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Создана классификация кристаллографических структур родопсинов быка и кальмара, соответствующих
различным стадиям фотоцикла рецептора. C помощью сервера ProCKSI проведено сравнение выбранных
пространственных структур, на основании которого построены классификационные схемы (дендрограм�
мы). Для сравнения пространственных структур трансмембранных белков подобрано оптимальное сочета�
ние методов (консенсусный метод), реализуемых на ProCKSI. Кластеризация структур также осуществлена
методом главных компонент, с помощью которого получено хорошее соответствие классификации, постро�
енной на основе данных консенсусного метода ProCKSI. Анализ полученных результатов позволил опреде�
лить основные движения отдельных трансмембранных доменов данных белков, которые удалось связать с
различными стадиями фотоактивации родопсина. Найденная комбинация методов может быть использо�
вана в качестве современного аналитического инструмента для изучения конформационной динамики
мембранных рецепторов. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рецептор, родопсин, активация, конформация, классификация.

Рецепторы, сопряженные с G�белком (GPCR)
относятся к наиболее обширному классу транс�
мембранных рецепторов [1]. На данный момент
уже расшифровано ~2000 генов, кодирующих
~900 различных GPCR. Известно, что данный
класс мембранных рецепторов играет важней�
шую роль в самых различных биологических
процессах, опосредуя отклик на такие внекле�
точные сигналы, как гормоны и нейромедиато�
ры, пахучие вещества и световые стимулы. В
связи с этим очевидна терапевтическая значи�
мость GPCR, являющихся основными мишеня�
ми для большинства лекарственных средств
[2–4].

Известно, что GPCR – белки с выраженной
структурной динамикой, которые способны
принимать различные конформации в зависи�
мости от ряда внешних условий [5]. При этом
молекула рецептора обладает способностью вза�
имодействовать с различными лигандами, что в
итоге может приводить к изменению ее конфор�
мации, а также к запуску специфических каска�
дов биохимических реакций [6]. Зрительный ре�
цептор родопсин млекопитающих (рис. 1) –
один из наиболее изученных семиспиральных
трансмембранных белков сегодня. Известно,
что при поглощении кванта света происходит
изомеризация хромофора 11�цис�ретиналя в
транс�форму. Считается, что данная реакция –
основная предпосылка небольших конформа�
ционных изменений в отдельных трансмемб�
ранных (ТМ) спиралях рецептора [7]. С по�
мощью ряда биофизических методов было по�
казано также, что полный цикл фотоактивации
родопсина сопровождается значительным сме�
щением внутриклеточного конца шестой спира�
ли рецептора на 5–6 Å по направлению от плос�
кости α�спирального пучка. Кроме того, были
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обнаружены синхронные движения пятой, а
также небольшое вращение седьмой спиралей
рецептора (рис. 2). В итоге совокупность данных
конформационных изменений в ТМ�фрагменте
рецептора приводила к открытию щели в цитоп�
лазматической области данной молекулы, в ко�
торую впоследствии мог входить G�белок. 

На сегодня методом рентгенокристаллогра�
фии уже расшифровано несколько структур ро�
допсина млекопитающих, которые соответству�
ют различным стадиям фотоактивации данного
рецептора. В результате сравнительного анализа
данных экспериментальных структур можно
сформировать целостное представление о про�
цессе фотоактивации родопсина, несмотря на
возможную нехватку промежуточных структур в
данном цикле. Таким образом, исследуя кон�
формационное разнообразие мембранных ре�
цепторов, представленное, например, в сущест�
вующих экспериментальных структурах, можно
в итоге попытаться оценить взаимосвязь дина�
мики их структуры (движения отдельных α�спи�
ралей) и функции (передачи сигнала). 

С помощью современных методов структур�
ной биоинформатики нам удалось создать
структурно�функциональную классификацию
экспериментальных структур рецептора родоп�
сина. Отметим, что ранее используемые в дан�
ной работе методы были проверены только на
глобулярных (водорастворимых) белках. Нап�
ример, для ряда семейств протеинкиназ уже бы�
ла получена похожая классификация [8]. Изве�
стно, что водорастворимые белки обладают в
целом более разнообразными мотивами укладки
полипептидной цепи по сравнению с ТМ�доме�
ном мембранных белков. В последнем случае
гидрофобным окружением мембраны сущест�
венно ограничивается общее число возможных
вариантов упаковки α�спиралей в пучке ТМ�до�
мена. Таким образом, нам предстояла проверка
методов структурного сравнения на топологи�
чески идентичных структурах, незначительно
различающихся лишь пространственным распо�
ложением отдельных α�спиралей.

С помощью строго определенной комбина�
ции вышеупомянутых методов нам удалось выя�

БИОХИМИЯ  том  77  вып.  5  2012

545

Рис. 1. Общая топология семитрансмембранного рецепто�
ра на примере родопсина млекопитающих (pdb id 3pqr).
Градациями серого цвета показан ход цепи от внеклеточ�
ного N�конца (светлым), до внутриклеточного C�конца
(темным). Лиганд транс�ретиналь представлен в виде ша�
ровой модели 

Рис. 2. Пространственная суперпозиция неактивного
(темнового) и активированного (MetaII*) состояния ро�
допсина млекопитающих. Структуры показаны со сторо�
ны клеточного пространства. Светлым цветом показана
неактивная (pdb id 1gzm), а темным – активная (pdb id
3pqr) конформации рецептора. Цифрами обозначены но�
мера трансмембранных спиралей, а стрелками – направле�
ние структурных изменений, сопровождающих переход из
одной формы в другую. Наибольшие структурные измене�
ния отмечаются в пятой и в шестой спиралях рецептора.
При этом седьмая спираль рецептора также претерпевает
небольшие изменения, вращаясь против часовой стрелки 
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вить основные закономерности распределения
активных и неактивных форм рецептора родоп�
сина. При этом наиболее достоверные результа�
ты были получены в результате применения
комплексного подхода к анализу полученных
результатов. Данная методика заключалась, во�
первых, в визуальном анализе полученной клас�
сификации экспериментальных структур, во�
вторых, в поиске ответов на вопросы, связанные
с той или иной кристаллографической структу�
рой, в соответствующей литературе (в дальней�
шем исходную кристаллографическую работу с
данной пространственной структурой будем на�
зывать первоисточником), и в�третьих, в собствен�
ной проверке результатов первоисточника. Пос�
ледняя проводилась путем сравнения получен�
ных численных значений среднеквадратичного
отклонения (RMSD), определяющего попарные
различия между исследуемыми структурами, а
также исследования этих структур с помощью
программы�визуализатора.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исходный набор данных. Использованные в
данной работе пространственные структуры
мембранных рецепторов были получены из бел�
кового банка данных (http://www.rcsb.org/pdb).
Нами были исследованы все известные на мо�
мент проведения данной работы кристаллогра�
фические структуры рецепторов родопсина.

Сервер Protein (Structure) Comparison, Knowledge,
Similarity and Information (ProCKSI). Основная
часть работы, включая пространственное вы�
равнивание исследуемых структур, построение
и анализ дистанционных матриц, а также клас�
теризацию результатов, была проведена на
внешнем сервере ProCKSI. Сервер ProCKSI
представляет собой систему, предназначенную
для сравнения и анализа пространственных
структур белков с помощью ряда интегрирован�
ных алгоритмов [9]. Отметим, что в рамках дан�
ной работы мы остановились на изучении имен�
но алгоритмов пространственного выравнива�
ния, исключив методы выравнивания по амино�
кислотным последовательностям. Данное реше�
ние было связано с тем, что различные семей�
ства мембранных рецепторов при низкой гомо�
логии по аминокислотной последовательности
(типичное значение составляет 20–30%) облада�
ют крайне высоким сходством в пространствен�
ной организации семиспирального трансмемб�
ранного домена. В результате были проверены
все методы, представленные в ProCKSI, в пер�
вую очередь основанные на попарном измере�
нии RMSD для исследуемых структур. В этот

ряд вошли такие методы, как DaliLite, основан�
ный на пространственном выравнивании дис�
танционных матриц, TM�align, основанный на
динамическом программировании, а также дав�
но известный метод комбинаторного перебора
CE и, наконец, методика Vorolign, основанная
на контактах Вороного. Важно отметить, что
каждый из представленных методов позволяет
проводить как классическое измерение RMSD,
так и специфические оценки подобия структур.
Таким образом, в рамках конкретного исследо�
вания существует возможность определения на�
иболее подходящих методов для конкретного
типа исследуемых структур. В итоге в качестве
выходных данных с помощью ProCKSI можно
получить классификационное распределение
исследуемых структур в форме, схожей с фило�
генетическими деревьями (дендрограммами).

Оценка структурного сходства белков. Кратко
описаны отдельные алгоритмы, интегрирован�
ные в ProCKSI, а также их специфические кри�
терии для оценки пространственного сходства
исследуемых структур. 

Наиболее традиционная мера, используемая
для сравнения пространственных структур бел�
ков, – RMSD [10, 11]. Данная величина предс�
тавляет собой среднее расстояние между атома�
ми (обычно главной цепи) выравниваемых бел�
ков. Считается, что, изучая любую динамичес�
кую систему, необходимо учитывать совокуп�
ность флуктуаций в рассматриваемой окрест�
ности. При этом данный показатель может опи�
сывать и среднеквадратичные флуктуации ис�
следуемой системы: 

,                   (1)

где δi – расстояние в каждой из N пар одинако�
вых атомов главной цепи белка (обычно Cб).

Отметим, что наряду с оценкой среднеквад�
ратического отклонения в каждом методе
ProCKSI есть более специфические критерии
для оценки сходства исследуемымх структур.
Например, авторами метода TM�align [12] была
также предложена специфическая оценка, отра�
жающая общую степень сходства общей тополо�
гии между исследуемыми структурами – Topo�
logical Score (TM�score):

Laligned 1
TM�score = max [ 1/Ltarget Σ _____________

].  (2)
1 1 + (di/d0(Ltarget)

Здесь Ltarget и Laligned – длины последователь�
ностей белка�мишени и выравненного участка
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соответственно; di – расстояние между i�ми па�
рами оснований, d0(Ltarget) – нормирующий ко�
эффициент шкалы расстояний.

Данный критерий характеризует сходство
между двумя структурами с помощью значения,
заключенного в интервале (0,1], где 1 соответ�
ствует двум структурам с абсолютно идентичной
пространственной топологией. При этом значе�
ние ниже 0,2 соответствует случайно выбран�
ным структурам, в то время как показатель >0,5
может свидетельствовать о том, что данные
структуры имеют общую укладку полипептид�
ной цепи в достаточно грубом приближении.

Еще одним примером может служить другой
специфический критерий – V�score, используе�
мый в методе Vorolign и являющийся нормали�
зованной мерой оценки сходства между иссле�
дуемыми структурами в рамках данного метода
[13]. В вычислительной геометрии диаграмма
Вороного представляет собой особый способ
разложения метрического пространства, опре�
деляемый расстояниями по отношению к выде�
ленному дискретному набору объектов данного
пространства. В простейшем случае имеется со�
вокупность точек S на плоскости, называемых
сайтами Вороного. При этом каждый сайт S мо�
жет быть заключен в специфический объем
V(S), называемый ячейкой Вороного. В данном
объеме, в свою очередь, можно также рассмот�
реть совокупность точек, находящихся в окрест�
ности заданной стартовой точки S. Для оценки
степени структурного сходства между исследуе�
мыми белками используются Cβ�атомы отдель�
ных аминокислотных остатков (для глицина –
Cα�атомы), в качестве исходного набора точек
евклидового пространства. Последующее пре�
образование данного пространства в форму вы�
пуклого многогранника в результате позволяет
рассматривать исходный набор данных в виде со�
вокупности ячеек Вороного. Например, для двух
сравниваемых белков X = x1x2 ... xp и Y = y1y2 ... yq,
набор ближайших соседей заданного основания
xi определяется как N(xi) = (xi1

, xi2
, …, xin). Таким

образом, для оценки сходства между двумя ос�
нованиями xi и yj в конечном счете необходимо
рассчитать сходство между соседними наборами
(ячейками) оснований, которые задаются соот�
ветствующими функциями N(xi) и N(yj). Сходство
между двумя отдельными основаниями хik

и yjl
,

расположенными в соседних ячейках k = N(xi) и
l = N(yj) определяется как 

Sim (xik
, yjl

) = ω1 AA (xik
, yjl

) + ω2 SSE (xik
, yjl

).  (3)

В данном выражении АА отражает сходство
между отдельными аминокислотными остатка�
ми, а SSE – показатель сходства элементов вто�

ричной структуры. При этом обе данных вели�
чины определяются в процессе подсчета значе�
ний соответствующих матриц. Наконец, сход�
ство между двумя соседними наборами ячеек
оценивается методом динамического програм�
мирования с учетом равенства (3), а также при
добавлении коэффициента pu для учета всех не�
выравненных пар оснований. При этом величи�
на S(k,l) динамической матрицы S задается так:

.  (4)

В итоге Sim(N (xi), N(yj)), соответствующая
элементу последнего ряда и столбца динамичес�
кой матрицы S, используется для расчета сход�
ства между двумя окружениями оснований xi и yj.

Алгоритм построения консенсуса ProCKSI.
Основная функция ProCKSI заключается в
сравнении исследуемых пространственных
структур с помощью ряда интегрированных ал�
горитмов [7]. В итоге полученные результаты
преобразуются в форму, наиболее удобную для
последующего анализа. Отметим, что с по�
мощью ProCKSI можно осуществить объедине�
ние полученных различными методами резуль�
татов в консенсус для заданного набора данных.
Объединение проводится посредством усредне�
ния результатов структурного выравнивания.
Таким образом, с помощью данного механизма
можно существенно расширить первоначаль�
ный набор данных, отражающих сходство ис�
следуемых структур, получая в итоге различные
консенсусы. Посредством добавления либо иск�
лючения отдельных компонентов можно обна�
ружить, какой именно консенсус будет давать
наиболее правдоподобное распределение иссле�
дуемых структур. Отметим, что данная методика
уже была проверена экспериментально в резуль�
тате структурного сравнения различных се�
мейств протеинкиназ [8]. В цитируемой работе
было показано, что наилучшее распределение
данных белков было получено именно с по�
мощью консенсусного метода ProCKSI, а не с
помощью отдельных методов, входящих в дан�
ный консенсус. Наконец, результаты данной ра�
боты сравнили с данными, приведенными в уже
существующей структурной классификации,
представленной в базе данных SCOP (Structural
Classification of Proteins, http://scop.mrc�lmb.
cam.ac.uk/scop/). Исходя из результатов данного
эксперимента, мы решили провести собствен�
ную проверку всех методов, представленных в
ProCKSI, чтобы выяснить, какой из алгоритмов
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наиболее подходит для решения нашей задачи.
В первую очередь, необходимо было понять,
имеет ли смысл применение данных методов по
отношению к исследуемым нами структурам
(мембранным рецепторам), поскольку все дан�
ные алгоритмы изначально были разработаны
для глобулярных белков. 

На первом этапе нашего исследования был
проведен контрольный эксперимент, в рамках
которого наряду со структурами GPCR были
рассмотрены различные белки бактерий и архей
(например, бактериородопсины и сенсорные
родопсины архей). Выбор этих структур был
сделан в первую очередь на основании структур�
ного сходства в пространственной организации
ТМ�домена данных белков и GPCR. В случае
адекватности применяемых методов ожидалось
получение классификации, в которой все струк�
туры рецепторов GPCR должны были быть
сгруппированы отдельно от структур прочих
бактериальных белков. В итоге нами были полу�
чены ожидаемые результаты.

На следующем этапе необходимо было про�
вести более тонкую подстройку используемых
классификационных методов в соответствии с
поставленными задачами. Важно отметить, что
данные методы обладали высокой точностью по
отношению к тем задачам (а именно, конкрет�
ным белкам), для которых они были изначально
разработаны. Например, ранее уже была показа�
на высокая точность метода TM�align по отно�
шению к водорастворимым (глобулярным) бел�
кам [12, 14]. В этих работах авторами было пока�
зано, что наиболее оптимальной мерой, опреде�
ляющей пространственное сходство между ис�
следуемыми структурами, была именно TM�
score. Аналогичные результаты были получены
и для метода Vorolign [13] (исследователями бы�
ла показана более высокая точность критерия V�
score по сравнению с классическим измерением
RMSD). В рамках нашего исследования эмпи�
рически было установлено, что измерения, ос�
нованные на RMSD, давали в конечном счете
более правильное распределение эксперимен�
тальных структур мембранных белков. Наконец,
наилучшие результаты были получены при ис�
пользовании комбинации результатов, получен�
ных методами TM�align и Vorolign. 

Исследование конформационной динамики ро=
допсинов млекопитающих методом главных ком=
понент. Метод главных компонент (PCA) – один
из основных способов уменьшения размерности
исходных данных с наименьшей потерей значи�
мой информации [15]. Расчет главных компо�
нент сводится к вычислению собственных век�
торов и собственных значений ковариационной
матрицы исходных данных. Наряду с этим PCA

интенсивно используется в биоинформатике
для сокращения размерности исследуемых
структур, выделения наиболее значимой ин�
формации, а также при визуализации получен�
ных результатов [15–18].

В случае ансамбля биологических простран�
ственных структур данный метод представляет
собой ортогональное линейное преобразование
исходных данных из декартовой системы коор�
динат в новую систему (так называемых коллек�
тивных координат). Основная цель PCA заклю�
чается в упрощении исходного структурного
разнообразия в исследуемом наборе данных пу�
тем определения преобладающих направлений
структурных изменений. В итоге в рамках полу�
ченной системы коллективных координат ос�
новная дисперсия исходных данных располага�
ется вдоль первых главных осей. Обычно PCA
применяется к ансамблю различных конформе�
ров исследуемого белка, определенных, напри�
мер, в присутствии различных субстратов. Дру�
гой пример – анализ различных моделей в рам�
ках исследуемой ЯМР�структуры. Наконец, в
качестве исходных данных можно использовать
ансамбль снимков молекулярной динамики.
Существует ряд экспериментальных доказа�
тельств достоверности результатов, полученных
с помощью PCA. Например, пригодность дан�
ного метода в рамках исследований функцио�
нальной динамики была недавно продемон�
стрирована результатами работ, проведенных на
структурах убиквитина [19]. В этом случае была
найдена уникальная компонента движений, от�
ветственная за лиганд�распознающую способ�
ность данного белка. 

Рассмотрим траекторию из N атомов в момент
времени F(Xi, Yi, Zi), где i = 1, 2, …, N. При ана�
лизе ансамблей экспериментальных структур ис�
следуемого белка на первом шаге осуществляется
построение ковариационной матрицы С, состо�
ящей из 3N × 3N элементов, Для расчета ковари�
ационной матрицы C используется выражение

,      (5)

где R – набор координат какой�либо точки тра�
ектории, суммирование осуществляется по
всем m исследуемым структурам, а ΔR – показа�
тель отклонения конкретной структуры А от ус�
редненного ансамбля <R>. Индекс T обознача�
ет обращение исходной матрицы. Последующее
разложение матрицы C с помощью преобразо�
вания 

(6)
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приводит к вычислению главных компонент сис�
темы (собственных векторов) pi, а также соответ�
ствующих им значений дисперсии (собственных
значений) σi . Здесь, σi – наибольшая дисперсия
системы, а pi (3N�мерный вектор) описывает сме�
щение N�оснований, представленных в этом слу�
чае их Сα�атомами, по данной наиболее измен�
чивой моде, часто называемой первой главной
модой. Наконец, среднеквадратичное отклоне�
ние для исследуемых структур может быть найде�
но в результате вычисления следа tr матрицы C

<RMSD> = [tr(C)/N]1/2 (7)

Из выражений (6) и (7) следует, что именно
первая главная компонента (p1), которой соот�
ветствует наибольшее значение дисперсии σ1,
вносит основной вклад в усредненное среднек�
вадратичное отклонение <RMSD>.

С помощью PCA было проведено исследова�
ние конформационной динамики рецептора ро�
допсина млекопитающих. В ходе анализа был
построен ансамбль из всех известных кристал�
лографических структур родопсина, отражаю�
щих конформационное поведение данного ре�
цептора. На первом шаге было проведено прост�
ранственное выравнивание исследуемых экспе�
риментальных структур относительно структу�
ры 1gzm [20]. Эта структура представляет собой
инактивированную форму рецептора, получен�
ную в тригональной кристальной форме с разре�
шением 2,85 Е. На следующем этапе был прове�
ден расчет ковариационной матрицы, а также
была получена проекция ансамбля кристаллог�
рафических структур на плоскость главных ко�
ординат. На заключительном этапе была прове�
дена визуализация полученных данных. Сово�
купность данных операций была выполнена с
помощью программы ProDy [21] в компьютерной
среде Python (http://www.csb.pitt.edu/prody/). 

Визуализация полученных классификаци�
онных деревьев (дендрограмм) исследуемых
структур осуществлялась с помощью пакета
программ Newick Utilities [22], работающего в
среде Linux, а пространственная суперпозиция
отдельных структур – с помощью визуализатора
PyMol. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Классификация экспериментальных структур
родопсина по версии ProCKSI. С помощью кон�
сенсусного метода ProCKSI была создана клас�
сификация всех известных экспериментальных
структур рецепторов родопсина быка и кальма�
ра. Этот выбор был обусловлен в первую очередь

тем, что именно для родопсина млекопитающих
к настоящему времени уже получен ряд экспе�
риментальных структур, отражающих различ�
ные стадии процесса фотоактивации данного
рецептора [23–25]. Для сравнения для β�адре�
нергических рецепторов при методом кристал�
лографии уже получено сопоставимое число
пространственных структур. Тем не менее в пос�
леднем случае подавляющее число таких струк�
тур представляет собой неактивную форму дан�
ного рецептора, соответствующую основному
состоянию родопсина. Лишь в 2011 г. появились
две новые кристаллографические структуры, со�
ответствующие истинно активной форме β�2�
адренергического рецептора [26]. При этом ка�
кие�либо промежуточные формы данного ре�
цептора, соответствующие известным интерме�
диатам родопсина, закристаллизовать так и не
удалось. В случае всех прочих GPCR на момент
проведения нашей работы существовало лишь
незначительное количество экспериментальных
структур данных рецепторов, представленных,
как правило, только неактивными формами. Та�
ким образом, именно совокупность экспери�
ментальных структур родопсина быка была един�
ственной статистическизначимой выборкой.

Общий характер полученного распределе�
ния кристаллографических структур родопсина
представлен на дендрограмме (рис. 3). В резуль�
тате анализа полученной классификации в пер�
вую очередь можно сделать вывод об относи�
тельной адекватности полученного распределе�
ния. На рис. 3 видно, что рецепторы обоих ро�
допсиновых семейств группируются раздельно.
Это свидетельствует о существовании структур�
ных различий между ними [24, 27]. Данное наб�
людение подтверждается рядом первоисточни�
ков, в которых были подробно описаны особен�
ности исследуемых структур. Например, в рабо�
тах [24, 28] были описаны основные структур�
ные различия двух данных типов рецепторов. В
первую очередь авторами этих работ отмечались
различия в степени углубления пятой и шестой
спиралей рецептора в цитоплазматическое
пространство (рис. 4). Кроме того, в структуре
родопсина кальмара была обнаружена дополни�
тельная девятая спираль на С�конце, располо�
женная после короткой восьмой спирали, при�
сутствующей и в родопсине млекопитающих.
Наконец, существует принципиальная разница
между путями сигнализации обоих рецепторов
[27]. Известно, что в случае родопсина быка пе�
редача сигнала осуществляется через специфи�
ческий белок трансдуцин (Gt), взимодействую�
щий с фосфодиэстеразой. В случае же родопси�
на кальмара передача сигнала протекает посред�
ством другого специфического G�белка (Gq),
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действующего через фосфолипазу С. Таким об�
разом, функциональные особенности обоих ро�
допсиновых рецепторов прямо отражаются на
их пространственных структурах. Важно, что
данные тонкие структурные отличия в рамках
одной и той же пространственной топологии

были корректно распознаны с помощью кон�
сенсусного метода ProCKSI и отражены на
дендрограммах. 

При анализе результатов полученной клас�
сификации родопсина млекопитающих (рис. 3)
можно отметить равномерное распределение
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Рис. 3. Классификация экспериментальных структур двух семейств родопсина, полученная с помощью консенсусного
метода ProCKSi. Темно�серые кружки соответствуют неактивным (ground, batho, lumi, metaI) кристаллографическим
структурам родопсина млекопитающих, а светлые – активным (MetaII* либо конститутивно активный опсин (Opsin*))
формам данного рецептора. Черными кружками показаны две структуры родопсина кальмара, соответствующие его не�
активному (ground) состоянию 
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кристаллографических структур, соответствую�
щих различным интермедиатным формам дан�
ного рецептора. Из данного рисунка видно, что
структуры, соответствующие неактивному (ос�
новному) состоянию родопсина (например, pdb
ids 1f88, 1gzm), группируются отдельно от всех
прочих структур данного рецептора. При более
детальном рассмотрении дендрограммы можно
наблюдать плавный переход из кластера неак�
тивных структур по направлению к активным
формам, соответствующим MetaII*, либо конс�
титутивноактивным (Opsin*) формам рецептора
(pdb ids 3dqb, 3pxo, 2x72, 3cap). Хотелось бы от�
метить, что одним из очевидных достоинств мо�
дели родопсина млекопитающих по сравнению
с другими GPCR является то, что все известные
интермедиатные формы данного рецептора дос�
таточно детально описаны в литературе. Напри�
мер, в одной из недавних работ, был показан це�
лый ряд тонких структурных отличий, позволя�
ющий отделить все инактивированные формы
данного рецептора от его активных форм [25].
Таким образом, отслеживая динамику данных
изменений, например сравнивая структуры, со�
ответствующие промежуточным Batho� и Lumi�
формам, с активными MetaII*�структурами,

можно в итоге получить целостное представле�
ние о характере движения отдельных ТМ�доме�
нов рецептора в ходе его активации.

Созданная нами классификация для родоп�
сина млекопитающих находится в хорошем со�
ответствии с данными, полученными также из
первоисточников некоторых других экспери�
ментальных структур этого рецептора [29, 30].
Например, структуры некоторых конститутивно
активных опсинов (pdb ids 3dqb и 3cap), по мне�
нию авторов, могли представлять собой экспе�
риментальные модели состояния родопсина,
наиболее приближенные к прошедшему пол�
ный цикл фотоактивации. В этих работах было
показано, что по сравнению с инактивирован�
ной формой данного рецептора, полученной в
комплексе с 11�цис�ретиналем, в апоформе дан�
ного белка (опсине) регистрировались заметные
структурные изменения в участках, ответствен�
ных за связывание с G�белком. Такие измене�
ния состояли из отклонения шестой спирали ре�
цептора от плоскости ТМ�пучка и бокового
смещения пятой спирали. Кроме этого была вы�
явлена дестабилизация двух важных контактов:
разрыв солевого мостика между третьей и шес�
той спиралями и разрыв ароматической связи
между седьмой и восьмой спиралями рецептора.
Наконец, было отмечено также возникновение
двух новых стабилизирующих контактов между
третьей и пятой, а также между пятой и шестой
спиралями. Важно, что вышеописанная сово�
купность экспериментальных данных отража�
лась и на полученных нами дендрограммах в ви�
де совместной группировки вышеупомянутых
структур в единую подветвь с прочими активны�
ми структурами родопсина быка, соответствую�
щими MetaII*�состоянию (рис. 3). Наконец, от�
метим экспериментальные данные по сравни�
тельно недавно закристаллизованным структу�
рам бычьего родопсина (pdb id 3oax и 3pqr). Они
соответствуют активированному MetaII*�состо�
янию данного рецептора [23]. По аналогии с
двумя вышеупомянутыми конститутивноактив�
ными формами опсинов (pdb ids 2х72 и 3dqb) в
данных структурах также регистрировались схо�
жие конформационные изменения, сопровож�
дающие фотоактивацию рецептора. Совокуп�
ность вышеизложенных экспериментальных
данных также отражается на представленной
дендрограмме (рис. 3). 

Метод главных компонент. Проекция экспери=
ментальных структур родопсина млекопитающих
на две главные координаты. На следующем этапе
мы решили проверить созданную нами класси�
фикацию родопсина млекопитающих с по�
сощью РСА. Выбор этого метода был сделан в
первую очередь исходя из литературных дан�
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Рис. 4. Сравнение кристаллографических структур родоп�
сина млекопитающих (слева) и родопсина кальмара (спра�
ва) в основном (неактивном) состоянии (pdb ids 1gzm и
2z73 соответственно). Градациями серого цвета показан
ход цепи, как на рис. 1. Для родопсина кальмара характер�
ны большая степень углубления пятой и шестой спиралей
рецептора в цитоплазматическое пространство, а также
наличие дополнительной короткой восьмой спирали, ле�
жащей перпендикулярно плоскости α�спирального пучка
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ных, свидетельствующих об успешном приме�
нении такой методики для исследования дина�
мики белков [18]. В частности, в лаборатории И.
Бахар ранее уже был проведен схожий экспери�
мент со всеми существующими на тот момент
времени кристаллографическими структурами
родопсина млекопитающих [16]. При этом ре�
зультаты работы в целом находились в хорошем
соответствии с распределением ProCKSI, полу�

ченным в рамках нашей работы. Мы решили
еще раз проверить достоверность данного экс�
перимента, повторив его для большего числа
экспериментальных структур родопсина млеко�
питающих и сравнив полученные результаты со
структурными деревьями ProCKSI. Отметим,
что мы располагали большим числом экспери�
ментальных структур родопсина быка по срав�
нению с описанным в пионерской работе Бахар
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Рис. 5. Результаты PCA�анализа 20 кристаллографических структур родопсина млекопитающих. Показана проекция ан�
самбля исследуемых структур на две главные компоненты. Согласно полученному распределению первая PCA�мода кор�
ректно кластеризует все неактивные (более широкое распределение выделено в рамке), а также активные (узкое распре�
деление, в кружке) структуры MetaII*, Opsin* на две отдельные группы. По второй моде прослеживается дальнейшая диф�
ференцировка исследуемых структур на уровне первого кластера. Таким образом, показана конформационная дисперсия
(например, пространственные различия в организации петель)
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[16]. В частности, у нас было несколько допол�
нительных структур активного рецептора, полу�
ченных в высоком разрешении.

Анализ полученных результатов (рис. 5) выя�
вил хорошее соответствие полученной проек�
ции кристаллографических структур родопсина
результатам более ранней работы Бахар. В ре�
зультате по первой главной компоненте была
проведено правильное разбиение всех неактив�
ных (темновых, Batho� и Lumi�форм) и актив�
ных структур родопсина (опсинов и форм
MetaII*) на две различные группы. По второй
главной компоненте можно было наблюдать бо�
лее тонкое распределение экспериментальных
структур в рамках кластера всех инактивирован�
ных структур. Последнее распределение, в свою
очередь, было наглядным представлением дис�
персии данных структур, имеющих структурные
различия в отдельных петлях, а также концевых
участках рецептора. Замечательно, что получен�
ное распределение по двум главным компонен�
там находилось в строгом соответствии со
структурной классификацией рецепторов ро�
допсина, полученной нами с помощью ProCKSI
(рис. 3 и 5). Это, следовательно, могло еще раз
свидетельствовать о правильности подобранно�
го алгоритма классификации консенсусным ме�
тодом ProCKSI. Так как мы оперировали с нес�
колько большей выборкой экспериментальных
структур по сравнению с таковой в работе Ба�
хар, результаты проведенного PCA�анализа так�
же немного различались. Например, получен�
ное в работе Бахар относительно равномерное
первоначальное распределение по двум глав�
ным координатам в нашем случае нарушалось
структурой 2i37 (фотоактивированный депрото�
нированный интермедиат), которая также груп�
пировалась между активными и неактивными
формами данного рецептора на деревьях
ProCKSI. В связи с этим очевидно, что исполь�
зование бьльших выборок экспериментальных
структур дает в итоге более точные результаты
PCA�анализа. Следовательно, имея более ста�
тистически значимую выборку различных крис�
таллографических структур изучаемого белка,
можно в итоге сформировать истинное предс�
тавление о конформационном поведении дан�
ного белка в ходе его фотоактивации. 

Таким образом, нами была создана класси�
фикация кристаллографических структур ре�
цепторов родопсина. В ходе анализа полученно�

го распределения удалось пролить свет на ряд
структурно�функциональных особенностей
данных белков. Например, анализируя совокуп�
ность структурных изменений, присутствующих
в ряде интермедиатных структур рецептора ро�
допсина млекопитающих, удалось связать раз�
личные стадии процесса фотоактивации с дви�
жениями отдельных трансмембранных доменов
данных белков. В результате был разработан
подход, позволяющий получать наглядные схе�
мы, отражающие различные стадии активации
мембранных рецепторов. Важно отметить, что
данный подход может в дальнейшем приме�
няться и к другим семиТМ�рецепторам, кото�
рые обладают большей терапевтической значи�
мостью. Таким образом, совокупность получен�
ных данных, характеризующаяся выраженным
фундаментальным значением, может, напри�
мер, содействовать разработке новых высоко�
эффективных лекарственных средств. 

Отметим также, что полученное в рамках
данной работы распределение эксперименталь�
ных структур GPCR находится в хорошем соот�
ветствии с первоисточниками. Важно, что раз�
личные структурно�функциональные особен�
ности, замеченные в полученной классифика�
ции, легко можно объяснить исходя из соответ�
ствующих литературных данных. При этом наи�
более четкая картина распределения была полу�
чена именно в результате применения консен�
сусного метода ProCSI. Наконец, полученное
распределение экспериментальных структур ро�
допсина подтвердилось результатами проведен�
ного анализа с помощью РСА. В последнем слу�
чае была получена картина распределения ука�
занных структур, идентичная полученной кон�
сенсусным методом ProCKSI. Это еще раз сви�
детельствует об адекватности использованных
методов по отношению к исследуемым структу�
рам мембранных рецепторов. 

Следовательно, созданная классификация
пространственных структур родопсинов позволи�
ла описать структурные изменения, происходя�
щие при активации данных белков, а также ближе
подойти и к описанию динамики наблюдаемых
изменений. Более же детальное понимание дина�
мического аспекта структурных изменений, соп�
ровождающих активацию мембранных рецепто�
ров, возможно либо при появлении новых экспе�
риментальных структур данных белков, либо с
помощью методов компьютерной симуляции. 
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We report a classification of the crystallographic structures of bovine and squid rhodopsins corresponding to different
stages of the receptor photocycle. Using the resource Protein (Structure) Comparison, Knowledge, Similarity, and
Information server (ProCKSI), selected spatial structures were compared on the basis of classification schemes (den�
drograms). To compare the spatial structures of transmembrane proteins, optimal consensus was developed from
methods implemented in ProCKSI. Structures were clustered using principal component analysis (PCA), resulting in
good agreement with the classification based the ProCKSI consensus method. Analysis of the results has revealed the
basic movements of individual transmembrane domains of these proteins that we were able to relate to different stages
of the photoactivation of rhodopsin. A combination of methods identified in this study can be used as an up�to�date
analytical tool to study the conformational dynamics of membrane receptors.
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