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Stowniczek
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= de novo - od poczatku, na nowo

= ab initio - od poczatku
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= de novo - kategoria metod przewidywania
struktury, w ktorych nie uzywa sie wzorcow

homologicznych struktur z PDB

= ab initio - przewidywanie struktury
wylacznie na podstawie praw fizyki
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Modelowanie ab mmitio
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Ab 1nitio opiera si¢ na hipotezie
Ltermodynamicznego” zwijania bialek
czyh
natywna struktura sekwencji bialkowe;
odpowiada stanowi globalnego minimum
energetveznego
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komorkach trwa zaledwie utamki
| sekundy) korzystajac z praw fizyki
statystyczne]

| PODEJSCIE EWOLUCYJNE —  PODEJSCIE FICZYCZNE —

{  SZKOLA DARWINOWSKA SZKOLA BOLTZMANNOWSKA
{ Rekonstrukcja procesu powstania Modelowanie zwijania biatka

I sekwencji i struktury biatka na ( procesu poszukiwania przez

! drodze ewolucji (przyrodzie zabiera tafhcuch konformacji o najnizsze;
to miliony lat) energll swobodnej, ktory w

I
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Hipoteza Anfinsena

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

,Sekwencja aminokwasowa biatka scisle
determinuje jego strukture przestrzenna,
ktora w danych warunkach fizjologicznych

odpowiada globalnemu minimum energn
swobodnej.”
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OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

Zatem znajomosc sekwencji aminokwasowej bialka
powinna wystarczy¢ do obliczenia konformacji o
najnizszej energii.
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| Struktura natywna zalezy od wielu ezynnikow:
-temperatura

-sila jonowa roztworu
-pH roztworu

| -obecnosc jonow metali, czasteczek organicznych, grup

prostetycznych (np. hemu)
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problemy:

-paradoks Liventhala: liczba konformacji swobodnego

lancucha dazy do nieskonczonosci.
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Paradoks Liventhala

-jeshi liczba mozliwych stopni swobody jednego aminokwasu
wynosilaby 2, to dla lancucha N=150 aminokwasow liczba
mozliwych konformacji wynosi 2150

-jesli czas sprawdzania 1 konformacji wynosi 10- s, to dla takiego
bialka sprawdzenie wszystkich stanow wynosi:

LV ko e

(czas ,zycia” Ziemi = 4.5x10° lat)
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Energia

Biatko

Hiperpowierzchnia energetyczna
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Kinetyczne

stany posrednie
y P Biatko

rozwiniele

rozwiniele

”

~\

Blednie
zwinigte
biatko

Rozluzniona

Struktura globula

natywna

- —_——— —— — - —

——

Q

Zaleznosc energii swobodnej (E) od wspolrzedne;
() opisujacej proces zwijania bialtka za pomoca tzw.

hipotezy lejka.

A - wyidealizowany ksztalt lejka o

gladkiej powierzchni, ktora
moglaby poprowadzi¢ szybko do
minimum

B - przykladowy ksztalt lejka z
calym krajobrazem wzgorz,

pulapek 1 barier energetycznych.

" Ty o 0 a v ¥ T
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Hiperpowierzchnia energetyczna

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

Badania problemy:

-jesli biatko jest niekompletne moze nie osiagnac
stabilnej struktury podobnej do struktury natywne;
rybonukleaza A pozbawiona 4 reszt z C-konca)

-w biatkach wielodomenowych domeny moga zwijac
si¢ niezaleznie od siebie z roznymi predkosciami, a
domeny sa polaczone gietkimi facznikami




't % Nawet krotki fancuch biatkowy teoretycznie moze zwing¢ si¢ na tyle roznych sposobow, ze
| obliczenie ich energii najszybszym wspotczesnym komputerom zajetoby wigcej czasu, niz uptyneto
't od poczatku wszechswiata. -

% Metody oceny energii oddzialywah wewnatrz czasteczki biatka oraz miedzy biatkiem a ii
§{ otoczeniem s niedoskonate - dlatego mozliwa jest sytuacja ze komputer generuje wiasciwg
1 (natywng) konformacje, jednak algorytm oblicza jej energie tak nieprecyzyjnie, ze okazalaby sie !
it wyzsza od energii oszacowanej dla innych (nienatywnych) konformacji i dobry model zostaje
odrzucony. |
I
|

% Dlatego nie udalo si¢ jeszcze opracowaé metody ,,ab initio”, tzn. opierajacej sie wylacznie na |
ii prawach fizyki, ktora poprawnie 1 doktadnie przewidywataby natywna konformacje catego biatka. {;
Udaje sie w najlepszym razie przewidzie¢ strukture peptydow dlugosci kilkudziesigciu f;
it aminokwasow, a 1 tak rzadko mozna miec¢ pewnos¢, ze jest ona zgodna z rzeczywista.

' ¢ Symulacja nawet niewielkich zmian konformacyjnych w czasteczce bialka, ktére w naturze ji
'+ zachodza w ulamku mikrosekundy, wymaga dlugotrwatych obliczen podczas gdy przejscie od i
rozwini¢te] konformacji przypadkowej do globularne; formy, sSciSle okreslonej przez sekwencje
aminokwasow, zajmuje rzeczywistemu biatku od kilku milisekund do kilku minut. ’
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Podejscie fizyczne
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: Rozwigzanie problemu:

: Aby przyspieszy¢ obliczenia 1 umozliwi¢ symulacj¢ catego procesu zwijania, juz od
| lat siedemdziesigtych podejmowano proby zastosowania uproszczonych modeli
bialek, w ktorych unifikuje si¢ grupy atomow (np. tancuchy boczne), traktujac je jako
pojedyncze pseudoatomy.

1. zmniejsza to liczbe oddziatywan, ktore trzeba obliczy¢

2. wygladza tzw. krajobraz energetyczny, ktory opisuje minima 1 maksima w
przestrzeni konformacyjne;j
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stany posrednie I,

U N

stanu U (unfolding) niezwiniety stan N (native) zwiniety-natywny
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/wijanie bialka
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model dyfuzyjno-kolizyjny
lang. diffusion-collision
model)

model nukleacyjny (ang.
nucleation model )

model hydrofobowego
kolapsu (ang. hiydrophobic
collapse model )




model dyfuzyjno-kolizyjny
lang. diffusion-collision
model)

model nukleacyjny (ang.

nucleation model )
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/wijanie bialka
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model hydrofobowego kolapsu
| (ang. hydrophobic collapse model )

-minimalizacja powierzchni hydrofobowej dostepne;

dla rozpuszezalnika

4 -zblizenie polaryzowalnych grup hydrofobowych umozliwia

. powstanie mi¢dzy nimi oddzialywan van der Waalsa

-tym samym ,,weiagniecie” polarnych grup C=0 1 N-H lancucha

glownego staje sie sila spraweza powstania struktur drugorzedowych
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/wijanie bialka
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fdrofobowego kolapsu

Zwij anie biatka

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

dyfuzyj no-zderzeniowo-
sekwencyjny

adhezyny

@%é
£\

L;

Wlelotorowv ukladankl
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-sekwencyjne zwijanie do struktury natywne;
-szybkie zwinig¢cie do rozluznionej globuh

-zwiniecie przy pomocy bialek opiekuneczych

(czaperonow)

OOOOOOOOOOOOOOOOO
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model dyfuzyjno-kolizyjny model nukleacyjny  model hydrofobowego kolapsu
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/wijanie bialka
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Sa dwa zasadnicze powody, dla ktorych pelna znajomosé praw rzadzacych faldowaniem jest tak istotna.

1. Po pierwsze zdobywanie 1 gromadzenie danych o sekwencji jest stosunkowo szybkie, a informacje na
ten temat sa coraz szerzej rozpowszechniane. Z kolei zdobywanie informacji na temat trojwymiarowe;
struktury bialek jest nadal czasochlonne 1 ograniczone tylko do molekul tworzacych regularne
krysztaly (do badan metodami dyfrakcji promieni rentgenowskich) lub wystarczajaco male (do ok. 30
kDa), aby mozliwe bylo okreslenie ich struktury metodami NMR.

\\\\\o
+

OPSYNA >1h

hV R
N

Rodopsyna
500 nm

s om Przemiany rodopsyny po zadzialaniu
Lys296 2 o .
o\\@ © 4 bodzca swietlnego. Pod nazwami
(o]
\P3 . . .
45 ps < izoform sa umieszezone maksima

absorbeji odpowiednie dla kazdej z

Meta lll Glu113 nich, a'na niebiesko . zostial
4865 nm ) AR
przedstawiony czas jaki potrzebny
300s Meta Il jest do przejscia z jednej 1zoformy w 1
380 nm . e s SN drugaé' .
NN Lumi 0@ O Ly
T Metal 497 NM 50 s \Zo
\/ 6 ms 478 nm g




[N R A P LA W T VT

/wijanie bialka
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Sa dwa zasadnicze powody, dla ktorych pelna znajomosé praw rzadzacych faldowaniem jest tak istotna

1. Po pierwsze zdobywanie 1 gromadzenie danych o sekwencji jest stosunkowo szybkie, a informacje na

ten temat sa coraz szerzej rozpowszechniane. Z kolei zdobywanie informacji na temat trojwymiarowe;

struktury bialek jest nadal czasochlonne 1 ograniczone tylko do molekul tworzacych regularne

krysztaly (do badan metodami dyfrakeji promieni rentgenowskich) lub wystarczajaco male (do ok. 30

kDa), aby mozliwe bylo okreslenie ich struktury metodami NMR.

s 11 drugie jesteémy obecnie w stanie syntetyzowaé bialka o dowolnej sekwencji metodami inzynierii

genetycznej, wige synteza np. enzymow o zadanych wlasnosciach katalitycznym jest wyzwaniem, ktore

czeka na zrealizowanie. Aby jednak zadanie to moglo by¢ wykonane musi by¢ spelnionych kilka

warunkow:

SRR S0k s

mozliwos¢ przewidzenia najbardziej stabilnego sfaldowania dla danej sekwencji;

mozliwos¢ zaprojektowania pozadanej struktury;

mozliwos¢ przewidzenia, czy osiagniecie pozadanej struktury jest kinetycznie osiagalne;
mozliwos¢ zaprojektowania precyzyjnych cech wiazan wewnatrz struktury;

mozliwos¢ zaprojektowania precyzyjnych orientacji grup w bialku dla otrzymania jak ‘

najwickszej efektywnosci katalityczne;.

- ' T - 2 % Y - -
~ T L O e o~ o - e W A ¥ N >, - ) v A
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Dlaczego?

® Musza w stanie rozwinietym przekraczac blony
komorkowe

I ® Musza byc elastyczne, aby sprawnie pelnic swoje

funkecje (mp. katalityezne, czy podezas wigzania

| ligandow)

| Moga potrzebowaé przyjmowaé réine ksztalty w
zaleznosci od warunkow w ich otoczeniu

t  ® Moga miec "zaprogramowany' czas "zycia" poprzez
podatnosc na proteolize
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/wijanie bialka
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1 Stan zdenaturowany posiada znaczna swobode konformacyjna. Nie jest zorganizowana
1 ustalona struktura, a poszczegolne segmenty lancucha moga si¢ wzgledem siebie
poruszac, a poszczegolne grupy chemiczne moga rotowac¢ wokol pojedynezych wiazan.
it Mowi si¢ o wysokiej entropii konformacyjnej, ktora okresli¢ mozna jako:

S=tkInW

| adzie: k - stala Boltzmanna, 1/ - liczba dostepnych stanow konformacyjnych

Stan natywny jest konformacyjnie ograniczony, a jego entropia konformacyjna jest
bardzo niska. Jak to si¢ dzieje, iz stan o nizszej entropii jest bardziej preferowany niz
stan o entropii wyzszej?

Otoz "utrata" entropii musi by¢ zrekompensowana przez efekty energetyczne, aby
't spelniony byl podstawowy warunek samorzutnosci procesu:

I AGfdfCZOWczm'a 0 AHfaia’owamd 3 TASfafa’()wamd =l

Dla prawidlowego opisu zjawiska nalezy bra¢ pod uwage nie tylko zmiany funkeji
termodynamicznych samego bialka, ale takze rozpuszezalnika.

Ty o 0 A ¥ T o 4 ¥ T . 3
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Woda 1 biatko

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO AL L L L L ]

. -czasteczki wody scisle zwiazane z
bialkiem stanowia czesc jego

struktury
- atomy we wnetrzu sa upakowane

prawie jak w ciele stalym

-kanaly 1 szczeliny pozwalaja jednak
na ruch atomow 1 zapewniaja
elastycznosc

sjesli w rdzeniu znajduja sie
wieksze przestrzenie, to wypelnione
sa czgsteczkami wody, ktore moga |
oddzialywaé z okolicznymi grupami |;
polarnymi

B vve——————

M—— - - - ' T - 2 % Y - -
. S L ~ T L O e o~ o - e W A ¥ N >, - ) v A




N P P LA W L VR - ———yy Cnat e e —— v P Y AN 4 T R L L A Y P Y T W . . e ves

/wijanie bialka
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Wklad rozpuszezalnika na proces zwijania bialek:

1. Entropia uwolnienia czasteczek wody podczas faldowania: w stanie
zdenaturowanym wystepuje wyeksponowanie hydrofobowych reszt do
rozpuszezalnika.

2. Cieplo wlasciwe rozwijania: rozpuszezalnik ma takze inny wplyw na
proces zwijania/rozwijania lancucha polipeptydowego, a mianowicie
poprzez swoje cieplo wilasciwe Cp (defintowane jako energia
potrzebna do podniesienia temperatury jednego mola substancji o
1K).

Wysoka wartos¢ Cp ma kilka powaznych konsekwencji:
o Entalpia rozwijania zmienia si¢ znaczaco wraz ze zmiana
temperatury
o Entropia rozwijania rosnie wraz z temperatura
Powoduje to wraz ze wzrostem temperatury zmiane¢ znaku przy wartosci ¢
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Modelowanie ab mmitio
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problemy:

-fizyczne podstawy stabilnosci strukturalnej bialek ciagle nie sa w pelni poznane

-sekwencja I-rzedowa moze nie determinowac struktury Ill-rzedowej — czasami
lancuchowi bialka towarzysza czaperony (ang. chaperones) — bialka, ktore maja
zdolnosc do indukowania okreslonej sciezki zwijania innych biatek

-struktura natywna uzalezniona jest od warunkow srodowiska 1 nie zawsze
biologicznie czynne bialko ma strukture preferowana termodynamicznie

-symulacja zwijania si¢ bialka w strukture natywna przy pomocy metod dynamiki
molekularnej nie jest powszechnie stosowane zarowno ze wzgledow teoretycznych

jak 1 praktycznych.

- i u JER WY ~ L al e - ST . o - e o W i Vi A >. A ~ - E T T P
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Modelowanie struktur biatkowych de novo /ab initio
polega na zbudowaniu trojwymiarowego modelu biatka
i ,od zera”.

-Zredukowane modele siatkowe
-Rosetta
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Zredukowana reprezentaqa
struktury biatka
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-uwzglednia sie tylko kilka
pseudoatomow na reszte aminokwasowa

- np. Ca. CP

. N

-ograniczona liczba mozliwych polozen side group

psuedoatomow
-specjalne potencjaly dla pseudoatomow

-problem przejscia od reprezentac)i
zredukowanej do pelnej (atomowej)
Pl Jcenters of “the
-metody czesto laczone z elementami 7 peptide bonds
rozpoznawania ksztaltow

Figure 2. Schematic drawing of the reduced rep-

grupa Andrzeja Kolinskiego biocomp.chem.uw.edu.pl resentation of a fragment of a protein chain.
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Zredukowana reprezentaqa
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dynamika Monte Carlo (MC) - polega na wprowadzaniu
losowych zmian we fragmentach struktury 1 obliczaniu
energii nowej konformacii.

-kroki prowadzace do konformacji o nizszej energii sg zawsze akceptowane
-kroki prowadzace do wyzszych temperatur sg akceptowane lub odrzucane w zaleznosci od
prawdopodobienstwa

- - " ' T - 2 g % Y - -
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Modelowanie ab mmitio
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problemy:

-dokladna 1 wiarygodna tfunkcja oceniajaca energie
swobodna ukladu




Modelowanie ab mmitio
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problemy:

-dokladna 1 wiarygodna tfunkcja oceniajaca energie
swobodna ukladu

-zamiast energii ,fizyczne]” oblicza si¢ ,pseudoenergie”,
czyli potencjal statystyczny wyprowadzony z analizy
czestoscl wystepowania oddzialywan danego typu w
uprzednio poznanych strukturach




OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

metody wykorzystujace oba podejscia
(fizyezne 1 ewolucyjne) do modelowania

1. alternatywne przyrownania pomiedzy sekwencja celu i
biatkami o znanych strukturach
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metody wykorzystujace oba podejscia
(fizyezne 1 ewolucyjne) do modelowania

1. alternatywne przyrownania pomiedzy sekwencja celu i
biatkami o znanych strukturach

2. budowa alternatywnych modeli 1 ocena ich jakosci
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metody wykorzystujace oba podejscia
(fizyezne 1 ewolucyjne) do modelowania

1. alternatywne przyrownania pomiedzy sekwencja celu i
biatkami o znanych strukturach
2. budowa alternatywnych modeli 1 ocena ich jakosci

| 3. poprawa modelu
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metody wykorzystujace oba podejscia
(fizyezne 1 ewolucyjne) do modelowania

1. alternatywne przyrownania pomiedzy sekwencja celu i
biatkami o znanych strukturach

2. budowa alternatywnych modeli 1 ocena ich jakosci

| 3. poprawa modelu

| 4. nickompletny model mozna uzupeic przez lokalne
przeszukiwanie przestrzeni konformacyjne]
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Rosetta
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-Modele budowane sg z krotkich, 9- 1 3-aminokwasowych fragmentow znanych struktur,
tworzacych ,,biblioteke” mozliwych konformac;i.

-Danemu regionowi sekwencji nie jest przyporzadkowywana na state jedna konformacja.

1 -ROSETTA przeprowadza symulacje, w trakcie ktorej 9- lub 3-aminokwasowe odcinki sekwencji
celu przyymuja rozne konformacje w oparciu o model probabilistyczny opisujacy zwigzki migdzy
konformacjg i sekwencjg fragmentow.

symulacji na podstawie lokalnego podobienstwa odcinkéw sekwencji celu 1 przewidywanej
struktury drugorzedowej do sekwencji 1 obserwowanej konformacji fragmentow tworzacych

,,biblioteke™.

|
-Lista konformacji dopuszczalnych dla wszystkich odcinkow sekwencji ustalana jest na poczatku
|
|

it -Fragmenty do budowy modelu pobierane sg z niespokrewnionych struktur, ktoére moga
wykazywac globalnie odmienng architekture.

-Ostateczny model generowany jest przez ROSETTE w oparciu o ocen¢ energii oraz/lub przez
identyfikacje globalnych konformacji, ktore najczesciej powtarzaty si¢ w catej symulacii.
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Mozliwosci programu ROSETTA zostaly wykorzystane w meta-
serwerze ROBETTA, ktory umozliwia konstruowanie modelu

t biatka czesciowo w oparciu o szablon, a czesciowo ,,de novo™.

i ROBETTA automatycznie dzieli sekwencje celu na regiony,
| ktore mozna wymodelowaé w oparciu o szablon i na takie, ktore
nie wykazujg globalnego podobienstwa do zadnej ze znanych
struktur. Czes¢ biatka jest modelowana poprzez ,.tradycyjmng”
homologi¢, natomiast pozostata czgSC jest zwijana poprzez
wstawianie 9— 1 3- aminokwasowych fragmentow.
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Modelowanie ab mmitio
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Wiele struktur zbudowanych metodami ,,Darwinowskimi” jest wystarczajaco
1 poprawnych i1 dokladnych, aby stanowi¢ dogodny punkt wyjscia do rozwazan
¢ dotyczacych funkeji badanego bialka 1 moze pomoc np. w identyfikacji aminokwasow
odpowiedzialnych za stabilnos¢ lub oddzialywanie z innymi czasteczkami w komorce.

Standardowa minimalizacja energii calego modelu ,,Darwinowskiego” praktycznie
zawsze prowadzi do pogorszenia jego jakosci, na skutek wprowadzenia go w lokalne, a
nie globalne minimum energetyczne.

Dobre modele ,,Darwinowskie” maja konformacje stosunkowo bliska konformacji
natywnej 1 z tego powodu moga stuzyc jako punkt wyjscia do lokalnego przeszukiwania
't przestrzeni konformacyjnej metodami ,,Boltzmanowskimi”.

Liczba mozliwych struktur pozostaje zbyt wielka, by mozna bylo obliczy¢ energie dla
wszystkich.
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metody przewidywania mozliwych globalnych zmian
konformacyjnych w oparciu o analize plastycznoSci biatka
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