Моделирование транс-димеризации родопсина в мембранных дисках фоторецепторных клеток
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Фоторецепторные клетки палочки содержат внешний сегмент, состоящий из стопки обособленных мембранных дисков. В мембрану дисков интегрирован трансмембранный белок родопсин, который поглощает фотоны и инициирует каскад фототрансдукции [1]. Пространственная организация дисков важна для этого процесса и является предметом данного исследования. Внешний сегмент динамичен: новые диски непрерывно формируются у его основания, при этом механизмы образования новых дисков и поддержания параллельности дисковых мембран недостаточно понятны. Гипотеза «липучки» [2] предполагает, что в процесс образования и в устойчивость структуры мембранных дисков существенный вклад вносят взаимодействия N-концов родопсинов, принадлежащих соседним мембранам (транс-димеризация гликозилированного родопсина). Это согласуется с высокой концентрацией родопсина и малым межмембранным расстоянием (порядка 4-10 нм) [3].
Ключевая неопределенность в изучении димеризации родопсина связана с отсутствием экспериментальных данных о структуре димерного комплекса. Анализ единственной известной нам кристаллической структуры транс-димера родопсина (PDB ID: 7ZBC) свидетельствует о том, что на внеклеточной поверхности наблюдается сближение N-концевых сегментов, содержащих сайты N-гликозилирования Asn2 и Asn15. Пространственная ориентация данных олигосахаридных фрагментов во внеклеточную (внутридисковую) среду позволяет предположить их участие в стабилизации структуры транс-димера.
Для исследования транс-димеризации родопсина разработана полноатомная молекулярно-динамическая модель. На первом этапе структура мономера бычьего родопсина (PDB ID: 1U19) была модифицирована путем ковалентного присоединения олигосахаридов к остаткам Asn2 и Asn15 и встроена в липидный бислой. Проведено молекулярно-динамическое моделирование полученной структуры в водном растворе. На втором этапе путем дублирования данной структуры сформирована система, в которой два гликозилированных родопсина расположены в двух параллельных липидных бислоях и ориентированы друг к другу N-концами. Для ускорения процесса образования димерного комплекса на две молекулы белка дополнительно действует потенциал, который сближает проекции белков на плоскость мембраны. 
В ходе моделирования мономера родопсина, встроенного в липидный бислой, установлено, что олигосахаридный фрагмент, присоединенный к остатку Asn2, демонстрирует устойчивую адгезию к поверхности мембраны. При этом гликан, связанный с Asn15, в мономерном состоянии сохраняет конформационную подвижность и не взаимодействует с липидной фазой. При моделировании димера показана возможность транс-димеризации родопсина за счет сцепления олигосахаридных фрагментов, связанных с остатком Asn15 каждого мономера. При этом гликан, присоединенный к Asn2, как и в мономерном состоянии, в димеризации не участвует и сохраняет адгезию к поверхности липидного бислоя, то есть образование межбелковых контактов не изменяет поведение этого олигосахарида.
Таким образом, выявлена функциональная неэквивалентность двух сайтов гликозилирования в составе молекулы бычьего родопсина. Обнаруженное различие, вероятно, обусловлено локализацией участков: близость Asn2 к мембранной поверхности и состав липидного окружения способствуют его взаимодействию с липидной фазой, тогда как гликан, связанный с Asn15 и пространственно удаленный от бислоя, доступен для транс-димеризации.
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