Sebastian Kmiecik
Warszawa, 18.09.2007
Wydział Chemii UW

Pracownia Teorii Biopolimerów
Autoreferat rozprawy doktorskiej
„Wieloskalowe modelowanie mechanizmów zwijania białek globularnych”
Promotor: prof. dr hab. Andrzej Koliński

Proces zwijania białek pozostaje jedną z najtrudniejszych zagadek biologii molekularnej. Wysiłki naukowców koncentrują się na próbach odpowiedzi na dwa pytania: jak przewidzieć trójwymiarową strukturę białka na podstawie jego sekwencji oraz jak wygląda mechanizm jego zwijania. Obecnie przypuszcza się, że zrozumienie zasad rządzących procesem zwijania, a tym samym ulepszenie algorytmów przewidujących strukturę białka, będzie możliwe po dokładnym poznaniu wszystkich następujących po sobie struktur jakie białko przyjmuje zwijając się do struktury natywnej. 

Zwijanie i rozwijanie białka to ważne procesy w żywej komórce. Temat ten cieszy się ostatnio dużym zainteresowaniem, nie tylko ze względu na jego podstawową rolę w prawidłowym funkcjonowaniu organizmów żywych, ale także na zwiększone zagrożenie chorobami wynikającymi z rozwijania, nieprawidłowego zwijania i agregacji białek. 
Znajomość struktury białek jest kluczowa dla zrozumienia na poziomie molekularnym mechanizmu działania białek, procesów immunologicznych i ścieżek metabolicznych. Od tego zależy postęp w medycynie, biologii oraz rozwój nowych biotechnologii. 

Doświadczalne wyznaczanie struktur przestrzennych zwiniętych form białek jest bardzo czasochłonne i kosztowne. Eksperymentalne wyznaczenie pośrednich form białka, jakie przyjmuje zwijając się do formy natywnej, jest nieporównanie bardziej trudne i skomplikowane. Stąd duże nadzieje pokłada się w teoretycznych metodach przewidywania struktur białkowych czy symulacji procesu zwijania.

W ciągu ostatnich 15 lat pokazano, że dobrze zaprojektowane zredukowane modele makromolekuł mogą być bardzo przydatnymi, a często jedynymi, narzędziami modelowania dużej skali, zarówno w odniesieniu do liczby atomów jak i czasu trwania procesu.

Celem przedstawionej pracy doktorskiej było zastosowanie modelu mezoskopowego (model CABS) w symulacji ścieżek zwijania białek globularnych oraz w przewidywaniu struktury białek w wysokiej rozdzielczości. Model CABS jest unikalnym na skalę światową modelem zredukowanym wysokiej rozdzielczości, który udowodnił swoją przydatność podczas eksperymentu CASP6 (ogólnoświatowy eksperyment mający na celu ocenę metod komputerowego przewidywania struktury białek). W toku realizacji tej pracy podjęto także wysiłki w kierunku wieloskalowego modelowania tj. przekształcenia zredukowanej postaci otrzymanych modeli w reprezentację pełnoatomową oraz ich selekcji i wygładzenia. 

W pracy pokazano, że potencjały statystyczne wyprowadzone na podstawie analizy struktur natywnych, mogą być z powodzeniem zastosowane do modelowania stanu zdenaturowanego. Jest to nietrywialna obserwacja, której zastosowanie otwiera nowe możliwości studiów nad strukturą i dynamiką większości białek dziś niedostępnych dla klasycznych metod badawczych ze względu na ich zbyt duży rozmiar. 


W pracy dokładnie zanalizowano i opisano ścieżkę zwijania trzech białek będących wzorcami eksperymentalnych i teoretycznych studiów nad mechanizmem zwijania: barnazę, inhibitor chymotrypsyny oraz domenę B1 proteiny G. W wykonanych przez autora symulacjach zespół otrzymanych struktur, od stanu zdenaturowanego, do struktur bliskich natywnej, dobrze odpowiada dostępnym badaniom eksperymentalnym i teoretycznym, oraz je uzupełnia. W przypadku inhibitora chymotrypsyny, zaobserwowany mechanizm polegał na kooperatywnym łączeniu się kolejnych substruktur co różni się nieco z dotychczasowym, wiodącym poglądem. Jednakże, identyczne podjednostki zostały ostatnio zaobserwowane w badaniach dynamiki molekularnej. W przypadku domeny B1 białka G o nieco podobnej do inhibitora chymotrypsyny topologii, zaobserwowano całkowicie odmienny mechanizm polegający na wczesnym tworzeniu zarodka zwijania i jego późniejszej konsolidacji, aż do powstania ciekłej globuli o topologii struktury natywnej. Co więcej, podano jednoznaczny opis powstawania i konsolidacji poszczególnych oddziaływań w obrębie zarodka zwijania. Wcześniej dokładnie te same reszty odpowiedzialne za tworzenie zarodka zwijania zostały zidentyfikowane w symulacjach bądź to opartych na potencjale wyprowadzonym na strukturze natywnej, bądź na danych eksperymentalnych na temat zwijania tego białka. Symulacje przeprowadzone przez autora, zostały wykonane bez najmniejszej informacji o trzeciorzędowej strukturze białka. W tym kontekście ciekawa wydaje się obserwacja, że za powstawanie pierwszych zaczątków struktury trzeciorzędowej, tym samym zarodka zwijania, odpowiedzialne są głównie oddziaływania grup bocznych obecne w strukturze natywnej.

Wykonane symulacje pokazują, że dzięki zastosowanemu modelowi dynamiki Monte Carlo możliwe jest śledzenie, na poziomie indywidualnych reszt, dynamiki procesów formowania struktury białek o niedostępnych dla klasycznych technik modelowania (dynamika molekularna) skalach czasowych.

W pracy tej, rozwinięto również techniki pozwalające na przełożenie zredukowanej struktury otrzymanych modeli na ich pełnoatomową reprezentację. Zaproponowano i przetestowano porównując z innymi metodami,  nową aplikację realizującą odbudowę łańcucha głównego na podstawie współrzędnych węgli alfa. Zaproponowano i przetestowano również nową metodę pozwalającą na wyselekcjonowanie struktur wysokiej rozdzielczości spośród nieco gorszych modeli. Nowością metody jest unieruchomienie węgli alfa podczas procesu krótkiej minimalizacji. Metoda ta pozwala także na poprawienie detali struktury, głównie upakowania grup bocznych. Zarówno algorytm odbudowujący łańcuch główny, jak i metoda oceny jakości i wygładzania modeli pozwalają na zastosowanie na masową skalę, jako elementy całkowicie automatycznych procedur przewidywania struktur białek. W takich właśnie automatycznych protokołach, upatruje się przyszłość nowej, energicznie rozwijającej się dziedziny zwanej genomiką strukturalną, mającej dostarczyć struktury białek na skalę całych genomów.

Zaproponowana w pracy metoda efektywnego badania mechanizmów zwijania białek globularnych, wraz z technikami pozwalającymi „przetłumaczyć” zgrubną białkową strukturę na jej pełnoatomowy odpowiednik, tworzy pełny schemat modelowania wieloskalowego w sensie zarówno badanych skal czasowych jak i różnych poziomów szczegółowości reprezentacji struktury.

Praca ta daje podstawy do dalszych badań w kierunku mezoskopowego modelowania wielkich układów biomakromolekularnych i przewidywania nie tylko ich struktury, ale i dynamiki.
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