AGH

AKADEMIA GORNICZO-HUTNICZA IM. STANISLAWA STASZICA W KRAKOWIE

DZIEDZINA biofizyka

DYSCYPLINA nauki fizyczne

ROZPRAWA DOKTORSKA

Wielowymiarowa analiza modulowanych struktur
makromolekut z wykorzystaniem nowatorskich korekt
fononowych na przyktadzie kompleksu Hyp-1/ANS

Autor: mgr Joanna Smietanska
Promotor rozprawy: prof. dr hab. Janusz Wolny
Drugi promotor: prof. dr hab. Mariusz Jaskdlski

Praca wykonana w: AGH, Wydziat Fizyki i Informatyki Stosowanej, Katedra Fizyki
Materii Skondensowanej



Oswiadczenie autora rozprawy:

Oswiadczam, sSwiadoma odpowiedzialnosci karnej za poswiadczenie nieprawdy,
Ze niniejsza prace doktorska wykonatam osobiscie i samodzielnie i Ze nie korzystalam ze
zrodet innych niz wymienione w pracy.

data, podpis autora

Oswiadczenie promotorow rozprawy:

Niniejsza rozprawa jest gotowa do oceny przez recenzentow.

data, podpis promotora rozprawy

data, podpis promotora rozprawy



Podziekowania

Sktadam ogromne podziekowania dla moich Promotordéw, prof. dr hab. Janusza Wolnego oraz prof. dr
hab. Mariusza Jaskolskiego, za mniezwykle cenng wiedze, wsparcie, a takze motywacje, ktorg

przekazywali mi podczas catego procesu pisania pracy doktorskiej.

Chciatabym rowniez podziekowac dr Radostawowi Strzatce i dr Ireneuszowi Buganskiemu za milg

wspdtprace, wspaniatq atmosfere i ciekawe dyskusje na temat moich badan.

Pragne wyrazi¢ moje podzigkowania dr Joannie Sliwiak i dr. hab. Mirostawowi Gilskiemu za
udostepnienie danych eksperymentalnych, bezcenne wskazéwki oraz wsparcie i pomoc na kazdym

etapie badan.

Nie moge tez zapomniec¢ o doktorantach z Katedry Fizyki Materii Skondensowanej, ktorzy byli moimi
kolegami i pomogli mi w wielu aspektach mojej pracy doktorskiej. Ich wkiad i wspdtpraca byty

nieocenione.

Ostatecznie, skfadam szczegdlne podzigkowania dla moich bliskich: Rodzicéw, Brata i Przyjaciél,
ktorzy zawsze byli przy mnie i dawali mi wsparcie w trudnych momentach. Bez Waszej pomocy, rady

i wsparcia nie byloby mnie tam, gdzie jestem dzisiaj.

Prace dedykuje Mateuszowi

Niniejsza rozprawa doktorska zostala wykonana w ramach grantu NCN PRELUDIUM nr
2020/37/N/ST3/01501 oraz Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozw¢j, nr projektu
POWR.03.02.00-00-1004/16, wspdtfinansowanego ze s$rodkéw Unii Europejskiej. Czesc
obliczen powstata z wykorzystaniem infrastruktury PL-Grid.



Fundusze
Europejskie
Wiedza Edukacja Rozwoj

Unia Europejska

Europejski Fundusz Spoteczny

Spis tresci

(o To PAT=] (e NNV [ o 1T TP 3
Y 1 <1y o4 =T o 1= TP PPN 6
2. VNS D ciii i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaeaaaaaaaens 8
2.1, Krystalografia biatek........oooueiei i e 9
2.2.  Techniki krystalizacji Diatek ......ccccuviieieeeeeee e 10
2.3. Metody rozwigzywania problemu fazOWeEO0 ......cc.ueivvciiiiiiiiieiecciee e 11
2.3.1. Podstawienie MOIleKUIAINE ........cooiiiiiiieie e 11
2.3.2. Wielokrotne podstawienie izomorficzne (MIR)......c.uveeeiiieeeciiiee e e 11
2.3.3. Dostrojona dyfrakcja anomalna .........cccocuieiiiiiie e 12

2.4. Mapy gestosci elektronowej biateK..........ooocviiiiiiiiii i 13
2.5.  Tworzenie modelu struktury i udoktadnianie .........cccecuieeiiciiiiicie e 14
2.6, Walidacja StrUKLUIY oottt e et e e e et e e e s ata e e e enereeesannraeeean 15
2.7.  STrUKEUIY MOAUIOWANE. .. ... et eeiiiee ettt ettt e et ee e e et e e e e e atae e e snsaeeeensaeeeennnsneanan 16
2.7.1. Struktury modulowane biatek ..........coccviiiieiiii e 21
2.7.2.  Czynniki przemieszczenia atomowego (ADPs) w modelach biatek.........ccccovcvvriennnennne. 21

2.8, ZBlIZNIACZENIE c..eeiieeriieee e st es 22
2.9, KWAZIKIYSZEAIY oot e e et e e et e e et e e e e ataeeeeaaraeeeaas 26
2.9.1. Kwazikrysztat 1D — cigg FIboNnacCiego......ccuvueieviiieiieeeee et 27
2.9.2. Parkietaz Penrose’a (Penrose tilliNgs) ....cc.ueeeeeuiie i 28
2.9.3. Metoda $redniej komorki elementarnej (AUC) .......cceeeeeeeeiieeiiiee et 29
2.9.4. Struktury modulowane a KWazikrysztaty........cccecvieeieciiiiiccee e 31
2.10. Symulacje dynamiki molekularnej struktur biatek ..........cccooveeeeiiiiiciii e 31
T = I o 74T =11 A RS 35
4., Materialy i METOAY ....uiiiiiii e e e e e e e e e e e et e e e e e e e raraeeeeeeeenannrrnes 37
4.1.  Kompleks biatkoWy HYP-1/ANS ...ttt ettt et eere et steesteeeveebeesbeesaeesaneens 37
4.2.  Dane eKSPerymMeNntalnNe ........coccueiiiiiiiii ittt et ae e et r e e e e abaa e e e araeas 38
4.3, ROZWIGZaNie STFUKLUIY ceoeeeeeeee et e e e et re e e e e e e e nnrreeeeeeeeeenan 38
4.3.1. (o] 0 T Y= PO U P TOP RO URT PP 38

4.4,  Udoktadnieni® MOeIU ........c.c.oeiiiiiiiiiie et 39
4.4.1. REFIMIACS ...ttt ettt st ettt e b e b e sbe e s se e et e et e et e e nbeesneennnenas 39



4.5, WizUalizacja danyCh ....cooeiii i et rre e e e araeas 39

4.5.1. {61 Lo ) RN 39
4.5.2. PYIMOL . e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeenaneaaaans 40
4.5.3. UCSF ChiIMEIa ..ottt ettt sttt sttt ettt e sbe e st st e et e ebeesbeesaeesane e 40
T VY AVl 4 o] [ 1= Tor 2= o1 T USSR 40
4.6.1. TRUNG CATE .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enenns 40
4.7. Symulacje biatka Hyp-1 metodami dynamiki molekularngj........cccccocevevvvieiiiiiieniincien e, 41
4.7.1. LC1 (@ 1Y 1 O N 41
4.8. Program do udoktadniania modelu biatka .........coooiiiiiiiii i, 41
4.8.1. Optymalizacja problemu przy uzyciu algorytmu metaheurystycznego MEIGO............. 41
4.8.2. Skrypty MATLAB do przygotowania pliku WejSCIOWEEO0.........uevevviveiieiiiee e 43
4.8.3. Przeksztatcanie danych do nadprzestrzeni (3+1)D.....cccoccveeeerceeeeeeiiee e e 44
4.8.4. Generowanie wiezdw stereoChemiCznyCh .......cocccvveiivciiiiicciiee e 45
4.8.5. Udoktadnianie MOdelU ......coo.ee ittt 46
4.8.6. Skrypty do generowania graficznej reprezentacji modelu i jego weryfikacji................ 48
Dane doswiadczalne wykorzystane W rOZpraWie .......cccccvieeeieiiie e e e 49
5.1.  Otrzymanie kompleksu biatkowego HYp-1/ANS ........ccoveiiiriiiieiieerecce e 49
5.2. Rozwigzanie struktury HYP-1/ANS ........oooiiiiiieeiee ettt et ete et eetae e te e eeteeeeanee s 50
VYK ettt e e ettt e e ettt e e e e etee e e e e btaeeeeateea e e bbaeeeanbaeaeeaabbaeeeaaraeeeaanbaeeeeanrreeeearreeaann 53
6.1 Kompleksy biatkowe Hyp-1/ANS jako struktury modulowane ..........cccceeeeeeceeeecreeccnneeennenn. 53
L N VX AV d o1 (A T (o721 o | - T PP UPP 56
6.3.  Upakowanie molekut w komadrce elementarng].......ccccccuueeeieciieeicciiee e 57
6.4. Podobienstwo struktury 9Hyp/ANS do modulowanej struktury 7Hyp/ANS........c.cccvvvennee. 60
6.5.  Udoktadnienie modelu GHYP/ANS.........oo ittt ettt eete et eete e eeaaeeereeeteeeearee s 62
6.6. MiejSCa WIZZania ANS ....cociiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e s e e e et e e e e e eeeaeeeaees 64
6.7.  Symulacje biatka Hyp-1 metodami dynamiki molekularngj.......cccccooeeeeciiieiiciieiicciee e, 65
6.7.1. Model Hyp-1 uzyty do SYMUIACH ..cccuvveeieiiee ettt e 65
6.7.2. Algorytm symulacji MD biatka HYp-1 ......ooovrriiieee e 66
6.8.  Proces przeksztatcania superkomérki 7Hyp/ANS w jej reprezentacje w przestrzeni
WICIOWYMIArOWE] (BH1)D .ueieeiiiiiiieiiiee ettt ettt e bt e e tee e stteesbe e e e beeesbee e abeesabaeesabeesaseeesnteesasaeennnes 68
6.9. Udoktadnienie modelu 7Hyp-ANS W KOMOIce (3+1)D ...ueeeveeeeieeeiee e 72
6.10. Weryfikacja poprawnosci stereochemicznej struktury .........ccceeeeciiieeeeciieeccciiee e 73
6.11. Wprowadzenie poprawek zwigzanych z obecnoscig fonondw.........cccccceeeeecvieeeeciieeeenns 79
D1V (UL - [P SUSS 80
7.1.  Wplyw warunkdéw krystalizacji na modulacje struktury.......cccceeeecieeeeeciee e, 80
7.2.  Artefakty pozostate po KrystalizaCji......cccceeeeecciiiiieei e 81



2 T N2 =1 1722 W4 o 14 Y= Tov A=) o L= NPT 81

7.4.  Obsadzenie modelu struktury czasteczkami ANS .......coccviiiiiiiieiniiee e 82
7.5. Konformacja czgsteczek ANS i ich wptyw na formowanie nadstruktury .......ccccccoevveeernnnnenn. 85
7.6. Identyfikacja obecnosci liganda melatoniny w mapach gestosci elektronowej ................... 86

7.7. Pordwnanie eksperymentalnego i symulowanego metodami MD modelu struktury Hyp-188
7.8.  Pordéwnanie otrzymanych i doswiadczalnych ADPS .........uvviiiiiiiiiiiieee et 89

7.9. Symulowane rozktady prawdopodobienistwa katow taricucha bocznego P(x1) dla Pro, Ser,

QYL - | I I o USSR 92

7.10. Symulowane bimodalne rozktady prawdopodobienstwa katéw taricucha bocznego P(x1,

X2) dla Leu, Phe, TYr, His, ASP i ASN c..ueiiiieeciieccitee ettt et e e stte e ete e e stveestaesbaeesasaeeaaeesaseesnsaeesnsaannns 96

7.11. Symulowane rozktady prawdopodobierstwa katdéw taricucha bocznego P(x1, X2, X3) dla

L1 TO T 1L A L= PR 99

7.12. Symulowane rozktady prawdopodobienstwa katéw taricucha bocznego P(x1, X2, X3, Xa) dla

LysiArg 102

7.13. Wyniki udoktadnienia w nadprzestrzeni (3+1)D oraz korekt fononowych ..................... 104
S S o o [0 o [o 1V = o1 1= PSSR 105
1 B = 1 o] [ oY= - - TSP 108
10. DOrobEK NAUKOWY ...ooiiieiiiei ettt e e e e bee e s e e e e e enbee e s esnraeeesnreeas 114

1. Streszczenie

Zjawisko modulacji struktury jest stosunkowo dobrze poznane w krystalografii
matoczasteczkowej, ale jego wystepowanie w makromolekularnych krysztatach biatkowych
bylo zaskakujace. Fizyczne przejawy tego zjawiska obejmuja obserwacje dodatkowych
refleksow miedzy gléwnymi pikami braggowskimi na dyfraktogramach. W rezultacie
modulacji, symetria translacyjna krysztalu zostaje zaburzona w  przestrzeni
tréjwymiarowej, a periodycznos¢ struktury zostaje przywrocona tylko w wyzszych
wymiarach. Wymaga to stosowania specjalistycznych metod analizy wielowymiarowej do
prawidtowego wskaznikowania obrazow dyfrakcyjnych i opisu struktury. Modulacja
struktury moze by¢ spowodowana zaréwno periodycznymi zmianami pozyci atomow
w miejscach okreslonych przez symetrie przestrzenng komorki, jak i okresowymi zmianami

obsadzenia danej pozydji krystalograficzne;j.

Dotychczasowe metody rozwigzywania i udoktadniania struktur rutynowo stosowane
w krystalografii bialek nie sa odpowiednie do przeprowadzenia kompleksowej analizy
modulowanych struktur. Ograniczenie do opisu w przestrzeni tréjwymiarowej oznacza
przyjecie wymiernosci modulacji, gdzie porzadek translacyjny zostaje przywrocony
po okreslonej, calkowitej liczbie komorek elementarnych. Woéwczas strukture nalezy

analizowa¢ w powigkszonej superkomorce, co prowadzi do znacznego wzrostu liczby
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parametréw w przypadku zlozonych struktur biatkowych oraz umozliwia uzyskanie tylko

przyblizonego modelu.

Brak odpowiednich narzedzi do analizy makromolekularnych struktur modulowanych
prowadzi do powaznych probleméw z wlasciwym wskaznikowaniem i przetwarzaniem
danych dyfrakcyjnych, a nastepnie konstruowaniem kompletnego modelu struktury
o zadowalajacych wskaznikach rozbieznosci. Dotychczas udato si¢ przeprowadzi¢ peing
analize strukturalna tylko dla kilku modulowanych krysztaléw biatek. Naleza do nich
kompleksy biatka Hyp-1 =z dziurawca zwyczajnego (Hypericum  perforatum)
z fluorescencyjnym ligandem ANS (8-anilinonaftaleno-1-sulfonianem). W zaleznosci od
warunkow krystalizacji, kompleksy biatkowe Hyp-1/ANS moga tworzy¢ krysztaty
o siedmio- (7Hyp/ANS) lub dziewieciokrotnej modulagji struktury (9Hyp/ANS) wzdtuz

kierunku ¢ grupy przestrzennej C2.

W ramach rozprawy doktorskiej porownywatam dwie modulowane struktury
krystaliczne kompleksu biatkowego Hyp-1/ANS. Pierwsza z nich, oznaczona jako
7Hyp/ANS, zostala otrzymana, rozwiazana i opisana przez dr Joanne Sliwiak oraz grupe
prof. Mariusza Jaskolskiego w 2015 roku i posiadala siedmiokrotna modulacje wzdtuz osi
c oraz zawierala 28 niezaleznych molekut biatka w rozbudowanej superkomorce. Obecnos¢
modulacji i elementow tNCS (Translational Non-Crystallographic
Symmetry, niekrystalograficzna symetria translacyjna) byla polaczona ze zblizniaczeniem
krysztatu, co stanowito dodatkowa trudno$¢ podczas rozwigzania i udoktadniania struktury.
Ostatecznie struktura zostala rozwiazana i udokladniona w podejsciu superkomorki,
a nastepnie wyniki badant zdeponowano w bazie PDB (Protein Data Bank) z kodem 4N3E.
Wkrotce potem podczas zmiany warunkéw krystalizacji i kokrystalizacji w obecnosci
hormonu rodlinnego melatoniny, otrzymano kolejng modulowana strukture kompleksu
Hyp-1/ANS. Omawiany model kompleksu 9Hyp/ANS z dziewieciokrotng modulacja
wzdluz osi ¢ skladat si¢ finalnie z 36 molekut biatka Hyp-1 rozmieszczonych zgodnie
z motywem zawierajacym 4 molekuty (2 dimery) Hyp-1 powtorzonym 9 razy wzdtuz ¢ (4 x 9
= 36). Struktura 9Hyp/ANS zostala rozwiazana przez dr Joanne Sliwiak analogicznie do
poprzedniego przypadku 7Hyp/ANS, a nastepnie udokladniona przeze mnie w ujeciu

superkomorki.

Przedstawiona rozprawa doktorska skfada si¢ z trzech zasadniczych czesci i zadan
zwigzanych z analiza struktury krystalicznej biatka Hyp-1. Pierwsza czes¢ obejmuje
udoktadnienie modelu struktury krysztatu 9Hyp/ANS w ujeciu superkomorki przy uzyciu
konwencjonalnego oprogramowania oraz zwiazanej z nim analizy elementow
strukturalnych krysztatu, szczegdlnie kwestii zwigzanych z upakowaniem atoméw
w obrebie komorki elementarnej, perturbacjami periodycznosci struktury, poréwnaniem ze

strukturg 7Hyp/ANS oraz rozmieszczeniem liganda.

W  drugiej czesci dokonatam szczegolowej analizy danych dyfrakcyjnych obu
modulowanych krysztatow Hyp-1/ANS, udokladnienia oraz metodycznego opisu



i udokfadnienia struktury 7Hyp/ANS w przestrzeni wielowymiarowej. W procesie
udoktadniania  struktury = 7Hyp/ANS zostalo uzyte autorskie, specjalistyczne
oprogramowanie stworzone w S$rodowisku Matlab. Zrezygnowanie z uproszczonego
zalozenia wymiernosci modulacji oraz wprowadzenie dodatkowych poprawek
uwzgledniajacych nieporzadek w strukturze pozwolito na uzyskanie nowych modeli oraz
poprawe ich wskaznikdéw rozbieznosci. Opracowany pakiet zostal nastepnie rozbudowany
o kolejne moduly umozliwiajace wizualizacje danych oraz wprowadzanie poprawek

zwigzanych z drganiami termicznymi sieci krystalicznej (fononami).

Trzecia czes¢ pracy dotyczy zastosowania metod dynamiki molekularnej do badania
ruchow termicznych i konformacji tanicuchéw bocznych biatka Hyp-1 w oparciu o czysto
fizyczne podejscie, w oderwaniu od wiezéw narzucanych podczas udoktadniania struktury
krystalicznej. Uzyskane informacje pozwolily okreslic preferowane energetycznie
konformacje w obrebie biatka oraz ich poréwnanie z wariantami dobranymi w procesie

udokladniania struktury krystalicznej.

2. Wstep

Obserwacja dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego (promieniowania X)
na krysztatach przez Friedricha, Knippinga oraz Lauego w 1912 roku jest jednym
z najwazniejszych odkry¢ w historii nauki, ktére popchnelo badaczy z catego $wiata do
przeprowadzania wlasnych eksperymentow. W listopadzie 1912 roku Towarzystwu
Filozoficznemu w Cambridge zostalo przedstawione rownanie Bragga determinujace
warunki konstruktywnej interferencji wigzek promieniowania rozproszonego na atomach
sieci krystalicznej, a w lipcu 1913 roku zostaly opublikowane pierwsze kompletne struktury
krystaliczne diamentu, NaCl, KCl, KBr i KI [1]. W 1913 roku Ewald zaprezentowat
geometryczne przedstawienie rownan interferencyjnych Laue'go z siecia odwrotna i sfera
odbicia [2]. Bardzo istotny problem dyfrakcji na krysztale o zaburzonej temperaturze zostat
rozwigzany w latach 1913-1914 przez Debye'a [3], ktéry wyprowadzil izotropowy czynnik
temperaturowy B (stosowany do dzis z poprawka wprowadzong przez Wallera w 1923 r.)
oraz temperature Debye'a charakteryzujacq wlasciwosci sprezyste krysztatéw. Niezaleznie
od siebie Debye & Scherrer w 1916 roku [4] oraz Hull w 1917 roku [5], wynalezli metode
proszkows, ktora stata si¢ niezmiernie uzyteczna w metalurgii i wielu innych dziedzinach

badan strukturalnych.

Podstawowym zalozeniem klasycznej krystalografii jest istnienie dyskretnej symetrii
translacyjnej, ktora determinuje mozliwe elementy symetrii krysztatu. W 1919 roku Niggli
opublikowat w swojej ksiazce Geometrische Kristallographie des Diskontinuums 230
mozliwych grup przestrzennych krysztaléw, w tym wszystkie pozycje rownowazne i wiele
diagramow, a takze omowil metody wyznaczania grup przestrzennych poprzez wygaszenia
systematyczne [6]. Wczesne okreslanie struktury krystalicznej odbywato si¢ metoda prob
i bledéw, tj. metoda zgadywania na podstawie wiedzy o dyfrakcji, symetrii i geometrii

krysztalu oraz poprzez analogie do poznanych struktur. Niemniej, do 1930 roku udato sie
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wyznaczy¢ i opisa¢ wiele struktur nieorganicznych oraz stopow. W latach trzydziestych XX
wieku do powszechnego uzytku weszly metody Fouriera, chociaz juz znacznie wczesniej

zdano sobie spraweg, ze czynniki struktury F sg w istocie wspotczynnikami szeregu Fouriera.

W 1934 roku zaproponowano metode Pattersona [7], ktéra pozwala tworzy¢ mapy
wektorowe, ktorych maksima znajduja si¢ w potozeniach odpowiadajacych wzglednym
odlegtosciom miedzy atomami w rzeczywistej strukturze. Jesli pary atoméw naleza do tej
samej czasteczki, to odpowiadajace im wektory sa stosunkowo krotkie, a ich punkty
konicowe znajduja si¢ niedaleko od poczatku mapy Pattersona; nazywa si¢ je wektorami
wlasnymi Pattersona. Gdyby nie istnialy wektory miedzyczasteczkowe (wektory krzyzowe
Pattersona), wewnetrzny region mapy Pattersona bylby jednakowy dla tej samej czasteczki
w roznych strukturach krystalicznych, a jedyna réznica dotyczylaby operacji rotacji. Dla
czasteczek homologicznych mapy Pattersona nie sa dokladnie takie same, cho¢ bardzo
podobne. Dlatego wektory wlasne Pattersona moga dostarczy¢ relacji rotacyjnych pomiedzy

znanymi i nieznanymi strukturami molekularnymi.

Do$¢ wczesnie zdano sobie sprawe, ze powinno by¢ mozliwe wyznaczenie fazy
bezposrednio z obserwowanych wartosci bezwzglednych czynnikéw struktury, poniewaz
standardowy model kulisto-atomowy zawiera o wiele mniej parametréw (wspotrzednych
atomowych) do okredlenia, niz liczba przeprowadzonych obserwacji. Podstawy
nowoczesnych metod bezposrednich zostaly wprowadzone wraz z réwnaniem Sayre'a,
pracami Hauptmana i Karle (1953) oraz zaprzegnigeciem do pracy komputeréw. Najnowsza
metoda wyznaczania struktury jest technika charge flipping, zaproponowana po raz pierwszy
w 2004 roku [8]. Jest ona koncepcyjnie nowa, poniewaz nie opiera si¢ na zalozeniu, ze
struktura sklada si¢ z atoméw o znanej gestosci elektronowej, a jedynie zaktada, ze gestosc
rozpraszania (gestos¢ elektronéw) jest skoncentrowana w kilku regionach, podczas gdy
wiekszos¢ komorki elementarnej jest zasadniczo pusta. Metoda ta nie wymaga
poczatkowych informacji o symetrii, gdyz struktura jest rozwigzana domyslnie
w prymitywnej tréjskosnej grupie przestrzennej P1, znajomos¢ sktadu chemicznego nie jest
wymagana, a wszelkie ograniczenia symetrii wydaja si¢ jedynie utrudnia¢ rozwigzanie
struktury. Dane dyfrakcyjne nie musza by¢ znormalizowane, a wspolczynnik skali nie musi

by¢ znany.

2.1. Krystalografia biatek

Rozwoj krystalografii makromolekularnej jest historiag do$¢ analogiczng do opisanej
powyzej, ale 0 20-30 lat pdzniejsza niz rozwdj krystalografii matoczasteczkowej. W 1934 roku
J. D. Bernal uzyskat pierwsze udane zdjecia dyfrakcyjne uwodnionego biatka. Niespeina
25lat pozniej pierwsze struktury bialkowe, mioglobiny i hemoglobiny, zostaly
z powodzeniem okre$lone przez J. C. Kendrew i M. F. Perutza. Gdy w 1971 roku zostat
utworzony Protein Data Bank (PDB), poczatkowo zdeponowano tam jedynie siedem
struktur biatkowych. Po prawie trzech dekadach powolnego naptywu struktur, w potowie

lat 90. PDB otrzymal ogromny impuls wchodzac w faze wyktadniczego wzrostu. Gtéwnymi



czynnikami byly: postepy w technologii komputerowej i informacyjnej zapewniajace
potrzebng moc obliczeniowa dla skomplikowanych obliczen, jak rowniez bardziej wydajne
algorytmy i srodki automatyzacji eksperymentéw, wprowadzenie inzynierii genetycznej dla
fatwego wytwarzania praktycznie dowolnego biatka w "fabrykach" komdrek bakteryjnych

oraz powszechne uzycie poteznych synchrotronowych Zrédet promieniowania X [9].

Wprowadzenie zrddet synchrotronowych trzeciej generacji oraz ultraszybkich
pikselowych detektoréw powierzchniowych (APD) zredukowato czas pomiaru danych do
sekund, przy jednoczesnym zmniejszeniu wielkosci krysztaldéw do mikrometréw oraz
ogolnej poprawie jakosci danych. Dodatkowe korzysci sa powigzane z opracowaniem
metody MAD (Multiwavelength Anomalous Diffraction, dostrojonej dyfrakcji anomalnej)
oraz jej uproszczonej pochodnej, SAD (Single-wavelength Anomalous Diffraction), jako
technik rozwigzywania problemu fazowego [10]. Bazuja one na rozpraszaniu przestrajalnego
promieniowania synchrotronowego przez atomy wykazujace dyfrakcje anomalng, takie jak
selen, ktore moga by¢ wprowadzone do rekombinowanych bialek w postaci selenometioniny
Se-Met.

W idealnym przypadku krysztaly moga by¢ opisane jako nieskoriczone matryce,
ktorych bloki konstrukcyjne (jednostki asymetryczne) sa ufozone zgodnie z dobrze
zdefiniowanymi regutami symetrii tworzac 230 grup przestrzennych. Powstale komorki
elementarne sa powtarzane w trzech wymiarach poprzez translacje. Istotnym jest, ze biatka
ikwasy nukleinowe nie krystalizuja w grupach przestrzennych 2z symetria
inwersyjna, poniewaz skladaja si¢ z enancjomeréw (odpowiednio L-aminokwasow i D-

cukréw), co zmniejsza liczbe mozliwych grup przestrzennych z 230 do 65 [9-11].

2.2. Techniki krystalizacji biatek

Podstawa do okreslenia struktury metodami rentgenowskimi jest uzyskanie wysokiej
jakosci, czystych i homogenicznych monokrysztatow biatka. Krystalizacja biatek, kwaséw
nukleinowych i duzych komplekséw biologicznych, takich jak wirusy, rozpoczyna si¢ od
uzyskania kontrolowanego stanu przesycenia. Istnieje wiele metod krystalizacji
biatek, z ktérych wszystkie maja na celu doprowadzenie roztworu biatka do stanu
przesycenia, co wymusza przejécie makroczasteczek w stan staly, czyli krystaliczny [9,10].
Krystalizacja makroczasteczek jest procesem wieloparametrycznym obejmujacym trzy
glowne etapy: nukleacje, wzrost i terminacje wzrostu. Stadium przesycenia jest osiggane
poprzez dodanie tagodnych czynnikow stracajacych, takich jak neutralne sole lub
polimery, lub w wyniku manipulacji ré6znymi parametrami, takimi jak temperatura, sita
jonowa i pH. W procesie krystalizacji wazne sg rowniez czynniki, ktére moga wptywac na
stan strukturalny makroczasteczki, takie jak jony metali, inhibitory, kofaktory lub inne
konwencjonalne mate czasteczki. Opracowano wiele technik krystalizacji, a do najczesciej
stosowanych naleza: dializa, dyfuzja par metoda wiszacej lub siedzacej kropli i dyfuzja ciecz-

ciecz [9]. W ostatnich latach osiagnieto szybki wzrost liczby sukceséw w krystalizacji
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makroczasteczek dzieki pojawieniu sie praktycznych, tatwych w uzyciu zestawow

przesiewowych oraz zastosowaniu robotyki laboratoryjnej.

2.3. Metody rozwigzywania problemu fazowego

Wyznaczenie gestosci elektronowej wymaga jednoczesnej znajomosci amplitudy oraz
fazy fal rozproszonych na tej gestosci elektronowej. Jedyna wielkoscia dostepna
eksperymentalnie jest natezenie danego refleksu proporcjonalne do kwadratu amplitudy fali
rozproszonej, natomiast nie istnieje zadna bezposrednia metoda do wyznaczenia fazy fal
rozproszonych. Stanowi to istote problemu fazowego [9]. Obok koniecznosci uzyskania
dobrze rozpraszajacych monokrysztaléw, problem fazowy jest drugim istotnym
ograniczeniem w krystalografii bialek. Eksperymentalnie problem fazowy w krystalografii

biatek moze by¢ rozwiazany za pomoca kilka metod:

e Podstawienie molekularne (Molecular Replacement, MR)

¢ Wielokrotne podstawienie izomorficzne (Multiple Isomorphous Replacement, MIR)

¢ Dostrojona dyfrakcja anomalna o wielu diugosciach fali (MAD) lub o jednej dtugosci
fali (SAD)

2.3.1. Podstawienie molekularne

Podstawienie molekularne wykorzystuje model biatka o znanej strukturze. Moze to
by¢ dobrze opisany mutant badanego biatka, struktura biatka z tej samej rodziny
w przypadku biatka dzikiego krystalizowanego po raz pierwszy badz biatko homologiczne
pochodzace z innego organizmu. Wychodzac z modelu o znanej strukturze nalezy obliczy¢
jego czynniki struktury. Nastepnie wyznacza si¢ polozenie i orientacje czasteczki modelu
wzgledem komorki elementarnej badanego krysztalu. Aby mozliwie jak najwierniej
odtworzy¢ zmierzony obraz dyfrakcyjny, testom podlegaja wszystkie mozliwe potozenia
i orientacje modelu w komorce elementarnej. W przypadku komorki elementarnej
zawierajacej N czasteczek biatka oznacza to wyznaczenie 6N parametréw: trzech katéw
towarzyszacych obrotowi czasteczki oraz trzech wektorow translacji. Dla uproszczenia
probkuje sie najpierw przestrzen rotacji, po czym wybierane jest najlepsze rozwiazanie
(jedno lub kilka) i tylko dla tych wybranych rozwiazan probkowana jest przestrzen
translacji. Wstepne fazy odpowiednich zmierzonych czynnikéw pochodza z faz policzonych
dla modelu. Podobnie wstepna mapa gestosci elektronowej jest liczona na podstawie faz

przeniesionych z modelu.

2.3.2. Wielokrotne podstawienie izomorficzne (MIR)

Ta eksperymentalna metoda wyznaczania faz polega na podstawieniu w kilku
miejscach struktury atomoéow metali ciezkich, takich jak Hg, Au i Pt, co prowadzi do
uzyskania pochodnej wzbogaconej o atomy z duza liczba elektronéw. Pozycje atomoéw
ciezkich okresla si¢ na podstawie réznic w amplitudzie czynnika struktury pomiedzy
natywnymi (niemodyfikowanymi) i pochodnymi zestawami danych, positkujac si¢ mapa
Pattersona lub metodami bezposrednimi. Po wyznaczeniu pozycji atomdéw ciezkich mozna

obliczy¢ odpowiadajace ich polozeniom amplitudy i fazy, a nastepnie poréwnac
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obserwowane amplitudy struktury natywnej (Fp) i pochodnej (Fpn) do oszacowania faz catej
struktury (Rys. 1). W przypadku jednej pochodnej mozliwe sa dwa rozwigzania rownan, co
mozna wyeliminowac poprzez dodanie dalszych pochodnych.

Rysunek 1. Konstrukcje Harkera przedstawiajace rozwiazanie czynnikow struktury

ciezkiego atomu (Fu) z wykorzystaniem amplitudy krysztalu natywnego (Fr) i pochodnej (Frn).
Metoda pojedynczego podstawienia izomorficznego (SIR) dostarcza dwie mozliwe fazy dla (Fr) (a).
W przypadku MIR niejednoznacznos¢ fazowa jest rozwiazywana poprzez uwzgledniennie

informacji z drugiego lub dalszych krysztaléw pochodnych (b) [3].

2.3.3. Dostrojona dyfrakcja anomalna

Metoda dostrojonej dyfrakcji anomalnej opiera si¢ na zjawisku anomalnego
rozpraszania promieniowania rentgenowskiego ze zmiana amplitudy i fazy przez ciezkie
atomy przy dlugosciach fal bliskich ich krawedziom absorpcji. Stad wynikaja zmiany
natezen dyfrakcji, ktore sa wykorzystywane do wyznaczenia podstruktury atomdw
anomalnych. Podstawowa procedura wykorzystuje zmodyfikowane biatka zawierajace
selenometioning (Se-Met) wprowadzona zamiast reszt metioniny jako zrodlo rozpraszania
anomalnego, jednakze mozna zastosowac te metode dla innych metaloprotein zawierajacych
jeden lub wigcej endogennych metali (np. Fe, Cu, Mo, Zn, Ni). Podczas rozpraszania
anomalnego wspolczynnik rozpraszania atomowego zawiera trzy skladniki: normalne
rozpraszanie zalezne od kata Bragga, poprawke rzeczywista (f') i czynnik anomalny (f”)
zwiazane z dlugoscia fali i przesuniete w fazie o 90 stopni wzgledem siebie, jak
przedstawiono na Rys. 2. W wyniku ztamania prawa Friedela (mdwiacego, ze intensywnosci
refleksdw o wskaznikach #, k, I i -h, -k, -1 sa sobie réwne) powstaja réznice anomalne, ktére
mozna wykorzysta¢ do lokalizacji atomow rozpraszajacych anomalnie. W typowym
eksperymencie MAD dokonuje sie pomiaru zestawow danych dyfrakcyjnych przy trzech
dtugosciach fali: w maksimum krzywej absorpcji (najwyzsze f”), w punkcie przegiecia
krzywej absorpcji (minimalne f') oraz dla dtugosci fali powyzej krawedzi absorpcji, gdzie f'
jest bliskie zeru, a f” moze by¢ jeszcze stosunkowo duze. Wprowadzenie techniki SAD
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umozliwia pomiar zestawu danych tylko dla jednej dtugosci fali, zazwyczaj w maksimum
absorpcji. W ten sposdb minimalizuje si¢ uszkodzenia radiacyjne krysztatu oraz problem

nieizomorfizmu, ale zastosowanie metody wymaga bardzo doktadnych pomiaréw.

(a) (b)

Rysunek 2. Konstrukcje Harkera obrazujace wyznaczenie wkltadéw do czynnikéw struktury od
anomalnych wkladow ciezkich atomow (F+u i Fu’) (a). Rysujac okregi wokotl koncow obu
czynnikow struktury i biorac pod uwage amplitudy anomalnej pary Friedla (F+ry, Fru’) mozna
wyznaczy¢ faze (b) [3].

2.4. Mapy gestosci elektronowej biatek

Gestos¢  elektronowa stanowi odwrotng transformate Fouriera obrazow
dyfrakcyjnych i mozna ja obliczy¢ znajac amplitudy oraz fazy fal rozproszonych.
Rozdzielczo$é obecnie uzyskiwanych struktur biatek siega 1 A. Ruchliwo$¢ biatek oraz
defekty sieci krystalicznej narzucajq istotne ograniczenia rozdzielczosci uzyskiwanych map
gestosci elektronowej, na ktérych nie mozna odrdzni¢ pojedynczych atomdéw, a jedynie
obszar gestosci elektronowej, w ktorym atomy nie sa wyraznie oddzielone od siebie (Rys. 3).
Wprowadzenie wigkszych katow rozpraszania powoduje zwigkszenie liczby stabych
refleksow o niewielkiej intensywnosci, ktére moga zawiera¢ informacje o istotne detalach
strukturalnych. Rozmycie map gestosci elektronowej krysztatow biatek jest rowniez

powigzane z niezbyt wysokim stosunkiem sygnatu do szumu.
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Rysunek 3. Mapa gestosci elektronowej biatka z wbudowanym fragmentem ancucha
peptydowego.

2.5. Tworzenie modelu struktury i udoktadnianie

Rozwigzanie struktury biatka odbywa si¢ na podstawie dostepnych informacji
o badanym biatku, zwlaszcza sekwencji aminokwasowej, gdyz mapy gestosci elektronowej
rzadko maja rozdzielczo$¢ atomowa. Jezeli rozdzielczos$¢ jest lepsza niz ~3.2 A, mozna
wykorzysta¢ uzyskane mapy do automatycznego budowania modeli. Oprogramowania
PHENIX [12], SHELX [13], ARP/WARP [14] i BUCCANEER [15] sa rutynowo stosowane do
wstepnego budowania i udoskonalania modeli poprzez iteracyjne ijczenie faz oraz
procedure ulepszania modelu w kolejnych cyklach budowy. Po wygenerowaniu dobrego
modelu wyjsciowego wygodne narzedzie do dalszego recznego budowania modelu i jego
korekty stanowi program graficzny COOT [16]. Udoktadnianie struktury to iteracyjny proces
cyklicznego poprawiania, obliczania rozbieznosci, wprowadzania dalszych poprawek, az do
osiagniecia zatozonego poziomu zgodnosci modelu (Rys. 4). Podczas budowy
i udokfadniania modelu naklada si¢ ograniczenia na dtugosci i katy wiazan okreslone dzieki
uprzedniemu rozwigzaniu tysiecy innych struktur biatkowych. Na podstawie tych
ograniczen mozna racjonalnie budowac gtéwny faricuch polipeptydowy biatka, podczas gdy
faricuchy boczne aminokwaséw modeluje si¢ na podstawie baz danych konformacji reszt

aminokwasowych i czestotliwoséci ich wystepowania w biatkach.
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Rysunek 4. Proces recznego poprawiania modelu biatka i dopasowywania wiezow
stereochemicznych w programie Coot. W tym stanie mozna recznie manipulowac atomami i

przeciagac je w optymalne dla struktury polozenia w mapie gestosci elektronowe;j.

2.6. Walidacja struktury

Decyzja o rezygnacji z dalszego udokladniania modelu struktury jest zawsze
arbitralna i nastepuje po osiagnieciu zakladanego poziomu zgodnosci. Na ostatnim etapie
rozwigzywania struktury dokonuje si¢ sprawdzenia jakosci uzyskanej struktury. Umozliwia
to weryfikacje, na ile wiarygodne sa elementy dopasowane przez eksperymentatora do
rozmytych obszaréw gestosci elektronowej. Miara jakosci dopasowania uzyskanej struktury
do danych dyfrakcyjnych sa wskazniki rozbieznosci R zdefiniowane jak we wzorze (1) jako
wzgledna roznica miedzy amplitudami czynnikow struktury obliczonych dla modelu (Fea)
a wyznaczonymi doswiadczalnie na podstawie pomiaru intensywnosci refleksow (Fexp):
r = Sl lr? |- 1Fit|

T P |

(1)

Mniejsza wartos¢ R $wiadczy o lepszym dopasowaniu modelu do danych
dyfrakcyjnych. Za dobrze udokladnione zwykle uznaje sie struktury o R < 0,2. Dodatkowy
wskaznik rozbieznosci Rse dla puli refleksow wylaczonych z udokladniania stuzy do
oceny, czy udoktadniane parametry maja pelne oparcie statystyczne w informacji zmierzonej
podczas eksperymentu. Wartos$¢ Rse nie powinna znaczaco przekraczaé¢ wartosci R. Istotne
jest rowniez sprawdzenie geometrycznej poprawnosci uzyskanej struktury i natozonych na
nia wiezéw stereochemicznych. Bialka maja typowe przedzialy wartosci katow
i wiazan, totez nalezy wyeliminowac¢ znaczace odstepstwa od tych wielkosci. Wiazania
peptydowe musza by¢ plaskie, natomiast katy 1 i ¢ tancucha gléwnego zawierad sie
w okreslonych przedziatach przedstawionych jako obszary dozwolone na mapach
Ramachandrana [17]. W bazach danych poréwnuje si¢ konformacje tancuchéw bocznych
aminokwasow [18,19]. Sprawdzeniu podlegaja réwniez kontakty van der Waalsa, co
umozliwia ocene odleglosci miedzy atomami. Weryfikowane sa réwniez wzajemne
oddziatywania aminokwaséw hydrofobowych, a takze aminokwaséw polarnych z innymi

polarnymi lub woda.

15



-180 == 0 - 180
)

Rysunek 5. Wykres Ramachandrana, na ktérym kazdy punkt odpowiada parze katow torsyjnych
(dwusciennych) Vi ¢ wystepujacych w pojedynczym aminokwasie fancucha biatkowego. Obszary

dozwolone sa zaznaczone czerwonymi obwiedniami.

2.7. Struktury modulowane

Podstawowga wtasnoscig klasycznego krysztatu jest translacyjna periodycznosé, ktorej
bezposrednia konsekwencje stanowi istnienie wzoru dyfrakcyjnego dla promieniowania
X, neutronéw lub elektrondéw z ostrymi pikami dyfrakcyjnymi zlokalizowanymi w punktach

siatki zdefiniowanych przez podstawowe wektory aj, a; oraz as:
h = hla; + hzaz + hga;; (2)

Pierwszymi wzmiankami o mozliwosci istnienia struktur przetamujacych tradycyjna
periodycznosc¢ sieci byty prowadzone pod koniec XIX wieku badania krysztatdow mineratu
kalawerytu [20]. Stwierdzono, ze plaszczyzny tego krysztalu nie spelniaja prawa
wskaznikéw wymiernych. W 1935 roku Donnay [21] pokazal, Ze powierzchnie, ktére nie
moga by¢ wywskaznikowane, odpowiadaja dodatkowym refleksom na obrazach dyfrakgji
rentgenowskiej. W 1938 roku Preston zaobserwowat na obrazach dyfrakcyjnych stopu Al-Cu
obecno$¢  dodatkowych  refleksow-satelit ~ regularnie = rozmieszczonych — wokot
normalnych, silnych  reflekséw gléwnych [22]. Wytlumaczeniem jest kombinacja
sinusoidalnej fali gestosci i sinusoidalnej fali odpowiadajacej za przesuniecie atomow z ich

pozycji rownowagowych.

W  przypadku niektérych zwiazkéow pojawiaja sie dodatkowe ostre piki
dyfrakcyjne, tzw. satelity, zlokalizowane poza weztami sieci [10,23]. Piki te mozna
wskaznikowaé przy zastosowaniu jednego lub wiecej dodatkowych wektoréw modulacji
oznaczanych jako q;, gdzie (j = 0,1,2,..d):

h = hla;{ + hza; + h3a§ + m1q1 + mzqz + -+ mdqd (3)
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Rysunek 6. Obraz dyfrakcyjny warstwicy (h,0,1) dla krysztalu Na:COs. Biata siatka przedstawia
siatke gléwnych reflekséw. Refleksy satelitarne sa regularnie przesuniete wzgledem gltéwnych
refleksow przez wektor modulacji g [14].

Za modulacje uwaza si¢ tu okresowa deformacje struktury podstawowej posiadajacej
symetrie danej grupy przestrzennej. O modulowanej strukturze krysztalu mozna
mowi¢, gdy Scisty, krotkozasiegowy porzadek translacyjny od jednej komorki jednostkowej
do nastepnej zostaje utracony, ale uporzadkowanie dlugiego zasiegu ulega przywroceniu
przez periodyczna atomowa funkcje modulacyjng W (Atomic Modulation Function, AMF)
[24].  Jezeli periodycznos¢ modulacji nie jest zgodna z periodycznoscia struktury
podstawowej, to zmodulowang strukture krystaliczng nazywamy niewspdtmierna.
W przypadku struktury niewspolmiernej przynajmniej jedna sktadowa wektora modulacji

podstawowej q; wzgledem struktury bazowej jest liczba niewymierna [25].
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Rysunek 7. Ilustracja struktury idealnie periodycznej (na gorze), wspdlmiernie modulowanej (w
$rodku) i niewspo6imiernie modulowanej (na dole) wraz z odpowiadajacymi im atomowymi

funkcjami modulacji W oraz wektorami modulacji g [5].
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W obrazie dyfrakcyjnym takiej fazy modulowanej obserwuje sie¢ refleksy gtéwne (dla
ktorych m = 0) oraz satelitarne (dla ktérych m # 0). Natezenia satelitow szybko spadaja dla
duzych m, tak ze obserwowane piki dyfrakcyjne pozostaja rozdzielone, cho¢ wektory
w postaci [mgzq,] moga sie¢ dowolnie zbliza¢ do siebie. Gdy wszystkie sktadowe wektorow
modulacji sa liczbami wymiernymi, mamy do czynienia ze struktura wspdtmiernie

modulowang lub tzw. nadstruktura.
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Rysunek 8. Schemat obrazu dyfrakcyjnego struktury wspélmiernie modulowanej z
wektorem q = 0,25¢* (periodycznos¢ przywrocona co 4 komorki elementarne). Widoczne jest

réwnomierne rozmieszczenie trzech stabych refleksow satelitarnych miedzy refleksami gtéwnymi

[11].
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Rysunek 9. Schemat obrazu dyfrakcyjnego struktury niewspo6lmiernie modulowanej w
ktorej okres AMF nie odpowiada periodycznosci struktury podstawowej. Refleksy satelitarne sa

rozmieszczone nieregularnie wzgledem gléwnych [11].

W wigkszosci przypadkéw do opisu pozycji pikdw braggowskich wystarczy

pojedynczy wektor modulacji, co sprowadza wzor (3) do postaci:

h = hyai + hya; + hzaz + mq (4)
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Struktury niewspotmiernie modulowane nie spelniaja wymogu zachowania symetrii
translacyjnej stawianego krysztatom, cho¢ ich uporzadkowanie dalekiego zasiggu jest rownie

doskonate jak w przypadku zwyklych krysztatow.

Ze wzgledu na podloze zjawiska mozna wyodrebni¢ kilka typéw modulacji

struktury:

(i) modulacje przesunieciowa - polegajaca na okresowym przesunieciu od pozycji

atomowych struktury podstawowej;

(ii) modulacje obsadzeniowa - pozycje atomowe struktury podstawowej sa zajmowane

zgodnie z okresowq funkcja prawdopodobienstwa;

(iii) modulacje magnetyczna - nastepuje periodyczna zmiana orientacji atomowego momentu

magnetycznego;

(iv) strukture poprzerastang - struktura podstawowa sklada si¢ z dwodch lub wigcej
podsystemow, z ktorych kazdy ma wiasng symetrie grupy przestrzennej (przy zaniedbaniu

wzajemnych oddziatywan), taka, ze w ogdlnosci odpowiadajace im sieci sa niewspoimierne.

Podstawowgq konsekwencjq ztamania symetrii translacyjnej jest brak mozliwosci
przypisania krysztalu do jednej z 230 grup przestrzennych, co narzuca konieczno$¢
znalezienia innej metody opisu. Do opisu struktur modulowanych opracowano specjalna
teorie nadprzestrzeni, ktdrej rozwdj jest Scisle zwigzany z nazwiskami Aloysio Jannera, Teda
Janssena (1987) [26-28] oraz Petera de Wolffa (1974) [29]. Janner & Janssen sformulowali
formalizm (n + d)- wymiarowych grup przestrzennych, gdzie n okresla wymiar struktury
podstawowej, a d wymiar modulagi. W przypadku struktury z jednym wektorem
modulagji, opis krysztatu w nadprzestrzeni (3 + 1)D opiera si¢ na konstrukgji, ktora sztucznie
przenosi wszystkie satelity w czwarty wymiar z przesunieciem proporcjonalnym do
wskaznika satelity (Rys. 10). Przyjmujac, ze modulacja jest sinusoidalng falg ptaska, mozna
opisac strukture jako polozenia atomdw struktury podstawowej o tréjwymiarowej symetrii
przestrzenno-grupowej, okresowo przemieszczanych zgodnie z fala modulacyjna [30].
Potozenie j-tego atomu w p-tej komodrce elementarnej struktury podstawowej wzgledem

wybranego poczatku uklady wspdtrzednych mozna zapisac tak jak we wzorze (5) jako:
r(p.j) =7;+p+Asin[(rj+p) - q+ o (5)

gdzie p - okresla wektor sieciowy, 1 — wektor potozenia atomu w danej komorce
elementarnej, A — amplitude modulacji, q — wektor modulacji, zas ¢, — faza poczatkowa

modulacji.
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Rysunek 10. Reprezentacja polozenia atomu struktury modulowanej przesunieciowo w
nadprzestrzeni (3 + 1)d: Pozycje atomdw sa opisane przez harmoniczna funkcja modulacji. W
czerwonych punktach nastepuje przeciecie funkcji modulacji z przestrzenia rzeczywista Rs. Te
przeciecia definiuja strukture krysztatu [30].

W wielu przypadkach rozwiazanie struktury modulowanej sprowadza si¢ do dwdch
zasadniczych krokow. W pierwszym z nich do rozwiazania sa uzywane tylko gléwne
refleksy dajac strukture $rednia [31]. Standardowe metody rozwigzywania uogdlnione na
struktury modulowane zostaly zaimplementowane w niektérych programach.. Jednym
znich jest program DIMS [32] napisanego przez Fan Hai-fu wykorzystujacy metody
bezposrednie oparte na réwnaniu Sayre'a. Najbardziej obiecujaca metoda do rozwiazywania
ab initio silnie modulowanych struktur jest charge flipping zaimplementowany do programu
Superflip i rozpowszechniany razem z programem Jana2006 [33]. W tej metodzie wstepne
funkcje modulagji otrzymuje si¢ bezposrednio na wyjsciu programu, ktéorym jest mapa
gestosci elektronowej w nadprzestrzeni. Niestety, oba te programy nie sa przystosowane do

rozwigzywania struktur krystalicznych biatek.

Otrzymany model strukturalny zwykle jest niedoskonaty i wykazuje takie cechy jak
rozszczepienie pozycji atomowych lub zawyzone parametry ADP, wyrazone poprzez
nierealnie duze elipsoidy. Podczas wstepnych stadiéw udokladniania odszukuje sie
zmodulowane atomy, okresla rodzaj modulacji oraz odszukuje wektor modulacji poprzez
udokltadnianie w matych, losowo wybranych przemieszczeniach. Cho¢ nowoczesne
oprogramowanie dyfraktometréw znacznie utatwia etapy pomiaru danych, wskaznikowania
obrazéw dyfrakcyjnych, przetwarzania danych i rozwiazywania struktury, analiza struktur
modulowanych wciaz wymaga wiele uwagi. Trudnosci zaczynaja si¢ po etapie
rozwigzywania, gdyz interpretacja danych wyjsciowych z charge flippingu wymaga
doswiadczenia, manualnego przegladania pikéw oraz analizy map gestosci elektronowe;j.
Interpretacja ta jest kluczowa dla wilasciwego doboru parametrow modulacji i moze by¢

specyficzna dla réznych struktur modulowanych. Dobdr ten jest wazny nie tylko
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do udoktadnienia struktury, ale przede wszystkim dla interpretacji wynikéw, gdzie dazymy

do zrozumienia przyczyn, dla ktorych struktura jest modulowana.

2.7.1. Struktury modulowane biatek

Struktury modulowane zostaly zaobserwowane i stosunkowo dobrze opisane
w krystalografii matoczasteczkowej, ale sa one niezwykle rzadko spotykane w krystalografii
biatek. Prawdopodobnie wynika to z faktu, ze takie przypadki, nawet jesli si¢ zdarzaly, byly
w przeszlosci odrzucane jako zbyt trudne, a dane jako nienadajace si¢ do przetwarzania.
Mozliwosci istnienia niewspotmiernie modulowanych struktur biatkowych oraz proby ich
metodycznego badania zostaly po raz pierwszy opisane przez Lovelace’a et al. w 2004 roku
[34]. Pozostate prace opisuja dyfrakcje (3+1)-wymiarowych niewspdtmiernie modulowanych
krysztatow kompleksu biatkowego profilina-aktyna [35] oraz proby wprowadzenia opisu
w przestrzeni wielowymiarowej do rozwiazania tej struktury [36-39]. Jedna z niewielu
pomyslnie rozwigzanych zmodulowanych struktur krystalicznych bialek jest struktura
biatka roslinnego Hyp-1 w kompleksie z barwnikiem fluorescencyjnym ANS, ktoéra zostata
pomyslnie rozwigzana metoda podstawienia molekularnego z uwzglednieniem translacyjnej
symetrii niekrystalograficznej (translational Non-Crystallographic Symmetry, tNCS)
iopisana jako tetartoedrycznie zblizniaczona faza ~wspolmiernie modulowana
z siedmiokrotnie rozszerzona komorka elementarng zawierajaca 28 niezaleznych czasteczek
biatka [40,41]. Struktura zostata zdeponowana w bazie PDB z kodem 4N3E z koricowymi
wskaznikami rozbieznosci R = 0,223 oraz R = 0,278 [42]. Zblizony model
wspolmiernie modulowanej struktury innego krysztalu kompleksu Hyp-1/ANS
z dziewieciokrotnym poszerzeniem komorki elementarnej opisano w 2021 roku. Praca J.J.
Lovelace’a & G. Borgstahl [43] wskazuje na silne podobienstwo funkcji modulacji dwdch
udokladnionych modeli kompleksu Hyp-1 i ANS z siedmio- oraz dziewigciokrotna
modulacja struktury.

2.7.2. Czynniki przemieszczenia atomowego (ADPs) w modelach biatek

Parametr ADP (Atomic Displacement Parameter), czasami nazywany rdowniez
czynnikiem Debye'a-Wallera (DWF, Debye-Waller Factor), czynnikiem
temperaturowym, parametrem drgan termicznych lub B-factorem jest stosowany
w krystalografii biatek do opisu ttumienia rozpraszania promieniowania X lub neutronéw
w wyniku ruchéw termicznych molekuty [9,10]. Koncepcja ADP bazuje na obserwacjach
Petera Debye’a z 1913 roku, ktéry poczatkowo zakladat, ze atomy w krysztale oscyluja
niezaleznie wokol swojej pozycji rownowagi i w konsekwencji zastosowat do ich opisu
klasyczne metody statystyczne. W odpowiedzi Ivar Waller zaproponowal modyfikacje
metody Debye'a, polegajaca na zastapieniu wspolczynnika temperatury jego kwadratem.

W ten sposob wprowadzono wspdtczynniki Debye'a-Wallera opisane wzorem (6):

DWF = exp(—B(sin6/1)?), (6)
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Gdzie O to kat pod jakim pada promieniowanie, A to dlugos¢ fali, parametr B =
8m?(u?), u okresla chwilowe przesuniecie atomu z polozenia réwnowagi i odzwierciedla

amplitude oscylacji atomu wokot jego pozycji rownowagi w strukturze krystalicznej.

W krystalografii biatek pojedyncza struktura krystaliczna biatka odpowiada zwykle
tylko jednej (,zamrozonej”) konformacji [44]. Jezeli w strukturze istnieja regiony o wysokiej
elastycznosci opisywane wysokimi warto$ciami ADP, prawdopodobnie w roztworze istnieje
kilka réznych konformagji [45]. Analiza wartosci takich ADPs wskazuje zatem badaczowi na
koniecznos¢ przeprowadzenia dodatkowych badan strukturalnych we wskazanym obszarze
struktury, np. w powigzaniu ze spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR)
lub metodami dynamiki molekularnej (MD). Struktury o niskiej rozdzielczosci 3-5 A
charakteryzuja sie niekiedy wysokimi wartociami ADPs na poziomie az 100-200 A2, co
moze prowadzi¢ do btednej interpretacji struktury. Z tego powodu struktury rentgenowskie
o wysokiej rozdzielczosci sa niezbedne do uzyskania wiarygodnych ADPs [46]. Podczas
interpretacji elastycznosci i dynamiki, nie nalezy zapomina¢, ze ADPs odzwierciedlaja
zarowno wibracje jak i zaburzenia statyczne, a zatem konieczne jest wykonanie
wielokrotnych pomiaréw w funkgji temperatury w celu oddzielenia tych dwdch efektow
[47].

Systematyczna analiza warto$ci ADPs na podstawie modeli struktur zdeponowanych
w Protein Data Bank (PDB) moze by¢ wykorzystana do identyfikacji fluktuacji
atomow, taricuchow bocznych, a nawet catych regionéw struktury. Znormalizowane ADPs
bedace wypadkowq wielu czynnikdéw, w tym rozdzielczosci, wiazan chemicznych i doboru
metody udoktadniania biorg pod uwage srednia warto$¢ ADPs w danej strukturze ((B)) oraz

jego odchylenie standardowe o (Wzor (7)):
Bporm = (B —(B))/o )

Analiza ta jest obecnie rutynowo stosowana w krystalografii bialek do identyfikacji

i interpretacji sztywnosci, elastycznosci i/lub ruchéw wewnetrznych w biatkach [48,49].

2.8. Zblizniaczenie

Zblizniaczenie powstaje na etapie wzrostu krysztatu, kiedy to jego powierzchnia
przedstawiajaca uporzadkowany uklad czasteczek moze dziata¢ jako dobry punkt nukleacji
dla wzrostu dodatkowych, odrebnie zorientowanych domen krystalicznych powiazanych
transformacja, ktdra nie nalezy do symetrii jego grupy punktowej [9-11]. Zazwyczaj liczba
roznych domen jest niewielka, a w wiekszosci przypadkéw wystepuja tylko dwie réznie
zorientowane domeny. Prowadzi to do istnienia dwoch wzajemnie obroconych obrazéow
dyfrakcyjnych i czesciowego lub catkowitego naktadania sie refleksow pochodzacych od
roznych domeny, a w rezultacie komplikuje oszacowanie prawdziwych czynnikéw
struktury z obserwowanych natezen (Rys. 11). Natezenie dla krysztalu blizniaczego

odpowiada sumie natezen fal odbitych od poszczegélnych domen, podczas gdy w krysztale
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niezbliZzniaczonym wszystkie komodrki elementarne rozpraszaja w fazie, a catkowity efekt

odpowiada sumie amplitud [50].

Wyroznia sie kilka typow zblizniaczenia: w zblizniaczeniu meroedrycznym, operator
zblizniaczenia nalezy do tego samego ukladu krystalograficznego. Jesli operator
zbliZzniaczenia nalezy do uktadu krystalograficznego o wyzszej symetrii, co wynika
z przypadkowej zaleznosci parametrow komorki (np. w ukladzie rombowym a = b) méwimy
o zblizniaczeniu pseudomeroedrycznym. Gdy domeny blizniacze przyjmuja dwie orientacje,
zblizniaczenie jest hemiedryczne, gdy cztery - tetartoedryczne, osiem — ogdoedryczne, itd.
(Rys. 12).

Rysunek 11. Efekt nakladania obrazéw dyfrakcyjnych dwoch niezaleznie rozpraszajacych
promieniowanie rentgenowskie domen w krysztale zblizniaczonym. Finalny obraz dyfrakcyjny

moze wskazywac na wyzsza symetrie struktury niz rzeczywista [9].
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Rysunek 12. Konsekwencje dzialania operacja rotacji wokot osi 2-krotnej wzdluz kierunku a
na obraz dyfrakcyjny jednoskosnego krysztalu o f=90°. Pokazana jest tylko warstwica ho0l: a)
dyfrakcja z jednej domeny, b) dyfrakcja z innej domeny, c) superpozycja dyfrakcji z domenami o
rownym udziale, d) superpozycja (a) i (b) symulujaca blizniaka o 80% udziale pierwszej domeny i
20% drugiej domeny [50].

W przypadku czesciowego nakladania reflekséw standardowe programy do
przetwarzania danych, takie jak CrysAlis (Rigaku Corporation, Tokyo, Japan.), SAINT
(Bruker AXS Inc., Madison, Wisconsin, USA) czy EVAL [51], potrafia podczas przetwarzania
danych rozpoznac nakladanie reflekséw i koduja odpowiednie informacje (tj. ktdre refleksy
sa nakladane i rozdzielane) w postaci tzw. formatu hklf5. W prostym przypadku
zblizniaczenie mozna latwo rozpozna¢ na obrazie dyfrakcyjnym, rozwiazac strukture
standardowymi  metodami biorac pod uwage jedna domene lub dane
niezblizniaczone, a nastepnie udoktadni¢ model przy uzyciu macierzy zblizniaczenia lub
danych w formacie hklf5 [50].

Znacznie trudniejsze do wykrycia zblizniaczenie meroedryczne stanowi powszechny
defekt krysztalow makromolekul, a identyfikacji problemu dokonuje si¢ obserwujac
odstepstwa rozkladu intensywnosci od standardowego rozkladu Wilsona [52]. Analiza
statystyczna intensywnosci refleksow wskazuje, ze w przypadku krysztatu blizniaczego
rozklad intensywnosci jest bardziej rownomierny, z mniejsza iloscig bardzo stabych i bardzo

silnych odbi¢ niz nalezaloby sie spodziewac¢. Odchylenia od oczekiwanego rozkladu natezen
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moga by¢ zdiagnozowane przy pomocy skumulowanego rozkladu znormalizowanych
intensywnosci, testem N(z). W tym celu oblicza si¢ znormalizowane intensywnosci refleksy
(z) poprzez podzielenie wyniku kazdego pomiaréw przez srednig warto$¢ intensywnosci dla
danej powloki rozdzielczosci. W zaleznosci od utamka zblizniaczenia, skumulowany rozktad
z, N(z), przyjmuje r6zna postac. Dla krysztaléw niezblizniaczonych wykres ma charakter

wyktadniczy, natomiast dla krysztatu idealnie blizniaczego jest sigmoidalny jak na Rys. 13.
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Rysunek 13. Test N(z) dla reflekséw od krysztalow niezblizniaczonych i doskonale
zblizniaczonych (réwny udzial dwoch domen, a = 0,5) [9].

Inny test, S(H) test, opisuje rozklad stosunku (H) rdznicy do sumy intensywnosci
refleksow powigzanych operacjami zblizniaczenia. Test umozliwia nie tylko potwierdzenie
obecnosci lub braku zblizniaczenia, ale réwniez oszacowanie ulamka zblizniaczenia, od
ktérego zalezy nachylenie krzywej rozkltadu (Rys. 14). Najbardziej wiarygodny statystyczny
test zblizniaczenia daje metoda zwana L-testem, polegajaca na analizie skumulowanego
rozkladu stosunku intensywnosci, |LI, ktéry jest obliczany przez wybranie dwodch
intensywnosci i podzielenie ich réznicy przez ich sume. Roznica wzgledem testu S(H) polega
na tym, ze natezenia uzyte do obliczenia H pochodza od refleksow zwiazanych
z blizniakami, podczas gdy natezenia (I1 i I2) uzyte do obliczenia |IL| pochodza od
refleksdw lezacych blisko siebie w przestrzeni odwrotnej. Tym sposobem pomija si¢ wptyw
innych zaburzen periodycznosci, ktére komplikuja identyfikacje zblizniaczenia. Opisane
testy zblizniaczenia zostaly zastosowane w programie CTRUNCATE [53] dostepnym
w pakiecie CCP4 lub phenix.xtriage [54] z pakietu PHENIX [55].
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Rysunek 14. Skumulowany rozklad H, czyli test S(H), z r6znym przebiegiem wykresu zaleznie

od utamka zblizniaczenia [3].

2.9. Kwazikrysztaty

Klasyczna krystalografia dopuszcza istnienie osi symetrii wylacznie o krotnosci
1,2,3, 4 i 6. Dzigki temu ograniczeniu zostaje zachowany warunek periodycznosci
rozumiany jako niezmienniczos¢ catej struktury wzgledem translacji sieciowych opisanych
za pomoca wektora bedacego liniowa kombinacja trzech wektoréw bazowych
o wspdtczynnikach catkowitych. W 1982 roku Dan Shechtman stwierdzil na obrazach
dyfrakcyjnych stopéw Al z 10-14% Mn, Fe i Cr (Rys. 15) istnienie zabronionych przez
klasycznag krystalografie dziesieciokrotnych osi symetrii [56]. Cho¢ odkrycie to bylo dlugo
kwestionowane, za$ opisujaca je praca ukazata si¢ finalnie dopiero w 1984 roku, badania
Shechtmana przyczynity si¢ do zmiany definicji krysztatu wedtug Miedzynarodowej Unii
Krystalografii (IUCr). Kwazikrysztaly cechuja sie istnieniem dyskretnego obrazu
dyfrakcyjnego przy jednoczesnym wykazywaniu zabronionej symetrii, dlatego nowa

definicja krysztatu to ,Dowolny materiat charakteryzujacy sie wyraznie dyskretnym obrazem

dyfrakcyjnym”.

Rysunek 15. Obraz dyfrakcji elektronéw dla ikozaedrycznego kwazikrysztalu zarejestrowany

przez Dana Shechtmana [56].
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W  kwazikrysztatach symetria translacyjna w przestrzeni 3D jest catkowicie
nieobecna, a dyskretny obraz dyfrakcyjny, jak to po raz pierwszy wykazal nie moze by¢
wskaznikowany za pomoca trzech wskaznikow hkl [25]. Struktury te maja jednak
nierepetycyjny, dtugozasiegowy porzadek orientacyjny, podobny w dwodch wymiarach do
stynnych wzoréw Penrose'a (parkietaz Penrose’a lub Penrose tillings) [57]. Oprocz braku
periodycznosci, kwazikrysztaly czesto charakteryzuja si¢ rdéwniez obecnoscia symetrii
rotacyjnej, np. pigcio-, dziesiecio- lub dwunastokrotnej, ktdra jest zabroniona w klasycznych
krysztatach pe-riodycznych. Skomplikowana teoria matematyczna opracowana przez
Jannera i Janssena [26-28] wyjasnia kwazikrysztaly poprzez przywolanie periodycznej
struktury w wielowymiarowej (np. 6D) nadprzestrzeni, ktorej rzut na tréjwymiarowa
hiperptaszczyzne (odpowiadajaca znanej nam przestrzeni 3D) daje poczatek nieperiodycznej
konstrukgji.

Jednowymiarowe kwazikrysztaty sa praktycznie klasa struktur niewspodtmiernie
modulowanych [58]. W przestrzeni 2D kwazikrysztaly zawieraja kwaziperiodyczne warstwy
0 osmio-, dziesigcio- lub dwunastokrotnej symetrii rozmieszczone periodycznie jedna nad
druga wzdluz wybranego kierunku. Do wskaznikowania ich obrazow dyfrakcyjnych
potrzeba pigciu liczb catkowitych. Symetria kwazikrysztatu (QC) moze by¢ opisana poprzez
osadzenie przestrzeni fizycznej w n-wymiarowej (nD) nadprzestrzeni. W przypadku
kwazikrysztalu dwuwymiarowego, tréojwymiarowa przestrzen fizyczna Ve jest osadzona
w pieciowymiarowej przestrzeni V, ktdra jest bezposrednia suma Ve i dwuwymiarowej
przestrzeni wewnetrznej Vi [59,60]. Procedure te mozna uogdlni¢c na przypadek
kwazikrysztalow 3D, takich jak fazy ikozaedryczne, ktore powstaja w wyniku projekgji do
przestrzeni tréjwymiarowej z przestrzeni 6-cio wymiarowej. Problem wyznaczania struktury
polega na znalezieniu polozenia i szczegdtowego ksztaltu tréjwymiarowych domen
obsadzeniowych (powierzchni atomowych).

2.9.1. Kwazikrysztat 1D — cigg Fibonacciego

Prostym modelem jednowymiarowego kwazikrysztalu jest znany od XIII wieku ciag
Fibonacciego. Stanowi on przyklad aperiodycznej struktury, w ktorej zostato zachowane
uporzadkowanie dalekiego zasiegu [57]. W wersji liczbowej kazdy wyraz ciagu i > 2 jest
suma dwoch poprzednich: 1, 1, 2, 3, 5, 8, itd. W wersji inflacyjnej ciag jest zbudowany
zdwdch odcinkow, ktérych diugos¢ pozostaje w stosunku /1, gdzie T jest liczba
niewymierng znang jako ,ztota liczba” lub ,zloty $rodek” ( (1 + \/5)/2 = 1,618...). Lancuch
Fibonacciego mozna zbudowa¢ za pomoca reguly podstawiania L—LS i S—L, gdzie L i S

oznaczaja odcinek dtugi i kroétki:
S-1L
L->L+S
Otrzymana struktura 1D jest kwaziperiodyczna i zaczynajac od S otrzymujemy postac:

{S,L,LS,LSL, LSLLS, LSLLSLSL, ...}
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Poprzez nieskonczenie wielokrotne zastosowanie formuly otrzymuje sie
aperiodyczny wyraz bedacy modelem jednowymiarowego kwazikrysztatu. Zamiast atoméw
powtarzajacych si¢ periodycznie w calej strukturze, jak w zwyklych krysztatach, atomy
w kwazikrysztatach sa rozmieszczone w dtugich lub krotkich odleglosciach, ktore

powtarzaja si¢ z niewspolmiernymi czestotliwosciami [60,61].

2.9.2. Parkietaz Penrose’a (Penrose tillings)

Na poczatku lat 70-tych XX wieku Roger Penrose pokazat, Ze mozna catkowicie
pokry¢ plaszczyzne w sposob aperiodyczny przy uzyciu skoniczonej liczby elementow [62].
Osiagnat to przy uzyciu dwoch rodzajow figur dopasowanych regula przylegania — najpierw
byty to ,strzatka” i ,latawiec”, a nastepnie dwa typy rombow, cienki i gruby (Rys. 16).
Lokalna symetria parkietazu Penrose’a jest piecio- badz dziesieciokrotna, cho¢ w zbiorze
nieskonczonym nie ma zadnej osi symetrii. Stosunek pola powierzchni rombu grubego do

cienkiego wynosi T.

Rysunek 16. Strzalka i latawiec (u gory) oraz gruby i cienki romb (na dole) uzywane w pokryciach
Penrose’a [47].

W podejséciu wielowymiarowym obserwowana w $wiecie rzeczywistym struktura 2D
Penrose’a ma dziesigciokrotna o$ obrazu dyfrakcyjnego i stanowi rzut 5D sieci regularnej

na przestrzen 2D (Rys. 17).
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Rysunek 17. Obraz dyfrakcji elektronéw na kwazikrysztale stopu Zn-Mg-Ho (a) wraz z 2D
pokryciem Penrose’a (b) [63].

2.9.3. Metoda sredniej komorki elementarnej (AUC)

Metoda analizy statystycznej stanowi jedng z nielicznych alternatyw dla analizy
wielowymiarowej kwazikrysztatow i innych struktur cechujacych si¢ zaburzona
periodycznoscia. Technika ta dziata tylko w przestrzeni rzeczywistej i polega na zastgpieniu
pozycji atomOdw w przestrzeni fizycznej ich wzglednymi warto$ciami odniesionymi do
pewnych periodycznych siatek referencyjnych [57-60]. Jedna 2z wad analizy
wielowymiarowej jest to, ze powierzchnie atomowe traktuje si¢ jako niefizyczne obiekty
utozsamiane z wielowymiarowymi atomami. Wobec tego zalete metody statystycznej
stanowi fakt, ze utrzymuje ona wszystkie rozwazania w przestrzeni fizycznej, a zatem
przestrzeni, w jakiej atomy sa domy$lnie rozmieszczone w strukturze. Zasada konstrukgji
sredniej komorki elementarnej zostanie przedstawiona na przykladzie jednowymiarowym.
Jak zostato stwierdzone powyzej, ciag Fibonacciego stanowi dobry model kwazikrysztatu 1D
o aperiodycznym rozmieszczeniu punktéw o dalekozasieggowym uporzadkowaniu. Uktad
punktéw mozna zrzutowac na periodyczna sie¢ odniesienia o stalej sieciowej 1), zwiazanej

z dlugoscia pewnego wektora ko:

o= ®)

Wektor ko dobieramy w taki sposdb, aby byt on podstawowym wektorem
rozpraszania w przestrzeni odwrotnej. Rozktad P(u) odleglosci punktow ciagu Fibonacciego
wzgledem sieci odniesienia tworzy srednig komorke elementarng. Przedstawiony rozkiad P(u)
nadaje sie do celow statystycznych, poniewaz dla dostatecznie duzych uktadéw jest dobrze
zdefiniowany, ograniczony i w wielu przypadkach gesty. Do opisu struktury
aperiodycznej, w tym kwazikrysztatow, i wyznaczenia czynnika struktury potrzebna jest
jeszcze jedna sie¢ odniesienia o statej 1, spelniajacej zaleznos¢ 4, = Z—:. Wektory ko i qo sa
dobierane w taki sposob, aby stosunek ich dtugosci wynosit . Wprowadzenie drugiej siatki
odniesienia jest wymuszone przez aperiodycznos¢ struktury. Wzgledem drugiej sieci
odniesienia mozna zbudowaé w ten sam sposdb rozklad odleglosci punktéw
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P(v), awdwczas pelna informacja o strukturze bedzie przechowywana w funkcji pelnego
rozkladu P(u,v), ktora jest rozkladem pozycji atomowych rzutowanych na obie siatki

odniesienia (Rys. 18).

A
S B
X X | x x| X Ix X | x X |
VI

e O ..U ® e o e o
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-~
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Rysunek 18. Konstrukcja sredniej komorki elementarnej (AUC) dla dwdch sieci referencyjnych o
statych sieciowych 4, i 4,. Szare atomy modelowej struktury krystalicznej przedstawione w 1D
jako wezly ciagu Fibonacciego sa rzutowane na sieci odniesienia (czerwone i niebieskie krzyze)

[57,64].

Analityczne wyprowadzenie wzoru na czynnik struktury w podejsciu statystycznym
wykorzystuje wlasnosci transformacji Fouriera. Wychodzac z definicji, czynnik struktury

w AUC skonstruowanej dla sieci referencyjnych po statych Axi Aqmozna zapisac jako:

N

F(k) =F(n,m) = ijl exp [(inkq(ady +u; + imqo(ﬂlq + vj)] =

= Z?Ll exp [inkou; + imqov;] 9)

gdzie o, B, n, m sa liczbami catkowitymi, a uj, vj sa wspolrzednymi atoméw w AUC
wzgledem sieci referencyjnych o stalych Ax i Aq. Wartosci uj oraz vj gesto wypelniaja
ograniczong przestrzen tworzac dobrze zdefiniowany rozktad P(u, v) oraz sa wzajemnie
powiazane relacjq skalowania v(u). Tym samym mozna zastapi¢ sumowanie catkowaniem
po AUC, wyrazajac czynnik struktury za pomoca uogolnionej dwumodowej transformaty
Fouriera:

F(k) = F(n,m) =ka

o foxq P(u,v)exp ( inkgu; + imqov;)dudv (10)

Przedstawiona zasada konstrukgji rozkladu statystycznego nadaje sie¢ rowniez do
analizy struktur modulowanych, przy czym rozklad P(u) charakteryzuje si¢ znacznie
bardziej ztozonym ksztattem. Wciaz jednak mozna wyprowadzi¢ wzér na czynnik struktury

dla struktur modulowanych z pojedyncza harmoniczna stosujac funkcje Bessela:
FU) = Jom (koA (n+ ?)) = J-m(kA) (11)

gdzie k = ko(n+ ?), & jest czynnikiem skalujacym okreslajacym wspotmiernosé
modulagji, a 7 i m oznaczajg wskazniki catkowite refleksow gléwnych i satelitarnych.
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Obraz dyfrakcyjny sklada sie z serii pikéow zgrupowanych pod obwiednig
zdefiniowana funkcja Bessela kolejnych rzedoéw [64]. Metoda statystyczna pozwala wykazac
bliskie podobienstwo miedzy kwazikrysztatami a strukturami niewspotmiernie
modulowanymi. W tym ujeciu kwazikrysztat 1D, modelowany przez fanicuch
Fibonacciego, moze by¢ rozumiany jako struktura modulowana z wieloma wektorami

modulagji stanowigcymi rozwiniecie Fouriera podstawowego cztonu modulagji.

2.9.4. Struktury modulowane a kwazikrysztaty

Pojecie  kwaziperiodycznosci  dotyczy zarowno struktur niewspdtmiernie
modulowanych, jak i kwazikrysztalow. Obie klasy struktur daja dyskretne obrazy
dyfrakcyjne przy jednoczesnym utrzymaniu dalekozasiggowego uporzadkowania.
W przypadku struktur niewspdtmiernie modulowanych i kwazikrysztaléw obserwuje sie
catkowity zanik symetrii translacyjnej. Na obrazach dyfrakcyjnych pojawiaja si¢ dodatkowe
refleksy, ktore w przypadku struktur niewspdtmiernie modulowanych wynikaja z okresowej
modulacji, natomiast w kwazikrysztatach sg efektem obecnosci dodatkowych, zabronionych
w krystalografii klasycznej elementéw symetrii. Dodatkowe refleksy nie moga zostac

wywskaznikowane przy uzyciu trzech podstawowych wskaznikow hkl.

Podstawowa rdéznica jest zwigzana z faktem, ze struktury niewspolmiernie
modulowane sa zasadniczo podstawowymi strukturami, ktdre sa okresowo zaburzane -
"modulowane" - gdzie okres modulacji jest niewspoimierny z okresem struktury bazowe;j.
Struktura krysztalu jest w pelni zdeterminowana przez strukture podstawowa i fale (lub
fale) modulacyjna. Gdy amplituda fali modulacji spada do =zera, opis struktury
niewspdtmiernie modulowanej upraszcza si¢ do opisu periodycznego. Tymczasem
kwaziperiodyczne krysztaly posiadajace symetrie zabronione dla struktur periodycznych nie
moga by¢ utworzone poprzez modyfikacje podstawowej struktury periodycznej o tej samej

symetrii.

2.10. Symulacje dynamiki molekularnej struktur biatek

Eksperymentalne metody badania struktury biatek, a wiec gltéwnie krystalografia
rentgenowska, spektroskopia NMR (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy)
i kriomikroskopia elektronowa (cryo-EM, Cryogenic Electron Microscopy), sa obarczone
kilkoma ograniczeniami. W przypadku krystalografii, pierwsze z nich wynika
z koniecznosci otrzymania dobrze rozpraszajacych krysztatdw do rejestracji obrazu
dyfrakcyjnego [11]. Zamrazanie krysztatow w warunkach kriogenicznych w ciektym azocie
sprawia, ze konformacja badanej czasteczki moze odbiega¢ od konformacji w stanie
natywnym i formie biologicznie czynnej biatka. Spektroskopia NMR zaweza wielkos¢
badanych struktur do biatek liczacych nie wiecej niz 150-200 aminokwaséw oraz
uniemozliwia precyzyjna analize wiekszych uktadéw. Dla analogicznych struktur
mierzonych metodami krystalografii rentgenowskiej oraz przy uzyciu spektroskopii NMR
$rednie odchylenie kwadratowe potozenn atomdéw ((root-mean-square deviation, RMSD)

siega ok. 2,0 A, co wskazuje na znaczace rdznice w proponowanej konformacji.
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Fundamentalne zrozumienie dziatania bialek wymaga wskazania zwigzku pomiedzy
trojwymiarowq struktura, uzyskang metodami krystalografii rentgenowskiej, cryo-EM lub
spektroskopii NMR a dynamika, ktora znacznie trudniej jest zbada¢ w sposob
eksperymentalny. Symulacje dynamiki molekularnej (MD) zapewniaja wglad w dynamike
struktur biatkowych oraz umozliwiaja eksploracje krajobrazu energii konformacyjnej
dostepnej dla czasteczek Dbialek i przewidywanie trajektorii ruchu atomoéw
w czasie, w oparciu o model oddzialywan miedzyatomowych [65-66]. Pierwsza symulacja
dynamiki molekularnej biatka zostata opisana w 1977 roku i skladata sie z trajektorii 9,2 ps
dla matego biatka w prozni [67]. Rosnace zainteresowanie symulacjami MD wynika przede
wszystkim z gwaltownej eksplozji eksperymentalnych struktur pewnych klas czasteczek
(biatek btonowych, kanaléw jonowych czy transporteréw neutrotransmiteréw) krytycznych
w neuronauce. Te eksperymentalne struktury stanowig punkt wyjscia dla symulacji
MD, ktére moga pomdc rozwigza¢ strukturalnych pytania dotyczace funkcjonowania
kluczowych biatek neuronalnych, mechanizméw ich patologicznej agregacji w pewnych

warunkach, czy projektowania [68,69].

Po drugie, w ciagu ostatnich kilku lat symulacje MD staly si¢ znacznie bardziej
wydajne i dostepne dzigki rozwojowi sprzetu komputerowego, szczegolnie procesoréw
graficznych (GPU) [70]. Nastapil rowniez szybki rozwdj pakietéw oprogramowania do

prowadzania symulacji MD.

Ogolna idea symulacji MD jest prosta - nalezy obliczy¢ site wywierana na kazdy
atom przez wszystkie inne atomy, znajac pozycje wszystkich atoméw w ukladzie
biomolekularnym (np. biatko otoczone woda jak na Rys. 19 i by¢ moze warstwa lipidow).
Mozna wigec wykorzysta¢ prawa dynamiki Newtona do przewidywania przestrzennego
potozenia kazdego atomu w funkgji czasu [71]. Uzywajac odpowiednio dobranego kroku
czasowego, mozna wielokrotnie oblicza¢ sity dziatajace na kazdy atom, a nastepnie uzy¢
tych sil do aktualizacji pozycji i predkosci kazdego atomu. Otrzymana trajektoria jest
w istocie trojwymiarowym filmem opisujacym konfiguracje uktadu na poziomie atomowym

w kazdym punkcie symulowanego przedziatu czasu [72].
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Rysunek 19. Symulacja biatka solwatowanego przez ok. 15 000 czasteczek wody (atomy tlenu
sa czerwone, a atomy wodoru biale) oraz jonow potasu i chlorku (odpowiednio fioletowe i
pomaranczowe kule) [69].

Sity w symulagji MD sa obliczane przy uzyciu modelu znanego jako pole silowe
mechaniki molekularnej, ktore jest zazwyczaj dopasowane do wynikéw obliczen kwantowo-
mechanicznych oraz pewnych pomiaréw eksperymentalnych. Typowe pole sitowe zawiera
czlony uwzgledniajace oddziatywania elektrostatyczne (kulombowskie) pomiedzy
atomami, czlony odpowiadajace za modelowanie preferowanej dtugosci kazdego wiazania
kowalencyjnego oraz dodatkowe wyrazy obejmujace kilka rodzajow oddziatywan
miedzyatomowych. Wérdd pol sitowych najczesciej stosowanych w symulacjach MD biatek
nalezy wymieni¢ CHARMM [73], NAMD [74], GROMACS [75], AMBER [76] oraz OPLS [77-
82]. Pola sit sg z natury przyblizone, wigc wprowadzona przez nie niepewnos¢ powinna by¢
brana pod uwage przy analizie wynikow symulacji. Kroki czasowe w symulacji MD musza
by¢ odpowiednio krotkie, zwykle rzedu kilku femtosekund (10 fs). Wiekszos¢ zdarzen
interesujacych z punktu widzenia biochemii - na przyktad wazne funkcjonalnie zmiany
strukturalne w biatkach - zachodzi w skali czasowej nanosekund, mikrosekund lub
dtuzszej, a zatem przecietna symulacja obejmuje miliony lub miliardy krokow czasowych.

Symulacje MD moga dostarczy¢ szeregu informacji dotyczacych:

e oceny mobilnosci lub elastycznosci réznych regiondw biomolekuty [83,84];

e sprawdzenia poprawnosci modelowanej struktury lub nawet do jej korekty
i udoktadnienia [85];

e budowy lub udoskonalania modeli strukturalnych w oparciu o dane

eksperymentalne;
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e okreslenia reakcji ukladu biomolekularnego na pewne perturbacje, np.
zwigzane z dodaniem, usunigciem lub zastapieniem liganda [86];

e obserwacji przebiegu procesow biomolekularnych, szczegdlnie wigzania
ligandéw, zmian konformacyjnych wywotanych przylaczeniem ligandow lub
przytozeniem napiecia, mechanizméw zwijania biatek czy transportu

btonowego.

Zaletami symulacji MD sa, po pierwsze, mozliwos¢ okreslenia potozenia i trajektorii
kazdego atomu w kazdym punkcie czasu, co jest bardzo trudne w przypadku niemal kazdej
techniki eksperymentalnej z wyjatkiem uzycia zrédel XFEL (X-ray Free Electron Laser) [87].
Po drugie, warunki symulacji sa doktadnie znane i moga by¢ scisle kontrolowane: wstepna
konformacja biatka, dobor zwigzanych z nim ligandéw, mutacje lub modyfikacje
potranslacyjne, obecnos¢ innych czasteczek w otoczeniu, stan

protonagji, temperatura, napigcie membranowe i wiele innych [88,89].
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3. Cel rozprawy

Glownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo udokladnienie modelu
struktury krystalicznej kompleksu biatkowego Hyp-1/ANS z dziewieciokrotng modulacja
wzdtuz kierunku ¢ w podejsciu superkomorki oraz przygotowanie oprogramowania
pozwalajacego przeprowadzi¢ podobne procedure w bardziej skomplikowanym opisie
w przestrzeni wielowymiarowej (3+1)D. Podjetam réwniez probe zbadania uporzadkowania
atomowego w modulowanych strukturach biatkowych oraz opracowania oryginalnego
oprogramowania do szczegdtowej analizy struktur o zaburzonej periodycznosci. Jak
zaznaczono, modulacja struktury krystalicznej jest spotykana w  krystalografii
maloczasteczkowej, ale stanowi ewenement w krystalografii biatek. Zastosowanie
superkomorki stanowi zweryfikowana metode postepowania podczas udoktadniania
nielicznych przypadkéw modulowanych struktur biatkowych, jednakze wiaze sie
z ogromnym wzrostem liczby parametrow wymaganych podczas udokladniania oraz
zmudnym i pracochtonnym procesem poprawiania przygotowanego modelu struktury.

Podczas formutowania celu niniejszej rozprawy postawiono nastepujace pytania:

e Jakie s gldwne wyzwania zwigzane z rozwigzaniem struktury modulowanych
kompleksoéw biatkowych, takich jak Hyp-1/ANS?

e Jakie sa obecnie dostepne narzedzia do analizy strukturalnej modulowanych struktur
biatkowych i jakie sg ich ograniczenia?

e Jakie sa nowe podejscia do rozwiazania problemow zwiazanych z analiza strukturalna
modulowanych struktur biatkowych?

e W jaki sposdb przygotowac oprogramowanie do analizy strukturalnej modulowanych
struktur ~ biatkowych, ktére bedzie przeksztalcac dane do  przestrzeni
wielowymiarowej, poddawa¢ je udokladnieniu i zachowywaé stereochemiczng
poprawnos¢ modelu?

e Jaki wptyw majg warunki krystalizacji i wybor liganda na modulacje kompleksu Hyp-
1/ANS?

Wsrdd najwazniejszych celdéw badawczych mozna wymienic:

e Udoktadnienie struktury kompleksu Hyp-1/ANS z dziewigciokrotna modulacja w ujeciu
superkomorki oraz jego poglebiona analize strukturalng w celu zbadania mechanizmoéw
modulacji oraz sposobu jej opisu.

e Rozwdj modelu struktury modulowanej komplekséw Hyp-1/ANS w oparciu o analize
wielowymiarowq bez zatozen dotyczacych komoérek nadstruktury lub wspoétmiernosci
wektora modulagji.

e Implementacja i doskonalenie nowego oprogramowania do udokladnienia struktury
w oparciu o eksperymentalne dane dyfrakcji promieniowania X. Opracowanie narzedzia
do analizy i wudokladniania struktury =z wykorzystaniem korekty zaburzen
strukturalnych, efektéw zblizniaczenia czy nieporzadku fononowego wynikajacego

z drgan termicznych sieci krystalicznej.

35



e  Wykorzystanie symulacji metodami dynamiki molekularnej w celu okreslenia réznic w
drganiach termicznych atomoéw oraz konformacji tancuchéw bocznych reszt
aminokwasowych eksperymentalnej i zdeponowanej w bazie PDB struktury biatka Hyp-
1. Celem bylo poréwnanie podejScia opartego bezposrednio na dynamice

z eksperymentem, a takze proba walidacji niepewnych konformagji faricuchéw bocznych.

Dlugofalowym celem rozprawy doktorskiej ma by¢ poglebienie zrozumienia
fundamentalnych mechanizméw w modulowanych systemach makromolekularnych oraz

opracowania oprogramowania, ktdre umozliwi dalsze badania tych ciekawych struktur.
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4. Materiaty i metody

4.1. Kompleks biatkowy Hyp-1/ANS

Badany kompleks zostat otrzymany przez dr Joanne Sliwiak i obejmowat biatko Hyp-
1 z dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum) krystalizowane po preinkubagji
z sulfonianem 8-anilino-1-naftalenowym(ANS) wykazujacym wlasciwosci fluorescencyjne
[40-42]. Hyp-1 nalezy do rosdlinnych biatek zwigzanych z patogeneza klasy 10 (Pathogenesis
Related, PR-10), znanych réwniez jako indukowalne biatka zwigzane z obrong, ktéra moze
by¢ wywotana moze byc¢ indukowana dzialaniem fitohormondéw takich jak kwas
salicylowy, kwas jasmonowy lub etylen badZ poprzez bodziec mechaniczny, np. zranienie
[90]. Ich  cecha  charakterystyczna jest, Zze  wykazuja one  aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa, zwigzang ~ m.in. z hydroliza ~ sciany  komorkowej
bakterii, toksycznoscia kontaktowa lub prawdopodobnie zaangaZzowaniem w sygnalizacje
obronna. Biatka zwiazane z patogeneza zostaly sklasyfikowane w 17 podklasach wedlug ich
aktywnosci biologicznej, wlasciwosci fizykochemicznych oraz homologii sekwencji. Sposrod
nich, szczegdlnie biatka grupy 10, PR-10, sa zaangazowane przede wszystkim
w mechanizmy obronne, poniewaz ich wytwarzanie jest indukowane przez inwazje
patogendw oraz czynniki abiotyczne, takie jak susza, zimno, zasolenie, obecnos¢
miedzi, stres oksydacyjny, promieniowanie UV lub zranienie [90]. Po wielu dyskusjach
w literaturze na temat biologicznej funkgji tych biatek, najbardziej prawdopodobna wydaje
sie ich rola w wiazaniu i transporcie mediatorow metabolicznych, takich jak

fitohormony, lipidy czy flawonoidy [91-94].

Tej hipotezie , pojemnika” stuzacego transportowi aktywnych biologicznie molekut
sprzyja kanoniczna struktura przestrzenna zwoju PR-10, ktéry zbudowany jest wokot
wewnetrznej hydrofobowej komory utworzonej przez zlozony z siedmiu antyrownolegtych
fanicuchow arkusz (3, owiniety wokdt dlugiej i elastycznej C-terminalnej helisy a3
wykazujacej nie tylko zmienno$¢ konformacyjna, ale i sekwencyjna [95-97]. Wewnetrzna
komora hydrofobowa ma dwa wyrazne gtéwne wejscia: wejécie E1 utworzone przez petle
(oznaczone jako L3, L5, L7) i helise a3, oraz wejscie E2 utworzone pomiedzy tgq sama helisa
o a pierwsza nicigq (B1) arkusza (3 [110-112]. W obrebie biatka Hyp-1 wyodrebniono
charakterystyczny zestaw trzech miejsc zdolnych do wiazania ligandow, sktadajacy sie
z dwu wewnetrznych, ale dobrze oddzielonych komor (miejsca 1 i 2) oraz umiejscowionej na
powierzchni glebokiej kieszeni (miejsce 3). Krystalizacja biatka Hyp-1 w obecnosci
czasteczek ANS prowadzi do wytworzenia tetartoedrycznie zblizniaczonych krysztalow
z siedmiokrotna modulacja wzdtuz wydtuzonej osi ¢ komoérki elementarnej (dalej opisano
ten kompleks jako 7Hyp/ANS). Powtorzenie krystalizacji Hyp-1 w obecnosci mieszaniny
ANS i melatoniny (MEL) pozwolito uzyska¢ nastepna modulowana faze kompleksu Hyp-
1/ANS, w ktérej podobny podstawowy motyw strukturalny powtarza sie wzdluz osi
¢ dziewiec razy, dla ktérego przyjeto nazwe 9Hyp/ANS. Krysztaty kompleksu Hyp-1/ANS

otrzymano w laboratoriach Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu [40].
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Szczegdlty dotyczace przygotowania probki, zastosowanych odczynnikow, warunkow

krystalizacji i uzyskanych krysztatow zostaty opisane w podrozdziale 5.1.

4.2. Dane eksperymentalne

Eksperymentalne dane dyfrakgji rentgenowskiej o rozdzielczosci 2,4 A dla krysztatu
7Hyp/ANS zostaly zmierzone przez dr Joanne Sliwiak na linii SER-CAT 19ID w APS
(Advanced Photon Source) w Argonne National Laboratory (ANL) w USA, a nastepnie
przetworzone przez prof. Mariusza Jaskdlskiego i dra Mirostawa Gilskiego przy uzyciu
programu HKL-2000 [101]. Poczatkowe procesowanie danych okazalo sie zadowalajace
w grupie przestrzennej P422, z Rmerge wynoszacym 0,075 (Tabela 1). Parametr Rmerge wskazuje
jak bardzo pomiary tego samego refleksu roznia sie intensywnoscia od sredniej
intensywnosci tego refleksu, a wiec stanowi miare zgodnosci wielu pomiaréw tej samej

wielkosci fizycznej.

Dane dyfrakcyijne krysztatéw 9Hyp/ANS zostaty zmierzone przez dr Joanne Sliwiak
na linii 14.2 synchrotronu BESSY II. Dane zostaly przetworzone do rozdzielczosci 2,3 A za
pomoca programu HKL-3000 [102], a nastepnie przeskalowane w symetrii trojskosnej z Rmerge
rownym 0,14. Na podstawie wstepnych wynikéw skalowania stwierdzono, ze parametry
aib komorki elementarnej sa réwne i w przyblizeniu takie same jak dla wczesniej
scharakteryzowanego krysztatu 7Hyp/ANS, przy czym parametr ¢ wynoszacy 386 A byt
9/7 razy dtuzszy niz dla 7Hyp/ANS. Juz na tak wczesnym etapie analizy danych
dyfrakcyjnych stanowilo to przestanke, ze otrzymany krysztal wykazuje modulowana
nadstrukture z dziewigcioma, a nie siedmioma motywami strukturalnymi powtarzajacych

sie w kierunku osi c.

4.3. Rozwigzanie struktury

4.3.1. Phaser

Strukture krysztalu 7Hyp/ANS rozwigzano przy pomocy programu Phaser [103]
dostepnego w ramach pakietu CCP4. Jest to program do rozwigzywania problemu fazowego
dla makroczasteczkowych struktur krystalicznych wykorzystujacy metody podstawienia
molekularnego oraz najwigkszej wiarygodnosci (metody maximum likelihood, ML). Oparta na
prawdopodobienstwie warunkowym metoda ML poszukuje najlepszego modelu w oparciu
o dane eksperymentalne oraz wiedze uprzednia (priors). Algorytmy zastosowane
w programie Phaser sprawdzaja sie w odrdéznianiu poprawnych rozwigzan od
szumu, natomiast w przypadku eksperymentalnego fazowania algorytmy Phasera daja
lepsze fazy) niz inne algorytmy wykorzystujace srednie F i roznice anomalne AF. Podczas
pracy nad rozwigzaniem struktury biatka Hyp-1/ANS zastosowanie standardowych metod
podstawienia molekularnego w potaczeniu z metoda najwiekszej wiarygodnosci (ML) byto
niemozliwe, gdyz ich podstawowym zalozeniem jest jednolity rozklad czynnika struktury.
Ztego powodu strukture rozwiazano po dostosowaniu algorytméw ML Phasera do
statystycznych efektow wynikajacych z niekrystalograficznej symetrii translacyjnej (tNCS).
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4.4. Udoktadnienie modelu

4.4.1. REFMAC5

Udoktadnienie modelu struktury krystalicznej kompleksu biatka Hyp-1/ANS
przeprowadzono przy pomocy programu REFMACS5 [104] z pakietu CCP4. REFMACS5
wykorzystuje rézne funkcje prawdopodobienstwa w zaleznosci od rodzaju zastosowanych
danych dyfrakcyjnych (amplitudy lub intensywnosci), obecnosci zblizniaczenia oraz
dostepnosci anomalnych danych dyfrakcyjnych SAD/SIRAS. W toku udoktadnienia
nastepuje dopasowanie parametréw modelu metodami ML do gestosci elektronowej, po
czym liczone sa mapy gestosci elektronowej, zwykle 2Fo-Fc (lub 2mFo-DFc) oraz mapy

roznicowej Fo-Fc (lub mFo-DEFc).

Mapy gestosci elektronowej umozliwiaja badaczowi znalezienie obszardw, w ktorych
model nie odpowiada gestosci elektronowej. REFMAC wykorzystuje dwa podstawowe
formaty danych wejsciowych: plik *pdb zawierajacy wspolrzedne atomoéw czasteczki
modelu w odpowiedniej orientacji wzgledem wybranej komorki elementarnej oraz plik *.mtz

okreslajacy czynniki struktury badanego krysztatu.

Ponadto REFMACS5 zapewnia chemiczna i strukturalng integralnos¢ modelu poprzez
uzyciu wiezoéw stereochemicznych i mozliwo$ci wyboru parametryzacji modelu. Przy
rozdzielczoéci co najmniej 4 A program umozliwia budowe wiarygodnego modelu struktury
krystalicznej dzieki narzedziom udokladniania niskorozdzielczego, do ktorych naleza
ograniczenia  struktury  drugorzedowej,  ograniczenia do  znanych  struktur
homologicznych, automatyczne globalne i lokalne wiezy NCS (Non-Crystallographic
Symmetry), wiezy ,jelly-body" (nalozenie wiezéw na czes¢ odlegtosci miedzyatomowych
w modelu i ograniczenie niezaleznego ruchu atoméw w obrebie pewnego promienia) oraz
zastosowanie nowych wiezéw dalekiego zasieggu na parametrach przemieszczenia
atomowego (ADP) opartych na dywergencji Kullbacka-Leiblera [104]. REFMAC5. REFMAC5
oferuje dodatkowo parametryzacje TLS (Translation-Libration-Screw motion, modelowanie
anizotropowych ADP, dla fragmantéw makromolekuly traktowanych jak bryla sztywna)
oraz, jesli dostepne sa dane o wysokiej rozdzielczosci, mozliwos¢ szybkiego udoktadnienia
anizotropowych ADP atomow. REFMAC5. REFMACS5 umozliwia w pelni automatyzowane
udokladnienia struktury zblizniaczonej wraz z detekcjq macierzy zblizniaczenia oraz udziatu
poszczegdlnych domen. Oceny jakosci dopasowania modelu do danych dyfrakcyjnych

dokonuje si¢ przy pomocy standardowych parametréw zgodnosci R, Rfe. i RMSD.

4.5. Wizualizacja danych

4.5.1. Coot

Coot to program molekularno-graficzny umozliwiajacy budowe modeli w mapach
gestosci elektronowej oraz walidacje struktur makromolekut. W przypadku struktur
o rozdzielczoéci ponizej 2,5 A Coot [15,105] pomaga uzupehlié¢ wstepne modele
wygenerowane metodami podstawienia molekularnego lub zbudowad¢ automatyczne

modele na podstawie danych dostepnych bezposrednio z pomiaréw eksperymentalnych

39



(w przypadku wyzszej rozdzielczosci umozliwiaja to programy ARP/wWARP [14], RESOLVE
[106] lub Buccaneer [15]). Po wczytaniu pliku .pdb zawierajacego wspolrzedne atomdéw oraz
zwigzanego z nim pliku .mtz w oknie uzytkownika wyswietlaja si¢ nalozone mapy gestosci
elektronowejelektronowej, mapy roéznicowe i modele atomowe. Obszary o fadunku
dodatnim (zielone) i ujemnym (czerwone) wskazuja potozenia, w ktérych wpasowany
model powinien mie¢ wiegcej elektronéw (obszary zielone) lub mniej elektronéow (obszary
czerwone). Coot umozliwia reczne manipulowanie modelami, takie jak:
idealizacja, udoktadnianie w przestrzeni rzeczywistej, reczne obracanie/zamiana reszt oraz
zmiana orientacji faricucha polipeptydowego, dopasowywanie bryt
sztywnych, wyszukiwanie ligandow i rozpuszczalnika, modelowanie rotameréw (okreslone
konformacje faricuchdw bocznych aminokwasdéw) oraz generowanie wykreséw
Ramachandrana. Posiada réwniez wbudowane narzedzia do walidacji modelu.
Udokladnianie nastepuje w sposob rekurencyjny — po kazdej serii korekt nastepuje ponowne
udoktadnianie oraz obliczanie nowych map gestosci elektronowej, ktére zndw poddaje sie
inspekgji, aby wskaza¢ obszary, ktore wymagaja dodatkowej uwagi i udokladnienia. Pod

koniec udoktadnienia nastepuje wbudowanie do modelu czasteczek wody.

4.5.2. PyMOL

Do ilustracji modeli biatka w formacie .pdf oraz przygotowania grafiki na potrzeby
niniejszej rozprawy doktorskiej wykorzystano program PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System, Schrodinger, LLC) bedacy narzedziem szeroko stosowanym do
tréjwymiarowej wizualizacji biatek, kwaséw nukleinowych, matych czasteczek, gestosci
elektronowejelektronowej, powierzchni oraz trajektorii. Oprogramowanie to umozliwia
rowniez edycje czasteczek, generowanie obrazdéw technika ray tracing oraz tworzenie filméw.
PyMOL zostal oparty na kodzie przygotowanym w Pythonie, wraz z dostepem do licznych
wtyczek i bibliotek Pythona. Wszechstronnos¢ PyMOLa umozliwia jego zastosowanie
w modelowaniu molekularnym, wizualizacji i analizie strukturalnej modeli, modelowaniu

biatek i ligandéw oraz badaniach przesiewowych lekéw.

4.5.3. UCSF Chimera

Drugim programem stosowanym do przygotowania ilustracji do niniejszej rozprawy
jest UCSF Chimera [107] - wysoce rozszerzalny program do interaktywnej wizualizacji
i analizy struktur molekularnych oraz powigzanych z nimi danych, szczegélnie map gestosci
elektronowej, = dopasowania  sekwencji, = monitorowania =~ wynikéw  dokowania
ligandéw, éledzenia trajektorii i zespotéw konformacyjnych. Srodowisko to umozliwia

rowniez generowanie wysokiej jakosci obrazéw i animagji.

4.6. Testy zblizniaczenia

4.6.1. TRUNCATE
W  programie TRUNCATE [53] przeprowadzono testy statystyczne rozktadu
intensywnosci refleksow pod katem badania zblizniaczenia struktury kompleksu

biatkowego Hyp-1/ANS. Standardowe zastosowanie programu obejmuje wczytanie pliku
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zusrednionymi  natezeniami  (plik  wynikowy  generowany @ w  programach
SCALA, SCALEPACK2MTZ lub DTREK2MTZ), a nastepnie wypisanie pliku zawierajacego
srednie amplitudy i oryginalne natezenia. Amplitudy sa umieszczane w przyblizonej skali
bezwzglednej przy uzyciu wspdtczynnika skali wzietego z wykresu Wilsona [52]. Program
TRUNCATE wykorzystuje dwa zasadnicze sposoby obliczania amplitud z natezen. Pierwszy
z nich to po prostu obliczenie pierwiastka kwadratowego z natezen, przy czym wszystkim
ujemnym intensywnosciom przypisuje si¢ wartosci zerowe. Druga procedura ,truncate”
oblicza najlepsze oszacowanie czynnikow struktury F z I, o(I) i rozkladu natezen
w powlokach rozdzielczosci. Na skutek tego wymusza sie, aby wszystkie negatywne
obserwacje byly dodatnie, a takze zawyza sie¢ najstabsze intensywnosci (mniejsze niz okoto
30). TRUNCATE moze by¢ uzywany do tworzenia uzytecznych statystyk rozkladéow
intensywnosci, testow N(z) oraz S(H). Moga one wskazywac prawdopodobienistwo, ze dane
sa zblizniaczone. Przy pomocy programu TRUNCATE wygenerowano wykresy

skumulowanego rozktadu natezen N(z) oraz S(H) oraz zaobserwowano oznaki blizniaczosci.

4.7.Symulacje biatka Hyp-1 metodami dynamiki molekularnej
4.7.1. GROMACS

Symulacje modelu biatka Hyp-1 metodami dynamiki molekularnej przeprowadzono
przy pomocy ogolnodostepnego pakietu oprogramowania chemicznego GROMACS [76].
Program moze by¢ stosowany zaréowno dla molekut biologicznych (np. biatka, lipidy) oraz
systemOw nie-biologicznych (np. polimerow). W niniejszej pracy pakiet GROMACS w wersji
5.0 wykorzystano do przeprowadzenia symulacji dynamiki molekularnej modeli
badawczych, analizy uzyskanych trajektorii oraz analizy rozkladéw katow torsyjnych
w modelu struktury biatka Hyp1-/ANS.

4.8. Program do udokfadniania modelu biatka

4.8.1. Optymalizacja problemu przy uzyciu algorytmu metaheurystycznego MEIGO

Pakiet oprogramowania MEIGO [108] (MEtaheuristics for systems biology and
bloinformatics Global Optimization) stanowil metode matematycznej optymalizacji w celu
okreslenia minimum i punktu zbieznosci udokladnianego modelu z doswiadczalnymi
amplitudami czynnikéw struktury. Klasycznie w krystalografii biatek stosuje si¢ metody
LSQ (least squares, metoda najmniejszych kwadratéw), natomiast ostatnio wprowadzono
metody optymalizacji Bayesa, aby okresli¢, w jakim stopniu udoktadniany model odpowiada
danym eksperymentalnym. Z grubsza metody optymalizacji globalnej mozna podzieli¢ na
podejécia dokltadne i stochastyczne. Metody dokladne moga zagwarantowac zbieznos¢ do
globalnego optimum, ale zwykle wiaze si¢ z tym znaczny naklad obliczeniowy, zbyt wielki
dla realistycznych zastosowan. Z kolei metody stochastyczne sg czesto w stanie zlokalizowac
sasiedztwo globalnego rozwigzania w rozsadnym czasie obliczen, cho¢ bez gwarancji
zbiezno$ci. Metaheurystyki (tj. heurystyki kierowane) sg szczegolna klasa metod
stochastycznych, ktore okazaly si¢ bardzo dobre w szerokim zakresie zastosowan [11].
Pakiet MEIGO dostarcza najnowoczesniejsze metaheurystyki (eSS, Enhanced Scatter Search
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i VNS, Variable Neighbourhood Search) w wersjach open-source R (mozliwe zastosowanie
metody wnioskowania bayesowskiego BayesFit) oraz Matlab. MEIGO radzi sobie
z najwazniejszymi klasami problemoéw, szczegdlnie z (i) problemami ze zmiennymi
decyzyjnymi rzeczywistymi (cNLP) i mieszanymi (MINLP) oraz (ii) problemami ze
zmiennymi decyzyjnymi catkowitymi i binarnymi (IP). Co istotne, w przypadku zlozonego
problemu obliczeniowego MEIGO pozwala uzytkownikowi na zastosowanie obliczen
rownolegtych z wykorzystaniem strategii kooperacyjnych [108]. MEIGO moze
optymalizowa¢ dowolne funkcje celu, dzigki temu ma zastosowanie do optymalizacji
ztozonych systemow, ktore moga wymagac¢ rozwiazywania wewnetrznych problemow
(parametrow symulagcji lub nawet innych probleméw optymalizacyjnych) w celu uzyskania
jawnych wartosci funkcji celu i/lub mozliwych ograniczen. Pakiet MEIGO wykorzystuje
dwie podstawowe metody metaheurystyczne: Enhanced Scatter Search (eSS) oraz Variable
Neighbourhood Search (VNS).

Enhanced Scatter Search (eSS), czyli wyszukiwanie rozproszone [108], jest
metaheurystyka oparta na populacji, ktérej cztonkowie podlegaja ewolucji w czasie pod
wplywem zadanych parametrow optymalizacji. ZaloZzeniem metody jest, ze rozmiar
populacji N, w przeszukiwaniu rozproszonym jest niewielki, a kombinacje pomiedzy jej
cztonkami sag wykonywane systematycznie, a nie w sposob losowy. Biezaca populagja jest
nazywana ,zbiorem referencyjnym” (RefSet). Metoda ulepszania opiera si¢ na lokalnym
wyszukiwaniu w celu zwigkszenia zbieznosci do rozwigzan optymalnych i moze by¢
stosowana z zadang czestotliwoscig do cztonkdéw tego RefSetu. Wérdd uprawnien tej metody
zastosowanych w metaheurystyce eSS mozna wymieni¢ metode zastepowania.
W przeciwienstwie do oryginalnego schematu wyszukiwania rozproszonego, ktory
wykorzystuje wymiane u+A (tzn. nowa populacja lub RefSet bedzie sktadac sie z najlepszych
N rozwiazan wybranych z poprzednich czlonkow RefSet i nowych rozwiazan
potomnych), rozszerzone wyszukiwanie rozproszone wykorzystuje wymiane 1+1, podobna
do strategii stosowanej w bardzo wydajnej metodzie ewolucyjnej, ewolugji réznicowej [108].
W ten sposdb rozwigzanie potomne jest generowane z polaczenia wybranego cztonka
RefSetu i innego czlonka RefSetu oraz moze zastapi¢ tylko tego cztonka RefSetu, ktdry je
wygenerowal, a nie zadnego innego. Strategia ta zwigksza réznorodnos¢ i zapobiega
przedwczesnej stagnacji wyszukiwania, nie pozwalajac na obecnos¢ zbyt podobnych
rozwigzan w RefSetu w tym samym czasie. Zaimplementowana w eSS strategia , go-
beyond” pozwala wykorzysta¢ tylko te kombinacje, ktére wskazuja obiecujace kierunki
optymalizacji, analizujac czy rozwigzanie potomne jest lepsze od cztonka RefSetu, ktéry je
wygenerowal. Proces ten jest powtarzany i za jego zakonczenie uznaje si¢ moment
optymalizacji, gdy rozwigzania potomne przestaja by¢ lepsze od poprzednich. Na potrzeby
optymalizacji podczas udokiadniania modelu 7Hyp/ANS w nadprzestrzeni (3+1)D
wykorzystano metaheurystyke eSS ze wzgledu na rozsadny czas obliczeniowy oraz zalety
metaheurystyki w zakresie wykorzystania najbardziej efektywnych punktéw poczatkowych

do przeprowadzenia lokalnych poszukiwan oraz unikniecia przedwczesnej zbieznosci.

42



Variable Neighbourhood Search (VNS) to metaheurystyka oparta na trajektorii do
celow optymalizacji globalnej. VNS wykonuje lokalne wyszukiwanie dokonujac oceny
funkcji celu wokdét wybranego, stabilnego rozwigzania, po czym powtarza procedure
odwiedzajac rozne sasiedztwa i lokalizujac rézne lokalne optima, wsrdd ktdérych oczekuje sie
znalezienia optimum globalnego. VNS zazwyczaj poszukuje nowego sasiedztwa poprzez
perturbacje zbioru zmiennych decyzyjnych przy uzyciu kryterium odleglosci. Typowy
schemat polega na zaburzaniu niewielkiego zbioru rozwiazan w poblizu aktualnego, az do
momentu braku dalszej poprawy rozwiazania. Po tym kroku VNS przechodzi do eksploracji
bardziej odlegtych sasiedztw. Zaimplementowane zaawansowane strategie pozwalaja na
uniknigecie powtarzania perturbowanych zmiennych decyzyjnych w  kolejnych
wyszukiwaniach w obrebie sasiadéw. W razie potrzeby algorytm umozliwia lokalizacje
wysokiej jakosci rozwigzania (nawet jesli nie jest ono globalnym optimum) w krétkim czasie
obliczeniowym. Ponadto w VNS zaadaptowano wspomniang wczesniej strategie ,go-

beyond” do wykorzystania obiecujacych kierunkow podczas lokalnego wyszukiwania.

4.8.2. Skrypty MATLAB do przygotowania pliku wejsciowego

Przygotowany zestaw skryptdow zostal napisany w sSrodowisku MATLAB
(MathWorks) i zawieral komplet narzedzi stuzacych do analizy modelu struktury
krystalicznej bialek. W jego obrebie mozna wyrdzni¢ trzy warstwy dotyczace réznych
etapow pracy nad plikami zwigzanymi z modelem. Pierwsza warstwa obejmuje skrypty
i funkcje, ktére umozliwiaja ujednolicenie pierwotnego formatu plikow wejSciowych do
formy, jaka przyjeto dla danej kategorii programow. Jako pliki wejsciowe (input) mozna
zastosowac pliki w formatach .cif (wspoirzedne atomow) pobrane bezposrednio z bazy PDB
lub rutynowo generowane przez wigkszos¢ programow zwiazanych z analizg i wizualizacja
struktur krystalicznych. Jako eksperymentalne czynniki struktury, wraz z bledem
doswiadczalnym (zwykle dostepne w binarnym formacie .mtz), skrypt wykorzystuje pliki

w formacie tekstowym .txt lub ASCIL

Przygotowany pakiet MATLAB stosuje nastepujace skrypty pomocnicze do
odczytania pliku wejsciowego .cif oraz wygenerowania tablicy atomdéw stosowanej na

dalszych etapach:

e is.amino.m - funkcja sprawdza na podstawie zawartej w .cif etykiety ,ATOM”, czy
dany wiersz nalezy do listy atomoéw biatka, czy do listy ligandéw lub czasteczek
wody (etykieta , HETATM”).

e letter_to_numberm - funkcja zamienia oznaczenia kolejnych laricuchow
identyfikowanych w pliku .cif jako litery na liczby, co ufatwia zapis danych
w formacie tablicy danych oraz znacznie skraca czas obliczen. W przypadku
struktury 7Hyp/ANS, 28 fancuchéw biatek oznaczonych w pliku .cifjako A, B, ..., a, b
zostaje zamienionych kolejno na 1, 2, ..., 27, 28. Skrypt rozréznia mate i duze litery

traktujac kazdy z taricuchow indywidualnie.
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e save_structural_featurem - funkca odcina zbedne dane (nagtowki, dane
bibliograficzne, informacje o sekwengji) z pliku .cif i zapisuje do osobnego pliku .fxt
dane dotyczace struktury (parametry komorki elementarnej, symetria, grupa
przestrzenna).

e find_bonds.m, find_angles.m, find_torsion.m - funkcja wyszukuje wsrdd list
zawierajacych wszystkie atomy modelu atomy nalezace do danej molekuty (ip.. do
danego aminokwasu oznaczonego jako 1), pobiera informacje odpowiednio
o dtugosciach wigzan, katow walencyjnych oraz katéw dwusciennych miedzy tymi
atomami i tworzy nowe pliki tekstowe zawierajace liste diugosci wiazan, katéw oraz
katow dwusciennych w aktualnym modelu struktury. Zostang one wykorzystane do
tworzenia wiezéw w procesie udokladnienia modelu.

e find_hydrogen.m - pobiera liste atoméw wodoru dla kazdego aminokwasu
z wlasciwego pliku .cif zawierajacego dane stereochemiczne. Dla kazdej zreszt
aminokwasowych uzyto modelowych danych zawartych w bibliotece wiezow
programu REFMAC. Funkcja wczytuje po kolei pliki .cif z katalogu zawierajacego
parametry wszystkich aminokwaséw i ligandéw obecnych w strukturze, pobiera
dane o tym, ktory atom aminokwasu jest zwiazany z wodorem, jaka jest dtugos¢ i kat
wiazaniaz atomem wodoru oraz tworzy plik tekstowy zawierajacy informacje
o atomach w strukturze.

e read_cif.m — wlasciwy skrypt MATLAB wykorzystujacy wymienione funkcje do
generowania pelnej listy atomoéw struktury uzywanej w udokladnianiu. Po
wczytaniu wejSciowego, niezmienionego pliku .cif skrypt pobiera dane podstawowe
o strukturze i przeksztatca superkomdrke 7Hyp/ANS do przestrzeni (3+1)D rzutujac
poszczegolne komorki powiazane operacja tNCS (2-7) na tanicuchy A, B, a, b tworzace
podstawowy motyw strukturalny w komorce 1. Nastepnie skrypt generuje listy
dltugosci wiazan, katéw i katdw torsyjnych miedzy atomami w celu okreslenia
wiezéw podczas udokladniania oraz tworzy osobng liste zawierajaca atomy wodoru

w modelu.

Rezultatem zastosowania skryptu read_cifm mna pliku wejSciowym jest
wygenerowanie pliku zawierajacego dane o parametrach komorki elementarnej, utworzenie
listy zawierajacej dane o kazdym atomie w modelu i osobnej listy atoméw wodoru

w modelu dajacych wktad do catkowitego czynnika struktury.

4.8.3. Przeksztatcanie danych do nadprzestrzeni (3+1)D

Skrypt read_cif.m generuje liste molekul potozonych wzdtuz osi ¢, ktore beda
odpowiadac¢ sobie po zrzutowaniu do nadprzestrzeni (3+1)D. Skrypt zawiera informacje
o czterech podstawowych lancuchach biatka w jednostce asymetrycznej komorki
elementarnej 7Hyp/ANS - sa to taficuchy oznaczone A,B,a i b. Funkcja reduce_data.m
generuje liste atomow po zrzutowaniu poszczegdlnych tancuchéw wzdtuz kierunku osi ¢ na
plaszczyzne utworzona przez osie krystalograficzne a i b i odpowiadajacy im tancuch

z pierwszej komodrki podstawowej. Odpowiednie kolumny w pliku przechowuja informacje
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o fancuchu, na ktory nastgpito rzutowanie (A, B, a lub b) oraz srednim potozeniu molekuty
w wyniku nakfadania kolejnych faricuchéw biatek. Plik zawiera takze liste wszystkich
zrzutowanych molekut, przy czymwarunkiem rzutowania byto zachowanie odlegtosci < 6 A.
Liczba wystgpien danej molekulty w periodzie poszerzonym o 7 mowi
o prawdopodobienstwie wystgpienia tej molekuty. Dotyczy ona ligandéw oznaczonych
w pliku .cif etykieta HETATOM i zachowuje informacje o ich rozmieszczeniu
w poszczegdlnych miejscach wiazacych po zrzutowaniu). Na koniec nastepuje zamiana
oznaczen poszczegolnych lancuchéw w formie liter na odpowiadajace im kolejne liczby
naturalne (np. A — 1, B — 2tp.td.).

4.8.4. Generowanie wiezéw stereochemicznych

Wiezy stereochemiczne dla aminokwaséw byly generowane na podstawie danych
referencyjnych z bibliotek programu REFMAC. Dane te dla aminokwaséw i innych
ligandow sa stosowane podczas udokiadniania w programie w celu zachowania
odpowiedniej geometrii i konformadji struktury biatka, a takze zwigkszenia liczby obserwacji
dla zréwnowazenia ogromnej liczby parametrow modelu. Do generowania tablic atomow
przechowujacych informacje o dopuszczalnych diugosciach wigzan, wartosciach katéw oraz
katow torsyjnych postuzyty funkcje find_bonds.m, find_angles.m, find_torsion.m. Funkgcje te
pobieraja z biblioteki dane o geometrii poszczegdlnych reszt aminokwasowych oraz
porownuja je z pelna lista atomdéw pobranych z wejsciowego pliku .cif. Kazda molekuta
w strukturze 7Hyp/ANS zostaje pogrupowana, dzieki czemu mozliwe jest ustalenie, jakie
beda numery aminokwasu danego typu w kolejnych taiicuchach i atomy wchodzace w jego
skiad. Funkcja poréwnuje, miedzy ktérymi atomami modelu istnieje wigzanie i oblicza jego
dopuszczalna dtugos¢ na podstawie listy atomow. Calos¢ zostaje zapisana do nowego pliku
txt, w ktérym 1. kolumna okresla numer aminokwasu, 2. i 3. informuje, ktére atomy
w obrebie molekuly tworza wiazanie, a 4. i 5. kolumna przechowuja dtugos$¢ wiazania oraz
niepewno$¢ standardowa diugosci. W analogiczny sposob generowane sg tablice zawierajace
dane o wartosciach katéw i katéow torsyjnych (przy czym beda one mialy odpowiednio 112
kolumny wiecej, gdyz katy walencyjne sa tworzone przez 3 atomy, a dwuscienne przez 4
atomy jak na Rys. 20).
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1 123 4 117.124000 1.500000

2 1321 105.241000 1.500000

3 1521 110.506000 1.500000

4 1 52 3 109.344000 1.500000

5 16 5 2 113.47¢000 1.500000

€ 17 6 5 112.57¢000 2.440000

7 18 7 ¢ 100.5%5000 1.500000

§ 2 10 11 12 117.15%000 1.570000
g 2 11 10 9 105.627000 1.500000

Rysunek 20. Plik zawierajacy tablice wiezow ograniczajacy wartos¢ katow dla modelu. Pierwsza

kolumna oznacza numer molekuly (aminokwasu lub czasteczki liganda) w strukturze, kolumny

2,314 zawieraja numery atomow danej molekuly tworzacych kat, kolumna 5 informuje o wartosci

kata, a kolumna 6 o dopuszczalnym odchyleniu wartosci.

4.8.5. Udoktadnianie modelu
Druga warstwe dzialania oprogramowania stanowi zestaw skryptow oraz funkgji do

udokladniania modelu struktury. W jego sktad wchodza podstawowe komponenty:

calc_basevectors.m — na podstawie parametrow sieciowych komorki elementarnej
(dtugosci a, b, c i katy «, B, v) pobranych z pliku .cif w poprzednim kroku oblicza
zestaw wektoréw bazowych definiujacych siec.

calc_wavevectors.m — oblicza wektory falowe.

generate_coefficients.m — na podstawie listy atomow w zredukowanej komorce
pozwala okresli¢, ktore parametry beda udokladniane. Konwencja jest prosta —jesli w
kolumnie oznaczajacej dany parametr pojawi si¢ 1, bedzie on obliczany
i udokfadniany, jesli pojawi si¢ 0 program nie bedzie go uwzglednia¢ w toku
udoktadniania. Skrypt pozwala swobodnie decydowaé, ktore parametry beda
udoktadniane, a ktére nie, dzieki czemu mozna je wprowadzac¢ stopniowo. Do
wyboru uzytkownika pozostaje udokladnianie: amplitudy
modulacji, przesunigcia, modulowanych ADPs, przesunigcia fazowego funkgji
modulacji AMF oraz prawdopodobienstwa zblizniaczenia (Rys. 21).

46



24 - for i=1:654

25 = for j=l:num param mod

26 — if §==2 || 3==3 || j==4 || 3==5 || J==6 || j==7 %amplitudes
27 — coeff mod((i-1)*num param mod+j, 2)=1;
28 - end

29 — if §==8 || j==2 || j==10 %angles

30 — coeff mod((i-1)*num param mod+j, 2)=1;
3l |= end

3z - if j==11 || j==12 || j==13 %shift

33 - coeff mod((i-1)*num param mod+j, 2)=0;
34 - end

35 |= if j==14 || j==15 %ADP modulation amplitudes
36 — coeff mod((i-1)*num param mod+j, 2)=0;
37 |= end

3T = if j==16 %displacive modulation phase

39 — coeff mod((i-1)*num param mod+j, 2)=1;
40 — end

41 — if j==17 %ADP modulation phase

42 — coeff mod((i-1)*num param mod+j, 2)=0;
43 - end

44 — end

45 — end

46 — coeff mod(end-3, 2)=1; =

A — coeff mod(end-2, 2)=0;

48 — coeff mod(end-1, 2)=0;

49 — coeff mod(end, 2)=0; %tu

Rysunek 21. Plik stuzacy do generowania listy atoméw i zwiazanych z nimi parametréow
podlegajacych udokladnieniu. Parametr j oznacza numer kolumny w wyjsciowym pliku,

po ustawieniu wartosci z 0 na 1, oznaczony parametr bedzie udoktadniany.

form_factors.m — rozroznia typ atipu (np. C, O lub N) i przypisuje kazdemu
odpowiednie atomowe czynniki rozpraszania.

structure_factor_protein.m - funkcja sluzy do obliczania czynnikéw struktury
utworzonego modelu. Na podstawie listy atoméw pobiera informacje o ich
wspolrzednych i zwraca liste modulowanych czynnikdéw struktury oraz wywoluje
funkcje, ktéra oblicza czynnik struktury dla atoméw wodoru. Biorac pod uwage
zblizniaczenie krysztalu i operacje symetrii, funkcja oblicza czynniki struktury
osobno dla kazdej z domen (wymaga to jedynie zdefiniowania ich wzajemnej
orientacji), a nastepnie sumuje intensywnosci czynnikéw struktury od wszystkich
domen blizniaczych podajac catkowity czynnik struktury z uwzglednieniem
modulacji.

calc_structure_factor_hydrogen.m - funkcja wczytuje liste atomow wodoru
wygenerowana w poprzednim etapie i oblicza osobno dla nich czynnik struktury

jako wkiad do catkowitego czynnika struktury.

Udokladnianie modelu, czyli optymalizacja obliczonych czynnikéw struktury

wzgledem eksperymentalnych, przebieglo z zastosowaniem pakietu MEIGO. Jako

metaheurystyke zastosowano algorytm eSS. Gérna i dolna granice akceptowanych

rozwigzan zmierzajacych do optymalizacji problemu stanowitly wektory zawierajace liste

warto$ci parametréow: amplitudy modulacji, przesuniecia fazowego AMF, modulowanych

ADPs, prawdopodobienstwa zblizniaczenia itp. Metaheurystyka eSS to globalna metoda

optymalizacji wykonujaca lokalne przeszukiwanie od wybranych punktéw poczatkowych
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w celu przyspieszenia zbieznosci do rozwigzan optymalnych. Jako opcje kryteriow
przeszukiwania lokalnego wybrano zaimplementowana w pakiecie MEIGO metode fmincon.
Jest to zaimplementowana w pakiecie MATLAB metoda programowania, ktéra wykonuje
nieliniowa optymalizacje przy nafozeniu ograniczen liniowych i nieliniowych. Aby
zastosowa¢ te metode, wystarczy skonfigurowac¢ wstepne ustawienia, czyli kryteria

zbieznosci, maksymalna liczbe iteracji oraz sposdb obliczania gradientéw [108].

4.8.6. Skrypty do generowania graficznej reprezentacji modelu i jego weryfikacji

Trzecia warstwe przygotowanego oprogramowania stanowia skrypty i funkgje
stosujace liste atoméw po udokladnieniu i umozliwiajace wizualizacje modelu w celu
graficznego przedstawienia efektow udokladniania, analizy ADPs w obrebie modelu, a takze
weryfikacji wiezow stereochemicznych dla catego modelu jak i w obrebie poszczegdlnych
reszt aminokwasowych, badz danego typu czasteczek liganda. W sklad tej warstwy
wchodza nastepujace skrypty i funkgje:

e analyse_ ADP.m - skrypt umozliwiajacy wygenerowanie rozkladu ADPs w modelu
struktury. Jako dane wejSciowe przyjmuje wygenerowany wczesniej plik
z parametrami sieciowymi komorki elementarnej oraz pelng liste atoméw struktury.
Na przygotowany rozktad ADPs zostaje natozony rozklad gamma z odwrdcong
sigma (SIGD - Sigma-Inverted Gamma Distribution), zaproponowany jako sposéb
modelowania zachowania ADPs w strukturach makromolekularnych oraz parametry
dopasowania tego rozktadu do istniejagcych ADPs.

e plot_structure.m — skrypt do generowania graficznej reprezentacji biatka w obrebie
komorki elementarnej. Umozliwia generowanie rzutu struktury wzdluz wybranego
kierunku krystalograficznego i rozrdznia typy atomoéw, kolorujac je zgodnie
z konwencjag CPK (Corey’a, Paulinga, Koltuna) [109]: wegiel — barwa czarna, tlen —
barwa czerwona, azot — barwa niebieska, siarka — barwa zétta, wodor — barwa biata.
Zdefiniowanie odpowiedniego zakresu molekut na podstawie ich numeréw z ogdlnej
listy atoméw generowanej w poprzednich krokach, umozliwia wizualizacje
wybranego fragmentu struktury, np. fragmentu tancucha gltéwnego, a takze
odtworzenie na podstawie udokladnionych czynnikéw struktury map gestosci
elektronowej dla tego fragmentu.

e restraints_analysism - skrypt stuzy do analizy poprawnosci stereochemicznej
modelu. Pozwala poréwnac¢ osobno dlugosci wigzan, wartosci katow walencyjnych
i katéow torsyjnych wszystkich aminokwaséw danego typu lub typow ligandow
wzgledem struktury modelowej z bibliotek . WREFMAC. W tym celu wykorzystuje
modelowe listy wigzow generowane na poczatku analizy struktury i ograniczajace
dlugosci wigzan oraz wartosci katoéw zwyklych podczas udokladniania. Zawiera
rowniez wartosci katdw torsyjnych stuzacych jako probierz walidacyjny modelu.
Wykresy zawieraja rowniez rozklady dlugosci wigzan, katow i katéw torsyjnych
w obrebie molekut danego typu w catej strukturze, np. rozklad dlugosci wiazan dla

calej populacji ANS w modelu.
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5. Dane doswiadczalne wykorzystane w rozprawie

5.1. Otrzymanie kompleksu biatkowego Hyp-1/ANS

Rekombinowane biatko Hyp-1 oraz jego kompleksy z ANS otrzymata dr Joanna
Sliwiak. Ona tez uzyskala krysztaty komplekséw. Dane dyfrakcyjne dla krysztaléw
7Hyp/ANS zmierzyt i przetworzyt dr hab. Zbigniew Dauter w APS, USA. Hyp-1
wytwarzano w szczepie bakterii Escherichia coli DE3 przy uzyciu wektora plazmidowego
pET151/D zawierajacego sekwencje kodujaca produkgje biatka Hyp-1 [41]. Po calonocnej
hodowli w temperaturze 291 K, komdrki bakterii odwirowano, umieszczono w roztworze
buforu [500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 20 mM imidazolu, 3 mM
merkaptoetanolu, 100 pg ml?' lizozymu z biatek jaj kurzych (Sigma-Aldrich)] i poddano
sonikacji w celu uwolnienia zawartosci komorek. Otrzymany lizat bakterii przepuszczono
przez kolumne chromatograficzng wymywang 500 mM roztworem imidazolu. Po
przeprowadzeniu chromatografii powinowactwa, biatko poddano oczyszczeniu na
kolumnie wykluczajacej wielkos¢ w 3 mM buforze cytrynianowym pH 6,3 z 150 mM NaCl.
Po oczyszczeniu, biatko byto dializowane buforem cytrynianowym, a nastepnie zamrozone
w temperaturze 193 K. Przed krystalizacja, roztwor biatka zageszczono i poddano inkubagji
jednoczesnie z ANS i MEL, gdzie stosunek molowy biatko : ANS w mieszaninie inkubacyjnej
wynosit 1:10, natomiast stosunek ANS:MEL wynosit w zaleznosci od kombinagji 2:1, 1:1, 1:2
lub 1:3. Préby krystalizacji dla wszystkich czterech kombinacji biatko-ligand przygotowano z
udziatem cytrynianu sodu jako czynnika stracajacego oraz dwdch rodzajow buforu (bufor
cytrynianowy o pH 6,3 lub HEPES o pH 7,5). Krysztaty Hyp-1/ANS pojawily sie tylko
w kombinacji zawierajacej bufor HEPES, przy stosunku ANS:MEL réownym 2:1 i przy
stezeniu cytrynianu sodu od 1,6 M (po dwoéch dniach), do 1,3 M (po dwdch miesiacach).
Ksztalt kropli roztworu krystalizacyjnego oraz stosunek objetosciowy biatka do zbiornika
determinowat ksztalt powstajacych krysztaléw oraz ich zdolnosci dyfrakcyjne. Tym
samym, gdy stosunek objetosciowy biatko : zbiornik wynosit 1:1, pojawily sie krysztaty w
ksztalcie soczewki, ktore ulegaty dyfrakgji rentgenowskiej do rozdzielczoéci 2,3 A (Rys. 22).

Catkowita procedure, dobdr warunkow krystalizacji oraz rezultaty omowiono w [40-42].
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Rysunek 22. Zdjecie pojedynczego krysztalu biatka Hyp-1 wspétkrystalizowanego z ANS i
MEL przy uzyciu buforu HEPES i cytrynianu sodu jako czynnika stracajacego roztworow w
stosunku objetosciowym biatka i zbiornika 1:1. Zdjecie zostalo wykonane przez dr Joanne Sliwiak.

5.2.Rozwigzanie struktury Hyp-1/ANS

Dane dotyczace szczegdtow dyfrakcji rentgenowskiej krysztaléw kompleksu
9Hyp/ANS zmierzone na linii 14.2 synchrotronu BESSY II przez dr Joanne Sliwiak zostaty
zamieszczone w Tabeli 1.

Tabela 1. Dane doswiadczalne [110].

Linia pomiarowa synchrotronowa BESSY 1114.2
Diugosc fali (A) 0,9184

Temperatura pomiaru (K) 100

Krioprotektant 1,4 M cytrynian sodu
Wielkos¢ krysztatu (mm) 0,4x0,2x0,2

Grupa przestrzenna 2

Parametry komorki elementarnej a, b, ¢, [ | 148,85, 148,85, 385,40, 90,00
(A°)

Rozdzielczos¢ (A) 31,58-2,30 (2,39-2,30)2
Liczba refleksow zmierzonych/unikatowych | 355 613/127 324
Kompletnos¢ (%) 99,3 (94,2)=
Wielokrotnos¢ 2,8 (2,6)?

<I/o> stosunek sygnatu do szumu 6,22 (1,28)*

CCir 0,978 (0,620)

Runerge? 0,066 (0,691)

@ Wartosci w nawiasach odpowiadaja ostatniej powloce o najnizszej rozdzielczosci.
PRimerge = L Lilli(hkl) - <I(hkl)>|/Zna Xili(hkl), gdzie <I(hkl)> oznacza $rednia

intensywno$¢ danego refleksu hkl.
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Podczas rozwiazania struktury 9Hyp/ANS postuzono si¢ analogia do poprzedniego
modelu 7Hyp/ANS [41]. Struktura ta przysporzyla pewnych trudnosci, poniewaz podczas
pomiaru danych dyfrakcyjnych pierwotnie zatozono symetrie tetragonalna, jednak finalnie
zaobserwowano, ze stopien kompletnosci otrzymanych danych wynosi jedynie 73%.
Jednakze obecnos¢ doskonatych blizniakéw tetartoedrycznych sugerowata mozliwos¢
rozszerzenia danych z symetrii tetragonalnej do symetrii jednoskosnej bez wprowadzania
istotnych bledéw, gdyz w przypadku doskonalego zbliZzniaczenia tetartoedrycznego
wystepowataby zgodnos¢ otrzymanych danych z symetrig grupy punktowej 422. Nastepnie
przeprowadzono proby podstawienia molekularnego we wszystkich prymitywnie
centrowanych grupach przestrzennych zgodnych =z pozorng grupa punktowa
422, otrzymujac potencjalne rozwigzanie w grupie przestrzennej P4:122, ale symetria ta
zostala wykluczona przez silne wygaszenia 00l # 4n. W polaczeniu z obecnoscig
zblizniaczenia sugerowato to, Ze prawdziwa symetria jest nizsza. Ze wzgledu na trudnosci
w wytypowaniu jednej z wielu podgrup P422 strukture probowano rozwigzac
w najprostszej trojskosnej grupie przestrzennej P1, szukajac 56 kopii Hyp-1 (7 czasteczek
biatka wygenerowanych wektorem translacji (-0,004, -0,004, 0,285) oraz 7 dodatkowych kopii
tego rozwiazania: 7 + 7 x 7 = 56). Prowadzone w ten sposob poszukiwania zakonczyly sie
sukcesem, a prawidtowa symetria C2 zostata wydedukowana na podstawie analizy symetrii
obliczonych czynnikéw struktury. Finalne rozwiazanie MR w symetrii C2 uzyskano poprzez
wyszukiwanie czterech kopii pierwszego zestawu siedmiu czasteczek w rozwigzaniu

w grupie P1. Caty proces ilustruje Rys. 23.
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Redukcja danych w grupie przestrzennej P422
(obecnosc 4 blizniaczych domen, przywrdcenie
kompletnosci danych)

Podstawienie molekularne w grupie przestrzennej P1
z wykorzystaniem pojedynczego modelu czasteczki
Hyp-1

Badanie zaleznosci miedzy czynnikami struktury w
poszukiwaniu operacji symetrii - po
zidentyfikowaniu osi 2-krotnej wzdtuz y, struktura
byla ponownie przetwarzana we wlasciwej grupie C2

N N
| —— N \— N N ————

Wprowadzenie do programu Phaser nowego
algorytmu, ktéry pozwala na rutynowgq analize
struktur pod katem modulacji wspéimiernej

Rysunek 23. Schemat rozwigzania struktury 7Hyp/ANS. Opracowanie wlasne na podstawie
[40].

Udane rozwiazanie struktury 7Hyp/ANS pozwolito zastosowac¢ podobna procedure
podczas procesowania i udokladnienia danych 9Hyp/ANS. Oba krysztaty taczy obecnos¢
tetartoedrycznego bliZzniaczenia, ktore utrudnia okreslenie prawidlowej grupy przestrzennej
krysztatu, dlatego rozwiazanie struktury 9Hyp/ANS analogicznie przeprowadzono metoda
podstawienia molekularnego w trdjskosnej grupie przestrzennej P1. Zastosowany w MR
model molekularny sktadat si¢ z 36 czasteczek Hyp-1 i zostat przygotowany na podstawie
zawartosci jednostki asymetrycznej 7Hyp/ANS (siedem powtdrzen tetrad molekularnych:
AB-ab, CD-YZ, EF-WX, . .., MN-OP). Na koncu MN-OP zostal on przedtuzony zgodnie
z translacja wzdtuz ¢ o dodatkowe kopie AB-ab i CD-YZ. Program Phaser znalazt dwie kopie
tej sondy (. 2 x 36 = 72 molekuly Hyp-1) w trdjskosnej komorce elementarnej.
Przeprowadzone szybkie udoktadnienie tego modelu w programie REFMAC zmniejszylo
wskaznik R do 0,25 i automatycznie wykrylo osiem blizniaczych domen (opcja
twin_refinement). W przestrzeni rzeczywistej takie rozwiazanie odpowiadalo sieci
jednoskosnej o centrowaniu typu C tak jak w przypadku 7Hyp/ANS. Do dalszego
udoktadniania wybrano model skladajacy si¢ z jednej potowy, tj. 36 czasteczek biatka. Ze
wzgledu na obecnos$¢ osi dwukrotnej w grupie przestrzennej C2, pozorne osmiokrotne
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zbliZzniaczenie zostalo zredukowane do czterokrotnego, czyli tetartoedrycznego, wskazujac

na istnienie czterech domen blizniaczych.

6. Wyniki

6.1. Kompleksy biatkowe Hyp-1/ANS jako struktury modulowane

W  przestrzeni odwrotnej modulacja struktury krystalicznej 7Hyp/ANS oraz
9Hyp/ANS przejawia si¢ poprzez unikatowe obrazy dyfrakcyjny sktadajacy sie z silniejszych
gtownych pikow braggowskich, ktére sa rozdzielone stabszymi refleksami satelitarnymi
w kierunku ¢* (Rys. 24). Udane wskaznikowanie obrazu dyfrakcyjnego (zaréwno gtéwnych
jak i satelitarnych refleksow) przy pomocy prostej trojwymiarowej siatki, w ktorej satelity
dziela odleglo$ci pomiedzy gtownymi refleksami w racjonalny sposdb, wskazuje, ze

modulacja jest wspdtmierna (Rys. 25).
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Rysunek 24. ObrazyPowiekszone obrazy dyfrakcyjne krysztalu 9Hyp/ANS z zaznaczonymi
wzdluz kierunku c* refleksami glownymi (-9; 9) i satelitarnymi (a) oraz analogiczny powiekszony
obraz z refleksami gtéwnymi i satelitami dla 7Hyp/ANS (b). Obrazy zostaly zarejestrowane przez

dr Joanne Sliwiak i opisane przez dra Zbigniewa Dautera.

Tym samym mozna uprosci¢ opis struktury, wprowadzajac rozszerzona
(siedmiokrotnie w przypadku 7Hyp/ANS lub dziewigciokrotnie w przypadku 9Hyp/ANS)
w kierunku c¢ superkomorke. Na tym etapie nie jest konieczne uciekanie si¢ do bardziej
rygorystycznego, ale i znacznie bardziej skomplikowanego opisu w przestrzeni

wielowymiarowej, ktéry byltby konieczny w przypadku niewspdéimiernej modulacji.
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Rysunek 25. Fragment obrazu dyfrakcyjnego krysztalu 7Hyp/ANS w kierunku c* w
programie CrysAlis Pro z zaznaczonymi refleksami gtéwnymi (wzdluz zielonych linii) oraz

satelitami (r6zowe kropki).

Obecnos¢ elementéw pseudosymetrycznych zwigzanych z upakowaniem czasteczek
Hyp-1 wewnatrz struktury silnie wplywa na intensywnos$¢ dyfrakcji. W przypadku
kompleksu 7Hyp/ANS zbadano usrednione intensywnosci refleksow w kolejnych
warstwach o stalym wskazniku [. Zaobserwowana powtarzajaca si¢ modulacja natezen
reflekséw, z pikami oddzielonymi o 7/2 wzdluz kierunku c* (Rys. 26), wskazuje na
niekrystalograficzne przesuniecie wzoru molekularnego wzdluz najdtuzszego wymiaru

komorki krysztaty, c.
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Rysunek 26. Histogram rozkladu intensywnosci w warstwach o tym samym wskazniku 1
dla 7Hyp/ANS [40].

Podobna analiza intensywnosci pikow w warstwach o stalym wskazniku [ dla
struktury 9Hyp/ANS ujawnia wzdr oparty na tej samej zasadzie co dla 7Hyp/ANS, ale
z najsilniejszymi intensywnosciami rozmieszczonymi regularnie co 9/2 w przestrzeni
odwrotnej przy kolejnych refleksach o stalym wskazniku [ (Rys. 27). Rozklad ten wynika
z wskaznikowania obrazu dyfrakcyjnego przy uzyciu modelu superkomorki rozszerzonej
w kierunku osi ¢, a tym samym obejmujacej catg fale modulacji w kierunku c¢. W takim
podejsciu refleksy sa wskaznikowane (I) kolejno wzdtuz c*, bez zadnego podziatu. W tym
opisie modulacja w przestrzeni rzeczywistej jest traktowana jako bardzo rozlegta (siedmio-
lub dziewieciokrotna) tNCS. Obecnos¢ tego tNCS jest dobrze widoczna w postaci
dodatkowych silnych pikéw na natywnych mapach Pattersona, z maksimum mniej wiecej co
1/7 dlugosci komorki elementarnej w kierunku ¢ [341]. Analogicznie, obecnos¢
dziewigciokrotnej tNCS sprawia, ze dla struktury 9Hyp/ANS dodatkowe silne piki pojawiaja

si¢ na mapie Pattersona w odstepach 1/9 dtugosci komorki elemetarnej wzdtuz osi c.
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Rysunek 27. Histogram rozkladu intensywnosci w warstwach o tym samym wskaznikul
dla 9Hyp/ANS [110].

6.2. Testy zblizniaczenia

Operatory zblizniaczenia i udziat poszczegélnych domen dla struktury 9Hyp/ANS
zostaly oszacowane na podstawie skumulowanego rozkladu S(H) dla par blizniaczo
powiazanych intensywnosci. Obliczone frakcje blizniacze (blisko 0,45 w S(H) tescie dla
kazdego z wykrytych operatoréw zblizniaczenia) wydaja si¢ nieco zawyzone w porownaniu
z wartoscia 0,25 oczekiwana dla idealnej tetartoedrycznie zblizniaczonej struktury. Na
wykresie skumulowanego rozktadu S(H) kolorowe linie ciaglte odpowiadaja teoretycznym
rozktadom dla frakcji blizniaczych o udziale od 0,0 do 0,4 (facznie wszystkie frakcje
blizniacze w krysztale sumuja si¢ do 1). Szare przerywane linie pokazuja S(H) dla
podzbioréw refleksow o wskaznikach (k, h, -I), (-h, -k, 1) i (-k, -h, -I), co odpowiada
operatorom doskonatego tetartoedrycznego zblizniaczenia, sparowanych z podzbiorem
podstawowym (h, k, [). Ksztalt eksperymentalnych rozkladow sugeruje utamek

zblizniaczenia 0,45 dla kazdego operatora blizniaczego.
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Rysunek 28. Skumulowany rozklad N(L) (L-test) obliczony w programie TRUNCATE [53] dla
danych 9Hyp/ANS (a). Skumulowany rozklad stosunku H (test S(H)) dla reflekséw w zestawie
danych dyfrakcyjnych 9Hyp/ANS (b).

Podobna weryfikacje zblizniaczenia krysztatu przeprowadzono przy uzyciu L-testu
[111], w ktorym wybrano refleksy lokalnie powigzane w przestrzeni odwrotnej do obliczenia
skumulowanego rozktadu wspdtczynnika |L|. Rozklad skumulowany N(L) (L-test) zostat
obliczony przy uzyciu programu TRUNCATE dla przypadku danych idealnie
zblizniaczonych oraz catkowicie niezblizniaczonych, a takze dla eksperymentalnych danych
dyfrakcyjnymi dla 9Hyp/ANS. Na Rys. 28 niebieskie i czerwone krzywe reprezentuja
oczekiwane skumulowane rozklady I|L| odpowiednio dla idealnie zbliZniaczonych
i niezblizniaczonych danych, podczas gdy czarna linia pokazuje obliczony skumulowany
rozklad dla 9Hyp/ANS, wskazujac na przynajmniej czesciowe zblizniaczenie krysztatu.
Réwniez numeryczne wyniki L-testu dla danych procesowanych w prawidlowej
jednoskosnej grupie przestrzennej ((ILI)= 0,459 i (L)* = 0,290) wskazuja, ze przynajmniej

czesc¢ krysztatu nosi wyrazne cechy obecnosci blizniaczych elementéw symetrii.

6.3. Upakowanie molekut w komérce elementarne;j

Podobnie jak wigkszo$¢ biatek grupy PR-10, Hyp-1 wystepuje w roztworach
w postaci monomeru, co zostalo potwierdzone metodami chromatograficznymi oraz
elektroforezy PAGE [90]. Co wigcej, nalezy sie spodziewaé, ze jego funkcja biologiczna
dotyczy formy monomeru. Pomimo tego zaobserwowano, Ze istnieje zjawisko funkcjonalnej
dimeryzacji bialek grupy PR-10 (np. otrzymanego z rosliny Medicago truncatula MtN13 [94])
oraz ze w strukturze Hyp-1 z czasteczkami PEG, znajdujacymi si¢ we wnece
biatka, czasteczki biatka wystepowaly w formie dimeréw powigzanych mostkami S-S
pomiedzy resztami cysteinowymi Cysl26 [90]. W badanych strukturach 7Hyp/ANS oraz
9Hyp/ANS wszystkie kopie wielokrotne Hyp-1 sa réwniez sparowane w dimery poprzez
miedzyczasteczkowe oddzialywania pomiedzy atomami arkuszy (31 sasiednich molekut.
Lancuchy te sa antyréwnolegle wzgledem siebie oraz plynnie przechodza
w wewnatrzczasteczkowy arkusz (3 od jednej czasteczki do drugiej. Dla porzadku przyjeto

nastepujacy schemat znakowania: kolejne dimery biatka Hyp-1 to AB, CD, ... , ab (dla
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7Hyp/ANS) oraz AB, CD, ..., ij dla 9Hyp/ANS. W przypadku struktury 9Hyp/ANS dziewiec¢
z tych dimeroéw (AB, . .., QR) ma te samq orientacje i podobne, powtarzajace si¢ odstepy
rowne 1/9 wzdtuz osi ¢, tworzac wyrazny rzad oznaczony jako I. W wyniku dziatania na
rzad I niekrystalograficznej osi $rubowej 21 rownoleglej do ¢, generowany jest rzad II
skladajacy sie z dimeréw ST, . . ., ij. Kolejne dimery na pseudokrystalograficznej osi 219 sa ze
soba powiazane operacjami obrotu o 180° i translacji o 1/18 wzdluz c¢. W ten sposob powstaje
schemat upakowania molekularnego przypominajacy $rube, ktéra mozna opisaé jako 21
(Rys. 29).

Rysunek 29. Schemat upakowania molekul 9Hyp/ANS w obrebie komdrki elementarnej wzdtuz

kierunku c. Kazda z molekul biatkowych zaznaczono w innym kolorze.

Charakterystyczny wzor upakowania krystalicznego 36 czasteczek biatka Hyp-1
w dwoch kolumnach wzdluz najdluzszego wymiaru komoérki ¢, wraz z duza liczba
czasteczek w jednostce asymetrycznej stanowi cechy charakterystyczne pseudosymetrii
struktury krystalicznej 9Hyp/ANS. Charakterystyczny zygzakowaty wzor dwoch kolumn
w komorce elementarnej stanowi wynik dziatania niekrystalicznej osi srubowej 219, ktéra
faczy obrét o 180° z translacja o 1/18 wzdluz osi $srubowej w kierunku [001]. Gidwna
niekrystaliczna 0$ srubowa zostaje przecieta przez dwie osie dwukrotne rozmieszczone
w przyblizeniu wzdtuz kierunkéw [110] i [110], ktore parami dziataja lokalnie odpowiednio
wewnatrz i pomiedzy dimerami Hyp-1. Prawdziwa krystalograficzna o$ dwukrotna (jak
rowniez prawdziwa o$ srubowa 21) przebiega w kierunku [010] prostopadle do pseudosruby
2191 uko$nie pomiedzy osiami pseudodwukrotnymi. Sktadowa translacyjna pseudosruby 21
ma wyrazne niedoskonalosci widoczne jako zmiany odleglosci miedzy srodkami kolejnych
molekut Hyp-1 wzdtuz rzedéw Ii1I (Rys. 30).
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Rysunek 30. Rozklad odleglosci i katow skrecenia miedzy srodkami sasiednich fancuchow
bialkowych w strukturze 9Hyp/ANS. Kolorami zielonym, z6ltym i czerwonym zaznaczono miare
odstepstwa zmierzonych wartosci. Przy pomocy z6ttych i blekitnych gwiazdek zaznaczono
lokalizacje miedzywezlowych czasteczek ANS dla struktur 7Hyp/ANS oraz 9Hyp/ANS.

Co wiegcej, dla modelu 9Hyp/ANS zmierzono wielko$¢ znieksztatcen wzdtuz
kierunkéw krystalograficznych a i b wyznaczajac wektory translacji miedzy sasiadujacymi

faricuchami biatka potaczonymi tNCS (Rys. 31).

Kolejne Sktadowa Sktadowa Sktadowa RMSD
faricuchy x wektora y wektora z wektora natozenia
biatek translacji [A] translacji [A] translacji [A] wegli Ca
w danym faricuchow
rzedzie [A]

Rzad I

A..C 0,98 0,34 1,01

B...D 0,12 1,11 0,80
C...E -0,67 -0,36 0,72

D...F -0,01 -1,30 1,04
E...G -0,24 1,86 40,25 0,63
F..H -0,72 1,72 0,91

G...I 0,91 0,57

H..]J -1,35 0,78

I..K -0,67 40,83 0,61

J...L 0,95 40,92 0,78
K..M 1,49 -2,56 0,60
L..N -1,06 0,72
M...O -1,35 41,35 0,73
N...P -1,96 0,46 40,78 0,80
0...Q 1,05 0,72
P..R 0,88 -0,28 0,64

Rzad II
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Rysunek 31. Zaburzenia porzadku translacyjnego wzdluz osi krystalograficznych a, b i ¢ kolejnych
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czasteczek Hyp-1 w rzedzie I i II, wyrazone w A jako sktadowe odpowiednich wektorow
translacyjnych. Translacje obliczono traktujac jako punkt odniesienia atom Ca Lys83 o stabilnej
pozycji w biatku. Naruszenia porzadku translacyjnego wzdluz a i b (oczekiwana warto$é 0 A)
wyrézniono kolorem w zaleznosci od stopnia ich nasilenia jako zielone (perturbacje rzedu 0-1,0 A),

pomaranczowe (perturbacje rzedu 1,01-2,0 A) i czerwone (perturbacje powyzej 2,0 A) [110].

Rys. 30 oraz Rys. 31 wskazuja na niewielkie zaburzenia uporzadkowania
translacyjnego nie tylko wzdtuz kierunku osi ¢, ale takze a i b, a takze nieprawidlowosci
w rozmieszczeniu molekut liganda ANS zaréwno w obrebie, jak i pomiedzy tancuchami
bialkowymi Pomimo tego schemat odleglosci miedzy $rodkami molekut biatka oraz
populacji ANS, bedace strukturalnymi manifestacjami funkcji AMF, jest scisle odtwarzany
po dziewieciu powtorzeniach gléwnego motywu strukturalnego, co pozwala na opis tej

wspotmiernej strukturalnej modulacji w rozszerzonej superkomorece.

6.4. Podobienstwo struktury 9Hyp/ANS do modulowanej struktury 7Hyp/ANS

W  oczywisty sposoéb schemat upakowania 9Hyp/ANS wykazuje wyrazne
podobienstwo do ukladu znanego ze struktury krystalicznej kompleksu 7Hyp/ANS [41].
Oba wzory zaczynaja si¢ w tym samym punkcie komorki elementarnej wzdluz ¢, dzieki
czemu podzial na rzedy I i II jest zachowany, przy czym gléwna réznica polega na tym, ze
motyw 9Hyp/ANS zawiera o 8 molekut Hyp-1 wiecej (28 molekut w 7Hyp/ANS vs. 36
molekut dla 9Hyp/ANS), a tym samym jest wydituzony o dwie tetrady molekularne wzdtuz
¢ (Rys. 32).
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Rysunek 32. Efekt natozenia na siebie modeli struktur 7Hyp/ANS oraz 9Hyp/ANS oraz przyjeta
konwencja nazewnictwa lancuchow. Widoczne wydluzenie w kierunku c o 2 jednostki

strukturalne (8 tancuchow bialka).

Pierwsze siedem dimeréw modelu 9Hyp/ANS z rzedu I, tj. AB, CD, ..., MN, jest
bezposrednio nalozonych na tak samo oznakowane czasteczki Hyp-1 w rzedzie I
7Hyp/ANS, a poczatek i osie komorek elementarnych obu struktur sa uzgodnione.
Dodatkowe kolejne dimery 9Hyp/ANS, tj. OP, QR i ST, UV, tworza kolejno koniec rzedu I
i poczatek rzedu II. Odlegtosci pomiedzy srodkami masy sasiednich czasteczek biatka w
9Hyp/ ANS wahaja sie od 41 do 45 A, co stanowi zakres odlegtoéci miedzy dimerami
poréwnywalny z 7Hyp/ANS. Chociaz dimery biatkowe w obu strukturach maja
w przyblizeniu dwukrotna o$ rotacji, to kat rdézni sie¢ znaczaco od idealnego 180°
w przypadku 13 z 18 dimeréw 9Hyp/ANS. Szczegotowa analiza ujawnita perturbacje pozycji
biatek i czasteczek w rzedach wzdtuz osi a i b w zakresie od 0,01 do 2,74 A, przy czym
najwyzsze odchylenie w kierunku a zaobserwowano pomiedzy faricuchami Hi ] w rzedzie I.
Analiza $ladow atomoéw wegla Ca tancuchéw polipeptydowych w obu strukturach nie
ujawnita wigkszych odchylen miedzy czasteczkami biatek tych modeli ani Zzadnych
powtarzajacych sie wzoréow zwiekszonego/zmniejszonego podobienstwa. Odchylenia
$redniokwadratowe potozern Ca nakladanych na siebie taricuchéw wynosity od 0,47 A
(taricuchy H i ¢ z 7Hyp/ANS i 9Hyp/ANS) do 1,10 A (taticuchy D i A).

Bardziej charakterystyczna cecha roznicujaca te dwie struktury jest znacznie wieksza
liczba czasteczek liganda w kompleksie 9Hyp/ANS. Jednakze, obsadzenie czasteczek biatka
przez ligandy ANS nie wplyneto w znaczacym stopniu na konformacje fanicucha gléwnego.
Na przyklad w strukturze 9Hyp/ANS wartosci RMSD Ca dla fancuchéw biatkowych
o drastycznie rdznej liczbie ligandéw (np. taricuch B, w ktédrym siedem z o$miu miejsc
wiazacych bylo w pelni zajetych i faricuch Y z tylko jednym czesciowo obsadzonym
ligandem ANS) wynosito zaledwie 0,68 A, i wartos¢ ta byta réwna wartosci obliczonej dla
dwoch podobnie obsadzonych tancuchéw B i F. Ponadto superpozycja molekuly
V (czasteczki DMS i MEL zwiazane w miejscach nr 6 i 7) na taiicuchy f (puste miejsca
wigzania nr 6 i 7) i d (gdzie miejsca nr 6 i 7 sq w pelni zajete przez ANS) ujawnita wigksze
podobieristwo pomiedzy $ladami atoméw wegla Ca taricuchéw V i f (0,56 A) niz miedzy
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taricuchami V i d (0,70 A). Obserwacja ta sugeruje, ze wiazanie skladnikéw buforu
krystalizacyjnego innych niz ANS (na przyktad MEL, DMS lub FLC) wywierata jedynie
niewielki wplyw na charakterystyczna konformacje Hyp-1. Jako kolejne podkreslenie réznic
w populagji biatko-ligand pomiedzy dwoma strukturami, zaobserwowano, ze w strukturze
7Hyp/ANS byty obecne dwie czasteczki biatka (T i V) bez zadnych wewnetrznych ligandow
ANS, podczas gdy w strukturze 9Hyp/ANS znajdowat si¢ co najmniej jeden wewnetrzny
ligand w kazdej czasteczce Hyp-1 (a w taricuchu W dokladnie jeden). Poréwnanie sladow
atomow wegla Ca fancuchow W (9Hyp/ANS) i T (7Hyp/ANS) zawierajacych ANS tylko

w dwdch miedzyweztowych miejscach wigzania dato wartos¢ RMSD réwna 0,54 A.

6.5. Udoktadnienie modelu 9Hyp/ANS

Model 9Hyp/ANS zawieral 36 niezaleznych molekul biatka w jednostce
asymetrycznej, oznaczonych jako A, B, ..., Z, a, b, ..., i, j. Udokladnienie struktury
9Hyp/ANS przeprowadzono na zestawie danych dyfrakcyjnych o rozdzielczosci siggajacej
2,3 A z izotropowymi parametrami przesuniecia atomowego (ADP) i zakoriczono przy Ruor

i Rfe wynoszacych odpowiednio 0,226 i 0,257, co zebrano w Tabeli 2.

Tabela 2. Dane dotyczace zakonczonego udokladniania 9Hyp/ANS.

Program udokfadniania REFMAC5

Liczba refleksow uzywanych/testowych | 123350/3974

Rwork/Rﬁ'eea 0,2.26 / 0,257
Molekuty biatka/ANS w ASU 36 /156
Liczba atomow 44814 /3276 /152 /176

biatka/ligandow/wody/innych

Srednie ADP 63,2 /58,3 /58,3 /56,3
biatka/ligandéw/wody/innych (A2)

RMSD bond lengths (A) / bond angles | 0,013 /1,72
©)

Procent par katow P/ w | 92,62/6,87/0,51
preferowanych/dozwolonych/zabronio
nychniewlasciwychobszarach wykresu

Ramachandrana
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Kod w bazie PDB 6S]]

2 Rfe obliczono analogicznie jak Rwot ze Wzoru (1) na losowo wybranym zbiorze

refleksow wylaczonych z udokladniania.

Do obliczenia parametru Rs. wykorzystano zbior 3974 reflekséw wybranych przy
uzyciu programu SHELXPRO [13] z cienkich powlok rozdzielczosci, tak, aby uwzglednic¢
refleksy zwigzane symetrig niekrystalograficzng oraz refleksyrefleksow pochodzacych od
domen blizniaczych. Dla czasteczek bialek zastosowano standardowe wiezy
stereochemiczne [112], podczas gdy wiezy geometryczne dla czasteczek ANS zostaly
stworzone na bazie, wykorzystujac struktury soli amonowej ANS znalezionej w Cambridge
Structural Database (CSD) [113] pod identyfikatorem AMANNS [114] oraz pakietu
oprogramowania Mercury [115]. Wagi ograniczajace dopuszczalne odstepstwa od dtugosci
wiazan, katéw i planarnosci ptaszczyzn atomowych zostaly zdefiniowane jako odchylenia

standardowe wynoszace odpowiednio 0,01 A,3°10,01 A.

Otrzymane na poczatku mapy gestosci elektronowej byly stabej jakosci, wykazywaty
przerwy w obrebie faricuchdow gléwnych biatek i rozmyta gestos¢ elektronowsq dla wielu
faricuchow bocznych. Po kilku rundach recznej przebudowy w programie Coot przeplatanej
z automatycznym udokladnianiem REFMAC odtworzono mapy gestosci elektronowej
w stanie, ktory umozliwial bez przerw przesledzenie wszystkich 36 taricuchow giéwnych
biatek. Udato si¢ rowniez uzyskac wyrazne mapy gestosci elektronowej dla wielu faricuchéw
bocznych, z wyjatkiem kilku tancuchéw bocznych fenyloalaniny i metioniny na N-koricach
fannicuchéw biatkowych, ktore zostaly wylaczone z modelu. Dalsza reczna przebudowa
modelu struktury w programie Coot, proby modelowania dodatkowych czasteczek
liganda/wody/innych molekut w rozmytych obszarach gestosci elektronowej oraz proby
modelowania anizotropowego ruchu/nieuporzadkowania parametrami TLS nie poprawity
statystyki wskaznika R; dlatego zdecydowano o zakoniczeniu udokladniania na tym etapie.
Dobra jako$¢ modelu konicowego potwierdzil dobrze uporzadkowany zarys C-koricowej
helisy a3, ktéra w strukturach PR-10 czesto jest nieuporzadkowana lub stabo widoczna na
mapach gestosci elektronowej. Udato sie roOwniez uzyskac wyrazna gestosc elektronowa dla

wiekszosci faricuchdéw bocznych, co umozliwilo jednoznaczna identyfikacje rotamerow.

Analize poprawnosci modelu pod katem stereochemicznym przeprowadzono
w programie MolProbity [116]. Zgodnie z jego ocena 92,6% katdéw torsyjnych ¢/ taricucha
gldownego znajduje si¢ w preferowanych obszarach wykresu Ramachandrana, 6,9%
w obszarach dozwolonych,, a jedynie 0,5% stanowig wartosci bledy grube. Wigkszos¢
naruszen konformacji szkieletu tancucha polipeptydowego wystepuje w czterech
zewnetrznych petlach (L4, L7, L8 i L9), szczegdlnie przy Val60 i Glul31, ktorych fancuchy
boczne w kilku czasteczkach biatka sa zaangazowane w liczne kontakty

miedzyczasteczkowe.
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Szczegolowa analiza réznicowych map gestosci elektronowej ujawnita lokalizacje 156
czasteczek ANS, jak roéwniez 22 innych czasteczek pochodzacych 2z roztworu
krystalizacyjnego. W poblizu wejscia E1 faricucha biatkowego V zaobserwowano duzy
obszar réznicowej gestosci elektronowej mF.-DF. na poziomie 11.30, ktéra zostata wstepnie
zinterpretowana jako czasteczka liganda melatoniny (MEL) o wysokim srednim
wspdtczynniku termicznym B (91,5 A2). Jednakze hipoteza ta zostata wykluczona w wyniku
dalszej analizy z wykorzystaniem réznicowych map gestosci elektronowej typu OMIT
zaimplementowanych w programie Phenix [117]. Wspodtczynnik korelacji miedzy mapa
amodelem wynosit zaledwie 0,49. Ostatecznie obszar ten zostal oznaczony piecioma
czasteczkami wody jako niezidentyfikowany ligand (UNL). Jego lokalizacja rézni si¢ od
potozenia czasteczek MEL w kompleksie Hyp-1-MEL, ktore zostaty zidentyfikowane tylko
w wewnetrznej komorze biatka i na jego powierzchni [118]. Ostateczny model zawiera
dziesie¢ aniondw siarczanowych, ktére mozna uznac¢ za widoczne resztki grup sulfonowych
ANS lub za niezalezne jony siarczanowe/fosforanowe. Stwierdzono, ze pojedyncza w petni
zajeta czasteczka HEPES (EPE) oddzialywata z resztami w poblizu wejscia E1 fanicucha
P w miejscu wigzania normalnie zarezerwowanym dla ANS. Model zawieral rowniez
siedem anionéw cytrynianu sodu (FLC), ktory zostal zastosowany w buforze
krystalizacyjnym, a takze trzy czasteczki dimetylosulfotlenku (DMS) uzytego jako
rozpuszczalnik ANS.

6.6. Miejsca wigzania ANS
Dokladna analiza struktury krystalicznej kompleksu 7Hyp/ANS, zawierajacego 28
czasteczek biatka i 89 czasteczek ANS wchodzacych w interakcje biatko-ligand, pozwolita
wyodrebni¢ osiem osobnych miejsc wigzania ANS (1-8) przedstawionych na Rys. 33 oraz ich

dalszy podziat na podgrupy [41,42,110,119].

Rysunek 33. Dostepne miejsca wiazania czasteczek ANS wraz z towarzyszaca im gestoscia
elektronowa na przykladzie lancucha L struktury 9Hyp/ANS. Gléwne miejsca wiazace sa
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ulokowane w dwoch wewnetrznych komorach (1, 2) oraz w glebokiej kieszeni powierzchniowej

(3). Pozostale miejsca 4-8 to pozycje miedzywezlowe.

Do pierwszej grupy naleza trzy miejsca wiazania wewnetrznego 1-3, z ktorych
miejsce 3 znajduje si¢ we wglebieniu powierzchni biatka, a miejsca 1 i 2 znajduja sig
w obszarze wewnetrznej komory hydrofobowej. Ta wewnetrzna przestrzen jest podzielona
na dwie mniejsze komory, 1 i 2, oddzielone przez Arg27 i posiadajace oddzielne
wejscia, odpowiednio E1 i E2 [42]. Stabilizacja czasteczek ligandéw w komorze 1 zachodzi
gtownie poprzez tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy Arg27 a grupa sulfonianowa
ANS. Reszty hydrofobowe, takie jak Alal40 i Phel43 z helisy a3 zapewniaja srodowisko
hydrofobowe s$rodowisko dla aromatycznego rdzenia ANS, podczas gdy uklad
dodatkowych polarnych reszt tyrozynowych, Tyr84, Tyrl01 i Tyr120, oddziela czasteczki
liganda uwiezione w dwdch wewnetrznych komorach. Miejsce 3 jest tworzone w wyniku
oddziatywan typu stacking, gdzie czasteczka liganda jest utrzymywana w miejscu dzieki
oddzialywaniom molekularnym pomiedzy fanicuchami bocznymi Tyr150 z helisy a3 i Lys33

z helisy a2.

Pozostale miejsca wigzania nr 4-8 znajduja sie¢ na powierzchni miedzy sasiadujgcymi
molekutami biatka i sq zwykle wykorzystywane do sklejania powierzchni trzech (lub dwdéch
w przypadku miejsc 7 i 8) przylegajacych czasteczek Hyp-1 [119]. ANS w powierzchniowych
miejscach 4, 5 i 6 facza przylegajace tancuchy biatkowe, tworzac motyw przypominajacy
helise. Czasteczki ANS w miejscach 4 i 5 facza trzy fanicuchy biatkowe (dwa kolejne faricuchy
z tego samego rzedu i trzeci z przeciwleglego rzedu) i sa stabilizowane przez wiazania
wodorowe pomiedzy atomami O ANS a grupa peptydowa Gly47 z petli L4 lub Gly110
zpetli L8. W miejscu 5 stabilizacja czasteczki liganda nastepuje poprzez oddziatywania
hydrofobowe z Lys21 (z helisy 1) i Ala77 (z petli L6). W miejscu 6 czasteczka ANS moze
wigza¢ dwa lub trzy lancuchy biatkowe w zaleznosci od jej potozenia. Czasteczki ANS
w miejscach 7 i 8, ktore sa odpowiedzialne za taczenie dwodch sasiednich tancuchéw
biatkowych, sa zakotwiczone odpowiednio w poblizu wejscia E1 i E2 i sg stabilizowane

przez oddziatywania z resztami z petli L3 1 L5.

6.7.Symulacje biatka Hyp-1 metodami dynamiki molekularnej

6.7.1. Model Hyp-1 uzyty do symulacji

Odrebne symulacje biatka Hyp-1 metodami dynamiki molekularnej przeprowadzono
jako metode weryfikacji rozktadu czynnikéw przemieszczenia atomowego ADPs oraz
konformacji tancuchéw bocznych w naturalnym, blizszym biologicznemu $rodowisku oraz
z pominigciem wiezdéw narzuconych podczas udoktadniania struktur krystalicznych. Jako
wspotrzedne wyjsciowe wykorzystano model struktury biatka pozyskanego z dziurawca
zwyczajnego (Hypericum perforatum) Hyp-1 zdeponowany w bazie PDB pod symbolem 3IE5
[90]. Dane dyfrakcyjne zostaty zmierzone do rozdzielczoéci 1,69 A, a model udoktadniono do
parametréw Ruwort/Rpee rtOwnych odpowiednio 0,170 i 0,206.17,0 i 20,6 . Asymetryczna czes¢

komorki elementarnej zawierata dwie niezalezne czasteczki biatka (A i B) tworzace dimer
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poprzez oddziatywania wigzan wodorowych pomiedzy ich arkuszami 8. Lancuch A skiadat
sie ze 160 reszt aminokwasowych (159 reszt oznaczonych jako Metl-Alal59 z tancucha
gtownego oraz sztucznie wprowadzonej molekuty Thr-1 pozostatej jako artefakt po etapie
klonowania i oczyszczania). Natomiast czasteczka B zawierala 164 reszty
aminokwasowe, w tym 5 dodatkowych czasteczek artefaktow (lIle-5...Thr-1). Oprocz biatek,
model wyjSciowy zawieral rézne czasteczki glikolu polietylenowego PEG400 pochodzace
z roztworu krioprotektanta oraz zwiagzane w wewnetrznej komorze i na powierzchni biatka.
Symulacji metodami MD poddano caly model struktury, jednak podczas analizy danych
pominieto nieinteresujace czasteczki PEG400 ze wzgledu na ich duza elastycznosc¢
i stosunkowo stabg widocznos¢ w mapach gestosci elektronowej. Ostateczna asymetryczna
komorka elementarna uzyta do symulacji MD zawierala dwie czasteczki Hyp-1, 258
czasteczek wody, pojedynczy anion Cl- zlokalizowany przy reszcie Lys56A oraz 10

czasteczek glikolu polietylenowego o réznej dtugosci tancucha.

6.7.2. Algorytm symulacji MD biatka Hyp-1

Wszystkie symulacje dynamiki molekularnej zostaly przeprowadzone w otwartym
pakiecie symulacyjnym GROMACS [76]. We wszystkich symulacjach wykorzystano pole
sitowe ogdlnego przeznaczenia OPLS-AA zawierajace wszystkie niezbedne potengcjaly
potrzebne do przeprowadzenia symulacji. Jako model wody zastosowano TIP4P-Ew [120].
Wszystkie reszty aminokwasowe Glu i Asp przyjeto jako ujemnie natadowane, podczas gdy
wszystkie reszty Lys i Arg byly dodatnio natadowane (dla zrownowazenia fadunku liczba
ujemnie i dodatnio natadowanych reszt byla zblizona, pozostate tadunki pochodzity m.in. od
anionu Cl), natomiast pozostale reszty przyjeto jako obojetne. Wewnetrzna baza programu
GROMACS zawierajaca dane stereochemiczne stosowanych modeli czasteczek zostata
uzupetniona o topologie réznych glikoli obecnych w symulowanym ukladzie. Ladunki
czastkowe atomow w obrebie czasteczek glikolu uzyskano poprzez dopasowanie tadunkow
punktowych do potencjatu elektrostatycznego obliczonego na podstawie gestosci fadunku
uzyskanej w wyniku obliczen DFT [121,122] z wykorzystaniem orbitalnego zestawu
bazowego 6-311G*™ typu gaussowskiego (EMSL Basis Set Exchange) z potencjalem
wymienno-korelacyjnym B3LYP [123,124] w pakiecie NWChem [125].

Model wyjsciowy obejmowal dimer Hyp-1 powtdrzony czterokrotnie w komorce
elementarnej, a nastepnie powielony w kazdym kierunku (x, y, z), tworzac superkomorke
struktury 2x2x2. Ostateczny ukltad zawieral zatem 64 indywidualne kopie biatka (2 x 4 x 2 x 2
x 2 =64).

Strukture wyjsciowa poddano procedurze minimalizacji energii osiagajac szybko
minimum bez znaczacych zmian strukturalnych. Nastepnie przeprowadzono pierwsza
symulacje przy zachowaniu statej liczby czasteczek (N), objetosci (V) oraz temperatury
ukladu (T). Skladata si¢ ona ze 100 000 krokéw trwajacych po 1 fs kazdy, w ktdérych
temperatura zostata ustalona na 292 K, oddzialywania krdtkozasiggowe (van der Waalsa

i Coulomba) ulegly odcieciu na odlegtos¢ 3,2 A, natomiast oddzialywania dalekozasiegowe
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zostaly obliczone przy pomocy algorytmu PME (Particle Mesh Ewald) [126,127]. Do
utrzymania odleglosci miedzy sasiadami danej czasteczki i unikniecia kolizji atomoéw
zastosowano strukture Verleta [128], aktualizujac liste sasiadéw co 20 krokdw symulacji. We
wszystkich trzech wymiarach zastosowano periodyczne warunki brzegowe, a predkosci

poczatkowe atoméw wygenerowano z rozkladu Maxwella przy temperaturze 292 K.

Po przeprowadzeniu pierwszej symulacji rownowazacej NVT (stala liczba czasteczek,
objetos¢ i temperatura) wygenerowana strukture poddano drugiej symulacji przy stalej
liczbie czasteczek (N), cisnieniu (P) i temperaturze (T). Symulacja ta obejmowata 1 000 000
krokow po 1 fs kazdy przy takich samych ustawieniach oddziatywan i potencjatow jak we
wczesniejszej symulacji. Zastosowany izotropowy barostat utrzymywat cisnienie na
poziomie 1 bara. Stabilizacja sredniego RMSD podczas symulacji pozwolita okresli¢, ze
pomimo jej krotkiego trwania udalo sie osiagnac stabilizacje systemu i zgromadzi¢ dane
(Rys. 34).
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Rysunek 34. Srednie RMSD dla wszystkich atoméw obliczane w czasie dla struktury biatka Hyp-1
podczas trwajacej 1 ns (1 000 000 krokow x 1 fs) drugiej symulacji NPT. Przedstawione wartosci

zostaly usrednione dla 64 monomeréw w krysztale.

Dane dotyczace zmian pozycji atoméw zmierzono podczas trzech dodatkowych
symulacji w skalach czasowych 100 ps, 10 ps i 1 ps, sktadajacych sie z odpowiedniej liczby
krokow czasowych 1 fs. Pozycje atomoéw byly zapisywane do pliku trajektorii odpowiednio
co 200 fs, 20 fs i 2 fs. Nastepnie dane te wykorzystano do obliczenia katéw odpowiadajacych
poszczegdlnym konformacjom fancuchdéw bocznych aminokwaséw, czyli rotamerom
(Tab. 3).
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Tabela 3. Definicje atomoéw tworzacych katy torsyjne danej reszty aminokwasowej

zaimplementowane podczas symulacji.

Pierwszy kat torsyjny Drugi kat torsyjny Koncowy kat torsyjny

Arg N-CA-CB-CG CA-CB-CG-CD CG-CD-NE-CZ
CB-CG-CD-NE

Asn N-CA-CB-CG CA-CB-CG-0OD1

Asp N-CA-CB-CG CA-CB-CG-0OD1

Cys N-CA-CB-SG

Gln N-CA-CB-CG CA-CB-CG-CD CB-CG-CD-OE1

Glu N-CA-CB-CG CA-CB-CG-CD CB-CG-CD-OE1

His N-CA-CB-CG CA-CB-CG-ND1

Leu N-CA-CB-CG CA-CB-CG-CD1

Lys N-CA-CB-CG CA-CB-CG-CD CG-CD-CE-NzZ
CB-CG-CD-CE

Met N-CA-CB-CG CA-CB-CG-SD CB-CG-SD-CE

Phe N-CA-CB-CG CA-CB-CG-CD1

Pro N-CA-CB-CG

Ser N-CA-CB-0G

Thr N-CA-CB-0G1

Tyr N-CA-CB-CG CA-CB-CG-CD1

Val N-CA-CB-CG1

Po przeprowadzeniu réwnowazacych symulacji NVT i NPT struktura zostata
schfodzona do 100 K (temperatura, w jakiej prowadzone sa pomiary krystalograficzne
bialek) w kolejnej symulacji sktadajacej sie z 1 200 000 krokow po 1 fs kazdy. Temperatura
pozostawata na poziomie 292 K przez pierwsze 100 ps symulowanego czasu, nastepnie byta
liniowo obnizana do 100 K w ciagu 1 ns symulowanego czasu i pozostawata na poziomie 100

K przez koricowe 100 ps symulowanego czasu.

Ostatnim etapem bylo zmierzenie sredniego kwadratu odchylen pozycji atomow od
potozenia rownowagi do wyliczenia symulowanych ADPs. W tym celu schtodzona do 100 K
struktura poddawana bylta symulacji sktadajacej si¢ z 1 000 000 krokéw po 1 fs, a pozycje

atomow byly zapisywane do pliku trajektorii co 2 ps.

6.8. Proces przeksztatcania superkomorki 7Hyp/ANS w jej reprezentacje w
przestrzeni wielowymiarowej (3+1)D

Szczegdty  dotyczace przeksztalcania z superkomorki do reprezentacji
w nadprzestrzeni (3+1)D obejmowaty tylko przypadek 7Hyp/ANS. Konwencja zapisu
w przestrzeni wielowymiarowej (3+1)D jest taka, ze komdrka elementarna jest okreslana
przez ai, a, . . ., an zamiast a, b i c. Wektory w przestrzeni odwrotnej to a1*, a2* , . . ., an*
zamiast a*, b* i ¢*. Odleglosci sa mierzone jako wartosci x1, X2, . . ., Xn zamiast x, y i z, za$
refleksy sa wskaznikowane jako hi, hz, . . ., ha zamiast h, k, 1, m. Struktura 7Hyp/ANS
sktadata si¢ z siedmiokrotnego rozszerzenia (do superkomorki) komdrki zawierajacej cztery
faricuchy biatkowe i kilka malych czasteczek w jednostce asymetrycznej (ASU, Asymmetric
Unit) komoérki elementarnej. Wektor modulacji przebiegat w jednym kierunku, wzdluz
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wymiaru xs (Rys. 29). Docelowa superkomorka zawierata 28 fancuchow w ASU, ale fancuchy
biatkowe skfadajace si¢ na pierwsza komodrke to A, B, a i b. Wszystkie pozostate tancuchy
byly powiazane poprzez modulacje w kolejnych pojedynczych komorkach. Na przyktad
pierwsza lista molekut reprezentowata tanicuchy w komorkach 1-7 (A, G, E, G, I, K, M), ktore
byly wzajemnie powigzane przez tNCS z faricuchem A z pierwszej komodrki podstawowej
(Tabela 4).

Tabela 4. Lancuchy wzajemnie powiazane operacja translacyjnej NCS w kolejnych komorkach
podstawowych, zaznaczono réwniez numery i rozmieszczenie czasteczek ANS w poszczegolnych
miejscach wiazania, pozwalajace obliczy¢ prawdopodobienstwo ich wystapienia w zredukowanej
komorce. Kolory oznaczaja tancuchy polaczone wzajemnie operacja tNCS i nalozone na jeden z
czterech lancuchow komoérki podstawowej: A, B, a lub b. Numery czasteczek ANS sa zgodne z ich

oznaczeniami w wej$ciowym pliku .cif struktury.

Mole 1y 1o 13 |4 |5 |6 |7 |8 M |1 |2 |5 |4 |5 |6 |7 |8
kuta kuta
20 [ 20 [ 20 |20 |20
A 202 | 203 | 201 204 B
1 |2 |5 |4 |3
20 |20 20
@ 201 | 202 | 203 205 | 204 | B
1|2 3
204 20
E 201 | 202 | 203 /20 B )
5
204 20 |20 | 20
G 201 | 202 | 203 120 | @
2 |3 |1
5
204
20 |20
I 202 | 201 | 203 /20 i 15
5
20 |20 [ 20 |20 |20
K 201 | 202 | 203 ]
1 (2 |3 |4 |5
20
20 |20 3
M 201 | 202 | 203 N /
1 |2 20
4
20 20
o) 202 | 201 P
1 2
Q 201 203 | 202 R 20 201 20 20
2 |1 |3 4
S 201 i
20 20 | 20
U 202 | 201 203 | 204 205 \Y
3 2 |1
20
201
20 | 20 3/
7 203 | 202 /20 X
1 |2 20
4
4
i 201 | 202 203 | 204 Z 20 20 |20 20
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1 (2 |3 4
20
20 | 2
a 201 b 0|2 3
2 |1 20
4

Do wyswietlenia danych w nadprzestrzeni (3+1)D zastosowano skrypt Matlab
(MathWorks) read_cif.m, ktory zostal uzyty do manipulagi plikami z bazy
PDB, pozwalajacymi wyswietli¢ dane w przestrzeni wielowymiarowej. Proces rozdzielenia
superkomorki i przeksztalcenia jej do przestrzeni czterowymiarowej (3+1)D rozpoczat sie od
podzielenia jej na 7 komdrek podstawowych przy pomocy funkcji reduce_data.m. Liczba
komdrek podstawowych w dowolnym wymiarze jest rowna mianownikowi wektora
q w tym wymiarze. Dla struktury 7Hyp/ANS liczba wszystkich komodrek podstawowych
wynosila siedem i byly one rozlokowane wzdtuz xs. Funkcja reduce_data.m zredukowata
wspolrzedne atomdéw z poszczegdlnych komorek 2-7 powiazanych tNCS do wspdtrzednych
jednej komérki podstawowej (Rys. 35, 36). Srednia pozycje atomowa obliczono jako éredniq
z powigzanych atoméw komorki podstawowej. Tak wyznaczona srednia pozycja zostala
zastosowana do obliczenia pozycji x4 danego atomu we wszystkich pozostatych komoérkach
podstawowych. Funkcja reduce_data okreslata w ktorej komorce znajduje sie odpowiednia
molekuta odpowiadajaca tym z pierwszej komorki podstawowej i o ile nalezy ja przesunac
wzdluz xs, aby nalozy¢ na analogiczna molekule z pierwszej komorki podstawowe;j.
Nastepnie zamieniono do celow obliczeniowych oznaczenia taricuchow i pozostatych typow
czasteczek w postaci liter na liczby w kolejnosci rosnacej. Oddzielna tablica danych uzywana

w innych skryptach przechowywata informacje, ktore etykiety atomow zmieniono i na jakie.
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Rysunek 35. Pelen obraz zredukowanej komorki elementarnej po nalozeniu na nia kolejnych

lancuchow z dalszych komorek podstawowych przy uzyciu skryptu MATLAB. Atomy wegla sa
zaznaczone na czarno, azotu na niebiesko, tlenu na czerwono, siarki na z6tto, a wodoru na biato.

Rysunek 36. Natozenie kolejnych fancuchéw na pierwsza komorke 7Hyp/ANS z widokiem
wzdluz osi c. NaloZenie nastapilo w wyniku przesuniecia tancuchéw z kolejnych komorek (2-7) o

odpowiednia wielokrotnos¢ wektora translacji.
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Struktura 9Hyp/ANS skladatla sie z dziewieciokrotnego rozszerzenia komorki
podstawowej w superkomorke i podobnie jak struktura 7Hyp/ANS posiadata cztery
taricuchy biatkowe w ASU komorki podstawowej. Tym samym proces przeksztalcania
z superkomorki do przestrzeni (3+1)D bylby taki sam dla struktury 9Hyp/ANS, przy czym
glowna rdznica polega na tym, ze superkomorka 9Hyp/ANS posiada dziewieciokrotne
rozwinigcie wzdtuz ¢, a wektor q okreslony dzieki wskaznikowaniu obrazéw dyfrakcyjnych

w programie Crysalis Pro wynosi 4/9a3 w przeciwienstwie do 3/7a3 dla 7Hyp/ANS.

6.9. Udoktadnienie modelu 7Hyp-ANS w komorce (3+1)D

Do udokladnienia modelu wykorzystano plik .cif dla 7Hyp/ANS zdeponowany
w bazie PDB pod numerem 4N3E. Stosujac opisany wyzej skrypt read_cif.m i wywotane
w nich funkcje, otrzymano zredukowana forme komorki elementarnej zawierajacej Srednie
potozenia atomoéw natozonych na cztery faricuchy A, B, a, b pierwszej komorki
podstawowej. Jako baze refleksow wraz z odpowiadajacymi im czynnikami struktury
wykorzystano informacje zawarta w bazie PDB w plikach .mtz zapisanych z pliku binarnego
do pliku tekstowego. Uzyty zbidr refleksow liczyt 235 350 pikéw uporzadkowanych w pliku
zgodnie z rosngcym wskaznikiem h. Jako parametry udokfadniania wybrano amplitude
modulagji, przesuniecie fazowe funkcji modulacji AMF oraz modulowane AMFE. Wyniki
udoktadnienia przedstawiono na wykresie Feuc/Fors, gdzie Feic to czynniki struktury obliczone
dla modelu 7Hyp/ANS w zredukowanej komdrce elementarnej. Koricowa wartos¢ R bedaca
miarg jakosci dopasowania dla wygenerowanego modelu zostata obliczona tak jak we
wzorze (1). Zaleznos¢ Fuie/Fos dla udoktadnionego zbioru danych 7Hyp/ANS przedstawia
Rys. 37.

10°

| R=2165%

Fobs

107 107 107 107 10"
Fcalc

Rysunek 37. Feaic/Fobs dla zredukowanej komorki 7Hyp/ANS udokladnionej z wlaczona amplituda

modulacji i przesunieciem fazowym.
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Oba zbiory danych zostaly znormalizowane do najsilniejszego refleksu i tym samym
przedstawione w tej samej skali. W idealnym przypadku wszystkie punkty znajdowatyby sie
na prostej Fae = Fos, jednak kazdy pomiar amplitudy czynnika struktury obarczony byt
bledem. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze kazdy model pozostaje zawsze pewna teoretycznag

idealizacja realnego problemu fizycznego.

6.10. Weryfikacja poprawnosci stereochemicznej struktury

Po przeprowadzeniu udokladnienia modelu 7Hyp/ANS zastosowano skrypt
restraints_analysis.m oraz analyse_ADPs.m w celu poréwnania obliczonych dtugosci
wigzan, wartosci katow walencyjnych oraz torsyjnych wzgledem idealnych wartosci
z biblioteki danych. Poréwnano rdéwniez rozklady dlugosci wigzan, katow i katow
torsyjnych w obrebie calej populacji danego aminokwasu lub czasteczek liganda. Dla
ilustracji dziatania skryptu oraz okreslenia jakosci struktury w niniejszej pracy
przedstawiono takie rozklady dla reszt aminokwasowych waliny (Val) (Rys. 38, 41, 44),
argininy (Arg) (Rys. 39, 42, 45) oraz czasteczek liganda ANS (oznaczonych jako 2AN na Rys.
40, 43, 46, gdyz pod takim symbolem czasteczka ANS wystepowata w bibliotece wiezow
programu ).REFMAC). Czerwone kreski na rysunkach oznaczaja rozklad dtugosci

wiazan, katow i katow torsyjnych z biblioteki danych.
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1.5 i i?
= 1.4 B
A 1.3 = - 20
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1.1 ' ' '
1.2 1.3 1.4 1.5 1.6

B()ndthem‘_\-‘ [A]

Rysunek 38. Analiza dlugosci wiazan w udokladnionym modelu 7Hyp/ANS dla aminokwasu
waliny (Val). W ramce przedstawiono rozklad obliczonych wiazan dla wszystkich molekut Val w

udokladnionym modelu.
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Rysunek 39. Analiza dlugosci wiazan w udokladnionym modelu 7Hyp/ANS dla aminokwasu
argininy (Arg). W ramce przedstawiono rozklad obliczonych wiazan dla wszystkich molekut Arg w
udokladnionym modelu.
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Rysunek 40. Analiza dlugosci wiazan w udokladnionym modelu 7Hyp/ANS dla czasteczek liganda
ANS (kod w bibliotece danych 2AN). W ramce przedstawiono rozklad obliczonych wiazan dla
wszystkich molekul ANS w udokladnionym modelu.
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Rysunek 41. Analiza wartosci katow w udoktadnionym modelu 7Hyp/ANS dla aminokwasu
waliny (Val). W ramce przedstawiono rozklad obliczonych katow dla wszystkich molekul Val w
udokladnionym modelu.
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Rysunek 42. Analiza wartosci katow w udokladnionym modelu 7Hyp/ANS dla aminokwasu
argininy (Arg). W ramce przedstawiono rozklad obliczonych katéw dla wszystkich molekul Arg w
udokladnionym modelu.
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Rysunek 43. Analiza wartosci katow w udokladnionym modelu 7Hyp/ANS dla czasteczek liganda
ANS (kod w bazie 2AN). W ramce przedstawiono rozklad obliczonych katéow dla wszystkich
molekul ANS w udokladnionym modelu.
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Rysunek 44. Analiza wartosci katow torsyjnych w udokladnionym modelu 7Hyp/ANS dla
aminokwasu waliny (Val). W ramce przedstawiono rozklad obliczonych katow dla wszystkich
molekul Val w udokladnionym modelu.
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Rysunek 45. Analiza wartosci katow torsyjnych w udokladnionym modelu 7Hyp/ANS dla
aminokwasu argininy (Arg). W ramce przedstawiono rozklad obliczonych katow dla wszystkich
molekul Arg w udoktadnionym modelu.
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Rysunek 46. Analiza wartosci katow torsyjnych w udokladnionym modelu 7Hyp/ANS dla
czasteczek liganda ANS (kod w bazie 2AN). W ramce przedstawiono rozklad obliczonych katow
dla wszystkich molekul ANS w udokladnionym modelu.

Rys. 38-43 pokazuja dobra zgodnosc¢ obliczonych i modelowych dtugosci wigzan oraz
wartosci katéow zwyklych dla udoktadnionego modelu struktury, natomiast w przypadku
katow torsyjnych (Rys. 44-46) zaobserwowano wieksza dowolnos¢ przyjmowanych wartosci,

zarowno w przypadku aminokwasow nalezacych do tanicucha gtéwnego jak i swobodniej
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zwiazanych czasteczek liganda ANS. Moze to stanowi¢ odzwierciedlenie zmian

konformacyjnych zachodzacych w strukturze podczas udoktadniania modelu.

Skrypt analyse_ADPs.m pozwala wyznaczy¢ rozklad ADPs dla udokladnionej
struktury wraz z dopasowanym do niego rozkladem SIGD [46]. Rozklad SIGD przyjmuje

forme jak we wzorze (12):

. o _ Ba+1 1 . L

gdzie I'(a) jest funkcja gamma, B reprezentuje wektor zawierajacym zmierzone wartosci
ADPs, a By, 3 i a sa odpowiednio parametrami przesuniecia, skali i ksztattu (Rys. 47). Na
Rys. 48 przedstawiono wybrany fragment taricucha A z wygenerowana po udokfadnieniu
dzieki skryptowi plot_structure.m gestoscia elektronowa. Widoczne jest dobre dopasowanie

elementow modelu do gestosci elektronowej.

0.035

p(B) = SIGD (B; e, 8, By)
0.03 1 a = 10.78, 3 = 450.09, By = 0.00

0 50 100 150

Rysunek 47. Rozklad czynnikéw temperaturowych ADPs w udokladnionym modelu 7Hyp/ANS
oraz dopasowanie do niego rozkladu SIGD. W prawym goérnym rogu skrypt MATLAB zwraca
parametry dopasowanego rozkladu.
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Rysunek 48. Wizualizacja wybranego fragmentu lancucha A z komdrki zredukowanej 7Hyp/ANS

wraz z naniesiona na niego gestoscia elektronowa. Jaka mapa? Jaki kontur???

6.11. Wprowadzenie poprawek zwigzanych z obecnoscig fonondéw

Funkcja phonon.m wprowadza poprawke na obecnos$¢ nieporzadku wynikajacego
zdrgan termicznych sieci krystalicznej, czyli fonondéw, w strukturze modulowane;j.
Obecnos¢ fononow i wynikajacy z ich obecnosci rozrzut potozenia atomoéw modyfikuje
klasyczny czynnik Debye’a-Wallera, a tym samym ADPs atoméw w krysztale. Pomimo
ztamania periodycznosci w strukturach modulowanych mozna wyrdznic¢ obecnos¢ zaréwno
modow akustycznych, jak i optycznych zwigzanych z fononami. Sprawia to, ze ze wzgledu
na fonony nalezy wprowadzi¢ poprawke do czynnika struktury w formie czynnika Debye’a—
Wallera. Dla takich drgait mozna wprowadzi¢ opis zalezno$ci wychylenia atomu z potozenia

rownowagi czynnikami gaussowskimi.

Opis nieporzadku fononowego daje mozliwos¢ zastosowania réznych modeli. Jesli
wychylenie atomdéw z potozen rownowagi pod wplywem drgan termicznych przyblizy sie
funkcja harmoniczna, to w przestrzeni wektora falowego stanie si¢ ona funkcja Bessela
pierwszego rodzaju. W takim przypadku czynniki Debye’a—Wallera zastepuje si¢ funkcjami
Bessela, w ktorym parametrem drgan jest amplituda wychylenia atomu z potozenia
rownowagi. Do przyblizenia nieporzadku fononowego w zredukowanej strukturze
7Hyp/ANS wykorzystano podstawowy model stosujacy czynniki gaussowskie, jednak
funkcja phonon.m posiada zaimplementowane elementy umozliwiajace rowniez
zastosowanie modelu z funkcjami Besssela. Na potrzeby niniejszej rozprawy doktorskiej
dokonano udokladnienia modelu struktury, w ktérym nieporzadek fononowy opisuje model

z czynnikiem gaussowskim (Rys. 49). Wskaznik R obliczono standardowo ze wzoru (1).
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Rysunek 49. Fcalc/Fobs dla zredukowanej komorki 7Hyp/ANS udokladnionej z wlaczona

amplituda modulacji, przesunieciem fazowym oraz nieporzadkiem fononowym (mod gaussowski).

7. Dyskusja

7.1. Wptyw warunkow krystalizacji na modulacje struktury

Podczas krystalizacji 9Hyp/ANS nieznacznie zmodyfikowano warunki krystalizacji
w porownaniu do wczesniejszej modulowanej struktury kompleksu biatkowego 7Hyp/ANS.
Zmiana ta obejmowata dodatek melatoniny podczas inkubacji roztworu krystalizacyjnego
biatka z ANS, co wywolalo nowy typ modulagji struktury. Stad catkiem mozliwe wydaje sie
otrzymanie innych wariantéw modulacji nadstruktury kompleksow Hyp-1 poprzez
krystalizacje z uzyciem innego stezenia melatoniny lub zastosowania innego dodatku do

roztworu krystalizacyjnego.

Poréwnujac parametry sieciowe 7Hyp/ANS oraz 9Hyp/ANS nalezatoby sie
spodziewad, ze przy przejéciu z siedmiokrotnej do dziewieciokrotnej modulacji struktury
wzdhuz kierunku ¢, parametr sieciowy ¢ powinien wzrosnac 9/7 razy, tj. z 298,56 do 383,86 A.
Tymczasem rzeczywisty parametr ¢ krysztalu 9Hyp/ANS wynosi 385,40 A, co oznacza, ze
9Hyp/ANS nie jest prosta kopia struktury 7Hyp/ANS wydtuzona o 2 jednostki strukturalne
wzdluz ¢, ale zupelie odrebng struktura modulowana. Analogicznie, parametry
aib (spelniajace zaleznos¢, ze a = b w przypadku obu struktur) powinny mie¢ takie same
wartosci w 7Hyp/ ANS i 9Hyp/ANS. Tymczasem, wartos¢ parametréw a i b w 9Hyp/ANS
wynosi po 148,85 A i jest wieksza o 1,75% niz w 7Hyp/ANS (146,29 A). Stanowi to kolejny

argument przemawiajacy za istnieniem rzeczywistej roznicy i odrebnosci obu struktur.
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7.2. Artefakty pozostate po krystalizacji

W mapach gestosci elektronowej struktury krystalicznej 9Hyp/ANS zidentyfikowano
156 czasteczek ANS, stabo potwierdzong melatonine (MEL) oraz 152 czasteczki wody.
Ponadto  struktura 9Hyp/ANS zawieratla  artefakty  pozostale = po  procesie
krystalizacji, niekompletne czasteczki ANS oraz inne ligandy oddziatujace z biatkiem
w wyrdznionych miejscach wigzania 1-8. W strukturze udato sie¢ zidentyfikowac
i wmodelowaé dziesie¢ aniondw siarczanowych SOZ~, z ktérych dwa zajmowaty miejsce
wiazace nr 2, gdzie byly stabilizowane, podobnie jak czasteczka ANS, poprzez wiazania
wodorowe z atomem azotu N¢ laficucha bocznego lizyny Lys8. To silnie sugeruje
szczatkowy charakter grupy sulfonianowej ANS, ktora byla dobrze widoczna na mapach
dzieki duzej liczbie elektrondw i specyficznemu zakotwiczeniu pomimo nieuporzadkowania
pozostalej czesci liganda. Hipoteze te wspierata obecno$¢ dodatnich pikow gestosci
elektronowej w poblizu tych aniondéw siarczanowych, nawet jesli nie mozna bylo

wiarygodnie zinterpretowac ich jako kompletnych czasteczek ANS.

Pozostale osiem anionow siarczanowych znajdowato si¢ na powierzchni biatka
w obszarach normalnie zarezerwowanych dla miejsc wigzania ANS 8 (pie¢ jondéw) i 7 (trzy
jony). Zazwyczaj ich pozycja jest stabilizowana przez bezposrednie wigzania wodorowe
z dodatnio natadowanymi atomami N¢ laficuchéw bocznych Lys138 i Lys139. Co
ciekawe, w pieciu przypadkach znaleziono w pelni zajeta czasteczke ANS w odleglosci
mniejszej niz 5 A od aniondéw siarczanowych, bez zadnych bezposrednich interakji.
Szczegdtowa inspekcja obszarow rdéznicowej gestosci elektronowej pod koniec procesu
udoktadniania ujawnita pozycje siedmiu aniondéw cytrynianu sodu (FLC) stanowiacych
czynnik stracajacy. Czasteczki FLC znajdowaty sie tylko w miejscach wiazacych nr 7
i 8, tworzac bezposrednie kontakty wodorowe z atomem N" tartucha bocznego argininy
Arg93 (w miejscu wigzacym nr 7) lub atomem N¢ Lys134 (w miejscu nr 8). Dodatkowo
wmodelowano czasteczki sulfotlenku dimetylu (DMS) z roztworu ANS w obszarze miejsc
wigzacych nr 5 (faricuch N) i 8 (fancuchy G i V). Pojedyncze czasteczki DMS znajdowaty sie
w sasiedztwie w pelni obsadzonych, dobrze widocznych czasteczek ANS, ale udalo sie
rowniez zidentyfikowa¢ dwie wolne, miedzyweztowe czasteczki DMS usytuowane
pomiedzy tancuchami N i V. Czasteczka HEPES (EPE) pochodzaca z roztworu
buforowego, rbwniez zawierajaca grupe sulfonianowa, wyparta ANS w miejscu wigzania
7 fancucha P. Jej dokowanie w tym miejscu bylo stabilizowane poprzez oddziatywanie

z fancuchem bocznym Lys138.

7.3. Analiza zblizniaczenia

Obecnos¢ elementdw zblizniaczenia w  krysztale 9Hyp/ANS potwierdzono
wykonujac dwa testy skumulowanych rozkladow intensywnosci zwanych L-testem oraz
S(H) testem. Istotna przewaga L-testu nad testem S(H) jest jego niewrazliwos¢ na rotacje
i (przy odpowiednim doborze réznicy wskaznika | ktéry w tym wypadku wynosil 9) na
translacyjne elementy zwigzane z NCS. Inne patologie krystalograficzne obecne
w 9Hyp/ANS, takie jak translacyjny NCS, mogty zamaskowac efekt zblizniaczenia poprzez
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zmniejszenie intensywnosci calych podzbioréw reflekséw. Finalnie doprowadzito to do
modulagji intensywnosci w catych podgrupach wskaznikéw i dodatkowych aberracji
struktury, ktorych efekty na oczekiwany rozklad intensywnosci sa zwykle przeciwne do
tych, wynikajacych ze zbliZzniaczenia [129]. Pseudosymetria i zblizniaczenie powszechnie
wystepuja razem [130], a zatem obecnos¢ elementéw pseudosymetrii wyjasniataby, dlaczego
rozklady intensywnosci sa zaburzone mniej, nizZ mozna by sie spodziewa¢ w przypadku

idealnego zbliZzniaczenia.

Testem S(H) zidentyfikowano dla kazdej z grup refleksow udziat frakgji blizniaczej
rowny 0,45 (zamiast oczekiwanego 0,25 w przypadku idealnego zblizniaczenia
tetartoedrycznego). Moze to wynika¢ z obecnosci rotacyjnych elementéw NCS w przestrzeni

rzeczywistej, ktére niemal pokrywaja si¢ z potencjalnymi operatorami zbliZzniaczenia [131].

7.4. Obsadzenie modelu struktury czgsteczkami ANS

Chociaz miejsca wigzania ligandow sa takie same zard6wno w kompleksie biatkowym
7Hyp/ANS jak i 9Hyp/ANS, szczegdly dotyczace lokalizagji ligandéw w obrebie jednostek
asymetrycznych wyraznie réznily sie w przypadku obu struktur. W strukturze 9Hyp/ANS
wigkszos¢ czasteczek liganda ANS (95 ze 156 zidentyfikowanych w mapach gestosci
elektronowej czasteczek) byto zlokalizowanych w obrebie trzech wewnetrznych miejsc
wiazacych nr 1-3, przy czym 75 z nich (78,9%) wystepowato w pelnym obsadzeniu réwnym
1,0. W Tabeli 5 36 taricuchow biatkowych pogrupowano w dwa Rzedy, oznaczone jako
rozowe (Rzad I, AB,...QR) i zielone (Rzad II; ST,...ij). Wewnetrzne miejsca wiazania 1-3
zaznaczono na zotto. Pelne obsadzenie ligandow zaznaczono jako x lub 2x, co wskazywato
liczbe czasteczek liganda (1 lub 2) w obszarze danego miejsca wiazacego. CzesSciowe
obsadzenie zostalo oznaczone przez jego wartos¢ ulamkowa. W przypadku miejsc
miedzywezlowych nr 4-8 zaznaczono réwniez polaczenie z sasiednia czasteczka
biatka, a takze mozliwe czeSciowe obsadzenie. Symbol (') wskazywal jednoznacznie
obecno$¢ czasteczek powiazanych symetrycznie z innymi miejscami wigzania. Czasteczki
ligandow inne niz ANS (DMS, FLC, EPE, SO4) zostaly oznaczone za pomoca ich skrotow
i obsadzenia.
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Tabela 5. Schemat wysycenia struktury 9Hyp/ANS czasteczkami liganda [110].
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Pozostale 61 czasteczek liganda ANS posiadajacych bardzo dobra gestos¢
elektronowq zidentyfikowano w pieciu dodatkowych powierzchniowych miejscach
wigzacych nr 4-8. Zadna z molekul biatka nie byta catkowicie zajeta przez czasteczki liganda
we wszystkich o$miu miejscach wigzacych, ale nie wystgpita réwniez pojedyncza
molekuta, ktéra bylaby catkowicie nieobsadzona przez czasteczki ANS. W dimerach
AB, ..., QR tworzacych rzad I, zawsze jedna z czasteczek (A, C, E, ..., Q) miata miejsca nr 1
i 2 w pelni zajete, natomiast miejsce nr 3 byto puste lub czesciowo wypelnione, a obsadzenie
czasteczka ANS wynosito 0,7. W komplementarnych czasteczkach tych dimeréw Hyp-1
(B, D, F, ..., R) wszystkie trzy wewnetrzne miejsca wigzania ANS 1-3 byly zawsze w pei

zajete czasteczkami ligandow posiadajacymi doskonata gestos¢ elektronowa.

Wzor obsadzenia w obrebie rzedu II wyraznie rézni si¢ od sytuacji napotkanej
w 7Hyp/ANS, gdzie w pierwszych czasteczkach kazdego dimeru (tj. O, Q, S, U, W, Y, a)
zaobserwowano wiele nieobsadzonych miejsc, przy czym miejsce 3 tych molekul bylo
zawsze puste. Wsrod molekut biatka nalezacych do tancuchéow T i V. w ogole nie
zaobserwowano obecnosci wewnetrznych ligandéw w miejscach nr 1-3. W przypadku
9Hyp/ANS, drugie czasteczki z kazdego dimeru (T, V, X, ..., j) tworzyly wzor wysycenia
ligandami podobny do rzedu I i zawsze posiadaly pelny zestaw czasteczek ANS w trzech
wewnetrznych miejscach wiazacych, z wyjatkiem czesciowego obsadzenia w miejscach
T(1), d(1) i h(1). W pierwszych molekutach biatkowych II rzedu (tj. S, U, W, ..., i) wystapito
wiele perturbacji we wzorze nasycenia czasteczkami ANS, a wsrdd nich trzy tancuchy
(U, W, e) zawieraly tylko jedna, czesciowo obsadzona czasteczke liganda w miejscu

wiazacym nr 1. Chociaz miejsce nr 1 jest zawsze zajete przez ANS, to miejsce nr 2
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w tancuchach ci g bylo wypetnione anionem siarczanowym, ktéry moégt pochodzic¢ z buforu
oczyszczajacego badz krystalizujacego lub, co bardziej prawdopodobne, byt jedynym
widocznym sygnalem sulfonianowym pochodzacym od stabo uporzadkowanej czasteczki
ANS.

W 7Hyp/ANS czasteczki ANS generalnie obserwowane byly w poszczegolnych
miejscach wiazania tylko w pelnym obsadzeniu, z wyjatkiem jednego czesciowo zajetego
miejsca nr 3 w tanicuchu R. Tymczasem w strukturze 9Hyp/ANS wystepuje az 50 czasteczek
ligandow (32,0% wszystkich miejsc obsadzonych przez czasteczki ANS) z czeSciowym
obsadzeniem. Biorac pod uwage wszystkie 3 wewnetrzne miejsca wiazace w 36 faricuchach
biatkowych (36 x 3 = 108), stwierdzono, ze miejsce nr 1 bylo zawsze zajete przez czasteczke
ANS, miejsce nr 2 mialo pie¢ wakatéw oraz dwa czesciowo obsadzone aniony siarczanowe
zamiast ANS, natomiast miejsce nr 3 bylo puste w o$miu na 36 przypadkow. W modelu
7Hyp/ANS natomiast wsréd 28 x 3 = 84 mozliwosci miejsce nr 1 bylo puste w pieciu
przypadkach, miejsce nr 2 posiadalo trzy wolne miejsca, a miejsce nr 3 bylo puste
w 15 przypadkach. Fakt, ze w przeciwienstwie do 7Hyp/ANS, gdzie prawie wszystkie
czasteczki ANS wystepuja w pelnym obsadzeniu, wiele czasteczek ANS w modelu struktury
9Hyp/ANS wykazuje tylko czesciowe obsadzenie, moze by¢ przypisany efektowi
konkurencji miedzy czasteczkami ANS i melatoniny podczas procesu wzrostu krysztatu.
Schemat obsadzenia miejsc wigzacych nr 4-8 na powierzchni biatka jest znacznie bardziej
skomplikowany - w strukturze 9Hyp/ANS zidentyfikowano 61 powierzchniowo
zwigzanych czasteczek ANS zgrupowanych w pieciu dostepnych miejscach nr 4-8.
Zaobserwowano rowniez, ze oprocz glownego liganda ANS, rowniez inne czasteczki
pochodzace z roztworu buforu lub krystalizacyjnego takie jak EPE, DMS, FLC
i prawdopodobnie MEL, sa réwniez czesto spotykane w miejscach powierzchniowych.
Ogolnie rzecz biorac, w 7 lancuchach biatkowych zidentyfikowano dziesie¢ czasteczek
ANS, przy czym wystepowaly one z najwyzsza czestotliwo$cia w miejscu nr 7 (pieé
czasteczek ligandéw). W taricuchach V z Il rzedu oraz i z I rzedu, dwa ligandy inne niz ANS
byly réwnoczesnie przytaczone w miejscach nr 6 i 7 oraz w miejscach nr 7 i 8. Liczba
powierzchniowych czasteczek ligandow w miejscach wiazacych 4-8 zmieniala sie
w zaleznosci od tanicucha wzdtuz rzedow. Z reguly kazde z powierzchniowych miejsc
wiazania posiadato wiele wakatéw w kazdym z biatkowych rzedéw. Podobnie jak w
7Hyp/ANS, nie stwierdzono obecnosci taricucha biatkowego posiadajacego czasteczki
liganda zwiazane w kazdym z jego powierzchniowych miejsc wiazacych. Czestosc
obsadzenia miejsc miedzywezlowych rosnie poczawszy od miejsca nr 4 (zajetego
w 13 faricuchach) do miejsca nr 8 (29 tancuchow). Nalozenie wszystkich czasteczek ANS na
jeden wspdlny slad Ca pochodzacy od kolejnych faricuchow Hyp-1 wskazato na stabilnos¢
polozenia ligandow w miejscach wiazacych nr 1, 2, 3, 4 i 5. W przypadku miejsc nr 6, 7 i 8
wystepowata znaczng zmiennos¢ pozycyjna i dowolnos¢ konformacyjna czasteczek ANS, co
byto widoczne jako niedoskonale nakladanie sie¢ poszczegdlnych czasteczek liganda.
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Niemniej, ich polozenie wzgledem odpowiednich elementéw struktury drugorzedowej

biatka zostato zachowane.

7.5. Konformacja czgsteczek ANS i ich wptyw na formowanie nadstruktury

Geometrie czasteczek ANS analizowano poprzez badanie trzech katéw torsyjnych,
(C2-C1-5-0), T (C7-C8-N-C11) i 13 (C8-N-C11-C), ktére opisuja orientacje grupy
sulfonianowej i podstawnika anilinowego wzgledem plaszczyzny naftalenu, a takze
catkowita orientacje pierscienia fenylowego czasteczki aniliny. Konformacja czasteczek ANS
zalezata od kombinacji katéw torsyjnych 1, 2 i 3 oraz bylta zalezna od miejsca wigzania, ktore
wymuszato lokalng deformacje ligandow. Zazwyczaj czasteczki ANS cechowata znaczna
zmiennos¢ rotacyjna, wyrazona faktem ze kat torsyjny m osiagal wartosci bliskie 0°, co
wynikato z lokalnej geometrii anionu grupy RSO3 . Zaobserwowano, ze wartosci katéw
torsyjnych nr 3 byly bliskie 0°, co jest sprzeczne z geometria referencyjnej struktury
AMANNS (27°), chociaz wartosci pozostalych katow 1 i 2 odpowiadaja dos¢ dobrze

geometrii referencyjnej struktury liganda uzytej podczas udokladnienia (Tabela 6).

Tabela 6. Zaobserwowane konformacje ANS opisane przez srednie wartosci katow torsyjnych t1, T2
i 13 (°) oraz ich odchylenia standardowe dla ligandéw zgrupowanych w odpowiednich miejscach
wiazania. Dane poréwnano z modelowa czasteczka ANS (oznaczona w bazie CSD, Cambridge
Structural Database jako AMANNS).

" —_ Miejsce| 4 2 3 4/5/6 718 AMANNS
at torsyjny
C1.e.08 -2(2) 0(2) -1(2) -2(3) 2(10)
C2CLSO" @) |50 1(2) 2(2) 52 |1 |
o 48(7) 32(4) 20(8) 28(10) 18(6)
C7-C&N-CI1 (12) | 355) 12(1) -2(6) 21(5) | 11(6) 42
N-C11-Cb 1(2) 1(2) -1(1) -1(2) 2(1)
C8-N-CI1-C*(13) | 93 24(5) 310|819 | 112 27
a Atom O sulfonianu, ktéry minimalizuje |tl1l. ®» Atom C aniliny, ktéry minimalizuje

[T3]1.

Konformacje ANS opisane $rednimi warto$ciami katéw torsyjnych i, 12 i 13 wraz
zich odchyleniami standardowymi dla ligandéw zgrupowanych w poszczegdlnych
miejscach wigzania zebrano w Tabeli 6. Jako odniesienie wykorzystano modelowa strukture
AMANNS 2z bazy danych CSD. Powierzchniowe miejsca wiazania odpowiadajace za
faczenie dwoch lub trzech sasiadujacych fancuchéw struktury 9Hyp/ANS zostaty podzielone
na dwie grupy. Ligandy 4, 5 i 6 odpowiadaja za taczenie trzech sasiadujacych taricuchéw
Hyp-1. Powoduje to, Zze numeracja jest plynna i dana czasteczka ANS moze by¢ oznaczona
jako 4, 5 lub 6, w zaleznosci od najblizszego miejsca wigzania w obrebie tancucha Hyp-
1, z ktérym oddziatuje. Podobnie potaczono miejsca nr 7 i 8, poniewaz 1aczq dwa taiicuchy
biatkowe. Otrzymane wyniki poréwnano z danymi uzyskanymi dla 7Hyp/ANS (zaznaczone
w  Tabeli kursywa). Znaczne odchylenie standardowe katéw  torsyjnych
w powierzchniowych czasteczkach ANS w miejscach nr 4/5/6 (trzy tancuchy) oraz 7/8 (dwa

faricuchy) wskazuja na duza swobode konformacyjna czasteczek ANS w tych miejscach oraz
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znaczace odksztatcenie od modelu referencyjnego. Oddzialywania z tanicuchami bocznymi
aminokwasow w miejscach wigzania pozwala ustabilizowac¢ czasteczke ANS i dopasowac jej
geometrie do istniejacych ograniczen sterycznych. Dane zebrane w Tabeli 6 wspieraja
hipoteze dotyczaca roli ANS w Iaczeniu (,sklejaniu”) sasiadujacych taricuchéw biatka
9Hyp/ANS oraz ich roli w formowaniu unikalnej struktury przestrzennej tego kompleksu

biatkowego w przestrzeni rzeczywistej superkomorki.

7.6.ldentyfikacja obecnosci liganda melatoniny w mapach gestosci
elektronowe;j

Biatka nalezace do grupy PR-10, w tym Hyp-1, cechuje obecnos$¢ hydrofobowej
wneki, ktora moze stuzy¢ jako miejsce dokowania i wigzania specyficznych
matoczasteczkowych ligandéw o znaczeniu biologicznym. Ostatnie badania strukturalne
prowadzone przez Sliwiak i in. [118] wykazaty, ze bialka PR-10 moga specyficznie wigza¢
fitohormon o wlasciwosciach antyoksydacyjnych, melatoning (MEL) [131,132]. Badania
kompleksu biatka Hyp-1 z melatoning prowadzone dzieki metodom krystalograficznym
potwierdzily istnienie wyrdznionych miejsc wigzania liganda 1, 2 i 3, ktdre wczesniej byty
znane jedynie z kompleksu 7Hyp/ANS. Analiza struktury kompleksu 7Hyp/ANS wykazatla
jednak, ze w przeciwienstwie do liganda MEL, czasteczka ANS jest zdolna do wiazania
z biatkiem réwniez w miejscach powierzchniowych. Testy wypierania ADA potwierdzity, ze
nawet w wysokich stezeniach MEL nie jest w stanie zastapic¢ czasteczki ANS w biatku, co
objawia sie silnym sygnatem fluorescencji pochodzacym od ANS we wszystkich warunkach
testowych [40]. Aby oceni¢ ewentualng konkurencje pomiedzy ANS i MEL o wewnetrzne
miejsca wiazania Hyp-1, w przypadku 9Hyp/ANS dr Joanna Sliwiak podjela prébe
krystalizacji biatka w obecnosci mieszaniny obu ligandéow — MEL i ANS. W rezultacie
otrzymano kolejna modulowang strukture krystaliczna kompleksu Hyp-1/ANS, co nasuwa
wniosek, ze czasteczka ANS moze by¢ lepszym spoiwem dla molekut Hyp-1 niz naturalny
hormon melatonina i wspomagac¢ proces taczenia tancuchéw w zlozony wzdr upakowania.
Poniewaz w drodze eksperymentu nie udato si¢ uzyskaé krysztaléw Hyp-1-ANS metoda
wspoltkrystalizacji przy stosunkach MEL:ANS wyzszych niz 1:2 (np. 1:1, 2:1 lub 3:1)
wywnioskowano, ze zachodzi silna konkurencja o dostep do miejsc wiazacych miedzy MEL
a ANS oraz ANS nie mdgt by¢ wypierany przez MEL, kiedy jego stezenie byto co najmniej

dwukrotnie wyzsze niz MEL w warunkach wspétkrystalizacji.

Niemniej jednak, wsrdd licznych (178) czasteczek ligandéw struktury 9Hyp/ANS,
wskazano obecnos¢ co najmniej jednego miejsca, V(7), w ktérym moglo nastapi¢ wigzanie
melatoniny. Wewnetrzne miejsce wiazace byly juz zablokowane przez ANS tak jak
zaobserwowano w strukturze 7Hyp/ANS. Poroéwnanie struktury z 9Hyp/ANS wykazato, ze
MEL nie posiada zdolnos$ci do zastapienia ANS w charakterze czynnika taczacego sasiednie
fanicuchy biatka. Stwierdzono, ze ksztalt gestosci elektronowej w miejscu V(7) byl zgodny
z ksztattem liganda MEL, szczegolnie biorac pod uwage plaski pierscien indolowy MEL.
Jednakze préby modelowania czasteczki ANS badz superpozycji MEL i ANS w tym miejscu
nie przyniosty rezultatu, a nawet pogorszyly parametry udokladnienia. Pomimo tych
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trudnosci pojedyncza w pelni obsadzona czasteczka melatoniny zostala wstepnie
wymodelowana w tym obszarze, zas te interpretacje weryfikowano przy uzyciu
réznicowych map gestosci elektronowej typu OMIT wygenerowanych przy uzyciu
programu .polder z pakietu Phenix. Istotng zaleta tej metody nad innymi powszechnie
stosowanymi metodami generowania map gestosci elektronowej stanowi wylaczenie
rozpuszczalnika z wybranego obszaru OMIT, co skutkuje poprawa interpretacji powstatej
mapy. Analiza map polder OMIT MEL wskazata, ze gestos¢ elektronowa pierwotnie
przypisana MEL prawdopodobnie oznacza czasteczke rozpuszczalnika lub szum zamiast
liganda. Tym samym uznano, ze obecno$¢ pojedynczej czasteczki MEL w tym miejscu nie
znajduje potwierdzenia w danych eksperymentalnych. Jak widaé¢ na Rys. 50a, z powodu
niepewnej interpretacji region ten zostal zamaskowany kilkoma czasteczkami wody
oznaczonymi jako UNL. W réwnolegltych badaniach analiza map polder potwierdzita
obecnos¢ ANS w miejscach o dobrze zdefiniowanej gestosci elektronowej (Rys. 50b), jak
rowniez w kilku bardziej problematycznych i trudnych do interpretacji pozycjach (Rys. 50c).
Mapy gestosci elektronowej typu OMIT potwierdzily rowniez obecnos¢ prawidiowo
modelowanej pojedynczej czasteczki HEPES w miejscu wigzania P(7) (Rys. 50d) oraz bedacej

artefaktem krystalizacji czasteczki cytrynianu (FLC) z roztworu krystalizacyjnego.

Rysunek 50. Mapy OMIT konturowane przy 3.00 dla wybranych ligandow 9Hyp/ANS: (a) gestos¢
elektronowa w miejscu V(7) wstepnie interpretowana jako MEL, ale ostatecznie oznaczona
piecioma czasteczkami wody (czerwone kule); (b) ANS w miejscu P(1) z dobra definicja w gestosci
elektronowej; (c) stabo zdefiniowana czasteczka ANS w miejscu S(2); oraz (d) pojedyncza
czasteczka HEPES w miejscu P(7).
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Chociaz podejrzenie obecnosci pojedynczej czasteczki MEL w mapach gestosci
elektronowej nie znalazlo potwierdzenia, stwierdzono, ze zmiana upakowania krysztatu
oraz wysycenia ANS w strukturze 9Hyp/ANS jest posrednia wskazdwka wplywu
melatoniny na proces wspotkrystalizacji oraz tworzenia struktur modulowanych
w kompleksach Hyp-1 z ligandami. W strukturze 7Hyp/ANS czasteczki ANS zawsze
wystepowaty w mapach gestosci elektronowej w pelnym obsadzeniu z jednym wyjatkiem na
poziomie 0,5 i nie bylo nawet Sladu resztkowych gestosci elektronowych ANS w pustych
miejscach. W strukturze 9Hyp/ANS zaobserwowano, ze az 50 ze 156 czasteczek ANS (32%)
wystepuje w czesciowym obsadzeniu. Nie mozna tego uzasadni¢ poréwnywalna
rozdzielczoécig obu struktur (2,4 vs 2,3 A). Obecnoé¢é MEL w mieszaninie krystalizacyjnej
i efekt konkurencji mogly ostabi¢ wigzanie ANS z Hyp-1, prowadzac w niektérych
przypadkach do czesciowego obsadzenia. Dodatkowo, nawet nieznaczna konkurencja
miedzy MEL i ANS przy wewnetrznych miejscach wigzacych mogta prowadzi¢ do wyparcia
czes$ci ANS i zwiekszenia liczby molekul dostepnych dla wigzar miedzy faricuchami biatka.
Tym samym mogto to doprowadzi¢ do zwigkszenia potencjatu ANS do faczenia sasiednich
molekul Hyp-1 oraz formowania bardziej skomplikowanego upakowania w komorce

elementarne;j.

7.7.Poréwnanie eksperymentalnego i symulowanego metodami MD modelu
struktury Hyp-1

Poréwnanie wyjsciowej, eksperymentalnej struktury biatka Hyp-1 oraz modelu
uzyskanego metodami dynamiki molekularnej mialo na celu stwierdzenie, czy
przeprowadzona symulacja nie wprowadzila znaczacych, niepozadanych zmian
konformacyjnych w wyjsciowym modelu struktury. W tym celu poréwnano czynniki
struktury dla refleksow zmierzonych doswiadczalnie oraz wygenerowanych po symulacji
MD. Dla eksperymentalnego modelu Hyp-1 zmierzono 39 745 niezaleznych
refleksdw, z czego 1590 wykorzystano jako zbidr testowy do obliczenia parametru Rpree.
Z symulagcji usrednionego po wszystkich 64 molekutach Hyp-1 modelu uzyskano zbiér 39
737 reflekséw przy pomocy programu phenix.fmodel. Z poréwnania danych wykluczono
refleksy, dla ktorych btad wzgledny przekraczal 20%. Tym samym poréwnaniu poddano
24080 reflekséw o akceptowalnym stopniu zgodnosci, ktérych zestawienie pokazano w skali

logarytmicznej na odpowiednich wykresach Fec/Fma i Fni/Fexp (Rys. 51), gdzie:

e Fuic oznacza czynniki struktury obliczone dla udoktadnianego modelu Hyp-1 przed

symulacja,

e  Fua— czynniki struktury obliczone dla modelu Hyp-1 po symulacji MD,

e Fop — pierwotne czynniki struktury uzyskane w drodze eksperymentu
krystalograficznego.
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Rysunek 51. Wykresy Feaic/Fud (czynniki struktury wyjsciowego modelu dla symulacji vs. modelu
po symulacji) i Fumd/Fexp (czynniki struktury modelu po symulacji vs. eksperymentalne) dla struktury
biatka Hyp-1.

Miedzy wszystkimi danymi Fuma i Feae obliczono wspdtczynnik rozbieznosci R réwny
10,6%, podczas gdy analogiczny parametr R obliczony miedzy danymi Fey i Fna osiagnat
wartos¢ 23,6%. Pomimo, ze czynniki struktury dla analogicznych refleksow modelu
eksperymentalnego i symulowanego zostaly dopasowane z niewielkim rozrzutem, na
wykresie Fui/Fep zaobserwowano rozmycie. Prawdopodobnie jest to efekt niedoskonatego
dopracowania modelu struktury lub zjawiska wielokrotnego rozpraszania. W obrebie
oryginalnego modelowego dimeru Hyp-1, obie czasteczki A i B nakladaja si¢ z wysokim
RMSD ich atoméw Ca réwnym 1,21 A, chociaz typowe rozbieznosci strukturalne pomiedzy
biatkami nalezacymi do grupy PR-10 zawieraja sie w zakresie od 1,64 do nawet 2,76 A [90].
Obliczony w programie gesamt RMSD dla atoméw Ca wynosi 2,38 A pomiedzy modelem
eksperymentalnym a otrzymana srednia niskoenergetyczna konformacja Hyp-1 po MD. Ta
rozbieznos¢ wynika z ogdlnej elastycznosci zwoju PR-10 oraz $rednich rozmiarow biatka
Hyp-1. Gléwne elementy struktury drugorzedowej zostaly dobrze
zachowane, natomiast, zgodnie z oczekiwaniami, wiekszo$¢ zmian konformacyjnych zaszla
w mniej stabilnych regionach petli L3 i L5 [90]. Zmienno$¢ strukturalna Hyp-1 podczas
symulacji byla ograniczona wiezami narzuconymi na dlugos¢  kontaktéw

miedzyczasteczkowych oraz krétkozasiegowych oddzialywan van der Waalsa.

7.8. Porownanie otrzymanych i doswiadczalnych ADPs
Symulacja wyjsciowego modelu konformacyjnego Hyp-1 w celu obliczenia
ADPs, obejmowata kilka krokéw: i) trwajacy 100 ps etap stabilizacji temperatury ukladu

na 292 K, ii) 1 ns symulacji rOwnowagowej oraz iii) 1,2 ns schtadzania struktury do 100 K, po
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ktorym nastepowato probkowanie fluktuacji pozycji atomow w strukturze biatka. Zazwyczaj
wartos¢ RMSD pozwala na rozréznienie pomiedzy ograniczonymi i ruchomymi cze$ciami
czasteczki (wyzsze wartosci dotycza czesci czasteczki o wigkszej swobodzie ruchu), co
prowadzito do obserwacji redukgji ruchéw elastycznych atoméw wegla Cy (okreslajacych
pofozenie grupy aminowej wzgledem karboksylowej w reszcie aminokwasowej) pod
wplywem pola sitowego OPLS-AA [79]. Tym samym potwierdzono, ze przy danych
ustawieniach symulacyjnych, udalo si¢ wygenerowac zestaw zrdznicowanych strukturalnie
zespotow o duzej heterogenicznosci konformacyjnej, niezaleznej od ruchow cial sztywnych
czy defektow sieci. Poniewaz jako model wyjsciowy wykorzystano okreslona
krystalograficznie konformacje Hyp-1, zatozono, ze uzyskane w symulacji 64 pojedyncze
czasteczki biatka (32 dimery) sa wystarczajaca liczbg do przedstawienia réznorodnosci
konformacyjnej krysztatbw Hyp-1. ADPs zostaly wyliczone standardowo na podstawie
wzoru (1). Bltad standardowy pomiaru (SE) wyznaczono jako odchylenie standardowe

$redniej:

SE = \/X(B; —B)>/N(N — 1) (13)

Gdzie Bi oznacza ADP i-tej konformagji (od 1 do 64), (B) sa $rednie ADPs struktury po 64
symulowanych konformacjach Hyp-1, a N jest liczba konformacji w polu symulacji (N = 64).
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Rysunek 52. Wykresy ADPs atoméw Ca modelu Hyp-1 z podzialem na fancuch A (a) oraz B (b)
wygnerowane bezposrednio z atomowo-pozycyjnego RMSD (linia czerwona) oraz
eksperymentalne z PDB (linia niebieska).

Obliczone srednie izotropowe ADPs dla eksperymentalnego modelu Hyp-1 wynosity
27,5 A?, podczas gdy $rednie ADPs dla poszczegdlnych laricuchéw A i B wynosity
odpowiednio 23,7 A2 i 26,5 A2 (Rys. 52). Wysoka labilno$¢ i ruchliwoé¢ dtugich taricuchéw
ligandow PEG zostala odzwierciedlona przez ich podwyzszone $rednie wspdtczynniki

B w zakresie od 49 do 71 A? dla wewnetrznych czasteczek PEG [45]. Tak wysokie wartosci
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byly prawdopodobnie efektem braku silnych, kierunkowych oddzialywan biatko - ligand,
swiadczacych o doktadnym sktadzie roztworu PEG. W niektorych przypadkach
reprezentacja liganda na mapach gestosci elektronowej byla tak niepewna, ze niemozliwe
bylo stwierdzenie, czy obserwowana gestos¢ elektronowa odpowiada pelnowymiarowej

czasteczce, czy tylko fragmentowi wydtuzonego, nieuporzadkowanego taricucha.
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Rysunek 53. Wykresy ADPs atoméw Cy tancuchéw bocznych modelu Hyp-1 z podzialem na
lancuch A (a) oraz B (b) wygenerowane bezposrednio z atomowo-pozycyjnego RMSD (linia
czerwona) oraz eksperymentalne z PDB (linia niebieska).

Rozkltad eksperymentalnych ADPs odzwierciedlat réznice w swobodzie
konformacyjnej pomiedzy ograniczonymi segmentami tancucha gléwnego (Rys. 512)
aréznorodnoscia konformacyjna faricucha bocznego (mozna to zaobserwowac sledzac
zwiekszone wartosci ADPs atomoéw Cy z faricuchéw bocznych na Rys. 53). Najwyzsze
wartosci ruchliwosci termicznej atoméw Cy zaobserwowano dla fancuchéw bocznych
Glul132, Arg93, Glul06 i Asp48 zaangazowanych w kontakty wodorowe miedzy soba lub
z czasteczkami wody na powierzchni biatka (Rys. 53). Obliczony na podstawie catej
symulacji atomowej RMSD w kazdym stadium zachowywat niskie wartosci, przy czym jego
$rednia wynosita ~0,2 A w catym polu symulacji z maksimum przy ~0,25 A. Dlatego tez
obliczony rozklad ADPs jest bardziej jednorodny z ogolnie zwiekszonymi warto$ciami
wspotczynnikdw termicznych w poréwnaniu z eksperymentalnym. Przy zastosowaniu pola
sitowego OPLS-AA i w nanosekundowej skali czasu, obliczone $rednie ADP byly rowne
50,5A2 (dla taicucha A) oraz 47,8 A? (dla taricucha B). Ich RMSD poréwnujace
eksperymentalne i obliczone w wyniku symulacji ADPs atoméw Ca osiagaly wartosci
(zapisane jako $rednia+SE) 31,42,63 A? w taficuchu A i 26,2+2,2 A? w taiicuchu B, podczas
gdy catkowite RMSD pomiedzy eksperymentalnymi i obliczonymi ADP atoméw Ca byto
réwne 30,5+1,7 A2,
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Catkowity RMSD obliczony tylko dla atoméw Cy fancuchdéw bocznych w modelu
osiagat wartos¢ 25,9+1,6 A2 Zaobserwowano, ze érednie i SE dla ADPs wzrastaja z czasem
symulacji [45] - obliczone odchylenia pomiedzy eksperymentalnymi i obliczonymi ADP

biatka Hyp-1 mozna wyjasni¢ jako wynik dtuzszej trajektorii 1,2 ns.

7.9.Symulowane rozktady prawdopodobienstwa katow tancucha bocznego
P(x1) dla Pro, Ser, Cys, Vali Thr

Sekwencja aminokwasowa biatka Hyp-1 zawiera 7 reszt proliny (Pro), 3 reszty seryny
(Ser), 2 cysteiny (Cys), 18 waliny (Val) oraz 9 reszt treoniny (Thr). Symulowane rozklady
prawdopodobienstwa katéw torsyjnych w obrebie krétkich taricuchdw bocznych tych
aminokwasow opisano dla pojedynczego kata xi1. Czasteczki proliny maja tendencje do
przyjmowania konformacji endo lub exo w zaleznosci od tego, czy atom Cy znajduje si¢
powyzej lub ponizej ptaszczyzny (Rys. 54) pierscienia tworzonej przez inne atomy: Ca, Cf3,
Cd i N [133]. Ze wzgledu na ograniczenia obliczeniowe pakietu GROMACS (brak
mozliwosci obliczania ujemnych wartosci katow) obliczone katy torsyjne zawieraty sie w
zakresie 0°-360°, podczas gdy katy torsyjne reszt aminokwasowych maja zakres -180" — 180°.
Tym samym, w przypadku katow torsyjnych o wartosciach powyzej 180° nalezy odjac¢ od ich
wartosci 360°, aby otrzymac wartosci zgodne z Penultimate Rotamer Library [136]. W tekscie
zawarto zaréwno wartosci obliczone (zaznaczone czerwonymi kreskami na rysunkach), jak
iwartosci zgodne =z Penultimate Rotamer Library (w nawiasach okragtych).

Prawdopodobienstwa obliczone w poszczegdlnych przedziatach sumowano, tak ze

in P(x) =1.

Rysunek 54. Ilustracja konformacji endo i exo reszt proliny.

W ramach modelu eksperymentalnego dimeru Hyp-1 zaobserwowano, ze prolina
przyjmuje 7 razy konformacje Cy-endo i 7 razy konformacje Cy-exo odpowiednio przy
x1=30" i 330" (-30°). Jednakze, obserwowane po symulacji MD rozklady ujawnily przejscia
pomiedzy stanami endo i exo dla Prol6, Pro64, Pro122 i Pro124 (Rys. 55) zaznaczone przez
przewidywane piki P(x1) przy wartosciach X1 przeciwnych do tych wynikajacych

z konformagji struktury eksperymentalne;j.
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Rysunek 55. Rozklady gestosci prawdopodobienstwa skrecenia tancucha bocznego P(x1)
(niebieskie linie ciagle) dla Pro16, Pro64, Pro122 i Pro124. Wartosci katéw x1 obserwowane w

eksperymentalnym modelu Hyp-1 oznaczono jako przerywane czerwone linie [137].

Chociaz atom Cy w wigkszosci reszt Pro wystepowat tylko w jednej z konformacji
endo-exo zarowno dla czasteczek biatka A jak i B, to ich rozklady P(x1) wskazaly, ze
konwersja do preferowanej energetycznie x1 = 30° (forma endo) nie byta catkowita. Jedynie
dla Prol22, pik przy x1 = 330°(-30°) byt prawie nieobecny, co wskazywalo na niskie
powinowactwo do tej konformacji. Ze wzgledu na polozenie wigekszosci reszt proliny
w obszarach petli struktury Hyp-1 (z wyjatkiem Prol6 z krotkiej helisy al), posiadaja one
duza swobode konformacyjna utatwiajaca transformacje do bardziej stabilnej konformacji

endo.
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Rysunek 56. Rozklady gestosci prawdopodobienstwa skrecenia fancucha bocznego P(x1)
(niebieskie linie ciagle) dla Ser112, Thr55 i Thr127. Wartosci katow x1 obserwowane w
eksperymentalnym modelu Hyp-1 oznaczono jako przerywane czerwone linie [137].

Dla reszt seryny i cysteiny mozna oczekiwac trzech wysoce prawdopodobnych
konformacji taricucha bocznego przy x1 = 62° (forma p), x1 = 183" (-177°) (forma t) i x1 =295 (-
65°), konformacja m. W przypadku Cys nie natrafiono na zadne rozbieznosci pomiedzy
eksperymentalna i przewidywana forma rotameryczna aminokwasu. Potwierdza to, ze
dobrane na podstawie analizy map gestosci elektronowej rotamery zgadzaja sie
zistniejacymi w  symulowanym modelu wolnym od narzuconych wiezéw
stereochemicznych podczas udokiadnienia. Jak pokazano na Rys. 56, dysproporcja
pomiedzy eksperymentalng i symulowana forma rotameru zostata znaleziona w Ser112
z petli L8, gdzie wysoce prawdopodobna konformacja p jest oczekiwana przy xi = 295°.
Obliczony rozktad P(x1) ujawnit obecnosc¢ trzech pikéw przy 295°, 183° i 30°, co sugerowato
tworzenie réznych minimoéw energetycznych dla kazdej konformacji. Odchylenie wartosci
piku przy x1 = 30° od preferowanej wartosci 62° wskazalo na istnienie geometrycznych
znieksztalcen w stosunku do eksperymentalnie zdefiniowanego modelu lub energetyczne

powinowactwo do jednego ze standw niebedacych rotamerem.

Trzy dominujace preferowane konformacje fanicuchdéw bocznych Val i Thr wystepuja
przy x1=60°, 175" 1 300° (-60°) (Rys. 57). Natywna sekwencja biatka Hyp-1 zawierata 18 reszt
waliny, z czego 16 z nich, niezaleznie od ich lokalizacji w strukturze drugorzedowe;j,
przyjmowata dominujacy rotamer t. W drodze symulacji MD zaobserwowano rdznice
pomiedzy eksperymentalnymi i symulowanymi konformacjami tancuchéw bocznych dla
17 z 18 reszt waliny biatka Hyp-1, co oznaczalo, ze przewidywany rozktad P(x1) prawie
zawsze posiadat pik przy ok. 300° (-60°), co odpowiadalo drugiemu najbardziej

prawdopodobnemu rotamerowi m.
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Rysunek 57. Rozklady gestosci prawdopodobienstwa skrecenia fancucha bocznego P(x1)
(niebieskie linie ciagle) dla Val108, Val118, Val128, Val133, Val147 oraz Val157. Wartosci katow x1
obserwowane w eksperymentalnym modelu Hyp-1 oznaczono jako przerywane czerwone linie
[1371.

Rysunek 58. Wynik nakladania analogicznych fancuchéw bocznych Val108 w 64

symulowanych konformacjach Hyp-1.

Wystepowanie mniejszej liczby standw rotamerycznych wraz z obecnoscia rzadszych
konformacji wskazywato na dynamiczne zmiany konformacyjne w obrebie struktury Hyp-1
podczas symulacji MD (Rys. 58). Ta transformacja konformacyjna w kierunku stanow
0 nizszej energii zostata wyrazona przez przesuniecie prawdopodobienstwa z rotameru t do
m i wynikajaca z tego zmiane preferencji xi1. Sekwencja Hyp-1 obejmowata 9 reszt
aminokwasowych Thr, dla ktérych 8 reszt wykazato inny symulowany rotamer z
prawdopodobienstwami  przesunietymi = znaczaco z  preferowanych p  (49%
prawdopodobienstwa) i m (43% prawdopodobienstwa) do trzeciej w kolejnosci obsadzenia
konformacji Thr formy t. Dla rozgalezionej przy atomie wegla CB reszty aminokwasowej
Thr55  zauwazono  odwrécenie  pomiedzy  dwoma  dominujacymi  stanami
rotacyjnymi, podobnie jak w przypadku wielu reszt Val. Dla Thrl27 w mniej
uporzadkowanym regionie petli, zaobserwowano spadek prawdopodobienstwa

t, a nastepnie przesuniecie w kierunku preferowanego rotameru m.
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7.10. Symulowane bimodalne rozktady prawdopodobienstwa katow tancucha
bocznego P(x1, x2) dla Leu, Phe, Tyr, His, Asp i Asn

Preferowane konformacje tancucha bocznego dla leucyny (Leu), kwasu
asparaginowego (Asp), asparaginy (Asn) oraz reszt aromatycznych fenyloalaniny
(Phe), tyrozyny (Tyr) i histydyny (His) modelowano przy uzyciu bimodalnych rozktadéw
katow dwusciennych P(xi, x2). Sekwencja Hyp-1 zawiera 10 hydrofobowych reszt
Leu, jednakze tylko 2 z nich wykazaly rézng forme rotameru w eksperymentalnych
i symulowanych modelach struktury. Dla rozgatezionej przy atomie wegla C[ reszty
aminokwasowej Leu86, x1 i x2 byly oczekiwane odpowiednio w poblizu 175° i 65°, podczas
gdy obliczony rozklad wskazywal na przejscie x2 do ~180°, co skutkowato rzadkimi
konformacjami faricucha bocznego (Rys. 59). W oryginalnej strukturze Leu86 zostata
wprowadzona do Hyp-1 jako zamiennik dla Ile86 i odgrywal role katalitycznego miejsca
aktywnego w strukturze, co zgadza si¢ z faktem wystepowania stabo obsadzonego
rotameru, gdyz oznacza to wyzsza energie tego obszaru. Rysunek 58b pokazuje, ze kolejny
rotamer inny niz w modelu eksperymentalnym zaobserwowano dla Leul51 w rejonie helisy
a3, gdzie obliczony rozklad xi jest skupiony wokdt rotamerycznej wartosci 295 (-65°)
z nierotamerycznym pikiem x2 w poblizu 300" (-60"). Taka anomalia konformacyjna faricucha
bocznego sugerowata wysokoenergetyczne perturbace w Leul51l, co potwierdzita
zwigkszona wartos¢ ADP dla wegla Cy tej reszty. Symulace MD wykazaly znaczna
swobode konformacyjna taficucha bocznego Leul51, sugerujac jego mozliwa role
w rozpoznawaniu substratow. W obrebie powiazanych reszt leucyny (Leu) i izoleucyny (Ile)
nie znaleziono roznic miedzy formami rotameréw zdefiniowanymi eksperymentalnie oraz

na drodze symulagji.
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Rysunek 59. Dwuwymiarowa mapa rozkladow gestosci prawdopodobienstwa konformacji
lancucha bocznego P(x1, x2) dla Leu86, Leul51 (a,b). Wartosci prawdopodobienstwa w kazdym z
przedzialéw 5°x 5° rosna od glebokiego niebieskiego do zoltego zgodnie z mapa koloréw [137].
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Aminokwas Phe z pierScieniem aromatycznym w strukturze Hyp-1 byt
reprezentowany przez 8 reszt, w wigkszosci ulokowanych w hydrofobowej wewnetrznej
wnece. Poréwnanie eksperymentalnych rotameréw z ich symulowanymi formami ujawnito
roznice w przypadku Phe72 i Phel58 (Rys. 60). Zarowno doswiadczalne jak i obliczone X1
osiggalo pik przy ok. 295° (-65°), natomiast obserwowany rozklad 2 posiadat maksimum
w poblizu 270" (-90°). Drugi gesto obsadzony region x» obejmowal obszar w poblizu
90°, natomiast para x2 z modelu eksperymentalnego powinna posiadac piki w okolicach 330"
(-30) i 150°, jednakze wbrew oczekiwaniom obliczony rozklad P(x2) ujawnil male piki
prawdopodobienstwa w tych regionach. Subtelna réznice zaobserwowano dla symulacji C-
konicowej reszty Phel58 z preferencja dla rozkladu kata x» do wartosci ~300° (-60°).
Woczesdniejsza eksploracja bogactwa konformacji Phe w strukturach biatkowych ujawnita, ze
xi= 300" mogta by¢ silnie ograniczana przez kolizje steryczne pomiedzy pierscieniem
aromatycznym a grupa karbonylowg sasiednich reszt. Przy pomocy bezposredniej symulacji
ruchow biatka metodami MD stwierdzono, ze rotametr m-85 jest energetycznie korzystna
konformacjg tancucha bocznego Phe72, co bylo niejasne podczas udokladniania arbitralnie

wybranych konformacji faricuchéw bocznych z ré6znymi obsadzeniami poszczegdlnych form.
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Rysunek 60. Dwuwymiarowa mapa rozkladéw gestosci prawdopodobienstwa konformacji
lancucha bocznego P(x1, x2) dla Phe72, Phe158 (c,d). Wartosci prawdopodobienstwa w kazdym z
przedzialow 5°x 5° rosna od glebokiego niebieskiego do z6ltego zgodnie z mapa kolorow [137].

Wsrdd 6 reszt His z sekwengji biatka Hyp-1, symulacja MD ujawnita 2 gléwne
odchylenia od eksperymentalnej stereochemii taricucha bocznego (Rys. 61). Dla His63, silne
piki przy x1 = 180" i x2 = 260" odpowiadaly rotamerowi t-80 z modelu struktury. Jednakze
zaobserwowano réwniez duza plame w rozkladzie P(x1, x2) w poblizu x1 = 295 i x2 = 290°
odpowiadajaca dominujgcemu stanowi m-70 zajmujacemu statystycznie 29% populagji
rotameru, chociaz konformacja ta byta nieobecna w poczatkowym zestawie danych. Druga

zauwazalng roznice stanowily konformacje His70 z wewnetrznej wneki biatka , dla ktorej
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eksperymentalnie dobrano drugi najbardziej preferowany rotamer m80 (x1 = 295°, x2 = 80°).
Obliczony rozkltad wykazywal preferencje rzadziej obserwowanej konformacji m170 (7%
prawdopodobienstwa), co pokrywato sie z obserwacja pikow x1 i x2 w poblizu 295" i 165°.
W przypadku Tyr nie zauwazono roznic pomiedzy eksperymentalng i obliczong forma
rotameryczng. Pomimo strukturalnego podobienstwa na podstawie przeprowadzonych
symulacji stwierdzono, ze Tyr jest ogdlnie bardziej stabilng reszta w strukturze biatka Hyp-1

o niskiej wrazliwosci na energetyczne zmiany konformacyjne.
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Rysunek 61. Dwuwymiarowa mapa rozkladéw gestosci prawdopodobienstwa konformacji
lancucha bocznego P(x1, x2) dla His63, His70 (a,b). Wartosci prawdopodobienstwa w kazdym z
przedziatow 5°x 5° rosna od glebokiego niebieskiego do z6ltego zgodnie z mapa kolorow [137].

Chociaz natywna sekwencja Hyp-1 zawierata 6 czasteczek Asp, znaleziono tylko
jedna rozbieznos¢ pomiedzy eksperymentalnymi i symulowanymi rotamerami Asp94.
Podobnie jak w modelu Hyp-1 pochodzacym z PDB, nalezaloby sie spodziewa¢ dwdch silnie
obsadzonych skupisk wokot x1 = 290" (-70°) i x2 = 345° (-15") odpowiadajacych najbardziej
preferowanej konformacji m-20. Tymczasem na Rys. 62c mozna dostrzec znaczne rozmycie
dozwolonych katow fancucha bocznego w obliczonym rozkltadzie P(x1, x2) Asp94, gdzie silne
piki wystepuja przy x: ~ 200° i x2 w poblizu 0°. Wysoki poziom swobody konformacyjnej
Asp94 spowodowat trudnosci z okresleniem preferowanych wartosci poszczegdlnych katow
i jednoznacznej interpretacji konformacji. Co ciekawe, stwierdzono na podstawie
symulacji, ze przejScia do rzadkich form rotameréw sa energetycznie faworyzowane, co

stanowi odmienny rezultat niz w eksperymentalnych technikach krystalograficznych.
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Rysunek 62. Dwuwymiarowa mapa rozkladow gestosci prawdopodobienstwa konformacji
lancucha bocznego P(x1, x2) dla Asp94, Asn95 oraz Asn154 (c-e). Wartosci prawdopodobienstwa w
kazdym z przedzialéw 5°x 5° rosna od glebokiego niebieskiego do z6ltego zgodnie z mapa kolorow

[1371.

Podobne wnioski plyna z analizy rozkltadéw P(x1, x2) dla Asn95 i Asn154 (Rys. 62d,e).
Obie reszty wystepowaly w nietypowych konformacjach p-10 i m-80, ktére powinny mie¢
wysokie prawdopodobienistwo odpowiednio w poblizu x1 = 62° i 295°. Tymczasem
obliczenia przy pomocy symulacji MD wskazaly, ze to wartos¢ kata x2 determinuje forme
rotameru i odgrywa kluczowa role w badaniu preferowanych konformacji Asn. Tym samym
Asn95 ze swoim pikiem x2 w okolicy 90° przyjmuje bardziej popularna konformacje
P30, a dla Asn154, preferowany jest rzadki rotamer m120 ze wzgledu na pik P(xz2) w poblizu
100°. Znanym problemem z konformerami Asn jest to, ze ich rozktad P(x2) jest zazwyczaj
szeroki i niejednoznaczny [134]. Wyznaczony rozktad P(xi, x2) wskazywat istnienie dobrze
odizolowanych, lokalnych skupisk wartosci x2 wyraznie okreslajace preferowany rotamer
Asn. W przypadku Asp94 zaobserwowano brak takich wyraznych klastréw, co wynika

z duzej mobilnosci czesciowo nieuporzadkowanych tanicuchow bocznych.

7.11. Symulowane rozktady prawdopodobienstwa katow taricucha bocznego
P(x1, X2, x3) dla Glu, GIn i Met
Dla kazdej z 19 reszt Glu i 3 reszt GIn w modelu Hyp-1 okreslono tréojmodowe
rozklady gestosci prawdopodobienstwa katéw torsyjnych xi, x2, x3 w pojedynczym tanicuchu
Hyp-1 (Rys. 63). Odchylenia odnotowano dla 6 polarnych, powierzchniowych
aminokwasow Glu modelowanych w najczesciej wystepujacych rotamerach, mt-10
(prawdopodobienistwo 33%) lub tt0 (24% wszystkich Glu) wg Penultimate Rotamer Library
[20]. Poszerzenie rozktadow poszczegdlnych katow torsyjnych x komplikowato wskazanie

poprawnego rotameru. Zaréwno dla eksperymentalnego modelu struktury Hyp-1 jak
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i symulowanego modelu, dozwolone konformacje Glu byly mocno wuzaleznione od

preferowanego oddzialywania z sgsiednimi czasteczkami.
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Rysunek 63. Wykres stupkowy rozkladéw prawdopodobienstwa dla katow torsyjnych x1, x2, x3

lancucha bocznego Glu142 (a) i Glu149 (b). Wartosci prawdopodobienstwa ° dla poszczegolnych

katow torsyjnych oznaczono odpowiednio jako niebieskie, pomaranczowe i zélte. Odpowiednie
wartosci katow x1, x2 x3 z eksperymentalnego modelu Hyp-1 przedstawiaja jasnoniebieskie,

pomaranczowe i jasnozielone linie przerywane [137].

Poréwnanie eksperymentalnych i symulowanych modeli Hyp-1 wskazalo réznice w
preferowanych konformacji tancuchéw bocznych GIn35 i GIn146 (Rys. 64). Na podstawie
struktury doswiadczalnej Hyp-1 spodziewano si¢ silnych pikow w rozkladzie P(x1, X2, x3)
dla najczesciej wystepujacego rotameru mt-30 w poblizu x1 = 290°, x2 = 180° i x3 = 330°.
Tymczasem w modelu po symulacji faworyzowane byty mniej popularne rotametry tt0, mm-
40 i mm100 stabilizowane przez oddzialywania z czasteczkami rozpuszczalnika w boksie
symulacyjnym. Preferencja do przyjmowania rzadkich rotametréow w dtugich tancuchach
bocznych Glu i Gln byla bezposrednim efektem ich podatnosci na dynamiczne zmiany
konformacji, powierzchniowa ekspozycje oraz mozliwy brak silnych oddziatywan
wewnatrzczasteczkowych [135]. W praktyce takie laricuchy boczne czesto modeluje sie
w mapach gestosci elektronowej jako kombinacje jednego Ilub kilku najczesciej
wystepujacych rotamerdw o czesciowym obsadzeniu, podczas gdy symulacje MD wskazuja
na istnienie pewnej preferowanej energetycznie formy. Analiza rotameréw Glu/GIn
wskazata, ze w ten sposdb podczas udokladniania modeli struktury biatek pewne

energetycznie preferowane konformacje moga zosta¢ pominiete.
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Rysunek 64. Wykres stupkowy rozkladow prawdopodobienstwa skrecenia fancucha bocznego x1,
x2 x3 dla GIn35, GIn146 (c,d). Wartosci prawdopodobienstwa dla poszczegdlnych katow torsyjnych
oznaczono odpowiednio jako niebieskie, pomaranczowe i zélte. Odpowiednie wartosci katow x1,
X2 x3 z eksperymentalnego modelu Hyp-1 zostaly przedstawione kolejno jako jasnoniebieskie,

pomaranczowe i jasnozielone linie przerywane [137].

Sekwencja aminokwasowa Hyp-1 zawierata tylko 2 reszty Met - N-terminalng Metl
na poczatku taricucha polipeptydowego i przez to silnie ruchomga - oraz Met68. Zgodnie
z danymi eksperymentalnymi oczekiwano pikoéw rozkltadu P(xi, x2, X3) przy x1 = 293°, x2 =
180° i x3 = 180° badz x3 = 285°. Tym samym to wartos¢ x3 jednoznacznie okreslata dostepny
rotamer, gdyz pozostate katy torsyjne byly takie same dla obu konformacji, mtt i mtm.
W modelu MD oba symulowane rotamery Met odbiegaly od doswiadczalnych, gtownie
w kierunku bardziej powszechnej konformacji mtp, na co wskazuje polozenie Kkata
torsyjnego x3 w poblizu 75° (Rys. 65).
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Rysunek 65. Wykres stupkowy rozkladow prawdopodobienstwa skrecenia fancucha bocznego x1,
X2 x3 dla Met1 (a) oraz Met68 (b). Wartosci prawdopodobienstwa dla poszczegdlnych katow
torsyjnych oznaczono odpowiednio jako niebieskie, pomaranczowe i zolte. Odpowiednie wartosci
katow x1, x2 x3 z eksperymentalnego modelu Hyp-1 zostaly przedstawione kolejno jako

jasnoniebieskie, pomaranczowe i jasnozielone linie przerywane [137].

Duza swoboda konformacyjna reszt Met mogla by¢ efektem braku oddzialywan
kierunkowych stabilizujacych taricuch boczny. W symulowanym modelu wybdr rotameru
byl podyktowany zaréwno wigzaniem z czasteczkami rozpuszczalnikia, jak i silnymi
ograniczeniami odpychajacymi natozonymi podczas symulagji. Szczegdlnie istotna wydaje
sie konformacja Met68, ktora jest zaangazowana w wigzanie liganda i tworzenie kompleksu

Hyp-1.

7.12. Symulowane rozktady prawdopodobienstwa katow tancucha bocznego
P(X1, X2, X3, X4) dla Lys i Arg

Dtugie fanicuchy boczne Arg i Lys charakteryzujace si¢ czterema katami torsyjnymi
moga wystepowaé w wielu kombinacjach. Zauwazono, ze sposréd 16 reszt Lys
w pojedynczej czasteczce Hyp-1, wszystkie przyjmowaly rzadkie stany rotacyjne, z
rotamerem mttt (20% populacji) jako najczestszym. W strukturze Hyp-1 faricuchy boczne Lys
mialy tendencje do tworzenia czeSciowo uporzadkowanych supramolekularnych potaczen
z ligandami PEG, co po raz pierwszy zaobserwowano dla Lys33 w czasteczce A (Rys. 66).
Specyficzna interakgja z ligandami PEG ogranicza mozliwosci przyjmowania rzadkich
konformacji przez Lys33, jednakze symulacje MD sugerowaly, ze zmiany konformacyjne
w taricuchu bocznym Lys33A poprawialy oddzialywania wodorowe z sasiednimi

czasteczkami i tancuchami bocznymi innych aminokwaséw.
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Rysunek 66. Wykres stupkowy rozkladow prawdopodobienstwa skrecenia fancucha bocznego x1,
X2 x3, x4 dla Lys33 (a) i Lys40 (b). Kazdy rozklad prawdopodobienstwa xi zostal znormalizowany
tak, ze }.,, P(x;) = 1. Wartosci prawdopodobienstwa w obrebie przedziatéw 5° x 5° dla oddzielnych

katow skrecenia oznaczono odpowiednio jako niebieskie, pomaranczowe, zotte i fioletowe [137].

Dodatnio natadowane reszty Lys moga by¢ fatwo zastapione przez Arg Obliczony
rozklad prawdopodobienstwa katow torsyjnych uwzgledniat wartosci czterech katow
i ujawnil istotne zmiany konformacyjne w Arg27 i Arg93. Rozklad P(x1, x2, X3 Xxs) katow
torsyjnych taricucha bocznego Arg27 wyraznie wskazywal najbardziej obsadzone skupiska
zwigzane z kazdym katem torsyjnym (Rys. 67). Chociaz Arg27 w eksperymentalnej
strukturze Hyp-1 byta modelowana w konformacji podwdjnej ze wzgledu na brak
oddziatywan stabilizujacych, podczas symulacji okazato sie, ze najbardziej preferowanym
rotamerem jest ttp-105. Zatem wigzania wodorowe z sasiadujacymi Tyr85 oraz Leu24 moga

odpowiadad za stabilizacje symulowanego rotameru i zakotwiczenie go wewnatrz biatka.
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Rysunek 67. Wykres stupkowy rozkladoéw prawdopodobienstwa skrecenia fancucha bocznego x1,
X2 X3, x4 dla Arg27 (c) oraz Arg93 (d). Kazdy rozklad prawdopodobienstwa xi zostal
znormalizowany tak, ze Y, P(x;) = 1. Wartosci prawdopodobienstwa w obrebie przedzialow 5° x
5° dla oddzielnych katow skrecenia oznaczono odpowiednio jako niebieskie, pomaranczowe, z6lte
i fioletowe [137].

W obrebie rozkladu prawdopodobienistwa skrecenn tancucha bocznego Arg93
znaleziono rozlegle obszary wystepowania katow torsyjnych xs i xs+ (Rys. 67). Zatem
roznorodnos¢ konformacyjna Arg93 wyraza sie¢ jako mieszanina rotameréw o roznych
gestosciach. Symulacja MD moze zidentyfikowa¢ pewne korzystne regiony w krajobrazie
energetycznym struktury, a tym samym pomdc w identyfikacji najbardziej prawdopodobnej
konformacji tancucha bocznego i uzasadni¢ ja na gruncie oddzialywan z innymi
czasteczkami. Tym samym jest to metoda pomocna w identyfikacji czasteczek lub ich
konformacji w stabo zdefiniowanych obszarach gestosci elektronowej wzgledem

eksperymentalnego opisu struktury rozwigzanej metodami krystalografii rentgenowskiej.

7.13. Wyniki udoktadnienia w nadprzestrzeni (3+1)D oraz korekt fononowych

Opisany w rozprawie proces przeksztalcenia superkomorki 7Hyp/ANS do
nadprzestrzeni ukazuje zalete tej metody w zakresie analizy modulagji struktury oraz
zaburzen jej periodycznosci. Wprowadzenie zredukowanej komorki utatwia udokltadnianie
struktury, ktére w podejs$ciu superkomorki bylo przeprowadzane poprzez dlugie, reczne
sprawdzenie lanicuchow biatek, poprawianie zdeformowanych fragmentéw gléwnego
faricucha polipeptydowego oraz tancuchéw bocznych, inspekcje fragmentdw map gestosci
elektronowej o niepewnym zapelnieniu oraz dopasowywaniu do nich czasteczek
i fragmentow tancucha. Przedstawiona reprezentacja modelu struktury 9Hyp/ANS
w nadprzestrzeni (3+1)D wskazata, ze funkcje AMF sa okresowe wzdluz kierunku as
Sugeruje to, ze ruchy zachodzace w rozszerzonej superkomodrce miedzy sasiadujacymi

komoérkami nie sa przypadkowe i determinowane wylacznie obecnoscia , sklejajacego”
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molekuly biatka liganda ANS, ale tworza bardziej skomplikowany uktad zwigzany z funkcja
AMEF. Podczas nakladania kolejnych komorek zaobserwowano odchylenia $rednich pozydcji
atomowych sagsiadujacych komorek powigzanych operacja tNCS, co bylo zgodne
zpokazanymi na Rys. 31 odchyleniami wektorow translacji, nie tylko wzdtuz
spodziewanego kierunku ¢, ale takze osi a i b. Analizujac te réznice mozna wskaza¢d, ze
modulacja struktury 9Hyp/ANS nie ma charakteru plynnego, poniewaz przy jednym
przejsciu z komorki do komdrki wystepuja wieksze odchylenia pozycji atomowych, a przy
innych mniejsze. Jest to zgodne z obserwacja obrazow dyfrakcyjnych, gdzie niektore satelity
wyzszych rzedow mialy wyzsza intensywnos¢ i byly lepiej widoczne na obrazach niz
inne, stabiej widoczne. Niemniej, redukcja do nadprzestrzeni (3+1)D potwierdzita, ze
modulagji przebiega wzgledem $redniej struktury, a zatem wektor modulacji ma tylko jedna
znaczaca skladowa wzgledem as*. Podobnej analizie mozna poddac¢ strukture
9Hyp/ANS, wprowadzajac podziat superkomoérki na 9, zamiast 7 mniejszych komorek.
Zastosowanie zautomatyzowanych skryptow MATLAB ulatwia taka analize w przysziosci
przy niewielkiej modyfikacji parametréw zwigzanych z doborem wektora modulacji oraz

uzycia nowego pliku zrédltowego .cif.

W wyniku udokfadnienia modelu struktury 7Hyp/ANS w nadprzestrzeni (3+1)D
otrzymano model o wskazniku rozbieznosci 0,2165, tj. nieco nizszy niz finalnie
zdeponowany w bazie PDB model w ujeciu superkomorki (R = 0,226). Niewielka poprawa
wynikdw udokltadniania wskazuje, ze jest to obiecujaca droga do dalszej analizy tego
ukladu. Kolejne iteracje udokiadnienia, zmiany udokladnianych parametrow lub
wprowadzanie dalszych poprawek strukturalnych, zwiazanych z funkcja modulacji badz
drganiami termicznymi moga przynies¢ dalsza redukcje wskaznika rozbieznosci R.
Przeprowadzona analiza poprawnosci stereochemicznej modelu wskazuje, ze wciaz ma on
pewne rozbieznosci w obrebie katéw torsyjnych oraz dlugosci wiazan, co powinno by¢
wyeliminowane przy kolejnych fazach udokfadnienia. Mozliwa jest rowniez rozbudowa
i optymalizacja pakietu skryptow celem wydajniejszej optymalizacji dtugosci wigzan i katow
zwyktych modelu wzgledem danych eksperymentalnych.

Wprowadzone poprawki fononowe stanowia innowacyjne podejscie do
skorelowanych drgan sieci krystalicznej w obrebie modeli struktury biatek. Udoktadnienie
z wlgczonym modelowaniem fononow jako czionéw gaussowskich (Rys. 49) wywotato
niewielki wzrost wskaznika rozbieznosci R, jednak mozna spodziewac sie, ze dalsze
udokladnienie z wlaczona poprawka fononowa powinno przynies¢ poprawe zbieznosci
danych struktury. Innym rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie w przyszlosci bardziej
ztozonej poprawki opartej na funkcjach Bessela, ktora jest zaimplementowana

w przygotowanym pakiecie skryptéw MATLAB.

8. Podsumowanie

W potowie lat 90-tych krystalografia makroczasteczek otrzymata ogromny impuls do
rozwoju. Pomimo niewatpliwych postepow metod krystalizacji biatek, technik
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eksperymentalnych czy rozwigzywania i udokladniania modeli struktur, krystalografia
makromolekut nadal boryka si¢ z wieloma patologiami krysztaléw. Jedna z takich anomalii
krysztatow biatek jest modulacja struktury, dos¢ czesto spotykana w krystalografii matych
czasteczek, ale praktycznie niespotykana wsrod makroczasteczek. W przypadku modulacji
struktury, analiza i przetwarzanie danych sg szczegolnie trudne ze wzgledu na naruszenie
podstawowego zatozenia o izotropowym rozkladzie Wilsona mierzonych intensywnosci
refleksow. Prawdopodobnie przypadki modulacji struktury biatek zdarzaja si¢ czeSciej, niz
mowia o tym doniesienia naukowe, poniewaz w momencie ich napotkania dane takie sa
odrzucane jako pochodzace z rzekomo zdeformowanego krysztalu lub niemozliwe do
prawidtowego wskaznikowania. W zwigzku z tym, nowo odkryte modulowane struktury
biatek wymagaja glebszego zbadania i stworzenia specjalistycznego oprogramowania do

rutynowej analizy takiego zjawiska.

Wsrdéd najwazniejszych osiagnie¢ badawczych zawartych w przedstawionej

rozprawie doktorskiej chcialabym wymienic:

1. Udokladnienie i doglebna analize strukturalng modelu biatka 9Hyp/ANS
z dziewieciokrotng modulacjg struktury wzdluz osi ¢ oraz 36 niezaleznymi
faricuchami biatka w rozszerzonej komorce elementarnej. Podczas badania
potwierdzono modulacje struktury obserwujacy na obrazach dyfrakcyjnych refleksy
gléwne i satelity, a takze $ledzac cykliczne zmiany warto$ci usrednionej
intensywnosci refleksow w warstwach o stalym wskazniku 1. Model struktury
9Hyp/ANS rozwiazano przy pomocy dostepnego oprogramowania w ogromnej
superkomorce oraz zdeponowano w bazie PDB z identyfikatorem 6S]J]J.

2. Opracowanie kompleksowego pakietu skryptéw w srodowisku Matlab stuzacego
rozwigzywaniu oraz udokladnianiu modelu biatka Hyp-1/ANS w oparciu o metode
analizy wielowymiarowej 3D+1. Pakiet umozliwia wprowadzenie danych w postaci
powszechnie stosowanego w krystalografii formatu CIF zawierajacego potozenia
atomow struktury krystalicznej. Zawiera réwniez specjalistyczne skrypty do analizy
wiezéw stereochemicznych modelu oraz wiasne oprogramowanie graficzne, co
umozliwia generowanie struktury bez koniecznosci korzystania z innych
programoéw.

3. Wprowadzenie analizy wielowymiarowej w przestrzeni 3D+1 do opisu struktury
krystalicznej 7Hyp/ANS oraz udokladnienia danych. Umozliwito to opis struktury
z zastosowaniem niewspotmiernego wektora modulacji oraz catkowite odrzucenie
zatozen periodycznosci struktury. W ujeciu wielowymiarowym nie jest wymagane
rozszerzenie do superkomorki, a cata strukture rozwiazano w jednej komorce
wprowadzajac niewspoimierng modulacje z wektorem 3/7¢. Podczas udoktadniania
otrzymano wskaznik rozbieznos$ci R na poziomie 21,65%, czyli lepszy niz dla modelu
udoktadnianego w ujeciu superkomorki.

4. Przetestowanie pakietu na zestawie danych dyfrakcyjnych modulowanego

kompleksu biatka 7Hyp/ANS otrzymanych we wspdtpracy z Instytutem Chemii
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Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Testy zostaly przeprowadzone zaréwno na
komputerach Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH, jak rowniez we
wspotpracy z ACK Cyfronet AGH (superkomputery Prometeusz i Ares).

5. Przeprowadzenie symulacji metodami dynamiki molekularnej modelu biatka Hyp-1
bez dodatku liganda ANS oraz pordwnanie wynikow otrzymanych na drodze
symulacji (ruchéw termicznych, zmian konformagji faricucha gtéwnego i bocznych)

z danymi wynikami uzyskanymi metodami krystalografii rentgenowskie;.

Przedlozona rozprawa stanowi istotny wkiad w rozwoj metod analizy struktur
bialek, szczegolnie modulowanych Iub =z réznego rodzaju zaburzeniami Scislej
periodycznosci (np. zblizniaczenie krysztatdow). Catkowite odrzucenie zalozenia
o periodycznosci i opisanie struktury makroczasteczkowej w przestrzeni wielowymiarowej
stanowi innowacyjny i pionierski krok dla lepszego zrozumienia modulowanych ukladéw
biatkowych. Wyniki otrzymane w ramach rozprawy sa catkowicie unikatowe. Podobna
probe opisu w przestrzeni wielowymiarowej tak ztozonej struktury przedstawiono juz co
prawda raz w literaturze [43], to jednak nikt dotad nie przedstawil udokladnienia tak
skonstruowanego modelu. Wybrany uklad, tj. kompleks biatka Hyp-1 z ANS, ma tez
znaczenie aplikacyjne w medycynie, ze wzgledu na biologiczng zdolno$¢ biatka Hyp-1 do
wigzania ligandéw, np. czasteczek fitohormondw. Znajomos¢ szczegdtowej struktury
atomowej pozwala lepiej okresli¢ wiasciwosci fizyko-chemiczne oraz biochemiczne

biatka, ktore rzutuja na jego potencjalne zastosowanie.
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