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Summary

The main structural element of biological membranes is a liquid-crystalline
lipid bilayer. Other constituents i.e. proteins, sterols and carbohydrates, either
intercalate into or loosely attach to the bilayer. Many properties common to the
membranes can be explored by studying lipid bilayers. In this paper, the mole-
cular dynamics simulation method was applied to study membranes at various
levels of compositional complexity. Whenever it was possible, results of the si-
mulations were compared with published experimental data.

The reactive site loop of ai-antitrypsin is held in a tightly constrained con-
formation by a salt bridge between Glu342 and Lys290. Guanidinium ions indu-
ce a,-antitrypsin polymerisation by disrupting this salt bridge. The mechanism
of this process, proposed on the basis of experimental studies, was confirmed
and further explained by molecular modelling methods.

Key words:
molecular modelling, phosphatidylcholine bilayers, cholesterol, maga-
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1. Wstep
Btony biologiczne otaczajg nie tylko kazda zywa komorke,

ale tez struktury subkomédrkowe. Ich podstawowg funkcjg jest
zapewnienie integralnosci komorki, umozliwienie jej kompart-
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mentyzacji, kontrola transportu materii do wnetrza i na zewnatrz oraz w obrebie
komorki, a takze odbieranie i przekazywanie sygnatow istotnych dla funkcjonowa-
nia komorki.

Gtownym elementem strukturalnym btony biologicznej jest dwuwarstwa lipido-
wa (lipidowa warstwa podwojna). W niej rozmieszczone sg biatka i inne naturalne
sktadniki btony. Lipidy, biatka oraz pozostate czgsteczki utrzymywane sg w obrebie
btony poprzez oddziatywania niekowalencyjne. Matryca lipidowa bton komoérek eu-
kariotycznych zbudowana jest najczesciej z fosfolipidéw. Sg to czasteczki amfipa-
tyczne o hydrofobowych taricuchach weglowodorowych i hydrofilowych gtowach
polarnych. Glowy polarne wyeksponowane sg do fazy wodnej, a taricuchy tworzg hy-
drofobowe wnetrze blony. To wnetrze charakteryzuje sie znaczng ,,ptynnoscia”,
umozliwiajaca btonie petnienie funkcji biologicznych - ptynnos$é te zapewnia cie-
ktokrystaliczna faza warstwy podwadjnej.

Dwuwarstwa lipidowa stanowi zatem istotny element strukturalny btony, dostar-
cza odpowiedniego $rodowiska dla integralnych i peryferyjnych biatek btonowych
umozliwiajac ich funkcjonowanie oraz stanowi bariere dla biernego transportu po-
larnych i niepolarnych czasteczek przez btone.

Celem opisanych w tej pracy badan nad btonami jest poznanie podstawowych
mechanizméw molekularnych funkcjonowania bton. Mechanizmy te sg trudne do
wyjasnienia metodami eksperymentalnymi, ze wzgledu na ich ograniczong rozdziel-
czo$¢ przestrzenng i czasowa. Poniewaz metoda symulacji dynamiki molekularnej
pozwala na wyjasnienie atomowych podstaw struktury i dynamiki uktadéw moleku-
larnych, w badaniach uzyto wiasnie tej metody (1). Wyjasnienie atomowych pod-
staw funkcjonowania bton biologicznych ma wazny aspekt biotechnologiczny i apli-
kacyjny, chociazby przy racjonalnym projektowaniu lekdw i ich postaci.

Ze wzgledu na wielka ztozonos¢ strukturalng i dynamiczng bton, opisane bada-
nia rozpoczeto od okreslenia struktury i dynamiki najprostszego modelu btony, tj.
uwodnionej dwuwarstwy lipidowej, ktéra jednakze stanowi jej najwazniejszy ele-
ment strukturalny. Nastepnie, stopniowo zwiekszano ztozonos¢ uktadu przez kolej-
ne dodawanie do dwuwarstM*y innych naturalnych sktadnikéw htony, takich jak ste-
role, peptydy i integralne biatka btonowe w celu okresSlenia struktury i dynamiki
utworzonych uktadow.

Metody modelowania molekularnego zastosowano réwniez do badania biatka
0socza, tti-antytrypsyny. ai-antytrypsyna jest inhibitorem proteaz serynowych
nalezacym do grupy serpin (2). Cechy strukturalne o duzym znaczeniu dla funkcji
ai-antytrypsyny, to: eksponowana do roztworu petla reaktywna, na ktérej miesci
sie centrum reakcji inhibicji, duzy arkusz p (A) i maty arkusz p (C). Petla reaktywna
jest tancuchem faczacym arkusze A i C (3; 4). Oprocz reakcji inhibicji, ai-antytrypsy-
na indukuje tez rozpad ztogéw amyloidowych powstatych przez agregacje niekté-
rych peptydow (5); jest to przypuszczalnie wynikiem tworzenia specyficznych kom-
plekséw ai-antytrypsyna-peptyd, co z kolei powoduje polimeryzacje biatka. Istotne
jest zatem zbadanie oddziatywania ai-antytrypsyny ze specyficznymi peptydami
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oraz Ugandami, indukujacymi jej polimeryzacje. Najczesciej wystepujaca forma pa-
tologiczng ludzkiej ai-antytrypsyny jest mutant Z (Glu342-"Lys). Mutacja ta impli-
kuje brak mostka solnego Glu342-Lys290, co réwniez prowadzi do polimeryzacji
czasteczek biatka, jednakze, podobne zmiany indukowane sa przez niektore sub-
stancje denaturujace, gtdwnie chlorowodorek guanidyny (2).

Opisane w pracy badania za pomocg metod modelowania molekularnego miaty
na celu otrzymanie struktury biatka natywnego z formy cietej, zbadanie jej zacho-
wania dynamicznego oraz potwierdzenie otrzymanych wczesniej wynikow ekspery-
mentalnych (6,7).

2. Uwodnione dwuwarstwy lipidowe

w pierwszej fazie badan nad blonami uzyto trzech komputerowych modeli
uwodnionych bton fosfolipidowych. Modele bton utworzono z fosfatydylocholin
(PC): 1) dimirystynowej (DMPC), 2) palmitynowo-oleinowej (POPC) oraz 3) palmityno-
wo-elaidynowej (PEPC). Wymienione trzy fosfolipidy majg identyczne gtowy polar-
ne, ale roznig sie dtugoscia tancuchow weglowodorowych oraz obecnosciag wigzania
podwdjnego w tafcuchu P (por. rys. 1). tafdcuchy p iy DMPC (oba 14-weglowe) oraz
fancuch y (16-weglowy) POPC i PEPC sg w petni nasycone (wszystkie wigzania C-C s
pojedyncze). tancuch p (18-weglowy) POPC i PEPC jest mononienasycony, tj. posia-
da jedno podwojne wigzanie miedzy C9 i CIO. Podwojne wiazanie w faricuchu p
POPC ma konformacje cis, a PEPC ma konformacje trans (por. rys. 1). POPC czesto
wystepuje w przyrodzie, podczas gdy PEPC bardzo rzadko. Posrednim celem badan
nad dwuwarstwami jest wyjasnienie dlaczego na pozor drobna zmiana konformacji
wigzania podwdjnego z cis na trans powoduje, ze PEPC staje sie lipidem biologicznie
mniej uzytecznym.

Waznym elementem badan metodg symulacji dynamiki molekularnej jest weryfi-
kacja modelu wzgledem wynikéw doswiadczalnych. Chociaz DMPC nie jest najbar-
dziej reprezentatywnym fosfolipidem dla bton biologicznych, ze wzgledu na znacz-
ng liczbe danych do$wiadczalnych dotyczacych bton zbudowanych z DMPC, badania
opisane w tej pracy rozpoczeto od btony DMPC. Pozwolito to na wszechstronne po-
réwnanie uktadu symulacyjnego z eksperymentalnym i krytyczng ocene przydatno-
sci metod symulacyjnych do badan bton oraz wprowadzenie drobnych modyfikacji
do programéw symulacyjnych.

Uzyte w badaniach modele bton zbudowano z 72 (6x6x2) czasteczek PC oraz
czasteczek wody w takiej liczbie, aby woda stanowita 39% wagowych uktadu. Symu-
lacje prowadzono przez czas dtuzszy niz 5 ns. Czas rownowazenia uktadéw wynosit
wiecej niz | ns. Do analiz uzyto co najmniej 2 ns trajektorii. Szczegétowe opisy bu-
dowy uktadéw btonowych oraz prowadzonych symulacji podano w pracach (8-10).

Analizy wygenerowanych w symulacjach trajektorii dostarczyty zaréwno wyni-
kéw dostepnych jak i niedostepnych dla badari eksperymentalnych. Pierwsze po-

BIOTECHNOLOGIA 2 (49) 83-97 2000 85



Marta Pasenkiewicz-Gierula i in.

Rys. 1. Struktury i nazwy atoméw fosfatydylocholin; a - dimirystynowej (DMPC), b - palmityno-
wo-oleinowej (POPC), ¢ - palmitynowo-elaidynowej (PEPC).
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stuzyty do weryfikacji modeli, a drugie znacznie wzbogacity naszag wiedze o struktu-
rze i dynamicznym zachowaniu bton w skali nanosekundowe;j.

Badania eksperymentalne bton zazwyczaj dotycza jednego z trzech obszardw:
a) catej btony, b) hydrofobowego wnetrza btony, c) interfazy btona/woda. Parametry
charakteryzujace calg btone (parametry globalne) to powierzchnia przypadajaca na
PC w btonie, grubos¢ btony oraz profil gestosci elektronowej. Nieuporzadkowanie,
dynamiczny charakter oraz brak przepuszczalnosci dla czastek polarnych hydrofo-
bowego wnetrza charakteryzuja: liczba konformacji gauche w taricuchu, molekularny
parametr uporzadkowania Smoi- czasy zycia konformacji trans i gauche oraz profil hy-
drofobowosci btony. Wielosktadnikowos¢, polarnos¢ i specyficzno$¢ oddziatywan
charakteryzujace interfaze btona/woda opisujg takie wielkosci jak: liczba czasteczek
wody silnie zwigzanych z PC, pomosty wodne tworzone przez czasteczki wody row-
noczesnie zwigzane wodorowo z dwoma czasteczkami PC, pary tadunkowe (mostki
solne) tworzone przez dodatnio natadowang grupe cholinowa jednej czgsteczki PC
i ujemnie natadowang grupa fosforanowg lub karbonylows innej czasteczki PC, licz-
ba miedzyczasteczkowych polaczen przypadajaca na czasteczke lipidu w blonie.
Srednie wartosci dla wiekszosci z wymienionych paramateréw otrzymane ekspery-
mentalnie i w symulacjach dynamiki dla uwodnionych warstw podwdéjnych DMPC,
POPC i PEPC poréwnano w tabelach 1 i 2 oraz na rysunkach 2 i 3. Zgodno$¢ odpo-
wiadajgcych sobie wartosci wskazuje, ze uktady symulacyjne weryfikujg sie pozy-
tywnie wzgledem danych doswiadczalnych dla wszystkich trzech obszaréw btony.
Najistotniejszym wynikiem dla tej serii badan byto wykazanie, ze w obszarze inter-
fazy btona/woda istnieje sie¢ powigzan miedzy polarnymi gtowami fosfolipidow. Ta
sie€ jest bardziej rozgateziona w btonie DMPC niz w btonie POPC (rys. 3 a i b) czy
PEPC, prawdopodobnie ze wzgledu na mniejsze odlegtosci miedzy czasteczkami li-
pidéw, jednakze we wszystkich btonach taczy ona 98% czasteczek.

Wptyw konformacji trans wigzania podwdéjnego na hydrofobowe wnetrze biony
jest obecnie analizowany. Dotychczasowe wyniki otrzymane dla interfazy
btona/woda nie wykazaty réznic w jej organizacji miedzy konformacjg cis i trans
taricucha p.
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Tabela 1

Srednie wartosci (zakresy) parametréw charakteryzujacych btony fosfolipidowe w fazie ciektokrystalicznej

Btona

DMPC

POPC

PEPC

DMPC

-CHOL

SYM

EXP
SYM

EXP
SYM

EXP
SYM

EXP

Pole powierzchni/PC

()
60,2 +1

60 (11)
64+1

63-66 (12,13)
64+1

NO
58,4+0,6

NO

Szeroko$¢ btony
A

36+1

35 (14)
38+1

35-41** (14)
38+1

NO
36+1

NO

Liczba konformacji

gaucheAmcuch

2,8+0,1

2,620,3 (16)
3,30,1

2,4-3,6* (15,16)
3,4+0,1

24-36% (11,12)
2,740,1

NO

Czas zycia
konformacji
trans (ps)

190
(125-245)
NO
180
(115-250)
NO
180
(120-220)
NO
190
(130-250)
NO

Czas zycia
konformacji
gauche (ps)

54
(39-76)
NO
60
(38-68)
NO

61
(38-75)
NO
55
(38-69)
NO

Pole powierzchni przypadajace na czasteczke PC; szeroko$¢ btony zdefiniowang Jako odlegtosé mie-
dzy punktami, w ktdrych gestos¢ elektronowa fazy lipidowej osigga potowe maksymalnej wartosci; licz-
ba konformacji gauche w tarcuchu y; czas zycia konformacji trans wysredniowany po wszystkich konfor-
macjach trans w taricuchu y; czas zycia konformacji gauche wysredniowany po wszystkich konformacjach
gauche w tancuchu y, otrzymane eksperymentalnie (EXP) i w opisanych w pracy ukfadach symulacyjnych

(SYM).

NO - nie oznaczono; * wartosci uzyskane dla faricucha y DPPC; ** wartosci uzyskane dla bton DMPC

i SOPC.

Tabela 2

Srednie wartosci parametréw charakteryzujacych interfaze btona/woda w btonach fosfolipidowych w fazie

ciektokrystalicznej

Btona

DMPC

POPC

PEPC

DMPC
-CHOI

SYM
EXP
SYM
EXP
SYM
EXP
SYM

EXP

HW.W.
woda/PC
45
5 (17)
5,0
NO
5.0
NO
52
NO

#klatr. #zwigz.
woda/PC woda/PC
6,1 10,6

NO 11 (18)

6,6 11,6
NO NO
6,6 11,6
NO NO
6,5 11,7
NO NO

#p.w./PC

0,71
NO
0,52
NO
0,53
NO
0,59
NO

#p4/PC

2,0
NO
16
NO
17
NO
1,6
NO

#p.cz./PC

2,7
NO
24
NO
2,3
NO
2,5
NO

Liczba zwigzanych wodorowo czasteczek wody przypadajacych na fosfolipid (#w.w. woda/PC), liczba
czasteczek wody w klatracie wokét grupy cholinowej (#klatr. woda/PC), liczba czasteczek wody zwiaza-
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nych z czasteczkg fosfolipidu (#zwigz. woda/PC) oraz liczby przypadajacych na fosfolipid: pomostéw
wodnych (#p.w./PC), par tadunkowych (#p.t./PC); czasteczek fosfolipidéw potgczonych poprzez pomo-
sty wodne i pary tadunkowe (#p.cz./PC), otrzymane eksperymentalnie (EXP) i w opisanych w pracy
uktadach symulacyjnych (SYM). NO - nie oznaczono.

-30 20 -10 0 10 20 30
Giebokos¢ btony [A]

Rys. 2. Profil gestosci atomowej btony (ciersza linia) oraz wody (grubsza linia) wzdtuz normalnej do
powierzchni w btonie DMPC (ciggta linia) oraz DMPC-CHOL (przerywana linia).

210 o 10 20 30 40 50 10 0 10 20 30 40 50
Wspbtrzedna X [A] Wspétrzedna X [A] Wspbtrzedna X [A]

Rys. 3. Schemat potaczern miedzylipidowych poprzez pomosty wodne i pary fadunkowe w btonach
a - POPC, b - DMPC i ¢ - DMPC-CHOL. Puste symbole na rysunku b obrazujg potaczenia miedzy
sgsiadujgcymi pudetkami symulacyjnymi poprzez warunki periodycznosci, a na rysunku ¢ przedstawiajg
czasteczki cholesterolu.

BIOTECHNOLOGIA 2 (49) 83-97 2000 89



Marta Pasenkiewicz-Gierula i in.

3. Uwodnione dwuwarstwy lipidowe zawierajace cholesterol

w blonach plazmatycznych komorek zwierzecych cholesterol stanowi do 50%
wszystkich lipidow btonowych (19). Jego rolg jest: 1) zapewnienie btonie ptynnosci
wiasciwej dla jej funkcji biologicznych (20); 2) obnizenie przepuszczalnosci (bierne-
go transpotru) btony dla wody i zwigzkéw drobnoczasteczkowych (21); 3) zwieksze-
nie odporno$ci mechanicznej i elastycznosci btony (22). Ze wzgledu na wazng biolo-
gicznie role cholesterolu w btonach oraz trudnosci w wyjasnieniu molekularnych
mechanizmoéw dziatania cholesterolu na podstawie wynikéw badan eksperymental-
nych, podjeto badania oddziatywania cholesterolu z btonami fosfolipidowymi meto-
dami modelowania molekularnego. Do badan uzyto trzech wymienionych w po-
przednim rozdziale modeli btonowych (bton DMPC, POPC i PEPC), w ktérych 16
czasteczek PC zamieniono na 16 czasteczek cholesterolu. Otrzymano 3 modele
btony fosfotipidowo-cholesterolowej (PC-CHOL) zbudowane z 56 czasteczek PC i 16
czasteczek cholesterolu, w ktérych cholesterol stanowit 22 mol%. Do analiz uzyto
rowniez btony zbudowanej z 56 czasteczek DMPC oraz 16 czasteczek a-OH-choteste-
rolu (epicholesterolu) (DMPC-EPICHOL). Epicholesterol jest biologicznie mniej ak-
tywna, izomeryczng forma p-OH-cholesterolu (cholesterolu). Zbadanie btony DMPC-
-EPICHOL moze poméc w wyjasnieniu podstawowych mechanizméw blonowych
funkcji cholesterolu. Szczegétowy opis budowy modelu btony DMPC-CHOL oraz
prowadzonych symulacji podano w pracy (23), pozostate uklady opisane zostaty
w (24).

Whyniki przeprowadzonych analiz uktadéw symulacyjnych sg w zgodzie z wiek-
szoscig wynikéw eksperymentalnych (23). Potwierdzity miedzy innymi, ze penetra-
cja czasteczek wody hydrofobowego obszaru btony zmniejsza sie w obecnosci cho-
lesterolu (rys. 2). Ze wzgledu na wielosktadnikowos¢ i dynamiczny charakter, inter-
faza btona/woda jest obszarem bardzo trudnym do prowadzenia badar eksperymen-
talnych. Dlatego w badaniach symulacyjnych szczeg6lng uwage zwracamy na ten ob-
szar. W analizach btony DMPC-CHOL wykazano, ze cholesterol nie tylko nie niszczy
sieci powigzan miedzy polarnymi gltowami fosfolipidow w obszarze interfazy bto-
na/woda, ale polarna grupa hydroksylowa (OH) cholesterolu uczestniczy w jej two-
rzeniu. jednakze, podobnie jak w btonie POPC i PEPC, sie¢ miedzylipidowych po-
wigzan utworzonych w btonie DMPC-CHOL jest mniej rozgateziona niz w btonie
DMPC, poniewaz cholesterol czesto ,ucina” gatgZ sieci (rys. 3 c). Efekt ten jest sil-
niejszy w btonie DMPC-EPICHOL. W obszarze interfazy, grupa OH cholesterolu od-
dziatuje z gltowami polarnymi DMPC poprzez bezposrednie wigzania wodorowe
[\0% czasteczek cholesterolu), pomosty wodne (33% czasteczek cholesterolu) i pary
fadunkowe (34% czasteczek cholesterolu). W btonie DMPC-EPICHOL, liczba bezpo-
Srednich wigzan wodorowych miedzy DMPC a grupg OH epicholesterolu jest okoto
dwukrotnie wigksza, a liczba par fadunkowych okoto dwukrotnie mniejsza niz mie-
dzy DMPC a grupg OH cholesterolu w btonie DMPC-CHOL.
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4. Oddziatywania peptydu z blong zwierzecg i btong bakteryjna

Ta cze$¢ badan nad btonami ma na celu wyjasnienie molekularnych podstaw bio-
logicznego dziatania i selektywno$ci magaininy-2 (M2). M2 jest naturalnym pepty-
dem zbudowanym z 23 reszt aminokwasowych, o dziataniu antybakteryjnym i anty-
grzybiczym. W $rodowisku btony, M2 przyjmuje strukture amfipatycznej a-helisy.
Amfipatyczno$¢ helisy (moment hydrofobowy) wynika ze zlokalizowania polarnych
reszt lizynowych po jednej, a niepolarnych reszt fenyloalaninowych po drugiej stro-
nie plaszczyzny przechodzacej przez dtuga oS helisy; jej catkowity tadunek elektro-
statyczny w warunkach fizjologicznych wynosi +4 e. Obecnie przypuszcza sieg, ze
cytotoksyczne dziatanie M2 polega na zaburzeniu struktury btony komdrkowej (25),
ktére prowadzi do jej niekontrolowanej przepuszczalnosci. Selektywnos¢ magaini-
ny w stosunku do komdrek bakteryjnych wiaze sie natomiast z roznicg w sktadzie li-
pidowym bton komorek prokariotycznych i eukariotycznych (26). Zgodnie z hipo-
tezg zaproponowana na podstawie wynikdw badan eksperymentalnych (27) maga-
inina tworzy pory w blonach komérek bakterii w wyniku oddziatywan elektrosta-
tycznych z ujemnie natadowanymi lipidami obecnymi w tych btonach. Oddziatywa-
niom elektrostatycznym sprzyja rozktad i wzajemna orientacja hydrofobowych i hy-
drofilowych reszt aminokwasowych peptydu (28,29). Poniewaz btony komorek eu-
kariotycznych utworzone sa gtéwnie z lipidow obojetnych, oddziatywania elektro-
statyczne miedzy magaining i lipidami majg niewielkie znaczenie i magaininy nie
wywierajg istotnego wptywu na blony komorek eukariotycznych. Na selektywno$¢
magaininy moze mie¢ rowniez wptyw cholesterol (28), ktory czesto wystepuje
w btonach organizmdw zwierzecych (30), a znacznie rzadziej w btonach bakteryj-
nych, jednakze selektywno$¢ i mechanizm dziatania magaininy-2 nadal nie sg satys-
fakcjonujaco wyjasnione, poniewaz interpretacja wynikow eksperymentalnych jest
trudna i niejednoznaczna.

W celu sprawdzenia hipotez eksperymentalnych zbudowano szereg komputero-
wych modeli bton. Za model btony zwierzecej przyjeto posiadang juz btong POPC-
-CHOL. Model btony bakteryjnej zbudowano z czasteczek palmitynowo-oleinowej
fosfatydyloetanolaminy (POPE) i palmitynowo-oleinowego fosfatydyloglicerolu (POPG)
zgodnie ze stosunkiem molowym oraz symetrig rozktadu lipidéw w btonach bakte-
ryjnych (31). Zatem uktad symulacyjny skiadat sie z 72 czasteczek fosfolipidow,
z czego 54 (75%) stanowito POPE, a 18 (25%) POPG, 1955 czasteczek wody oraz, dla
zneutralizowania ujemnego tadunku czgsteczek POPG, 18 jonow Na+. Szczegolty
dotyczace budowy blony bakteryjnej opisano w pracy (32).

Metodg symulacji dynamiki molekularnej, ze wzgledu na wcigz ograniczony po-
tencjat obliczeniowy dostepnych komputeréw, nie mozna przesledzi¢ catego proce-
su perforacji btony bakteryjnej, mozna natomiast przesledzi¢ wczesne etapy od-
dziatywania M2 z btong bakteryjng i zwierzeca, w ktorych peptyd umieszczony jest
w obszarze interfazy blona/woda, réwnolegle do powierzchni blony. Zatozylismy
réwniez, ze mozliwe bedzie przesledzenie kohcowego etapu oddziatywania M2
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Rys. 4. Widok z boku na uktad pora utworzonego przez czasteczki magaininy-2 i lipidy. Dla przejrzy-
stosci rysunku w czasteczkach lipidéw usuniete zostaty tancuchy weglowodorowe. A - gtowy polarne
fosfatydyloetanolaminy (CPK, ciemnoszary), gtowy polarne fosfatydyloglicerolu (CPK, Jasnoszary),
czasteczki magaininy-2 (wstega, jasnoszary), reszty lizyny w czasteczkach magaininy-2 (kijki, ciemnosza-
ry), jony sodu (CPK, czarny) oraz woda. B - czasteczki wody oraz jony sodu (CPK, czarny) w uktadzie
pora, po usunieciu wszystkich czasteczek fosfolipidéw i magaininy-2.

Z btong bakteryjna, w ktérym pie¢ czasteczek magaininy oraz 20 silnie oddzia-
tujacych z nimi czasteczek POPG, tworzy por. Czasteczki M2 utozone sg wtedy pro-
stopadle do powierzchni blony.

W celu poréwnania wczesnych etapéw oddziatywania M2 z blong bakteryjng
i zwierzecg, w obszarze interfazy blona/woda zaréwno blony zwierzecej, jak i bak-
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teryjnej ulokowane zostaty 2 czasteczki peptydu osiami helis rownolegte do siebie.
Btony poddano 5 ns symulacjom dynamiki molekularnej, otrzymane trajektorie sg
obecnie analizowane. Wstepne wyniki analiz wskazuja, ze ukfady sg stabilne.

W celu sprawdzenia hipotezy antybakteryjnego dziatania magaininy-2, suge-
rujacej tworzenie sie supramolekularnej struktury jaka jest por magaininowo-lipido-
wy, zbudowano uktad btony bakteryjnej z porem (rys. 4). W skiad tego uktadu wcho-
dzito 138 czasteczek POPE, 46 czasteczek POPG, 5 czasteczek M2, 5909 czasteczek
wody i 26 jonébw Na+. Osie helis magaininy-2 ustawiono réwnolegle do siebie.
Uktad poddano symulacji dynamiki molekularnej. Po 2,5 ns, uktad pora jest stabilny.
W badaniach tych zaktadamy, ze uzyskanie stabilnej w nanosekundowej skali czaso-
wej supramolekularnej struktury pora bedzie pozytywna weryfikacjg zaproponowa-
nej hipotezy eksperymentalnej (27). Dokladna analiza oddziatywan miedzyatomo-
wych pozwoli na wskazanie molekularnych mechanizméw antybakteryjnego
dziatania i selektywnosci magaininy-2.

5. Oddziatywanie integralnego biatka btonowego z btong fosfolipidowsg

w celu zbadania mechanizmu przenoszenia sygnatu od liganda do biatka G przez
receptor wazopresyny (V2R), przeprowadzono symulacje dynamiki molekularnej
btony DMPC z 1) receptorem z zadokowanym ligandem, ktérym jest wazopresyna
(AVP) oraz 2) ,,pustym” receptorem, w ktérym miejsce wigzania liganda wypetnione
byto 10 czasteczkami wody. W obu modelach, btona utworzona byta z 82 czaste-
czek DMPC i uwodniona ponad 5500 czasteczkami wody. V2R nalezy do rodziny re-
ceptoréw sprzezonych z biatkiem G (GPCR) i posiada typowe cechy strukturalne
biatek tej rodziny, tj. 7 transbtonowych (TM) helis potgczonych 6 petlami (33). Prze-
strzenna struktura V2R z rozdzielczoscig atomowa dotad nie zostata wyznaczona
metodami eksperymentalnymi. Jednakze, na podstawie znajomosci sekwencji oraz
homologii z rodopsyng, ktdrej struktura niskiej rozdzielczosci (9 A) zostata ozna-
czona metodg kriomikroskopii elektronowej (34), wyznaczono tréjwymiarowa
strukture V2R na podstawie metody modelowania molekularnego. Szczegéty meto-
dyczne i strukturalne opisane sa w pracy (35). Ta struktura stanowita punkt wyjscia
do budowy biatkowo-btonowych modeli komputerowych, ktére poddano 3 ns symu-
lacjom dynamiki molekularnej (36,37).

W przeprowadzonej analizie trajektorii obu symulacji wykazano, ze zgodnie
z sugestiami eksperymentalnymi, osie transbtonowych helis V2R, zaréwno z zado-
kowanym AVP (V2R/AVP), jak i pustego, niewiele zmienity swoje potozenia wzgle-
dem potozen poczatkowych. lIstniejg jednak roznice w orientacjach i potozeniach
zagie¢ w helisach V2R/AVP oraz pustego V2R. Te roznice powodujg, ze w V2R/AVP
tworzy sie sie¢ stykajacych sie z sobg polarnych reszt aminokwasowych, ktéra taczy
miejsce wiazania liganda z cytozolowa czescig receptora, a w pustym receptorze ta
sie€ jest przerwana. Istotnym elementem réznicy miedzy obiema formami receptora
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jest kontakt lub Jego brak miedzy resztg treoniny 134 TM3 i tyrozyny 325 TMT7.
W V2R/AVP kontakt ten Jest obecny, natomiast w pustym V2R nie wystepuje. Obie
wymienione reszty sa konserwatywne w calej rodzinie biatek GPCR. Wymieniony
kontakt moze odgrywac zasadniczg role w mechanizmie transdukcji sygnatu
w biatkach receptorowych rodziny GPCR.

6. Struktura i dynamika aj-antytrypsyny

W momencie rozpoczecia badan nad ai-antytrypsyng, znana byta Jedynie struk-
tura przestrzenna formy cietej (2), w ktdrej zerwane Jest wigzanie peptydowe
w centrum inhibicji. Strukture te uzyto do zbudowania modelu komputerowego for-
my natywnej. Szczegolty dotyczace budowy petli reaktywnej oraz przeprowadzo-
nych symulacji dynamiki molekularnej opisane sg w pracy (38). Otrzymana w drodze
modelowania molekularnego struktura wykazywata duze podobiefAstwo do roz-
wigzanych pdzniej struktur krystaticznych zmutowanych form natywnej ai-anty-
trypsyny (39,40). Na podstawie wynikdéw symulacji wskazano na wystepowanie kilku
wigzan wodorowych stabilizujacych petle reaktywng oraz pokazano, ze widoczny
w strukturze krystalicznej mostek solny miedzy Glu342 a Lys290 wspomagany Jest
przez wigzanie wodorowe.

Do otrzymanej struktury natywnej ai-antytrypsyny dodano wode oraz Jony gua-
nidynowe i przeprowadzono 300 ps symulacje dynamiki molekularnej ukfadu.
Szczegdty tej czesci badan opisane sg w pracy (38). Na podstawie analizy mikrooto-
czenia Glu342 i Lys290 wykazano utworzenie trwatego wigzania wodorowego mie-
dzy grupa karboksylowg Glu342 i dwoma Jonami guanidynowymi (rys. 5). Spowodo-
wato to rozbicie wigzania wodorowego miedzy Glu342 i Lys290, w konsekwencji
czego sztywna petla reaktywna stata sie mobilna i wystapity w niej zmiany konfor-
macyjne. W przeprowadzonych badaniach modelowych potwierdzono hipotezy eks-
perymentalne, a takze na ich podstawie zaproponowano mechanizmy molekularne
odpowiedzialne za tworzenie dimerdw ai-antytrypsyny w obecnosci Jonéw guani-
dynowych.

Do dalszych badan uzyto dzikiego typu i mutanta Z a*antytrypsyny, zbudowa-
nych na podstawie opublikowanych struktur krystalicznych dwoch mutantéw a”-an-
tytrypsyny (39,40). Otrzymane wyniki wskazujg na wzglednie duzag rozbiezno$¢
strukturalng zaréwno w obszarze Lys290, Jak i w rejonie petli reaktywnej, wyni-
kajaca z braku trwalego oddziatywania miedzy resztami Lys342 i Lys290 w modelu
mutanta Z. Obecnie konstruowany Jest model kompleksu a”-antytrypsyny z kwasem
litocholowym w celu zbadania wptywu ligandéw na proces polimeryzacji biatka.
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Petla
reaktywna

Rys. 5. Oddziatywania jonéw guanidynowych z Glu342. jony guanidynowe (projekcja kijkow) tworzg
wigzania wodorowe z grupa karboksylowg Glu342 (projekcja kulek). Petla reaktywna stanowi ciemny od-
cinek wstegi; przebieg pozostatych tancuchéw biatkowych przedstawiony jest jasng wstega.

7. Podsumowanie

Wiekszo$¢ opisanych w pracy badan nie zostata jeszcze ukoriczona. Niemniegj,
wszystkie oméwione tu modele komputerowe zostaty zbudowane i poddane symu-
lacjom dynamiki molekularnej. W og6lnym przypadku, analizy otrzymanych w symu-
lacjach trajektorii dostarczaja wynikéw dostepnych i niedostepnych dla badar eks-
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perymentalnych. Te pierwsze stuza do weryfikacji modeli komputerowych, pozo-
state umozliwiajg gtebszy wglad w atomowe podstawy struktury i dynamicznego za-
chowania modeli. Z omdwionych w pracy modeli, jedynie dla prostych uktadéw
btonowych (btony fosfatydylocholinowe i fosfatydytocholinowo-cholesterolowe) do-
stepne sg wyniki eksperymentalne umozliwiajace ich weryfikacje. Dlatego dla pro-
wadzenia badan modelowych skomplikowanych uktadéw btonowych bardzo istotna
byta pozytywna weryfikacja stosunkowo prostych modeli. Sankcjonuje ona zatoze-
nie, ze wnioski wysuniete na podstawie obserwacji modeli komputerowych bedg
w racjonalnym przyblizeniu stuszne dla uktadéw rzeczywistych. Dzieki temu mozli-
we bedzie zaproponowanie molekularnych mechnizméw funkcjonowania badanych
biouktadow.

Praca finansowana byta z grantéw Komitetu Badan Naukowych: 4 PO5A 081 14, 6 P04A 057 15,
6 PO4A 041 16, oraz 6 PO4A 024 17.
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