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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Prije pedesetak godina postavilo se pitanje alosterije! ¢ime je taj bioloski fenomen stavljen u
fokus mnogih narednih znanstvenih istrazivanja. Puno se truda ulozilo u razne obrade, opise i
analize alosterije koje su uslijedile. Iako su se objasnjenja logi¢no nizala i nametala skoro pa
sama od sebe, svaki je odgovor otvarao nove nepoznanice. Time je pocetno pitanje
fenomenoloski opazenog bioloskog procesa vrlo brzo preraslo u opseznu alostericku
problematiku. Njezin potpun i objedinjen pregled zahtijevao je, i jo$ uvijek zahtijeva, koristenje
Sirokog spektra razli¢itih znanstveno-istrazivackih metoda koje se koriste za istraZivanje
alosterije u razli¢itim sustavima.

Brojni faktori koji pogone alosteriju, znanstvene metode kojima se alostericki procesi mogu
promatrati, sustavi u kojima se alosterija moze ocitovati i mnoge druge znacajke alosterije koje
su detektirane, kategoric¢ki su grupirane. One, iako se razlikuju u principima i modelima na
kojima se temelje, pruzaju glavne pristupe obrascima alosterije. U cjelokupnom znanstvenom
razvoju alosterijskog konteksta, odredeni su aspekti uzrokovali znacajniji preokret alosterijske
paradigme. Tako su otkri¢a i upotreba odredenih eksperimentalnih metoda imale iznimno vazan
utjecaj na razvitak novog nacina prou€avanja alosterijskog fenomena ¢ime su udarile temelj
sasvim novog shvacanja tog biokemijskog pojma. Isto tako, otkrice dinamicki pogonjene
alosterije otvorilo je Siroku perspektivu na¢ina proucavanja alosterije, kao 1 nove mogucénosti
matematiCke kvantifikacije tog procesa.

Danas je veliki naglasak stavljen na vaznost emergencije svih razli¢itih pristupa alosteriji.
lako svaki pojedini obrazac na svojstven nacin, eksplicitno ili implicitno definira alosteri¢ke
pojmove, objedinjeni pogled omogucava opazanje svojstava koje pojedina¢ne komponente

pruZaju nepotpuno ili ne mogu pruziti uopce.
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§ 1. UVOD
1.1. Alosterija kroz prizmu povijesti

U proucavanju bioloskih odnosno biokemijskih sustava danas, neizbjezno je primijetiti koncept
alosterije. lako je taj bioloski fenomen opazen davno, naziv je dobio nakon dugo vremena i
puno istrazivanja. Prva pojava alosterije krije se pod nazivom Bohrov efekt kojeg je opazio
Christian Bohr 1904. godine u pokusima istrazivanja utjecaja ugljikovog(IV) oksida na vezni
afinitet hemoglobina prema kisiku. Rije¢ alosterija, s druge strane, skovana je tek 1961. godine
kad je proizasla iz pojma alostericke inhibicije koju su opisali Jacques Monod i Francis Jacob
kao mehanizam u kojem ,,inhibitor nije steri¢ki analog supstrata“.2 Alosterija je dosta dugo bila
nedefiniran, razjedinjen, a samim time i nejasan pojam. Kako to inace biva u razja$njavanju
novih i nepoznatih termina, alosterija je prvotno bila opisana jednostavnom slikom koja se tek
S vremenom postupno upotpunjavala sve mnogobrojnijim i kompleksnijim detaljima. Prvi
temelj bila je strukturna slika bioloskih agenata koji o€ituju alosteriju svojom konformacijskom
promjenom. Karakteristicnu strukturnu podlogu poduprla su 2 opisna modela alosterije koji su
sljede¢ih desetak godina postali dominantna paradigma: sekvencijski ili KNF (Koshland-
Nemethy-Filmer) model i uskladeni ili MWC (Monod-Wyman-Changeux) model.® Navedeni
modeli stvorili su uvrijezen, staticki pogled na alosteriju koji je poljuljao Cooper, tek dva
desetljeca kasnije, kada je 1984. godine predlozio mogucnost alostericke komunikacije izmedu
2 udaljena mjesta na proteinima koja se odrazava bez konformacijskih promjena. Time se
otkrila proteinska dinamika kao jedan od bitnih faktora za razumijevanje alosterije.* Takvo
novootkriveno shvacanje alosterijskih puteva ubrzo je zahtijevalo i preciznije eksperimentalne
tehnike kojima bi se date postavke mogle proucavati, a samim time i objasnilo zasto se takav
pogled nije nametao u samim pocecima opisa alosterije. Kada je, zahvaljujuéi razvijanju raznih
eksperimentalnih tehnika, pogotovo NMR spektroskopije, postalo moguée prikupiti
informacije ne samo o proteinskoj strukturi ve¢ i o njegovoj dinamici pa ¢ak i1 termodinamici,
formiralo se sasvim novo shvacanje, koje je sugeriralo cijeli niz dinami¢kih faktora koji mogu
pogoniti alosteriju.

Vrlo brzo uvrijezio se pojam dinamicke alosterije iako se U interpretaciji cesto krivo shvacao

pri ¢emu se pod pojmom dinamike mislilo na kretanja odredenih grupa unutar molekule.® Uz
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dinamicki aspekt koji se zaista pokazao kao prekretnica u shvacanju pokretanja alosterije,
jednako je vazno bilo proucavanje neuredenih sustava u kojima je alosterija takoder prisutna.
Taj se pogled suprotstavio klasi¢nom pogledu koji za objekte alosteri¢kih promjena ima
strukturirane proteine. Koncizni prikaz povijesne dinamike razotkrivanja alosterijskih pojmova
prikazan je na slici 1.

alosterija bez
prve strukturne slike konformacijske
hemoglobina promjene 2004,
dobivene difrakcijom
rendgenskog zracenja

1999.
uvod termina
Bohrov »alosterican” MWC model
el KNF model 1984-1987.
alosterija kao
konformacijska intrinzino svojstvo
1370. selekcija i svih dinamickih
1965-1966. populacijska PO
1904. 1961. promjena

Slika 1. Vremenski prikaz klju¢nih termina u povijesti alosterije.

1.2. Dinamican razvoj alosterijskih koncepata

Buduci da je alosterija sama po sebi vrlo slozen i kompleksan pojam kako na mikroskopskoj,
tako i na makroskopskoj razini, njezin opis zahtijeva poglede s razli¢itih strana. Cilj je ovog
rada upoznati se s datim opisima i istrazivanjima te njihovim kronoloskim slijedom. U tu svrhu
navodi se i ukratko objasnjava kratki pregled relevantnih pojmova s posebnim naglaskom na
predstavljanje i razvijanje dinamickog aspekta koji je dugo kroz povijest bio zanemarivan.
Sirok raspon interesa istrazivanja alosterije ne ¢udi s obzirom na njezinu ulogu u mnogim
bioloskim sustavima, a isto tako i nezaobilaznu primjenu u farmakologiji. U biosustavima

pojava alosterije vazna je u brojnim signalnim putevima i komunikaciji izmedu razli¢itih
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biomolekula, a isto tako klju¢na je za razumijevanje bolesti i razvitka novih lijekova.® 1z
navedenih, a i mnogih drugih mogucih razloga, intenzivno se provode znanstvene studije o
alosterickim pojavama. IstraZivanja su mnogobrojna, kao §to je i bogat repertoar literature u
kojoj alosterija nalazi svoje mjesto. Biologija, biomedicina, biotehnologija, farmakologija samo

su neka od podrucja koja u svom znanstvenom radu primjenjuju alosterijske koncepte.

Ozana MiSura Zavr$ni rad
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME
2.1. Razvoj eksperimentalnih tehnika

Klju¢ni segment koji je gotovo eksponencijalno otvorio mogucnosti istrazivanja alosterijskih
mehanizama bio je razvoj metoda za proucavanje istih. Moglo bi se ¢ak re¢i da su prvenstveno
te metode upravljale okvirima promatranja alosterije. Svaka je metoda, shodno svom nacinu
izvodenja, omogucila uvid u odredene pojedinosti. Eksperimentalnim metodama dobivene su
strukturne slike visoke rezolucije. Racunalnim metodama racunate su fizikalne veli¢ine
promatranog sustava.®

Do danas su se razvile i konstantno se nadograduju mnoge tehnike koje omogucuju razli¢it
nacin istrazivanja bioloSkih makromolekula. Bez razvoja tih grana proucavanje kompleksnih
pojava kao $to je alosterija bilo bi iznimno tesko, ako ne i nemoguce. Neke su tehnike optimalne
za proucavanje odredenih podjedinica proteina ili ¢ak i manjih dijelova, a neke su bolje za
detekciju cjelokupne makromolekulske strukture. Isto tako, neke eksperimentalne metode daju
prvenstveno strukturne slike odgovarajuce rezolucije, a neke pruzaju i uvid u dinamicke procese
koji se odvijaju u kratkom vremenu. Primjenjivost NMR spektroskopije na proteinske sustave
u vidu istrazivanja dinamike sustava intenzivno se unapreduje. Odli¢ne studije dvaju sustava®
otkrile su vazne poveznice izmedu dinamike i funkcije preko kvantifikacije procesa
konformacijske izmjene koja regulira katalitiCku aktivnost. U statistickoj analizi ansambla
struktura omoguéena je realnija slika sustava na makroskopskoj razini. Takav pristup nadilazi
poteskoce kod tumacenja dinamickih promjena. S druge strane, racunalno istraZivanje
pojedinacnih struktura pruza moguénost uocavanja suptilnih razlika izmedu pojedinih struktura
na mikroskopskoj razini. Svaka pojedina tehnika ima sebi svojstvene prednosti, a isto tako i
nedostatke. Stoga bi se tehnike trebale medusobno kombinirati i upotpunjavati $to najéesce i
jest slu¢aj. Broj metoda pogodnih za analize alosteri¢kih sustava danas’ zaista je pozamasan i
tesko bi bilo izdvojiti one koje su imale klju¢nu ulogu u omogucavanju 0zbiljnijeg pristupa
proucavanju alosterickih procesa u kontekstu bioloskih objekata. Ipak, prve strukturne slike
makromolekula omogucila je difrakcija rentgenskog zraCenja ¢ime je postala velika potpora

teorijskim modelima stoga ¢e se ona opisati poblize.

Ozana MiSura Zavr$ni rad
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2.1.1. Difrakcija rentgenskog zracenja

Jedna od iznimno bitnih metoda u proucavanju alosterije jest difrakcija rentgenskog zracenja,
o ¢emu svjedoci njezina Siroka uporaba. Difrakcijske metode mogu se podijeliti na vise nacina;
s obzirom na vrstu uzoraka (difrakcija zraenja na jedinicnom kristalu i difrakcija na
polikristalu) pri ¢emu je kristalno stanje tvari opCenit uvjet moguce izvedbe eksperimenta, S
obzirom na vrstu zraCenja (rentgenska difrakcija, neutronska difrakcija i elektronska difrakcija)
i sli¢no.

Rentgensko zracenje pripada onim valnim duljinama u elektromagnetnom spektru koje se
nalaze izmedu UV 1 gama zracenja. Te su valne duljine reda veli¢ine razmaka atoma u kristalu.
Kristali¢ni se uzorci stoga ponasaju kao opticka reSetka za rentgensko zracenje. Kada to
zraCenje padne na pozicioniran uzorak, dolazi do ogiba ili difrakcije svjetlosti. Rezultat je
difraktogram iz kojeg se pomoc¢u matematickih alata rjesava struktura datog kristala. Svaka
elementarna tvar, kao i kemijski spoj, ima svoj karakteristi¢ni difraktogram odnosno
difrakcijsku sliku, razli¢itu od svih ostalih. Analiza difraktograma koja uklju¢uje matematicko
prevodenje podataka iz necitljive u citljivu domenu te uto¢njavanje za rezultat ima rijeSenu
kristalnu strukturu analizirane tvari.®®

Difrakcija rentgenskog zraCenja prva je eksperimentalna metoda kojom se proucavala
alosterija. Protein u kojem se ona istrazivala bio je hemoglobin. Taj primjer opisa detaljnije je

opisan u sljede¢em poglavlju.

2.2. Strukturna podloga

Kao §to je ve¢ navedeno, sam pocetak opisa i shvacanja pojave alosterije bio je fenomenoloski.
Tako je alosterija u prvim eksperimentalnim pokusima primije¢ena kao komunikacija dvaju
dijelova jedne molekule, koji su po svoj prilici medusobno udaljeni, ali unato¢ toj udaljenosti
reagiraju zavisno. Vrlo brzo postalo je jasno da je potonju pojavu jako tesko interpretirati bez
odredenih podataka o strukturi molekule ili biokemijskih podataka o vezanju liganada na neko
mjesto u strukturi biologke makromolekule.® Rjesenje navedene problematike na koju je naislo
prvotno tumacenje alosterije proizaslo je radom Maxa Ferdinanda Perutza. On je, naime, svojim

istrazivanjem i detekcijom strukture hemoglobina pokrenuo lavinu razvoja strukturne biologije

Ozana MiSura Zavr$ni rad
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koja je nadalje omogucdila i usmjerila mnoga dotadasnja istrazivanja. Hemoglobin je time kao
prvi protein kojem je odredena kristalna struktura ,,odigrao vaznu ulogu u povijesti
biokemije“.!® Novootkriveni strukturni pogled na aktere koji pokazuju neobiéno svojstvo
posredne komunikacije medusobno udaljenih mjesta postao je podloga prvim modelima kojima
se pokusala objasniti narav opazenog ponasanja. Ti su modeli, detaljnije opisani u nastavku,
nastali kao prvi kvantitativni modeli opisa alosterijskog efekta i kao takvi preuzeli glavnu rije¢

u interpretaciji alosteri¢kih pojava narednih dvadesetak godina.

2.2.1. MWC ili uskladeni model opisa alosterije

Prvi model koji se opisuje je MWC model. Ime je dobio prema trojici znanstvenika koji su ga
postavili, ¢ija su imena redom: Jacques Monod, Jeffries Wyman i Jean-Pierre Changeux, a
naziva se jos$ i uskladeni model. Dati model pretpostavlja jednake podjedinice proteina (za koji
se podrazumijeva da posjeduje kvaternu strukturu) i dva moguéa stanja odnosno dvije
definirane konformacije u kojima se svaka od podjedinica moze naci, nazvane T stanje (engl.
tensed — napet) i R stanje (engl. relaxed — relaksiran). Imena tih stanja proizlaze iz struktura
proteina pri ¢emu je stanje T ono u kojem su prisutne mnoge interakcije izmedu podjedinica
proteina. Isto tako, podjedinice simultano podlijezu prijelazu iz jedne u drugu konformaciju.
Pretpostavka je modela da, iako se ligand moZe vezati na protein koji se nalazi u bilo kojem od
navedena dva stanja, vezanjem liganda ravnoteza se pomi¢e prema R stanju. Uz navedenu
pretpostavku, vrijedi i da je generalno afinitet proteina prema ligandu veci kad se protein nalazi

u R stanju naspram proteina u T stanju. Shema ovog modela prikazana je na slici 1.101

Ozana MiSura Zavr$ni rad
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R stanje

88&88&8{8&88;’

T |
-3

T stanje

Slika 1. Uskladeni model. Sve su molekule ili u R stanju (prikazano krugom) ili u T stanju
(prikazano kvadratom). Vezanjem liganda (L) ravnoteza se pomice pri ¢emu R stanje ima veéi

afinitet prema ligandu od T stanja.

2.2.2. KNF ili sekvencijski model opisa alosterije

Drugi model koji su nedugo zatim postavili D. E. Koshland, G. Nemethy i D. Filmer poznat je
i pod nazivom sekvencijski model. Ovaj model dijeli zajednicko glediste s uskladenim modelom
prema kojem je afinitet proteina u R stanju ve¢i prema ligandu od afiniteta proteina u T stanju
prema tom istom ligandu. Medutim, on promatra promjenu afiniteta na razini podjedinice
proteina. Vezanjem liganda na odredenu podjedinicu mijenja se konformacija te podjedinice
pri ¢emu dana promjena utjeée na promjenu afiniteta susjednih podjedinica prema ligandu. U
ovom modelu postoji vise potencijalnih intermedijernih stanja. Prikaz ovog modela nalazi se

na slici 2.1011
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T~ B~ R G-

Slika 2. Sekvencijski model. Vezanjem liganda mijenja se konformacija date podjedinice. Ta

promjena poti¢e promjene konformacija susjednih podjedinica ¢ime mijenja njihov afinitet

prema ligandu.

Ovi su modeli prvi pokusaji objasnjavanja alosterije koja je prvi put primije¢ena u sustavu
kooperativnog vezanja kisika na tetramerni hemoglobin. Osim ta dva, i mnogi su drugi modeli
pokusavali objasniti datu kooperativnost. Ipak, uskladeni MWC model dvaju stanja isti¢e se
kao najbolji model tog vremena. Nedostatak tog modela bio je izostanak strukturnog
mehanizma. Taj je propust nadopunio Max F. Perutz 1970. godine na temelju pazljivog
usporedivanja dviju struktura; samog hemoglobina i hemoglobina s vezanim kisikom, a koje je

dobio difrakcijom rentgenskog zracenja.t

Bitno je shvatiti da su ovi modeli imali ne samo definiran nacin pogleda na slijed
dogadaja koji se manifestiraju kao alosterija, ve¢ i definirane objekte za koje se taj slijed (skoro
pa iskljucivo) opisuje. Isto je tako vazno razumjeti da su ova 2 modela krajnje mogucénosti u
kojem se vjerojatno niti jedan realni sustav nikada ne bi u potpunosti nasao, ve¢ se i opis tog

Sustava temelji na ravnoteZi i zastupljenosti obaju modela.

2.3. Kontekst novih otkrica

Po uzoru na uspjesan alostericki model kooperativnog vezanja koje je prvi put opisano za sustav
hemoglobin — kisik, razvijali su se mnogi koncepti alosterickih shema. Njima se htjelo, ili
razumjeti kako alostericki mehanizam funkcionira, ili kvantitativno opisati alostericko
ponasanje. Veliku su vaznost imali funkcionalni modeli koji su razvijeni na zahtjev

farmakoloSkog razvoja. Ti su modeli omogucavali kvantitativno mjerenje alostericke
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efikasnosti lijekova na temelju eksperimentalnih krivulja konstruiranih iz pra¢enja odgovora
sustava na njegovu razli¢itu koncentraciju. Tu je sposobnost kvantificiranog mjerenja uvjetovao
termodinamicki pogled na alosteriju. Naime, u tu su svrhu formulirane razli¢ite matematic¢ke
jednadzbe u kojima se odredeni parametri alosteriCkog sustava mogu izraziti preko
koncentracije.

Dinamicku alosteriju prvi su put eksplicitno artikulirali A. Cooper i D. T. F. Dryden u svom
radu 1984. godine u kojem su pokazali teorijsku vaznost potpunog entropijskog energetskog
doprinosa biologkoj funkciji.'?> Temeljem tadasnjih saznanja o dinamickim svojstvima proteina,
razvijen je jedan od alternativnih mehanizama za interakcije dalekog dosega. Predstavljen je
op¢i model prema kojem promjene u proteinskoj dinamici, a koje su potaknute vezanjem
liganda, mogu prouzrociti alosterijsku komunikaciju, ¢ak i u odsutnosti konformacijskih
promjena. Na statistickoj termodinamici vezanja liganda bazirale su se teorijske analize koje su
pokazale da se predstavljenim mehanizmom mogu generirati kooperativne interakcijske
slobodne energije reda veli¢ine nekoliko kJ mol™. Dati efekt posljedica je moguéih promjena
u frekvencijama i amplitudama makromolekulskih termalnih fluktuacija kao odgovor na
vezanje liganda, a moze ukljucivati -sve oblike dinami¢kog ponaSanja. Dinamicka alosterija
takvog oblika primarno je entropijski efekt i shodno tome izvedeni su aproksimativni opisi koji
omogucuju izracun interakcijskih veli¢ina realnog sustava direktno iz eksperimentalnih
opazanja. Osim uvodenja pojma dinamike, za alosteriju je iznimno dostignuce bilo shvacanje

moguceg ocitovanja alosterije u neuredenim sustavima.

2.3.1. Dinamika u kontekstu alosterije

Jacques Monod je u svom podetnom radu,® u kojem je zajedno sa suradnicima razradio
prethodno opisan pocetni model alosterije, naglasio da se koncept konformacijske promjene
koji se uvodi mora shvatiti u svojoj najsiroj konotaciji. Ipak, dugo se nije pridavala velika
vaznost moguénosti da se slika dvaju krajnjih strukturnih stanja proteina zamijeni
mnogobrojnijim slikama svih veznih i neveznih konformacijskih stanja kroz koje protein
prolazi tijekom procesa vezanja i otpustanja liganda. Prvi znacajniji preokret paradigme koja
se izgradila na temeljima istrazivanja Sezdesetih godina proslog stolje¢a napravili su Cooper i
Dryden. Oni su naime uveli novi koncept prijenosa informacije koju sadrze makromolekule.

Prema njemu®?, ta informacija nije sadrzana samo u prosje¢nim konformacijama datih
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makromolekula, ve¢ i u frekvencijama i amplitudama fluktuacija oko te konformacije. Samim
time namece se i alternativan nacin prijenosa informacija putem promjena tih dinamickih
frekvencija i amplituda. Takav se prijenos dakako moze ostvariti neovisno o konformacijskim
promjenama pa ¢ak i u njihovoj odsutnosti. Shodno tome, namjera novog opisa nije
opovrgavanje ili negiranje alostericke komunikacije opisane konformacijskim promjenama, vec¢
predstavljanje drugacijeg pogleda na alosteriju koji je komplementaran prethodno opisanim
modelima i upotpunjuje razumijevanje alosterije. Taj se pogled temeljio na tadas$njim
saznanjima o dinami¢kim svojstvima proteina. Cjelokupni izvod proizasao je iz teorijske
analize bazirane na statisti¢koj termodinamici vezanja liganda pri ¢emu je alostericki efekt
posljedica moguéih promjena u frekvencijama i1 amplitudama termalnih fluktuacija
makromolekule koje se induciraju datim vezanjem liganda. Cooper i suradnici takvim su
opisom uveli entropijski efekt kao primarni uzrok dinamicke alosterije. Prema toj postavci
mogli su se izvesti opisi koji omogucuju racun onih veli¢ina Koje su prisutne u promatranim
realnim sustavima. Formalizam statistiCke termodinamike pokazao se kao obecavajuci alat
istrazivanja alosterije. Otvaranje tog novog aspekta u proucavanju faktora koji uzrokuju
alosteriju oblikovalo je pojam dinamicke alosterije. Posljedice rada Coopera i njegovih
suradnika bile su dalekosezne. Tako su se nakon njegovog uvodenja uloge entropije mnogi
znanstvenici okrenuli teorijskom i racunalnom istrazivanju podloge alosterije. Time je
raCunalni pristup postao komplementaran eksperimentalnom istrazivanju alosterije kod
proteina. Budu¢i da racunalne metode daju detaljan uvid u dinamicka svojstva sustava koji
posjeduju alosteriju, vrlo su Cesto koriStene u istrazivanju alosterije bioloskih makromolekula.
Osobito Cesto se primjenjuju simulacijske tehnike temeljene na polju sila kao $to su metode
molekulske dinamike te Monte Carlo konformacijske pretrage.®* U prilog cijelom novom
pogledu, opazen je* velik broj alosteri¢kih sustava koji ne sadrze nikakav dokaz prisutnosti
strukturnih promjena uslijed alosteri¢ke komunikacije. Nadalje, NMR analize® alosterickih
proteina otkrile su pregrst nacina na koje se dinamicke promjene mogu povezati s alosterickim
promjenama. Dinamika je, zahvaljuju¢i mnogim radovima, prihvacena kao sredi$nja, ako ne i
kljuéna za alosteriju. Alosterijska molekula nakon vezanja liganda prolazi kroz razlicite
strukture u ovisnosti o vremenu S$to €ini dinamiku cijelog procesa stoga su ,,dinamika i

alosteri¢ki procesi gotovo tautologki povezane*.}*
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2.3.2. Neuredenost u kontekstu alosterije

Postoje mnogi proteini koji alostericki sudjeluju u stani¢nim signalnim putevima, a u svojoj
strukturi sadrze nesrazmjeran broj domena ili segmente koji su u nativhoj konformaciji
intrinzi¢no neuredeni. U mnogim je slu¢ajevima akcija smatanja tih segmenata datih proteina
spregnuta s njihovim vezanjem jednog ili viSe interakcijskih partnera. To opazanje navodi na
mogucu vaznu ulogu intrinzi¢ne neuredenosti. Brojne pretpostavke o ulozi intrinzicno
neuredenih domena u regulaciji ukazuju na potrebu ustanovljenja mehanistickog modela koji
bi mogao kvantitativno procijeniti vaznost takvih domena u intramolekularnoj komunikaciji
dvaju mjesta, komunikaciji koja je obiljezje svih alosterickih proteina. Takav nalaz, ne samo da
bi objasnio nadmo¢ intrinzi¢no neuredenih domena u regulatornim proteinima, ve¢ bi i osporio
klasi¢ni mehanisticki pogled propagacije energije u proteinima prema kojem je sprezanje dvaju
mjesta maksimalno onda kada se ta dva mjesta povezu tek nastankom odredene smotane
strukture. Prisutnost intrinzi¢ne neuredenosti za posljedicu ima mehanizam sprezanja koji je
neovisan o mrezi interakcija koje fiziki spajaju dva mjesta koja se sprezu. Jasan prikaz toga
daje jedinstven uvid u osnovna energetska pravila koja u svim proteinima usmjeravaju
komunikaciju medu dvjema pozicijama.

Ovakav se pogled pocetkom 21. stoljea suprotstavio uvrijezenom misljenju da
funkcionalnost proteina proizlazi iz visokog stupnja uredenosti njihovih struktura. Opazene su
tisue raznih proteina, koji su najvjerojatnije intrinziéno neuredeni ili imaju intrinzi¢no
neuredene domene u nativnim konformacijama, zastupljenih u stani¢nim signalnim putevima.®
U prilog tome, mnoge su detaljne studije pokazale da je u takvim proteinima strukturna
formacija povezana s vezanjem liganda u drugom dijelu molekule. Potonja opaZanja indiciraju
povezanost prijelaza strukture proteina s neuredene na uredenu s dalekoseznom alosterickom
komunikacijom unutar molekule.

Vaznost navedenog pogleda je dvostruka. Prvo, on omogucuje opce kvantitativno
objaSnjenje opazanja da upravo mnogi regulatorni proteini imaju intrinzi¢no neuredene regije.
Drugim rije¢ima — intrinzi¢na neuredenost moze maksimizirati alosteri¢ku vezu izmedu dva
mjesta. Drugo, takav pogled mozZze otkriti op¢a termodinamicka pravila koja omogucuju tu vezu.
Time propagacija efekta vezanja nije nuzno zadana povezivanjem dvaju mjesta putem mreze
interakcija, ve¢ energetskom ravnotezom unutar proteina. Jedan od opisanih modela sugerira

da je priroda u evoluciji alosterickog sprezanja odabrala mehanizam prema kojem postoji skup
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stanja u proteinu. Taj skup stanja posljedica je stabilnosti razli¢itih domena i interakcija medu
njima. Sva su stanja optimirana da odgovore na vezanje liganda. Nakon vezanja, taj se skup
stanja preraspodjeljuje i posljedicno se mijenjaju njegova svojstva. Ovakav mehanizam ovisi
samo o relativnoj stabilnosti domena, a ne specifi¢nim strukturnim znacajkama te stabilnosti.
Stoga se takav pogled razilazi s klasi¢nim mehanistickim pogledom na alosteriju prema kojem
strukturne perturbacije koje se Sire od jednog do drugog mjesta olaksavaju komunikaciju dvaju
mjesta. Iznesene hipoteze koje objaSnjavaju zasto priroda koristi intrinzi¢nu neuredenost
primarno su fokusirane na pitanje kako ona potpomaze molekulsko prepoznavanje. Modeli koji
omogucuju poveznicu s eksperimentalno mjerljivim veli¢inama u proucavanju proteina s

intrinzi¢no neuredenim domenama su obeéavajuéi.®

2.4. Objedinjeni pogled

Brojni su pristupi ulozili iznimno puno truda u proteklih 50 godina kako bi objasnili alosteriju,
istrazili njezine obrasce i1 detektirali posljedice. Svaka je tema doprinijela izgradnji sve veceg
temelja razumijevanja alosterickog fenomena. Ipak, razli¢iti istrazivani principi dugo se nisu
preklapali u pogledima pa tako nisu konvergirali sveobuhvatnoj tocki gledista. Studije alosterije
koje su se do danas provodile i na kojima se i dalje radi mogu se opCenito svrstati u tri glavne
kategorije.! U prvu kategoriju potpadaju konceptualni modeli kao §to su konformacijska
selekcija 1 inducirano pristajanje. Ti su modeli razvijeni kako bi opisali nacine na koje se kroz
alosteriju postizu bioloSke funkcije. Druga kategorija temelji se na principu termodinamicke
ravnoteZe. Nekoliko matemati¢kih modela formuliralo se u potrazi za kvantitativnim opisom
myjerljivih alosterickih znacajki. lako je termodinamicka perspektiva ponudila takav opis, nije
objasnila jednu od mnogih znacajki alosterije, a to je zasto ligandi koji su medusobno sli¢ni pri
vezanju na isto alostericko mjesto mogu djelovati i kao protagonisti i kao antagonisti. Treca
kategorija ujedinjuje brojne implicitne i eksplicitne pristupe strukturnog temelja alosterije.
lako se sva znanstvena pozadina mijenjala toliko dinamiénije koliko su se brzo razvijale
postajala izrazito kompleksna, dati smjer otvorio je novo pitanje. To se pitanje ticalo
problematike sveobuhvatnosti alosterickog konteksta. Na prvi pogled, dva se potonje opisana

alostericka pogleda — termodinamicki i strukturni ne doticu puno osim u krajnjem ishodu
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alostericke aktivacije. [zazov zajedni¢kog opisa otezavaju razliciti faktori koji pogone alosteriju
kao i vrste sustava u kojima se alosterija ocituje. Zapravo, nijedan opis ne zahtijeva drugi da bi
objasnio alosteriju. Unato¢ tome, danas se tezi onim pristupima Koji naglasavaju vise
komplementarnost nego kontradikciju razli¢itih opisa.l*®

Reprezentacija alosterije koja uzima u obzir i njezinu staticku i njezinu dinamic¢ku narav
bitna je jer ju stavlja u sklop statistickog gledista. Prema jednom takvom ujedinjenom modelu®
alosterijska aktivnost neke promatrane molekule bit ¢e, u najopéenitijem slucaju, zajednicki
doprinos svih oblika te molekule (od aktivnih do neaktivnih) prisutnih u otopini, neovisno o
tome koliko se te molekule medusobno razlikuju u svojoj strukturi. Iz toga se moze zakljuciti
da nije presudno identificirati samo jednu konformaciju za koju se smatra da je upravo aktivni
oblik promatrane molekule, ve¢ detektirati sve molekule ili dijelove molekule koji se nalaze u
aktivnoj konformaciji, odnosno zastupljenost aktivne konformacije kako bi se na temelju toga
interpretirala raspodjela stanja u kojima bi se ta molekula mogla naci. Isto se tako datim
iskazom zapravo nadilazi uobicajena deterministi¢ka slika odredenog alosterickog puta prema
kojoj svaka pojedina molekula u svakom trenutku ima istu konformaciju ili se ta molekula moze
predstaviti prosje¢nom konformacijom.

Nezaobilazan zahtjev koji uvjetuje razvoj novih saznanja jest podloznost dinamickih,
neuredenih, ali i svih ostalih sustava eksperimentalnim ispitivanjima. Time se omogucuje
proucavanje i utvrdivanje odrednica alosterije. Razumijevanje tih odrednica okosnica je
kvantitativnog opisa bioloskih procesa, a dati opisi uvjetuju razvoj ujedinjenog okvira koji ¢e
povezati intrinzi¢nu neuredenost, konformacijske fluktuacije i klasiéne modele alosterije, te

pridonijeti slaganju potpunog alosteri¢kog mozaika. 131
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