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mii Nauk. Jego najwazniejszymi dokonaniami nauko-
wymi s3: rozwigzanie problemu sil dalekiego zasiegu
w periodycznych polimerach, opis dalekozasiegowych
wkladéw wymiennych, koncepcja nowej izomerii (mne-
mon), koncepcja optymalizacji globalnej poprzez defor-
macje¢ funkcji optymalizowane;.
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ABSTRACT

The ground state electronic energy represents a complicated function of the
nuclear coordinates. Even for relatively small molecules this function may have many
minima in the corresponding “energy landscape”, very often myriads of minima, each
of them corresponding to a stable configuration of the nuclei. This is why predic-
ting the lowest-energy conformation or configuration represents a formidable task.
There were many attempts to solve this problem for protein molecules, for which
it is believed their native conformation corresponds to the lowest free energy. The
challenge to find this conformation from a given sequence of amino acids is known
as a “second genetic code”. In fact all of these attempts based on some smoothing of
the energy landscape. In the article some of these smoothing techniques are descri-
bed, from a generic one to those, which finally turned out to be highly successful
in finding native structures of globular proteins. When discussing the contributions
to the conformational energy the importance of the hydrophobic effect as well as of
the electrostatic interactions has been stressed. In particular it turned out that the
dipole moments of the NH and of the CO bonds in proteins functioning in nature
are oriented to good accuracy along the local intramolecular electric field. Thanks
to enormous effort of the protein folding community it is possible to design such
amino acid sequences, which fold to the desired protein 3D structure. A certain
reliable theoretical technique of protein folding has been used to study a possibility
of conformational autocatalysis. It turned out that a small protein of 32 amino acids,
with carefully predesigned amino acid sequence, exhibits indeed such an effect,
which may be seen as a model of the prion disease propagation.

Keywords: global optimization, protein folding, dipole-dipole interaction, prion
disease, autocatalysis

Stowa kluczowe: globalna optymalizacja, zwijanie biatek, oddzialywanie dipol-di-
pol, choroba prionowa, autokataliza
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

CASP - ang. Critical Assessment of Techniques for Protein Struc-
ture Prediction

DEM - ang. Diffusion Equation Method

EDMC - ang. Electrostatically Driven Monte Carlo

PDB - ang. Protein Data Bank

SCEF - ang. Self-Consistent Electrostatic Field
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WPROWADZENIE

Zaproszenie redakcji ,Wiadomosci Chemicznych” traktuje jako zachete do
przystepnego opisu kilku zagadnienn chemicznych z kregu moich zainteresowan.
Wybratem kilka z nich, ktdre w jakis sposob wiazg si¢ z optymalizacja energii kon-
formacji makromolekuly.

Rysunek 1.

Figure 1.

Zasada dzialania metody DEM znajdowania minimum globalnego pokazana na przyktadzie
funkeji V(x,y) = -2exp[-0,1(x-3)2-0,2y*]-3exp[-0,5(x-5)-0,4(y+4)*]-4exp[-0,1(x+5)*-0,2(y-
5)*]-2 exp[-0,2(x+5)*-0,2(y+5)*]-0,5 cos2x cos4y. Rysunek a pokazuje funkcje V(x,y), czerwona
kulka po prawej stronie rysunku wskazuje punkt startowy procedury optymalizacyjnej. Rysunek
b odpowiada najwiekszej deformacji funkeji V. Optymalizacja wzdluz minus gradientu funkcji
zdeformowanej doprowadza do punktu jej jedynego minimum. Staje si¢ on punktem starto-
wym w optymalizacji funkcji pokazanej na Rys. ¢), itd. Ta procedura jest powtarzana i poprzez
Rys. d,e,f,g doprowadza do znalezienia minimum globalnego funkcji V (Rys. h).

The principle of the DEM method designed for searching the global minimum of a function, in
this example: V(x,y) = -2exp[-0,1(x-3)2-0,2y’]-3exp[-0,5(x-5)>-0,4(y+4)*]-4exp[-0,1(x+5)*~
0,2(y-5)*]-2 exp[-0,2(x+5)*-0,2(y+5)*]-0,5 cos2x cos4y. Figure a shows V(x,y), a sphere on the
right-hand side of the picture indicates the starting point of the optimization procedure. Figure b
corresponds to the largest deformation of V. Optimization along the minus gradient of the defor-
med function leads to the point of its single minimum. The point becomes the starting point
in optimization of the function shown in Figure c, etc. This procedure is repeated and through
Figs. d,e,f,g leads to the global minimum of V (Fig. h).
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Rysunek 1. Ciag dalszy
Figure 1. Continuation
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Rysunek 1. Ciag dalszy
Figure 1. Continuation

Problem optymalizacji energii konformacyjnej ma pewien istotny aspekt ogoélny,
skupimy sie najpierw na optymalizacji (umownie: minimalizacji) funkcji danej wzo-
rem matematycznym. Wtedy czasem udaje si¢ znalez¢ minimum globalne, nawet
jesli minimoéw lokalnych jest bardzo duzo, czasem astronomicznie wiele. Rysunek 1
ilustruje pewien nasz wklad w tym zakresie [1]. Pomyst jest bardzo prosty, pewnie
zbyt prosty, aby by¢ efektywnym w trudnych przypadkach, takich jak omawiany
ponizej problem optymalnej struktury molekuly bialka. Rysunek la przedstawia
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funkcje o do$¢ powaznej zlozonosci zalezng (w celach ilustracyjnych) od dwoch
zmiennych. Oczywiscie, w podanym przypadku pokazany wycinek przestrzeni nie
jest duzy i nawet metoda przeszukiwania go za pomocg siatki punktéw przynio-
staby tu sukces (znalezienie minimum globalnego). Jednak w przedstawianej idei
godnym uwagi jest calkowicie inna strategia dzialania, ktora moze by¢ zastosowana
w sytuacji, gdy takie wlasnie ,,metody sitowe” przeszukiwania zawodzg (za duzo
punktéw na siatce). Polega ona na radykalnym uproszczeniu przez deformacje
(Rys. 1b) funkcji pierwotnej (Rys. la), znalezieniu minimum funkcji uproszczo-
nej, a nastepnie stopniowym zmniejszaniu deformacji, przy kazdym zmniejszeniu
startujac minimalizacje z pozycji minimum znalezionego dla poprzedniej, wigkszej
deformacji. W ten sposéb posuwamy si¢ poprzez Rys. 1¢,d,e,f,g do Rys. 1h, co ozna-
cza znalezienie minimum globalnego. Za tym opisem stoi, oczywiscie, pewna mate-
matyka, ktora okresla wzér analityczny na funkcje zdeformowang na kazdym etapie
deformacji (metoda DEM). Istota tej matematyki polega na wygtadzaniu funkcji
pierwotnej poprzez jej swoiste usrednianie w otoczeniu kazdego punktu przestrzeni
iz rézng szerokoscig usredniania w zaleznosci od parametru deformacji.

Jest rzecza godna uwagi, ze wygladzanie funkcji, cho¢ inne niz wyzej opisane,
stoi w istocie za wszystkimi opisanymi nizej ideami globalnej optymalizacji energii
makromolekut.

Asocjat kilkuatomowy ma zwykle jedng lub najwyzej kilka stabilnych konfi-
guracji jader. W prdébce materii poddanej jakiemus eksperymentowi niezwykle
rzadko mamy do czynienia z malym asocjatem, zwykle mamy tam bardzo wiele
oddziatujacych atomoéw. W realnych sytuacjach to prowadzi do astronomicznej
liczby stabilnych konfiguracji. Jedyng metoda teoretyczng rozsadzenia, ktéra z tych
konfiguracji moze by¢ ta obserwowana w do$wiadczeniu, jest obliczenie energii
wszystkich tych konfiguracji, a nastgpnie zastosowanie rozkladu Boltzmanna, aby
zobaczy¢ prawdopodobienstwo wystgpienia kazdej z nich. Im nizsza energia tym
wieksze to prawdopodobienstwo. Nie ma wiarygodnego sposobu, aby przewidzie¢
przed obliczeniami, czy energia danej konfiguracji bedzie wysoka czy niska. W ten
sposob teoretyk zderza sie z problemem wielu stabilnych konfiguracji/konformacji
ukladu, ktory w naszym przypadku bedzie uwazany za molekule (,,problem wielu
minimow”).

1. WYROZNIONA ROLA ELEKTROSTATYKI

Oddzialywanie migdzyczasteczkowe w prozni jest wypadkowa wielu wkladow,
z ktorych najistotniejsze to: oddziatywanie elektrostatyczne, odpychanie walen-
cyjne, oddzialywanie indukcyjne i oddzialywanie dyspersyjne. Dwa ostatnie wklady
w praktyce zawsze istnieja, sg znaczne, sg zawsze przycigganiem i przy odpowied-
nim wyborze srodkéw uktadu wspdtrzednych sg tylko w matym stopniu anizotro-
powe. Oddzialywanie elektrostatyczne jest inne. Jest niezerowe tylko, gdy oddzia-
tujace uktady majg niezerowe trwale multipole (dipole, kwadrupole, etc.). W takim
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przypadku jest czesto (cho¢ nie zawsze) oddzialywaniem duzym i, co najwazniejsze,
bardzo anizotropowym. Np. odwrdcenie jednej z molekut o 180° moze da¢ zamiang
przyciggania na odpychanie. To powoduje, Zze nawet w sytuacjach, gdy jest ono
male, oddzialywanie elektrostatyczne decyduje o charakterze powstalej struktury
miedzymolekularnej, cho¢ niekoniecznie o stopniu jej trwatosci (to moze zapewnic¢
np. oddzialywanie dyspersyjne). Rownie wazne, cho¢ z catkiem innego powodu,
jest odpychanie walencyjne, ktére wynika z zakazu Pauliego i ro$nie gwaltownie,
gdy jakas cze$¢ jednej molekuty wchodzi na jakas czes¢ drugiej molekuly (kolizja
w przestrzeni). Widaé z tego ostatniego, ze dopasowanie ksztaltu oddzialujgcych
molekut - jest to podstawa chemii supramolekularnej - moze zapewni¢ nie tylko
odpowiednig ich blisko$¢ i styk na duzej powierzchni, ale takze odpowiednig ich
orientacje. W tej wymuszonej przez odpychanie walencyjne orientacji, oddziatywa-
nie elektrostatyczne moze pomaga¢ (wzmacnia¢ kompleks) lub przeszkadza¢ (osta-
bia¢ kompleks). Najsilniejsze kompleksy powstaja z kooperacyjnego kompromisu
pomiedzy oddzialywaniem elektrostatycznym i odpychaniem walencyjnym.

Energia oddziatywania punktowych dipoli y, i 4, potaczonych wektorem R
opisana jest nastepujacym wzorem, tu podanym w do$¢ nietypowej, ale bardzo uzy-
tecznej formie

Edip—dip = (”Aperp ’ ‘querp - 2‘uApar ’ ”Bpar)/Rs’

gdzie p, ~ oznacza skladowg wektora g, prostopadta do R, a g, oznacza sktadows
wektora g, rownolegta do R.

Rysunek 2b przedstawia energi¢ E, . przy p,= u, = yw jednostkach p?*/R®
(wtedy |E dip- clip|S2) jako funkcje katéw nachylenia dipoli do osi R (6, i 6,, Rys. 2a). Na
pierwszy rzut oka powyzszy wzor wyglada na banalnie prosty. Wydaje mi si¢ jednak,
a nie jestem w tym odosobniony [2], Ze wzor ten jednak informuje nas w sposob
przejrzysty o pewnych waznych, a czasem nawet nieoczekiwanych, cechach oddzia-
tywania dipoli.

Na poczatku rzeczy dobrze znane. Wida¢, ze oddziatywanie jest w wysokim
stopniu anizotropowe, w zaleznosci od orientacji dipoli mamy przycigganie lub
odpychanie. Najsilniejsze przyciaganie dwoch dipoli pojawia sie przy ich wspollinio-
wosci izgodnym ustawieniu: - —>lub «— « (E, . =-2), najsilniejsze odpychanie
zachodzi przy wspotliniowosci i przeciwnym ustawieniu: — <«—lub <—— (E dipedip = 2)-

Mniej znane sg dalsze wnioski z Rysunku 2b. Po pierwsze, ustawienie 1 ¥ lub
4 T to nie minimum energii lecz punkt siodtowy (cho¢ odpowiada mu przyciaga-
nie E, . = -1). Najwazniejsze jednak jest to, ze wychodzac z konfiguracji — —
pewien ruch dipoli, a mianowicie pozwolenie dipolom zachowywa¢ jednakowe,
ale przeciwne odchylenia od t3czacej je osi (6,= -0,) powoduje poruszanie sie
dnem kanionu o niskiej energii. Ten ruch zaczyna si¢ od konfiguracji optymalnej
— —z 0, = -0, = 0 poprzez konfiguracje typu 7 N do punktu siodlowego ™ lub
1 1. Ten kanion jest na poczatku (od strony optymalnych konfiguracji — — oraz
< <) plaski. Dlatego jakiekolwiek dodatkowe (tzn. nieelektrostatyczne) oddzialy-
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wania, dla ktérych optymalne ustawienia sg inne niz — — czy < <— (np. odpycha-
nie walencyjne, dyspersyjne, indukcyjne, obnizenie energii wskutek superpozycji
bazy funkcyjnej, itp.) z tatwoscig wpychaja uklad w ten kanion, bez wielkiej straty
na oddziatywaniu dipol-dipol. Jest wobec tego zrozumiale, ze kat miedzy dipolami
molekut wody w dimerze wody to niemal kat prosty (6,= -6,= 45°), a mimo to jest
to silne oddzialywanie elektrostatyczne dipol-dipol.

linia® ,=8g
dhwa katy -mﬁ
magiczne

Rysunek 2.

Figure 2.

T5%
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Energia oddziatywania dipol-dipol (E,, ,, W jednostkach 1*/R%) jako funkcjakatéw 0, 16, (Rys. a).
Na Rysunku b widac, ze zwigkszanie przeciwnych odchylen od taczacej dipole osi (6, = -0,) powo-
duje poruszanie si¢ dnem kanionu o bardzo niskiej energii. Z kolei zwigkszanie takich wychylen
przy 6, = 6, doprowadza do dwéch katéw magicznych, przy ktérych B = 0.

Dipole-dipole interaction energy (E, . in y*/R’ units) as function of angles 0, and 6, (Fig. a).
Figure b shows, that increasing the angular deviations in the opposite directions from the line
connecting the two dipoles (6, = -6,) means moving along the bottom of a canyon of very low
energy. On the other hand increasing the angular deviations with 6, = 6, leads to two magic angles
at which E 0.

dip-dip
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2. METODA SAMOUZGODNIONEGO POLA ELEKTROSTATYCZNEGO
(SCEF)

Istotna cze$¢ bialek spotykanych w Przyrodzie ma okreslong strukture prze-
strzenng (konformacja natywna), ktérg biatko uzyskuje na koncu czasem do$¢ cza-
sochfonnego procesu zwijania si¢ w srodowisku wodnym podczas i po jego syntezie
w rybosomie. Czas zwijania bialek ma ogromna rozpigtos¢ (od milisekund do lat),
a jest to zawsze bardzo dlugo w skali molekularnej i §wiadczy o zlozonej kinetyce
procesu zwijania. ,,Artykulem wiary” w tej dziedzinie jest, ze konformacja natywna
odpowiada minimum energii swobodnej molekuly bialka, a ta jest okreslona przez
sekwencje aminokwaséw w tym bialku (,hipoteza termodynamiczna® Anfinsena
[3]). W obecnym artykule skoncentrujemy sie¢ na przewidywaniu struktury prze-
strzennej bialka z odpowiadajacej mu sekwencji aminokwaséw. Ten konkretny
problem jest znany jako typowy problem wielu miniméw, przy czym liczba tych
minimow jest astronomiczna.

Wezmy np. oligomer alaniny CH,CO-(Ala),,-NHCH,. Minimum globalne dla
tego ukladu jest znane: to a-helisa. Byloby dobrze, aby minimalizacja energii startu-
jaca z dowolnej konformacji tej molekuly dawata na koncu minimum globalne. Nie-
stety, jakakolwiek metoda minimalizacji postugujaca sie gradientem energii utknie
w najblizszym lokalnym minimum, a tych miniméw jest ok. 10*. To bardzo duza
liczba. Wydaje si¢, ze nic nam nie pomaga w przeszukiwaniu przestrzeni konforma-
cyjnej, bo fancuch biatka zachowuje si¢ troche jak drut kolczasty, ktory zahacza sam
o siebie. Jednak pewna rzecz zwrdcita uwage. Otdz, minimum globalne powstaje
tutaj wskutek mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych. I cho¢ wigzanie wodorowe
proste nie jest (tu nie mialem na mysli jego geometrii) i ma pewne wktady kowalen-
cyjne, to jednak, gdy troche donor protonu oddali¢, to juz praktycznie mamy tylko
elektrostatyke. A w oddzialywaniu miedzyczgsteczkowym elektrostatyka decyduje.
Niewiele da si¢ zrobi¢ wbrew elektrostatyce.

Teoria oddzialywan miedzyczasteczkowych w prozni daje nam pouczajace
informacje dotyczace réwniez oddzialywan wewngtrz pojedynczych molekul. Np.
we wspomnianym oligomerze alaniny w konfiguracji a-helisy mozna zaintereso-
wac sie, jak uktadaja si¢ wzgledem lokalnego wewnatrzmolekularnego pola elek-
trycznego dipole NH i CO wchodzace w sktad sztywnych i plaskich jednostek
-HN-CO- z wigzaniem peptydowym (z tych jednostek zbudowany jest rdzen lan-
cucha bialek). Okazalo sie [4], ze pozycje dipoli wzdluz tancucha sg bardzo bliskie
kierunkowi lokalnego pola elektrycznego: straty energetyczne z powodu odchylenia
wynosity 0,02 kcal/mol dla CO i 0,12 kcal/mol dla NH. Nie bylo tak na koncach
helisy, gdzie od strony N-konca ta strata wynosila 2,24 dla CO, a dla C-konca strata
dla CO wynosita 0,75 kcal/mol. Jesli w konformacji a-helisy zrobiono $wiadomie
bledy lamiace lokalnie a-helis¢ (proby przeprowadzano do czterech bledow), byly
one widoczne przez bardzo silnie zlokalizowane straty energetyczne oddziatywa-
nia dipol-pole w miejscu wprowadzenia btedu. Taki ,,bfad ustawienia dipoli” fatwo
wiec w ten sposdb zlokalizowad, a takze przedstawi¢ mozna diagnoze, jaka zmiana
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konformacyjna jest potrzebna, aby blad usuna¢. Pokazano, ze taka procedura usu-
wania defektow prowadzi do minimum globalnego z pewnych punktéw przestrzeni
konformacyjnej odlegtych od minimum globalnego. Metoda SCEF zostata uzyta do
kierowania procedurg Monte Carlo w metodzie EDMC [5] przewidywania struk-
tury biatek. Do pewnego stopnia mozna to wigc uwaza¢ za metode zastepowania
funkcji optymalizowanej przez funkcje prostsza, zdeformowang (tu nawigzanie do
poprzedniej metody) wynikajaca z elektrostatyki. Niedawno wykonano analiz¢ usta-
wienia dipoli wzdtuz lokalnego pola elektrycznego dla 112 bialek wystepujacych w
Przyrodzie [6]. Badania te potwierdzily nasz wczesniejszy wynik, ze dipole CO i NH
orientuja sie¢ w znacznym stopniu wzdluz pola elektrycznego i to nie tylko w dwéch
najwazniejszych motywach struktury drugorzedowej, a-helisach i S-kartkach, ale
takze w innych elementach strukturalnych biatek (jak np. petle).

3.,DRUGI KOD GENETYCZNY”

Wielkim osiggnieciem wspodlczesnej nauki jest praktyczne pokonanie pro-
blemu przewidywania ksztattu przestrzennego bialek globularnych (zagadnienie
znane jako ,drugi kod genetyczny”), przy ogromnym udziale uczonych polskich:
gltownie Krzysztofa Ginalskiego, Andrzeja Kolinskiego, Janusza Bujnickiego, Leszka
Rychlewskiego. W roku 2004 w konkursie CASP z udzialem ponad 200 laboratoriow
$wiata wyniki byty nastepujace: 1. Ginalski (Polska), 2. Kolinski-Bujnicki (Polska),
3. Baker (USA), 4. Skolnick-Zhang (USA), 5. Genesilico (Polska).

Wiele technik numerycznych prowadzi do tego sukcesu, a wiréd najbardziej
skutecznych sa metody opierajace si¢ na poréwnywaniu sekwencji aminokwasow
w biatku, ktorego strukture chcemy znalez¢, z biatkami, ktérych strukture juz
wyznaczono eksperymentalnie (przewaznie w krysztale). Wadg takiego podejscia
jest przedkladanie skutecznos$ci nad zrozumienie mechanizmu fizycznego oddzia-
tywan. Sa jednak metody oparte w znacznie wigkszym stopniu na fizyce i chemii
oddzialywan. Zakladaja one, ze posta¢ natywna bialka odpowiada konformacji
o0 najnizszej energii i ze rodzina tych konformacji jest oddzielona od innych przez
szerokg przerwe energetyczng [7]. Tak wigc, ,,krajobraz energetyczny” przedstawia-
jacy energie konformacyjng molekuty bialka jest podobny do lejka, co ulatwia zwija-
nie sie bialek (zar6wno w Przyrodzie jak i ...w komputerze). Gdyby stworzy¢ biatko
o przypadkowej sekwencji aminokwas6w, najprawdopodobniej nie mialoby ono tej
przerwy energetycznej, nie bytoby efektu lejka i nie bytoby sposobu na uzyskanie
biatka niezawodnie w jednej natywnej konformacji. To oznacza, ze znajomo$¢ glow-
nych mechanizméw zwijania sie bialek pozwolitaby na zaprojektowanie biatka, ktore
miatoby si¢ niezawodnie zwina¢ do pewnej konformacji. Takie wymaganie w duzym
stopniu spelnia model Kolinskiego [8]. Opiera si¢ on na wprowadzeniu pola sito-
wego czyli uproszczonego wyrazenia na energie konformacji polipeptydu. W tym
celu tancuch polipeptydowy ulega uproszczeniu przez pominigcie na poczatku
wielu szczegdldw atomowych (odpowiada to swoistemu wygtadzaniu powierzchni
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energii). Energia fancucha zawiera zaréwno czlony zapewniajace odpowiedni sto-
pien jego sztywnosci (potencjal krétkozasiegowy) jak i mozliwe oddzialywania
odlegtych wzdluz tancucha, ale bliskich w przestrzeni aminokwaséw. Te ostatnie
oddzialywania uwzgledniane sg przez energetyczne kary i nagrody zgodne z obser-
wowana w $wiatowej bazie danych statystyka kontaktéw aminokwas—aminokwas,
z uwzglednieniem typowych dla bialek oddziatywan ich podstawowych elementéw
strukturalnych (a-helisy i S-kartki). To narzedzie teoretyczne jest stosowane wraz
z metodg Monte Carlo, w ktdrej automatycznie wybierane sg konformacje o energii
pasujacej do zalozonej w symulacji komputerowej temperatury. W praktyce stosuje
sie rownoczesng symulacje Monte Carlo wielu replik uktadu odpowiadajacego roz-
nym temperaturom, z dopuszczeniem wymiany replik migdzy tymi réwnoleglymi
procesami numerycznymi (metoda Monte Carlo with Replica Exchange).

Rysunek 3a pokazuje przewidziang teoretycznie przez Kolinskiego i Bujnickego
strukture biatka poréwnana ze strukturg krystalograficzng (Rys. 3b) podang po tej
predykcji w ramach CASP6 w 2004 roku. Biatko jest jednym z 1877 bialek pewnej
bakterii (Thermotoga maritima) znalezionej w poblizu gorgcych wod podmorskich
zwigzanych z aktywnoscig wulkaniczng. Zastosowany model Kolinskiego i Bujnic-
kiego byl jednym z najefektywniejszych w CASP6.

Rysunek 3. Rysunek a przedstawia teoretycznie przewidywana strukture jednego z biatek bakterii Thermotoga
maritima podang przez Kolinskiego i Bujnickiego, Rysunek b strukture tego samego biatka znale-
ziong metodami rentgenostrukturalnymi. Pozycje atoméw obu struktur réznig si¢ srednio zaled-
wie 02,9 A, co jest uwazane za zgodno$¢ bardzo dobra.

Figure 3. Figure a shows the 3D structure of a protein (of the bacterium Thermotoga maritima) predicted
theoretically by Kolinski and Bujnicki, while Figure b shows the corresponding structure obtained
from X-ray analysis of a crystal. The corresponding atomic positions differ (r.m.s.) by about 2,9 A,
which means a very good agreement.
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4. AUTOKATALIZA KONFORMACYJNA
- JAKO MODEL CHOROBY PRIONOWE]

Model teoretycznego zwijania si¢ bialek moze by¢ zastosowany do sytuacji
niezwyklych. Wyobrazmy sobie bialko z sekwencja aminokwasow specjalnie zapro-
jektowang tak, aby wedlug opisanego modelu niezawodnie zwijalo sie do pewnej
konformacji typu A, ktdra jest jego konformacjg natywng, odpowiadajgcg najnizszej
energii. Jednoczes$nie sekwencja uzyta ma jeszcze inng ceche, a mianowicie moze
tworzy¢ takze konformacje typu B, diametralnie r6znigca si¢ od A. Biatko ma zwija¢
sie do pewnej konformacji natywnej, ale przy agregacji wielu molekut biatka moze
dojs¢ do konkurencji dwdch rodzin konformacji: jednej podobnej do A a drugiej do
B. Gdyby w oddziatywaniu mi¢dzymolekularnym nizszg energie dawato oddziaty-
wanie typu BB tak, ze konformacja A w kontakcie z inng molekulg o konformacji B
zmienialaby sie z AB na BB, to oznaczaloby to mozliwos¢ rozszerzania si¢ ,,choroby
konformacyjne;j”.

Podjeto probe takiego zaprojektowania sekwencji bialka, aby opisana wyzej
sytuacja si¢ wydarzyla [9]. W tym celu w §rodku sekwencji aminokwaséw umiesz-
czone zostaly dwie glicyny, aminokwasy znane z wyjatkowej gietkosci (przyczyna:
podstawnik w glicynie to atom wodoru). To powinno ulatwi¢ tworzenie struktur
zgietych w polowie (typu ,,spinka do wloséw”), pozadanych zaréwno w planowanej
strukturze a-helisy (ona odpowiadalaby wspomnianej konformacji A) jak i formy f3
(ta odpowiadataby B). Dwie dalsze glicyny umieszczono w pozycjach 8 i 25, w miej-
scach ewentualnych zgie¢ w planowanej 3-kartce. Kwasy glutaminowe i lizyny maja
takie rozmieszczenie w sekwencji, ktore umozliwia stabilizacje, o ile struktura jest
a-helikalna (oddzialujg one przez silne mostki solne -NH;... OOC-). Aby zwiek-
szy¢ szanse utworzenia si¢ struktur 3, w sekwencji umieszczono charakterystyczny
dla takich struktur ukiad walin i izoleucyn, ktore silnie si¢ przyciagaja poprzez efekt
hydrofobowy zwigzany ze struktura wody. Struktura wody byla tu uwzgledniana
tylko implicite poprzez potencjaly statystyczne obliczone w obecnosci hydratacji bia-
tek z bazy danych PDB. Dokonujac maltych zmian w sekwencjach bialek i nastepnie
modelujac zwijanie si¢ tych bialek do konformacji typu A, B, AA, AB, BB wybrano
ostatecznie jedng sekwencje:

GVEIAVKGAEVAAKVGGVEIAVKAGEVAAKVG
(G = glycina, V = walina, E = kwas glutaminowy, I = izoleucyna, A = alanina,
K = lizyna).

ktora jako jedyna sposrdd wielu zbadanych wykazala zjawisko autokatalizy konfor-
macyjnej. Pojedyncza molekula tego oligopeptydu w procedurze Monte Carlo osiaga
globalne minimum energetyczne, ktéremu odpowiada dwuhelikalna wigzka (Rys.
4a,b), jesli temperatura symulacji przewyzsza pewna temperatur¢ minimalng. Poni-
zej tej temperatury, obok wspomnianej dwuhelikalnej wigzki, wykazuje stabilnos¢
czteroczlonowa barytka f3, Rys. 4c. Je$li jednak mamy do czynienia z oddziatywa-
niem dwoch czasteczek biatka, i jedna z molekut jest zamrozona w formie barylki
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(z jakichkolwiek powoddw, np. przez chemiczne lub fizyczne wiezy, Rys.4d), a druga
moze si¢ swobodnie zwija¢, wtedy praktycznie zawsze zwija si¢ ona do czteroczlono-
wej barylki 8 silnie oddzialujacej miedzyczasteczkowo z zamrozong czterocztonowg
barytka 5 (Rys. 4e). Dzieje sie tak nawet wtedy, gdy ta druga molekuta jest na starcie
w swojej konformacji natywnej (Rys. 4d), wtedy si¢ rozwinie i ponownie zwinie, ale
do konformacji metastabilnej - barylki . Wykazano réwniez, ze trzecia molekula
biatka, w obecnosci juz zwinietej pary molekul, zwija sie podobnie, tworzac w ten
sposdb stos trzech czterocztonowych barylek 5, uklad o niskiej energii.

a

Rysunek 4. Autokataliza konformacyjna. Rysunek a przedstawia strukture a-helikalnej wigzki biatka o na-
stepujacej sekwencji aminokwasow: GVEIAVKGAEVAAKVGGVEIAVKAGEVAAKVG (G = gly-
cina, V = walina, E = kwas glutaminowy, I = izoleucyna, A = alanina, K = lizyna) pokazang w spo-
sob uproszczony (kazdy aminokwas jest jednym pseudoatomem). Ze struktur podobnych do a) da
sie odtworzy¢ reprezentacj¢ pelnoatomowa (b). Jest to struktura odpowiadajaca minimum global-
nemu dla tego biatka. Rysunek ¢ pokazuje inng konformacje tego samego biatka, o energii wyzszej
niz minimum globalne, ale o sporej stabilnosci (stan metastabilny) wykazujaca strukture barytki
B. Rysunek d pokazuje konfiguracje startowa procedury Monte Carlo przy zamrozonej barylce f3,
za$ Rysunek e wynik koficowy symulacji Monte Carlo.

Figure 4. Conformational autocatalysis. Figure a represents a two a-helix bundle of a protein with the
following amino acid sequence: GVEIAVKGAEVAAKVGGVEIAVKAGEVAAKVG (G = glycine,
V = valine, E = glutamic acid, I = isoleucine, A = alanine, K = lysine). This 3D structure is shown
ina simplified way by representing a single amino acid by a sphere. The all atom representation of
such structures can be recovered, as shown in Figure b for the two a-helix bundle. This structure
corresponds to the global minimum of the protein molecule. In Figure ¢ another conformation
(metastable one) of the same protein is displayed, a  barrel, with a higher energy. In Figure d
the starting configuration for the Monte Carlo procedure is given: the two a-helix bundle together
with a frozen f3 barrel, while Figure e shows the final result: two interacting f3 barrels.
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Rysunek 4. Ciag dalszy
Figure 4. Continuation
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Rysunek 4. Ciag dalszy
Figure 4. Continuation
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Wykazano w ten sposéb tendencje wspomnianego oligomeru do autokatalizy
konformacyjnej, czyli spontanicznego zwijania si¢ molekuly, w obecnosci wyzszej
energetycznie konformacji innej molekuly tego bialka, do takiej samej wyzszej
energetycznie konformacji, z zyskiem energetycznym wynikajacym z oddzialywan
miedzymolekularnych. ,,Zla konformacja” (ta wyzsza energetycznie) samorzutnie
rozprzestrzenia si¢ w ukladzie. Podobne zachowanie wykazuja biatka w groznych
chorobach prionowych.

UWAGI KONCOWE

Podane przyklady pokazujg, ze wspolczesne metody teoretyczne przewidywa-
nia struktury natywnej bialek globularnych radza sobie nawet w dos§¢ skompliko-
wanych sytuacjach. Gtéwna przyczyng powodzenia jest swego rodzaju wygtadzanie
powierzchni energii potencjalnej (cho¢ inne niz to omdwione na poczatku arty-
kutu) poprzez operowanie pseudoatomami reprezentujacymi cate aminokwasy czy,
w przypadku niektérych z nich, jeszcze dodatkowymi pseudoatomami. Do suk-
cesu tych metod przyczynia si¢ takze uzycie metody Monte Carlo Replica Exchange
i wykorzystanie potencjatéw empirycznych opartych na czgstosci wystgpowania par
aminokwas-aminokwas w banku danych strukturalnych Protein Data Bank.
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