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PRZEWIDYWANIE STRUKTURY BIALEK: PODEJSCIE BOLTZMANNOWSKIE
I DARWINOWSKIE

WSTEP

ZnajomoS¢ struktury bialka jest niezbed-
na do pelnego zrozumienia jego funkcji bio-
chemicznej i komorkowej. Struktury biatek
o wysokiej rozdzielczoSci otrzymaé mozna
przy pomocy metod doSwiadczalnych: krysta-
lografii rentgenowskiej i jadrowego rezonan-
su magnetycznego (NMR). Metody te sa jed-
nak czasochtonne i kosztowne oraz wymaga-
ja otrzymania krysztaltbw o wysokiej jakoSci
lub stezonego roztworu biatka, co dla wielu
bialek jest trudne lub wrecz niemozliwe.
Z tego wzgledu, struktury udato sie rozwia-
zac, jak dotad, dla mniej niz 1% biatek o zna-
nych sekwencjach. Dla przykladu — w maju
2005 r. znanych byto okoto 2500000 sekwen-
¢ji i jedynie okoto 22000 struktur o unikal-
nych sekwencjach [aktualne wartoSci mozna
sprawdzi¢ w bazach danych NCBI (BENSON
i wspotaut. 2005) i Protein Data Bank (BER-
MAN i wspotaut. 2000)]. Jezeli wezmie sie do
tego pod uwage, ze rozmiar bazy danych se-
kwencji podwaja si¢ mniej wiecej co 18 mie-
siecy, podczas gdy ilo$¢ znanych struktur po-
dwaja si¢ mniej wiecej co 3 lata, to staje sie
jasne, ze w przewidywalnej przyszioSci nie
uda sie rozwiazac struktur wszystkich bialek,
a olbrzymi rozziew pomiedzy liczba znanych
sekwencji i rozwiazanych struktur bedzie si¢
nadal powickszal.

Ponad 40 lat temu Anfinsen wykazal, ze
cala informacja niezbedna do przyjecia przez
biatko jego struktury natywnej dla danych

warunkow jest zakodowana w jego sekwen-
¢ji aminokwasowej (ANFINSEN i wspoOlaut.
1961). To odkrycie, uhonorowane nagroda
Nobla, stanowi podstawe hipotezy, ze struk-
tura biatka odpowiada globalnemu minimum
energii swobodnej i moze by¢ wyliczona
(wymodelowana) w oparciu o znajomosc
sekwencji i matematyczno-fizyczny model
oddzialywan pomiedzy atomami czastecz-
ki biatka i pomiedzy bialkiem i otoczeniem.
Rozwijajaca si¢ obecnie inicjatywa ,genomiki
strukturalnej” stawia sobie za cel doSwiad-
czalne rozwiazanie struktury jedynie dla naj-
wazniejszych badz dla najbardziej reprezenta-
tywnych biatek. Dla pozostatych biatek, czyli
dla olbrzymiej wiekszoSci, proponuje si¢ za-
stosowanie metod modelowania teoretycz-
nego (BAKER i SALI 2001). Mimo iz zadanie
wiarygodnego i dokladnego teoretycznego
przewidywania struktury biatka na podstawie
znajomosci jego sekwencji pozostaje nieosia-
gnietym ,Swietym Graalem” wspotczesnej na-
uki, ostatnio poczyniono duze postepy, ktore
umozliwiaja budowe uzytecznych modeli teo-
retycznych przynajmniej dla czeSci biatek.

DWIE SZKOLY MODELOWANIA STRUKTURY
BIALKA

Mozna wyrozni¢ dwa podstawowe podej-
Scia do przewidywania struktury bialka, kto-
re polegaja na komputerowym modelowaniu
elementow procesoOw o zupelnie roznej skali
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czasowo-przestrzennej: zwijania si¢ tancucha
polipeptydowego lub ewolucji biatka. Bada-
cze zajmujacy sie¢ problematyka przewidywa-
nia struktury bialka zwykle identyfikuja sie
z jedna z dwoch dyscyplin: fizyka statystycz-
na, przy pomocy ktorej mozna opisywac pro-
ces zmian konformacji i energii swobodnej

biatka w skali ulamkow sekundy (nazywana
jest ona czasem ,szkola Boltzmannowska”)
lub z biologia ewolucyjna, przy pomocy kto-
rej mozna opisywac proces zmian sekwencji
i struktury bialka zachodzacy w przyrodzie
w skali milionow lat (nazywana jest ona cza-
sem ,szkola Darwinowska”) (Ryc. 1).

PODEJSCIE FICZYCZNE — SZKOEA BOLTZMANNOWSKA

Twierdzenie Anfinsena, ze struktura wick-
szoSci biatek jest zdeterminowana wyltacznie
przez ich sekwencj¢ aminokwasowa i odpo-
wiada minimum energii swobodnej ukladu,
w ktorym znajduje si¢ biatko, jest powszech-
nie akceptowane (chociaz znane sa wyjatki
— patrz BAKER i AGARD 1994). Zatem znajo-
moS¢ sekwencji aminokwasowej biatka po-
winna wystarczy¢ do obliczenia konformacji
0 najnizszej energii. Teoretycznie wystarczy
komputerowo wygenerowacé wszystkie mozli-
we konformacje lanicucha polipeptydowego,
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Ryc. 1. "Fizyczne” i ,ewolucyjne” podejScie do
przewidywania struktury biatka.

Dla zadanej sekwencji aminokwasowej, mozna prze-
prowadzi¢ symulacje procesu zwijania si¢ laficu-
cha polipeptydowego z uzyciem modelu oddziaty-
wan fizykochemicznych (szkota ,Boltzmannowska”)
lub symulacje procesu ewolucji w oparciu o znana
strukture spokrewnionego biatka, z uzyciem modelu
dywergentnych zmian sekwencji i struktury (szkota
,Darwinowska”).

nastepnie obliczy¢ energiec swobodna tych
konformacji w ukladzie odpowiadajacym Sro-
dowisku komorki i zidentyfikowac strukture
0 najnizszej energii. Liczba mozliwych kon-
formacji nawet dla biatka o krotkim tancuchu
jest jednak astronomicznie wielka. Juz w la-
tach 70. XX w. Levinthal zauwazyl, ze mo-
delowe biatko o 150 aminokwasach posiada
450 stopni swobody i gdyby chcie¢ oszaco-
wac energi¢ dla konformacji rozniacych si¢
o 1/10 radiana, to nalezatoby przeanalizowac
ok. 103 struktur (KARPLUS 1997). W komor-
ce proces zwijania si¢ biatka, czyli przejScie
od konformacji przypadkowej do SciSle okre-
Slonej formy natywnej, wymaga czasu rzedu
milisekund do sekund i oczywistym jest, ze
biatko nie ,testuje” wszystkich mozliwych
konformacji w poszukiwaniu globalnego mi-
nimum energetycznego, bo proces ten mogl-
by okazac¢ sie dluzszy niz wiek wszechSwia-
ta. Z podobnych wzgledow niemozliwe jest
wiec wygenerowanie wszystkich konforme-
roOw i obliczenie ich energii przy pomocy na-
wet najszybszych superkomputerow Swiata.
Nawet jezeli nie analizuje si¢ wszystkich
konformacji, a jedynie symuluje dynamike
molekularna ukladu, w ktorej explicite ana-
lizuje si¢ oddzialywania wszystkich atomow
bialka i roztworu, to komputerowe symula-
cje, ktore odpowiadaja czasowi rzeczywiste-
mu rzedu mikrosekund, zajmuja w najlep-
szym razie wiele miesiecy. Jest to wciaz co
najmniej tysiac razy za wolno. Aby przyspie-
szyC obliczenia i umozliwi¢ symulacje calego
procesu zwijania si¢ bialka, podejmuje si¢
proby zastosowania uproszczonych modeli
bialek, w ktorych cale grupy atomow trak-
tuje si¢ jako zunifikowane ,pseudoatomy”.
Upraszcza to opis geometrii molekut biatka
i zarazem przyspiesza obliczania energii mo-
delowych struktur. Innym sposobem na przy-
spieszenie obliczen jest dyskretyzacja prze-
strzeni konformacyjnej (np. poprzez umiesz-
czanie atomow lub pseudoatomOw) na we-
zlach trojwymiarowej siatki. Dzieki temu
liczba mozliwych konformacji, cho¢ wciaz



Przewidywanie struktury biatek: podejscie boltzmannowskie i darwinowskie

157

ogromna — staje sie¢ skoficzona. Skoficzo-
na staje si¢ tez liczba mozliwych lokalnych
konfiguracji (wzajemnych orientacji atomow
i pseudoatoméw roznego typu), mozna za-
tem obliczy¢ energie wszystkich mozliwych
typow oddzialywan lokalnych i podczas ana-
lizy poszczegolnych konformacji tylko wczy-
tywac ja, zamiast oblicza¢ za kazdym razem
od nowa (KOLINSKI 2004).

Jednym z najczeSciej uzywanych podejs¢
do przeszukiwania przestrzeni konformacyj-
nej w celu znalezienia globalnego minimum
energetycznego (zarowno w modelach cia-
glych, jak i siatkowych) jest tzw. dynamika
Monte Carlo (MC), polegajaca na wprowadza-
niu losowych zmian we fragmentach struk-
tury i obliczaniu energii nowej konformaciji.
Kroki prowadzace do konformacji o nizszej
energii sa zawsze akceptowane, natomiast
kroki prowadzace do wyzszych temperatur
sa akceptowane lub odrzucane z prawdopo-
dobienstwem wynikajacym z rozkladu Bolt-
zmanna (stad wlasnie nazwa ,szkoty”), a za-
leznym od réznicy energii pomiedzy obydwo-
ma konformacjami i od temperatury, w jakiej
prowadzona jest symulacja. W ten sposob
tancuch biatka jest w stanie pokonywac ba-
riery pomiedzy lokalnymi minimami energe-
tycznymi (z prawdopodobienstwem propor-
cjonalnym do wysokosci bariery), a takze ba-
dac jak gtebokie jest kazde minimum.

Do identyfikacji struktury natywnej (lub
bliskiej do natywnej) niezbedna jest doktad-
na i wiarygodna funkcja oceniajaca energie
swobodna ukfadu. Niestety, nasza umiejet-
noS¢ obliczania energii oddzialywan we-
wnatrz czasteczki biatka i pomiedzy biatkiem
i jego otoczeniem jest wciaz niedoskonata
— jak dotad nie udato si¢ opracowac¢ metody
ab initio, tzn. opierajacej si¢ wylacznie na
prawach fizyki, ktéra poprawnie, dokladnie
i wiarygodnie przewidywalaby natywna kon-
formacje¢ biatka. Stosujac to podejscie, w naj-
lepszym razie udaje si¢ przewidzie¢ struktu-
re peptydow o dlugosci najwyzej kilkunastu
aminokwasow, a i tak rzadko mozna miec
pewnos¢, ze struktura wymodelowana ab

initio jest poprawna. Ze wzgledu na proble-
my ze zdefiniowaniem wystarczajaco doktad-
nej funkcji energii opisujacej oddzialywania
wewnatrz bialka i bialka ze Srodowiskiem,
w wielu metodach symulujacych zwijanie si¢
biatka wprowadzono alternatywne rozwia-
zanie. Zamiast energii ,fizycznej” oblicza sie¢
~pseudoenergie”, czyli potencjal statystyczny
wyprowadzony z analizy czestoSci wystepo-
wania oddzialywan danego typu w uprzed-
nio poznanych strukturach. Wykazano, ze
w wielu zastosowaniach potencjaly staty-
styczne prowadza do jakoSciowo i iloSciowo
podobnych wynikow, co ,ortodoksyjne” po-
tencjaly fizyczne. Co wiecej, niektore typy
oddziatywan, ktorych mechanizm nie jest wy-
starczajaco dobrze zrozumiany (np. efekt hy-
drofobowy), sa zwykle doktadniej modelowa-
ne przez potencjaly statystyczne (LAZARIDIS
i KARPLUS 2000).

Niestety, nawet najlepsze sposrod istnieja-
cych metod przeszukiwania przestrzeni kon-
formacyjnej i potencjalow dowolnego typu
sa, ogolnie rzecz biorac, niezdolne do gene-
rowania wiarygodnych modeli, podobnych
do struktury natywnej biatka. Nawet jezeli
przyjmiemy, ze istniejace funkcje energii sa
w stanie w wielu wypadkach odr6zni¢ kon-
formacje natywna od konformacji nienatyw-
nych, to podczas symulacji zwykle nie udaje
sic wygenerowa¢ konformacji na tyle bli-
skich konformacji natywnej, ze zostalyby one
zidentyfikowane w oparciu o kryterium ener-
getyczne. Prowadzac odpowiednio dlugie sy-
mulacje udaje si¢ zwykle wygenerowac zbior
konformacji (rzedu np. dziesiatek tysiecy
lub wiecej alternatywnych struktur), wsrod
ktorych jedna lub wiecej przypomina kon-
formacje natywna. Jednak nawet dla bardzo
dobrych modeli, ktorych Srednie odchylenie
kwadratowe koordynat od struktury natyw-
nej (RMSD) jest mniejsze od 3 A, ,z punktu
widzenia potencjalu energetycznego” réznica
ta jest na tyle duza, ze inne konformacje (na-
wet zupelnie nie przypominajace konforma-
cji natywnej) moga wykazywaé porOwnywal-
na lub nizsza energie.

PODEJSCIE EWOLUCYJNE — SZKOLA DARWINOWSKA

Badania nad struktura biatek spokrewnio-
nych ewolucyjnie (homologicznych) wykaza-
ly, ze w procesie ewolucji dywergentnej po-
legajacej na nagromadzaniu mutacji (substy-
tucji, insercji, delecji) podobienstwo struktu-
ry maleje znacznie wolniej niz podobienstwo

sekwencji (CHOTHIA i LESK 1986). Znanych
jest wiele biatek wzajemnie homologicznych,
ktore zachowaly uderzajace podobienstwo
strukturalne pomimo niemal catkowitej utra-
ty podobiefistwa sekwencji. Zdarza si¢, ze
w niektorych rodzinach biatek zachowywa-
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na jest struktura i tylko kilka aminokwasow
niezbednych dla funkcji biatka, np. bioracych
udzial w przeprowadzaniu reakcji enzyma-
tycznej. Ogolnie przyjmuje si¢ regule, ze bial-
ka homologiczne zachowuja podobienstwo
struktury w obrebie poszczegolnych domen
strukturalnych; wickszo$¢ zmian konforma-
cyjnych obserwowanych pomiedzy homolo-
gami dotyczy petli i innych elementow na
powierzchni biatka, podczas gdy rdzen zmie-
nia si¢ w bardzo niewielkim stopniu.
Powyzsza regule empiryczna wykorzy-
stano do opracowania podejScia zwanego
,modelowaniem homologicznym”, w ktorym
strukture biatka przewiduje si¢ nie poprzez
symulacje zwijania laficucha (jak w podej-
Sciu fizycznym, ,Boltzmannowskim”), ale po-
przez symulacje procesu ewolucji sekwencji
i struktury. Tak jak podejScie ,Boltzmannow-
skie” opiera si¢ na modelu matematyczno-fi-
zycznym, opisujacym zaleznoSci miedzy kon-
formacja tancucha polipeptydowego i ener-
gia, podejscie ,Darwinowskie” opiera si¢
na modelu opisujacym zaleznoSci pomiedzy
zmianami w sekwencji aminokwasowej i ich
wplywem na zmian¢ lokalnej konformacji
biatka. Kluczowa roznica pomiedzy obydwo-
ma metodami polega na tym, ze ,metoda
Boltzmannowska” usituje przewidzie¢ struk-
ture natywna opierajac si¢ wylacznie na se-
kwencji badanego biatka, podczas gdy ,me-
toda Darwinowska” wymaga dodatkowo zna-
jomoSci struktury innego, spokrewnionego
biatka, ktére moze postuzy¢ jako ,szablon”
do modelowania struktury badanego biatka

o nieznanej strukturze — ,celu” (BYSTROFF
i SHAO 2004).
Proces modelowania struktury biatka

,metoda Darwinowska” mozna z grubsza
podzieli¢ na trzy etapy: (1) identyfikacja
spokrewnionego biatka o znanej strukturze
(szablonu), (2) modelowanie procesu ewo-
lucji sekwencji poprzez przyroOwnanie (ang.
alignment) sekwencji celu i szablonu tak,
aby aminokwasy pochodzace od wspolnego
przodka znalazly sic w parach, a aminokwasy
wstawione i usuniete w procesach insercji
i delecji nie mialy pary, (3) wprowadzenie
substytucji, insercji i delecji aminokwasow
oraz optymalizacja tak powstalego modelu,
zeby ,nowe” aminokwasy nie nachodzily na
siebie i aby oddzialywania miedzy nimi przy-
pominaly oddzialywania znane z innych bia-
tek. Etapy (1) i (2) bardzo czesto lacza sie
w jeden proces polegajacy na przeszukaniu
bazy danych sekwencji (i/lub struktur) i wy-
generowanie przyrownan cel-szablon. Obec-

nie rezygnuje si¢ najczesciej z poroOwnywania
sekwencji parami, poniewaz jest ono bardzo
malo czute i umozliwia identyfikacje tylko
bardzo bliskich homologow. Do identyfikacji
szablonOw i generowania przyroéwnafn uzywa
si¢ metod rozpoznajacych zwoj (ang. fold-re-
cognition, FR), ktore dziela siec na dwie klasy:
wykorzystujace informacje o strukturze trze-
ciorzedowej szablonu (tzw. metody ,przewle-
kania”, ang. threading) lub pomijajace ja i ba-
dajace wylacznie podobienstwo sekwencyjne
(CYMERMAN i wspotaut. 2004).

Pierwsze metody przewlekania uzywaly
potencjalow energetycznych (fizycznych lub
statystycznych, podobnych do tych uzywa-
nych przez ,boltzmannowskie” metody do
zwijania struktury biatka de novo), aby ob-
liczy¢ energie oddzialywania aminokwasow
celu, gdy badana sekwencja dopasowana
jest optymalnie do ,rusztowania”, jakie sta-
nowi struktura szablonu. Praktyka wykazata
jednak, ze takie metody sa mato skuteczne
- tak jak w przypadku metod symulujacych
zwijanie biatka, ocena energii oddzialywan
jest po prostu zbyt niedoskonata. Najlepsze
istniejace obecnie metody wykorzystuja in-
formacje o konserwacji sekwencji zaré6wno
celu jak i kazdego potencjalnego szablonu.
Z reguly wyszukuje si¢ sekwencje biatek bli-
sko spokrewnionych z celem, buduje si¢ dla
nich przyrOwnanie wielosekwencyjne (ang.
multiple alignment), a nast¢pnie oblicza ma-
cierz opisujaca czestoS¢ wystepowania 20
aminokwasOw w poszczegolnych pozycjach
lub ukryty model Markowa (ang. Hidden
Markov Model, HMM), ktory jest innym spo-
sobem na probabilistyczne zakodowanie tej
samej informacji. Nastepnie profil lub HMM
przyrownuje si¢ do profili lub HMM zbudo-
wanych w podobny sposob dla wszystkich
bialek o znanych strukturach i identyfikuje
te z nich, ktore wykazuja najwicksze podo-
bienstwo do celu.

Metody shuzace rozpoznawaniu zwiniecia
bialka sa w stanie poprawnie zidentyfiko-
wac¢ odpowiedni szablon do modelowania
w okoto potowie przypadkéw, gdy sekwen-
cja celu nie wykazuje statystycznie istotnego
podobienstwa do zadnego bialka o znanej
strukturze. Stabym punktem wszystkich tych
metod (zaré6wno opartych o same sekwen-
cje jak i o sekwencje i struktury) jest brak
skutecznej funkcji oceniajacej przyrownania
sekwencji celu i szablonu. Zdarza si¢, ze po-
tencjalny szablon o strukturze podobnej do
prawdziwej struktury biatka-celu istnieje, ale
algorytm nie potrafi poprawnie przyrownac
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sekwengcji celu do tego szablonu albo ocenia
to przyréwnanie gorzej niz dopasowanie do
innych, niepodobnych struktur (blednych
szablonow). W sytuacji, kiedy nie jest si¢
pewnym szablonu lub przyrownania, najlep-
Szym rozwidzaniem jest wygenerowanie mo-
delu petnoatomowego i ocena jego struktury
na poziomie atomowym.

Wygenerowanie pelnoatomowej repre-
zentacji celu polega zazwyczaj na skopiowa-
niu tych elementow szablonu, ktére sa kon-
serwowane w celu oraz dodaniu elementow,
ktore w celu s3g inne niz w szablonie. Kon-
serwowane elementy moga by¢ kopiowane
explicite — wtedy produktem posSrednim jest
niepelny model zbudowany z czeSci wspol-
nej szablonu i celu. Uzupelniany jest on na-
stepnie przez wstawienie segmentéw lancu-
cha odpowiadajacych insercjom i potlacze-
niu koncow powstalych w miejscach delecji
(konformacje tych ,nowych” segmentow
moga by¢ pobrane ze znanych struktur lub
wygenerowane ,de novo”) oraz ustaleniu ro-
tamerow lafncuchow bocznych, ktore ulegly
substytucji — w ten sposob dziata np. SWISS-
-MODEL (SCHWEDE i wspoétaut. 2003). Innym
podejsciem jest wyprowadzenie wiezow
okreslajacych odleglosci pomiedzy atomami
wspolnymi dla celu i szablonu, a nast¢pnie
zwiniecie struktury celu tak, aby zminimali-
zowac naruszenie tych wiczOw a takze ogra-
niczen dotyczacych akceptowalnych wartosci
katow i dlugosSci wiazan, ustalonych poprzez
analize¢ konformacji w znanych strukturach -
w ten sposob dziata MODELLER (SALI i BLUN-
DELL 1993).

Metody ewolucyjne sa w stanie wygene-
rowa¢ modele o wysokiej jakoSci (porowny-
walnej z jakoScia struktur NMR) jezeli po-
dobieistwo sekwencji miedzy celem i sza-
blonem jest bardzo wysokie (identycznos¢
aminokwasow > 50%). Przy obnizajacym si¢
podobienstwie celu i szablonu liczba bledow
w przyroOwnaniu ich sekwencji rosnie lawi-
nowo, co znaczaco obniza doktadno$¢ mode-
Iu. Warto przy tym dodad, ze metody ,czysto
ewolucyjne” z reguly nie sa w stanie wyge-
nerowa¢ modelu, w ktorym konformacja tan-
cucha gléwnego bylby bardziej podobna do
prawdziwej struktury celu, niz konformacja
szablonu. To ograniczenie mozna ominac
(przynajmniej w teorii) poprzez polaczenie
podejscia ewolucyjnego i fizycznego. Za-
zwyczaj polega to na wykorzystaniu metod
ewolucyjnych do identyfikacji najbardziej
prawdopodobnego zwoju, w ramach ktore-
go poszukuje si¢ minimum energetycznego

metodami zawierajacymi przynajmniej ele-
menty podejScia fizycznego. Alternatywnym
podejsciem jest przeszukiwanie przestrzeni
konformacyjnej poprzez skltadanie modelu
celu z fragmentéw znanych struktur, kto-
re poniekad nawiazuje do hipotezy, iz pier-
wotne biatka wyewoluowaly przez asocjacje
krotkich peptydéw (Lupas i wspotaut. 2001,
BUJNICKI 2005).

Bardzo waznym etapem, chol niestety
czesto zaniedbywanym, jest ocena popraw-
noSci modelu. Dostepnych jest wiele me-
tod shuzacych ocenie poprawnosci struktury
biatka, ktore zostaly stworzone na potrzebe
modeli krystalograficznych. Te z nich, ktore
oceniaja na ile model jest ,biatko-podobny”,
tzn. na ile jego cechy odpowiadaja warto-
Sciom typowym dla znanych (i niewatpliwie
poprawnych) struktur, moga by¢ rOwniez
stosowane do analizy modeli teoretycznych.
Metody te najczeSciej analizuja cechy struktu-
ralne, takie jak geometria, stereochemia, nie-
ktore z nich uzywaja rOwniez potencjalow
statystycznych oceniajacych zgodnoS¢ cha-
rakteru fizykochemicznego poszczegolnych
aminokwasu z otoczeniem w jakim zostaly
umieszczone w modelu. Nalezy podkreslic,
ze ocena poprawnosci modelu wylacznie
pod wzgledem parametrOw stereochemicz-
nych (np. popularna w badaniach krystalo-
graficznych analiza wykresu Ramachandrana)
ma raczej niewielki sens dla modeli homolo-
gicznych, bo parametry te sa najczeSciej sko-
piowane z uzytych szablonow strukturalnych
i odzwierciedlaja w wiekszym stopniu jakoS¢
szablonu niz modelu. Na przyklad mozna ta-
two wygenerowac zupetnie btedny model
struktury biatka wykazujacy doskonala ste-
reochemie (np. przez btad w przyrownaniu
sekwencji celu do szablonu), jak i model bli-
ski strukturze natywnej, w ktorym dlugosci
i katy wiazan beda jednak dalekie od ideal-
nych. Znacznie trudniej ,oszukac” jest po-
tencjaly statystyczne, podobne do tych uzy-
wanych przez metody uzywane do zwijania
biatek, ktore w tym przypadku ktada nacisk
na ocene lokalnego Srodowiska (np. czy hy-
drofobowe grupy boczne otoczone sa innymi
grupami hydrofobowymi i czy naladowane
grupy boczne sa eksponowane na zewnatrz
biatka lub sparowane z grupami bocznymi
o przeciwnym ladunku). Nalezy podkreslic,
ze wymienione metody oceniaja jedynie na
ile dany model jest podobny do wczesniej
znanych struktur, ale nie sa w stanie obiek-
tywnie stwierdziC, czy jest on poprawny, czy
btedny. W szczegolnosci, za ,btedne” moga
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zosta¢ uznane miejsca wazne dla funkcji biat-
ka, np. eksponowane na powierzchni amino-
kwasy hydrofobowe biorace udzial w wiaza-
niu innego biatka, lub skupione w jednym
miejscu aminokwasy natadowane ujemnie,
ktore w warunkach fizjologicznych sa zobo-
jetnione przez wiazanie jonow metalu itp.
Problem ten zminimalizowa¢ mozna poprzez
weryfikacje modelu z uzyciem kilku réznych
metod, ktore klada nacisk na rdézne para-
metry strukturalne (SASIN i BUJNICKI 2004).

Najlepszym rozwigzaniem pozostaje jednak
weryfikacja modelu strukturalnego z wuzy-
ciem danych doswiadczalnych, najlepiej ta-
kich, z ktéorych mozna wyprowadzi¢ wiezy
odlegtosciowe (np. modyfikacja chemiczna,
sieciowanie, ewentualnie mutageneza). Aby
weryfikacja miata znaczenie statystyczne, nie-
zbedne jest wygenerowanie alternatywnych
modeli i ocena na ile dany zbior wiezow fa-
woryzuje dany model wzgledem alternatyw-
nych konformacji (YE i wspotaut. 2004).

MARIAZ BOLTZMANNA I DARWINA

Najlepsze modele struktury biatka uzy-
skuje si¢ obecnie metoda ,meta”, czyli przez
uzycie wielu réznych metod i zastosowanie
zasady konsensusu (BUJNICKI i FISCHER 2004).
W praktyce polega to na uzyciu mozliwie du-
zej liczby réznych metod FR do wygenero-
wania alternatywnych przyrownan pomiedzy
sekwencja celu i biatkami o znanych struk-
turach, wsrod ktorych identyfikuje sie naj-
czesSciej wystepujacy zwoj i jeden lub wiecej
najbardziej obiecujacych szablonow. W opar-
ciu o te przyrOwnania buduje si¢ seri¢ alter-
natywnych modeli, ktorych jakos¢ nalezy ko-
niecznie oszacowac, najlepiej przy uzyciu kil-
ku roéznych metod, z naciskiem najpierw na
globalna poprawnos¢ modelu, a nast¢pnie na
,biatkopodobnos¢” lokalnych konformacji. Je-
zeli udaje si¢ zidentyfikowa¢ w miar¢ dobrze
ocenione modele o globalnie podobnych
strukturach, to mozna zatozy¢, ze z duzym
prawdopodobienistwem udato sie odgadnac
zw0j badanego biatka. Na tym etapie model
mozna poprawi¢ na kilka sposobow, m.in.
poprzez lokalne modyfikacje przyrownania
w regionach odpowiadajacym relatywnie ni-
sko ocenionym konformacjom lub poprzez
zastosowanie innej procedury modelowania.
Niekompletny model ,Darwinowski”, np.
taki, w ktorym brakuje koncow lub dlugich
petli na skutek braku odpowiednich struktur
w szablonach, mozna uzupelni¢ przy uzyciu
metod ,Boltzmannowskich”, ktore przepro-
wadzaja lokalne przeszukanie przestrzeni
konformacyjnej dla brakujacych elementow
i identyfikuja takie warianty, ktore wykazuja
optymalna energie oddzialywan z pozostala
czesScia modelu.

Wiele struktur zbudowanych metodami
,2Darwinowskimi” jest wystarczajaco popraw-
nych i dokladnych, aby stanowi¢ dogod-
ny punkt wyjScia do rozwazan dotyczacych

funkcji badanego biatka i moze pomoc np.
w identyfikacji aminokwaséw odpowiedzial-
nych za stabilno$¢ lub oddziatywanie z inny-
mi czasteczkami w komorce. Nalezy jednak
pamieta¢, ze modele optymalne w sensie
ewolucyjnym (zbudowane w oparciu o ideal-
ne przyréwnanie do szablonu) wlasciwie nig-
dy nie sa optymalne w sensie fizycznym, tzn.
nie znajduja si¢ w globalnym minimum ener-
getycznym. Dlatego standardowa minimaliza-
cja energii catego modelu ,Darwinowskiego”
praktycznie zawsze prowadzi do pogorsze-
nia jego jakosci, na skutek wprowadzenia go
w lokalne, a nie globalne minimum energe-
tyczne. Tym niemniej, dobre modele ,Darwi-
nowskie” maja konformacj¢ stosunkowo bli-
ska konformacji natywnej i z tego powodu
moga stuzy¢ jako punkt wyjscia do lokalnego
przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej
metodami ,Boltzmannowskimi”. Niestety, na-
wet po ograniczeniu przestrzeni konforma-
cyjnej do bliskiego sasiedztwa modelu Dar-
winowskiego, liczba mozliwych struktur po-
zostaje zbyt wielka, by mozna bylo obliczy¢
energie dla wszystkich. Z tego wzgledu ostat-
nio intensywnie rozwija si¢ metody przewi-
dywania mozliwych globalnych zmian kon-
formacyjnych w oparciu o analiz¢ plastycz-
noSci biatka — zaré6wno z perspektywy ewo-
lucji (zmiennos$¢ w rodzinie spokrewnionych
biatek), jak i z perspektywy fizyki (naturalne
fluktuacje struktury jak i zmiany zachodzace
pod wplywem wiazania innych czasteczek)
(LEO-MACIAS i wspotaut. 2005). Postep osia-
gniety ostatnio w tej dziedzinie (MISURA i BaA-
KER 2005) daje nadziej¢, ze wkrotce bedzie
mozliwe zwickszenie dokladnoSci zgrubnie
poprawnych modeli ,Darwinowskich” do
poziomu zblizonego do modeli Sredniej roz-
dzielczoSci rozwiazanych metodami krystalo-
graficznymi lub przez NMR.
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Jezeli uda sie osiagnac sukces w, wyda-
waloby sig, tak latwym zadaniu jak poprawia-
nie juz calkiem dobrych modeli ,Darwinow-
skich”, to jest nadzieja, Zze opracowane w tym
celu metody do przeszukiwania przestrzeni
konformacyjnej oraz funkcje energii beda si¢
rowniez nadawaly do wiarygodnego przewi-
dywanie struktury biatka ,ab initio” wylacz-
nie w oparciu o prawa fizyki. Stanowitoby
to od dawna oczekiwany przelom w bada-
niach nad mechanizmami zwijania si¢ bialka

i zapewne umozliwiloby w pelni racjonalna
inzynieri¢ biatek o zupelnie nowych struktu-
rach i funkcjach.

Autor chcialby podziekowaé¢ czlonkom
swojej grupy badawczej za pomocne uwagi
podczas pisania tego artykutu oraz wszystkim
wspolpracownikom za wspotudziat w bada-
niach nad rozwojem i zastosowaniami metod
przewidywania struktury biatek.

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

based on the principles of evolution, in particular
the empirical rule that evolutionarily related (homol-
ogous) proteins usually retain the same three-dimen-
sional fold despite the accumulation of divergent
mutations. Evolution-based methods attempt to map
the sequence of the target protein to the structure
of another protein (a template), model the overall
fold of the target based on that of the template and
infer how the target structures will change due to
substitutions, insertions and deletions, as compared
with the template. This review summarizes the ba-
sics of protein structure prediction by both types of
approaches and discusses the issue of model quality
evaluation.
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