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4.3 Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1 Wprowadzenie

Woda w uktadach biomolekularnych. Woda w stanie ciektym wydaje sie by¢ niezbedna dla ist-
nienia wszelkich znanych nam form zycia. Tradycyjnie Srodowisko wodne postrzegane jest jednak
jako pasywny osrodek, stanowigcy jedynie tto dla zawieszonych w nim molekut realizujacych pro-
cesy zyciowe. Tymczasem, wraz z rozwojem wiedzy o mechanizmach funkcjonowania organizméw
na poziomie atomowym woda jawi sie jako element majacy niezwykle istotny wplyw na strukture,
dynamike, a tym samym i funkcje czasteczek biologicznych [1].

Istotna rola wody w uktadach biomolekularnych manifestuje sie na wielu poziomach
organizacji czasowo-przestrzennej, poczawszy od mezoskopowej fazy ciektej, poprzez czeSciowo
ustrukturyzowane warstwy hydratacyjne, az po specyficznie umiejscowione pojedyncze molekuty.
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a) Jako ciekty osrodek tworzony przez niewielkie i silnie ze sobg oddziatujace polarne czasteczki,
woda prowadzi do powstawania tzw. efektow hydrofobowych [2]. Sa one odpowiedzialne miedzy
innymi za tworzenie sie obiektéw supramolekularnych takich jak btony biologiczne, formowanie
sie struktur trzeciorzedowych biatek, badz specyficzne oddziatywania miedzyczasteczkowe. b)
Dzieki trwatemu momentowi dipolowemu czasteczek woda jest o$rodkiem o wysokiej statej
dielektrycznej [3]. Ogranicza to dominujaca role efektéw elektrostatycznych w oddziatywaniach
zanurzonych w niej molekut i sprawia, Ze interakcje pomiedzy nimi sg wypadkowa wielu efektéw
fizycznych, umozliwiajac funkcjonowanie skomplikowanych mechanizméw molekularnych i ich
subtelng regulacje. c) Tworzac wzajemne wigzania wodorowe czasteczki wody majg zdolnos¢
formowania dynamicznych, lokalnych struktur otaczajacych rozpuszczone obiekty [4]. Obecnos¢
takich warstw hydratacyjnych dodatkowo moduluje oddzialywania pomiedzy molekutami w
wodzie w sposéb zalezny od ich rozmiaru, topografii powierzchni oraz tadunku. Efekty tego typu
sg istotne miedzy innymi dla oddzialywania makromolekut z jonami, w tym réwniez selektywnego
przewodnictwa jonéw przez kanaty srédbtonowe, dynamiki zmian konformacyjnych, czy kinetyki
procesow asocjacji. d) Pojedyncze czasteczki wody wbudowane w sie¢ wigzan wodorowych
wewnatrz struktur makromolekularnych przyczyniaja sie do ich stabilizacji oraz posrednicza
w specyficznych interakcjach z innymi molekutami [5]. Ich obecno$¢ ma szczegélne znaczenie
praktyczne dla szybko rozwijajacej sie dziedziny tzw. racjonalnego projektowania lekéw w oparciu
znajomos$c¢ struktury receptora, gdyz uwzglednienie efektéw termodynamicznych i sterycznych
zwigzanych z czasteczkami wody w miejscu wigzacym jest niezbedne dla opracowania wtasciwej
struktury liganda. Ponadto, e) czasteczki wody biorg udziat w reakcjach enzymatycznych,
posrednicza w przewodzeniu protonéw (mechanizm Grotthussa) oraz transporcie substancji przez
biatkowe kanaty przezbtonowe [1].

Pomimo, iZ obecnie zdajemy sobie sprawe z mnogosci oraz istotnej roli efektow, w ktore za-
angazowana jest woda w uktadach biologicznych, w wielu przypadkach ich doktadne zbadanie,
Zrozumienie, a wreszcie ujecie w model dostarczajacy ilosciowych predykcji, wciaz pozostaje na
horyzoncie wspétczesnych badan. Poza ztozonos$cia i r6znorodnoscia tych zjawisk, jedna z przy-
czyn takiego stanu rzeczy jest fakt, ze dysponujemy ograniczonym zakresem metod eksperymen-
talnych pozwalajacych na uzyskanie jednoczesnie rozdzielczos$ci przestrzennej i czasowej niezbed-
nych do $ledzenia struktury oraz dynamiki grupy czasteczek wody petnigcych wyodrebniong role
w ukladzie biomolekularnym [6]. Z jednej strony metody oparte na krystalografii i wykorzystuja-
ce promienie rentgenowskie badz dyfrakcje neutronéw umozliwiaja zobrazowanie pojedynczych,
silnie zwigzanych czasteczek wody w obrebie struktur makromolekularnych, ale nie pozwalaja za-
obserwowa¢ wody w rejonach gdzie ma ona bardziej dynamiczng, cze$ciowo zdezorganizowang
strukture. Z drugiej strony, metody spektroskopowe, na przyktad w terahercowym zakresie pro-
mieniowania elektromagnetycznego [7], pozwalajg wnioskowa¢ o dynamice i rozmiarach warstw
hydratacyjnych otaczajgcych makromolekuty, jednak nie sg w stanie dostarczy¢ informacji o szcze-
gbtach ich struktury przestrzennej. Odrebnym problemem jest rowniez ocena efektéw termody-
namicznych wynikajacych z udziatu sSrodowiska wodnego w procesach biomolekularnych. Meto-
dy eksperymentalne pozwalajg na pomiar parametréw termodynamicznych charakteryzujacych
uktad jako catos¢, zwykle bez mozliwosci bezposredniego wnioskowania o wktadach poszczegol-
nych jego elementow.

Modelowanie efektow hydratacyjnych. Metoda pozwalajacg na bezposrednia analize efektow
hydratacyjnych sg symulacje komputerowe wykorzystujace peltnoatomowa reprezentacje zaréwno
badanego uktadu molekularnego jak i $rodowiska wodnego [8]. Dzieki systematycznemu
przyrostowi dostepnych mocy obliczeniowych, stosujac opis oparty na klasycznej mechanice
molekularnej, mozliwe jest w wybranych przypadkach uzyskanie zadowalajacego prébkowania
przestrzeni konfiguracyjnej uktadu ztozonego z kilkudziesieciu tysiecy atomow [9]. Taka wielko$¢



Zatgcznik 2a Piotr Setny: Autoreferat

uktadu odpowiada na przyktad $redniej wielkosci biatku otoczonemu warstwa wody o grubosci
kilkunastu A. Ogromna zaleta symulacji komputerowych jest mozliwo$¢ prowadzenia ich réwniez
dla wyidealizowanych uktadéw modelowych, co pozwala skupi¢ sie na wybranych aspektach
badanych zjawisk, ulatwiajac ich analize i opis na gruncie teoretycznym. W potaczeniu z metodami
fizyki statystycznej symulacje komputerowe uktadéw molekularnych umozliwiajg wyznaczenie
zmian energii swobodnej w funkcji zadanego parametru jak rowniez oszacowanie wktadow
entalpowych i entropowych [10]. Przy odpowiednim dobraniu warunkéw symulacji pozwala
to na poréwnanie wynikow z danymi eksperymentalnymi, dajgc réwniez unikalng mozliwo$¢
interpretacji rzeczywistych pomiaréw w oparciu o peten obraz ewolucji uktadu w rozdzielczosci
atomowej. Generujac konfiguracje badanego uktadu przy wykorzystaniu algorytmoéw dynamiki
molekularnej mozna takze uzyskaé¢ wglad w parametry dynamiczne takie jak czasy relaksacji
czasteczek wody w wybranych lokalizacjach badz, na razie dla prostych uktadéw modelowych,
wptyw Srodowiska wodnego na kinetyke asocjacji.

Typowe symulacje komputerowe oparte na klasycznej mechanice molekularnej nie uwzgled-
niajg potencjalnie istotnych efektéw zwigzanych z kwantowa naturg materii, w szczego6lnosci po-
laryzowalno$ci elektronowej. Pomimo to, przy realnie dostepnych mocach obliczeniowych wydaja
sie zapewnia¢ wystarczajacy kompromis pomiedzy doktadnoscia reprezentacji uktadu, a mozli-
woscig wydajnego probkowania jego stanéw. Pozostajg one zatem metoda z wyboru do badania
uktadéw biomolekularnych przy uwzglednieniu mozliwie szerokiego zakresu efektéw hydratacyj-
nych.

W praktycznych zastosowaniach, na przyktad w dziedzinie komputerowo wspomaganego pro-
jektowania lekéw, symulacje wykorzystujace petnoatomowa reprezentacje sSrodowiska wodnego
s3 jednak zbyt kosztowne obliczeniowo. Uzasadnia to rozwijanie metod uproszczonych, ktére dla
zadanej konfiguracji badanych molekul pozwalajg oszacowa¢ usredniony efekt ich oddziatywa-
nia z otaczajacymi czasteczkami wody, wyrazony jako energia swobodna hydratacji [11]. Typo-
wym przyjmowanym tu zatozeniem jest, ze Srodowisko wodne mozna przyblizy¢ poprzez jedno-
rodny osrodek o wysokiej statej dielektrycznej, odgraniczony poprzez odpowiednio zdefiniowa-
ng powierzchnie graniczng od przestrzeni o niskiej statej dielektrycznej, zajmowanej przez atomy
zanurzonej molekuly. Pozwala to na przedstawienie energii swobodnej hydratacji jako sumy: a)
wktadu elektrostatycznego, odpowiadajacego za energie swobodng tadunkéw czastkowych mo-
lekuty w polu reakcji osrodka dielektrycznego, oraz b) wktadu niepolarnego, opisujacego prace
potrzebna na wytworzenie powierzchni granicznej wokdt molekuty pozbawionej tadunkéw czast-
kowych. W kontekscie zastosowan odnoszacych sie do uktadéw biomolekularnych popularnym
sposobem ujecia zagadnienia elektrostatycznego jest iteracyjne rozwigzanie roéwnania Poissona-
Boltzmanna (PB) [12], badZ wykorzystanie przyblizonego, analitycznego rozwigzania dostarczane-
go przez uogdlniony model Borna (ang. generalized Born model, GB) [13]. Czton niepolarny szacuje
sie zwykle jako liniowo zalezny do pola powierzchni granicznej (ang. surface area, SA), zaktadajac
pewna warto$¢ statej proporcjonalnosci petnigcej role mikroskopowego napiecia powierzchnio-
wego [14].

Doktadno$¢ uproszczonych modeli srodowiska wodnego w zakresie obliczen energii swobod-
nych hydratacji matych molekut, na przyktad czasteczek lekopodobnych, jest zadowalajgca [15],
jednakze brak jest wiarygodnych danych pozwalajacych w sposéb bezposredni zweryfikowac ja-
ko$¢ przewidywan dla makromolekut takich jak biatka. Manifestacjg tego jest fakt, ze obok szeregu
sukces6w obserwuje sie rdwniez wiele sytuacji, kiedy wyniki uzyskane z wykorzystaniem modeli
uproszczonych sa w sposdb jakosciowy niezgodne z danymi do$wiadczalnymi lub wynikami mode-
li pelnoatomowych [16, 17, 18]. Poza problemem wynikajgcym z dazenia do oszacowania energii
swobodnych hydratacji uktadu na podstawie ograniczonej liczby konformacji, sktada sie na to sze-
reg fundamentalnych ograniczen natury fizycznej:

a) Powierzchnie graniczne, zaré6wno oddzielajagca obszary o réznych wartos$ciach statej



Zatgcznik 2a Piotr Setny: Autoreferat

dielektrycznej jak i stuzaca do oszacowania wkiadu niepolarnego, sa tworzone w
oparciu o model geometryczny zdefiniowany na podstawie zadeklarowanych promieni
atomowych badanej molekuty. Ich przebieg jest zatem nieczuty na wtasciwosci fizyko-
chemiczne otoczenia molekularnego i nie uwzglednia przesunie¢ mogacych wynika¢ z
obecnosci lokalnie silnego pola elektrycznego lub tzw. efektéw wysuszania, w wyniku
ktérych czasteczki wody wypychane sa ze sterycznie dostepnych obszaréw o wysoKiej
hydrofobowosci [19].

b) Polaryzacja pierwszej warstwy hydratacyjnej zachodzi w sposéb odmienny niz polaryzacja
czystego osrodka, gdyz zalezy réwniez od lokalnego upakowania czasteczek wody oraz
konfiguracji wigzan wodorowych wymuszonej przez obecno$¢ zanurzonej molekuty [20].

¢) W swoich klasycznych wersjach modele uproszczone nie odzwierciedlaja réznic hydratacji
fadunkéw dodatnich i ujemnych wynikajacych z asymetrycznego rozktadu tadunku w
czasteczce wody [21].

d) Modele uproszczone nie s3 w stanie przewidzie¢ ani tym bardziej uwzgledni¢ obecnosci
izolowanych czasteczek wody wewnatrz struktur makromolekularnych.

e) Praca potrzebna na wytworzenie wneki o rozmiarach molekularnych w $rodowisku
wodnym (czton niepolarny) nie jest w rzeczywistosci liniowo proporcjonalna do pola jej
powierzchni. Stopien proporcjonalnos$ci zalezy od promienia krzywizny powierzchni (dla
matych obiektéw, o $rednicy do kilku A, praca skaluje sie wraz z objetoscig, co jest efektem
entropowym, odmiennym od makroskopowej pracy objetosciowej), jak rowniez od gestosci
upakowania i rodzaju atomoéw molekuty [2].

Eliminacja wymienionych ograniczen najbardziej popularnych metod uproszczonych byta i
jest przedmiotem intensywnych wysitkow badawczych. Skupiaja sie one miedzy innymi na
optymalizacji parametrow atomowych (promieni, tadunkéw czastkowych), sposobie definicji
powierzchni granicznej [22], kwestii asymetrii hydratacji przeciwnych tadunkéw [23], badz
sposobie obliczana wktadéw niepolarnych [24]. R6wnolegle obserwuje sie rozwdj alternatywnych
podejs¢ do modelowania efektéw hydratacyjnych, wsréd ktérych warto wymieni¢ model
polaryzowalnych dipoli [25], modele oparte na zastosowaniu teorii funkcjonatu gestosci [26], czy
metody bazujace na potaczeniu symulacji pelnoatomowych z analizg efektéw termodynamicznych
na podstawie uzyskanego rozkitadu gesto$ci wody [27]. Istotnym problemem jest kwestia
przewidywania obecnosci izolowanych czasteczek wody wewnatrz struktur makromolekularnych
oraz oceny efektu termodynamicznego ich zwigzania. Wiekszo$¢ dostepnych tu metod jest niestety
albo zbyt kosztowna obliczeniowo albo zbyt niedoktadna dla zapewnienia iloSciowo poprawnych
wynikoéw, co sprawia, Zze mozliwo$¢ ich zastosowania w praktycznie istotnych zagadnieniach takich
jak na przyktad ocena oddzialywania liganddw z receptorami molekularnymi jest ograniczona.

Cel naukowy pracy. Celem naukowym badan, ktérych wyniki opisano w prezentowanym
cyklu publikacji, byto poglebienie istniejgcej wiedzy w zakresie oddziatywania $Srodowiska
wodnego z biomolekutami jak réwniez opracowanie nowej metody modelowania efektéw
hydratacyjnych. Uzyskane wyniki obejmuja: a) analize wptywu efektéw hydratacyjnych na
parametry termodynamiczne oraz Kinetyczne procesu asocjacji obiektéw o wklestej powierzchni
reprezentujacych wyidealizowane modele miejsca wigzacego z modelowym ligandem przy
wykorzystaniu symulacji dynamiki molekularnej (prace H1 - H3), b) poréwnanie odwzorowania
energii swobodnych hydratacji biatek przez petnoatomowe i uproszczone modele Srodowiska
wodnego (praca H4), c) nowe podejscie do modelowania efektéw hydratacyjnych w uktadach
biomolekularnyh, pozwalajace na unikniecie podstawowych probleméw popularnych metod
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uproszczonych przy zachowaniu ich wysokiej wydajnosci obliczeniowej (prace H5 - H7), d) analize
roli specyficznie zlokalizowanych czgsteczek wody w strukturze podjednostki katalitycznej kinazy
biatkowej A dla kooperatywnego wigzania substratéw (praca H8).

4.3.2 Specyficzne aspekty efektow hydratacyjnych w uktadach biomolekularnych

Pierwsza czes$¢ cyklu publikacji poswiecona jest analizie roli efektéw hydratacyjnych w procesie
asocjacji, w modelowych uktadach ligand-receptor. Uproszczony model miejsca wiazacego
receptora biomolekularnego reprezentowany byt przez pétkulista wneke o promieniu ~8 A
i Scianach zbudowanych z materiatu o wtasciwosciach odpowiadajacych parafinie. Jego mniej
lub bardziej hydrofobowy charakter regulowany byt poprzez wielko$¢ punktowego tadunku
zlokalizowanego na dnie wneki. Ligandy reprezentowane byly przez sferyczne obiekty o
parametrach oddziatywania czasteczki metanu i réznych wartosciach tadunku catkowitego.
Wykorzystanie symulacji dynamiki molekularnej z pelnoatomowa reprezentacja Srodowiska
wodnego umozliwilo wyznaczenie parametréw termodynamicznych procesu wigzania wraz z
wyodrebnienieniem wktadéw wynikajacych z obecnosci czasteczek wody, jak rowniez zbadanie
wptywu fluktuacji wody w rejonie hydrofobowego miejsca wigzacego na kinetyke asocjacji. Wedtug
wiedzy autora badania te stanowig pierwsza prébe wnikliwej analizy efektéw hydratacyjnych
dla procesu asocjacji z udzialem miejsc wigzacych o wklestej topografii i réznorodnych
wtasciwosciach elektrostatycznych. Prowadzone wcze$niej prace skupiaty sie na badaniu
oddziatywan modelowych obiektéw o generalnie wypuktym ksztalcie, co ograniczato mozliwos¢
wyciggania wnioskow bezposrednio odnoszacych sie do proceséw wigzania ligandéw do miejsc
wiazacych receptora.

W pracy H1 opisano potencjaty Sredniej sity oraz ich cztony entalpowe i entropowe dla procesu
wigzania w siedmiu wersjach uktadu receptor-ligand rézniagcych sie rozktadem i wielkoscig
tadunkéw. Pokazano, ze zmiany energii swobodnej hydratacji uktadow zachodzace podczas
asocjacji daja podobnego rzedu wkiady do energii swobodnych wigzania co bezposrednie
oddziatywania pomiedzy miejscem wigzacym i ligandem. Co wiecej zademonstrowano, ze udziat
efektow hydratacyjnych nie sprowadza sie jedynie do skalowania oddziatywan obecnych w prézni,
lecz niejednokrotnie zmienia w sposob jako$ciowy efekt termodynamiczny procesu asocjacji.
Przyktadem moze by¢ stabsze wigzanie obserwowane w uktadzie, w ktérym receptor i ligand
obdarzone byty przeciwnymi tadunkami, niz w uktadzie catkowicie neutralnym. W tym pierwszym
przypadku bowiem, sprzyjajgca wigzaniu duza zmiana energii elektrostatycznej okazala sie
by¢ prawie catkowicie réwnowazona przez koszt dehydratacji tadunkéw podczas tworzenia
kompleksu. W drugim przypadku natomiast, stosunkowo stabe oddzialywania dyspersyjne
pomiedzy ligandem i receptorem wzmacniane byty przez efekty hydrofobowe, ktére odpowiadaty
za gtdbwna cze$¢ energii swobodnej wigzania. Inna interesujgca obserwacja wynika z poréwnania
uktadéw, w ktorych tadunek obecny byt tylko na jednym z oddziatujacych obiektéw. Zamiana jego
lokalizacji z gtebi miejsca wigzacego na centrum ligandu, okazata sie prowadzi¢ do zmiany bilansu
termodynamicznego asocjacji z korzystnego na niekorzystny, pomimo, Ze nie wptyneta na energie
potencjalng oddzialywania liganda z receptorem. Efekt ten okazat sie by¢ wynikiem zaleznego od
lokalizacji sposobu dehydratacji tadunku podczas tworzenia kompleksu. Kolejny ciekawy wniosek
zwigzany byt z analizag zmian entropii i entalpii podczas wigzania. Analiza ta pokazata, Ze energie
swobodne asocjacji uktadéw rézniacych sie znakiem catkowitego tadunku moga by¢ suma zupetnie
réznych wkltadéw entropowych i entalpowych, wynikajacych z odmiennej struktury wody wokét
tadunkéw dodatnich i ujemnych.

Szczegodlnie intrygujace okazaty sie by¢ parametry termodynamiczne w catkowicie neutralnym,
hydrofobowym uktadzie, ktérych analiza zostata szczegélowo przedstawiona w pracy H2.
Zgodnie z przewidywaniami opartymi na dotychczasowych badaniach asocjacji w uktadach
hydrofobowych, translokacja ligandu z obszaru $rodowiska wodnego do miejsca wiazacego
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zwigzana byta z obnizeniem energii swobodnej uktadu. Niespodziewanie jednak, w kontekscie
ogolnej wiedzy wskazujacej, Ze sita napedowa oddziatywan hydrofobowych s3 efekty entropowe,
zmiana ta byta zdominowana przez obnizenie entalpii, przy jednoczes$nie niekorzystnym wktadzie
entropowym. Analiza zmian wkladéw do potencjatu $redniej sity w funkcji potozenia ligandu
wzgledem miejsca wigzacego wykazata, ze niekorzystne dla procesu wigzania obnizenie entropii
nastgpito jednoczes$nie z wystgpieniem tzw. zjawiska wysuszania. Polega ono na Kkolektywnej
ucieczce czasteczek wody z wneki hydrofobowej przy przekroczeniu przez zblizajacy sie ligand
pewnej odlegtosci granicznej. Obnizenie entropii uktadu wyttumaczono w pracy H2 zauwazajac,
ze przy braku ligandu gestos¢ wody w rozwazanej wnece hydrofobowej podlega znaczacym
fluktuacjom, odpowiadajacym cyklom spontanicznego zwilzania-wysuszania, ktére w obecnosci
ligandu zostaja sttumione. Co istotne, samo zjawisko wysuszenia wneki nie wigze sie ze zmiana
energii swobodnej uktadu: niekorzystny efekt entropowy jest bowiem idealnie kompensowany
przez obnizenie entalpii wynikajace z nawigzania dodatkowych oddzialywan przez czasteczki
wody opuszczajace wneke z reszta rozpuszczalnika. Efekt wysuszania determinuje jednak
charakter catego procesu asocjacji jako napedzanego obnizeniem entalpii, gdyz dehydratacja
ligandu odpowiadajaca za wtlasciwg zmiane energii swobodnej wigze sie ze stosunkowo
niewielkimi wktadem entalpowym i entropowym.

Mimo iz opisane w pracy H2 efekty rozwazane byly na podstawie modelowego uktadu,
ich zrozumienie ma istotne znaczenie praktyczne. Wraz z rozwojem metod obliczeniowych i
eksperymentalnych obszary hydrofobowe wypetnione przez czasteczki wody o wysokiej dynamice,
ktére nie tworzaca stabilnych struktur, a zatem charakteryzuja sie potencjalnie o wysoka wyjsciowa
entropig, obserwowane sg w coraz wiekszej liczbie uktadéw makromolekularnych. Dehydratacja
takich wlasnie obszaréw, na przyktad podczas wigzania niepolarnych liganddw, zdaje sie faktycznie
prowadzi¢ do wystgpienia, specyficznej z termodynamicznego punktu widzenia, formy efektéw
hydrofobowych zwigzanych z korzystng zmiang entalpii i niekorzystnym wktadem entropowym.

Wspomniane powyzej cykle spontanicznego zwilZania-wysuszania w obszarze wneki hydrofo-
bowej okazaty sie mie¢ interesujacy wptyw na kinetyke procesu asocjacji, co przedstawione zostato
w pracy H3. Zaobserwowano, ze Sredni czas asocjacji w uktadzie hydrofobowym wyznaczony na
podstawie symulacji dynamiki molekularnej z petnoatomowa reprezentacja Srodowiska wodnego
byt o okoto 100 ps dtuzszy niz uzyskany na podstawie symulacji dynamiki brownowskiej ligandu
w odpowiednim dla uktadu potencjale $redniej sity i przy zatozeniu statej warto$ci wspoétczynnika
dyfuzji, odpowiadajacej ruchowiligandu w czystej wodzie. Byt to efekt niespodziewany, poniewaz z
uwagi na wystepowanie zjawiska wysuszania wneki w symulacjach dynamiki molekularnej zakta-
dano raczej przyspieszenie procesu asocjacji wzgledem uktadu podlegajacego dynamice brownow-
skiej. Blizsza analiza wskazala, Ze efekty hydrodynamiczne zwigzane z obecnosciag fluktuujacego
rozpuszczalnika odpowiedzialne s3 za lokalne pojawienie sie dziatajacych na ligand sit o znacznie
dtuzszym czasie autokorelacji niz sity determinujace ruch dyfuzyjny w czystej wodzie. W rejonie
wejscia do miejsca wigzacego, gdzie amplituda fluktuacji gestosci wody byta najwieksza, prowa-
dzito to do kilkukrotnego (~ 6x) zwiekszenia efektywnego wspotczynnika tarcia translacyjnego
dla ruchu ligandu, odpowiadajacego za spowolnienie asocjacji. Obserwacje opisane w pracy H3
dotykaja stabo wczesniej znanego, dynamicznego aspektu efektéw hydratacyjnych zwigzanych z
procesami wysuszania, ktéry moze miec istotne znaczenie dla modulacji kinetyki wigzania w ukta-
dach biomolekularnych. Prace nad jego dalszym badaniem oraz opracowaniem odnosnego modelu
teoretycznego podjete zostaly w ramach trwajacej do chwili obecnej wspéipracy z grupa badawcza
prof. Joachima Dzubielli z Helmholtz Zentrum w Berlinie (publikacje A4 - A5).

4.3.3 Odwzorowanie efektéw hydratacyjnych w symulacjach komputerowych

Wyniki przedstawione w pracach H1 - H2 zdaja sie potwierdzac istotng, nietrywialng role
srodowiska wodnego w ksztattowaniu krajobrazu energii swobodnej uktadéw biomolekularnych.
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Zasadne jest w tym Swietle pytanie na ile doktadny i konsystentny jest opis efektow hydratacyjnych
uzyskiwany w ramach dostepnych metod modelowania komputerowego. Eksperymentalne
wartosci energii swobodnych hydratacji znane sg dla wielu matych, na przyktad lekopodobnych
czasteczek chemicznych. W tym przypadku ich oszacowanie, zar6wno przy wykorzystaniu
petnoatomowej reprezentacji Srodowiska wodnego jak i metod uproszczonych, byto przedmiotem
wielu badan, przynoszac wiedze co do spodziewanej dokladnosci opisu teoretycznego oraz
$wiadomos¢ jego réznorodnych ograniczen. W przypadku duzych czasteczek biologicznych takich
jak biatka lub kwasy nukleinowe brak jest natomiast danych do$wiadczalnych nadajgcych
sie do bezposredniego, iloSciowego poréwnania z wynikami obliczen. Sprawia to, iZ wiedza
dotyczaca doktadnosci odwzorowania efektéw hydratacyjnych z ich udziatem opiera sie jedynie
na posrednich przestankach oraz zatozeniu, ze parametry modeli wykorzystywane dla matych
czasteczek mozna z powodzeniem stosowac w opisie makromolekut.

Prébe weryfikacji tych zalozen opisano w pracy H4. Przedstawia ona wyniki obliczen
zmian energii swobodnej hydratacji pomiedzy réznymi konformacjami dla pieciu réznorodnych
biatek. Obliczenia te wykonano na podstawie symulacji dynamiki molekularnej niezaleznie dla
dwoch popularnych modeli wody: TIP3P i SPC/E, jak réwniez przy uzyciu ciagtego modelu
rozpuszczalnika opartego o rozwigzanie réwnania Poissona i czton niepolarny proporcjonalny do
rozmiar6éw molekuty (pola powierzchni lub objetosci). Uzyskane wyniki wskazuja, Ze rozbieznosci
pomiedzy dwoma modelami petlnoatomowymi s3 znaczaco mniejsze niz pomiedzy nimi, a
modelem ciggltym. Srednia kwadratowa réznic uzyskanych wynikéw w tym drugim przypadku
byta pieciokrotnie wieksza, osiggajac ponad 10 kcal/mol. Co znamienne, rozbieznos$ci wynikéw
we wszystkich przypadkach skalowaty sie zgodnie z rozmiarami rozwazanych struktur, a nie z
wielkos$cig zmian energii swobodnych hydratacji pomiedzy ich poszczegdlnymi konformacjami.
Sugeruje to, iz Zrodtem niezgodnosci jest raczej odwzorowanie lokalnych zjawisk zachodzacych
w pierwszej warstwie hydratacyjnej (jej obszar i stopienn komplikacji rosng wraz z rozmiarem
obiektéw), niz opis globalnych efektéw elektrostatycznych wynikajacych z polaryzacji catosci
osrodka wodnego (dla mniejszych biatek nawet zmiany energii swobodnych hydratacji rzedu 100
kcal/mol, zdominowane przez efekty elektrostatyczne, byty odwzorowywane konsystentnie przez
wszystkie modele).

Przyjete jako referencyjne wielko$ci zmian energii swobodnych hydratacji uzyskane w
oparciu o symulacje pelnoatomowe zostaty tez wykorzystane do zbadania uniwersalnosci
parametréw metody PBSA takich jak stata dielektryczna molekuty, sposéb definicji powierzchni
granicznej badZ efektywne napiecie powierzchniowe dla réznych uktadéw. Uzyskane wyniki
wskazuja, na trudno$¢ doboru uniwersalnie optymalnych parametréw. Co wiecej, ilustruja
one brak prostej przenaszalnosci parametryzacji modelu dla matych czasteczek chemicznych
(reprezentowanych na potrzeby pracy przez pojedyncze aminokwasy) na struktury biatkowe.
W przypadku makromolekul, skomplikowana topografia powierzchni oraz obecno$¢ rozlegtego
wnetrza niedostepnego dla wody sprawiaja, ze zakres uzytecznych definicji powierzchni graniczne;j
oraz odpowiadajacych im warto$ci statej dielektrycznych stajg sie ograniczone w stosunku
do wartosci dajacych prawidtowe wyniki dla matych czasteczek. W szczegélno$ci, pokazano
niezasadno$¢ wykorzystania popularnej definicji powierzchni granicznej opartej o powierzchnie
van der Waalsa na potrzeby obliczen cztonu elektrostatycznego w przypadku makromolekut.

Istotnym problemem okazata sie by¢ doktadno$¢ reprezentacji efektow niepolarnych w modelu
uproszczonym. Na podstawie symulacji wykorzystujacych opis petnoatomowy zaobserwowano,
Ze towarzyszace zmianom konformacyjnym biatek efekty hydratacyjne moga angazowac¢ wktady
niepolarne rzedu kilkudziesieciu kcal/mol. W kilku przypadkach to wtasnie ich niedoktadne
oszacowanie bylto przyczyna znaczgcej niezgodno$ci przewidywan modelu uproszczonego z
wynikami symulacji. Uwypukla to problem braku dobrych metod opisu efektéw niepolarnych
w uproszczonych modelach $rodowiska wodnego, co moze stanowi¢ podstawowy czynnik



Zatgcznik 2a Piotr Setny: Autoreferat

ograniczajacy doktadno$¢ tego typu modeli w odniesieniu do makromolekut. Co istotne, problem
ten pozostaje wcigz stabo rozpoznany, gdyz w przypadku matych czasteczek typowo rozwazanych
w kontekscie parametryzacji i oceny doktadnosci uproszczonych modeli $srodowiska wodnego,
wktady niepolarne do energii swobodnej hydratacji sa generalnie niewielkie w poréwnaniu do
elektrostatycznych i ich oszacowanie nawet z duzym btedem wzglednym nie pogarsza znaczaco
jakosci ostatecznych wynikow.

Chcac uzyska¢ zbiér mozliwie wiarygodnych danych referencyjnych dla zmian energii
swobodnych hydratacji biatek w oparciu o symulacje petlnoatomowego osrodka wodnego,
opracowano metode reestymacji parametréw termodynamicznych. Pozwala ona na udoktadnienie
wynikéw w przypadku, gdy reprezentujg one zbioér zmian warto$ci parametru bedacego funkcja
stanu, wyznaczonych dla procesé6w uktadajgcych sie w zamkniety cykl termodynamiczny.
Reestymacja odbywa sie dzieki natozeniu wiezu wynikajgcego z wtasciwosci funkcji stanu i
wymuszajgcego sumowanie sie wynikéw obejmujacych zamkniety cykl termodynamiczny do
zera, przy jednoczesnej minimalizacji ich odstepstw od wartosci poczatkowych, uwzgledniajac
jako wagi oryginalne niepewno$ci kazdej z poczatkowych warto$ci. Rezultatem jest zbior
wynikéw obarczonych mniejszymi niz oryginalne niepewnosciami, ktére w sposéb prawidtowy
realizujg kryterium cyklu termodynamicznego. Cho¢ omawiang metode wprowadzono na potrzeby
badan przeprowadzonych w pracy H4, ma ona zastosowanie dla dowolnego zbioru danych
termodynamicznych spelniajacych warunki wyjsciowe.

Innym ponadstandardowym aspektem metodologicznym wykorzystanym w pracy H4 byto
oszacowanie poprawek dla uzyskanych na podstawie symulacji petnoatomowych wartos$ci zmian
energii swobodnych hydratacji, wynikajacych z faktu wykorzystania periodycznych warunkéw
brzegowych. Pokazano, ze poprawki tego typu, cho¢ pomijane w wiekszosci prac, moga siegac
nawet kilku kcal/mol. Co za tym idzie, ich uwzglednienie jest niezbedne do prawidlowego
poréwnania wynikéw symulacji pelnoatomowych prowadzonych w periodycznych warunkach
brzegowych z danymi do$wiadczalnymi lub z przewidywaniami metod uproszczonych, z reguty
zaktadajacych brak periodycznosci.

4.3.4 Dyskretny model srodowiska wodnego

Swiadomo$é ograniczen dostepnych modeli uproszczonych $rodowiska wodnego sktania do
poszukiwania nowych rozwigzan. Propozycje takiego rozwigzania przedstawiono w pracach H5 -
H7.]Jest ono oparte na dyskretnej reprezentacji Srodowiska wodnego, rozpietej na sieci szeSciennej
przestrzennie centrowanej (ang. body centered cubic lattice, BCC). W modelu zaktada sie, ze
wezly sieci mogg by¢ zajete przez czasteczke wody lub puste. Zajeto$¢ kazdego wezta jest funkcjg
lokalnego nadmiarowego potencjatu chemicznego, ktéry zalezy od efektywnego oddziatywania
z podlegajaca hydratacji biomolekuta oraz pozostata czes$cia Srodowiska wodnego. Jest ono
obliczane dla réznych orientacji umieszczonego w wezle probnika reprezentujacego czasteczke
wody. Energia jego oddziatywania z molekutg, dla ktérej prowadzone sg obliczenia, opisywana
jest przy wykorzystaniu element6éw klasycznego pola sitowego: potencjatéw Lennarda-Jonesa oraz
elektrostatycznego. Oddzialywanie z resztg Srodowiska wodnego przyblizone jest przez efektywne
wigzania wodorowe, ktorych realizacja zalezy od zajetoSci wybranych otaczajacych weztéw sieci.
Wykorzystywana jest tu struktura sieci BCC, pozwalajaca uwzglednic¢ tetraedryczna w przyblizeniu
geometrie czterech wigzan wodorowych, w ktérych moze uczestniczy¢ pojedyncza czasteczka
wody.

Dla zadanej konformacji molekuty podlegajacej hydratacji rozktad wolnych i zajetych weztow
sieci oraz odpowiadajaca mu energia swobodna hydratacji molekuty wyznaczane s3 w sposéb
iteracyjny. Stan poczatkowy ukitadu odpowiada catkowicie zajetej sieci. Jego ewolucja polega
na usuwaniu wody z weztéw, dla ktérych warto$¢ nadmiarowego potencjatu chemicznego
przy biezacej konfiguracji sieci jest wyzsza od zadanej warto$ci granicznej. Proces ten jest
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kontynuowany do momentu uzyskania statej dystrybucji wody na sieci.

Zatozenia teoretyczne oraz wstepna parametryzacja modelu na podstawie wyznaczonych eks-
perymentalnie energii swobodnych hydratacji dla 156 czasteczek lekopodobnych przedstawione
zostaty w pracy H5. Pokazano w niej, ze wykorzystujac jedynie 6 podlegajacych dopasowaniu pa-
rametréw model jest w stanie dostarczy¢ energie swobodne hydratacji dla 16 czasteczek stanowia-
cych niezalezny zbior testowy z doktadnoscia podobna do obliczen opartych o symulacje z peino-
atomowa reprezentacja Srodowiska wodnego. Warto podkreslié, Ze proponowany model jest wolny
od typowych ograniczen standardowych uproszczonych modeli $rodowiska wodnego wspomnia-
nych w sekcji 4.3.1. W szczeg6lnosci, nie bazuje on na geometrycznie zdefiniowanej powierzchni
granicznej pomiedzy wnetrzem molekuty, a obszarem rozpuszczalnika. Rozktad wody w obecnosci
molekuty podlegajacej hydratacji jest wynikiem obliczen, co daje mozliwo$¢ uwzglednienia efek-
tow wysuszania. W kontekscie struktur biatek manifestujg sie one miedzy innymi obecno$cia wnek
i kieszeni hydrofobowych, ktére, mimo rozmiaréw zdolnych do pomieszczenia czasteczek wody,
pozostaja puste. Zdolno$¢ modelu do ich r6znicowania od podobnych topograficznie obszaréw hy-
drofilowych, wypetnionych przez tzw. zlokalizowane czasteczki wody zostata zasygnalizowana w
pracy H5 i rozwinieta w p6Zniejszej pracy H7 (patrz nizej). Proponowany model nie wymaga row-
niez wprowadzenia arbitralnie zdefiniowanej warto$ci wspotczynnika napiecia powierzchniowego
w celu oszacowania wielko$ci wktadéw niepolarnych. Co ciekawe, mimo iz odwzorowanie skalowa-
nia sie efektow niepolarnych wraz z rozmiarem podlegajgcego hydratacji obiektu nie byto przed-
miotem parametryzacji, model okazat sie odwzorowywa¢ zmienno$¢ efektywnego wspo6tczynni-
ka napiecia powierzchniowego wody w funkcji promienia krzywizny hydratowanej powierzchni
zgodnie z przewidywaniami teorii SPT (ang. Scaled Particle Theory).

Dalszy rozw6j modelu opisano w pracy H6. Obejmowat on: a) udoskonalenie opisu pierwszej
warstwy hydratacyjnej pozwalajace na wykluczenie jednego z 6 parametréw fitowalnych, b)
wprowadzenie analitycznych poprawek dla oddziatywan elektrostatycznych i dyspersyjnych
ze wzgledu na skonczony rozmiar sieci oraz c) reparametryzacje modelu na nowym zbiorze
treningowym, obejmujagcym 153 molekuty (w tym 33 jony jedno i wieloatomowe) o znanych
wartoSciach energii swobodnej hydratacji. Postugujac sie zbiorem testowym 533 matych molekut
(w tym 11 jonéw) pokazano, ze model przy podobnej wydajnosci obliczeniowej do metody PBSA
osiaga lepsze wyniki przewidywan energii swobodnej hydratacji, w szczegdlnosci dla czasteczek
natadowanych.

W badaniach opisanych w ramach pracy H7 skupiono sie na wykorzystaniu unikalnej zdolnosci
modelu do przewidywania rozktadu przestrzennego wody w otoczeniu biomolekuty podlegajacej
hydratacji. Przedstawiono metode, dzieki ktorej, na podstawie dystrybucji zajetych komorek
sieci BCC, mozliwe jest wyznaczenie najbardziej prawdopodobnych pozycji poszczegdlnych
czasteczek wody oraz oszacowanie ich energii swobodnych. Ma to szczegdlne znaczenie w
przypadku makromolekut biologicznych oraz ich kompleksoéw, zawierajacych wiele czasteczek
wody zwigzanych w izolowanych miejscach hydratacyjnych. Ustalenie ich obecnosci oraz
powinowactwa jest niezbedne do prawidtowego modelowania tego typu uktadow i, ze wzgledow
praktycznych (na przyktad w zakresie komputerowo wspomaganego projektowania lekow),
wydajne rozwigzania w tym zakresie sg wcigz poszukiwane.

Wyniki uzyskiwane przy pomocy rozwijanego modelu hydratacyjnego poréwnano z referen-
cyjnymi wartoSciami energii swobodnych wigzania czasteczek wody do wybranych miejsc hydta-
tacyjnych, wyznaczonymi w oparciu o rachunek perturbacyjny i tzw. metode podwdjnego odsprze-
gania (ang. double decoupling method), na podstawie symulacji wykorzystujacych pelnoatomowag
reprezentacje sSrodowiska wodnego. Pokazano, ze doktadno$¢ modelu w zakresie przewidywania
zajetosci sterycznie dostepnych dla wody wnek w obrebie struktur biatek (tj. prawdopodobien-
stwo prawidtowego rozréznienia pomiedzy rzeczywiscie zajetg lub pusta wneka) wynosi ponad
90%, a wyniki iloSciowe energii swobodnych wigzania czgsteczek wody pozostaja w dobrej zgod-
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nosci z danymi referencyjnymi (§rednia kwadratowa réznic energii swobodnych wigzania wody w
48 potencjalnych miejscach hydratacyjnych ~ 2 kcal/mol).

4.3.5 Efekty wynikajace z obecnoS$ci specyficznie zwigzanych czasteczek wody.

Struktury makromolekut zawierajg izolowane czasteczki wody, zwigzane w specyficznych miej-
scach hydratacyjnych. Powtarzalno$¢ wystepowania takich miejsc hydratacyjnych w spokrewnio-
nych ewolucyjnie biatkach nasuwa pytanie co do ewentualnej roli funkcjonalnej zwigzanych w nich
czasteczek wody.

W ramach realizowanego pod moim kierownictwem grantu Sonata oméwiony powyzej model
hydratacyjny (prace H5 - H7) zostat wykorzystany do systematycznej analizy lokalizacji izolowa-
nych czasteczek wody zwigzanych w strukturach krystalicznych podjednostek katalitycznych kinaz
biatkowych. 13 miejsc hydratacyjnych, ktérych umiejscowienie okazato sie by¢ uniwersalnie zacho-
wane w strukturach reprezentujgcych rézne podrodziny kinaz, zostato wytypowanych do dalszych
badan pod katem potencjalnej roli funkcjonalnej znajdujacych sie w nich czasteczek wody. Szcze-
goélnie interesujace okazaty sie by¢ wyniki dotyczace dwdch miejsc hydratacyjnych, ktérych umiej-
scowienie sugerowato mozliwy udzial w modulowaniu oddziatywania podjednostki katalitycznej z
substratami. Na podstawie symulacji dynamiki molekularnej kinazy biatkowej A (ang. protein kina-
se A, PKA) pokazano w pracy H8, Ze znajdujgce sie w nich czasteczki wody s3 istotne dla wystepo-
wania scharakteryzowanego w badaniach eksperymentalnych tej kinazy kooperatywnego wigza-
nia ATP oraz substratu peptydowego. Czasteczka wody zajmujaca jedno ze wspomnianych miejsc
hydratacyjnych (miejsce A) okazata sie uczestniczy¢ w sieci specyficznych wigzan wodorowych. Za
jej posrednictwem efekt lokalnej zmiany konformacyjnej aminokwasu bioracego udziat w wigzaniu
ATP przekazywany jest do miejsca wigzacego substrat peptydowy, promujac jego konformacje ko-
rzystnie oddziatujaca z tym substratem. Z kolei tworzaca dynamiczng strukture grupa czasteczek
wody w drugim, wiekszym miejscu hydratacyjnym (miejsce B), jest niezbedna dla zapewnienia
duzej zmiennos$ci konformacyjnej segmentu wigzacego substrat peptydowy, umozliwiajac jej pre-
cyzyjna modulacje przez wspomniany wyzej sygnat allosteryczny. Przeprowadzone symulacje po-
zwolity takze zbadaé mechanizm, za posrednictwem ktérego scharakteryzowana doswiadczalnie
mutacja tyrozyny 204 w PKA na alanine (Y204A) prowadzi do zniesienia kooperatywnosci wigza-
nia substratéw. Uzyskane wyniki sugeruja, Ze mutacja ta, powodujac zaburzenie fluktuacji wody w
miejscu B, ogranicza zmiennos¢ konformacyjng segmentu wigzacego substrat peptydowy, czyniac
go niepodatnym na modulacje allosteryczng. Wyniki te stanowia przyktad zdajacy sie potwierdzac
potencjalnie istotna role funkcjonalng wybranych czasteczek wody zwigzanych w strukturach ma-
kromolekularnych, wskazujgc na ciekawy, stabo jeszcze zbadany aspekt efektéw hydratacyjnych.

4.3.6 Wykorzystanie wynikéw

Praktyczne wykorzystanie uzyskanych wynikéw przewidziane jest w odniesieniu do dyskretnego
modelu Srodowiska wodnego. W chwili obecnej model zaimplementowany jest w postaci
programu komputerowego w jezyku C. Program, dostepny dla uzytkownikdéw zewnetrznych,
umozliwia obliczenia energii swobodnych hydratacji bimolekut opisanych standardowym,
petnoatomowym polem sitowym, jak réwniez wyznaczanie dystrybucji i energii swobodnych
otaczajacych (i zwigzanych) czasteczek wody. Dzieki zréwnolegleniu kodu umozliwiajagcemu
wydajne wykonywanie obliczeni na wspétczesnych procesorach wielordzeniowych obliczenia dla
Sredniej wielkoSci biatka (~ 250 aminokwasow) trwaja kilka minut.

Aktywnie rozwijany jest réwniez serwis internetowy (dostepny pod adresem:
https://gsolvate.biomod.cent.uw.edu.pl) korzystajacy z mozliwosci ww. programu. Pozwala on
uzytkownikom na przestanie witasnej struktury biomolekuly, na przyktad w postaci pliku w
formacie pdb (Protein Databank), i zdalne wykonanie obliczen. W najblizszym czasie przewidziane
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jest poszerzenie mozliwosci serwisu o generowanie deskryptoréw powierzchni molekularnej
odzwierciedlajacych lokalne powinowactwo do czasteczek wody. Tego typu deskryptory moga
mie¢ zastosowanie na przyktad do typowania obszaréw powierzchni biatka zaangazowanych w
tworzenie kompleksdw z innymi biatkami. Ukonczenie prac nad serwisem oraz udokumentowanie
jego mozliwosci w postaci publikacji planowane jest na rok 2018.

5 Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

5.1 Efekty hydrofobowe przebiegajace ze zjawiskiem wysuszania

Badania nad efektami hydrofobowymi byty tematem mojej pracy doktorskiej, wykonywanej
pod opieka dr. hab. Macieja Gellera. W ramach tych badan opracowatem model hydrofobowych
miejsc wigzacych w receptorach biatkowych pod postacig pétkulistych wnek o rozmiarach
subnanometrowych osadzonych w materiale o wilasciwo$ciach odpowiadajacych parafinie.
Wykorzystujac symulacje komputerowe z petnoatomowg reprezentacja $rodowiska wodnego,
scharakteryzowatem wtasciwosci wody w poblizu wklestych powierzchni miejsc wigzacych.
Pokazatem (praca A1), Ze woda nie tworzy tu warstw hydratacyjnych o wyraznej strukturze
lecz raczej zdezorganizowang strefe graniczna przypominajaca przejscie pomiedzy fazg cieklq i
gazowa. Co wiecej, kolektywne zachowanie czasteczek wody prowadzi do nasilonych fluktuacji
stanu wypetnienia wnek, tj. ich naprzemiennego wysuszania i zwilzania.

W dalszym toku pracy, analizujac efekty hydratacyjne towarzyszace asocjacji wnek z
modelowym ligandem, reprezentowanym przez obiekt o wtasciwosciach czasteczki metanu,
zaobserwowatem, ze przy pewnej krytycznej odlegtosci ligandu od miejsca wigzacego dochodzi
do permanentnego wysuszenia wnek (praca A2). Nastepuje ono pomimo, iZ obszar pomiedzy
oddziatujacymi partnerami jest nadal sterycznie dostepny dla czasteczek wody i jest zwigzane
z pojawieniem sie Sredniej sity sprzyjajacej asocjacji, stanowigc model kolapsu hydrofobowego.
Analiza wyznaczonych na podstawie symulacji potencjatéw sSredniej sity dla oddziatywania wnek
z ligandem (prace A2 i A3) doprowadzita do wniosku, iz asocjacja, ktorej towarzysza zjawiska
wysuszania, moze zachodzi¢ bez barier energii swobodnej. Jest to wynik istotnie rézny od
uzyskiwanych wczesniej dla uktadéw hydrofobwych, ktérych rozmiary i geometria nie prowadza
do wystapienia zjawiska wysuszania, i dla ktérych typowo obserwuje sie bariere energii swobodnej
zwigzang z koniecznoscig przerwania ciggtosci warstw hydratacyjnych podczas asocjacji.

Wynik ten zainicjowat p6Zniejsze badania nad wptywem zjawiska wysuszania i towarzyszacego
mu zniesienia bariery energii swobodnej na kinetyke procesu wigzania (patrz praca H3 opisana
powyzej). Badania te sg kontynuowane do chwili obecnej w grupie prof. Joachima Dzubielli z
Helmholtz Zentrum Berlin, z moim udziatem jako wspotpracownika (prace A4 - A5).

A1 P.Setny, M. Geller, Water properties inside nanoscopic hydrophobic pocket studied by computer
simulations. ]. Chem. Phys., 2006, 125:144717,

A2 P.Setny, Water properties and potential of mean force for hydrophobic interactions of methane
and nanoscopic pockets studied by computer simulations. ]. Chem. Phys., 2007, 127:54505,

A3 P. Setny, Hydrophobic interactions between methane and a nanoscopic pocket: three
dimensional distribution of potential of mean force revealed by computer simulations. ]. Chem.
Phys., 2008, 128:125105,

A4 R. G. Weiss, P. Setny, ]. Dzubiella, Solvent Fluctuations Induce Non-Markovian Kinetics in
Hydrophobic Pocket-Ligand Binding. ]. Phys. Chem. B, 2016, 120:8127,

A5 R. G. Weiss, P. Setny, ]. Dzubiella, Principles for Tuning Hydrophobic Ligand-Receptor Binding
Kinetics. ]. Chem. Theory Comput., 2017, 13:3012.
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5.2 Wariacyjny model efektéw hydratacyjnych

Uzyskane w ramach pracy doktorskiej wyniki odnoszace sie do efektow wysuszania w procesie
wigzania pomiedzy wnekami hydrofobowymi i modelowym ligandem doprowadzity do nawigza-
nia wspotpracy z grupa badawcza prof. . Andrew McCammona z University of California, San Die-
go. Opracowany przeze mnie uktad zostat wykorzystany do parametryzacji uproszczonego, wa-
riacyjnego modelu srodowiska wodnego (ang. Variational Implicit Solvent Model, VISM), w kt6-
rym energia swobodna hydratacji zdefiniowana jest jako funkcjonat powierzchni granicznej od-
dzielajacej rozwazang molekute od obszaru jednorodnego rozpuszczalnika. Przebieg powierzchni
granicznej ustalany jest w procesie minimalizacji energii swobodnej hydratacji, biorgc pod uwa-
ge cztony opisujgce oddzialywania steryczne i dyspersyjne pomiedzy atomami podlegajacej hy-
dratacji molekutly i obszarem rozpuszczalnika oraz prace potrzebng na wytworzenie powierzchni
granicznej z uwzglednieniem jej lokalnej krzywizny. Wykorzystujac VISM do opisu modelowego
uktadu receptor-ligand pokazaliSmy (prace B1 i B2), Ze jest on w stanie odtworzy¢ efekty wysu-
szania. Pozostajac w zgodzie z wynikami symulacji petnoatomowych, model wskazat dwa lokal-
ne minima energii swobodnej hydratacji miejsca wigzacego odpowiadajace pustej i wypelnionej
przez rozpuszczalnik wnece hydrofobowej, jak rowniez byt w stanie przewidzieé catkowite wy-
suszenie wneki w miare przyblizania sie do niej ligandu. Moja rola w tym projekcie polegata na
przeprowadzeniu dodatkowych symulacji dynamiki molekularnej majacych na celu udoktadnie-
nie i pogtebienie obserwacji zgromadzonych w trakcie pracy doktorskiej, jak rowniez na udziale w
parametryzacji modelu VISM i interpretacji uzyskanych dzieki niemu wynikéw.

B1 P.Setny, Z. Wang, L.-T. Cheng, B. Li, ]. A. McCammon, ]. Dzubiella, Dewetting-Controlled Binding
of Ligands to Hydrophobic Pockets. Phys. Rev. Lett., 2009, 103:187801,

B2 L.-T. Cheng, Z. Wang, P. Setny, ]. Dzubiella, B. Li, ]. A. McCammon, Interfaces and hydrophobic
interactions in receptor-ligand systems: A level-set variational implicit solvent approach. ].
Chem. Phys., 2009, 131:144102.

5.3 Modelowanie oddzialywan pomiedzy biatkami i kwasami nukleinowymi

Gtowna tematyka badan prowadzonych przeze mnie w trakcie stazu podoktorskiego w grupie prof.
Martina Zachariasa w Technische Universitit Miinchen, skupiata sie na rozwijaniu metod prze-
widywania struktur komplekséw biatek z kwasami nukleinowymi. W ramach poszerzania funk-
cjonalnosci rozwijanego w grupie prof. Zachariasa programu ATTRACT, stuzacego do dokowania
biatek, zaprojektowatem oraz sparametryzowatem statystyczny potencjat gruboziarnisty opisuja-
cy oddzialywania pomiedzy aminokwasami i nukleotydami. Proces parametryzacji potencjatu oraz
efekty zastosowania go do dokowania biatek do RNA i DNA zostaty opisane odpowiednio w pracach
C1i C2. Ponadto, dazac do uwzglednienia zmian konformacyjnych zachodzacych w makromoleku-
tach podczas tworzenia komplekséw rozwazytem mozliwos¢ stosowania modeli sieci elastycznych
do uzyskania opisu globalnych zmian konformacyjnych czasteczek kwaséw nukleinowych. Modele
tego typu sg powszechnie wykorzystywane dla struktur biatkowych jednak ze wzgledu na specy-
ficzng architekture kwaséw nukleinowych szczeg6ty ich implementacji oraz poprawnos$é uzyski-
wanych wynikéw w odniesieniu do tej grupy makromolekut pozostawaty stabo zbadane. W pracy
C3 rozwazytem szereg wariantoéw modeli sieci elastycznych dla RNA i DNA oraz przeprowadzitem
analize ich funkcjonowania, co pozwolito na zasugerowanie mozliwie optymalnego rozmieszcze-
nia centréw oddziatywan oraz definicji statych sitowych potencjatéw harmonicznych. Opracowane
przeze mnie metody znalazty zastosowanie w modelowaniu kompleksu polimerazy RNA z 6S RNA
prowadzonym we wspotpracy z grupa doswiadczalng (praca C4).

C1 P Setny, M. Zacharias, A coarse-grained force field for Protein-RNA docking. Nucleic Acids Res.,
2011, 39:9118,
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C2 P. Setny, R. P. Bahadur, M. Zacharias, Protein-DNA docking with a coarse-grained force field.
BMC Bioinformatics, 2012, 13:228,

C3 P. Setny, M. Zacharias, Elastic Network Models of Nucleic Acids Flexibility. ]. Chem. Theory
Comput., 2013, 9:5460,

C4 B. Steuten, P. Setny, M. Zacharias, R. Wagner, Mapping the spatial neighbourhood of the
regulatory 6S RNA bound to Escherichia coli RNA polymerase holoenzyme. ]. Mol. Biol, 2013,
425:3649.

5.4 Badanie oddzialywan ligand-receptor i komputerowo wspomagane projekto-
wanie lekow

Wykorzystanie symulacji komputerowych do wyznaczania energii swobodnych oddziatywania
ligand6w z receptorem byto przedmiotem mojej pracy magisterskiej prowadzonej pod opieka dr.
hab. Macieja Gellera. W pracy tej, wykorzystujac rachunek perturbacyjny pokazano, ze mechanizm
podwodjnej specyficznosci kinazy CK2 w stosunku do substratu bedacego donorem reszty
fosforanowej mozliwy jest dzieki obecnosci czasteczek wody w miejscu wigzacym. Wytworzenie
réwnocennych, specyficznych oddziatywan z dwoma réznymi ligandami, okazato sie by¢ mozliwe
dzieki rearanzacji utrzymywanej przez nie sieci wigzan wodorowych (praca D1).

0d wczesnych lat studidw magisterskich na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskie-
go jednym z istotnych tematéw moich zainteresowan jest komputerowo wspomagane pro-
jektowanie lekéw (ang. Computer Aided Drug Design, CADD). Pracujac w Interdyscyplinar-
nym Centrum Modelowania Matematycznego i Komputerowego UW zajmowatem sie koor-
dynacja licencji krajowych na oprogramowanie stosowane w tej dziedzinie oraz udziela-
tem pomocy merytorycznej jego uzytkownikom. Owocem zebranych doswiadczen jest opra-
cowany przeze mnie przeglad metod CADD, dostepny na stronach internetowych ICM UW
(https://kdm.icm.edu.pl/kdm/Projektowanie_lekéw). W ramach prac badawczych w tym
zakresie bytem zaangazowany jako doktorant w projekcie prowadzonym pod kierownictwem
prof. Bogdana Lesynga majac na celu opracowanie liganddw dla kinaz biatkowych z rodziny JAK. W
poZniejszym okresie wspoipracowatem z prof. Joanng Trylska w ramach projektu poswieconego
oddziatywaniu miejsca wigzacego A w rybosomie z antybiotykami aminoglikozydowymi (prace
D2 iD3).

D1 P.Setny, M. Geller, Refinement of X-ray data on dual cosubstrate specificity of CK2 kinase by free
energy calculations based on molecular dynamics simulation. Proteins, 2005, 58:511,

D2 ]. Romanowska, P. Setny, |. Trylska, Molecular dynamics study of the ribosomal A-site. ]. Phys.
Chem. B, 2008, 112:15227,

D3 P. Setny, ]. Trylska, Search for novel aminoglycosides by combining fragment-based virtual
screening and 3D-QSAR scoring. ]. Chem. Inf. Model., 2009, 49:390.

5.5 Oddzialywanie peptydu fuzyjnego wirusa grypy z blong lipidowa

Projekt ten realizowany jest w ramach wspotpracy z grupg doswiadczalng dr. Remigiusza Worcha
z Polskiej Akademii Nauk. Mojg rolg jest wykorzystanie metod modelowania komputerowego do
interpretacji danych eksperymentalnych w oparciu o reprezentowany w rozdzielczo$ci atomowej
model peptydu fuzyjnego wirusa grypy w podwojnej btonie lipidowej. Prace prowadzone sg w
oparciu o symulacje dynamiki molekularnej, przy wykorzystaniu metody wymiany kopii badanego
uktadu symulowanych w réznych temperaturach (ang. replica exchange molecular dynamics,
REMD). W ich ramach zbadatem wptyw réznych konfiguracji peptydu na stopien uporzadkowania
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btony, jak réwniez scharakteryzowatem wplyw jego trzech specyficznych aminokwaséw oraz
grupy N-koncowej na podniesienie zdolnoSci do zaburzania struktury dwuwarstwy lipidowej
(prace E1, E2). Obecne badania koncentrujg sie na roli zawartego w btonie cholesterolu dla funkcji

peptydu fuzyjnego.

E1 R. Worch, J. Krupa, A. Filipek, A. Szymaniec, P. Setny, Three conserved C-terminal residues of
influenza fusion peptide alter its behavior at the membrane interface. Biochim. Biophys. Acta -
Gen. Subj., 2017, 1861:97,

E2 R. Worch, A. Dudek, J. Krupa, A. Szymaniec, P. Setny, Charged N-terminus of Influenza Fusion
Peptide Facilitates Membrane Fusion. Int. ]. Mol. Sci. 2018, 19:578.
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