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Streszczenie: Biatka s; podstawowymi sktadnikandywych komdrek. Prawidlowe rozumienie cech ich stmykprzestrzennej jest
kluczowe dla zrozumienia ich funkcjonowania w oigarachzywych. Biatka mag przebywd w czterech wyrinionych stanach organizacii
struktury przestrzennej: upardkowanym, stopionej globuli, pre-stopionej globudiebka statystycznego. Funkcje biatek mbg zwigzane

z kadym tych standw, a co waejsze, z przégiami pomgdzy tymi stanami.

Znaczca liczba bialek w przyrodzie zbudowana jest z maieisy rejondw uporzlkowanych oraz samoistnie nieupgtkowanych, ktére
pelnig waene role w procesach przekazu sygnatu, regulacjluciomadrkowego i wielu innych. Standardowe pédejdo racjonalnego
projektowania lekow nie sprawdzagsiv przypadku biatek samoistnie nieupatzowanych (IDPs) i wymaga zmodyfikowanej strategii
postpowania. Jednym z atrakcyjnych celow terapeutydengta przemystu farmaceutycznegg &rotkie fragmenty lécucha
aminokwasowego peffge funkcje elementdéw rozpoznawania molekularneguR{4), ktére porakujy swojy strukture w rénorodnych i
licznych oddziatywaniach z innymi biatkami. Chaeskstyczg cecly MoRFs-Ow jest ich este wystpowanie w rejonach samoistnie
nieuporzdkowanych tacucha polipeptydowego.

Stowa kluczowe: elementy rozpoznawania molekularnego, oddziatywabiatko biatko, faldowanie biatek, cechy sekwencji
aminokwasowej biatek

The two faces of the proteins structure Applicabn of knowledge about intrinsically disordered
proteins in rational drug design

Abstarct: Proteins are an essential component of living céfleper understanding of the properties of themusture is crucial to
understanding their function in nature. The progeand their fragments may exist in four statestrofcture organization: ordered, molten
globule, pre molten globule and random coil. Thetipalar function of proteins depend on any ondhase states or a transition between
them. A significant proportion of proteins in natuis composed of a mixture of ordered and intris$jcdisordered regions, that fulfil
important roles in the processes like signal trarin, cell cycle regulation and many others. Btendard approach for rational drug
design does not work for intrinsically disorderedteins (IDPs) and requires modified strategiesrtRarmore, the majority of proteins with
long intrinsically disordered regions (IDRs) useoghmolecular recognition elements (MoRFs), whictdergo transition from disorder to
order state and adopt various structures in numerprotein protein interactions. These interactiame an attractive therapeutic target for
the pharmaceutical industry in the process of naéiibdrug design.

Keywords: molecular recognition features, protein proteindrections, protein folding, amino acid sequenceperties of proteins.
struktura przestrzenna determinowana jest, po pBEsw

Biatka, dtugie polikondensaty aminokwasow,a s  przez sekwengjbudupcych je stosunkowo nielicznych, bo
jednymi z gtéwnych sktadnikéw organizm@wywych. Ich dwudziestu reszt aminokwasowych, o zmgch
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wlasciwosciach. Z  kolei  wewgtrz  tancuchowe
oddziatywania aminokwaséw w biatku oklaa, ktére
struktury drugorgdowe g lokalnie preferowane przez dany
fragment tacucha polipeptydowego. Drugim czynnikiem,
ktéry determinuje struktgr przestrzenp biatek, jest
srodowisko, w ktérym wysipuja. To, jakie oddziatywania z
otoczeniem s maozliwe, ma ogromny wptyw na ich
struktue przestrzenp Nalery zwrdcié uwag: na fakt, # w
réznych przedziatach komérkowych pagujodmienne
warunki srodowiska. Nawet subtelne adice w skladzie i
stezeniach wspoétwysgpujacych biatek, jondw, ko faktoréw
mog mie¢ znaczenie, dlatego struktura przestrzenna
danego biatka w kalym z nich mae by nieco inna.
Struktura przestrzennankeucha polipeptydowego me by
organizowana na dwa  przeciwstawne  sposoby:
uporzdkowany i samoistnie nieupadkowany. W
pierwszym przypadku, waroi katbw Ramachandrana w
tancuchu polipeptydowym i poienia t@cuchéw bocznych
reszt aminokwasowych ulegaj nieizotropowym,
oscylupcym zmianom o niskich amplitudach w swoim
lokalnym gsiedztwie. § tez charakteryzowane poprzez
rownowagowe potzenia atoméw definiowane jako ich
srednie wartéci liczone po czasie. Zmiany w pakeniach
atoméw powodowaneprzez ruchy termiczne i niewielkie
kooperatywne zmiany konformacyjne w lokalnym
sgsiedztwie facucha polipeptydowego.

function.
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Rysunek 1 Model kwartetu biatkowego. Biatka w przyrodzie
mog wystepowa w czterech stanach konformacyjnej organizaciji
struktury przestrzennej: w stanieclika statystycznego, pre-
stopionej globuli, stopionej globuli i w stanie upgdkowanym.
Kazdy z nich mae by stanem natywnym biatka lub jego rejonu.
Pojedyncza funkcja biatka me wynika z ktdregokolwiek z tych
stanéw, a co wtej z dowolnego z prz& pomiedzy nimi [2].

Natomiast nieupoglkowany taécuch polipeptydowy ulega
przypadkowym szybkim przgiom pomédzy wieloma
réznymi konformacjami, ktore mi® przypé, tworzc
dynamiczm strukturalm calasé. W przypadku takiej
organizacji struktury przestrzennej pozycje atoméw
wartasci katdbw Ramachandranafteucha polipeptydowego
zmieniap si¢ w czasie, bez konkretnych réwnowagowych
wartasci. To, ktory z tych sposobéwetizie dominowat w
strukturze przestrzennej danego biatka zaled stosunku
wypadkowego tadunku teucha polipeptydowego i jego
hydrofobowdci. Oddziatywania hydrofobowe i zjawisko
kolapsu hydrofobowego jest odpowiedzialne za
porzzdkowanie struktury przestrzennej biatka, natomiast
elektrostatyczne odpychae oddziatywania jednoimiennie
natadowanych grup bocznych aminokwaséwpszyczyn,
dla ktorej tacuch polipeptydowy pozostaje samoistnie
nieuporadkowany [1]. Cale kontinuum nibwych
sposobdéw organizacji struktury przestrzenneficteeha
polipeptydowego, przedstawione na rysunku 1.zenty
podziel¢ zasadniczo na cztery stany, w Kkolgjio
malegcego nieupormdkowania: stan kbka statystycznego,
pre stopionej globuli, stopionej globuli i stan
uporzdkowany. Kady z wymienionych stanow biatka
moze by jego stanem natywnym, co ¢gej w czasie
Swojego istnienia me ono natywnie przyjmowawiecej
niz jeden stan organizacji struktury przestrzennej.
Kluczowym aspektem modelu kwartetu biatkowego jest
fakt, iz pojedyncza funkcja biatka me wynika& z
ktéregokolwiek z tych stanéw, a tak z dowolnego z
przegé pomigdzy tymi stanami [2]. Biatka, ktérychfauch
polipeptydowy w przewzjacej czsci pozostaje
nieuporadkowany nazywamy biatkami  samoistnie
nieuporadkowanymi (intrinsically disordered proteins,
IDPs) [3]. Nieustajce zmiany struktury przestrzennej
samoistnie nieupogekowanego tacucha peptydowegoas
zazwyczaj niekooperatywne i przypadkowe. Takie
zachowanie acucha aminokwasowego nie wyklucza
jednak istnienia i pojawiania ¢ilokalnie nietrwatych
struktur drugorgdowych i topologii przestrzennych.
Fluktuujpa one powstajc i rozpadajc si w warunkach
braku stabilizujcych je oddziatywa Ich chwilowe
wystepowanie jest jednak kluczowe dla petnienia wielu
biologicznie istotnych funkcji przez biatka o sastaie
nieuporadkowane] strukturzeRejony o uporgdkowanej
strukturze odpowiadajprzede wszystkim za aktywto
enzymatycza biatek, petma réwniez role elementéw
strukturalnych  organizméw zywych, tworz wielo
podjednostkowe kompleksy lub elementy transbtondive.
odré&nieniu od nich rejony o samoistnie nieupmizowanej
strukturze petni gtéwnie funkcje rozpoznawania
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molekularnego, przekazywania sygnatow i stanawiejsca
potranslacyjnych modyfikacji [4]. Kale biatko podczas
biosyntezy na rybosomie powstaje w formiecbikda
statystycznego. W trakcie lub po zakaeniu translacji
moze ono ulec zwiriciu i przyja¢ dobrze zdefiniowan
uporadkowary struktug przestrzeng lub pozosta w
stanie samoistnego nieupgdkowania. Proces fatdowania
biatka czsto jest stowarzyszony z potranslacyjnymi
modyfikacjami, transportem do innych kompartymentow
komorkowych, wazaniem ligandéw i kofaktorow. Kade z
tych zdarzé moze mig€ istotne znaczenie dla
prawidiowego fatldowania biatka i przyjmowanej przez
niego struktury przestrzennej.

Biatka peiny wiele funkcji oddziatyc i tworzc
kompleksy z innymi biatkami. Klasycznie takie
oddziatywanie wyobrzamy sobie jakogczenie si w catGé

co najmniej dwéch bialek o dobrze zdefiniowanej
komplementarnej strukturze przestrzennej, jak wpaku
komplekséw tworzonych przez biatka globularne.
Uporzdkowane kompleksy potrafi tworzy¢ réwniez
biatkka, ktére po translacji pozosiaj samoistnie
nieuporadkowane i dopiero po spotkaniu swojego
molekularnego partnera ulegajwraz z nim wspo6t
faldowaniu i razem przybiergj scisle zdefiniowan
struktug przestrzeng [5]. IDPs bardzo asto wiza Sie
takze do uporzdkowanych biatek. Mechanizm takiego
oddziatywania, przedstawiony na rysunku 2., polega
strukturyzacji jednego lub kilku krétkich odcinkéw
sekwencji aminokwasowych, nazywanych elementami
molekularnego rozpoznawania (Molecular recognition
features, MoRFs), znajdgych s& wewmtrz dhugich
nieuporadkowanych rejonéw (Intrinsically disordered
regions, IDR) [5, 6].
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Rysunek Té&hemat wjzania s¢ MoRFs do jego partnera
molekularnego. IDPs wykorzystujjeden lub kilka krotkich
odcinkéw sekwencji aminokwasowych wextiz dtugich rejonéw
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nieuporadkowanych, ktérych struktura ulega pgakowaniu
podczas wizania najcgsciej do rowka w powierzchni partnera

Kompleksy powstate w taki sposObestn posiadaj
flankujace lub spinajce rejony o nieuposdkowanej
strukturze [7]. Co wane, jeden MORF me& wigzat wiele
réznych partnerébw, na e sposoby. MoRFs w
kompleksach mag przybiera rane formy struktur
drugorzdowych: [1 helikalne, arkuszel, nieregularne lub
ich kombinacje. MoRFs mma skutecznie identyfikowana
podstawie analizy sekwencji aminokwasowej [6]. Tjava
prace nad stworzeniem automatycznych algorytmow
przewidupcych rodzaje tworzonych struktur
drugorzdowych [8]. Whzanie MoRFs do ich partneréw
charakteryzuje si wysolky specyficznécia, ale niskim
powinowactwem [5].

W literaturze opisano réwnie bardziej skomplikowane

mechanizmy oddziatywania biatek samoistnie
nieuporadkowanych. Przyktadem jest dziewiokrotnie
fosforyzowane biatko Sicl, ktérego 4dm reszta

fosforanowa jest potencjalnym miejscemaxrénia biatka
cdc4. Te rébwno cenne motywy yiice konkurug ze sob o
miejsce wizania w uporgdkowanym partnerze, take w
danej chwili, tylko jeden z nich jest trwale zmany.
Powstaje kompleks w dynamicznym stanie réwnowagi,
stabilizowany przez stabe, daleko zgsiwe oddziatywania
elektrostatyczne  wszystkich reszt fosforanowych z
kieszeny wigzacy [5].

Istnienie kilku podobnych miejsc giacych w pojczeniu z
gietkg i dynamiczm struktug IDPs stwarza unikain
sytuacg, gdzie kade miejsce wjzania w biatku moe
oddziatyw& z kazdym potencjalnym motywem wdacym
partnera, z prawie rownym prawdopoddisisvem. Niskie
powinowactwo kadego oddziatywania z osobna sprawia,
ze nie § one trwale i uleggj czstemu rozpadowi i
odtwarzaniu. Dlatego tetakie ,rozmyte kompleksy” o nie
uporzdkowanej strukturze, nalg sobie wyobraa¢ jako
bardzo dynamiczne zespoly oddzialywaw ktorych
pojedyncze biatko nie prezentuje partnerowi jednego
miejsca wijzania, lecz raczej przypomina chraur
wigzacych oddziatywa [5, 9].

W racjonalnym projektowaniu lekéw na podstawie
zgromadzonych informacji o funkcji biatek i kwasow
nukleinowych w procesach biologicznych dokonuje si
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selekcji potencjalnych celéw terapeutycznych. Celem
terapeutycznym najezciej @ biatka, kwasy nukleinowe,
btony komoérkowe oraz ich kompleksy, na ktére, peprz

hamowanie lub wzmacnianie oklenej aktywndci
biologicznej dziala dany lek. Znajodo struktury
przestrzennej celu terapeutycznego pozwala na

wykorzystanie metod modelowania molekularnego w
projektowaniu lekéw. Powgza strategia jest dobrze
ugruntowana i powszechnie stosowana w przémy
farmaceutycznym i sprawdzaesiv przypadku biatek o
dobrze uporgdkowanej strukturze [10].

Opracowywanie citeczek wymierzonych w IDPs wymaga
stworzenia nowych i modyfikacji obecnie dgstych
technik racjonalnego projektowania lekow. Ma w tym
celu z powodzeniem wykorzystazgromadzoa wiedz o
IDPs, ktére z uwagi na dynamiczny charakter orgagjiz
struktury przestrzennej ,nie IuWdi krystalizowa. W
szczegOlnéci wystpujace w IDPs MoRFs, mgjogromne
znaczenie biologiczne, wygtujgce powszechnie w
proteomach eukariontéw, ¢#to biogce udziat w
patogenezie wielu chordb, naglagic idealnie na cele
terapeutyczne [6, 8].

Zidentyfikowane  MoRFs w  potencjalnym celu
terapeutycznym magpostwzy¢ do identyfikacji i izolacji
jego partneréw molekularnych. #bej mana podda
krystalizacji znalezione kompleksy i wykorzystpoznan
struktue w tradycyjnym, racjonalnym projektowaniu
lekéw. Co wicej, podczas wiania do biatka MoRFs e&
energii jest wykorzystana do padkowania ich struktury.
Z tego powodu, zaprojektowana geteczka leku, ju
dopasowana konformacyjnie do miejsca gaycego
powinna oddziatywasilniej niz naturalny ligand [8].
Obecnie istnigj co najmniej dwie strategie wykorzysjog
zgromadzog wiedz o IDPs i MoRFs. Idea obu opiera si
na blokowaniu wjzania MoRF z kieszefqiwigzacg ich
uporzdkowanego partnera. Pierwsza z tych strategii @oleg
na projektowaniu camteczki  n&ladujgcej  struktug
przestrzeng MoRF w kompleksie z jego upa@kowanym
partnerem. Podg&ie to w duej mierze bazuje na
klasycznej strategii racjonalnego projektowaniaiekgdy:
koncentruje s na znajoméci struktury przestrzennej
kompleksu MoRF z jego upadkowanym partnerem i
mimikrze struktury przestrzennej krotkiego peptydu
reprezentuyjcego MoRF [4, 8, 11, 12]. Ggtka taka ma za
zadanie wiza¢ sig silniej nz IDP do uporzdkowanego
partnera blokujc lub wywotupc okrelona aktywnagé
biologiczrg. Jako przyktad mma  przytoczy
zaprojektoway czasteczk blokujaca oddziatywanie biatek
Mdm2 i p53. Mdm2 blokuje aktywrdé p53 w procesie
supresji nowotworowej. Stworzonaasteczka o potencjale

leczniczym néaduje ksztaltem MoRF biatka p53,
odpowiadajcego za wjzanie do biatka MDMZ2 i silniej gi
naturalny ligand z nim oddziatuje. Stopielopasowania
strukturalnego do miejsca gziania w MDM2 syntetycznej
czgsteczki jest mniejszy, ale brak koniecgcio
porzzdkowania jej struktury powodujeze sumarycznie
entalpia swobodna wzania jest dla niej znagzo nizsza.
Ten przyklad wskazujeze nieuporzdkowanie tacucha
polipeptydowego MoORF nme by kluczowe, aby
zaprojektowd czsteczk, ktéra lkedzie od niego silnigj
wigzana [8, 13].

Drugie podejcie skupia si bezpdrednio na IDRs
wewnmgtrz  ktérych znajdy sie MoRFs. Polega na
projektowaniu cazsteczek, ktére specyficznie agipc s do
okreslonych sekwencji IDRs, wymuszajw nich sztuczne
uporzidkowanie  struktury przestrzennej (miejsgow
denaturagj takiego rejonu) i unieniiwiajgc tym samym
utworzenie kompleksu [12]. Dobrym przyktadem takieg
celu terapeutycznego jest biatko ¢ myc, gdyega ono
nadekspresji w wielu ludzkich nowotworach i regaldjra
liczbe waznych gendw oraz proceséw w komérce. Biatko to
heterodimeryzuje z biatkkiem Max. Oba biatka w
niezwigzanej formie g samoistnie nieupoggkowane, a ich
struktura ulega upogdkowaniu podczas tworzenia
heterodimeru.  Opracowano  kilkawmée  czsteczek
blokujacych dimeryzagj tych dwéch biatek. Charakteryzuje
je jednak niskie powinowactwo i staba specyficghgdyz
oddziatlup s$rednio z 6 innymi biatkami. Opracowanie
sposobu zwikszanie specyficzrioi i powinowactwa takich
czgsteczek jest wyzwaniem dla dalszego rozwoju metod
projektowania lekéw celagych w IDRs [12, 13].

Samoistne nieupogdkowanie struktury przestrzennej
bialek jest powszechne zaréwno w ludzkim jak i w
pozostatych eukariotycznych proteomach. Petni onelew
waznych funkcji na szlakach przekazu sygnatu i w psoee

kontroli cyklu komérkowego. Gt wiele biatek
powigzanych z réanymi patologicznymi procesami w
komérkach  posiada IDRs. Zastosowanie  metod

obliczeniowych opartych o wiedzo biatkach samoistnie
nieuporadkowanych  stanowi nowe podeie w
racjonalnym  projektowaniu  nowych lekéw. W
szczegolnéci oddziatywania biatko biatko wykorzystge
przefcie ze stanu samoistnie nieupgtkowanego do
uporzdkowanego stanowidoskonale cele terapeutyczne.
To nowe spojrzenie na racjonalne projektowanie Wweko
powinno w przysztéci zaowocowa opracowaniem nowych
czgsteczek kandydatéw do miana leku [4, 8, 11-13].
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