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Druga runda genomiki strukturalnej

Ambitne plany Amerykanskiego Departamentu Zdrowia
zwigzane z pecioletnim programem rozwoju biologii
strukturalnej na tle ciagnacego s¢ sporu pracownikow
naukowych o malepce fundusze.

Niespetna pg¢ lat temu, pokonuag wiele trudnoéi, Amerykaiski Departament Zdrowia
Zz Bethesda pod} wyzwanie stworzenia programu badawczego, ktory nielgtor
porownywali rozmiarem i stopniem trudmbsdo Human Genome Project (Projektu
poznania ludzkiego genomu). Gidwnym jego celem bylo zebranie agucidekady
struktur przestrzennych 10 000 biatek. Tak jak i Human Genome Project, nowy plan,
nazwany Protein Structure Initiative (PSI), miat zmiemasze wyobrgenie o przebiegu
wielu podstawowych procesdw biologicznych. Nowe przgdgiccie réwnie
prowokowato dyskusje i debaty, dokonojnawet podziatu wéwiecie naukowym, a
obemie znajdujc sk w krytycznej fazie, wznieca jeszcze ¢isze spory.

Dobiega witanie konca picioletni okres pilotaowy, mapcy za zadanie znalé
rozwigzania technologiczne umio&iajace zamiangoracochtonnych i powolnych metod
nalepsze, bardziej wydajne oraz g zastosowanie w badaniach na masshak.
Projekt obecnie szykuje sido wefcia w faz produkcji, zwanaPSI 2. W cgu kilku
miesiecy Departament ma wyznaczyrzy do peciu placéwek badawczych, z ktorych
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kazda otrzyma ma 12 milionéw dolaréw rocznie na modelowanie gpbrilosci biatek z
niespotykan dotad szybkdcia. Departament zleci tak opracowanie nierozwdanych
dotad problemdw ( np. uzyskiwanie struktur biatek wbhwdnych w btony komérkowe)
kilku mniejszym laboratoriom. Przedstawiciele Naab Institute of General Medical
Sciences (NIGMS), ktére finansuje caty program pairup obecnie zgtoszenia na dwa
rodzaje grantow, w lecie natomiast ogtoszone zastatateczne wyniki konkursu.

Obecna debata, mimo podaoisénv do tej sprzed dziesiu laty, spolaryzowata
srodowisko biologii strukturalnej w kontétie szybkdéci postpu w badaniach, ktory
nalezy mie¢ na uwadze z powodu ograniczonego Aaid Departamentu. Najtrudniejsza
jest odpowied na pytanie, czy technologia jest jdostatecznie rozwigia, aby sprosta
przegciu do fazy masowej produkcji, czyztpoczekd, i skupt nalezy sic na dalszych
udoskonaleniach technologicznych. Prezes ProteurctBre Initiative, zarazem fizyk na
University of Oregon, Brian Matthews, przekonuje,nadszedt czas na dalsze badania i
rozpoczcie katalogowania tysty nowych struktur. Jak twierdzi, ,dane z pewcia
beda mialy szerokie zastosowanie w biologii i medycynig kolei Raymond Stevens,
biolog z Scripps Research Institute z La Jolladzgac sk z oping, ze ,uzyskana jak
dotad technologia jest rzeczysaie imponujca”, jednoczénie podchodzi z dystansem
do przewidywanej w PSI 2 mliwosci wytwarzania struktur bialek na maspwskak.
Uwaza rownie, ze ,powinnmy wstrzym& sie z uruchomieniem nowych centrow
badawczych dopoki nie pojaavsic lepsze technologie”.

Nie s to jalowe dyskusje. W rzeczywisto program mae umaliwi ¢ poznanie
odpowiedzi na najwksz zagadk genomiki strukturalnej — czy mlbwe jest
komputerowe generowanie poprawnych struktur trzeeilowych 2z tacuchow
aminokwasow. Maliwe rowniez, iz rzuci on nowewiatto na to, jak biatka oddziakj
migdzy sol, tworzac podstawowe procesyyciowe, oraz pomagnaukowcom tworzs
nowe leki.

Zwiekszanie obrotéw

Twoércy Human Genome Project mieli prostsze zadanmigednego wzgdu -
sekwencjonowanie genow opiera 8i duzej mierze na wykorzystaniu jednej technologii
— odczytywaniu sekwencji nukleotydowych z DNA. Zldio odtwarzanie struktur
trzeciorzdowych wymaga dopracowania dziewiu osobnych metod badawczych:
powielanie wybranego genu, stosowanie ekspresjiugen bakterii, oczyszczanie,
transformowanie do struktury krysztatu, selekcjonoig krysztatow najlepszej jadm,
poddawanie ich promieniowaniu rtg w synchrotrorzapisywanie wynikow analizy
dyfrakcyjnej oraz wykorzystanie zebranych danych modelowania poprawnych
struktur biatek.

Dziewig¢ centrow badawczych uczestnicgch w fazie pilotaowej PSI miato
pocztkowo spore trudniei z tak zt@onym procesem, jednak zespoty genomikéw
strukturalnych poradzity sobie z tym problemem oauwdtyzujc kazdy etap bada Jak
twierdzi Brian Matthews, ,,zdobycie catego sgrr zabrato im kilka dobrych lat, jednak
mysle, ze pierwsz faze bada& mazna uzné za sukces”.

Wsrod usprawnig znalazt st nowy, tworzony w Joint Center for Structural
Genomice (JCSG) w San Diego, robot zdolny do paeadzania miescznie 400 000
eksperymentow magych na celu wybranie najlepszych warunkow gizénia biatek w
krysztaty wysokiej jakéci. Robotyke zastosowano rownie w synchrotronach.
Przygotowywanie krysztatbw do pomiarow od zawszdo bymudnym procesem,
wymagajcym godzin dostrajania. Obecnie zespot badawczyg.m.UCSG przygotowat
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system robotéw catkowicie automatyzey ta prag, umaliwiajac jednorazowo
wytworzenie do 96 krysztatdbw. Biolog strukturalny Scripps Research Institute i
zarazem szef JCSG, lan Wilson, wado za wielkie oggnigcie.

Wraz z ulepszeniem techniki, centra badawcze wgyskyniki coraz szybciej. W
czwartym roku dziatalni@i PSI osagneto 350 struktur trzeciokrlowych, co stanowi
spoy poprave W poréwnaniu z pierwszym rokiem, gdy uzyskato jetlynie 77. W tym
roku uzyska okoto 500. Tak de tempo niestety nadal nie wystarczy, abya@sic
pierwotnie zamierzony wynik 10 000 struktur wagu dekady, co przyzngjnawet
przedstawiciele PSI, uzmgj pierwotny cel jako przesadnie optymistyczny. Mimo
wszystko, catle przedsizigcie jest sporym krokiem naprzod i powinno przydie
catkiem obiecujce wyniki. Co réwnie istotne, jak zaunsmkierownik PSI John Norvell,
nasgpit ogromny spadek kosztu odnalezienia pojedynstrektury — z 670 t§ dolarow,
do 180 tg w czwartym roku programu. Norvell spodziewa, sie cena spadnie w tym
roku nawet do 100 fydolaréw za biatko. Dla poréwnania, metody stosavanzez
badaczy do tej pory uzyskiwaty wynik 250 do 300 tolaréw za struktwr chocia
nalery zauway¢, iz czgsto zajmowali si 0 wiele bardziej skomplikowanymi biatkami
niz PSI.

Rodzaj bialek poddawanych analizie w programi¢ jednak kdcia niezgody
migdzy naukowcami. Tradycyjne badania w dziedziniddgo strukturalnej skierowane
byly na podobne biatka z vwmiejszych grup, takich jak kinezy, bimych udziat w
wazhiejszych drogach przemian biologicznych. Populgmaktyka byto réwniez badanie
struktur pojedynczych biatekagdzonych z innymi molekutami w celu lepszego pozaani
ich funkcji, przez co obecnie w napiszych bazach biatek 87% struktur jest blisko
spokrewnionych ze strukturami innych biatek.

PSI zostato stworzone w celu uzyskania tak wigluksur jak to tylko maliwe,
ze zbioru okoto 40 000 #aych grup biatek. W istocie, daje to wyniki # @3% struktur
uzyskanych w centrach naukowych programu zostdtwalikowane jako unikalne, co
oznaczaze przynajmniej 30% sekwencji genow koglryjch dane biatko nie powtarza; si
w kodzie zadnego innego. Celem strategii zdobywania struktwvielu r&znych grup
bialek jest stworzenie modeli komputerowych zdomydo przewidywania struktur
trzeciorzdowych pozostatych cztionkéw badanych grup: dmisiaj zebrane informacje
pozwalaj nam stwierdz, ze r&nice w budowie bialek porgilzy ré&nymi grupami nie
sa tak duze, jak poczatkowo przewidywali biolodzy.

Z drugiej strony, niektérzy twierdz ze tego typu podégie jest malo
wartasciowe, na dodatekma ograniczone zastosowanie,ianyitlolarow ttoczonych w
centra badawcze z pewsolm zostaltyby lepiej wykorzystane przy tradycyjnych
badaniach. Thomas Steitz, biochemik z Yale, 2ayze wicksza¢ uzyskanych przez PSI
struktur biatek jest bezyteczna w badaniach nad funkcjonowaniem biatek,gveei
nie byly one paiczone zzadnymi innymi obiektami biologicznymi, a na dodataity
program skupia sina badaniu biatek bakteryjnych, a nie eukariotychn

Jak przyznaje Berg, rzeczyeie ,istnieje napjcie” micdzy biologami
strukturalnymi, a nowymi grupami genomikéw strultiaych. Co prawda, niektore
centra badawcze w drugiej fazie programgdabzajmow#& si¢ bardziej ziagonymi
biatkami, oraz tymi pochodzenia eukariotyczneggetinak celem catego projektu nigdy
nie bylo zdobywanie informacji tego samego typu, wo tradycyjnej biologii
strukturalnej, tylko raczej dotarcie do niezbaddngotd zakamarkéw proteinowego
swiata. Dodaje t& ze ,w jego opinii hajwaniejszy jest fakt,4 strukturalna genomika i
biologia wspoétdziatay, i potrafia swietnie sé uzupetnia”.

Berg wraz z innymi pracownikami zauseatez, ze PSI miat ja spory wkiad w
biologig, np. Northeast Structural Genomice Consortium (ME¥P niedawno uzyskato
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struktue dodajca grupz metylona do RNA rybosomalnego jednocrée nadajca
bakteriom odporn& antybiotykowa. Dyrektor konsorcjum NESGC, Guy Montelione,
uwaza, ze umaliwia to uzyskanie nowych zwikow blokupcych mogcych wiele
whnies¢ do produkcji antybiotykow, co ostatecznie poskutietn wydzieleniem osobnego
programu badawczego. Z kolei inna struktura uzyakan tym samym centrum
badawczym, umdiwita odkrycie szczegotow, w jaki sposobslioy wiaza molekuty
sygnatowe zwane kwasem ortohydroksybenzoesowymcykalym) stawiajc pod
znakiem zapytania obegmviedz o funkcjonowaniu systemow odposamwych ralin!
Montelione podsumowuje odkrycia, twierdz ze ,nie tylko wylaniamy nowoczegn
dziedzirg nauki, ale zapoagtkowujemy te zupetnie nowe inicjatywy”.

Rozdziat drugi

Przyszid¢ projektu podlega jednak dyskusji. PrzedstawicRI&MS mieli w planach
rozszerzy dziatalng¢ obecnie prosperagych centrow badawczych uddviajac im
masow produkcg, oraz ufundowa sze&¢ nowych drodkéw naukowych magych
zajmow& si¢ biezacymi problemami przedsiziecia. Kurcacy sk budzet zmusit
niestety NIGMS do zrewidowania planow. Przysztoreciundusze szacowano na 68 do
75 milionéw dolardéw, jednak obecna sytuacja zmubitaozwaenia jedynie 64 dolarow
wsparcia. Obrika prawdopodobnie zmusi zespoly badawcze do utewmpasia
ambitnych plan6éw, co ostatecznie realoprowadzi do wydtwenia catego projektu.

Powstate gicia budetowe utrudri rowniez szefostwu PSI wybor ralzy
produkcph, a rozwojem technologicznym w dalszeje¢ad programu. Kade z
istniejacych centrow badawczych dostaje 8 milionow dolanmeznie, natomiast w
planach drugiej fazy byto zwkszenie tej kwoty do 12 milionéw, co w kongele
problemow finansowych oznaczze jednoroczny buabt zostatby wykorzystany przez
zaledwie p¢¢ centréw badawczych, zostawdajluki w rozwoju technologicznym. Jak
twierdzi Stevens, ,a tego memy bardzaatowa: za peé lat”.

Stevens wskazuje rowriena nadal nierozwrzane problemy techniczne, jak np.
fakt, iz pomimo coraz wikszej liczby wynikbw w kadym z centrow,
prawdopodobigstwo znalezienia struktury biatka z danego genwsgiage whaciwie bez
zmian. Na kadym etapie procesu odgadywania struktury, na nao&emczeka sporo
problemow. Jedynie 57% klonowanych genow zostajergwenie eskpresjonowane na
biatka, a sp&rod nich jedynie 28% ni® zosté oczyszczone. Wreszcie, jedynie 2% do
10% biatek udaje siopisa poprawm struktug trzeciorzdowa. W obliczu tak matej
skutecznéci catego procesu, Stevens naklania dekezego rozwoju technologicznego
w czasie fazy PSI 2, dodaj ze ,strukturalm genomik bedzie czekat znaczny paegt,
jesli tylko pozwolimy rozwiraé¢ sie odpowiednim technologiom”.

Niewielu wspotpracownikOw pana Stevensa podzieladamie. Wilson powtarza,
ze ,powinnsmy oczywicie skupé siec na centrach produkcyjnych, w ktore przediez
tyle zainwestowadimy”, z kolei Thomas Terwilliger, biolog strukturgirz Los Alamos
National Laboratory i szef TB Structural Genomiaen€ortium, dodajeze umiarkowana
skuteczné¢ procesu produkcyjnego nie jestzgim problemem, poniewanawet jgli
biatko z danej grupy nie daje poprawnej strukturgwsze mgna poszuké innego,
bardziej sklonnego do wspoétpracy. Poza tym, pant®lmme wskazuje na fakige nowe
centra produkcyjne przeznaca jedna trzeei srodkdbw ma rozwoj. Co wcej, Stevens
przewiduje tak wielki popyt na produkowane struktuniatek, ze wszelkie kwestie
technologiczne niepotrzebnie mpgdchgat uwag; od samych struktur.

Berg przyznajeze trudno sobie wyobraziutworzenie mniej ri trzech dobrych
centréw produkcyjnych, jednak z 12 milionowym betém na kade z nich, pozostaje
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nadal prawie 28,5 milionbw dolarow — po ponad 4iony na kade z sz&ciu
proponowanych centréw technologicznych. Stosunesdydtcji do rozwoju nie jest
jeszcze znany idalzie zaleat w duej mierze od ocen przedstawionych propozycji. Rada
NIGMS zdecyduje w maju, na ktore centra przeznadepdusze, wyniki ogtoszone
zostan jednak dopiero na pogtku lipca.

Niezalenie od wyniku, jest mato prawdopodobneby projekt PSI osggnat
pierwotnie zamierzony cel wyznaczenia 10 000 stnuktzeciorzdowych do roku 2010.
Przez ctcia budetowe i stale ujawniage s¢ wyzwania technologiczne, koowy wynik
bedzie wynosit prawdopodobnie adizy 4 000 a 6 000, co wedlug szacunkédw powinno
wystarczy¢ do wyznaczenia struktur spokrewnionych biatek. skéigy, oznacza to
réwniez, ze wyniki beda dostpne jedynie dla matej eici z 40 000 grup biatek. Jak
twierdzi Montelione, ,obecna kompozycja produkcjozwoju technologicznegoctizie
potrzebowa kolejnych 5 lat, aby osgna¢ stawiane cele”. Tak wt, czy doczekamy
PSI 3? Dyskusja dopierceszaczyna.





