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Povzetek

V seminarju bomo na kratko opredelili zapleteno strukturo proteinov in predstavili fizikalni pristop, s
katerim jo lahko napovedujemo iz AK zaporedja. Prikazali bomo pojmovna razlika med proteini in
naklju¢nimi polipeptidi, ki so prav tako sestavljenih iz zaporedij AK, in razlozeno dejstvo, da so
proteini evolucijsko izbrane polipeptidne sekvence. Predstavili bomo osnove statisti¢cne mehanike
proteinskih makromolekul in gonilne sile zvijanja proteinov. Elektrostatsko komponento proste
energije solvatacije bomo opisali z analiticnim posplosenim Bornovim modelom. Predstavili bomo
tudi teorijo posploSenega molekularnega polja (GMFA), najprej splosno, nato Se aplicirano na opis
hidrofobnega efekta, tako na molekularni kot tudi na mezo in makroskopski skali. V zadnjem odseku
strnemo nekaj ugotovitev racunalniskih simulacij o prispevkih posameznih tipov interakcij k prosti
energiji zvijanja in stabilnosti nativnega stanja. V dodatku izpeljemo Yvon-Born-Green formalizem
tekocin, ki je osnova za GMFA teorijo.
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1. Uvod

Proteini so bioloSske makromolekule, ki jih najdemo v vseh Zivih bitjih. Od vseh skupin bioloskih
molekul (ogljikovih hidratov, lipidov nukleinskih kislin) so proteini najbolj raznolika skupina. Kljub
temu da so sestavljeni iz skromnega nabora osnovnih gradnikov (aminokislin), izkazujejo osupljivo
sposobnost tvorbe razli¢nih struktur z visoko specifi¢nimi kataliticnimi mesti na povrsini. Posledi¢no
proteini na razli¢nih fizioloskih nivojih izvajajo vse zahtevne in zapletene procese v zivih bitjih.

1.1 Zgradba, struktura in nativno stanje

Kljub strukturni raznolikosti so proteini s kemijskega staliS¢a homogena skupina. So linearni
heteropolimeri, sestavljeni in aminokislin (AK). Aminokisline so sestavljene iz centralnega a-C atoma,
na katerega so vezane kisla karboksilna skupina (-COOH), bazi¢na amino skupina (-NH) in kisla,
bazi¢na ali nevtralna stranska veriga (-Rs). V fizioloskih pogojih sta tako amino kot tudi karboksilna
skupina ionizirani (slika 1).
a agljik
J vodik
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& e
o splodna
skupina

Slika 1: Splosna struktura L- (na sliki levo) in D- (na sliki desno) aminokislin in legenda posameznih vrst atomov.

Ce stranska veriga -Rs ni enaka kateri od ostalih treh (kot pri glicinu, kjer je -R«=H), pravimo, da je a-C
atom asimetricen in sta mozni dve konfiguraciji, L in D (glej sliko 1). Z izjemo dolocenih eksoti¢nih
organizmov so proteini v zivih bitjih sestavljeni le iz L-aminokislin. Vzrok za to do danes ni znan.
Genetski kod zivih bitij kodira 20 razliénih aminokislin. Aminokisline se preko peptidnih vezi
povezujejo v polipeptidne verige. Nastanek dipeptida je prikazan na sliki 2.

Slika 2: Nastanek dipeptida.
Kot je razvidno iz naslova, nas zanima predvsem zvijanje proteinov, ¢emur se bomo podrobneje
posvetili v nadaljevanju, kjer bomo s pojmom protein oznacevali polipeptidno verigo iz L-aminokislin
brez posttranslacijskih modifikacij, ki bo locirana v ¢isti vodi. Kovalentna struktura (AK zaporedje) in
stereoizomerija (vse AK so L- in konfiguracije na asimetri¢nih centrih v stranskih verigah dolocene)

sta doloceni, kar je pri manjsih rigidnih molekulah Ze dovolj za dolocitev tridimenzionalne strukture.
Polimeri, Se posebej pa proteini, imajo prostostne stopnje, ki jim pravimo, da so mehke (soft-mode), saj
majhne spremembe energije povzrocijo drasticne spremembe v pozicijah atomov in funkcionalnih
skupin. Taka spremenljivka so dihedralni koti (slika 3- levo), ki opisujejo rotacije okoli enojnih vezi. V
proteinih so nekateri mehki dihedralni koti locirani na stranskih verigah. Sprememba teh kotov
spremeni strukturo le lokalno, medtem ko lahko sprememba dihedralnih kotov v polipeptidni verigi
drasticno spremeni relativne pozicije velikega Stevila parov atomov, zato jim moramo posvetiti
posebno pozornost.
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Slika 3: (levo): Tipi¢na definicija notranjih koordinat: r21 je dolzina vezi med atomoma 2 in 1 (odvisna od vrste atomov 2 in 1 in
njihovih bliZjih sosedov), 0321 je kot med vezema (2,1) in (3,2) in lahko zavzema vrednosti od 0 do 180°, {4321 je dihedralni kot, ki
opisuje rotacijo okoli vezi (3,2); definiran je kot kot med ravnino, ki vsebuje atome 1,2 in 3, ter ravnino ki vsebuje atome 2,3 in 4
in lahko zavzema vrednosti med -180° in 180°. (desno): Delokalizacija elektronskega para v peptidni vezi.

Enojne vezi med atomi so naceloma (razen ce so prisotne stericne ovire) prosto vrtljive. Peptidna vez
pa ima zaradi resonance delni karakter dvojne vezi, saj je elektronski par delokaliziran med C'-O in C'-
N vezema (glej sliko 3- desno ter sliko 4). Zaradi resonance ima karbonilni kisikov atom parcialno
negativni naboj in amidni dus$ik parcialno pozitivni naboj, kar povzroci majhen elektri¢ni dipol. Delni
karakter dvojne vezi je vzrok za to, da atomi v peptidni vezi tezijo h koplanarnosti (glej sliko 4) in
tvorijo tako imenovano peptidno ravnino (zelena barva na sliki 6). Koplanarnost omogoca le dve
konformaciji, cis in trans (slika 4). Konformacija cis ustreza dihedralnemu kotu w=0° v tej
konformaciji sta a-C atoma na enaki strani C-N vezi. Konformacija trans ustreza dihedralnemu kotu
w=+180°; v tej konformaciji sta a-C atoma na razli¢cnih straneh C-N vezi. Vecina peptidnih vezi je v
trans konformaciji, z izjemo vezi s prolinom, ki zaradi vedje togosti zelo poveca verjetnost cis vezi
(razmerje verjetnosti trans/cis je pribl. 3000:1, ¢e ne sodeluje prolin in 15:1 v primeru vezi s prolinom
[2]). Definicije vseh dihedralnih kotov glavne polipeptidne verige so prikazane na sliki 4.

N’
i=l-thresidue  i-thresidue i+ 1-th residue

Slika 4: trans peptidna vez (levo), cis peptidna vez (sredina) in definicije vseh dihedralnih kotov, ki opisujejo rotacije okoli vezi
med atomi v polipetidni verigi (desno).

Zaradi delnega karakterja dvojne vezi peptidna vez torej ni prosto vrtljiva. Energetska bariera za
rotacijo med konformacijama je priblizno 20 kcal/mol [3], kar je okoli 40 krat vecje od termicne
energije v fizioloskih pogojih, zaradi Cesar je spontana izomerizacija trans-cis izredno pocasna (v
realnem casu se statisticno skoraj ne zgodi). V ribosomih se sintetizirajo vse vezi v trans obliki [4]. V
nekaterih primerih pa mora biti dolocena peptidna vez v cis konformaciji, da se lahko protein
ustrezno zvije in opravlja svojo funkcijo. V teh primerih narava uporabi trik. Zaradi visoke rotacijske
bariere je izomerizacija v cis encimsko katalizirana z encimi peptidil-prolin izomerazami (PPI). Slednje
in ostale posttranslacijske modifikacije je potrebno upostevati pri izdelavi algoritmov za
napovedovanje tridimenzionalne strukture.

V nadaljnji obravnavi bomo predpostavili, da so vse AK (tudi tiste s prolinom) v trans konfiguraciji,
tako bo konformacija proteina dolocena s dihedralnima kotoma ¢ in ¢, ki opisujeta rotacijo okoli obeh
vezi z a-C atomom v polipeptidni verigi. Za elementi primarne strukture (AK zaporedje) so elementi
sekundarne strukture naslednji nivo organizacije proteina. Elemente sekundarne strukture
opredelimo kot dolo¢eno Stevilo zaporednih AK preostankov, ki imajo enake ¢ in i vrednosti.
Elemente sekundarne strukture lahko okarakteriziramo tudi z vzorci vodikovih vezi, ki so v resnici
vzrok njihove vedje stabilnosti. Delimo jih na vijacnice (najbolj znana in pogosta je a-vijacnica), 3-
ploskve in (3-zavoje (slika 5).

Naslednji nivo organizacije proteinov predstavlja tridimenzionalna ureditev elementov sekundarne
strukture v prostoru skupaj z neregularnimi elementi strukture (deli med regularnimi elementi
sekundarne strukture). Temu nivoju organizacije pravimo terciarna struktura (slika 5). Dolocitev
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terciarne strukture proteina iz primarne (AK zaporedja) je predmet teorije zvijanja proteinov, ki jo
bomo podrobneje obdelali v nadaljevanju. Ce je protein sestavljen iz ve¢ podenot, potem strukturi
asociata teh podenot pravimo kvarterna struktura proteina (slika 5), ki se ji v tem seminarju ne bomo
posvetili. V nadaljevanju bomo na osnovi primarne strukture poskusali razloziti in napovedati
elemente sekundarne in terciarne strukture.

Nativno stanje proteina je z biokemijskega staliS¢a definirano kot stanje proteina v fizioloSkih pogojih
(fizioloski pH, temperatura, tlak, ionska moc,...), v katerih je protein biolosko aktiven. Nativna
struktura fiziolosko aktivnega proteina je zelo kompleksna. Ker se polipeptidne verige sintetizirajo
linearno na ribosomu (ne sintetizira se ze zvita veriga), bi lahko sklepali, da je za zvijanje v nativno
stanje odgovoren kateri od celi¢nih "strojev', kar bi praktiéno onemogocilo napovedovanje
konformacije iz AK zaporedja. V petdesetih letih prejSnjega stoletja pa je Christian B. Anfinsen
eksperimentalno pokazal v seriji poskusov, da je vsa informacija o nativni strukturi zakodirana v AK
zaporedju [5]. Za delo je prejel Nobelovo nagrado.

V seminarju se bomo posvetili statisticni termodinamiki zvijanja in preko le-te poskusali fizikalno
opredeliti nativno stanje in razloZiti gonilno silo zvijanja.

'I-. e “‘.L
$5% me
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Slika 5: a-vijac¢nica (zgoraj levo) antiparalelna (3-ploskev, (zgoraj druga z leve) in paralelna -ploskev (zgoraj tretja z leve) in (3-
zavoj (zgoraj desno; vodikove vezi v zavoju so oznacene z rdecimi ¢rtami), povzetek celotne strukture (spodaj). V pogledu od
zgoraj so zaradi vedje preglednosti a-vodiki izpuSceni in smeri verig oznacene z rumenimi puscicami. Vodikove vezi so
prikazane z zelenimi ¢rtkanimi ¢rtami. V navpicni postavitvi a-vijacnice so stranske verige zaradi vecje preglednosti izpusScene.
Vodikove vezi so oznacene z zeleno.

2. Fizika proteinov

V tem odseku bomo predstavili atomisti¢ni molekulsko mehanski model proteina, ki temelji na Born-
Oppenheimerjevi aproksimaciji. Atomi predstavljajo klasi¢ne delce z dolocenim parcialnim nabojem,
ki je posledica polarizacije vezi med atomi in disociacije titrabilnih funkcionalnih skupin.
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2. 1 Molekulsko-mehanski model proteina

Zamislimo si protein, sestavljen iz M atomov z Evklidskimi koordinatami (Ri)=(X;, Yi, Zi); i=1,..M in
notranjimi koordinatami q=(qi), i=1,...3M-6 (N-1 vezi + N-2 kotov med vezmi + N-3 dihedralnih kotov).
Molekula je potopljena v rezervoar z N togimi molekulami vode, katerega koordinate bomo oznacili z
r=(xi, yi, zi, wi ¢y, xi); i=1,...N, kjer so xi, yi, zi koordinate sredis¢a mase molekule vode in wi ¢, Xi
Eulerjevi koti, ki dolocajo orientacijo molekule topila. Niz vseh moznih mikroskopskih stanj sistema
predstavlja fazni prostor, ki ga bomo oznacili z I'm x I'n. Predpostavili bomo konstantno temperaturo
in volumen (konst. st. molekul vode). Hamiltonian za tak sistem ima obliko

2 2
H(rN,RM,HN,nM):;;NN +;;TMM+U(1~N,RM) (1)

kjer sta Il in =, gibalni koli¢ini molekul topila in atomov proteina, m~ in mm sta masi molekule

topila in atoma proteina in U(rN, RM) potencialna energija. Ce predpostavimo, da lahko sistem
opiSemo z kanoni¢nim ansamblom, je porazdelitvena funkcija dana z

Q= [ exp[-pH ("R 1.7, )|dr"dR" I, dr, 7

Ty xTy

kjer je h Planckova konstanta, f=1/(kT), kjer kje k Boltzmannova konstanta in T temperatura, ¢len N! pa
nastopa zaradi kvantno-mehanske nerazlocljivosti molekul vode. Ker nas prvenstveno zanimajo
konformacijske lastnosti proteina, lahko gibalne koli¢ine vode in atomov proteina izpovpre¢imo [6].
Porazdelitvena funkcija tako dobi bolj preprosto obliko

Z
Q=—"—""%— @)
NIAMTTAY
Il
kjer je Z klasicni konfiguracijski integral
Z= Iexp[—ﬂU (rN ,R" )] drdrR" (4)

in A termicna de Broglieva valovna dolzina. Integracija po momentih atomov proteina (izpovprecenje)
je striktno upravicena le v primeru konformacije, ki je blizu nativne konformacije, saj sicer
transformacija spremenljivk ni invariantna [7]. Tezavi se lahko izognemo, tako da razdelimo
konformacijski fazni prostor na koncne podprostore [8]. Z upoStevanjem enacbe 3 je Helmholtzova
prosta energija dana z

M
F=—KTInQ=—KT InZ +kT h{N!AWHAiJ (5).

i=1

Formalno lahko izvedemo tudi integracijo po koordinatah topila, e vpeljemo potencial povprecne sile
(potential of mean force), W,

exp(—ﬂW):Zv’v\”exp[—ﬂU (rN,RM )JdrN 5),
Kjer je Zww konfiguracijski integral cistega topila,

wa :jexp(_WWW)drN (6)
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Tako lahko zapiSemo celotni konfiguracijski integral v obliki
Z=2,,[exp(-pW )dR" )

kjer je odvisen le od koordinat atomov proteina. Ce je Hamiltonian aditiven, kar velja za vecino
molekulsko-mehanskih polj sil [9], lahko naredimo Se naslednje poenostavitve. Hamiltonian lahko
razclenimo na posamezne interakcijske prispevke: U=UmmtUmotUww, kjer prvi clen predstavlja
intramolekularne interakcije, drugi interakcije proteina z vodo in tretji interakcije med molekulami
topila. Tako dobimo

exp (=AW ) = exp(=BU ) Zyw [ exp (=AU, — AU, (®).
Potencial povprecne sile lahko zapisemo kot W=Hmm+X, Kjer je
exp(=BX) =Z, [exp(-pU,, - AU, Jr" ),

kar lahko preoblikujemo v
X = KT In{exp(-pU,,)), = AG*" (10),

kjer povprecimo po ansamblu cistega topila (0). Enacba (10) je znana kot presezni kemijski potencial
ali prosta energija solvatacije [10]. Potencial povprecne sile tako sestavljata dva prispevka:
intramolekularna energija in solvatacijska prosta energija. Namesto izraza potencial povprecne sile
lahko uporabimo tudi efektivha energija. W definira hiperploskev v konformacijskem faznem
prostoru proteina v prisotnosti ekvilibriranega topila (po spremembi konformacije proteina je
potreben koncni Cas za vzpostavitev novega ravnotezja molekul topila, torej predpostavimo, da se to
zgodi hipoma oz. prej kot se ponovno spremeni konformacija, zato ekvilibrirano topilo). To
hiperploskev imenujemo tudi energetski relief (slika 6) in doloca termodinamiko in kinetiko
makromolekulskih konformacijskih prehodov.

Wiq,.q,)

Slika 6: Hipoteti¢ni energetski relief. Zaradi preglednosti sta ohranjeni le dve prostostni stopnji qi in q2. N predstavlja nativno
stanje in predpostavljamo, da gre za globalni minimum.

Razclenitev efektivne energije lahko formalno izvedemo tudi v primeru, ko potencial ni-parsko
aditiven. Ce gre za za interakcije med tremi telesi, lahko zapiemo

U =(Upn +Yrm )+ (U #Yss +Yie Y om + Y ) (12)
efektivna energija pa je potem dana z
W = (U, +U ) = KT 1 {exp (=B (U, + Uy +Up ), (13),

vendar je obdelava W v tem primeru bistveno bolj zahtevna.
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Za formalni opis makromolekule je pogosto ugodnejSa uporaba notranjih koordinat, q (slika 3).
Transformacijska matrika je odvisna le od dolzin vezi in kotov med vezmi, zato je priblizno
konstantna za vse konformacije makromolekule in jo lahko vzamemo izpod integrala v enacbi (7). Mi
jo bomo vkljucili v oznako dq. Z integracijo po Sestih zunanjih koordinatah (opisujejo postavitev
celotne molekule v prostoru: x, y, z in trije Eulerjevi koti), ki jo lahko opravimo, saj je sistem homogen,
dobimo V8, tako da enacba (7) dobi obliko

z=2,V8z j exp(—AW )dq (14).

Verjetnost, da makromolekulo v stanju q, p(q), je danaz

q) _ exp(—ﬂ\N (q))
Iexp(—/)’W (q))dq
Iz enacbe (5) je razvidno, da konformacijsko distribucijo proteina v raztopini doloca efektivna energija.
Ce upostevamo enacbi (14) in (15) lahko zapisemo

(15).

[ p(a)inp(a)da=[p(a){-AW (q)-InZ +InZ,, +In8z°V | dq

(16)
=—InZ +InZ,, + I8z - 4[ p(q)W (q)dq

in enacba (5) dobi obliko

M

[~

F=F+kTIn ;[ZV + [ p(a){H. (a)+AG*" (q)}dq+kT [ p(q)In p(q)dq

17),

M

[~ .
=F’+KT In 81 ey +(W ) - TSt
v/

Kjer je F° prosta energija Cistega topila in drugi iclen idealni prispevek translacije in rotacije proteina.
Tretji clen predstavlja povprecno efektivno energijo (povprecna intramolekularna energija +
povprecna prosta energija solvatacije) in zadnji ¢len prispevek konfiguracijske entropije proteina.
Entropija topila je vkljuéena v AG= in p(q). Gibbsovo prosto energijo dobimo tako, da enacbi (17)
priStejemo clen pV, ki je pri fizioloskih pogojih zanemarljiv in tako lahko Helmholtzovo in Gibbsovo
prosto energijo uporabljamo izmenljivo.

Za energijo dobimo ob opoStevanju ekviparticijskega izreka za kineti¢ne energije izraz

olnQ
oT

Kjer prvi clen predstavlja kineticno energijo, drugi pa potencialno energijo. Verjetnost, da najdemo

E:kT2[ jN’V :%kT(N+M)+jp(q,rN)u(q,rN)dqdrN (18)

sistem v stanju (q,rV) je dana z izrazom

p(a.r")=p(a)p(r"|a) (19)

kjer je p(rNlq) pogojna verjetnostna distribucaja, da najdemo topilo v stanju N, pri pogoju da je
protein v konformaciji q. Ob upostevanju enacb (7) in (19) lahko zapisemo

E =Eg+ [ P(a)Upn (a)da+[ p(a) [ p(" a) {Up, (ar")+U,,, (<)} dgar (20)
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kjer drugi clen predstavlja povprecno intramolekularno potencialno energijo in tretji povprecno
energijo topljenec-topilo in topilo-topilo. Entropijo dobimo z relacijo (E-F)/T.

Izpeljane enacbe nam omogocajo, da formalno opredelimo nativno stanje proteina, in sicer je to
distribucija konfiguracij proteina, p(q), ki minimizira funkcional proste energije v enacbi (17) pri
fizioloskih pogojih (variacijska minimizacija enacbe (17) da enacbo (15)). Definicija vkljucuje
fleksibilnost in nered v nativnem stanju. Povprecna efektivna energija tezi k temu, da je protein
lokaliziran v najglobljih dolinah hiperploskve efektivne energije [y], konfiguracijska entropija pa
poskusa narediti p(q) ¢im bolj enakomerno. Posledi¢no nativno stanje, ki vsebuje konformacije z
najnizjo prosto energijo, ni nujno konformacija z najnizjo efektivno energijo, saj so lahko dolocene
najgloblje doline W tako 'ozke’, da je vibracijska entropija proteina v teh dolinah zelo majhna.

Proteini pa niso nakljucni heteropolimeri 20-ih aminokislin (naklju¢no zaporedje AK), temvec
evolucijsko izbrane sekvence z edinstvenim zvitiem [11]. Naklju¢ni heteropolimeri nimajo dobro
definiranega energetskega minimuma- obstaja veliko Stevilo konformacij z nizko energijo. Pri teh
pride do hidrofobnega kolapsa (tako da so hidrofobne AK sencene pred vodo s hidrofilnimi AK), pri
katerem protein preide v energetsko bolj ugodno stanje, vendar je razlika energije primerljiva z
velikostnim redom tipi¢nih fluktuacij energije. Kolabiranih stanj s primerljivo energijo je veliko (slika
7- levo). Pri proteinskih sekvencah (slika 7- desno) je eno oz. zelo ozka distribucija stanj izrazito bolj
stabilna in razlika energije bistveno vedja od tipi¢nih fluktuacij energije. Velika energetska razlika med
kolabiranimi in nativnim stanjem pri proteinski sekvencah predstavlja gonilno silo, ki pelje sistem do
nativnega stanja. Energetske bariere so reda velikosti fluktuacij energije, a ko se protein enkrat znajde
v nativnem stanju, pri danih pogojih ne more ve¢ pobegniti iz globalnega minimuma (fluktuacije
energije niso dovolj). Izrazit minimum je posledica evolucijsko izbranega AK zaporedja, ki omogoca
maksimalno Stevilo energetsko ugodnih topoloskih kontaktov. Pri nakljuc¢nih heteropolimerih po
hidrofobnem kolapsu ne nastanejo le ugodni kontakti.

Konfiguracijska entropija Konfiguracijska entropija
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Slika 7: Shematski prikaz energetskega reliefa naklju¢nega heteropolimera (levo) in evolucijsko izbrane proteinske sekvence
(desno). OE predstavlja stabilnost konformacije v globalnem minimumu in AE tipi¢ne fluktuacije energije. Sirina minimuma
(lokalnih in globalnega) predstavlja konfiguracijsko entropijo.

2.2 Prosta energija zvijanja in termodinamska stabilnost nativnega stanja

S statisticno mehanskim pristopom lahko izpeljemo prosto energijo zvijanja proteina s stalisca
interakcij in distribucije mikroskopskih konformacijskih stanj. Najprej razdelimo konfiguracijski
prostor v podprostore A, ki vsebujejo razlicne konfiguracije proteina, kot to analogno storimo pri
preucevanju ravnotezja med razlicnimi konformacijskimi izomeri manjsih organskih molekul. Prosta
energija konformacijskega niza A je dana z
M
F,=-KkTInZ, +kT ln£N !A”HAﬂ) (21)
i=1
kjer je
—_— 2 —
Z,=2,,87 vjAexp( AW )dq 22)
Integral v enacbi (22) je po vseh konformacijah, ki jih vsebuje niz A. Po definiciji je ' Z, =Z . Prosto
A

energijo konformacijskega niza A lahko zapisemo tudi analogno kot v enacbi (17)
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M

[T~

F,=F’+kTIn ;3:71er +IA P4 (q){Umm (q)+AG*™" (q)} dq+ ijA Pa(q)inp,(q)dq
) (23)
[T~
=F"+kTIn —;[2\/ +(W) —TSyme
kjer je pa(q) verjetnostna distribucija normalizirana znotraj niza A
exp(—AW (q
pPa(q)= AV (9) (24)

[ exp(-AW (q))dq

Prva clena v enacbi (23) sta enaka za vse konformacije, tretji ¢len predstavlja povprecno efektivno
energijo stanja A in zadnji ¢len konfiguracijsko entropijo stanja A. Razlika proste energije med dvema
stanjema A in B je potem dana z

AF =F, —F, =F[ pg(a) |- F[ pa(a)]= (W), —(W), -T[ s — s} |

25).
:A<W>—TASk°”ﬁ9 :A(Hmm>+A<AGSO|V>—TASk0nﬁg ( )

kjer oznaka F[p(q)] pomeni, da je prosta energija funkcional verjetnostne distribucijske funkcije. Ce A
predstavlja denaturirano stanje (konformacije znotraj niza A) in B nativno stanje (konformacije znotraj
niza B) predstavlja enacba (25) prosto energijo zvijanja. Termodinamska stabilnost nativnega stanja je
rezultat ravnovesja med efektivno energijo, ki favorizira nativno stanje, in konfiguracijo ki favorizira
denaturirano stanje. Sprememba efektivhe energije je povezana z globino doline energetske
hiperploskve, v kateri je locirano nativno stanje. Med stanjema je lahko seveda prisotna energetska
bariera, katere visina doloca kineti¢no stabilnost nativnega stanja. Entropijska izguba pri lokalizaciji
proteina v najgloblji dolini hiperploskve je ocenjena na nekaj sto kcal/mol [13]. Celotna sprememba
proste energije pri zvijianju je ponavadi med 5 in 15 kcal/mol [14], globina doline nativnega stanja na
hiperploskvi efektivne energije je prav tako reda velikosti nekaj sto kcal/mol [15].

2. 3 Intramolekularne interakcije

Kot smo pokazali v prejSnjem odseku, je potencial povprecne sile sestavljen iz prispevka
intramolekularnih interakcij in solvatacijske proste energije. Za to potrebujemo potencialno energijo
kot funkcijo koordinat atomov in model solvatacije. S potencialno energijo lahko direktno dolo¢imo
relativne stabilnosti posameznih konformacij. Sile, ki delujejo na atome, dobimo z odvodom
potenciala po atomskih koordinatah. S temi silami lahko dolo¢imo dinamicne in termodinamske
lastnosti sistema, npr. z reSevanjem Newtonovih enacb gibanja lahko preucujemo spreminjanje
atomskih pozicij s ¢asom ali ali pa iz pozicij izra¢unamo povprecne lastnosti, npr. entalpijo [12,13]. Z
drugimi odvodi potencialne energije po odmikih iz ravnovesnih leg lahko dobimo konstante sil, s
pomocjo katerih lahko dolo¢imo normalne nacine nihanja. Le ti predstavljajo alternativni pristop k
dinamiki v harmonski limiti in so uporabni za vkljucitev kvantno-mehanskih popravkov vibracijskih
prispevkov k termodinamskim koli¢cinam. Da lahko izra¢unamo hiperploskve potencialne energije za
proteine z ustrezno tocnostjo in hitrostjo, moramo uporabiti enostavne modele, ki so kalibrirani s
fitanjem eksperimentalnih podatkov ali kvantno-mehanskih izracunov. Ko imamo opravka s proteini
z nekaj sto do nekaj tiso¢ atomi, moramo za zanesljiv izracun interakcijskih energij uporabiti
empiricne potencialne funkcije. Le te niso splosno uporabne, kot npr. kvantno-mehanski izrac¢uni
ampak le za sisteme, na katerih so kalibrirane. Potencialno energijo razdelimo na vezne prispevke
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(dolzine vezi, koti med vezmi, dihedralni koti) in nevezne interakcije (van der Waalsove in
elektrostatske interakcije): Umm=Uvezne+Unevezne. Najprej si poglejmo vezne prispevke. Kovalentno vez
ponavadi modeliramo s harmonskim potencialom. Enacba, ki opisuje potencialno energijo
harmonskega modela (slika 8- skrajno levo), ima obliko

2
Ug = kijB (rij - ro) (26),
kjer je ki konstanta sile vezi, i je razdalja med atomoma i in j (dolzina vezi) in 1o je razdalja med
atomoma, kjer ima Uz minimum. Harmonski potencial je Taylorjeva aproksimacija (najnizZjega reda)
bolj zapletenih in bolj realisticnih modelov v bliZini referen¢ne razdalje (energetskega minimuma).
Harmonski kotni potencial (slika 8- druga z leve) s konstanto sile ko je podan z enacbo
2
U, =k, (eijk _90) (27)
H kotnemu potencialu ponavadi dodamo Se Urey-Bradley-ev potencial z namenom omejitve gibanja

vezi, ki opisujeta kot. Ta potencial v bistvu predstavlja fiktivno vez med atomoma i in k in ga opiSemo
z enacbo

2
U = I(iLkJB (rik - rOUB) (28),

Kjer je ki!® konstanta sile UB potenciala, rik razdalja med atomoma i in k in ro!® razdalja med i in k, kjer
ima Uus minimum.

Slika 8: Od leve proti desni si sledijo: Potencial vezi, kotni potencial, potencial dihedralnega kota in potencial neustrezne
torzije.

Poznamo dva tipa torzijskih potencialov, dihedralni potencial (oz. standardni torzijski) in potencial
nestandardne torzije (improper torsion potential). Oba se nanaSata na Stiri atome, ki so tako ali
drugace povezani (slika 8- druga z desne in skrajno desna). Potencial dihedralnega kota je odvisen od
stirih zaporednih atomov (slika 8- druga z desne), potencial nestandardne torzije pa je odvisen od treh
atomov, ki so postavljeni okoli cetrtega (slika 8- skrajno desno).

Dihedralni potencial upostevamo z namenom omejitve rotacije okoli vezi, nestandardno torzijo pa z
namenom ohranjanja kiralnosti tetraedricnega atoma ali z namenom ohranjanja koplanarnosti
atomov. Glavna razlika med omenjenima potencialoma je definicija torzijskega kota in oblika
potencialne funkcije. Razliko v definiciji torzijskega kota lahko odpravimo, ¢e atome pametno
oznacimo (slika 8- druga z desne in skrajno desna). Standardni torzijski kot je kot med ravnino, ki
vsebuje atome i, j in k, ter ravnino, ki vsebuje atome j, k in .

Bariero za rotacijo okoli vezi najbolje opise kosinusna oblika torzijskega potenciala

U, = kij':kl (1 +005(nijkl¢|jk| =) )) (29)

Kjer je kixC konstanta sile kosinusnega torzijskega potenciala, ¢o je kot, pri katerem ima Up minimum
in niju multipliciteta, ki pove Stevilo minimumov, ¢e vez zavrtimo za polni krog (360°). Multipliciteta je
nenicelno pozitivno celo Stevilo.

Nestandardni torzijski potencial je prav tako odvisen od kota med ravninama, ki vsebujeta atome i, j
in k in atome j, k in [ (saj smo 'iznajdljivo' poimenovali atome-glej sliko 8- skrajno desno). Zato lahko
potencial opiSemo z enakimi enacbami kot standardni torzijski potencial. Ker pa je nestandardni
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torzijski potencial v glavnem vpeljan za ohranitev planarnosti v strukturi in ima zato le en minimum,
ga lahko opisemo z enostavnim harmonskim potencialom

Uinp = Kinp <¢|jk| -4, )2 (30).

Med nevezne potenciale spadata van der Waalsov in elektrostatski potencial (slika 9). Van der
Waalsove interakcije najpogosteje opisujemo z Lennard-Jones-ovim potencialom

U, = 4c [O—” ]n [O—” I (31)
vaw — el | T T
iy T

Kjer je eij vrednost potenciala v minimumu, oy je razdalja med atomoma, kjer je Uvaw=0. Ponavadi so
parametri ¢ in ¢ dani za posamezne atome, zato moramo za izracun parskih parametrov uporabiti
Lorentz-Berthelot-ova pravila mesanja

G--:%(G-.+ij) ¢ = oz (32)

Ker bolj eletronegativni atomi mocneje privlacijo elektrone, je porazdelitev naboja v molekuli
neenakomerna in jo najpogosteje predstavljamo s tockastimi naboji, lokaliziranimi v molekuli. Tudi
ione opiSemo kot tockaste naboje. Energija elektrostatske interakcije med dvema tockastima nabojema
je dana s Coulomb-ovim zakonom

_Ga

¢ =
4re,eq f

U (33),

Kkjer sta gi in gj naboja atomov i in j, o je permisivnost vakuuma in ¢s dielektricna konstanta medija.

Slika 9: VAW (levo) in elektrostatski (desno) potencial.
2. 4 Eksplicitno toplilo

Za popolno solvatacijo proteina je potrebnih na tisoce molekul vode, ki jih lahko v modelu
predstavimo eksplicitno. Eksplicitno topilo predstavlja veliko oviro pri racunalniskih simulacijah, saj
se vecino Casa porabi za racunanje interakcij med molekulami vode, nas pa zanima protein. Da bi se
izognili temu problemu, so bili vpeljani razlicni implicitni modeli topila (npr. posploSen Bornov
model, Poisson-Boltzmann, model nehomogene tekocine)

2.5 Implicitno topilo
Za opis solvatacije proteinov in makromolekul na splosno obstaja ve¢ razlicnih modelov, kot so npr.
kontinuumski elektrostatski, model nehomogene tekocine, razli¢ni empiricni solvatacijski modeli ipd.

Za solvatacijo sta najpomembnejsi elektrostatika in hidrofobni efekt.

2. 5.1 Posploseni Bornov model solvatacije

Za opis elektrostatske komponente proste energije solvatacije se najpogosteje uporabljajo modeli, ki
temeljijo na elektrostatiki na nivoju kontinuuma in temeljijo na razdelitvi celotnega prostora na dve
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regiji, med katerima obstaja dielektricna meja. Topilo v tem primeru predstavlja visoko dielektri¢ni
kontinuum, ki interagira z atomi proteina, ki imajo manjSo dielektri¢cno konstanto. Elektrostatski
potencial lahko dobimo neposredno, tako da numericno resimo Poissonovo enacbo

V-&(r)Ve(r)=—4zp(r) (34)

Kjer je e(r) prostorsko odvisna dielektricna konstanta, ¢p(r) predstavlja elektrostatski potencial in o(r)
gostoto naboja. Z nekaj dodatnimi aproksimacijami pa lahko izpeljemo tudi analiti¢ni izraz za opis
proste energije solvatacije, kot npr. v primeru posplosenih Bornovih modelov (Generalized Born -
GB). Mi bomo predstavili razli¢ico GB, ki je najprimernejSa za opis solvatacije makromolekul, kot so
proteini [18]. V modelu vsak atom makromolekule opiSemo kot sfero z van der Waalsovim radijem oi
s parcialnim nabojem q;, ki se nahaja v sredi$¢u sfere. Parcialne naboje atomov dobimo z rentgensko
kristalografijo, NMR v trdnem ali kvantno-mehanskimi izracuni in so del empiri¢nih potencialnih
funkcij (CHARMM, AMER, GROMOS). Notranjost atoma je enakomerno zapolnjena z dielektrikom z
nizko dielektricno konstanto e (Ponavadi upostevamo, da je dielektricnost znotraj atoma enaka
dielektri¢nosti vakuuma, torej €i=1). Molekulo obdaja topilo z visoko dielektri¢no konstanto és.
Bornovo solvatacijsko energijo za topljenec z N naboji g...qv v kontinuumu topila, izpeljemo tako, da
najprej zapisemo elektrostatsko energijo kot integral gostote energije elektricnega polja
u(x)=D?*(x)/(8me(x)) po coletnem prostoru

el _ 3y 1 2 3 1 2 3
A= u(x)d X D (30 . jmp”enecn (x)d*x (35)

kjer je D(r) gostota elektri¢nega polja in &(r) prostorsko odvisna dielektri¢na konstanta. D(r) je dan s
superpozicijo posameznih nabojev, D(r)=LiDi(r) kjer i=1,..N. Simbol R* oznacuje, da integriramo po
neskon¢nem 3 dimenzionalnem kartezicnem prostoru. Enacbo (35) lahko zapisemo drugace, ce ji
pristejemo in odstejemo integral D2(x)/(87es) po volumnu topljenca

a1 11 1
A= —— SDZ(x)d3x+—(———Jj{op”mecD2(x)d3x (36)

&g, R dqr\ & &

D(r) v obeh integrali enacbe (36) mora izpolnjevati robne pogoje elektricnega polja na meji med
topljencem in topilom, in sicer se tangencialni komponenti elektricnega polja E=D/¢ in normalna
komponenta gostote elektricnega polja pri prehodu meje med topilom in topljencem ne spremenita.
Gostoto elektricnega polja v prvem integralu lahko aproksimiramo s Coulombskim poljem. Slednje
povzrodi relativno napako v elektrostatski energiji le za nekaj % [19]. Aproksimacijo lahko upravi¢imo
tudi s kvalitativnim argumentom: Ce je toplienec majhen, je vedina nabojev moéno izpostavljena
topilu, tako da je odstopanje polja od Coulombskega majhno. Ce pa je topljenec velik, prevladujoci
del elektrostatske energije predstavlja prispevek drugega integrala v enacbi (36), tako da z
aproksimacijo ne naredimo velike napake.

Za tockaste naboje je gostota elektricnega polja dana z D=Xi gie(x)(x-xi)/ | x-xi|3. Po integraciji D? po
celotnem prostoru dajo izvendiagonalni ¢leni 2Di-Dj Coulombsko interakcijsko energijo,
(1/4mes)[R3Di-Dj d3x=qigj/(esrij)), medtem ko diagonalni elementi, ki predstavljajo prispevke lastne energije
D2, divergirajo. Singularnost lahko obidemo, ¢e predpostavimo konc¢no velikost nabojev, tako da si
zamislimo, da je naboj qi enakomerno porazdeljen po povrsini sfere z radijem Ri (Bornov pristop[20]).
Potem je lastna energija naboja i v homogenem dielektriku dana z (1/8mes)[R3D? d3x=g/(2&sRi). Prvi
integral v enacbi (36) je torej dan s Coulombsko in Bornovo energijo v topilu z dielektri¢no konstanto
&s. Potrebno je Se izvrednotiti drugi integral v enacbi (36) po volumnu topljenca. Celotno
elektrostatsko energijo topljenca v dielektricnem mediju lahko razdelimo na prispevke lastnih energij
in interakcijske prispevke:
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Ael _ Z Alasma +Z ijm (37)
i i<j
lastna __ qi2 L i_i 5 3
A - 2eR ’ 87[(6] & ]'[‘Opljenec D; (X)d X (38)
w9 111 ,
: _:ﬁj+g(;i_g_s\JJtopljenecDi (X).Di (X)d X (39)

Celotno elektrostatsko energijo topljenca v topilu pa lahko zapiSemo Se drugace, in sicer kot vsoto
celotne elektrostatske energije v vakumu in proste energije solvatacije, AA, ali drugace

AA = ealzt_ ealk (40)
Za takSen opis moramo upostevati tri dielektri¢cne konstante, dielektricno konstanto znotraj atoma
topljenca, & (ponavadi e=1), dielektri¢cno konstanto topila, & in vakuuma (e=1). Celotno energijo
topljenca v vakuumu zapisemo preprosto kot vsoto Bornove energije in Coulombske interakcije, saj
ima sistem homogen dielektri¢ni odziv

oy 0, 549
w2t (CHRY

i i<j 5i|’ij

AA predstavlja v tem pogledu delo, ki je potrebno za prenos topljenca iz vakuuma v dielektrik in je
enako AGs!. S kombinacijo enacb (37-41) lahko zapiSemo

AA _ z AAlasma ¥ ZA }“1 (42)
i i<j
o
AAlastna — Alasma _ 2g-l R (43)
" o Gilj
! t_ j _g_rJ (44)

i'ij
Pri izpeljavi GB enacbe za prosto energijo solvatacije najprej celotno elektrostatsko energijo proteina v
topljencu zapiSemo kot vsoto energije proteina v vakuumu in solvatacijske proste energije, ki jo v
literaturi imenujejo tudi polarizacijska energija. Ce upostevamo enacbo (41), lahko zapisemo GB izraz
za celotno elektrostatsko energijo makromolekule v topilu v obliki

el _Z ql2 + qiqi +ZAG30IV (45)

aZt T 26R T e G 0 ’
kjer smo uporabili AA= AGsV. Diagonalni elementi 'matrike solvatacijske proste energije’, AGisol,
predstavljajo atomske solvatacijske proste energije, izvendiagonalni elementi AGj*" pa vkljucujejo
sencene Coulombske intrakcije med nabojema i in j. Oglejmo si analiti¢na izraza parske solvatacijske
energije, AGzol=AGiro+AGjpo+AGjole +AGji za delca i in j v limitah rij=e in r=>0. V primeru ko sta
delca dale¢ narazen, se interakcijska energija med nabojema i in j asimptoti¢no priblizuje Coulombski
interakciji in je prosta solvatacijska energija dana z

2 2
fimacey - L[ Lo L4 G f1_1)585 (46)
fj > 2\ & & O o. & & I

s i j i s ij

V drugem primeru ko ri=>0, se sferi zlijeta v eno in ¢e predpostavimo Se o= 0j, lahko tak sistem
aproksimiramo s sfero z radijem (oi 0j)!?2 in celokupnim nabojem (qitqj). Prosta energija solvatacije je v
tem primeru enostavno razlika Bornovih energij take sfere v vakuumu in topilu
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2
s solv__l i_i (qi+qj)
imas =511 Joo, w

Podobnost enacb (46) in (47) namiguje Ansatz za posploseno Bornovo solvatacijsko prosto energijo

1 1 1) 9q;
AGSOlV —_ I L B 48

2%(‘% gsj fijGB(rij) )
Kjer je foBij(ri) dolocena gladka funkcija, ki je odvisna le od atomskih radijev oi in medatomskih razdalj
rij. Zahtevajmo, da f©B; interpolira med limitnima primeroma in da mora biti taksna, da izpolnjuje
feBi=oi, in da gre fCBj>ri , ko gre rj=>eo ter o8> (0ioj)'? , ko gre rj=>0. Najpogosteje uporabljena oblika
fCBij, ki ustreza tem zahtevam, je dana z enacbo

1

£ () =[5 + RR; exp(-1; /4R R )| (49)

j

Kjer je Ri= oi efektivni Bornov radij in vkljucuje efekt, da sta lahko atoma obdana s sosednjimi atomi,
ki izpodrivajo topilo in tako zniZujejo polarizacijsko energijo. Vedji efektivni radiji povzrocijo manjso
AGsV. Vrednosti teh radijev opisujejo stopnjo 'zakopanosti' atoma v proteinu in so odvisne le od
medsebojnih pozicij, radijev in parcialnih nabojev sosednih atomov (atomov, ki jih obdajajo). Tako je
celotna elektrostatska energija makromolekule v topilu v GB priblizku dana z

oy 0 9% sl 1 %9
“ _Zzgi Ri +Z 2 ij [ ][ ; (50)/

i i< & aos f; +RR; exp(~1; /4R R, )JE

GB prosta energija solvatacije pa z enacbo

1 I 1 0:4;
! - (51)

AGY =-— (—‘_)

Sedaj potrebujemo Se izraz za Ri. Volumen topljenca definiramo kot volumen, ki je nedosegljiv za
molekule vode. Schaefer in Froemel sta na podlagi primerjalne analize aproksimacije zrcalnih nabojev
z analitiéno Kirkwoodovo resitvijo za sferi¢ni protein [21] pokazala, da lahko pri racunanju lastne
energije naboja uporabimo kar gostoto elektricnega polja naboja v vakuumu [19] in elektrostatsko
energijo atoma k zapisemo kot lastni prispevek in prispevke medsebojno neodvisnih parskih interakcij
atoma i z ostalimi k atomi, k#i. Sprememba lastne energije izoliranega atoma po solvataciji je potem
dana z
. Q] 1

AGH = % = (52)
Kjer je t=(1/ei -1/&s) in smo atom postavili v sredisce koordinatnega sistema. Enacba mora po definiciji
biti ekvivalentna spremembi proste energije sfere z efektivnim Bornovim radijem ri po solvataciji:

g} I gl
i (53)
Efektivni radij je potem definiran kot
-1 _ 1 1 3
Ri _E topilor_4d r (54)

Sedaj si predstavljajmo dve sferi Ki in Kx z izhodiS¢ema na razdalji ri in kon¢nima radijema Ri in Rx.
Sfera i se nahaja v izhodiS¢u koordinatnega sistema, sfera k pa na pozitivni z-osi. Vpeljemo funkcijo

f(r):
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L ¢er<R
fr)=qrt’ ‘ (55)

0, sicer
Integral v enacbi (52) v primeru atoma 7, ki ima naboj enakomerno porazdeljen po povrsini sfere z
radijem R;, v prisotnosti atoma k je potem dan z enacbo [19]

H(r,R,R )= j f(r)d’r =4z i yT (56)

kjer Ki/K=Ki-(Ki n Kk) oznacuje sfero k minus podrocje preseka sfer i in k. Integral na desni strani
enacbe (56) lahko zapiSemo tudi preko deleza povrsine sfere z radijem r s sredis¢em v atomu i, ki je
izpostavljen topilu v prisotnosti sfere k z radijem ox, Ci:

J- dr
K /K 2

Velja tudi Ci=1-H;, kjer je Hi delez sencene povrsine sfere z radijem r zaradi atoma k z radijem ox na
razdalji ri. Sedaj lahko zapiSemo

e dr
r2

C, (57)

Q3

[T o _J%Hi(rk,o-k) (58)

Z upostevanjem enacb (54-57) je efektivni Bornov radij dan z enacbo

_U Zjdr H; |k»0'k (59).

k=i o

Enacba (59) je eksaktna, ¢e ni presekov med atomi. V tem primeru lahko integral v enacbi (59)
izra¢unamo analiti¢no [22]. Efektivni Bornov radij lahko potem analiti¢no zapiSemo kot

- L 2
D N A T NN Y. U .
2G| Lo Uy 4 U L 2n Uy 4 (L Uy
Kjer je
L, =1 ¢e I, +o, <o,
Ly =0 ¢e i —0 <0, <h +0y (61)
Ly =N — oy ¢e 0, < —0oy
in
U, =1 éer, +o0, <O
ik ce ik Gk O-I (62)

Uy =f—0 Ceo < f+0o,
Ker protein ni raztopljen v cisti vodi, temvec so prisotni Se raztopljeni ioni soli (predvsem Na* in Cl),
moramo v GB model k elektrostatskemu sencenju nabojev atoma proteina z drugimi atomi proteina se
sencenje zaradi protiionov. Ponovno si oglejmo spremembo interakcijske energije zaradi solvatacije za
dva sfericna nabita delca, ki sta zelo dale¢ narazen (enacba (46) brez prispevkov atomskih
solvatacijskih energij: AGz¥-AGir-AGj'*) v Debye-Hiickel-ovi limiti:

lim AG®" . = —(L— e ]ﬂ (63)

ji=j
3
- & & G

kjer je x Debye-Hiickel-ova dolZina (xk?=Xi[gini/(eoeskT)], kjer je ni Stevilska gostota iona 7). Solvatacijska
prosta energija za izoliran sfreri¢ni ion z radijem a je v Debye-Hiickel-ovi limiti dana z enacbo [21]

2 2
AG;OW :_l i_i q_a_qa—K (64)
2le & )a 26 (1+xb)
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kjer je b radialna razdalja, znotraj katere so izkljuceni ioni soli (b-a je radij iona soli). Limitna primera,
ko gre rij=> o0 in ;>0 lahko do dobrega priblizka dobimo ze enostavno substitucijo

-K f”GB
[L_Lj%[i_e j )
gi gs gi gs

v enacbo (48). Ko gre rij=>eo, dobimo enacbo (63) direktno. Ko gre ri=>0, postanejo (po razvoju do
drugega reda v «) od soli odvisni ¢leni

2
qa K (66)

26‘5(1+1KRij
2

Po razvoju eksponenta v enacbi (65) po «x se enacbi (65) in (64) ujemata do linearnih ¢lenov, v
kvadratnih ¢lenih v x, pa dobimo namesto b v imenovalcu Ri/2. Ta razlika posledi¢no napove efekte
soli, ki so nekoliko vedji od tistih, napovedanih z numeri¢nim reSevanjem Poisson-Boltzmannove
enacbe. Slednje je verjetno posledica tega, da v GB aproksimaciji ne upostevamo koncne velikosti
ionov.

Ce vstavimo ena¢bo (60) v enacbo (50) in uporabimo (65), dobimo analiticni izraz, ki opisuje
eletrostatsko komponento proste energije solvatacije proteina kot funkcijo atomskih koordinat
proteina. Vendar pa je tak pristop k solvataciji pomankljiv, saj vkljucuje le elektrostatski prispevek
solvatacijske proste energije, ne vkljucuje pa hidrofobnnih efektov, ki so zelo pomembni za zvijanje
proteina, saj le ti vodijo zvijanje do stanja, v katerem so hidrofobni deli proteina s¢iteni pred vodo s
hidrofilnimi. Zato si moramo ogledati Se teorijo hidrofobnega efekta.

2. 5. 2 Teorija hidrofobnega efekta

Znano je, da efektivne interakcije med nepolarnimi funkcionalnimi skupinami v vodi igrajo
pomembno vlogo pri stabilnosti in strukturnih lastnostih bioloskih struktur na mezoskopski skali.
Vendar pa zaenkrat kvantitativno razumevanje teh efektov Se izostaja. Vzrok za to je dualna narava
hidrofobnih efektov v vodi glede na velikostno skalo. Hidrofobne interakcije med majhnimi
hidrofobnimi topljenci (npr. niZjimi alkani) v razredcenih vodnih raztopinah se bistveno razlikujejo od
tistih med vedjimi strukturami ali v primeru vedjih koncentracij nepolarnih skupin.

Hidrofobne skupine ne tvorijo vodikovih vezi z vodo in tvorijo podrocja, iz katerih je topilo
izklju¢eno. Ce so te skupine majhne, se voda lahko reorganizira okoli njih brez izgube vodikovih vezi
med lastnimi molekulami (slika 10 a). Entropijska izguba zaradi reorientacije molekul ima za
posledico majhno topnost majhnih nepolarnih skupin v vodi. Mehanizem in prosta energija tega
efekta je poznana tudi kvantitativno [23]. Vendar pa ta efekt ne implicira asociacije majhnih
hidrofobnih skupin v vodi, temvec bi po tej teoriji voda morala take skupine razmikati [23].

V Dblizini vedjega hidrofobnega objekta (npr. vedjega asociata majhnih hidrofobnih skupin) je
reorganizacija molekul vode brez prekinitve mreze vodikovih vezi geometrijsko nemogoca. Izguba
vodikovih vezi lahko povzroci 'susenje' (tik ob povrsini hidrofobnega objekta voda preide v plinsko
stanje), tako da tik ob povrsini objekta nastane medfaza plin/tekocina. Susenje lahko povzroci mocne
privlacne interakcije med takimi hidrofobnimi objekti, kar je lepo razvidno, e si zamislimo dve vedji
hidrofobni planarni povrsini v vodi (slika 10 b levo). Izguba vodikovih vezi povzrodi, da se voda
odmakne od povrsine, tako da nastane ob povrsini tanka plast vodne pare. Fluktuacije v tako nastalih
medfazah lahko pri ustrezni razdalji medsebojni razdalji povrsin destabilizirajo in izkljudijo preostalo
tekoc¢ino med povrsinama. Tako nastalo neravnovesje tlakov povzroci privlak med povrsinama (slika
10 b desno). Tudi ta pojav je poznan in kvantitativno razlozen [24]. Ker pa je susenje nelinearen pojav,
je makroskopska manifestacija pogojena z lokalno strukturo na majhni skali, povezava med njima pa z
omenjenima pristopoma ni dosegljiva. V primeru zvijanja proteinov v vodi je, pri popolnoma
raztegnjeni konformaciji, hidrofobnost posledica efektov na majhnih skalah, v zvitih proteinih pa
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efektov susenja na velikih skalah. Ce hodemo podrobneje razumeti proces zvijanja proteinov (prehod
iz enega rezima v drugega) moramo torej razumeti hidrofobno solvatacijo in hidrofobne efekte tudi na
vmesnih skalah.

Slika 10: (a) Shematski prikaz lokalne strukture vode okoli manjSega hidrofobnega topljenca (s ¢rtkanimi ¢rtami so oznacene
vezi). (b) Shematski prikaz lokalne strukture vode okoli vedjih paralelnih hidrofobnih plos¢ (Srafirano podrocje predstavlja
obmodje, kjer je gostota vode enaka bulk (volumski fazi) gostoti vode v tekocem stanju, belo podrodje pa regije, kjer je gostota
vode enaka bulk (volumski fazi) gostoti vodne pare).

Za opis hidrofobnih efektov pri solvataciji proteina zaenkrat Se ni dobrega analiticnega modela. Zato
se bomo podrobneje osredotocili na opis solvatacije sfericnega delca v Lennard-Jones tekocini s
formalizmom posploSenega molekularnega polja (GMF), ki temelji na YBG formalizmu in modifikaciji
opisa molekularnega polja. Z nekoliko poenostavljeno razli¢ico te teorije lahko kvantitativno
opredelimo hidrofobno hidratacijo (solvatacijo v vodi) ter hidrofobne interakcije med cilindri v
odvisnosti od njihove velikosti. Razumevanje teh pojavov pa nam bo dalo vpogled na njihov pomen
pri zvijanje proteinov.

2. 5. 2.1 Generalized mean field (GMF) teorija solvatacije sfericnega delca v L] tekocini [25-28]
Zamislimo si sfericni topljenec s trdim odbojem v Lennard-Jones (L]) topilu. Slednje je dober model za
hidrofobno solvatacijo, saj tak topljenec s topilom ne tvori privlacnih interakcij (kot hidrofobni objekt

v vodi ne tvori vodikovih vezi z vodo), hkrati pa povzroci efekte izkljucenega volumna.
V vedini konfiguracij L] tekocine se privla¢ne sile na izbran delec izkljucijo med nasprotnimi pari

delcev (slika 11 levo). d)
aOX 2G4

0P Q

Slika 11: Shematski prikaz parskega iznifenja privla¢nih sil na izbran delec topila (sive barve) v homogeni L] tekocini (levo) in
neiznicenih interakcij med delci topila okoli topljenca (modro), ki s topilom intergarira s strdim odbojem (desno).

Tako ostanejo le korelacije zaradi izkljucitve volumna, ki so posledica kratkoseznih mo¢nih odbojnih
sil. Ta kratkosezni odboj lahko dodobra aproksimiramo z enakomernim referencnim sistemom trdih
sfer. Argument izniCenja privlacnih sil mora (sicer manj to¢no) veljati tudi v primeru prisotnosti
majhnega sfericnega topljenca s trdim odbojem, ki je enako velik kot L] delci. Odziv gostote na tak
(mirujoci) delec bi moral biti podoben oscilirajoci radialni distribucijski funkciji v referencem sistemu
trdih sfer, z maksimumom gostote pri stiku. Ker pa tak topljenec ne tvori privlacnih interakcij z L]
delci topila, bodo LJ delci pri narasc¢ajocem radiju topljenca cutili narascajo¢o 'meizniceno' ali
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neuravnotezeno' neto privlacno silo, ki kaze stran od topljenca, zaradi delcev, ki so bolj oddaljeni od
topljenca (slika 11 desno).

Ta neiznicena privlacna interakcija povzroci Se drugo, pocCasneje se spreminjajoco, komponento v
odzivu gostote na topljenec, ki tekmuje z oscilirajocimi korelacijami izkljuenega volumna in povzroci
manjso gostoto L] delcev na stiku s topljencem. Konéni profil gostote je potem vsota obeh komponent
odziva gostote na topljenec in je odvisen od tega, kako blizu je termodinamsko stanje zacetnega
homogenega L] sistema faznemu ravnotezju plin/tekocina in od velikosti neuravnotezene privlacne
sile, ki je povezana z velikostjo topljenca (sfere).

Neiznicene privlacne interakcije bomo aproksimirali s splosnim molekularnim poljem, v katerem so
lokalno povpreceni efekti privlacnih interakcij zamenjani z efektivnim enodelénim potencialom.
Strukturo nehemogenega L] sistema (L] sistem s topljencem) bomo opisali s strukturo referencnega
sistema trdih sfer v sutreznem efektivhem referencnem polju (effective reference field-ERF), ki je
sestavljeno iz dveh delov: golega zunanjega polja trdega tpoljenca (trdi odboj) in pocasi se
spreminjajocega dela, ki opisuje neiznic¢ene privlacne interakcije.

Izhajamo iz velekanoni¢nega ansambla s fiksiranim kemijskim potencialmom p?, ki doloca p®, gostoto
homogene tekocine dale¢ stran od delca kjer je zunanje polje ¢(r)=0. Delci tekocine interagirajo z
zunanjim poljem trdega delca, ¢(r), in med seboj z L] potencialom, w(r)=uo(r)+ui(r), ki je razdeljen na
hitro padajoci odbojni del uo in pocasi se spreminjajoci del zaradi privla¢nih interakcij, ui. Tako je
uo(r)=w(r)+e za r<ro (kjer je ro razdalja pri kateri L] sila menja predznak (razdalja pri minimumu
potenciala) in ¢ obicajni L] energetski parameter)) in ui(r)= -¢ za r<ro in ui(r)=w(r) sicer. Strukturo
nehomogenega L] sistema opredelimo s strukturo bolj preprostega nehomogenega referencnega
sistema (ki vsebuje le odbojne interakcije, torej L] odboj) in kemijskim potencialom p# in pripadajoco
gostoto v 'bulk' fazi, p?, ki se nahaja v zunanjem referenénem polju (ERF), ¢r(r). Kako izbrati ERF?

Glede na to, da je referencni sistem ¢im boljsi priblizek pravega sistema, je smiselno, da je oblika ERF
taksna, da sta rezultirajoci lokalni singletni gostoti obeh sistemov enaki v vsaki tocki sistema:

o (r:[4:]) = p(r:[4)) 67)

kjer ”"0” oznacuje, da so parske interakcije refrerencnega sistema izkljucno odbojne, uo, [¢r] pa
oznacuje, da sta distribucijski funkciji funkciji ustreznega zunanjega polja. ERF lahko dobimo tako, da
odstejemo prvi enacbi YGB hierarhije (glej dodatek, enacba (D23)) intrinzi¢nega in referencnega
sistema ob pogoju, da za ERF velja enacba (67). Prva clena enacbe (D23) za oba sistema sta zaradi (67)
enaka, tako po preurejanju ¢lenov dobimo

=V, [ (1) = (5)] = = [ dt, o, (0, 15[ DV, (1) = [ e, { (s[5 [ = oy (0 15[ DY VWi (1) (68)

Kier je p,(n,|r;[d: ) = oo (r.r:[d: )/ oy (ri;[¢:]) pogojna singletna gostota, torej gostota pri r2 pri
pogoju, da je en delec fiksiran pri ri. Ce enacba (67) zagotovi podobno lokalno okolico odbojnih sredic
v obeh tekocinah (v podrodjih, kjer prevladujejo (identicne) odbojne sile), ki potem bistveno
(odlocilno) vplivajo na korelacije v gostoti preko efekta izkljucitve volumna, potem bosta tudi pogojni
singletni gostoti podobni. Slednje pa pomeni, da bo zadnji ¢len v enacbi (68) majhen, vsaj pri velikih
gostotah, ko prevladujejo efekti izkljuenega volumna. Ta izjava glede strukture omogoca vpeljavo
posplosene teorije molekularnega (ali povprecnega) polja (generalized MF theory-GMF), v kateri ima
referencna tekocina Se vedno netrivialne parske korelacije in tudi korelacije visjega reda, ki so
posledica odbojnih sil.
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Zadniji ¢len (68) pa ofitno izgine tudi pri zelo nizkih gostotah, kjer velja ¢r= ¢. Ce na osnovi
omenjenih argumentov popolnoma zanemarimo zadnji clen enacbe (68), dobimo priblizno enacbo za
ERF

V[ (6) —¢(r)] = = [ dr, p, (1, |13 [ DV 0, (1) (69)

Povezava s teorijo povprecnega (ali molekularnega) polja postane Se obolj ocitna, ¢e pogojno singletno
gostoto zamenjamo Kar s singletno gostoto p, (r,;[¢ ]) . Ta aproksimacija je bistveno boljsa, kot izgleda
na prvi pogled, saj je razlika med tema funkcijama najvecja, ko je r2 blizu r1, vandar pa je pri majhnih
meddel¢nih razdaljah tudi V,u,=0. Gradient lahko potem piSemo pred integralom v enacbi (69) in
enacbo (69) integriramo, tako da izeberemo konstanto integracije pri pogoju, da je gostota dalec stran
od topljenca, Kjer je ¢r= ¢, enaka pB. Dobimo enacbo

# ()~ 4(x) = [ dr, p, (1,3 6 Dy () +20% (70)

kjer a———jd ,(r,) ustreza interakcijskemu parametru v van der Waalsovi teoriji homogenih

tekodin. ¢r je torej splosno sestavljen iz oiginalnega polja ¢ in pocasi se spreminjajocega dela ¢s
g () = [ dr, p, (), (r,,) + 2 p°a (71)

ki opisuje prostorsko spreminjanje privlacnih interakcij (neiznicenih privla¢nih sil) v nehomogeni
tekocini. Sedaj si za ilustracijo poglejmo termodinamske implikacije enacbe (70) v primeru
konstantnega polja. V velikokanoni¢nem ansamblu je to ekvivalentno spremembi kemijskega
potenciala, ki povzroci spremembo v homogeni (enakomerni) gostoti. V tem primeru lahko
uporabimo enacbo (70) za povezavo med kemijskim potencialom v referen¢nem in LJ sistemu. Ce sta
u(p) in po(p) kemijska potenciala kot funkciji gostote v L] in referencnem sistemu (ki sta oba
homogena), potem je ¢r= u- u(p) vrednost konstantnega polja, ki spremeni gostoto v L] sistemu iz p?
na p, ¢r= uoP- po(p) analogno polje, ki v referencnem sistemu povzroci enako spremembo gostote. Z
uporabo enacb (67) in (70) dobimo MF priblizek, ki povezuje polji oz. kemijska potenciala v
homogenem referen¢nem in homogenem LJ sistemu: u(p)= po(p)-2ap. V limiti homogenega sistema ta
enacba opisuje vse efekte privlacnih interakcij preko konstantnega parametra a.

Sedaj si oglejmo odziv na splosno polje ¢r Ker kemijski potencial v porazdelitveni funkciji
velikokanoni¢nega ansambla deluje kot konstantno polje, je pripadajoca gostota p, (r;[ds ], 5 ) = p, (1)

funkcional ¢r in funkcija u? in je odvisna le od razlike med njima. Zato lahko za vsako pozicijo 11
definiramo  premaknjen  kemijski  potencial g =u; —¢i(r,) in  premaknjeno  polje

' (r,)=¢:(r)—¢s(r,), za vsak r pa mora veljati po(r;[gzﬁR],yf):pO(r;[ i ],,ugl). Po definiciji
premaknjeno polje izgine pri r=ri. Ce se ¢r spreminja pocasi, potem je polje zelo majhno pri r blizu 1.
V tem primeru lahko gostoto pri 11 aproksimiramo z p, (r;;[¢s |, 1) = p, (r;5[0], 11 ) = p; , torej z gostoto
homogene tekocine pri premaknjenem kemijskem potencialu ;. p; definira hidrostatski odziv na
¢r. Py je odvisna od lokalne vrednosti ¢r preko odvisnosti od 4 . Ce se polje spreminja po prostoru
dovolj pocasi, je ta hidrostatski priblizek zelo dober [26]. p; lahko definiramo tudi s pomocjo
kemijskega potenciala homogenega referencnega sistema: g, (po )E Uy — e (1) Ce ima ¢r jedro s
trdim odbojem (¢r= ), bo v tem jedru gostota enaka 0 (kar ustreza g =—o0). Vendar pa hidrostatski

priblizek zaradi striktno lokalnega odziva odpove pri opisu nelokalnih korelacij, ki so posledica
trdega odboja. Sedaj si oglejmo, kako resiti to pomankljivost.
Najprej zapisimo lokalni hidrostatski odziv na ¢r
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w25 ) = 115 = p() = [ dr, o, (1, )u, (1)~ 2 0% (72)

Enacba (72) definira hidrostatsko gostoto pi preko lokalne vrednosti ¢r pri 11, ki pa vkjucuje integral
preko celotne gostote po vseh ostalih r2 tockah prostora. Da lahko eksplicitno dolo¢imo p; , vpeljemo

izraz Ap,(r,)=p,(r,)— py , ga vstavimo v enacbo (72), na obeh straneh odstejemo 2ap; in dobimo

Hy (,0;' )—Zapg‘ = /uoB —¢(I‘1) _2pBa—J.dr2 |:,D(;2 _p(;] :|u1(r12) _Idrz [Apo (rz)]ul(rIZ) (73)

V Kklasi¢ni MF teoriji zadnji ¢len zanemarimo. Vendar pa lahko Ap,(r,) enostavno izratunamo z

uporabo teorije linearnega odziva, ki natanéno povezuje majhne spremembe v polju in gostoti.
Splosna enacba linearnega odziva v splosnem polju ¢r s kemijskim potencialom u? pri dani
temperaturi se glasi [29]

B, (r,) = [ dr, 1, [£y]) 30, (1) (74)
in povezuje majhne perturbacije polja in gostote preko inverzne odzivne fukcije

5(r -r,)
P (1)

7' (rorip]) -¢,(r.r:[p,]) (75)

kjer je co direktna (Ornstein-Zernike) korelacijska funkcija sistema z gostoto p, (r) . Ker nas zanimajo
perturbacije okoli homogenega sistema, dobi c obliko ¢,(r,;p). Ali lahko s takim pristopom

doloc¢imo tudi odziv na veliko perturbacijo polja? Linearna relacija mora pri zelo veliki perturbaciji
polja (za ilustracijo npr. neskoncnem polju) zagotovo odpovedati. Nasprotno enacba (74) najbolj velja
za tiste 11, za katere je polje majhno (oz. izgine). Preko integracije po vseh r2 pa poveZe spremembe
gostote v regiji, kjer je polje zelo majhno (oz. izgine) s spremembami v regijah, v katerih je polje veliko.
Ta pogoj za optimalno veljavnost teorije linearnega odziva je zadoSc¢en vedno, kadar uporabimo
enacbo (74) za dolocanje spremembe gostote pri vsakem r1 glede na gostoto homogene tekocine, o,

kot polsedico premaknjenega polja. V tem primeru postavimo ' (r.r;[p,])= 7' (rlz; pg‘) in
Spy = ¢ terdp, (r,)=p,(r,)—py . Kerje ¢ (r) pri r; po definiciji enako 0, dobimo

0=[de,z," (1305 ) 20 (1)~ 2} ] (76)
kar ob opostevanju enacbe (75) lahko zapiSemo kot
0= J'drz M[

I

P ()= Idrz 1z>po po (1'2)—,05‘:| (77)
Po integraciji levega integrala v enacbi (77) dobimo enacbo

0= 25 o (12 ) ()1 7
Py

ki po preurejanju clenov dobi koncno obliko

Py () = P + it [ desg, (3.0 ) 20 (1) - % | (79)
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Enacbo (79) imenujemo enacba hidrostaticnega linearnega odziva (hydrostatic linear response-HLR).
Polje v enacbi nastopa le implicitno, in sicer preko lokalnega efekta na p}' . Osnova za uporabo HLR

enacbe je poznavanje C,(r,;p) in 4 (p) homogenega referentnega sistema. Ustrezni priblizki teh

funkcij so znani iz GMSA teorije [30] ali bolj enostavne Percus-Yevick aproksimacije [29]. Tako lahko
z resitvijo linearne integralske HLR enacbe dolo¢imo p, (r;) za vsak r;.

Sedaj lahko na osnovi premisleka hidrostaticne limite popravimo Se MF enacbo (70). V limiti
homogenega sistema enacba ustrezno opise vse efekte privlacnih interakcij preko parametra a. Po
drugi strani pa bo napovedala premaknjene (MF) vrednosti gostote plinske in tekoce faze, ¢e bomo z
njo zeleli opisati pocasi se spreminjajoco medfazo tekocina-plin [31].

Ce Zelimo dobiti kvantitativno ustrezne vrednosti 'bulk’ termodinamskih lastnosti, lahko zamenjamo
konstanto a s funkcijo a, ki je odvisna (upamo, da ¢im manj) od temperature in gostote. a lahko
enostavno empiricno dolocimo, ¢e poznamo to¢no analiti¢no enacbo stanja homogene tekocine (L] in
referencnega sistema). Namesto da uporabimo MF enacbo u(p)= po(p)-2ap, predpostavimo, da je u(p)
znana iz tocne enacbe stanja (npr. iz enacbe stanja L] tekocine s 33-parametri, ki so jo predlagali
Johnson in sodelavci [32]). Imamo tudi tocen izraz za po(p) (tekocina iz trdih sfer). Ti funkciji lahko
analogno MF povezemo z enacbo u(p)= po(p)-2a(p)p, kjer je funkcija o izbrana tako, da je enacba
veljevna. Ker je tudi najenostavnejsa MF aproksimacija kvalitativno ustrezna, pri¢akujemo, da bo
razmerje a(p)/a reda velikosti 1. Kot je razvidno s slike 12, je temu dejansko tako.
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Slika 12: Funkcija a(p)/a, dobljena iz modificirane MF enacbe (u(p)= po(p)-2a(p)p) na osnovi natancne enacbe stanja L] tekocine
in tekocine iz trdih sfer, v odvisnosti od temperature (v L] enotah) [28].

Te rezultate za konstantno polje lahko uporabimo za doloitev v hidrostatski limiti pocasi se
spreminjajocega polja. Razmeroma enostaven nacin, s katerim lahko to naredimo, je naslednji. MF
enacbo (70) zapisemo v modificirani obliki

alpy

B (r) —h(x;) = % [dr, o (5] s ] 249, (1) + 22 () p° (80)
Enacba (80) je modificirana MF enacba (MMF) in predstavlja enacbo (70), v kateri je integral
pomnozen s faktorjem a( X )/ a, ki je dovisen od r1 preko odvisnosti p; od lokalne vrednosti polja
#: (1), konstanta integracije pa je zamenjana z ustrezno limitno vrednostjo tako modificiranega

integrala.
MMEFA teorija (0oz. MVDW teorija) zahteva socasno resitev dveh enacb, enacbe (73) oz. (80) in enacbe

(79). Enacba (80) doloca p;', torej lokalni odziv na ERF (z enacbo g, ( ox ) = 1y —¢x (r,)), enacba (79) pa
dolo¢a celotni nelokalni odziv p,(r). Celotni proces reSevanja enacb lahko torej opiSemo z

dvostopenjskim iteracijskim postopkom. Za dani priblizek ERF, se v prvem koraku doloci
hidrostatska gostota p; iz enacbe (73) oz. (80), ¢e jo zapipsemo analogno kot (73). V drugem koraku

se upostevajo Se nelokalni oscilirajoci prispevki k pi' (ki jih splosno povzrocijo hitre spremembe
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zunanjega polja ¢) z uporabo lokalno optimirane uporabe teorije linearnega odziva- enacbe (79).
Dobljeno novo gostoto p,(r;) nato uporabimo za ponovni izracun priblizka ERF in koraka

ponavljamo, dokler algoritem ne skonvergira. Rezultat tega postopka je ERF in profil gostote. Rezultat
v primeru sferi¢nega delca, ki s topilom interagira s trdim odbojnim potencialom, je prikazan na
slikah 13 in 14. Na sliki 15 so prikazani Se profili gostote v referencni L] tekocini v primeru golega
zunanjega potenciala (trdega odboja) v odvisnosti od velikosti topljenca.

8

.
Slika 13: Zunanje molekularno referencno polje sferi¢nega topljenca s trdim odbojem v L] tekocini pri radiju topljenca 0.5, 1.0,
2.0,3.0in 4.0. v L] enotah

3 T T T T T T

P (r:S)

Slika 14: Profil gostote L] tekocine v prisotnosti sfericnega topljenca s trdim odbojem v L] tekocini pri radiju topljenca 1.0, 2.0,
3.0in 4.0 v L] enotah. Zaradi preglednosti so profili za radij topljenca 1.0, 2.0, 3.0 premaknjeni navzgor za 0.6, 0.4 in 0.2 enote. S
krogci so oznaceni rezultati Monte-Carlo simulacij.
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Slika 15: Profil gostote referencne L] tekocine v prisotnosti golega zunanjega polja ¢ pri radiju topljenca 1.0,2.0in 3.0 v L]
enotah. Zaradi preglednosti so profili za radij topljenca 1.0, 2.0 premaknjeni navzgor za 0.4 in 0.2 enote. S krogci so oznaceni
rezultati Monte-Carlo simulacij v "polni' L] tekocini .

V primeru majhnega topljenca (5<0,7) privlacne interakcije med delci L] topila ne povzrodijo
spremembe zunanjega polja (trdega odboja s topljencam), kar je dobro razvidno na sliki 13 za S=0,5.
Efekti privla¢nih interakcij postanejo pomembni pri 5=1,0 (ko je velikost topljenca enaka velikosti
delca topila), kar je razvidno iz slike 13, saj nad tem radijem topljenca odboj postaja mehkejsi.
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Kontaktna vrednost gostote pri S=1,0 je Se vedno vedja od 'bulk' vrednosti, vendar pa manjsa kot v
primeru gostote ob prisotnosti golega zunanjega potenciala (trdega odboja- slika 15). Pri S>1,0 pride
do deplecije (iz¢rpanja) topila ob topljencu- kontaktna vrednost gostote je manjsa od bulk vrednosti
(slika 14). Vediji kot je topljenec, vecja je deplecija delcev topila na povrsini.

Sedaj si oglejmo Se prosto energijo solvatacije sfericnega delca v L] tekocini. Kemijski potencial
sferi¢nega topljenca A v LJ topilu, x, (LJ), formalno zapisemo kot

115 (LI) =KT In[ p, (LI) A} ]+ AQ, (81)

kjer je p,(LJ) Stevilska gostota topljenca, A, je termi¢na valovna dolZina topljenca in AQ preseZni

kemijski potencial ali prosta energija solvatacije - delo ki ga je potrebno opraviti, ko 'vklopimo'
interakcije med topilom in topljencem. Po teoriji skaliranja delcev (scaled particle theory) lahko AQq

opisemo z enacbo
1
AQ =47S’KT [22p, (48)d A (82)
0

kjer je S radij delca topljenca, p, (4S)je gostota topila na kontaktu z delcem z radijem S in A fiktivna

integracijska spremenljivka, ki tece od 0 do 1 ('vklopimo' interakcije med topljencem in topilom).
Integracijo po A4 lahko zamenjamo z vsoto in profile gostote izracunamo za posamezne vrednosti A
pri konstantnem #° . S takim pristopom lahko izra¢unamo prosto energijo solvatacije v odvisnosti od

velikosti sfericnega topljenca (slika 16)

0 i . L . 1 L
0 2 4 6
S
Slika 16: Prosta energija solvatacije na enoto povrsine topljenca v odvisnosti od radija topljenca. Krogci oznacujejo rezultate

Monte-Carlo simulacij, rtkana &rta pa predstavlja AQ /478 * ob prisotnosti golega zunanjega polja (tredga odboja).

Za majhne topljence privlacne sile med delci topila ne igrajo pomembne vloge in solvatacijska prosta
energija se dobro ujema z energijo v prisotnosti golega zunanjega polja (trdega odboja s topljencem).
Obnasanje AQ/47S” se drastitno spremeni pri S= 0,75. Nad S=1,25 doseze AQq /47S® plato, ki ga

lahko razumemo, ¢e prosto energijo razdelimo na volumski prispevek (Vs=4mS%/3) in povrsSinski
prispevek (As=4mS2)
AQ =V p® + Ay (83)

Tu prvi ¢len predstavlja delo potrebno za odstranitev delcev tekocine iz volumna ki ga zaseda
topljenec (p® je tlak v 'bulk’ fazi tekocine), drugi del pa delo za nastanek medfaze (y;je medfazna
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napetost topljenec/topilo). Prvi ¢len je zanemarjiv za tukaj preucevane velikosti topljenca, drugi del pa
je neodvisen od velikosti topljenca za velike topljence.

2. 5. 2. 2 Hidratacija hidrofobnega sferi¢cnega delca, hidrofobne interakcije v vodi in implikacije na
zvijanje proteinov

Prikazane principe lahko razsirimo na hidratacijo hidrofobnih povrsin in hidrofobne interakcije v vodi
[33]. Zamislimo si trdo sfero v vodi, postavljeno v izhodis¢u koordinatnega sistema. Tak sistem nam
lahko sluzi kot model hidratacije hidrofobnega objekta, saj sfera ne tvori vodikovih vezi z vodo in
izpodrine vodo iz volumna, ki ga zaseda objekt. Privlacne van der Waalsove interakcije med vodo in
topljencem ne spremenijo kvalitativne slike fenomena in jih lahko zlahka vklju¢imo v teorijo z nekaj
dodatnimi modifikacijami [34]. Zaradi vecje preglednosti jih bomo zanemarili.

Majhne fluktuacije gostote v vodi lahko opiSemo z Gaussovo distribucijo. Z racunalniskimi
simulacijami je bilo pokazano [35], da tudi relativno velike fluktuacije, ki povzrocijo nastanek lukenj z
velikostjo molekul, lahko opiSemo z enako Gaussovo distribucijo. Pratt in Chandler sta prva na
osnovi eksperimentalno dolocene odzivne funkcije za vodo razvila kvantitativno teorijo za opis
solvatacije majhnih nepolarnih delcev v vodi, ki vklju¢uje spremembe strukture in proste energije, ki
jih povzroci izkljucitev vode iz volumna, ki ga zaseda topljenec [36]. Teorija je bila kasneje Se
raz$irjena in teoreticno mocneje podkrepljena [35]. Na osnovi zakljuckov teh del lahko sklepamo, da
lahko z uporabo ustreznih odzivnih fukcij posploseno teorijo molekularnega polja, predstavljeno v
prejSnjem odseku na primeru LJ topila, razsirimo na vodne sisteme. Poglavitna lastnost, ki je ne
vklju¢uje uporaba Gaussove distribucije za opis verjetnosti fluktuacij gostote, je nastanek medfaze v
primeru vedjih topljencev. Nastanek medfaze je sploSen pojav, zato razlika v lokalni strukturi vode in
L] tekocine nima velikega vpliva na kvalitativno sliko pojava.

Za opis solvatacije sfericnega topljenca, ki z vodo reagira s trdim odbojnim potencialom, je uporabno,
da prvi korak resevanja MMFA enacb interpretiramo Se drugace. Kot smo pokazali, lahko ERF
razdelimo na ¢ (originalno polje-trdi odboj) in ¢s (pocasi se spreminjajo¢i del ERF, ki vkljucuje
neizniene privla¢ne interakcije med molekulami topila). Ce Zelimo upostevati e privlacne interakcije
med topilom in topljencem, jih vklju¢imo v ¢s. Zamislimo si najprej lokalni hidrostati¢ni odziv na ¢s,
ps . Ker je odziv na ERF strogo lokalen, se p{ razlikuje od pi (odziv na celotno ERF) le v podrocju
znotraj delca topljenca, kjer je p; enaka 0, pi pa ostaja zvezna in gladka. Slednje nam omogoca, da
lahko pri dolo¢anju p;' v prvem koraku reSevanja MMFA enacb, predzadnji ¢len na desni strani

enacbe (73) (oz. analogno zapisane enacbe (80)) aproksimiramo z gradientom, kot bomo pokazali
kasneje. Ker ¢s opisuje privlacne interakcije, povezane z nastankom medfaze med topljencem in
topilom, lahko p{ interpretiramo kot medfazno komponento polnega odziva gostote na ERF, p,(r,).

V naslednjem koraku upostevamo Se odziv na ¢ (trdi odboj) in vse nelokalne efekte z enacbo (79). V
tem primeru p, (r,) izgine znotraj topljenca in, odvisno od tega, v kaksni meri je zniZana gostota py
blizu topljenca, povzroci nelokalne oscilirajo¢e popravke p zunaj topljenca, ki jih izra¢unamo s
teorijo linearnega odziva. Drugace povedano, v drugem koraku upostevamo nelokalne Gaussove
fluktuacije okoli gladke medfzne komponente profila gostote, ki so posledica trdega odboja. Ne-
Gaussovo komponento, ki je povezana z nastankom medfaze in je posledica neiznicenih privlacnih
interakcij med delci topila, upostevamo v prvem koraku. Koncni profil je tako razmerje med
komponentama.

Glede na to interpretacijo teorije posploSenega molekularnega polja lahko sklepamo, da lahko
medfazno komponento v vodnem sistemu vsaj kvalitativho opiSemo z MMFA pristopom (podobno
kot v primeru L] topila). V L] sistemu lahko neiznic¢ene privla¢ne interakcije med delci topila (v enacbi

(71)) opiSemo $e drugace, in sicer v smislu grobozrnjene (‘coarse-grained') gostote, p(r), z

normalizirano obteZzitveno funkcijo, ki je proporcionalna u::
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—2ap(r,) = [dr,p(r,)u, (1) (84)

Lum in sodelavci [33] so pokazali, da neiznicene privla¢ne interakcije v vodi lahko opisemo s podobno
grobozrnjeno gostoto vode, kjer grobozrnimo znotraj ustreznega dometa privlacnih interakcij v vodi,

T.
Sedaj se vrnemo na (v prejsnjem odstavku na novo interpretiran) prvi korak, v katerem upostevamo le

odziv na ¢s, in pg . Predzadnji clen na desni strani enacbe (73) razvijemo okoli pg do drugega reda.
Zaradi simetrije u1 je ¢len prvga reda po integraciji po r2 enak 0, ¢len drugega reda pa lahko vzamemo
izpod integrala, saj ga obravnavamo pri 11 (in zato ni odvisen od r2). Ob upostevanju tega in zveze (84)
dobi enacba (73) obliko

1y (p2) =1 +mv?pt +2a[5(r1)—7)';} (85)

kjer je m=1/2(f(r12)*u(r12)dr2). Enacba (85) je enaka enacbi, ki so jo Lum in sod. izpeljali iz gostotnega
funkcionala proste energije. Ker bi pocasi se spreminjajoca medfazna komponenta pZ morala biti
neodvisna od lokalne strukture, so Lum in sod. uporabili enostavno van der Waalsovo (vdW) obliko
za u(p) [33], ki direktno interpolira v podrocju dveh faz. Parametra a in b so izbrali tako, da sta
reproducirala gostoto in stisljivost vode pri temperaturi 298 K. Privzeli so, da je parameter m enak
povrsinski napetosti vode, iz relacije med a in m pa so dolo¢ili skalo povprecenja (t) za/_)(r) , za katero
so uporabili kar Gausovo utez. Kriteriji izbire teh parametrov so sicer precej poljubni in vdW relacija
ni ravno ustrezna za opis relacije med gostoto energije in povrsinsko napetostjo vode, vendar so Lum
in sod. pokazali, da majhne spremembe teh parametrov niso bistveno vplivale na kvalitativne lastnosti
rezultatov, ki so jih pri tem dobili.

Lum in sod. so uporabili standardno obliko odzivne funkcije v njihovem analogu enacbe (76), v kateri
so uporabili eksperimentalno doloc¢eno radialno distribucijsko funkcijo za tekoc¢o vodo
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Slika 17: Prosta energija solvatacije v odvisnosti od radija sferi¢nega topljenca. ( AQ, /47S* = Ay, /47zR*)

0
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Slika 18: Radialna distribucijska funkcija g(R+r)=p(R+r)/p°.

Rezultati, ki so jih dobili, so prikazani na slikah 17 in 18 in se kvalitativno ujemajo z rezultati topljenca
v LJ topilu. Na biolosko relevantni nanometrski skali opazimo prehod iz 'mocenja’ (kontaktna gostota
vedja od bulk vrednosti) na 'suSenje’ (kontaktna gostota manjsa od bulk vrednosti). Pri izracunih
solvatacijskih prostih energij so uporabili nekoliko manj natancen pristop, in sicer so uporabili izraz -
kTInP(R), kjer je P(R) verjetnost, da najdemo v vodi luknjo velikosti R. Predpostavili so, da je ta
verjetnostna porazdelitev Gaussova. Rezultati se kvalitativno ujemajo s solvatacijskimi prostimi
energijami v L] topilu. Izrac¢unali so Se solvatacijske proste energije dveh neskon¢nih ravnih plos¢ (ki z
vodo interagirajo s trdim odbojem) v odvisnosti od razdalje med njima (D) z enacbo (85). Za doloceno
obmodje D ima enacba (85) dve resitvi, torej v tem obmocju obstajata dve solvatacijski energiji (slika
19).
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Slika 19. Solvatacijska prosta energija na enoto povrsine v odvisnosti od medsebojne razdalje plos¢. Polna ¢rta predstavlja
stabilno obmodje, ¢rtkana metastabilno in pikcasta spodnjo mejo metastabilnosti tekoce faze.

Iz slike 19 je razvidno, da je tudi pri ralativno velikih razdaljah plinska faza termodinamsko bolj
stabilna od tekoce. Tekoca faza je v Sirokem intervalu D metastabilna. V metastabilnem obmocdju je
uparevanje posredovano s fluktuacijami medfaz vode, ki morajo biti tako velike, da med plos¢ama
nastanejo mosticki plina. Slednje se zgodi zelo redko, zato voda ostane v tekoci obliki do medsebojne
razdalje plos¢, pri kateri postane mehansko nestabilna (spinodalna meja oznacena na sliki 19 s
tockasto ¢rto). Ta mejna razdalja je pribl. 5 nm.

Podobno so ugotovili Se za hidrofobne interakcije med Stirimi paralelnimi cilindri. Da bi se priblizali
problemu zvijanja proteinov, so izracunali Se hidrofobne inetrakcije med cilindri, katerih zunanji deli
so imeli hidrofilne lastnosti, deli, ki pa so bili obrnjeni drug proti drugemu, pa hidrofobne (slika 20).
Slednje je model za interakcije med sekundarnimi vijacnicnimi strukturnimi elementi proteinov, ki
imajo obliko valja in podobne hidrofilne/hidrofobne lastnosti.
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Slika 20: interakcije med hidrofonimi cilindri s hidrofilno zunanjostjo (senceno podrocje).

D 2R4

ApUD) (kJmol/&)

-40 ! !
0 0 0
D(A)
Slika 21: Solvatacijske proste energije na enoto dolzine stirih neskon¢nih paralelnih cilindrov (s slike 20) v odvisnosti od razdalje
med povrsinami. Polne ¢rte predstavljajo stabilna podrodja, ¢rtkane metastabilna, tockasta crta pa spodnjo mejo metastabilnosti

tekoce faze (faze z veliko gostoto).

V primeru cilnidrov z radijem R > 0,8 nm, opazimo obmocdje razdalj D, kjer obstaja metastabilno tekoce
(stanje z visoko gostoto) - oznaceno na sliki 21 s ¢rtkano ¢rto. V primeru manjsih cilindrov podrocja
metastabilnega tekocega stanja ne opazimo. Plinska faza (faza z nizko gostoto) je v vseh primerih
stabilna vsaj do D < 1,1 nm. Metastabilna plinska stanja opazimo pri razdaljah od pribl. 1,3 nm (pri
R=0,6 nm) do pribl. 2,1 nm (pri R=0,9 nm). Stabilnost oz. metastabilnost te faze predstavlja gonilno silo
asociacije cilindrov. Pri R=0,9 nm energetska bariera (dvig solvatacijske proste energije pri
priblizevanju) za asociacijo izgine celo v podrocju metastabilne plinske faze. V tem podrocju torej
lahko pricakujemo hitro in moc¢no asociacijo cilindrov za R = 0,9 nm. Dejstvo, da izracuni v tem
podrodju radijev cilindrov in medsebojnih razdalj med njimi niso pokazali energetske bariere, ne
pomeni, da te zagotovo ni, saj teorija LCW ne uposteva fluktuacij medfaz. Le-te lahko namre¢ v
primeru, ko se med cilindri nahaja metastabilna plinska faza, povzrocijo nastanek tekoc¢ih mostickov
med cilindri, kar zmanj$a neravnovesje tlakov zunaj cilindrov in med njimi (okoli cilindrov je tlak
vedji kot v podrodju med njimi), ki povzroca privlak med njimi, slednje pa predstavlja bariero
asociacije.

3. Pripsevek posameznih intramolekularnih interakcij k prosti energiji
zvijanja in stabilnosti nativne konformacije

Pri racunalniskih metodah za rac¢unanje proste energije zvijanja proteinov igra pomembno vlogo
koncept vodi dostopne povrsSine (Accessible Surface Area). V. ASA modelu se solvatacijska prosta
energija atoma opise kot produkt solvatacijskega parametra (solvatacijska energija na enoto povrsine)
in povrsine atoma, ki je dostopna molekulam topila. Topilu dostopna povrsina (ASA) je povrsina, ki
obdaja podrodje izkljuenega volumna in se izra¢una iz molekulskih vdW radijev. Solvatacijski
parameter je dobljen empiri¢no s korelacijsko analizo energij prenosa manjsih organskih molekul iz
nepolarne organske faze (npr. oktanol) v vodo, ki jih izracunamo iz meritev porazdelitvenih
koeficinetov, dobljenih npr. iz tekocinske kromatografije. Porazdelitveni koeficienti predstavljajo
razmerje energij prenosa iz vakuuma v vodo in iz vakuuma v olje. S pomodcjo molekulske mehanike
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se nato izracuna energija molekule v vakuumu, ki posledi¢no omogoc¢i izra¢un energije prenosa iz
vakuuma v vodo.

Iz atomisti¢nih racunalniskih simulacij molekulske dinamike (MD) na osnovi CHARMM polja sil in
ASA ter Poisson-Boltzmann (PB; opisuje elektrostatsko komponento) modelov solvatacije je znano
[37,38], da je prispevek veznih intramolekularnih interakcij (odsek 2.3) k spremembi potencialne
energije pri zvijanju proteina v primerjavi z neveznimi zelo majhen. Po rezultatih teh simulacij 60-70
% spremebme potencialne energije prispevajo vdW interakcije in 25-30 % elektrostatske interakcije.
Vodikove vezi so v CHARMM potencialni funkciji opisane s Coulombskim potencialom. Prispevke
interakcij k prosti energiji zvijanja pa so razdelili na pripspevke polarnih in nepolarnih funkcionalnih
skupin. Med prispevke polarnih so uvrstili vdW interakcije med polarnimi skupinami,
intramolekularne elektrostatske interakcij, elektrostatske (PB) prispevke proste energije solvatacije in
a2 prispevkov interakcij med polarnimi in nepolarnimi skupinami. Med prispevke nepolarnih skupin
so uvrstili vdW interakcije med nepolarnimi skupinami, %2 prispevkov vdW interakcij med polarnim
in nepolarnimi skupinami in hidrofobne prispevke (ASA) proste energije solvatacije. Ugotovili so, da
prevladujoci prispevek k prosti energiji zvijanja proteinov predstavljajo prispevki nepolarnih skupin,
kar se ujema s tradicionalno idejo, da je hidrofobni kolaps glavna gonilna sila zvijanja. Vloga polarnih
skupin je zagotavljanje specificnosti in edinstvenosti konformacij z najnizjo energijo, kar pomeni, da
so proste energije ostalih nenativnih konformacij vecje od proste energije nativne konformacije zaradi
neugodnih polarnih interakcij.

Tak model za opis solvatacijske energije ima dve vecji pomanjkljivosti. Prva je ta, da je dobljena
solvatacijska energija polarnih skupin prevelika [38], druga pa, kot smo pokazali v odseku 2. 5. 2, da je
solvatacijski parameter neodvisen od velikosti topljenca (v tem primeru atoma oz. funkcionalne
skupine) samo v primeru velikih topljencev (kar atomi in izolirane funkcionalne skupine vsekakor
niso). Posledicno ASA model v najboljSem primeru relativno ustrezno opiSe le hidrofobno
komponento solvatacijske proste energije zvite (nativne) konformacije. V primeru iztegnjene
konformacije je z ASA modelom napovedana solvatacijska prosta energije precenjena, torej je
prispevek hidrofobnih efektov k zvitju proteina Se toliko vedji.

4. Zakljucek

V seminarju smo na kratko opredelili zapleteno strukturo proteinov in predstavili fizikalni pristop, s
katerim jo lahko napovedujemo iz AK zaporedja. Prikazali smo pojmovno razliko med proteini in
nakljuc¢nimi polipeptidi, ki so prav tako sestavljenih iz 20 AK, in pokazali, da so proteini evolucijsko
izbrane polipeptidne sekvence. Predstavili smo osnove statisti‘he mehanike proteinskih
makromolekul in gonilne sile zvijanja proteinov. Elektrostatsko komponento proste energije
solvatacije smo opisali z analiticnim posplosenim Bornovim modelom. Predstavili smo tudi GMFA
teorijo, najprej splosno, nato Se aplicirano na opis hidrofobnega efekta tako na molekularni kot tudi
mezo in makroskopski skali. V zadnjem odseku pa smo omenili Se nekaj zaklju¢kov rac¢unalniSkih
simulacij glede prispevkov posameznih tipov interakcij k prosti energiji zvijanja in stabilnosti
nativnega stanja.

Racunalniske simulacije so sicer najmocnejse teoreticno orodje biofizike in nudijo veliko informacij o
bioloskih procesih na molekularni (oz. atomisti¢ni) ravni, vendar pa zaradi omejenosti na
nanosekundne casovne skale ne omogocajo vpogleda v proces zvijanja proteinov, ki se dogaja na
mikrosekundni skali. Zato vsak teoreti¢cno razdelan korak, ki prispeva k bolj poglobljenemu
razumevanju posameznih efektov, predstavlja osnovo za nadaljnji razvoj in izpopolnjevanje
simulacijskih orodij, kar je bila tudi motivacija tega seminarja.

Ce zdruzimo zakljucke iz radunalniskih simulacij in teorije iz odseka 2, lahko izriemo naslednjo
fizikalno sliko zvijanja proteinov. Poglavitna gonilna sila za nastanek sekundarne strukture proteinov
je zmanjSanje izpostavljenosti hidrofobnih funkcionalnih skupin molekulam vode, pri ¢emer je
specificna konformacija elementov sekundarne strukture stabilnejSa od nespecificne kolabirane
konformacije (v kateri so hidrofobne kisline pravtako sencene pred vodo s hidrofilnimi, vendar pa
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interakcije med aminokislinami niso optimalne) zaradi specificnih interakcij med polarnimi
skupinami (vodikovih vezi in elektrostatskih ter dipolnih interakcij). Hidrofobni deli elementov
sekundarne strukture asociirajo naprej zaradi hidrofobnega efekta na mezoskopski skali, kjer nastanek
specificnih interakcij (vodikovih vezi in eletrostatskih ter dipolnih interakcij) med polarnimi deli
elementov sekundarne strukture zagotovi vecjo stabilnost specificne terciarne strukture nativnega
stanja glede na nespecificne asociate elementov sekundarne strukture. Ker je osnova hidrofobnega
efekta entropijska sprememba vode, lahko torej zaklju¢imo z izjavo, da je zvijanje proteinov vodeno
predvsem s preurejanjem molekul vode do strukture, v kateri je ob optimalnih intramolekularnih
interakcijah v najman;j$i mozni meri zmotena mreza vodikovih vezi med molekulami vode.

Dodatek: Yvon-Born-Green (YBG) formalizem tekocin [29,39]

Zamislimo si sistem tockastih delcev (le zaradi vecje preglednosti, sicer lahko, kot bomo pokazali,
upostevamo koncno velikost) pri temperaturi T in kemijskim potencialom u v posodi z volumnom V.
Velikokanoni¢ni in kanonicni potencial tega sistema sta povezana z relacijo

exp[-pQ(T, 1V )] = leexp(ﬁyN Jexp[ —BF (T,N,V)] (D1)

kjer je Q(T,u,V) velikokanoni¢na prosta energija in A(T,N,V) kanoni¢na (Helmholtzova) prosta
energija sistema z N delci. Glede na nadaljni postopek izbira ansambla ni pomembna, vendar je
termodinamska povprecja potrebno definirati v izbranem ansamblu. Mi bomo Yvon -Born-Green
formalizem izpeljali v kanoniénem ansamblu, ekvivalentne rezultate pa dobimo tudi v
velikokanoni¢nem ansamblu. Za sistem delcev s parsko aditivnimi silami lahko dobimo F iz
konfiguracijskega integrala

exp[-AF(T,N.V)]= ! Idrl...drNexp(—ﬂZV2(|ri—rj|)] (D2)

NIA™ 5 =

kjer je V2 parski potencial. Tukaj naredimo dve modifikaciji enacbe (D2). Najprej odstranimo omejitev
integrala po konfiguracijskem prostoru, tako da vpeljemo enodel¢ni potencial ¢i(r), ki strmo naraste,
ko se r pribliza steni posode z volumnom V. Nato odstranimo Se omejitev na parsko aditivne sile, tako
da potencialno energijo N delcev, Un, zapiSemo bolj splosno kot

I D WA RS (D3)

kjer so potencialna polja {¢x} (1=1,2,...) simetricne funkcije argumentov (¢z(r,x")= ¢2(r'r)) , ki opisujejo
n-del¢no interakcijo. Glede na sistem lahko doloceni ¢leni ¢» izginejo. Un je torej funkcija konfiguracije
delcev {ri, r,...rn} in funkcional ¢n -polj, kar oznacimo z Un= Un(ry, 12,..15;[]), Kjer je [p]= [¢1, ¢2,...].
Podobno je tudi F zdaj funkcija T in N in funkcional ¢n -polj, F= F(T,N;[¢]) Posledi¢no F vec¢ ni
eksplicitna funkcija V, saj je ta dolocen s funkcionalno odvisnostjo od ¢: (bolj eksplicitno od ¢i(r; V)).
Enacbo (D2) lahko sedaj zapiSemo v obliki

exp[—ﬁF(T, N;[¢])] _ !

Wjdrl. - dryexp{-pU, (n, .. .ng[g])} (D4)

Konfiguracijski intergral ni vec¢ omejen, saj ima v prisotnosti ¢1(r; V) vsaka konfiguracija, ki ne pripada
V, statisticno utez 0 (saj je takrat Un=e). Desna stran enacbe (D4) vsebuje integral po vseh moznih
konfiguracijah {ri, r,..rn}, zato mora biti invariantna na vsako gladko obrnljivo transformacijo
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koordinat, > 1' (j=1,..,N). Ce zapiemo to transformacijo s pomod&jo lokalnega umeritvenega polja,
u(r), kot 1j'=1 + u(r), potem lahko novo konfiguracijo {r1..., r'} zapiSemo kot funkcijo zacetne {r1,...,
v} in funkcional u(r), ki smo ga vpeljali za umeritev razlicnih transformacij {rj} = {r'}:

Uy (rl', . ,r@;[qﬁ])EUN (r], N ;[u],[¢]) (D5)

u(r)=0 ustreza zacetni konfiguraciji. V tem primeru tudi prosta energija postane funkcional
umeritvenega polja in enacbo (D4) lahko zapisemo kot

exp[ -4F (T.N:[u].[4])] =
:ﬁjdq. .. drNJac(rl, . ,rN;[u])exp{—ﬂUN (rl, .. ,rN;[u],[¢])}

:ﬁj‘dr;. .. dr, exp{—ﬁUN (rl', . ,r&;[¢])} (D6)

= !i\m jdr]. .. dry exp{—ﬂUN (l'l, e J'N§[¢])}
= exp[ —BF (T,N:[4]) ]

kjer smo zaradi vedje preglednosti uporabili Un(ry,...,rn;[u=0],[¢])=UN(r,...,xN;[¢]) in F(T,N;[u=0],[¢])=
F(T,N;[¢]). Jac oznacuje Jacobi-jevo transformacijsko matriko, ki je prav tako funkcional u(r):

6<r1', . ,rg,)

o(r, ....ry) ®7)

Jac(rl, . ,rN;[u])E

Ker sta {y} in {1} neomejeni spremenljivki, je prosta energija v enacbi (D6) neodvisna od izbire
umeritvenega polja:

F(T.N:[u].[¢]) = F(T.N:[u=0].[¢]) (D8)

Enacba (D8) nam pove, da je prosta energija invariantna na tranformacijo koordinat v
konfiguracijskem prostoru.

Sedaj pa si, namesto koncne spremembe konfiguracije sistema, predstavljajmo infinitizimalno
spremembo konfiguracije 6u(r). Enacbo (D8) lahko potem zapiSemo kot

SF (T,N;[u],[4]) = F (T.N;[u].[#]) - F (T, N;[0].[¢])

OF (T,N;[u],
= [dr (TN{u] ¢]) -Su(r)+0(ou”) (D9)
5“ (r) |T,N,¢;u:0
=0
in ker lahko 6u poljubno izberemo (enacba D8), mora veljati, da
SF (T, N;[u],[4]) o (D10)
é‘u(r) |T,N,¢;u:0
kar bomo zaradi vedje preglednosti zapisali kot
L[u] =0 (D11)
su(r)|,
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kar pa pomeni, da T,N,¢ in vsa polja ¢» (1=1,2,...) drzimo konstantne (sledi, da je tudi V fiksiran),
medtem ko odvod izvrednotimo pri u=0. V tem poenostavljenem zapisu imamo torej

5F[u

Flu]= J.d

su(r)+0(su’)=0 (D12)

Iz enacbe (D12) lahko razberemo, da pri (namisljeni) spremembi konfiguracije za éu ni opravljeno
nobeno delo oz. da je sila, ki je konjugirana (sklopljena) s tem (namisljenim) premikom v
konfiguracijskem faznem prostoru enaka 0. Izracunajmo sedaj to silo.

V poenostavljenem zapisu imamo

~BF [u]=In 'i\m Jdrl. ..drJac(r, ... ;[u])exp{—ﬂUN (r. ....x ;[u],[¢])} (D13)

il LI xp(F [u])jdrl. . dr, (&

exp(—pU, )—ﬁ%&‘)]aeexp(—ﬂUN )]

ou(r) NIA®N ou(r)
(D14)
<é‘UN [u]> <5Jac[u]>
= —ﬁ +
ou(r) /. ou(r) /.
Ob upostevanju Jac[u=0]=1 (enacba (D7)) in enacbe (D11) pa lahko zapisemo se
SF[u] :<§UN[u]| >+kT<5Jac[u] >:0 015)
sumy|, \ du@) |, su(r) |,

Povpredja<...> so vzeta po kanoni¢nem ansamblu. Sedaj moramo vpeljati le Se distribucijske funkcije,
in sicer tako da enacbo (D3) zapiéemo kot

Uy (r, ---orys[g]) = del, ...,dxn,bn(xl, ...,xn;{rj})qﬁn(xl, X)) (D16)

kjer so p, mikroskopkse gostote.

ﬁz(xl,xz;{rj})zii5(xl—rj)é(xz—rj) , itd. (D17)

Povprec¢ja mikroskopskih gostot po ustreznem ansamblu (mi bomo nadaljevali v kanoni¢nem)
definirajo obicajne distribucijske funkcije (ali lokalne gostote):

P (Xl) :</A71 (Xl )> > P (X1=X2)2<Ibz (X13X2)> , itd. (D18)

Iz enacbe (D16) sledi, da so p, konjugirane s ¢« , tako da je

S[-BF(T.N:[6])] 1

5[—,3¢n(x1,...,xn)]—mpn(xl,...,xn) D19)

Ob upostevanju (D14-D18) ter simetri¢nosti ¢ lahko zapisemo
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)

ou(r)

<5UN[“]

o0 (&1
= Su® (;m‘[dxl, Caaxp (X x)[u(x) Y+ (x) V) 4 (xs ,xn)jo (D20)
I |
:;(n—l)!jdx“ condx o (X LX)V (X LX)
in podobno Se
5Jac[u]| S
< Su(r) |O> = Su(r) (Idxlpl (X] )Vl '5u(xl))‘0 =-Vp(r) (D21)
Ce vstavimo (D20) in (D21) v (D15) dobimo
S|
kTVpl(r)+Z(n 1)'jdxl, condx o (X X L)V (X, LX) =0 (D22)
n=1 -1
kar lahko ekplicitno zapisemo kot
KTVp,(r)+p )V (r)+ '[dr 'p,(,r" Vo, (r,r)+..=0 (D23)

Enacba je prvi clen YBG hierarhije v prisotnosti enodel¢nih, dvodelénih,... sil. Z vpeljavo Ursellovih
funkcij (imenovanih tudi posploseni strukturni faktorji) dobimo Se ostale clene hierarhije, npr. drugi
clen

KTVp,(r,r')+ p,(r,r Vg (r)+ p,(r,r Ve, (r,r') +Jdr"p3 (r,r,r"\Ve,(r,r)+..=0 (D24)

itn. Splosno dobimo n-ti ¢len hierarhije, ¢e n-1 krat operiramo na enacbo (D15)

5! ( SF[u] j o O25)
04, (x,)..04,(x,) | du(x,) ),
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