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1 Uvod

Kljub prizadevanju mnogih v zadjnih desetletjih je zvijanje proteinov Se vedno neresen problem.
Predstavlja velik izziv, saj je kot proces eden najbolj bazi¢nih v molekularni biologiji. Zad-
njih 37 let prevaduje razmisljanje, da je zvijanje proteinov kot popolnoma stohasticen proces
podvrzen le termodinami¢nim zakonom. Ti pravijo, da je zvita faza proteina stanje, ki ustreza
Kljuéno za razumevanje procesa in konéne 3D oblike proteina je torej poznavanje interakcij
med gradniki: amino-kislinami.

Kljub tej intuitivno jasni in logi¢ni ideji pa nedavni eksperimenti namigujejo tudi na druge
moznosti; Se posebaj pri ve¢jih in bolj kompleksnih molekulah. Pri njih ima veliko vlogo
tudi kinetika, ki v¢asih onemogoca zavzetje najbolj ugodne energijske formacije. Zdi se, da
obstaja vet stanj z zelo ugodno energijo (vendar ne najnizjo). Med temi stanji pa so energijske
bariere, ki so véasih prevelike za premostitev. Tako konéna formacija doseze le lokalni energijski
minimum, kar izredno popestri mozne konc¢ne oblike.

Navkljub veliki pestrosti pri procesu bi radi osnovali nek sploSen opis in opazovali zgolj
univerzalne zakonitosti. Prav to pa lahko dosezemo s pristopom preko statisti¢ne fizike. Konec
koncev, protein ni ni¢ drugega kot molekula, ki v mediju zavzame ravnovesno stanje. Protein
obravnavamo kot molekularno verigo, ki je v vodi podvrzena Brownovemu gibanju. Poleg tega
v obravnavo vklju¢imo interakcijo med ¢leni verige, kot tudi med verigo in topilom: vodo. Ker
je proces stohasticen, ga obravnavamo kot ansambel moznih stanj in ne zgodlj kot z zacetnimi
parametri dolocen problem.

Razvito verigo najbolj preprosto opisemo z SAW (self-avoiding walk). Metoda generira
nakljuéne 3D korake, ki pa ne smejo zavzeti Ze zasedenaga polozaja. V racunalniski simu-
laciji najprej ustvarimo nek ansambel moznih stanj z SAW in nato izberemo kateri so najbolj
verjetni glede na to kako se pokoravajo Hamiltonki, ki jo konstruiramo. Opisani, izboljsan
model imenujemo CSAW (conditioned-self-avoiding walk). V Hamiltonko zaradi preprostosti
vkljuéimo le dve interakeiji: hidrofobno interackcijo z vodo (povzroca skréitev) in vodikovo
vez med deli verige(povzro¢i sekundarne strukture). Model je dovolj enosteven, da ga zlahka
obvladamo(numeriéno) in dovolj prilagodljiv, da vanj vklju¢imo razne izboljsave kot so Van der
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Slika 1: Aminokisline (okviréek "residue”) in peptidne ravnine, ki povezujejo C, atome.
Prikazana sta tudi kota ¢ in 1.

Waals-ove ali elektrostatske interakcije...
S predstavljenim modelom pridobimo na preprostosti in sploSnem vpogledu v proces, hkrati
pa si pustimo odprte moznosti za nadgradnjo.

2 Osnovni pojmi o proteinih

2.1 Proteinska veriga

Protein oziroma beljakovina je dolga veriga sestavljena iz manjsih enot: aminokislin. Kljub
pisani mnozici beljakovin je aminokislin le 20 (nekateri viri navajajo 21), ki se ralikujejo v hidro-
fobnosti/hidrofilnosti, naboju... Raznolikost seveda dosezemo z neskon¢no moznostjo kombi-
nacij v zaporedju aminokislin. Vzdolz verige so aminokisline med seboj povezane s peptidnimi
vezmi med C-atomom ene aminokisline in N-atomom naslednje. Centralni atom vsake aminok-
isline je imenovan Cl,.

Na verigo pa lahko gledamo tudi kot na ponavljajoce se enote polipeptidov, ki povezujejo
en Cy, z naslednjim. Vsi atomi v taki enoti (med dvema Cl,) lezijo v t.i. peptidni ravnini. Koti
med ravninami in razdalje med atomi so skorajda enake v vseh proteinih. Relativno orinetacijo
teh ravnin opiSemo z dvema kotoma: ¢ in ¢ kot sta shemati¢no prikazana na Sliki.1. Ravna
veriga bi ustrezala kotoma ¢ = 1) = 180°. Ce zanemarimo vibracije med molekulami, kar
ponazarja spreminjanje razdalje med atomi, sta omenjena kota edini prostostni stopnji. Pri N
aminokislinah imamo torej 2(IN — 1) prostostnih stopenj, saj sta skrajna kota nepomembna.
Zaradi razlogov, ki presegajo nas nivo obravnave, lahko kota ¢,, in ¢, zavzameta le vrednosti
v ozko omejenem obmocju. To nosi zanimive posledice in precej dolo¢i nadaljno, sekundarno
strukturo.

Najbolj pogosta izmed sekundarnih struktur je a-vijacnica. Sestoji iz ponavljajoce struk-
ture, kjer ima vsaka peptidna ravnina (¢, ) ~ (—60°,—50°). Zelo pogosta je tudi S-ravnina
(¢,7) = (—135°,135°) .

2.2 Hidrofobni efekt in vodikova vez

Vodikova vez se nanasa na ”deljenje” H-atoma med skupinama (N-H) in (O=C). Nastane
takrat, ko razdalja med H in O pade pod dolocen kriterij. Vez je, kot vemo, Sibkejsa od
obicajne kovalentne vezi in precej moc¢nejsa od Van der Waalsove vezi. Stevilo vodikovih vezi je
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Slika 2: Slika za lazjo predstavo o tem kaj pomenijo primerne, sekundarne in terciarne strukture.
Na drugi sliki je prikazana § ravnina, le ta ima dve mozni pod-stanji: paraleno in antiparalelno.
Vir:[4]

tipi¢no zelo veliko in pomembno prispevajio k mehanski stabilnosti formacije. Vodikove vezi se
lahko tvorijo tako med ¢leni verige, kot tudi med topilom(vodo) in stranskimi verigami. Slednje
je mogoce le, ¢e so stranske verige (tiste, "pripete” na Cy,) hidrofilne.

V vodi vsi atomi molekule H20 tvorijo vodikove vezi med seboj. Te vezi v teko¢i vodi
neprestano fluktuirajo s tipiénim ¢asom ~ 10ps. Ce neko molekulo spustimo v vodo, bo
prekinila ta proces, razen, ¢e je tudi sama sposobna tvoriti vodikove vezi. V tem primeru
pravimo, da je topna oz. hidrofilna. V nasprotnem pa snov ozna¢imo za netopno oz. hidro-
fobno. Skupini (CO) in (NH) sta hidrofilni, medtem ko so stranske verige na Cy-atomu lahko
tako eno kot drugo. Ko verigo obda voda, le ta spremenni svojo strukturo tako, da poskusa
zasCititi svoje netopne dele. Efekt izgleda, kot da bi voda ”stisnila” verigo in ga imenujemo
hidrofobni efekt. Pri efektu dolocene dele verige potegne v notranjost in jim tako onemogodi,
da bi tvorili vodikove vezi z vodo. Tako se namesto z vodo povezejo z drugimi deli verige, kar
povzroc¢i nastanek sekundarnih struktur.

Naj omenimo 8e, da bi se ob previsoki temperaturi ali zelo nizkem pH molekula ponovno
razvila v nakljuéno, razvito verigo.

3 Osnovni fizikalni pojmi

3.1 Stohasticni proces

Privzeli smo, da je zvijanje beljakovin stohasti¢en proces, ki vkljucuje nakljuéno delovanje
sil, nastajanje in razpadanje vodikovih vezi, termi¢ne fluktuacije v kovalentnih vezeh in kotih
med njimi... Posamezna beljakovina nima fiksno dol¢ene formacije, niti v ravnovesnem stanju.
Opisemo jo s fluktuacijami okoli neke povprecne vrednosti. Za makroskopsko telo, ki vsebuje
102 molekul so take fluktuacije neopazne. Za protein, ki ne vsebuje veé kot nekaj tiso¢ molekul
pa so temu ni tako.

Celoten proces zvijanja opiSemo s Casovnim razvojem verjetnosti za zavzetje posamezne
foramcije. Pri tem privzamemo, da je proces Markovski; torej, da nima spomina. Ta sklep
nas privede do dobro znane Gaussove porazdelitve. Seveda je ta privzetek nekorekten, ce ga
ne utemeljimo, saj procesi v naravi definitvno posedujejo spomin. Za nas nivo znanja se bomo



morali zadovoljiti z zagotovilom, da ta zanemaritev ne vpliva bistveno na rezultate. Ker je
verjetnost Gaussove oblike, bi radi izpeljali parametra, ki dolo¢ata to porazdelitev: (z) in (z?).
V ta namen si oglejmo gibanje delca skozi teorijo Brownovega gibanja.

3.2 Brownovo gibanje

Pri Bownovem gibanju posameznega delca lahko pokazemo, da je privzetek Markovskega procesa
utemeljen. Obravnavajmo torej 1D gibanje v potencialni jami (potencial U(z)). Polozaj delca
opiSemo kot:

mi = F(t) —yi — U'(z) (1)

Zadnji ¢len na desni predstavlja silo kot gradient potenciala, drugi ¢len je Stokesov dusilni
¢len, prvi ¢len pa predstavlja nakljucne sile

(F(t)) =0 (FOF()) = cod(t —t) (2)

Pri tem prvi in drugi ¢len nista neodvisna, povezana sta preko fluktuacijsko-disipacijskega
teorema: % = kpT. V moéno dusenem mediju izpustimo ¢len & in enacbo (1) prepisemo v:

vi = F(t) - U'(x) 3)

V majhnem ¢asovnem intervalu lahko odvod zapisemo z Az = 2’ — z(premik iz z v 2’) in At.
Enacbo tudi povprec¢imo po ¢asu, in upostevamo lastnosti clena F'(t) (2). Po krajsi izpeljavi
dobimo natanko to, kar smo hoteli: (x) in (x?) v odvisnoti od ¢asa.

(Az)s 1y ((Az)?)s 2
=— U —~————= =2DAt U At 4
= (7 (@) (@
kjer je DAt = kpT At/~ difuzijska konstanta. Naj bo W (Az, At; ) verjetnost za prehod iz z
v 2’ = x + Ax v ¢asovnem intervalu At. Iz zavedanja da je Gaussove oblike in poznavanja (z),
(x?) iz (4) zapiSemo:

W(Az, At;z) = _ Bzt V_IU,(:CW) (5)
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Verjetnost za prehod Az v intervaluAt dobimo tako, da enacbo integriramo po ¢asu in dobimo:

o) — (AU(z) AU (z)
W(Az;x) =c exp ( Y, (1 + |AU($)|>> (6)

pri tem je AU(z) ~ U'(z)Az in ¢ = [1/(y"'U'(z)| = |At/{Az),|. Eksponent v (6) podaja
naslednji kriterij:

e ¢e AU <0, sprejmi
e ¢e AU > 0, sprejmi z verjetnostjo exp(—AU/(kpT)

Namen drugega pogoja je, da sprejme premik kot mozen, tudi, ¢e se energija pri tem poveca.
S tem simuliramo termic¢ne fluktuacije in iS¢emo stanja, ki niso globalni temve¢ le lokalni
minimum proste enrgije. Zavedati se moramo, da smo metodo predstavili v zelo dusenem
mediju (Z = 0), toda rezultati ostanejo konceptualno enaki tudi v splosnosti.



4 Model CSAW

4.1 Splosen opis

Obravnavamo torej Brownovo gibanje verige aminokislin in vanj vklju¢imo interakcije. Zanima
nas razvoj formacije, ki jo zavzame veriga. Najprej generirano nakljuéni ansambel iztegnjenih
verig in nato vklju¢imo v dinamiko interakcije. Za generiranje naklju¢nih verig uporabimo
metodo SAW (ang. self avoiding walk). Za¢nemo tako, da izberemo neko tocko v prostoru in iz
nje nadaljujemo postopek za k-to aminokislino:

1. Iz k-te tocke izberemo naklju¢no smer v prostoru in gremo v tej smeri za dolzino aminok-
isline.

2. Preverimo, ¢e v tej izbrani tocki ni ze kaksnega drugega dela verige (mesto je/ni zasedeno).

3. Ce je mesto zasedeno ponovimo postopek, ¢e pa je mesto prosto ga sprejmemo in nadalju-
jemo postopek na (k+1)-ti aminokislini.

Zdaj v model vkljuéimo tudi interakcije, ki jih v ena¢bo (1) vklju¢imo kot dodaten clen
—V., E(x), kjer je E(x) potencial teh interakcij, ki ga bomo obravnavali kasneje. Analogno
kot v enacbi (6) dobimo verjetnost za formacijo:

L1 teje AE <0
WATZ) = D(—AE/2%ksT) e je AE >0 (7)

4.2 Potencial E(x)

Nas potencial bo sestaveljn iz dveh najpomembnejsih prispevkov: hidrofobnega efekta in
vodikovih vezi. Pri tem bo energija odvisna od ”kontaktnega Stevila”hidrofobnih aminok-
islin K (Slika.3) in od stevila vseh vodikovih vezi Ko. K7 nam pravzaprav podaja kako dobro
molekula ”skrivasvoje hidrofobne dele. Potencial torej opisuje hamiltonjan:

E=—-gK — gk (8)

Za koeficienta g1 in gs prespostavimo, da sta v nasem modelu konstanti, neodvisni od proteina.

Z metodo SAW smo generirali nakljuéno verigo in sedaj poznamo lego vseh atomov v
prostoru. Lege so enoli¢no dol¢ene s kotoma (¢, 1) za vsako aminokislino. Da dobimo Kj,
moramo presteti kateri izmed ¢lenov verige se dotikajo. V ta nemen si predstavljamo vse
atome kot trdne krogle. Atoma sta v ”stiku”, ¢e je razdalja med njunima sredi§¢ema manj
kot sestevek njunih Van der Waalsovih radijev (z). Dveh stalnih ”sosedov’ne $tejemo, saj
prispevata le konstantni ¢len. Za vsak nov par hidrofobnih molekul ki se povezeta, K torej
naraste za 2. Kot "prekrivajo¢a”’atoma pa stejemo par kjer je razdalja () manjsa od Zo. Za
nas namen vzamemo o = (0.6. Seveda prekrivajoce stanje ni mozno: to vklju¢imo v model
preko potencialnega ¢lena (ze v SAW).

Drugi ¢len v (8) (K32), opisuje vodikove vezi. To so vezi med H in O-atomi, ki morajo biti
iz razli¢nih aminokislin, razdalja med njimi pa mora biti manjsa od 2.3A.

V racunalnigki simulaciji, ki jo izvedemo s pomocje metode Metropolis s pojavljata le
kombinaciji: ¢1/2kpT in go/2kpT. Zaradi preprostosti uvedemo koeficiente T = kpT/go
in gf = g1/92, ki ju smatramo kot neodvisna parametra.

Omenimo Se dejstvo, da vklju¢ujemo le potencialno energijo. Kineti¢no vseskozi izpus¢amo,
saj prispeva le konstanten faktor. Pri tem se pojavlja pomislek: k kineti¢ni energiji bi prispevala
tudi rotacijska energija. V njej pa je vkljuéen vztrajnostni moment, ji je funkcija koordinat.
Le te pa v nasem modelu niso konstante (masa seveda je). Vendar neodvisne studije kazejo,
da so razlike manj kot 1% zato lahko pomirjeno nadaljujemo.
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(a) Hidrofobni efekt (b) Vodikova vez

Slika 3: Na sliki (a) je prikazana hidrofobna aminokislina. Polni krogi predstavljajo radij
atoma(Zo), ¢rtkani pa Wan der Waalsov radij(Z). Na sliki (b) je shematsko prikazana vodikova
vez. Vir:¢lanek [1]

4.3 Testni zagon in splosne ugotovitve

Pri testnih zagonih programa smo simulirali verigo z ~ 30 ¢leni. Glavne ugotovtve so:

e Ce izkljuéimo delovanje vodikovih vezi (upostevamo le hidrofobni efekt) se veriga ne-
mudima zvije v svoje konéno, vedno enako stanje. To dokazueje, da lahko hidrofobni
efekt povzroci terciarne strukture. Sekundarnih struktur ne opazimo.

e Kadar vklju¢imo samo vodikove vezi se veriga hitro zvije v eno samo a-vijacnico.

e Kadar upostevamo oba procesa se pojavijo sekundarne strukture. Najprej se veriga hitro
zvije ¢emur sledi pocasno izoblikovanje bolj kompleksnih struktur.

Cilj testnih zagonov je tudi izracunati paramtre g7 in 7. To storimo na dobro poznanem
proteinu Polialaninu (iz 20 aminokislin). Zanj je kon¢na formacija ena sama a-vijacnica. To
potrujejo tudi rezultati CSAW modela. Iz mnozice simulacij ugotovimo da sta optimalna
parametra gi = 0.05 in 7% = 0.2. Glede na pivzetek bi morali to biti kostanti. Vendar se
zavedamo, da smo v nas model vkljuéili le dve interakciji in zato lahko pricakujemo manjsa
odstopanja.

4.4 Posamezno zvijanje

Opazujemo lahko tudi razvoj zvijanja posmaznega proteina. V splosnem so ”poti” zelo razlicne.
Edina skupna lastnost je, da so v nekem obmodcju energije zadrzujejo precej ¢asa, nato pa
nenadoma skocijo dale¢ stran (v energijskem smislu). To na nek nacin spomnija na Leyjeve
polete.

5 Elasti¢na energija proteinov

5.1 Flory-eva teorija

Za nadaljno obravnavo CSAW in interpretacijjo rezultatov, ki smo jih dobili si moramo najprej
ogledati nekaj splosnih dejstev o procesu zvijanja protinov in njihovi elasti¢ni energiji. Stanja



zvijanja proteina lahko povzemo z relacijo:
2
Ry ~ N 9)

kjer je N stevilo aminokislin v protienu in v faktor znacilen za posamezni stadij. Za R, (giraci-
jski radij) obstaja ve¢ definicij [3] a vse nam podajajo priblizno isto: koliksna je povprecna
dimenzija molekule. Kombinacija teoreti¢nih napovedi in eksperimentalih podatkov nam daje
za vrednost v vrednosti 3/5, 3/7, 2/5, ki po vrsti predstavljajo razvit, ”preglobularni stadij”in
”stopljeno globulo”. Lotili se bomo vsakega stadija posebej, pred tem pa Se nekaj teoreticnih
0Snov.

Nerazvit protein je zelo podoben poljubnemu polimeru, za katerega ze dolgo poznamo v = 3/5.
Ponovimo izpeljavo s katero je Flory ze leta 1953 izpeljal ta eksponent. Prosto energijo definira
kot:

aR; bN?

FFloTy = N ﬁ (10)
g

kjer sta a in b temperaturno odvisna koeficienta in D dimenzija prostora. Prvi ¢en pred-
stavlja energijo raztezanja iz Hookovega zakona. Predvidevamo da Rg ~ N, kot je znacilno za
nakljuéno hojo(v nasem prieru v SAW). Drugi ¢len pride iz stericnega efekta in je sorazmeren
z N - gostota. Gostota je seveda sorazmerna z %). Ce pois¢emo minimum Fiy,., glede na R,

dobimo:
OFpiory  2aR, bN? 5 3b s 3
= -D =0 (D=3)—» RI="N Ry ~ N*5 (11
oR, = N pgbH (D=3) 9= 3 g (11)
2
Leta 2009 sta Hong & Lei predlagala izboljsavo formule (11). Prvi faktor % sta zamejala
2 v

z %. Pri tem je a fraktalna dimenzija prostora. Ce na enak na¢in minimiziramo to

energijo dobimo za D=3:

2
y = lat?) (12)
da

Za proteine v razvitem stanju je a = 1, kar nas vrne nazaj na Flory-jevo teorijo. Za proteine
v zvitem stanju pa je a = 2 (vemo iz neodvisnih analiz), ker nas vodi do eksponenta v = 2/5.
Ugotovimo tudi, da v okolici minimuma proste energije (nativna konfiguracija) velja Hookov
zakon:

Fo ~ R2 ~ N5 (13)

5.2 Elasti¢na energija

Popolnoma na mestu je vprasanje: kaj sploh je elasti¢na energija proteinov?

Z metodo CSAW smo ustvarili ansambel moznih formacij in iz njih izracunali koliksna
je povprecna potencialna energija kot funkcija R,. Za simulacijo smo izbrali pet razlicnih
proteinov, ki so sestavljeni iz 20 do 330 aminokislin:

Ime proteina ‘ 1D ‘ N ‘ Struktura
Polyalanin ala20 | 20 | a-vijacnica
Antimicrobial LCI 2b9k | 47 | 1 B ravnina
Tedamistat 3ait 74 | 2 B-ravnini
Mioglobin 1mbs | 153 | 8 vijacnic
Asparafine synthetase | 11as | 330 | 11 vija¢nic, 8 ravnin

Za vsakega od proteinov smo generirali ansambel 1.2x10* formacij. Energijo posamezne
formacije smo opisli s energijsko funkcijo. Iz mnozice moznih poti zvijanja (iz modela CSAW)
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Slika 4: Za R/N 3/5 pricakujemo ujemanje pri velikih Ry, saj je eksponent 3/5 znacilen za
zacetno, razvito fazo (unfolded). Nasprotno pa R/N?/® ponazarja ujemanje pri manjsih radi-
jih(collapsed), ko je protein ze zvit. Alagg je izjema, saj je popolnoma hidrofoben. Slika je iz
¢lanka [1].

lahko izlus¢imo povprecno potencialno energijo kot funkcijo R,. Energijo E(Ry, N) definiramo
kot ansambelsko povprecje potencialne energije vseh konformacij, ki imajo nek R, (znotraj
nekega obmocja). Gradient 0E/0R, nam podaja silo, ki jo ob¢uti protein kot funkcijo radija.
To koli¢ino lahko tudi opazujemo preko spektroskopije na atomsko silo. V tem smislu je £ =
E(Rg4, N) zares elasticna enrgija. Da nariSemo podatke energijo reskaliramo kot nam namiguje
enacba (13), torej delimo z N 4/5 Kot smo opisali zgoraj pa naj bi se R, obnasal kot N" z
v =3/5 oz. v =2/5, odvisno od stadija. Rezultate za oba, v = 3/5 in 2/5 prikazuje Slika.4.

1z fizikalnih razlogov, ki presegajo nas nivo obravnave predlagamo naslednjo obliko elasti¢ne
energije:

E(Rg,N) = aN*/® + b(NRy)'* + c(p)N*R} (14)

kjer sta a in b parametra. Clen ¢(p) je funkcija reskaliranega radija, ki je odvisen le od Ry in
Stevila ¢lenov verigi N kot:

Ry
N2/5

Prvi ¢len le postavi energijo na ni¢, ko je veriga popolnoma razklenjena, kar je navada v
simulacijah tipa CSAW. Drugi ¢len predstavlja hidrofobno energijo, konstanta b pa nam pove
kako hidrofobna je molekula, ki jo obravnavamo. Tretji ¢len predstavlja kombinacijo dveh
energij: steri¢ne enrgije in energije tvorjenja vodikovih vezi. Razmerje med njima podaja p.
¢(p) razvijemo v vrsto kot:

c(p) = cap™"

n>0

p= (15)

(16)

in experimentalno dolo¢imo koeficiente (iz simulacij). Pomembnost ¢lenov z visjim n postane z
manjsanjem radija Ry vedno vecja. V zelo podobnih primerih je lahko ¢(p) razliéno predznacen,
pac odvisno od interakcij na majhnih razdaljah. Za n = 12 ¢lenov dobimo naslednje rezultate:
Slika.5.

Vidimo lahko, da je elasticna energija zares "univerzalna” za velike R, medtem, ko za
majhne velja le priblizno. Na majhnih razdaljah namre¢ postane pomen interakcij, ki jih
nismo vkljué¢ili mnogo pomembnejsi.
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Slika 5: Opazujemo povprecno potencialno energijo kot funkcijo R,. Gladke linije so rezultat
enacbe (14), tocke pa predstavljajo racunalnisko simulacijo. Vrstni red proteinov je enak kot
v legendi; od zgoraj navzdol. Vidimo lahko dobro ujemanje za srednje tri in slabo za skrajna
dva. Neujemanje za ”ala20” smo ze pojasnili prej (popolna hidrofobost) medtem ko za ”11as”
simulacija Se ni dosegla ravnovesnega stanja. Zato teh tveh proteinov tudi nismo uporabili za
dolocitev koeficientov vrste (16). Slika je iz ¢lanka [1].

6 Stadiji zvijanja proteina

Vsakega od stadijev lahko identificiramo na podlagi faktorja v iz enacbe (9). Stadij ni nujno
stabilen niti ne zavzame najnizje mozne enrgije. Kljub temu ima vsak zase svoj pomen, in
predvsem svoje mehanizme. Ti dolo¢ajo tudi ¢asovno skalo stadija. Shematic¢en prikaz stadijev
je na Sliki.6.

6.1 Nerazvit stadij

Prepozanmo ga po v = 3/5, kot je prikazano tudi na Sliki.4. Ta stadij se v vodi izredno hitro
skréi pod vplivom hidrofobnega efekta (< 300us).

6.2 Preglobularni stadij

Kot smo ze omenili ga zaznamuje v = 3/7. Eksperimentalno ni nujno viden: to zavisi od
podrobnosti pri tvorbi vodikovih vezi. Praviloma ni stabilno niti metastabilno(le redke iz-
jeme). Ce iz razvoju (16) vzamemo le prvi élen in poiscemo minimum energije iz (14) dobimo
Ry ~ N 3/ kar definira ”idealen polipeptid”v preglobularnem stadiju. Teoreti¢na napoved
predvideva: Ry ~4.12- N 3/7, Opazovanija pa kazejo, da je teoreti¢na ocena previsoka. To po-
jasnimo s tem, da vodikovih vezi nismo upostevali v celoti (za energijo smo vzeli le ¢len cp.) Ce
to popravimo in upostevamo clene do cg ugotovimo, da minumum ustreza Ry ~ 3.61- N 041 Ty,
podatek se dobro ujema z eksperimentalnimi vrednostmi iz cele vrste neodvisnih raziskav. Ce
vzamemo Se ve¢ ¢lenov (n > 8), se stanje destabilizira(nima ve¢ minimuma), navkljub dejstvu,
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Slika 6: Slika prikazuje razlicne stadije v procesu zvijanja proteina. Vsako stanje ima svoj
eksponent v in najbolj tipicen mehanizem, ki je odgovoren zanj. Slika je iz ¢lanka [1].

da so vigje potence vedno pomembnejSe. Zato v povprecju (vecini simulacij) proglobularni
stadij ni niti meta-stabilen in se krci naprej, vse do stanja z Ry ~ N 2/5

6.3 Prehod iz preglobularnega stadija v stopljeno globulo

Na primeru mioglobina lahko v taksnem prehodu opazimo pospeseno tvorbo vodikovih vezi.
Ta proces pikazuje Slika.8.

6.4 Stopljena globula

Zanjo je tipicen v = 2/5. Na Sliki.7(a), lahko opazimo skoraj ravno podroé¢je (polna linija),
ki bi lahko bila meta-stabilna. Med tem mestom in najbolj kompaktnim stanjem je podrocje
z v = 2/5, ki ga identificiramo kot stopljena globula. Na sliki 7.(b) je prikazano kot podrocje
med crtama Ry ~ 3.01N?/5 in Ry ~ 1.66N%/>. Kot je tudi vidno s slike se vsi proteini v
nativnem stanju (iz Protein Data Bank) nahajajo med tema dvema krivuljama. To stanje
in kon¢no "nativno stanje”loc¢i zelo pocasen proces, ki pa se pokorava popolnoma drugacnim
mehanizmom in lahko traja povsem makroskopski ¢as (~ min).

6.5 Nativno stanje

Najbolj kompaktno stanje je najboljsi priblizek v CSAW, ki ga lahko narediumo za ”"nativno
stanje”. To je posedica dejstva, da nismo vkljucili dodatnih potencialov, ki povzrocajo interak-
cije med stranskimi vejami nasih aminokislin. Kot smo ugotovili na Sliki.7(b), ima tudi nativno
stanje eksponent v = 2/5, kot stopljena globula. Za razliko od prehoda ”naklju¢na veriga —
stopljena globula” (traja le nekaj us) prehod iz slednjega v nativno traja tudi po veé¢ sekund.
To nam namiguje, da po zacetnem hitrem kréenju sledijo povsem drugacni procesi z novimi
mehanizmi. Teh pa v nas model (zaenkrat) $e nismo vkljuéili.
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Slika 7: (a): Elasticna energija mioglobina kot funkcija R,;. Predstavljeni so rezultati za
razli¢no stevilo ¢lenov v (16). Na sliki (b) lahko vidimo ujemanje R, kot funkcijo N za razlicne
eksponente: R, ~ 4.12N?/7(idealiziran teoreticni model), R, ~ 3.61N%4!(izboljsan teoreticni
model), R, ~ 3.01N?/?(stopljena globula) in R, ~ 1.66N?/° (nativno stanje). Prikazani so
tudi eksperimentalni podatki: pro-globularni stadij(trikotniki), stopljena globula (kvadatki),
najbolj kompaktni proteini (krogci) in nativni proteini iz Protein data bank, PDB (pikcasti
oblak)
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Slika 8: Rast stevila vodikovih vezi v simulaciji. Jasno se vidi skok v trendu rasti vodikovih
vezi, ki ponazarja prehod iz preglobularnega stadija v stopljeno globulo.
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7 Zakljucek

V tem sestavku smo si ogledali proces zvijanja proteina skozi vidik statisti¢ne fizike. Pred-
postavimo, da je proces stohastiten in ga opiSemo z verjetnostno porazdelitvijo. Enacbe, ki
jih pridobimo, vkljuéimo v model CSAW, ki se od SAW razlikuje po upostevanju interakcij
med cleni verige. Skozi ta model lahko proucujemo Sirok spekter problemov, saj v model
lahko vklju¢ujemo poljubne interakcije. Glavna prednost tega modela je njegova preprostost
in moznost takojsnje nadgradnje z bolj dovrSenimi in specificnimi interakcijami.

Model CSAW uspesno zvije Polyalanin(protein iz 20 enakih aminokislin) iz njegovega razvitega
stanja v a-vijacnico. Proucevali smo tudi elasticno energijo proteinov. Razli¢ne stadije opiSemo
z relaijo R, = N”, kjer je v eksponent znacilen za posamezni stadij. Stadiji se zvijajo z ek-
sponentom 3/5 za razvit, 3/7 za proglobularni stadij in 2/5 za stopljeno globulo. Teoreti¢ne
napovedi se dobro skladajo z izvedenimi simulacijami. Tako lahko vidimo, da CSAW kljub
preprostosti vkljucuje fizikalne principe katerim se pokorava proces zvijanja.

Metodo lahko izboljsSamo z elektrostatskimi interakicjami, upostevanjem kompleksnejsih
medatomskih potencialov (Lennard-Jones),... Vsekakor ima CSAW velik potencial, da se razvije
v orodje, ki nam bo dobro sluzilo pri nadaljnih raziskavah.
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