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§ Sadrzaj 6

§ Sazetak

Alosterija je jedna od najvaznijih pojava u regulaciji metabolicke i1 genetske aktivnosti
u organizmu. Identifikacijom alosterickih signalnih puteva pomocu racunalnih tehnika
predstavljaju mocan alat u proucavanju ponasanja proteina uslijed vezanja modulatora §to moze
sluziti u otkrivanju novih lijekova. Signal uslijed vezanja modulatora u alostericki aktivhom
proteinu prenesen je preko funkcijskih skupina togproteina. Signal opéenito moze biti prenesen
najkra¢im mogu¢im putem koji predstavlja optimalan ili onim duljim, sub-optimalnim
alosterickim putem. Na primjeru sinaptickog proteina izoliranog iz Stakora prikazana je
primjena programa FIRST u otkrivanju optimalnih signalnih puteva, a na primjeru apo i holo
enzima transkarbamoilaze, programom WISP, prikazana je 1 usporedena pretraga sub-

optimalnih signalnih puteva.
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§ 1. Uvod

§1. UVOD

Koncept alosterije spominje se rane 1904. g. u radu Christiana Bohra gdje se navodi
da ugljikov dioksid i pH medija utjeCu na afinitet vezanja kisika na hemoglobin, a
navedeno opaZanje je nazvano “Bohrov efekt”.! Bohrov efekt je dobio svoje
konceptualno prosirenje 1961. g. kada su J. Monod 1 F. Jacob upotrijebili izraz
“alostericka inhibicija” za opis Novick-Szilard-Umbarger (NSU) efekta. Danas, NSU
efekt predstavlja ,,feedback inhibition* ili inhibiciju povratnom spregom, a enzim
aspartat-transkarbamoilaza je dan od detaljno izuCavanih primjera Cija je aktivnost
regulirana ovim efektom.? Na slici 1 prikazan je dio metabolizma bakterije E. coli,
gdje vezanje CTP-a (metabolicki produkt) na aspartat-transkarbomoilazu pomice
konstanturavnoteZe istog prema T stanju, onog koje znacajno sporije katalizira prijelaz

karbamoil fosfata u karbamoil aspartat.>

‘ CO; + Glutamin + ATP ‘ T - stanje

v
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- inhibicija

Slika 1. Shematski prikaz inhibicije povratom spregom metabolickog sintetskog puta
pirimidina u bakteriji £. coli, te prikaz R i T stanja aspartat-transkarbamoilaze. Slike su
preuzete iz Lehninger; Principles of Biochemistry sixth edition str. 227 i Strayer;

Biochemistry sixth edition, str 281.
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§ 1. Uvod

Drugim rijeima, brzina nastajanja metabolita u stanici regulirana je modulatorom
(CTP-om) koji je ujedno 1 krajnji produkt sintetskog puta. U sluc¢aju hemoglobina
liagand(kisik) je takoder i alostericki modulator. Navedeno zna¢i da modulator i
supstrat mogu biti iste ili sasvim razliite molekule te se vezati u aktivno mjesto na
proteinu ili neko distalno, specificno (alostericko, regulatorno). Na slici 2 prikazana je

struktura hemoglobina s 1 bez kisika.

Slika 2. Strukturni prikaz deoksihemoglobina (A) u T stanju i oksihemoglobina (B) u R

stanju te njihovih aktivnih veznih mjesta. Slika napravljena u programu ChimeraX 1.4.

Kasnije, 1965-te 1 1966-te objavljena su dva predloska alosterickih modela: MWC
(Monod-Wyman-Changeux) i KNF (Koshland-Nemethy-Filmer).*> Navedeni modeli

shematski su prikazani na slici 3 te ravnotezni odnosi kvaternih strukturau R 1T stanju.
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§ 1. Uvod
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Slika 3. Crtani prikaz uskladenog (MWC) i sekvencijalnog (KNF) modela vezanja

modulatora i ravnoteze izmedu R i T stanja. Slika je nacrtana pomocu alata “Google crtez”.

MWC model (uskladeni model) postuliran je na sljede¢i nacin: (1) Alostericki proteini
su simetricni oligomeri sacinjeni od identicnih monomera; (2) alostericki efekt je
postignut vezanjem liganda koji uzrokuje promjenu kvaterne strukture rotacijom
podjedinica oko osi simetrije na nacin da se sacuva simetrija oligomera. KNF model
(sekvencijalni model) za razliku od MWC modela, opisuje vezanje modulatora na
oligomeran protein koji potom postepeno mijenja afinitet susjednih veznih mjesta
prema supstratu. Drugim rijeCima, kako se na podjedinice sekvencijalno veze
modulator, tako se mijenja afinitet ostalilh monomernih jedinica proteina prema
supstratu. Navedena kumulativna promjena svakog vezanja nije nuzno linearna ni
aditivna, ve¢ karakteristicna za svaki pojedini enzim. Ova se karakteristika naziva
kooperativnost, a njena mjera se naj¢eS¢e odreduje kineticki te je izrazena Hillovim
koeficijentom. Modeli MWC i KNF su prikladni za opis alosterije oligomernog proteina
kao Sto je hemoglobin ili enzim aspartat-transkarbamoilaza, no $to ako promjenom
konformacije jednog monomera rezultira promjenom oligomernog stanja proteina?
Odgovor na navedeno pitanje dan je 2005. godine uvodenjem nove paradigme -
morfeinskog modela. Morfein (engl. “morpheein”) je izvedenica dvije rijeCi, “to
morph” §to predstavlja morfolosku promjenu i1 “protein”. Ovaj model nadograduje
MWC i KNF modele uvodenjem moguénosti promjene oligomernog stanja kvaterne

strukture proteina Sto moze biti uzrokovano 1 promjenama sekundarne i tercijarne
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§ 1. Uvod

strukture. Na slici 4. prikazane su konformacije dimera (morfeina) enzima 5-
aminolevulinat dehidrogenaze (PBGS) iz graska, koje vode do razli¢itih kvaternih
struktura. Morfeini su u medusobnoj kemijskoj ravnotezi s dvije ili viSe vlastitih

konformacija.®
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Slika 4. Graficki prikaz morfeinskog modela na biljnom PBGS-u u kemijskoj ravnotezi
aktivnog i neaktivnog monomera koji vode do aktivnih oktamera (crveno) koji su dodatno
stabilizirani magnezijevim ionima (Mg?*) i neaktivnog heksamera (plavo). Slika je

napravljena u programu Google Docs.

Danas alosterija podrazumijeva utjecaj konformacijske promjene na aktivnost
proteina ili makromolekule putem vezanja na distalno (alostericko) mjesto. Alostericko
mjesto jest osjetljiva tocka specificne simetrije i kemijskih karakteristika na koje se
djelovanjem nekim ligandom mozZe djelovati na aktivnost samog proteina. Fenomen
alosterije omogucuje preciznu 1 visoko specifiénu regulaciju metabolizma, signalnu
transdukciju, transkripcijsku regulaciju 1 rad biomolekularnog stroja u Zivim
organizmima.” Jedan od klju¢nih problema danas$njice jest razumijevanje
konformacijski fleksibilnih proteina i proteinskih kompleksa koji oni ¢ine. Jedan od

poznatih nacina pri odredivanju alosterickog signalnog puta u proteinu jest izuCavanje 1
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§ 1. Uvod

razumijevanje njegove prostorne strukture. Buduéi da su proteini vrlo osjetljivi te
njihova konformacija ovisi o trenutnim stani¢nim uvjetima, potrebno je posegnuti za
metodama koje mogu proizvesti navedene uvjete. U proteklih nekoliko desetljeca
racunalne topoloske, simulacijske 1 vizualizacijske tehnike dale su moguénost
odredivanja konformacija proteina u stani¢nim uvjetima koje omogucuju koristenje
ovako prikupljenih 1 procesiranih podataka u prakti¢ne svrhe kao $to je istrazivanje 1
dizajn lijekova. U nastavku teksta opisane su najzastupljenije metode u odredivanju
prostorne strukture te racunalne metode za njihovu obradu u svrhu otkrivanja

alosteri¢kog signalnog puta.®
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§ 2. Prikaz odabrane teme

§ 2. Metode u rjeSavanju struktura proteina

Jedan od pristupa istrazivanju alosterije proteina jest eksperimentalno odredivanje njihovih
prostornih struktura. ToCna i precizna karakterizacija pocetne prostorne strukture nekog
konformera daje uvid u prirodu samog proteina. Danas je poznato vise od 190 000 proteinskih
struktura, au proteklih par godina (2019-2021) prosje¢no se karakterizira oko 12 700 bioloskih
struktura.’ Pored eksperimentalno rijeSenih struktura dostupne su strukture u bazi podataka
alphafold “AlphaFold Protein Structure Database” koja ima preko 200 milijuna predvidenih
struktura proteina. Enzimi predstavljaju jedan od trenutno veéeg skupa karakteriziranih
proteinskih  struktura. Hidrolaze (npr. kimotripsin) 1 transferaze (npr. aspartat-
transkarbamoilaza) najraznovrsnije su 1 najzastupljenije klase enzima u PDB bazi podataka kao
Sto je prikazano na slici 5. Posebnost ovako opSirne baze podataka ¢ini skup uzorka i primjera
na kojima se racunalne tehnike mogu usavrsavati. U nastavku su opisane neke od najkoristenijih

metoda eksperimentalne karakterizacije proteinskih struktura.

B Hidrolaza
B Transferaza

m Okidoredukta
za
H [iaza

Slika 5. Graficki prikaz zastupljenosti klasa karakteriziranih enzimskih struktura pohranjenih

u proteinskoj bazi podataka.!®
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7

Uz PDB bazu podataka postoji i nedavno sastavljena baza podataka AlphaFold2 koja
danas sadrzi preko 200 milijuna dostupnih proteinskih struktura. Kao dio projekta Deep Mind,
tvrtka Google razvija AplhaFold2 u svrhu predikcije 3D struktura proteina iz njihovog
aminokiselinskog slijeda. AlphaFold2 je operativni sistem koji koristi umjetnu inteligenciju te
na principu pokusaja i pogreSke putem neuronske mreze u mogucnosti je nauciti kako se
proteini slazu te graficki prezentirati kona¢ni 3D prikaz proteina.''-!> AlphaFold2 tako mozZe
renderirati 3D model proteina visoke tocnosti i rezolucije §to znatno ubrzava odredivanje

mehanizma djelovanja raznih proteina.

2.1.1. Rendgenska kristalografija

Zasluge za razvoj metode rendgenske kristalografija pripadaju znanstvenicima Max von Laue,
koji je otkrio fenomen difrakcije rendgenskih zraka na kristalu i bra¢i W. Henry Bragg i W.
Lawrence Bragg koji su razvili rendgensku kristalografiju kao analititku metodu.!3-'4 Za
navedena otkri¢a dodjeljuje im se Nobelova nagrada za fiziku 1914. (Laue) 1 1915. (W. Henry
i W. Lawrence Bragg).!>-1¢ Skoro pola stolje¢a nakon revolucionarnog otkri¢a 1962. g. Max F.
Perutz i Jhon C. Kendrew dobivaju Nobelovu nagradu za kemiju rijesivsi strukture mioglobina
uz koriStenje digitalnog racunala za izgradnju njegove strukture.!” Prvi konstruiran model
mioglobina prikazan je na slici 6, tzv. ,,model kobasice®, a izoliran je iz miSi¢a kita spermata

(Physeter macrocephalus).
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§ 2. Prikaz odabrane teme

Slika 6. Maketa rekonstrukcije strukture mioglobina rendgenskom kristalografijom. Slika je

preuzeta iz osvrta na izvoran rad.!”

Iste godine (1962. g.) M. H. Frederick, F. H. C. Crick 1 J. D. Watson nagradeni su Nobelovom
nagradom za medicinu rijesivsi strukture nukleinskih kiselina i uocavanjem njihove vaznosti za
prijenos geneticke informacije.!®1° Iako rendgenska kristalografija danas nije jedina tehnika za
otkrivanje prostornih struktura i dalje je najviSe primijenjena te prema statistici PDB baze
podataka ovom je metodom rijeSeno viSe od 80% proteinskih struktura od momenta
karakterizacije mioglobina do danas.?° Rekonstrukcija 3-D modela proteina iz prikupljenog 2-
D tockastog rendgenskog uzorka rezultat su translacije tocCkastih udaljenosti i njihovih
intenziteta u opis elektronske gustoce kristalne ¢elije. Prikaz navedenog mioglobina prikazan

je na slici 7.
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§ 2. Prikaz odabrane teme

s oed, L TR EE0SNES
Slika 7. Prikaz difrakcijskog uzorka kristala mioglobina iz kasnih 1950-ih. Fotografiju je

snimio John Kendrew.?!

Svaka to€ka, nazvana refleksija, moze se opisati kao val odredenog smjera, amplitude 1 faze.
Navedeni val naziva se strukturni faktor (Fk)) 1 njegov izraz u eksponencijalnoj formi je dan

prema formuli (1).

n (hx ky Iz
1) Fkh = femletyd)
j=1
fi — valna funkcija i-te difraktirane zrake, n — broj valnih funkcija, (hkl) — millerovi indeksi,

(abc) — duljina stranica kristalne éelije, (xyz) — prostorne koordinate. 22

Kako je moguce izmjeriti samo amplitude, a ne i njihove faze, onemoguceno je odredivanje
elektronske gustoce kristalne ¢elije. Bez obzira na navedeno, strukture malih molekula se mogu
rijesiti 1 bez informacija o fazi Pattersonovom funkcijom koja stavlja sve faze u nulu, a
elektronske gustoce se racunaju iz amplituda i prikazuju kao medu-atomski vektori tvoreci
Pattersonovu mapu. Za N broj atoma, potrebno je N(N-1) vektora §to znaci da je ova metoda
dobra za sustav velicine 20 — 50 atoma. Nadalje, za srednje velike sisteme uglavnom vrijedi da
imaju dobro uredene kristalne strukture. Snimanjem difrakcije pri velikim kutovima mogu se
dobiti detaljni difrakcijski uzorci iz kojih se zatim mogu odrediti faze iz matematickih relacija
strukturnih faktora. Navedeno se naziva direktna metoda (DM) i1 omogucila je rjeSavanje
sustava do 2000 atoma. Sustavi od nekoliko tisu¢a atoma (npr. proteini) zahtijevaju alternativne
pristupe u rjeSavanju prostornih struktura. Strukture takvih proteina su Cesto nepravilne, a

strukturni faktori mali. Zbog navedenog, postignuta rezolucija je ¢esto izmedu 2-3 A, a idealna
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slika za proudavanje alosterije trebala bi iznositi oko 0,5 A. MIR (Multiple Isomorphous
Replacement) metoda rjeSava ovaj problem fiksiranjem proteina s nekom tvari koja dobro
difraktira. To su primjerice teSki metali koji mogu fiksirati protein u njihovu izomorfnu
konfiguraciju s nativnom. Na ovaj nacin protein pravilnije i lakSe kristalizira te omogucuje
odredivanje faze ciljnih atoma. Ukoliko se zeli izbje¢i potreba za izomorfnom kristalizacijom
proteina, §to moze u mnogim slu¢ajevima biti neizvedivo, upotrebljava se MAD
(Multivawelenght Anomalous Dispersion) metoda. Ova se metoda temelji na specifi¢noj
nepravilnosti difrakcije prilikom upotrebljavanja zraka valnih duljina oko apsorpcijskih rubova
atoma. Apsorpcijski rubovi su specificni za svaku vrstu atoma, te neki u kristalu biti ée
pomaknuti u fazi. Navedeno ¢e Ciniti razliku u difrakcijskom dijagramu, ¢ijom se analizom
mogu odrediti pocetne faze. Ova se metoda uglavnom koristi za proteine koji sadrze metionin,
s obzirom na to da se sumpor moze zamijeniti selenijem koji ima kemijska svojstva slicna
sumporu. Ovim se nafinom postize izomorfnost te se amplificira navedena anomalija u
difrakciji.?®> Takoder postoje i metode molekularnih zamjena koje se temelje na usporedbi
difrakcije poznatih struktura s nepoznatom te se preklapanjem difraktograma na temelju
slicnosti odreduje nepoznata struktura. Nadalje, rendgenska kristalografija uzima u obzir
molekule otapala (kao $to je Cesto voda), metalne ione, kofaktore i vezane ligande §to daje
realnu sliku o nativnoj proteinskoj strukturi u stanicnom kontekstu. Zbog navedenog
rendgenska kristalografija €ini neizostavnu metodu u karakterizaciji prostorne strukture

proteina iz elektronskih gustoca koje su temelj u parametrizaciji proteina za raCunalnu obradu.

2.1.2. Krio-Elektronska Mikroskopija

1931. g. Erest Ruska i Max Knoll sastavljaju prvi elektronski mikroskop, a ve¢ 1933. g.
elektronski mikroskop premasuje rezoluciju standardnog optickog mikroskopa. Simens 1938.
g. pocinje proizvoditi komercijalne elektronske mikroskope. Elektronska mikroskopija zahtjeva
snimanje u vakuumu, S§to podrazumijeva dehidraciju uzorka. Gubitak vode u uzorku
promijenilo bi nativnu konformaciju uzorka, stoga se u pocetku koristila fiksacija bioloskog
uzorka naparavanjem metala kao Sto su zlato ili platina. Revolucionaran preokret u metodologiji
zapoCeo je '70-ih godina 20. stolje¢a, a vrhunac dostize 1990-ih godina razvojem krio
elektronske mikroskopije. Inovativnost ove metodeje u vitrificiranju (zamrzavanju) uzoraka na

tankom filmu u kupelji tekuceg etana hladenoj teku¢im dusSikom te uzorak ostaje ohladen na
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temperaturi tekuceg dusika tokom snimanja. Voda u uzorku zamrzava se dovoljno velikom
brzinom da ostaje u amorfnom obliku Sto znaci da ne razara bioloski uzorak 1 time proteinski
sadrzaj moze zadrzati svoju nativnu strukturu. Nadalje, ovako zaleden uzorak dovoljno je
stabilan da se njegova konformacija bitno ne mijenja iako dode do pucanja veze tokom
snimanja. lako krio metoda S§titi uzorak od elektronskog zracenja, osjetljivost bioloskih
makromolekula koje sadrze lake elemente je i dalje visoka. Navedeno zahtjeva koriStenje
minimalnog snopa elektrona Sto daje sliku niske rezolucije. Visoka se rezolucija postize
koristenjem metode single particle analysis (jednocesti¢na analiza) §to podrazumijeva snimanje
oko 10 000 slika koje se racunalno obraduju kako bi se rekonstruirao 3D model. Za razvoj
opisane metode Richard Henderson, Jacques Dubochet i Joachim Frank 2017. g. dobivaju
Nobelovu nagradu za razvoj krio-elektronske mikroskopije pomocu koje rjesavaju strukturu
makromolekule bakteriorodopsina prikazane na slici 9. Shema postupka snimanja krio-

elektronskom mikroskopijom je prikazana na slici 10.

Slika 9. Prikaz kompleksa bakteriorodopsina i retinala iz PDB baze podataka pod
identifikacijskom oznakom 1BRD snimljen visoko-rezolucijskom krio-elektronskom
mikroskopijom.?4
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1 orijentirane proteine, koji ostavljaju
obris na filmu ili detektoru

2 Ratunalo prepoznaje obrize koji estavljaju
Cestice proteina od pozadinskog fuma i
razvrstava ih po sli¢nosti

1z tisuéa sliénih
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izmedu pojedinih
2D slika na temelju
kojih stvara
prostornu struktury
visoke rezolucije

Slika 10. Shematski prikaz rekonstrukcije trodimenzionalne slike krio elektronskom
mikroskopijom.?3

Rendgenskom kristalografijom i krio-elektronskom mikroskopijom moze se odrediti
mapa elektronske gustoce te izgraditi 3D model prou¢avanog sustava. Nedostatak je u tome §to
se proucava samo fiksirana struktura koja je kristalizirana ili vitrificirana, a ne i njena
dinamicnost u otopini, odnosno stanicnom mediju. Buduci dase i ova metoda, kao i rendgenska
kristalografija oslanja na kristalizaciju uzorka, mnoge proteinske struktrure mogu ostati
neopazene. Tako primjerice moze biti vise konformacija u medusobnoj ravnotezi, a kristalizirati
¢e samo jedna Sto daje nepotpunu sliku o dinamiCnosti proteina. Snimanje uzorka NMR
metodom rjeSava ovaj problem jer se protein nalazi u solvatiranom obliku slichom onome u
stanici 1 tako moZe zauzimati viSe razli¢itih konformacija koje su uocljive na spektru. Medutim,
spektre prikupljene NMR metodom za velike proteine i ostale makromolekule je Cesto tesko
interpretirati zbog velikog broja signala u spektru. Najbolja strategija je koriStenje viSe razli¢itih

tehnika pri definiranju svojstva 1 3D prikaza nekog proteina.
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§ 3. Racunalni pristupi u otkrivanju alosterickih signalnih
puteva

“Everything that living things do can be
understood in terms of the jiggling and wiggling of
atoms.”

— Richard Feynman

MWC, KNF i morfeinskim modelima opisana je alosterija kao promjena konformacije cjelovite
strukture ili samo odredene domene uslijed vezanja liganda ili promjene okoliSa (kao §to su
promjene u pH ili ionskoj jakosti) u kojem se protein nalazi.® Konformacijska, odnosno
strukturna promjena u proteinima cesto dovodido promjene u aktivnosti. Pokretljivost proteina
moze se gledati kao kolektivna ili lokalna te je klju¢no identificirati takve regije kako bi se
mogao istraziti mehanizam njegova djelovanja. Navedene mobilne regije se Cesto nazivaju i
transportni kanali energije, a predstavljaju kanal najefikasnijeg prijenosa signala koji izravno
djeluje ili na ukupnu alosteri¢nost ili na specifi¢nu regiju proteina. Sto je tocno signal te §to

predstavlja energetski kanal ili signalni put?

Slika 9. Shematska reprezentacija proteina u aproksimaciji atoma kao sfera s nabojem i

kemijskih veza kao elasti¢nih opruga.?®

Sve znacajne interakcije u proteinima su elektrostatske prirode, a atome i veze mogu se
aproksimirati sferama i oprugama S§to je shematski prikazano prema slici 9. Ovaj prikaz
molekule se takoder naziva elasticni mrezni model (engl. Elastic Network Model, ENM).
Temelji se na aproksimaciji atoma kao sfernog objekta kojima je pripisana odredena inercija 1
naboj, a kemijske veze opisane su oprugama te u najjednostavnijoj aproksimaciji prate Hookeov

zakon. Tako prikazana tockasta tijela se zatim mogu staviti u medusoban odnos koji omogucuje
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prouCavanje njihova ponaSanja uslijed eclektrostatskog podrazaja ili pertrubacije.
Intramolekulske interakcije bitne u studiji proteinske fleksibilnosti ubrajaju se istezanje,
savijanje, istezanje i savijanje, torzija, dipol-dipol interakcije i ostale Van der Waalsove
interakcije te vodikove veze. Svaki tip interakcije opisan je odgovaraju¢im funkcijama
potencijala koje imitiraju realne sustave. Prema slici 10 shematski je prikazana trijada
molekulske mehanike koja opisuje tri glavne komponente potrebne za opis ponasanja 1 svojstva

proteina u umjetnom ili prirodnom mediju.

Polje sila

Minimiziraju¢i

: Parametrizacija
algoritam

Slika 10. Prikaz shematskog opisa molekulske dinamike koja je prikazana kao trijada koju

¢ine polje sila, parametrizacija i minimiziraju¢i algoritam. 27

3.1. Prikaz alosterije teorijom grafova

Teorija grafova, elastiéni mrezni model 1 perturbacijske metode danas su popularne tehnike u
otkrivanju alosterickih signalnih puteva u proteinima. U ovome poglavlju prikazano je nekoliko
metoda koje se koriste u racunalnoj kemiji kako bi se mogli predvidjeti alostericki signalni
putovi. Kompleksnost intra-molekulskih interakcija proteina moze se pojednostaviti grafom
koji se naziva “Proteinska strukturna mreza” (engl. Protein Structure Network, PSN).?8 Shema
takvog grafa prikazana je na slici 12, a predstavljen primjer je fosfofruktokinaza, poznati

alostericki reguliran enzim.
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Slika 12. Prikaz proteina fosfofruktokinaze (PFK) kao modelnog primjera koji pokazuje alosteriju.

Pod (a) prikazana je struktura proteina, (b) prikazuje dvije analogne proteinske mreze u kojima

raznobojna ¢vorista predstavljaju aminokiselinske boéne ogranke, a linije interakcije izmedu istih.2’

Svako ¢voriSte moze predstavljati atom, bocni ogranak aminokiseline ili regiju na proteinu.
Linija predstavlja povezanost ¢voriSta Sto ne mora nuzno biti kovalentna kemijska veza, ve¢
prostorna udaljenost funkcijskih skupina. Izmedu dva CvoriSta signal moze bit prenesen u
jednome smjeru (unidirektan prijenos), u oba smjera (bidirektan prijenos) ili ne moze do¢i do
njegova prijenosa. Karakteristicno alosteriCko regulatorno mjestu ostvaruje veliki broj
intramolekulskih interakcija kojima se prenosi signal te ih se moZze prikazati kao ¢voriSnu tocku.
Prema slici 13 prikazan je hipotetski segment intramolekulskih interakcija koji moze pripadati
alosterickom putu. Crvena tocka predstavlja segment proteina koji ne sudjeluje u alosterickom
signalnom putu zbog velike udaljenosti od ostalih ¢vorista koje je ¢esto definirana u granicnim
uvjetima, deutt (engl. ,,cutoff* virjednost). Svijetla nijansa sive boje predstavlja regije malog
broja interakcije, a najtamnije tocke one s najvis§im brojem interakcija. Upravo ovakve tocke se
prepoznaju kao dijelovi alosterickog puta, ili ¢esto nazvanim kanalima za transport
energije. Plava ¢voriSta predstavljaju regije u kojima signal dolazi u ,.slijepu ulicu®, odnosno
do mjesta u kojem moZze uzrokovati konformacijsku promjenu, no ne pripada alosterickom
signalnom putu. Strijelice predstavljaju dozvoljeni smjer propagacije signala, a ravne linije

interakciju bez prijenosa signala.
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Slika 13. Reprezentacija nekog teorijskog segmenta proteina kao grafa, odnosno mreze interakcija.
Slika a) prikaz ¢vorista (tamnosiva tocka) kao dio alosterickog puta s najvisSim brojem interakcija, b)
prikaz ¢vorista (tamnosiva tocka) kao lijevka u kojem zavrSava signalni put i ¢) prikaz pocetnice iz

koje izlaze signali. Slika je izradena u aplikaciji Samsung Notes.

Odabir restrikcije na prostornu udaljenost medu ¢voristima, (engl. ,,cutoff™) deuttprvi je izazov
u postavljanju proteinske strukturne mreze. Nadalje, u literaturi pronalaze se dva nacina
povezivanja ¢vorista koja su u interakciji: 1) povezana ¢voriSta opisana matricom susjedstva
(sadrzi samo nule 1 jedinice) Ajj prikazana prema formuli 6) koja uzima u obzir jesu li ¢voriSta
u interakciji (unutar ,,cutoff™ vrijednosti) i ii) tezinski opis povezanih ¢vorista prikazana prema
formuli 7), gdje veliCina d;; predstavlja udaljenost izmedu dva ¢voriSta koja su medusobno
povezana. Treba naglasiti da ako se tezinska interakcijska vrijednost smanji (Ijj), onda broj
ostvarenih interakcija poraste.

1,ako suiij povezani
0,ako iij nisupovezani

) = 1/dl.j

Tezinski opis povezanosti ¢voriSta je vjerodostojniji od onog opisanog matricom Ajjjer daju

@4, = |

uvid o relativnoj udaljenosti interakcija koje se ostvaruju. AlosteriCan put opisan grafom na
naveden nacin bio bi sacinjen od ¢vorista s Iij vrijednostima, a alostericko mjesto predstavljalo

bi Cvoriste s najvise interakcija na grafu.
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Slika 14. Prikaz PDZ domene i stvaranja klastera koriStenjem susjednih matrica razli¢itih ,,cutoff*
vrijednosti. Pod A) slika prikazuje superponiranje minimizirane (zuto) i MD simulirane strukture
(zeleno). Slika pod B) prikazuje minimiziranu, a pod C) MD simulirani prikaz aminokiselinskih
ostataka, ¢voriSnih tocka s najvis§im brojem interakcija (predstavljale bi linije koje povezuju ¢vorista
na grafu) odredenih tezinskom matricom od 7 =6%. D) i E) slike predstavljaju analogan prikaz
aminokiselinskih ostataka koji tvore zna¢ajan broj interakcija uz koristenje tezinske matrice od od /=
4%.30

Naslici 14 prikazana je PDZ domena sinaptickog proteina izoliranog iz Stakora, a Cesto prisutna
u bakterijama, kvascu, virusima i ostalim zivotinjama koja je sastavni dio signalnih proteina.
Strukturno superponiranje pod A) prikazuje minimiziranu (Zuto) i MD simuliranu strukturu

(zeleno) bez liganada. Struktura pod B) prikazuje minimiziranu strukturu uz grani¢nu I = 6%
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koja je ujedno postavljena i u MD simuliranom prikazu pod C). Arg318 i Glu401 na
minimiziranoj strukturi (zeleno) prepoznati su kao bitna ¢voriSta aminokiselinskih ostataka, a
pod C) Phe337 1 Tyr397. ProSirivanjem interakcija na I = 4%, broj interakcija se povecava kao
1 broj vaznih ¢vorista u alostericnom putu. Navedeno moze biti uoceno iz slika D)1 E) u kojima

se moze primijetiti da Tyr397 se takoder pojavljuje kao srediste s velikim brojem interakcija.
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3.2. Optimalni alosteric¢ki signalni putovi

Kako su svaka mjerenja ograni¢ena instrumentom kojim se ono provodi, tako u
raCunalnim izraCunima ograniavaju¢i faktori su ra¢unalna mo¢ 1 vrijeme potrebno za
izvrSavanje racuna. 4b initio metodekao Sto su Hartree Fockova uz koriStenje velikog osnovnog
skupa za izgradnju atomskih orbitala 1 opisa njihovih energetskih stanja rjeSavanjem Slaterovih
determinanta daju izrazito to¢nu reprezentaciju kemijskog sustava. Navedena metoda
primjenjiva je za male sustave, Sto vecina proteina koji pokazuju alosteriju nisu, stoga se poseze
za semiempirijskim metodama. Ove metode koriste eksperimentalne podatke o elektronskoj
mapi gustoce dobivene najceS¢e rend genskom kristalografijom, NMR -om te krio-elektronskom
mikroskopijom koja zatim sluzi za parametrizaciju atoma u proucavanoj strukturi. Nadalje, iako
se postavi navedena aproksimacija i odabere adekvatno polje sila potrebne su dodatne metode
za proucavanje blagih konformacijskih promjena kao one $to su prisutne u alosteriji. FIRST 1
CONTACT primjer su racunalnih metoda koje koriste teoriju grafova i algoritme kao §to je tip

»igra kamencic¢a“ (engl. pebble game).

3.2.1. FIRST

FIRST (engl. Floppy Inclusion and Rigid Substructre Topology) je program koji koristi
rekurzivan algoritam koji koristi teoriju grafova kako bi odredio fleksibilnost cijelog ili
odredene regije proteina na temelju samo njegove jedne konformacije odredene metodom kao
Sto je rendgenska kristalografija ili NMR metoda.?! Navedenialgoritam konstruira graf u obliku
3D mreze, gdje su Cvorista atomi povezani kovalentnim vezama, vodikovim vezama te
diedarskim kutovima. Kako bi racunalna obrada alostericke mreZze bila moguc¢a moraju se
postaviti ogranicenja na medu-atomske interakcije koje aproksimiraju realni kemijski sustav.
NajCes¢e se navedeno postize opisom sustava internim koordinatama pri ¢emu su duljine
kovalentnih i1 vodikovih veza fiksirane, a diedarske rotacije dozvoljene samo oko jednostrukih
veza. Navedeno je razlog jer se vodikove veze uglavhom ne mijenjaju tokom blagih

konformacijskih promjena kakve su prisutne u alosteriji. Slika 15 prikazuje nacin primjene
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restrikcije na interakcije medu atomima $to za posljedicu smanjuje broj slobodnih stupnjeva

slobode za faktor 7 koji bi bili prisutni pri koriStenju Cartezijevih koordinata.3?

S e
f)\,___,/ D = = : - L/{

. 9
-

- -:\y—\
&
=
Slika 15. Vodikova veza izmedu donorskog (dusik) i akceptorskog (kisik) atoma opisana s tri
restrikcije prikazanim punim linijama. Puna zadebljana crna linija opisana je restrikcijom centralnom

silom najblizeg susjeda. Isprekidane linije predstavljaju restrikciju na savijanje vodikove veze s

najblizim susjednim atomima. Vodikovoj vezi su a priori pripisana tri rotaciona diedarska ¢lana
31

prikazana strijelicama.

Nadalje, restrikcija se moze smatrati suviSnom ili neovisnom. Suvisna restrikcija je ona

koja se odnosi na vezu koja pri pucanju ne utjece na fleksibilnost postavljene mreze. Neovisna

se smatra onom koja utjeCe na istu. Jacobs et al. postavljaju proceduru koja odreduje
fleksibilnost navedenih mreZa temeljenoj na dijagonalizaciji matrica:

1) Postaviti mrezu atoma te restrikcije njihovih udaljenosti.

2) Jedinstveno zamijeniti svaku restrikcijsku udaljenost s oprugom jedinstvenih
konstanti (ovisno o kemijskim vezama) i duljinama jednakih udaljenosti atomskog
para.

3) Konstruirati dinami¢nu matricu za mrezu opruga te izracunati sve normalne modove
(vlastite vrijednosti matrice). Vlastite vrijednosti pokazuju jesu li modovi titranja
konacni ili nulte frekvencije (engl. ,,floppy modes®).

4) Dodati sistemu restrikcije udaljenosti, provjeriti jesu li restrikcije neovisne ili
suviSne te ponoviti gornje korake.

5) Ako je broj prikupljenih nultih frekvencija jednak dana restrikcija je suviSna, inace

je neovisna.
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Sve prikupljene suvisne restrikcije, odnosno one nulte frekvencije koriste se za izgradnju mreze
grafa. Mrezna CvoriSta izgradena s nultim frekvencijama predstavlja mrezu slabih veza Cije
pucanje ne utjeCe na ukupnu fleksibilnost proteina ili prou¢avane domene. U ovom okviru
proucavanja medu atomskih interakcija, kontinuirana mreza sastavljena je od tetraecdara (3D
generaliziranih trokuta) spojenih preko bridova. Navedeno je opisano prema slici 16 gdje vrhovi
brida predstavljaju atome, bijeli kruzi¢i predstavljaju neovisne restrikcije te crni kruzi¢i koji
leze na bridovima suviSne restrikcije. Rekurzivan algoritam igre kamencica (engl. ,, pebble
game ) sluzi za redistribuciju stupnjeva slobode po 3D mrezi koji omogucuje odredivanje jesu

li regije krute ili fleksibilne.

2
. \_7{ Pomak s ruba

Slika 16. Prikaz algoritma igre kamencica. Prazni kruzi¢i (kamencici) predstavljaju stupnjeve slobode
1 postavljeni su na vrhove grafa, kamenci¢i (ispunjeni crnilom) postavljeni na linije predstavljaju
restrikcijsku udaljenost. Kamenc¢i¢ moze biti pomaknut na brid koji izlazi iz vrhova i tako postaje

restrikcija, a kamenci¢ s brida nasuprotnog vrha mozZe bit pomaknut s brida i tako postati stupanj

slobode.3!

Redistribucija se temelji na prepoznavanju neovisnih i suviSnih bridova, odnosno ogranicenja.
Pomicanjem kamenci¢a s vrha 1 (v1) na brid prikazano prema slici 16, kamenci¢ s brida pri
vrhu dva izbacuje se s brida kao slobodan. Drze¢i V1 konstantnim treba se pokusati napraviti
isto s ostalim vrhovima tako da se na vrhu 2 (v2) prikupi najve¢i moguéi broj kamencica (Sto
je tri). Ako je navedeno moguce, ondase brid izmedu vrha 1 1 vrha 2 smatra neovisnim, odnosno
medu njima nema znacajnih interakcija, no ako je broj prikupljenih kamencic¢a dva, ondaje brid
izmedu vrhova suviSan. Na opisan na¢in moze se zakljuciti jesu li regije: suviSe ograniene
regije, one s viSkom veza potrebnih za opis krutosti regije, premalo ogranicene regije, one koje
mogu ostvarivati diedarske rotacije te krute regije.

FIRST algoritam moze se nadalje proSiriti termodinamickim ograni¢enjima koja dolaze

iz svojstva samih proteina za razvoj metoda kao §to je DCM (engl. Distance Constraint Model)
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ili sprezanje s Monte Carlo metodom u svrhu pronalaska §to to¢nijeg konformacijskog
energetskog profila. Na slici 17 prikazana je HIV proteaza (HIVP) koja se Cesto koristi u
lijeCenju HIV-a. FIRST programom odredene su krute (plavo) i fleksibilne (crveno) regije c¢ija

identifikacija omogucuje proucavanje mehanizma proteaze.

Slika 17. Prikaz fleksibilnih 1 krutih regija dimera proteaze HIVA (HIVP) obradene FIRST
algoritmom. Istaknute su a, 3 iy regije na proteinu povecane fleksibilnosti koje su odgovorne

za izvrSavanje pravilnog rada proteina.’!
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3.3. Sub-optimalni alostericki putovi

Optimalan alosteri¢ki put nije jedini skup atoma, aminokiselinskih ogranka, regija na proteinu
sudjeluje u prijenosu signala kroz blage konformacijske transformacije od alosterickog do
aktivnog mjesta. Optimalni alostericki putovi Cesto mogu biti jedinstveni za specificnu
proteinsku konformaciju. Cjelovitiji uvid u alosteriju proucavanog proteina moze se prikupiti
iz sub-optimalnih alosteriC¢kih putova. Sub-optimalni alostericki putovi su u nacelu dulji od
optimalnih i ¢esto degenerirani. Pri prouc¢avanju apo- i holo-enzima, optimalan put apo-enzima
moze biti najkraéi sub-optimalni put holo-enzima. Drugim rijeima, sub-optimalni putovi mogu
se aktivirati u optimalne putove uslijed promjene konformacije, supstitucije atoma ili funkcijske
skupine na proteinu. R. Amaro et al su istrazivali alosteriju amidotransferaze alosterickog puta
izmedu aktivnog HisH 1 alosterickog HisF mjesta programom vlastite kreacije po imenu
Weighted Implementation of Suboptimal Paths (WISP). WISP kao pocetne strukture koristi
PDB datoteke koje sadrze 3D strukturu proteina zajedno s asigniranim trajektorijama
molekularne dinamike. Ova se metoda temelji na teoriji grafova gdje su centri mase bo¢nih
ogranka aminokiselina predstavljeni kao ¢voriSta. Nakon postavljene mreze konstruira se
korelacijska matrica (W) koja pokazuje u kolikoj su mjeri dva CvoriSta u interakciji, Sto je
prikazano prema formuli (8). Budu¢i da je ovakva matrica prevelika za izraCunavanje
korelacije ¢voriSta neke makromolekule unutar razumnog vremenskog perioda, potrebna je
njena redukcija. Matrica W moZe se reducirati konstrukcijom matrice kontakata Mcontact,
analognoj onoj konstruiranoj u programu FIRST, koja opisuje prosjecne vrijednosti polozaja
bo¢nih ogranka peptida tokom MD simulacije. Matrica Mcontact reducira se s parametrom
maksimalne fizicke udaljenosti, pcutt koja postavlja sve interakcije prevelike fizicke udaljenosti
na nulu. Mnozenjem W 1 Mcontact, dobije se Wsimp Sto predstavlja pojednostavljenu korelacijsku
matricu.

(A7, (t) +4r; (1))
6) Cij= —————
(a7 ()2Nar; (0)2))

(1) wy; = —log(|Cy])
(8) 47;(1) = 7,(1) — (F(D)

1/2
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KoriStenjem Dijkstrinog algoritma pocevsi od pocetka i kraja alosterickog signalnog puta kao
Sto je prikazano na slici 18, no s dodatnom funkcijom da pretrazivanje pocinje ujednoi s broja
9. Pronalaskom zajednicke toc¢ke oba puta se zatim spajaju Sto predstavlja optimalan signalni
put. Matrica Wsimp moze se nadalje pojednostaviti uvodenjem uvjeta za odbacivanje svih
vrijednosti manjih od dcutotf vrijednosti koje bi predstavljale optimalan signalni put. Na ovaj
nacin sortiraju se samo sub-optimalni signalni putovi jer su po definiciji dulji, odnosno signal

je prenesen preko vise ¢vorista (aminokiselisnkih ogranka).

[1,2,5,9] = (2+#1+7) = 10
[1,2,3,8,9] = (2+1+1+1+1) = 6
[1,3,8,9] = (5+1+1) = 7
[1,4,7,6,8,9] = (242+2+3+1) = 10

Slika 18. Prikaz odabira najkraceg puta izmedu Cvorista §to opisuje rad Dijkstrovog algoritma od

¢vorista 1 do ¢vorista 9.32

Amaro et al. navedeno su primijenili u pronalasku sub-optimalnih puteva u enzima
amidotransferaze izoliranog iz fermetivne bakterije Thermotoga maritima. U nastavku je
prikazano alostericko (HisF) i aktivno (HisH) mjesto. Apo- struktura proteina 1GPW?33 preuzeta
je iz PDB baze podataka, holo struktura je izgradena uskladivanjem 1GPW i 10X534koja sadrzi
kokristalizirani ligand N1-[(5'-fosforibulozil)-formimino]-5-aminoimidazole-4-carboksamid
ribonukleotid (PRFAR). Naknadno je provedena solvatacija u TIP3P molekulama vode 1
molekularna dinamika duljine 20 ns s vremenskim korakom od 2 fs u CHARMM27 polju sila.
Nadalje, koristenjem prije opisanog Dijkstrinog algoritma na Wsimp matrici pronadena su
degenerirana Cvorista. Takva Cvorista sudjeluju u dva ili viSe alostericka signalna puta.
Pretragom apo- 1 holo- strukture WISP programom moze se uociti kako dolazi do preraspodijele
u degeneraciji ¢vorista (aminokiselina) prikazanih u zuto osjencanim dijelovima Tablice 1.
Svih 700 sub-optimalnih puteva prikazano je na slici 19 putem programa za vizualizaciju
(VMD). Navedenim je dokazano da vezanjem modulatora kao $to je PRFAR ukupna promjena

blagih konformacija sub-optimalnih puteva moZe uzrokovati jaku pojavu alosterije. Ovime se
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proSiruje klasicno poimanje o optimalnom alostericnom signalnom putu kako prijenos signala

ne mora nuzno biti popra¢eno velikom konformacijskom promjenom.

Tablica 1. Degenerirana ¢vorisSta apo- i holo- enzima izracunavanjem 700 sub-optimalnih puteva.

700 sub-optimalnih puteva |

HisF ¢vorista LEU 47 | VAL48 | PHE49 | LEUS50 | VALG69 | ALA70 | ILE73 | ASP74 | ILE75
Degeneraciia Apo 139 175 304 700 31 14 11 24 230
Degeneracija Holo 47 192 293 700 107 106 189 263 165

HisF ¢vorista PRO 76 | PHE77 | THR78 | VAL79 | GLY 80 | ALA97 | ASP98 | LYS99
Degeneracija Apo 407 329 228 210 258 117 285 165
Degeneracija Holo 192 259 227 218 253 32 303 170

HisH c¢vorista GLU 180 | LYS 181
Degeneracija Apo 700 649
Degeneracija Holo 700 492

B) - Glu180:HisH

Slika 19. Prikaz 700 sub-optimalnih alosterickih puteva apo- (slika A), i 700 sub-optimalnih

alosterickih puteva holo- (B) enzima amidotransferaze.3’

Dodatna prednost WISP programa jest njegova moguénost koristenja na operativnim sistemima
Scientific Linux 6.4, Mac OSX 10.6, Ubuntu 12.04, Windows XP. Navedeno omoguc¢uje koristenje
raCunalnih paketa kao §to su Python, NumPy, SciPy i Network X koji moraju biti podrzani kako bi bilo

moguce provoditi potrebne izracune.
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3.4. Zakljucak

Alosteri¢nost je jedna od temeljnih pojava u regulaciji rada proteina u kojoj se mogu pronaci
odgovori za lijeCenje raznih bolesti uzrokovane genetskom mutacijom ili vanjskim agensom.
KNF, MWC i morfeinski modeli temelj su za objaSnjavanje i1 proucavanje alosterije. U zadnjih
par desetljeca tehnike kao Sto su rendgenska kristalografija, NMR te u najve¢em zamahu krio-
elektronska mikroskopija postaju sve jeftinije, efikasnije 1 s mogucénosti stvaranja slika
atomskih rezolucija. Velika baza podataka kao $to je PDB osigurava dovoljno veliki skup
struktura pomocu kojih se mogu usavrSavati simulacijske tehnike molekularne dinamike u
svrthu predikcije ponasanja proteina u realnim stani¢nim uvjetima. Zahvaljuju¢i razvijenim
poljima sila kao §to su AMBER i CHARMM i teoriji grafova proteinski se sustav moZe opisati
grafom Cesto nazvanim proteinska strukturna mreza. Takva se mreza moze dalje obraditi
programima kao $to su FIRST ili WISP, otkrivajuci fleksibilne 1 krute regije algoritmima poput
»pebble game® ili Dijkstrinog algoritma. Ovim nac¢inom se racunalnim komputacijama mogu
razaznati energijski transport kanali i ukupna fleksibilnost proteina. Nadalje, Amaro et al.
otkrivaju da uz optimalne (,,glavne®) alostericke signalne putove jednako vaznu ulogu za opis
alosterije imaju i subo-ptimalni alostericki signalni putovi. Sub-optimalni putovi za razliku od
klasi¢nih, ne moraju nuzno izvrsiti veliku konformacijsku transformaciju za prijenos signala.
Prijenos signala se vr3i kroz mnogo blagih konformacija Sto moze biti uo€eno u preraspodijeli
degeneriranih  suboptimalnih  puteva u primjeru HisH:HisF apo- 1 holo- enzima

transkarbamoilaze.
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CTP — Citidin trifosfat

MD -

Molekularma dinamika

PDB — Protein Data Base
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