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0. A rdcsmodellek kdvetkeztetései

A spiniveg—modell

(Bryngelson és Wolynes 1987)

» Megfigyelés: a fehérjék bonyolultan viselkednek:
¢ Egyes fehérjék fazisatalakulds—szerQen, éles atmenetben gombolyodnak fel, masok koztes allapotokkal
(félregombolyodott allapotok, olvadt gomboécok).
+ A felgombolyodas kinetikdja komplex, multiexponencidlis, iddben sok nagysagrendet dlel fel. A lassu
felgombolyodas sok lokdlis energiaminimum jelenlétére utal.
+ El6fordul irreverzibilis denaturacié, a fehérjék "éregedése".
« Mindez emlékeztet az livegek tulajdonsagaira
* Spinuveg: Méagneses spinekbdl &ll6 rendszer, véletlenszerlien elosztott ferroméagneses (spineket parhuzamosan beéll
igyekv®) és antiferromagneses (spineket ellentétesen beallitani igyekvd) kdlcsdnhatasokkal
* A spinuvegek jellemzbi:
¢ Bonyolult, sok lokélis minimummal rendelkezd energiafliggvény
¢ Frusztracié: A kdlcsdnhatasok csatoltsdga miatt nem lehet mindegyik kdlcsdnhatést egyszerre kielégiteni. (PI.
harom spinbdl all6 rendszer, mindegyik par kdzott antiferroméagneses kapcsolattal.)
¢ Uvegatmenetek. A hdmérséklet csokkentésekor a rendszer valamelyik lokalis energiaminimumba befagy.
Hogy melyikbe, az a rendszer el6torténetétdl, ill. részben a véletlentdl fiigg.
» Bryngelson és Wolynes modellje: A fehérje energiafiiggvénye (egyszerQsitett modellre értelmezve):

E= _Z eilay) — ZJ.'JH(OH, @iri)

“Z Ki,j(ah o, iy "j)-
ij

ahol epszilorfalfa) az alfa allapotban Iévd, i-edik aminosav sajat energigja(alfa,alfa.;) két szomszédos aminosav
kolcsonhatasa (lokalis kdlcsonhatas),(¥fa,alfg,r,r;) a tavol 1evo i. és j. aminosav (nemlokalis) kdlcsonhatasa, amely
a helykoordinataiktdl is fligg. Ez matematikailag egy spiniiveg energiafiiggvénye.

» Az elemzésbdl adddik a fehérjék fazisdiagramja:
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deltaE: az energiafeliilet hepehupéassaga, T: hdmérséklesidbilitasi hézag: a nativkozeli és attol tavoli allapotok
kozotti energiakilonbség

A fazisdiagramon szerepel a teljesen legombolyodott allapot (random coil), a felgombolyodott allapot, valamint az
Osszeesett, de képlékeny allapot (egyfajta olvadt gombdc). Alacsony hdmérsékleten, nagy hepehupassag esetén felle
egy negyedik allapot: Givegszerlen befagyott allapot.

Az livegallapot kisérletek szerint szamos fehérjénél fellép 200 K korili hdmérsékleten (a konformécids fluktuaciok
jellege megvaltozik).

* Frusztracio a fehérjékben: szamos kélcsénhatasnak (hidrofob kontaktusok, hidrogénkétések, stb.) kellene egyszerre
[étrejénni, ami lehetetlen.

« Minimdlis frusztracio elve (Bryngelson és Wolynes): a nativ allapot az, amelyik minimalis mértékben frusztralt. A
szekvenciatérben értelmezve: a minimdlisan frusztralt szekvenciak képesek joldefinialt nativ szerkezetet felvenni.

» Az energiafelllet hepehupassaga: A fehérjék egyszerre mutatjadk az egyszerd rendszerek és a komplex, spinliveg—sz
rendszerek tulajdonsagait. Magyarazat: a felgombolyodasképes fehérjék energiafeliiletén a lokalis minimumok nem
véletlenszerQen helyezkednek el, mint a spiniivegeknél altaladban, hanem egy durva oldalu télcsért képeznek, amely
viszonylag hatékonyan vezérli a rendszert a nativ allapotnak megfeleld minimum felé.

ENERGY

_ Intermediate
folding states ————

Folded protein

CONFIGURATION

« Ez a kép alapozta meg a felgombolyodas "0j szemléletét", s ez inspiralta a 90-es évek élejétél a rdcsmodellek
kifejlesztését.

A racsmodellek tipusai

Racsmodell: "6nelkerild" gyéngysor, rdcspontokon



A: 2D HP modell, B: 3D HP modell, C: Perturbalt heteropolimer modell, kétbetls koddal

» HP modell (Hidroféb—Polaros) [Ken A. Dill és masok]
+ Kétféle aminosav: Hidrofob és Polaros (kétbets kod)
¢ 2D és 3D modellek. Eredményeik hasonldak; a 2D modellek kdnnyebben szamithatdéak. Hidrofob maggal
rendelkezd modell 2d—-ben 16, 3D-ben 64 aminosavbol készithetd.
¢ Egyparaméteres: epszilon kontaktenergia (a HH kontaktus energidja)
¢ A kontaktusok energigja:

(Enn, Bup, BEpp)=(-epszilon, 0, 0)
* Perturbdlt heteropolimer modellek [Eugene |. Shakhnovich és masok]
¢ Erds vonzas a monomerek kdzott, gyenge variacioval
¢ Tobbnyire 27-mer, alapallapota 3x3x3-as kockan (103 346 lehetséges allapot)
¢ Két véltozat:
¢ Fuggetlen kontaktenergiak: E(i,j)5B
0 Kétbetls kod: A,B. Alt. Fs>Eaa,Egs. (Alt. nem mag—felszin szeparaciohoz, hanem jobb-bal
elkiléniiléshez vezet.)
+ Biralat Dilltdl: nem elég jo modell (valodi fehérjékre nem teljesiiinek a felsorolt tulajdonsagok)



Eugene Shakhnovich
(Harvard)

Ken Dill (UCSF)

A racsmodellek eldnyei és hatranyai
Elonydk

» Szekvenciatér és konforméciotér teljességében felderithetd

» Egzaktul kiszamithaté mennyiségek! (Jobb az egyszer(, de egzaktul szamolhaté modell, mint a bonyolult, de csak
kozelitbleg szamithato.)

* Nem csak fehérjékre vonatkoztathato

» Hasznalhat6 analitikus elméletek tesztelésére (mint spiniiveg—modell, atlagtér—elméletek)

» Hasznalhat6 konforméciokeresd algoritmusok tesztelésére

Hatranyok
Az atomi felbontas hianya

* A szerkezeti és energetikai részletek nem pontosak
 Alanc sokszor irrealisan rovid

A racsmodellek elemzése

« Enumeracié: a modell 6sszes lehetséges allapotanak eldallitasa, megszamlélasa és jellemzése. Kisebb modelleknél
jarhaté.

« Monte Carlo mintavétel: Monte Carlo modszerrel (véletlenszerli generalas) véletlen allapotok elballitasa, ebbdl
statisztikai szamitas. Nagyobb modelleknél. (Hibalehetdségek vannak, pl. rossz becslésekbdl.)

« A nativ allapot megkeresése: Kisebb modelleknél az 6sszes lehetséges allapot végigprobalasaval, nagyobbaknal
becslés specidlis algoritmusokkal. A HP modellek alapéallapotanak megkeresése in. NP-nehéz feladat (a megoldash
szllkséges idd a lanchossznak nem polinomialis [hanem annal gyorsabban névekvd] fliggvénye).

Egyszerl racsmodellek

Négytagu jatékmodell

A B C
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A: energiaszintek, B: allapotok, C: h kontaktushoz tartozé allapotok szama, g(h)

 Legegyszerlbb 2D HP racsmodell, szekvencia: HPPH



 h db kontaktusnal az energia —h epszilon
« Termodinamikai jellemzés:

Négytagi jatékmodell

Allapotosszeg:

Ay
Q=Y s(Bye T = 4+ T
p=i

A nativ allapot valoszinlisége:

~hy kT €fkT
€ -_°€ " _
BTy« =

a denaturélté

BAT) = 1-R(D =5

A felgombolyodas szabadenergigja:

P,
AG,,= -4Th [—”] =e+ kT4
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Az egy malekulira esd energia:
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A hdékapacitas:
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« A paraméterek hdmérsékletfliggése:
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A: Nativ populacié részaranya, B: deltaG felgombolyodasi szabadentajmézadaspontnal a nativhanyad 50%, a
szabadentalpia nulla. A szabadentalpia—fliggvény linearis (valodi fehérjéknél gorbuilt)
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A: energia, B: h6kapacitas. A hdkapacitas—gorbe jellegzetes atmeneti csucsot mutat
» Mar ez a legegyszer(ibb modell is mutatja a fehérjék egyes termodinamikai tulajdonsagait

Hattagu jatékmodell
A B | C
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A: energiaszintek, B: néhany allapot (nem az dsszes!), C: allapotsiriség-figgvény

 Hattagl 2D HP modell, szekvencia: HPHPPH

» Termodinamikai elemzés: mint a négytagunal

« Harom energiaszint: harom allapot

» Populaciéeloszlasok a hdmérséklet fiiggvényében:
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Population

A popul&cio a tisztan nativ allapotbdl indulva a kdztes allapoton at folyamatosan attolddik a denaturalt allapotra
 Felgombolyodasi szabadentalpia a hdmérséklet fliggvényében:
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Az intermedier allapot miatt mar nem lineéaris, hanem goérbil, mint a valédi fehérjéknél. Ha epszilont
hdmérsékletfliggdvé tesszik (a hdmérséklet cstkkenésével csokken, akarcsak a hidroféb kélcsénhatas), a szaggat
vonallal jelzett gorbét kapjuk. Ez mutatja a valédi fehérjékre jellemz8, parabolaszer( gorbét, a hidegdenaturacioval

« Egy egyszer( hattagd modell méar a fehérjék szabadentalpia—g6rbéjét is jol modellezi

Husztagu modellek

A szekvenciatdl figgben sokféle viselkedés:
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A: nativ részarany, B: hdkapacitas, epszilon/kT fliggvényében, C: a modellek nativ allapotai (legmélyebb energiaszint)
« epszilon a hidroféb kélcsdnhatas erdsségét jellemzi, epszilon/kT a denaturalészer—koncentracionak feleltethetd meg

« (ii) és (iii) fehérjék éles atmenetet mutatnak, (i) kétcsucsu, széles atmenetet: kétdoménes fehérje
« A (ii) modell populacideloszlasa a homérséklet fiiggvényében:
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T=0,3-nal és T=0,4-nél a nativ (N) és denaturalt (D) populaciok jelentbsek, koztik jelentéktelenebb populaltsagu
koztes allapottal (az eloszlasnak minimuma van). Ez a kétallapotu kooperativitas.

« Egy husztagl modell mar kétallapotl kooperativitast képes mutatni, mint a valédi fehérjék
« A modell nativ allapota egy béta—lemezt és két hélixet tartalmaz, hidroféb maggal, polaros felszinnel

Racsmodellek nativ allapotai

* Nem minden HP szekvencianak van egyetlen nativ allapota (egyetlen nativ ajlafdt: g
« Adott hosszlusagu HP szekvenciak koziil az egyetlen nativ allapottal rendelkezdk szazalékos aranya:
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A 10-nél hosszabb szekvenciaknak csak mintegy 2-3%-a rendelkezik egyetlen nativ allapottal. Tehéat igen specialis
szekvencidkrol van sz6.

Egyetlen nativ allapottal rendelkezd szekvenciak tervezése

 Adott térszerkezethez kénnyd olyan szekvenciat tervezni, amelynek a térszerkezet alacsony energigju allapota

« Joval nehezebb viszont biztositani, hogy az adott szekvencia ne vehessen fel mas, szintén alacsony vagy még
alacsonyabb energiaju allapotot. Ez a negativ tervezés.

* Példa:

A: Shaknovichék tervezte szekvencia a képen lathato térszerkezetre. Monte Carlo médszerrel dolgozva csak a
maximalisan kompakt (kocka formaju) allapotokat vizsgaltak
B: Dillék a sajat keresd algoritmusukkal kimutattak, hogy az adott szekvencianak van egy még alacsonyabb energigju
allapota, ami viszont nem maximalisan kompakt

« 20 aminosav esetén az egyetlen nativ allapotot kdnnyebb megvaldsitani, mint 2—-nél

Oldallancok

Mi az oldallancok szerepe a nativ szerkezet specificitdasdnak meghatarozasaban?

» Puzzle-modell: A nativ térszerkezetet az tlinteti ki, hogy az oldallancok pontosan illeszkednek, mint egy puzzle
darabjai. Az olvadt gombdc allapot Iényege az, hogy mar kész a szerkezet, csak még az oldallancok 6sszeilleszkedé:



hianyzik

» Csavarok és anyak modell: Az oldallancok nem kirakés jaték részeiként illeszkednek, hanem ugy téltik ki a teret, mint
egy dobozban egy rakas csavar é€s anya, vagyis nem specifikusan; atrendezddések lehetségesek

* lllusztracio:

.

JIgSAW PUZZIE e = m m w e m e m e mm === w= Nuts and Bolts

» Melyik modell igaz? Shaknovichék szerint a puzzle, Dillék szerint a "csavarok és anyak"
 Eldontés: Hogyan fligg az oldallancok entropiajaruléka a kompaktsagtol?
¢ Puzzle-modell: A molekulat tdgitva a szoros illeszkedés miatt j6 ideig semmi sem tdrténik, majd egy ponton
ugrasszerlien megnd az oldallancok rotécios szabadsaga
¢ Csavarok és anyak: T4gitaskor folyamatosan nd az oldallancok rotacios szabadséga, nincs ugrasszerd valtoz

A Jig Saw Puzzle Model B Nuts and Boits Modei

T T — J v
N 0.8 0.6 N 0.8 a6
Density Density

=

Malten Globula

« Kisérleti adatok mindkét modell mellett és ellen felhozhatdéak
» Vizsgalat racsmodellel: oldallancokkal bdvitett racsmodell

A =R Sidechain Model
]

B G

l Add Sidechains

« Ezekkel dolgozva az oldalldncok entropiajaruléka a kompaktsag fliggvényében:

10
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A: 16 és 50 tagl 2D HP modellek, B: 10 és 50 tagt 3D HP modellek
« Eredmény: A kompaktsag névelésével rohamosan cstkken az entrépia, befagynak az oldallancok. Az oldallancok és
gerinc szabadsagi fokai erdsen csatoltak; csak az oldallancaiban megolvadt gombéc nem képzelhetd el. Ez a "csaval
és anyak" modellt tAmasztja ala.

Racsmodellek felgombolyitasa

+ Dinamika vizsgéalatahoz (pl. Monte Carlo szimul&cio) definialnunk kell a konformaciok kdzotti lehetséges atmenetek
moddozatait: mozgaskészletek.

A ,n{, '
AR NG
P g

@ ' {ii)

- %«.;%
SN
|

(i)

Kétféle Monte Carlo mozgéaskészlet
» Ennek alapjan egy 13 tagu 2D HP modell felgombolyodéasa:

11
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 Két tvonal, egy gyors és egy lassu. A lassu Gtvonalon kinetikus csapda (lokélis energiaminimum) van.
« Ez az egyszer( modell is komplex felgombolyodasi kinetikat mutat (a lizozimhez hasonlé)
» Monte Carlo szimulaciéval a populaciok idéfiiggése:
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A szamok az adott allapotban meglévé HH kontaktusok szamat jelentik. Szaggatott vonal: meglévd hidroféb
kontaktusok részaranya a nativhoz képest.

Gyors hidrofob kollapszus (5 kontaktus gyors kialakulasa), majd 5 nagysagrenddel hosszab iddskalan lassu atrendez
a nativ allapotba.

« JOl mutatja a valddi fehérjéknél megfigyelt sajatossagokat

Mutaciok hatasa a felgombolyodasra

Hogyan hat egy H-—>P mutécio a felgombolyodas sebességére?

Két azonos nativ szerkezet(, csak egy elemben eltérd HP modellben mutéciot végziink (az eltérd elemtdl tavol):

12
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» A: A mutéci6 gyorsitja a felgombolyodast, mert a felgombolyodéas Utvonalan a vad tipusban fel kell szakitani egy HH

kotést, a mutansban viszont nem.
 B: A mutécio lassitja a felgombolyodast, mert a felgombolyodéas uUtvonalan a vad tipusban a H segit felbontani egy
nemnativ HH kontaktust, a mutansban a P ezt nem tudja megtenni, né az energiagat nagysaga.

Tehat ugyanolyan tipusd mutécio lassithatja vagy gyorsithatja is a felgombolyodast, ahogy a valddi fehérjéknél is.

Szabadenergia—fellletek

Réacsmodellek Monte Carlo szimulacidibél szamithatd a szabadenergia:
F=E-TS

A szabadenergiat megfeleld mennyiségek mint koordinatak fliggvényében &brazolva szemléletes fellletek adédnak. llyen
mennyiségek pl.:

 C: az 6sszes kontaktusok szama
* Qp: a nativ kontaktusok szama (olyan kontaktus, ami a nativ szerkezetben is megvan)

Egy 27 elem( racsmodell szabadenergia—felllete

13
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A szimulacié menete ezen a feliileten szemléltetheto:

« A szimulaci6 random szerkezetbdl indul (kevés kontaktus): hozzaférhetd allapotok szantl kb. 10

» Gyorsan 0sszeesik egy kompakt szerkezetté, mely a lehetséges kontaktusok 60%-at tartalmazza, de a 60%—-nak csa
25%-—a nativ kontaktus. A hozzaférhetd allapotok szama kb. 10

« Itt egy széles minimum van a szabadenergiaban

» Ezutan lassu folyamat kovetkezik: a lanc keresi a nativ allapot felé vezetd atmeneti allapotot

« Atmeneti allapotok szama 10

» Az atmeneti allapotbdl gyorsan betalal a nativba (1 allapot)

« Z0ld, piros: lehetséges, kilonb6z6 Gtvonalak. Sarga: atlag.

A lizozim szabadenergia—feltilete

A lizozim felgombolyodasanak menete kisérletbdl ismert. Ennek alapjan szerkeszthet® egy hipotetikus energiafelilet, melynek
koordinatai: Qia €s Qeta @ nativ kontaktusok szama az alfa, ill. béta doménben. A feliilet:

ab

Unfolded state

14



» A molekulak kb. 20%-a gyorsan felgombolyodik (sarga Gtvonal, <100 ms id&allandd), nativszer( intermedierrel

« A molekulak kb. 70%-a jéval lassabban gombolyodik fel (piros Gtvonal, kb. 400 ms id&allandd), olyan intermedierrel,
amely csak az alfa doménben nativszeri

« A molekuldk 10%-a nagyon lassan gombolyodik fel (prolinizomerizacié miatt, ezt nem jel6ltik)

» Mindegyik Ut utolso Iépése a két, mar kialakult domén asszociacidja

Egy 125 elem( rdcsmodell szabadenergia—felilete

Transmon states

EE

SRR, Native state

« Két mennyiség mint koordinata,:Q belsé magban lévd nativ kontaktusok (34 darabplgan kontaktusok, amelyek
a legfontosabb intermedierben nincsenek benne (15 darab)
« A felgombolyodas menete:
¢ Gyors 0sszeesés, majd lassu keresés
+ A molekuldk 15%-aban gyorsan kialakul a nativ mag, majd kdzvetlenil a nativ allapotba jut (sarga Gtvonal)
+ A molekulak 40%-a kuldnféle nemnativ kontaktusokat |étesit, igy egy hosszu élettartamu intermedier alakul k
(piros utvonal), melyben két szubdomén van, egyikben a nativ 5x5x5-6s kocka felsd harom sikja megvan, a
masik a tébbi részbdl all. Mindkét szubdomén eléggé felgombolyodott, de a koéztiik [évd kapcsolatok nem
jottek létre.
+ A maradék 45%-—ban szintén rosszul kezd felgombolyodni, de gyorsabban athidalja a dolgot (ezt nem jel6ltik)

A racsmodellek kovetkeztetései
(ElsGsorban Ken Dill munkai alapjan)

¢ Bizonyos szekvenciaju racsmodellek stabil, kompakt allapotokba esnek 6ssze. Ezek szamos tekintetben igen
hasonl6ak a fehérjékhez:
¢ Kompakt, unikalis nativ szerkezet
¢ Méasodlagos és harmadlagos szerkezet
¢ Apolaros mag, polaros felszin
0 Eles, szigmoidalis, kooperativ atmenet
¢ Kétallapotu kooperativitas
¢ Kompakt, komplex denaturalt allapotok
¢ Tobbfazisu felgombolyodasi kinetika
¢ Szabadenergiafeliiletek, kinetikus komplexitas jol modellezhetd
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