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I Wstep

Biatka sa fundamentalnymi sktadnikami zywych organizméw. Zrozumienie molekularnych
podstaw funkcjonowania biatek wymaga poznania ich struktury i dynamiki, a takze zwiazkéw
struktury z dynamika. Bardzo wazna metoda badania takich zagadnien jest analiza krajobrazu energii
swobodnej. Struktura okoto 91% poznanych bialek jest jednoznacznie okreslona przez ich
pierwszorzedowa, drugorzedowa i trzeciorzedowa forme, a krajobraz energii swobodnej z duzym
powodzeniem moze by¢ wyznaczony doswiadczalnie oraz teoretycznie (np. w symulacjach
komputerowych, przy uzyciu modeli gruboziarnistych, a dla mniejszych biomolekut takze modeli
petnoatomowych). Jednakze badania ostatnich lat, w znacznej mierze takze moje, pokazuja, iz
pozostale 9% bialek posiada nietrywialna topologie (tzn. sa zapetlone): 1.5% takich biatek posiada
wezly oraz slipknoty [H3], natomiast 7.5% lassa [H1] (przyktadowe wezly, slipknkoty oraz lassa
przedstawione sa na rysunku 1). Standardowy opis konfiguracji przestrzennej (uwzgledniajacy
pierwszo-, drugo- 1 trzeciorzedowa strukturg) takich zapegtlonych bialek okazuje sig
niewystarczajacy, a roézne dotychczas wypracowane narzedzia 1 teorie wymagaja istotnych
modyfikacji i uwzglednienia istnienia nietrywialnej topologii.



Niniejsza praca jest po§wigcona opisowi nowych, odkrytych przeze mnie zapetlonych biatek
zawierajacych wezly, slipknoty oraz lassa, a takze charakterystyce ich geometrii i krajobrazu
energetycznego przy pomocy stworzonych przeze mnie narzedzi. Dzielo sktada si¢ z cyklu prac
dotyczacych przede wszystkim: wypracowania ré6znych metod i zastosowania ich do klasyfikacji
zapetlonych bialek; opracowania modeli i narzedzi, zarowno teoretycznych jak i doswiadczalnych,
do wyznaczania wlasnos$ci fizyko-chemicznych ksztaltujacych krajobraz energetyczny takich biatek;
okreslenia wplywu zapegtlenia na ewolucje struktury takich bialek oraz ich funkcje biologiczna.
Zawarto$¢ niniejszej pracy stanowi podstawe nowej dziedziny badan, poswigconej badaniu biatek o
nietrywialnej topologii, ktora jest obecnie szeroko rozwijana na §wiecie.

~
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Rys. 1 Zapetlenia, ktorym poswigcona jest niniejsza praca (od lewe;j):
schemat wezta, slipknota oraz lassa.

Zanim przedstawi¢ wyniki prowadzonych przeze mnie badan, w pierwszej kolejnosci zwigzle
scharakteryzuj¢ zidentyfikowane w tej pracy mozliwe zapetlenia w biatkach, czyli wezly, slipknoty i
lassa, przedstawione schematycznie na rysunku 1.

Wedhug definicji matematycznej za wezel uwaza si¢ zamknigta, nie przecinajaca si¢ krzywa
zanurzona w trzech wymiarach. Klasyfikacja i opisem wilasnosci wezlow zajmuje si¢ dziat
matematyki zwany teoria wezidw. Jednymi z narzedzi wypracowanych w ramach tej teorii sa tzw.
niezmienniki weztow, czyli pewne stosunkowo proste obiekty matematyczne (np. liczby,
wielomiany, itp.), ktore dla danego wezta mozna w algorytmiczny sposéb wyznaczy¢, i ktore m.in.
pozwalaja rozréznia¢ i klasyfikowa¢ wezty. Jednym z wazniejszych takich niezmiennikéw jest
wielomian Jonesa, za ktorego odkrycie Vaughan Jones zostat uhonorowany medalem Fieldsa.

Wezly odgrywaja istotng rolg nie tylko w matematyce, ale takze w innych dziedzinach (np.
fizyce, biologii), a ich wystgpowanie moze mie¢ roznorakie konsekwencje (np. efektywne
upakowanie DNA w kapsydzie wymaga zawegzlenia). Natomiast az do ostatniej dekady XX wieku
uwazano, iz we¢zly nie wystepuja w biatkach, tzn. tancuchy biatkowe nie moga by¢ zawezlone. Po
pierwsze wynikalo to z przekonania, iz powstanie weztéw w biatkach bytoby energetycznie
niekorzystne. Taki wniosek zostat sformulowany m.in. w waznej pracy Manstfielda opublikowanej w
Nat. Struct. Biol. (1) w 1994 r., poswigconej pierwszemu przegladowi wyznaczonych
doswiadczalnie przestrzennych struktur biatek, w ktorym zidentyfikowano tylko jedno biatko z
weztem. Jednaze zidentyfikowany w tej pracy wezet byt plytki, tzn. posiadal tylko kilka
aminokwasow (reprezentowanych przez czarne krzywe na rysunku 1), ktore wystaja poza rdzen
wezta (niebieska krzywa). Takie ptytkie wezty moga by¢ spontanicznie rozwiazane przez fluktuacje
termiczne, totez ich istnienie uznano za mato znaczace. Ponadto analiza zawezlen w biatkach wiaze
si¢ z istotnymi problemami natury matematycznej: wezly moga by¢ $cisle zdefiniowane tylko na
krzywych zamknigtych (bez swobodnych koncéw), natomiast biatka sa krzywymi otwartymi (maja
swobodne konce). W zwiazku z tym wezly w biatkach nalezy w odpowiedni sposéb zdefiniowaé
oraz wypracowac narzedzia teoretyczne do ich analizy i klasyfikacji. Takie narzedzia, wcze$niej
nieznane, wypracowane zostaly przeze mnie i moich wspotpracownikéw, i przedstawione sa w



dalszej czesci niniejszej pracy. Jak pokaze, wezty na krzywych otwartych sa nie mniej intrygujace
niz na krzywych zamknigtych, a ich rola w biologii moze mie¢ fundamentalne znaczenie dla wielu
procesow zyciowych.

Pierwsze biatko z glebokim weztem, czyli takim, w ktorym co najmniej 15 aminokwasow
(reprezentowanych przez czarne krzywe na rysunku 1) wystaje poza rdzen wezla, zostato
zidentyfikowane przez Taylora dopiero w 2000 r., poprzez implementacj¢ bardzo prostego
algorytmu teoretycznego KMT (2). W latach 2006-2007 kolejno Grosberg i Virnau (3,4) pokazali, ze
gdy konce biatka w konformacji natywnej sa wyraznie oddalone od rdzenia we¢zta, to mozna je
jednoznacznie domknaé i wyznaczy¢ typ wezta (tak jak dla wezla na krzywej zamknigtej). Prace te
doprowadzily do identyfikacji kilku kolejnych zapetlonych struktur. Ponadto prace te stanowily
znaczacy przelom w sposobie myS$lenia o zlozono$ci struktury bialek, poniewaz jednoznacznie
wykazaty, iz istnienie weztéw w biatkach jest zlozonym i intrygujacym zagadnieniem z pogranicza
chemii, biologii, fizyki oraz matematyki, a liczba bialek zawegzlonych — cho¢ okazywala si¢ coraz
bardziej znaczaca — jest zdecydowanie mniejsza niz nalezaloby sig tego spodziewaé na podstawie
obfitosci ich wystgpowania w innych (bio)polimerach. W niniejszej pracy wyjasnig, jaki wplyw na
takie wnioski maja procesy ewolucyjnej selekcji, metody wyznaczania wezldéw na krzywych
otwartych, a takze problemy doswiadczalne z wyznaczeniem struktur bialek: zawegzlonych,
nieglobularnych, oraz nieustrukturyzowanych.

Druga klasa zapetlen analizowanych w tej pracy sa slipknoty, czyli obiekty ztozone z dwdch
petli, z ktoérych jedna jest przewleczona przez druga [H17-H18], tak jak pokazano na rysunku 1
(struktura §rodkowa). Po domknigciu koncéw (bez wprowadzania dodatkowych przecigé) slipknot
reprezentuje konfiguracje trywialng (wegzet trywialny) z punktu widzenia teorii weztow. Natomiast
jesli z odpowiedniego konca odetnie sig kilka aminokwaséw, slipknot zamieni si¢ w (otwarty) wezet.
Slipknoty okazuja si¢ posiada¢ bardzo interesujace wiasnosci mechaniczne [H18]. Mimo ze
powstanie slipknota wydaje si¢ bardziej prawdopodobne i mniej energetycznie wymagajace niz
weztow, pierwszych sze$¢ bialek o topologii slipknota zostato odkrytych dopiero 2006 roku (5).
Intrygujacymi pytaniami dotyczacymi slipknotéw sa: czy takich struktur jest wigcej, jak je
wyznaczy¢ i sklasyfikowac, jak bardzo sa skomplikowane, czy maja znaczenie dla mechanicznych i
termodynamicznych wtasnosci biatek oraz ich funkcji biologicznych. M.in. na te pytania udziele
odpowiedzi w niniejszej pracy.

Trzecia klasa zapetlen odkrytych i analizowanych w ramach niniejszej pracy sa lassa. Zgodnie
z definicja sformutowana w pracy [H1] sktadaja si¢ one z kowalencyjnie zamknigtej (np. mostkiem
cysteinowym, amidowym, etc.) petli, przez ktora jest przewleczony cho¢ jeden z koncéw ich
struktury. Najprostszy przyktad lassa pokazany jest na rysunku 1 (po prawej). Inspiracja do
identyfikacji 1 klasyfikacji tych struktur byty:

1) wlasnosci bialek z mostkami cysteinowymi, ktore moga tworzy¢ tzw. wezly cysteinowe poprzez
trzy mostki cysteinowe; analiza tych biatek pokazata, iz skomplikowana geometria wprowadza
szeroko rozumiang stabilnosc¢;

2) istnienie ztozonych czasteczek chemicznych, ktorych lokalne potaczenia, np. poprzez jony metali,
w rezultacie tworza nietrywialne topologie;

3) mini-biatka, zbudowane z matej zamknigtej pgtli (ztozonej z okoto 12 aminokwasow), przez ktora
jest przewleczony jeden z koncow takiego biatka; konformacja ta tworzy chemiczno-topologiczny
,,korek” mogacy blokowa¢ aktywnosci biologiczne bialek, np. bakteryjnej polimerazy RNA;

4) analiza literatury i badania pokazujace, ze zamknigte tancuchy polimeréw moga tworzy¢ ré6znego
rodzaju zapetlenia, np. takie jak super-skrecone (supercoiled) koliste struktury DNA;

5) rola teorii weztow i splotdéw w zrozumieniu funkcji biologicznej topoizomeraz oraz rekombinaz,
czyli dwoch klas enzymow niezbgdnych dla zycia, ktorych funkcja jest kontrola topologii DNA i
RNA; pionierskie w tej dziedzinie byly prace dwdoch matematykow Ernst’a i Summersa (1980) o
tzw. ,tangle calculus”, a obecnie takze matematyczki M. Vazquez, ktora uzywa teorii splotow do
opisu rozplatywania nowo replikowanego bakteryjnego chromosomu.



Istnienie wyzej opisanych nietrywialnych zapetlen — weztow, slipknotow i lass — pokazuje, iz
przestrzenne ulozenie tancucha gléwnego biatka moze by¢ duzo bardziej ztozone niz dotychczas
sadzono, 1 w szczegdlnosci moze mie¢ ono istotny wplyw na funkcjg¢ biologiczna. Analiza struktury i
roli zapetlen w biatkach wymaga nowego, interdyscyplinarnego podejscia, ktorego przedstawieniu
poswigcona jest niniejsza pracy.

Istnienie zapegtlonych struktur ma tez istotny wptyw na metody przewidywania struktury
biatek oraz analizy przebiegu procesow ewolucyjnych. Zgodnie z podstawowym zatozeniem biologii
strukturalnej sekwencja aminokwasow determinuje strukturg przestrzenna biatka (7). Analiza
sekwencji aminokwasow, wsparta rdéznymi narzedziami Dbioinformatycznymi, fizycznymi,
statystycznymi, i chemicznymi, pozwala z wigksza lub mniejsza dokladnoscia przewiedzieé
struktureg biatek, czego potwierdzeniem sa migdzy innymi strukutury otrzymane w zawodach CASP
(The Critical Assessment of Protein Structure Prediction). Odkrycie biatek zapgtlonych stawia
jednak pod znakiem zapytania wiele metod wypracowanych do przewidywania struktury biatek, jako
ze przy okreslaniu ich skuteczno$ci nie jest brana pod uwage poprawna topologia przewidywanej
struktury. W zwiazku z istnieniem zapgtlonych struktur istotnym staje si¢ takze pytanie, jak mocno
topologia (wezly, slipknoty, lassa) jest zachowana ewolucyjnie. Pierwsze prace Bujnickiego oraz
Micheletti (8,9) sugeruja, iz biatko z topologia wezta wyewoluowalo z odwezlonego biatka.
Niemniej jednak prace te nie wyjasniaja czy znane do tej pory wezty przetrwaly ewolucyjna selekcje,
gdyz np. sa kluczowe dla funkcji biologicznej biatek. Wplyw topologii na ewolucje biatek — czy tez
zalezno$¢ odwrotna — jest kolejnym z zagadnien rozwazanych w niniejszej pracy.

W badaniu zapetlonych bialek niezwykle wazna jest analiza ich krajobrazu energetycznego,
ktory zawiera informacj¢ m.in. o zwiazkach pomigdzy ich struktura i dynamika. Krajobraz
energetyczny opisuje zaréwno lokalne zmiany w strukturze zwiazane z energia aktywacji potrzebna
enzymom do przeprowadzenia danej reakcji chemicznej, jak tez globalne przemiany konformacyjne
— zwijanie, degradacj¢, mechaniczne rozwijanie (10) — ktorych przebieg jest determinowany przez
wiasnosci fizyko-chemiczne aminokwaséw oraz geometri¢ ukladu.

W ogdlnosci proces zwijania bialek rézni si¢ od wieloetapowej chemicznej transformacji w
syntezie organicznej lub posrednich procesach metabolicznych — nie jest on determinowany
specyficzna sekwencja krokoéw, ani nie charakteryzuje si¢ duza iloscia stabilnych stanow
przejsciowych [11]. Proces zwijania biatek mozna opisa¢ za pomoca kilku gléwnych $ciezek, ktore
tylko w przypadku bardziej ztozonych biatek zawieraja stany przejSciowe. Obecnie procesy zwijania
sredniej wielkosci biatek sa opisywane najczg$ciej modelami uproszczonymi, natomiast modele
petlnoatomowe wraz z jawnym rozpuszczalnikiem sa stosowane gldwnie do matych biatek. W
konstrukcji modeli uproszczonych istnieje kilka nurtow badan, opartych albo o stan natywny biatka
(12,13,14), albo potencjaly statystyczne (14,15,16). W niniejszej pracy przytocze i1 bede
weryfikowata podejscie oparte na strukturze natywnej biatka, ktérego poprawnos$¢ poparta jest
wszechstronnymi badaniami teoretycznymi i eksperymentalnmi. Zgodnie z tym podejSciem
krajobraz energetyczny biatek w wigkszosci przypadkéw ma ksztalt lejka zwijania, a biatka sa
minimalnie sfrustrowanymi heteropolimerami, mogacymi osiagna¢ zwini¢ta konformacje podazajac
jedna z mozliwych drog korzystajac tylko z przyciagajacych natywnych kontatkow (11). Zwijanie
postepuje jako proces dyfuzyjny na relatywnie gladkim krajobrazie energetycznym, podczas gdy
zbidr mozliwych konfiguracji zwe¢za si¢ wraz ze zblizaniem si¢ do natywnej struktury. Proces
zwijania takich heteropolimeréw jest z duzym sukcesem opisywany gruboziarnistymi modelami typu
Go, okreslanymi tez jako Structure Based Models (SBM), ktore wykorzystuja informacj¢ o
strukturze natywnej. Warto zaznaczy¢, ze opracowanie wielkoskalowych modeli teoretycznych do
opisu biatek i innych struktur chemicznych zostalo wyrdznione nagroda Nobla z chemii w roku
2013. Pewne watpliwosci co do sluszno$ci tej tezy, czyli zaskakujacej prostoty mechanizmow
zwijania — w przeciwienstwie do postulatu, iz problem ten jest wrgcz nierozwiazywalny (paradoks
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Levinthal’a (17)) — pojawiaja si¢ w srodowisku naukowym od co najmniej dwoch dekad. Stworzone
ostatnio superkomputery, np. Anton (skonstruowany przez D. Shaw), dostarczaja jednak kolejnych
przekonujacych argumentdéw za stusznoscia powyzszej tezy. Symulacje w jawnym rozpuszczalniku
pokazaty, iz te same kontakty sluza do zwijania biatek w modelu typu SBM oraz z jawnym
rozpuszczalnikiem (18). Ponadto dla wigkszo$ci biatek liczba natywnych kontaktéw jest dobrym
uktadem wspoétrzednych do opisu procesu zwijania i stanu przejsciowego (19). Hipoteza, iz biatka sa
minimalnie sfrustrowanymi heteropolimerami powstatymi w procesie ewolucji, zostata ostatnio
mocno wsparta poprzez badanie koewolucji par aminokwaséw metoda Direct Coupling Analysis
(DCA) (11). Koewolucja par aminokwaséw pokazuje, iz mimo ze minimalnie sfrustrowane
sekwencje sa niezmiernie rzadkie, to sa one wystarczajaco gesto roztozone w przestrzeni sekwencji,
tak ze polaczone $ciezki mutacji aminokwas6w moga znalez¢ minimalnie sfrustrowana sekwencjg o
ile istnieje wystarczajaca selekcyjna presja ewolucyjna (11). Pnadto zatozenie minimalnej frustracji
jest obecnie powszechnie wykorzystywane do symulowania procesu zwijania, projektowania i
przewidywania struktury biatek (11). Nalezy jednak podkresli¢, iz istnieja biatka, ktorych krajobraz
energetyczny nie jest tak idealny (19).

Podsumowujac, podejscie oparte na strukturze natywnej biatka i teorii lejka zwijania jest
skuteczne 1 poparte wszechstronnymi badaniami. Niemniej jednak istotne staje si¢ pytanie czy teoria
lejka zwijania oraz hipoteza minimalnie sfrustrowanej sekwencji moze by¢ zastosowana do bialek o
nietrywialnej topologii, ktdrych przestrzen konfiguracyjna jest ograniczona przez wigzy
topologiczne; ponadto ewolucyjna selekcja wymaga, by powolne zapgtlanie takich biatek bylo
kompensowane poprzez nadrzedna rolg topologii dla funkcji biologicznej lub warunkéw w jakich
biatko przebywa. W niniejszej pracy sformuluj¢ teori¢ zwijania i rozwijania biatek z nietrywialna
topologia i wykaze jej skutecznos¢.

Niezaleznie od metod teoretycznych, oczywiscie bardzo wazne jest badanie biatek metodami
doswiadczalnymi. Obserwowany w ostatniej dekadzie niesamowity postgp w dziedzinie technik
eksperymentalnych sprawil, ze manipulacje przy pomocy szczypczkoéw optycznych, czy tez
mikroskop sit atomowych, umozliwiaja badanie pojedynczych molekut (20,21). Ponadto
zastosowanie metod komputerowych dynamiki molekularnej w modelach pelnoatomowych (22), a
przede wszystkim gruboziarnistych (23), wraz z teorig Kramersa, Bell’a, Shabo, i Dudko, umozliwia
obecnie interpretacj¢ danych doswiadczalnych oraz ich modelowanie w szerokim zakresie
krajobrazu energetycznego wraz z jego szczegoédtami, ktére czgsto nie sa dostgpne w podejsciu
termodynamicznym. Mechaniczne rozwijanie pojedynczych molekut jest obecnie bardzo cennym
zrédlem wiedzy na temat natury oraz mechanizmow dzialania DNA, RNA oraz biatek.

Zastosowanie — takze w moich pracach — metody mechanicznego rozciagania do biatek
pokazuje, iz geometria uktadu jest gtéwnym czynnikiem determinujacym proces mechanicznej
denaturacji (23). Jednakze w tym przypadku réwniez nie jest oczywiste, czy wypracowane metody i
teoria beda poprawnie opisywaé¢ mechaniczne rozwijanie biatek o nietrywialnej topologii, np. proces
ich degradacji. Ponadto stwierdzenie, iz ,,pociagnigcie biatka zawg¢zlonego za konce spowoduje jego
zapgtlenie”, generuje wiele waznych pytan: w jaki sposéb takie struktury moga si¢ rozwezli¢, jaka
role petnia wezly, czy wprowadzaja one dodatkowa stabilno$¢, czy obecno$¢ slipknota albo lassa
takze zwigksza stabilno$¢. W niniejszej pracy przedstawi¢ odpowiedzi na te pytania.

Powyzsza dyskusja pokazuje jednoznacznie, iz 9% poznanych dotychczas struktur bialek
wymaga opracowania nowych metod oraz technik ich analizy. Ten cel moze by¢ zrealizowany
jedynie stosujac interdyscyplinarne podejécie. Nalezy takze zauwazy¢, iz wraz z rozwojem metod
analizy bialek moze si¢ okazaé, iz zapgtlonych struktur jest znacznie wigcej, i w konsekwencji ich
rola moze okazac si¢ jeszcze bardziej istotna.

W niniejszej pracy przedstawione jest interdyscyplinarne podejscie taczace dziedziny fizyki,
biofizyki, biochemii, oraz matematycznej teorii wgztdw, do wyjasnienia roli nietrywialnej topologii
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dla funkcji biatek. Opracowane pionierskie metody, mechanizmy i teorie stanowia podstawy nowo
rodzacej si¢ dziedziny badan, poswigconej badaniu biatek zawezlonych, zawierajaych wezly,
slipknoty oraz lassa. Gtownymi celami 1 wynikami tej pracy sa:

* stworzenie narzedzi do teoretycznego opisu zapgtlen w biatkach, odkrycie nowych struktur
zwierajacych wezly 1 lassa, oraz opracowanie pierwszych na $wiecie klasyfikacji bialek z
weztami [H6,H7,H12], slipknotami [H17,H18] oraz lassami [H1];

* wykazanie znaczenia ewolucyjnego 1 biologicznego zapgtlonych  biatek  [HI,
H4,H11,H12,H16,H19];

* zrozumienie procesu samozawg¢zlenia bialek z glebokimi wezlami oraz slipknotami

[H11,H16,H17];

zrekonstruowanie krajobrazu energetycznego najmniejszego zawezlonego biatka na podstawie

symulacji pelnoatomowych i uproszczonych modeli [H2,H5,H9,H10,H14];

* zrozumienie procesu samozawezlenia bialek z lassami [H4, H13] oraz scharakteryzowanie
r6éznic w rozwijaniu bialek o réznej topologii, a tym samym foldzie [H19];

* wykazanie istnienia wezta w stanie zdenaturowanym biatka [HS], sformutlowanie wzoru
okreslajacego prawdopodobienstwo rozwiazania weziow [H15], oraz odkrycie i
wytlumaczenie unikalnych metastabilnych stabilnych wtasnos$ci biatek slipknotowych [H18].

Plan niniejszej pracy jest nastepujacy. W rozdziale II przedstawione sa metody analizy
nietrywialnych topologii w bialkach oraz odkryte przeze mnie takie struktury. W rozdziale III
wykaze, ze topologia weztow 1 slipknotdéw jest zachowana ewolucyjnie oraz przedstawi¢ znaczenie i
role zapetlenia dla funkcji biologicznej oraz wilasno$ci mechanicznych biatek. W rozdziale 1V
scharakteryzuj¢ mechanizm powstawania weziow w biatkach. W rozdziale V wykazg istnienie wezta
w stanie zdenaturowanym, pokaze jak go rozwiaza¢ oraz scharakteryzuje unikalne zachowanie
slipknotowych bialek podczas mechanicznego rozsuptywania.

II Identyfikacja zapetlen w bialkach: wezly, spliknoty, oraz lassa;
klasyfikacja bialek

W tej czesci opisze odkryte przeze mnie zlozone topologie w biatkach oraz modele do ich
identyfikacji [H1,H6,H7,H12,H18]. Ponadto przedstawig¢ krotkie wprowadzenie do teorii we¢ziow
oraz scharakteryzuje wczesniej odkryte zawezlone biatka. Biatka z wetami z slipknotami opisze w
punktach A i B. Nalezy podkresli¢, ze o ile pewne biatka z weztami znane byly juz wczesniej, to
zagadnienie topologii lass, opisane w punktach C i D, jest zupelnie nowym, nie badanym wcze$niej
tematem.

II.LA Model macierzowy do opisu wezlow oraz slipknotow

Przypomnijmy, ze zgodnie z teoria we¢zlow za wezet uwaza si¢ zamknigta, nie przecinajaca si¢
krzywa zanurzona w trzech wymiarach. Klasyfikacji we¢ztow dokonuje si¢ na podstawie tzw.
niezmiennikow, czyli obiektow ktore zaleza tylko od topologii wezla, a nie szczegdtow jego ksztattu.
Jesli dla danych dwoch weztow odpowiednie niezmienniki sa rézne, oznacza to, iz nie mozna tych
weztdw natozy¢ na siebie bez dokonania przecigcia. Najprostszym niezmiennikiem jest minimalna
liczba skrzyzowan otrzymana po zrzutowaniu wezta na dwuwymiarowa powierzchnig. Niezmiennik
ten jest tez podstawa powszechnie stosowanego nazewnictwa weztow, przy czym kolejne wezty o tej
samej liczbie skrzyzowan rozrdznia si¢ dodatkowym numerem, ktory umieszczany jest w dolnym
indeksie liczby skrzyzowan. Najprostszym weztem jest tzw. wezel trywialny, oznaczany 0;, dla
ktérego liczba skrzyzowan wynosi zero; kolejny to trdjlistnik o trzech skrzyzowaniach, oznaczany
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31; kolejne to wezet 6semkowy o czterech skrzyzowaniach, oznaczany 4;, dwa wezly o pigciu
skrzyzowaniach 5, 1 5,, wezly 61, 6, 1 650 szesciu skrzyzowaniach; ilos¢ weztow z wigksza liczba
skrzyzowan zaczynaja gwaltownie wzrasta¢. Bardziej skomplikowane niezmienniki, pozwalajace na
odréznienie wigkszej ilosci weztow, przyjmja posta¢ np. wielomianéw jednej lub kilku zmiennych,
takich jak wielomian Alexandera, Jonesa lub HOMFLY. Tego typu wielomianow takze uzywamy do
identyfikacji we¢zlow w biatkach.

Jako, ze teoria weztow opisuje konfiguracje topologiczne krzywych zamknigtych, to
identyfikacja i klasyfikacja weztow w biatkach, czyli na krzywych otwartych, wymaga pewnego jej
uogoélnienia. Okreslenie rodzaju wezla w bialku wymaga jego domknigcia (potaczenia w jakis
sposob jego koncoéw, tak by tancuch biatkowy utworzyt krzywa zamknigta), a sposob takiego
domknigcia ma fundamentalne znaczenie dla identyfikacji powstatego typu wezta, a wigc
zrozumienia roli jaka on pelni z punktu widzenia globalnych oraz lokalnych (np. miejsce aktywne)
wlasnosci biologicznych, termicznych i mechanicznych biomolekul. Zastosowanie i uogdlnienie
metod teorii weztéw dla przypadku krzywych otwartych wymaga zatem uwzglednienia
niejednoznaczno$ci identyfikacji weztow na otwartych tancuchach. Ponadto szczegdtowe opisanie
struktury bialka wymaga rozwazenia zapgtlen wszystkich podtancuchow danego tancucha
peptydowego (analiza jedynie peilnej dlugosci biatka pomija mozliwe wewngtrzne zapgtlenia).
Przytoczone tu argumenty sa inspirowane wczesniejszymi pracami, zwlaszcza Grosberga, Taylora,
Yeatesa, oraz wlasnymi rozwazaniami.

W pracy [H12] opracowalam metode okreslajaca statystyczne zapetlenie (tzn. najbardziej
prawdopodobny typ wezta) dla kazdego podtancucha danego tancucha peptydowego. Przez
podtancuch rozumiem tu tancuch peptydowy z pewna liczba obcigtych aminokwaséw od strony
grupy amidowej (tzw. N-koniec) oraz grupy karboksylowej (C-koniec). Metoda ta nazywana jest
modelem macierzowym, jako ze najbardziej prawdopodobne zapgtlenie kazdego podtancucha mozna
zwigzle przedstawi¢ w postaci macierzy, zwanej macierza zapetlen (,,knot fingerprint”), czy tez
odpowiadajacego jej diagramu. Kazdy element macierzy zapgtlen, odpowiadajacy danemu
podtancuchowi, wyznaczany jest niezaleznie. Model ten po pierwsze rozwiazuje problem
niejednoznaczno$ci w sposobie wyznaczenia weztow na otwartych krzywych, a po drugie — dzigki
analizie wszystkich podtancuchéw — umozliwia wykrycie i scharakteryzowanie geometrii slipknota.
Macierz zapetlen pozwala tez na wizualng identyfikacje regionow tworzacych rozne typy weziow
oraz ich wzajemne geometryczne utozenie. Szczegdty konstrukcji macierzy zapgtlen, dobor metody
domykania koncéw, oraz zalety zaproponowanego modelu sa przeanalizowane w dwoéch pracach
przegladowych [H6,H7].

Model macierzy ponadto pozwala na wyznaczenie krajobrazu zmian topologicznych w biatku,
np. podczas zawezlania w procesie zwijania biatka. Zoptymalizowana wersja modelu macierzowego
pozwalajaca na wyznaczenie krajobrazu topologicznego jest obecnie powszechnie dostepna poprzez
skonstruowany przeze mnie internetowy serwer do analizy topologicznej biatek KnotProt
(http://KnotProt.cent.uw.edu.pl) [H3].

II.B Klasyfikacja wezlow oraz slipknotow

Jednym z istotnych rezultatow niniejszej pracy jest sporzadzona przeze mnie klasyfikacja
wszystkich biatek z weztami i slipknotami. Analizujac wszystkie zdeponowane w bazie PDB biatka
przy pomocy opisanego wyzej modelu macierzowego scharakteryzowatam wystepujace w nich typy
1 aranzacje zapgtlen [H9]. Na przyktad wykazatam, iz podtancuchy odkrytego przez mnie w pracy
[H13] biatka z weztem 6, zawieraja takze drugi wezel tego samego typu 6, wezet 4, oraz wezet 3;.
Wezly te ujawniaja si¢ wzdhuz tancucha peptydowego wraz z usuwaniem kolejnych aminokwasow
odpowiednio z N-konca lub C-konca lub obu koncéw naraz (wezet 3,). Innym przyktadem jest nowy
typ slipknota zawierajacy (w rdéznych podtancuchach) wezty 3,,4,,3;, ktore takze powstaja po
usunigciu kolejno aminokwaséw z konca C (powstaje wezel 3;), z konca N (wezet 4,), lub obu
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koncéw réwnoczes$nie (wezel 3;). W pracy [H9] takze wykazalam (potwierdzajac tym samym
wczesniejsze przypuszczenia (10,31)), iz zmiana topologii biatka jest mozliwa wytacznie poprzez
topologie slipknota, ktory przeprowadza wezly typu skrgconego (tzw. ,.twist knots”) w forme
trywialng redukujac jedno skrzyzowanie.

Charakterystyka zapgtlen w biatkach poprzez macierz zapegtleh ma nastgpujace kluczowe
znaczenia: po pierwsze pokazuje, iz kazde biatko posiada unikalny charakter zapgtlenia (ang.
nfingerprint”), po drugie pozwala w przejrzysty sposoéb odrozni¢ wezly od slipknotéw (przyktady
beda podane ponizej), po trzecie pozwala sklasyfikowac zapegtlenia w biatkach — bialtka z ta sama
macierza zapetlen naleza do tej samej klasy topologicznej. Po czwarte pozwala zidentyfikowaé
powtarzalno$¢ ztozonej charakterystki zapetlen, a w konsekwencji sugeruje ewolucyjne znaczenie
weztow, ktore zostanie omowione w rozdziale II1. Szczegotowy opis innych motywoéw, jak i nowe
odkryte przeze mnie zawegzlone biatka sa opisane w pracy [H9].

Kolejnym waznym wynikiem wchodzacym w cykl niniejszej pracy jest stworzenie klasyfikacji
topologicznej bialek [H9] oraz jej upublicznienie w postaci bazy danych KnotProt — pierwszej na
swiecie bazy internetowe]j podajacej petna informacj¢ o sposobie zwezlenia biatka, dostgpnej pod
adresem http://KnotProt.cent.uw.edu.pl [H2]. Szczegoty tej klasyfikacji oraz charakterystyki biatek
sa przedstawione w pracy [H9] i pracach przegladowych [H5,H6]. W tych pracach wyréznionych
zostato 16 klas motywdéw zapetlen w biatkach (Tabela 1, [H9]), oznaczanych symbolem K lub S
(oznaczajacym odpowiednio wezet lub slipknot, jako rodzaj zapetlenia catego tancucha) wraz z lista
wszystkich weztéw wykrytych w podtancuchach. Dwie najliczniejsze grupy bialek zapgtlonych
zawieraja pojedynczy wezet lub slipknot typu 3;. Trzecia najliczniejsza klasa zawiera motyw S3,4,3,
zidentyfikowany w  biatkach membranowych. Zapetlenia w biatkach membranowych
zidentyfikowane przez KnotProt zastuguja na szczeg6lna uwage — w czterech takich biatkach
zidentyfikowany zostal wezet 3; (wezly w bialkach membranowych nie byly wczesniej znane!),
natomiast w az okoto 20% biatkach membranowych wykryty zostat slipknot.

Baza KnotProt stanowi kompendium wiedzy na temat nietrywialnych motywow weztowych
oraz slipknotowych w biatkach, oraz zawiera ich wszechstronna klasyfikacje strukturalna i
biologiczna. Baza KnotProt automatycznie uaktualnia si¢ co tydzien (na podstawie nowo
deponowanych struktur w PDB), a zatem stanowi najbardziej aktualne zrodlo wiedzy o weztach i
slipknotach w biatkach.

Warto podkresli¢, ze KnotProt pelni takze funkcjg serwera do samodzielnej analizy otwartych
polimerow (otrzymanych np. jako wynik dynamiki molekularnej). Serwer ten moze mie¢ wiele
réznych zastosowan, np. moze shuzy¢ do sprawdzenia poprawnosci topologii struktur wyznaczonych
eksperymentalnie (zwlaszcza technika Cryo-electron microscopy, cryo-EM, przy ktoéra najczesciej
prowadzi do niewlasciwych zapgtlen), czy tez wynikow uzyskiwanych w ramach zawodow CASP
(serwer przelicza duze zbiory danych z zadana szybkos$cia). KnotProt jest bardzo czesto uzywany do
analizy zapgtlenia w symulacjach komputerowych bialek i polimerow (zgodnie z moja wiedza jest
jedynym powszechnie dostgpnym narzedziem do badania dynamiki zapetlenia biomolekut).

II.C Model minimalnej powierzchni do opisu topologii lassa

Kolejnym rezultatem tej pracy jest opracowanie metod identyfikacji struktur typu lasso. W
pracy [H1] zdefiniowatam geometrig¢ lassa oraz opracowatam model minimalnej powierzchni do jej
identyfikacji. Topologi¢ lassa maja biatka zawierajace zamknigta, np. mostkiem cysteinowym lub
amidowym, petle, ktora przecina choé¢ jeden ze swobodnych koncow biatka. Scislej rzecz ujmujac,
taki swobodny koniec przecina wyznaczong teoretycznie powierzchni¢ o minimalnym polu, rozpigta
na kowalencyjnie zamknigtej petli. Powierzchnia o takim minimalnym polu zachowuje si¢ podobnie
jak banka mydlana rozpigta na zamknigtej petli, a jej ksztatt moze by¢ wyznaczony przy uzyciu
metod matematycznych opartych o techniki triangulacji. Tak skonstruowang powierzchni¢ nazwatam
powierzchniag minimalng. Konstrukcja powierzchni minimalnej wraz z narzedziami do okreslenia
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kierunku przecinania, potozenia przecigcia wzglgdem zamknigcia, oraz glgbokosci (ilosci wegli Ca
nad lub pod powierzchnia) pozwala w niemal jednoznaczny sposob okresli¢ czy biatko tworzy
topologi¢ lassa, oraz jego ztozono$¢. Taka geometryczna charakterystyka przecigcia pozwala takze
na okreslenie i identyfikacj¢ ptytkich lass. Plytkie lasso moze si¢ rozwina¢ pod wplywem
termicznych fluktuacji (analogicznie jak w przypadku ptytkich wezlow). Skomplikowane
konfiguracje tancucha gtéwnego, np. w przypadku istnienia samoprzeci¢¢ powierzchni minimalnej,
sa charakteryzowane poprzez analiz¢ dodatkowej powierzchni barymetrycznej. Nalezy takze
podkresli¢, iz identyfikacja typu lassa ,,golym okiem” jest duzo trudniejsza niz wezidw, i niemal
niemozliwa dla duzych petli. Skonstruowany przeze mnie model jest pierwszym narzedziem na
swiecie (zgodnie z moja wiedza) do identyfikacji zapgtlenia typu lasso.

Nalezy tez zauwazy¢, iz sformutowanie definicji zapgtlenia lassowego 1 poszukiwanie biatek z
topologia lassa bylo umotywowane praca nad biatkiem leptyna, w ktérej po raz pierwszy
zidentyfikowatam najprostsza topologi¢ lassa [H11], a nastepnie w pracy [H4] skonstruowatam
prototyp minimalnej powierzchni do analizy czterech kolejnych biatek.

IL.LD Klasyfikacja bialek z lassami

Jednym z gldwnych wynikow tej pracy jest odkrycie i scharakteryzowanie topologii lassa w
biatkach. Przy uzyciu opisanego wyzej modelu minimalnej powierzchni, analizujac reprezentatywny
zbidr bialek z mostkami cysteinowymi (o podobienstwie sekwencyjnym nie wigkszym niz 35%)
wykazatam, iz 18% z nich — czyli zaskakujaco duzo — posiada topologi¢ lassa [H1]. Odkryte przeze
mnie konfiguracje, schematycznie przedstawione na rysunku 2, sklasyfikowatam jako nastgpujace
motywy:

* pojedyncze lasso L; — powierzchnia minimalna rozpigta na petli biatka jest przecinana raz;

* podwojne lasso L, — po przecigciu powierzchni minimalnej ten sam koniec biatka przecina
ja ponownie w przeciwnym kierunku (w sumie powierzchnia jest przecinana dwukrotnie);

* potrojne lasso L3 — topologia podobna do L, jednakze ten sam koniec biatka przecina petle
jeszcze raz w przeciwnym kierunku (w sumie powierzchnia jest przecinana trzy razy);

* superskregcone lassi LS; — powierzchnia petli jest przecinana co najmniej dwa razy w tym
samym kierunku (konformacja ta przypomina superskrgcone koliste DNA), a indeks i
oznacza ilo$¢ tych przecig¢;

* dwustronne lasso LL; — powierzchnia minimalna jest przecinana co najmniej raz przez
kazdy z koncow biatka, indeksy i,/ oznaczaja ilo$¢ przecie¢ odpowiednio przez amidowy
(N-koniec) oraz karboksylowy koniec (C-koniec) biatka.
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Rysunek 2: Odkryte przeze mnie konfiguracje typu lasso w biatkach (od lewej): L; (pojedyncze
lasso), L, (podwojne lasso), Ls (potrojne lasso), LS; (superskrecone lasso, indeks i oznacza ilos¢
przecigé petli, w tym przyktadzie i=2), oraz LL; (dwustronne lasso, w tym przypadku z jednym
przewleczeniem dla kazdego z koncow, i =1, j =1).

Niezaleznie od tych wynikdéw, na podstawie obszernej analizy czgstosci wystgpowania danego
typu lassa w zaleznosci od rodzaju struktury drugorzedowej, typu przypisanego przez klasyfikacje
CATH, biologicznej funkcji, oraz organizmu z ktérego struktura pochodzi, wykazalam kilka
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istotnych korelacji [H1]. W szczegodlnosci pokazatam, iz motywy typu lasso sa najczgsciej tworzone
przez B spinki (motyw L, pojawia si¢ nawet w 95%)).

Charakterystyka motywow lassowych w biatkach zostala przeze mnie udostgpniona w postaci
pierwszego na $wiecie internetowego serwera 1 bazy danych LassoProt, pod adresem
http://LassoProt.cent.uw.edu.pl [H1]. Czg§¢ bazowa LassoProt zawiera zapetlenia wszystkich
zdeponowanych struktur biatek w PDB (224282 tlancuchy) z petla zamknigta wigzaniem
cysteinowym, amidowym, estrowym, lub tioestrowym. Czg$¢ serwerowa stuzy do samodzielnej
analizy typu zapgtlenia pojedynczego tancucha, lub tez catych zbioréw danych (np. $ciezek zwijania)
otrzymanych m.in. metodami dynamiki molekularnej, wraz z graficzna reprezentacja zmian
topologicznych w czasie.

Baza i serwer LassoProt moga by¢ zastosowane w réznorodny sposob. W biofizyce moze by¢
uzyty np. do badania mechanizméw powstawania lass, lub do wyznaczenia nowego uktadu
wspotrzednych do analizy mechanizméw zwezlenia biatek. W biologii LassoProt moze by¢
wykorzystany do badania ewolucji struktury biatek (baza LassoProt zawiera wszystkie
homologiczne sekwencje, wraz z przyporzadkowanym im zapgtleniem). W biochemii moze by¢
wykorzystany do projektowania struktur (np. w przypadku mutacji punktowych, wprowadzanych w
biatkach w celu zwigkszenia ich stabilnosci, serwer stuzylby do weryfikacji otrzymanych motywow).
Server moze by¢ takze przydatny do poszukiwania bardziej zlozonych struktur, np. splotow w
(bio)polimerach. Zastosowania LassoProt w innych dziedzinach sa przedstawione na jego stronie
internetowej. Warto zauwazy¢, iz LassoProt zostat odwiedzony ponad 7000 razy przez
uzytkownikéw z 24 krajow w przeciagu pierwszych 3 miesigcy istnienia.

III Ewolucja motywow topologicznych, konfiguracja geometryczna oraz
rola zapetlen w bialkach

W tym rozdziale, w punkcie A, omowi¢ zaskakujace zachowanie ewolucyjnie zawezlonych
motywOow w biatkach, natomiast w punkcie B wskaz¢ ich znaczenie dla mechanizméw zwijania
biatek zawezlonych. Nastgpnie przedstawig i przedyskutuj¢ znaczenie nietrywialnej topologii dla
funkcji biologicznej bialek zawezlonych oraz lass, odpowiednio w punktach C i D.

III.A Zaskakujace zachowanie ewolucyjne motywow topologicznych

Macierz zapetlen (omowiona w czesdci IILA powyzej) okazuje si¢ by¢ charakterystyka biatka,
ktéra umozliwia znalezienie korelacji pomiedzy jego sekwencja, struktura, funkcja, oraz ewolucja. Z
przegladu struktur biatek (zdeponowanych w PDB) przy uzyciu macierzy zapgtlen wynika, iz biatka
o bardzo niskim podobienstwie sekwencyjnym posiadaja ten sam motyw zapgtlenia. W pracy [H12]
wykazatam, iz biatka rozdzielone o ponad miliard lat ewolucji posiadaja ten sam topologiczny
motyw. Np. struktury z rodziny UCH reprezentowane przez biatka ludzkie, jednokomorkowe
pierwotniaki pasozytnicze, oraz drozdzowe, ktorych podobienstwo sekwencyjne jest nizsze niz 25%,
posiadaja ten sam topologiczny motyw K5,,31,3; (ich podtancuchy zawieraja wezet 5, oraz dwa
rézne wezty typu 3;). Kolejnym przyktadem sa biatka membranowe, w ogdélnosci odpowiedzialne za
transport jonow, ktorych sekwencyjne podobienstwo jest na poziomie 9%, a wszystkie posiadaja ten
sam motyw zawezlenia S3;,4;,3;. Poniewaz mechanizm zwijania biatka do struktury zawezlonej jest
wolniejszy 1 mniej efektywny niz ten dla biatek odwezlonych o tej samej dtugosci oraz podobne;j
sekwencji, zachowanie ksztattu macierzy zapgtlen implikuje pozytywna rolg nietrywialnej topologii
dla organizméw w ktorych te biatka wystepuja. Zalezno$¢ ta sugeruje, iz motywy wezlowe
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przetrwaly ewolucyjna selekcje, gdyz ich topologia przynosi korzysci dla funkcji biatka lub
warunkow w jakich ono przebywa. Odkrycie to jest kluczowe dla rozwoju tej dziedziny badan.

Zanim przejde do omawiania znaczenia biologicznego zawgzlenia warto zwrdci¢é uwage na
fakt, iz przedstawione w pracach [H3, H12] dane pokazuja, iz nawet najprostszy rodzaj wezla jest
scisle zachowany w calym klanie (tzn. grupie biatek spokrewnionych poprzez podobienstwo
sekwencyjne, profil HMM (,,hidden Markov model”) dostgpny w bazie Pfam, lub strukturalnie).
Moje badania pokazuja, iz biatka z P-warto$cia (ang. P-value) okoto 0.04 posiadaja nadal t¢ sama
topologi¢, natomiast przyjmuje sig, iz dopiero P<0.001 oznacza znaczace podobienstwo struktur.
Jedynym znanym dzi$§ wyjatkiem sa biatka z rodziny N-acetylornithine transcarbamylase (ATCases)
i ornithine transcarbamylase (OTCases), niemniej jednak uwazam, iz ten wyjatek potwierdza
przedstawiona powyzej regule. Zaskakujace zachowanie motywow weztowych sugeruje, iz topologia
jest piatym, nadrzednym elementem upakowania przestrzennego bialek. Uwzglednienie motywu
zapgtlenia powinno w znacznym stopniu usprawni¢ przewidywanie przestrzennej struktury bialtek
(np. podczas zawodow CASP), zwlaszcza gdy podobienstwo sekwencyjne roznych struktur jest
bardzo niskie, ale istnieja przestanki, iz pochodza one z tej samej rodziny.

III.B Wplyw konfiguracji geometrycznej na proces powstawania wezlow

Model macierzowy (omowiony w czesci I1.A) charakteryzujacy zapgtlenia w biatkach [H12]
pozwala takze zidentyfikowaé zalezno$¢ pomigdzy konfiguracja geometryczna, funkcja biologiczna,
a mechanizmem powstawania weztow. Mimo ze do tej pory nie wykryto zalezno$ci pomigdzy
wystepowaniem zapetlenia a sekwencja grupy aminokwasow, w pracy [H9] pokazatam, iz granice
wezlta wyznaczone modelem macierzowym sa skorelowane z bardzo silnym zachowaniem
sekwencyjnym glicyny (jednego z najstabiej zachowanych ewolucyjnie aminokwaséw), alaniny oraz
proliny. Regiony te odpowiadaja miejscom zawiasowym, ktore zidentyfikowalam jako kluczowe dla
zawigzania biatka na podstawie teoretycznych rozwazan, a takze na podstawie symulacji
numerycznych modelem gruboziarnistym [H16,H17,H18].

Model macierzowy dostarcza takze istotnych informacji potrzebnych do dalszych prac nad
ewolucja bialek zawezlonych. Jednym z mozliwych podjes¢ jest rozwijana takze przeze mnie metoda
na styku bioinformatyki 1 fizyki statystycznej, shluzaca do wyznaczenia koewolucji par
aminokwasow. W tym podejsciu model macierzowy wskazuje przestrzenie w strukturze biatka w
ktorych nastgpuje zmiana topologii, i ktérych istnienie powinno wynika¢ z koewolucji par
aminokwasow (24). Analiza tych elementéw powinna doprowadzi¢ do wykrycia par aminokwasow
(nie tylko pojedynczych aminokwaséw [H12]) odpowiedzialnych za zachowanie nietrywialnej
topologii, tym samym identyfikujac fizyczne oddzialywania odpowiedzialne za proces zawezlania.
Mechanizmy zwijania biatek z weztami omowi¢ w rozdziale IV w punktach A i B.

III.C Rola wezlow w bialkach

Jednym z kluczowych zagadnien dotyczacych badanych w tej pracy zapgtlen jest ich
wplyw na funkcje bialek. Korelacje pomigdzy nietrywialna topologia a funkcja biologiczna lub
warunkami (chemicznymi, termicznymi) w jakich funkcjonuje biatko wida¢ obecnie w kilku
przyktadach, ktéore omoéwitam w pracach [H8,H11-H12,H15-H16,H18-H19].

Z analizy danych z opisanej wyzej bazy KnotProt wynika, iz 91% bialek o nietrywialne;j
topologii pelni funkcj¢ enzymatyczna [H12]. Ponadto okazuje sig, iz potozenie wegzla jest
skorelowane z centrum aktywnym (t¢ wlasno$¢ wykazatam analizujac szczegoétowo trzy rodziny
zawezlonych biatek). W potaczeniu z przedstawionym wcze$niej faktem, iz topologia biatka jest
zachowywana silniej niz sekwencja oraz struktura trzeciorzedowa, mozemy latwo
wywnioskowaé, ze na potozenie centrum aktywnego biatka oraz jego $ciezke sygnatowa (np.
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wewnetrzny molekularny przekaz sygnalu migdzy biatkiem, ligandem, oraz tRNA w procesie
metylacji w biatkach zawezlonych z rodziny SpoUT) istotny wplyw maja wigzy topologiczne.
Ilustracja tego stwierdzenia jest np. wynik przedstawiony w pracy [H12], w ktérej pokazatam,
iz konfiguracja slipknota peilni funkcj¢ “paska” spinajacego transmembranowe helisy —
struktura ta stabilizuje utworzony helikalny kanat podczas aktywnego transportu jonow, ktory
wymaga duzych zmian konformacyjnych.

Kolejna wazna role¢ wezta mozna zidentyfikowaé badajac korelacje pomigdzy
wystgpowaniem zawezlen w biatkach a wlasnosciami srodowiska, w jakim one zyja. Zgodnie ze
szczegblowymi danymi przedstawionymi na stronie KnotProt [H12], wigkszo$¢ zawezlonych
biatek funkcjonuje w ekstremalnych warunkach, np. w goracych zrodtach, czy tez przy bardzo
wysokim lub niskim pH. Takie wlasnosci sugeruja, iz topologia peini takze role chroniaca
biatka, a w szczegdlnosci ich centra aktywne, przed termiczna lub chemiczna degradacja.
Wigksza stabilnos¢ biatka zawezlonego podczas termicznej oraz mechanicznej degradacji, w
poréwnaniu do rozwegzlonego biatka o tym samym foldzie, strukturze, i bardzo duzym
podobienstwie sekwencyjnym, wykazalam w pracy [H19]. W pracach [H15,H19] wykazatam
tez, iz podczas mechanicznego rozciagania wegzel niespodziewanie zaciska si¢ w okolicach
stanu natywnego, natomiast we wspoOtpracy z doswiadczalnikami pokazatam, iz podobne
zjawisko wystepuje takze podczas chemicznej denaturacji [H8]. Istnienie wezldw w stanie
zdenaturowanym zostato takze zapostulowane w kilku kolejnych pracach doswiadczalnych (25).

Z powyzszych rozwazan wynika, iz do§wiadczalne rozwezlenie wezta w biatku — czyli
jedno z istotnych wyzwan w tej dziedzinie dyskutowane od kilku lat — wydaje si¢ niemozliwe
bez uszkodzenia catej struktury biatka. Jest to dosy¢ zaskakujacy wniosek. Niemniej jednak ta
unikalna cecha ma kluczowe znacznie dla czasu zycia biatka. Z jednej strony wiemy, zZe
prawdopodobienstwo spontanicznego zawegzlenia lub rozwezlenia biatka jest bardzo niskie. Z
drugiej strony prawdopodobienstwo poprawnego zwinigcia biatka ze stanu (wstgpnie)
zawezlonego jest niemalze stuprocentowe [H17]. Implikuje to, iz obecnos¢ wezta wydtuza czas
zycia biatka w niekorzystnym srodowisku, gdyz czastkowe rozwinigcie struktury pod wptywem
termicznej lub chemicznej denaturacji wyprowadza biatko tylko na ,krotka chwilg” ze stanu
natywnego. Kontynujac t¢ mys$l mozna zapostulowaé, iz trudno$ci w procesie zwijania sa
rekompensowane poprzez wydtuzenie okresu czasu w ktoérym biatko jest biologicznie aktywne.

Niezaleznie od powyzszych wnioskow, w rozdziale V omoéwige wplyw nietrywialnej
topologii na wtasnos$ci procesu mechanicznego rozwijania biatek z weztami oraz slipknotami.

III.D Rola lassa w bialkach

Charakterystyke wystgpowania i rolg lass w bialkach opisalam w pracach [H1,H4,H13]. W
pracy [H1] na podstawie biologicznej klasyfikacji wykazatam, iz biatka z lassami wystgpuja
znacznie czg$ciej w wirusach, roslinach i grzybach niz w innych krélestwach. Ponadto, w
przeciwienstwie do biatek z weztami i slipknotami, tylko 38% biatek z lassami pelni funkcje
enzymatyczne. Wykazalam, iz poszczeg6lne funkcje biatek sa typowe dla konkretnego motywu
lassa. Ponadto zidentyfikowalam przyktady bialek, w ktorych biologiczna funkcja moze by¢
wspierana przez motyw lassa; w szczego6lnosci:

* w anhydrazach, ktére posiadaja bardzo ptytki wezel (termiczne fluktuacje sa
wystarczajace aby rozwezli¢ biatko), motyw lassa podtrzymuje stabilna konformacj¢
centrum aktywnego,

* w rodzinie biatek z aktywno$cia RNase (1 RNase H z hipertermofilnych archeonow
organizméw zyjacych w temperaturze powyzej 100 °C) lasso typu Lj; jest
prawdopodobnie odpowiedzialne za bardzo wysoka termiczna stabilno$¢ bialka,
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poprzez natozenie wigzéw na nieustrukturyzowane centrum aktywne. Podobna rolg
moze pelni¢ motyw lassa w biatkach nieustrukturyzowanych z topologia L;, ktoére
stanowig okoto 5% bialek.

Te jak i inne przyktady sa zaprezentowane w stworzonym przeze mnie serwerze i bazie
danych LassoProt, dostgpnym na stronie internetowej http://LassoProt.cent.uw.edu.pl [H1].

Znaczenie biologiczne zawgzlenia typu lasso potwierdzitam bezposrednio w szczegolnosci
dla leptyny. Leptyna, ktora odgrywa kluczowa role w regulacji pobierania pokarmu i
gospodarki energetycznej organizmu, jest pierwszym biatkiem, w ktorym zidentyfikowatam
motyw lassa [H13]. Po zwiazaniu leptyny z receptorami w podwzgoérzu (czes¢ mozgu u
wszystkich krggowcow), neurony wytwarzaja neurotransmiter, ktory decyduje o wzbudzeniu
lub wyhamowaniu apetytu (na podstawie Nat Clin Pract Endocrinol Metab 2 (6): 318-27). W pracy
[H13] na podstawie badan doswiadczalnych i teoretycznych pokazatam, iz mostek cysteinowy
(odpowiedzialny za istnienie motywu lassa) odgrywa wazna role¢ w wigzaniu receptora, a wigc
posredniczy w aktywowaniu biologicznej funkcji poprzez tlumienie lokalnych drgan w
okolicach wiazania receptora, chociaz miejsce to nie jest bezposrednio zwiazane z mostkiem
cysteinowym. Ponadto na podstawie biatek o tym samym zwoju i motywie topologicznym L,
pokazatam, iz zmiany w dynamice stanu natywnego (w okolicach centrum aktywnego) sa
determinowane i zaleza od polozenia oraz rozmiaru pgtli [H4].

Niezaleznie od tych wynikow w pracy [H1] pokazatam, iz motywy lassa istnieja w mini-
biatkach (27), ktore sa obecnie powszechnie modyfikowane w celu uzyskania konkretnych
farmakologicznych wtasnosci. Motyw lassa i opracowane przeze mnie metody do jego
identyfikacji dostarczaja nowych narzedzi do modyfikacji tych mini-biatek oraz moga
prowadzi¢ do nowych terapeutycznych rozwiazan nie tylko w przypadku biatek z mostkiem
cysteinowym.

Podsumowujac, w pracach [H1,H4,H13] pokazatam, iz struktura lassa jest dodatkowym
elementem, ktory kontroluje funkcjg i krajobraz energetyczny biatka (omdéwiony w paragrafie
IV). Struktura ta powinna tez by¢ wzigta pod uwage np. podczas projektowania lekow,
chociazby dla bialek z foldem wiazki czterech helis (ang. ,,four helix bundle”) [H4], czy mini-
biatkach [H1]. Warto takze podkresli¢, iz w przeciwienstwie do biatek zawg¢zlonych pojedyncza
mutacja cysteiny powoduje zmiang topologii w biatkach lassowych. Niemniej jednak wtasnie ta
wlasnos¢ moze by¢é wykorzystana do sterowania aktywnoscia biologiczng biatka, poprzez
zmiang topologii za pomoca pojedynczych mutacji lub zmieniajac warunki z utleniajacych na
redukcyjne.

IV Krajobraz energetyczny, powstawanie wezlow, slipknotow
oraz lass

W tej czesci wykaze, iz proces zwijania biatek o nietrywialnej topologii, w przeciwienstwie do
biatek o topologii trywialnej, przypomina reakcj¢ chemiczna o jednoznacznej kolejnosci zdarzen
ktérych zajscie jest determinowane konformacja standéw przejsciowych, a krajobraz energetyczny nie
jest idealnie gladki, i dla zdecydowanej wigkszosci bialek nadal jest niewyznaczalny obecnymi
modelami teoretycznymi. Ponadto pokaze, iz konwencjonalne uktady wspotrzednych stosowane do
opisu stanu przej$ciowego podczas zwijania nie moga by¢ zastosowane dla biatek zawezlonych. Do
zbadania krajobrazu energetycznego biatek zawezlonych uzytam modeli gruboziarnistych o ro6znej
ziarnisto$ci bazujacych na strukturze natywnej biatka (tzw. Structure Based Models — SBM) oraz
petnoatomowego modelu z jawnym rozpuszczalnikiem (Desmond — Schrodinger).

Mechanizmy zwijania zawezlonych biatek omoéwig dla przypadku bialek z glgbokim weztem
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(w punkcie A), biatek z ptytkim wezlem, wraz ze szczegdlowa interpretacja ich krajobrazu
energetycznego (w punkcie B), oraz biatek z lassami (w punkcie C).

IV. A Mechanizmy zwijania bialek z glebokim wezlem

Modele teoretyczne zwijania biatlek wykorzystujace informacjg o ich stanie natywnym dziataja
dzigki zatozeniu, iz biatka posiadaja minimalnie sfrustrowany krajobraz energetyczny. Modele takie
sa obecnie jednym z podstawowych narzedzi stuzacych do zrozumienia, jak relatywnie stabe
molekularne oddziatywania prowadza do szybkiego i kooperatywnego zwijania biatek (11,12).
Poniewaz zaréwno mechanizmy zwijania biatek, jak tez ich ruchy funkcyjne wynikaja z tego samego
krajobrazu energetycznego, oznacza to, ze analiza tego krajobrazu powinna pozwoli¢ na
scharakteryzowanie relacji pomigdzy struktura, procesem zwijania, a funkcja biatka. Badania
teoretyczne oparte na takich zatozeniach, prowadzone w ostatnich latach, ujawnily wiele nowych
mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje biologicznej funkcji pojedynczych biatek (a takze
maszyn molekularnych, np. rybozomu), jednocze$nie pozwalajac na uniknigcie znacznej czgs$ci
kosztownych oraz trudnych w interpretacji badan doswiadczalnych (12). Okazuje si¢ jednak, ze w
przypadku bialek zapgtlonych nalezy opisane tu podej$cie zmodyfikowac.

W standardowym ujeciu teoria lejkowatego profilu energii swobodnej podczas zwijania
zaktada istnienie zbioru drég, ktérymi biomolekuta moze osiagna¢ natywna konformacjg. Liczba
mozliwych konformacji zmniejsza si¢ wraz ze zblizaniem do stanu natywnego biatka, przy czym sita
sterujaca formowanie si¢ struktury sa natywne kontakty. Zwijanie zaczyna si¢ od stworzenia
natywnych drugorzedowych elementow struktury biatka (centrum zwijania), ktére jest stopniowo
lokalnie rozbudowywane poprzez proces kondensacji, az do momentu utworzenia trzeciorzgdowe;j
natywnej struktury biatka. Zwijanie postepuje po relatywnie gltadkim krajobrazie energetycznym.
Stwierdzenia te nie sa jednak zgodne z tym, jak zachowuja si¢ bialka zapgtlone, i w zwiazku z tym
analiza procesu ich zwijania wymaga modyfikacji wspomnianej tu teorii. W moich pracach
zapostulowatam, iz taka modyfikacja wymaga uwzglednienia w krajobrazie energetycznym
zapetlonych biatek barier topologicznych, ktorych efektywne pokonywanie wymaga specyficznych
oddziatywan w biatkach z glebokim weztem. Jak opisz¢ ponizej, w wyniku moich badan
zidentyfikowatam takie bariery oraz opisatam ich wtasnosci.

Warto takze wspomnie¢ o podejsciu eksperymentalnym, w ktorym w poczatkowej fazie
rozwoju tej dziedziny niepoprawnie zatozono, iz biatka z weztem zwijaja si¢ i rozwijaja bez
wigkszych problemoéw. Z takim wiasnie stanem wiedzy zaczgtam bada¢ mechanizmy zwijania biatek
zawg¢zlonych. Dzi§ jednak w dalszym ciagu nie umiemy rozwezli¢ bialek do§wiadczalnie (a zatem
okazato si¢ to bardzo problematyczne), ani nie dysponujemy eksperymentalnymi narzedziami do
okreslenia ich topologii podczas zwijania lub rozwijania. W zwiazku z tym podejScie teoretyczne
jest jedynym dostgpnym narzgdziem do badania relacji pomiedzy zapgtleniem a konformacja biatka,
i to dzigki jego zastosowaniu udato si¢ pozna¢ mechanizmy zwijania zapgtlonych biatek.

Najwazniejsze wyniki moich badan dotyczacych procesu zwijania biatek z glgbokim weztem
sa nastepujace. W pracach [H10,H14,H16,H17] wykazatam, iz biatka zawezlone — z trzech grup o
r6znym foldzie i funkcji — mimo wczesniejszych zatozen (28) moga si¢ same zawezli¢ w modelach
typu SBM. W pracy [H17] pokazatam, iz natywne kontakty sa wystarczajace aby biatka (oznaczane
YibK i YbeA, z rodziny SPOUT) same si¢ zawezlity, jednakze prawdopodobienstwo ich zawezlenia
jest bardzo niskie, a krajobraz lejka zwijania jest niespodziewanie waski (posiada tylko jedna wiazke
sciezek), czyli jest bardzo odmienny od krajobrazu trywialnych globularnych biatek. Proces zwijania
wspomnianych tu bialek sklada si¢ z pigciu etapdéw, z ktérych trzy pierwsze to zmiany
konformacyjne odpowiadajace I i II ruchowi Reidemeistera (dobrze znanym w teorii weztow).
Zapetlanie biatka nastgpuje w wyniku powstania (w czwartym etapie) natywnie skrgconej petli,
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przez ktéra (w ostatnim, piatym etapie) przeciagany jest krotszy koniec biatka w nienatywnej
konformacji. Analiza czaséw zwijania pokazuje, iZ najwigcej czasu zajmuje oraz najmniej
prawdopodobny jest ostatni etap, czyli przeciagnigcie konca biatka przez petle, odpowiadajacy za
zmiang topologii. Wtasnie to przejécie nazwatam bariera topologiczna.

W przeciwienstwie do weztow powstajacych spontanicznie i w przypadkowych miejscach w
polimerach, wezly w biatkach powstaja zawsze w tym samym miejscu, natomiast ich utworzenie jest
krokiem hamujacym proces zwijania. Mimo ze wyznaczone przeze mnie prawdopodobienstwo
zawezlenia jest bardzo niskie, to wyniki te, otrzymane w roku 2009 w pracy [H17], byly pewnego
rodzaju przetlomem w tej dziedzinie, gdyz wbrew interpretacji wczesniejszych wynikow
doswiadczalnych pokazaly, iz czasy zwijania tych bialek sa zaskakujace dlugie i sa determinowane
momentem zapetlenia. W roku 2012 moje badania teoretyczne zostaly potwierdzone
eksperymentalnie przez prof. S. Jackson (Cambridge University), ktéra pokazata, iz czas
samozawezlenia wynosi okoto 20 minut, a nie kilka sekund. Jak si¢ okazuje, kilkusekundowe czasy
zawezlania biatek obserwowane eksperymentalnie moga by¢ osiagnigte tylko w przypadku procesu
zwijania zaczynajacego si¢ z konfiguracji zawierajacej nierozwezlony stan zdenaturowany, co takze
wykazatam w pracy [H17].

W pracy [H11] pokazatam, iz skonstruowane laboratoryjnie (poprzez duplikacj¢ domen)
zawezlone biatko, w przeciwienstwie do biatek z rodziny SpoUT o podobnej dhugosci, zwija
(zawezla sig) 1 rozwija si¢ w modelu SBM pomijajac topologiczne pulapki, mimo ze schemat jego
zawezlania pozostaje ten sam. Analizujac teoretycznie mozliwe mutacje (zmieniajace wihasnosci
poszczegolnych aminokwaséw oraz wielko$¢ topologicznej bariery poprzez wydluzenie
nieustrukturyzowanego elementu tancucha peptydowego w petli wezlowej) w rejonie bariery
topologicznej pokazatam, w jaki sposob ewolucja moglaby optymalizowaé proces zwijania.
Wykazatam, iz biatko z wezlem zwija si¢ dziesige¢ razy wolniej niz odwezlone (dimer polaczony
mostkiem cysteinowym), zgodnie z do$wiadczalnymi przypuszczeniami. Wykazatam tez, iz
obserwowane doswiadczalnie zakrzywienie w krzywych zwijania oraz rozwijania w funkcji
termicznej lub chemicznej denaturacji (tzn. na wykresie chevron, przedstawiajacym czas
zwijania/rozwijania w zaleznos$ci od temperatury) jest poprawnie odtwarzane w modelu SBM, oraz
ze zawezlenie jest ograniczone do waskiego zakresu temperatur w poréwnaniu do odwezlonego
biatka. Na podstawie obszernej analizy czaséw zwijania mozna sadzié, iz zakrzywienie na wykresie
chevron jest konsekwencja przejscia z niedyfuzyjnej, powolnej dynamiki do dyfuzyjnej. Wyniki tej
pracy zostalty w 2015 roku potwierdzone przez szczegodtowa analiz¢ doswiadczalng wykonang przez
grupe prof. S. Jackson.

W pracy [H14] pokazatam, iz krajobraz energetyczny najmniejszego biatka z weztem jest takze
minimalnie sfrustrowany. Warto zauwazy¢, iz historycznie bylo to pierwsze biatko dla ktérego
wlasno$ci termodynamiczne, wraz ze zmianami topologicznymi, zostaly wyznaczone oraz
opracowane metodami do charakterystyki krajobrazu energii swobodnej (The Weighted Histogram
Analysis Method, WHAM). W pracy tej pokazatam, iz niezaleznie od ziarnisto$ci uzytego modelu
(tzn. reprezentacji aminokwaséw albo przez sam wegiel Ca, albo tez wszystkie cigzkie atomy) wezet

powstaje zawsze w ostatnim etapie zwijania, po pokonaniu topologicznej bariery. Ponadto w pracy
tej pokazatam, iz ptytkie wezly w stanie zdenaturowanym sa bardzo rzadkie, a giebokie nie sa
obserwowane. Wykazatam takze, iz prawdopodobienstwo zawegzlenia, wybor konca biatka oraz
geometrii (trywialnej lub slipknotowej) w jakiej topologiczna bariera zostanie pokonana, sa
determinowane glebokoscia wezta. Analizujac proces zwijania dla biatka o takim samym zwoju ale o
roéznej glgbokosci wezta, w pracy [H5] wykazatam shuszno$¢ tej tezy, przynajmniej w modelach typu
SBM.

Warto podkresli¢, iz w celu zweryfikowania otrzymanych wynikow modelami SBM podjgtam
probe zwinigcia najmniejszego biatka w modelu CABS, stworzonym przez prof. Kolinskiego,
ktoérego hamiltonian jest zbudowany na podstawie potencjatow statystycznych (i symuluje zwijanie
biatek technika de novo). Badania te pokazaly, iz prawdopodobienstwo osiagnigcia stanu
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zawezlonego w tym modelu wynosi 20%, podczas gdy w opracowanym przeze mnie modelu SBM
wynosi ono ponad 90%.

Podsumowujac, waznym wnioskiem wynikajacym z przeprowadzonych przeze mnie badan jest
charakterystyka procesu zwijania bialek, z uwzglednieniem procesu ich zapgtlenia. Z analizy
procesow kinetycznych i termodynamicznych zawezlonych biatek wynika, iz biatka zawezlaja si¢
tworzac natywna petle przez ktora jest przeciagany krotszy koniec wezta, w zaleznosci od jego
dlugosci w konformacji zgigtej (slipknot) lub trywialnej. Ten niesamowicie prosty — jednakze
nieintuicyjny z punktu widzenia spontanicznego i przypadkowego zawgzlania polimerdw — proces
jest tatwy do wytlumaczenia, jesli zauwazy sig, ze wystepujace w biatkach wezty sa typu skreconego
(,,twist knots™) [H12]. Proces ten byt juz zapostulowany w [10,31], cho¢ w tamtym czasie znacznie
mniej bialek z weztami byto znanych, w szczegélnosci nie byto jeszcze odkryte biatko z weztem 6.
W weztach skreconych redukcja jednego skrzyzowania powoduje calkowite rozwezlenie, a wigc
wezty 31, 41, 52, 61 wystepujace w biatkach moga powsta¢ poprzez stworzenie odpowiednio
skreconej petli, a nastgpnie jednorazowe przeciagnigcie przez nia jednego z koncéw biatka. W pracy
[H16] wykazatam stuszno$¢ tej hipotezy, analizujac proces zwijania biatka ze skomplikowanym
weztem 6,, cho¢ w tym wypadku prawdopodobienstwo poprawnego zwinigcia jest tutaj jeszcze
nizsze niz dla biatka z rodziny SpoUT. Warto réwniez wspomnie¢, iz ostatnie eksperymenty prof. S.
Jackson (Cambridge University) pokazuja, iz czas zwijania biatek z rodziny SpoUT moze by¢
redukowany az o rzad wielkosci przez biatka opiekuncze (czaperony) — moze to wyjasniaé, czemu w
prowadzonych przeze mnie analizach teoretycznych, nie uwzgledniajacych obecnosci takich biatek
opiekunczych, prawdopodobienstwa zawezlenia sa bardzo male. Moje kolejne prace, ktore juz nie
wchodza w sklad tego dziela, pokazuja, iz takze w czaperonie powinien zachodzi¢ ten sam
mechanizm zwijania. Kolejnym argumentem przemawiajacym za opisanym tu mechanizmem
zawezlania bialek jest fakt niezidentyfikowania do tej pory bialek z weztem typu 5, — wezet ten nie
jest typu skrgconego i musialby powsta¢ po dwukrotnym przewleczeniu przez skrgcona petle
jednego z koncoéw. Potwierdza to zatem tezg, iz w procesie zwijania wezel powstaje w wyniku
jednorazowego przeplecenia jednego z koncow biatka przez uformowana wezesniej natywna petle.

IV.B Szczegolowa analiza zwijania najmniejszego bialka z wezlem

Modele gruboziarniste typu SBM umozliwiaja zbadanie wlasnosci termodynamicznych
biomolekuty w przypadku gtadkiego krajobrazu energetycznego. Jednakze, jak pokazatam powyze;j,
moment pokonywania topologicznej bariery jest zwiazany z ciasnym nienatywnym upakowaniem
struktury 1 pojawieniem si¢ wielu nienatywnych kontaktow. Te nienatywne kontakty sa
uwzgledniane w modelu SBM jedynie poprzez efekt wylaczonej objetosci, prawdopodobnie
spowalniajac lub blokujac proces zwijania przez zwigkszenie nierdwnosci na powierzchni energii. W
pracy [H9] na podstawie symulacji z pelnoatomowa reprezentacja biatka z jawnym
rozpuszczalnikiem (przeprowadzonych na superkomputerze Anton, D. Shaw programem Desmond)
po pierwsze wykazatam, iz proces spontanicznego samozawezlenia przez konformacje slipknota jest
mozliwy. Po drugie pokazalam, iz te same oddziatywania sa sita napedowa podczas zawezlania w
obu modelach. Analiza mechanizmu zwijania pokazala, iz nienatywne kontakty, w przeciwienstwie
do zatozenia, iz pelnia rolg¢ tylko naprowadzajaca przeciagany koniec na skrgcona pegtle (28),
uczestnicza aktywnie w przeprowadzaniu elementu biatka przez jego natywna petle. Zestawienie
wynikoéw prac [H9] i [H14] pokazuje, iz model SBM moze by¢ uzyty do analizy biatek z weztami,
przynajmniej tych o podobnym foldzie.

Niemniej jednak w pracy [H2] pokazalam (uzywajac twierdzenia Bayesa, konstruujac
prawdopodobienstwo warunkowe pomigdzy stanami rownowagowymi i konformacja biatka w
okolicach maksimum na krajobrazie energetycznym F(Q)), iz liczba natywnych kontaktow O,
powszechnie uzywana do analizy biatek o trywialnej topologii (29), nie opisuje poprawnie procesu
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przechodzenia przez topologiczna barierg (ang. ,transition state”), a okresla jedynie postep reakcji.
Ponadto =zastosowane przeze mnie metody wariacyjne do optymalizacji wyboru uktadu
wspotrzednych takze nie pozwalaja na wyznaczenie konformacji biatka odpowiadajacej stanowi
przejsciowemu, w przeciwienstwie do bialek globularnych (18). Wynik ten jest zaskakujacy, gdyz
coraz wigksza liczba prac pokazuje, iz natywne kontakty determinuja zwijanie bialek takze w
petnoatomowych symulacjach (18). Reasumujac, zestawienie moich prac pokazuje, iz mimo ze
natywne kontakty sa wystarczajace do pokonania topologicznej bariery oraz proces zawezlania
przebiega tak samo w modelu SBM jak i z jawnym rozpuszczalnikiem, to liczba natywnych
kontaktow nie jest dobrym uktadem wspdtrzednych do opisu tego zjawiska. Sa to istotne wnioski,
ktore wskazuja mozliwe kierunki dalszych badan.

Kolejnym zasadniczym elementem, ktory decyduje o gtadkosci krajobrazu energetycznego w
modelach SBM, jest liczba oraz sposéb doboru natywnych kontaktow. W pracach [H2,H35]
scharakteryzowalam minimalna liczba fizycznych kontaktéw (kilka reprezentacji, uwzgledniajac
takze oddziatywania nienatywne bazujac na koewolucji par aminokwaséw, Direct Coupling
Analysis) potrzebna do przeprowadzenia biatka przez topologiczna barierg i jego zwinigcie do stanu
natywnego. Mozliwo$¢ skonstruowania minimalnie sfrustrowanej mapy (krajobrazu) oddziatywan
dla najmniejszego zawezlonego biatka sugeruje, iz podobna mapa moze istnie¢ dla biatek z glebokim
weztem (np. biatek z rodziny SpoUT omdwionych powyzej), jednakze obecnie nie potrafimy jej
wyznaczy¢. Minimalnie sfrustrowana sekwencja (o gladkim krajobrazie energetycznym) takze w
przypadku bialek z glebokim weztem moze wynika¢ z procesu ewolucji (selekcji specyficznej
sekwencji), ktory zapewnilby biatkkom wezlowym efektywny proces zwijania, podczas gdy proces
przyspieszonej denaturacji wynikajacy z relatywnie matej liczby stabilizujacych natywnych
oddziatywan bylby chroniony przez wigzy topologiczne.

IV. C Krajobraz energetyczny bialek z lassami

Biatka z lassami stanowia kolejna grupa zapgtlonych biomolekut. Analiza tych bialek w stanie
utlenionym i1 zredukowanym (odpowiadajacych odpowiednio obecnosci lub brakowi lassa) jest
waznym narzg¢dziem, ktore pozwala zrozumie¢ rowniez pewne wlasnosci biatek z weztami.

W pracach [H4,H13], analizujac bialka o tym samym foldzie zawierajace (w pigciu
przypadkach) pojedyncze lasso typu L;, lub (w trzech przypadkach) nie zawierajace motywu lassa,
wykazatam, ze krajobraz energetyczny biatek lassowych jest minimalnie sfrustrowany. Natywne
kontakty okazuja si¢ wystarczajace do pokonania topologicznej bariery, ktora w przypadku lass
odpowiada przeciagnigciu konca biatka przez zamknigta kowalencyjna petle. Na podstawie
opracowanych przeze mnie narzedzi do analizy geometrii lass pokazatam, iz podczas pokonywania
bariery topologicznej, wraz ze wzrostem dlugosci zamknigtej petli, konformacja przeciaganego
konca zmienia si¢ z zagigtej (przypominajacej slipknot) do wyprostowanej (ang. ,,plug’). Pokonanie
topologicznej bariery jest elementem determinujacym czas oraz prawdopodobienstwo zwinigcia.

Szeroka analiza (przy uzyciu modelu SBM w reprezentacji wegli Ca oraz pelnoatomowej)
pojedynczego biatka (leptyny) pokazata [H4], iz krajobrazy energetyczne oraz §ciezki zwijania dla
biatka w stanie zredukowanym oraz utlenionym sa zaskakujaco do siebie podobne. Z kolei
porownanie wynikow doswiadczalnych 1 teoretycznych pokazalo niedoszacowanie proporcji
pomigdzy wielkoscia bariery energii swobodnej w funkcji liczby kontaktow dla trzech ukladow:
zredukowanego bez mozliwosci tworzenia mostka w procesie zwijania/rozwijania, zredukowanego z
mozliwos$cia utworzenia mostka, oraz utlenionego (dla ktéorego mostek istnieje podczas catego
procesu symulacji). Réznica ta prawdopodobnie wynika z faktu, iz liczba natywnych kontaktow Q
nie moze by¢ uzyta jako wspotrzedna reakcji do opisu krajobrazu energetycznego biatek o
nietrywialnej topologii. Jest to zgodne z wynikami pracy [H2], w ktoérej na podstawie analizy
zwijania zawegzlonego biatka wykazatam, iz liczba kontaktéw Q rzeczywiscie nie moze by¢
wykorzystana do wyznaczenia stanu przejSciowego.
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Podsumowujac, otrzymane wyniki pokazuja, iz takze w przypadku biatek lassowych ewolucja
zaprojektowata minimalnie sfrustrowana sekwencjg, a w konsekwencji gladki krajobraz
energetyczny. Ponadto proces zwijania jest zlozonym procesem, ktory moze by¢ badany modelem
SBM, jednakze poprawny opis stanu przejsciowego wymaga uzycia wspotrzednych innych niz
liczba natywnych kontaktéw Q czy tez $rednie kwadratowe odchylenie (RMSD). Role takich
wspotrzednych moze odgrywac rozwazany w pracy [H1] rozmiar powierzchni minimalne;.

V  Krajobraz energetyczny — rozwijanie i rozplatywanie wezlow oraz
slipknotow

W powyzszych rozdziatach przedstawilam wtasnosci krajobrazu energetycznego z punktu
widzenia kinetyki i termodynamiki zwijania biatek. W obecnym rozdziale omowi¢ wtasnosci
krajobrazu energetycznego z perspektywy rozwijania i1 konformacji biatkka w warunkach
zdenaturowanych. Na podstawie symulacji komputerowych i danych doswiadczalnych wykaze [HS],
iz rozsuplanie biatka jest skomplikowanym procesem (co potwierdza fakt, iz wciaz nie zostal on
zrealizowany doswiadczalnie). Niemniej jednak, na podstawie teoretycznej analizy procesu
mechanicznego rozciagania przedstawi¢ model rozsuptywania wezta w biatku [H15]. Ponadto
wykazg istnienie quasi-stabilnego stanu w biatku ze slipknotem [H18].

V. A Zawezlone bialka w stanie zdenaturowanym oraz model ich rozwigzywnia

Termiczna oraz chemiczna denaturacja biatka sa bardzo waznymi procesami, wiazacymi
unikalna aktywna biologicznie konformacje¢ biatka ze stanem kigbka statystycznego. Badanie tych
procesOw wymaga spelnienia warunku odwracalno$ci denaturacji. W przypadku biatek o trywialnej
topologii warunek ten moze nie by¢ spetniony jesli wystapi zjawisko agregaciji.

W pracy [H12] na podstawie szerokich badan dos§wiadczalnych i teoretycznych wykazatam, iz
rozwe¢zlenie biatka jest procesem blokujacym odwracalng denaturacje. Analiza danych kinetycznych
otrzymanych z symulacji komputerowych, w ktorych topologia moze by¢ jednoznacznie okreslona,
pokazata, iz rozwijanie jest procesem co najmniej trzyetapowym. Ostatnim etapem takiego procesu
zawsze jest zacisnigcie si¢ wezta w okolicach jego natywnego polozenia. Czas rozsuptania jest co
najmniej o rzad wielkosci wolniejszy niz rozwijania. Zaobserwowana do$wiadczalnie podczas
chemicznej denaturacji petla histerezy wynika z istnienia dwoch mozliwych proceséw zwijania: albo
ze stanu zdenaturowanego ale zawezlonego, albo tez (cho¢ bardzo rzadko) =ze stanu
zdenaturowanego i1 rozw¢zlonego. Wyniki te jednoznacznie pokazuja, iz (niestety) unikalng cecha
biatek zawezlonych (z glebokim weztem) jest zachowanie wezta w stanie zdenaturowanym.
Whiosek ten zostal ostatnio posrednio potwierdzony przez niezalezne badania eksperymentalne
przeprowadzone przez prof. S. Jackson (Cambridge University).

Przedmiotem pracy [H15] bylo skonstruowanie teoretycznego modelu mechanicznego
rozciagania, okreslajacego prawdopodobienstwo rozsuptania biatka z rodziny SpoUT. Podstawowa
zaleta metody mechanicznego rozciagania jest obnizenie bariery energii swobodnej (przy spetnieniu
zatozenia, iz kierunek rozciagania jest zgodny z naturalnym, termodynamicznym ukladem
wspotrzednych), a w konsekwencji znacznie skuteczniejsze przeszukiwanie krajobrazu
energetycznego 1 wyznaczenie statystyki badanego zjawiska, ktéra pozwala na wyznaczenie
wszystkich stanow przejsciowych. W pracy [H15] na podstawie analizy wynikéw symulacji — w
modelu SBM — rozciagania biatka z wezlem w réznych kierunkach, poprzez wybor réznych par
aminokwasow za ktore bialko jest rozciagane, w szerokim zakresie temperatur oraz predkosci
rozciagania, wyznaczytam prawdopodobienstwo rozwezlenia biatka. Ponadto zaproponowatam
og6lny wzoér okreslajacy prawdopodobienstwo rozsuptania bialek z rodziny SpoUT w wyniku
mechanicznego rozciggania. Opracowany model ma kluczowe znaczenie dla dalszych prac



24

doswiadczalnych przy uzyciu metod AFM i szczypcoéw optycznych, ktore powinny doprowadzi¢ do
opracowania skutecznej techniki rozwiazywania weztéw w biatkach.

V. B Unikalne metastabilne wlasnosci bialek slipknotowych

Z matematycznego punktu widzenia slipknot ma trywialna topologi¢ i wydawac by si¢ mogto,
iz pociagnigcie za jego konce spowoduje rozciagnigcie catej struktury do postaci prostego odcinka.
W pracy [H18] modelujac teoretycznie (w modelu SBM) proces rozciagania biatka ze slipknotem z
réznymi sitami pokazalam, iz oprocz petnego rozciagnigcia slipknota mozliwe jest takze osiagnigcie
konfiguracji, w ktorej slipknot jest zakleszczony. W szczegdlnosci pokazatam, w jaki sposob
osiagnigcie jednej z tych konfiguracji (rozciagnigtej lub zakleszczonej) determinowane jest przez
parametry rozciagania, takie jak jego kierunek oraz miejsce zaczepienia, wartosci sity rozciagajacej
oraz predkosci ciagnigcia. Wykazatam tez, iz w przypadku duzej predkosci lub sity rozciagania
mozliwy jest dwuetapowy proces prowadzacy do pelnego rozciagnigcia biatka, w ktorym pojawia sie
stan posredni (metastabilny) z zakleszczonym slipknotem, charakteryzujacy si¢ duza sita oporu lub
dlugim okresem czasu oczekwania na przejscie do kolejnego stanu. Taki dwuetapowy proces
rozwijania moze by¢ opisany réwnaniem Bella. Ponadto na podstawie analizy energii wygigcia,
gictkosci tancucha, oraz sily tarcia tancucha peptydowego w slipknotowej i wezlowej petli
skonstruowatam teoretyczny model opisujacy warunki konieczne do pojawienia si¢ stanu
metastabilnego. Nalezy podkresli¢, iz powyzsze wyniki zostaly potwierdzone doswiadczalnie (30)
przez grupg prof. Hongbin Li (University of British Columbia, Canada). Mimo Ze ten teoretyczny
model zostal sformutowany dla biatek globularnych, stanowi on takze cenne narze¢dzie badan nad
biatkami membranowymi, ktorych znaczna cz¢$¢ posiada konformacje slipknota.
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Opis osiagnie¢ przedstawionych w powyzszych publikacjach

Moje pozostale osiagnigcia przedstawione sa w publikacjach [1-13], jednym rozdziale w
ksiazce [14] oraz opracowaniach pokonferencyjnych i przegladowych wymienionych powyzej. Prace
te sa poswigcone czterem zagadnieniom: i) przewidywaniu struktury biatek [1]; ii) konstrukcji
modeli gruboziarnistych oraz ich zastosowaniu do analizy wlasno$ci mechanicznych biatek [2-10];
ii1) zastosowaniu modeli gruboziarnistych do analizy proceséw termodynamicznych w biatkach [11-
12]; iv) wlasnosciom wiskoelastycznym polimeréw [13]. Otrzymane przeze mnie wyniki dotyczace
tych zagadnien podsumowane sa ponizej.

i) Przewidywanie struktury bialek

Aby zrealizowa¢ swoja biologiczna funkcj¢ biatka musza przyjaé S$cisle okreslona,
trojwymiarowa strukturg. Struktura ta moze by¢ wyznaczona do$wiadczalnie, jednakze wciaz
znacznie wigcej poznanych jest jedynie sekwencji aminokwaséw tworzacych biatka, niz
trojwymiarowych funkcjonalnych konfiguracji. Z powodu ogromnych kosztéw zwiazanych z
doswiadczalng identyfikacja struktur biatek, zasadnym jest modelowanie takich konfiguracji
teoretycznymi metodami bioinformatycznymi. Metody te calkiem dobrze przewiduja struktury
przestrzenne bialek na podstawie znajomosci ich homologicznej sekwencji oraz foldu, o czym
swiadcza m.in. wyniki migdzynarodowych zawodow The Critical Assessment of protein Structure
Prediction (CASP).

W pracy [1] skonstruowatam nowa, efektywna hybrydowa metode DCA-fold do
przewidywania struktury przestrzennej bialek. Podstawa tej metody jest opracowanie zaskakujaco
skutecznej techniki do przewidywania oddzialtywania migdzy parami aminokwasow, na podstawie
koewolucji par aminokwaséw w sekwencji biatek homologicznych, analizowanej technikami DCA
(,,Direct Coupling Analysis”). Mimo ze podobne techniki bazujace na koewolucji aminokwasow
byly juz wczesniej stosowane, dopiero metody DCA pozwolity na przewidzenie od 50 do 300
nielokalnych kontaktow z doktadnoscia 70-80%. W pracy [1] stworzytam metod¢ hybrydowa DCA-
fold, oparta o model gruboziarnisty oraz technik¢ DCA, do przewidywania nielokalnych
oddziatywan. Ponadto wyprowadzitam potencjaty statystyczne do opisu charakteru oddziatywan
dalekozasiggowych przewidzianych technika DCA. Strukturg lokalng przewidziatam na podstawie
potencjatow statystycznych dla katéw (psi, phi) oraz korzystajac z graficznych metod obrazowania
macierzy kontaktéw. Na podstawie skonstruowanego modelu przewidziatam struktury biatek w
zakresie 1-3 A (RMSD od stanu krystalicznego) dla biatek jednodomenowych o $redniej liczbie 150
aminokwasow.

Warto zauwazy¢, iz praca [1] jest jedna z dwdch pierwszych w tej dziedzinie, a metoda DCA
jest obecnie szeroko stosowana i wciaz rozwijana. Praca [1] zostala przeczytana ponad 9000 razy
wedtug bazy danych PNAS, a zacytowana od roku 2013 ponad 70 razy.

ii) Dynamika molekularna, mechaniczne rozwijanie i wlasnosci mechaniczne bialek

Drogi jakimi zwijaja i rozwijaja si¢ biatka, mimo ze w duzym stopniu poznane na podstawie
analizy proceséw termodynamicznych, dla wigkszosci bialek nadal nie sa wyznaczone. Proces
zwijania i rozwijania biatek moze odbywac si¢ w skalach czasowych rzedu od milisekund do minut.
Symulowanie spontanicznego zwijania bialka w czasie minut niestety jest obecnie poza zasiggiem
wydajno$ci  komputeréw.  Alternatywnym  podejsciem do  poznania  mechanizmow
zwijania/rozwijania biatek sa techniki ich mechanicznego rozciagania, ktorych modelowanie w
symulacjach komputerowych pozwala na skrocenie czaséw osiagnigcia danego stanu o kilka rzedow
wielko$ci. Ponadto doswiadczalnie procesy rozciagania moga by¢ przeprowadzone dla pojedynczej
molekuty bialka.
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Otrzymane przeze mnie wyniki okreslajace krajobraz energetyczny bialek, uzyskane na
podstawie symulacji ich mechanicznego rozwijania, przedstawione sa w cyklu prac [2-10]. W
ramach tego cyklu skonstruowatam optymalny model gruboziarnisty typu Go do badania
mechanicznego rozwijania bialek, scharakteryzowalam przy jego pomocy wiasnosci mechaniczne
17134 biatek zdeponowanych w PDB, oraz wylonitam najbardziej ,,oporne” mechanicznie biatka.
Optymalny model Go wylonitam sposréd 54 skonstruowanych przeze mnie modeli, ktorymi
zbadalam wtasnosci mechaniczne klikudziesigciu biatek, a nastgpnie pordwnatam je z danymi
doswiadczalnymi. Wyniki tych badan sa zawarte w publikacjach [6,8]. W publikacji [10] dokonatam
pierwszego na $wiecie teoretycznego, przekrojowego przegladu wlasno$ci mechanicznych biatek,
obejmujacego 17134 struktury. Na podstawie otrzymanych wynikow wylonitam 134 najbardziej
oporne mechanicznie biatka oraz wyznaczylam ksztatt ich ,,mechanicznych imadet”, czyli motywow
geometrycznych odpowiedzialnych za duza stabilno$¢ struktury biatka. W pracach [8,9] ulepszytam
opracowany model i rozszerzylam przeglad o kolejne tysiac biatek. Ponadto w pracy [8]
zidentyfikowatam najbardziej mechanicznie oporne biatko sposrod tych o znanej strukturze
przestrzennej, a w pracy [3] wraz z grupa dos$wiadczalnikow wykazalam poprawno$¢ otrzymanych
wynikow doswiadczalnie. W pracy [8] zidentyfikowatam takze nowy geometryczny motyw, ktory
jest odpowiedzialny za wyjatkowo duzy opoér mechaniczny. Wyzej wymienione prace doprowadzily
do stworzenia przeze mnie internetowej bazy danych charakteryzujacej wilasnosci mechaniczne
biatek o znanej strukturze przestrzennej ,,Bio-molecule Streching Database” (BSDB), ktora jest
dostgpna pod adresem http://jowisz.ifpan.edu.pl/BSDB/. Baza BSDB jest obecnie powszechnie
uzywana przez teoretykow i do§wiadczalnikow do okreslenia wlasno$ci mechanicznych biatek.

W pracy [7] zbudowatam model hybrydowy do analizy wszystkich zmian konformacyjnych w
duzych biomolekutach, ktérych struktury w stanie przejsciowym sa stabo dostepne ze wzgledu na
dlugie czasy ich symulowania, i ktérych analiza w modelach pelnoatomowych jest obecnie poza
zasiggiem nawet najszybszych komputeréw. Otrzymany model wykorzystuje stany przej$ciowe
wyznaczone podczas mechanicznego rozwijania w modelu Go, a nastgpnie przewiduje kolejne
mozliwe rozwini¢cia biatka na podstawie amplitud fluktuacji wyznaczonych modelem Gaussian
Network Model (GNM).

Publikacja [2] poswigcona jest zastosowaniu techniki szczypiec optycznych do analizy
mechanicznego rozwijania bialek. Niesamowity postep w ostatnich kilku latach w rozdzielczosci
techniki szczypiec optycznych umozliwia obecnie pomiar mechanicznego rozwijania niemalze na
poziomie termicznych fluktuacji, ktore sa odpowiedzialne za zrywanie pojedynczych wigzan
wodorowych w biatku. W pracy [2] wykazalam rdéznice pomigdzy interpretacja danych
doswiadczalnych 1 teoretycznych (otrzymanych w symulacjach komputerowych). W pracy tej
opracowatam takze teoretyczny model do analizy danych doswiadczalnych otrzymanych w
przelomowym doswiadczeniu ilustrujacym zastosowanie szczypiec optycznych do wyznaczania
sciezek zwijania biatka, wykonanym w grupie prof. Riefa (Technische Universitit Muenchen,
Germany), autora stynnej pracy ,,Full distance-resolved folding energy landscape of one single
protein molecule”, PNAS (2010), 107, 5, 2013-2018.

W pracy [10] na podstawie symulacji komputerowych dwudziestu biatek o nietrywialnej
topologii wykazatam, iz proces mechanicznego rozwijania biatek zawezlonych jest znaczaco rozny
od zawezlonych hompolimeréw. Ponadto pokazalam, iz proces zaciskania wezta (podczas
rozciagania biatka) odbywa si¢ skokowo, a rozktad czas6w moze by¢ opisany skokami Levy’ego.
Analizujac geometri¢ biatka wykazatam, iz miejsca skokéw sa skorelowane z ostrymi zakrgtami w
tancuchu biatkowym, a wezet zaciska si¢ w natywnym obszarze. Wyniki tych badan zostaty obecnie
potwierdzone przez prace teoretyczne stosujace modele gruboziarniste prowadzone przez prof.
Szymczaka (Uniwersytet Warszawski), wyniki symulacji w modelach pelnoatomowych otrzymane
przez prof. Dziubiella (Humboldt-University of Berlin, Germany), oraz wyniki do$wiadczalne
otrzymane przez prof. Riefa (Technische Universitdt Muenchen, Germany).
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iii} Zastosowanie modeli gruboziarnistych do analizy proceséw termodynamicznych w
bialkach

W pracach [11,12] zbadatam wplyw zastosowania uproszczonego modelu bazujacego na stanie
natywnym biatka na mechanizmy spontanicznego zwijania, rozwijania i mechanicznego rozwijania
biatlek oraz poréwnalam je do wynikéw pochodzacych z symulacji pelnoatomowych lub badarn
doswiadczalnych. W pracy [11], na podstawie wszechstronnych symulacji proceséw rozwijania
biatek, okreslitam definicje czaséw rozwijania oraz pokazatam, ze wraz z obnizaniem temperatury
ich wartos¢ rognie szybciej niz wynikaloby to z prawa Arrheniusa. Ponadto analizujac krajobraz
formowania i pekania kontaktow pokazalam, iz ponizej charakteryztycznej temperatury dlugie czasy
zwijania pojedynczych elementéw biatka antykoreluja si¢ z krétkimi czasami rozwijania tych
samych struktur (podczas symulacji proceséw rozwijania). W pracy [12] wykazalam, ze kryteria:
wartos¢ sredniego kwadratowego odchylenia od stanu natywnego oraz liczba natywnych kontatkow
sa niewystarczajace aby poprawnie oceni¢ zwinigcie biatka w modelu gruboziarnistym zbudowanym
wylacznie z wegli Ca. Kryteria te nie sg czule np. na zta (odwrotng niz natywna) chiralnosé¢ helisy.
W tej samej pracy pokazatam, iz rozwiazaniem tego problemu jest wprowadzenie np. dodatkowego
potencjatu chiralnosciowego do hamiltonianu w modelu gruboziarnistym lub uwzglednienie w
modelu gruboziarnistym wegli CP (pierwszy atom w grupie bocznej aminokwasu) wymuszajacych
natywna skretnos¢ bialka.

iv) Wlasciwosci wiskoelastyczne polimeréw

W pracy [13] zbadalam fluktuacje mikroczastek w wiskoelastycznym roztworze polimerdw,
wykonujac seri¢ pomiaréw doswiadczalnych za pomoca optycznych szczypiec. Ponadto w pracy tej
skonstruowatam i zaprogramowalam model do analizy korelacji fluktuacji dwéch mikroczasteczek.
Obecnie pomiary za pomoca dwoch optycznych szczypczykéw sa powszechnie prowadzone w
ramach badania procesow rozwijania RNA i bialek.



