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Wykaz skrotow
AA - (ang. All-Atom ) pelnoatomowe

BU model - (ang. Bottom-Up model) metoda wyznaczania potencjalow poprzez tworzenie podukla-
dow o coraz to wiekszej ztozonosci, ktore sa nastepnie laczone razem do osiagniecia wymaganej

funkcjonalnosci
CG - (ang. Coarse-Grained) gruboziarniste
COM - (ang. block’s center of mass) srodek ciezkoSci

DSSP - (ang. Dictionary of Secondary Structure in Proteins) metoda okreslania struktur

drugorzedowych w biatkach z zastosowaniem statystyki
ECM - (ang. Extra Cellular Matrix) macierz zewnatrzkomoérkowa
FF — (ang. Force Field) pole silowe
HF - (ang. Hartree—Fock) - metoda do okreslania funkeji falowej i energii ukltadu kwantowego
LG - (ang. Levitt—Gerstein metric) metryka Levitta-Gersteina
MC - (ang. Monte Carlo) metoda Monte Carlo
MD - (ang. Molecular Dynamics) dynamika molekularna

MNDO - (ang. Modified Neglect of Differential Overlap) nieortogonalizowany zmodyfikowany model

pomijania rézniczkowego nakladania sie

NDDO - (ang. Neglect of Diatomic Differential Overlap) metoda pomijania dwuatomowego nakla-

dania sie rézniczkowego
NMA - (ang. Normal Mode Analysis) analiza modéw normalnych

NMR - (ang. Nuclear Magnetic Resonance) spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego



NPT - (ang. isobaric-isothermal ensemble) uklad izolowany o ustalonym ci$nieniu (P) , ustalonej

liczbie atomoéw (N) i ustalonej temperaturze (T)

NOESY - (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) spektroskopia jadrowa z wykorzystaniem

efektu Overhausera
PES - (ang. Potential Energy Surfaces) powierzchnie energii swobodnej
PMF - (ang. Potential of Mean Force) potencjal Sredniej sity
RTB - (ang. rotations-translations of blocks) obroty translacji blokow
QM - (ang. Quantum Mechanics) mechanika kwantowa
rp - (ang. Pearson corelation coefficent) wspétezynnik korelacji Pearsona
rs - (ang. Spearman rank) wspotezynnik korelacji Spearmana
SMD (ang. Solvation Model Density) model solwatacji oparty na gestosci
SC - (ang. Side Chain) lancuch boczny
WHAM - (ang. Weighted Histogram Analysis Method) metoda wazonych histograméow

X-ray - (ang. X-radiation) rentgenografia strukturalna



Streszczenie

Biatka stanowia fundament dla prawidlowej pracy fizjologicznej organizméw, a ich funkcje sa w
glownej mierze ksztaltowane przez sekwencje aminokwaséw. Sekwencja aminokwasowa nie tylko
okresla trojwymiarowa strukture biatka, ale takze elastycznosé konformacyjng i dynamiczne za-
chowanie w okreSlonym Srodowisku. Elastycznosc biatka jest istotnym elementem, ktory okresla,
w jaki sposob struktura biatka wplywa na jego funkcje. Z tego powodu znalezienie elastycznych
obszarow w strukturze biatkowej jest kluczowe dla zrozumienia roli biologicznej bialek. Ekspery-
mentalne badanie elastyczno$ci bialek jest czesto trudne lub wrecz niemozliwe, co sprawia, ze
podejscia obliczeniowe sa szcezegolnie cenne. Obliczenia przy uzyciu klasycznych narzedzi modelo-
wania o rozdzielezoSci pelno-atomowej pozwalaja odwzorowaé wszystkie atomy badanego uktadu,
co wymaga przeprowadzenia kosztownych obliczeniowo symulacji. W latach 70. XX wieku powstatly
gruboziarniste modele, ktore pozwalaja zmiejszyc ten czas, grupujac kilka atomoéw jako jedeo cen-
trum oddzialywania, pozwalajac przyspieszyc obliczenia.

W prezentowanej pracy doktorskiej przeprowadzitem symulacje komputerowe dla zestawu 100
testowanych bialek, wykorzystujac wybrane modele gruboziarniste (UNRES-flex, UNRES-DSSP-
flex, CABS-flex oraz NOLB) do okre$lenia doktadno$ci w przewidywaniu elastycznosci fragmentow
lancuchéw aminokwasowych bialek na podstawie ich struktur eksperymentalnych (uzyskanych ze
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego oraz rentgenografii strukturalnej). Na podsta-
wie wynikow symulacji wyznaczylem Srednie odchylenie standardowe fluktuacji i na ich podsta-
wie obliczytem wartosci $rednich wspotezynnikow korelacji Pearsona i Spearmana w stosunku do
wartosci fluktuacji eksperymentalnych. Nastepnie wykorzystujac Srednie wartosci wspotezynnikow
korelacji okreslitem, ktora z metod gruboziarnistych najlepiej sprawdza sie w przewidywaniu ela-
stycznosci bialek dla danego typu struktury drugorzedowej (o, 3, o + [3) oraz metody uzyskania
struktury (zespotow NMR oraz X-ray). Do zweryfikowania wynikow wykorzystalem odpowiednie te-
sty statystyczne (test studenta oraz dwukierunkowa analiza wariancji). Réwniez przeprowadzitlem
analize wspolezynnikow korelacji wzgledem liczby zliczen, sko$nosci oraz dystrybuanty rozkladow
oraz okreslitem zalezno$¢ wartosci wspotezynnikow korelacji od wielkosci biatek.

W kolejnej czesci przeprowadzitem symulacje wykorzystujac potemipryczna metode PM7 oraz
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petnoatomowe pole sitowe ff14sb w pakieciec AMBER, uzyskujac hiperpowierzchni energii poten-
cjalnej, na podstawie ktorych wyznaczylem potencjaly $redniej sily, a nastepnie dopasowalem do
nich funkcje analityczne dla badanych ukladéw pomiedzy czasteczkami z modelu UNRES oraz
czasteczkami z modelu MARTINIL. Wyznaczylem oddzialywania pomiedzy 2 czasteczkami hydro-
fobowymi, 2 czasteczkami polarnymi oraz 2 czasteczkami naladowanymi o réznym ladunku, aby
okresli¢, ktora z zastosowanych metod (PM7 czy AA) jest lepsza do symulowania réznego rodzaju
oddzialywan oraz wyznaczylem potencjaly $redniej sity i dopasowalem do nich funkeje analityczne.
Ponadto przeprowadzilem symulacje elastycznosci bialek otoczonych btona lipidowa za pomoca no-
wego pola UNRES-MARTINL

W ostatniej czeSci przeprowadzilem symulacje wykorzystujac pelnoatomowe pola silowe
ff14sb/GLYCAMO6j z pakietu AMBER oraz CHARMM36m do okreslenia, ktora sposrod zastoso-
wanych metod lepiej odzwierciedla wplyw glikozaminoglikanéw na elastycznosc bialek w formie
zwigzanej (kompleksu) w poréwnaniu do form niezwiazanych, analizujac uzyskane profile fluktuacji.

Uzyskane wyniki pozwolity mi okreslic, ktora z metod gruboziarnistych moze skutecznie
odtworzyc elastycznosc bialek ze wzgledu na wystepujacy typ struktury drugorzedowej oraz
metode uzyskania struktury bialek. Umozliwily rowniez poréwnanie polempirycznej metody PM7 z
petnoatomowa f114sb pod wzgledem symulowania réznego rodzaju oddzialywan, a takze okreslic do-
ktadnosé przewidywania elastycznosci bialek w blonach lipidowych za pomoca nowego pola sitowego
UNRES-MARTINI Okreslitem rowniez, ktore z zastosowanych petnoatomowych pél sitowych najle-
piej odzwierciedla wptyw GAGow na elastycznosc bialek. Przeprowadzone przeze mnie symulacje
pozwolily okresli¢, ktore z zastosowanych metod oraz modeli sa w stanie prawidlowo przewidywac

elastyczno$é struktur biatkowych.



Abstract

Proteins are essential for proper, physiological functioning of organisms, and their functions are
largely determined by the amino acid sequence, which governs not only proteins three-dimensional
structure but also their conformational flexibility and dynamic behavior in specific environments.
Protein flexibility is a crucial factor that influences the way protein structure is correlated with
function. Therefore, identifying flexible regions within these macromolecules is essential to under-
stand their biological functions. Experimental investigation of protein flexibility is often difficult or
even impossible, which makes computational approaches particularly valuable. Computations using
classical atomic-resolution modeling tools allow for mapping all the atoms of the studied system,
which requires large computational cost. In the 1970s, coarse-grained models have been developed
that allow for reducing this time by grouping several atoms as one interacting center, allowing for
computational speed-up.

In this doctoral thesis, I carried out computer simulations for a test set of 100 proteins using
selected coarse-grained models (UNRES-flex, UNRES-DSSP-lex, CABS-flex and NOLB) to evaluate
their accuracy in predicting the flexibility of amino acid chain fragments based on experimental
structures (obtained from nuclear magnetic resonance spectroscopy and X-ray crystallography).
Based on the computational results, I calculated standard deviations of fluctuations, followed by
Pearson and Spearman correlation coefficients with respect to the experimental fluctuation values.
Using average correlation coefficients, I identified which coarse-grained method most accurately
predicts protein flexibility depending on the type of secondary structure (o, 5, a + 3) and the
structure determination method (NMR ensembles or X-ray crystallography). I analyzed statistical
significance using the Student’s t-test and two-way ANOVA. In addition, the correlation coefficients
I analyzed with respect to the numbers of count, the skewness, and the cumulative distribution
functions, as well as the relationship between the size of the protein and the correlation values.

In the next part, I carried out simulations using the semi-empirical PM7 method and the 114SB
all-atom force field within the AMBER package obtaining a hypersurface of potential energy, based
on which, I determined the potentials of mean force and then fitted analytical functions to them for

the studied systems (between molecules from the UNRES model and molecules from the MARTINI
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model). I fitted analytical functions to the resulting PME, comparing interactions between two hy-
drophobic, two polar, and two charged molecules in the UNRES and MARTINI models to determine
which method more accurately represents specific interaction types. Furthermore, I simulated pro-
tein flexibility simulations in a lipid membrane environment using the new UNRES-MARTINI force
field and compared to the existing UNRES model.

In the last part, I was using all-atom force fields f114SB/GLYCAM06;j (AMBER) and CHARMM3 6m
simulations to assess which method better captures the influence of glycosaminoglycans (GAG) on
the flexibility of GAG-bound in complex proteins and compared with unbound proteins, based on
fluctuation profiles.

The obtained results allowed me to identify which coarse-grained method most effectively re-
produce protein flexibility depending on the type of secondary structure and the structural deter-
mination method. I also compared PM7 method with {14SB in terms of describing various types
of interaction centers in UNRES-MARTINL. I also helped to determine which all-atom force field
best reflects the influence of GAGs on protein flexibility. These insights can significantly enhance
the integration of protein flexibility into drug design workflows using computationally efficient

theoretical methods.
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Rozdzial 1

Czesc teoretyczna

1.1 Elastycznosc bialek

Biatka naleza do grupy zwiazkéw chemicznych, ktére czesto bada sie pod wzgledem ich elastycznosci
strukturalnej przeprowadzajac symulacje komputerowe z wykorzystanie metod obliczeniowych'2,
Pierwsze informacje na temat zaleznoSci pomiedzy struktura a funkeja bialek zostaly zauwazone
na poczatku lat 50-tych XX wicku®. Dzi§ wiemy, ze zrozumienie zaleznoéci pomiedzy struktura
przestrzenna bialek a ich aktywnoScia (z ang. structure-activity relationship), jest niezbedne do
wlaéciwego zrozumienia, w jaki sposob bialka dzialaja?. Struktury wiekszoéci bialek sa wysoce dy-
namiczne, a ich funkcje biologiczne w duzym stopniu zaleza od elastycznosci. Dynamiczna natura
bialek (odnoszac sie do zmian strukturalnych, ktorym ulegaja w réznych warunkach) umozliwia im
zmiane konformacji w odpowiedzi na inne czasteczki lub zmiany $rodowiskowe. Ta zdolnos¢ jest klu-
czowa dla réznych proceséw biologicznych i biochemicznych, w tym przekazywania sygnatu, rozpo-
znawania antygenow, transportu bialek, czy tez katalizy enzymatycznej®. Elastycznosé bialek moze
prowadzic¢ do drobnych zmian, takich jak ruch kilku tancuchéw bocznych aminokwaséow w celu dosto-
sowania sie do matego substratu lub do powazniejszych transformacji, takich jak faldowanie bialek
ulatwione przez obecno$é¢ okreslonego ligandu®. Informacje o strukturze nie sa wystarczajace do
pelnego zrozumienia funkcjonowania badanego bialka®, dlatego okresla sie ruchliwoéci fragmentow
struktury, ktore wpltywaja na prawidlowe ich funkcjonowanie. Jedna z najwazniejszych zmiennych
wplywajacych na ruchliwosé fragmentow biatkowych jest ich kontakt z rozpuszezalnikiem (w kto-
rym zachodzi proces dyfuzji). Zatem do czynnikéw wplywajacych na lokalne zmiany konformacyjne

nalezy powloka hydratacyjna bialka, ksztalt oraz polarnosé¢ rozpuszczalnika®.
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Dynamika bialek jest niezbedna do procesow katalizy, poniewaz uczestniczy w rozpoznawa-
niu, wiazaniu i uwalnianiu ligandu®*. Jest takze zaangazowana w rozne procesy, w tym regulacje
allosteryczna oraz stabilnoéé biatka™?2. Ponadto zmiany konformacyjne sa odpowiedzialne za nie-
prawidlowe faldowanie i agregacje bialek, ktore przyezyniaja si¢ miedzy innymi do rozwoju chorob
neurodegeneracyjnych'®. Aby wyjasni¢ funkeje bialka, informacje na temat elastycznoéci sa tak
samo wazne, jak informacje na temat jego struktury®!?, Elastycznosé bialek jest niezbedna rowniez
do zrozumienia sposobow, w jaki leki wplywaja na organizmy, jak sa transportowane, c¢zy metaboli-
zowane. Istotna jest kinetyka wiazania leku i lokalizacji miejsca wiazania'®. Elastycznoéé struktur
biatkowych (ich konformacji) pozwala na zwiekszone powinowactwo miedzy lekiem a jego celem mo-
lekularnym, co jest zwiazane z "dopasowaniem indukowanym", podczas ktorego lek (ligand) wiaze
si¢ do receptora w konformacji najnizszej energii biatka, po czym nastepuje zmiana konformacyjna
w celu dostosowania sie do liganda'.

Opis dynamicznych cech bialek mozna badaé przy uzyciu metod eksperymentalnych. Wspélezyn-
nik B, znany réwniez jako wspolezynnik temperaturowy lub parametr przemieszczenia atomo-
wego, jest najezestszym deskryptorem elastycznosci dostepnym dla wickszoSci rozwiazanych struk-
tur biatkowych, ktory mozna uzyskac z krystalografii rentgenowskiej. Odzwierciedla thumienie roz-
praszania promieni rentgenowskich spowodowane ruchem termicznym!'®. Wspélezynnik B jest
zwiazany z rozdzielczo$cia, wiee moze mie¢ wysoka wartosc ze wzgledu na duza ruchliwose biatka
i niska rozdzielczo$é struktury. Krystalografia rentgenowska ma pewne ograniczenia, zwlaszeza na
poczatkowym etapie procesu, ktéry wymaga uzyskania wysokiej jakoéci krysztatu biatka'®. Krysta-
lografia rentgenowska zaklada, ze potencjal w ktorym porusza sie atom jest harmoniczny. Zgodnie
z przyblizeniem sferycznym przemieszcezenie jest izotropowe. Wiele badan i obliczen dotyczacych
dynamiki molekularnej sprzeciwia si¢ przyblizeniom izotropowym!. Upakowanie, ruchy cial satyw-
nych czasteczek?’, czy tez rozdzielczosé krystaliczna wplywa na czynniki krystalograficzne B, co
ogranicza zastosowanie tego wspolezynnika do badania dynamiki?!. Czyni to wspolezynnik B para-
metrem opisujacym ruchliwe elementy biatka tylko w pewnym przyblizeniu.

Nastepnym przykladem metody eksperymentalnej, dzieki ktorej mozliwe jest uzyskanie dyna-
22,23

miki bialek w roztworze jest spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR). Wiith-

. . ¢ . 7 . 95 .. <926 o] . .
rich i Wagner?*, Campbell i wspolpracownicy?, oraz Snyder i inni?® przeprowadzili pierwsze ekspe-
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rymenty z NMR, ktore wykazaly, ze biatka nie sa statycznymi bytami; sa raczej podatne na znaczne
zmiany strukturalne. Wiele zmienilo sie pod wzgledem petnienia funkcji NMR w badaniach dynamiki
biomolekularnej od lat 70. Wielowymiarowe badania NMR wykorzystuja przesuniecia chemiczne w
dwoch lub wiecej wymiarach, aby uzyskaé¢ znacznie wieksza rozdzielezosé struktur bialek 2728,

Bez watpienia spektroskopia NMR oferuje niezwykle dokladna i solidna metoda
eksperymentalna do pomiaru wolnych ruchéw bialek w rozpuszezalniku lub roztworze. Jed-
nak standardowe metody NMR czesto wymagaja skomplikowanych i zaawansowanych analiz
danych i maja wiele ograniczen (takich jak wspotezynniki relaksacji i koniecznos¢ wykonywania
dodatkowych czasochlonnych pomiarow NMR)?*-32, Za pomoca metod obliczeniowych, takich jak
analiza modéw normalnych?®? lub dynamiki molekularnej!® mozna uzupehi¢ informacji dotyczacego
elastycznoéci biatek z metody NMR.

Ograniczenia strukturalne uzywane do okreslenia struktury bialek gléownie pochodza z sygnatow
NOESY (z ang. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy). Do ograniczen strukturalnych zalicza sie
odleglosci miedzy protonami, katy dwuscienne, wzajemna orientacje wiazan®*. Problem z tym eks-
perymentem pojawia sie podczas, gdy ruch w poéredniej skali czasu powoduje poszerzenie linii, co
moze utrudni¢ identyfikacje szczytow poprzecznych NOESY (szybkie ruchy redukuja NOE)* . Ekspe-
rymenty NOE wymagaja skomplikowanych warunkéow eksperymentalnych i sa kosztowne zaréwno
pod wzgledem czasu, jak i zasobow materialowych.

Rownolegle do ostatnich postepow w technikach eksperymentalnych, badanie elastycznosci jest
jednym z glownych celéw metod teoretycznych. Juz w latach 70, dwaj teoretycy Arieh Warshel i
Michael Levitt®® przewidzieli faldowanie bialek, wykorzystujac konformacje bialek i minimalizacje
energii. W badaniach teoretycznych®” i eksperymentalnych?®® wykorzystano uproszezony opis troj-
stanowy do okreslenia i zbadania struktury i dynamiki bialek. Dwa z nich, a-helisy i S-harmonijki
(ztozone z [-nici), to powtarzalne struktury, ktore sa stabilizowane przez wewnatrzczasteczkowe
wigzania wodorowe. Struktury te sa polaczone z innymi bardziej zmiennymi strukturami, takimi
jak losowe klebki (z ang. random coil)?".

Dynamika molekularna (MD)** w reprezentacji pelnoatomowej to jedna z metod powszechnie
stosowanych . Metoda ta pokazuje elastycznosé biatka w warunkach fizjologicznych. Symulacje MD

w poréwnaniu do eksperymentéw sa mniej kosztowne i czasochlonne’. Metody gruboziarniste (CG)
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w polaczeniu z prostymi potencjalami oferuja tansza alternatywe dla pelnoatomowego MD.

Stosujac CG, tracimy szezegdly atomowe, aby uzyskaé obliczeniowa prostote w przedstawieniu ela-

stycznosci bialek*344,

1.2 Blony lipidowe

Struktury lipidow wystepujace w naturze sa tak réznorodne, jak rézne role, jakie lipidy odgrywaja
w procesach komérkowych. Lipidy odgrywaja glowna role w funkcjonowaniu komérek, tworzac
podwojna warstwe lipidowa, ktéra chroni komérki i organelle subkomérkowe przed przepusz-
czalnoscia®. Funkcje komorkowe takie jak przekazywanie sygnalu, plastycznoéé blony i transport
blonowy sa zmienne ze wzgledu na zmiany w skladzie i orgaznizacje lipidow. Lipidy rowniez sa
wazne ze wzgledu na interakcje z bialkami blonowymi*®. Kompleks bialek blonowych jest kluczowy
dla dostosowania metabolizmu bialek i lipidow w odpowiedzi na sygnaly wewnetrzne i zewnetrzne 7,
dlatego badanie lipidow, a w szczegolnosci blon lipidowych pod wzgledem ich interakeji z biatkami
jest niezwykle istotne.

Od poczatku lat 70 wlasciwosci fizyczne dwuwarstwy byly szeroko badane. Poczynito to pierwszy
krok w zrozumieniu zawilych zachowan blon komérkowych -5, Ich fascynujaca morfologia wynika
z plynnoéci, ezyli zdolnoSci czasteczek w nich zawartych do przemieszezania sie na boki wzdluz
membran. Blony komoérkowe aktywnie uczestnicza w zmianach morfologicznych w komorkach i
organellach, takich jak podzial komérek, endocytoza, autofagia i wzrost neuronow®?. Okreslenie, w
jaki sposob lipidy i biatka oddzialywuja ze soba, jest waznym tematem badan naukowych, poniewaz
jest niezbedne do rozwiklania struktury i funkcji bialek blonowych.?® Elastycznoéé strukturalna
bialek zwiazanych z blona wplywa na stabilnosc blony i odgrywa role regulujaca interakeji lipid-
biatko. Niewystarczajaca sztywnosé blony moze powodowac uszkodzenie lipidéw, biatek i DNA, a
nastepnie $émier¢ komorki®.

Obecnie mozliwe jest przeprowadzenie symulacji dynamiki molekularnej dowolnego struktural-
nie scharakteryzowanego bialka otoczonego blona lipidowa™ w skali czasowej do ~01us dzieki
znacznej poprawie mocy obliczeniowej i opracowaniu bardziej skutecznych metodologii . Badania

a-hemolizyny, jednego z najbardziej doktadnie zbadanych kanalow blonowych, pokazuja postep w

15



symulacji MD dla bialek blonowych®®. Wspolezesne symulacje MD zapewniaja wystarczajace probko-
wanie, aby dokladnie odtworzy¢ wlasciwosci elektryczne®. Precyzja, ktora zostala osiagnieta przez
symulacje MD, jest tak niezwykla, ze mozna je uznaé¢ za narzedzie do obrazowania w skali nano®®.

Ponadto symulacje MD wyjasniaja zasady fizyczne, ktore stanowia podstawe waznych procesow
membranowych. Na przyklad przypisanie odpowiednich stanéw jonizacji do miareczkowalnych grup
aminokwasowych ujawnia selektywne kanaly jonowe®™5°, W poczatkowych badaniach nad ukla-
dami lipidowymi wykorzystano uproszczone modele lipidow, w ktorych czesto nie brano pod uwage
rozpuszczalnika %, Jednak z czasem modele rozszerzono, aby reprezentowaly wszystkie atomy

czasteczek lipidow z uwzglednieniem wody %49, Wyniki przeprowadzonych badan 546

pokazuja , ze
MD moze szczegdlowo opisywaé ruchy bialek i lipidow ®°.

MD jest doskonalym sposobem oceny dynamiki lipidow, za pomoca ktorego mozliwe jest zbadanie
zachowania czasteczek rozpuszezalnika zarowno w, jak i w poblizu dwuwarstw. Mozliwe jest rowniez

zbadanie réznic w zachowaniu réznych rodzajow lipidow w odniesieniu do ich struktury i dynamiki

rozpuszczalnika %0,

1.3 Glikozaminoglikany

"Glikany” sa zlozonymi koniugatami oraz rodzajem weglowodanéw. Naleza do zwiazkéow zbudo-
wanych z wielu czasteczek cukrow prostych polaczonych wigzaniami glikozydowymi. Glikany sa
niezbedne w wielu interakcjach komérka-komorka i komorka-macierz, ktore odgrywaja kluczowa
role w rozwoju i dzialaniu zlozonych organizméw wiclokomérkowych 7.

Natomiast glikozaminoglikany (GAGi) to dhugie, nierozgatezione, ujemnie naladowane polisa-
charydy, ktore skladaja sie z naprzemiennie powtarzalnych jednostek dwucukrowych %, Pomimo, ze
GAGi wykazuja duza réznorodnosé strukturalng, mozna miedzy nimi zaobserwowac podobienstwa.
Dzigki temu mozna wyroznic takie klasy, jak i; siarczan chondroityny (CS), siarczan dermatanu
(DS), siarczan keratanu (KS), heparyna (HP), siarczan heparanu (HS). Kwas hialuronowy (HA) jest
jedynym niesiarczanowanym i wolnym GAGiem, ktory jest niezwigzany z proteoglikanami (czyli
makroczasteczkami, ktorych biatko rdzeniowe jest polaczone wigzaniem kowalencyjnym chociaz z

jednym lancuchem GAG)%. Siarczanowanie to zlozony proces biotransformacji (polega na dodaniu
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polarnej grupy siarczanowej). Moze wystepowaé¢ w réznych pozycjach w szkielecie GAGu i regu-
luje sygnaly zewnatrzkomorkowe, takie jak interakcje komorka-komorka i komérka-molekuta. W
rezultacie zostaly zidentyfikowane rézne wzorce siarczanowe narzadow i komorek w trakcie ich

rozwoju ', Wzorce siarczanowe GAGow zostaly przedstawione na rysunku 1.17°,

a)Kwas hialuronowy, HA b) Siarczan chondroityny, CS
Kwas iduronowy N-Acetyloglukozamina Kwas glukuronowy N-acetylogalaktozamina
IdoUA GlcNAc GilcUA GalNAc
CH;0H on1 CH;0R,

0
NHCDCH, o NHI:OCH3

3
R1, Rz, R3 = OH lub SOy

c) Siarczan Dermatanu, DS d) Heparyna
Kwas iduronowy N-acetylogalaktozamina  Kwas iduronowy Glukozamina
IdoUA GalNAc IdoUA GlcN
RO CHOR, CH;R,
WEER ol e ﬁ’\\
0
HO cﬁ/ NHCOCH; lﬁ/ NHR,
OR,
R1, Rz, R1=OH lub SO: R| i Rz SOx
€) Siarczan heparyny, HS f) Siarczan keratyny, KS
Kwas iduronowy N-Acetyloglukozamina Galaktoza N-acetylogalaktozamina
ldoUA GlcNAc GalNAc
cn,on‘ on CH,OR, cu,on,
%L/ NHCDCH, J%/ NHCOCH,
1
R1 = S0s R1i Rz =H lub SO

Rysunek 1.1: Struktury jednostek powtarzalnych w réznych GAG-ach. (A) HA jest niesiarczanowa-
nym polimerem z [4)-3-GlcUA-(1-3)-8-GleNAce-(1-] jako jednostka powtarzalna. (B) GS jest polimerem
siarczanowanego [4)-3-GlcUA-(1-3)-8-GalNAc-(1-]. W zaleznosci od wzoru siarczanowania, GS mozna
klasyfikowac do réznych podtypow (GSA, GSC, CSD i GSE). (C) DS sklada sie z powtarzajace;j sie jed-
nostki dimerycznej [4)-a-IdoUA-(1-3)-8-GalNAc(1-3]. L-IdoUA jest epimerem D-GlcUA, a reszta Gal-
NAc jest siarczanowana w réznych pozycjach podobnie do GS. (D) Glowna jednostka disacharydowa
heparyny jest [4)-a-IdoUA-(1-4)-a-GleN-(1-]. Kwas iduronowy jest siarczanowany przy 02, a jed-
nostka GleN jest N- i O6-siarczanowana. (E) Gléwna jednostka disacharydowa HS jest [4)-a-GlcUA-
(1-4)-5-GleNAc-(1-]. Reszta GleNAc jest na ogol siarczanowana przy N2, z lub bez siarczanowania
06. () W typowym KS podjednostki disacharydowe skladaja sie z Gal i GleNAc-6-siarczanu. Reszty
Gal moga mie¢ lub nie siarczanowania 06. "Adapted with permission (CC BY 4.0) from Rawat PS,
Seyed Hameed AS, Meng X, Liu W. Utilization of glycosaminoglycans by the human gut microbiota:
participating bacteria and their enzymatic machineries, Gut Microbes, 2022, 14 (1),2068367. Co-
pyright 2022 National Center of Biotechnology Information ."
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GAGi moga wiazac sie z bialkami i zmienia¢ ich elastycznosc konformacyjna. Badanie ich ela-
stycznosci pozwala okreslic, w jaki sposob struktura biatka zmienia sie pod wplywem GAGow, a takze
pozwala zbadaé elastycznosci struktur biatkowych w érodowisku silnie natadowanych czasteczek.

GAGi odgrywaja wazna role w wielu procesach biologicznych.Na przyklad; GAGi oddziatluja z

71

chemokinami™ oraz receptorami czynnikéw wzrostu™™. Zaburzenie tych oddzialywan moze pro-

wadzi¢ do rozwoju powaznych choréb, takich jak nowotwory™, choroby Alzheimera i Parkinsona”™
oraz zaburzenia regeneracji tkanek "%,

Jednym z probleméw, ktory wystepuje podezas badania GAGow jest ich znaczna dhugose. Dlatego
do ich symulowania stosuje sie coraz czeSciej modelowanie gruboziarniste, na podstawie ktorego
skatalogowano lancuchy heparyny zawierajace od 6 do 68 meréw’’. Dodatkowo opracowano algo-
rytmy dedykowane do generowania biblioteki niesiarczanowanej chondroityny zawierajacej od 10
do 200 merow ™.

Mozliwosei przewidywania miejsc wigzania heparyny w biatkach, identyfikowania biologicznie
aktywnych konformacji GAG, analizowania sil miedzyczasteczkowych regulujacych powinowactwo
wiazania GAG z bialkiem oraz zrozumienia specyficznosci i selektywnosci interakeji GAGow z bia-

lkami znacznie wzrosly dzieki wykorzystaniu dynamiki molekularnej™?8.

1.4 Dynamika molekularna

Jedna z metod, ktora jest stosowana do badania elastycznosci bialek jest MD. Co istotne, MD
nie zaklada wystepowania tylko harmonicznych drgan (odksztatcen). W dynamice molekular-
nej rozwiazywanie numerycznych klasycznych réwnan ruchu powoduje zmiane czasowa ukladu
skladajacego sie z wielu atoméw®. Druga zasada dynamiki Newtona (rownanie 1.1) daje w takim

ukladzie site¢ wypadkowa FZ, ktora jest suma wszystkich sil dziatajacych na i-ty atom:

F =ma, (R

Gdzie masa i przyspieszenie atomu to nastepujaco m; i a;. Wektor polozenia i-tego atomu 77 w

danym momencie czasu t wyznacza przyspieszenie za pomoca rownania 1.2:
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4277
a; =
dt?

(1.2)

Znajomosé sil, jakimi dzialaja na siebie poszcezegolne atomy, jest niezbedna do wykonania ob-
liczen numerycznych dotyczacych ewolucji czasowej ukladu. Odpowiedni potencjat (fizyczny) jest
kluczowy dla poprawnego obliczenia sil dzialajacych pomiedzy atomami, ktére opisuja najezesciej

odzialywania dla par lub w tréjce atomow. Site odzialywania w parze atoméw opisuje rownanie 1.3:

F, = —VV(i}) (1.3)

%
Gdzie F}; jest sila, z jaka oddzialuja na siebie atomy w parze i, V(T_”)) jest potencjalem
opisujacym oddzialywanie miedzy tymi atomami, a r;; jest wektorem okreslajacym odleglos¢ miedzy
tymi atomami. Sita wypadkowa (rownanie 1.4), ktora dziala na i-ty atom w N-atomowym ukladzie,

jest suma wszystkich sil, z jakimi oddziatuje on z innymi atomami w ukladzi.

F, (1.4)

WE

7o

.
Yl

=1
i

Znajac potencjaly opisujace oddzialywania miedzy atomami, warunki poczatkowe i brzegowe, nie
jestesmy w stanie okresli¢c polozenia atoméw i ich predkosci w dowolnym momencie czasu, a row-
nania Newtona rozwiazuje sie za pomoca metody réznic skonczonych. Polega ona na rozwiazywaniu
réwnan po kolei dla okreslonych, niewielkich krokéw czasowych A t8283 dlatego ustanowienie odpo-
wiedniego kroku czasowego jest kluczowe. Jesli wyniki zostana otrzymane przy uzyciu zbyt dlugiego
kroku czasowego, beda one niefizyczne, a uklad moze sie nawet rozpasé. Przyjmuje sie, ze okres wi-
bracji o najwyzszej czestotliwosci w ukladzie powinien by¢ okoto dziesieciokrotnie dhuzszy od kroku
czasowego 2,

Dynamika molekularna to technika obliczeniowa wykorzystujaca ruchy jonéow, wody, malych
czasteczek i makroczasteczek lub bardziej ztozonych ukladow, takich jak cale wirusy, aby odtworzyc
zachowanie Srodowiska biologicznego, w tym czasteczek wody i blon lipidowych. Ruchy struktu-
ralne, takie jak te zalezne od temperatury i substancji rozpuszczonej lub rozpuszezalnika, sa bar-

dzo wazne dla badania kompleksow ligand-biatko lub biatko-biatko. W tym kontekscie symulacje
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MD sa bardzo przydatne, poniewaz ta metoda moze modelowac istotnie biologiczne ruchy. Wy-
korzystanie symulacji MD do projektowania lekéw pokazuja réwniez wneki strukturalne, ktore sa
niezbedne do projektowania nowych struktur z wiekszym powinowactwem do celu molekularnego®.
Dodatkowo symulacje MD sa wykorzystywane do pelnego badania struktury i dynamiki czasteczek
biologicznych, ich kompleksow oraz zmian konformacyjnych w biatkach i kwasach nukleinowych®.
Symulacje sa przeprowadzane przez badanie polozenia centrow, ktore maja zdolnosc interakeji ze
soba w czasie, co pozwala im okreéli¢ dynamiczna ewolucje systemu. Symulacje MD daja obraz
zmian struktury, nasladujac zmiany w strukturze czasteczek biologicznych w danym czasie. Dane
te ulatwiaja zrozumienie funkeji biologicznych®. Symulacje dynamiki molekularnej nie ograniczaja
si¢ tylko do pelnoatomowych pél sitowych (uwzgledniajacych w obliczeniach wszystkie atomy) ale
rowniez mozna uzywac gruboziarnistych pol sitowych, ktére upraszezaja grupe atomoéw w postac

"pseudoatomow”.

1.5 Gruboziarniste pola silowe

Ostatnie postepy w technologii i metodologii pozwolity na symulacje uktadéw makromolekularnych
przy uzyciu pol pelnoatomowych w biologicznie istotnych skalach czasowych5-88, Mozliwe jest sy-
mulowanie zmian konformacyjnych w malych i srednich biatkach na krotkie okresy czasu, takich
jak milisekundy jak i rowniez w dhuzszych zakresach czasowych (w sekundach)®3, Przewidywanie
struktury i przeszukiwanie przestrzeni konformacyjenje duzych komplekséw makromolekularnych
w dhugich skalach czasowych przy rozdzielezosSci pelnoatomowej jest obecnie poza zasiegiem. Z tego
powodu opracowanie uproszczonych modeli jest szezegolnie wazne w kontekécie interpretacji da-
nych eksperymentalnych?* 9% ktore staja sie coraz bardziej dostepne w wysokiej rozdzielczosci.
Dane eksperymentalne daja czeSciowy wglad w niektore elementy ukladéw makromolekularnych,
ale nie daja bezposrednio pelnej reprezentacji dynamicznej, a symulacje moga pomdoc w uzyska-
niu bardziej kompleksowego zrozumienia?”?. Uproszczone modele moga zapewni¢ wglad w ogélne
zasady fizykochemiczne, regulujace systemy biofizyczne, zachodzacych zmian na poziomie moleku-
larnym 0%,

W naszym zyciu istnieje wiele waznych procesow biologicznych, takich jak faldowanie bia-

lckl()l,l()z 103,104

, wiazania/oddzialywania miedzyczasteczkowego , zjawiska blonowe z udzialem bia-
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107108 "4 sa trudne do zbadania przeprowadzajac

lek, 19196 ktore maja bezposredni wplyw na zdrowie
symulacje pelnoatomowe!?. W zwiazku z tym, wykorzystanie CG okazuje sie przydatne, przede
wszystkim w badaniach o dlugich skalach czasowych i wielkich ukladow, ktore wykraczaja
poza standardowe mozliwosci pol pelnoatomowych’, poprzez redukeje liczby stopni swobody
reprezentujacych badany uklad. Zastosowanie symulacji GG pozwala rowniez ”wygladzi¢” krajo-
braz energii potencjalnej systemu, umozliwiajac przeprowadzenie obliczeniowo niedrogich symula-

114

¢ji'™13, CG zostalo wykorzystane po raz pierwszy przez Smita, zwlaszeza w systemach lipidowych,

i obecnie jest szeroko stosowane do badania bialek?, kwasow nukleinowych!%, blon lipidowych!',
weglowodanow ! czy tez wody'”.

Zaproponowano kilka modeli, aby stworzy¢ efektywne funkcje energii GG dla duzych ukla-
dow molekularnych, ktore odtwarzaja cechy strukturalne modeli atomistycznych (BU)20-12% lub
odtwarzaja wlasciwosci makroskopowe jednego lub wielu ukladow?™9%10L126-128 "W modelach CG

popularne podejscia BU odtwarzaja kanoniczny rozklad konfiguracji, ktory zostat okreslony przez

model pelnoatomowy.

1.51 Model UNRES

Jednym z powszechnie stosowanych modeli CG jest UNRES (ang. UNited RESidue)'®” (rysunek
1.2139) w ktérym gléwny tancuch polipeptydowy jest reprezentowany przez sekwencje atomow wegla
Ca, gdzie centrami interakeji sa scalone lancuchy boczne i scalone grupy peptydowe. Efektywna
energia oddzialywania zostala opracowana poprzez rozwiniecie potencjatu sredniej sity w funkeji

kumulantow klastra Kubo'®, Funkeja energii modelu UNRES jest wyrazona réwnaniem 1.5:

U = wSCZUSCSC +wSC’pZUSng —|—’LUVDW Z lep’iW—Fwelfg( ) Z U;lej

1<J i1#£j 1<j—1 1<j—1

+ wtorf? Z Utor "Yza (917 91+1 + wb Z Ub + Wrot Z Urot 91) QCs;, BSC )
+ wbond Z UbO'fld ) + wggzw"f ( ) corr + wturnf?)( )Uturn (15)

Gdzie Usc,sc; przedstawia $rednia swobodna energie oddzialywan hydrofobowych (hydrofilowych)
miedzy tancuchami bocznymi, Usc,p,, oznacza potencjal objetosci wykluczonej oddzialywan tancuch

boczny—grupa peptydowa, Uy, opisuje potencjal oddzialywan grupa peptydowa—grupa peptydowa,
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VDW oraz el to odpowiednio wklady van der waalsa oraz elektrostatyczne. Upynq(d;) to proste lub
multimodalne potencjaly harmoniczne rozciagania wiazania wirtualnego, gdzie d; jest dlugoscia i-
tego wigzania wirtualnego, Uy, Uy i U,.; to odpowiednio potencjaly torsyjne pochodzace od obro-
tow wokot wirtualnych wigzan G* - - - G%, wklady pochodzace od odksztalcania wirtualnych katow
walencyjnych, wklady rotameryczne odpowiadajace zmianom polozen centrow tancuchéw bocznych
wzgledem szkieletu peptydowego, zas U, i Ut(j,),n to odpowiednio wklady uwzgledniajace sprzezenie
miedzy lokalnymi oddzialywaniami tancucha glownego i oddzialywaniami elektrostatycznymi. W mo-
delu UNRES rozpuszczalnik jest w formie niejawnej. Wklady do energii efektywnej (rownanie 1.5)
przedstawiaja interakcje miedzy bialkiem a rozpuszezalnikiem w formie niejawne;j, glownie wkiad
Usc,sc;. Gzynnik f,, opisuje zaleznosc efektywnej funkcji energii od temperatury, co wskazuje, ze
jest to potencjal $redniej sily, czyli ograniczona energia swobodna, a ni energia potencjalna. Row-

nanie 1.6 przedstawia czynnik f,, (712

_ Inlexp(1l + exp(—1)]
in {eap[T/To]" " + eap[—(T/To)" ]}

fa(T) (1.6)

Gdzie Ty = 300K. W UNRES jest wykorzystywana glownie dynamika molekularna Langevina, ktora
zostala zastosowana we wezeéniejszych pracach %, UNRES z powodzeniem zostal zaaplikowany
do badania dynamiki i termodynamiki faldowania bialek'®, przewidywaniu struktury bialek!'® i

rozwiazywaniu problemow biologicznych ™.
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Rysunek 1.2: Gruboziarnisty model UNRES dla przykladowego tancucha polipeptydowych, ktérym
jasnoniebieskimi kulami oznaczono scalone grupy peptydowe pomiedzy kolejnymi atomami Cor ozna-
czonymi bialymi kulami, za$ zjednoczone lancuchy boczne potaczone z atomami Ca oznaczono jako
sferoidy o réznych kolorach (zielony, pomaranczowy oraz fioletowy), a takze wielkosSciach.

1.5.2 Model CABS

Kolejnym przykladem modelu CG éredniej rozdzielezoéci® jest CABS (rysunek 1.31%8), w ktorym
atomy Ga reprezentuja kolejno potaczone atomy. Pomiedzy atomami Ca znajduja sie grupy pepty-
dowe, a kazdy lancuch boczny jest reprezentowany przez dwa centra oddzialywan; przez atomy Cj3
oraz przez zjednoczona grupe obejmujace odpowiednie atomy tancucha bocznego nastepujace po
Cf. Modelowane tancuchy polipeptydowe sa nalozone na szescienng siatke o duzej gestosci. Model
ten spelnia wymagania odwracalnoéci mikroskopowej™?, wykorzystujac dynamike Monte Carlo z
asymetrycznym schematem Metropolis. Reprezentacja sieciowa umozliwia bardzo szybkie probko-
wanie przestrzeni konformacyjnej, poniewaz umozliwia wstepne obliczenie wickszosci skladowych
energii. DSSP automatycznie okresla dane o strukturze drugorzedowej dla modelu CABS'™?, Dane

struktury drugorzedowej sa uproszcezone do reprezentacji helisy, harmonijki lub losowego klebka .

Energie wyraza rownanie 1.7:1%
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V(¢q) = wsppEssp +wssiEssi + wugpEnp + wrER + wirFELR (1.7)

Gdzie Egsp (0o wadze wssp=1,0) to energia oddzialywan niezaleznych od sekwencji krotkiego zasiegu,
Essr (0 wadze wgsr=0,375) to energia oddzialywan zaleznych od sekwencji krotkiego zasiegu, Eyp
(0 wadze wyp=1,0) to energia wiazania wodorowego, Er (o wadze wr=1,0) to energia oddzialywan
odpychajacych, a Er i (0 wadze wyr=2,0) to energia dlugozasiegowych oddzialywan parami, obli-

czona po zsumowaniu wszystkich oddzialywan par.

Rysunek 1.3: Gruboziarnisty model CABS przedstawiony za pomoca czterech atoméw (lub pseudo-
atoméw): Ga (czerwone kule), G5 (brazowe kule), Srodek masy grupy tancucha bocznego SC (po-
maranczowe kule) i Srodek wigzania peptydowego cp (jasnoniebieskie kule).

Model CABS wykorzystuje sie w symulacjach dynamiki bialek uzyskanych z zespolow NMR™!,
do badania interakeji miedzy biatkami, a takze do przewidywania elastycznoéci bialek38-140, Jest
istotnym elementem systemu CABS-DOCK, ktory obejmuje réwniez dokowanie peptydow .

W regionach uznawanych za sztywne, takich jak odpowiadajace dobrze zdefiniowanym elemen-
tom struktury drugorzednej™?, CABS-flex moze wykrywaé¢ dynamiczne, niejasne zmiany, ktére moga
by¢ istotne biologicznie, w przeciwienstwie do predyktoréw fluktuacji opartych na sekwencji. Mozna
znalezé ruchy, ktore sa wazne dla funkcjonowania bialek, wykorzystujac uzyskane profile fluktu-
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acji. Najbardziej ruchliwe fragmenty strukturalne moga by¢ potencjalnymi miejscami dokowania

molekularnego™?.

1.5.3 Model NOLB

Model NOLB?? przedstawiony schematycznie na rysunku 1.4 jest kolejnym przykladem modelu CG.
Opiera sie on na technice analizy modéw normalnych (NMA)?3. Jest to model sieci elastycznej, w

ktorym energia ukladu jest wyrazona rownaniem 1.8:

Bror = 3 5(dya) — i)’ 18)
1<j
dij<dcut

Gdzie q jest wektorem wspotrzednych uogolnionych, d;;(q) jest odlegloscia pomiedzy i-tym oraz
j-tym atomem, d%- jest odlegloscia w strukturze odniesienia, zas v jest stala sitowa.
Korzystajac z tego wzoru wyznacza si¢ macierz drugich pochodnych energii wzgledem

wspotrzednych q, do uzyskania modéw normalnych.

Rysunek 1.4: Tlustracja ruchéow blokéw czasteczki biatka uzyskanych poprzez uzycie metody NOLB
na przykladzie domeny cytoplazmatycznej chemoreceptora bakteryjnego z Thermotoga maritima,
nieliniowej ekstrapolacji ruchu biatka (o kodzie PDB: 2CH7'**) w formie zwinietego klebka. Przed-
stawia ruchy skrecania konformacji biatka przy roznych amplitudach odksztalcen nalozonych na
siebie. Kolorami oznaczono wartosci catkowitego odksztalcenia (Srednich odchylenia kwadratowego).
Strzalki okreslaja trajektorie poszezegolnych atomoéw. "Reprinted with permission from Alexandre

Hoffmann, Sergei Grudinin, NOLB: Nonlinear Rigid Block Normal-Mode Analysis Method, J. Chem.
Theory Comput. 2017, 13, 5, 2123-2134. Copyright 2017 American Chemical Society."
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7 uwagi na to, ze najbardziej interesujace sa ruchy czesci biatka, ktéore nie zmieniaja swoje;j
wewnetrznej geometrii (blokéw), w tym modelu zbior wspotrzednych zostal zawezony do polozen
centrow blokow oraz wspotrzednych opisujacych obroty tych blokéw wzgledem ich centrow (Srodkow
mas).

Metoda NOLB opiera si¢ na nieliniowej ekstrapolacji chwilowych kierunkéw ruchu opisanych
przez mody normalne obliczone w podprzestrzeni RTB (z ang. rotations-translations of blocks, ob-
roty translacji blokow)?}. W obliczeniu tych modéw normalnych wykorzystuje sie diagonalizacje

macierzy sztywnosci (wazonej masa) rzutowanej przez RTB.

PTKwP = LAL 1.9)

Gdzie L jest macierza skladajaca sie z normalnych trybéw RTB i macierza wartosci wlasnych
diagonalnych A, ktore sa odpowiadajace im, a P to macierzy projekeji. To poréwnanie mozna zapisac

jako (rownanie 1.10):

Ky = (PL)A(PL)T (1.10)
Dzieki temu wszystkie atomy LY (we wspotrzednych wazonych masa) mozna uzyskaé jako

projekeje normalnych modéw RTB L, zgodnie z réwnaniem 1.11:

LV = PL 1.11)

To réwnanie zostalo wykorzystane w pierwotnej metodzie RTB do obliczenia liniowej deformacji
poczatkowej struktury wzdluz kierunkéw L™. Niemniej jednak do obliczenia bardziej naturalne;j
deformacji nieliniowej nalezy uzy¢ macierzy projekeji P.

Kontynuujac, nalezy pamietac, ze rozmiar wektora trybu normalnego RTB LY’ wynosi 6n, gdzie
n jest liczba sztywnych blokow. W tym wektorze kazda z szesciu dodatkowych wspotrzednych od-
powiada konkretnemu sztywnemu blokowi. Pierwsze trzy wspotrzedne zapewniaja chwilowe prze-

mieszezenie sztywnego bloku COM (z ang. block’s center of mass, $rodek masy bloku), a kolejne
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trzy wspotrzedne zapewniaja chwilowa 0§ obrotu sztywnego bloku, ktora przechodzi przez jego
COM. Chwilowe predkosci liniowe i katowe poszezegolnych sztywnych blokow mozna zrozumied,
wprowadzajac zalezno$¢ czasowa zmiennych i biorac pochodna czasowa wektora trybu normalnego
RTB. Zaczynajac od chwilowych predkosci liniowych i katowych sztywnych blokéw, ostatni etap tej
metody obejmuje ckstrapolacje ruchu blokéw o duzej amplitude®?.

Metoda NMA jest stosowana do badan wielu uktadéw biomolekularnych, a przede wszystkich bia-
lek®, RNA i DNA?3, a takze do badan wigzania pomiedzy bialek a ligandem™?, interakeji pomiedzy

biatkami'® i zwijania bialek*7.
1.5.4 Model MARTINI

Ostatnim przykladem modelu CG w tej pracy jest MARTINI'™*® (Rysunek 1.5), ktory poczatkowo
zostal opracowany w celu zbadania wlasciwoéci blon lipidowych #9150,

W modelu MARTINI pojedyncze centrum interakeji reprezentuje cztery ciezkie atomy wraz z
zwigzanymi wodorami'®'. Mapowanie cztery do jednego zostalo wybrane jako najlepszy sposéb na
polaczenie wydajnosci obliczeniowej z zachowaniem wlasciwosci chemicznych charakteru centrum.
Poniewaz cztery czasteczki wody sa mapowane na kulke wody w CG, ten wybér jest zgodny z mapo-
waniem. Jedna kulka GG reprezentujaca zaréwno jon, jak i pierwsza powloke hydratacyjna. Ogolne
podejscie mapowania cztery do jednego jest zbyt ogolne, aby pokazac geometrie malych fragmentow
lub czasteczek przypominajacych pierécien, takich jak cholesterol, benzen i kilka aminokwasow !,
W rezultacie czasteczki przypominajace pierScien sa mapowane na jedna czasteczke MARTINI przy
uzyciu dwoch atomow, ktore nie sa atomami wodoru.

W tym modelu oddzialywania daleko-zasieggowe zostaly sparametryzowane tak, aby odtwarzaly
eksperymentalne wartoSci energii swobodnej przejScia pomiedzy faza polarna i niepolarna duze;j
liczby zwiazkow chemicznych. Ponadto dane z symulacji pelnoatomowych byly wykorzystywane do
uzyskania wkladoéw lokalnych do efektywnej energii oddzialywania. Model MARTINI mozna zatem
zakwalifikowac do obu podejsé top-down i bottom-up. Zatem moze tworzyc uzyteczny pomost miedzy
52
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skalami makroskopowymi i atomistycznymi'

Efektywna funkcja energii zostala wyrazona rownaniem 1.12:
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E= Ebond + Ebend + Etors + ELJ + Eele (112)

Gdzie Eyong to potencjal harmoniczny rozeiagania wirtualnego wiazania, Eyeng to potencjal har-
moniczny zginania wirtualnego kata walencyjnego, Ey.s to multimodalny potencjal torsyjny, E; ;
to potencjal Lennarda-Jonesa 6-12 dla niezwiazanych interakeji, a Eg. to kulombowski wklad do

energii potencjalnej.

Rysunek 1.5: Gruboziarnisty model MARTINI przedstawiajacy strukture lipidu. Reprezentacja
wszystkich atoméw jest pokazana za pomoca malych patyczkow, podczas gdy reprezentacja gru-
boziarnista jest przedstawiona w postaci duzych kul. "Reprinted with permission (CC-BY) from
Ryan Bradley and Ravi Radhakrishnan, Coarse-Grained Models for Protein-Cell Membrane Inte-
ractions, Polymers 2013, 5, 890-936. Copyright 2013 Polymers."

Wyréznia sie cztery kategorie centrow oddzialtywan w modelu MARTINI: polarne (P), niepolarne
(N), apolarne (C) i naladowane (Q)'*®. Kazda z klas Q i N ma cztery podtypy, ktore sa powiazane
z ich zdolnoScia do udzialu w tworzeniu wiazania wodorowego: donor i akceptor, donor, akceptor
oraz ich brak. Glowna réznica miedzy tymi podtypami jest ich sila interakeji ze soba!*®. Kazda z
klas P i G obejmuje pie¢ podtypow, ktore odzwierciedlaja stopniowe przejscie od stabych do sil-
nych cech polarnych badz niepolarnych*®. MARTINI wykorzystuje zwiazane i niezwiazane formy

funkeyjne potencjatu, ktore sa powszechnie stosowane w pelnoatomowych polach sil. To sprawia, ze
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model jest tatwy do wprowadzenia w nowoczesnych programach dynamiki molekularne;j, takich jak
GROMACS'2", GROMOS'? i NAMD 14155,

Model ten pozwola okresli¢c zachowanie duzych agregatow lipidowych w przestrzeni i ska-
lach ezasowych nieosiagalnych dla pelnoatomowych symulacji MD, przy jednoczesnym zachowaniu
wystarczajacej rozdzielezosci i specyficznoéci chemicznej, aby uzyska¢ mikroskopijny i dynamiczny
obraz weciaz niedostepny w eksperymentach. Wykazano, ze pole sitowe MARTINI mozna zastosowaé
do wielu procesow lipidowych, takich jak tworzenie fazy zelowej i cieklej'™®. Zastosowanie pola silo-

wego z biegiem lat rozszerzylo sie do najbardziej powszechnych biomolekul, takich jak bialka®7158,

6

118,159 2 a takze wiele czasteczek niebiologicz-

160,161 kilka waznych kofaktorow!

cukry , nukleotydy
nych, w tym polimery syntetyczne!®3-1%° i nanoczastki'®®. Wykorzystano model MARTINI do prze-
widywania réznych proceséw biomolekularnych, w tym wiazania bialko-lipid 7. W niektorych pray-
padkach ta metoda zostata rowniez wykorzystana do wiazania lipidow do miejsc gleboko osadzonych
w biatkach'%81%? Niemniej jednak przyklady wiazania bialko-ligand z uzycie pola MARTINI sa nadal

rzadkie! 7017,

1.6 Pelnoatomowe pola silowe

W przeciwienstwie do gruboziarnistych pol sitowych, pelnoatomowe sa ztozonymi modelami, w kto-
rych kazdy atom jest reprezentowany jako osobne centrum oddzialywania. Poczatkowe predkosci
przypisane sa do kazdego atomu losowo na poczatku trajektorii symulacji. Aby uniknac¢ bledow
w caltkowaniu tych rownan, krok czasu integracji jest zwykle ustalany na 1 do 2 fs dla systemow
biologicznych z ograniczeniem na wodory, gdzie 2 fs to przyblizona skala czasowa najszybszego ru-
chu czasteczki (drgania wiazania)®?. Celem zastosowania tego rodzaju pél jest badanie struktury
molekularnej, dynamiki, a takze whasciwosci ukladéw na poziomie atomowym.

Pelnoatomowe pola sitowe wykorzystuja parametry z danych eksperymentalnych i obliczen me-
chaniki kwantowej do dokladnego modelowania interakeji miedzy atomami. Wérod pol sitowych
obejmujacych wszystkie atomy mozna wyrézni¢ m. in. CHARMM!™, ktory jest czesto uzywany do
symulacji lipidow'™, kwasow nukleinowych!™ i innych makroczasteczek oraz'™ oraz AMBER!S,
ktory jest czesto uzywany do symulacji malych czasteczek!”’, kwasow nukleinowych i bialek!™,

Powstalo wiele prac poréwnujacych oba te pola'™ '8 W pracy prof. Zhang i inni'®?, moc pre-
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dykeyjna tych dwoch pél sit zostala porownana, w ktorej zbadano wplyw zmian konformacyjnych
reszty alaniny w monomerycznym GAGu, ale do tej pory nie przeprowadzono podobnych badan

dotyczacych struktur biatko-GAG.

1.6.1 Pole siltowe AMBER

AMBER'" (z ang. Assisted Model Building and Energy Refinement) to zestaw molekularnych pol
sitowych, ktore sa wykorzystywane do modelowania bioczasteczek. Podstawowe pole sitowe zostalo
zaimplementowane za pomoca réownania 113176 do obliczenia funkeji energii potencjalnej, ktore

zachowuje najprostrze funkcjonalne formy czasteczek w skondensowanych fazach.

V() = > Kyb—bo)*+ > Ke(0— )

wiazania katy walencyjne

+ > (%)(1+cos[nq§—5])

katy dwuscienne

T Z (Aij/rily?) - (Bij/rgj) + (q:q;/745) (1.13)

oddzialywania niewiazace

Gdzie by oraz 6y to odpowiednio referencyjna dlugo$¢ wiazania i kat wiazania; K, Ky oraz V,
sa stalymi sitowymi, n to krotnosé¢, ¢ to kat torsyjny, a § jest katem fazowym, b, § oznaczaja od-
powiednio dlugoSci wiazan, katy walencyjne,A;; oraz B;; to odpowiednie parametry do potencjatu
Lennarda-Jonesa, g; i g; to odpowiednie czastkowe ladunki na atomach i oraz j oraz r;; jest wek-
torem okreslajacym odleglosé miedzy tymi atomami. Sumowanie odbywa si¢ po wkladach dlugosci
wigzan reprezentuje energi¢c miedzy atomami o wigzaniach kowalencyjnych, po wkladach katow
wigzania przedstawia energie wynikajaca z geometrii orbitali elektronowych bioracych udzial w
wiazaniu kowalencyjnym, po wkladach katéw dwusciennych (z ang. torsions) przedstawia energie
katow dwusSciennych wiazania ze wzgledu na kolejnos¢ wiazania (np. wiazania podwojne) i sasiednie
wigzania lub wolne pary elektronow, zas ostatni czlon reprezentuje energie niewiazaca pomiedzy
wszystkimi parami atomow !5,

Do badan kwasow nukleinowych oraz bialek zalecane bylo stosowania pola silowego ff14SB!83,
ktory powstal na podstawie pola ff99SB* wykazujacy stabosci w preferencjach drugorzednej struk-
tury rotameru lancucha bocznego i szkieletu'®>. W poréwnaniu z ff99SB, model pola ff14SB popra-
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wia odtwarzanie eksperymentalnych geometrii. AMBER {114SB oferuje niezwykle stabilng dynamike
szkieletu zwinietych bialek i poprawia stabilnosé helikalna, co czyni go lepszym niz poprzednie
pola sitowe AMBER'®®, Pole silowe ff14SB wymaga zastosowania modelu wody TIP3P, poniewaz ten
3 punktowy model wody byl najczeSciej uzywany do polepszania wezeéniejszych pol sitowych pa-
kietu AMBER'®®, Najnowsze pole silowe fl19SB!7 zostalo zoptymalizowane do badan bialek88189,
Wiasciwosci pola f119SB odzwierciedlaja roznice w mapie Ramachandrama dla aminokwasow i naj-
lepiej laczy sie z modelem wody OPC'". GLYCAMO06j'*" to pole silowe z parametrami do mode-
lowania glikokoniugatow i weglowodanow. Opiera sie na podstawie zastosowan GLYCAM93 191192,
Wiazania, stale silowe odksztalcenia katow walencyjnych i whasciwosci elektrostatyczne w najnow-
szej wersji GLYCAMO6j zostaly uzyskane za pomoca obliczen QM, poniewaz parametry te sa trudne
do uzyskania eksperymentalnie'’. Pole sitowe GLYCAMO6j sprawdza sie w przypadku odtworzenia
wlasciwosci fazy gazowej malych czasteczek testowych!'’, a ponadto odtwarza populacje rotamerow
malych czasteczek i reprezentacyjnych blokow budulcowych biopolimeréw w wodzie w formie niejaw-
nej, oraz wlasciwoéci sieci krystalicznej'?. Pole sitowe AMBER (ff14SB) w polaczeniu z GLYCAM jest
stosowane w badaniach GAGow, czego przykladem jest badanie interakeji GAGéw z prokaepsyna S
podczas dojrzewania, analizy dynamiki, wigzania energii swobodnej i potencjalnej regulacji alloste-

rycznej 193,
1.6.2 Pole silowe CHARMM

CHARMM (z ang. Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) jest to powszechnie uzywany
zestaw pelnoatomowych pol sitowych dynamiki molekularnej, ktérego funkeja energii potencjalne;j

zostala wyrazona roéwnaniem 1.14172,
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Vo= S Kbt Y Ke(6—60) + > Eo(p — o)’

wiazania katy walencyjne niewlaéciwe katy torsyjne
6
2
+ E E Kpn(1 4 cos(¢n, — 0,)) + E K, (u — up)
katy dwuécienne n=1 Urey-Bradley
4iq;

+ § vty

4w Dr ij

oddzialywania eletrostatyczne

+ Z Eij

oddzialywania van der Waalsa

12 6
(Rmzn,zj ) o 2 (Rmzn,m ) ] (1.14)
Tij Tij

Gdzie by, 0y, @o, to referencyjna dlugosci wiazan, katy walencyjne, niewlasciwe katy torsyjne; b,
0, v, ¢, u oraz uy oznaczaja odpowiednio dlugosci wiazan, katy walencyjne, katy torsyjne, katy
dwuscienne wyznaczone z geometrii molekularnej oraz wklad rownowagi Ureya-Bradleya (potencjal
harmoniczny na odleglosci miedzy koncowymi atomami zaangazowanymi w kat walencyjny (1,3)), a
Ky, Ky, K, oraz K, sa odpowiednimi stalymi sily, K ,, to amplituda, a ¢,, to faza n-tej krotnosci,
D jest stala dielektryczna oraz g; i ¢; to odpowiednie czesciowe ladunki atomowe na atomach i
oraz j. €;; to glebokos¢ studni potencjatu, a R,,; to promien w potencjale Lennarda-Jonesa 6-12
stosowany do opisu oddzialywan van der Waalsa, r;; to odleglos¢ miedzy atomami i oraz j.

Pelnoatomowe pole sitowe CHARMM jest powszechnie wykorzystywane w modelowaniu mo-
lekularnym i symulacjach molekularnych, aby tworzyé¢ zlozone, jak i nieuporzadkowane zespoly
konformacyjne szkieletu polipeptydowego dla wewnetrznie nieuporzadkowanych peptydow i bia-
lek (IDP)'**. CHARMM36m dostosowuje czastkowe ladunki atomowe i dopasowuje je do interakeji
miedzy substancja rozpuszezona (woda) a fragmentami weglowodanow, ktore zostaly obliczone za
pomoca metod mechaniki kwantowej'”. W jednym z badan nad GAGami poréwnano dynamike
molekularna (MD) Amber {f14SB i CHARMM36m w celu zbadania populacji dimeru HP36, sta-
bilnosci i kinetyki tworzenia dimeru'®. Wykazano, ze CHARMM36m dobrze reprezentuje ekspe-
rymentalne populacje monomerow HP36 przy nizszych stezeniach. W tym poréwnaniu z AMBER
ff14SB, to CHARMM36m udowiadnia, ze daje nizsze wspolezynniki asocjacji (wyzsze populacje mo-
nomerow HP36).
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1.7 Potencjal srednich sil

Profil energii swobodnej wzdtuz wybranej wspélrzednej nazywany jest potencjalem Sredniej sity

(PMP)"7 ktéry wyznacza sie za pomoca réwnania 1.15.

G(€) = —kpTIn [p(€)] (115)

Gdzie kp to stala Boltzmanna, T oznacza temperature, p(§) jest rozkladem prawdopodobienstwa
wzgledem wybranej wspotrzednej. Wspotrzedna moze byc kat torsyjny, czy odleglosé miedzy dwoma
atomami.

Badania obliczeniowe czesto wykorzystuja potencjaly $redniej sity do opisania réznych procesow,

199 ¢zy tez przenikanie jonow przez ka-

takich jak oddzialywania hydrofobowe!’8, transfer protonow
naly blonowe?"?, Jedna z wlasciwosci potencjatlu Sredniej sily, jest to, ze pozwala okreéli¢ parametry
fizykochemiczne badanych ukladow. Wlasciwosci fizykochemiczne, takie jak stale asocjacji, mozna
mierzyc¢ za pomoca PME Jest to metoda, ktora moze rowniez byc uzyta do okreslenia bezwzgledna
energie swobodna wiazania dla ukladéw bialko-ligand2’!. Nastepnie, w oparciu o dane eksperymen-
talne, mozna przeprowadzic walidacje zastosowanych pol sitowych. Okreslanie PMF jest przydatne,
kiedy bezposredni eksperyment jest trudny do wykonania (np. badania asocjacji hydrofobowe;j) lub
gdy chcemy zmniejszy¢ koszty badan??, Symulacje dynamiki molekularnej lub mechaniki kwanto-

wej sa uzywane do uzyskania PMF, aby okresli¢, jak zmienia si¢ energia ukladu w funkeji dobrze

zdefiniowanej wspolrzednej reakeji, reprezentowana przez jedna lub wiecej zmiennych 203204,

1.8 Metody poélempiryczne

Metody pélempiryczne zostaly opracowane w celu uproszezenia metody Hartre—Focka (HF). Takie
metody moga znacznie skrocic czas obliczen, zastepujac pewne calki skladajace si¢ na procedure
HF parametrami empirycznymi i eksperymentalnymi. Naukowey poczatkowo opracowali rodzine
potempirycznych metod wywodzacych sie z nakladania sie rozniczkowego pomijania dwuatomo-
wego (NDDQ)25206 " ale pézniej Dewar i Thiel zmodyfikowali metode posredniego zaniedbania
rozniczkowego nakladania sic (MNDO)2'7298 W pézniejszym czasie wprowadzono wiele modyfikacji
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tego podstawowego schematu NDDO, takich jak AM1209 PM3 210211 PM6212 itd.

W zwiazku z tym, ze metody stawaly sie coraz bardziej zaawansowane, kazda z nowych metod
wykazywala poprawe opisu energii i geometrii ukladu w poréwnaniu z poprzednimi. Na przyklad w
PM6, $redni blad bezwgledny energii interakeji dla prostych zwiazkéw organicznych spadt o okoto
30% w porownaniu z PM3. Te zalety sprawily, ze kazda nowa metoda do modelowania ukladow
chemicznych byla bardziej atrakeyjna niz jej poprzednie wersje?'?.

PM7%3 najnowsza wersja tej rodziny metod pélempirycznych, ma wieksza dokladnosé i wiekszy
zakres zastosowan w poréwnaniu do swoich poprzednikéw?. Majac na celu poprawe przestrzeni
parametrow, PM7 zostala sparametryzowana przy uzyciu eksperymentalnych i wysokopoziomowych
danych referencyjnych ab initio, a nastepnie rozszerzona o nowy typ danych referencyjnych. Modele
struktur krystalicznych i ciepta tworzenia cial stalych zostaly wykorzystane do testowania nowo
opracowanej techniki. W poréwnaniu z PM6 do zestawu przyblizen wprowadzono dwie zmiany;
poprawa opisu oddzialywan nickowalencyjnych oraz poprawa dwoch drobnych bledéow w formalizmie
NDDO. Przy przewidywaniu geometrii i entalpii tworzenia ukladéw organicznych w fazie gazowej
metoda PM7 daje $rednie btedy o 5% i 10% mniejsze niz w przypadku PM6. To znaczace ulepszenie
czyni metode PM7 wiarygodna opcja do obliczania tych wlasciwosci fizykochemicznych w chemii

organicznej 214,
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Rozdzial 2

Cel pracy

Elastycznosec, ktora umozliwia okreSlonym molekutom adaptacje, reakcje lub interakeje z innymi
substancjami na wiele sposobow, w réznych warunkach, jest niezbedna do zrozumienia funkcjo-
nowania biomolekul. Celem mojej pracy bylo okreslenie elastycznosci biatek, bialek otoczonych
blona lipidowa oraz zbadanie wplyw GAGoéw na elastycznosé biatek. Do tego celu wykorzystalem
teoretyczne podejscia wykorzystujace gruboziarniste oraz pelnoatomowe pola silowe do zbadania
elastycznoéci za pomoca $rednich standardowych odchylen fluktuacji.

W pierwszej czesci tej pracy zbadalem wiarygodnosci przewidywan elastycznosci bialek wyko-
nanych za pomoca czterech roznych metod gruboziarnistych. Nastepnie okreslitem, ktora metoda
najlepiej sprawdza si¢ w przewidywaniu elastycznosci struktur bialek pochodzacych z zespolow
NMR oraz X-ray, oraz wystepujacego typu struktury drugorzedowej, na podstawie wspotezynnikow
korelacji pomiedzy teoretycznymi a eksperymentalnymi profilami fluktuacji. Nastepnie sprawdzi-
lem, od czego sa zalezne uzyskane wspolezynniki korelacji przeprowadzajac dwukierunkowa analize
wariancji oraz testy Studenta.

W nastepnym kroku przeprowadzitem analize rozkladu wspolezynnikow korelacji wzgledem
liczby zliczen, skosnosc ukladow oraz dystrybuanty rozkladow, aby okresli¢ asymetrie rozkladow, a
takze okreslic roznice miedzy rozkladami, wyznaczajac tym samym najlepsza metode do badania ela-
stycznosci bialek w zaleznosci od eksperymentalnej metody okreslania struktury oraz wystepujace;
struktury drugorzedowej. Nastepnie sprawdzilem, czy uzyskane wartosci wspolezynnikéw korela-
cji moga zaleze¢ od dhugosci tancucha biatkowego. Zestawitem ze soba uzyskane profile fluktuacji
dla wybranych bialek, aby zobrazowac roznice w przewidywaniu elastycznosci bialek i wytypowac

najlepsza, uniwersalna metode.
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W dalszej czesci rozszerzyltem pole sitowe UNRES wprowadzajac blony lipidowej w formie jawne;j
(z ang. explicit) uzywajac modelu MARTINL W tym celu obliczylem PES miedzy centrami UNRES-
MARTINI, wyznaczylem PME dopasowalem funkcje analityczne, ktore wprowadzitlem do modelu
UNRES. W przypadku bialek otoczonych blona lipidowa okreslitem, w jaki sposob metoda UNRES-
flex potrafi przewidywac ich elastyczno$é przy uzyciu nowego pola sitowego z blona lipidowa.

W ostatnim czesci tej pracy okreslitem, ktore z zastosowanych petnoatomowych pol sitowych,
f14SB/GLYCAMO06j z pakietu AMBER oraz CHARMMS36m, najlepiej odwzorowuje elastycznosé bia-
lek w formie zwiazanej (kompleksu) oraz niezwiazanej z GAGami. Okreslilem to na podstawie po-

rownania profili fluktuacji uzyskanych teoretycznie z danymi eksperymentalnymi.
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Rozdzial 3
Metody

3.1 UNRES oraz UNRES z funkcja wiezé6w na strukture
drugorzedowa

W moich badaniach zastosowalem model UNRES, przeprowadzilem kanoniczne symulacje Lange-
vina MD, do przewidywania fluktuacji bialek. Wykonalem krotkie symulacje MD, z krokiem czaso-
wym 4,89 {s, z laczna liczba krokow 200 000, co daje dtugosé trajektorii okoto 1 ns . Jednak kazda
symulacja faktycznie odpowiadala us czasu laboratoryjnego, poniewaz jednostka czasu UNRES wy-
nosi okolo 1000 jednostek czasu laboratoryjnego®”. W symulacjach dynamiki Langevina termostat
ustawitlem na temperature 300 K, a tarcie wody skalowalem o wspotezynnik 0,01, podobnie jak w
pracy M. Khalili i inni'®3,

Przeprowadzilem trzy oddzielne symulacje MD dla kazdego z zestawu stu wybranych bialek.
Okreslitem te metode jako "UNRES-flex", ktora zostala wykorzystany do symulacji przeprowa-
dzonych w dalszej czeSci pracy. Przeprowadzilem réwniez symulacje MD modelu UNRES z DSSP
przy tych samych ustawieniach, co standardowe symulacje UNRES MD. Jako "UNRES-DSSP-
flex” okreslitem metode do przewidywania elastycznoéci biatka z funkeja definiowania struktur
drugorzedowych.

Ograniczenia struktury drugorzedowej zostaly nalozone na wybrane katy, ustalone przez
DSSP2 opierajac sie na wiazaniach wodorowych lancucha glownego, zgodnie z definicja zawarta w
modelu elektrostatycznym?%. Nalozone ograniczenia byly miedzy wirtualnym wiazaniem szkieletu
Ca---Ca- - Ca- - - Ca. Zastosowalem ograniczniki kwartalne o plaskim dnie ze stala sila rowna
50 kcal/mol/rad* z zakresem plaskiego dna czwartego rzedu wynoszacym 50° + 20° dla regionow

a-helikalnych i 180° + 40° dla regionéw S-harmonijki.
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3.2 CABS-flex

Model CABS-flex¥" wykorzystalem do przeprowadzenia symulacji w domyslnych ustawieniach pro-
gramu. Wiezy zostaly wygenerowane dla par reszt (,tryb ss2”), dla ktorych przypisuje regularna
strukture drugorzedowa (helikalna lub harmonijkowa) w odleglosci 3,8A a 8,()A pomiedzy weglami
Ca ...Ca (opcja ,gap3”). Autorzy zalecaja ustawi¢ temperature na 1,4, poniewaz wartosé¢ 1,0
jest zwykle porownywalna z temperatura krysztatu, a wartos¢ 2,0 zazwyczaj powoduje caltkowite

138

rozwiniecie matych tancuchow biatkowych pozbawionych wiezow '*°. Przeprowadzitem symulacje dla

zestawu 100 wybranych bialek w trzech niezaleznych symulacjach Monte Carlo.

3.3 NOLB

Zastosowanie modelu NOLB rozni sic w poréwnaniu do reszty modeli, poniewaz jest on deter-
ministyczny, dlatego przeprowadzitlem pojedyncze symulacje. Dzialanie algorytmu zatrzymuje sie,
gdy liczba iteracji przekracza 100 (warto$¢ domyslna) lub wzgledne odksztalcenie jest mniejsze niz
1x10~6. W swoich obliczeniach NOLB wykorzystuje schemat iteracyjny. Kazda iteracja tworzy nowy
model sieci sprezystej, ktory odzwierciedla ostatnia przewidywana konformacje, a nastepnie gene-
ruje nowe mody normalne, tworzac dziesie¢ modow o najnizszej czestotliwosci wzgledem struktury

wyjsciowej.

34 Wprowadzenie blony w formie jawnej do modelu UNRES

3.41 Obliczanie hiperpowierzchni energii potencjalne;j

Do okreslenia sily oddzialywania ukladu zbudowanego z czasteczek modelu UNRES i czasteczek
modelu MARTINI wyznaczytem potencjaly Sredniej sily, gdzie powierzchnie energii potencjalnej ob-
liczytem na siatce. Gestosé siatki ustalitem dla 7’ od 1A do 13A 7 krokiem (),ZA , 3 od 15° do 165°
przy AS = 30° oraz v od 0° do 300° przy A~ = 60° (rysunek 3.1). Na podstawie powierzchni ener-
gii potencjalnej (PES), obliczonych za pomoca polempirycznej metody mechaniki kwantowej PM721
oraz modelu wody SMD?" wyznaczylem potencjaly $redniej sily miedzy centrami interakceji UNRES
oraz MARTINI.

Symulacje wykorzystujace polempiryczna metode PM7 i symulacje dynamiki molekularnej AM-
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BER zostaly przeze mnie wykorzystane do uzyskania PES dla oddzialywan UNRES-MARTINI. Me-
toda PM7 jest stosowana z modelem wody SMD, w ktérym rozpuszezalnik w formie niejawnej jest
przedstawiany jako medium dielektryczne z napieciem powierzchniowym na granicy substancji
rozpuszczonej-rozpuszezalnika 2!,

W zwiazku z tym, ze wezeSniejsze potencjaly modelu UNRES otrzymywane byly poprzez sy-
mulacje wykorzystujace wszystkie atomy?'®, postanowilem otrzyma¢ profile PMF za pomocy me-
tody pelnoatomowej. W kolejnym kroku przeprowadzilem symulacji pomiedzy centrami oddzialywan
czasteczek uzyskanych modelem UNRES oraz czasteczek uzyskanych modelem UNRES dla roznych
odlegloéci, za pomoca pelnoatomowego pola silowego ff14SB z pakietu AMBER16'" do obliczen
PME, na podstawie ktorych wyprowadzilem wkiady energetyczne dla oddzialywan pomiedzy cen-
trum UNRES oraz MARTINL

Kazdy z badanych ukladow wprowadzitlem do pudeltka periodycznego, w ktorym czasteczki wody
zostaly przedstawione za pomoca modelu wody TIP3P?Y a takze umiescilem przeciwjon Na™ lub
Cl~, dzieki ktéremu mozliwe jest utrzymanie elektroobojetnoéci. Dla kazdego badanego uktadu sys-
temu przeprowadzilem symulacje probkowania parasolowego z wykorzystaniem potencjatu harmo-
nicznego do regulowania odleglosci miedzy atomami najblizej centrow mas danej czastki, gdzie prob-
kowanie nastapito w odleglosciach od 3A do 15A, w odstepach co 1A Przeprowadzilem minimalizacje
struktur startowych do 15 A pomiedzy centrami interakeji, kolejnie ogrzewalem uklad do tempera-
tury 300K w warunkach NVT (25ps), nastepnie wykonalem rownowagowanie uktadu dla wszystkich
odleglosci w warunkach NPT (800ps), zas symulacje dynamiki mokularnej dla kazdej odlegtosci prze-

prowadzilem w warunkach NPT (1500ps).

3.4.2 Potencjaly sredniej sily

PMF obliczylem na podstawie powierzchni energii potencjalnej PM7 stosujac rownanie 3.1:

F(o,rj) = —RTlIn Z Z Z Z Z Z ¢~ mre(@r) 3.1

v B B2 oM o2 3
Gdzie 7’ to odlegloé¢ pomiedzy pierwszym ciezkim atomem czasteczki MARTINI i atomem Cov mo-

delu UNRES, ~; jest katem dwus$ciennym pomiedzy pierwszym atomem centrum MARTINI oraz
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kwas glutaminowy (CsH:O:) butan (C:Huw)
czasteczka UNRES czasteczka MARTINI

Rysunek 3.1: Zobrazowanie zmiennych uzytych do obliczenia potencjatu srednich sit na przykladzie
lancucha bocznego kwasu glutaminowego (czasteczka UNRES) oraz butanu (czasteczka MARTINI).

atomami Ga, G5 i Cy centrum UNRES, 5 to kat dwuscienny miedzy pierwszym i drugim ciezkim
atomem centrum MARTINI oraz Ca i G5 centrum UNRES, ~3 to kat dwuscienny pomiedzy pierw-
szym, drugim i trzecim atomem centrum MARTINI oraz atomem Ca centrum UNRES, §; oraz
(2 oznaczaja katy ptaskie pomiedzy Ca i G5 oraz pierwszym atomem centrum MARTINI, a takze
pierwszym i drugim ciezkim atomem centrum MARTINI w stosunku do odpowiedniego atomu Ca
centrum UNRES (okreslone zmienne przestawilem na rysunku 3.1). WartoSci «v oraz r wyznacza sie

za pomoca rownania 3.2 oraz 3.3:

A A

ai—Ta<a<ai+Ta (3.2)
A A

7"]'—77,<7“<7“j+7r (33)

Gdzie a to kat utworzony przez atom Ca miedzy $rodkiem masy UNRES a Srodkiem masy MARTINI,
za$ r to odleglos¢ miedzy Srodkami mas dwoch czasteczek. Zdefiniowalem szerokosci przedzialow
dla zmiennych wspoélezynnikow r i a na 0,2 Ai 150,

Przeksztalcitem PMF w taki sposob, zeby najmniejsza wartosé byla rowna zeru, co wyrazilem

za pomocg rownania 3.4:

F(Oéi, Tj)mm =0 (34)

W przrypadku symulacji pelnoatomowych zastosowalem metode analizy wazonych histogramoéw

(WHAM)?2" do wyznaczenia potencjalow éredniej sily badanych ukladéw, ktora pozwolila usuna¢
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wklady energetyczne pochodzace z wiezoéw natazoneyh podezas probkowania przestrzeni konforma-

cyjnej badanych ukladow.
3.4.3 Dopasowanie funkcji analitycznych

Po uzyskaniu PMF w nastepniej kolejnosci dopasowalem odpowiednie funkcje analityczne opisane
w tej sekeji. Jest to konieczne, poniewaz w polu sitowym UNRES jest przeprowadzana dynamika
molekularna, ktora wymaga, aby funkeja energii byla opisywana za pomoca rozniczkowalnych funk-
cji. Dodatkowym efektem jest wygladzienie hiperpowierzchni energii potencjalne, co utatwia ich
interpretacje.

W serii publikacji prof. Makowskiego??-223 zostaly okreslone wzory matematyczne stosowane
w przypadku PMF dla par hydrofobowych substancji rozpuszczonych w $rodowisku wodnym, ktore

zastosowalem w swoich badanich. PMF dla rozpuszezonej substancji niepolarnej (n), a takze innych

centrow (X) znajdujacych sie w wodzie?2*, ktory zostal opisany za pomoca réwnania 3.5:

WnX = EGBerne + AFCCL’U (35)

Gdzie Egperne jest skladnikiem energii van der Waalsa. Aby obliczy¢ wklad Egperne, wykorzystuje
sie potencjal Gay-Berna (réwnanie 3.6)%%5.,
oy o0

E = Eaperne = depi|(———2— Y2 (Y )6 3.6
VDW GB ][(Tij p _|_O_%) (rij — 0y +U?j) ] ( )

Gdzie ;5 jest odlegloscia miedzy Srodkami czastek, o;; jest odlegloscia, na ktorej energia Ey py
przyjmuje wartoS¢ zero, niezaleznie od orientacji czastek, (T?j to odeglosé bez wkladu energii (przyj-
muje wartosc 0) dla orientacji czastek bok do boku (z ang. side to side), za$ €;; odpowiada glebokosei
studni, ktora zalezy od wzglednej orientacji czasteczek van der Waalsa. Rownania 3.7-3.10 wyrazaja

orientacje zaleznosci dla €;; oraz o;;:

ey = e(wy))) = el 3.7
Wraz 7z
el =1 — X2 (3.8)



oij = o%[1 =\ 72 3.9)

Wwraz z:

(1) _ (1)

Wy = Uy Ty = cosay; (3.10)

Gdzie 4;; wskazuja wektory jednostkowe, ktore sa ulozone wzdluz glownych osi oddzialujacych

miejsc, zwlaszeza dla osi Ca - fancuch boczny (SC), wektor 7;; faczy srodki oddzialujacych miejsc,

za$ r;; to odleglos¢ miedzy centrami czasteczek. Parametr XS‘) oznacza iloSciowa anizotropie w od-
legtosci van der Waalsa dla centrum UNRES (ktore w przypadku centrum MARTINI jest kuliste).

)

Podobnie XS opisuje anizotropie glebokosci studni van der Waalsa.
Udzial energii tworzenia wneki (AF,,,) dla czastek sferoidalnych zostal okreSlony za pomoca

modelu Gaussa, nakladania sie asocjacji hydrofobowej. Jest to wklad, ktory opisuje wydatek ener-

getyczny zwiazany z laczeniem czasteczek wody wokot hydrofobowego dimeru:

ag) (- N2+ 045]2»)95)\ = 045’)

AF,,, — - (3.11)
L+ (z- M)
wraz 7.
p=—d (3.12)
\/ o7 403
A= (1= w2 (3.13)

Gdzie ") reprezentuje anizotropi¢ AF,,,. Parametry o} i O'JZ to odpowiednio odleglosci kon-
taktowe miedzy Srodkami czastek i oraz j. Ponadto dopasowanie wyrazenia analitycznego na energie

swobodna dwoch tancuchéw bocznych oddziatujacych w wodzie do profili PMF okresla sie za pomoca

metody najmniejszych kwadratow do parametrow o), a?, o i o wraz z o}, 0']2 i "W). Para-
metry a® - @ nie maja latwej interpretacji fizyczne;.
Wzor 3.14 opisuje PMI par polarnych substancji rozpuszczonych (W,,) w wodzie:
pr = EaBerne + Achav + Epp (3.14)
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Ponadto energie potencjalna wynikajaca z interakeji miedzy dwoma biegunami glow czastek (z ang.

headgroups) dipol-dipol, okresla E,, (réwnanie 3.15):

Wyl
Ep = o3 (—3cosaij)

_ Y2

26 (4 + 6cos’ ;)
ij

(3.15)

Gdzie R;; jest odlegloscia miedzy srodkami grup polarnych, a wy i wye oznaczaja parametry

okreslone za pomoca procedury dopasowywania najmniejszych kwadratéw zastosowanej do wyrazen

analitycznych pasujacych do PME «;; jest katem miedzy osiami Cov --SC tancuchéw bocznych.
Wzor 3.16 okresla PMI dla naladowanej-polarnej substancji rozpuszezonych (W) w wodzie,

ktory przedstawia sie nastepujaco:

ch = EGBerne + Epol + A1701111 + Ecp (316)

Wzor 3.17 przedstawia wklad polaryzacyjny rozpuszezalnika (E,,;) do interakeji miedzy czastkami
naladowanymi a polarnymi:
pol 4 pol 1 4
Epo = o ( ) 4+ (——~) (3.17)

Y fes(ri))

: . pol . o , .
Gdzie o} i o} sa powiazane z polaryzacja niepolarnych skladowych w lancuchach bocznych i
oraz j, 1i; to odleglos¢ miedzy srodkami ladunku tancucha bocznego oraz i miejscem niepolarnym

tancucha bocznego j, zas r7; to odleglos¢ miedzy srodkami tadunku fancucha bocznego j a miejscem

niepolarnym lancucha bocznego i, gdzie fgp wyraza sie za pomoca réwnania 3.18:

2

fap(ry) = \/ i+ aajerp(— ) (3.18)

4R;R,;
Gdzie a; oraz a; sa promieniami Borna miejsc i oraz .
Zas wzor 3.19 przedstawia potencjal interakcjiE,,, ktory charakteryzuje interakcje pomiedzy

miejscami naladowanymi i polarnymi:

2
q - cosa @ 4 .
Bp= w05 @ (3.19)
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Gdzie q oznacza ladunek naladowanej " glowy” czasteczki, a R;; oznacza odleglos¢ miedzy srodkami
glow czastek, zas wgz), oraz w((;; okresla sie metoda najmniejszych kwadratow poprzez dopasowanie
wynikow analitycznych wyrazenia z PMFE

Potencjal srednich sil pomiedzy para naladowanych substancji rozpuszezonych w wodzie (W),

okresla sie jako suma energii oddzialywania elektrostatycznego miedzy ich naladowanymi kompo-

nentami poprzez rownanie 3.20:

ch = EGBerne + Eel + EGBorn + AFcav (320)

Wkiad kulombowski w interakeji pomiedzy naladowanymi czastkami jest okreslany jako E;

(rownanie 3.21):

B, = 332(%4) (3.21)

T/ij
Gdzie 77; to odleglos¢ miedzy glowami natadowanych miejsc w tancuchach bocznych SC; i SCj, a
¢; i ¢; oznaczaja ladunki zwiazane z miejscami i oraz j. Wspélezynnik 332 jest wspolezynnikiem
przeliczeniowym energii w keal/mol. Réwnanie 3.22 przedstawia potencjal uogélnionego Borna:
qq 1 exp(_ﬁfGBT/'-) 9 ¢
EcBorn = —332(—2—)(— — 22 (3.22)

fGB (T;Z) €in Cout

Gdzie k jest czynnikiem ekranowania, a €;, jest stala dielektryczna wewnatrz ukladu (e,
jest stala dielektryczna wody). Metoda najmniejszych kwadratéow Marquardta zastosowalem do
226

okreslenia wszystkich parametrow
344 Optymalizacja wagi i badanie fluktuacji

W kolejnym badaniu przetestowalem wagi, czyli czynniki skalujace energie oddzialywania
(WUNRES—MARTINT Z réwnania 3.23, poréwnaj z innymi wagami rownania "L.5") w = od 0,5 do
4,0 dla struktur bialek odtworzonych za pomoca modelu UNRES otoczonych btona lipidowa uzyska-

nych za pomoca modelu MARTINI, aby zoptymalizowa¢ wage interakeji w badanych molekulach.

U= UUNRES + UMARTINI + WUNRESfMARTINIUUNRESfMARTINI (323)
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Gdzie catkowita energia U sklada sie z Uynres, Uvrarrini, UuNrES—MARTINT Wagi energii pola

sitowego UNRES-MARTINI i oddzialywania nowo wprowadzonych potencjatow UNRES-MARTINI
wunNres—mArTINI - wagi UNRES-MARTINL

Zastosowatem projektowana de novo transblonowych beczek beta (kod PDB: 6X9Z) i domene
ORD ludzkiego ORP8 (kod PDB: 8P7A) z membrana POPC z dostepnych w bazie PDB bialek z
blona lipidowa. Projektowana de novo transblonowa beczka beta znajdowala sie wewnatrz blony,
podezas gdy domena ORD ludzkiego ORP8 znajdowala sie na powierzchni blony. Zbadalem réwnies
domene C1B kinazy bialkowej C w polaczeniu z laktonem diacyloglicerolu (kod PDB 7LF3). Dla
kazdego z badanych ukladéw wykonalem obliczenia z krokiem czasowym 0,IMTU (4,98fs) dla 1
000 000 krokéw, przy rozmiarze pudelka perioycznego T5x75x120A. Przeprowadzitem symulacje
w temperaturze 300K przy uzyciu termostatu Berendsena i stalej sprzezenia 1,0MTU. Membrany
POPC stworzylem za pomoca CHARMM-GUI??7,

Struktury reprezentatywne uzyskalem z 10 trajektorii, po usunieciu bton lipidowych, natozeniu

wszystkich konformacji bialek na pierwsza konformacje, a nastepnie uzylem algorytm klastrowania

z programu CPPTRAJ?%8, Jako algorytm klastrowania uzylem DBSCAN?2Y,

3.5 Obliczanie fluktuacji ukladéw bialko-glikozaminoglikan
3.51 ff14SB/GLYCAMO6;j

Zastosowalem pola sitowe [114SB i GLYCAMO06j do przeprowadzenia symulacji. Solwatowalem kom-
pleksy FGF-1 HP dp6 (z ang. degree of polymerization), FDF-2 HP dp6 oraz CatK C4-s dp6 w
oktaedrycznym pudetku periodycznym z modelem wody TIP3P, gdzie grubo$¢ warstwy czasteczek
wody liczona od powierzchni substancji rozpuszezonej wynosita 6A i zobojetnialem przeciwjonami
Na™. Parametry oraz tadunki dla grup siarczanowych GAGéw zostaly pozyskane z pola sitowego GLY-
CAM™? oraz z literatury?*. Przeprowadzilem minimalizacje energii w dwéch etapach. Pierwszym
krokiem bylo przeprowadzenie 5 cykli najwickszego spadku i 10 cykli gradientu sprzezonego z ogra-
niczeniami sity harmonicznej 100 keal/ (mol-A2) na atomach biatka. Nastepnie 30 cykli najwiekszego
spadku i 30 sprzezonych cykli gradientow bez ograniczen. W kolejnym kroku przez 10ps ogrzewalem

system do 300K z sitami harmonicznymi ograniczajacymi 10 Okeal/(mol-A2) na atomach substancji
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rozpuszczonej. Po czym rownowazylem system w izotermicznym zespole izobarycznym (NPT) przy
temperaturze 300K i ci$nieniu 10 *Pa. Na koncowym etapie w zespole NTP wykonalem trzy symula-
cje MD dla kazdego kompleksu o czasie trwania 1us. Dla oddzialywan niezwigzanych wykorzystalem
metode Ewalda z siatka czastek oraz algorytm SHAKE o punktem odciecia 8A i kroku cZasowym

2fs. Struktury zostaly zapisane co 10ps, co dawalo w sumie 10* struktur na symulacje.

3.5.2 CHARMM36m
Pliki wejsciowe przygotowalem przy uzyciu serwera Charmm-gui??" do symulacji MD w polu sitowym
CHARMMS36m.

Solwatowalem kompleksy FGF-1 HP dp6, FDF-2 HP dp6 oraz CatK C4-s dp6 w oktaedrycznym
pudetku periodycznym z modelem wody TIP3P, gdzie grubo$c warstwy czasteczek wody liczona od
powierzchni substancji rozpuszczone wynosita 6A i zobojetnialem przeciwjonami Na™. Dla kazde;j
symulacji wykonalem minimalizacje energii w jednym etapie. Na atomy tancucha glownego, tancuchy
boczne i katy dwuscienne nalozylem wiezy, stosujac stala sitowa. Aby zminimalizowa¢ energie, za-
stosowalem algorytm najwiekszego spadku z tolerancja 1 x 10* kd/mol-nm. Nastepnie przeprowa-
dzilem etap rownowagowania, ktory mial te same wiezy pozycyjne, co etap minimalizacji energii.
Przeprowadzilem symulacje rownowagowania w zespole NVT dla 125ps w 300K i sprezeniu tem-
peraturowym przy uzyciu rozszerzonego zespotu Nose-Hoovera oraz algorytmu LINCS. Na koniec
przeprowadzitem trzy symulacje MD dla kazdego kompleksu z czasem trwania 1us w zespole NPT.
Uzylem algorytméw Nose-Hoovera i Parrinello-Rahmana do regulacji temperatury i ciSnienia przy
stalej czasowej sprzegania rownej 1ps. Struktury zostaly zapisane co 10ps, co dawalo symulacji w

sumie 10* na symulacje. Przeprowadzilem te symulacje za pomoca programu GROMACS??,

3.6 Walidacja oraz analiza wynikéw symulacji

Walidacja jest niezbedna do utrzymania integralnosci i dokladno$ci uzyskanych wnioskow w analizie
danych. Majac na uwadze fakt, ze czesé uzyskanych danych z analizy moze wplywaé na pozostale
wyniki (przeszacowac badz niedoszacowac wartosci), dlatego sprawdzitem poprawnosé ich uzyskania.
Sprawdzitlem, czy otrzymane dane mieszcza si¢ w oczekiwanych granicach (np. wartosSci fluktuacji
ponizej zera sa jasnym sygnalem bledu danych, czy tez wysokie wartosci fluktuacji wplywaja na
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reszte wynikéw poszezegolnych regionow).
3.6.1 Wyznaczanie profili fluktuacji

Do okreslenia elastycznosci strukturalnej wykorzystatlem érednie odchylenie standardowe fluktuacji
(RMSF)! do oceny jakosci przewidywania profilow fluktuacji bialek przy uzyciu kazdej z czterech
metod rozwazanych w tej pracy: UNRES-flex (takze dla bialek otoczonych btona lipidowa), UNRES-

DSSP-Alex, CABS-flex i NOLB, oraz dla bialek w kompleksach z GAGami. Dla reszty aminokwasowe;j

o indeksie i, profil RMSF jest definiowany rownaniem 3.24:'4!

1 N

RMSF;, = N}]%m—<%>) (3.24)
J
Gdzie z;(j) jest pozycja i - tego atomu Car w danym j - tym stanie lub j - tym modelu NMR, a (z;)
jest pozycja i - tego atomu Ca uéredniona z odpowiedniej symulacji lub zespole NMR. Elastycznosé
danego zwiazku jest widoczna w profilu RMSF Y,

Nastepnie obliczylem profile fluktuacji bialek uzyskanych z zespolow NMR, a takze metod
UNRES-flex, UNRES-DSSP-lex i NOLB. Najpierw z odpowiedniej symulacji wegle Car wszystkich
struktur nalozylem na Ca pierwszej struktury, tak samo w przypadku NMR. Nastepnie obliczylem
Srednia strukture, usredniajac wspotrzedne kartezjanskie Ca, a nastepnie ponownie obliczylem
Srednia strukture, nakladajac kazda strukture z trajektori na $rednia strukture. Poniewaz $rednie
struktury z drugiej iteracji byly juz bardzo zblizone do tych z pierwszej, nie bylo potrzeby powtarza-
nia procesu. Aby obliczy¢ profile RMSFE, wykorzystalem $rednie struktury z pierwszej iteracji jako
odniesienia (rownanie 3.24). Program CABS-Flex bezpoérednio wyprowadzit profile RMSF uzyskane
z metody CABS-flex'3?.

W przypadku struktur rentgenowskich bialek wartos¢ RMSF jest powiazana ze wspotezynnikiem

B, co jest przedstawia rownanie 3.25:2%2

RMSF, = 35 (3.25)

82

Gdzie B; jest wspotezynnikiem B dla kazdego i, ktory jest obliczany na podstawie wspotezynnika B

dla kazdego, indywidualnego atomu w strukturze.
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W dalszej czeSci pracy nazwalem jako “przewidywane” wartosé profili fluktuacji RMSE, ktore
zostaly uzyskane przez odpowiednia metode teoretyczna, zas “eksperymentalne” zostaly obliczone
za pomoca wspolezynnikow B lub z zespotow NMR. Jesli uwzgledni sie nieporzadek krystalograficzny
ciala sztywnego, np. dodajac dodatkowe parametry nieuporzadkowania ciala sztywnego dla kazde;j

struktury PDB i optymalizujac je wzajemnie za pomoca regres;ji’*

, mozna w zasadzie uzyskac
nieco lepsze dopasowanie do wspotezynnikow krystalograficznych B. Jednak pominalem dodatkowa

korekte nicuporzadkowania w moich obliczeniach, poniewaz moim gléwnym celem bylo poréwnanie

czterech metod symulacyjnych w badaniach nad elastycznoscia bialek.

3.6.2 Korelacja danych eksperymentalnych z teoretycznymi

Aby ustalic jakie jest podobienstwo danych eksperymentalnych wzgledem teoretycznych, analizowa-
tem profile fluktuacji RMSF, ktore uzyskalem za pomoca odpowiednich metod, w poréwnaniu z pro-
filami obliczonymi z zespolow NMR lub czynnikow B. Do tego wykorzystalem wspotezynnik korelacji
liniowej Pearsona (r,)* i wspolezynnik korelacji rang Spearmana (r,)**, ktére sa przedstawione

w rownaniach 3.26 oraz 3.27. Wykorzystalem te wspoélezynniki, aby okresli¢ stopien podobienstw

profili fluktuacji eksperymentalnych z teoretycznymi.

ZT'L:1 (i = Z)(y: — ) ¢
= - (3.26)
\/Z?:I(xi — )2 Z?:l(yi —7)?

Gdzie x; oraz y; to przewidywane i eksperymentalne wartosci fluktuacji RMSF dla reszty o indeksie

Tp

i, odpowiednio, T oraz 7 to uSrednione wartoéci fluktuacji RMSF dla wszystkich reszt, a n to liczba

reszt.

no 52
—n%;l_di) (3.27)

re=1—
Gdzie d; jest réznica miedzy rangami przewidywanego i eksperymentalnego profilu fluktuacji RMSF
dla reszty o indeksie i. Ranga jest pozycja reszty i uzyskana po sortowaniu reszty wedlug wartosci
fluktuacji RMSE. W przypadku, gdy dwa profile sa powiazane ze soba liniowo (homotetycznie), wspo-

lezynnik korelacji Pearsona jest bliski 1 lub -1, co oznacza korelacje lub antykorelacje. Wartosc bliska

zero wskazuje na brak wspolbieznosci lub przeciwbieznoéci lub brak korelacji lub antykorelacji®*®.
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3.6.3 Usuwanie reszt aminokwasowych z sekwencji bialek oraz norma-
lizacja danych

Zazwyczaj fragmenty koncowe N i C bialek jednolancuchowych wykazuja znacznie wieksze ruchy
w poréwnaniu do pozostalych fragmentéow bialek. Ta cecha jest najbardziej wyrazna w struktu-
rach NMR. Niespecyficzne ruchy czesci koncowych moga utrudniac identyfikacje elastycznoSci w
czeSciach petli, ktora zazwyczaj jest wazna funkcjonalnie. W rezultacie analiza elastycznosci biatka,
ktora obejmuje konce N i G, moze powodowaé bledy w wynikach korelacji. Dlatego usunatem re-
giony koncowe, stosujac procedury opisane ponizej dla struktur rentgenowskich i zespoléow NMR,
aby poréwnac obliczone teoretycznie i eksperymentalnie profile fluktuacji dla istotnych biologicz-
nie fragmentow. Jednak poczatkowe analizy przeprowadzitem dla pelnych struktur bialek, a takze
obliczenia teoretyczne dla metod: UNRES-flex, UNRES-DSSP-flex, CABS-flex oraz NOLB.

Dla kazdej struktury rentgenowskiej profil RMSF obliczytem z wspotezynnikow B (rownanie 3.25)
dla pelnej struktury biatka. Nastepnie obliczylem $rednia (dla wszystkich reszt aminokwasowych)
wartosé RMSF (RM SF) wraz z odchyleniem standardowym (07z5757). Na koniec usunalem koncowe

reszty aminokwasowe w nastepujacy sposob:

dlai=12,, Intii=n,n-1, -, n—let +1, gdzie Int i let to dhugosci wyeliminowanych reszt N-
i C-koncowych bialek.

Okreslitem Srednia strukture i profil RMSF dla pelnych struktur bialek uzyskanych z zespotow
NMR, jak opisalem we wezesniejszym podrozdziale. Nastepnie obliczylem srednia wartosé fluktuacji
RMSE, a takze odchylenie standardowe. Usunalem koncowe N oraz G reszty aminokwasowe, kto-
rych warto$¢ RMSF-RMSF>30z5s7 W przypadku skroconych tancuchow biatek powtorzytem
te procedure, ale w wiekszosci przypadkéw nie bylo potrzebne dalsze ich usuwanie.

Poniewaz rozne metody powoduja rézne amplitudy fluktuacji RMSFE, uwzglednilem rowniez znor-

malizowane profile RMSF (RMSFN), ktore sa zdefiniowane rownaniem 3.29:

RMSFN, — _ IMSE (3.29)
Vi RMSF?
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Gdzie RM SF; to przewidywany profil fluktuacji dla reszt o indeksie i, a n to liczba reszt.

3.6.4 Analiza istotnosci statystycznej

Aby oceni¢ zaleznosci wspolezynnikow korelacji 7, oraz 74 od zastosowanej metody (UNRES-flex,
UNRES-DSSP-Alex, CABS-flex i NOLB), rodzaju struktur drugorzedowych (o, 8 i o + f3), oraz od
metody eksperymentalnej (rentgenografii strukturalnej i spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego) wykorzystalem dwukierunkowa analize wariancji (ANOVA)2*7, ktora przeprowadzitem
przy poziomie istotnosci 5% wykorzystujac serwer online Statistics Kingdom (dostepny pod adresem

https://www.statskingdom.com/two-way-anova-calculator/).
3.6.5 Analiza skosnosci ukladu

Poréwnujac ze soba rozklady wspotezynnikow korelacji pomiedzy profilami fluktuacji z symulacji a
profilami fluktuacji z eksperymentu uzyskanych z réznych metod moze dojs¢ do sytuacji, w ktore;j
badany rozklad moze nie wykazywaé¢ widocznych cech modalnosci. Dlatego wyznacza sie skos$nosc

badanego uktadu za pomoca rownania 3.30:

n

v = Y (RMSF; — RMSF)? (3.30)

=3
NORMSF -5

1

Gdzie n jest liczba analizowanych struktur. Skosnos¢ pozwala okreslic stopien asymetrii rozkladu
danych, czyli czy sa one symetrycznie rozlozone wokoél sredniej, czy tez jeden koniec jest bardziej
“rozciagniety” niz drugi.

3.6.6 Okreslenienie podobienstwa strukturalnego bialek otoczonych

blona lipidowa

Najprostszym sposobem poréwnania struktur biatkowych otoczonych blona lipidowa jest przepro-
wadzenie transformacji, ktora naklada odpowiednie atomy jednej struktury z atomami drugiej
struktury. W ten sposéb mozliwe jest minimalizowanie odchylenia éredniokwadratowego (RMSD)?%8

pomiedzy wspotrzednymi nalozonych na siebie struktur (rownanie 3.31).

RMSD = | = (x; — )” (3.31)



Gdzie n jest to calkowita liczba wartosci, x; jest wartoscia oczekiwana, za$ x, jest wartoScia
obserwowana (rzeczywista).

W przeciwienstwie do tego TM-score®? wykorzystuje zmieniona wersje metryki Levitta-
Gersteina (LG)?%. Niezaleznie od dlugosci, ta metryka zmniejsza wplyw rozbieznych par atoméw w

wyréwnanych strukturach (rownanie 3.32). Nie ma prostej zaleznosci pomiedzy macierza kowarian-

cji a optymalna transformacja, ktora maksymalizuje metryke LG, w przeciwienstwie do RMSD. Al-

ternatywnie dopasowuje si¢ rozne podzbiory atoméw za pomoca algorytmu Kabscha?!| a nastepnie
wylicza sie wynik LG dla calej struktury biatka %,
1 1
TM — score = — E —_ (3.39)
d;
L i=1 1+ (%)2

Gdzie L jest dlugoscia bialtka, d; jest odlegloécia pomiedzy i-tym dopasowanym atomem Ceo, a d

jest wspotezynnikiem skalujacym, normalizujacym dopasowania.
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Rozdzial 4
Wyniki

41 Wplyw koncowych reszt aminokwasowych na profile
fluktuacji

W zwiazku z tym, ze poszczegolne metody gruboziarniste wykazuja rozne dokladnoSci przewidywa-
nia elastycznosci struktur biatkowych, dlatego w swojej pracy skupitem sie na poréwnaniu wyni-
kow symulacji uzyskanych z metod teoretycznych z danymi eksperymentalnymi, aby okresli¢, ktora
sposrod 4 badanych przeze mnie metod najdokladniej odwzorowuje elastyczno$c biatek. W tym
celu szezegotowo przeanalizowalem przyktadowe biatko ze wzgledu na jego krotka strukture: mysi
czynnik wiazacy receptor jadrowy 2 (o kodzie PDB: 2CRB)?4, czyli bialko, ktore zawiera w tylko i
wylacznie struktury a-helikalne. Struktura tego biatka zostala uzyskana z zespotlow NMR, ktora
przedstawitem na rysunku 4.1. Metody UNRES-flex, UNRES-DSSP-Aflex i CABS-flex wykazaly wy-
sokie wartosci wspolezynnikow r, dla pelnej struktury analizowanego biatka (od 0,89 do 0,96) w
poréwnaniu do metody NOLB (0,56). Srednie wartoéci wspotezynnikow korelacji dla petnej struktury
biatka (o kodzie PDB: 2CRB) znajduja sie w tabeli 8.1 w zalacznikach. Kazdy z wspotezynnikow kore-
lacji obliczytlem na podstawie trzech przeprowadzonych symulacji za pomoca odpowiednich metod
uzyskujac profile RMSFN, ktorych wyniki usrednitem. Wysokie wartosSci fluktuacji reszt aminokwa-
sowych, ktore znajduja si¢ na N- i G- koncach bialek przyczyniaja sie do dobrej zgodnosci profilu
eksperymentalnego RMSFN z profilami przewidywanymi RMSFN. Zgodnosc¢ profili RMSFN ekspery-
mentalnych i przewidywanych jest nadal dobra po usunieciu sekeji koncowych w przypadku metody
CABS-flex, gdzie wartos¢ wspolezynnika r, waha si¢ od 0,53 do 0,74 (pozostawiajac po obcigciu
sekwencje reszt aminokwaséow miedzy 8-85). Dla pozostalych metod wartos¢ wspolezynnika 7, jest

o wiele nizsza i waha sie od 0,27 do 0,52 (rysunek 4.2 B). Srednie warto$ci wspotezynnikow kore-
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lacji dla skroconej struktury biatka (kod PDB: 2CRB) znajduja sie w tabeli 8.2 w zalacznikach. W
dalszych analizach wykorzystalem profile fluktuacji bez fragmentéw koncowych, aby wyeliminowac
dominujacy wplyw fragmentow koncowych na profile RMSE Profile RMSFN uzyskane z kazdej z
trzech indywidualnych trajektorii symulowanych (UNRES-flex, UNRES-DSSP-Aflex i CABS-flex) po-
rownalem, aby zobaczy¢, jak poszezegolna symulacja wplywa na profile fluktuacji. W zwiazku z tym,
ze metoda NOLB jest metoda deterministyczna, bralem pod uwage tylko jedna trajektorie. Roznice
miedzy profilami RMSFN obliczonymi z indywidualnych trajektorii sa podobne dla pelnej struk-
tury biatka, co mozna zauwazy¢ na rysunku 4.2 A. Zauwazylem, ze réznice w zakresie fluktuacji sa
mniejsze na koncowych obszarach sekwencji bialtka, gdzie wartosci profili fluktuacji sa najwiecksze.

Tym samym roznice wartosci 7, pomiedzy przeprowadzonymi trajektoriami (0,09 dla UNRES-
flex; 0,06 dla UNRES-DSSPAlex i 0,08 dla CABS-flex) i r5 (0,06 dla UNRES-flex, 0,12 dla UNRES-
DSSPAlex i 0,02 dla CABS-flex) sa nieznaczne. Z analizy wszystkich profili RMSFN wynika, ze
zastosowanie jednej trajektorii moze by¢ wystarczajace. Niemniej jednak nalezy pamietac, ze fluk-
tuacje odcinkow koncowych w znaczny sposéb wplywaja na wartosci r, i rs. Roznice wartoSci 7,
pomiedzy przeprowadzonymi trajektoriami (0,38 dla UNRES-flex, 0,22 dla UNRES-DSSP-Alex i 0,19
dla CABS-flex) i r; (0,05 dla UNRES-flex, 0,22 dla UNRES-DSSP-Alex i 0,03 dla CABS-flex) staja sie
bardziej widoczne, gdy analizuje sie¢ bez N- i G- koncowych fragmentéow. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzam, ze przeprowadzenie wiclu trajektorii jest niezbedne, aby uzyskaé¢ wiarygodne
profile RMSFN. Z tego powodu w dalszych analizach wykorzystalem profile RMSFN i wielkosci uzy-
skane na podstawie uérednionych trajektorii. Nalezy rowniez zwrocic uwage na to, ze wartoSci 7,
sa nizsze w przypadku zastosowania metody NOLB. To prawdopodobnie wynika z faktu, ze analiza
trybu normalnego jest wazna glownie dla dobrze okreslonych struktur odniesienia, co nie wystepuje

w przypadku zespotow NMR.
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Rysunek 4.1: Struktura analizowanego biatka z ukazaniem jego struktur drugorzedowych, na ktorych
przestawiono: mysi czynnik wiazacy receptor jadrowy 2 (o kodzie PDB: 2CRB, posiadajacy wszystkie-
a, struktura uzyskana z zepotu NMR) Reprinted with permission from L. J. Dziadek, A. K. Sieradzan,
C. Czaplewski, M. Zalewski, F. Banas, M. Toczek, W. Nisterenko, S. Grudinin, A. Liwo, A. Gieldon,
Assessment of Four Theoretical Approaches to Predict Protein Flexibility in the Crystal Phase and
Solution, J. Chem. Theory Comput. 2024, 20, 17, 7667-7681. Licensed under CC-BY 4.0
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Rysunek 4.2: Profile RMSFN dla biatka o kodzie PDB: 2CRB, obliczone za pomoca metod: UNRES-
flex, UNRES-DSSP-lex, CABS-flex (trzy symulacje i $rednia) oraz NOLB w poréwnaniu z profi-
lem RMSFEN obliczonym z zespolow NMR dla (A) pelnej i (B) obcietej struktury biatka. Profile sa
rozrézniane za pomoca stylow linii i kolorow. Falowane zielone linie na dole wykresow oznaczaja
a-helikalne struktury. Adapted with permission from L. J. Dziadek, A. K. Sieradzan, C. Czaplewski,
M. Zalewski, F. Banas, M. Toczek, W. Nisterenko, S. Grudinin, A. Liwo, A. Gieldon, Assessment of
Four Theoretical Approaches to Predict Protein Flexibility in the Crystal Phase and Solution, .
Chem. Theory Comput. 2024, 20, 17, 7667-7681. Licensed under CC-BY 4.0
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4.2 Poréwnanie przewidywanych i eksperymentalnych pro-
fili RMSFN w zestawie testowym

421 Dokladnosc metod teoretycznych wzgledem eksperymetalnych wy-
znaczania profili fluktuacji RMSFN oraz struktury drugorzedowe;j

bialek

Nastepna analize przeprowadzilem aby okreslié, ktéra z zastosowanych metod (UNRES-flex,
UNRES-DSSPAlex, CABS-flex lub NOLB) najlepiej odtwarza profile fluktuacji wzgledem danych eks-
perymentalnych na podstawie przeprowadzonych obliczen rednich wspolezynnikow korelacji Pear-
sona (r,) i Spearmana (r,) dla pelych oraz skréconych strukur badanych biatek. Na rysunkach 7.1
(dla skroconych struktur bialek) i 7.2 (dla pelnych struktur bialek) w zalacznikach przedstawilem
wykresy profili fluktuacji RMSFN dla wszystkich stu testowanych bialek, zas w tabelach 7.4 i 7.5
w zalacznikach przedstawitem r, oraz r; pomiedzy teoretycznymi a eksperymentalnymi profilami
fluktuacji dla kazdego badanego bialka. W kazdym przypadku obliczylem réwniez srednie wartosci r,
oraz , (sekcja 4.3) dla podzbioréw wzgledem eskperymentalnych metod (NMR lub X-ray), a takze dla
typu struktury drugorzedowej (o, 3, o + 5) dla 100 testowanych bialek (tabela 7.3 w zalacznikach).
W tabelach 7.6 i 7.7 w zalacznikach podsumowalem Srednie wspotezynniki korelacji. Na rysunkach
4.3 A-D przedstawilem érednie 7, oraz r, w zaleznoéci od metody eksperymentalnej (NMR i Xray)
oraz typu struktury drugorzedowej, za$ na rysunkach 4.3 E-I przedstawitem érednie 7, oraz 7, dla
calego zbioru. Uzyskane wyniki prezentuja, ze wartoéci r, i 75 (odpowiednio: 0,441 i 0,489 UNRES-
flex; 0,498 i 0,541 UNRES-DSSPAlex; 0,558 i 0,568 CABS-flex, tabela 7.6 A w zalacznikach) sa
wyzsze dla metod UNRES-flex, UNRES-DSSP-flex oraz CABS-flex w praypadku strukur bialek uzy-
skany z zespoléw NMR oraz dla calego zbioru bialek w poréwnaniu do metody NOLB. W przypadku
struktur uzyskanych metoda rentgenografii Xray, metoda NOLB w wickszoéci praypadkow (oprocz
struktur drugorzedowych f3) wykazuje wyzsze wartosci 7, i 75 (odpowiednio: 0.512 i 0.512 a; 0.573

0.578 a+ B 0.537 i 0.532 dla wszystkich struktur, tabela 7.6 B) w poréwnaniu do innych metod.
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Rysunek 4.3: Wykresy stupkowe (z zaznaczonymi odchyleniami standardowymi) Srednich wspotezyn-
nikow korelacji Pearsona (A, G, E) i Spearmana (B, D, F) miedzy profilami fluktuacji reszt ami-
nokwasowych uzyskanych z symulacji UNRES-flex (stalowo-niebieski), UNRES-DSSP-Alex (zielony),
CABS-lex (pomaranczowy) i NOLB (niebieski), dla struktur NMR (A, B) i rentgenowskich (C, D) oraz
niezaleznie od metody okreslania struktury (E, F) dla skroconych struktur bialek. Analizy przepro-
wadzono dla bialek o, 5 i a +  oraz niezaleznie od typu struktury drugorzedowej. Adapted with
permission from L. J. Dziadek, A. K. Sieradzan, C. Czaplewski, M. Zalewski, F. Banas, M. Toczek,
W. Nisterenko, S. Grudinin, A. Liwo, A. Gieldon, Assessment of Four Theoretical Approaches to
Predict Protein Flexibility in the Crystal Phase and Solution, J. Chem. Theory Comput. 2024, 20,
17, 7667-7681. Licensed under CC-BY 4.0
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Nastepnie zastosowalem dwukierunkowa analize wariancji z nastepujacymi dwiema katego-
riami zmiennych: (I) metoda przewidywania fluktuacji i (1) typem struktur drugorzednych, aby
zwerylikowac weze$niejsze stwierdzenie. Przeprowadzilem rowniez analizy w zaleznoéci od metody
eksperymentalnej (NMR i Xray). Jest to zwiazane z tym, ze eksperymentalne profile fluktuacji w
strukturach uzyskanych z rentgenografii Xray sa obliczane ze wspoélezynnikow B i odpowiadaja
drganiom harmonicznym. W przypadku eksperymentalnych profili fluktuacji obliczonych struktur
bialek uzyskanych z zespotow NMR sytuacja jest inna. Dzieje sie tak ze wzgledu na roznice wokot
sredniej struktury. W tabeli 7.8 w zalacznikach podsumowalem odpowiednie poziomy istotnosci.
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzilem, ze zaleznosc wspotezynnikow korelacji od metody
przewidywania fluktuacji jest istotna na poziomie co najmniej 0,05 (z wyjatkiem r i struktur rent-
genowskich). Z drugiej strony zalezno$c wspotezynnikow korelacji od typu struktury drugorzedowe;j
jest nieistotna (z wyjatkiem r, i struktur NMR). W tabeli 7.8 w zalacznikach pokazalem, ze wplyw obu
kategorii zmiennych, (przedstawionych jako interakcje), na wspoltezynniki korelacji jest minimalny
lub go nie ma. W rezultacie zaleznosc ry i 7, od metody przewidywania fluktuacji jest potwierdzona
przez analize ANOVY, co przedstawilem na rysunku 4.3.

Przeanalizowalem zestawy wspolezynnikow korelacji (r, lub r,) przy uzyciu testu Studenta?!>
osobno dla struktur uzyskanych krystalografia Xray i z zespolow NMR, aby okreslic roznice miedzy
cechami metod przewidywania fluktuacji stosowanych do bialek o okreslonym typie struktury
drugorzedowej. W tabelach 7.9 w zalacznikach umiesScitem szcezegotowe informacje dotyczace wy-
nikow. Dla struktur uzyskanych z zespolow NMR, wyniki 7, lub 7, uzyskane metoda NOLB sa
nizsze w poréwnaniu z innymi metodami: CABS-flex, UNRES-flex i UNRES-DSSP-lex, zas w przy-
padku bialek uzyskanych z rengtenografii Xray, o strukturach drugorzedowych a + 3, metoda NOLB
wykazuje wyzsze wartosci 7, lub 73 w poréwnaniu do wynikéow uzyskanych z metod UNRES-flex i
UNRES-DSSPAlex (tabela 7.9 C, D w zalacznikach, rysunek 4.4). Warto zauwazy¢, ze odnositem
si¢ wylacznie do roznic, ktore zostaly uznane za statystycznie istotne. W przypadku analizy bia-
lek bez rozroznienia struktury drugorzedowej okreslitem, ze wyniki uzyskane z metod UNRES-flex,
UNRES-DSSP-lex oraz CABS-flex wykazuja wyzsze wartosci r), lub ry w poréwnaniu do wynikéw
uzyskanych z metody NOLB. Na podstawie uzyskanych wynikéw moge stwierdzic, ze do przewi-

dywania elastycznoéci struktur bialek uzyskanych z zespolow NMR o strukturze drugorzedowe;j
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a + [ metoda CABS-flex wykazuje lepsze wyniki statystyczne niz metoda UNRES-flex, przy 5%
lub wyzszej istotnoSci statystycznej (tabela 7.9 A w zalacznikach, rysunek 4.4). Zaobserwowalem
rowniez, ze metoda CABS-flex spradza sie¢ lepiej w poréwnaniu do metody UNRES-flex w przy-
padku bialek uzyskanych z rentgenografii Xray o strukturach a + 3, jednak istotno$c statystyczna
roznic miedzy wspotezynnikami korelacji jest mniejsza niz 5% (tabela 7.9 G w zalacznikach). W
przypadku biatek uzyskanych z zespotow NMR o strukturze a + 3, metoda CABS-flex wykazuje
wigksze wartosci r, w poréwnaniu do metody UNRES-DSSP-lex przy poziomie istotnosci okoto 5%
(tabela 7.9 A w zalacznikach, rysunek 4.4). 7 drugiej strony nie ma statystycznie istotnych roznic
miedzy uzyskanymi wartosciami r, i 75 dla metod UNRES-flex, CABS-flex i UNRES-DSSP-flex dla
testowanych bialek, niezaleznie od typu struktury drugorzedowej. Z tego powodu moge stwierdzic,

ze metody GABS-flex i UNRES-DSSP-Alex przewiduja profile fluktuacji z podobna dokladnoscia.

08



NMR.a+ B NMR, wszystkie

Pearson Pearson
UNRES- UNRES-
UNRES| pssp- | ©A%5" | NoLe UNRES| Dss- | 485+ | noLs
flex flex
UNRES-
i UNRES-
flex
UNRES- UNRES-
£ DSSP- c| DSSP-
E| flex E|  flex
@ @
&| cass 2
w = [5]
i CABS-
flex
NOLB
| (A) _ NOLB (B)
X-ray. a+f X-ray. wszystkie
Pearson Pearson
UNRES- UNRES-
UNRES-| DSSP- | CABS- UNRES-| DSSP- | CABS-
flex flex flex NOLB flex flex flex NOLB
UNRES- UNRES-
flex flex
UMRES- UNRES-
5| DssP- 5| pssp-
E[  flex E| flex
3 g
5 &
@1 caps- CABS-
flex flex
NOLB (€) NOLB (D)

Rysunek 4.4: Zestawienie istotnosci statystycznej oraz znaku wspoélezynnikow korelacji r), (powyzej
przekatnej) i r, (ponizej przekatnej) odpowiadajacych czterem metodom przewidywania profili fluk-
tuacji ocenianych w tej pracy dla struktur NMR (A, B) i rentgenowskich (C, D) oraz bialek o + 3 (A,
() i wszystkich typow struktr biatek (B, D). W przypadku wspolezynnika 7, metoda odpowiadajaca
konkretnemu nagtowkowi kolumny jest poréwnywana z metoda odpowiadajaca wierszowi powyzej
przekatnej, natomiast w przypadku r, metoda odpowiadajaca odpowiedniemu naglowkowi wiersza
jest porownywana z metoda odpowiadajacej kolumnie ponizej przekatnej. Czerwony kolor oznacza,
ze roznica jest ujemna przy poziomie istotnosci <0,05, niebieski: roznica jest dodatnia przy poziomie
istotnosci <0,05, szary: réznica jest statystycznie nicistotna. Adapted with permission from L. d.
Dziadek, A. K. Sieradzan, C. Czaplewski, M. Zalewski, F. Banas, M. Toczek, W. Nisterenko, S. Grudi-
nin, A. Liwo, A. Gieldon, Assessment of Four Theoretical Approaches to Predict Protein Flexibility
in the Crystal Phase and Solution, J. Chem. Theory Comput. 2024, 20, 17, 7667-7681. Licensed
under CC-BY 4.0

4.2.2 Rozklad wspoélezynnikéw korelacji wzgledem liczby zliczen

Poprzednia analiza pozwolila mi oceni¢ érednia dokladno$c przewidywania profili fluktuacji w
zaleznosci od rodzaju struktury drugorzednej i metody predykeji fluktuacji dla wybranych czte-
rech metod. Jednak sposob rozkladu wspotezynnikow korelacji, a przede wszystkim modalnose i

asymetria, moze wskaza¢, czy przewidywania wartosci fluktuacji zostaly poprawnie przewidziane
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dla wiekszosci bialek. Przeprowadzitem analize rozkladow r, i v dla ich liczby zliczen (w przedzia-
lach o rozmiarze 0,1) obcietych struktur bialek uzyskanych z rentgenografii Xray oraz z zespolow
NMR, aby okresli¢ asymetri¢ rozkladow. Zestawilem liczbe zliczen z r,, i ry dla réznych metody na

rysunku 4.5 A-D.
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Rysunek 4.5: Rozklady wartosci wspotezynnikow korelacji Pearsona (r,,) lub Spearmana (1) pomiedzy
profilami fluktuacji uzyskanymi z zespotow NMR lub wspotezynnikow B promieniowania rentgenow-
skiego a profilami przewidzianymi przy uzyciu metod: UNRES-flex (kolumna stalowo-niebieska),

UNRES-DSSP-lex (kolumna zielona), CABS-flex (kolumna pomaranczowa) i NOLB (kolumna niebie-
ska) dla skroconcyh struktur bialek. Adapted with permission from L. J. Dziadek, A. K. Sieradzan,
C. Czaplewski, M. Zalewski, F. Banas, M. Toczek, W. Nisterenko, S. Grudinin, A. Liwo, A. Gieldon,

Assessment of Four Theoretical Approaches to Predict Protein Flexibility in the Crystal Phase and
Solution, J. Chem. Theory Comput. 2024, 20, 17, 7667-7681. Licensed under CC-BY 4.0

Dla struktur uzyskanych z zespolow NMR rozklad r, obliczony za pomoca metody NOLB wy-
kazuje bimodalnosé¢, gdzie pierwsze maksimum wynosi okoto 0, za$ drugie w okolicy 0,3. W za-
sadzie rozklad r, rowniez jest bimodalny dla metody NOLB, gdzie druga czesé rozkladu jest dosé
szeroka. Biorac pod uwage wylacznie druga czesc rozkladu r,, dokladnosé metody NOLB na podsta-
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wie r, wykazuje podobna dokladnos¢ w porownaniu do metody UNRES-flex, podezas gdy pierwsza
czese rozkladu odpowiada niewielkiej liczbie zliczen. W zwiazku z tym przeprowadzilem badanie ela-
stycznosci struktur bialek, ktore odpowiadaja pierwszej czesci rozkladu, biorac pod uwage srodkowa
cze$c ukladu, dla r, = 0, ktorych liste przedstawitem w tabeli 7.10 w zalacznikach. Na jej podstawie
stwierdzialem, ze niektore struktury nie maja wspolnych cech, takich jak szczegolny typ struktury
drugorzednej czy tez dhlugie petle. Moze to wynikac z faktu, ze hamiltonian metody NOLB, ktory
opiera si¢ wylacznie na odlegloSciach miedzyatomowych, powoduje gorsza wydajnosc ze struktu-
rami uzyskanymi z zespotéow NMR w poréwnaniu ze strukturami uzyskanymi z rengenografii Xray.
W zwiazku z tym elastyczno$c struktur bialek uzyskanych z rentgenograhi Xray zalezy glownie
od odleglosci ich atomoéw od atomoéw innych struktur, gdzie sila oddzialywan specyficznych jest
mniej wazna. Jest to spowodowane tym, ze fragmenty struktur bialek uzyskanych z rengenograhi
Xray, takie jak a-helisy, sa zwykle blisko innych elementéow strukturalnych danego bialka, a jesli
znajduja sie na zewnatrz biatka, sa do$¢ upakowane wzgledem pozostalych czasteczek biatka. W
przeciwienstwie do a-helis, petle zazwyczaj nie sa tak $cisle upakowane w poréwnaniu do innych
fragmentow biatka.

Wezesniejsze wnioski moge potwierdzi¢ na podstawie rysunkow 4.5 G i D, na ktorych przedstawi-
lem rozklad 7, i rs odpowiednio ze struktur bialek uzyskanych z rentgenograhii Xray. Widoczne jest,
ze rozklady odpowiadajace wynikom metody NOLB sa unimodalne dla struktur bialek okreslonych za
pomoca rentgenografii Xray i nieznacznie przesuniete w kierunku wyzszych wartoéci w poréwnaniu
z rozkladami otrzymanymi z innych metod. W przypadku metody CABS-flex mozna zaobserwowac na
rysunkach 4.5 A i B, ze rozklady dla obu wspolezynnikow korelacji sa bimodalne i silnie przesuniete
w kierunku duzych wartoSci sugerujac, ze w wiekszoSci badanych bialek struktur uzyskanych z
zespolo NMR, metoda CABS-flex najlepiej przewiduje profile fluktuacji. Metody UNRES-flex oraz
UNRES-DSSP-lex wykuja unimodalno$c i rowniez sa przesuni¢te w prawym kierunku. Poréwnujac
ze soba obie metody na podstawie liczby zliczen dla przedzialow o wyzszych wartosci wspotezynni-
kow korelacji (powyzej 0,5) widoczne jest, ze metoda UNRES-DSSP-lex jest lepsza w poréwnaniu do
metody UNRES-flex. Na rysunkach 4.5 C i D obserwuje sie, ze metody UNRES-flex, UNRES-DSSP-
flex oraz CABS-flex w przypadku struktur bialek uzyskanych z rentgenografii Xray, liczba zliczen

dla najwyzszych wartosci wspotezynnikow korelacji sa zlizone do siebie (dla przedzialu 0,6 oraz
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wyzszych), a rozklady sa unimodalne. Dla 7, zauwazalne jest, ze w przypadku metody UNRES-flex
liczba zliczen jest wieksza dla mniejszych warto$ci wspolezynnika w poréwnaniu do reszty metod
co moze sugerowac, ze w mniejszym stopniu sprawdza sie¢ w przypadku bialek X-ray w poréwnaniu

7 innymi zastosowanymi metodami.
4.2.3 Analiza skosnosci ukladéow

Poprzednia analiza pozwolita mi okreslic, ze rozklady wspolezynnikow korelacji z metod UNRES-flex,
UNRES-DSSPAlex oraz CABS-flex sa lewostronnie sko$ne, jak réwniez, ze te metody nie wykazuja
bimodalnosci. Aby to zweryfikowaé obliczylem skoénosci uktadow (sekeja 4.5). Dla wspotezynnika ko-
relacji r, wartosci v prezentuja sie w nastepujacy sposob: UNRES-flex = —0,50, UNRES-DSSP-flex
= —0,86, CABS-flex = —1,16 i NOLB = —0,01. Dla wspoczynnika korelacji r;: UNRES-flex = —0,79,
UNRES-DSSP-Alex = —1,09, CABS-flex = —1,60 i NOLB = —0,34. Metoda CABS-flex wykazuje naj-
bardziej ujemna sko$no$c wynikéw korelacji, co jest zgodne z duza gesto$cia znacznie dodatniego
wspolezynnika korelacji, a takze z faktem, ze istnieja rowniez wartosci o matych lub nawet ujemnych
warto$ciach. Metoda UNRES-DSSP-lex jest przykladem drugiej ujemnej skosnosei, ktora wykazuje
bardziej symetryczny rozklad w poréwnaniu do metody CABS-flex, ze wzgledu na przesuniety w lewo
srodek rozkladu (wykres 4.5). W przypadku metody NOLB sko$nosc¢ jest niewielka dla 7, oraz r, dla-
tego nie jest brana pod uwage. Jest to spowodowane podobna waga obu czesci rozkladu 7, (powyzej
i ponizej wartosci 0.2) i prawie symetrycznym, szerokim rozkladem r,. Na podstawie przeprowa-
dzonej analizy doszedlem do wniosku, ze chociaz metody CABS-flex i UNRES-DSSP-flex zwykle daja
dobre przewidywania fluktuacji dla struktur bialek uzyskanych z zespolow NMR, to w niektorych
przypadkach moga mie¢ niskie przewidywania. Rozklady wspolezynnikow korelacji ), i v, okazuja
sie nie by¢ znaczaco skosne w przypadku struktur bialek uzyskanych z rentgenografii Xray (rysunek
4.5 G, D). W ich przypadku, wartosci sko$nosci wygladaja nastepujaco: v dla wspotezynnika korelacji
rp wygladaja nastepujaco: UNRES-flex = —0,02, UNRES-DSSP-lex = —0,46, CABS-flex = —0,31 i
NOLB = —0,14. W przypadku wspotezynnika korelacji r,: UNRES-flex = —0,06, UNRES-DSSP-flex =
—0,21, CABS-flex = —0,21 i NOLB = 0,13. Zauwazylem, ze w przeciwienstwie do rozkladéw z metody
NOLB, maksymalne rozktady metody CABS-flex, UNRES-DSSP-flex i UNRES-flex sq przesuniete w
lewo w poréwnaniu z odpowiadajacym strukturom biatek uzyskanych z zespotlow NMR. Ta cecha
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prawdopodobnie wynika z przewidywania zmian w izolowanych czasteczkach biatka podczas pako-

wania ich w struktury krystaliczne.
424 Analiza dystrybuanty rozkladow

Poprzednia analiza pozwolita mi okresli¢, jaka jest sko$nos$c kazdego z rozktadu wspoélezynnikow
korelacji oraz potwierdzi¢ jego modalnosé. Oznacza to, ze opierajac sie tylko i wylacznie na érednich
wspotezynnika korelacji pomiedzy teoretycznymi a eskperymentalnymi profilami fluktuacji mozna
wyciagnac bledne wnioski, a takze niedostrzec istotnych informacji. W zwiazkoéw z tym przeprowa-
dzitlem analize dystrybuanty rozkladow, ktorych wyniki przedstawilem na rysunku 4.6 A-D. Wartosé
dystrybuanty rozkladu x okreslitem jako liczbe struktur, dla ktorych x nie przekracza odpowiedniego
wspotezynnika korelacji. W przypadku wspolezynnikow korelacji dla struktur bialek uzyskanych z ze-
spotow NMR, krzywe odpowiadajace metodzie NOLB sa znacznie przesuniete w kierunku nizszych
wartosci od krzywych odpowiadajacych trzem pozostalym metodom przewidywania fluktuacji, co
mozna zaobserwowaé na rysunku 4.6 A i B. Oznacza to, ze metoda NOLB nie powinna byé¢ metoda
stosowana do przewidywania fluktuacji struktur uzyskanych z zespolow NMR, co potwierdza wnio-
sek uzyskany z weze$niejszych analiz. Na podstawie przeprowadzonych dystrybuant w przypadku
struktur uzyskanych z zespotow NMR mozna okreslic, ze metoda CABS-flex klasyfikuje sie jako me-
toda dajaca najbardziej satysfakcjonujace wyniki, za nia klasyfikuje sie metoda UNRES-DSSP-lex,
a tuz za niag metoda UNRES-flex. Na podstawie tych informacji wnioskuje, ze do przewidywania

profili fluktuacji struktur bialek uzyskanych z zespotow NMR, najlepszymi metodami okazuja sie
CABS-flex oraz UNRES-DSSP-Alex.
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Rysunek 4.6: Dystrybuanty rozkladu $rednich wartosci wspotezynnikow korelacji Pearsona (r)) i
Spearmana (r,) pomiedzy profilami fluktuacji uzyskanymi z zespotow NMR lub wspotezynnikow B
promieniowania rentgenowskiego a profilami przewidzianymi przez UNRES-flex (stalowoniebieska
linia i romby), UNRES-DSSP-lex (zielona linia i kwadraty), CABS-flex (pomaranczowa linia i trojkaty)
oraz NOLB (niebieska linia i kropki) po usunieciu koncowych reszt aminokwasowych analizowanych
bialek. Adapted with permission from L. J. Dziadek, A. K. Sieradzan, C. Czaplewski, M. Zalewski, F.
Banas, M. Toczek, W. Nisterenko, S. Grudinin, A. Liwo, A. Gieldon, Assessment of Four Theoretical
Approaches to Predict Protein Flexibility in the Crystal Phase and Solution, J. Chem. Theory Com-
put. 2024, 20, 17, 7667-7681. Licensed under CC-BY 4.0
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W przypadku struktur bialek uzyskanych z rentgenografii Xray widoczne jest, ze wyniki wspo-
lezynnikow korelacji uzyskane metoda NOLB sa niewiele przesuniete w kierunku wyzszych wartosci
w poréwnaniu do wynikow uzyskanych z pozostalych metod, co wskazuje, ze metoda NOLB spraw-
dza sie najlepiej w przypadku tych struktur. Poniewaz metoda NOLB okazala sie by¢ statystycznie
lepsza tylko dla struktur uzyskanych z rentgenograhi Xray bialek o strukturze o + S (rysunek 4.4
(), moje obserwacje potwierdzaja wnioskami z poprzedniej analizy. Jednak w poréwnaniu do trzech
metod, najnizsze wspolezynniki korelacji dla NOLB zaczynaja sie od okoto 0,2 dla struktur uzyska-
nych z retgenografii Xray, podezas gdy dla pozostalych trzech metod zaczynaja sie od 0. Pomimo
tego, ze metoda NOLB byta najlepsza sposrod analizowanych metod, to metoda UNRES-DSSP-flex
oraz GABS-flex przewiduje profile fluktuacji z poréwnywalna dokladnoécia, a tuz za nimi metoda

UNRES-flex.

42.5 Zaleznosc wspolezynnikéow korelacji od wielkosci biatka

W kolejnym etapie analizy okreslitem, czy doktadnosc przewidywania elastycznosci biatka zalezy od
dtugosci jego tancucha. Analize przeprowadzilem na podstawie srednich wartosci r,, i 74 dla struktur
skroconych bialek dla kazdej z czterech metod. Analizowalem oddzielnie dla struktur uzyskanych z
zespotow NMR i rentgenografii Xray. Struktury uzyskane z zespotow NMR maja 20-117 reszt ami-
nokwasowych, a struktury uzyskane z rentgenograhi Xray 30-532 reszt (po obcieciu koncowych
reszt aminokwasowych). Na podstawie uzyskanych wynikow (rysunek 4.7) moge stwierdzic, ze w
przeprowadzonej analizie nie ma zaleznosci miedzy dlugosScia tancucha bialek a wspolezynnikami
korelacji 7, lub 4. Dla wszystkich metod oprocz metody UNRES-flex, wspolezynniki korelacji sa
bardziej skoncentrowane wokél wartosci ~0,5 dla tancuchéw zawierajacych wiecej niz 200 reszt
aminokwasowych, co jest najbardziej widoczne w przypadku metody CABS-flex dla struktur uzy-

skanych z rentgenograhi Xray.
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Rysunek 4.7: Zaleznos$e pomiedzy $rednimi warto$ciami wspotezynnikow korelacji Pearsona i Spe-
armana obliczonych na podstawie profili fluktuacji reszt aminokwasowych bialek po usunieciu
koncowych reszt aminokwasowych uzyskanych z symulacji: UNRES-flex, UNRES-DSSP-flex, CABS-
flex, oraz NOLB a liczba reszt aminokwasowych w zestawie badanych bialek. Adapted with per-
mission from L. J. Dziadek, A. K. Sieradzan, C. Czaplewski, M. Zalewski, F. Banas, M. Toczek, W.
Nisterenko, S. Grudinin, A. Liwo, A. Gieldon, Assessment of Four Theoretical Approaches to Pre-
dict Protein Flexibility in the Crystal Phase and Solution, J. Chem. Theory Comput. 2024, 20, 17,
7667-7681. Licensed under CC-BY 4.0

4.3 Analiza profili RMSFN dla wybranych bialek

Nastepnie przeprowadzilem analize dla trzech przykladowych bialek, ze wzgledu na ich typ struk-
tury oraz dlugosc sekwencji aminokwasowej. W tym celu zastosowalem cztery rézne metody do
okreslenia ich zdolnosci do przewidywania profilow fluktuacji badanych bialek. Do przeprowadzone;
analizy wybralem nastepujace bialka: poliproteine domeny M retrowirusa z wirusa miesakow Rousa
(0o kodzie PDB: 1A6S, posiadajace wszystkie struktury drugorzedowe a-helikalne, struktura uzy-
skana z zespolow NMR)?#| bialko wiazace wapn z jelita bydlecego (o kodzie PDB: 3ICB, posiadajace
wszystkie struktury drugorzedowe a-helikalne, struktura uzyskana z rentgenografii Xray)*** oraz
trzecia domena SH3 biatka adaptorowego Cin85 (o kodzie PDB: 2K9G, posiadajace wszystkie struk-

)25 Struktury analizowa-

tury drugorzedowe [S-harmonijek, struktura uzyskana z zespotow NMR
nych bialek przedstawilem na rysunku 4.8 od A do C, a ich profile fluktuacji na rysunku 4.9 od A
do C. W tabeli 7.11 w zalacznikach przedstawilem srednie wartosci r,, oraz r, uzyskanych pomiedzy

profilami fluktuacji z eksperymentow, a profilami fluktuacji uzyskanych z zastosowanych metod dla

obcietych stuktur bialek.
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Rysunek 4.8: Struktury analizowanych bialek (Iub zbioréw konformacyjnych biatek) w reprezentacji
wstazkowej, na ktorych przestawiono: (A) poliproteing domeny M retrowirusa z wirusa miesakow
Rousa (PDB: 1A6S , wszystkie-c, struktura NMR)?*#3, (B) biatko wiazace wapn zalezne od witaminy
D z jelita bydlecego (PDB: 3ICB , wszystkie-a, struktura rentgenowska)?** i (C) trzecia domene
SH3 biatka adapterowego Cin85 (PDB: 2K9G , wszystkie-3, struktura NMR)?**. Reprinted with
permission from L. J. Dziadek, A. K. Sieradzan, C. Czaplewski, M. Zalewski, F. Banas, M. Toczek,
W. Nisterenko, S. Grudinin, A. Liwo, A. Gieldon, Assessment of Four Theoretical Approaches to
Predict Protein Flexibility in the Crystal Phase and Solution, J. Chem. Theory Comput. 2024, 20,
17, 7667-7681. Licensed under CC-BY 4.0

Struktura NMR biatka a-helikalnego przedstawilem na rysunku 4.9 A (kod PDB: 1A6S). Profil
RMSFN, ktory zostal obliczony za pomoca NOLB, znacznie odbiega od profilu okreslonego na pod-
stawie zespotow NMR. Obecno$c wysokiej wartosci fluktuacji w N-koncowej czesci profilu NOLB,
ktorego nie ma w zespole NMR, jest przyczyna niskich wspélczynnikow korelacji 7, i 75 (odpowied-
nio 0,13 i 0,15, tabela 7.11 w zalacznikach). Odwrotna sytuacje mozna zaobserwowac¢ w obszarze
G konca profilu RMSEN z metody NOLB, gdzie nie wystepuje przeszacowanie wartosci fluktuacji
w poréwnaniu do wynikéw z pozostalych metod. Profile fluktuacji uzyskane z metod UNRES-flex,
UNRES-DSSP-lex i CABS-flex sa zbiezne z profilami zespolow NMR. W obszarze pierwszej i ostatniej
petli pomiedzy strukturami drugorzedowymi v widoczne jest niedoszacowane wartosci fluktuacji dla
wszystkich metod, z wyjatkiem metody CABS-flex, co wskazuje, ze ta metoda wykazuje najlepsze
dopasowanie profilu fluktuacji wzgledem eksperymentalnego.

Drugim biatkiem (rysunek 4.9 B), ktore szczegolowo analizowalem, jest struktura uzyskana z
rentgenografi Xray biatka a-helikalnego (kod PDB: 3ICB). W tym przypadku profil RMSFN uzy-
skany z metody NOLB jest bardziej zgodny z profilem obliczonym na podstawie wspotezynnikow B,
co znajduje odzwierciedlenie w wyzszych wartosciach wspélezynnikoéw korelacji (,=0,56 i r5=0,68).
W zwiazku z tym, ze obserwuje si¢ przeszacowanie wartosci fluktuacji w przypadku metod UNRES-
flex, UNRES-DSSP-lex oraz CABS-flex w obszarze 18-tej reszty aminokwasowej, to w poréwnaniu

do nich metoda NOLB wykazuje najlepsze odwzorowanie danych eksperymentalnych. Mozna za-
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uwazy¢, ze metoda CABS-flex przeszacowuje zakres wartosci fluktuacji w okolicach 20, 43 oraz
55 reszt aminokwasowcyh, to przeszacowanie jest widoczne przede wszystkim w petlach pomiedzy
drugorzedowymi strukturami .

W wiekszosci przypadkow metoda CABS-flex ma tendencje do dobrego przewidywania fluktuacji
struktur drugorzedowych bialek, a takze w obszarze petli pomiedzy nimi. Jest to pozytywna cecha,
jaka moze zaoferowac w przeprowadzonych badaniach metoda CABS-flex, ale zdarzaja sie sytuacje,
w ktorych ta metoda moze prowadzi¢ do blednych przewidywan wartosci fluktuacji. Przykladem
tego jest biatko o strukturze NMR, biatka S-harmoniki, ktorego profile fluktuacji przedstawilem na
rysunku 4.9 (kod PDB: 2K9G). W przeciwienstwie do innych metod, metoda CABS-flex przeszacowal
wartosci fluktuacji dla petli pomiedzy drugorzedowymi strukturami 5 w okolicy 40-50 reszty ami-
nokwasowej (w Srodkowej czesci tancucha). To spowodowalo, ze uzyskane warto$ci wspolezynnikow

rp i rs (odpowiednio 0,52 i 0,71) sa nizsze. Metody UNRES-flex i UNRES-DSSP-flex uzyskaly znaczne

wyzsze wartoSci ), (tabela 7.11 w zalacznikach).
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Profile RMSFN dla obcietej struktury 31CB
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Rysunek 4.9: Profile RMSFN dla skréconych struktur bialek o kodach PDB: 1A6S, 3ICB i 2K9G.
Profile fluktuacji uzyskane z trzech symulacji metoda UNRES-flex zaznaczono jasnoniebieska linia,
UNRES-DSSP-Alex zielona linia, CABS-flex zotta linia, NOLB (pojedyncza symulacja) niebieska linia,
za$ eksperymentalne (Xray lub NMR) za pomoca czerownej linii. Struktury drugorzedowe zazna-
czono ponizej wykresow za pomoca zielonej falowanej linii (dla a-helis) lub prostej pomaranczowe;
linii (dla S-harmonijek). Adapted with permission from L. J. Dziadek, A. K. Sieradzan, C. Czaplewski,
M. Zalewski, I Banas, M. Toczek, W. Nisterenko, S. Grudinin, A. Liwo, A. Gieldon, Assessment of
Four Theoretical Approaches to Predict Protein Flexibility in the Crystal Phase and Solution, .

Chem. Theory Comput.
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44 Analiza wlasciwosci PMF oraz ocena dopasowania
funkcji analitycznych dla ukladéw czasteczek UNRES-
MARTINI

W kolejnym etapie tej pracy przeprowadzilem symulacje za pomoca potempirycznej metody mecha-
niki kwantowej PM7 i dynamiki molekularnej za pomoca pola silowego f14SB w oprogramowaniu
AMBER. Badanie oddzialywan miedzy czasteczkami jest wazne, poniewaz pomaga zrozumie¢, jak
zachowuja sie czasteczki i jak oddzialuja na siebie, aby uzyska¢ PES, na podstawie ktorego ob-
liczylem PME Do przeprowadzonych obliczen zastosowalem 20 centrow UNRES oraz 18 centrow
MARTINIL co daje razem 360 kombinacji. Gdybym chcial opisa¢ kazde oddzialywanie, to praca
balaby niezwykle obszerna. Z tego wzgledu, zdecydowalem opisa¢ trzy rézne rodzaje interakeji ze
wzgledu na rozny charakter chemiczny tych oddzialywan; pomiedzy dwiema czasteczkami hydro-
fobowymi (rysunek 4.10), dwiema czasteczkami polarnymi (rysunek 4.11) i dwiema naladowanymi
czasteczkami o roznym tadunku (rysunek 4.12) . Nastepnie przeprowadzilem dopasowanie funkcji
analitycznych do uzyskanych potencjaléow Srednich sil, czego celem bylo odwzorowanie najistot-
niejszych interakeji, jednoczesnie umozliwiajac policzenie pochodnej funkeji (warunek konieczny do
imprementacji do dynamiki molekularnej). Dodatkowo dopasowane funkcje analityczne ulatwiaja
interpretacje powierzchni PME W ramach tego projektu przedstawilem uzyskane parametry funk-
cji analitycznych opisujace interakcje pomiedzy czasteczkami UNRES i MARTINI, aby wprowadzic
btone lipidowa w formie jawnej, co bylo motywacja do przeprowadzenia analiz.

Dla profilu energetycznego PMF w przypadku modelu tancucha bocznego alaniny (czasteczki w
reprezentacji modelu UNRES) i 1-propanitiolu (czasteczki w reprezentacji modelu MARTINI) mini-
mum globalne znajduje si¢ w okolicy r = 3,5 A oraz kata o = 90° dla wynikéw uzyskanych metoda
PMY7, a takze dla profili PMF' uzyskanych z symulacji pelnoatomowej (rysunck 4.10). W poréwnaniu
z nieco bardziej ” chropowata” powierzchnia energii potencjalnej (zawierajaca wiele plytkich mini-
moéw lokalnych) uzyskana metoda pelnoatomowa, profil energii wzdhuz wspotrzednej r jest gladszy
dla metody PM7. Moze to by¢ spowodowane zastosowaniem niejawnego modelu rozpuszezalnika w
przeprowadzonych obliczeniach metoda PM7. Dopasowana funkcja analityczna oparta na potencjale

Gay-Berne dokladnie oddaje 0golna topologie powierzchni PMF oraz potozenie i glebokosci minimum
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globalnego dla obu metod.

r[A]
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Rysunek 4.10: Potencjaly sredniej sily dla oddzialywania pomiedzy modelem lancucha bocznego
alaniny i I-propanotiolu otrzymane za pomoca metoda PM7 (A) i symulacji pelnoatomowej (C) oraz
dopasowane funkcje analityczne do odpowiednich PMF otrzymanych za pomoca metody PM7 (B) i
symulacji pelnoatomowe;j (D). Nad wykresem zostala przedstawiona skala energii (kcal/mol).

Dla wynikéw uzyskanych za pomoca metody PM7, profil energetyczny PMF modelu tancucha
bocznego histydyny (czasteczki w reprezentacji modelu UNRES) i 1-propyloaminy (czasteczki w re-
prezentacji modelu MARTINI) wykazuje minimum globalne w okolicy r = 4,0 A oraz kata a = 90°
oraz drugie minimum lokalne w okolicy r = 6,5 A oraz kata a = 150° (rysunek 4.11 A). W przypadku
PME ktory zostal uzyskany w symulacji pelnoatomowej, minimum globalne wynosi r = 4,5 A oraz kat

a =90, zas drugie minimum lokalne wynosi r = 6,0 A oraz kat o = 150° (rysunek 4.11 C). Oddzialy-
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wania czasteczek polarnych maja dwa rézne minima, niezaleznie od metody, w przeciwienstwie do
oddziatywan hydrofobowych. Glebokos¢é minimum dla metody PM7 z niejawnym rozpuszczalnikiem
jest znacznie wiecksze. W obu metodach (PM7 i pelnoatomowe;j) jest widoczna asymetria w hiper-
powierzchni energii potencjalnej, szczegéolnie objawia sie¢ w obszarze zakazanym sterycznie dla r w
okolicy 4,5 A oraz a = 150°. Dla metody pelnoatomowej, dopasowane funkcje analityczne do PMF
poprawnie odwzorowaly i zachowaly gleboko$¢é minimum. Niestety w przypadku metody PM7, drugie
co do glebokosci minimum (lokalne) nie jest dobrze odzwierciedlone i nie jest uwidocznione w dopa-
sowanej funkcji analitycznej ze wzgledu na to, ze pierwsze minimum (globalne) jest zbyt glebokie w
stosunku do glebokosci drugiego. Bardzo glebokie minimum globalne moze sprawic, ze dopasowanie
funkeji analitycznych nie uwzgledni plytszych miniméw lokalne. W efekcie drugie minimum (lokalne)

bedzie mniej doktadnie odwzorowane.
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Rysunek 4.11: Potencjaly $redniej sily dla oddzialywania pomiedzy modelem tancucha bocznego hi-
stydyny i 1-propylaminy otrzymane za pomoca metody PM7 (A) i symulacji pelnoatomowej (C) oraz
dopasowane funkcje analityczne do odpowiednich PMF otrzymanych za pomoca metody PM7 (B) i
symulacji pelnoatomowe;j (D). Nad wykresem zostala przedstawiona skala energii (kcal/mol).

Dla profilu energetycznego PME w przypadku modelu tancucha bocznego kwasu glutaminowego
(czasteczki w reprezentacji modelu UNRES) i choliny (czasteczki w reprezentacji modelu MARTINI),
minimum globalne znajduje si¢ w okolicy r = 4,0 A oraz kata a = 90° dla wynikéw uzyskanych metoda
PM7, a takze dla profili PMF uzyskanych z symulacji pelnoatomowej (rysunek 4.12). W przypadku
dopasowania funkcji analitycznych do PMF metoda PM7 widoczne jest znaczne przeszacowanie
wkiadu kolumbowskiego uzyskujac mniej doktadny opis gleboko$ci minimum globalnego, aczkolwiek

jego polozenie w okolicy 4 A jest poprawne.
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Rysunck 4.12: Potencjaly Sredniej sily dla oddzialywania pomiedzy modelem lancucha bocznego
kwasu glutaminowego i choliny otrzymane za pomoca metody PM7 (A) i symulacji pelnoatomowe;j
(C) oraz dopasowane funkcje analityczne odpowiednich PMF otrzymanych za pomoca metody PM7
(B) i symulacji peltnoatomowej (D). Nad wykresem zostata przedstawiona skala energii (kcal/mol).

Dopasowanie funkcji analitycznych do profili energetycznych PMF pary czasteczek polarnych
substancji rozpuszczonych wymaga uwzglednienia wielu skladnikow energetycznych, nie tylko po-
tencjalu Gay-Berne, ktory odzwierciedla anizotropowe whasciwoSci czasteczek i wlasciwosci ste-
ryczne, ale takze wklady energetyczne opisujace udzial wigzan wodorowych lub oddzialywania
dipol-dipol. Funkcje analityczne dopasowane do profili PMF dla symulacji pelnoatomowych i me-
tody PM7 wygladzaja hiperpowierzchnie, jednocze$nie zachowujac najwazniejsze cechy. PMF dla

pary czasteczek naladowanych zawiera wiele sktadowych do energi. Najwazniejsze oddzialywania
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moga by¢ modelowane przez potencjal Gay-Berne’a, a takze elektrostatyke, ktora obejmuje zaréwno
bezposrednie sily kulombowskie, jak i efekt solwatacji. Wklady do energii opisuja najwazniejsze
cechy hiperpowierzchni, biorac pod uwage wlasciwosci dielektryczne wody. Nalezy zauwazyé¢, ze
znaczne przesuniecie naladowanego centrum w modelowej czasteczce UNRES rowniez skutkuje
pogorszeniem opisu oddzialywan czasteczek naladowanych, podezas gdy dopasowanie funkeji ana-
lityeznych do PMF uzyskanych metoda pelnoatomowa poprawnie odwzorowato minimum globalne i

wygladzito funkcje PMF.

4.5 Analiza przewidywanych wzgledem eskperymentalnych
profili fluktuacji bialek otoczonych blonami lipidowymi

Dla czterech roznych wag (sekeja 3.4.1 w metodach) 0,5 do 4,0 wraz z zestawem 4 réznych parame-
trow przetestowatem, ktora waga sprawdzila sie najlepiej w badaniu analizowanych bialek w polu
sitowym UNRES-MARTINL Obliczytem TM-score i profile RMSD dla 3 testowanych bialek, ktorych
wyniki dla réznych testowanych wag przedstawilem w tabelach 4.1-4.3.

Przeprowadzilem analize dla 3 wybranych bialek ze wzgledu na pelione funkcje biologiczne :
de novo zaprojektowana transblonowa S-beczka (kod PDB: 6X9Z, wszystkie-33, struktura X-RAY)?46,
ktory jest biatkiem blonowym, (B) Domena C1B kinazy biatkowej C w kompleksie z diacyloglicerol-
laktonem AJH-836 (PDB: 7TLF3, o - 3, struktura X-RAY)?*", czyli bialko w kompleksie z pojedynczym
lipidem oraz (C) Domeny ORD ludzkiego ORP8 (PDB: 8P7A |, « - 3, struktura X-RAY)?*® bedacy bia-
tkiem peryferyjnym. Przeprowadzilem symulacje w blonach lipidowych reprezentowanych poten-
cjatem MARTINIL Struktury eksperymentalne oraz uzyskane z symulacji badanych bialek zostaly
przedstawione na rysunku 4.13. W kolejnej analizie przeprowadzilem symulacje, ktére mialy na
celu wprowadzenie pola sitowego UNRES-MARTINI, aby okresli¢, w jakim stopniu nowe pole sitowe
potrafi odtworzy¢ eksperymentalne profile fluktuacji bialek otoczonych blona lipidowa. Obliczy-
lem wspotezynniki korelacji pomiedzy teoretycznymi a eksperymentalnymi profilami fluktuacjia dla

skroconych struktur biatek dla zastosowanej wagi wynres—varrine = 0,5 (sekeja 3.4.4 w meto-

dach).
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Rysunek 4.13: Wybrane struktury bialek z uwzglednieniem typu struktur drugorzedowych (po lewej
stronie struktura eksperymentalna, za$ po prawej najbardziej prawdopodobna struktura uzyskana
z symulacji UNRES-flex): (A) de novo zaprojektowana transblonowa S-beczka (o kodzie PDB: 6X97,
posiadajaca wszystkie struktury drugorzedowe-33, struktura uzyskana z rentgenografii Xray) , (B)
Domena C1B kinazy biatkowej G w kompleksie z diacyloglicerol-laktonem AJH-836 (o kodzie PDB:
TLF3, a - 3, struktura uzyskana rentgenografii Xray) oraz (C) Domeny ORD ludzkiego ORP8 (PDB:
8PTA , o - 3, struktura uzyskana z rentgenografii Xray) .
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Tabela 4.1: Zbior wartosci TM-score oraz RMSD (w nawiasach) dla réznych przetesowanych wag w
zaleznoéci od zastosowanych metod (pelnoatomowego pola sitowe oraz pétempirycznej metody PM7

z lub bez uogolnionego modelu Borna) dla analizowanego biatka (kod PDB: 6X97).

Weight | All-atom No EGB | All-atom EGB | PM7 No-EGB | PM7 EGB
0.5 0.347 (7.69) 0.264 (12.35) | 0.398 (6.91) | 0.376 ( 8.69)
1.0 0.496 (5.11) 0.218 (13.49) | 0.396 (6.91) | 0.336 (8.89)
2.0 0.524 (5.01) 0.186 (16.52) | 0.509 (5.74) | 0.294 (9.18)
4.0 0.467 (5.84) 0.192 (16.38) | 0.401(7.43) | 0.180 (16.85)

Tabela 4.2: Zbior wartosci TM-score oraz RMSD (w nawiasach) dla réznych przetesowanych wag w
zaleznoSci od zastosowanych metod (petnoatomowego pola silowe oraz pétempirycznej metody PM7

z lub bez uogodlnionego modelu Borna) dla analizowanego biatka (kod PDB: 7TFL3).

Weight | All-atom No EGB | All-atom EGB | PM7 No-EGB | PM7 EGB
0.5 0.426 (3.97) 0.350 (5.25) | 0.316 (6.46) | 0.284 (7.62)
1.0 0.430 (4.50) 0.333 (7.66) | 0.279 (8.00) | 0.258 (9.45)
2.0 0.278 (5.75) 0.334 (6.64) | 0.239 (9.79) | 0.269 (7.72)
4.0 0.340 (5.75) 0.334 (9.04) | 0.194 (7.47) | 0.215 (8.77)

Tabela 4.3: Zbior wartoéci TM-score oraz RMSD (w nawiasach) dla réznych przetesowanych wag w
zaleznos$ci od zastosowanych metod (pelnoatomowego pola sitowe oraz pétempirycznej metody PM7

z lub bez uogolnionego modelu Borna) dla analizowanego biatka (kod PDB: 8P7A).

Weight | All-atom No EGB | All-atom EGB | PM7 No-EGB |  PM7 EGB
0.5 0.363 (16.46) 0.161 (25.44) | 0.370 (13.64) | 0.296 ( 17.76)
1.0 0.502 (11.89) 0.203 (21.52) | 0.339 (14.81) | 0.321 (16.04)
2.0 0.437 (11.42) 0.195 (21.70) | 0.319 (16.58) | 0.254 (17.12)
4.0 0.275 (12.08) 0.275 (15.47) | 0.301 (16.30) | 0.228 (19.74)
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Zaobserwowalem, ze dla wagi wynoszacej 2,0 i zestawu parametrow, gdy w funkeji dopasowania
nie zastosowalem uogélnionego modelu Borna i parametréw pochodzacych od PMF obliczonych
przy uzyciu pelnoatomowego pola sitowegom uzyskatem najlepsze wyniki. W zwiazku z tym, ze w
przypadku biatka (domeny ORD ORPS8) nie zaobserwowalem dysocjacji , nawet po bardzo dlugich
symulacjach, musialem zastosowac inna wage oraz zestaw parametrow podezas przeprowadzania
analiz. Gdy nie zastosowalem uogolnionego modelu Borna w funkeji dopasowania i pelnoatomowego
pola sitowego, to waga 0,5 oraz zestaw parametrow dla tej wagi okazala sie najlepsza. Wynika to
z faktu, ze bialko peryleryjne (kod PDB: 8P7A) wykazato zdolno$¢ do oddysocjowania biatka od
btony, a biatko blonowe (kod PDB: 6X9Z) pozostaje stabilne w blonie, zas biatko 7TLF3 jest w stanie
oddysocjowac jak i przytaczyc pojedyneczy lipid.

Na rysunku 4.14 A, profil fluktuacji dla drugorzedowej S-harmonijki biatka uzyskanego z rentge-
nografii strukturalnej (kod pdb: 6X9Z). Profil RMSF obliczony metoda UNRES-flex z blona w formie
jawnej wykazuje wyrazne réznice w poréwnaniu z profilem fluktuacji RMSF pochodzacym z danych
eksperymentalnych (Xray) w obszarach kazdej petli pomiedzy drugorzeda S-harmonijka. Odzwier-
ciedla to rozbieznoéci w $rednich wartosciach wspélczynnikéw korelacji Pearsona oraz Spearmana
(rp = 0,34 oraz rs = 0,44). W przypadku metody eksperymentalnej jest widoczny pik w regionie
N-koncowym, ktory nie wystepuje w przypadku UNRES-flex, jest to glowny powdd rozbieznosci w
wynikach profili fluktuacji w przypadku biatka o kodzie PDB: 6X9Z. Podobnie region G koncowy
metody UNRES-flex wykazuje niewielkie przesuniecie w poréwnaniu z danymi eksperymentalnymi.

W kolejnym etapie analizowalem fluktuacje biatka a-helikalnego (kod PDB: TLF3), a uzyskane
wyniki przedstawilem na rysunku 4.14 B. W tym przypadku profil RMSF uzyskany za pomoca me-
tody UNRES-lex jest w wickszym stopniu zgodny z profilem fluktuacji uzyskanym na podstawie
wspolezynnikow B, co odzwierciedlaja wyzsze wspotezynniki korelacji (r,=0,51 i 7,=0,57). Oznacza
to, ze pole sitowe UNRES-MARTINI lepiej przewiduje profile fluktuacji dla biatek z pojedynczym
lipidem w poréwnaniu do bialek w kompleksie (kod PDB: 6X97).

Ostatnim przyktadem jest profil RMSF bialka o strukturze drugorzedowej o + 3 (gdzie struktura
drugorzedowa a zostala obcieta, ze wzgledu na bardzo wysoka fluktuacje w tym obszarze, dlatego nie

jest widoczna na wykresie) uzyskanego metoda rentgenografii strukturalnej (kod PDB: 8P7A) przed-
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stawilem na rysunku 4.14 C. Metoda UNRES-Flex w tym przypadku zaniza wartosci fluktuacji az do
200-tnej reszty aminokwasowej. Powyzej tej reszty widoczna jest tendencja do przeszacowywania
wartosci fluktuacji. W poréwnaniu z danymi eksperymentalnymi najwicksze rozbieznosci zaobser-
wowalem w C-koncowym obszarze profilu RMSE W wyniku tych niespojnosci uzyskano $rednie
wartoSci wspotezynnikow korelacji (1,=0,45 i r,=0,42) dla profili fluktuacji metody UNRES-flex i
danych eksperymentalnych. Dodatkowo biatko ORP bylo symulowane z blona, za$ krystalizowane
bez blony, co czeSciowo moze wyjasniac roznice

Zaimplementowanie UNRES-MARTINI umozliwito symulowanie biatek z lipidami w formie jaw-
nej (ang. explicit). Dokladno$¢ przewidywania fluktuacji dla bialek blonowych jest na podobnym
poziomie co wyjSciowa metoda UNRES-flex (dla biatek bez lipidow). Pomimo tego, ze w tym badaniu
analizowalem 3 rozne rodzaje bialek, to dla kazdego z nich zostaly dobrze odwzorowane profile fluk-
tuacji, co wnioskuje na podstawie uzyskanych wartoSci wspotezynnikow korelacji (6X9Z: 7,=0,34 i
rs=0,44; TLF3: r,=0,51 i 7,=0,57; oraz dla 8P7A: r,=0,45 i ry=0,42). Sposrod analizowany bialek
moge stwierdzi¢, ze w przypadku biatka z pojedynczym lipidem (kod pdb: 7TLF3) pole sitowe UNRES-

MARTINI najlepiej poradzito sobie w odtworzeniu eksperymentalnego profilu fluktuacji.

Profile RMSFN dla biatka 6X9Z
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Profile RMSFN dla biatka 7LF3
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Rysunek 4.14: Profile RMSEFN dla skroconych struktur bialek (o kodach PDB: 6X97 (A), 7TLF3 (B)
i 8PTA (C)). Profile fluktuacji zostaly usrednione z dziesieciu symulacji metoda UNRES-flex i za-
znaczone jasnoniebieska linia, za$ eksperymentalne (Xray) za pomoca czerownej linii. Struktury
drugorzedowe zaznaczono ponizej wykresow za pomoca zielonej falowanej linii (dla a-helis) lub pro-
stej pomaranczowej linii (dla S-harmonijek).
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4.6 Wplyw wiazania pomiedzy GAGami a bialkami na profile
fluktuacji reszt aminokwasowych

W ostatnim etapie tej pracy okreslitem wplyw wiazania glikozaminoglikanéw (GAGoéw) na ela-
styeznosé struktur biatkowych, korzystajac z dwoch réznych pol sitowych: AMBER oraz CHARMM.
Do przeprowadzenia analiz wybralem trzy przykladowe biatka ze wzgledu na ich funkcje biologiczne:
FGF-1 i FGF-2 (czynniki wzrostu fibroblastow) oraz Katepsyne K (proteaze). Poprzez wiazanie sie
z receptorami czynnika wzrostu fibroblastow (FGFR) i ich aktywacje, FGF-y pelnia wiele funkeji
biologicznych, takich jak réznicowanie, migracje, przezycie i proliferacje komorkowa. FGF moga
by¢ wykorzystywane do regeneracji uszkodzonych tkanek, takich jak naczynia krwiono$ne, miesnie,
tkanki thuszezowe, Sciegien i wiezadel, chrzastki, koSci, zebow, nerwow i skory, dzieki swoim funk-
cjom biologicznym?*?. Zas katepsyna K jest katepsyna cysteinowa w osteoklastach, ktora uczestniczy
w trawieniu macierzy zewnatrzkomoérkowej podczas przebudowy koéci. Selektywne hamowanie tej
katepsyny moze byc kluczowe do skutecznego leczenia osteoporozy i innych choréb z nadmierna
resorpcja kosci 250,

Symulacje przeprowadzitem dla kompleksow; FGF-2 (PDB: 1BFC, struktura drugorzedowa: o + 3,
uzyskana metoda rentgenografii Xray)?>! i FGF-1 (PDB: 2AXM, posiadajace struktury drugorzedowe

)252

a + [, struktura uzyskana z rentgenograhi Xray)*>¢ z heparyna dp6 oraz Katepsyna K (PDB:

4AN8W, posiadajace struktury drugorzedowe o + 3, struktura uzyskana z rentgenografii Xray)**?
z chondroityno- 4-siarczanem (G4-S) dp6, oraz form niezwiazanych; FGF-2 (PDB: 1BFG, struktura
drugorzedowa: o + 3, uzyskana metoda rentgenografii Xray)>** i FGF-1 (PDB: 2K43, posiadajace
struktury drugorzedowe o + (3, struktura uzyskana z zespolow NMR) oraz Katepsyna K (PDB:
5TUN, posiadajace struktury drugorzedowe o + f3, struktura uzyskana z rentgenografii Xray)?®.

Struktury eksperymentalne badanych bialek przedstawilem na rysunku 4.15
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Rysunek 4.15: Struktury analizowanych bialek (lub zbioréw konformacyjnych bialek) w reprezenta-
cji wstazkowej, na ktorych przestawiono: (A) FGF-2 (PDB: 1BFC, struktura drugorzedowa: a + 3,
uzyskana metoda rentgenograhi Xray) z heparyna dp6, (B) FGF-2 (PDB: 2AXM, posiadajace struk-
tury drugorzedowe a + (3, struktura uzyskana z rentgenografii Xray) z heparyna dp6, (C) Katepsyny
K (PDB: 4N8W, posiadajace struktury drugorzedowe o + (3, struktura uzyskana z rentgenograhi
Xray) oraz w formie niezwigzanej; (D) FGF-2 (PDB: 1BFG, struktura drugorzedowa: a + (3, uzy-
skana metoda rentgenografii Xray),(E) FGF-1 (PDB: 2K43, posiadajace struktury drugorzedowe o +
B, struktura uzyskana z zespotow NMR) oraz (F) Katepsyny K (PDB: 5TUN, posiadajace struktury
drugorzedowe o + 3, struktura uzyskana z rentgenografii Xray).
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Dla kazdego pola sitowego przeprowadzilem trzy niezalezne symulacje, z ktorych obliczylem pro-
file fluktuacji. W wiekszosci przypadkéw wyniki byly do siebie zblizone, dlatego zostaly usrednione.
Profile fluktuacji uzyskane na podstawie danych eksperymentalnych (z zespotow NMR i rentge-
nografi Xray) dodatkowo poddalem normalizacji (sekcja 4.3), a uzyskane wyniki r,, i s pomiedzy
profilami fluktuacji uzyskanymi metodami teoretycznymi a eksperymntalnymi przedstawitlem w
tabeli 4.4.

Tabela 4.4: Zestawienie wspolezynnikéw korelacji Pearsona (r,) i Spearmana (r5) pomiedzy przewi-
dywanymi oraz eksperymentalnymi profilami RMSF .

AMBER CHARMM AMBER CHARMM
kompleks kompleks niezwiazany niezwiazany
Bialko p T Tp T T T Tp T

FGF-2 | 0.7308 | 0.7457 | 0.4840 | 0.5105 | 0.7247 | 0.7385 | 0.2559 | 0.3231
FGF-1 | 0.6109 | 0.5325 | 0.5716 | 0.5172 | 0.5346 | 0.5269 | 0.5945 | 0.6219
CatK | 0.6243 | 0.6901 | 0.5748 | 0.6296 | 0.5547 | 0.6461 | 0.6655 | 0.7017

W przypadku kompleksu FGF-2 (PDB: 1BFC, struktura drugorzedowa: o + 3, uzyskana metoda
rentgenografii Xray) z heparyna dp6, wysokie wartoSci 7, i 75 (r, = 0,73 i ry = 0,75) dla pola si-
lowego AMBER, wnioskuje, ze to pole sitlowe lepiej odwzorowuje elastyczno$é badanego biatka niz
CHARMM (r, = 0,48 oraz r, = 0,51) . Roznice wspolczynnikow korelacji wynosza: Ar, = 0,24 oraz
Arg = 0,24, Wyniki sugeruja, ze pole sitowe CHARMM przewiduje przeszacowanie profilu fluktuacji
w wiekszosci fragmentow struktury, a w szezegolnosci w okolicach 30 (petla pomiedzy 2 a 3 a-helisa),
50 (pierwsza [-harmonijka), 90 (petla pomiedzy 7 a-helisa a 2 S-harmonijka) oraz 100-110 (petla
pomiedzy 9 a-helisa a 4 S-harmonijka) reszty aminokwasowej, co przedstawitem na rysunku 4.16.
Podobna sytuacje zaobserwowalem w przypadku niezwiazanej formy FGF-2 (PDB: 1BFG, struktura
drugorzedowa: o + 3, uzyskana metoda rentgenografii Xray). Duza korelacje pomiedzy danymi teo-
retycznymi a eksperymentanyli zaobserwowalem dla wynikéw uzyskanych polem sitowym AMBER
(rp = 0,72 oraz ry = 0,74) w przeciwienstwa do CHARMM (r, = 0,26 oraz r, = 0,32), dlatego roznice
korelacji sa jeszcze wieksze: Ar, = 0,47 oraz Ar, = 0,42. Oznacza to, ze w przypadku niezwiazanej
formy FGF-2 pole sitowe CHARMM jeszceze silniej przeszacowuje wartosci fluktuacji elastyeznosc
bialka. W FGF-2 miejscem wiazania heparyny jest reszta N27%6 ktora zostala poprawnie przewi-

dziana przez oba pola sitowe.
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Profile RMSFN dla kompleksu FGF-2 Profile RMSFN dla niezwigzanego FGF-2
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Rysunek 4.16: Profile fluktuacje reszt aminokwasowych FGF-2 w kompleksie z heparyna dp6 (A) i
stanie niezwiazanym (B) w HP dp6 uzyskane z symulacji AMBER (pomaranczowa linia) i CHARMM
(zielona linia) oraz profile fluktuacje reszt aminokwasowych uzyskanych z eksperymentow (czerowna
linia).

Kolejnym analizowanym biatkiem byl FGF-1 w formie kompleksu (PDB: 2AXM, posiadajace
struktury drugorzedowe o + (3, struktura uzyskana z rentgenografii Xray) z heparyna dp6. Za-
réwno pole sitowe AMBER, jak i CHARMM wykazuja dobra korelacje (odpowiednio r, = 0,61 i ry =
0,53 oraz r, = 0,57 i ry = 0,52) miedzy danymi teoretycznymi a eksperymentalnymi (rysunek 4.17,
tabela 5.1), z niewielkimi réznicami: Ar, = 0,04, Ary = 0,02. Znaczne przeszacowanie w CHARMM
widoczne jest tylko w obszarze 43-45 (petla pomiedzy 4 a 5 a-helisa) reszty aminokwasowej. Row-
niez pole sitowe AMBER przeszacowuje fluktuacje w tym regionie. W formie niezwiazanej FGF-1
(PDB: 2K43, posiadajace struktury drugorzedowe a + 3, struktura uzyskana z zespotow NMR), pole
sitowe CHARMM lepiej odwzorowuje elastycznosc biatka niz AMBER na podstawie wartosci korela-
¢ji (odpowiednio r, = 0,59 i ry = 0,62 oraz r, = 0,63 i ry = 0,53), gdzie réznica miedzy uzyskanymi
korelacjami jest nieco wieksza w poréwnaniu do formy kompleksu: Ar, = 0,06, Ar, = 0,10. He-
paryna silniej wplywa na elastyczno$¢ niezwiazanej formy biatka w przypadku zastosowania pola
sitowego AMBER, z przeszacowaniami w obszarach 43-45 (petla pomiedzy 4 a 5 a-helisa), 75 (petla
pomiedzy 7 a 8 a-helisa) i 118 (petla pomiedzy 2 a 3 S-harmonijka) reszty aminokwasowej. Miejscem
wiazania heparyny w FGF-1 jest reszta N26256, ktora zostala poprawnie zidentyfikowana przez oba

pola silowe.
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Profile RMSFN dla kompleksu FGF-1

AMBER

Profile RMSFN dia niezwigzanego FGF-1
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Rysunek 4.17: Profile fluktuacje reszt aminokwasowych FGF-1 w kompleksie z heparyna dp6 (A) i
stanie niezwiazanym (B) w HP dp6 uzyskane z symulacji AMBER (pomaranczowa linia) i CHARMM
(zielona linia) oraz profile fluktuacje reszt aminokwasowych uzyskanych z eksperymentow (czerowna
linia).

Trzecim biatkiem byla Katepsyna K w formie kompleksu (PDB: 4N8W, posiadajace struktury
drugorzedowe a + 5, struktura uzyskana z rentgenografii Xray) z chondroityno-4-siarczanem (C4-
S) dp6. Pole sitowe AMBER lepiej przewiduje elastycznoéc biatka w poréwnaniu do pola sitowego
CHARMM na podstawie uzyskanych wartosci korelacji (odpowiednio r, = 0,62 i r, = 0,69 oraz r,
= 0,57 ir, =0,63), gdzie réznice w wartosciach wspotezynnikow korelacji wygladaja nastepujaco;
Ar, = 0,05, Arg = 0,06. CHARMM pokazuje wickszy wplyw GAG-u na elastycznose, z przeszaco-
waniami w obszarach 15-20 (petla pomiedzy 1 a-helisa a 1 S-harmonijka), 150-160 (petla pomiedzy
6 a 7 a-helisa) oraz 190 (petla pomiedzy 8 a 9 a-helisa) reszty aminokwasowej (rysunck 4.18). W
formie niezwiazanej (PDB: 5TUN, posiadajace struktury drugorzedowe o + 3, struktura uzyskana
z rentgenografii Xray), CHARMM przewiduje elastycznosé lepiej niz AMBER na podstawie uzyska-
nych wartosci korelacji (odpowiednio r, = 0,67 i r, = 0,70 oraz r, = 0,65 i r5 = 0,65), gdzie réznica
korelacji pomiedzymi zastosowanymi polami sitowymi wynosi odpowiednio: Ar, = 0,11, Ar, = 0,06.
AMBER przeszacowuje fluktuacje w obszarach 30-40 (2 S-harmonijka), 75 (2 S-harmonijka), 80-100
(petla pomiedzy 2 a-helisg a 6 S-harmonijka) i 200 (petla pomiedzy 9 a-helisa a 9 S-harmonijka)
reszty aminokwasowej. Miejscami wiazania C4-S w Katepsynie sa resaty Arg8, Lys9 i Lys102°7 |

ktore poprawnie zostaly przewidziane przez oba pola sitowe.
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Profile RMSFN dla kompleksu Katepsyny K Profile RMSFN dla niezwigzanej Katepsyny K
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Rysunek 4.18: Profile fluktuacje reszt aminokwasowych katepsyny K w kompleksie z chondroityno-
4-siarczanem (C4-S) dp6 (A) i stanie niezwigzanym (B) w HP dp6 uzyskane z symulacji AMBER
(pomaranczowa linia) i CHARMM (zielona linia) oraz profile fluktuacje reszt aminokwasowych uzy-
skanych z eksperymentow (czerowna linia).

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzam, ze pole sitowe AMBER lepiej sprawdza sie do
badania wplywu wiazania GAG6w na elastyczno$é struktur bialek w formie zwigzanej i niezwiazane;.
Glowne niedokladnosci przedwidywania profili fluktuacji w obu tych polach miedzy wynikaja z prze-

szacowania ruchliwosci petli.

47 Roéznica wartosci profili fluktuacji miedzy forma
zwiazana i niezwiazana bialek

W celu potwierdzenia poprzednich wnioskéw przeanalizowalem réowniez roznice w profilach fluk-
tuacji pomiedzy forma niezwigzana i zwigzana (kompleksu) kazdego z badanych bialek, ktorych
wartosci 1, oraz ry zestawilem w tabeli 4.5.

W pierwszej czeci przeanalizowalem réoznice w profilach fluktuacji dla biatka FGF-2 w formie
niezwiazanej oraz zwiazanej (kompleksu) z heparyna dp6, co przedstawitem na rysunku 4.19. Wi-
doczne jest, ze w przypadku pola sitowego CHARMM wystepuje gwaltowny wzrost wartosci roznicy
fluktuacji w obszarze 25-35 (znajdujacy sie blisko Heparyny) oraz w rejonie 50 (oddalony od Hepa-
ryny) reszty aminokwasowej, co nie znajduje odzwierciedlenia w danych eksperymentalnych. Wzrost

roznicy fluktuacji obserwuje si¢ w okolicach 30 (blisko Heparyny), 60 (oddalony od Heparyny) i 100
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(oddalony od Heparyny) reszty w przypadku pola sitowego AMBER. Natomiast bardzo duzy spadek
jest zauwazalny w obszarach 80-100 (oddalony od Heparyny) oraz 105-120 (oddalony od Heparyny)
reszty aminokwasowe;j dla pola sitowego GHARMM. Tylko obszar 25-35 reszty aminokwasowej znaj-
duje sie w poblizu Heparyny, co potwierdza jego miejsce wiazania z poprzedniej analizy. Wskazuje to,
ze pole sitowe AMBER lepiej odwzorowuje zmiany elastycznosci struktury biatka FGF-2 w wyniku
wigzania z GAG-iem. Z kolei CHARMM silnie uwidacznia wplyw heparyny na elastycznosé struktury

biatka FGF-2, co moze wynikac z przeszacowania efektu interakeji.

Réznica profili fluktuacji dla FGF-2

0.51
L
g 0.0 AMBER
& ' : —— CHARMM
S - —— Eksperyment
-1.0
o 20 40 60 80 100 120

numery reszt aminokwasowych

Rysunek 4.19: Profile roznic fluktuacji struktury biatka FGF-2 pomiedzy forma niezwiazang i
zwiagzana z Heparyna dp6 uzyskanych z symulacji pol sitowych AMBER (pomaranczowa linia) i
CHARMM (zielona linia) oraz dla eksperymentoéw (czerwona linia).

W kolejnej analizie zestawitem roznice profili fluktuacji dla biatka FGF-1, co przedstawilem
na rysunku 4.20. Analiza ta jest trudniejsza do jednoznacznego opisania ze wzgledu na znaczne
roznice w profilach fluktuacji uzyskanych z danych eksperymentalnych. W przypadku pola sitowego
CHARMM zaobserwowatem spadek wartosci roznicy fluktuacji w okolicach 30 (blisko Heparyny), 40
(oddalona od Heparyny), 95 (oddalona od Heparyny) i w okolicy 120 (oddalona od Heparyny) reszty
aminokwasowej. Z kolei pole sitowe AMBER wykazuje wyrazny wzrost wartosci roznicy fluktuacji
w obszarze 30 (blisko Heparyny) oraz niewielki wzrost w okolicy 70 (oddalona od Heparyny) reszty
aminokwasowej, zas duzy spadek w okolicy 40 (oddalona od Heparyny) oraz niewielki spadek w

okolicy 120 (oddalona od Heparyny) reszty aminokwasowej. Tylko obszar 30 reszty aminokwasowe;j
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znajduje sie w poblizu Heparyny, co potwierdza jego miejsce wiazania z poprzedniej analizy. Na
podstawie tych obserwacji stwierdzam, ze pole sitowe AMBER dla obu form biatka FGF-1 stosunkowo

oddaje zmiany fluktuacji podczas wiazania GAGu, z wyjatkiem wyzej wymienionych obszarow.

Réznica profili fluktuacji dla FGF-1
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Rysunek 4.20: Profile roznic fluktuacji struktury biatka FGF-1 pomiedzy forma niezwiazana i
zwigzana z Heparyna dp6 uzyskanych z symulacji pol sitowych AMBER (pomaranczowa linia) i
CHARMM (zielona linia) oraz dla eksperymentoéw (czerwona linia).

W ostatniej analizie poréwnalem réznice profili fluktuacji dla katepsyny K, co przedstawilem
na rysunku 4.21. Z analizy wynika, ze dla pola sitowego CHARMM obserwuje si¢ znaczacy spadek
wartoéci roznicy fluktuacji w rejonach 25 (oddalona od C4-S), a takze mniejsze spadki w obrebie 60
(oddalona od C4-S), 100 (oddalony od C4-S) oraz 180 (oddalona od C4-S) reszty aminokwasowe;j.. Z
kolei pole sitowe AMBER wykazuje spadek wartoéci roznicy fluktuacji w obszarach 40-50 (oddalony
od C4-S), 90-100 (oddalony od C4-S), 120 (oddalona od C4-S) oraz 200 (oddalona od C4-S) reszty
aminokwasowej, a takze wzrost w okolicy 70-100 (oddalony od C4-S) reszty aminokwasowej. W
tym przypadku przeszacowania i niedoszacowania réznic wartoéci fluktuacji blednie przewiduja
miejsce wigzania biatka z GAGiem. Poréwnujac ze soba dane uzyskane z pola sitowego AMBER oraz
CHARMM oraz uzyskanych wartoéci r, oraz rs zebranych w tabeli 4.5 moge stwierdzi¢, ze w oba

pola w zblizonych stopniu przewiduja wptyw GAGu na elastycznosé katepsyny K.
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Réznica profili fluktuacji dla Katepsyny K
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Rysunek 4.21: Profile réznic fluktuacji struktury biatka Katepsyny K forma niezwiazana i zwiazana
z chondroityno-4-siarczanem (C4-S) dp6 symulacji pol sitowych AMBER (pomaranczowa linia) i
CHARMM (zielona linia) oraz dla eksperymentoéw (czerwona linia).

Tabela 4.5: Zestawienie wspélezynnikéw korelacji Pearsona (r,) i Spearmana (1) pomiedzy prze-
widywanymi oraz eksperymentalnymi profilami RMSF dla réznic pomiedzy forma niezwiazana i
zwigzana (kompleksu) kazdego z badanych bialek.

AMBER CHARMM

Bialko Tp rs T'p Ts
FGF-2 | 0.1068 | 0.0867 | 0.3002 | 0.2555
FGF-1 | -0.1219 | 0.0791 | 0.4617 | 0.4804
CatK | -0.1682 | -0.2955 | -0.1762 | -0.1874

Wizualna analiza roznic fluktuacji moze by¢ mylaca, dlatego koniecznie jest, aby ja zwerfy-
kowa¢ za pomoca metod statystycznych. Biorac pod uwage uzyskane wartosci wspolezynnikow
korelacji pomiedzy przewidywanymi a eksperymentalnymi profilami fluktuacji dla réznic miedzy
forma niezwiazana a forma zwiazana (kompleksowa) kazdego z badanych bialek moge stwierdzic, ze
pole sitowe CHARMM jest dokladniejszy w przewidywaniu wplywu GAGéw na zmiane elastyeznosci

bialekodnoszac sie do pola sitowego AMBER.
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Rozdzial 5

Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone symulacje wykorzystujace gruboziarniste oraz pelnoatomowe pola sitowe pozwolily
mi zwerylikowac i okresli¢ elastycznosci wystepujace w zestawie badanych bialek, bialek otoczonych
btona lipidowa a takze okreslic wplyw GAGow na elastycznosc biatek. Uzyskane przeze mnie wyniki
pozwalaja mi potwierdzi¢ spelnienie zalozonych celow, a takze wyciagna¢ wymienione wnioski :

1. Biorac pod uwage fakt, ze koncowe reszty aminokwasowe wplywaja na wartosci r, oraz r, i sa
dominujace, stwierdzam, ze do badania elastycznosci bialek nalezy usunaé ich koncowe fragmenty,
aby uzyskac wiarygodne i miarodajne analizy.

2. Zobrazowanie u$rednionych wspotezynnikow korelacji na podstawie przeprowadzonych symu-
lacji metod teoretycznych w odniesieniu do metod eksperymentalnych pozwolito mi na stwierdzenie,
ze przewidywanie elastycznoSci bialek zalezy od typu struktury drugorzedowej, a takze od metody
uzyskania struktury biatka (zespolow NMR lub krystalografii X-ray)

3. Dwukierunkowa analiza wariancji pozwolila mi potwierdzi¢, ze uzyskane watosci wspotezyn-
nikow korelacji zaleza od metody przewidywania fluktuacji struktur biatkowych.

4. Przeprowadzone testy studenta pozwolily okreslic, ze metody CABS-flex, UNRES-flex i
UNRES-DSSP-Alex sprawdzaja sie do przewidywania elastycznosSci struktur bialek pochodzacych
z zespotow NMR, zas metoda NOLB jest stanowczo lepsza metoda w przypadku przewidywania ela-
stycznosci struktur bialek pochodzacych z rentgenografii Xray. Uzyskane istotnoSci statystyczne
wskazuja, ze metoda CABS-flex oraz UNRES-DSSP-Alex lepiej przewiduje elastyczno$é struktur bia-
lek uzyskanych z zespolow NMR o strukturze drugorzedowej o + 5 w poréwnaniu do reszty zasto-
sowanych metod, zas metoda NOLB lepiej sprawdza si¢ w przypadku struktur biatek uzyskanych

metoda rentgenografii Xray o strukturze drugorzedowej o + .
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5. Na podstawie uzyskanych wynikow z rozkladu wspotezynnikow korelacji udowodnitem, ze
metoda NOLB nie powinna by¢ uzywana do badania elastycznoéci struktur bialek pochodzacych z
zespotow NMR.

6. Przeprowadzona analiza sko$nosci ukladow potwierdzita wezesniejsze stwierdzenie, ze metoda
CABS-flex oraz UNRES-DSSP-lex sprawdzaja si¢ lepiej w przypadku badania elastycznosci struk-
tur bialek uzyskanych z zespolow NMR, za§ metoda NOLB ma przewage nad innymi metodami w
przewidywaniu elastyczno$ci struktur bialek uzyskanych metoda rentgenografii Xray.

7. Wyniki analizy dystrybuanty rozkladéw ponownie potwierdzily, ze metoda NOLB jest najlepsza
metoda do przewidywania elastycznosci struktur bialek uzyskanych metoda rentgenografii Xray,
zas metoda CABS-flex okazala sie najlepsza do przewidywania elastycznosci struktur bialek
pochodzacych z zespotow NMR.

8. Wykazalem, ze nie istnieje jakakolwiek zalezno$¢ pomiedzy uzyskanymi warto$ciami wspo-
lezynnikow korelacji na podstawie przeprowadzonych symulacji metodami teoretycznymi a iloscia
reszt aminokwasowych wystepujacych w tancuchu biatkowym.

9. W oparciu o przeprowadzona analize profili fluktuacji dla wybranych biatek potwierdzam
wezeSniejsze ustalenia, ze do okreslenia elastycznosSci struktur bialek uzyskanych metoda rentge-
nografii Xray najlepiej sprawdza si¢ metoda NOLB i nie powinna byc brana pod uwage w przypadku
bialek uzyskanych z zespoléw NMR, dla ktérych najlepiej sprawdza si¢ metoda CABS-flex, a tuz za
nia metoda UNRES-DSSP-flex.

10. Obliczylem PES, PMF i na ich podstawie dopasowalem funkcje analityczne dla oddzialywan
par czasteczek UNRES-MARTINIL Moge stwierdzié, ze dla czasteczek hydrofobowych, potencjal Gay-
Berne’a potrafi dobrze odwzorowaé mape energetyczna potencjalu Srednich sit, w przypadku od-
dzialywan czasteczek polarnych nastepuje ”wygladzenie” w okolicach minimum globalnego, za$ dla
oddziatlywan czasteczek natadowanych w przypadku metody PM7 dopasowanie funkeji analitycznych
jest problematyczne, co jest zwiazane z tym, ze sa silnie odpychane czasteczki o jednoimiennych
ladunkach lub bardzo silnym przyciaganiem réznoimiennych.

11. Udowodnitem, ze nowe pole sitowe UNRES-MARTIN ma poréwnywalna doktadno$c w prze-
widywania elastycznosSci struktur bialek zwigzanych z lipidami jak wyjsciowa metoda UNRES-flex

dla bialek w wodzie, niezaleznie od rodzaju analizowanego bialka.
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12. Ostatnia analiza jednoznacznie wskazuje, ze pole sitlowe z pakietu AMBER zapewnia bardziej
spojne wyniki wartosci fluktuacji wzgledem eksperymentéw dla banych bialek FGF-1, FGF-2 i ka-
tepsyny K w stanie niezwigzanych i zwigzanym, za$ na podstawie uzyskanych roznic wartosci wspo-
lezynnikéw korelacji pomiedzy przewidywanymi a eksperymentalnymi profilami fluktuacji miedzy
forma niezwiazana a forma zwiazana (kompleksowa), pole sitowe CHARMM lepiej przewiduje wplyw

GAGoOw na elastyczno$ badanych bialek.
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Rozdzial 6
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Rysunek 7.1: Profile fluktuacji po normalizacji (RMSFNN) obliczone na podstawie zespoléow NMR
lub wspotezynnikow B promieniowania rentgenowskiego (czerwona linia) i odpowiadajace im pro-
file fluktuacji przewidziane za pomoca metod: UNRES-flex (jasnoniebieska linia), UNRES-DSSP-flex
(zielona linia), CABS -flex (linia zotta) oraz NOLB (linia niebieska). Kazdy profil fluktuacji zostal
uéredniony na podstawie trzech symulacji, z wyjatkiem NOLB. Dla kazdego profilu fluktuacji zostal
okreslony wspotezynniki korelacji Pearson (1) i Spearman (1), ktore okreslaja zaleznosci pomiedzy
profilami fluktuacji przediwywanych (teoretycznymi) a eksperymentalnymi. Ciagle pomaranczowe i
falowane zielone linie w dolnej czeSci informuja o wystepujacych strukturach drugorzedowych: a-
helisy lub/i S-harmonijki. Wykresy dotycza obcietych struktur bialek. "Reprinted with permission
(CC-BY 4.0.) from L. J. Dziadek, A. K. Sieradzan, C. Czaplewski, M. Zalewski, . Banas, M. Toczek,
W. Nisterenko, S. Grudinin, A. Liwo, A. Gieldon, Assessment of Four Theoretical Approaches to
Predict Protein Flexibility in the Crystal Phase and Solution,J. Chem. Theory Comput. 2024, 20,
17, 7667-7681 Copyright 2024 Journal of Chemical Theory and Computation."
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Rysunck 7.2: Profile fluktuacji po normalizacji (RMSFN) obliczone na podstawie zespotéw NMR lub
wspotezynnikéw B promieniowania rentgenowskiego (czerwona linia) i odpowiadajace im profile fluk-
tuacji przewidziane za pomoca metod: UNRES-flex (jasnoniebieska linia), UNRES-DSSP-Alex (zielona
linia), CABS -flex (linia z6ta) oraz NOLB (linia niebieska). Kazdy profil {luktuacji zostat usredniony
na podstawie trzech symulacji, z wyjatkiem NOLB. Dla kazdego profilu fluktuacji zostal okreslony
wspolezynniki korelacji Pearson (1) i Spearman (1), ktore okreslaja zaleznosci pomiedzy profilami
fluktuacji przediwywanych (teoretycznymi) a cksperymentalnymi. Ciagle pomaranczowe i falowane
zielone linie w dolnej czeSci informuja o wystepujacych strukturach drugorzedowych: a-helisy lub/i
B-harmonijki. Wykresy dotycza pelnych struktur bialek. "Reprinted with permission (CC-BY 4.0.)
from L. J. Dziadek, A. K. Sieradzan, C. Czaplewski, M. Zalewski, F. Bana$, M. Toczek, W. Nisterenko,
S. Grudinin, A. Liwo, A. Gieldon, Assessment of Four Theoretical Approaches to Predict Protein
Flexibility in the Crystal Phase and Solution,J. Chem. Theory Comput. 2024, 20, 17, 7667-7681
Copyright 2024 Journal of Chemical Theory and Computation."
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Tabela 7.1: Zbior srednich wartosci wspotezynnikow korelacji Pearsona (7,,) i Spearmana (r,) obliczo-
nych pomiedzy profilem eksperymentalnym RMSFN a profilami RMSFN przewidzianymi metodami:
UNRES-flex, UNRES-DSSP-lex, CABS-flex oraz NOLB dla pierwszych, drugich i trzecich symulacji
oraz Srednich z symulacji (dla metody NOLB tylko dla jednej symulacji) dla pelnej struktury biatka
o kodzie PDB: 2CRB.

1 symulacja | 2 symulacja | 3 symulacja | srednia z symulacji
T Ts T T Tp T T Ts
UNRES-flex 0,93 | 0,61 | 094 | 058 |0,85] 0,56 | 0,94 0,58
UNRES-DSSPAlex | 0,89 | 0,71 | 0,95 | 0,62 | 0,95| 0,68 | 0,95 0,62
CABS-flex 094 | 087 1096 | 0,78 | 0,87 | 0,75 | 0,94 0,81
NOLB 0,56 | 0,53 - - - - - -

Tabela 7.2: Zbior Srednich wartosci wspotezynnikow korelacji Pearsona (7,) i Spearmana (r;) obliczo-
nych pomiedzy profilem eksperymentalnym RMSEN a profilami RMSFN przewidzianymi metodami:
UNRES-flex, UNRES-DSSP-flex, CABS-flex oraz NOLB dla pierwszych, drugich i trzecich symulacji
oraz $rednich z symulacji (dla metody NOLB tylko dla jednej symulacji) dla skroconej struktury
biatka o kodzie PDB: 2CRB.

1 symulacja | 2 symulacja | 3 symulacja | srednia z symulacji
T T Tp Ts T Ts T T
UNRES-flex 0,43 | 0,60 | 0,34 | 027 | 0,35 | 043 | 0,44 0,56
UNRES-DSSPAlex | 0,47 | 053 | 0,27 | 0,21 | 052 | 0,51 | 0,47 0,52
CABS-flex 0,74 | 0,68 | 0,60 | 043 | 0,53 | 0,33 | 0,66 0,50
NOLB 0,39 | 0,49 - - - - - -
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Tabela 7.3: Lista badanych struktur bialek z bazy PDB (PDB ID) z odpowiednia liczba reszt amino-
kwasowych dla pelnej struktury biatka (res.), liczba reszt aminokwasowych po obcieciu koncowych
reszt (res.o) i zakresami numeru reszt po obcieciu (zak.o). Biatka zostaly pogrupowane na 3 klasy
ze wzgledu na wystepujaca strukture drugorzedowa. Kody PDB zapisane pogrubiona czcionka
odpowiadaja strukturom spektroskopi magnetycznego rezonansu jadrowego, zas kody zapisane
zwykla czcionka odpowiadaja strukturom rentgenografii strukturalne;.

[h]
Q@ 16 a+f

PDBID | res. | res., | zak., | PDBID® | res. | res., | zak., | PDB ID® | res. | res., | zak.,
1A6S | 87 | 87 1-87 1AH9 71 63 | 5-67 1A80 277 | 276 | 2-27T77
1ACP | 77 71 3-73 1BK2 57 55 | 2-56 1ADG | 374 | 373 | 2-374
1ALA | 316 | 316 | 1-316 1CSP 67 67 | 1-67 1AKY | 218 | 216 | 2-217
1AUM | 70 | 70 1-70 1ED7 45 45 1-45 1CFJ 532 | 530 | 1-530
IBAL | 51 | 33 | 116-48 | 1HRF 67 | 45 7-51 1CLB 75 72 | 2-73
1ENH | 54 | 48 4-51 1Yv 79 71 3-73 1CTF 68 | 68 | 1-68
1EO0 | 77 | 73 2-73 1IMJC 69 | 69 | 1-69 1E0G 48 | 46 | 2-47
IFEX | 59 | 54 5-58 INOA | 113 | 113 | 1-113 1EM7 56 | 56 | 1-56
1GAB | 53 | 44 9-52 1RUW 69 | 69 | 1-69 1G6E 87 | 86 | 2-87
1HNS | 47 | 39 6-44 1TEN 89 | 89 | 1-89 | 1GHH 81 | 80 | 1-79
1HYP | 75 | 73 1-73 1TPN 50 | 43 5-47 | 1THYW | 58 | 52 | 3-52
YR | 83 | 72 4-75 1IWIU 93 93 | 1-93 1G5 75 75 1-75
1J70 | 76 71 5-75 1IWKT 88 | 85 | 4-88 11QO0 88 87 | 2-88
1K40 | 126 | 124 | 3-126 1IXCD | 305 | 305 | 1-305 | 1K8B 52 51 1-51
1L2Y | 20 | 18 2-19 2KIG 73 62 | 9-70 1LEB 72 | 66 | 4-69
1LQ7 | 67 | 65 3-67 2KYW | 87 | 78 | 2-79 10GQ | 313 | 310 | 3-312
1P68 | 102 | 98 | 4-101 | 2LGN | 66 | 65 | 2-66 10IX 168 | 168 | 1-168
1POU | 71 | 66 5-70 2LVC 90 87 | 4-90 10PD 85 81 1-81
1IPRV | 56 | 36 5-40 3PUC 98 97 | 1-97 1PGA 56 | 56 | 1-56
1RIJ 23 17 5-21 4F98 62 | 60 | 3-62 1PHT 83 | 83 | 1-83
1ROP | 56 | 56 1-56 4M90 97 | 95 | 1-95 1PTF 87 | 86 | 1-86

IYRF | 35 | 34 1-34 1QRE | 210 | 208 | 3-210
2BF9 | 36 | 34 1-34 1STU 68 | 66 | 1-66

2CRB | 97 | 69 | 11-79 ITHX | 108 | 104 | 3-106
2E7N | 117 | 108 | 10-117 ITIG 88 | 87 | 1-87

2HEP | 42 | 23 8-30 1UBQ 76 71 1-71

2HI3 | 73 | 47 9-55 1VIG 71 | 67 | 4-70

2YGS | 92 | 91 1-91 20CY | 98 | 93 | 597

JICB | 75 | 74 1-75 2BBY | 69 | 62 | 5-66
JWFW | 138 | 134 | 1-134 2FMR | 65 | 64 | 2-65

2109 62 | 48 | 3-50
2LZM | 164 | 162 | 1-162
2M6Q | 91 | 82 | 2-83
2MQ8 | 12 | 97 | 197
2N2U | 77 | 63 | 3-65
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p a+f
PDBID | res. | res., | zak., | PDB ID* | res. | res., | zak., | PDB ID® | res. | res., | zak.,
2PTL 78 59 | 19-77
2RGF 97 97 1-97
3CI2 64 | 63 2-64
JESY 30 | 29 1-29
JKYW | 54 53 1-53
JKYY 54 53 1-53
3NCM | 92 | 92 1-92
4ANG6T 79 79 1-79
407ZU | 390 | 389 | 2-390
4QRL | 110 | 110 | 1-110
4RTE 69 | 69 1-69
4RTE | 124 | 123 | 2-124
5D14 70 68 1-68
6DNB | 411 | 409 | 2-410
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Tabela 7.4: Zbior wartosci Wspolezynnikow korelacji Pearsona (r,) i Spearmana (r;) obliczonych
na podstawie profili RMSFN przewidzianych dla obcietych struktur bialek dla wspotezynnikow B
(dla struktur uzyskanych rentgenografia strukturalng) lub zespotow NMR (dla struktur uzyskanych
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego) oraz profili RMSFN przewidzianych za pomoca

metod: UNRES-flex, UNRES-DSSP-Alex, CABS-flex oraz NOLB.

PDB ID UNRES-flex | UNRES-DSSP-Alex |  CABS-flex NOLB
Is r, s r, s r, Is r,
1A6S | 0.52 | 0.34 | 0.59 0.56 0.75 | 0.81 | 0.17 | -0.08
1A80 | 0.42 | 0.40 | 0.49 0.44 0.59 | 0.50 | 0.67 | 0.66
1ACP | 0.22 | 0.20 | 0.46 0.35 042 | 038 | 0.22 | 0.22
1ADG | 0.31 | 0.30 | 0.36 0.31 045 | 041 | 045 | 0.40
1AH9 | 0.71 | 0.65 | 0.74 0.72 0.79 | 0.68 | 0.21 | 0.21
1AKY | 0.40 | 0.38 | 0.44 0.58 0.52 | 0.73 | 0.71 | 0.73
1ALA | 047 | 0.43 | 0.58 0.54 0.52 | 049 | 055 | 0.48
1AUM | 0.40 | 0.24 | 0.52 0.43 0.28 | 011 | 0.44 | 0.46
1BAL | 0.27 | 0.26 | 0.32 0.27 0.05 | -0.08 | 0.08 | -0.05
1BK2 | 0.36 | 0.22 | 0.14 0.05 0.37 | 0.22 | 047 | 0.54
1CEJ | 0.53 | 0.53 | 0.56 0.59 0.37 | 040 | 0.68 | 0.67
1CLB | 0.33 | 0.30 | 0.56 0.58 0.81 | 0.88 | 0.09 | -0.08
1GSP | 0.41 | 0.49 | 0.50 0.51 050 | 045 | 0.28 | 0.28
1CTF | 0.29 | 0.27 | 0.38 0.36 010 | 0.05 | 041 | 0.40
1E0G | 0.42 | 0.62 | 0.58 0.66 0.61 | 0.73 | 0.28 | 0.14
1ED7 | 0.49 | 045 | 0.59 0.53 0.33 | 0.22 | 0.00 | -0.02
1EM7 | 0.31 | 0.28 | 0.46 0.42 0.52 | 0.53 | 0.69 | 0.61
1IENH | 0.52 | 0.62 | 0.39 0.51 048 | 0.51 | 0.35 | 0.34
1IEO0 | 0.29 | 0.36 | 0.33 0.41 031 | 037 | 0.30 | 0.34
1FEX | 0.50 | 0.39 | 0.64 0.46 0.54 | 040 | -0.13 | -0.21
1G6E | 0.59 | 0.43 | 0.69 0.53 046 | 041 | 048 | 0.33
1GAB | 0.20 | 0.16 | 0.22 0.18 0.39 | 0.38 | 0.57 | 0.46
IGHH | 0.28 | 0.35 | 0.40 0.52 0.21 | 0.36 | 0.07 | 0.09
1HNS | 0.53 | 0.49 | 0.67 0.66 0.81 | 0.81 | 0.16 | 0.16
1HRF | -0.18 | -0.12 | -0.18 -0.12 0.25 | 043 | 045 | 0.45
IHYP | 0.72 | 0.62 | 0.62 0.54 0.69 | 0.54 | 0.60 | 0.57
1THYW | 0.60 | 0.57 | 0.58 0.56 0.64 | 0.60 | -0.03 | -0.02
1G5 0.77 | 0.62 | 0.78 0.75 0.75 | 0.61 | 0.76 | 0.74
11QO 041 | 0.32 | 0.56 0.44 0.62 | 0.50 | 018 | 0.06
1IYR 0.21 | 0.53 | 0.52 0.61 0.69 | 0.74 | 044 | 0.07
1IYv 047 | 0.42 | 047 0.42 0.63 | 0.67 | 0.12 | 0.33
1J70 017 | 0.11 | 0.09 0.05 -0.37 | -0.29 | 0.23 | 0.04
1K40 | 0.78 | 0.78 | 0.82 0.85 0.68 | 0.64 | 0.55 | 0.55
1K8B | 0.34 | 0.31 | 0.46 0.43 016 | 014 | 017 | -0.01
1L2Y | 0.56 | 0.57 | 0.72 0.62 0.70 | 0.54 | -0.23 | -0.14
1ILEB | 0.22 | 0.23 | 0.35 0.32 0.86 | 0.82 | -0.05 | -0.12
1LQ7 | 0.66 | 0.66 | 0.67 0.60 0.69 | 0.81 | 0.67 | 0.49
IMJC | 0.76 | 0.80 | 0.63 0.69 0.58 | 0.67 | 0.60 | 0.65
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PDB ID UNRES-flex | UNRES-DSSP-flex | CGABS-flex NOLB
s r, Is r, s ry I r,
INOA | 0.45 | 0.43 | 0.36 0.38 0.42 | 0.40 | 0.65 | 0.66
10GQ | 0.08 | 0.06 | 0.20 0.17 0.62 | 0.59 | 0.45 | 0.50
10IX | 0.25 | 0.25 | 049 0.49 0.21 ] 0.32 | 0.51 | 0.54
10PD | 0.55 | 0.52 | 0.57 0.62 0.35 | 040 | 043 | 0.40
1P68 | 0.61 | 0.51 | 0.58 0.56 0.69 | 0.56 | 047 | 0.34
1PGA | 0.21 | 0.18 | 0.16 0.13 0.31 | 0.14 | 0.30 | 0.20
1PHT | 0.79 | 0.77 | 0.83 0.70 0.72 | 0.67 | 0.82 | 0.78
1POU | 0.32 | 0.24 | 0.54 0.47 0.49 | 0.65 | -0.22 | -0.15
1PRV | 0.63 | 0.53 | 0.69 0.54 0.49 | 0.60 | 0.52 | 0.60
1IPTF | 0.29 | 0.29 | 0.41 0.42 0.51 ] 0.39 | 052 | 0.60
1QRE | 0.77 | 0.71 | 0.74 0.71 0.71 | 0.76 | 0.80 | 0.83
IRIJ | 046 | 048 | 0.74 0.78 0.71 | 0.68 | -0.28 | -0.19
1IROP | 0.53 | 0.52 | 0.50 0.59 043 | 0.54 | 049 | 0.55
1IRUW | 0.39 | 049 | 0.35 0.47 0.36 | 0.62 | 0.29 | 0.48
1ISTU | 0.46 | 0.48 | 0.40 0.48 0.55 | 0.88 | 0.38 | 0.17
1ITEN | 0.48 | 0.48 | 0.44 0.46 0.56 | 0.61 | 0.29 | 0.35
1THX | 0.37 | 0.32 | 0.36 0.38 0.58 | 0.46 | 0.48 | 0.45
ITIG | 0.40 | 0.42 | 047 0.48 0.64 | 049 | 0.72 | 0.61
ITPN | 0.57 | 0.70 | 0.76 0.87 049 | 0.58 | 0.14 | 0.02
1UBQ | 049 | 049 | 0.47 0.40 0.52 | 0.50 | 0.65 | 0.67
IVIG | 0.79 | 0.66 | 0.27 0.33 0.85 | 0.86 | 0.53 | 0.48
IWIU | 0.70 | 0.48 | 0.77 0.66 0.67 | 0.47 | 0.59 | 0.45
IWKT | 0.66 | 0.47 | 0.80 0.59 0.72 | 0.55 | 048 | 0.37
1XCD | 0.71 | 0.64 | 0.74 0.70 0.58 | 049 | 0.31 | 041
1YRF | 0.58 | 0.69 | 0.35 0.60 0.58 | 0.62 | 0.32 | 045
2ACY | 0.33 | 0.27 | 0.27 0.29 0.26 | 0.33 | 0.44 | 0.47
2BBY | 0.55 | 0.62 | 0.75 0.82 0.51 | 0.76 | 0.38 | 0.48
2BF9 | 0.29 | 0.21 | -0.06 0.02 0.27 1 0.06 | 0.34 | 0.33
2CRB | 0.56 | 0.44 | 0.52 0.47 0.50 | 0.66 | 0.49 | 0.39
2ETN | 0.61 | 0.57 | 0.69 0.67 0.72 1 0.83 | 0.09 | 0.06
2FMR | 0.63 | 0.58 | 0.83 0.78 0.77 | 0.60 | 0.42 | 0.33
2HEP | 0.71 | 0.61 | 0.51 0.43 0.58 | 0.73 | 0.14 | 0.38
2HI3 | 0.63 | 0.45 | 0.34 0.19 0.64 | 0.75 | -0.14 | -0.14
2K9G | 0.78 | 0.80 | 0.61 0.61 0.71 | 0.52 | 0.39 | 0.31
2KYW | 0.75 | 0.63 | 0.78 0.69 0.72 | 0.67 | 019 | -0.02
2L09 | 043 | 0.36 | 0.29 0.20 0.44 1 0.68 | 0.00 | -0.18
2LGN | 0.72 | 0.53 | 0.56 0.57 0.77 1 0.61 | 0.37 | 0.36
2INVG | 0.79 | 0.73 | 0.85 0.77 0.71 | 0.49 | 0.36 | 0.16
2LZM | 037 | 0.46 | 0.23 0.33 046 | 049 | 049 | 0.55
2M6Q | 045 | 0.45 | 043 0.50 0.58 | 0.55 | 0.25 | 0.03
2MQ8 | 0.59 | 0.49 | 0.73 0.62 0.76 | 0.58 | 0.28 | 0.22
2N2U | 014 | 017 | 0.43 0.41 0.55 | 048 | 0.39 | 0.37
2PTL | 0.56 | 043 | 0.52 0.41 0.72 1 0.72 | 0.53 | 0.68
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PDB ID UNRES-flex | UNRES-DSSPAlex | CABS-flex NOLB
s r, s r, s r, s r,
2RGF | 0.55 | 0.37 | 0.51 0.32 0.40 | 019 | 0.29 | 0.18
2YGS | 0.16 | 0.15 | 0.07 0.05 0.11 | 0.01 | 0.33 | 0.27
3CI2 0.32 | 0.23 | 0.52 0.40 0.65 | 0.62 | -0.16 | -0.24
SESY | 0.54 | 0.30 | 0.48 0.43 018 | 0.12 | 0.55 | 0.52
3ICB 015 | 013 | 0.31 0.30 0.33 | 019 | 0.68 | 0.56
SJKYW | 0.51 | 0.51 | 0.49 0.45 049 | 0.44 | 0.47 | 0.56
SKYY | 049 | 041 | 0.44 0.41 0.52 { 0.36 | 0.53 | 0.63
3NCM | 0.71 | 0.44 | 0.57 0.39 0.68 | 0.34 | 0.39 | 0.24
3PUC | 0.57 | 0.47 | 0.67 0.53 0.60 | 0.46 | 0.57 | 0.47
SWFW | 0.55 | 0.62 | 0.55 0.64 0.38 | 0.50 | 043 | 0.54
4F98 0.75 | 0.66 | 0.73 0.68 0.71 | 0.64 | 0.58 | 0.62
4M90 | 0.64 | 0.60 | 0.55 0.51 0.52 | 0.43 | 0.64 | 0.55
ANG6T | 0.41 | 0.34 | 0.53 0.52 0.84 | 0.73 | 0.76 | 0.79
402U | 049 | 048 | 0.31 0.36 0.44 | 048 | 0.61 | 0.63
4QRL | 0.69 | 0.61 | 0.47 0.46 0.81 | 0.81 | 0.79 | 0.78
4RTE | 0.46 | 047 | 0.44 0.46 0.59 [ 0.55 | 037 | 0.34
ARTE | 0.49 | 0.52 | 0.38 0.30 0.74 | 0.81 | 0.71 | 0.74
5D14 0.56 | 0.56 | 0.46 0.44 0.35 | 040 | 052 | 0.53
6DNB | 0.46 | 0.34 | 0.58 0.41 0.51 | 0.37 | 0.58 | 0.36
Srednia: | 0.48 | 0.44 | 0.44 0.48 053 | 0.51 | 0.38 | 0.35
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Tabela 7.5: Wspotezynniki korelacji Pearsona (r,) i Spearmana (7) obliczone na podstawie profili
RMSFN przewidzianych dla pelnych struktur bialek dla wspotezynnikow B (dla struktur uzyska-
nych metoda X-ray) lub zespotow NMR (dla struktur uzyskanych metoda NMR) oraz profili RMSFN
przewidzianych za pomoca metod: UNRES-flex, UNRES-DSSP-flex, CABS-flex oraz NOLB.

PDB ID UNRES-flex | UNRES-DSSP-flex | CABS-flex NOLB
s ry rg rp rg rp s rp
1A6S | 0.52 | 0.34 | 0.59 0.56 0.75 | 0.81 | 0.17 | -0.08
1A80 | 0.42 | 0.39 | 0.49 0.42 0.59 | 0.51 | 0.67 | 0.64
1ACP | 0.38 | 0.59 | 0.55 0.67 0.36 | 0.30 | 0.25 | 0.18
1ADG | 0.32 | 0.33 | 0.37 0.34 045 | 041 | 046 | 0.41
1AH9 | 0.77 | 0.84 | 0.79 0.82 0.83 | 0.79 | 019 | 0.31
1AKY | 0.42 | 0.42 | 0.45 0.62 0.53 | 0.76 | 0.71 | 0.72
1ALA | 047 | 0.43 | 0.58 0.54 0.52 | 049 | 0.55 | 048
1AUM | 0.40 | 0.24 | 0.52 0.43 0.28 | 0.11 | 0.44 | 0.46
1BAL | 0.71 | 0.94 | 0.77 0.96 047 | 0.68 | 0.73 | 0.81
1BK2 | 0.42 | 0.39 | 0.21 0.20 0.39 | 0.21 | 0.52 | 0.60
1CFJ | 0.54 | 0.56 | 0.56 0.61 0.38 | 0.41 | 0.69 | 0.69
1CLB | 0.40 | 0.46 | 0.60 0.64 0.82 | 0.87 | 0.12 | -0.07
1CGSP | 0.41 | 0.49 | 0.50 0.51 0.50 | 0.45 | 0.28 | 0.28
1CTF | 0.29 | 0.27 | 0.38 0.36 0.10 | 0.05 | 0.41 | 0.40
1E0G | 049 | 0.78 | 0.63 0.77 0.65 | 0.84 | 0.33 | 0.25
1IED7 | 0.49 | 045 | 0.59 0.53 0.33 | 0.22 | 0.00 | -0.02
1EM7 | 0.31 | 0.28 | 0.46 0.42 0.52 | 0.53 | 0.69 | 0.61
1IENH | 0.66 | 0.91 | 0.57 0.89 0.62 | 0.83 | 0.54 | 0.76
1EO0 | 0.40 | 0.59 | 0.43 0.66 0.36 | 0.31 | 0.38 | 0.39
1IFEX | 0.62 | 0.88 | 0.73 0.88 0.64 | 0.79 | 0.07 | 0.57
1G6E | 0.60 | 0.49 | 0.70 0.57 047 | 044 | 049 | 0.40
1GAB | 0.52 | 0.88 | 0.54 0.92 0.64 | 095|071 | 0.84
1IGHH | 0.30 | 0.52 | 0.42 0.67 0.24 | 0.57 | 010 | 0.16
IHNS | 0.72 | 0.82 | 0.81 0.93 0.86 | 0.84 | 0.41 | 0.62
IHRF | 0.55 | 0.87 | 0.55 0.87 0.69 | 0.79 | 0.39 | 0.05
1HYP | 0.74 | 0.72 | 0.65 0.68 0.71 | 0.63 | 0.61 | 0.54
1IHYW | 0.71 | 0.76 | 0.70 0.82 0.73 | 0.81 | 0.19 | 0.46
1G5 | 0.77 | 0.62 | 0.78 0.75 0.75 | 0.61 | 0.76 | 0.74
1HQO | 043 | 0.41 | 0.57 0.50 0.63 | 0.53 | 0.21 | 0.29
1IYR | 0.47 | 0.79 | 0.68 0.91 0.79 | 0.91 | 0.53 | 0.22
1YV | 0.55 | 0.80 | 0.55 0.80 0.65 | 0.86 | 0.24 | 0.07
1J70 | 0.33 | 0.79 | 0.25 0.83 -0.15 | 0.52 | 0.37 | 0.67
1K40 | 0.79 | 0.82 | 0.82 0.85 0.68 | 0.59 | 0.57 | 0.55
1K8B | 0.37 | 0.41 | 0.49 0.65 0.20 | 0.37 [ 0.19 | 0.08
1L2Y | 0.68 | 0.84 | 0.77 0.60 0.76 | 0.58 | -0.12 | -0.01
1ILEB | 0.51 | 0.85 | 0.62 0.88 0.89 | 0.86 | 0.07 | 0.48
1LQ7 | 0.69 | 0.77 | 0.70 0.78 0.72 | 0.72 | 0.69 | 0.92
IMJC | 0.76 | 0.80 | 0.63 0.69 0.58 | 0.67 | 0.60 | 0.65
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PDB ID UNRES-flex | UNRES-DSSPAlex | CABS-flex NOLB
s ry s r, s r, s r,
INOA | 045 | 0.43 | 0.36 0.38 0.42 | 0.40 | 0.65 | 0.66
10GQ | 0.08 | 0.06 | 0.19 0.16 0.63 | 0.62 | 0.46 | 0.56
10IX | 0.25 | 0.25 | 0.49 0.49 0.21 | 0.32 | 0.51 0.54
10PD | 0.60 | 0.60 | 0.62 0.70 0.35 | 0.32 | 045 | 0.33
1P68 | 0.65 | 0.67 | 0.63 0.72 0.72 1 0.64 | 0.48 | 0.42
1PGA | 0.21 | 0.18 | 0.16 0.13 0.31 | 0.14 | 0.30 | 0.20
1PHT | 0.79 | 0.77 | 0.83 0.70 0.72 | 0.67 | 0.82 | 0.78
1POU | 0.43 | 0.58 | 0.62 0.67 0.51 | 0.66 | -0.07 | 0.02
1PRV | 0.87 | 0.77 | 0.88 0.74 0.67 | 0.40 | -0.24 | -0.23
1PTF | 0.31 | 0.34 | 0.43 0.47 0.53 | 0.45 | 0.50 | 0.54
1IQRE | 0.78 | 0.74 | 0.74 0.74 0.72 1 0.77 | 0.81 | 0.84
1RIJ | 0.78 | 0.90 | 0.85 0.86 0.58 | 0.43 | -0.02 | 0.03
1ROP | 0.53 | 0.52 | 0.50 0.59 043 | 0.54 | 0.49 | 0.55
1IRUW | 0.39 | 0.49 | 0.35 0.47 0.36 | 0.62 | 0.29 | 0.48
ISTU | 048 | 0.49 | 0.44 0.49 0.58 | 0.88 | 0.40 | 0.18
ITEN | 0.48 | 0.48 | 0.44 0.46 0.56 | 0.61 | 0.29 | 0.35
1THX | 0.43 | 0.49 | 0.42 0.59 0.62 | 0.60 | 0.52 | 0.54
1TIG | 0.42 | 0.53 | 0.48 0.59 0.65 | 0.60 | 0.73 | 0.66
1TPN | 0.72 | 0.91 | 0.85 0.92 0.65 | 0.70 | 0.36 | 0.62
1UBQ | 0.58 | 0.77 | 0.53 0.64 0.59 | 0.75 | 0.71 0.85
IVIG | 0.82 | 0.88 | 0.38 0.82 0.87 | 0.88 | 0.58 | 0.78
IWIU | 0.70 | 0.48 | 0.77 0.66 0.67 | 047 | 0.59 | 0.45
IWKT | 0.69 | 0.63 | 0.82 0.75 0.73 | 0.54 | 0.50 | 0.52
1XCD | 0.71 | 0.64 | 0.74 0.70 0.58 | 0.49 | 0.31 0.41
1YRF | 0.61 | 0.78 | 0.40 0.73 0.62 | 0.77 | 0.35 0.41
2ACY | 0.42 | 0.67 | 0.38 0.78 0.35 | 0.63 | 0.52 | 0.60
2BBY | 0.67 | 0.72 | 0.82 0.77 0.56 | 0.54 | 0.45 | 0.60
2BF9 | 0.40 | 0.67 | 0.11 0.65 0.38 | 0.39 | 0.42 | 0.57
2CRB | 0.84 | 0.91 | 0.82 0.95 0.81 | 0.94 | 0.76 | 0.67
2ETN 1 0.69 | 0.81 | 0.75 0.88 0.78 |1 0.93 | 0.17 0.72
2FMR | 0.64 | 0.61 | 0.84 0.80 0.78 | 0.63 | 0.44 | 0.40
2HEP | 0.94 | 0.96 | 0.91 0.97 048 | 0.76 | 0.05 | 0.31
2HI3 | 0.89 | 0.93 | 0.81 0.92 0.84 | 0.90 | 0.14 | 0.06
2K9G | 0.86 | 0.77 | 0.76 0.74 0.80 | 0.51 | 0.53 | 0.73
2KYW | 0.82 | 0.85 | 0.84 0.96 0.79 | 0.70 | 0.30 | 0.01
2L09 | 0.73 | 0.95 | 0.67 0.86 0.66 | 0.91 | 0.25 | 0.02
2LGN | 0.73 | 0.66 | 0.58 0.59 0.78 | 0.63 | 0.40 | 0.50
2IVG | 0.81 | 0.84 | 0.86 0.88 0.71 | 0.40 | 0.42 | 0.69
2LZM | 0.39 | 0.53 | 0.26 0.44 0.48 | 0.52 | 0.50 | 0.58
2M6Q | 0.58 | 0.86 | 0.57 0.80 0.66 | 0.68 | 0.34 | 0.10
2MQ8 | 0.73 | 0.98 | 0.83 0.99 0.84 | 0.96 | 0.37 | 0.20
2N2U | 0.51 | 0.96 | 0.65 0.98 0.67 | 0.90 | 0.41 | 0.03
2PTL | 0.80 | 0.95 | 0.78 0.94 0.85 | 0.85 | 0.74 0.81
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PDB ID UNRES-flex | UNRES-DSSP-flex | CABS-flex NOLB
T r, s r, s r, s r,
2RGF | 0.55 | 0.37 | 0.51 0.32 0.40 | 019 | 0.29 | 0.18
2YGS | 0.18 | 0.21 | 0.10 0.18 014 | 012 | 0.35 | 0.30
3CI2 0.35 | 045 | 0.54 0.56 0.67 | 0.71 | -0.11 | 0.05
SES8Y | 0.58 | 0.59 | 0.53 0.70 0.26 | 0.38 | 0.59 | 0.70
SICB | 018 | 0.18 | 0.34 0.38 0.35 | 0.25 | 0.69 | 0.61
SKYW | 0.51 | 0.51 | 0.49 0.45 049 | 0.44 | 047 | 0.56
JKYY | 049 | 041 | 0.44 0.41 0.52 | 0.36 | 0.53 | 0.63
S3NCM | 0.71 | 0.44 | 0.57 0.39 0.68 | 0.34 | 0.39 | 0.24
3PUC | 0.58 | 0.46 | 0.68 0.52 0.61 | 0.46 | 0.58 | 0.50
SWFW | 0.59 | 0.61 | 0.59 0.70 0.35 | 0.39 | 0.44 | 0.45
4F98 0.77 | 0.67 | 0.76 0.73 0.73 | 0.76 | 0.61 | 0.63
AM90 | 0.66 | 0.67 | 0.58 0.59 0.55 | 0.47 | 0.66 | 0.60
ANGT | 0.41 | 0.34 | 0.53 0.52 0.84 | 0.73 | 0.76 | 0.79
40ZU | 0.50 | 0.49 | 0.32 0.38 0.45 | 0.51 | 0.61 | 0.62
4QRL | 0.69 | 0.61 | 0.47 0.46 0.81 | 0.81 | 0.79 | 0.78
4RTE | 0.46 | 047 | 0.44 0.46 0.59 | 0.55 | 0.37 | 0.34
4RTE | 0.51 | 0.56 | 0.39 0.38 0.74 | 0.82 | 0.71 | 0.73
5D14 0.60 | 0.78 | 0.51 0.70 0.38 | 0.45 | 0.56 | 0.59
6DNB | 0.47 | 0.41 | 0.59 0.47 0.52 | 042 | 0.59 | 0.41
Srednia: | 0.56 | 0.62 | 0.58 0.65 0.58 [ 0.59 | 043 | 0.45

Tabela 7.6: Srednie wspolezynniki korelacji Pearsona (r,,) i Spearmana () pomiedzy profilami fluk-
tuacji uzyskanymi za pomoca metod eksperymentalnych (X-ray lub NMR) oraz profilami fluktuacji
za pomoca metod doswiadczalnych (UNRES-flex, UNRES-DSSP-Alex, CABS-flex oraz NOLB) obliczo-

nymi dla obcietych struktur bialek (warto$ci w nawiasach oznaczaja odchylenia standardowe).

A: Struktury uzyskane metoda NMR
Struktury drugorzedowe

B8
rp rs
0.522 (0.236) | 0.586 (0.264)
0.574 (0.248) | 0.613 (0.275)
0.536 (0.129) | 0.618 (0.173)
0.238 (0.172) | 0.300 (0.171)

o a+pf

wszystkie

I's
0.449 (0.172)
0.516 (0.174)
0.498 (0.279)
0.185 (0.277)

Ip
0.427 (0.138)
0.488 (0.154)
0.608 (0.191)
0.166 (0.237)

I's
0.474 (0.163)
0.525 (0.151)
0.614 (0.163)
0.247 (0.202)

I's
0.489 (0.200)
0.541 (0.197)
0.568 (0.226)
0.234 (0.234)

p
0.441 (0.176)
0.498 (0.194)
0.558 (0.235)
0.167 (0.233)

Ip
0.410 (0.153)
0.466 (0.181)
0.524 (0.300)
0.128 (0.249)

UNRES-flex
UNRES-DSSP-Alex
CABS-flex
NOLB

B: Struktury uzyskane metoda X-ray

Struktury drugorzedowe

«o 8 a+ wszystkie
I, T T, Ty T, T I, T
UNRES-flex 0.465 (0.195) | 0.501(0.169) | 0.527 (0.149) | 0.553 (0.145) | 0.396 (0.159) | 0.417 (0.168) | 0.447 (0.178) | 0.474 (0.173)
UNRES-DSSPAlex | 0.473 (0.198) | 0.467 (0.202) | 0.496 (0.181) | 0.512 (0.182) | 0.426 (0.148) | 0.431 (0.157) | 0.457 (0.176) | 0.460 (0.182)
CABS-flex 0.392 (0.209) | 0.439 (0.165) | 0.497 (0.131) | 0.519 (0.104) | 0.499 (0.189) | 0.524 (0.190) | 0.460 (0.194) | 0.492 (0.171)
NOLB 0.512 (0.130) | 0.512 (0.129) | 0.502 (0.120) | 0.468 (0.150) | 0.573 (0.158) | 0.578 (0.150) | 0.537 (0.145) | 0.532 (0.149)
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C: Wszystkie struktury

Struktury drugorzedowe

B

a+p

wszystkie

T

r

T

r,

T

rs

Ip

rs

UNRES-flex

0.436 (0.176

0.474 (0.173)

0.525 (0.200)

0.570 (0.216)

0.410 (0.150)

0.444 (0.169)

0.444 (0.177)

0.482 (0.187)

UNRES-DSSP-lex

0.469 (0.189

0.493 (0.190)

0.537 (0.222)

0.565 (0.241)

0.455 (0.154)

0.474 (0.161)

0.477 (0.186)

0.500 (0.194)

CABS-flex

0.461 (0.269

0.470 (0.234)

0.571 (0.153)

0.550 (0.198)

0.566 (0.183)

0.509 (0.221

0.530 (0.204)

NOLB

)
)
)
0.310 (0.278)

0.340 (0.273)

0.517 (0.131)
0.364 (0.199)

0.380 (0.182)

0.384 (0.284)

0.425 (0.242)

0.352 (0.268)

0.383 (0.246)

Tabela 7.7: Srednie wspolezynniki korelacji Pearsona (r,) i Spearmana (r5) pomiedzy profilami
fluktuacji uzyskanymi za pomoca metod eksperymentalnych (X-ray lub NMR) oraz profilami fluk-
tuacji za pomoca metod doswiadcezalnych (UNRES-flex, UNRES-DSSP-flex, CABS-flex oraz NOLB)

obliczonymi dla pelnych struktur bialek (wartoSci w nawiasach oznaczaja odchylenia standardowe).

Struktury uzyskane metoda X-ray
Struktury drugorzedowe

«@ 8 a+ wszystkie

p

I's

I'

rs

p

Is

Ip

Is

UNRES-flex

0.759 (0.171)

0.625 (0.184)

0.735 () (0.152)

0.698 (0.116

0.681 (0.212)

0.580 (0.148)

0.724 (0.188)

0.624 (0.164)

UNRES-DSSP-flex

0.803 (0.130)

0.680 (0.163)

0.774 (0.131)

)
0.723 (0.122)

0.715 (0.192)

0.623 (0.131)

0.763 (0.161)

0.668 (0.148)

CABS-flex

0.672 (0.217)

0.590 (0.245)

0.600 (0.183)

0.695 (0.129

0.706 (0.213)

0.666 (0.164)

0.669 (0.212)

0.642 (0.200)

)
0.356 (0.159)

NOLB 0.361 (0.340) | 0.282 (0.293) | 0.358 (0.272) 0.292 (0.242) | 0.318 (0.192) | 0.334 (0.293) | 0.312 (0.234)
Struktury uzyskane metoda NMR
Struktury drugorzedowe
« 8 a+ wszystkie
rp rg rp rg rp rg rp rg
UNRES-flex 0.560 (0.210) | 0.529 (0.166) | 0.552 (0.126) | 0.563 (0.142) | 0.453 (0.182) | 0.434 (0.170) | 0.512 (0.190) | 0.494 (0.172)

UNRES-DSSP-flex

0.594 (0.175)

0.503 (0.178)

0.524 (0.154)

0.525 (0.173)

0.492 (0.167)

0.449 (0.154)

0.535 (0.174)

0.484 (0.170)

CABS-flex

0.464 (0.196)

0.464 (0.160)

0.513 (0.149)

0.528 (0.106)

0.541 (0.197)

0.537 (0.186)

0.508 (0.191)

0.509 (0.167)

NOLB

0.562 (0.131)

0.537 (0.116)

0.518 (0.126)

0.478 (0.156)

0.589 (0.165)

0.590 (0.147)

0.565 (0.149)

0.548 (0.145)

Wszystkie struktury

Struktury drugorzedowe

a+f

wszystkie

Ip

rs

p

rs

p

r&

p

rs

UNRES-flex

0.665 (0.215)

0.580 (0.182)

0.648 (0.167)

0.634 (0.146)

0.559 (0.227

() 502 (0.176)

0.618 (0.217)

0.559 (0.180)

UNRES-DSSP-Alex

0.704 (0.185)

0.596 (0.192)

0.655 (0.190)

0.628 (0.178)

0.595 (0.211)

0.530 (0.168)

0.649 (0.203)

0.576 (0.184)

CABS-flex

0.574 (0.232)

0.530 (0.218)

0.559 (0.173)

0.615 (0.145)

0.617 (0.220)

0.597 (0.188)

0.588 (0.217)

0.575 (0.196)

NOLB

0.456 (0.281)

0.403 (0.260)

0.434 (0.230)

0.415 (0.169)

0.451 (0.252)

0.464 (0.217)

0.449 (0.259)

0.430 (0.228)
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Tabela 7.8: Wyniki ANOVA przedstawione jako poziomy istotnosci (wyrazone jako wartosci p),
wspotezynnikow korelacji Pearsona (r,) i Spearmana (r;) pomiedzy profilami fluktuacji obliczo-
nymi za pomoca metod teoretycznych: UNRES-flex, UNRES-DSSPAlex, CABS-flex i NOLB oraz
odpowiadajace im profile fluktuacji za pomoca metod eksperymentalnych dla obcietych struktur bia-
lek. Wartosci w kolumnach ,metoda” i ,struktura drugorzedowa” wskazuja istotnosc dla zaleznosci
wspoélezynnika korelacji od zastosowanej metody przewidywania profilu fluktuacji i typu struk-
tury drugorzedowej (odpowiednio «, 8 lub o + [3). Warto$ci w kolumnie jinterakeja” wskazuja na
istotnosé¢ jednoczesnej zaleznosci wspotezynnika korelacji od metody przewidywania profili flutku-
acji oraz typu struktury drugorzedowej. Wartosci p nizsze od 0,05 (wskazuja istotnosé statystyczna)
zaznaczono czerwong czcionka, a wyzsze wartosci (odpowiadajace niskiej istotnoéci statystycznej lub
jej brakiem) oznaczono zielona czcionka.

rp/rs ‘ metoda ‘ struktura drugorzedowa ‘ interakcja
struktury uzyskane metoda NMR
& [ r, [ <0001 0.082 0.82
£ ry | <0.001 0.016 0.94
3 struktury uzyskane metoda X-ray
= 1 [ 0.040 0.42 0.14
S Is 0.17 0.60 0.069
= wszystkie struktury
r, | <0.001 0.074 0.37
rs | <0.001 0.024 0.19

Tabela 7.9: Istotnosé statystyczna roznic (wyrazonych jako wartosci p) dla wspotezynnikow korela-
¢ji Pearsona (r,) i Spearmana (r5) profili fluktuacji dla obcieteyh struktur bialek, obliczonych za
pomoca metod: UNRES-flex, UNRES-DSSP-Alex, CABS-flex i NOLB zostaly okreslone za pomoca te-
stu t dla dwoch probek w zaleznosci od zastosowanej metody oraz rodzaju struktury drugorzedowe;j.
Wartosci p ze znakiem ,-” oznaczaja, ze odpowiednio wspélezynniki korelacji sa wicksze dla metody w
lewej kolumnie (Metoda 1), natomiast znak ,+” oznacza, ze wspoélezynniki korelacji sa wicksze dla me-
tody w prawej kolumnie (Metoda 2). Wartosci p nizsze niz 0,05 (wskazujace istotnosc statystyczna)
zaznaczono czerwona czcionka, a wyzsze wartoéci (odpowiadajace stabej istotnosci statystycznej lub
jej brakowi) oznaczono zielong czcionka.

A: Struktury uzyskane metoda NMR, wspotezynnik korelacji Pearson (1)

. Metoda 1 Metoda 2 Rodzaj struktury drugorzedowej
\g (e} B o+ 5 ‘dll
g UNRES-DSSPAlex | + 0.31 + 0.64 + 0.22 + 0.42
= UNRES-flex CABS-flex + 0I5 | +0.88 [ +0.0024 | +0.35
é NOLB -<0.001 | - 0.0060 | -<0.001 | -<0.001
2 CABS-flex + 0.47 - 0.67 +0.046 | +0.36
?:. UNRES-DSSPlex NOLB -<0.001 | -0.0022 | -<0.001 | -<0.001

CABS-flex NOLB -<0.001 | -<0.001 | -<0.001 | -<0.001
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B: Struktury uzyskane metoda NMR, wspétezynnik korelacji Spearman (r)

_ Metoda 1 Metoda 2 Rodzaj struktury drugorzedowej
‘§ « I6] a+ all
= UNRES-DSSP-Alex |+ 0.31 + (.64 +0.22 + (.42
S UNRES-flex CABS-flex + 0I5 | +0.88 [ +0.0024 | +0.35
é NOLB -<0.001 | - 0.0060 | -<0.001 | -<0.001
S CABS-flex + 0.47 - 0.67 +0.046 +0.36
N — —_
2 UNRES-DSSP-flex NOLB -<0.001 | -0.0022 | -<0.001 | -<0.001
CABS-flex NOLB -<0.001 | -<0.001 | -<0.001 | -<0.001
C: Struktury uzyskane metoda X-ray, wspolczynnik korelacji Pearson (7,)
- Metoda 1 Metoda 9 Rodzaj struktury drugorzedowej
g a 6] a+p all
E UNRES-DSSPAlex | + 0.91 | -0.70 | + 0.52 + 0.65
*;’ UNRES-flex CABS-flex -0.30 | -0.66 | +0.061 +0.24
g NOLB + 041 | -0.70 | +<0.001 | + 0.0073
S CABS-flex -0.25 |1 -0.99 + 0.17 + 0.35
2, | UNRES-DSSPllex NOLB +050 | -0.94 | +0.0035 | +0.31
CABS-flex NOLB +0.052 [ +0.94 | +0.18 +0.001
D: Struktury uzyskane metoda X-ray, wspolczynnik korelacji Spearman (r)
- Metoda 1 Metoda 2 Rodzaj struktury drugorzedowej
3 Q@ 5] a+ all
£ UNRES-DSSPAlex | - 0.60 | - 0.61 +0.78 -0.70
é UNRES-flex CABS-lex -0.28 | -058 | +0.061 | +0.22
= NOLB +0.841-024 [+0.0021 | +0.25
S CABS-flex -0.66 | +092 | +0.092 | +0.39
2 | UNRES-DSSPlex NOLB + 045 [ -0.58 [ +0.0033 | + 0.26
CABS-flex NOLB +016 | -041 | +030 |+0.29
E: Wszystkie struktury, wspotezynnik korelacji Pearson (7))
- Metoda 1 Metoda 2 Rodzaj struktury drugorzedowe;j
Z Q IG] a+ all
£ UNRES-DSSPAlex |+ .44 + (.86 +0.19 +0.41
3 UNRES-lex CABS-lex +0.63 -0.90 | +<0.001] +0.38
= NOLB -0.023 | -0.015 | 061 | 031
£ CABS-flex - 0.89 -0.74 +0.019 | +043
2 | UNRES-DSSPllex NOLB -0.0053 | -0.013 | -0.17 | -0.10
CABS-flex NOLB -0.020 |{-0.0063 | -0.0034 | - 0.0090
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F: Wszystkie struktury, wspolczynnik korelacji Spearman (r)

poziom istotnosci

Rodzaj struktury drugorzedowej

Metoda 1 Metoda 2

Q@ 15} a—+f all
UNRES-DSSPAflex | + 0.66 -0.94 +0.40 +0.59
UNRES-lex CABS-flex -0.94 -1.0 +0.0027 | +0.49
NOLB -0.014 |-0.0045 | -0.69 -0.34
. CABS-flex - 0.65 +0.93 +0.021 | + 0.40
UNRES-DSSPlex NOLB ~0.0067 [ -0.0091 | —0.28 | -0.14
CABS-flex NOLB -0.031 | -<0.001 | -0.0043 | - 0.012

Tabela 7.10: Kody PDB struktur uzyskanych metoda NMR o niskim podobienstwie profili fluktu-
acji uzyskanych metodami teoretycznymi (UNRES-flex, UNRES-DSSP-flex, CABS-flex oraz NOLB) w

poréwnaniu do metody eksperymentalnych, oszacowanych z zespotow NMR.

struktura z r, < (.2
1ACP. 1BAL, 1GAB, 1HRE 1J70,
1LEB, 1POU, 2N2U, 3CI2
1BAL, 1GAB, 1HRE 1J70, 2HI3,
2109

metoda

UNRES-flex

UNRES-DSSP-Alex

CABS-flex 1BAL, 1ED7, 1J70, 1K8B, 2RGF
1A6S, 1ACP, 1AHY, 1BAL, 1CLB,
1E0G, 1ED7, 1FEX, 1GHH, 1HNS,
IHYW, 1QO, 1YR, 1J70, 1K8B,

NOLB 1L2Y, 1LEB, 1POU, 1RIJ, 1STU,

ITPN, 2E7N, 2HI3, 2KYW, 2L09,
9INC, 2M6Q, 2MQ8, 2RGE 3CI2,
3NCM

Tabela 7.11: Zbior srednich wartoSci wspotezynnikow korelacji Pearsona ( 1) i Spearmana (r5) ob-
liczonych pomiedzy profilem eksperymentalnym RMSFN a profilami RMSEFN przewidzianymi me-
todami: UNRES-flex, UNRES-DSSP-lex, CABS-flex oraz NOLB skroconych strukt bialek o kodach
PDB: 1A6S, 3ICB oraz 2K9G.

1A6S 3ICB 2K9IG
Tp Ts Tp Ts Tp Ts
UNRES-flex 0,34 | 0,52 | 0,13 | 0,15 | 0,80 | 0,78
UNRES-DSSP-Alex | 0,56 | 0,53 | 0,30 | 0,31 | 0,61 | 0,61
CABS-flex 0,81 1 0,75 ] 019 | 0,33 | 0,52 | 0,71
NOLB -0,08 | 0,17 | 0,56 | 0,68 | 0,31 | 0,39
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