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. , tego tematu we wiasnym zakresie, gdyz kryje si¢ za
delnzna o nim cala gama niezwyklych cech naszego $wiata,
g (% ktoére sa niewidoczne ,,gotym” okiem. Czesto przecza
naszej codziennej logice, dajac mozliwos$¢ na znacza-
ce poszerzenie swoich horyzontow myslowych.

mikrokanal z Ha 1l

Ryc. 6. Schemat magnesu nowej generacji. Cieplo jest odbierane przez
nieruchomy hel nadciekty znajdujacy si¢ w mikrokanatach [1].
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POSTEP W POMIARACH
BIALEK NIEUSTRUKTURYZOWANYCH

Bartosz Rozycki (Warszawa)

Streszczenie

Komorki biologiczne zbudowane sg z rozmaitych makroczasteczek — bialek, lipidéw, kwasoéw nukleino-
wych, polisacharydow, etc. Wyznaczenie struktury przestrzennej danej makroczasteczki prowadzi zwykle do
wyjasnienia tego, w jaki sposob wykonuje ona swoje funkcje biologiczne. Zajmuje si¢ tym biologia struktu-
ralna. Wérod makroczasteczek stanowigcych obecnie najwigksze wyzwania dla biologii strukturalnej sg biatka
pozbawione struktury trzeciorzgdowej, a w szczegolnosci te z nich, ktore zbudowane sa z kilku odrebnych do-
men polaczonych dtugimi, nieustrukturyzowanymi odcinkami tancucha polipeptydowego. Biatka tego rodzaju
sg powszechne i pelnig wazne funkcje biologiczne. Okazuja si¢ one jednak wyjatkowo trudne do zbadania za
pomoca standardowych metod wspodtczesnej biologii strukturalnej — tzn. rentgenografii strukturalnej i spek-
troskopii NMR. Natomiast rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod matlymi katami uzupehia te
metody i daje mozliwo$¢ charakterystyki strukturalnej tego rodzaju biatek.

Stowa Kluczowe: biofizyka molekularna, biologia strukturalna, biatka pozbawione struktury trzeciorzgdowej,
rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami (SAXS)
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Abstract

Biological cells are built of various macromolecules, including proteins, lipids, nucleic acids and polysac-
charides. Determination of the atomic structure of a macromolecule can often lead to the understanding of how
the given molecule performs its biological functions. It is the structural biology that takes such an approach.
Among the macromolecules that pose the most difficult problems to contemporary structural biology are in-
trinsically disordered proteins, and in particular those of them which have several large domains connected
by long, unstructured polypeptide segments. Such proteins are abundant and critically important in biological
cells. However, they turn out to be very difficult to study using standard methods of structural biology, i.e.,
X-ray crystallography and NMR spectroscopy. Importantly, small angle X-ray scattering supplements these
high-resolution methods and enables structural characterization of such proteins.

Wstep

Bialka stanowig ogromng rodzin¢ zwigzkoéw orga-
nicznych. Wystepuja we wszystkich organizmach zy-
wych oraz wirusach. Zaangazowane sg bezposrednio
w praktycznie wszystkie funkcje komorek biologicz-
nych. Powszechnie znane przyktady to metabolizm,
sygnalizacja, transport, nadawanie ksztattu komor-
kom, a przede wszystkim replikacja, transkrypcja
i translacja kodu genetycznego. Zdumiewajacy wy-
daje si¢ fakt, ze podstawa tej ogromnej roznorodno-
$ci 1 ztozonosci funkcji pelnionych przez bialka jest
sekwencja aminokwasowa.

Niektore biatka posrednicza w transdukcji sygnatu,
tzn. kontroli fancuchdw reakcji biochemicznych, kto-
re pozwalaja komodrce reagowaé na zmiany w swoim
srodowisku. Inne biatka petnig funkcje metaboliczne.
Sa nimi enzymy wykorzystujgce substancje odzyw-
cze do produkgc;ji energii, ktora shuzy do podtrzymania
procesow zyciowych w komorkach. Komorki uzywa-
ja biatek takze jako materialu budulcowego. Cytosz-
kielet — czyli molekularne ,,rusztowanie” nadajace
ksztatlt komoérkom eukariotycznym — zbudowany
jest catkowicie z biatek. Biatka stuzg rowniez jako
pompy 1 kanatly w btonach komoérkowych. Mozna
stwierdzi¢, iz czasteczki biatek odpowiadajg za zde-
cydowang wigkszos$¢ dziatan kazdej zywej komorki.
Dlatego zrozumienie podstaw zycia wymaga dogteb-
nego poznania fizycznych i chemicznych wlasnosci
czasteczek biatek.

Pionierskie prace Johna Kendrew i Maxa Perut-
za (Nagroda Nobla w dziedzinie chemii przyznana
w roku 1962 za okreslenie pierwszej atomowej struk-
tury bialek za pomoca rentgenografii strukturalnej)
doprowadzity do przelomowego odkrycia — dane
biatko wykonuje swoje funkcje dzieki temu, iz po-
siada $cisle okreslong strukture przestrzenna, ktora
zwana jest strukturg natywna. Wyznaczenie struktury
natywnej danej makroczasteczki prowadzi zwykle do

wyjasnienia tego, w jaki sposéb wykonuje ona swoje
funkcje biologiczne. Znanym przyktadem jest struk-
tura podwojnej helisy DNA, ktorej odkrycie natych-
miast wyjasnito mechanizm replikacji DNA.

Rosngca che¢ poznania podstawowych procesow
zyciowych na poziomie molekularnym doprowadzita
w latach pigcdziesiatych i szes¢dziesigtych XX wie-
ku do wyodrgbnienia nowej dziedziny biologii — tzw.
biologii strukturalnej — ktora zajmuje si¢ badaniem
struktur makroczasteczek, a w szczegdlnosci biatek
1 ich kompleksow, w celu szczegdlowego zrozumie-
nia zasad ich dziatania. Do najwigkszych (dostownie)
sukcesow biologii strukturalnej ostatnich lat mozna
zaliczy¢ wyznaczenie struktur wirusow, takich jak
enterowirus 71, ktore pomoglty wyjasni¢ mechani-
zmy infekcji komorki i daly podstawe do racjonal-
nego tworzenia lekow [11]. Znakomitym przyktadem
racjonalnego projektowania lekow sg niedawne prace
Balbasa [1]. Wykorzystano w nich zaré6wno meto-
dy wspotczesnej biologii strukturalnej, jak i techni-
ki bioinformatyczne, dzigki czemu zidentyfikowano
zwigzki chemiczne hamujgce wzrost odpornych na
leki komorek raka prostaty. Wydaje sig, ze wykorzy-
stanie metod biologii strukturalnej do racjonalnego
projektowania lekéw bedzie odgrywato coraz waz-
niejsza rolg w medycynie.

Czasteczka nawet matego biatka zbudowana jest
z tysiecy atomow potgczonych wzajemnie przez roz-
norodne wigzania kowalencyjne i niekowalencyjne.
Dlatego w opisie struktury przestrzennej biatka po-
mocne jest wyrdznienie kilku poziomoéw organiza-
cji (Ryc. 1). Sekwencja (kolejno$¢) aminokwaséw
w tancuchu polipeptydowym to tzw. struktura pierw-
szorzedowa (Ryc. 1A). Okreslenie odcinkoéw tancu-
cha polipeptydowego tworzacych helisy a (Ryc. 1B)
1 harmonijki f (Ryc. 1C) stanowi tzw. strukture dru-
gorzedowg. Natomiast pelng strukture przestrzenna,
ktéra przyjmuje pofatdowany tancuch polipeptydo-
wy, nazywa si¢ strukturg trzeciorzedowa (Ryc. 1D).
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W opisie struktury i funkcji biatka pomocne moze
by¢ takze wyrdznienie jego domen. Domeng tworzy
czes¢ tancucha polipeptydowego (zwykle od 50 to
350 aminokwasow) zwini¢ta w upakowang, stabil-
ng i funkcjonalng strukture¢ przestrzenna. Domeny
zawierajag zwykle kilka helis o i/lub harmonijek P
i stanowiag element sktadowy wielu duzych biatek.
Zazwyczaj rozne domeny danego biatka wykonuja
roézne funkcje.

A ¢ no mo mo Hog
$ N-GCN-G-CoN-C-CoN-C-C- 8
z HQb HGOL HGh HGh
-

() % G G

S T),C\\D q[-]z

CH

N,

H |f H

trzeciorzgdowa jest niezbedna dla prawidlowego
funkcjonowania biatka w organizmie. Przekonanie to
zostato zakwestionowane w pierwszych latach XIX
wieku przez odkrycie biatek natywne pozbawionych
struktury trzeciorzedowej, ktére pomimo braku sta-
bilnej struktury w warunkach fizjologicznych, pozo-
stajg w pelni funkcjonalne. Stanem natywnym biatka
tego rodzaju jest zespot roznorodnych konformacji
(konformacja to uklad przestrzenny atomow w danej

Ryc. 1. Poziomy organizacji czasteczki biatka. (A) Budowa chemiczna przykladowego fragmentu peptydu. Wiazania peptydowe migdzy polarnymi
grupami N-H oraz C=0 (obramowane na rysunku linig przerywana) tacza sasiadujace w tancuchu aminokwasy. Aminokwasy tworzace przedstawiony
fragment peptydu to — od lewej — fenyloalanina (Phe), seryna (Ser), kwas glutaminowy (Glu) oraz lizyna (Lys). Sekwencja aminokwaséw tworzacych
czasteczke biatka, tzn. ich kolejno$¢ podawana od konica N do konca C, to struktura pierwszorzedowa. (B) Struktura przyktadowej helisy a. Lancuchy
boczne aminokwasoéw tworzacych t¢ helis¢ przedstawione sg jako ,,patyczki”. Kolor czerwony, niebieski i cyjan reprezentuje odpowiednio atomy tle-
nu, azotu i wegla. (C) Struktura przyktadowej harmonijki . Helisy o i harmonijki B to struktury drugorzedowe. Sa one stabilizowane przez wigzania
niekowalencyjne — gtéwnie wigzania wodorowe. (D) Ilustracja struktury trzeciorzgdowej i czwartorzedowej przyktadowego kompleksu biatkowego
(na podstawie wpisu nr IOHZ do bazy danych PDB). Podjednostka oznaczona na pomaranczowo ma struktur¢ helikalng. Podjednostka oznaczona na

zielono zbudowana jest z harmonijek .

Wiazania niekowalencyjne, ktore powodujg fat-
dowanie biatka do okre$lonej struktury przestrzen-
nej, pozwalaja réwniez biatkom wigza¢ si¢ ze soba,
co prowadzi do powstania wickszych struktur biat-
kowych, czyli tzw. kompleksow biatkowych. Kazdy
fanicuch polipeptydowy w kompleksie biatkowym
zwany jest podjednostka. Jesli czasteczka biatka jest
kompleksem sktadajacym si¢ z wiecej niz jednego
fancucha polipeptydowego, to wyrdznia si¢ jeszcze
jeden poziom organizacji — tzw. struktur¢ czwartorze-
dowa, czyli wzajemnie potozenie przestrzenne jego
podjednostek (Ryc. 1D).

Poczatkowo wsrod biologdéw strukturalnych pano-
wato przekonanie, Ze $cile okreslona, stabilna struktura

czasteczce chemicznej). Biatka natywne pozbawione
struktury trzeciorzedowej zwane sg takze inherentnie
nieuporzadkowanymi (IDP od ang. Intrinsically Di-
sordered Protein).

Wazna klasg biatek typu IDP sg biatka wielodome-
nowe, w ktorych odrebne, ustrukturyzowane domeny
polaczone sa nieustrukturyzowanymi odcinkami tan-
cucha polipeptydowego. Chociaz s3 one powszechne
1 petnig wiele istotnych funkcji w komodrkach biolo-
gicznych, bialka takie okazujg si¢ czesto bardzo trud-
ne do zbadania za pomocg konwencjonalnych metod
biologii strukturalnej. Ot6z nie mogg by¢ one zbada-
ne calosciowo metodami rentgenografii struktural-
nej ze wzgledu na obecnos¢ nieustrukturyzowanych
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tacznikow miedzydomenowych (moga by¢ wyzna-
czone tylko struktury poszczegoélnych, ustruktury-
zowanych domen). Nie moga by¢ takze zbadane
metodami magnetycznego rezonansu jadrowego ze
wzgledu na duze rozmiary (zwykle rzedu kilkuset
kDa). Dlatego do badan tego typu biatek uzywa sie
coraz czgsciej metod komplementarnych, a w szcze-
golnosci rozpraszania promieniowania rentgenow-
skiego pod matymi katami (SAXS od ang. Small
Angle X-ray Scattering). Gtéwnym celem niniejszej
pracy jest przedstawienie metody SAXS i opisanie
jej przydatnosci w badaniach strukturalnych biatek
wielodomenowych, biatek typu IDP oraz ich kom-
pleksow.

Klasyczne metody biologii strukturalnej

Rentgenografia strukturalna i magnetyczny rezo-
nans jadrowy (NMR od ang. Nuclear Magnetic Reso-
nance) uwazane sa obecnie za gldéwna sile napedowa
biologii strukturalnej. Metody te umozliwiaja tworze-
nie modeli opisujacych przestrzenne rozmieszczenie
poszczegblnych atomow w badanych makroczastecz-
kach. Takie trojwymiarowe modele sa zwykle bardzo
ztozone, gdyz czasteczki typowych biatek zbudowa-
ne s3 z setek aminokwasow. Zaréwno rentgenogra-
fia strukturalna, jak i NMR s3 uwazane za metody
o wysokiej rozdzielczosci, poniewaz zwykle pozwa-
laja one wyznaczy¢ potozenia atomoéw w badanych
makroczasteczkach z doktadnoscig do paru Angstro-
mow, a czasem nawet wicksza.

Od niedawna takze kriogeniczna mikroskopia
elektronowa (cryoEM od ang. Cryo-Electron Micro-
scopy) jest uzywana do tworzenia atomowych modeli
makroczasteczek. Jednakze makroczgsteczki badane
metodg mikroskopii cryoEM musza zazwyczaj posia-
da¢ pewne szczegolne wlasciwosci, takie jak wyso-
ka symetria, aby mozliwe byto osiagnigcie rozdziel-
czo$ci atomowej. Dlatego np. ikozahedralne otoczki
wiruséw sa idealnymi uktadami do badan metodami
cryoEM [6]. Dopiero niedawno — dzigki osiggnigeciom
technicznym, takim jak wprowadzenie kamer termo-
wizyjnych bezposredniego wykrywania — w ekspe-
rymentach wykorzystujacych mikroskopie cryoEM
udalo si¢ wyznaczy¢ struktury niesymetrycznych
makroczasteczek z rozdzielczoscig atomowa. Bardzo
dobry zwigzly przeglad postgpow w dziedzinie krio-
genicznej mikroskopii elektronowej mozna znalezé
w artykule Smitha i Rubinsteina [14].

Wyzej wymienione metody biologii strukturalnej
(rentgenografia, NMR, cryoEM) zostang omodwione
w kolejnych akapitach bardzo fragmentarycznie — gtow-
nie w kontekscie ich mocnych i stabych stron — gdyz

istnieje wiele doskonalych podrecznikdéw na ich temat.
Nie zostang w szczegodlnosci przedstawione ich podsta-
wy fizyczne, lecz jedynie ich gtéwne zastosowania we
wspotczesnej biologii strukturalnej. Takie ogoélne przed-
stawienie podstawowych metod biologii strukturalnej
postuzy jako wstep do omoéwienia metody SAXS, kto-
ra coraz czesciej wykorzystywana jest do strukturalne;
charakteryzacji biatek wielodomenowych, biatek typu
IDP oraz komplekséw biatkowych.

Do przeprowadzenia do§wiadczen metodami bio-
logii strukturalnej konieczne sa czyste i jednorodne
probki biatka w odpowiedniej ilosci (Ryc. 2). Ponie-
waz zawartos¢ badanych biatek w komoérkach bio-
logicznych bywa czgsto bardzo niewielka, obecnie
uzywa sie niemal wylacznie biatek produkowanych
metodami inzynierii genetycznej — wybrane geny klo-
nowane s3 do odpowiednich plazmidow (Ryc. 2A),
a biatka sa zwykle uzyskiwane poprzez nadekspre-
sje w paleczkach okreznicy (Escherichia Coli),
drozdzach lub w komorkach owadow lub ssakow
(Ryc. 2B). Mimo tego, ze w niektdrych przypadkach
oczyszczanie biatka moze by¢ trudne i zmudne, za-
zwyczaj rutynowe metody biochemiczne sg do tego
celu wystarczajace (Ryc. 2C).

Jedna z zasadniczych réznic migdzy rentgenografia
strukturalng a metodami NMR jest to, ze rentgenogra-
fia umozliwia wyznaczenie struktury biatka jedynie
w krysztale, a wigc w uktadzie nie wystepujacym zwy-
kle w organizmach zywych, natomiast NMR pozwala
uzyskiwaé struktury biatek w roztworach wodnych,
a wiec w Srodowisku zblizonym do naturalnego. Dlatego
struktury danego biatka uzyskane tymi dwiema meto-
dami r6znig si¢ zwykle do pewnego stopnia.

Gtowna trudnoscia wspoélczesnej rentgenografii
strukturalnej jest uzyskiwanie monokrysztalow biatl-
ka (Ryc. 2D). Problem sprowadza si¢ do znalezienia
odpowiednich warunkéw, w ktorych czasteczki ba-
danego biatka beda samoorganizowac si¢ w idealne
krysztaty (Ryc. 2E). Na proces krystalizacji maja
wptyw czynniki fizyczne (np. temperatura, ci$nienie,
lepkos¢ roztworu biatka, a nawet zanieczyszczenia
probki, ktére moga sie¢ sta¢ jadrami krystalizacji),
chemiczne (np. pH, sita jonowa i skiad chemiczny
buforu, w ktérym rozpuszczone jest biatko) i bio-
chemiczne (np. czystos¢ i jednorodnos¢ probki, mo-
dyfikacje potranslacyjne biatka, obecno$¢ ligandow
i wiele innych). Niemozliwe jest przewidzenie, jakie
czynniki moga doprowadzi¢ do utworzenia kryszta-
16w konkretnego biatka. Dlatego najbardziej efek-
tywne wydaja si¢ obecnie testy przesiewowe — wraz
z wprowadzeniem robotow do krystalizacji biatek,
mozliwe stato si¢ testowanie tysiecy warunkow kry-
stalizacji badanego biatka.
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Po wyhodowaniu odpowiedniego krysztalu biatka
(Ryc. 2E) przeprowadza sig na nim do$wiadczenie
dyfrakcyjne. Krysztat naswietla si¢ silng, monochro-
matyczng wigzka promieniowania rentgenowskie-
go, zmieniajgc stopniowo kat jej padania na krysz-
tal (poprzez jego obrot) i rejestrujac zmiany obrazu
dyfrakcyjnego po przejsciu promieni przez krysztat
(Ryc. 2F). W dzisiejszych czasach do$wiadczenia
dyfrakcyjne na krysztatach biatka wykonuje si¢ zwy-
kle w synchrotronach. Na podstawie danych dyfrak-
cyjnych wyznacza si¢ trojwymiarowa mape gestosci
elektronowej w komorce elementarnej krysztatu. Nu-
meryczna analiza tej mapy umozliwia wyznaczenie
wspotrzednych poszczegdlnych atomoéw badanej ma-
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samoorganizacja makroczgsteczek w identyczne, po-
wtarzajace si¢ ,,bloki”, czyli tzw. komorki elementar-
ne krysztatu. W konsekwencji praktycznie wszystkie
makroczasteczki w krysztale — lub zestawy makro-
czasteczek, jezeli jest ich wigcej niz jedna w komorce
elementarnej — musza przyjmowac identyczng kon-
formacje. Stanowi to pewien problem, poniewaz bial-
ko w warunkach fizjologicznych nie musi przybiera¢
tylko jednej, niezmiennej struktury, a dziatanie wielu
biatek (np. kataliza enzymatyczna) jest skutkiem ich
zmian strukturalnych. Co wigcej, biatka pozbawione
struktury trzeciorzedowej przypominajg raczej tan-
cuch elastycznego polimeru i moga przyjmowac
okreslong strukture przestrzenng tylko w szczegol-
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Ryec. 2. Schemat kolejnych czynnosci i doswiadczen prowadzacych do wyznaczenia struktury biatka metodami rentgenografii strukturalnej. (A) Geny
kodujace badane biatka klonowane sa do odpowiednich plazmidow. (B) Biatka uzyskiwane sa poprzez nadekspresje w E. coli. (C) Po lizie komorek E.
Coli biatka oczyszczane s3 metodami chromatografii. (D) Monokrysztaly biatka uzyskiwane sa np. metoda wiszacej kropli. (E) Wyhodowane krysztaty
wybiera si¢ na podstawie ich rozmiaréw i ksztaltow. (F) Na wybranych krysztatach przeprowadza si¢ doswiadczenie dyfrakcyjne. Obraz dyfrakcyjny
sktada si¢ z wielu plamek, ktorych rozmieszczenie zmienia sig, gdy krysztat jest obracany wzgledem padajacej wiazki promieniowania rentgenowskie-
£0. (G) Na podstawie obrazoéw dyfrakcyjnych wyznacza si¢ trojwymiarowa mapg gestosci elektronowej w komorce elementarnej krysztatu. Numerycz-
na analiza tej mapy umozliwia wyznaczenie struktury atomowej badanego biatka.

kroczasteczki (Ryc. 2G). Dzigki rozwojowi specja-
listycznego oprogramowania do analizy danych dy-
frakcyjnych wyznaczenie struktury biatka sprowadza
si¢ czesto do zaledwie kilku kliknig¢ [7].

Warunkiem koniecznym utworzenia monokryszta-
1ow, ktore daja dobrej jakosci obraz dyfrakcyjny, jest

nych warunkach, gdy na przyktad zwiaza si¢ z inny-
mi, $cisle okreslonymi czgsteczkami biologicznymi.
Metoda jadrowego rezonansu magnetycznego opie-
ra si¢ na catkowicie odmiennych zasadach fizycznych
niz rentgenografia strukturalna. Ma ona jednak analo-
gicznie zastosowanie w biologii strukturalnej — jest
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powszechnie uzywana do badania struktur makromo-
lekut z rozdzielczo$cig atomowa. Zasadniczg roznica
jest to, ze wykorzystanie rentgenografii strukturalnej
wymaga uprzedniego wyhodowania krysztatow biat-
ka, natomiast do§wiadczenia NMR sg przeprowadza-
ne na ciektym roztworze badanego biatka. Ponadto,
na potrzeby pomiaréow technikg NMR, biatka musza
by¢ znakowane stabilnymi izotopami (zwykle "“C
1 ®N), co moze by¢ trudne w przypadku ekspresji bia-
fek w komorkach owaddéw lub ssakoéw. Znakowane
biatko musi by¢ stabilne w czasie pomiarow NMR,
ktore trwa¢ mogg nawet do dwoch tygodni. Musi by¢
takze stosunkowo niewielkie, gdyz rozdzielczo$¢ me-
tody NMR znacznie si¢ pogarsza dla biatek o masie
przekraczajacej okoto 50 kDa. Glowng przyczyna
tego ograniczenia jest fakt, iz duze biatka w $rodo-
wisku wodnym — na skutek bezustannych zderzen
termicznych z innymi czasteczkami — wykonuja sto-
sunkowo powolne ruchy obrotowe, co prowadzi do
szybkiego zaniku sygnatu NMR. Nalezy jednak za-
znaczy¢, ze w dziedzinie NMR nastgpuje ciagly po-
step, przez co mozliwe stajg si¢ badania strukturalne
coraz wickszych biatek [5].

Nalezy zwroci¢ uwage na jeszcze jedng wazng
roéznic¢ migdzy rentgenografia a metodami NMR. Za
pomocg metod rentgenografii strukturalnej wyznacza
si¢ statyczny model opisujacy polozenia poszcze-
golnych atomow biatka w krysztale. Male drgania
pojedynczych atoméw wokot polozenia rownowagi
opisywane sa przez tzw. czynniki temperaturowe.
Natomiast NMR umozliwia badanie dynamiki bia-
fek w roztworach cieklych. Ot6z, na skutek zderzen
z innymi czasteczkami, biatka w $rodowisku wod-
nym pozostaja w bezustannym ruchu. Sg to mig¢dzy
innymi ruchy obrotowe i postgpowe catych czaste-
czek biatka. Moga tez wystgpowac ruchy polegajace
na znacznych zmianach wzglednych potozen atomow
w czasteczce biatka. Ruchy tego rodzaju nazwane sa
zmianami konformacyjnymi. Na podstawie widm
NMR wyznacza si¢ zwykle grupe okoto 20 modeli
przestrzennych, ktora reprezentuje typowe konfor-
macje badanego biatka w $§rodowisku wodnym. Dla-
tego metody NMR doskonale nadaja si¢ do badania
matych biatek typu IDP.

Metoda rozpraszania promieniowania rentgenow-
skiego pod malymi katami

Jak juz wspomniano, metody biologii strukturalne;
wysokiej rozdzielczo$ci maja swoje ograniczenia.
Rentgenografia strukturalna optymalnie nadaje si¢ do
badania makroczasteczek ,,nieelastycznych”, tzn. ta-
kich, ktére w warunkach zblizonych dofizjologicznych

przyjmuja jedna, stabilna, dobrze okreslong strukture
przestrzenng. Natomiast obecne metody NMR sto-
sowalne sa do badan strukturalnych makroczaste-
czek o masach nie przekraczajacych okoto 50 kDa.
Metoda SAXS nie podlega tym ograniczeniom i daje
dodatkowa mozliwo$¢ charakterystyki strukturalnej
biatek i innych makroczasteczek w srodowisku wod-
nym [3]. Po pierwsze, w przeciwienstwie do rent-
genografii strukturalnej, metoda SAXS nie wymaga
hodowli krysztatow. Doswiadczenia SAXS zawsze
dostarczaja danych rozproszeniowych, gdyz ma-
kroczasteczki w ciektym roztworze zawsze rozpra-
szaja promieniowanie rentgenowskie — niezaleznie
od stopnia ich ustrukturyzowania lub elastycznosci.
Dlatego moze by¢ ona stosowana np. do badania
bialek pozbawionych struktury trzeciorzgdowej. Po
drugie, w przeciwienstwie do NMR, metoda SAXS
nie jest ograniczona przez rozmiar badanych makro-
molekut. Moze by¢ ona stosowana zaréwno do ba-
dania duzych kompleksoéw biatkowych, jak i matych
biatek lub peptydéw (uzupehiajac np. informacje
z pomiarow NMR). Jakos$¢ krzywych rozproszenio-
wych otrzymywanych z do§wiadczen SAXS nie zale-
zy bezposrednio ani od rozmiaru ani od ,,migkkosci”
badanych makromolekul w srodowisku wodnym. Co
wiecej, metoda SAXS moze by¢ stosowana do bada-
nia ciektych roztworéw makroczasteczek w szerokim
zakresie stezen, temperatur, pH, sit jonowych, itd.
SAXS powszechnie uwazana jest za metod¢ o ni-
skiej rozdzielczosci, poniewaz w dos$wiadczeniach
SAXS rejestrowane jest promieniowanie rentgenow-
skie rozproszone jedynie pod matymi katami wzgle-
dem kierunku wiazki padajacej (Ryc.3A). Co wigcej,
w przeciwienstwie do krystalografii rentgenowskiej,
doswiadczenia SAXS dostarczajg ,,sferycznie usred-
nionych” informacji o strukturach badanych makro-
molekul, co dodatkowo obniza doktadnos¢ tej metody.
Oto6z gdy promieniowanie rentgenowskie rozprasza-
ne jest na krysztale, to obraz dyfrakcyjny sktada si¢
z wielu rozmieszczonych symetrycznie plamek, ktore
zmieniajg si¢, gdy krysztat jest obracany wzgledem
wigzki padajacej (Ryc. 2F). Natomiast gdy promienio-
wanie rentgenowskie pada na roztwor ciekty, to jest
ono rozpraszane na czasteczkach majacych réznorakie
orientacje przestrzenne wzgledem wiazki padajace;j,
wskutek czego obraz dyfrakcyjny sklada si¢ ze
wspotsrodkowych pierscieni. W tym przypadku obra-
canie probki wzgledem wiazki padajacej nie zmienia
obrazu dyfrakcyjnego. Wynikiem takiego doswiad-
czenia jest wigc jedynie jednowymiarowa krzywa,
tzn. natg¢zenie promieniowania rentgenowskiego
w funkcji kata rozproszenia (Ryc. 3B). Czg$¢ informacji
o strukturze badanych makroczgsteczek zostaje
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zatem utracona, gdy doswiadczenie rozproszeniowe
przeprowadza si¢ na roztworze cieklym, a nie na mo-
nokrysztatach. Mozna powiedzie¢, ze skomplikowa-
na, trojwymiarowa struktura makroczasteczki zostaje
w doswiadczeniach SAXS zredukowana do jednowy-
miarowej krzywej rozproszeniowej. Jednak pomimo
utraty informacji, analiza i interpretacja krzywych
rozproszeniowych z do$wiadczen SAXS moze pro-
wadzi¢ do waznych obserwacji na temat relacji struk-
turalno-funkcjonalnych badanych makroczasteczek.

A

zrodto

promieni
Rentgena

wigzka padajaca wiaZ
>

Niewatpliwg zaleta wykorzystania krzywych roz-
proszeniowych do modelowania biatek jest to, ze do-
$wiadczenia SAXS sg przeprowadzane na roztworach
ciektych i w zwiazku z tym dostarczaja informacji
o stanie termodynamicznym biatek w naturalnym
srodowisku wodnym. Jednak aby z pomiarow SAXS
uzyskac rzetelne informacje o strukturze biatek, nale-
zy zadba¢ o wiele niuansow, wsrod ktorych dwa opi-
sane ponizej wydaja si¢ najistotniejsze. Po pierwsze,
krzywa rozproszeniowa jest wyznaczana jako roznica

-
-
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Ryc. 3. Rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami na czasteczkach biatka w srodowisku wodnym. (A) Schemat uktadu do-
$wiadczalnego. Kat rozproszenia oznaczony jest przez 0. Doswiadczenia przeprowadza si¢ zwykle w synchrotronach. (B) Przyktad krzywej rozprosze-
niowej, tzn. zaleznosci zarejestrowanego nat¢zenia promieniowania rentgenowskiego w funkcji kata rozproszenia 6. (C) Rozktad odlegtosci pomigdzy
wszystkimi parami atoméw w badanym bialku. Rozktad ten otrzymuje si¢ z transformaty Fouriera krzywej rozproszeniowej z Ryc. 3B. (D) Obwied-
nia molekularna reprezentujaca przestrzen zajmowana przez czasteczke badanego biatka. Obwiednie molekularne dostarczajg informacji o ksztattach
i rozmiarach badanego biatka. Otrzymuje si¢ je na podstawie rozktadu odleglosci par atoméw z Ryc. 3C oraz sekwencji aminokwasowej

badanego biatka.
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natgzen promieniowania rozproszonego na probce
biatka w buforze a probce samego buforu. Jesli od-
jecie tych dwoch sygnatow zostanie wykonane nie-
wlasciwie lub niedoktadnie, to wyznaczona krzywa
rozproszeniowa moze by¢ obarczona duzym bledem
pomiarowym, a wyznaczone na jej podstawie modele
strukturalne beda mylne. Po drugie, przy modelowa-
niu bialek na podstawie danych z do§wiadczen SAXS
nalezy wzia¢ pod uwage tzw. powloke hydratacyjna
na powierzchni biatka. Jest to zadanie obliczeniowo
ztozone 1 niejednoznaczne. Rézne programy do obli-
czen krzywych rozproszeniowych na podstawie mo-
deli strukturalnych (np. CRYSOL [15] lub AquaSAXS
[12]) r6znig sie sposobem modelowania powlok hy-
dratacyjnych, co moze naktada¢ dodatkowa niepew-
nos$¢ na struktury biatek wyznaczone metodg SAXS.
Metoda SAXS jest standardowo uzywana do wy-
znaczania charakterystycznych rozmiaréw i ksztal-
tow biatek [3]. Pomijajac pewne aspekty techniczne,
procedura jest nastgpujaca. Z doswiadczen SAXS
(Ryc. 3A) otrzymuje si¢ krzywe rozproszeniowe
(Ryc. 3B). Odwrotna transformata Fouriera krzywej
rozproszeniowej daje rozklad odleglosci pomiedzy
wszystkimi mozliwymi parami atomow w badanym
biatku (Ryc. 3C). Na podstawie tego rozkladu i se-
kwencji aminokwasowej biatka (oraz przy uprasz-
czajacym zatozeniu rownomiernego roztozenia masy
w czasteczce bialka) wyznacza si¢ tzw. obwiedni¢
molekularna, ktéra reprezentuje przestrzen zajmo-
wang przez czgsteczke biatka (Ryc. 3D). Do obliczen
tych uzywa si¢ specjalistycznego oprogramowania
komputerowego [9]. Obwiednie molekularne dostar-
czaja informacji o charakterystycznych rozmiarach
badanego biatka i pozwalaja zwizualizowac jego
ksztalt. Jednak nie pozwalaja one okresli¢ atomowej
struktury biatka i dlatego SAXS jest powszechnie
uznawana za metode biologii strukturalnej niskiej roz-
dzielczosci. Jednak jesli dane z doswiadczen SAXS
zostang uzupetnione o pewne dodatkowe informacje
strukturalne o badanym biatku, to moga by¢ one wy-
korzystane w duzo bardziej wydajny sposob. Przy-
ktadowo SAXS moze stuzy¢ do okreslenia struktury
kompleksu biatkowego, jesli znane sg struktury ato-
mowe poszczegolnych biatek lub domen biatkowych
tworzacych dany kompleks. Uzywane jest do tego
celu specjalistyczne oprogramowanie [9,10]. Mo-
delowanie tego typu przebiega zwykle nastgpujaco.
Generowana jest najpierw duzy zbidr zréznicowa-
nych modeli strukturalnych badanego kompleksu
bialkowego (zwykle dziesiatki tysigcy rozmaitych
modeli przestrzennych). Aby proces ten byl efektyw-
ny i niezbyt czasochtonny, struktury poszczegolnych
bialek lub domen biatkowych wchodzacych w skiad

badanego kompleksu reprezentowane sg przez bryty
sztywne. Mozna to porownac do taczenia kilku kloc-
kéw Lego na wiele roznych sposobdw. Nastepnie dla
kazdego z wygenerowanych modeli strukturalnych
obliczana jest teoretyczna krzywa rozproszeniowa,
ktora jest porownywana z krzywa rozproszeniowg
otrzymang z do§wiadczenia SAXS na badanym kom-
pleksie biatkowym. Zgodnos¢ krzywej teoretycznej
z do$wiadczalng oznacza, ze dany model struktural-
ny moze reprezentowac rzeczywistg struktur¢ kom-
pleksu biatkowego w $rodowisku wodnym. Tak wigc
z wygenerowanej puli modeli wybierane sg te, ktore
najlepiej zgadzaja si¢ z krzywa rozproszeniowg z do-
$wiadczenia SAXS. Dzigki tego typu modelowaniu
mozna okresli¢, w jaki sposob grupa danych biatek
jest wzajemnie potaczona w kompleks. Mozliwe jest
wigc wskazanie powierzchni, ktorymi te biatka od-
dziatuja ze soba.

Rentgenografia strukturalna jest coraz czgsciej
uzupetniana przez SAXS w celu okreslenia struktur
bialek wielodomenowych oraz kompleksow biat-
kowych. Natomiast metody laczace NMR i SAXS
pozwalaja wyznacza¢ atomowe struktury biatek
w $rodowisku wodnym. Takie potaczenie wydaje
si¢ szczegblnie skuteczne, poniewaz NMR i SAXS
dostarczajag komplementarnych informacji struktu-
ralnych. Mianowicie pomiary NMR naktadajg ,,lo-
kalne” ograniczenia na odlegtosci migdzy atomami
lub na katy dwuscienne mig¢dzy plaszczyznami wig-
zan chemicznych w badanym biatku, natomiast dane
z do$wiadczen SAXS dostarczajg ,,globalnych” in-
formacji o rozmiarze i ksztatcie tego biatka.

Jak zostato to opisane wczesniej, dane z doswiad-
czen SAXS wykorzystywane s3 czesto do wyzna-
czania tzw. obwiedni molekularnych, ktore repre-
zentujg ksztalty biatek (Ryc. 3D). Jednak jesli biatko
w warunkach fizjologicznych jest elastyczne, tzn. nie
posiada stabilnej struktury trzeciorzedowej, to po-
jedyncza obwiednia molekularna nie moze oczywi-
$cie przedstawi¢ jego ksztattu. Dlatego modelowanie
tego typu biatlek wymaga innej strategii, ktora daje
mozliwo$¢ opisu zespotu konformacyjnego, a nie
pojedynczej struktury. W podej$ciu tym stan natyw-
ny bialka reprezentowany jest przez grupe modeli
strukturalnych, ktora jako cato$¢ musi by¢ zgodna
z wynikami do$wiadczen. Powstato wiele sposobow
modelowania zespolow konformacyjnych biatek
w oparciu o dane SAXS [2,8,13]. Wszystkie te po-
dejscia wymagajg na poczatek wygenerowania duzej
puli modeli przestrzennych badanego biatka. Moze
by¢ ona otrzymana przy uzyciu, na przyktad, algoryt-
moéw uwzgledniajacych jedynie efekty wykluczonej
objetosci [2] Iub symulacji typu Monte Carlo [13]
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lub symulacji dynamiki molekularnej [8]. Po wygene-
rowaniu dostatecznie duzej i zréznicowanej puli mo-
deli strukturalnych, zwykle wykorzystywane sg pewne
algorytmy heurystyczne do okreslenia, ktéra kombi-
nacja struktur jest najbardziej zgodna z wynikami
doswiadczen SAXS. Z puli wybierana jest w ten spo-
sob waska grupa modeli, ktora reprezentuje zespot
konformacyjny badanego biatka. Natomiast metoda
o nazwie EROS (od ang. Ensemble Refinement of
SAXS) wykorzystuje inng strategi¢, ktora polega na
tym, ze pula struktur otrzymanych z symulacji jest
zmieniana mozliwie tagodnie, a jednoczesnie w taki
sposob, aby uzyskac jej zgodnosci z krzywa rozpro-
szeniowa SAXS [13]. Do osiagnigcia tego celu wyko-
rzystywana jest zasada maksymalnej entropii. Metoda
EROS zostala poszerzona i udoskonalona — obecnie
umozliwia modelowanie zespotow konformacyjnych
biatek na podstawie wynikow doswiadczen SAXS,
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR
od ang. Electron Paramagnetic Resonance) 1 Forste-
rowskiego rezonansowego przekazu energii (FRET
od ang. Forster Resonance Energy Transfer) [4].

Podsumowanie

Wsrod biatek najtrudniejszych do scharakteryzo-
wania strukturalnego sa obecnie te, ktore zbudowane

sa z wielu domen polaczonych dtugimi, elastycznymi
Tacznikami. Mimo tego, ze biatka tego rodzaju cze-
sto wystepuja w komorkach biologicznych i pelnia
w nich wiele waznych funkcji, to stanowig one biatg
plam¢ w dziedzinie biologii strukturalnej. Ich znacz-
ny rozmiar oraz elastycznos¢ strukturalna sa powo-
dem tego, Zze nie ma obecnie jednej, uniwersalnej
metody badawczej, ktora moglaby dostarczy¢ infor-
macji o strukturach tego rodzaju biatek. Jednak jesli
wyniki pomiaré6w przeprowadzonych kilkoma réz-
nymi, uzupehiajacymi si¢ metodami — tj. krystalo-
grafia, NMR, cryoEM, SAXS, EPR, FRET — zostana
potaczone przy pomocy zaawansowanych narzedzi
obliczeniowych, to wyznaczenie reprezentatywnych
konformacji tego typu biatek staje si¢ mozliwe. Po-
dejscie takie zostalo zastosowane np. do wyznaczenia
zespotow konformacyjnych kompleksow biatkowych
ESCRT [4] (od ang. Endosomal Sorting Complex Re-
quired for Transport). W przysztosci analogiczne me-
tody moga by¢ zastosowane do innych komplekséw
biatkowych zaangazowanych w transport wewnatrz-
komoérkowy.
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