
Znajomość struktury białka jest niezbęd-
na do pełnego zrozumienia jego funkcji bio-
chemicznej i komórkowej. Struktury białek 
o wysokiej rozdzielczości otrzymać można 
przy pomocy metod doświadczalnych: krysta-
lografii rentgenowskiej i jądrowego rezonan-
su magnetycznego (NMR). Metody te są jed-
nak czasochłonne i kosztowne oraz wymaga-
ją otrzymania kryształów o wysokiej jakości 
lub stężonego roztworu białka, co dla wielu 
białek jest trudne lub wręcz niemożliwe. 
Z tego względu, struktury udało się rozwią-
zać, jak dotąd, dla mniej niż 1% białek o zna-
nych sekwencjach. Dla przykładu — w maju 
2005 r. znanych było około 2500000 sekwen-
cji i jedynie około 22000 struktur o unikal-
nych sekwencjach [aktualne wartości można 
sprawdzić w bazach danych NCBI (BENSON 
i współaut. 2005) i Protein Data Bank (BER-
MAN i współaut. 2000)]. Jeżeli weźmie się do 
tego pod uwagę, że rozmiar bazy danych se-
kwencji podwaja się mniej więcej co 18 mie-
sięcy, podczas gdy ilość znanych struktur po-
dwaja się mniej więcej co 3 lata, to staje się 
jasne, że w przewidywalnej przyszłości nie 
uda się rozwiązać struktur wszystkich białek, 
a olbrzymi rozziew pomiędzy liczbą znanych 
sekwencji i rozwiązanych struktur będzie się 
nadal powiększał. 

Ponad 40 lat temu Anfinsen wykazał, że 
cała informacja niezbędna do przyjęcia przez 
białko jego struktury natywnej dla danych 

warunków jest zakodowana w jego sekwen-
cji aminokwasowej (ANFINSEN i współaut. 
1961). To odkrycie, uhonorowane nagrodą 
Nobla, stanowi podstawę hipotezy, że struk-
tura białka odpowiada globalnemu minimum 
energii swobodnej i może być wyliczona 
(wymodelowana) w oparciu o znajomość 
sekwencji i matematyczno-fizyczny model 
oddziaływań pomiędzy atomami cząstecz-
ki białka i pomiędzy białkiem i otoczeniem. 
Rozwijająca się obecnie inicjatywa „genomiki 
strukturalnej” stawia sobie za cel doświad-
czalne rozwiązanie struktury jedynie dla naj-
ważniejszych bądź dla najbardziej reprezenta-
tywnych białek. Dla pozostałych białek, czyli 
dla olbrzymiej większości, proponuje się za-
stosowanie metod modelowania teoretycz-
nego (BAKER i SALI 2001). Mimo iż zadanie 
wiarygodnego i dokładnego teoretycznego 
przewidywania struktury białka na podstawie 
znajomości jego sekwencji pozostaje nieosią-
gniętym „Świętym Graalem” współczesnej na-
uki, ostatnio poczyniono duże postępy, które 
umożliwiają budowę użytecznych modeli teo-
retycznych przynajmniej dla części białek. 

DWIE SZKOŁY MODELOWANIA STRUKTURY 

BIAŁKA

Można wyróżnić dwa podstawowe podej-
ścia do przewidywania struktury białka, któ-
re polegają na komputerowym modelowaniu 
elementów procesów o zupełnie różnej skali 
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czasowo-przestrzennej: zwijania się łańcucha 
polipeptydowego lub ewolucji białka. Bada-
cze zajmujący się problematyką przewidywa-
nia struktury białka zwykle identyfikują się 
z jedną z dwóch dyscyplin: fizyką statystycz-
ną, przy pomocy której można opisywać pro-
ces zmian konformacji i energii swobodnej 

białka w skali ułamków sekundy (nazywana 
jest ona czasem „szkołą Boltzmannowską”) 
lub z biologią ewolucyjną, przy pomocy któ-
rej można opisywać proces zmian sekwencji 
i struktury białka zachodzący w przyrodzie 
w skali milionów lat (nazywana jest ona cza-
sem „szkołą Darwinowską”) (Ryc. 1). 

PODEJŚCIE FICZYCZNE — SZKOŁA BOLTZMANNOWSKA

Twierdzenie Anfinsena, że struktura więk-
szości białek jest zdeterminowana wyłącznie 
przez ich sekwencję aminokwasową i odpo-
wiada minimum energii swobodnej układu, 
w którym znajduje się białko, jest powszech-
nie akceptowane (chociaż znane są wyjątki 
— patrz BAKER i AGARD 1994). Zatem znajo-
mość sekwencji aminokwasowej białka po-
winna wystarczyć do obliczenia konformacji 
o najniższej energii. Teoretycznie wystarczy 
komputerowo wygenerować wszystkie możli-
we konformacje łańcucha polipeptydowego, 

następnie obliczyć energię swobodną tych 
konformacji w układzie odpowiadającym śro-
dowisku komórki i zidentyfikować strukturę 
o najniższej energii. Liczba możliwych kon-
formacji nawet dla białka o krótkim łańcuchu 
jest jednak astronomicznie wielka. Już w la-
tach 70. XX w. Levinthal zauważył, że mo-
delowe białko o 150 aminokwasach posiada 
450 stopni swobody i gdyby chcieć oszaco-
wać energię dla konformacji różniących się 
o 1/10 radiana, to należałoby przeanalizować 
ok. 10300 struktur (KARPLUS 1997). W komór-
ce proces zwijania się białka, czyli przejście 
od konformacji przypadkowej do ściśle okre-
ślonej formy natywnej, wymaga czasu rzędu 
milisekund do sekund i oczywistym jest, że 
białko nie „testuje” wszystkich możliwych 
konformacji w poszukiwaniu globalnego mi-
nimum energetycznego, bo proces ten mógł-
by okazać się dłuższy niż wiek wszechświa-
ta. Z podobnych względów niemożliwe jest 
więc wygenerowanie wszystkich konforme-
rów i obliczenie ich energii przy pomocy na-
wet najszybszych superkomputerów świata. 

Nawet jeżeli nie analizuje się wszystkich 
konformacji, a jedynie symuluje dynamikę 
molekularną układu, w której explicite ana-
lizuje się oddziaływania wszystkich atomów 
białka i roztworu, to komputerowe symula-
cje, które odpowiadają czasowi rzeczywiste-
mu rzędu mikrosekund, zajmują w najlep-
szym razie wiele miesięcy. Jest to wciąż co 
najmniej tysiąc razy za wolno. Aby przyspie-
szyć obliczenia i umożliwić symulacje całego 
procesu zwijania się białka, podejmuje się 
próby zastosowania uproszczonych modeli 
białek, w których całe grupy atomów trak-
tuje się jako zunifikowane „pseudoatomy”. 
Upraszcza to opis geometrii molekuł białka 
i zarazem przyspiesza obliczania energii mo-
delowych struktur. Innym sposobem na przy-
spieszenie obliczeń jest dyskretyzacja prze-
strzeni konformacyjnej (np. poprzez umiesz-
czanie atomów lub pseudoatomów) na wę-
złach trójwymiarowej siatki. Dzięki temu 
liczba możliwych konformacji, choć wciąż 

Ryc. 1. ”Fizyczne” i „ewolucyjne” podejście do 

przewidywania struktury białka.

Dla zadanej sekwencji aminokwasowej, można prze-

prowadzić symulację procesu zwijania się łańcu-

cha polipeptydowego z użyciem modelu oddziały-

wań fizykochemicznych (szkoła „Boltzmannowska”) 

lub symulację procesu ewolucji w oparciu o znaną 

strukturę spokrewnionego białka, z użyciem modelu 

dywergentnych zmian sekwencji i struktury (szkoła 

„Darwinowska”).
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ogromna — staje się skończona. Skończo-
na staje się też liczba możliwych lokalnych 
konfiguracji (wzajemnych orientacji atomów 
i pseudoatomów różnego typu), można za-
tem obliczyć energię wszystkich możliwych 
typów oddziaływań lokalnych i podczas ana-
lizy poszczególnych konformacji tylko wczy-
tywać ją, zamiast obliczać za każdym razem 
od nowa (KOLINSKI 2004).

Jednym z najczęściej używanych podejść 
do przeszukiwania przestrzeni konformacyj-
nej w celu znalezienia globalnego minimum 
energetycznego (zarówno w modelach cią-
głych, jak i siatkowych) jest tzw. dynamika 
Monte Carlo (MC), polegającą na wprowadza-
niu losowych zmian we fragmentach struk-
tury i obliczaniu energii nowej konformacji. 
Kroki prowadzące do konformacji o niższej 
energii są zawsze akceptowane, natomiast 
kroki prowadzące do wyższych temperatur 
są akceptowane lub odrzucane z prawdopo-
dobieństwem wynikającym z rozkładu Bolt-
zmanna (stąd właśnie nazwa „szkoły”), a za-
leżnym od różnicy energii pomiędzy obydwo-
ma konformacjami i od temperatury, w jakiej 
prowadzona jest symulacja. W ten sposób 
łańcuch białka jest w stanie pokonywać ba-
riery pomiędzy lokalnymi minimami energe-
tycznymi (z prawdopodobieństwem propor-
cjonalnym do wysokości bariery), a także ba-
dać jak głębokie jest każde minimum. 

Do identyfikacji struktury natywnej (lub 
bliskiej do natywnej) niezbędna jest dokład-
na i wiarygodna funkcja oceniająca energię 
swobodną układu. Niestety, nasza umiejęt-
ność obliczania energii oddziaływań we-
wnątrz cząsteczki białka i pomiędzy białkiem 
i jego otoczeniem jest wciąż niedoskonała 
— jak dotąd nie udało się opracować metody 
ab initio, tzn. opierającej się wyłącznie na 
prawach fizyki, która poprawnie, dokładnie 
i wiarygodnie przewidywałaby natywną kon-
formację białka. Stosując to podejście, w naj-
lepszym razie udaje się przewidzieć struktu-
rę peptydów o długości najwyżej kilkunastu 
aminokwasów, a i tak rzadko można mieć 
pewność, że struktura wymodelowana ab 

initio jest poprawna. Ze względu na proble-
my ze zdefiniowaniem wystarczająco dokład-
nej funkcji energii opisującej oddziaływania 
wewnątrz białka i białka ze środowiskiem, 
w wielu metodach symulujących zwijanie się 
białka wprowadzono alternatywne rozwią-
zanie. Zamiast energii „fizycznej” oblicza się 
„pseudoenergię”, czyli potencjał statystyczny 
wyprowadzony z analizy częstości występo-
wania oddziaływań danego typu w uprzed-
nio poznanych strukturach. Wykazano, że 
w wielu zastosowaniach potencjały staty-
styczne prowadzą do jakościowo i ilościowo 
podobnych wyników, co „ortodoksyjne” po-
tencjały fizyczne. Co więcej, niektóre typy 
oddziaływań, których mechanizm nie jest wy-
starczająco dobrze zrozumiany (np. efekt hy-
drofobowy), są zwykle dokładniej modelowa-
ne przez potencjały statystyczne (LAZARIDIS 
i KARPLUS 2000). 

Niestety, nawet najlepsze spośród istnieją-
cych metod przeszukiwania przestrzeni kon-
formacyjnej i potencjałów dowolnego typu 
są, ogólnie rzecz biorąc, niezdolne do gene-
rowania wiarygodnych modeli, podobnych 
do struktury natywnej białka. Nawet jeżeli 
przyjmiemy, że istniejące funkcje energii są 
w stanie w wielu wypadkach odróżnić kon-
formację natywną od konformacji nienatyw-
nych, to podczas symulacji zwykle nie udaje 
się wygenerować konformacji na tyle bli-
skich konformacji natywnej, że zostałyby one 
zidentyfikowane w oparciu o kryterium ener-
getyczne. Prowadząc odpowiednio długie sy-
mulacje udaje się zwykle wygenerować zbiór 
konformacji (rzędu np. dziesiątek tysięcy 
lub więcej alternatywnych struktur), wśród 
których jedna lub więcej przypomina kon-
formację natywną. Jednak nawet dla bardzo 
dobrych modeli, których średnie odchylenie 
kwadratowe koordynat od struktury natyw-
nej (RMSD) jest mniejsze od 3 Å, „z punktu 
widzenia potencjału energetycznego” różnica 
ta jest na tyle duża, że inne konformacje (na-
wet zupełnie nie przypominające konforma-
cji natywnej) mogą wykazywać porównywal-
ną lub niższą energię.

PODEJŚCIE EWOLUCYJNE — SZKOŁA DARWINOWSKA

Badania nad strukturą białek spokrewnio-
nych ewolucyjnie (homologicznych) wykaza-
ły, że w procesie ewolucji dywergentnej po-
legającej na nagromadzaniu mutacji (substy-
tucji, insercji, delecji) podobieństwo struktu-
ry maleje znacznie wolniej niż podobieństwo 

sekwencji (CHOTHIA i LESK 1986). Znanych 
jest wiele białek wzajemnie homologicznych, 
które zachowały uderzające podobieństwo 
strukturalne pomimo niemal całkowitej utra-
ty podobieństwa sekwencji. Zdarza się, że 
w niektórych rodzinach białek zachowywa-
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na jest struktura i tylko kilka aminokwasów 
niezbędnych dla funkcji białka, np. biorących 
udział w przeprowadzaniu reakcji enzyma-
tycznej. Ogólnie przyjmuje się regułę, że biał-
ka homologiczne zachowują podobieństwo 
struktury w obrębie poszczególnych domen 
strukturalnych; większość zmian konforma-
cyjnych obserwowanych pomiędzy homolo-
gami dotyczy pętli i innych elementów na 
powierzchni białka, podczas gdy rdzeń zmie-
nia się w bardzo niewielkim stopniu.

Powyższą regułę empiryczną wykorzy-
stano do opracowania podejścia zwanego 
„modelowaniem homologicznym”, w którym 
strukturę białka przewiduje się nie poprzez 
symulacje zwijania łańcucha (jak w podej-
ściu fizycznym, „Boltzmannowskim”), ale po-
przez symulację procesu ewolucji sekwencji 
i struktury. Tak jak podejście „Boltzmannow-
skie” opiera się na modelu matematyczno-fi-
zycznym, opisującym zależności między kon-
formacją łańcucha polipeptydowego i ener-
gią, podejście „Darwinowskie” opiera się 
na modelu opisującym zależności pomiędzy 
zmianami w sekwencji aminokwasowej i ich 
wpływem na zmianę lokalnej konformacji 
białka. Kluczowa różnica pomiędzy obydwo-
ma metodami polega na tym, że „metoda 
Boltzmannowska” usiłuje przewidzieć struk-
turę natywną opierając się wyłącznie na se-
kwencji badanego białka, podczas gdy „me-
toda Darwinowska” wymaga dodatkowo zna-
jomości struktury innego, spokrewnionego 
białka, które może posłużyć jako „szablon” 
do modelowania struktury badanego białka 
o nieznanej strukturze — „celu” (BYSTROFF 
i SHAO 2004). 

Proces modelowania struktury białka 
„metodą Darwinowską” można z grubsza 
podzielić na trzy etapy: (1) identyfikacja 
spokrewnionego białka o znanej strukturze 
(szablonu), (2) modelowanie procesu ewo-
lucji sekwencji poprzez przyrównanie (ang. 
alignment) sekwencji celu i szablonu tak, 
aby aminokwasy pochodzące od wspólnego 
przodka znalazły się w parach, a aminokwasy 
wstawione i usunięte w procesach insercji 
i delecji nie miały pary, (3) wprowadzenie 
substytucji, insercji i delecji aminokwasów 
oraz optymalizacja tak powstałego modelu, 
żeby „nowe” aminokwasy nie nachodziły na 
siebie i aby oddziaływania między nimi przy-
pominały oddziaływania znane z innych bia-
łek. Etapy (1) i (2) bardzo często łączą się 
w jeden proces polegający na przeszukaniu 
bazy danych sekwencji (i/lub struktur) i wy-
generowanie przyrównań cel-szablon. Obec-

nie rezygnuje się najczęściej z porównywania 
sekwencji parami, ponieważ jest ono bardzo 
mało czułe i umożliwia identyfikację tylko 
bardzo bliskich homologów. Do identyfikacji 
szablonów i generowania przyrównań używa 
się metod rozpoznających zwój (ang. fold-re-
cognition, FR), które dzielą się na dwie klasy: 
wykorzystujące informacje o strukturze trze-
ciorzędowej szablonu (tzw. metody „przewle-
kania”, ang. threading) lub pomijające ją i ba-
dające wyłącznie podobieństwo sekwencyjne 
(CYMERMAN i współaut. 2004). 

Pierwsze metody przewlekania używały 
potencjałów energetycznych (fizycznych lub 
statystycznych, podobnych do tych używa-
nych przez „boltzmannowskie” metody do 
zwijania struktury białka de novo), aby ob-
liczyć energię oddziaływania aminokwasów 
celu, gdy badana sekwencja dopasowana 
jest optymalnie do „rusztowania”, jakie sta-
nowi struktura szablonu. Praktyka wykazała 
jednak, że takie metody są mało skuteczne 
– tak jak w przypadku metod symulujących 
zwijanie białka, ocena energii oddziaływań 
jest po prostu zbyt niedoskonała. Najlepsze 
istniejące obecnie metody wykorzystują in-
formacje o konserwacji sekwencji zarówno 
celu jak i każdego potencjalnego szablonu. 
Z reguły wyszukuje się sekwencje białek bli-
sko spokrewnionych z celem, buduje się dla 
nich przyrównanie wielosekwencyjne (ang. 
multiple alignment), a następnie oblicza ma-
cierz opisującą częstość występowania 20 
aminokwasów w poszczególnych pozycjach 
lub ukryty model Markowa (ang. Hidden 
Markov Model, HMM), który jest innym spo-
sobem na probabilistyczne zakodowanie tej 
samej informacji. Następnie profil lub HMM 
przyrównuje się do profili lub HMM zbudo-
wanych w podobny sposób dla wszystkich 
białek o znanych strukturach i identyfikuje 
te z nich, które wykazują największe podo-
bieństwo do celu. 

Metody służące rozpoznawaniu zwinięcia 
białka są w stanie poprawnie zidentyfiko-
wać odpowiedni szablon do modelowania 
w około połowie przypadków, gdy sekwen-
cja celu nie wykazuje statystycznie istotnego 
podobieństwa do żadnego białka o znanej 
strukturze. Słabym punktem wszystkich tych 
metod (zarówno opartych o same sekwen-
cje jak i o sekwencje i struktury) jest brak 
skutecznej funkcji oceniającej przyrównania 
sekwencji celu i szablonu. Zdarza się, że po-
tencjalny szablon o strukturze podobnej do 
prawdziwej struktury białka-celu istnieje, ale 
algorytm nie potrafi poprawnie przyrównać 
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sekwencji celu do tego szablonu albo ocenia 
to przyrównanie gorzej niż dopasowanie do 
innych, niepodobnych struktur (błędnych 
szablonów). W sytuacji, kiedy nie jest się 
pewnym szablonu lub przyrównania, najlep-
szym rozwiązaniem jest wygenerowanie mo-
delu pełnoatomowego i ocena jego struktury 
na poziomie atomowym.

Wygenerowanie pełnoatomowej repre-
zentacji celu polega zazwyczaj na skopiowa-
niu tych elementów szablonu, które są kon-
serwowane w celu oraz dodaniu elementów, 
które w celu są inne niż w szablonie. Kon-
serwowane elementy mogą być kopiowane 
explicite — wtedy produktem pośrednim jest 
niepełny model zbudowany z części wspól-
nej szablonu i celu. Uzupełniany jest on na-
stępnie przez wstawienie segmentów łańcu-
cha odpowiadających insercjom i połącze-
niu końców powstałych w miejscach delecji 
(konformacje tych „nowych” segmentów 
mogą być pobrane ze znanych struktur lub 
wygenerowane „de novo”) oraz ustaleniu ro-
tamerów łańcuchów bocznych, które uległy 
substytucji — w ten sposób działa np. SWISS-
-MODEL (SCHWEDE i współaut. 2003). Innym 
podejściem jest wyprowadzenie więzów 
określających odległości pomiędzy atomami 
wspólnymi dla celu i szablonu, a następnie 
zwinięcie struktury celu tak, aby zminimali-
zować naruszenie tych więzów a także ogra-
niczeń dotyczących akceptowalnych wartości 
kątów i długości wiązań, ustalonych poprzez 
analizę konformacji w znanych strukturach - 
w ten sposób działa MODELLER (SALI i BLUN-
DELL 1993). 

Metody ewolucyjne są w stanie wygene-
rować modele o wysokiej jakości (porówny-
walnej z jakością struktur NMR) jeżeli po-
dobieństwo sekwencji między celem i sza-
blonem jest bardzo wysokie (identyczność 
aminokwasów > 50%). Przy obniżającym się 
podobieństwie celu i szablonu liczba błędów 
w przyrównaniu ich sekwencji rośnie lawi-
nowo, co znacząco obniża dokładność mode-
lu. Warto przy tym dodać, że metody „czysto 
ewolucyjne” z reguły nie są w stanie wyge-
nerować modelu, w którym konformacja łań-
cucha głównego byłby bardziej podobna do 
prawdziwej struktury celu, niż konformacja 
szablonu. To ograniczenie można ominąć 
(przynajmniej w teorii) poprzez połączenie 
podejścia ewolucyjnego i fizycznego. Za-
zwyczaj polega to na wykorzystaniu metod 
ewolucyjnych do identyfikacji najbardziej 
prawdopodobnego zwoju, w ramach które-
go poszukuje się minimum energetycznego 

metodami zawierającymi przynajmniej ele-
menty podejścia fizycznego. Alternatywnym 
podejściem jest przeszukiwanie przestrzeni 
konformacyjnej poprzez składanie modelu 
celu z fragmentów znanych struktur, któ-
re poniekąd nawiązuje do hipotezy, iż pier-
wotne białka wyewoluowały przez asocjację 
krótkich peptydów (LUPAS i współaut. 2001, 
BUJNICKI 2005). 

Bardzo ważnym etapem, choć niestety 
często zaniedbywanym, jest ocena popraw-
ności modelu. Dostępnych jest wiele me-
tod służących ocenie poprawności struktury 
białka, które zostały stworzone na potrzebę 
modeli krystalograficznych. Te z nich, które 
oceniają na ile model jest „białko-podobny”, 
tzn. na ile jego cechy odpowiadają warto-
ściom typowym dla znanych (i niewątpliwie 
poprawnych) struktur, mogą być również 
stosowane do analizy modeli teoretycznych. 
Metody te najczęściej analizują cechy struktu-
ralne, takie jak geometria, stereochemia, nie-
które z nich używają również potencjałów 
statystycznych oceniających zgodność cha-
rakteru fizykochemicznego poszczególnych 
aminokwasu z otoczeniem w jakim zostały 
umieszczone w modelu. Należy podkreślić, 
że ocena poprawności modelu wyłącznie 
pod względem parametrów stereochemicz-
nych (np. popularna w badaniach krystalo-
graficznych analiza wykresu Ramachandrana) 
ma raczej niewielki sens dla modeli homolo-
gicznych, bo parametry te są najczęściej sko-
piowane z użytych szablonów strukturalnych 
i odzwierciedlają w większym stopniu jakość 
szablonu niż modelu. Na przykład można ła-
two wygenerować zupełnie błędny model 
struktury białka wykazujący doskonałą ste-
reochemię (np. przez błąd w przyrównaniu 
sekwencji celu do szablonu), jak i model bli-
ski strukturze natywnej, w którym długości 
i kąty wiązań będą jednak dalekie od ideal-
nych. Znacznie trudniej „oszukać” jest po-
tencjały statystyczne, podobne do tych uży-
wanych przez metody używane do zwijania 
białek, które w tym przypadku kładą nacisk 
na ocenę lokalnego środowiska (np. czy hy-
drofobowe grupy boczne otoczone są innymi 
grupami hydrofobowymi i czy naładowane 
grupy boczne są eksponowane na zewnątrz 
białka lub sparowane z grupami bocznymi 
o przeciwnym ładunku). Należy podkreślić, 
że wymienione metody oceniają jedynie na 
ile dany model jest podobny do wcześniej 
znanych struktur, ale nie są w stanie obiek-
tywnie stwierdzić, czy jest on poprawny, czy 
błędny. W szczególności, za „błędne” mogą 
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zostać uznane miejsca ważne dla funkcji biał-
ka, np. eksponowane na powierzchni amino-
kwasy hydrofobowe biorące udział w wiąza-
niu innego białka, lub skupione w jednym 
miejscu aminokwasy naładowane ujemnie, 
które w warunkach fizjologicznych są zobo-
jętnione przez wiązanie jonów metalu itp. 
Problem ten zminimalizować można poprzez 
weryfikację modelu z użyciem kilku różnych 
metod, które kładą nacisk na różne para-
metry strukturalne (SASIN i BUJNICKI 2004). 

Najlepszym rozwiązaniem pozostaje jednak 
weryfikacja modelu strukturalnego z uży-
ciem danych doświadczalnych, najlepiej ta-
kich, z których można wyprowadzić więzy 
odległościowe (np. modyfikacja chemiczna, 
sieciowanie, ewentualnie mutageneza). Aby 
weryfikacja miała znaczenie statystyczne, nie-
zbędne jest wygenerowanie alternatywnych 
modeli i ocena na ile dany zbiór więzów fa-
woryzuje dany model względem alternatyw-
nych konformacji (YE i współaut. 2004).

MARIAŻ BOLTZMANNA I DARWINA

Najlepsze modele struktury białka uzy-
skuje się obecnie metodą „meta”, czyli przez 
użycie wielu różnych metod i zastosowanie 
zasady konsensusu (BUJNICKI i FISCHER 2004). 
W praktyce polega to na użyciu możliwie du-
żej liczby różnych metod FR do wygenero-
wania alternatywnych przyrównań pomiędzy 
sekwencją celu i białkami o znanych struk-
turach, wśród których identyfikuje się naj-
częściej występujący zwój i jeden lub więcej 
najbardziej obiecujących szablonów. W opar-
ciu o te przyrównania buduje się serię alter-
natywnych modeli, których jakość należy ko-
niecznie oszacować, najlepiej przy użyciu kil-
ku różnych metod, z naciskiem najpierw na 
globalną poprawność modelu, a następnie na 
„białkopodobność” lokalnych konformacji. Je-
żeli udaje się zidentyfikować w miarę dobrze 
ocenione modele o globalnie podobnych 
strukturach, to można założyć, że z dużym 
prawdopodobieństwem udało się odgadnąć 
zwój badanego białka. Na tym etapie model 
można poprawić na kilka sposobów, m.in. 
poprzez lokalne modyfikacje przyrównania 
w regionach odpowiadającym relatywnie ni-
sko ocenionym konformacjom lub poprzez 
zastosowanie innej procedury modelowania. 
Niekompletny model „Darwinowski”, np. 
taki, w którym brakuje końców lub długich 
pętli na skutek braku odpowiednich struktur 
w szablonach, można uzupełnić przy użyciu 
metod „Boltzmannowskich”, które przepro-
wadzają lokalne przeszukanie przestrzeni 
konformacyjnej dla brakujących elementów 
i identyfikują takie warianty, które wykazują 
optymalną energię oddziaływań z pozostałą 
częścią modelu.

Wiele struktur zbudowanych metodami 
„Darwinowskimi” jest wystarczająco popraw-
nych i dokładnych, aby stanowić dogod-
ny punkt wyjścia do rozważań dotyczących 

funkcji badanego białka i może pomóc np. 
w identyfikacji aminokwasów odpowiedzial-
nych za stabilność lub oddziaływanie z inny-
mi cząsteczkami w komórce. Należy jednak 
pamiętać, że modele optymalne w sensie 
ewolucyjnym (zbudowane w oparciu o ideal-
ne przyrównanie do szablonu) właściwie nig-
dy nie są optymalne w sensie fizycznym, tzn. 
nie znajdują się w globalnym minimum ener-
getycznym. Dlatego standardowa minimaliza-
cja energii całego modelu „Darwinowskiego” 
praktycznie zawsze prowadzi do pogorsze-
nia jego jakości, na skutek wprowadzenia go 
w lokalne, a nie globalne minimum energe-
tyczne. Tym niemniej, dobre modele „Darwi-
nowskie” mają konformację stosunkowo bli-
ską konformacji natywnej i z tego powodu 
mogą służyć jako punkt wyjścia do lokalnego 
przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej 
metodami „Boltzmannowskimi”. Niestety, na-
wet po ograniczeniu przestrzeni konforma-
cyjnej do bliskiego sąsiedztwa modelu Dar-
winowskiego, liczba możliwych struktur po-
zostaje zbyt wielka, by można było obliczyć 
energię dla wszystkich. Z tego względu ostat-
nio intensywnie rozwija się metody przewi-
dywania możliwych globalnych zmian kon-
formacyjnych w oparciu o analizę plastycz-
ności białka — zarówno z perspektywy ewo-
lucji (zmienność w rodzinie spokrewnionych 
białek), jak i z perspektywy fizyki (naturalne 
fluktuacje struktury jak i zmiany zachodzące 
pod wpływem wiązania innych cząsteczek) 
(LEO-MACIAS i współaut. 2005). Postęp osią-
gnięty ostatnio w tej dziedzinie (MISURA i BA-
KER 2005) daje nadzieję, że wkrótce będzie 
możliwe zwiększenie dokładności zgrubnie 
poprawnych modeli „Darwinowskich” do 
poziomu zbliżonego do modeli średniej roz-
dzielczości rozwiązanych metodami krystalo-
graficznymi lub przez NMR. 
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Jeżeli uda się osiągnąć sukces w, wyda-
wałoby się, tak łatwym zadaniu jak poprawia-
nie już całkiem dobrych modeli „Darwinow-
skich”, to jest nadzieja, że opracowane w tym 
celu metody do przeszukiwania przestrzeni 
konformacyjnej oraz funkcje energii będą się 
również nadawały do wiarygodnego przewi-
dywanie struktury białka „ab initio” wyłącz-
nie w oparciu o prawa fizyki. Stanowiłoby 
to od dawna oczekiwany przełom w bada-
niach nad mechanizmami zwijania się białka 

i zapewne umożliwiłoby w pełni racjonalną 
inżynierię białek o zupełnie nowych struktu-
rach i funkcjach.

Autor chciałby podziękować członkom 
swojej grupy badawczej za pomocne uwagi 
podczas pisania tego artykułu oraz wszystkim 
współpracownikom za współudział w bada-
niach nad rozwojem i zastosowaniami metod 
przewidywania struktury białek. 

PROTEIN STRUCTURE PREDICTION: BOLTZMANNIAN AND DARWINIAN APPROACHES

Summary

Efforts to solve the problem of protein folding  
have been traditionally rooted in two schools of 
thought named „Boltzmannian” and „Darwinian”, af-
ter the scientists who defined the fundamental prin-
ciples of statistical thermodynamics and evolutionary 
biology, respectively. One approach to protein struc-
ture prediction is based on the principles of physics, 
e.g. on the thermodynamic hypothesis, according to 
which the native structure of a protein corresponds 
to the global minimum of its free energy under giv-
en conditions. Accordingly, the physics-based meth-
ods model the process of protein folding by simu-
lating the conformational changes and searching for 
the free energy minimum. The other approach is 
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