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O modelowaniu dyfuzji w uktadach biologicznych
Procesy zachodzace w komérkach organizméw zywych przy matych wartosciach liczby
Reynoldsa w przewazajacej czeéci opieraja sie na dyfuzji lub zawieraja etapy przez
dyfuzje kontrolowane (1). Transport, formowanie zlozonych komplekséw
makromolekularnych, reakcje enzymatyczne, propagacja sygnatéw, to tylko niektére z
proceséw zachodzacych dzieki dyfuzji. Wszechobecno$é dyfuzji i jej fundamentalna rola
w biologii komérki, motywuje badania eksperymentalne i teoretyczne.

Znaczna cze$¢ naszej wiedzy na temat molekularnych podstaw funkcjonowania

komérek organizméw zywych zdobyta zostata dzieki badaniom in vitro rozcieficzonych
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wodnych roztworéw biomolekut, o doktadnie znanym i kontrolowanym sktadzie. Cho¢
od dawna zdawano sobie sprawe, ze §rodowisko w jakim procesy biologiczne zachodza
(wnetrze komoérek biologicznych, przestrzeii miedzykomérkowa) to zlozone
heterogeniczne medium, w ktérym catkowite stezenie molekut waha sie w zakresie od 50
do 400 mg/ml, przy czym molekuty te zajmuja nawet do 40% dostepnej objetosci, aspekt
ten byt w badaniach biomolekut przez dlugi czas ignorowany (2,3). Teoretyczne i
eksperymentalne prace prowadzone pod koniec XX i na poczatku XXI wieku pozwolity
stwierdzié¢ (2-6), ze warunki panujace we wnetrzu komérki wptywaja na dyfuzje molekut
i zmieniaja w sposéb jakoSciowy i ilosciowy przebieg proceséw zachodzacych w
komoérkach biologicznych w poréwnaniu do przebiegu tych samych proceséw
zachodzacych w roztworach rozcieficzonych. Obserwowany w ostatnich latach znaczacy
postep na polu technik eksperymentalnych sprawit, ze metody takie jak NMR (7,8) czy
fluorescendja (9,10) pozwalaja bada¢ ztozone uktady molekularne zaréwno w warunkach
in vitro, ja i in vivo. Do pelnego zrozumienia, jakie czynniki wplywaja na dyfuzje molekut
i na przebieg proceséw biologicznych w réznych warunkach, konieczne sa jednak takze
symulacje komputerowe. Ich gtéwne zalety to przede wszystkim mozliwos¢ obserwadji
uktadéw biologicznych z dowolna rozdzielczoécia, jednoczesne Sledzenie wielu rodzajéw
molekut obecnych w badanym uktadzie i mozliwoéé bezposdredniej oceny wplywu
réznych czynnikéw (np. sily jonowej, pH, kompozycji molekularnej roztworu, stezef
sktadnik6w) i réznego rodzaju oddziatywan (intermolekularnych np. sterycznych,
polarnych i niepolarnych, oraz propagowanych przez rozpuszczalnik oddzialywarn
hydrodynamicznych) na zachowanie badanego uktadu.

W grupie metod modelowania komputerowego, ktére znajduja zastosowanie w
badaniach ztozonych uktadéw biologicznych jest dynamika brownowska (11), ktéra
umozliwia (przynajmniej w teorii) symulacje ukladéw o liczbie skladnikéw rzedu
dziesiatek, setek czy tysiecy, w przestrzeni o rozmiarach rzedu nano i mikrometréw, w
czasie mi ro czy nawet milisekund, z rozdzielczoécia atomowa lub z wykorzystaniem
modeli gruboziarnistych. Algorytmy dynamiki brownowskiej, ich ograniczenia oraz

przyktady ich zastosowan opisane zostaly w pracy przegladowej (A), przy czym
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szczegblna uwage poSwiecono w niej zagadnieniom modelowania dyfuzji i asocjacji
molekul w warunkach molekularnego toku panujacego we wnetrzu komérek
biologicznych.

Pierwotnie najpopularniejszym zastosowaniem dynamiki brownowskiej w
biofizyce byly symulacje asocacji w uktadzie dwéch molekut zanurzonych w
nieskoficzonym wodnym rozpuszczalniku, pozwalajace oszacowaé state szybkosci ich
dyfuzyjnej asocjacji (11,12). W ostatnich latach pojawito sie kilka prac dokumentujacych
zastosowanie dynamiki brownowskiej do modelowania dyfuzji i asocjacjii molekut
biologicznych w warunkach zblizonych do tych jakie istnieja we wnetrzu komérek
biologicznych (A), jednak tego rodzaju symulacje dalekie sa od rutynowych. Z jednej
strony jest to problem techniczny, zwiazany z ograniczona dostepno$cia oprogramowania
dynamiki brownowskiej, ktére umozliwia prowadzenie symulacji skomplikowanych
ukltadéw biologicznych. Z drugiej strony, modele i algorytmy wykorzystywane w tego
rodzaju symulacjach czesto opieraja sie na dokonywanych ad hoc i nie zawsze
uzasadnionych przyblizeniach, ktére moga falszowaé lub ogranicza¢ wnioski ptynace z
symulacji. Weryfikacja i rozwdj modeli i algorytméw symulacji sa wazne zaréwno z
punktu widzenia rozwoju warsztatu wspélczesnej biofizyki jak i dla zrozumienia czesto
bardzo podstawowych aspektéw proceséw biologicznych.

Moje badania wykorzystuja technike dynamiki brownowskiej i koncentruja si¢ na
roli czynnikéw, ktére choé czesto zaniedbywane w symulacjach, warunkuja przebieg
zaleznych od dyfuzji proceséw biologicznych. Przedstawione tutaj prace dotycza efektéw
zwiazanych 2z propagowanymi przez wodny rozpuszczalnik oddzialywaniami
hydrodynamicznymi oraz z wynikajaca ze skomplikowanych ksztattéw molekut

biologicznych anizotropia dyfuzji.

Nowe narzedzia modelowania molekularnego
Przedstawiona powyzej tematyka badawcza wymaga tworzenia i stosowania nowych

narzedzi modelowania molekularnego. Jednym =z rezultatéw moich badah jest
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ogélnodostepne! oprogramowanie do symulacgi dynamiki brownowskiej. W pracy (B)
przedstawiono modele i algorytmy =zastosowane w oprogramowaniu oraz jego
funkcjonalno$é. Pierwotna wersja oprogramowania umozliwiata gruboziarniste symulacje
wielosktadnikowych uktadéw molekut biologicznych, z uwzglednieniem oddziatywan
intermolekularnych, hydrodynamicznych (w dwucialowym przyblizeniu dalekiego pola)
oraz swobody konformacyjnej symulowanych obiektéw (B). Kolejne wersje zostaty
rozszerzone o algorytm dynamiki brownowskiej ciat sztywnych, umozliwiajac symulacje
petnoatomowych modeli hydrodynamicznie anizotropowych molekul. Narzedzie to

zostato wykorzystane w badaniu zagadniei opisanych w pracach (C, E, F).

Wplyw oddziatywai hydrodynamicznych na dyfuzyjng asocjacje molekut

Tworzenie komplekséw molekularnych zawiera zazwyczaj etap, w trakcie ktérego
molekuly poszukuja partneréw oddziatywani w drodze dyfuzji. Czesto jest to etap w
procesie tworzenia kompleksu najwolniejszy i tym samym limitujacy jego szybkosé. W
pracach (C) i (D) opisane =zostaly badania nad wplywem oddziatywan
hydrodynamicznych na kinetyke dyfuzyjnej asocjacji molekut.

W pracy (C), dzieki symulacjom dynamiki brownowskiej modelowych molekut
izotropowych i anizotropowych, okreslono jakosciowy i ilodciowy wplyw oddzialywan
hydrodynamicznych na kinetyke asocjacji, kiedy miedzy partnerami wiazania istnieja
przyciagajace oddzialtywania elektrostatyczne ekranowane przez obecne w
rozpuszczalniku jony soli. Pokazano, ze oddzialywania hydrodynamiczne zmniejszaja
stata szybkosci dyfuzyjnej asocjacji i ze wzgledna wielkoé¢ tego efektu nie zalezy od
stopnia ekranowania oddzialywan elektrostatycznych partneréw wiazania zaréwno w
przypadku molekut izotropowych, jak i w przypadku niespecyficznej asocjacji molekut
anizotropowych. Co ciekawe, w przypadku specyficznej asocjacji (okreslona wzgledna
orientacja partneréw wiazania w kompleksie) obiektéw anizotropowych, wzgledna
wielko§é efektu hydrodynamicznego zalezy w sposéb niemonotoniczny od sity jonowej

rozpuszczalnika, przy czym maksymalny efekt obserwowany jest dla fizjologicznych

1 oprogramowanie dostepne obecnie pod adresem www.browniandynamics.org
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wartoéci sity jonowej. W pracy (C) pokazano takze, ze oddziatywania hydrodynamiczne
moga faworyzowac konkretne wzajemne orientacje partneréw wiazania, przyczyniajac sie
do powstawania efektywnego “sterowania hydrodynamicznego” ku okreslongj
konfiguracji kompleksu. Ten sterujacy wptyw oddzialywan hydrodynamicznych jest
jednak ostabiany przez oddzialywania steryczne i elektrostatyczne, co moze mieé
znaczenie w przypadku proceséw zachodzacych w warunkach in vivo.

Badania opisane w pracy (C), mimo ze prowadzone dla prymitywnych modeli
molekul, pozwolilty poczyni¢ kilka interesujacych obserwacji dotyczacych roli
oddziatywani hydrodynamicznych w asocjacji molekut. Ich kontynuacje stanowi praca
(D), w ktérej prymitywne modele molekul zastapiono szczegétowymi modelami
molekularnymi i hydrodynamicznymi rzeczywistych bialek, barnazy i barstar. W pracy tej
zastosowano model oddzialywan hydrodynamicznych wykraczajacy poza dwuciatlowe
przyblizenie dalekiego pola z pracy (C). Z radji na jego wysoki w rozwazanym przypadku
koszt obliczeniowy, zrezygnowano z bezposrednich symulacji dynamiki brownowskiej,
ograniczajac sie do badania wzglednych predkosci rotacji biatek poruszajacych sie w
kierunku konfiguracji obserwowanej w kompleksie krystalograficznym pod wplywem sit
i momentéw sit wynikajacych z oddziatywarn elektrostatycznych. W pracy (D)
przeanalizowano skomplikowane relacje ksztalttéw barnazy i barstar, ich oddzialywan
elektrostatycznych oraz oddzialywan hydrodynamicznych, i ich wplyw na wzgledny
ruch rotacyjny biatek w trakcie tworzenia kompleksu. Pokazano, ze obraz ruchu
asocjujacych molekut, jaki wynika z zastosowania uproszczonych metod i modeli
hydrodynamicznych, daleki jest od kompletnosdi.

Wysoki koszt obliczeniowy oddziatywan hydrodynamicznych w symulacjach
dynamiki brownowskiej powoduje, ze w przypadku ztozonych uktadéw molekularnych
o duzej liczebnoéci sktadnikéw, sa one modelowane w ramach przyblizenia traktujacego
molekuty jak sfery (13, 14). Wyniki prac (C) i (D) sugeruja, ze takie podejicie nie zawsze
jest poprawne. Nie jest jednak obecnie mozliwe modelowanie oddzialywar
hydrodynamicznych w symulacjach dynamiki brownowskiej zlozonych uktadéw

molekularnych w sposéb rygorystyczny i jednoczeénie wydajny.
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Konsekwencje anizotropii molekul

Ksztalty molekut biologicznych czesto sa bardzo skomplikowane, czego efektem jest
anizotropowy charakter ich dyfuzji. Fakt ten jest jednak zazwyczaj ignorowany w
typowych zastosowaniach dynamiki brownowskiej, co od strony technicznej sprowadza
sie do przypisania molekutom w symulacach $rednich wspdtczynnikéw dyfuziji
translacyjnej i rotacyjnej zamiast tensoréw dyfuzji.

Przedmiotem pracy (E) jest rola hydrodynamicznej anizotropii molekut w ich
dyfuzyjnej asocjagi. Symulacje dynamiki brownowskiej ukladu zlozonego =z
petnoatomowych modeli biatek barnazy i barstar pokazaly, ze zignorowanie nawet
stosunkowo niewielkiej hydrodynamicznej anizotropii tych dwéch biatek prowadzi do
stalych szybkosci mniejszych o 20% w poréwnaniu do tych, jakie sa rezultatem symulacji
poprawnie uwzgledniajacych anizotropie molekut. Pokazano takze, ze hydrodynamiczna
anizotropia biatek umozliwia ich szybsza dysocjacje po utworzeniu kompleksu. Efekty
hydrodynamicznej anizotropii partneréw wiazania sa tym silniej manifestowane, im
wieksze jest znaczenie oddziatywan sterycznych w badanym uktadzie, co pozwala
spekulowad, ze rola hydrodynamicznej anizotropii molekul jest znacznie wieksza w
przypadku proceséw asocjacji zachodzacych w warunkach in vivo (E).

Zwiazek hydrodynamicznej anizotropii i oddziatywan sterycznych opisany w
pracy (E) umotywowatl czesciowo badania opisane w pracy (F), ktére podwiecone sa
dyfuzyjnej dynamice rotacyjnej hydrodynamicznie anizotropowych molekul w
warunkach molekularnego ttoku. Dzigki symulacjom dynamiki brownowskiej roztworéw
biatka lizozym o stezeniach siegajacych 250 mg/ml, ktére opisano w pracy, pokazano, ze
wraz ze wzrostem zattoczenia érodowiska w jakim odbywa sie dyfuzja anizotropowych
molekul, wzrasta takze anizotropowo$¢ ich dyfuzji rotacyjnej. To efekt o potencjalnym
znaczeniu biologicznym, niemozliwy do przewidzenia na podstawie symulacji dynamiki
brownowskiej, w ktérym molekuty opisywane sa izotropowymi, $rednimi
wspoétczynnikami dyfuzji. Dodatkowo w pracy (F) zaproponowano metode analizy
trajektorii symulacji komputerowych, oparta o model dyfuzji swobodnej, ktéra pozwala

wyznacza¢ efektywne tensory dyfuzji rotacyjnej molekut.
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Podsumowanie

Przedstawione tutaj zagadnienia zwiazane sa z podstawowymi wlasciwosciami

biomolekul oraz ich oddzialywar i stanowia zaledwie wstep do modelowania ztozonych

proceséw zachodzacych we wnetrzach komérek biologicznych. Tworzenie warsztatu

symulacji uktadéw biologicznych wymaga jednak systematycznego podejécia, w ktérym

poprzez rozwazanie zagadniefi i ukladéw o rosnacym stopniu skomplikowania,

stopniowo zdobywa sie wiedze o mechanizmach rzadzacych badanymi uktadami. Takie

podejscie, w polaczeniu z wynikami badan eksperymentalnych, pozwoli byé moze w

przyszioéci okreéli¢, jakie czynniki i oddziatywania determinuja przebieg proceséw

biologicznych i w jakim stopniu zachowanie molekul obserwowane w probéwce

przypomina to, z ktérym mamy do czynienia we wnetrzu komérek biologicznych.
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chain dynamics: a constant pH molecular dynamics study”, Journal of Physical Chemistry
B, 2005, 109, 13777-13784

8. Dlugosz, M.; Antosiewicz, J. M. “pKas In dicarboxylic acids by constant-pH molecular
dynamics simulations”, Zeitschrift fiir Naturforschung, 2004, 59a, 873-874
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9. Dlugosz, M.; Antosiewicz, J. M. “Constant-pH molecular dynamics simulations: a test
case of succinic acid”, Chemical Physics, 2004, 302, 161-170

10. Dtugosz, M.; Antosiewicz, J. M.; Robertson, A. D. “Constant-pH molecular dynamics
study of protonation-structure relationship In a heptapeptide derived from ovomucoid third
domain”, Physical Review E, 2004, 69, 1-10

Molekuly zywych komérek wystepuja i reaguja w srodowisku wodnym. pH $rodowiska
(wielko§¢é okreslajaca stezenie w roztworze uwodnionych protonéw - jonéw
hydroniowych, zmieniajaca sie w zaleznosci od organu lub tkanki ciata ludzkiego)
wptywa na stabilnosé, whasciwoéci strukturalne i funkcje molekut. Zrédtem zaleznosci od
pH jest obecnos¢é w makromolekutach tzw. grup miareczkowalnych, ktére zdolne sa
wymieniaé protony z otaczajacym wodnym rozpuszczalnikiem. Réwnowaga proceséw
protonacji i deprotonacji grup miareczkowalnych zalezna jest od pH. Zmiany stanéw
protonacyjnych poszczegdlnych grup miareczkowalnych modyfikuja rozktad tadunku w
obrebie molekuly oraz jej catkowity fadunek elektrostatyczny. Dtugozasiegowy charakter
oddziatywan elektrostatycznych sprawia, ze te zalezne od pH, lokalne zmiany rozkladu
tadunkéw moga wywiera¢ fundamentalny wptyw na wlasciwosci i funkcje biomolekut.
Tradycyjne podejécie stosowane w symulacjach dynamiki molekularnej polega na
zalozeniu takich (statych) stanéw protonacyjnych grup miareczkowalnych biomolekut,
ktére mozna uznaé za reprezentatywne w zadanym pH. Nie zawsze takie podejscie jest
poprawne - stany protonacyjne molekut zaleza od ich konformacji. Wybér konkretnego
stanu protonacyjnego molekuly i utrzymywanie go w ftrakcie symulacji, kiedy
konformacja molekuly zmienia sie, jest problematyczny - stan protonacyjny grup
funkcyjnych w niepozadany sposéb ogranicza przestrzefi konformacyjna molekuty.
Przedmiotem mojej pracy doktorskiej bylo opracowanie algorytmu umozliwiajacego
wykonywanie symulacji dynamiki molekularnej solwatowanych molekut, w ktérych pH
roztworu jest zewnetrznym parametrem, za$ stany protonacyjne grup miareczkowalnych
zmieniaja sie dynamicznie w trakcie symulacji. Algorytm dynamiki molekularnej w
stalym pH taczy metody klasycznej dynamiki molekularnej z modelem Poissona-

Boltzmanna (ktéry pozwala wyznaczyé réznice energii swobodnych poszczegélnych
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stanéw protonacyjnych molekuly) i metoda Monte Carlo w przestrzeni stanéw
protonacyjnych. Opracowana metodologia pozwolita wykazaé i zilustrowaé wplyw, jaki
swoboda wymiany protonéw z otoczeniem wywiera na konformacje i dynamike molekut

(zwiazkéw organicznych i matych peptydéw) (6-10).

Modelowanie molekularne i eksperymenty NMR

11. Nowakowski, M.; Dlugosz, M., Taraszewska, ], Wéjcik, J. “Complexation of
aminoglutethimide with native and modified cyclodextrins”, Journal of Physical Organic
Chemistry, 2009, 22, 948-953

12. Wojtkielewicz, A.; Dilugosz, M.; Maj, J; Morzycki, J. W.; Nowakowski, M,
Renkiewicz, ].; Strnad, M.; Swaczynova, J.; Wilczewska, A. Z.; Wojcik, J. “New analogues
of the potent cytotoxic saponin OSW-1”, Journal of Medicinal Chemistry, 2007, 50,
3667-3673

W trakcie pracy w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN bratem udziat w badaniach
wykorzystujacych metody modelowania molekularnego jako techniki komplementarne
do eksperymentéw NMR. Przedmiotem moich badafi, wykorzystujacych metody
mechaniki kwantowej i klasycznej dynamiki molekularnej, byly wlasciwosci
strukturalnych kompleksé6w molekut lekéw z chiralnymi selektorami (11) oraz analiza

preferencji konformacyjnych zwiazkéw organicznych o potencjale terapeutycznym (12).

Badania asocjacji molekul metodami dynamiki brownowskiej

13. Dlugosz, M.; Antosiewicz, J. M.; Trylska, ]J. “Association of aminoglycosidic antibiotics
with the ribosomal A-site studied with Brownian dynamics”, Journal of Chemical Theory
and Computation, 2008, 4, 549-559

14. Dlugosz, M.; Trylska, J. “Aminoglycoside association pathways with the 30S ribosomal
subunit”, Journal of Physical Chemistry B, 2009, 113, 7322-7330
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15. Dtugosz, M.; Huber, G. A.; McCammon, J. A.; Trylska, J. “Brownian dynamics study of
the association between the 70S ribosome and the elongation factor G”, Biopolymers, 2011,
95, 616-627

16. Grant, B. J.; Gheorghe, D.; Zheng, W.; Alonso, M.; Huber, G.; Dlugosz, M,;
McCammon, J. A.; Cross, R. A. “Electrostatically biased binding of kinesin to microtubules”,
PLOS Biology, 2011, 9, e1001207

W trakcie stazu podoktorskiego zajmowatem sie badaniami asocjacji antybiotykéw
aminoglikozydowych (13, 14) i czynnikéw biatkowych (czynnik elongacyjny G) (15) z
rybosomem bakteryjnym, wykorzystujac technike dynamiki brownowskiej. Zastosowanie
tej metody umozliwitlo oszacowanie statych szybkosci dyfuzyjnej asocjacji molekut,
pozwolito przewidzie¢ mozliwe miejsca wiazania antybiotykéw i strukture nieznanych
komplekséw molekularnych oraz opisaé mechanizm i $ciezki asocjacji. W ramach
wsp6tpracy z grupa prof. McCammona (University of California at San Diego) bratem
takze udziat w badaniach wykorzystujacych metode dynamiki brownowskiej do

symulagji oddziatywan biatek motorycznych z mikrotubulami (16).

Badania agregacji bialek metodami klasycznej dynamiki molekularne;j

17. Dtugosz, M.; Trylska, J. “Secondary structures of native and pathogenic huntingtin N-
terminal fragments”, Journal of Physical Chemistry B, 2011, 115, 11597-11608

Jeden z kilku projektéw jakimi zajmowatem sie w trakcie stazu podoktorskiego
po$wiecony byl procesowi agregacji bialka huntingtyny, ktéry towarzyszy
neurodegeneracyjnej chorobie Huntingtona. W trakcie badaft wykorzystywatem metody
dynamiki molekularnej w celu przewidzenia/okreSlenia preferengji strukturalnych N-
terminalnych fragmentéw huntingtyny, zawierajacych sekwencje glutaminy o dtugosciach
spotykanych w natywnym biatku i w jego patogennym wariancie (17). Przewidziana
dzigki symulacjom struktura N-terminalnego fragmentu huntingtyny, w ktérym dlugosé
sekwengji glutaminowej odpowiada dtugoéci sekwengji wystepujacej w natywnym biatku

jest zgodna z krystalograficzna struktura pierwszego exonu huntingtyny, opublikowana
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w trakcie powstawania pracy. Struktura fragmentu z wydluzona sekwencja glutaminowa
jest zgodna z zaproponowanym przez innych autor6w modelem agregacji, w ktérym

poéredniczy pierwsze 17 aminokwaséw huntingtyny (17).

Okreslanie podobiefistwa bialek na podstawie ich wlaSciwosci fizykochemicznych

18. Dlugosz, M.,; Trylska, ]J. “Electrostatic similarity of proteins: application of 3D spherical
harmonic decomposition”, Journal of Chemical Physics, 2008, 129, 015103

Problem poréwnywania réznych wladciwosci fizykochemicznych biomolekut i ich
klasyfikacji na podstawie tych wlasciwosci pojawia sie w badaniach komplekséw
molekularnych, projektowaniu lekéw czy tez prébach tworzenia molekularnych baz
danych. Oprécz poré6wnywania sktadu chemicznego molekut, pojawia sie takze potrzeba
poréwnania ich ksztaltéw, generowanych przez nie potencjatéw elektrostatycznych,
wtlasciwosdci ich powierzchni. Tego rodzaju poréwnanie nie jest jednak jednoznaczne, jedli
wymaga uzgodnienia orientacji molekul. W trakcie stazu podoktorskiego opracowatem
metode poréwnywania wilasciwosci molekut (ksztaltéw, generowanych potencjatéw
elektrostatycznych, wlasciwosci hydrofobowych), ktéra dzieki wykorzystaniu
deskryptoréw niezmienniczych ze wzgledu na rotacje nie wymaga uzgadniania orientacji

poréwnywanych obiektéw (18).

Wplyw pH na kinetyke dyfuzyjnej asocjacji biatek

19. Dlugosz, M.; Antosiewicz, J. M.,; Trylska, J. “pH-dependent association of proteins. The
test case of monoclonal antibody HyHEL-5 and its antigen hen egg white lysozyme”, Journal
of Physical Chemistry B, 2009, 113, 15662-15669

Zalezne od pH réwnowagi protonacyjne molekul biatek determinuja zaréwno lokalny
rozktad tadunkéw w molekutach, jak i ich catkowity tadunek. W konsekwencji pH
wplywa nie tylko na strukture i dynamike pojedynczych molekul, ale takze na ich
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oddziatywania z innymi molekutami i kinetyke tworzenia komplekséw molekularnych.
Akty protonadji i deprotonacji grup miareczkowalnych towarzyszace wiazaniu molekut
powoduja, ze stata szybko§ci asocjacji moze zmienia¢ sie w zaleznoéci od pH roztworu. W
swoich badaniach po$wieconych zagadnieniu zaleznej od pH szybkosci asocjacji biatek
wykorzystatem model kompleksu przejéciowego, ktéry pozwala wyznaczaé dyfuzyjne
state szybkoéci asocjacji oddziatujacych molekut. Model ten zostat jednak zmodyfikowany
tak, aby obliczenia elektrostatycznej energii oddziatywania asocujacych molekut
uwzglednialy w sposéb bezposredni pH roztworu oraz fakt, ze w zadanym pH molekuty
prébkuja z réznym prawdopodobiefistwem wiele stanéw protonacyjnych i ze
prawdopodobiefistwa stanéw protonacyjnych molekul moga ulec zmianie pod wptywem
oddziatywania z partnerem wiazania. Jako uklad testowy wykorzystany zostat kompleks
biatek HyHELS i HEWL. Na jego przykiadzie pokazano, ze modyfikacje wprowadzone do
modelu kompleksu przejSciowego pozwalaja uzyska¢ znacznie lepsza zgodno$é
jakoSciowa z danymi eksperymentalnymi niz podejscie tradycyjne, ktére uwzglednia pH

przez zatozenie statych stanéw protonacyjnych asocjujacych molekut (19).
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