Streszczenie w jezyku polskim

Zaréwno eksperymenty biochemiczne jak i symulacje bialek prowadzone sa zwykle w rozcierniczo-
nych roztworach takich jak bufory lub woda z jonami soli. Tymczasem naturalne Srodowisko w
ktérym funkcjonuja biatka stanowi zupetnie inne Srodowisko; na przyktad cytoplazma zywych ko-
morek w 30-40% zajeta jest przez makromolekuly takie jak RNA i biatka. Taki poziom zattoczenia
moze wptywaé na dyfuzj¢ i dynamike konformacyjna biatek, a wigc réwniez posrednio na ich ak-
tywnos$¢ enzymatyczna.

W tej pracy opisuje badania wptywu zattoczonego srodowiska na proteazg NS3/4A z wirusa za-
palenia watroby typu C (HCV), ktora jest przyktadem biatka posiadajacego wewnetrznie nieustruk-
turyzowane fragmenty. Takie biatka stanowig prawie potowe wszystkich biatek, i nawet wigksza
czg$¢ enzymoOw wirusow, ktére wykorzystuja te fragmenty do wigzania i przejmowania kontroli nad
strukturami komoérkowymi i enzymami infekowanego organizmu. Nieustrukturyzowane fragmenty
biatek zyskuja bardziej uporzadkowane konformacje w kontakcie z makromolekutami z ktérymi od-
dziatuja, lub pod wplywem zmian w otaczajacym je Srodowisku. Z tego powodu moga by¢ one
szczegblnie podatne na wptyw zattoczenia molekularnego.

Aby lepiej zrozumie¢ molekularne mechanizmy wpltywu zattoczenia na NS3/4A, potaczytam
analize eksperymentéw laboratoryjnych i symulacji prowadzonych w analogicznych warunkach. W
obu przypadkach proteaza byta obserwowana w wodzie, oraz w obecnosci glikolu polietylenowego
(PEG) i polisacharozy. Oba polimery naleza do czasteczek najczesciej wykorzystywanych do mo-
delowania zatloczonego §rodowiska w doswiadczeniach laboratoryjnych, ale prawie nigdy nie sa
wlaczane do symulacji dynamiki molekularnej (MD). Aby podzieli¢ obserwowane efekty na te spo-
wodowane wylacznie przez ograniczenie przestrzeni, i te wynikajace z oddziatywania z czastecz-
kami modelujacymi zattloczone Srodowisko (crowderami), dodatkowo przeprowadzitam symulacje
proteazy otoczonej gruboziarnistymi pseudo-czasteczkami, ktére oddziatuja z biatkiem w minimal-
nym stopniu.

Dzigki polaczeniu obserwacji uktadu w dwdéch skalach — miliardéw biatek w eksperymentach
biofizycznych i jednego biatka w symulacjach, udato si¢ zaproponowaé mechanizm molekularny
odpowiedzialny za bardzo r6zny wptyw PEG i polisacharozy na aktywnos$¢ NS3/4A. Symulacje
MD w wodzie i w otoczeniu réznych crowderow wykazaty réwniez, ze zattoczone Srodowisko moze
wpltywac na funkcje biologiczne proteazy. Dzigki stabilizacji prekursora helisy transbtonowej na N-
koncowym fragmencie NS4A, zattoczone Srodowisko wewnatrz komoérki ludzkiej utatwia proces

zakotwiczenia kompleksu NS3/4A w btonie lipidowe;.
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Niniejsza praca opisuje jedng z pierwszych symulacji MD biatka w otoczeniu pelnoatomowych
crowderéw PEG, oraz pierwsza symulacj¢ biatka w otoczeniu polisacharozy reprezentujacej wy-
korzystany w eksperymentach Ficoll. Ten polimer powszechnie uwazany jest za nie wykazujacy
oddzialywan z biatkami, jednakze w trajektoriach uzyskanych z modelem polisacharozy mozna za-
uwazy¢ wiele kontaktow 1 wigzan wodorowych migdzy crowderami a badanym biatkiem.

Nowe techniczne metody opisane w pracy obejmuja parametryzacj¢ pelnoatomowych modeli po-
limeréw PEG i polisacharozy w taki sposéb, aby zapobiec ich agregacji w symulacji wielu molekut,
a takze opisanie modelu sferycznych gruboziarnistych crowderéw, ktére moga by¢ wykorzystane w

wieloskalowych symulacjach z wodg 1 biatkiem w reprezentacji petnoatomowe;.



