 1,725 -12,88 -15,34 -54,27
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Tabela A7. Wyniki dla uktadu 1BG2. W
pierwszej kolumnie z lewej nazwa
obszaru solwatacyjnego. Znaczenie
symboli: wspotczynnik dyfuzji
translacyjnej Dy, wspdtczynnik dyfuzji
rotacyjnej Dg, S$rednia liczba wigzan
wodorowych na czasteczke wody nys,
Srednia energia wigzania wodorowego
Eus, Srednia odlegtos¢ tlen — wodor w
wigzaniu wodorowym Rz Srednia
wartos¢  kata beta B Srednia
objetos¢ V i parametr asferycznosci n
komarki Voronoia, parametry
uporzadkowania S4(0.58), Sconf(0.58),
sot(0.58) dla wody w pierwszej (R=0,4
nm) oraz w pierwszej i drugiej (R=0,8
nm) warstwie solwatacyjnej. Ostatnia
linia zawiera dane dla czystej wody
SPC/E.



Aneks

Rys. Al. Korelacja pomiedzy parametrem lokalnej szorstkosci y i wspdtczynnikami
dyfuzji Dr i Dg dla pierwszych otoczek solwatacyjnych kolejnych obszaréw na
powierzchni kinezyny 1MKJ.
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Aneks

Rys. A2. Wyniki dla uktadu 1MKJ. Wykresy rodznicowe rozktadu
prawdopodobienistwa dla katéw 6, o i wartosci LSI w pierwszych warstwach
solwatacyjnych kolejnych obszaréw na powierzchni kinezyny. Promierr odciecia dp
zmienia sie od 0,15 do 0,19 nm. Wyniki otrzymane dla trajektorii niepoddanej
minimalizacji.
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Aneks

Rys. A3. Wyniki dla uktadu 1MKJ. Wykresy rodznicowe rozktadu
prawdopodobienstwa dla katéw 6, o i wartosci LSI w pierwszych warstwach
solwatacyjnych kolejnych obszaréw na powierzchni kinezyny. Promien odciecia dy
zmienia sie od 0,15 do 0,19 nm. Wyniki otrzymane dla trajektorii poddanej
minimalizacji.

288



Aneks

Rys. A4. Wyniki dla uktadu 1MKJ_O (czasteczka hydrofobowa, w catosci
przytrzymywana podczas symulacji). Wykresy réznicowe rozktadu
prawdopodobienstwa dla katdw 6, o i wartosci LSI w pierwszych warstwach
solwatacyjnych kolejnych obszaréw na powierzchni kinezyny. Promiers odciecia dp
zmienia sie od 0,17 do 0,21 nm. Wyniki otrzymane dla trajektorii niepoddanej
minimalizacji.
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Aneks

Rys. A5. Wyniki dla uktadu 1MKJ_O (czasteczka hydrofobowa, w catosci
przytrzymywana podczas symulacji). Wykresy réznicowe rozktadu
prawdopodobienstwa dla katéw 6, o i wartosci LSI w pierwszych warstwach
solwatacyjnych kolejnych obszaréw na powierzchni kinezyny. Promien odciecia dy
zmienia sie od 0,19 do 0,23 nm. Wyniki otrzymane dla trajektorii poddanej
minimalizacji.
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Aneks

Woda solwatacyjna pomiedzy domena motoryczng
dimerem tubulinowym

As14(0.58) Ascon(0.58) Asor(0.58)

[] mol-1K-1] [J mol-1K-1] [J mol-1K1]
Odlegto$é do [nm] do [nm] do [nm]
[nm] 0,16 0,17 0,18 0,16 0,17 0,18 0,16 0,17 0,18
0,4 1,64 2,78 3,73 -1,93 -2,00 -2,04 | -589 -502 -4,23
1,2 0,84 1,11 1,31 -1,35  -1,32  -1,28 | -443 -4,04 -3,68
2,0 0,04 0,07 0,09 | -068 -060 -054 | -2,61 -2,27 -2,02
1JFF (R=1,2nm) | 0,07 0,08 0,08 | -0,57 -048 -0,40 | -2,15 -1,79 -1,48
1JFF (R=1,6 nm) | -0,03 -0,01 -0,01 | -044 -0,37 -0,29 | -1,75 -145 -1,14

Tabela A8. Parametry uporzadkowania obliczone dla wody zawartej
tubulinowym dla uktadéw 1BG2_1JFF_4, 1BG2_1JFF_12, 1BG2_1JFF_20.
wyniki poréwnawczych obliczert dla uktadu 1JFF, kiedy przyjety zakres

R=1,6 nm od gdrnej powierzchni dimeru tubulinowego.

i

pomiedzy kinezyng i dimerem
Dwa ostatnie wiersze zawierajg
obliczern wynosit R=1,2 nm lub
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