Konformacje bialek wielodomenowych i czesciowo
nieustrukturyzowanych - symulacje i eksperymenty

Bartosz Rozycki™

Instytut Fizyki Polskiej Akademii Nauk, Labo-
ratorium Fizyki Biologicznej, Warszawa

“Instytut Fizyki Polskiej Akademii Nauk,
Laboratorium Fizyki Biologicznej, Aleja
Lotnikéw 32/46, 02-668 Warszawa; e-mail:
rozycki@ifpan.edu.pl

Artykul otrzymano 8 lutego 2017 r.
Artykul zaakceptowano 8 marca 2017 r.

Stowa kluczowe: biofizyka molekularna, bio-
logia strukturalna, biatka pozbawione struk-
tury trzeciorzedowej, biatka wielodomenowe,
symulacje dynamiki molekularnej

Podziekowania: Badania prowadzone przez
autora niniejszej pracy sa finansowane ze srod-
kéw przyznanych przez Narodowe Centrum
Nauki na realizacje w latach 2017-2020 projek-
tu 2016/21/B/NZ1/00006.

132

STRESZCZENIE

iologia strukturalna zajmuje si¢ badaniem przestrzennych struktur makroczasteczek

takich jak biatka, DNA, RNA oraz ich kompleksow w celu wyjasnienia podstawowych
mechanizmoéw ich dziatania. Wsréd makroczasteczek stanowiacych obecnie najwieksze
wyzwania dla biologii strukturalnej sa bialka, ktore zbudowane s3a z kilku odrebnych
domen polaczonych dlugimi, nieustrukturyzowanymi odcinkami lancucha polipepty-
dowego. Bialka tego rodzaju pelnia wiele rozmaitych funkcji w organizmach zywych i
jednoczesnie sa wyjatkowo trudne do scharakteryzowania za pomoca konwencjonalnych
technik biologii strukturalnej. Ta luka w metodzie poznawczej doprowadzila niedawno
do rozwoju tzw. metod hybrydowych, ktore wykorzystuja nowatorskie metody oblicze-
niowe do laczenia danych z ré6znorodnych, wzajemnie uzupelniajacych sie doswiadczen
strukturalnych. Niniejsza praca poSwiecona jest implementacji i wykorzystaniu metod hy-
brydowych. Zawiera miedzy innymi szczegélowy opis sposobu, w jaki reprezentatywne
struktury wielodomenowych bialek uzyskiwane sa metoda hybrydowa o nazwie EROS
(ang. Ensemble Refinement of SAXS).

WPROWADZENIE

Organizmy zywe, poczawszy od bakterii a skoficzywszy na czlowieku, zbu-
dowane sa z wysoko zorganizowanej i specyficznej materii, w wiekszosci nie-
spotykanej w $wiecie nieozywionym. Materia ta obejmuje biatka, kwasy nukle-
inowe, tluszcze i weglowodany. Wéréd nich biatka stanowia arcydzieta Natury
- 53 one prawdziwymi nanoskopijnymi maszynami w prawdziwych mikrosko-
pijnych fabrykach, jakie stanowig organelle zywych komorek, takie jak np. mito-
chondria, chloroplasty lub siateczka $rédplazmatyczna.

W biatkach, podczas ich pracy, zachodza réznego rodzaju procesy, m.in.
zmiany konformacyjne, czyli zmiany ich przestrzennej struktury na skutek
przemieszczania sie pewnych grup atoméw wzgledem innych. Niektére biatka
stuza do transportowania waznych substancji lub stanowia kanaly, przez ktére
okreslone czasteczki lub jony moga sie przedostac¢ do wnetrza lub na zewnatrz
komorki. Jeszcze inne posrednicza w przekazywaniu sygnalow, tzn. kontro-
li taricuchéw reakcji biochemicznych, ktére pozwalaja komérce reagowac na
zmiany w swoim érodowisku.

Biologia strukturalna zajmuje si¢ badaniem przestrzennych struktur makro-
czasteczek, a w szczeg6lnosci biatek, w celu szczegétowego zrozumienia zasad
ich dzialania. Jej zasadniczym celem jest poznanie podstawowych proceséw
zyciowych na poziomie molekularnym. Biologia strukturalna zrodzila si¢ z
rentgenografii strukturalnej. Obecnie wykorzystuje sie duzo szersze spektrum
metod, gdyz wielu waznych zagadnieni biologii strukturalnej nie mozna roz-
wigza¢ wykorzystujac jedynie metode rentgenografii. Przykladami godnymi
uwagi sa biatka pozbawione struktury trzeciorzedowej, a w szczegdlnosci
duze biatka wielodomenowe, w ktérych poszczegélne domeny potaczone sa
nieustrukturyzowanymi odcinkami faricucha polipeptydowego.

Oprécz rentgenografii strukturalnej, wspoélczesne badania strukturalne
biatek wykorzystuja czesto takie metody jak magnetyczny rezonans jadrowy
(NMR, ang. Nuclear Magnetic Resonance), kriogeniczna mikroskopia elektro-
nowa (cryoEM, ang. cryo-Electron Microscopy), rozpraszanie promieniowania
rentgenowskiego pod matymi katami (SAXS, ang. Small Angle X-ray Scattering),
Forsterowski rezonansowy przekaz energii (FRET, ang. Férster Resonance Ener-
gy Transfer) oraz spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(EPR, ang. Electron Paramagnetic Resonance), w tym metoda pulsowego EPR o
nazwie DEER (ang. Double Electron-Electron Resonance). Metody te, podobnie
jak rentgenografia strukturalna, wywodza sie z fizyki materii skondensowa-
nej i zostaly stopniowo zaadaptowane na potrzeby biologii strukturalnej. Ich
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Tabela 1. Podsumowanie kilku z najwazniejszych metod wspolczesnej biologii strukturalnej. Przygotowano na podstawie pracy przegladowej [2].

Metoda Wymagania i ograniczenia
- zrédlo monochromatycznego
promieniowania rentgenowskiego;
Rentgenografia - krysztaty biatek;
strukturalna - problem fazy;

- nie znajduje zastosowania do badania biatek typu
IDP (biatek natywnie nieuporzadkowanych);

- drogie spektrometry NMR;

- znakowanie biatek izotopami, zwykle *C i °N;
NMR - ograniczenie do bialek matych i srednich rozmiaréw;

- przyporzadkowanie rezonansow i tworzenie modeli

strukturalnych jest czesto trudne i czasochtonne;

Zalety

- struktury makroczasteczek wyznaczone

z rozdzielczoscig atomows;

- brak ograniczen ze wzgledu na rozmiar makroczasteczek;
- szybkie i latwe tworzenie modeli strukturalnych biatek
(oprogramowanie przyjazne dla uzytkownika);

- powszechnie dostepne wyposazenie synchrotronéw;

- struktury makroczasteczek wyznaczone
z rozdzielczoscig atomows;

- nie wymaga hodowli krysztatéw;

- ma zastosowanie do ,elastycznych
makroczasteczek” takich jak np. IDP;

- moze dostarczac informacji o dynamice

- bardzo drogie mikroskopy elektronowe;
- ograniczenie do bardzo duzych

Mikroskopia komplekséw makromolekularnych;

elektronowa (cryoEM)
sg bardzo wymagajace obliczeniowo;

- zrédto monochromatycznego
promieniowania rentgenowskiego;
SAXS - niska rozdzielczos¢ przestrzenna;

- dostarcza informacji o rozmiarach i ksztaltach
makroczasteczek lecz nie o ich strukturach atomowych;

- wprowadzenie odpowiednich mutacji
aby cysteiny znajdowaly sie w okreslonych
miejscach na powierzchni badanego biatka;
FRET i DEER .
lub paramagnetycznymi;
- wyznaczenie struktur matych biatek na
podstawie pomiaréw FRET lub DEER jest
mozliwe ale bardzo ztozone i czasochtonne;

- najnowocze$niejsze algorytmy analizy obrazu

- wyznakowanie znacznikami fluorescencyjnymi

makroczasteczek w Srodowisku wodnym;

- nie wymaga duzych ilosci biatka;

- nie wymaga ani znakowania bialek ani hodowli krysztalow;
- wykorzystuje symetrie przestrzenne badanych

uktadow, takich jak np. otoczki wirusow;

- nie wymaga ani znakowania bialek ani hodowli krysztalow;
- brak ograniczeri na rozmiary badanych makromolekut;

- wysoka przepustowo$¢ pomiaréw i szybka analiza danych;
- wiele synchrotronéw oferuje obecnie linie

badawcze dedykowane pomiarom SAXS;

- bezposrednia obserwagja elastycznosci

i zmian konformacyjnych biatek;

- brak ograniczen ze wzgledu na rozmiary bialek;

- znajduja zastosowania w badaniach
strukturalnych biatek btonowych;

- do pomiaré6w FRET na pojedynczych czasteczkach
wystarczaja bardzo mate ilosci biatka;

szczegbdlowe omoéwienie znalezé mozna w znakomitych
podrecznikach [1]. Natomiast ich zwiezly, fragmentarycz-
ny opis, gtéwnie w kontekscie mocnych i stabych stron, zo-
stal przedstawiony w artykule przegladowym [2]. Dlatego
metody te z osobna nie beda omawiane w niniejszej pra-
cy. Celem niniejszej pracy jest natomiast przedstawienie
tzw. metod hybrydowych, ktére wykorzystywane sa do
pozyskiwania informacji o strukturach makroczasteczek
na podstawie polaczenia danych z wielu réznorodnych,
wzajemnie uzupelniajacych sie doswiadczen, takich jak
wymienione wczesniej NMR, cryoEM, SAXS, FRET, EPR
lub innych [3].

Metody hybrydowe rozwijane sa przede wszystkim w
celu charakteryzacji strukturalnej duzych, dynamicznych
kompleksoéw biatkowych, ktére ztozone sg z wielu odreb-
nych domen, elastycznych tacznikéw miedzydomeno-
wych oraz natywnie nieustrukturyzowanych odcinkéw
tancucha polipeptydowego mogacych przyja¢ unikalna
strukture tylko na skutek pewnych reakcji biochemicz-
nych lub proceséw biofizycznych, takich jak przylaczenie
okreslonych czasteczek. Tego typu architektura moleku-
larna spotykana jest na przyklad w kompleksach biatko-
wych zaangazowanych w dynamiczne ksztaltowanie i
rozwdj organelli wewnatrzkomoérkowych. Przyktadami
moga by¢ kompleksy biatkowe ESCRT [4,5] i BLOC [6].
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HYBRYDOWE METODY BIOLOGII STRUKTURALNE]

Wszystkie metody biologii strukturalnej maja ograniczo-
ny zakres stosowalnosci, co zostalo podsumowane w tabe-
li 1. Dlatego w pewnych przypadkach moze okazac¢ sie, ze
zadna z tych metod nie jest wystarczajaca do wyznaczenia
struktur przestrzennych danych makroczasteczek. W takich
przypadkach warto sprébowaé strategii, ktéra polega na
wykorzystaniu kilku wzajemnie uzupetniajacych sie metod.
Przykladowo, krystalografia strukturalna jest coraz czesciej
uzupelniana przez SAXS w celu okreslenia struktur biatek
wielodomenowych oraz komplekséw biatkowych [7,8]. Na-
tomiast mapy gestosci wyznaczone przy uzyciu mikrosko-
pu elektronowego (metoda cryoEM) moga by¢ wykorzysta-
ne jako dane ,wejéciowe” do podstawienia molekularnego,
ktore jest powszechnie uzywane w krystalografii struktural-
nej. Takie polaczenie krystalografii bialek z metoda cryoEM
zostato wykorzystane np. do wyznaczenia struktur otoczek
wiruséw z rozdzielczoscia kilku angstreméw [9,10]. Z kolei
metody Iaczace NMR i SAXS pozwalaja wyznaczaé atomo-
we struktury biatek w srodowisku wodnym [11,12]. Takie
polaczenie wydaje si¢ szczegdlnie skuteczne, poniewaz
NMR i SAXS dostarczaja komplementarnych informacji
strukturalnych. Mianowicie, pomiary NMR nakladaja ,lo-
kalne” ograniczenia na odleglosci miedzy atomami lub na
katy dwuscienne miedzy plaszczyznami wiazani chemicz-
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nych w badanym biatku, natomiast dane z doswiadczen
SAXS dostarczaja ,globalnych” informacji o rozmiarze i
ksztalcie tego biatka. Warto takze wspomnie¢, ze polacze-
nie metod SAXS, NMR i krystalografii strukturalnej zostalo
uzyte do okreslenia zespotu struktur kompleksu biatkowe-
go p38a:HePTP zawierajacego elastyczne petle i taczniki
miedzydomenowe [13]. W tym przypadku krystalografia
zostala uzyta do wyznaczenia struktur poszczegélnych
domen biatkowych wchodzgcych w sklad badanego kom-
pleksu; zmiany przesunigcia chemicznego wyznaczone w
doswiadczeniach NMR dostarczyty informacji o aminokwa-
sach tworzacych kontakty miedzydomenowe; natomiast
dane rozproszeniowe z doswiadczenn SAXS umozliwity
umiejscowienie skladowych domen biatkowych wzgledem
siebie.

Do wyznaczania modeli strukturalnych duzych, dyna-
micznych, wielodomenowych komplekséw biatkowych
szczegblnie dobrze nadaja sie metody hybrydowe, takie
jak EROS (ang. Ensemble Refinement of SAXS), ktére tacza
rentgenografie strukturalng lub NMR (ktére to umozliwiaja
wyznaczenie struktur poszczegélnych domen biatkowych)
z SAXS (ktéra dostarcza informacji na temat rozmiaru i
ksztaltu calego badanego kompleksu biatkowego) oraz z
DEER lub FRET (ktére natomiast nakladaja lokalne ograni-
czenia na odleglosci pomiedzy wybranymi parami znaczni-
kow na powierzchni bialek). Za pomoca takich metod hy-
brydowych jak EROS, wyniki do$wiadczen rentgenografii
strukturalnej, NMR, SAXS, DEER i FRET moga zosta¢ zin-
tegrowane i tacznie wykorzystane do szczegétowej repre-
zentacji struktur i ruchéw takich komplekséw biatkowych
jak ESCRT [4,5,14] lub kinaz biatkowych tworzacych dyna-
miczne kompleksy z fosfatazami [13].

W kolejnych akapitach opisany zostanie sposéb, w jaki
struktury hybrydowe sa uzyskiwane przy uzyciu metody
EROS [14]. Modelowanie typu EROS przebiega w dwoéch
etapach. W pierwszym etapie wykonywane sa symulacje
komputerowe danego kompleksu bialkowego, w wyniku
ktérych wygenerowany zostaje szereg modeli struktural-
nych. W ten sposoéb otrzymywany jest zesp6t konformacyj-
ny przeznaczony do , dalszej obrobki”. W drugim etapie 6w
zespo6l konformacyjny zostaje poprawiony w taki sposéb,
aby osiagna¢ zgodnosé ze wszystkimi dostepnymi danymi
doswiadczalnymi. Te dwa kolejne etapy zostana szczegoto-
WO opisane ponizej.

EROS

Symulacje dynamiki molekularnej duzych komplekséow
biatkowych w skali atomowej sa bardzo czasochlonne,
szczegblnie jesli symulowane maja by¢ znaczne zmiany
konformacyjne. Dlatego na potrzeby metody EROS wyko-
rzystywane sa tzw. symulacje gruboziarniste, w ktérych cate
aminokwasy reprezentowane sg przez pojedyncze , kulki”
lub ,ziarna” [15]. Co wiecej, domeny biatkowe o znanych
strukturach (tzn. strukturach wyznaczonych przy uzyciu
metod krystalografii strukturalnej lub NMR) reprezento-
wane sa przez bryly sztywne podlegajace jedynie przesu-
nieciom i obrotom w czasie symulacji. Natomiast nieustruk-
turyzowane petle i elastyczne laczniki miedzydomenowe
reprezentowane sa przez tancuchy ,ziaren” odpowiednich
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aminokwasow. Larncuchy te sg lokalnie rozciggane, zgnane
i skrecane w czasie symulagcji, tak aby symulowane biatka
mogly przybiera¢ ré6znorodne konformacje. Jednak wszyst-
kie ruchy biatek wykonywane sa w czasie symulacji zgod-
nie z zasadami mechaniki i fizyki statystycznej. Oddziaty-
wania fizyczne miedzy domenami biatkowymi opisane sa
na poziomie pojedynczych ,ziaren” przez energie poten-
gjalng, ktéra uwzglednia statystyki wystepowania kontak-
tow miedzy aminokwasami oraz potencjat elektrostatyczny
w przyblizeniu Debye’a-Htickela. Zmiany dlugosci Deby-
€’a, ktora opisuje zasieg oddziatywan elektrostatycznych w
roztworach wodnych, umozliwiaja symulacje biatek w roz-
tworach o réznych sitach jonowych. Jak zostato wykazane
w serii symulacji, w ten spos6b dobrana energia potencjalna
poprawnie przewiduje struktury i stale rownowagi wielu
komplekséw biatkowych [15]. Wynik ten wskazuje na to, ze
symulacje gruboziarniste typu EROS prawidiowo prébkuja
rzeczywiste konformacyjne komplekséw biatkowych.

Modele strukturalne wygenerowane w procesie symula-
qji sa nastepnie segregowane na podstawie wzajemnego po-
dobienistwa i grupowane w zbiory. Dany zbiér sklada sie z
modeli strukturalnych (zwykle od kilku do kilkudziesieciu
modeli), ktére sa wzajemnie podobne. W celu podziatu puli
modeli na zbiory wykorzystuje sie standardowe algorytmy
grupowania, np. algorytm centroidéw (ang. k-means) lub al-
gorytm typu QT (ang. Quality Threshold), natomiast jako mia-
ry podobieristwa modeli uzywane si¢ zwykle DRMS (ang.
Distance Root Mean Square). Dla kazdego ze zbioréw osobno
oblicza sie nastepnie wielkosci, ktére zostaly wyznaczone
w doswiadczeniach na badanych biatkach, czyli np. krzywa
rozproszeniowa lub histogramy wydajnosci przekazu ener-
gii miedzy parami znacznikéw. Obliczen tych dokonuje sie
oczywiscie na podstawie poszczegélnych struktur przypi-
sanych do zbioréw. Nastepnie zbiorom przypisuje sie wagi
statystyczne i przyjmuje sie, ze srednia wazona po zbiorach
reprezentuje Srednig po zespole statystycznym. Dlatego
wielkosci usrednione po zespole statystycznym, ktére maja
zosta¢ poréwnane bezposrednio z wielko$ciami wyznaczo-
nymi w do$wiadczeniach (SAXS, FRET, DEER, etc.), zale-
za od wag statystycznych przypisanych zbiorom modeli
strukturalnych. Wybierajac zatem odpowiednie wagi sta-
tystyczne mozna zwykle osiaggnaé¢ zgodnosé¢ wynikéw do-
$wiadczalnych z wynikami teoretycznymi (tzn. zgodnosé
wielkosci zmierzonych w doswiadczeniach z wielkos$ciami
obliczonymi na podstawie symulowanych modeli struk-
turalnych po udrednieniu z odpowiednimi wagami). Aby
uniknaé problemu niejednoznacznosci wyboru wlasciwych
wag statystycznych, dopasowanie wielkosci teoretycznych
do doswiadczalnych opiera sie¢ na metodzie maksymalnej
entropii. Metoda to sprowadza sie do numerycznej minima-
lizacji réznicy dwéch funkcji. Pierwsza z tych funkeji opisu-
je stopient zgodnosci przewidywan teoretycznych z wynika-
mi dodwiadczen i zalezy w skomplikowany sposéb od wag
statystycznych zbioréw symulowanych struktur. Druga z
tych funkcji ma posta¢ analogiczna do entropii Shannona
i roénie wraz ze zmianami wag statystycznych zbioréw. W
wyniku minimalizacji r6znicy tych dwoéch funkcji otrzymu-
je sie zespot konformacyjny (tzn. zestaw zbioréw modeli
strukturalnych wraz z przyporzadkowanymi wagami sta-
tystycznymi), ktory jest zgodny z wynikami doswiadczen, a
jednoczesnie jest mozliwie podobny do zespotu konforma-
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cyjnego otrzymanego bezposrednio z symulacji (tzn. puli
modeli strukturalnych bez przypisanych wag statystycz-
nych).

Prostszy sposéb konstrukeji zespotu konformacyjnego,
ktéry jest czesto uzywany w praktyce, polega na wyborze
najmniejszego mozliwego zestawu zbioréw struktur, ktory
daje zgodnos¢ teorii z doswiadczeniem [4,5,13]. Zaleta ta-
kiego podejécia jest niewatpliwie to, Ze otrzymany zesp6t
konformacyjny jest zwykle reprezentowany tylko przez
kilka struktur, ktére moga by¢ fatwo zwizualizowane i
zinterpretowane. Jednak odrzucajac znaczng cze$é modeli
strukturalnych otrzymanych z symulacji molekularnych,
metoda ,,minimalnego zespotu” nie wykorzystuje w petni
prognostycznych mozliwosci symulacji, ktére oparte sa na
zasadach fizyki i chemii.

Wspblczesna biologia strukturalna korzysta obficie z me-
tod modelowania molekularnego. Wyznaczanie struktur
biatek na podstawie wynikéw doswiadczer krystalograficz-
nych lub NMR wymaga modelowania wszystkich atoméw
tworzacych dang czasteczke bialka. Natomiast do interpre-
tacji wynikéw doswiadczenn SAXS wystarcza modelowanie
typu gruboziarnistego, przyblizajace grupy atoméw przez
pojedyncze ,ziarna”, gdyz rozdzielczos¢ przestrzenna me-
tody SAXS jest mniejsza od rozmiaréw aminokwaséw. Z
kolei do analizy i interpretacji wynikéw doswiadczen FRET
i DEER konieczne jest modelowanie znacznikéw fluore-
scencyjnych i paramagnetycznych z rozdzielczoscia atomo-
wa. Metoda EROS wykorzystuje symulacje gruboziarniste,
gdyz zostala wprowadzona z mysla o badaniach duzych
bialek wielodomenowych, ktére moga wykazywac znacz-
ne zmiany konformacyjne. Natomiast atomowe struktury
znacznikéw fluorescencyjnych i paramagnetycznych sa
wykorzystywane w metodzie EROS na etapie poprawiania
zespotu konformacyjnego, gdy wyniki symulacji poréwny-
wane sg z wynikami do$wiadczent FRET i DEER [4,5].

Zespot konformacyjny moze zosta¢ wyznaczony na pod-
stawie dopasowania wysymulowanych modeli struktural-
nych do wynikéw pomiaréw doswiadczalnych (takich jak
np. krzywa rozproszeniowa) lub do ,przetworzonych”
danych, ktére otrzymane zostaly na podstawie danych do-
$wiadczalnych (takich jak np. rozktad odlegloéci pomiedzy
parami atoméw w biatku, ktory jest transformata Fouriera
krzywej rozproszeniowej). Aby jednak uniknaé potencjal-
nych bledéw wynikajacych z wprowadzenia réznego ro-
dzaju artefaktéw przy przetwarzaniu danych, takich jak np.
regularyzacja danych, zalecane jest dopasowanie zespotu
konformacyjnego bezposrednio do danych eksperymental-
nych. Bardzo wazna jest takze walidacja przeprowadzonej
procedury obliczeniowej, ktéra polega na sprawdzeniu, ze
zaproponowany zespot konformacyjny jest zgodny z wyni-
kami doswiadczen, ktére nie zostaly wykorzystane do kon-
strukcji tego zespolu.

PODSUMOWANIE

Wsréd biatek najtrudniejszych do scharakteryzowania
strukturalnego sa obecnie te, ktére zbudowane sa z wielu
domen polaczonych dlugimi, nieustrukturyzowanymi, ela-
stycznymi facznikami. Mimo tego, ze biatka tego rodzaju
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czesto wystepuja w komorkach biologicznych i petniag w
nich wiele waznych funkgji, to stanowia one biala plame w
dziedzinie biologii strukturalnej. Ich znaczy rozmiar oraz
elastycznosé strukturalna sa powodem tego, ze nie ma obec-
nie jednej, uniwersalnej metody badawczej, ktéra mogtaby
dostarczy¢ informacji o strukturach tego rodzaju biatek.
Jednak jesli wyniki pomiaréw przeprowadzonych kilkoma
réznymi, uzupelniajacymi sie metodami, tj. krystalografia,
NMR, SAXS, EPR, FRET, zostang polaczone przy pomocy
zaawansowanych narzedzi obliczeniowych, to wyznacze-
nie reprezentatywnych konformagcji tego typu biatek staje
sie¢ mozliwe. Podejécie takie zostato zastosowane np. do wy-
znaczenia zespolow konformacyjnych komplekséw biatko-
wych ESCRT-I [4] i ESCRT-II [5]. W przyszlosci analogicz-
ne metody moga by¢ zastosowane do innych komplekséw
biatkowych zaangazowanych w transport wewnatrzkomor-
kowy, takich jak np. BLOC lub ATG.

Innym waznym kierunkiem rozwoju biologii struktural-
nej w nadchodzacych latach moze okazaé sie wprowadza-
nie nowych metod do badania struktur biatek blonowych.
Znaczace wyniki uzyskano niedawno przy uzyciu techniki
smFRET w polaczeniu z symulacjami dynamiki molekular-
nej [16]. Ponadto rozpraszanie neutronéw pod matymi kata-
mi (SANS, ang. Small Angle Neutron Scattering) moze stac sie
waznym narzedziem do badania biatek w srodowisku bton
lipidowych, podobnie jak SAXS jest obecnie wazna meto-
da o niskiej rozdzielczosci do badania biatek w srodowisku
wodnym. Ciekawg wtasnoscia SANS jest to, ze w odpo-
wiednio dobranych warunkach lipidy rozpraszaja neutrony
inaczej niz czasteczki biatek [17]. Ta wlasnoé¢ moze umoz-
liwi¢ np. poréwnanie struktur biatka peryferyjnego przed i
po zwiazaniu z blona lipidowa lub nawet bezposrednia ob-
serwacje zmian strukturalnych biatek transblonowych (np.
transblonowy receptor zwigzany z ligandem i bez niego).
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ABSTRACT

Structural biology unravels three-dimensional structures of macromolecules such as proteins, DNA, RNA, and their complexes in the attempt
to explain the basic mechanisms of their functions. Among the proteins that are most difficult to characterize structurally are those which have
several large domains connected by long, unstructured polypeptide segments. Such proteins perform diverse functions in living organisms
and, at the same time, they are very difficult to characterize using conventional methods of structural biology. This gap in the market has
recently led to the development of hybrid methods that use state-of-the-art computational tools to combine complementary data from various
experiments. This review article is focused on the implementation and usage of such hybrid methods. It includes a detailed description of how
representative structures of multi-domain proteins are obtained using the so-called EROS (Ensemble Refinement of SAXS) hybrid method.
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