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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Osim hidrofobnih interakcija koje upogonjuju smatanje proteina i njihovo povezivanje,
elektrostatske interakcije osiguravaju specificnost kroz ionske mostove, vodikove veze i ostale
manje specificne interakcije. U ovom radu predstavljena su dva modela za opis elektrostatskih
interakcija proteina i otapala, Poissonn-Boltzmanov model i Generalized Born model. Oba su
implicitnate, za razliku od eksplicitnih modela, aproksimiraju otapalo kao kontinuum. Priopisu
solvatacijskog doprinosa ukupnoj energiji proteina vazan je odabir dielektri¢ne granice izmedu
proteina i otapala. Ovdje su raspravljene van der Waalsova povrS§ina i ,,solvent-excluded
surface®, povrsina bez Supljina dostupnih sfernoj probi otapala. Suvremeniji modeli za granicu
uzimaju ,,smoothed van der Waals“ povrsinu, s glatkim prijelazom izmedu dva dielektrika.
Vaznost elektrostatskih interakcija u proteinskoj strukturi kre¢e sa smatanjem proteina do
nativne strukture. Hidrofobne interakcije su glavna pokretacka sila smatanja, a elektrostatske
imaju ulogu u specifi¢nosti unutarproteinskih interakcija koje definiraju tercijarnu strukturu.
Osim solnih mostova i vodikovih veza, vazne su i elektrostatske interakcije s nabijenim
kofaktorima. Opisane su i vrste proteina kao i njihov aminokiselinski doprinos ovim
interakcijama. U radu su navedena osnovna elektrostatska obiljezja proteina topivih u vodi
(globularnih), intrinzicno neuredenih te transmembranskih proteina. Nadalje, opisane su
interakcije proteina s drugim proteinima, nukleinskim kiselinama te bioloskim membranama
(fosfolipidnim dvoslojem). Ukoliko se elektrostatske interakcije naruse, poremecéaj moze voditi
bolestima. Uzrok poremecaja su najéesS¢e mutacije i posttranslacijske modifikacije RNA. Ovaj
rad navodi i ukratko opisuje nekoliko stanja: srpastu anemiju, katarakt, karcinom, multiplu

sklerozu te formiranje amiloidnih fibrila pri patogenezi neurodegenerativnih bolesti.
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§1. Uvod 1

§1. UVOD

Proteini su polimeri aminokiselina povezanih peptidnom vezom. Aminokiseline se razlikuju
prema vrsti bo¢nog ogranka, odnosno njegovoj kemijskoj strukturi. Osim lokalno nabijene
amino 1 karboksilne skupine u zwitterionskom obliku, nabijeni mogu biti 1 bo¢ni ogranci pri
odredenom pH. Aminokiseline s nabijenim bo¢nim ogrankom pri fizioloSkom pH su: aspartat
(Asp), glutamat (Glu), arginin (Arg), lizin (Lys) i histidin (His). Konstanta disocijacije kiseline
bo¢nogogranka ovisiio neposrednojkemijskoj okolini u kojojse nalazi, poputaktivnogmjesta

proteina.

Naboj i interakcije s drugim nabijenim vrstama odreduju vrlo bitna svojstva proteina
kao $to su topljivost, sklonost polimerizaciji i fibrilaciji, specifi¢nost inetarkcija s drugim
molekulama, lokalne promjene pKa bo¢nih ogranaka (kao u aktivnom mjestu), redukcijski
potencijal. U slu¢aju promjene pH u sredini u kojoj se protein nalazi, dolazi do protonacije ili
deprotonacije odredenih skupina, $to za poslijedicu moze imati ¢ak i denaturaciju proteina.
Osim same prirode bo¢nog ogranka, lokalni, a i ukupni, naboj proteina mogu mijenjati i
kovalentne modifikacije kao Sto je fosforilacija, a zatim 1 defosforilacija aminokiselina poput
serina (Ser), treonina (Thr) i tirozina (Tyr). Ovakav na¢in modifikacije proteina jedan je od
temeljnih za kontrolu proteinske aktivnosti. Ono je osnova regulacije na principu prekidaca u

lancu prenosenja signala.l

Odrzavanje povoljnog osmotskog tlaka, kao i elektrokemijskog gradijenta koji
upogonjuje unutarstani¢ne i izvanstani¢ne procese ovisi o prijenosu iona preko membrane.
NajceSce se njihov prijenos odvija putem proteinskih kanala i proteinskih prenositelja. Osim
prijenosa metalnih iona, o elektrostatskim interakcijama s proteinima takoder ovisii prijenos

nabijenih molekula poput adenozin trifosfata, ATP-a.

Hidrofobnost nepolarnih bo¢nih ogranaka uzrokuje smatanje proteina radi postizanja
stabilizacije u vodenoj sredini, dok nabijeni bo¢ni ogranci ulaze u elektrostatske specifi¢ne
interakcije proksimalnih sekundarnih struktura. Hidrofobne interakcije upogonjuju smatanje,
no elektrostatske utje¢u na stabilnost tog procesa. Elektrostatske interakcije malog dometa su

solni mostovi. Formiraju ih suprotni naboji, parovi poput Glu ili Asp s His, Lys ili Arg, kojisu
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§1. Uvod 2

u prostornoj blizini u nativnoj strukturi proteina. Naj¢eS¢e se nalaze usred istith sekundamih
struktura proteina, na udaljenosti od 4 A,2u kojem intervalu se nalaze i oba bo¢na ogranka iz
para. Pokazano je da ne moraju biti nuzno stabiliziraju¢i elementi. Prije svega, nalaze se
primarno u nefleksibilnim podrucjima proteina Sto upucuje na to da imaju ogranicavajuci efekt

na unutarnje kretanje proteina.l. 2

Od velikog su znacaja za specifi¢nost i vodikove veze. Vodikovaveza ima djelomi¢no
elektrostatski karakter te doprinosi stabilnosti tercijarne strukture proteina. Ustanovljeno je da
jedna vodikova veza prosje¢no uvecava stabilnost proteina za 1 kcal / mol.1 Kao i za druge
elektrostatske interakcije, jakost vodikove veze uvelike ovisi o kemijskoj okolini. Naravno, u
nepolarnijem mediju, veci je doprinos stabilizaciji, do 1,2 kcal / mol.1 Ra¢unalno je pokazano
kako solnimostoviiz unutra$njosti proteina imaju velik stabiliziraju¢iucinak, dok to nije slucaj
s povrSinskim nabojima jer kod njih postoji kompeticija s molekulama otapala. Proteini bogati
povrsinskim nabojima imaju Cesto visok stupanj destabilizacije zbog odbijanja naboja, ali
njihova funkcija je vezana uz to svojstvo. To su proteini visokog neto naboja pri fizioloskom
pH, dakle jako visokih ili jako niskih pl, ili pak proteini s lokalno uve¢anim brojem istoimenih
naboja. Takoder, elektrostatske interakciju su jake i na zna¢ajnim udaljenostima, do 10 A, zbog

Cega su bitne za razmatranje pri proucavanju interakcija proteina s razli¢itim molekula.3- 4

Proteini se u bioloskim uvjetima nalaze u vodenom mediju. Hidrofobne interakcije
izmedu nepolarnih ostataka uzrokuju agregiranje proteina. Nabijene i polarne skupine
osiguravaju dobru topljivost proteina u vodi, pa tako 1 sprjeCavanje agregiranja. Primjer
razmjera utjecaja promjene (uklanjanja ili uvodenja) naboja na samo jednu aminokiselinu u
polipeptidu je srpasta anemija. Jedan nabijeni Glu u B-lancu hemoglobina zamijeni se
nepolarnim valinom(Val). Samo ta promjenavodi agregiranju deoksihemoglobina sto uzrokuje

bolest koju nazivamo srpasta anemija.®

Nabijeni ostatci svoje funkcije nalaze u: aktivnim mjestima, prijenosu protona ,
koordinacijskoj sferi metalnih iona u strukturnoj ulozi, ali i koordinacijskoj sferi metalnog iona
kao kofaktora (proteaze, restrikcijske endonukleaze kaoi mnogidrugienzimi). Nabijeniostatci
su takoder dio veznih mjesta za nabijene molekule kao §to je ATP. S druge strane, bazicne
aminokiseline se ¢esto nalaze u signalnim sljedovima za unosmnogih proteinau jezgru. Primjer

su 1 transkripcijski faktori koji mogu Arg ostatke koristiti za detekciju specificnog mjesta. !
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§1. Uvod 3

Dielektri¢énakonstanta, ¢ 0Vvisi 0 vrstimedija, o ionskoj jakosti medija, I, i temperaturi,
T. Postoje drasti¢ne razlike u dielektri¢noj konstanti u unutra$njosti proteinaiu citoplazmi pri
normalnim fizioloskim uvjetima. Od njih se razlikuje i dielektricna konstanta unutrasnjosti
fosfolipidnog dvosloja. Navedene razlike omogucéuju biolosku kontrolu funkcije proteina u

stani¢nim uvjetima.b

Cilj ovograda je predstaviti strukturna obiljezja proteina elektrostatskog karaktera koja
vode stabilizaciji, lokalnoj i globalnoj. Ukratko pribliziti nekoliko fizikalno-kemijskih modela
za racunanje doprinosa ovih interakcija ukupnoj energiji proteina. Takoder, napraviti pregled
glavnih skupina proteina s obzirom na elektrostatska svojstva, te dati nekoliko primjera

poremecaja u proteinskoj strukturi i ponasanju koji rezultiraju bolestima.
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§ 2. PRIKAZODABRANE TEME

2.1. Solvatacijski modeli

Naboji u proteinu interagiraju medusobno, s dipolom otapala te nabojima iona i molekula u
otapalu. Otapalo i ioni zasjenjuju interakciju izmedu naboja proteinskih skupina. Sve navedeno
utjece na elektrostatsku interakciju u strukturi proteina,atime i nanjegovu stabilnost proteinske
strukture.

2.1.1. Generalized Born model

Kod molekulskog modeliranja sustava molekule u mediju, potrebno je kvantificirati interakciju
molekule i medija. Medij se moze modelirati eksplicitno, kao skup pojedina¢nih molekula, ili
implicitno, kao dielektri¢ni kontinuum. Eksplicitni model u obzir uzima sve stupnjeve slobode
molekula otapala, dok implicitni srediSnje polje za otopinu i ione modeliraju¢i medij kao
kontinuum. Svrha implicitnog modeliranja je integrirati stupnjeve slobode otapala i izracunati
promjenu Gibbsove slobodne energije solvatacije na brzi naéin no koristenjem eksplicitnih
modela otapala. ’

Jedan od modela za opis elektrostatskog doprinosa slobodnoj Gibbsovoj energiji je
,generalized Born“ model (GB). Model GB je aproksimacija linearizirane Poisson-
Boltzmannove (PB) jednadzbe. Osim S§to je jednostavniji, GB model uéinkovito daje
zadovoljavajuce rezultate uz laksiracun uusporedbis PB modelom. Zato je Siroko primijenjen,
posebice za termodinamicki opis vodenih sustava.

Elektrostatski doprinos slobodnoj energiji solvatacije GB modela je:

AG = —166 L_1)a 1
solvi — & £ bi ( )
U jednadzbi (1) &, i &; 0znacavaju redom dielektri¢nu konstantu proteinaiotapala, bj oznacava

Bornov radijus, a g; naboj.
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A Gibbsova energija interakcije naboja iznosi:

. 332q,q; 1 1 -
Gl.l}lt = 29494 _ 332 (__ _)% )
EpTij & &/ fij
fij = (rtJ + bibje_rizj/‘l'bibj)l/Z (3)

U jednadzbi (2) gii g; oznacavajunaboje. b; i b; u jednadzbi (3) oznacavaju efektivan Bomov
radijus atoma. Funkcija fjj je funkcija interpolacije izmedu efektivnog Bornovog radijusa kada
je udaljenost rjj medu nabojima mala (preklapanje naboja), i efektivnog Bornovog radijusa na
velikim rj; (beskonac¢no udaljeni). Dielektricnu konstantu proteina i dielektriénu konstantu

otapala oznacavaju redom &y i &5.1:8 9

Dielektriéni kontinuum interagira s molekulama otopljene tvari, odnosno njenim
nabojima. Soli stabiliziraju naboje, umanjujuci elektrostatsko odbijanje i privlacenje. Te
interakcije se mogu modelirati kvantnomehanicki ili molekulskom mehanikom. Generalizirani
Born model uvodi veliku aproksimaciju, a Koristi se primarno kod termodinami¢kog opisa
makromolekula u polarnom mediju poput vode, u molekulskoj mehanici za proteine i

nukleinske kiseline.

Velika prednost ovog modela je Sto eksplicitno uklju€uje elektrostatske interakcije u
molekuli otopljene tvari. Oni imaju izravan utjecaj na energiju solvatacije. Ovaj model
ukljucuje doprinose slobodnoj energiji od interakcija naboja do spremanja naboja u nepolamu

unutrasnjost bioloSkih makromolekula poput proteina.8

Osnovna ogranic¢enja GB modela su ograni¢enja implicitnog modeliranja otapala kao
kontinuum (udaljavanje od fizikalne stvarnosti) i koristenje Coulombove sile kao sile prema
¢ijem polju se modelira realno elektricno polje molekule. Nuzno se gubi na to¢nosti kod
implicitne solvatacije. Ona ne ukljuc¢uje promjene u temperaturii tlaku, ne opisuje uspjesno
kemijsku okolinu kaos§to je dvostruka lipidna membrana (heterogeno okruzenje), multivalentne
ione ili smjese iona raznih naboja poput eksplicitnih simulacija. Stoga se GB modeli koriste za

pretezno homogeni medij sa¢injen od vode iiona u uskom temperaturnom rasponu. GB metoda
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§ 2. Prikaz odabraneteme 6

se Cesto koristi kao zamjena za PB jer se pokazala kao brza i manje zahtjevna, a daje

zadovoljavajuce rezultate u mnogim slué¢ajevima.l.8.9

2.1.2. Poisson-Boltzmannov model

.....

opisu otapala kod izrac¢una elektrostatskog doprinosa ukupnoj promjeni slobodne energije pri
desolvataciji nabojai interakciji istog. Model PB za izra¢un povrsine molekule proteina koristi

radijus pojedina¢nih atoma te svakome pripisuje parcijalni naboj. 17
Poissonova jednadzba za izrac¢un ukupnog elektrostatskog potencijala sustava, y:

V- [eMVY @] +4n[p/ (r) + pion()]| =0 4)
U jednadzbi (4) veli¢ina r je vektor poloZaja, ¢ je dielektricna konstanta, y je elektrostatski
potencijal sustava, pf je raspodjela naboja dane molekule, a p'°" je raspodjela naboja mobilnih
iona u otopini.

Nelinearna Poisson-Boltzmannova jednadzba glasi (NPBE):

V- [e(mVyY()] +4n

b _zieyp(r)
pf(r) + z ezic;lie” kT |=0 (5)
7

U jednadzbi (5) veli¢ina r je vektor poloZaja, ¢ je dielektricna konstanta, v je elektrostatski
potencijal sustava, pfje raspodjelanabojadane molekule, e je jedini¢ninaboj, zinaboj i-te vrste,
Ci je lokalna prosje¢na raspodjela iona, A; parametar dostupnosti iona, Konstanta k je

Boltzmannovakonstanta, a T ozna¢ava termodinamic¢ku temperaturu.

Linearna Poisson-Boltzmannova jednadzba (izvodi se u slu¢aju slabog elektrostatskog
potencijala):

|Zi€l/)| < kT (6)

e je jedini¢ni naboj, z; naboj i-te vrste, v je oznacava elektrostatski potencijal sustava konstanta

k je Boltzmannovakonstanta, a T oznacava termodinami¢ku temperaturu.

8re?l
kT

V- [eMVp )] + 4mpl (r) — Am)P(@r) =0 ™)

Veli¢ina r je vektor polozaja, ¢ je dielektrina konstanta, y je elektrostatski potencijal sustava,

p' je raspodjela naboja dane molekule, € je jedini¢ni naboj, | je ionska jakost, A parametar
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§ 2. Prikaz odabraneteme 7

dostupnosti iona bilokoje vrste, konstanta k je Boltzmannova konstanta, a T termodinamicka
temperatura.Rjesenje jednadzbe je elektrostatski potencijal U svakoj tocki prostora. Za slozeni

sustav, kao §to je protein, potrebno je numericki rijesiti PB jednadzbu.7.10

U lineariziranoj PB jednadzbi, elektrostatska energija proteina je danaizrazom:
Gel = 166Zqi<p{ (8)
i

gije parcijalni naboj atoma, a ¢; oznacava elektrostatski potencijal na polozajima atoma.

PB jednadzba je zasnovana na aproksimaciji srediSnjeg polja za mobilne ione u otapalu. Ona je
dalje razvijena te neki od primjeramodificiranih modela su NPBE sa ionima konaénih veli¢ina
te NPBE s ionskim korelacijama i fluktuacijama. Navedeno je od velike vaznosti zato Sto se
takvim modelima predvida i interakcija jednako nabijenih biomolekula posredovana ionima
suprotnog naboja. Takvi sustavi mogu potencijalno objasniti bioloske pojave poput
kondenzacije DNA.L7

2.2. Dielektri¢na granica

Prilikom racuna elektrostatskog doprinosa slobodnoj Gibbsovoj energiji bitan je odabir
povrsine, dielektricne granice koja odvaja protein od otapala. To su ¢esto van der Waalsova
povrsina (vdW) i ,,solvent-excluded surface* (SE), povrsina bez Supljina dostupnih otapalu
(sfernojprobi). Van der Waalsova povrsinaje sacinjena od zasebnih dijelovavan der Waalsovih
sfera (atoma) sa podrué¢jima Supljina sa visokim dielektrikom, otapalom. Povrsina SE izuzima
te iste Supljine, a umjesto njih uvodi povrsinu koja bi odgovarala dodirnoj povrSini probi sfeme
molekule otapala i molekule proteina (slika 1). Iz navedenog je vidljivo da SE povrSina
obuhvaca veci volumen slabijeg dielektrika — unutraS$njost proteina. To ¢e rezultirati viSom
energijom desolvatacije jer su naboji u proteinu manje izloZeni otapalu, i nizom energijom

interakcije izmedu naboja u proteinu zbog slabijeg dielektrika.
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Waals surface

Slika 1. (a) Prikaz dvije dielektricne granice: plavo oznacava SE, a crveno vdW granicu,
zelenom bojom je osjencano podrucje nedostupno sfernoj probi (otapalu) u SE protokolu. (b)
“Smoothed vdW* povrsina, ili izgladena vdW povrsina, Cetiri vertikalne isprekidane linije
oznacavaju redom pocetak dielektricnog prijelaza, pravu povrsinu atoma, srednju tocku i

krajnju to¢ku dielektriénog prijelaza. Preuzeto iz izvora Zhou et al.

Vece slaganje s eksperimentalnim podacima su pokazali rezultati racunau kojima je koristena
vdW povrsina. Koriste¢i SE, rezultati su bili viSestruko razliciti, ili je pak ¢lan slobodne energije
elektrostatske interakcije ispao pozitivan. Potonje bi znacilo da navedene interakcije uvode
destabilizaciju u sustav, $to je suprotno od tumacenjarezultata racuna s vdW. Ustanovljeno je
da se uvecanjem dielektri¢ne konstante proteina (g,) u SE moze uvesti korekcija. Uvecanje ¢
proteina ima ulogu kompenzacije manjka povrSinski Supljina dostupnih jacem dielektiku,

otapalu. Stoga su teorijski SE racuni uz koriStenje &, usporedivi s vdW racunima.

Drugi nacin za uskladivanje rezultata pri korisStenju dvije razli¢ite dielektri¢ne granice
je promjena u iznosu koristenog atomskog radijusa. S ciljem uskladivanja sa SE povrSinom,
uzima se veci radijus prilikom koriStenja vdW. Za manje molekule poput aminokiselina
potrebno je uvecanje za do pet posto, dok za velike molekule (proteine) do 20 posto. Navedeno
je posljedica povecéanja broja intersticijskih Supljina koje prate povecéanje proteina. Iste su
uklonjene SE aproksimacijom povrsine. U slu¢aju malih molekula, moguce je reparametrizirati
GB metodu koja koristi vdW povrsinu na na¢ina da odgovara PB rezultatima iz SE povrSine.

Ista reparametrizacija ne mora biti vazeca za velike molekule, i obrnuto.

Nagla razlika u dielektri¢noj konstanti izmedu otapala (voda) 1 otopljene tvari (protein)

je uzrok velike razlike u elektrostatskoj energiji pri malim promjenama strukture proteina. Zbog
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naglog skoka u vrijednosti (diskontinuiteta) 1 posljedicno zahtjevnog racuna, napravljeni su
modeli u kojima je granica glatkog prijelaza izmedu dva ¢. Izvedena dodirna povrsina ispada
slicna van der Waalsovoj povrsini i naziva se smvdW prema ,,smoothed vdW*. Sli¢nost je
prisutna zato $to atomski-centrirane tranzicijske funkcije mogu uracunati intersticijske Supljine

kao podrucja visokog dielektrika, §to je obiljezje modela s vdW povrSinom.!

2.3. Smatanje proteina

Postavljeno je vise modela smatanja proteina u nativnu strukturu. Neki od njih su: model
nukleacije i rasta, model hidrofobnog kolapsa, model difuzije i kolizije, te hijerarhijski model.
U bioloSkom sustavu smatanje proteina ima elemente vise njih. Po¢evsiod modela hidrofobnog
kolapsa, pod utjecajem nepolarnih interakcija nastaje kompaktni globularni oblik koji nema
konac¢nu tercijarnu strukturu. Potom specifi¢ne interakcije iz te strukture pomicu ravnotezu
prema nativnoj. Neke od tih su elektrostatske, primjerice interakcija proteina s kofaktorom

ionom. Ukoliko se iz smjese ukloni kofaktor, protein napusta nativnu strukturu. 2

Protein a-laktalbumin je pomno prouceni protein za Cije je smatanje ustanovljeno da je
nepotpuno u odsustvu njegova kofaktora, iona Ca2*. U tom sluéaju zauzima tek kompakni

globularni oblik, bez specifi¢nih interakcija koje bi vodile nativnoj strukturi.!?

Primjer su i restrikcijske endonukleaze druge vrste, poput ECORV endonukleaze koja u
strukturu veze dva iona magnezija, Mg2*. Jedan od njih koji se nalazi u aktivnom mjestu je u
funkciji snizenja pK,; okoline i povecanja nukleofilnosti, dok drugi ion magnezija ima
strukturnu ulogu. Nije nuzan za katalizu, ali osim $to stabilizira strukturu proteina, posredno

stabilizira i prijelazno stanje DNA.12

Hijerarhijski model predlaze da smatanje u uredene strukture krece lokalno. Najprije se
formiraju sekundarne strukture, koje se potom organiziraju su lokalne strukture (motive).
Potom se smatanje nastavlja do domena, koje se na posljetku smataju u nativnu konformaciju
proteina. To se slaZe s blizinom ostataka kojisudjeluju u formiranju mostova imotiva kojitvore
a-helikse i B-ploce, lokalno stabilizirajuéi prvenstveno sekundarne strukture vodikovim vezama
i elektrostatskim interakcijama. Vodikovaveza unutar sekundarnihstruktura vodi padu energije
jer kompenzira prekidanje vodikovih veza s molekulama otapala (slika 2). Elektrostatske
interakcije u pravilu ne sudjeluju u stvaranju mostova izmedu gradivnih elemenata koje su

zasebne cjeline, ve¢ primarno unutar njih.13
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Slika 2. 3D i 2D shematski prikaz slobodne Gibbsove energije u koniguracijskom prostoru dane
molekule proteina. Lokalni maksimumi predstavljaju prijelazna stanja, a globalni minimum

nativnu strukturu. Preuzeto iz izvora Chong et al.14

Postoje i kompleksni solni mostovi, mreZe slozene od viSe nabijenih ostataka. Najcesce se
nalaze na dodirnim povr§inama polipeptida, a njihova uloga je povezivanje podjedinica u
kvaternu strukturu. Arg je aminokiselina ¢ija gvanidijeva skupina ima ulogu konektora, a

mutacije Argsu vrlo Cesti izvor bioloskih poremecaja.?

2.4. Podjela proteina, raspored naboja u njihovoj strukturi i interakcija s
biomolekulama

Aminokiselinski slijed i kemijska okolina diktiraju tercijarnu strukturu koja odreduje funkciju
proteina. U pravilu je unutraSnjost proteina pretezno nepolarna, dok je povrSina bogata
nabojima i polarnim skupinama. Funkcija povrsinskih naboja je povecanje topljivosti proteina,

pa tako i prevencija agregacije, te interakcije s raznim molekulamai strukturama.
2.4.1. Proteinitopljivi u vodi

Unutrasnjost proteina topivih u vodi je nepolarna, a povrSine suim bogate nabojima i polamim
ostatcima. Potonje je o¢ekivano poznavajuéi visoku energije desolvatacije u slu¢aju spremanja
tih ostataka u hidrofobnu unutrasnjost. Istrazivanjem Kochanczyk et al. utvrdena je raspodjela
aminokiselinskin ostataka na radijalnoj udaljenosti, r, s obzirom na srediSte sfemo
aproksimiranih globularnih proteina. Radijalna raspodjela nepolarnih ostataka naglo pada s
povecéanjemr,anabijenih ipolarnih znacajnoraste (slika 3). Ostale aminokiselinesu uniformno
rasporedeno kroz cijeli r. Uocena je 1 pravilnost kod komplementarnih parova — suprotno

nabijene aminokiseline (poput Glu-Arg) se nalaze na odredenoj blizini, 4 do 2,75 A udaljenost,
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kao i parovi nepolarnih ostataka poput Leu (leucin) -Val. Pretpostavljeno je da navedeno

upucuje na stabilizaciju smotane strukture proteina. 1 1

©) (D)

Slika 3. Raspodjela naboja humanog serumskog albumina (A, B) i kravljeg serumskog
alboumina (C, D). Dvije slike proteina su zarotirane 180° s obzirom na vertikalnu os. Crvena
boja oznacava negativno podrucje potencijala, a plava pozitivno. Preuzeto iz izvora Mishra et
alllﬁ

2.4.2. Intrinzi¢no neuredeni proteini

Oko 30 posto eukariotskih proteina je ili intrinzicno neuredeno ili ima neuredene regije. INP
(intrinzi¢no neuredeni protein) i INR (intrinzi¢no neuredena regija) proteini su najcesce dio
regulacije transkripcije i prijenosa signala. U pravilu pri interakciji sa specificnim molekulskim
partnerima poprimaju uredenu strukturu. Zbog ukljucenosti u navedene bitne procese, INP su
¢esto uzrocnici bolesti. INP i INR imaju karakteristi¢an prepoznatljiv slijed aminokiselina koji
diktira neuredenost. Utvrdeno je da imaju vrlo nisku hidrofobnost i visok ukupni naboj (slika
4, a-sinuklein). Za odrzavanje neuredenosti vazni su visoko odbijanje istovrsnih naboja,
povoljna solvatacija i niska hidrofobnost. Dodatna uloga visokog naboja je otezavanje

agregacije neuredenih proteina.

Pokazano je da povecanjem naboja po aminokiselinskom ostatku raste i veli¢ina IDP-a,
dok pri niskim nabojima prevladava efekt smanjenja zbog privlacenja raznoimenih naboja.

Smanjenje je znacajno kod proteina sa strukturnim segmentima suprotnih naboja izmedu kojih
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je jako elektrostatsko privlacenje, uz formiranje strukture ukosnice. Njihove dodirne poviSine
s partnerima sadrze visok udio nepolarnih ostataka oko centralnog dijela, dok su na rubnim

dijelovima dominantniji polarni i nabijeni ostatci.1 7

Utjecaj elektrostatskih interakcija na vezanje INP pokazuje i ovisnost konstante brzine
asocijacije, Kon 0 ionskoj jakosti otapala, I.. Utvrdeno je da vrijednost Ko, pada s poviSenjem
I, Sto pokazuje prisustvo povoljnih elektrostatskih interakcija u procesu vezanja. Konkretno,
protein p53 pokazuje za par redova veliina veéi afinitet vezanja za protein NCBD uz

deseterostruko uvecanje ionske jakosti.18.19

Protein protimozin-a, kiseli protein naden kod sisavaca, uklju¢en u proces odmatanja
kromatinskih vlakana, primjer je intrinzi¢no neuredenog proteina s vrlo visokim negativnim
nabojem. Cak 60 posto aminokiselina su Glu i Asp. Takoder, specifiénost tako nestabilnih
polipeptida je i visoka otpornost na ekstremne uvjete — tesko je znacajno destabilizirati ve¢

nestabilan sustav.20

Slika 4. Raspodjela naboja proteina a-sinukleina (INP) i humanog serumskog aloumina. Plava
boja predstavlja pozitivni, a crvena negativni elektrostatski potencijal. Omjer veli¢ina proteina
nije realan. Preuzeto iz izvora Bellomo et al.?!

2.4.3. Transmembranski proteini

Glavne uloge transmembranskih proteina su prijenostvari, signala i komunikacija s okolinom.
Dvije su osnovne strukture: a-zavojnicai B-baéva. Za razmatranje njihovih 3D struktura vazno
je uzeti u obzir medij u kojem se nalaze, osim samog aminokiselinskog slijeda. Dvoslojna

membrana je specificno fizikalno-kemijsko okruzenje. Dielektricna konstanta u
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ugljikovodi¢noj unutrasnjosti iznosi oko 2, u podrucju karbonilne skupine i glicerola 5, kod

polarnih glava 150, a u vodenom mediju oko 80.1

Nabijene i polarne aminokiseline nalaze se u karbonilnom/glicerolnom podruéju i
podrucju polarnih glava, dok se nepolarne nalaze u ugljikovodi¢noj unutrasnjosti. Zbog
navedenoga proteini ¢e biti gradeni od karakteristicnih slijedova; 10-30 nepolamih
aminokiselina ispred i iza kojih se nalazi slijed polarnih i nabijenih aminokiselina (slike 5 i 6).

Pozitivno nabijeni aminokiselinski ostatci se ¢esto nalaze na citoplazmatskoj strani.!

U unutra$njosti proteina, od polarnih interakcija prevladavaju vodikove veze izmedu
amidnih i karbonilnih skupina iz peptidne veze, te vodikove veze izmedu bo¢nih ogranaka. U
ovom slucaju ¢e one biti jake zbog nepolarnog okruzenja. Ravnine peptidnih veza su paralelne
zavojnici, zbog ¢ega su donori i akceptori vodikove veze zasticeni u strukturi i tvore jace veze.
Ovi proteini imaju gusto pakirane zavojnice zbog velikog udjelaglicina (Gly). Pritom nastaju i

interhelikalne C,-H-O vodikove veze zbog zbijenosti zavojnica. 22

Istrazivanja su pokazala da kiseli aminokiselinski ostatci poput Asp i Glu su priblizno
podjednako zastupljeni s obje strane dvosloja, dok bazi¢ni Arg i Lys su dominantni u
citoplazmatskoj strani. Prate¢i vertikalni presjek dvosloja potvrdena je pravilnost u raspodjeli
aminokiselinskih ostataka (hidrofobna unutrasnjost), sli¢na onoj globularnih proteina topivih u
vodi. Proteini strukture B-bacve, kojima su bogate bakterije, imaju takoder simetri¢nu

raspodjelu naboja.

Nabijeni ostatci imaju i funkcijsku ulogu. Primjerice, naboji suprotni od naboja iona
kojise transportira pomocuproteina ubrzavajunjegov prijenos te su zastupljeniu otvoru kanala

(npr. K* transporter).1

N. crassa Tom40 TvTom40-2 M. musculus VDAC

[kT/e]
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Slika 5. Raspodjela naboja translokaza vanjske membrane stani¢nih organela u vrstama N.

crassa, T vaginalis. te M. musculus. Tom oznacava ,translocase of the outer membrane*.

Preuzeto iz izvora Makki et al.23
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Slika 6. Raspodjelanaboja K+ kanalabakterije Streptomyces lividans. Brzinadifuzije kroz kanal

je priblizno jednaka onoj kroz otopinu, uz 104 puta vecu selektivnost za ione kalija nego

natrija.2*
2.4.4. Interproteinski kompleksi

Meduproteinske interakcije su stereospecificne. Sastav i prostorni raspored aminokiselinskih
ostataka dodirne povrSine izmedu dva proteina se razlikuje od ostatka povrSine. Ona ima veci
udio nepolarnih ostataka u srediSnjem dijelu nego na rubu koji je bogat nabijenim ostatcima.
Vrste koje su sklone ovom tipu interakcije razlikuju se od proteina koji tvore komplekse s
membranom prema sastavuu vrlo maloj mjeri. Glavnarazlika je §to dodirne povrSine proteina
koji sudjeluju u interproteinskim interakcijama imaju manje nepolarnih ostataka te udio

nabijenih ovisi 0 komplementarnosti raznovrsnih naboja u dodirnim povr§inama dva proteina.

Pokazano je da su dodirne povrsine bogatije nabojem od unutrasnjosti, ali manje bogate
nabojem od ukupne povrSine pojedinog proteina. Zbog povezivanja moraju imati visok
hidrofobni udio. Varijabilan, ali manji od onog u unutrasnjosti proteina. Pokazano je da sadrze
mnogo specifi¢nih interakcije malog dometa, poput H-veza i solnih mostova. Utvrdeno je dasu
ovi elementi stabilizirajuci, a broj navedenih interakcija je u korelaciji sa slobodnom energijom

vezanja. Ona padas povecanjem njihovog broja.?
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Na dodirnim povr§inama dominiraju ostatci Trp, Argi Tyr, te su one ujedno i podlozne
patogenim mutacijama. Prije svega, pri promjeni naboja ostataka (primarno deiminacija Arg)
dolazi do razvoja neurodegenerativnih stanja zbog promjene elektrostatskih interakcija na
dodirnim povrSinama proteina. Primjer su amilodini fibrili, agregati inace topljivih proteina
nadeni u stanicama kod osoba oboljelih od raznih, u mnogo slucajeva neurodegenrativnih,

bolesti.2>

2.45. Kompleksi proteina s membranama

Protein se moze vezati na membranu, na njenu povrSinu ili na drugi protein koji je sastavni dio
membrane. Primjerice, topljivi protein citokrom-cse veze na vanjskisloj unutra$nje membrane
mitohondrija, na membranski kardiolipin. Dio je lanca prijenosa elektrona pri ¢emu nastaje
protonski gradijent za nastanak ATP-a. Interakcija citokroma-c s kardiolipinom ima visok
elektrostatski karakter. Dodirne povrSine su im suprotno nabijene, a pove¢anjem ionske jakosti

u okolini slabi njihova interakcija.

Elektrostatske interakcije imaju vaznu ulogu u signalizacijina stani¢noj razini. Posebice
je to slucaj u interakciji bazi¢nih aminokiselinskih ostataka, ¢iji je udio veéi od kiselih, sa
anionskim fosfolipidnim glavama kod perifernih membranskih proteina. Ustanovljeno je da
nepolarniostatcimogu prodrijetiu nepolarnu lipidnu unutrasnjost, dok polarniinabijeni ostatci
interagiraju na povrsini s nabijenim skupinama — polarnim glavama. U usporedbi s ostatkom
sastava povrsine proteina, dodirna povrsina ima manji udio polarnih i nabijenih sk upina. Ova

skupina proteina zbog same svrhe, reverzibilnost vezanja na membranu, ima manje skokove i

promjene kod raspodijele pojedine vrste ostataka s obzirom na radijalnu komponentu r.26-28

Protein B,-glikoprotein I, ili apolipoprotein-H (apo-H), sadrzi pozitivnu domenu ¢ija
jaka elektrostatska interakcija s anionskim fosfolipidima, primarno kardiolipinom, je pokreta¢
brzog vezanja na membranu. Osim navedene domene, apo-H sadrzi hidrofobnu petlju kojom se
usidri u membranu te tada kreCe agregiranje apo-H putem interproteinskih interakcija, na
membrani. Kompleksi membrana i nakupina apo-H su mete antitijela i makrofaga kod

sistemskog eritemskog lupusa.2?
2.4.6. Kompleksi proteina s nukleinskim kiselinama

Nukleinske kiseline imaju visok ukupan negativan naboj koji potjece od fosfatnih skupina.

Jednolancane imaju sklonost stvarati kompaktne strukture s visokim udjelima ukosnica i omgi,
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dok dvolan¢ane mogu biti izduzene u svojoj helikalnoj strukturi ili superzavijene ako su
kruzne.! Proteini koji interagiraju s nukleinskim kiselinama imaju rastu¢u zastupljenost
polarnih i nabijenih aminokiselina prema povrSini proteina, dok je trend suprotan za hidrofobne
ostatke. Primjerice, elektrostatska interakcija predstavlja silu za nastajanje nukleosoma.
Nukleosom je graden od histona, oktamernog proteina, i oko njega omotane genomske DNA.
Histoni su na dodirnoj povrsini bogati bazi¢nim ostatcima (primarno Arg, uz to i Lys) (slika 7),
a elektrostatske interakcije s negativnim nabojem nukleinske kiseline ¢ine glavni doprinos

slobodnoj Gibbsovoj energiji ovoga sustava.!

Arg 1 Lys imaju razlicite uloge. Pokazano je da Arg tvori vodikove veze primamo s
dusicnom bazom gvaninom te da su one osnovni stabiliziraju¢i elementi kompleksa. Arg s
dusi¢nim bazama u ve¢oj mjeri pokazuje i kation— x interakcije s aromatskim sustavima, zbog
pokazano vece stabilizacije. U rezultatima NMR istraZivanjauocena je vecarigidnost strukture
s viSe Arg, dok su s Lys mobilnije. Takoder, Arg ima manju gustocu naboja pa tako 1 manju

energiju desolvatacije, dok za Lys vrijedi suprotno.30

Za ekspresiju gena, potrebno je gotovo neprekidno odmatati DNA s histona i ponovno
zamatati, uz pomo¢ proteinskih faktorai iona. Zbogtoga je kompleks DNA i histona izuzetno

dinamican te ukljucuje ione iz okoline s ciljem stabilizacije sustava.3!
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Slika 7. Raspodjela naboja kompleksa histonai DNA. DNA zavojnica pretezno crvene boje
zbog negativnog elektrostatskog potencijala, a histonska povrsina je plave boje jer je bogata

pozitivnim nabojima u podruéju vezanja DNA. Preuzeto iz izvora Gebala et al.32

2.5. Bolestii poremecaji uzrokovani mutacijamakoje vode promijenjenom

elektrostatskom doprinosu

Pri nekim mutacijama nukleinskih kiselina ili posttranslacijskim modifikacijama RNA dolazi
do ugradnje pogre$ne aminokiseline u protein. Pritom moZe do¢i do uklanjanja naboja ili
uvodenja dodatnog naboja u aminokiselinski slijed. Zbog velikog doprinosa stabilizaciji
proteina, te specificnosti ovih interakcija, narusavanje elektrostatskih interakcija moze
uzrokovati poremecaje u fizikalno-kemijskim svojstvima proteina koji vode bolestima.
Takoder, kao §to je ve¢ spomenuto, pokazano je da su interakcijske povrsine izmedu proteina
cest izvor patogenih mutacija elektricki nabijenih ostataka u slijedu. Razlog tome je vaznost
protein-makromolekula te protein-protein komunikacije u prijenosu informacija i stvaranju

supermolekulskih struktura na stani¢noj razini te inaktivacije u slu¢aju agregiranja.

Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest, Huntingtonova bolest i mnoge druge
neurodegenerativne bolesti, srpasta anemija i katarakt, stanja su uzrokovana agregacijom
odredene vrste proteina koja se javlja kao posljedica promjene elektrostatske prirode
aminokiselinskog sastava uslijed mutacije. Cesto je u pitanju poveéani nepolarni karakter koji
vodi smanjenju topljivosti i agregaciji proteina. Promjena u elektrostatskom doprinosu uslijed

mutacije nabijenog ostatka vodi i bolestima poput karcinomai multiple skleroze 3334

Amiloidni fibrili su vlaknaste i nerazgranate proteinske nakupine sa visoko
zastupljenom sekundarnom strukturom B-ploca koje su medusobno povezane vodikovim
vezama. Nadene su u tkivima osoba oboljelih od raznih bolesti. Primjeri su mutacija proteina
a-sinukleina koja vodi Parkinsonovoj bolesti, t¢ mutacije p-amiloidnih peptida koje vode
Alzheimerovoj bolesti. E46K je mutacija koja uvodi Lys na mjesto jednog Glu u a-sinukleinu.
Poveéana hidrofobnost uzrokuje kondenzaciju proteina §to vodi Parkinsonovoj bolesti. Cak 25
mutacija B-amiloidnih proteina vode stvaranju amiloidnih fibrila i Alzheimerovoj bolesti. Na
primjer, AB42 protein je visoko hidrofoban proteoliticki produkt i pokazano je da formira

oligomere s fibrinogenom i sudjeluje u amiloidogenezi (slika 8).35-38
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Slika 8. Shematski prikaz predloZzenog modela vezanja fibrinogena i Ap42 peptidau patologiji
Alzheimerove bolesti. Prikazani modificirani ugrusci fibrina imaju abnormalnu strukturu i nije
ih moguce razgraditi enzimima za razgradnju fibrinogenskih struktura. 50 nm skalau TEM slici

fibrinogenskog oligomera. Preuzeto iz izvora Ahn et al.3

Demijelinizacija aksona u slu¢aju multiple skleroze, potencijalno teske bolesti srediSnjeg
ziv€anog sustava, moZe se povezatii sa deiminacijom argininskih ostataka u MBP proteinu.
Mijelinska ovojnica se trosi jer interakcija proteina Smanjenog naboja s negativno nabijenim
anionskim fosdolipidima (to¢nije fosfatidil-serinskom glavom) slabi. Uzrok tome je

deiminacija Arg, pri ¢emu se uklanja pozitivni naboj.38

Primjer posttranslacijske modifikacije koja mozeuzrokovati patogenezu poput nastanka
karcinoma je neregulirana hiperfosforilacija proteina uzrokovanahiperaktivacijom kinaza, koje
su Cesto posljedica nedostatka autoinhibicije. Do poremecaja u inhibiciji kod kinaze

epidermalnog faktora rasta pak dolazi zbog R776H mutacije bazi¢nog arginina (Arg766).1.3°

Takoder, mutacije mogu ukloniti fosforilacijsko mjesto ili dodati jedno na mjesto gdje
se ne bi trebalo nalaziti, tako narusavajuci regulaciju aktivnosti proteina. Nadalje, u slucaju
patogeneze povezane s karcinomom, uoc¢eno je povisenje pH od 0,2 ili viSe u stanicama
karcinoma s obzirom na zdrave stanice, dok je ekstracelularni pH nizi za 0,3 do 0,7. Kao
posljedica se moze javiti promjena u strukturi ili funkciji proteina uslijed promjene nabojana
ionizabilnim skupinama, osim same inverzije gradijenta (u zdravim stanicama je ekstracelulami
pH visi od intracelularnog, u tumorima je SUprotno) sto mijenja metabolizam. Posebno je

osjetljiva na promjene fizioloskog pH aminokiselina His, koja ima pK, sli¢nog iznosa
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fizioloSkom pH. Poznato je da mutacije Arg u His su zastupljene u kancerogenezi, primjer je
mutacija R776H.1.40

Kod katarakta poremecaj nastaje uslijed rasprSivanja svjetlosti na agregiranim
proteinima le¢e oka. Pritom dolazi do zamucenja lece. Do agregacije dolazi zbog mutacije ¢ija
posljedica je gubitak naboja i povecéanje nepolarnosti povrsine proteina. Zbog neutralizacije
naboja Arg uzrokovane mutacijom, proteinima se naglo smanji topljivost i potice brza
kristalizacija. Postoji viSe vrsta mutacija koje uzrokuju neutralizaciju razli¢itih povrSinskih
naboja proteina leée oka te vode kataraktogenezi. Cak tri mutacije yp-Kristallina vode nastanku
katarakta uz neutralizaciju Argostatka: R36S, R58H, R14C. Sve uzrokujusmanjenje topljivost
i kristalizaciju proteina. Postoje i druge mutacije nabijenih ostataka koje vode povecanju

interakcije dva tipa proteina i pri toj promjeni povecano je rasprsenje svjetlosti.t

Srpasta anemija je kroni¢na hemoliticka bolest uzrokovana mutacijom na samo jednom
polozaju B-lanca hemoglobina, Glu6 u Val6. Promjena u hidrofobnosti ¢ini kondenzaciju u
agregat proteina povoljnijom, te u uvjetimahipoksije, dehidratacije i oksidativnog stresa nastaju
vlaknaste strukture kristaliziranog deoksiHbS, deoksigeniranog mutiranog hemoglobina.
Nastali agregat je slabo topljiv 1 sastoji se od tisu¢a podjedinica deoksiHbS, §to uzrokuje
abnormalni srpasti oblik eritrocita. Spomenuto vodi ometanom protoku krvi kroz kapilare i

smanjenom afinitetu abnormalnog hemoglobina za kisik.®
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