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BIOINFORMATYKA STRUKTURALNA BIALEK TRANSBLONOWYCH

WPROWADZENIE

Bialka blonowe stanowia okoto 20-30%
naszego genomu. Jednak z powodu duzych
trudnosci w ich krystalizacji obecnie znanych
jest zaledwie 187 struktur bialek blonowych
(z mutantami tych samych bialek 457) (stan
na kwiecien 2009 r.). Wykres przedstawiaja-
cy wzrost liczby struktur biatek btonowych,
zdeponowanych w bazie Protein Data Bank
(PDB), jest przedstawiony na Ryc. 1. Jak wi-
da¢ z tego wykresu, wzrost jest wykladniczy,
co pozwala mie¢ nadzieje na szybkie uzyska-
nie znacznej liczby nowych struktur biatek
blonowych. Wzrost ten jest wynikiem zastoso-
wania w ostatnich latach nowych technik kry-
stalograficznych, w szczegélnosci mikroogni-
skowania, co pozwolilo zmniejszy¢ rozmiar
monokrysztalu biatka nawet do kilku mikro-
metréow. Nawet wtedy mozna otrzymac struk-
tury biatek o rozdzielczoSciach ponizej 2 A,
wymaganych do prawidlowego zidentyfikowa-
nia potozen wszystkich atomow ciezkich (czy-
li bez atoméw wodoru) w biatku. Mikroogni-
skowanie w mikrokrystalografii umozliwia po-
slugiwanie sie wiazka synchrotronowa o Sred-
nicy zaledwie 1 pum. W ten sposOb uzyskano
np. strukture bialka z rozdzielczoscia 1,5 A
dla krysztalu o objetosci 20 um? odpowiada-
jacej 2x10% komorek elementarnych. Dla tak
matych krysztalow prawie nie wystepuje efekt
zniszczenia sieci krystalicznej przez olbrzymie
nat¢zenie promieniowania rentgenowskiego
prawdopodobnie dlatego, ze wzbudzone foto-
elektrony moga tatwo wydostac¢ sie z matego
obszaru naswietlania.

Spektakularnym osiagni¢ciem nowej tech-
niki byto wuzyskanie w latach 2007-2008
struktur trzech receptorow GPCR (ang. G
protein coupled receptors — receptory sprze-
zone z biatlkiem G). Pierwszym, skrystalizo-
wanym juz w 2000 r., receptorem z tej nad-
rodziny (jak si¢ szacuje istnieje ponad 800
typoOw tych receptorow) byla rodopsyna
(PALCZEWSKI i wspotaut. 2000). Rodopsyna
wystepuje w duzych iloSciach w komoérkach
precikowych siatkowki oka, zatem otrzyma-
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Ryc. 1. Kumulatywna liczba struktur biatek bto-
nowych zdeponowanych w bazie Protein Data
Bank w poszczegélnych latach. Wg. http:/
blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.
html
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nie czystej rodopsyny bylo stosunkowo pro-
ste; trudnoS¢ sprawila jej krystalizacja. Inne
receptory GPCR wystepuja w bardzo ma-
tlych stezeniach w blonach komoérkowych,
przewaznie w rejonach synaps, dlatego tez
mozna je uzyska¢ w wiekszych iloSciach tyl-
ko na drodze biotechnologicznej. Receptory
te bardzo stabo krystalizuja, ale ta trudnoS¢
zostala pokonana przez mikrokrystalografie,
natomiast biotechnologia dostarczyla metod
pozwalajacych uzyska¢ mutanty badanych
biatek, ktore sa bardziej stabilne w detergen-
tach (detergenty sa niezbedne do usuniecia
blony), a wiec rowniez bardziej sklonne do
krystalizacji w postaci dobrze wyksztatlconych
mikrokrysztalow (SERRANO-VEGA i wspolaut.
2008). W ten sposOb otrzymano struktury
dwoch receptorOw adrenergicznych (B AR
i B,AR) oraz strukture receptora adenozyno-
wego A, R.

Inna obiecujaca technika do otrzymywa-
nia struktur biatek blonowych jest cryo-EM
(ang. cryo-electron microscopy — niskotempe-
raturowa mikroskopia elektronowa). Metoda
ta moze byc¢ zastosowana do krysztalow 2D
(dwuwymiarowych — np. pojedyncza warstwa
molekul biatka w ptlaskiej blonie komorko-
wej), ktore latwiej otrzymac niz monokrysz

taly. Poza tym takie bialka w krysztale 2D sa
wciaz w blonie komorkowej, a wiec posia-
daja strukture bardziej zblizona do natywnej
niz w krysztale. Takze kontakty miedzy sa-
siednimi molekutami biatka odzwierciedlaja
w znacznym stopniu kontakty natywne. Nie-
stety, typowe rozdzielczosci dla tej metody
sa wicksze niz 4,5 A, co nie pozwala wyroz-
ni¢ poszczegoélnych aminokwaséw, a bardziej
mobilne czesci helis i petle sa niewidoczne
z powodu nieuporzadkowania. Wobec tego,
nieregularnosci w strukturze biatka moga by¢
fatwo przeoczone (patrz dalej — problemy ze
struktura akwaporyny). Na szczeScie, poprzez
zastosowanie metod obliczeniowych wspoma-
ganych dodatkowo przez dane biochemiczne,
mozna otrzymac¢ nawet pelnoatomowe mo-
dele badanych biatek (FLEISHMAN i wspolaut.
2006). Metoda cryo-EM moze by¢ nawet zasto-
sowana do pojedynczych obiektow moleku-
larnych pod warunkiem, ze sa odpowiednio
duze. W ten sposob udato si¢ uzyskac ogolny
ksztalt kompleksu y-sekretazy, ludzkiej prote-
azy blonowej, skladajacej si¢ z czterech bialek
transblonowych. Poniewaz struktura zadnego
z tych bialek jak dotad nie jest znana, nie jest
takze mozliwe dopasowanie ich do wyznaczo-
nego ksztattu kompleksu.

TEORETYCZNE METODY WYZNACZANIA STRUKTUR BIALEK BLONOWYCH

Bialka btonowe, a w szczegolnoSci re-
ceptory GPCR, w wi¢kszoSci maja potencjal-
nie bardzo duze znaczenie terapeutyczne.
Stad tez duzy nacisk na otrzymanie mozli-
wie szybko duzej liczby struktur tych recep-
torow. Oprocz zastosowania krystalografii,
struktury te mozna otrzymac¢ roéwniez meto-
dami modelowania przez homologi¢/podo-
bienstwo do struktury wzorca. Przez diugi
czas takim wzorcem dla receptorow GPCR
byta bakteriorodopsyna, chociaz nie nalezy
ona do tej rodziny receptorOw, a nawet nie
jest receptorem, lecz pompa protonowa usu-
wajaca jony wodorowe z wnetrza komorki
bakteryjnej. Tym niemniej budowa jej czeSci
transbtlonowej odpowiada budowie recepto-
row GPCR. CzeS¢ ta sktada sie z wigzki sied-
miu o-helis, ktore na przemian przechodza
przez bton¢ komorkowa. Zawiera rowniez
retinal, podobnie jak rodopsyna. Od 2000
r. wzorcem do budowy receptorow GPCR
stala si¢ struktura rodopsyny (to juz jest re-
ceptor GPCR, ale ligand jest zwiazany kowa-
lencyjnie z biatkiem), a nast¢pnie (od 2007
r.) struktura receptora f,-adrenergicznego.

Jednak, jak pokazuje przyklad krystalicznej
struktury receptora adenozynowego A, R,
sposob modelowania przez homologie do
celow dokowania ligandow i projektowania
leko6w moze by¢ bardzo zawodny. Juz struk-
tura receptora B,AR wykazala, ze petla przy-
krywajaca miejsce wiazania liganda moze
miec¢ rozny ksztalt: zamiast B-kartki wyste-
pujacej w rodopsynie (Ryc. 2a) otrzymano
krotka a-helise (Ryc. 2b). Jednak potozenie
ligandow, retinalu w rodopsynie i karazolo-
lu (odwrotny agonista), w B,AR bylo prawie
identyczne. Takie samo polozenie miat li-
gand w receptorze B AR. Tym wig¢ksze bylo
wiec zaklopotanie teoretykow, kiedy okaza-
to sie¢, ze ligand w receptorze A, R lezy pro-
stopadle do spodziewanego kierunku uloze-
nia liganda — spodziewanego wedhug struk-
tur wzorcOw z innych receptorow GPCR.
Ponadto, ligand ten wystawal na zewnatrz
receptora, cho¢ nie byt wcale taki duzy i
w modelach miescit sie dobrze wewnatrz
biatka. Drobnym juz szczegotem byl fakt, iz
petla przykrywajaca ligand w miejscu wiaza-
cym byla zupelnie r6zna od dwu poprzed-
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Ryc. 2. Miejsca wiazace ligand w receptorach GPCR.

() retinal w rodopsynie (kod 1U19 w bazie PDB); (b) odwrotny agonista karazolol w receptorze f,AR (kod
2RH1 w bazie PDB); (¢) antagonista ZM241385 w receptorze A, R (kod 3EML w bazie PDB).

nich typow i tak naprawde tym razem nie
przykrywata liganda (Ryc. 20).

CzesSci transbtonowe bialek btonowych
dziela si¢ na dwa zasadniczo rozne typy: jest
to albo wiazka a-helis (Ryc. 3a) albo tez cy-
linder ztozony ze zwinictych pB-kartek, tzw.
B-beczka (Ryc. 3b). Ten drugi typ bialek
przewaza w zewngctrznej btonie komorek
bakteryjnych (i jest zapewne zwiazany ze
specyficzna budowa tych bton), podczas gdy
biatka, ktorych czeS¢ blonowa sktada sie z o-
helis reprezentuja wszystkie znane typy bia-
lek blonowych organizmoéw wyzszych. Nie
stwierdzono do tej pory typoéw mieszanych,
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Ryc. 3. Dwa podstawowe typy architektury bia-
tek btonowych.

(a) wiazka o-helis na przykladzie bakteriorodopsyny
(kod 1BRR w bazie PDB); (b) B-beczka na przykla-
dzie biatka OmpA (kod 1BXW w bazie PDB).

zawsze w czeSci btonowej jest pB-beczka lub
wiazka a-helis. Nie sa to jednak idealne o-he-
lisy, bowiem niektore z nich moga byc¢ ,po-
zaginane”, jak np. w strukturze rodopsyny
(Ryc. 4a) i strukturach innych receptorow
GPCR. Te zgiecia sa istotne dla funkgcji tych
biatek, bowiem umozliwiaja zmian¢ struktury
receptora po jego aktywacji, przez zwiazanie
liganda lub absorpcji kwantu Swiatla. Oprocz
spogietych” helis wystepuja takze inne od-
stepstwa od idealnego wyobrazenia o heli-
sie w wiazce helis transblonowych; w szcze-
golnoSci moga wystepowac ,potowkowe”
helisy. Na pierwszy rzut oka w strukturze
akwaporyny wystepuje siedem o-helis trans-
btonowych, podobnie jak w rodopsynie lub
bakteriorodopsynie — tak wynika ze struktur
krystalicznych uzyskanych z niska rozdziel-
czoScia. Doktadniejsze badania wykazaly jed-
nak, ze jedna z helis jest ,pekni¢ta” i sklada
si¢ z dwu helis potowkowych (Ryc. 4b). Taka
helisa dochodzi do Srodka blony, podobnie
jak helisa transbtonowa, lecz wraca z powro-
tem do tej samej czeSci btony komorkowej
w postaci luznego tancucha. Te luzne czeSci
sa schowane we wnetrzu biatka i nie maja
kontaktu z fosfolipidami w blonie. Podobny
.defekt” mozna znalezC w strukturze anty-
portera sodowo-wodorowego (Na'/H*) NhaA,
ktory transportuje jony sodowe na zewnatrz
komorki, wykorzystujac gradient st¢zenia jo-
now wodorowych, ktore sa transportowane
w tym samym czasie w druga strone. Biatko
to sktada si¢ z 12 helis transblonowych, ale
dwie z nich sa rozplecione w potowie swej
dhugosci i krzyzuja si¢ ze soba w tym miej-
scu (Ryc. 4c¢). Odpowiednie aminokwasy w
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Ryc. 4. Struktury biatek btonowych ze specyficznymi helisami.

(a) rodopsyna (kod 1U19 w bazie PDB), ciemnym wyrézniono helisy TM6, TM7 i TM1 (w kolejnosci od le-
wej do prawej); (b) akwaporyna (kod 2F2B w bazie PDB); (¢) antyporter Na*/H* (kod 1ZCD w bazie PDB),
niektore petle i helisy zostaly usuni¢te dla przejrzystoSci rysunku.

tym rejonie biatka zapewniaja selektywny
transport, a wiec warunkuja jego prawidlo-
wa funkgcje.

W bazie PDB jest zdeponowanych tylko
kilka struktur ludzkich biatek blonowych.
Wiaze sie to z niestabilno$cia termiczna tych
bialek, w nieobecnosci blon komoérkowych.
Duzo tatwiej uzyskuje si¢ krysztaly bialek
bakteryjnych, lecz wiekszoS¢ bialek btono-
wych w komorkach eukariotycznych nie ma
swoich odpowiednikow (homologéw) bak-
teryjnych. Jesli wiec czekanie na odpowied-
nie struktury krystaliczne trwa zbyt dlugo,
mozna uzy¢ metod teoretycznych bazujac na
strukturze biatka homologicznego, albo na
strukturze wtasciwego biatka uzyskanego w
niskiej rozdzielczoSci. Obie metody moga by¢
zawodne, jak to pokazano na powyzszych
przyktadach. Dlatego tez dla sprawdzenia po-
prawnoSci teoretycznego modelu struktury
biatka mozna zaprojektowaC odpowiedniego
mutanta, dajacego przewidywalny efekt, dla
sprawdzenia w badaniach biochemicznych.

Metody teoretyczne uzyskiwania struktur
bialek btonowych mozna podzieli¢c na dwie
glowne klasy: metody modelowania przez
homologi¢ i metody ab-initio (zwane tez mo-
delowaniem first-principle) — podobnie jak
dla biatek cytoplazmatycznych. W obu meto-
dach nalezy rozpocza¢ od odszukania w se-
kwencji nowego bialka jego czeSci blonowe;j
czyli de-facto od znalezienia topologii. Jesli
znamy biatko homologiczne do biatka bada-
nego, to zwykle wystarczy wykona¢ dopaso-
wanie obu sekwencji. Odpowiednie, silnie
hydrofobowe obszary, Swiadczace o helisach

transbtonowych, zostana nalozone na siebie
automatycznie i w ten sposob zidentyfikowa-
na zostanie cze¢S¢ btonowa. Aminokwasy na-
lezace do tej czeSci takze ulegaja mutacjom
w czasie ewolugji, lecz aby zatrzymac biatko
w blonie mutacje te musza by¢ konserwa-
tywne, tzn. dawa¢ w wyniku takze amino-
kwasy hydrofobowe, dzi¢ki czemu fragmenty
transbtonowe sa bardzo charakterystyczne w
sekwencji. Do znajdowania tych fragmentow
w metodach ab-initio stuza metody, takie jak
np. TopPred*¢ czy SCAMPI (A Scale-Based
Method for Prediction of Integral Membrane
Proteins). Poniewaz, jak wspomniano wcze-
$niej, niektore helisy transbtonowe moga byc¢
o niepelnej dlugoSci (mniej niz 20 amino-
kwasow, co odpowiada 30 A szerokosci bto-
ny komorkowej), wyniki tych przewidywan
moga by¢ niekiedy mylace (BERNSEL i wspol-
aut. 2008).

Po wykonaniu dopasowania w metodzie
modelowania przez homologi¢ nast¢puje
przepisanie wspotrzednych struktury wzor-
ca homologicznego bialka na struktur¢ szu-
kana; jeSli wystepuja rézne aminokwasy, to
sa one zmieniane, lecz z zachowaniem po-
tozenia atomow C, C[3 i dalszych, jesli takze
sie pokrywaja. W ten sposob struktura calej
czeSci blonowej nowego biatka jest gotowa.
Tak uzyskana struktura jest zwykle popraw-
na i to nawet przy 20-30% podobienstwie
sekwencji (zaktadajac, ze wzorzec i badane
biatko naleza do tej samej rodziny). Dzieje
sie tak dlatego, ze struktura bialka jest zacho-
wana w toku ewolucji bardziej niz jego se-
kwencja. Bez odpowiedniej struktury biatko
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nie mogloby pelni¢ prawidtowo swojej funk-
¢ji, podczas gdy tylko kilka aminokwasow w
miejscu aktywnym enzymu lub w miejscu
wiazacym ligand w receptorze musi pozostac
bez zmian. W przypadku receptoréw GPCR,
nawet miejsce wiazace ligand moze zmieniac
si¢ podczas ewolucji (powstaja wtedy nowe
typy tych receptoréw), natomiast wiazanie z
biatkiem G, przenoszacym sygnatl na biatka
efektorowe, musi pozosta¢ bez zmian. Stad
tez znanych jest kilkaset typOw receptorow
GPCR, za$ tylko kilkanaScie typow biatek G.
Gdy czeSC blonowa jest juz gotowa, pozo-
staje tylko (albo az) wykona¢ modelowanie
petli zewnatrzkomorkowych oraz N- i C-kon-
cowych rejonow. Jesli sekwencje dla tych re-
jonow sa krotkie, to wiekszoS¢ programow
do modelowania homologicznego (np. Mo-
deller, SwissModel czy ostatnio takze Yasara)
upora si¢ z tym problemem. W przypadku
dtuzszych sekwencji trzeba postuzy¢ sie me-
todami modelowania ab-initio stosujac je do
wybranych, pozabtonowych rejonow biatka.
Glownym czynnikiem ksztaltujacym rejon
blonowy biatek jest blona komoérkowa, czyli
oddzialywania z fosfolipidami. Do modelo-
wania tych rejon6w metodami ab-initio nie
mozna bylo wiec uzy¢ metod wykorzystywa-
nych dla bialek rozpuszczalnych, poniewaz
nie uwzglednialy tego rodzaju oddziatywan.
W zwiazku z tym opracowano nowe meto-
dy, do wyznaczania struktur poszczegoélnych
klas biatek btonowych (wciaz nie ma ogolne;j
metody do wszystkich typow biatek blono-
wych). Poniewaz najwazniejszym typem od-
dzialywan w btlonie jest oddzialywanie typu
helisa-helisa, wickszos¢ tych metod skupia sie
na przewidywaniu ulozenia helis w wiazce
transbtonowej. Oddzialywania pomie¢dzy heli-
sami pelnia krytyczna role w zwijaniu bialek
btonowych, ich stabilnoSci oraz funkcji. Na
poziomie molekularnym sa one realizowane
przez jeden lub kilka kontaktow pomiedzy
resztami z roznych helis. Metody do mode-
lowania wzajemnego ustawienia tych helis
opieraja sie¢ zwykle na wzorcach ukladania
helis, aby wzajemne nakladanie tancuchow
bocznych bylo jak najmniejsze (tzw. knob-
into-hole i ridge-into-groove) (LANGOSCH i HE-
RINGA 1998). W innych metodach poszukuje
si¢ specjalnych motywow na helisach, ktore
maja ulatwia¢ pakowanie (WALTERS i DEGRA-
DO 20006). Mozna takze zacza¢ od poszukiwa-
nia kontaktow pomiedzy helisami na podsta-
wie sekwencji. W metodzie TMhit (http://bio-
cluster.iis.sinica.edu.tw/TMhit/) uzywa si¢ do
tego celu zestawu klasyfikatorow (jest to me-

toda typu machine-learning), natomiast ich
wiedza budowana jest stopniowo w czasie
fazy treningowej z informacji sekwencyjnej i
strukturalnej na zestawie kilkudziesieciu bia-
tek btonowych. ZdolnoS¢ poprawnej klasyfi-
kacji przetestowano na niezaleznym zestawie
tych bialek. Uzyskane kontakty sa nastepnie
wykorzystywane do wzajemnego umiejsco-
wienia dwu helis. Na obecnym etapie rozwo-
ju metod ab-initio potrafia one trafnie prze-
widzie¢ wzajemne ulozenie tylko czterech
helis transbtonowych.

Biatka, ktorych czesS¢ blonowa sktada sie z
wiazki a-helis, charakteryzuja si¢ bardzo duza
roznorodnoscia funkcji biologicznych. Z tego
powodu zrozumienie natury oddzialywan ja-
kie istnieja miedzy helisami oraz sil, ktore
powoduja wlasciwe skladanie tych helis w
procesie zwijania biatka ma olbrzymie znacze-
nie. Niestety, jesteSmy dopiero na poczatku
drogi do pelnego zrozumienia tych procesow.
I tak, chociaz zdefiniowano wymagania struk-
turalne dla oddzialywania dwu helis transbto-
nowych oraz odkryto motywy sekwencyjne
sprzyjajace dimeryzacji, wiele kwestii pozo-
staje wciaz otwartych (SCHNEIDER i wspotaut.
2007). Okazuje sie, ze istnieja podobienstwa
pomiedzy parami regularnych helis transbto-
nowych oraz odpowiednich par helis w bial-
kach pozabtonowych dla parametrow takich
jak dhugos¢ helis, powierzchnia kontaktu, kat
pakowania, czy odleglo$¢ pomiedzy srodkami
helis; chociaz juz dla nieregularnych helis ta-
kich podobienstw brak. Wieksza powierzch-
nia kontaktu oraz mniejsza odleglos¢ pomie-
dzy Srodkami helis jest warunkowana przez
obecnos¢ zwiekszonej liczby matych amino-
kwasow, czyli alanin i glicyn, szczegoOlnie jesli
sa one zlokalizowane po jednej stronie o-he-
lisy, tj. w motywach AxxxA, AxxxG i GxxxG
(oddalone o 4 aminokwasy), bowiem skok
helisy wynosi tez ok. 4 aminokwasy (Ryc. 5).
Helisy w biatkach btonowych nie sa upakowa-
ne w wickszym stopniu niz helisy biatek po-
zablonowych, natomiast s3 w stanie tworzyc
SciSlejsze pary helis. To powoduje, ze helisy
moga pozostawal w kontakcie przez prawie
cala szeroko$¢ blony komorkowej. Sciste po-
dobienstwo strukturalne pomiedzy niektory-
mi parami helis w bialkach btonowych i po-
zablonowych (rozpuszczalnych) wskazuje, ze
w pewnych przypadkach metody ab-initio
dla biatek rozpuszczalnych moga by¢ zastoso-
wane roéwniez do modelowania upakowania
bialek btonowych. Wydaje si¢ takze, ze nie
ma zasadniczych r6znic pomiedzy wielkoScia-
mi sit wpltywajacych na pakowanie helis w
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(a) < (b)

Ryc. 5. Struktura btonowej cze¢Sci dimeru gli-
koforyny A (GpA) oparta na motywie GxxxG
(kod 1AFO w bazie PDB); zaznaczono atomy
wegla C_glicyn tworzacych interfejs.

(a) widok na skrzyzowanie helis; (b) po obrocie o
90°.

obu typach tych bialek (GIMPELEV i wspolaut.
2004). Na pakowanie helis bialek btonowych
ma niewatpliwie wplyw blona komorkowa,
bowiem aminokwasy hydrofobowe musza
znajdowac si¢ na zewnatrz biatka blonowego,
co jest niemozliwe w przypadku bialek roz-
puszczalnych. Tym niemniej wnetrze biatek
btonowych jest jeszcze bardziej hydrofobowe
niz ich powierzchnia w czeSci blonowej, a
wiec reguly pakowania bialek blonowych nie
ulegaja odwroceniu w stosunku do biatek roz-
puszczalnych. W zwiazku z tym programy do
modelowania ab-initio dla biatek pozabtono-
wych z wykorzystaniem doswiadczalnych da-
nych dotyczacych czeSci struktury (np. wiezy
na odlegloSci miedzy pewnymi resztami ami-
nokwasowymi) moga generowal prawidlowe
struktury bialek blonowych. Przeszkoda jest
oczywiscie wielkoS¢ biatlek btonowych, kto-
re z reguly maja wicksza mase¢ czasteczkowa
niz biatka rozpuszczalne (FLEISHMAN i BEN-TAL
2000).

SYMULACJE DYNAMIKI BIALEK BLONOWYCH

Metody teoretyczne znalazly bardzo szero-
kie zastosowanie w badaniu dynamiki biatek
w btonach komorkowych. W przypadku re-
prezentacji petlnoatomowych (uwzgledniajac
metode zjednoczonych atomOw) opracowa-
no, a wlasciwie rozszerzono o parametry dla
fosfolipidow, metody stuzace do mechaniki
i dynamiki molekularnej bialek rozpuszczal-
nych, takie jak NAMD, GROMACS, CHARMM
czy AMBER. Poniewaz symulacje dynamiki
molekularnej, nawet dla matych bialek blo-
nowych, musza zawiera¢ bton¢ komorkowa,
czasy tych symulacji nie sa imponujace —
zwykle kilka do kilkudziesieciu nanosekund.
Metody doswiadczalne do badania dynamiki
biatek blonowych w tak krotkich odcinkach
czasowych jeszcze nie istnieja, dlatego wy-
niki symulacji poréwnuje sie do statycznych
struktur przed i po zajSciu procesu np. przed
i po aktywacji receptora.

Procesy aktywacji/deaktywacji w biatkach
blonowych trwaja znacznie dluzej niz obec-
nie mozliwe najdluzsze symulacje a miano-
wicie, od ok. 1 milisekundy do kilku sekund,
tym niemniej poszczegolne etapy tego proce-
su daja si¢ juz Sledzi¢ metodami teoretyczny-
mi. Wynika to z faktu, ze przejScia pomiedzy
kolejnymi etapami aktywacji receptora moga
by¢ bardzo szybkie i wiaza si¢ np. z zerwa-
niem pojedynczego wiazania wodorowego
(ewentualnie oddzialywania jonowego czyli

mostka solnego) lub tez ze zmiana konfor-
macji jednego aminokwasu (np. Trp6.48 na
helisie TM6 w receptorach GPCR). Takie klu-
czowe dla aktywacji reszty aminokwasowe w
receptorze tworza tzw. przelaczniki moleku-
larne. Chociaz wystepuja w wiekszoSci recep-
torOw z tej samej rodziny, to nie we wszyst-
kich receptorach nastepuje zmiana stanu
przetacznika pod wplywem zwiazania liganda
z miejscem wiazacym w receptorze. Okazuje
sie, ze rozne ligandy moga aktywowac rozne
przetaczniki (KOBILKA i DEUPI 2007) i w kon-
sekwencji prowadzi¢ do odmiennego sposo-
bu aktywacji receptora. W przypadku recep-
torow GPCR zwiazanie odpowiedniego ligan-
da prowadzi do aktywacji biatka G, (stymula-
torowego) lub G, (inhibitorowego). Ostatnio
wykazano, ze te same receptory GPCR moga
takze uczestniczy¢ w przekazywaniu sygna-
tu bez posrednictwa biatka G, a mianowicie
przez arestyne. Arestyna byla dlugo uwazana
za bialko, ktore tylko wygasza aktywne re-
ceptory — stad jej nazwa. Wygaszanie ma na
celu umozliwienie powtarzania sygnalizacji,
gdyz inaczej receptor bylby aktywny przez
bardzo dtugi czas, a to spowodowatoby cha-
os w przekazywaniu sygnalu w komorce. Po-
budzenie arestyny do sygnalizacji wiaze sie
oczywiscie z odmiennym ustawieniem prze-
lacznikow molekularnych przez zwiazany
ligand. Pewna ciekawostke stanowi fakt, ze
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w otrzymanych ostatnio strukturach recep-
torow GPCR (z antagonistami i odwrotnymi
agonistami), mostek solny zwiazany z moty-
wem E/DRY na helisie TM3 jest zerwany.
Teoretycznie powinno to umozliwi¢ zwiaza-
nie biatka G (tak sugerowano na podstawie
struktury rodopsyny), a tymczasem receptor
jest nieaktywny. By¢ moze taka struktura jest
predysponowana do sygnalizacji komoérkowe;j
wlasnie przez arestyne.

Niektore pelnoatomowe metody symula-
cyjne zostaly efektywnie zréwnoleglone i je-
sli sa uruchomione na kilku tysiacach proce-
sorOw, to uzyskiwane czasy symulacji wcho-
dza w zakres mikrosekundowy. Ostatnio wy-
konano takie pelnoatomowe symulacje dla
receptora B,AR z rodziny GPCR w progra-
mie DESMOND z polem silowym CHARMM
(DROR i wspotaut. 2009). Wykazano, ze prze-
lacznik molekularny zwiazany z motywem E/
DRY moze wystepowaé w nieaktywnej posta-
ci tego receptora w dwu pozycjach, niezalez-
nie od zwiazanego liganda. Przeprowadzono
takze symulacje dla antyportera Na'/H' wy-
kazujac mechanizm jego dzialania, a w szcze-
golnoSci efekt protonacji centralnych reszt
kwasowych (ARKIN i wspotaut. 2007). Wy-
niki teoretyczne zostaly potwierdzone przez
skonstruowanie i zbadanie odpowiednich
mutantéow. Z kolei stosujac pelnoatomowe
symulacje dynamiki molekularnej dla okta-
meru akwaporyny na zlaczeniu dwu blon
komorkowych pokazano, ze to zlaczenie nie
wplywa na transport wody przez akwapory-
ny (JENSEN i wspotaut. 2008).

Aby zbada¢ szczegoOlne efekty dzialania
bialek, laczy si¢ czasami rézne metody ze
soba. Jesli chcemy przeSledzi¢ dziatanie enzy-
mu na substrat, czyli obserwowac tworzenie

CHOLESTEROL

DPPC

55

lub rozpad wiazan chemicznych, to czesS¢ bial-
ka (miejsce aktywne enzymu) nalezy opisac
kwantowo-chemicznie, natomiast pozostala
cze$¢ uktadu klasycznie. Takie metody nosza
nazwe QM/MM (ang. quantum mechanics/
molecular mechanics). Mozna takze dzialac
w druga strone: aby zwiekszy¢ dtugos¢ symu-
lacji w pracy (NERI i wspotaut. 2008) wyko-
rzystano polaczenie metody pelnoatomowe;j
(pole sitowe z programu GROMOS) z meto-
da gruboziarnista (model typu Go — jedno
ziarno reprezentuje caly aminokwas). Metoda
pelnoatomowa opisano miejsce aktywne en-
zymu (bakteryjna proteaza blonowa OmpT),
natomiast cala reszte modelem Go. W ten
sposob udato si¢ osiagnac czas symulacji 1 us
zamiast 10-100 ns w typowych symulacjach
pelnoatomowych. Takie modelowanie typu
MM/CG (ang. molecular mechanics/coarse-
grain) pozwolilo na zaobserwowanie dlugo-
okresowych fluktuacji biatka podobnych do
fluktuacji w proteazach aspartylowych.
Metody gruboziarniste zastosowane do
caloSci ukladu pozwalaja na wydluzenie cza-
sow symulacji uktadow blonowych o kolejny
rzad wielkosSci (powyzej 10 mikrosekund).
Taka metoda jest pole sitowe MARTINI w
programie GROMACS. W tej metodzie wyko-
rzystuje si¢ mapowanie 4:1 tzn. cztery ci¢z-
kie atomy na jedno ziarno. W ten sposob tan-
cuch lipidowy o dlugosci 16 atoméw wegla
(49 atomoéw w reprezentacji pelnoatomowej
i 16 atomow w reprezentacji zjednoczonych
atomow) jest reprezentowany przez 4 ziar-
na. Molekuly wody nie sa pomijane w obli-
czeniach, ale takze podlegaja skalowaniu t;.
zamiast 4 czasteczek wody otrzymuje si¢ jed-
no ziarno rozpuszczalnika (Ryc. 6). Poniewaz
stosowane wzory na obliczanie oddziatywan

PEPTIDE (ALYWK)

Ryc. 6. Przyklady mapowania
struktur pelnoatomowych na
odpowiednie modele gru-
boziarniste w polu silowym
MARTINI (rysunek ze strony
internetowej http://md.chem.
rug.nl/“ marrink/coarsegrain.
html). Kazdemu rodzajowi
ziarna przypisany jest typ
(nazwy podane obok ziaren)
warunkujacy  odpowiednie
oddziatywania.
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(wiazacych i niewiazacych) sa identyczne jak
w metodach pelnoatomowych, zmienia si¢
tylko zestaw parametréw, zatem mozna sto-
sowac te same programy do obliczen typu
CG co do obliczen pelnoatomowych. Pole
sitowe MARTINI zostalo skonstruowane w
celu symulacji zachowania blon komorko-
wych w dlugich skalach czasowych. Dzieki
niemu uzyskano ciekawe wyniki tworzenia
domen w mieszanej btonie zlozonej z fosfo-
lipidow z nasyconymi i nienasyconymi lancu-
chami lipidowymi (diC, -PC/diC ,,-PC) oraz
cholesterolu. Domeny zaczynaly tworzy¢ sie
juz po czasie 3 ps. Cholesterol przemieszczat
sie do domen z nasyconymi ladicuchami lipi-
dowymi i porzadkowal ich ulozenie w btlo-
nie (RISSELADA i MARRINK 2008). Udato sie
takze wymodelowacé przenikanie fullerené6w
przez btone komoérkowa i rozpraszanie sie
w niej. Nawet znaczne iloSci fullerenéw nie
powodowaly rozpadu blony (WONG-EKKABUT
i wspotaut. 2008). Dodanie parametrow dla
aminokwaséw (MONTICELLI i wspotaut. 2008)
znacznie rozszerzylo mozliwosci tej metody i
umozliwito badanie dynamiki tworzenia kom-
pleksow blonowych, np. powstawanie kanatu
blonowego zlozonego z czterech jednostek
biatka M2 wirusa grypy A, badania deformacji
blon pod wplywem bialek blonowych i tok-
syn oraz tworzenia oligomerow biatek btono-
wych. Z powodu bardziej wygtadzonej hiper-
powierzchni energii potencjalnej (znacznie
mniej atomOw) dochodzenie ukladu do sta-
nu rOwnowagi jest duzo szybsze niz w me-
todach pelnoatomowych. Z tego tez powodu
w metodach gruboziarnistych nie obserwuje
si¢ zmian konformacyjnych, widocznych gdy
wykona sie wiele krotszych, ale pelnoatomo-
wych symulacji. Z kolei niektOre przejScia
wymagaja znacznie dtuzszych skal czasowych
dostepnych w metodach CG.

Zmiany zachodzace w bialku mozna takze
wywolywacé poprzez zastosowanie zewnetrz-
nej sily zarowno w metodach doswiadczal-
nych, jak i teoretycznych. W ten sposob moz-
na osiagnac¢ np. efekt mechanicznego rozwi-
jania biatka, wyciagajac go z blony za jeden
z koficow. Korzystajac z metody doswiadczal-
nej, spektroskopii sit dla pojedynczych mole-
kut (ang. Single Molecule Force Spectrosco-
py, SMFS) (SAPRA i wspotaut. 2006) otrzymu-
je sie zestaw krzywych sila-przesuniecie (ang.
Force-Distance, F-D), z ktérych mozna wnio-
skowa¢ o potozeniu mikrodomen (nawet w
biatkach jednodomenowych) warunkujacych
stabilnos¢ w biatku oraz bada¢ zmiany sta-
bilizacji bialka pod wplywem mutacji lub

czynnikéw zewnetrznych np. temperatu-
ry, pH czy jonow metali (PARK i wspotaut.
2007). W przypadku rozwijania bakterioro-
dopsyny lub innych bialek siedmiohelikal-
nych (GPCR) otrzymuje si¢ trzy duze piki sil,
co moze wskazywac, ze podczas rozwijania
biatka helisy transblonowe sa wyciagane z
blony parami. Niestety, w tej metodzie nie
ma mozliwosci bezposredniego potwierdze-
nia tego czy innych wnioskOw. Z pomoca
przychodza metody teoretyczne, pozwalaja-
ce zastosowal zewnetrzna site do rozwijania
modelu biatka w modelu btony komorkowej.
Podobnie jak w metodach doSwiadczalnych,
otrzymane teoretyczne krzywe sa rozne dla
tego samego biatka rozwijanego w identycz-
nych warunkach. Wskazuje to na istnienie
roznych drog rozwijania tego samego bialka,
ktore jest dynamiczna struktura i w danym
momencie wybierana jest ta droga, ktora z
pewnych powodow jest optymalna (wymaga
przylozenia najmniejszej sity). Poniewaz bial-
ko ulega rozwijaniu w trakcie symulacji, wy-
magane jest uzycie bardzo duzych ukladow,
aby po rozwinieciu miescitlo sie wciaz w
opisywanej komorce (ang. periodic-box) co
uniemozliwia zastosowanie metod pelnoato-
mowych. Korzystajac z metod uproszczonych
wykonano rozwijanie bakteriorodopsyny (SE-
EBER i wspolaut. 2006), z modelu oligomeru
otrzymujac krzywe F-D jakoSciowo zgodne z
krzywymi doSwiadczalnymi. W pracy tej za-
stosowano metode, w ktorej zarowno woda,
jak i blona byly oSrodkami ciaglymi (metoda
IMM1 w programie CHARMM). Z kolei wy-
korzystujac zmodyfikowana metode modelu
Go (ang. Go-like model) wykonano symulo-
wane mechaniczne rozfaldowanie bakterioro-
dopsyny i halorodopsyny w réznych tempe-
raturach (CIEPLAK i wspotaut. 2006) (Ryc. 7).
Metody oparte na modelu Go réznia sie od
metod mechaniki i dynamiki molekularnej,
bowiem sa oparte na sieci polaczen pomie-
dzy najblizszymi (w sensie przestrzennym a
nie tylko po wiazaniach) atomami C, bada-
nego bialka. Nie jest to jednak nierozerwalna
struktura, jak np. w modelach sieci elastycz-
nych, bowiem potaczenia te nie sa opisywa-
ne potencjalem harmonicznym i uwzgled-
niaja dysocjacje wiazania przy odpowiednim
zwickszeniu odlegtoSci pomiedzy atomami.
Chociaz szybkoS¢ rozciagania biatka w meto-
dach symulacyjnych jest wciaz kilka rzedow
wielkoSci (5-7) wieksza niz szybko$S¢ w me-
todach doSwiadczalnych, to jakoSciowa zgod-
nos¢ uzyskanych krzywych F-D z doSwiadcze-
niem pozwala mie¢ nadziej¢ na poprawnosc
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Ryc. 7. Struktura bakteriorodopsyny w trakcie
symulowanego wyciagania biatka z btony przy
ciagnieciu za N-koniec w metodzie modelu Go.
Blona zostala pomini¢ta dla przejrzystoSci ry-
sunku. Dwie pierwsze helisy ulegly wyciagnie-
ciu z btony i rozwijaja si¢ przy niezmienionej
strukturze pozostalej czeSci biatka.

interpretacji i przewidywan wptywu réznych
czynnikow na stabilnosS¢ biatek btonowych.

Intensywny rozwoj zarOwno metod do-
Swiadczalnych, jak i teoretycznych badania
bialek btonowych w ostatnich kilku latach
sprawil, ze bialka te stopniowo odkrywaja
przed nami swoje tajemnice. WielkoSC bia-
tek blonowych powoduje, ze przy uzyciu
samych tylko metod teoretycznych nie je-
steSmy w stanie wymodelowaé poprawnych
ich struktur, a czasami nawet okresli¢ liczby
helis transblonowych. Jednak, gdy struktura
biatka blonowego jest dostepna, metody sy-
mulacyjne pozwalaja na zbadanie zmian kon-
formacyjnych w biatkach w réznych skalach
czasowych (im dtuzszy czas symulacji, tym
zastosowana metoda jest mniej dokladna),
co jest czesto niemozliwe w przypadku sto-
sowania metod dosSwiadczalnych. Wzajemne
uzupetnianie si¢ obu rodzajow metod moze
pozwoli¢ na przewidywanie struktur bialek
blonowych i ich kompleksow z ligandami
czy tez wplywu mutagji, jak tez na pelniejsza
analize obserwowanych zjawisk.

STRUCTURAL BIOINFORMATICS OF MEMBRANE PROTEINS

Summary

Our genome is composed of 20-30 % of mem-
brane proteins but number of structures of these
proteins known and deposited in public databases
is still small. However, new achievements in experi-
mental techniques, especially microfocusing of X-ray
beam enabling diffracting of microcrystals, as well
as mutagenesis leading to obtaining of thermostable
mutants are real hope for quick emerging of new
structures. Theoretical methods for determination
of structure of membrane proteins are still in infant
phases. Usage of homology modeling is limited by

small number of membrane proteins which are nec-
essary to serve as templates whereas ab-initio meth-
ods are confined to predicting of small membrane
proteins or parts of larger ones only. The area which
the bioinformatics is foremost in is prediction of dy-
namical behavior of proteins in lipid bilayer which
is still mostly inaccessible to experimental methods.
Full-atom as well as coarse-grain molecular dynamics
methods are used to describe investigated systems
in different time scales and with different accuracy.
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