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Вниманию читателей представлен тематиче-
ский выпуск, посвященный работам российских
исследователей в области структурной биологии.

Структурная биология – междисциплинарная
наука на стыке физики, математики, молекуляр-
ной биологии, биохимии, биофизики, изучающая
трехмерные структуры отдельных биомолекул (в
первую очередь белков) и сложных молекуляр-
ных машин. Знание структуры и ее динамических
изменений позволяет детально изучить аспекты
функционирования биомолекул и использовать
эти знания для разработки лекарств, создания и
совершенствования биотехнологических цепочек.
Современная структурная биология располагает
целым арсеналом методов, которые используют-
ся в зависимости от объектов. Рентгеноструктур-
ный анализ белков (или белковая кристаллогра-
фия), зародившийся в 50-х годах прошлого века,
до сих пор является основным методом. Пионе-
ром белковой кристаллографии в России был
Б.К. Вайнштейн, создавший в 1958 г. лаборато-
рию белковой кристаллографии в Институте кри-
сталлографии РАН (сейчас ФНИЦ “Кристалло-
графия и фотоника” РАН). Работы этой лабора-
тории, выполненные на мировом уровне, внесли
весомый вклад в развитие направления в целом.
Доля биологических структур, полученных рент-
геноструктурным анализом, на настоящий момент
составляет более 80%. Ключевым компонентом
успеха метода является получение высококаче-
ственных кристаллов исследуемых объектов. В
сборнике большая часть обзоров и статей посвя-
щена рентгеноструктурному анализу белков, в
том числе исследованию процессов кристаллиза-
ции и применению специальных техник кристал-
лизации. Статья Эйстрих-Геллер и др. демон-
стрирует, как использование микрогравитации
помогает получить кристаллы, рассеивающие до
атомного разрешения (1.06 Å) для белка уридин-
фосфорилазы. Работа выполнена в рамках про-
граммы ЦНИИМашРоскосмоса по кристаллиза-
ции белков на Российском сегменте МКС в рам-
ках Федеральной космической программы
России. ФНИЦ “Кристаллография и фотоника”
РАН (ранее Институт кристаллографии РАН) яв-
ляется постановщиком этих экспериментов с
2005 г. Структура такого высокого разрешения
позволила увидеть детали строения, которые не
были известны для этого белка ранее. Такой ре-

зультат оказался возможен, в том числе, благода-
ря использованию синхротронного излучения. В
вошедших в сборник статьях по белковой кри-
сталлографии результаты получены с использова-
нием синхротронов. Такие работы традиционно
ведутся в ФНИЦ “Кристаллография и фотоника”
РАН, Курчатовском институте, а также институтах
Российской академии наук ФИЦ “Фундаменталь-
ные основы биотехнологии”, Институте белка и
Институте молекулярной биологии. Принятая в
Российской Федерации “Федеральная научно-тех-
ническая программа развития синхротронных и
нейтронных исследований и исследовательской
инфраструктуры на 2019–2027 годы” подчеркивает
важность развития этих работ.

В статьях Эйстрих-Геллер и др., Метелешко и
др. продемонстрировано применение математи-
ческого моделирования для анализа кристалли-
ческих структур. Отдельная статья посвящена
разработке утилиты к программе молекулярной
графики pymol для анализа взаимодействия ли-
ганда с белком в кристаллических структурах.

Ядерно-магнитный резонанс (ЯМР) позволя-
ет определить структуру белков с молекулярной
массой до ∼100 кДа в растворе c высокой точно-
стью. Использование ЯМР в ряде работ по полу-
чению структур белков, играющих роль в возник-
новении болезни Альцгеймера, продемонстриро-
вано в обзоре Урбана и др. В обзоре показаны
преимущества ЯМР для исследования строения
неструктурированных белков и выигрышность
использования нескольких структурных методов
для исследования сложных биологических объек-
тов и процессов. Другой бурно развивающийся ме-
тод – криоэлектронная микроскопия (криоЭМ) –
позволяет определять структуры макромолекул и
макромолекулярных комплексов большого раз-
мера также без получения кристаллов. Достиже-
ния этого метода представлены в обзоре Качер и др.
и проиллюстрированы в статьях Паниной и др.,
Пичкур и др. (работы выполнены совместно МГУ
и Курчатовским институтом). Ограничения по
размеру исследуемых объектов постоянно смеща-
ются в сторону менее крупных образцов. Метод
криоЭМ занял свое место в ряде методов струк-
турной биологии высокого разрешения с 2013 г. с
появлением новых сверхбыстрых детекторов и
имеет блестящие перспективы.
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Еще одним методом, активно использующим-
ся в исследовании структур биологических объ-
ектов, является малоугловое рентгеновское рас-
сеяние (МУРР). Этот метод, позволяющий опре-
делять структуры низкого разрешения в растворе
при физиологических условиях, отличается про-
стотой эксперимента и имеет широкие границы
применимости. Статьи сотрудников ФНИЦ
“Кристаллография и фотоника” РАН и Курча-
товского института демонстрируют его возмож-
ности в сочетании с использованием синхротрон-
ного излучения. Оно позволяет исследовать об-
разцы более низких концентраций и получать
данные более высокого качества. В работе
М.А. Марченковой и др., направленной на изуче-
ние процесса образования белковых кристаллов,
метод МУРР был применен для изучения олиго-
мерного состава кристаллизационных растворов
лизоцима в зависимости от типа осадителя. Пред-

ставлены также статьи по развитию методов ана-
лиза малоугловых экспериментальных данных.

Выпуск дает общее представление о широте
спектра работ в области структурной биологии,
которые ведутся в настоящий момент в России, о
возможностях и перспективах этой междисци-
плинарной науки и могут быть интересны как
структурным биологам, так и ученым, работаю-
щим в смежных областях.

Главный редактор журнала “Кристаллография”
член-корреспондент РАН

Профессор М.В. Ковальчук
Приглашенный редактор академик РАН,

доктор химических наук В.О. Попов
Приглашенный редактор

кандидат физико-математических наук
В.Р. Самыгина
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21 сентября 2021 г. исполняется 75 лет Ми-
хаилу Валентиновичу Ковальчуку – одному из
ведущих ученых-физиков России, доктору фи-
зико-математических наук, профессору, члену-
корреспонденту РАН. Он широко известен как
ученый-экспериментатор в области рентгенов-
ской физики и кристаллографии, основопо-
ложник использования рентгеновского и син-
хротронного излучений для исследования
структуры поверхности, нанобиоматериалов и
систем, много сделавший для сохранения и раз-
вития науки в России.

В 1970 г. Михаил Валентинович окончил фи-
зический факультет Ленинградского универси-
тета, где специализировался в области рентге-
новской физики. Эту тематику он продолжал
развивать в Институте кристаллографии им.
А.В. Шубникова АН СССР, где его трудовой путь
начался в 1970 г. с должности стажера-исследова-

теля. С самого начала направление его исследова-
ний было связано с развитием рентгенодифрак-
ционных методов изучения структуры различных
материалов, тонких кристаллических слоев на
поверхности кристаллов.

В 1978 г. М.В. Ковальчук защитил кандидат-
скую диссертацию на тему “Метод трехкристаль-
ного рентгеновского спектрометра и исследова-
ние структурного совершенства тонких кристал-
лических слоев”. В последующие годы он занялся
разработкой физических и методических основ
принципиально нового метода изучения конден-
сированных сред – структурно-чувствительной
спектроскопии с использованием стоячих рент-
геновских волн. Этот метод впервые позволил
совместить уникальные возможности рентгенов-
ской спектроскопии и дифракции, в связи с чем
был создан ряд экспериментальных лабораторий.

Одна из них – лаборатория рентгеновской оп-
тики и синхротронного излучения – создана по
инициативе М.В. Ковальчука, возглавившего ее.

В 1988 г. М.В. Ковальчук защитил докторскую
диссертацию на тему “Метод стоячих рентгенов-
ских волн в исследовании структуры приповерх-
ностных слоев полупроводников”, внеся опреде-
ляющий вклад в создание и практическое исполь-
зование метода стоячих волн. Им был выполнен
цикл пионерских работ по изучению выхода фо-
тоэлектронов в условиях двух- и многоволновой
дифракции, развивающих новое направление,
связанное с созданием фазочувствительных рент-
геновских методов – основы рентгено-гологра-
фических исследований. Уникальная структур-
ная чувствительность метода стоячих рентгенов-
ских волн стала фундаментом для превращения
рентгеновских методов в инструмент для изучения
структуры поверхности, тонких кристаллических
слоев и двумерных систем. Эти исследования
М.В. Ковальчука были позже отмечены Россий-
ской академией наук премией имени Е.С. Федо-
рова.

Пятнадцать лет (с 1998 по 2013 г.) Михаил
Валентинович возглавлял Институт кристалло-
графии. В этот период Институт был переори-
ентирован на решение принципиально новых
научных задач, связанных с созданием и разви-
тием наноматериалов, нанодиагностики, нано-
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биотехнологий и космического материаловеде-
ния. М.В. Ковальчуком были сформулированы
новые научные приоритеты, создана современ-
ная научно-исследовательская инфраструктура,
обеспечивающая уникальные исследовательские
возможности, в том числе для кристаллизации
белков, формирования систем молекулярных
пленок. В 2016 г. по инициативе М.В. Ковальчука
на базе Института кристаллографии (путем
объединения с четырьмя академическими ин-
ститутами) была создана новая междисципли-
нарная структура, получившая название “Фе-
деральный научно-исследовательский центр
“Кристаллография и фотоника”. Объединенный
ученый совет нового Центра возглавил М.В. Ко-
вальчук.

С начала 1990-х годов параллельно с исследо-
ваниями в области полупроводниковых кристал-
лов и пленок, рентгеновской оптики М.В. Ко-
вальчук значительное внимание уделял синхро-
тронному излучению. Используя свой опыт работы
на ряде европейских источников синхротронного
излучения, он приступил к разработке новых экс-
периментальных станций сначала для Зелено-
градского, а затем и Курчатовского синхротро-
нов. В 1999 г. по инициативе академика Е.П. Ве-
лихова Михаил Валентинович был назначен
директором-организатором Курчатовского цен-
тра синхротронного излучения.

За несколько лет М.В. Ковальчук и его коллеги
реализовали масштабный научный проект по раз-
работке, созданию и вводу в эксплуатацию ком-
плекса уникального научно-исследовательского
оборудования – экспериментальных станций на
пучках первого в России специализированного
источника синхротронного излучения КИСИ-
Курчатов.

Реализация синхротронного проекта – серьез-
ный вклад М.В. Ковальчука в развитие экспери-
ментальных и технологических возможностей
России для проведения исследований в области
фундаментальных наук, материаловедения, на-
но- и биотехнологий, молекулярной биологии и
медицины, а также в развитие методов диагно-
стики с атомарным разрешением. Эта работа от-
мечена Премией Правительства РФ.

В 2005 г. М.В. Ковальчук назначен директором
Российского научного центра “Курчатовский ин-
ститут”.

В этот период М.В. Ковальчуком была выдви-
нута и под его руководством реализована создан-
ным им коллективом ученых и специалистов
концепция формирования национальной сети
уникальных экспериментальных установок клас-
са мегасайенс как базы для восстановления и раз-
вития всего отечественного научно-технологиче-
ского комплекса.

В рамках реализации этой концепции М.В. Ко-
вальчуком и возглавляемым им коллективом был
разработан и осуществлен ряд проектов мегасай-
енс национального и глобального масштабов. В
их числе – глубокая модернизация и оснащение
уникальным экспериментальным оборудованием
единственного в России Курчатовского специа-
лизированного источника синхротронного излу-
чения, создание и запуск крупнейшего в мире ис-
точника нейтронов – реакторного комплекса
“ПИК” в г. Гатчине Ленинградской области.

Реализация этих проектов позволила не только
восстановить и укрепить высокотехнологичный
производственно-технологический потенциал стра-
ны, но и сформировать уникальную националь-
ную междисциплинарную инфраструктуру ис-
следований и разработок, консолидировавшую
научно-технологическое сообщество и ставшую
базой для развития в России важнейших научно-
технологических направлений.

В том числе, речь идет о нанотехнологическом
проекте, ведущим идеологом и организатором
которого стал М.В. Ковальчук, в рамках реализа-
ции которого созданы принципиально новые тех-
нологии и материалы, обеспечившие научно-
технологический прорыв в целом ряде ключевых
отраслей экономики, таких как энергетика,
транспорт, медицина, инфокоммуникационные
технологии и системы.

По инициативе и при непосредственном уча-
стии М.В. Ковальчука в Курчатовском институте
сформирована научная программа, ориентиро-
ванная прежде всего на проведение междисци-
плинарных научных исследований на таких круп-
ных исследовательских установках, как ускори-
тельные и лазерные комплексы, термоядерные
реакторы, нейтронный и синхротронный источ-
ники.

Для осуществления этой программы Указом
Президента РФ в 2010 г. был запущен пилотный
проект по созданию в России первого националь-
ного исследовательского центра.

Распоряжением Правительства от 31 декабря
2010 г. М.В. Ковальчук назначен первым директо-
ром Национального исследовательского центра
“Курчатовский институт”, под эгидой которого
сегодня объединена значительная часть ядерно-
физического, материаловедческого и генетиче-
ского потенциала страны.

Междисциплинарные исследования, начатые
М.В. Ковальчуком в Институте кристаллографии
и продолженные в Курчатовском институте, вы-
шли на новый уровень с развитием им принципи-
ально нового научного направления – конвер-
генции нано-, био-, инфо-, когнитивных и со-
циогуманитарных (НБИКС) наук и технологий.
М.В. Ковальчук впервые выдвинул концепцию
формирования природоподобной техносферы
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как закономерного этапа развития человеческой
цивилизации, сформулировал идеологию и ос-
новные принципы использования конверген-
ции НБИКС наук и технологий как инструмен-
та создания природоподобной техносферы.
Под руководством и при непосредственном
участии М.В. Ковальчука в НИЦ “Курчатовский
институт” создан не имеющий мировых аналогов
Курчатовский комплекс НБИКС-природоподоб-
ных технологий, где осуществляются масштаб-
ные исследования и разработки в области созда-
ния технологий, основанных на принципах
функционирования живой природы.

Таким образом, была создана база для научно-
технологического прорыва в исследовании про-
цессов жизнедеятельности живой природы,
сформировано ядро метрологического комплекса
принципиально новой природоподобной техно-
логической базы России. Сегодня эти направле-
ния реализуются в рамках Федеральной научно-
технической программы развития синхротрон-
ных и нейтронных исследований и исследова-
тельской инфраструктуры, а также Федеральной
научно-технической программы развития гене-
тических технологий на 2019–2027 гг.

Благодаря активной позиции М.В. Ковальчука
в последние годы существенно укрепились пози-
ции России в таких глобальных международных
научных проектах, как Большой адронный кол-
лайдер (LHC, CERN), Международный экспери-
ментальный термоядерный реактор (ITER), Ев-
ропейский ускорительный центр по исследова-
нию тяжелых ионов и антипротонов (FAIR).
М.В. Ковальчук – инициатор и идеолог участия
Российской Федерации в качестве одного из ос-
новных партнеров в проекте создания Европей-
ского рентгеновского лазера на свободных элек-
тронах XFEL в г. Гамбурге.

Значимый вклад вносят М.В. Ковальчук и ру-
ководимый им коллектив в развитие исследова-
ний и разработок в области термоядерного синте-
за и плазменных технологий.

Под его руководством в НИЦ “Курчатовский
институт” осуществлены создание и пуск круп-
нейшей в стране инновационной термоядерной
установки мирового уровня Токамак Т-15МД.
Она станет базовым элементом инфраструктуры
термоядерных исследований в России и обеспе-
чит выполнение работ в поддержку проекта Меж-
дународного термоядерного экспериментального
реактора ITER.

М.В. Ковальчук является руководителем при-
оритетного технологического направления по
технологиям прямого преобразования энергии.
Под его руководством разработаны новые энер-
готехнологии и системы энергообеспечения для
морской техники, основанные на принципах
прямого преобразования энергии.

Под руководством М.В. Ковальчука и при не-
посредственном его участии совместно с ГК “Рос-
атом” разработаны концепция и прототипы базо-
вых элементов инфраструктуры распределенной
малой ядерной энергетики на основе технологий
прямого преобразования энергии, в частности
для энергообеспечения Арктического и других
труднодоступных регионов.

В последнее десятилетие в НИЦ “Курчатовский
институт” благодаря инициативам М.В. Ковальчу-
ка возрожден целый ряд важных направлений
прикладных исследований и разработок в целях
национальной безопасности. Указом Прези-
дента Российской Федерации на М.В. Коваль-
чука возложено общее руководство научно-
исследовательскими проектами Военного инно-
вационного технополиса “Эра” Минобороны
России.

М.В. Ковальчуком предложена концепция,
сформулированы идеология и основные принци-
пы ускоренного безопасного развития ядерной
медицины на базе ядерно-физических научных
центров. В настоящее время эта концепция реа-
лизуется в рамках Федеральной научно-техниче-
ской программы развития синхротронных и ней-
тронных исследований и исследовательской ин-
фраструктуры на 2019–2027 гг.

М.В. Ковальчук стал инициатором разверты-
вания в НИЦ “Курчатовский институт” работ,
основанных на использовании естественно-науч-
ных методов для изучения объектов культурного
наследия. Эти исследования проводятся совмест-
но с Институтом археологии РАН, Государствен-
ным историческим музеем, Государственным му-
зеем изобразительных искусств им. А.С. Пушки-
на и являются новым важным этапом в развитии
исторического материаловедения.

М.В. Ковальчук внес определяющий вклад в
формирование кадровой базы междисциплинар-
ных исследований и разработок. Под его руковод-
ством и при непосредственном участии создана
инновационная система образования в области
конвергентных наук и технологий, в том числе им
организованы первый в мире факультет нано-,
био-, информационных и когнитивных техноло-
гий в Московском физико-техническом институ-
те, базовый факультет в Национальном исследо-
вательском ядерном университете МИФИ.

Также НИЦ “Курчатовский институт” реали-
зует масштабный проект междисциплинарного
довузовского образования (Курчатовский про-
ект), в котором участвуют несколько десятков
школ Москвы, Санкт-Петербурга, Пскова, рес-
публики Крым.

Большое значение имеют реализованные по
инициативе и под руководством М.В. Ковальчука
проекты возрождения культурно-просветитель-
ских площадок Дома ученых им. А.П. Алексан-
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дрова в Москве и Мемориальной дачи И.В. Кур-
чатова в Крыму.

М.В. Ковальчук с 2001 г. является членом Пре-
зидиума Совета при Президенте Российской Фе-
дерации по науке и образованию. Также он явля-
ется председателем Национального комитета
кристаллографов России, с 2006 г. – главным ре-
дактором журнала “Кристаллография” РАН, с
2019 г. – главным редактором журнала “Россий-
ские нанотехнологии”. В 2020 г. М.В. Ковальчук
стал главным редактором журнала “Вестник Во-
енного инновационного технополиса “Эра”, со-
зданного по его предложению.

М.В. Ковальчук уделяет большое внимание
популяризации научных знаний, с 2007 г. он яв-

ляется автором и ведущим научно-популярных
телевизионных циклов “Истории из будущего” и
“Картина мира с Михаилом Ковальчуком”.
В рамках этих циклов вышло более 300 передач,
рассказывающих о наиболее актуальных темах и
направлениях науки и технологий.

М.В. Ковальчук – полный кавалер орденов
“За заслуги перед Отечеством”, лауреат премий
Правительства РФ в области науки и техники и в
области образования.

Редколлегия и Редакция журнала “Кристалло-
графия” от души поздравляют Михаила Валенти-
новича с юбилеем! Коллеги и друзья желают ему
творческой энергии, вдохновения, новых дости-
жений и открытий на благо российской науки.
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Мембранные белки, в частности ионные каналы, стали объектом пристального внимания структур-
ной протеомики в середине XX века. Методы изучения ионных каналов разнообразны и включают
в себя структурные (рентгеноструктурный анализ (РСА), криоэлектронная просвечивающая мик-
роскопия (крио-ПЭМ), анализ с помощью рентгеновских лазеров на свободных электронах) и
функциональные (пэтч-кламп). В обзоре рассмотрена эволюция подходов к изучению структуры
сердечных ионных каналов, дано представление о новых приемах структурной биологии в прило-
жении к каналам, в том числе об использовании липо- и нанодисков, обсуждается вклад электро-
физиологических исследований, молекулярной динамики для получения полной картины о струк-
туре и функционировании сердечных ионных каналов. За годы исследований многие методы были
разработаны и адаптированы для изучения ионных каналов. Электрофизиологические исследова-
ния стали мощным инструментом для расшифровки механизмов ионной проводимости и селектив-
ности, стробирования и регулирования, а также тестирования ингибиторных молекул. Реконструк-
ция атомной структуры ионных каналов стала возможной благодаря активному развитию сначала
РСА и крио-ПЭМ, а в настоящий момент – за счет использования рентгеновских лазеров на сво-
бодных электронах.

DOI: 10.31857/S0023476121050076
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Заключение

ВВЕДЕНИЕ
XX век ознаменовал расцвет структурной био-

логии – получено колоссальное количество дан-
ных, накоплен реальный потенциал для рекон-
струкции всех процессов в живых организмах.
Завершились два десятилетия XXI века, расшиф-
ровано более 160000 третичных и четвертичных
структур белков; в их числе крупные молекуляр-
ные машины, рибосома [1], мембранные белки
[2, 3], белки цитоскелета [4], ферменты и др. Оп-
тимисты прогнозируют расшифровку архитектур
всех известных белков и их функций через 30 лет.
Это означает не только понимание структуры ин-
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дивидуальных макромолекул и их взаимодей-
ствий с лигандами, но и межмолекулярных взаи-
модействий в сложных белковых комплексах. Из-
менение конформационного состояния белка
отражается на его функциональной активности [5].
Исчерпывающее знание структур всех доменов
белковой молекулы дает возможность правильно
интерпретировать ее конформационные измене-
ния при активации и ингибировании и, более то-
го, управлять этими процессами [6].

Вслед за геномикой, протеомикой, транскрип-
томикой и метаболомикой появилась отрасль на-
уки “структурная протеомика”. Понимание био-
логических механизмов на уровне атомного раз-
решения позволяет применять эту информацию в
медицине и биотехнологии. Особенно это акту-
ально для изучения мембранных белков, в част-
ности ионных каналов и транспортеров, прини-
мающих участие в регуляции жизнедеятельности
каждой клетки организма, в особенности кардио-
миоцитов.

Ионные каналы – большой функциональный
класс интегральных трансмембранных белков.
Большинство ионных каналов имеет ротацион-
ную симметрию, образованную несколькими
идентичными субъединицами или гомологичны-
ми доменами, располагающимися вокруг поры
канала. Наиболее распространенная классифи-
кация ионных каналов – по механизму управле-

ния – включает следующие группы: каналы,
управляемые напряжением, лигандом/лиганда-
ми, липидами, температурой или светом, а также
механически управляемые.

Управляемые напряжением или потенциал-
зависимые (ПЗ) ионные каналы – самая обшир-
ная группа. Их роль в возбудимых клетках заклю-
чается в деполяризации мембран в ответ на изме-
нение потенциала. Их функционирование опре-
деляется слаженной работой трех структурных
единиц: сенсора напряжения, поры и ворот кана-
ла (рис. 1а). Большинство ПЗ-каналов, проводя-
щих ионы K+, Ca2+ и Na+, состоит из четырех
трансмембранных доменов с шестью сегментами
(рис. 1б), каждый из которых пересекает липид-
ный бислой.

Потенциалы действия (ПД) в сердечных клет-
ках существенно отличаются от обнаруженных в
других типах клеток. Это связано с наличием осо-
бых «сердечных» ионных каналов (активнее всего
экспрессирующихся в кардиомиоцитах) и кине-
тикой их работы. За деполяризацию мембраны
миоцитов миокарда млекопитающих отвечают
быстрые натриевые каналы, за фазу плато – каль-
циевые ионные каналы, важнейшую роль в опре-
делении потенциала покоя в фазе реполяризации
ПД играют калиевые каналы (рис. 1в).

Рис. 1. Строение и функционирование ПЗ-каналов. Схема одной α-субъединицы Kv-канала (а). Обозначены транс-
мембранные сегменты S1–S6 и петля P, формирующая пору канала. Заряженные аргинины на сегменте S4 обозначе-
ны плюсами. ПЧД – потенциал-чувствительный домен. Кристаллическая структура одной α-субъединицы канала
Kv1.2 (PDB ID 2A79) (б). Схема сердечного ПД (в). Стрелками отмечены ПЗ-каналы, отвечающие за различные фазы
ПД. ЭКГ в норме и при синдромах LQT и SQT (г).
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1. СЕРДЕЧНЫЕ ИОННЫЕ КАНАЛЫ
И КАНАЛОПАТИИ: ЗАЧЕМ НУЖНО ЗНАТЬ 

СТРУКТУРУ ИОННЫХ КАНАЛОВ?

Ритмичные сокращения сердца на протяже-
нии всей жизни человека обеспечиваются син-
хронной генерацией и распространением
электрических импульсов, к которым приводит
слаженная работа нескольких десятков ионных
каналов. Катионные ПЗ-каналы, которые коди-
руются генами KCNQ1, KCNH2, KCNE1, KCNE2,
KCNJ2, TRPM4, играют важную роль в реполяри-
зации сердечных клеток и поддержании нормаль-
ной продолжительности сердечного ПД.

Семейство Kv7.x или KCNQ включает в себя
пять типов каналов Kv7.1–Kv7.5. Канал Kv7.1, ко-
дируемый геном KCNQ1, преимущественно экс-
прессируется в тканях сердца, а также в эпители-
альных тканях и гладкой мускулатуре. Каналы
Kv7.2–Kv7.5 (KCNQ2–5) в основном встречаются
в тканях нервной системы [7]. В сердечной мы-
шечной ткани Kv7.1 экспрессируется совместно с
вспомогательными бета-субъединицами KCNE1,
KCNE2 и KCNE3 для формирования функцио-
нально активного канала, обеспечивающего мед-
ленный ток реполяризации [8] и, следовательно,
отвечающего за длительность сердечного ПД.
К настоящему моменту описано 109 мутаций (в ос-
новном точечных замен), затрагивающих актив-
ность канала Kv7.1, изменяющих кинетику актива-
ции, взаимодействие с регуляторными субъедини-
цами, либо нарушающих транспорт в мембрану
клетки, приводящих к развитию синдрома удли-
ненного интервала QT (longQT, LQTS) на электро-
кардиограмме (ЭКГ) (рис. 1г) и синдрому внезап-
ной смерти. Кроме LQTS некоторые из этих мута-
ций ассоциированы с синдромом Джервелла–
Ланге–Нильсена [9], состоянием, при котором
нарушения сердечного ритма сопровождаются на-
рушениями слуха. Для данного канала описаны
также активирующие мутации, вызывающие уве-
личение тока и ведущие к укорочению ПД сердца
(синдром укороченного интервала QT, shortQT,
SQTS) и фибрилляции предсердий [10].

Правильная работа ионных каналов может
быть нарушена в результате мутаций, влияющих
на количество экспрессируемых белковых субъ-
единиц, первичную и вторичную структуру, а так-
же посттрансляционные модификации белка.
В результате генетически детерминированных
изменений суммарная проницаемость через ка-
нал для ионов может увеличиваться (нарушается
механизм инактивации или закрывания канала,
увеличивается экспрессия) либо уменьшаться
(нарушается активация, пропускная способ-
ность, снижается экспрессия белка). Примеча-
тельно, что различные по своему функциональ-
ному эффекту мутации могут приводить к клини-
чески противоположным ЭКГ-феноменам, и

соответствующие аритмогенные синдромы фор-
мируют аллельные серии заболеваний. Одним из
хорошо изученных примеров аллельной серии за-
болеваний служат синдромы, развивающиеся в
результате различных мутаций в гене KCNH2.
Мутации, реализующиеся по типу “loss of function”
(потеря функции) (например, замены N410D,
A561T, G610S, A614V, N996I и др.), приводят к
снижению суммарного исходящего калиевого то-
ка из клетки, что задерживает время реполяриза-
ции и выражается удлинением интервала QT [11].
Эта генетическая форма представляет собой вто-
рой по частоте подтип наследственного синдрома
LQT, заболевания с высоким риском развития
желудочковой тахикардии типа “пируэт” и вне-
запной сердечной смерти [12]. На мутации в этом
гене приходится ~35% всех случаев генетически
подтвержденных случаев заболевания [13].

Мутации в гене KCNH2, реализующиеся по ти-
пу “gain of function” (усиление функции), ведут к
тому, что выведение из клетки положительно за-
ряженных ионов калия увеличивается, что при-
водит к ускорению реполяризации и проявляется
укорочением интервала QT на ЭКГ (рис. 1г).
Электрокардиографические и клинические про-
явления таких мутаций более многообразны,
включают синдром SQT (замена T618I), синдром
Бругада (например, T152I, R164C, W927G,R1135H
и т.д.), семейную фибрилляцию предсердий (за-
мена N588K) [14–16].

Функционирование канала Kv11.1 (кодируе-
мого геном KCNH2) может быть нарушено не
только мутациями, но и взаимодействием с ши-
роким спектром лекарственных препаратов. Бло-
кирование канала Kv11.1 с развитием вторичного
удлинения сердечного ПД (и, как следствие, уве-
личение продолжительности интервала QT)
представляет собой один из очень опасных по-
бочных эффектов широкого круга лекарств. Пер-
вым препаратом, выведенным в 1998 г. с фарма-
кологического рынка в связи с блокадой канала
Kv11.1 и риском развития желудочковых аритмий,
был блокатор H1-гистаминовых рецепторов тер-
фенадин, а сейчас таких препаратов насчитывает-
ся не менее десятка [17]. В настоящее время все
новые фармацевтические субстанции тестируют-
ся на их способность блокировать сердечные
ионные каналы, главным образом Kv11.1. Пони-
мание особенностей строения и функционирова-
ния ионных каналов, в частности Kv11.1, очень
важно для рационального дизайна новых лекар-
ственных средств любой направленности. Было
показано, что некоторые аминокислоты в S6-до-
мене (Tyr652, Phe656) и в основании поровой
спирали (Thr623, Ser624, Val625) особенно чув-
ствительны к лекарственным взаимодействиям
[18]. Независимо от того, в какую сторону смеща-
ется продолжительность реполяризации кардио-
миоцита, основной угрозой для носителей мута-
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ций в гене KCNH2 является повышенный риск
развития желудочковых нарушений ритма и вне-
запной смерти.

Эффективность лечения разных наследствен-
ных сердечных каналопатий различна. В настоя-
щее время доступны как хирургические (имплан-
тация антиаритмических устройств и левосто-
ронняя стеллэктомия), так и медикаментозные
подходы. При синдроме LQT высокую (но не аб-
солютную) эффективность показали β-блокато-
ры [19]. Однако успехи лекарственной терапии
других каналопатий (семейные нарушения про-
водимости, синдром Бругада, SQT) не столь вели-
ки. Поэтому детальное изучение структурных и
функциональных изменений нормальных и му-
тантных ионных каналов необходимо для разра-
ботки новых молекул, способных восстановить
или компенсировать генетический дефект.

Повышение доступности высокоэффективно-
го секвенирования привело к экспоненциально-
му росту выполняемых генетических тестов.
Естественным результатом роста выполняемых
диагностик стало выявление большого числа но-
вых, не охарактеризованных редких вариантов,
клиническое значение которых трудно интерпре-
тировать. Детальное понимание структуры ион-
ных каналов, понимание функциональной значи-
мости каждого аминокислотного остатка помогут
разработать предиктивные модели, способные до-
стоверно прогнозировать значение новых уни-
кальных вариантов.

2. ПУТЬ К СТРУКТУРЕ 
ПОЛНОРАЗМЕРНОГО ИОННОГО КАНАЛА

К концу XX века были успешно клонированы
многие гены, кодирующие ДНК ионных каналов
эукариотического происхождения, а также их
бактериальных аналогов. Однако четвертичная
структура большинства ионных каналов долгое
время оставалась неизвестной, так как они с
большим трудом поддаются трехмерной кристал-

лизации. Выводы о структуре и функционирова-
нии каналов делались на основе непрямых дан-
ных мутационного анализа, электрофизиологии
и молекулярной динамики (МД) (рис. 2).

В отсутствие прямых структурных данных бы-
ли разработаны комплексные подходы, позволя-
ющие решить сложнейшую задачу определения
процессов, лежащих в основе активации Kv-ка-
налов. Эта задача частично была решена к началу
90-х годов XX века, когда были предложены пер-
вые модели активации ПЗ Kv-каналов (обзор
[26]). По данным цистеинового сканирования и
электрофизиологии установили, что Kv-канал яв-
ляется тетрамером (рис. 2); при активации канала
сенсор потенциала S4 под действием изменения
трансмембранного потенциала движется поперек
мембраны [27]; спираль S4 тянет линкер S4–S5,
что приводит к нарушению взаимодействия S4–
S5/S6 и открытию поры канала [28] (рис. 3а). Од-
нако некоторые модели активации, как потом
выяснилось, были ошибочны [29]. Для их валида-
ции необходимы были реальные структурные
данные.

Первая кристаллическая структура бактери-
ального (Streptomyces lividans) ионного канала KcsA
с разрешением 3.2 Å была получена в лаборатории
будущего Нобелевского лауреата Р. МакКиннона
и опубликована в 1998 г. [21]. Эта работа за про-
шедшие 22 года была процитирована более
7000 раз. Так как структура поры гомологична у
большинства катионных каналов [30], структура
KcsA открыла неоценимые возможности для
структурных биологов и биофизиков (рис. 4).

Атомная структура KcsA позволила использо-
вать МД для моделирования конформаций не
только этого канала [31], но и гомологичных ка-
налов эукариот [32, 33] (рис. 3в). Для получения
хорошо дифрагирующих кристаллов авторы уда-
лили внутриклеточные С-концы субъединиц ка-
нала KcsA. Поэтому необходимо было доказать
функциональность полученной конструкции –
начался ренессанс методов электрофизиологии.

Рис. 2. Путь к структуре Kv-канала дрозофилы Shaker. Слева направо: 1992 г. – показано, что канал является тетрамер-
ным [20]; 1998 г. – появление данных о водной поре канала; к 1999 г. опубликованы структуры порового домена (го-
мологичный канал KcsA [21]) и тетрамеризационного домена [22]; 2000 г. – гипотеза “висячей гондолы” [23]; 2001 г. –
первая ПЭМ-структура канала [24] подтвердила упомянутую выше гипотезу; 2005 г. – кристаллическая структура хи-
мерного полноразмерного Kv1.1/1.2-канала с β-субъединицей [25].
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3. СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ 
ИССЛЕДОВАНИЯ ИОННЫХ КАНАЛОВ

Фундаментальное понимание того, как струк-
тура катионных каналов меняется при мутациях,
возможно только при сочетании структурных ис-
следований с функциональными (электрофизиоло-
гическими) подходами. Характеристика активно-
сти ионных каналов с помощью электрофизиоло-
гических методов является основным источником
знаний как в физиологическом, так и патофизио-
логическом контексте, что, в свою очередь, помо-
гает в разработке соответствующих фармакологи-
ческих препаратов.

Электрофизиология в XX веке внесла огром-
ный вклад в расшифровку молекулярных механиз-
мов ионной проводимости, ионной селективно-
сти, стробирования каналов, а также регулирова-
ния ионных каналов дополнительными белками
[34–39].

В контексте патофизиологии ионных каналов
электрофизиологические инструменты, в частно-
сти метод пэтч-кламп [40], использовались в ты-
сячах исследований для подтверждения того, что
варианты генов, кодирующие часть комплекса
ионных каналов, являются причиной различных
патологий. Хорошим примером в данном случае

Рис. 3. Две модели соединения между сенсором напряжения и поровыми субъединицами ионных ПЗ-каналов: а – ме-
ханистическая модель, характерная для каналов семейства Shaker; б – лиганд-рецепторная модель, характерная для
каналов EAG, ERG, KCNQ. Рисунок адаптирован из [28].
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крытии ворот канала, построенная на основе МД (в) [33].

(а)

(б)
Закрытый канал Открытый канал

(в)

М2М2

М1 М1

K+

K+

K+
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является синдром LQT. Довольно простая схема
моногенного наследования заболевания, вероят-
но, обусловила то, что оно долгое время находи-
лось в центре внимания научной общественности
после идентификации нескольких мутаций, в ос-
новном в генах KCNQ1, KCNH2 и SCN5A [41, 42].
Во многих биофизических исследованиях иден-
тифицированная замена была введена в плазми-
ду, кодирующую канал, и проведены эксперимен-
ты in vitro с помощью метода пэтч-кламп для про-
верки того, приводит ли мутация к модификации
ионного тока.

Значительные достижения в области высоко-
производительного секвенирования и геномного
анализа позволили исследовать более сложные
формы наследственных заболеваний, такие как
синдром Бругада [43]. Этот синдром характеризу-
ется фибрилляцией желудочков и повышенным
риском внезапной сердечной смерти, как и при
синдроме LQT, но патофизиология несколько от-
личается, и ЭКГ-мониторинг позволяет легко от-
личить синдром LQT от синдрома Бругада (подъем
сегмента ST на кардиограмме). При синдроме
LQT большинство случаев связано со специфиче-
ской мутацией, в основном в генах KCNQ1,
KCNH2 и SCN5A. При синдроме Бругада мутация
в генах была идентифицирована только у 20% па-
циентов, несмотря на очевидное семейное проис-
хождение патологии. Ситуация осложнена тем,
что во многих случаях при идентифицированных
в семье мутациях (в основном ген SCN5A, кодиру-
ющий ПЗ-натриевый канал Nav1.5) некоторые
члены семьи являются лишь ее носителями (не-
полная пенетрантность), а другие члены семьи
имеют патологию (фенокопию) [44]. В этом слу-
чае методы электрофизиологии представляют
еще больший интерес, чем в случае синдрома
LQT, так как они позволяют выяснить, приводит
ли обнаруженная мутация к дисфункции канала и
может ли она частично участвовать в патогенезе.

Что касается патофизиологии ионных кана-
лов, инструменты электрофизиологии также по-
лезны для определения того, как нарушение мо-
лекулярного механизма может привести к кон-
кретной патологии. Например, исследования
пэтч-кламп показали, что для активности ПЗ-ка-
налов Kv7.1 и Kv11.1 требуется фосфолипид фос-
фатидилинозитол-4,5-бисфосфат (PI(4,5)P2) и
что некоторые мутации при синдроме LQT изме-
няют взаимодействие этого полярного липида с
каналом, что приводит к потере каналом своей
функции [45–47].

Наконец, изучение внутримолекулярных вза-
имодействий в ПЗ-каналах с помощью электро-
физиологических методов привело к разработке
пептидов, имитирующих эти взаимодействия и
либо ингибирующих, либо активирующих целе-
вую группу ионных каналов [48–51]. Такие иссле-

дования могут в долгосрочной перспективе при-
вести к разработке новых терапевтических средств.

Во всех аспектах, обсуждаемых выше, могут
быть также полезны высокопроизводительные
аналоги пэтч-клампа. Интерес к функциональ-
ной валидации каналов в сочетании с многократ-
ным увеличением количества тестируемых вари-
антов гена (более 1000 в канале Kv11.1 (hERG))
позволил разработку методов фенотипирования
генов [52, 53].

Важно упомянуть об ограничениях техники
пэтч-кламп, особенно потому, что это может
приводить к неправильной интерпретации функ-
ции ионных каналов. Типичным случаем может
служить субъединица KCNE1, первоначально на-
званная MinK; она ошибочно считалась ионным
каналом на основании того, что при экспрессии в
ооцитах Xenopus наблюдали медленно активиру-
ющийся ПЗ-калиевый ток. Несмотря на очень
осторожную интерпретацию результатов в пер-
вой статье, дальнейшие публикации подтвердили
эту гипотезу [54, 55]. Однако ток можно было на-
блюдать только тогда, когда РНК вводили в ооци-
ты Xenopus, но не в других моделях, что все же вы-
звало некоторые сомнения [56]. Только клониро-
вание гена канала KCNQ1 (первоначально
названного KVLQT1) и демонстрация того, что
этот канал изначально присутствует в ооцитах
Xenopus и генерирует медленно активирующийся
ток, управляемый напряжением только в присут-
ствии KCNE1, определенно продемонстрирова-
ли, что KCNE1 не кодирует порообразующую
субъединицу [38, 39], а является дополнительной
субъединицей канала KCNQ1.

4. ЭЛЕКТРОННАЯ МИКРОСКОПИЯ 
ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ИОННЫХ КАНАЛОВ

В 90-х годах XX века для исследования струк-
туры ионных каналов начинают применять элек-
тронную микроскопию. Каналы выделяют из
мембран клеток с использованием детергентов
(DDM, CHAPS, Digitonin и других), наносят на
углеродные сетки для последующей окраски со-
лями тяжелых металлов (рис. 2д) [24, 57–60] либо
используют появившийся в 80-х годах XX века
метод криоэлектронной просвечивающей микро-
скопии (крио-ПЭМ) [61, 62].

Преимуществом крио-ПЭМ является то, что
белковые молекулы находятся в водном окруже-
нии, поэтому их форма и конформация сохраня-
ются. Частицы во льду не имеют преимуществен-
ной ориентации по сравнению с частицами на
поверхности углерода. В то же время в крио-ПЭМ
соотношение сигнал/шум, как правило, низкое,
поскольку низок контраст исследуемых объектов.
Для того чтобы повысить контраст, необходимо
объединить данные, полученные от очень боль-
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шого числа проекций. Реконструкция макромо-
лекул по данным крио-ПЭМ продолжается уже
более четырех десятилетий, однако на начальных
этапах она позволяла получать трехмерные струк-
туры с разрешением 15–18 Å только очень боль-
ших белков ионных каналов, таких как риано-
динчувствительный рецептор (RyR) [63, 64].

Радиационное повреждение образцов являет-
ся существенным препятствием для получения
изображений с высоким разрешением [65]. Для
снижения радиационного повреждения во время
выбора зоны съемки, выравнивания и фокуси-
ровки пучка электронов применяются специаль-
ные системы “низкой дозы”, чтобы блокировать
луч до последнего шага – получения изображе-
ния. Малые выдержки приводят к потере разре-
шения, шумным изображениям и, как следствие,
недостатку данных с высоким разрешением. Это,
в свою очередь, усложняет последующий процесс
обработки изображений для определения трех-
мерной структуры объекта. Определение углов
ориентации глобулярных молекул особенно чув-
ствительно к шумам на необработанных изобра-
жениях, а также к ошибкам в процедурах выравни-
вания и классификации. Недостаточные размеры
Kv-каналов (10–15 нм в диаметре) приводили к по-
тере контраста изображения в микроскопе и паде-
нию разрешения реконструкции.

Для очень коротких выдержек становится кри-
тически важной способность детектора воспри-
нимать каждый попавший на него электрон. Та-
кие устройства были сконструированы в XXI веке,
они позволяют напрямую детектировать электро-
ны (прямой детектор электронов, ПДЭ) и полу-
чить за секундную выдержку от 16 до 400 кадров.
Благодаря специальной процедуре обработки
изображения одной и той же белковой частицы со
всех полученных кадров можно выровнять отно-
сительно друг друга и сложить для увеличения со-
отношения сигнал/шум. Таким образом, компен-
сируется движение частиц во льду, происходящее
за время даже секундной выдержки [66].

5. РЕВОЛЮЦИЯ В СТРУКТУРНОЙ 
БИОЛОГИИ – КРИО-ПЭМ-СТРУКТУРЫ 

ИОННЫХ КАНАЛОВ С ВЫСОКИМ 
РАЗРЕШЕНИЕМ

За 15 лет после опубликования первой кри-
сталлической структуры ионного канала исследо-
вателям с помощью рентгеноструктурного анали-
за (РСА) удалось расшифровать атомную структу-
ру некоторого количества прокариотических [21,
67, 68], архейных [69] и эукариотических (рис. 2е)
каналов [70–72].

Революция в структурной биологии мембран-
ных белков началась с опубликования в 2013 г.
первой атомной структуры ионного канала TRP

[73], de novo полученной с помощью крио-ПЭМ,
что, в частности, связано с началом серийного
выпуска камер ПДЭ. Разработка нового про-
граммного обеспечения для 3D-реконструкции
[74] ускорила во много раз сбор и анализ сотен
тысяч и миллионов изображений отдельных ча-
стиц каналов. В 2015 г. метод крио-ПЭМ был объ-
явлен методом года по версии журнала Nature, а
еще через 2 года, в 2017 г., трое ученых-основате-
лей метода – Р. Хендерсон, Ж. Дюбуше и
Й. Франк – удостоились Нобелевской премии.
И это было только начало. В течение последую-
щих 4 лет технический прорыв позволил полу-
чить многие до того неизвестные структуры ион-
ных каналов, включая сердечные каналы KCNQ1
и KCNE2 [75, 76].

Первые крио-ПЭМ-исследования с высоким
разрешением каналов семейства EAG показали,
что модель активации, основанная на данных о
структуре каналов семейства Shaker [26, 77], не
подходит для описания работы семейств каналов,
кодируемых генами KCNH [3, 49, 75, 78].

Структура мембранного домена каналов се-
мейства Shaker имеет характерную особенность,
открытую после расшифровки кристаллической
структуры химерного канала Kv1.1/Kv1.2 [71], –
ПЧД взаимодействует не со своим поровым до-
меном, а с доменом, принадлежащим соседней
субъединице (рис. 5а, 5в).

Такая архитектура получила называние “do-
main swapped” – доменный обмен. Подобная орга-
низация трансмембранных спиралей была воз-
можна из-за длинного S4–S5 линкера у каналов
семейства Shaker. Формирование доменного об-
мена оказалось невозможно для каналов EAG,
так как у них оказался очень короткий S4–S5
линкер, и спираль S5 взаимодействует со своим
же ПЧД (рис. 5б, 5г) [75].

Сравнение структуры каналов: химерного
Kv1.2/2.1 [71] и Kv11.1 в открытой конформации
[3] с каналом Kv10.1, пора которого была закрыта
за счет взаимодействия с кальмодулином (СaM)
[75], привело исследователей к новой гипотезе
функционирования каналов семейства EAG (рис.
6). Отличие ее от предыдущей модели состоит в
том, что линкеру отводится меньшая роль, а ос-
новное изменение конформации S6 происходит
за счет латерального смещения S4- и S5-сегмен-
тов. Роль шарнира, который обеспечивает изме-
нение конформации S6, выполняет остаток гли-
цина (G648 у Kv11.1 и G460 у Kv10.1) [3].

В результате было выдвинуто предположение,
что активация каналов семейства EAG происхо-
дит по лиганд-рецепторному механизму (рис. 3б).
В данном случае линкер S4–S5 действует как
внешний лиганд, который связывает нижнюю
часть спирали S6 и блокирует канал в закрытом
состоянии, когда спирали S4 ПЧД находятся в со-
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стоянии “внизу” при отрицательном потенциале.
Когда спирали S4 находятся в состоянии “ввер-
ху”, линкер S4–S5 выходит из кармана связыва-
ния с S6, и канал открывается. Этот молекуляр-
ный механизм хорошо согласуется с результатами
электрофизиологических экспериментов [79],
сделанных, в частности, на каналах hERG [49].

6. НОВЫЕ СТРАТЕГИИ ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ 
ИОННЫХ КАНАЛОВ

6.1. Почему так сложно изучать
мембранные белки?

Структурные исследования требуют получе-
ния целевого белка в большом количестве и с вы-
сокой степенью чистоты. К настоящему времени
разработано множество различных подходов к
наработке и очистке белков. Тем не менее для
мембранных белков именно подготовка образца
является узким местом при определении структу-
ры, в особенности экстракция целевого белка из
клеточных мембран. Детергент, который непод-
ходящим образом имитирует гидрофобное окру-
жение исследуемого белка, может также значи-
тельно изменить его структуру.

В таких условиях субнанометрового разреше-
ния реконструкции 30 лет назад позволяла до-
стичь лишь электронная кристаллография:
структуры бактериородопсина в пурпурной мем-
бране [80] и ацетилхолинового рецептора в элек-
трическом органе ската Torpedo marmorata [81] бы-

ли получены этим методом. Позднее научились
моделировать природные двумерные кристаллы,
вместо нативных мембран использовали очищен-
ные молекулы каналов и путем диализа удаляли
детергент из смеси, заменяя его на липиды, одна-
ко этот подход оказался достаточно сложен для
воспроизведения и до сих пор применяется лишь
в нескольких лабораториях в мире.

Для получения реконструкций белков каналов
в мембранном окружении разрабатывались и дру-
гие специальные подходы, такие, например, как
сферическая реконструкция [82]. После вставки в
маленькую сферическую везикулу из липидов
мембранный белок приобретал строго опреде-
ленную ориентацию относительно мембраны, и
его положение на проецируемом изображении
везикулы напрямую определяло два из трех опре-
деляемых углов Эйлера. Анализ изображений ве-
зикул во льду показал, что их плотность хорошо
описывается простой моделью рассеяния элек-
тронов на мембране. Компьютерное моделирова-
ние показало, что этот метод теоретически может
улучшить реконструкцию мембранных белков.
В [83] его применили для изучения кластериза-
ции грамицидина в липосомах, однако высокого
разрешения этот метод достичь не позволил.

Значение липидов ближайшего окружения по-
казано для многих белков, например, взаимодей-
ствие PI(4,5)P2 с Kv7 [45] и взаимодействие KscA
с анионными липидами [84]. Удаление этих ли-
пидов при солюбилизации детергентами может
приводить не только к функциональным наруше-
ниям, но и к структурным перестройкам. В связи
с этим постоянно ведется как поиск новых детер-
гентов, так и разработка принципиально новых
подходов к солюбилизации мембранных белков.
Относительно недавно были разработаны два по-
хожих, однако основанных на различных соеди-
нениях подхода – использование нанодисков и
липодисков в структурных исследованиях мем-
бранных белков.

6.2. Нанодиски

Нанодиски – это альтернативный и более эф-
фективный подход к выделению мембранных
белков. Это имитаторы мембранного окружения
(мембраномиметики), которые можно использо-
вать для поддержания мембранных белков в рас-
творимой форме для дальнейших структурных
исследований. Как следует из названия, нанодис-
ки представляют собой дискообразные нанораз-
мерные бислои фосфолипидов, окруженные мо-
лекулами амфипатического α-спирального белка
MSP, который выступает в роли пояса, ограничи-
вающего размер диска (рис. 7а, 7в).

Изначально метод был основан на использова-
нии аполипопротеина ApoA1 человека. Липопро-

Рис. 5. Различия в расположении доменов у различ-
ных Kv-каналов по данным РСА и крио-ПЭМ: а – ка-
нал Kv1.1/1.2 [25]; б – канал Kv10.1 [75]; в, г – схема-
тическое изображение взаимодействия поровых до-
менов и ПЧД в соответствующих каналах.

(а) (б)

(в) (г)

Eag1Kv1.2/2.1
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теины высокой плотности состоят из липидов и
холестерина, основной аполипопротеин ApoA1
может принимать различные структурные фор-
мы. Он синтезируется в печени, затем из формы
без липидов постепенно обретает вид шарика из
липидов, холестерина и сложных эфиров холесте-
рина, проходя через временную дискоидную ста-
дию. Именно диски и стали прототипом водорас-
творимых наночастиц [87].

Включение мембранного белка в нанодиск
происходит самопроизвольно, так как он взаимо-
действует с гидрофобными хвостами липидов.
Нанодиски могут использоваться в большом диа-
пазоне концентраций при комнатной и физиоло-
гических температурах и храниться в течение не-

скольких месяцев при 4°C с минимальной агрега-
цией. При соблюдении правильных условий
можно добиться монодисперсных образцов с
контролируемым размером по сравнению с липо-
сомами, бицеллами, мицеллами. На данный мо-
мент существует множество модифицированных
вариантов белка MSP [88], в том числе коммерче-
ски доступных.

Количественный и качественный состав фос-
фолипидов нанодисков можно варьировать для
имитации биологических особенностей тех или
иных мембран. Самые популярные синтетиче-
ские липиды, используемые для сборки нанодис-
ков – фосфатидилхолин (POPC), димиристоил-
фосфатидилхолин (DMPC), дипальмитоилфос-

Рис. 6. Сравнение структур закрытого и открытого Kv-каналов. Различия в структурах трансмембранной части и при-
легающих к поре цитоплазматических доменов открытого канала Kv11.1 (темно-серый) и закрытого канала Kv10.1
(светло-серый) (а). Сравнения профилей поры каналов, структуры которых получены в открытом (hERG и Kv1.2/2.1)
и закрытом (EAG1) состоянии (б). Cхема активации каналов семейства EAG (в).
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фатидилхолин (DPPC), а также смеси с
заряженными фосфолипидами, такими как
PI(4,5)P2, фосфатидилсерин (PS), фосфатидил-
глицерин (PG), фосфатидилэтаноламин (PE).

Публикации многих структур ионных кана-
лов, выделенных в нанодисках за последние 5 лет,
однозначно говорят об успешности метода (табл. 1).
Возникли новые варианты нанодисков, которые
адаптированы, в том числе, для больших белков и
комплексов [89, 90], поскольку размер нанодиска
может иметь решающее значение для поддержа-
ния нативного олигомерного состояния белка, ин-
корпорированного в нанодиски. Более того, для
многих типов нанодисков уже опубликованы оп-
тимизированные протоколы [91] и подобраны оп-
тимальные молярные отношения смеси липидов.

6.3. Липодиски

Одним из новейших методов выделения бел-
ков в естественном липидном окружении являет-
ся использование сополимера стирола и малеи-
новой кислоты (SMA). Особенностью данного
полимера является способность переходить меж-
ду линейной и спиральной конформациями в за-
висимости от рН и ионной силы среды. Чередую-
щиеся гидрофобные (стирольные) и гидрофиль-

ные (остатки малеиновой кислоты) фрагменты
SMA делают его амфипатическим и, следователь-
но, способным встраиваться в биологические
мембраны. Встраиваясь в мембрану, полимер
разрушает ее и формирует фрагменты мембраны
округлой формы размером 10–40 нм, окружен-
ные поясом полимера [106] (рис. 7б). Такие ча-
стицы назвали SMALP – липидные частицы, об-
разованные сополимером малеиновой кислоты
(SMA lipidp articles). Термин Lipodisq® (липо-
диск) был введен компанией Malvern Cosmeceu-
tics Ltd. для обозначения патентованных смесей
полимер/липид, разрабатывавшихся как носите-
ли для доставки гидрофобных фармацевтических
субстанций. В настоящее время термин “липо-
диск” или “нативный нанодиск” в основном при-
меняется в отношении дисковидных мембранных
структур, образованных полимерами, в противо-
вес термину “нанодиск”, который используется
для обозначения структур, сформированных про-
изводными аполипопротеинов.

Влияние состава полимера (соотношение
остатков стирола и малеиновой кислоты), рН среды
и ионной силы раствора на эффективность рас-
творения модельной мембраны подробно иссле-
довано в [107]. Полимер остается растворимым в
диапазоне рН 7–9, при понижении рН начинает
агрегировать. Однако полимер с соотношением
остатков стирола и малеиновой кислоты 1.4 : 1
выдерживает понижение рН среды до 4. Высокая
ионная сила раствора снижает растворимость по-
лимера, однако повышает эффективность солю-
билизации мембран. Интересно, что диаметр
формируемых липодисков зависит в большей
степени от липидного состава мембраны, чем от
характеристик полимера [108]. Длина молекул
полимера при заданном соотношении остатков
стирола и малеиновой кислоты влияет не столько
на размеры частиц, сколько на их стабильность
[109]. На модельной системе (липосомы, образо-
ванные смесью POPC/POPG в соотношении
9 : 1) было показано, что на размер формируемых
липодисков влияет соотношение массы липида и
полимера: после достижения критической кон-
центрации полимера, необходимой для полного
разрушения везикул, дальнейшее увеличение
концентрации полимера приводит к уменьше-
нию размеров липодисков [110].

Влияние липидного состава бислоя на кинети-
ку формирования SMALP исследовано в [111,
112]. Показано, что длина ацильной части липи-
дов практически не влияет на размер, однако
определяет кинетику формирования SMALP.
При растворении мембран решающее значение
имеют особенности упаковки – фаза, толщина
мембраны, латеральное давление, плотность за-
ряда, температура, ионная сила раствора. Более
тонкие мембраны с низким латеральным давле-
нием, низкой плотностью заряда на поверхности

Рис. 7. Строение комплексов нанодиска и липодиска
с мембранным белком. Схематическое представление
нанодиска (а) и липодиска (б) с инкорпорированным
мембранным белком. Внизу – суммарные крио-
ПЭМ-проекции каналов в нано- и липодиске: в – ка-
нал dORAI в MSP [85]. Стрелка указывает на допол-
нительную плотность, соответствующую нанодиску;
г – канал ASIC в SMA [86]. Отметим, что липодиск не
образует дополнительной плотности вокруг мем-
бранной части канала в отличие от нанодиска.
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и при высокой концентрации NaCl растворяются
быстрее и с большим выходом SMALP. Показано,
что полимер не имеет сродства к каким-либо
определенным липидам и в SMALP соотношение
липидов остается таким же, как было в исходной
мембране. Термодинамика процесса формирова-
ния SMALP исследована в [113] на модельных
мембранах. Влияние липидного состава на фор-
мирование SMALPs отражено в кинетике солю-
билизации эукариотических клеток: по данным
флуоресцентной микроскопии внутриклеточные
мембраны в присутствии SMA разрушаются
быстрее и эффективнее, чем плазматическая
мембрана [114]. Более медленное разрушение
плазматической мембраны может быть отчасти
связано с присутствием большого количества
структурных белков.

Если мембрана содержит молекулы белка, то
при добавлении полимера белки оказываются за-
ключены в формирующиеся липодиски, т.е. мем-
бранный белок оказывается вырезан из мембра-
ны с сохранением некоторого слоя окружающих

белок липидов. Первоначально это было проде-
монстрировано для липосом, образованных
DMPC и содержащих бактериородопсин [115].
Позже при помощи полимера SMA были экстра-
гированы ABC-транспортеры из мембранных
фракций различных клеток [116], комплекс IV из
митохондрий клеток дрожжей [117], калиевый
ПЗ-канал человека Kv7.1 из нефракционирован-
ных эукариотических клеток [118] и другие белки.
Мембранные белки, заключенные в липодиски,
оказываются достаточно стабильными и могут
быть очищены и проанализированы различными
биохимическими методами.

Значительным преимуществом использова-
ния SMA является полное отсутствие детергента в
протоколе очистки. Как следствие, выделенные
таким образом белки могут быть извлечены вме-
сте с их естественной липидной средой и лиган-
дами. Такой подход позволяет повысить стабиль-
ность и сохранить функциональную активность
белков и белковых комплексов, что было показа-
но при очистке аденозинового рецептора челове-

Таблица 1. Ионные каналы, структуры которых получены в нанодисках

Примечание. DMPG – димиристоил-глицеро-фосфорилглицерин, POPG – пальмитоил-олеоил-глицеро-фосфоглицерин,
POPE – пальмитоил-олеоил-глицерофосфоэтаноламин, POPS – 1-пальмитоил-олеоил-глицерофосфосерин, DOPE – дио-
леоил-фосфатидил-этаноламин.

Ионный канал Год Частицы 
MSP Липиды Метод Разрешение, Å Литера-

тура

KCC4 2020 MSP1D1 DOPE, POPC, POPS крио-ПЭM 3.65 [92]
VSD4-NavAb 2020 MSP1E3 DMPC ПЭМ [93]
KCNQ1 + KCNE3 2020 MSP2N2 полярные липиды сои крио-ПЭM 3.1 [94]
V/A-typeATPase 2019 MSP1E3D1 POPC и полярные липиды

T. thermophilus
крио-ПЭM 3.5 [95]

TMEM16F 2019 MSP2N2 полярные липиды сои, 
POPC, POPE, POPS

крио-ПЭM ~4 [96]

AdeB 2019 MSP 1E3D1 липидный экстракт E. coli крио-ПЭМ 2.98 [97]
LRRC8A 2019 MSP1E3D1 POPC крио-ПЭM 4.18 [98]
H+-ATФаза 2019 MSP1E3D1 вакуолярные липиды дрожжей ПЭМ [99]
Orai 2019 MSP1E3D1 POPC,POPG, POPE крио-ПЭМ 5.7 [85]
TRPM4 2018 MSP2N2 полярные липиды сои крио-ПЭМ ~3 [100]
OSCA1.2 2018 MSP2N2 полярные липиды сои крио-ПЭМ 3.1 [88]
TPC1 2018 MSP E3D1 

и сапозин А
полярные липиды сои крио-ПЭМ 3.7 [101]

Kv1.2–2.1 2018 MSP1E3D1 POPC, POPG, POPE крио-ПЭМ 3.3 [102]
VDAC-1 2018 DCND POPC, POPG с холестерином ПЭМ [90]
Kv7.1 2017 MSP2N2 без экзогенных липидов ПЭМ 25 [103]
TcdA1 2016 MSP1D1 POPC крио-ПЭМ 3.46 [104]
TRPV1 2016 MSP2N2 

и MSP1E3
липиды сои крио-ПЭМ без лиганда – 3.2,

с агонистом – 2.9,
с антагонистом – 3.4

[105]

CorA 2016 MSP1D1 POPC, POPG крио-ПЭМ 3.8 [102]



692

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

КАЧЕР и др.

ка A2A [119], калиевого ПЗ-канала KcsA [120],
транспортера AcrB E. coli [121], фотосинтетиче-
ских реакционных центров Rhodobacter (Rba.)
sphaeroides [122]. Часто SMA повышает общий вы-
ход солюбилизированного белка, а также позво-
ляет провести очистку в одну стадию [116, 118].

Сохранение ближайшего липидного окруже-
ния при экстрагировании белков полимером
SMA открывает широкие возможности для ана-
лиза их естественного липидного окружения и
поиска липид-белковых взаимодействий [123–
125]. В [126] совместное экстрагирование липи-
дов с мембранными белками было использовано
для определения липидного состава микродоме-
нов мембран Saccharomyces cerevisiae.

Преимущества полимера SMA при солюбили-
зации мембранных белков делают его перспек-
тивным в структурных исследованиях. В табл. 2
приведены данные о структурах белков, получен-
ных в составе липодисков, опубликованные за
период 2018–2020 гг. Несмотря на сравнительно
небольшое количество статей, исследования ка-
налов с помощью SMA становятся популярны и
позволяют получить субнанометровое разреше-
ние реконструкций.

7. ИЗУЧЕНИЕ ДИНАМИКИ ИОННЫХ 
КАНАЛОВ С ПОМОЩЬЮ РЕНТГЕНОВСКИХ 

ЛАЗЕРОВ НА СВОБОДНЫХ ЭЛЕКТРОНАХ

С появлением рентгеновских лазеров на сво-
бодных электронах (РЛСЭ) и микрофокусных
станций на синхротронных источниках излуче-
ния серийная кристаллография становится важ-
нейшим методом для исследования мембранных
белков [131]. Новый подход к получению дифрак-
ционных данных позволяет собрать структурную
информацию с нано- и микрокристаллов при
комнатной температуре с минимальным влияни-
ем радиационного разрушения при помощи
ультрабыстрого сбора данных за время, меньшее,
чем характерное время глобального радиацион-
ного повреждения кристалла. Сочетание огром-
ной яркости вспышки свыше 10 Вт/см2 (сфокуси-
рованной на область ∼100 нм2) и короткой дли-

тельности порядка 10 фс приводит к уникальным
принципиальным возможностям этого инстру-
мента в структурной биологии.

Мембранные белки при попытках кристалли-
зовать их часто имеют тенденцию к образованию
очень маленьких кристаллов, размером около
микро- или нанометра. Качество дифракции та-
ких кристаллов обычно значительно хуже по
сравнению с кристаллами растворимых белков
аналогичного размера. В таких случаях добиться
лучшего разрешения кристаллической структуры
можно увеличением мощности рентгеновского
источника, причем протяженность импульса
должна быть меньше характерного времени раз-
рушения кристалла, т.е. несколько фемтосекунд.
Не так давно для кристаллизации мембранных
белков стали использовать липидную кубическую
фазу (LQP) [132]. Этот подход и разработка спе-
циальных инжекторов для вязких растворов поз-
волили разработать метод серийной фемтосе-
кундной кристаллографии (рис. 8а). Он заключа-
ется в сборе данных дифракции со множества
микрокристаллов в LQP, причем с каждого кри-
сталла успевают получить только одну картину
дифракции в одной ориентации. Большой массив
данных совмещается в один набор. Этот метод
позволил получить структуры таких каналов, как
GPCR-рецептор [133] и бактериородопсин [134].
Светоиндуцированная изомеризация ретиналя
бактериородопсина является одной из самых
быстрых реакций, известных в биологии, но те-
перь с помощью РЛСЭ оказалось возможно на-
блюдать сверхбыстрые фотохимические реакции,
включая индуцированные светом молекулярные
движения внутри ретиналя в пределах фемтосе-
кунд с атомным разрешением (рис. 8б) [134].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Мы являемся свидетелями бурного развития

структурных исследований ионных каналов. За по-
следние 5 лет с помощью крио-ПЭМ получено бо-
лее 50 новых структур различных ионных каналов,
что в несколько раз больше, чем полученных с по-
мощью РСА за 20 лет. Крио-ПЭМ дает возможность
получать реконструкции полноразмерных белков,

Таблица 2. Ионные каналы, структуры которых получены в SMA с помощью крио-ПЭМ

Ионный канал Год Разрешение, Å Литература

KimA (Bacillus subtilis) 2020 3.7  [120]
ASIC1 2020 2.8, 3.7 [86]
AcrB (Salmonella Typhimurium) 2020 4.6  [127]
AcrB (E. coli) 2018 8.8  [128]
AcrB (E. coli) 2018 3.2  [129]
Alternative complex III (ACIII) 
(Flavobacterium johnsoniae)

2018 3.4  [130]
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которые ранее было невозможно закристаллизо-
вать целиком из-за их размера и сложной организа-
ции, например рецептора глютамата [135].

С развитием структурной биологии электрофи-
зиология получила новое развитие и используется
для валидации новых структур. Функциональные
исследования легко проводить в реальном време-
ни: открытие и закрытие канала занимает секунды.
Можно исследовать динамику сердечных каналов,
что очень важно для понимания причин тяжелых
заболеваний, которые вызывают мутации в генах
ионных каналов. Кардиомиоциты, полученные
из индуцированных плюрипотентных стволовых
клеток, экспрессируют многие белки, которые
присутствуют и в зрелых кардиомиоцитах, что
позволяет получить данные одновременно для
десятков и сотен сердечных ионных каналов.

До сих пор результатом структурных исследова-
ний являлось дискретное количество “застывших”
конформаций, которые могли быть приведены в
движение только благодаря МД с ограничением по
времени порядка микросекунд. Однако и эти огра-
ничения, оказалось, можно преодолеть. С разви-
тием лазеров на свободных электронах метод се-
рийной кристаллографии с временным разреше-
нием позволил получить динамические картины
активации ионных каналов [134].

Работа выполнена при поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований в части
ионных каналов в SMA (грант № 18-504-12045), в
части структуры и физиологии каналов KCNН2 и
KCNQ1 (грант № 20-54-15004). Ж. Лoуcсарн по-
лучил поддержку в рамках гранта CNRS PRC
RUSSIE 2019 (PRC № 2773).
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Структурные исследования РНК-белковых комплексов являются важным этапом в понимании
многих молекулярных механизмов в клетке, например, таких как регуляция белкового синтеза и
РНК-шаперонная активность белков. В обзоре рассмотрены различные объекты, исследующиеся в
Институте белка РАН. На основе анализа структур комплексов рибосомного белка L1 со специфи-
ческими участками на мРНК и рРНК представлены принципы, по которым осуществляется регу-
ляция белком трансляции мРНК своего оперона. Описаны исследования гетеротримерного факто-
ра инициации трансляции IF2 архей и эукариот, приведены данные о взаимодействии глицил-
тРНК-синтетазы с IRES вирусов. Приведены результаты исследований взаимодействия молекул
РНК с одним из функционально важных участков белка Hfq и выявлены различия в РНК-связыва-
ющих свойствах Hfq и архейных белков семейства Lsm.
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Заключение

ВВЕДЕНИЕ
Определение структур бактериальных рибо-

сом с помощью методов рентгеноструктурного
анализа и криоэлектронной микроскопии на ру-
беже ХХ и ХХI веков стало прорывным событием
в исследованиях процесса биосинтеза белка в
клетках. Важной стартовой частью этого проекта
стало определение структур отдельных компо-
нентов рибосомы, а именно, рибосомных белков

и их комплексов с фрагментами рибосомной
РНК. Они позволили ускорить интерпретацию
получаемых огромных карт электронной плотно-
сти рибосом, а также описать подвижные участки
рибосомных субчастиц, которые не видны на
структурах целых рибосом. В Институте белка
РАН (ИБ РАН) найдены условия кристаллизации
70S рибосом и 30S рибосомных субчастиц Ther-
mus thermophilus, определены структуры более
пятнадцати рибосомных белков и ряда рРНК-
белковых комплексов, что внесло существенный
вклад в реализацию масштабного “рибосомного
проекта”. Разработан комплексный подход к
определению структур РНК-белковых комплек-
сов, включающий в себя рациональный дизайн
фрагментов РНК, образующих наиболее стабиль-
ные комплексы с белками, кристаллизацию этих
комплексов, получение дифракционных данных
на лабораторной установке Proteum (Bruker-AXS)
и на источниках синхротронного излучения
BESSY, DESY, ESRF, MAX IV с последующим
определением структур методами многоволновой
аномальной дифракции и мультидоменного
молекулярного замещения. Накопленный опыт
по структурно-функциональным исследованиям
рРНК-белковых комплексов позволил перейти к
решению новых задач, связанных с изучением це-
лого ряда регуляторных комплексов. Исследова-
ния регуляции трансляции и транскрипции в
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клетках на атомарном уровне позволяют нахо-
дить ответы на новые вопросы, стоящие перед на-
учным сообществом. В предлагаемом обзоре
представлены краткие результаты наиболее инте-
ресных работ сотрудников ИБ РАН в этом на-
правлении.

1. РЕГУЛЯТОРНЫЕ КОМПЛЕКСЫ 
РИБОСОМНОГО БЕЛКА L1 С МРНК

Рибосомный двухдоменный белок L1 является
составной частью L1-выступа большой субчасти-
цы рибосомы; у прокариот этот белок также регу-
лирует трансляцию белков своего оперона по
принципу обратной связи. В E. coli белок L1 свя-
зывается с участком мРНК перед первым геном
L11 оперона [1], в экстремально-термофильных
бактериях Thermus thermophilus и Thermotoga mari-
tima имеются два участка связывания на мРНК
[2], в археях Methanococcus vannielii и Methanococ-
cus jannaschii регуляторный участок на мРНК рас-
полагается в начале кодирующей последователь-
ности первого гена L1 оперона [3, 4]. Исследова-
ние регуляторных свойств рибосомного белка L1

явилось естественным продолжением работ по
изучению структурной основы биосинтеза белка.

Белок L1 – единственный рибосомный белок,
регуляторные свойства которого детально иссле-
дованы на основе сравнительного анализа струк-
тур комплексов L1-рРНК и L1-мРНК. Для полу-
чения кристаллизуемых препаратов комплекса
L1-мРНК применена стратегия, разработанная в
ИБ РАН при исследовании структуры комплекса
рибосомного белка S8 со специфическим фраг-
ментом 16S рРНК [5]. Были получены 10 фраг-
ментов мРНК длиной от 36 до 49 нуклеотидов,
специфически связывающихся с белком L1. Ме-
нялась длина и нуклеотидный состав двух спира-
лей, фланкирующих ассиметричную петлю, со-
держащую консервативные нуклеотиды. Верхняя
полноразмерная спирально-петельная часть
фрагментов мРНК, не содержащая консерватив-
ных нуклеотидов, в укороченных вариантах была
заменена четырехнуклеотидной петлей UUCG
[6]. Семь фрагментов представляли собой различ-
ные вариации L1-связывающего фрагмента
мРНК M. vannielii, три фрагмента являлись вари-
ациями специфического участка мРНК M. janna-
schii. Высокую мозаичность кристаллов удалось
понизить добавлением солей ртути в кристалли-
зационную каплю. Были определены структуры
трех комплексов: комплекса L1-мРНК (49 нт) из
M. jannaschii (разрешение 3.4 Å [7]) и двух гетеро-
логичных комплексов, образованных белком L1
T. thermophilus и короткими фрагментами мРНК
M. vannielii, длиной 38 (разрешение 2.6 Å [8]) и
36 нт (разрешение 2.1 Å [9]).

Белок L1 в перечисленных комплексах кон-
тактировал преимущественно с атомами сахаро-
фосфатного остова мРНК. Сравнение структур
рибосомного [10, 11] и полученных регуляторных
комплексов белка L1 показало, что белок образу-
ет сеть недоступных растворителю водородных
связей с мотивом, содержащим строго консерва-
тивные нуклеотиды и расположенным в месте со-
членения двух спиралей, структурно инвариант-
ном как на мРНК, так и на рРНК. Со стороны
белка L1 в этом взаимодействии участвуют распо-
ложенные рядом петли домена I (рис. 1).

Для исследования особенностей взаимодей-
ствия белка L1 со специфическими фрагментами
мРНК и рРНК применяли комбинированный
структурно-функциональный подход, добавив к
структурному анализу метод поверхностного
плазмонного резонанса, который позволяет на-
блюдать кинетику взаимодействия молекул в ре-
альном времени [12]. Специфический фрагмент
мРНК отличается от L1-связывающего фрагмен-
та рРНК сильно укороченными участками, соот-
ветствующими спирали 78 и петле Б рибосомной
РНК (рис. 2). Это приводит к понижению срод-

Рис. 1. Наложение структур комплексов рибосомного
белка L1 с фрагментами мРНК длиной 49 нуклеоти-
дов (серый, PDB ID 1U63), 38 нуклеотидов (белый,
PDB ID 1ZHO) и 36 нуклеотидов (черный, PDB ID
2HW8). Указаны 5´- и 3´-концы РНК, домены I и II
белка L1.

3' 5'

С
Домен I

Домен II

49 нт мРНК
38 нт мРНК
36 нт мРНК

N
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ства белка L1 к мРНК на несколько порядков по
сравнению с комплексом L1-рРНК.

Основная консервативная область контакта
белка L1 расположена на его домене I и может
быть разделена на два участка: один из них вклю-
чает в себя консервативную триаду Thr-Met-Gly,
образующую закрытые от растворителя водород-
ные связи с нуклеотидами спирали H77 рРНК
[13], другой – N-концевую часть спирали α1, вза-
имодействующую с нуклеотидами спирали H78
[14]. В комплексах белка L1 с мРНК и рРНК оба
участка взаимодействия на домене I имеют оди-
наковые консервативные водородные связи, од-
нако количество неконсервативных контактов в
комплексе с мРНК уменьшается, что значитель-
но снижает сродство белка к матричной РНК.
Был получен домен I белка L1 в изолированном
виде и показано, что он достаточен для взаимо-
действия как с рРНК, так и с мРНК [15, 16], а так-
же обладает регуляторными свойствами целого
белка [17]. Аминокислотные остатки домена II
белка в рибосомном комплексе образуют допол-
нительные контакты с рРНК, что еще больше
увеличивает стабильность рибосомного комплек-
са. Такое комплексное исследование комплексов
белка L1 с мРНК и рРНК выявило причину раз-
ницы в сродстве белка к двум разным мишеням и
позволило раскрыть основу регуляции трансля-
ции рибосомным белком L1 по механизму обрат-
ной связи.

2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СТРУКТУРЫ
И ИССЛЕДОВАНИЯ РНК-СВЯЗЫВАЮЩИХ 

СВОЙСТВ ГЛОБАЛЬНОГО РЕГУЛЯТОРА 
ТРАНСЛЯЦИИ – БЕЛКА HFQ

РНК-связывающий бактериальный белок Hfq
принадлежит к обширному семейству Sm/Lsm

белков и в бактериях выполняет роль многофунк-
ционального белка-регулятора трансляции [18].
Это небольшой белок размером ∼10 кДа, форми-
рующий в растворе четвертичную структуру в ви-
де гексамера [18]. В 1979 г. белок Hfq был иденти-
фицирован как хозяйский фактор, необходимый
для репликации (+)-цепи РНК бактериофага Qβ
[19]. В дальнейшем было выявлено, что делеция
гена hfq в клетках Escherichia coli приводит к изме-
нению продукции более чем 30 различных бел-
ков, включая белки репарации ДНК [20], вовле-
ченные в метаболизм железа [21] и синтез σs-
субъединицы бактериальной РНК-полимеразы
[22]. В большинстве случаев регуляция трансля-
ции белком Hfq реализуется посредством транс-
кодируемых малых регуляторных РНК (мрРНК; в
английской литературе используют аббревиатуру
sRNA). Белок Hfq входит в когорту так называе-
мых “РНК-шаперонов”, включающих в себя та-
кие бактериальные регуляторные белки, как CsrA,
ProQ, KhpA, KhpB, SpoVG, способствующие вза-
имодействию мрРНК со своими мишенями на
мРНК [23]. Этот способ регуляции позволяет
контролировать адаптацию бактерий к измене-
нию внешней среды за короткое время. Hfq –
наиболее универсальный белок среди РНК-ша-
перонов и обнаружен в большинстве бактерий.
Он стимулирует взаимодействие мрРНК с ком-
плементарными участками на мРНК с последую-
щей репрессией или стимуляцией трансляции, а
также регулирует время жизни мРНК за счет
взаимодействия с их поли(А)3'-концевыми участ-
ками.

В начале 2000 г. были получены первые струк-
туры белка из Staphylococcus aureus [24], укорочен-
ной формы белка из E. coli [25] и полноразмерно-
го белка из Pseudomonas aeruginosa [26], что позво-
лило предложить ряд гипотез о том, как белок

Рис. 2. Сравнение структур комплексов рибосомного белка L1 с фрагментом 23S рРНК (PDB ID 1MZP) (а) и белка L1
с мРНК (PDB ID 2HW8) (б). Указаны элементы структур РНК и белка.
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способствует взаимодействию двух разных РНК.
Были идентифицированы два основных участка
связывания РНК на поверхности гексамера бел-
ка: уридин-специфический участок на “прокси-
мальной” поверхности белка (со стороны N-кон-
цов мономеров белка) и аденин-специфический
на противоположной, “дистальной”, поверхно-
сти (рис. 3).

Структуры комплексов Hfq с короткими фраг-
ментами РНК показали детали узнавания основа-
ний РНК аминокислотными остатками белка и
объяснили его высокую специфичность к опреде-
ленным последовательностям РНК. Интересно,
что для разрушения вторичной структуры РНК
белком Hfq не требуется дополнительной энер-
гии в виде расщепления АТФ или ГТФ, однако
ряд биохимических данных позволял предполо-
жить наличие АТФазной активности белка [27].
Мы получили структуру комплекса белка Hfq с
АТФ и, исходя из особенностей контактов АТФ с
аминокислотными остатками белка, сделали вы-
вод, что вероятность специфической АТФазной
активности Hfq крайне мала. Параллельно прове-
рили возможность других одиночных нуклеоти-
дов связываться с поверхностью белка и оказа-
лось, что Hfq обладает высоким сродством к УТФ
и ЦТФ, но не связывает ГТФ. Положение связан-
ных нуклеотидов и ориентация их оснований
полностью соответствовали таковым в структурах
комплексов Hfq с олигонуклеотидами [28]. На ос-

нове этих наблюдений была предложена методи-
ка картирования участков связывания одноцепо-
чечных РНК на поверхности РНК-связывающих
белков [29, 30], которая в дальнейшем использо-
валась при исследовании гомологичных архей-
ных Lsm белков. Более того, удалось иденти-
фицировать третий, “латеральный” участок
взаимодействия белка Hfq с РНК (рис. 3). Он
расположен на боковой поверхности гексамера
белка в области N-концевой спирали мономера
и, как оказалось, является местом встречи и взаи-
модействия двух РНК – мрРНК и мРНК. Данное
открытие было сделано одновременно с иденти-
фикацией этого участка биохимическими мето-
дами, что подтвердило достоверность наших ре-
зультатов [31–34]. Таким образом, мы впервые
показали на структурном уровне, как происходит
фиксация цепи РНК с последующим ее взаимо-
действием с белковым партнером. Эти данные
внесли существенный вклад в дальнейшее разви-
тие модели взаимодействия мрРНК с мРНК с уча-
стием белка Hfq и процессов регуляции трансля-
ции, опосредованное белками РНК-шаперонами.

3. ИССЛЕДОВАНИЯ РНК-СВЯЗЫВАЮЩИХ 
СВОЙСТВ АРХЕЙНЫХ LSM БЕЛКОВ

Архейные Lsm белки (или SmAP – Sm Archaeal
Proteins), как и бактериальные белки Hfq, при-
надлежат к семейству Sm/Lsm и имеют аналогич-
ную третичную структуру из пяти-тяжевого β-ли-

Рис. 3. Расположение участков взаимодействия белка Hfq с РНК. В центре – вид на гексамер белка с боковой стороны.
Указаны N- и С-концы мономеров белка. Выделены области связывания РНК: уридин-специфический проксималь-
ный сайт, аденин-специфический дистальный сайт и один из шести уридин-специфических боковых сайтов. Слева
вверху показана структура комплекса белка Hfq с 5'-GUUUUUA-3' РНК [25] (вид с проксимальной стороны гексаме-
ра; PDB ID 1KQ2), слева внизу – структура комплекса Hfq с олиго(А) РНК [68] (вид со стороны дистального сайта;
PDB ID 3GIB), справа посередине – структура комплекса Hfq с УМФ [28] (вид со стороны проксимального сайта;
PDB ID 4J6X). Молекулы РНК и нуклеотидов показаны шаростержневой моделью на поверхности гексамеров
белка Hfq.
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ста с N-концевой α-спиралью [35]. Геномы раз-
личных видов архей могут кодировать от одного
до трех паралогов SmAP белков, классифицируе-
мых как SmAP1, SmAP2 и SmAP3. Интересно, что
SmAP1 и SmAP2 из клеток одного вида имеют
меньшую степень гомологии, чем SmAP1 (или
SmAP2) из клеток разных организмов. Однако все
они имеют строгий консенсус по аминокислот-
ной последовательности RGXX (где Х – положи-
тельно заряженный аминокислотный остаток) в
отличие от консенсуса YKHАI бактериальных
белков Hfq (рис. 4а). Кроме этого, в отличие от
большинства бактериальных белков Hfq архей-
ные SmAP белки имеют удлиненную петлю L4,
соединяющую тяжи β3 и β4, и лишены протяжен-
ной неупорядоченной С-концевой части. Наибо-
лее заметное отличие SmAP от бактериальных го-
мологов – формирование ими четвертичной
структуры в виде гомогептамеров (за редким ис-
ключением), а не гомогексамеров (рис. 4б). Этим
свойством они ближе к своим эукариотическим
гомологам – белкам Sm/Lsm, которые участвуют
в процессинге РНК в клетках и, как правило, вхо-
дят в состав различных РНП, таких как сплайсо-
сома. В отличие от бактериальных и эукариотиче-
ских гомологов функции SmAP в архейных клет-
ках не установлены. Имеются данные, что они
связываются с рядом “незрелых” РНК, а также с
белками, участвующими в процессинге РНК в
клетках [36–39], что указывает на их возможную
вовлеченность в созревание РНК, однако прямых
доказательств функциональной роли SmAP бел-
ков пока не имеется.

Задачей проводимых исследований стало
определение РНК-связывающих и РНК-шапе-
ронных свойств белков SmAP с целью определе-
ния возможной функции этих белков в археях.
Для этого применили описанную выше технику
идентификации РНК-связывающих участков на
поверхности SmAP белков, определив ряд струк-
тур комплексов белков с рибонуклеотидами. По-
лученные данные показали, что SmAP белки име-
ют только один, уридин-специфический РНК-
связывающий сайт на проксимальной стороне
гомогептамера [40, 41]. Таким образом, сложно
предположить, что SmAP белки могут связывать
две разные молекулы РНК и участвовать в регуля-
ции трансляции посредством мрРНК. Однако,
как было показано ранее, SmAP белки могут раз-
рушать структуру целевой РНК без участия вто-
рой, комплементарной, РНК, что потенциально
позволяет этим белкам взаимодействовать с
мРНК, изменять ее пространственную структуру
и таким образом влиять на процесс трансляции.
Следовательно, SmAP белки нельзя исключать из
числа возможных регуляторов трансляции в архе-
ях, но для полного выяснения их функции требу-
ются дополнительные исследования.

4. ИССЛЕДОВАНИЕ ФУНКЦИИ 
РЕГУЛЯТОРОВ ТРАНСКРИПЦИИ

UXUR И EXUR

Экспрессия генов регулируется не только на
уровне трансляции, но и на уровне транскрип-
ции. Одним из примеров этого является регуля-
ция метаболического процесса усвоения D-гек-
суроновых кислот, таких как D-глюкуронат и
D-галактуронат (метаболический путь Эшвелла)
[42, 43]. В бактериях этот путь является альтерна-
тивой наиболее известному гликолитическому
пути метаболизма и играет заметную роль для вы-
живания в стрессовых условиях. Процессы ути-
лизации гексуронатов находятся под контролем
двух тесно взаимосвязанных регуляторов – UxuR
и ExuR [44, 45]. Эти белки являются паралогами,
так как ExuR, по-видимому, появился в результа-
те дупликации гена uxuR [46], и относятся к се-
мейству регуляторов GntR. К настоящему време-
ни получены пространственные структуры не-
скольких белков этого семейства [46, 47], однако
степень их гомологии с UxuR и ExuR составляет
не более 25% [48]. Целью данной работы стало
определение структур этих двух белков и их ком-
плексов с регуляторными областями ДНК, в том
числе в присутствии лигандов – глюкороната и
галакторуната. Это позволило бы на молекуляр-
ном уровне описать регуляцию экспрессии генов,
вовлеченных в метаболизм гексуронатов.

Получение белков в препаративных количе-
ствах было осложнено высокой склонностью бел-
ков UxuR и ExuR к агрегации и их токсичностью
для клеток-продуцентов, поэтому пришлось тща-
тельно подбирать условия их получения [49].
Эксперименты по определению сродства белков
к целевым участкам ДНК подтвердили наличие
двух различающихся участков связывания UxuR
и ExuR, причем присутствие сахаров меняло
сродство белков к ДНК. Нестабильность белков в
условиях кристаллизации не позволила получить
кристаллы белков в свободном состоянии и в
комплексах с лигандами и/или фрагментами
ДНК, поэтому структуры таких комплексов про-
моделированы с помощью методов гибкого до-
кинга на основе структур гомологичных белков
[50]. Это позволило локализовать предположи-
тельный участок связывания сахаров в области С-
концевых доменов UxuR, совпадающий с местом,
предсказанным ранее по данным мутагенеза.

Применение современных методов молеку-
лярного моделирования и молекулярной динами-
ки позволяет получить интересные данные по
взаимодействию молекул, однако только опреде-
ление структур комплексов может подтвердить
достоверность расчетных моделей.
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5. СТРУКТУРНЫЕ И ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ 
ИССЛЕДОВАНИЯ ГЛИЦИЛ-ТРНК-

СИНТЕТАЗЫ ЧЕЛОВЕКА

Энтеровирусы, а также некоторые родствен-
ные им вирусы инициируют синтез своих белков
в зараженной эукариотической клетке посред-
ством кэп-независимого механизма. В этом слу-
чае специфическая вторичная структура опреде-
ленного участка вирусной мРНК (IRES) делает
возможной сборку трансляционного аппарата
непосредственно в месте, близком к старт-кодо-
ну. В отличие от кэп-зависимой инициации
трансляции механизмы IRES-зависимой иници-
ации весьма разнообразны. IRES из различных

источников могут быть абсолютно не похожи
друг на друга: не найдено элемента структуры, об-
щего для всех IRES, или какой-либо заметной го-
мологии, общей для всех их последовательно-
стей. Такое разнообразие вызвало определенные
трудности классификации IRES c момента их от-
крытия. Однако интенсивные исследования ви-
русов, их мРНК и механизмов ее трансляции поз-
волили к настоящему моменту выделить ряд об-
щих черт, позволяющих вполне определенно
отличать одни типы IRES от других.

Большинство вирусных IRES обладают ста-
бильной вторичной и третичной структурами,
способствующими их эффективному связыва-

Рис. 4. Выравнивание аминокислотных последовательностей представителей белков Hfq (Hfq_Eco – E. coli,
Hfq_Pae – P. aeruginosa, Hfq_Sty – Salmonella typhimurium, Hfq_Bsu – Bacillus subtilis), SmAP (SmAP1_Mva – Methano-
coccus vannielii, SmAP1_Sso – Sulfolobus solfataricus, SmAP1-Afu – Archeoglobus fulgidus) и эукариотических Lsm из Sac-
charomyces cerevisiae. Внизу показаны элементы вторичной структуры, соответствующие аминокислотным последова-
тельностям белков. Выравнивание сделано в программе T-Coffee с учетом информации по 3D-структурам белков
(Espresso) [69] (а). Схематическое представление структур гексамерного бактериального белка Hfq из P. aeruginosa
(слева, PDB ID 1U1S) и гептамерного архейного белка SmAP из M. vannielii (справа, PDB ID 5MKI). Вид со стороны
α-спиралей мономеров белков (проксимальной стороны) (б).
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нию с 40S субчастицей [51]. Инициация трансля-
ции на всех исследованных на сегодняшний день
IRES типа I зависит от наличия ITAF (англ: IRES
trans-acting factors, представляют собой специаль-
ные факторы трансляции), список которых до
сих пор полностью не определен. Одним из
ITAFs, необходимых для эффективной инициа-
ции трансляции полиовирусной мРНК, является
глицил-тРНК-синтетаза человека (GlyRS). Этот
белок взаимодействует с апикальной частью до-
мена V IRES полиовируса, которая мимикрирует
под антикодоновую шпильку глициновой тРНК и
содержит глициновый антикодон. GlyRS имеет
трехдоменную структуру, при этом за узнавание
глицинового антикодона отвечает отдельный до-
мен, называемый ABD (Anticodon Binding Do-
mein). К настоящему моменту определены струк-
туры GlyRS как в свободной форме, так и в ком-
плексе с глициновой тРНК, что позволило
детально изучить механизм узнавания белком ан-
тикодоновой петли тРНК [52, 53], однако струк-
тура комплекса GlyRS с вирусной мРНК пока не
определена.

Ранее были получены фрагменты домена V
IRES первого типа (IRES I) и определен мини-
мальный фрагмент, взаимодействующий с GlyRS
[54]. Также было показано, что глицил-тРНК-
синтетаза человека специфически связывает
фрагменты IRES I вирусов, таксономически уда-
ленных друг от друга, с близкими константами.
Это указывает на универсальность механизма ре-
гуляции инициации трансляции при помощи
глицил-тРНК-синтетазы для таких вирусов и на
схожесть пространственных структур соответ-
ствующих участков их мРНК [55].

Сродство глицил-тРНК-синтетазы человека к
фрагментам IRES I примерно в 3 раза превышает
сродство к родственной тРНК [55], что дает осно-
вания предполагать схожий механизм взаимодей-
ствия белка и РНК в обоих случаях. В отличие от
тРНК «антикодоновая петля» в составе апикаль-
ной части пятого домена IRES содержит не пять,
а шесть нуклеотидов. Пространственная структу-
ра V домена IRES I до сих пор неизвестна. Однако
удалось построить теоретическую модель этого
фрагмента и его комплекса с ABD доменом гли-
цил-тРНК-синтетазы человека (рис. 5), основы-
ваясь на имеющейся структурной информации
[56]. Модель имеет повышенное (по сравнению с
гомологичной частью tRNAGly) число водород-
ных связей с белком, что позволяет объяснить по-
лученные нами биохимические данные.

6. СТРУКТУРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ГЕТЕРОТРИМЕРНОГО ФАКТОРА 
ИНИЦИАЦИИ ТРАНСЛЯЦИИ 2

У бактерий фактор инициации трансляции 2
(IF2) является шестидоменным мономерным

белком, который способствует связыванию ини-
циаторной аминоацил-тРНК с малой рибосом-
ной субчастицей. У архей и эукариот фактор ини-
циации трансляции 2 (e/aIF2) состоит из трех
различных субъединиц: α, β, γ. Функционально
он аналогичен бактериальному IF2, однако ни
одна из субъединиц e/aIF2 не имеет гомологии с
бактериальным IF2. Субъединицы эукариотиче-
ского eIF2 по размеру больше, чем гомологичные
им субъединицы архейного aIF2. В присутствии
ГТФ гетеротримерный фактор e/aIF2 специфиче-
ски узнает инициаторную Met-тРНКi и образует с
ней тройной комплекс e/aIF2–GTP–Met-тРНКi.
В такой форме e/aIF2 доставляет Met-тРНКi в
P-участок малой рибосомной субчастицы, где за
счет кодон-антикодонового взаимодействия про-
исходит точное узнавание инициирующего кодо-
на на мРНК с последующим гидролизом ГТФ. В
комплексе с ГДФ фактор инициации трансляции
IF2 покидает рибосому, после чего происходит
обмен связанного ГДФ на ГТФ, и фактор снова
способен образовывать прочный комплекс с
Met-тРНКi. Таким образом, фактор инициации
трансляции IF2 выполняет очень важную функ-
цию в клетке: запускает синтез белка на рибо-
соме.

Впервые структура гетеротримерного фактора
инициации трансляции IF2 была определена в
лаборатории ИБ РАН [57] и до настоящего време-
ни она остается единственной кристаллической

Рис. 5. Расчетная модель комплекса антикодон-свя-
зывающего домена глицил-тРНК-синтетазы челове-
ка с фрагментом IRES полиовируса.
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структурой полноразмерного фактора инициа-
ции трансляции eIF2 эукариотического типа.
Структура aIF2 была определена из термофиль-
ной археи Sulfolobus solfataricus и в дальнейшем
использовалась для построения модели β-субъ-
единицы эукариотического фактора eIF2 в соста-
ве пространственной структуры дрожжевого 48S
преинициаторного комплекса (48S PIC), которая
исследована методом криоэлектронной микро-
скопии [58]. Общими очертаниями гетеротри-
мерный фактор инициации трансляции 2 напо-
минает английскую букву L и состоит из конфор-
мационно-стабильной центральной части и двух
подвижных “крыльев” [57]. Минимальной и доста-
точной для связывания инициаторной Met-тРНКi
является конформационно-стабильная цен-
тральная часть aIF2 – γ-субъединица с третьим
доменом α-субъединицы aIF2αD3γ.

Практически одновременно были расшифро-
ваны две кристаллические структуры тройного
комплекса aIF2–ГТФ–Met-тРНКi с использова-
нием архейного фактора инициации трансля-
ции IF2. В 2012 г. французская группа ученых по-
лучила кристаллы тройного комплекса, содержа-
щего полноразмерный гетеротримерный фактор
aIF2αβγ, однако построить и уточнить модель для
подвижной β-субъединицы не удалось в силу не-
достаточно ясной электронной плотности [59]. В
2013 г. в лаборатории ИБ РАН были получены
кристаллы тройного комплекса, содержащего ко-
ровую конформационно-стабильную часть фак-
тора aIF2αD3γ [60]. Обе структуры тройного ком-
плекса дали понимание того, как фактор aIF2 от-
личает инициаторную тРНК от элонгаторной
тРНК. Инициаторная тРНК обращена к белку
aIF2 своей D-стороной, тогда как фактор элонга-
ции EF-Tu, структурно схожий с aIF2γ, взаимо-
действует с элонгаторной тРНК по Т-шпильке
[61]. Таким образом, различия в нуклеотидной
последовательности T-шпильки инициаторной и
элонгаторных тРНК могут предотвращать связы-
вание инициаторной тРНК с EF-Tu, а различия в
D-шпильке могут предотвращать связывание
элонгаторных тРНК с aIF2.

При сравнении двух структур тройного ком-
плекса aIF2–ГТФ–Met-тРНКi было обнаружено,
что несмотря на то, что в обеих структурах тРНК
обращена к белку своей D-стороной, взаимодей-
ствует она с aIF2 несколько по-разному (рис. 6).
В структуре тройного комплекса, полученной на-
шей группой, акцепторный стебель тРНК образу-
ет контакты со всеми тремя доменами γ-субъеди-
ницы и aIF2αD3: CCA-конец тРНК локализован в
расщелине между G(I)- и III-доменами γ-субъ-
единицы, II-домен γ-субъединицы aIF2 взаимо-
действует с 5′-концом Met-тРНКi, а белок aIF2αD3
контактирует с локтем тРНК [60]. В модели aIF2–
ГТФ–Met-тРНКi, полученной группой француз-

ских коллег [59], акцепторный стержень тРНК не
взаимодействует с III-доменом γ-субъединицы, а
локоть тРНК контактирует с aIF2αD1 и aIF2αD2,
которые согласно биохимическим данным про-
являют неспецифическую РНК-связывающую
активность [62, 63].

В сотрудничестве с лабораторией И. Шатского
(НИИ ФХБ МГУ) в экспериментах in vitro показа-
но, что архейный фактор aIF2 способен поддер-
живать рибосомное сканирование [64]. С помо-
щью метода тоупринтинга выявили, что если
добавить архейный фактор aIF2 в систему иници-
ации трансляции млекопитающих, в которой от-
сутствует его эукариотический гомолог, то 48S
инициаторный комплекс образуется, и идет ска-
нирование мРНК в поисках инициирующего
AUG-кодона. Эта совместная работа раскрыла
особенность второй стадии инициации трансля-
ции – присоединение большой субчастицы к 48S
инициаторному комплексу. На этом этапе в рабо-
ту включаются дополнительные факторы: eIF5 и
eIF5B (промотируют присоединение большой
субчастицы). У архей aIF5 отсутствует, но мы до-
бавляли eIF5 в систему трансляции с архейным
вторым фактором, и оказалось, что если заменить
eIF2 на aIF2, то 80S рибосомный комплекс не об-
разуется. Этот результат демонстрирует, что в ар-
хеях способ стимуляции ГТФазной активности
aIF2 отличается от того, который реализуется в
эукариотах.

Дальнейшие наши исследования в области ар-
хейного фактора aIF2 привели к тому, что был
определен ряд пространственных структур γ-субъ-
единицы aIF2, представляющих разные функцио-
нальные состояния этой рибосомной ГТФазы: от
активного (ON) ГТФ-связанного до неактивного
(OFF) ГДФ-связанного состояния, проходя через
промежуточные формы, когда белок может быть
связан одновременно с ГДФ и неорганическим
фосфатом Pi или не содержать нуклеотида вовсе
[65]. Сравнение структур впервые продемонстри-
ровало смещение доменов II и III относительно
домена G(I), хотя и не столь значительное как в
его структурном гомологе, факторе элонгации
трансляции EF-Tu. Скоординированные пере-
стройки происходят и в петлях-переключателях
Switch 1 и 2. Петля Switch 1 играет роль “застеж-
ки” для нуклеотид-связывающего кармана. Об-
наружено, что конформация этого переключате-
ля не позволяет полностью закрыть карман в
aIF2γ в отличие от EF-Tu. Он остается открытым
на протяжении всего цикла работы aIF2γ, и γ-
фосфату ничто не препятствует покинуть белок
после гидролиза ГТФ. Это в свою очередь указы-
вает на возможность спонтанного гидролиза ГТФ
у фактора aIF2 на рибосоме и объясняет отсут-
ствие у архей фактора aIF5, стимулирующего
ГТФазную активность aIF2.
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При анализе структуры aIF2γ, нуклеотид-свя-
зывающий карман которой находится в состоя-
нии интермедиата при переходе из ГТФ- в ГДФ-
связанную форму, были обнаружены три класте-
ра молекул воды, образующие водные мостики
между γ-фосфатом ГТФ и двумя консервативны-
ми остатками Asp19 и Asp93 [66]. Эти водные мо-
стики могут быть использованы для переноса
протона, образующегося при каталитической ре-
акции – гидролизе ГТФ.

Кроме этого, выявлена дополнительная петля
(третья) у γ-субъединицы aIF2, которая может ра-
ботать как переключатель во время гидролиза
ГТФ [67]. В результате изменения конформации
этой петли растворитель (молекулы воды) полу-
чает доступ к γ-фосфату ГТФ. Главным приврат-
ником на пути к γ-фосфату ГТФ является Met45.
Интересно, что у эукариотической γ-субъедини-
цы eIF2 вместо Met45 расположена более крупная
аминокислота – изолейцин, и для открытия “во-
рот” требуется приложить усилия, чтобы не
встретить стерические препятствия, что приводит
к необходимости использовать белковый фактор
eIF5, индуцирующий гидролиз ГТФ. А у фактора
элонгации трансляции EF-Tu и вовсе отсутствует
эта петля. В совокупности эти и изложенные вы-
ше данные лишний раз указывают на вероятность

отсутствия ГТФаза-активирующего фактора у ар-
хей и спонтанного гидролиза ГТФ у фактора aIF2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Накопленный в Институте белка РАН опыт
структурно-функциональных исследований РНК-
белковых комплексов в рамках “рибосомного
проекта” успешно использован при выполнении
ряда исследований принципов регуляции трансля-
ции и транскрипции функционально важными
объектами. Среди них исследование авторегуля-
ции трансляции универсально-консервативного
рибосомного белка L1 в бактериях и археях, регу-
лятора трансляции Hfq и его архейных гомологов,
регуляторов транскрипции UxuR и ExuR, исследо-
вание дополнительной функции глицил-тРНК-
синтетазы человека, изучение гетеротримерного
фактора инициации трансляции IF2.

В обзоре кратко представлены результаты про-
веденных исследований. На молекулярном уров-
не показана природа различного сродства рибо-
сомного белка L1 к специфически узнаваемым
участкам мРНК и рРНК, что позволяет регулиро-
вать трансляцию своего оперона по принципу об-
ратной связи. Для белка Hfq выявлены структур-
ные основы узнавания молекул РНК в функцио-

Рис. 6. Сравнение структур комплексов тРНК с EF-Tu (PDB ID 1TTT, слева), aIF2αD3γ (PDB ID 3QSY, в центре) и
aIF2αβγ (PDB ID 3V11, справа).
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нально важном боковом РНК-связывающем
участке белка. Исследованы РНК-связывающие
свойства ряда архейных белков семейства Lsm и
показаны существенные отличия их РНК-связы-
вающих свойств по сравнению с бактериальным
гомологом – белком Hfq. Получены структурные
данные о взаимодействии глицил-тРНК-синте-
тазы с IRES вирусов. Проведены обширные ком-
плексные исследования гетеротримерного фак-
тора инициации трансляции IF2 архей и эукариот.

Особую благодарность авторы выражают ро-
доначальникам структурно-функциональных ис-
следований в Институте белка РАН – Марии Бо-
рисовне Гарбер, Станиславу Владимировичу Ни-
конову и Наталии Александровне Невской.
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Болезнь Альцгеймера – самый распространенный вид нейродегенеративного заболевания в мире.
Ее клинические проявления объясняются избирательной дегенерацией нейронов в участках коры
головного мозга, ответственных за когнитивное восприятие и память. Вне нервных клеток в местах
контакта нейронов накапливается амилоидный пептид, который собирается в упорядоченные тяжи,
фибриллы, образующие так называемые амилоидные бляшки. Установлено, что амилоидный пеп-
тид (бета-амилоид или Aβ1–38–Aβ1–43), агрегирующий и формирующий амилоидные бляшки в моз-
ге, является продуктом последовательного расщепления мембранного гликопротеина-предше-
ственника β-амилоида β- и γ-секретазами в плазматической мембране нейронов. В обзоре освещены
результаты структурных исследований данного процесса и основных белков, участвующих в нем.
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ВВЕДЕНИЕ
Стремительное увеличение доли пожилых

людей, нуждающихся в уходе и медицинской
поддержке, является серьезной социальной и
экономической проблемой в развитых странах.
Процесс старения включает в себя различные
нейродегенеративные заболевания, нарушающие
сложную сеть метаболических и сигнальных пу-
тей. Болезнь Альцгеймера – самый распростра-
ненный в мире вид нейродегенеративного забо-
левания, которым ежегодно заболевает несколь-
ко миллионов человек [1]. С увеличением
продолжительности жизни вероятность развития
этого вида деменции возрастает многократно.
В патогенезе болезни Альцгеймера задействова-
ны различные пептиды и белки, в том числе ами-
лоидогенные, и прежде всего бета-амилоидный
пептид (Aβ) и его белок-предшественник, а также
мембранные секретазы, расщепляющие его до
различных Aβ-изоформ. Настоящий обзор по-
священ структурным исследованиям данного
процесса современными методами структурной
биологии, такими как рентгеноструктурный ана-
лиз (РСА), малоугловое рассеяние рентгеновских
лучей (МУРР), ядерный магнитный резонанс
(ЯМР) и криоэлектронная микроскопия.

УДК 577.352.332
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1. МНОГОДОМЕННАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА-
ПРЕДШЕСТВЕННИКА БЕТА-АМИЛОИДА

Гликопротеин-предшественник β-амилоида
(APP – amyloid precursor protein) экспрессируется
почти во всех животных клетках, исследованных
на сегодня, причем с выраженным эволюцион-
ным консерватизмом. Хотя изучению белка АРР
посвящены тысячи работ, его клеточные функ-
ции до сих пор полностью неясны. Был сделан
ряд предположений, что белок АРР является ре-
цептором холестерина в рафтах мембран нейро-
нов [2], регулирует метаболизм железа в нейронах
[3], а также является частью системы врожденно-
го иммунитета в нервной системе человека [4].
Это типичный многодоменный мембранный бе-
лок первого типа, пронизывающий мембрану
один раз, т.е. он имеет внеклеточную, внутрикле-
точную и трансмембранную части (рис. 1к). Как и
многие мембранные рецепторы типа I, белок АРР
димеризуется латерально в плазматической мем-
бране. Полноразмерный белок АРР включает в
себя следующие структурные домены: цистин-
богатый домен, имеющий сходство с фактором
роста (GFLD – growth factor-like domain), гепа-
рин-связывающий домен (HBD), медьсвязываю-
щий домен (CuBD), вместе образующие домен
E1, кислый домен Ac, домен, гомологичный ин-
гибиторам сериновых протеаз типа Кунитц (KPI),

домен E2, трансмембранный домен, содержащий
последовательность Aβ, и внутриклеточный до-
мен AICD (APP intracellular domain) (рис. 1а).
Вследствие большого размера (∼750 аминокис-
лотных остатков), димеризации в мембране и по-
движности доменов друг относительно друга
структура высокого разрешения полноразмерно-
го белка АРР не получена до сих пор, поэтому
пространственные структуры доменов были
определены отдельно различными структурными
методами.

1.1. GFLD/HBD

Для цистин-богатого домена, имеющего сход-
ство с фактором роста (28–123), содержащего
сайт связывания гепарина (HBD) [5], методом
РСА определена структура с разрешением 1.8 Å
(PDB:1MWP, рис. 1б) [6]. Структура домена со-
стоит из девяти β-тяжей и одной α-спирали, ко-
торые складываются в компактный глобулярный
домен. Большинство тяжей очень короткие,
шесть из них содержат только три остатка. В ос-
нове домена лежит пятицепочечный антипарал-
лельный β-лист. Центральный лист покрыт с од-
ной стороны двумя двухцепочечными листами и с
другой – спиралью и длинной петлей. Домен со-
держит три дисульфидных мостика, которые свя-
зывают его части вместе [6]. Поверхность домена

Рис. 1. Схема строения APP человека (а) и структуры его отдельных доменов (б–з): б – GFLD – домен, подобный фак-
тору роста (PDB:4PQD); в – CuBD – медьсвязывающий домен (PDB:2FJZ); г – KPI – домен, гомологичный ингиби-
торам протеаз типа Кунитц (PDB:1AAP); д – домен E2 (PDB:3NYL); е – трансмембранный домен (PDB:2LLM); ж –
AICD – внутриклеточный домен (PDB:2ROZ); з – полноразмерный домен E1, различными цветами показаны входя-
щие в него поддомены GFLD и CuBD (PDB:4PWQ); и – фрагмент C99, состоящий из трансмембранного и внутрикле-
точного доменов, показана структура трансмембранного домена, так как внутриклеточный домен находится в неупо-
рядоченном состоянии (PDB:2LP1); к – схематическое изображение общей доменной организации APP.

(а) GFLD CuBD E2

KPI

TM AlCD

AlCDAlCD

TMTM

E1E1

E2E2

C99E1

(б) (в) (г) (д) (е) (ж)

(з) (к) (и)
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в целом имеет положительный заряд, показано ее
взаимодействие с фосфоинозитол бифосфатами
и трифосфатами [7]. Структура этого домена в
свободном состоянии также была определена с
разрешением 1.33 Å (PDB:4PQD, не опубликова-
но). Домен способен образовывать комплекс с
двухвалентным ионом меди, структура и свойства
которого описаны в [8] (PDB:4JFN, 1.75 Å).

1.2. CuBD
Структура изолированного медьсвязывающе-

го домена CuBD была определена методом ЯМР в
растворе ([9], PDB:1OWT) и позднее методом
РСА с разрешением 1.61 Å ([10], PDB:2FJZ, рис. 1в).
Структура состоит из α-спирали (остатки 147–
159) и β-листа из трех тяжей (остатки 133–139,
162–167 и 181–188). Дисульфидная связь между
Cys-133 и Cys-187 соединяет тяжи 1 и 3, а между
Cys-158 и Cys-186 – α-спираль с тяжем 3. Дисуль-
фидная связь Cys-144–Cys-174 соединяет две пет-
ли на другом конце молекулы. Ввиду малого ко-
личества гидрофобных остатков в окрестностях
этой дисульфидной связи можно предположить,
что она очень важна для стабилизации структуры
в области, которая не имеет вторичной структу-
ры. В дополнение к трем дисульфидным связям в
домене есть небольшое гидрофобное ядро
(Leu136, Trp150, Val153, Ala154, Leu165, Met170,
Val182 и Val185), стабилизирующее структуру.
Поверхность CuBD сильно заряжена с несколь-
кими областями отрицательного (Glu156, Glu160
и Glu183, Asp167 и Asp131) и положительного
(Lys132, Lys134, Lys161, His147, His151 и Lys155)
электростатического потенциала.

В [9] на основе данных электронного парамаг-
нитного резонанса предложен механизм восста-
новления иона меди Cu2+ до Cu+, опосредован-
ный взаимодействием ионов меди с CuBD. Так
как сайт связывания меди имеет достаточно жест-
кую тетраэдрическую геометрию, предпочтитель-
ную для связывания иона Cu+, в то время как для
Cu2+ энергетически выгодной является гексаэд-
рическая геометрия, связывание меди сопровож-
дается восстановлением Cu2+ до Cu+. В отсут-
ствие других восстановителей это приводит к
окислению Met170, входящего в сайт связывания.
Однако вряд ли имеет место такая реакция in vivo,
так как приводит к ослаблению взаимодействия
сайта с ионом, а восстановителем могут высту-
пать аскорбат или тиолы.

1.3. E1
Ряд работ посвящен исследованию полнораз-

мерного домена E1. Была получена кристалличе-
ская структура гепарин-индуцированного димера
домена E1 [11] (PDB:3KTM). Низкие B-факто-
ры остатков на границе доменов, сравнимые с

B-факторами внутренних остатков, заметно сни-
женные по сравнению с независимо определен-
ными структурами отдельных поддоменов, го-
ворят о том, что домен E1 образует единую
структурную единицу и не состоит из двух неза-
висимых доменов, соединенных гибким линке-
ром. Сам линкер, являясь высоко консерватив-
ным фрагментом молекулы, не принимает ника-
кой стандартной вторичной структуры, но
соединяет оба субдомена, как зиппер, и является
частью гидрофобной междоменной границы раз-
дела. Граница раздела стабилизирована одним
солевым мостиком и несколькими сетями водо-
родных связей. Также интересно, что Cu2+-свя-
зывающий сайт находится вблизи границы разде-
ла между GFLD и CuBD. В [12] была получена
структура E1-домена в комплексе с ионом меди
(PDB:4JFN), где он скоординирован с атомами
Nε2 двух консервативных остатков гистидина
(His108 и His110). Она подтвердила, что сайт свя-
зывания иона находится на границе раздела до-
менов. Интересно, что связывание меди вызыва-
ет восстановление дисульфидного мостика
(Cys98–Cys105), хотя очистку и кристаллизацию
не проводили в восстанавливающих условиях, а
также частичную дестабилизацию домена E1, как
показано с помощью анализа B-факторов и спек-
троскопии кругового дихроизма. Также было
подтверждено наличие двух пар остатков гисти-
дина, которые координируют медь в GFLD
(His108/His110) и CuBD (H147/H151), и что свя-
зывание ими ионов меди вызывает димеризацию
E1-домена как in vitro, так и in vivo.

Структура домена E1 субатомного разрешения
определена в [13] (PDB:4PWQ, 1.4 Å, рис. 1з). На
основе ее анализа, а также данных динамического
рассеяния света и точечного мутагенеза было
установлено, что упаковка субдоменов GFLD и
CuBD внутри E1 носит pH-зависимый характер.
При нейтральных и слабощелочных значениях
pH образуется более открытая конформация ком-
плекса, а при кислых – более компактная. Спе-
цифические водородные связи между двумя
карбоксилатами Asp177 и Glu87, а также между
Asn89 и His147 являются основными детерминан-
тами этого рН-управляемого конформационного
переключения в APP–E1.

1.4. KPI
Первым кристаллизованным фрагментом APP

был домен, гомологичный ингибиторам протеаз
типа Кунитц (KPI), присутствующий только в не
нейронных изоформах (sAPPα751 и sAPPα770)
[14]. Поскольку этот домен кодируется одним эк-
зоном и вставляется в середину последовательно-
сти APP, а также с учетом того, что он довольно
гомологичен другим ингибиторам протеазы типа
Кунитц, вероятно, что он представляет собой не-



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

СТРУКТУРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 711

зависимую единицу фолгинга и что структура
изолированного домена хорошо представляет
структуру домена в контексте полноразмерного
APP. Домен ингибирует сериновые протеазы, как
и гомологичные ему ингибиторы, структура его
комплекса с бычьим трипсином была решена в
[15] (PDB:1AAP, рис. 1г).

1.5. E2

Еще одна область внеклеточной части APP с
определенной пространственной структурой и
высокой консервативностью – E2-домен – при-
сутствует, в том числе, и в нейрональной изофор-
ме APP695. Первая структура этого сегмента APP
была определена методом ЯМР в растворе
(PDB:1TKN). Она включает в себя остатки 460–
569, что соответствует поддомену E2, устойчиво-
му к протеолизу трипсином [16]. Структура со-
стоит из четырех α-спиралей, соединенных ко-
роткими петлями. Позднее были опубликованы
структуры полноразмерного домена E2, опреде-
ленные методом РСА (PDB:3NYL [17], PDB:3NYJ
[17], рис. 1д). Полноразмерный домен E2 состоит
из шести α-спиралей. N-концевая часть включает
спирали 1 и 2, половину спирали 3. Ее наиболее
заметной особенностью является двуспиральный
элемент (colied-coil), образованный спиралями 2
и 3. Отсутствие какого-либо видимого поворота
спиралей друг относительно друга может являть-
ся следствием нарушения в гептадном повторе,
характерном для канонических двуспиральных
белков. С-концевая часть содержит вторую поло-
вину спирали 3 и спирали 4, 5 и 6. Эта структура
состоит в основном из трехцепочечных антипа-
раллельных двуспиральных элементов: спирали 3
и 5 параллельны, тогда как 4 находится в противо-
положной ориентации. С-концевой пучок спира-
лей обладает левосторонней закрученностью в
отличие от N-концевого. Эти два структурных
элемента, объединенные непрерывной спиралью 3,
находятся на ее противоположных сторонах и на-
прямую не взаимодействуют друг с другом. Цен-
тральная спираль 3 включает 56 аминокислот и
имеет длину 90 Å. Она слегка изогнута в средней
части, хотя не содержит остатков пролина. Изгиб
может быть следствием взаимодействия со спира-
лями 1/2 и 4/5 либо образования димера E2. Обе
описанные кристаллические структуры E2 содер-
жат домен в виде антипараллельного димера и по-
чти полностью повторяют друг друга. Кроме того,
в [17] показано, что домен E2 образует димер в
растворе, и димеризация усиливается в присут-
ствии гепарина. В дополнение к этому высокое
разрешение структуры позволило идентифици-
ровать в ней два сайта связывания фосфат-анио-
нов, которые в физиологических условиях участ-
вуют в связывании гепарина.

Как и E1, домен E2 обладает способностью
связывать ионы Zn2+ и Cu2+. Структуры комплек-
сов решены в [18] (PDB:3UMI, 3UMK). Связыва-
ние ионов происходит в двух сайтах с разной спе-
цификой. Аффинность к ионам меди оказывает-
ся гораздо больше, чем к ионам цинка. Данные
поверхностного плазмонного резонанса, спек-
троскопии кругового дихроизма и ограниченного
протеолиза показали, что связывание металлов в
растворе приводит к значительным конформаци-
онным изменениям. Анализ структуры комплек-
сов подтверждает это. Связывание ионов требует
определенной координационной геометрии и,
следовательно, определенной конформации до-
мена. Так, при связывании меди происходит по-
ворот N-концевого субдомена на 12°. Координа-
ция меди требует ориентации четырех координи-
рующих гистидинов (His313, His382, His432 и
His436) в отличие от цинка, в случае которого мо-
лекула воды заменяет в качестве лиганда His313.
Таким образом, домен E2 может находиться по
крайней мере в трех разных конформационных
состояниях, различающихся гибкостью: наибо-
лее гибкая свободная форма; более жесткая фор-
ма, связанная с цинком; и еще более ограничен-
ный во внутримолекулярных движениях ком-
плекс с медью [18].

1.6. Полноразмерный эктодомен
Полноразмерный эктодомен APP является са-

мостоятельной биологически активной молеку-
лой, биологические функции которой определя-
ются фрагментами sAPPα и sAPPβ, продуцируе-
мыми α- и β-секретазами соответственно.
Структура высокого разрешения этого фрагмента
до сих пор не определена. Однако в [19] методом
МУРР и молекулярного моделирования была ис-
следована структура фрагментов sAPPα695 sAPPα770.
Из кривых рассеяния были определены функции
попарного распределения расстояний P(r) для
этих молекул, анализ которых позволил устано-
вить максимальные размеры белков Dmax и их ра-
диусы вращения Rg. Максимумы длины, получен-
ные из функций P(r), оказались равными 135 и
150, а радиусы вращения 42.6 ± 0.3 и 46.5 ± 2 Å для
sAPPα695 и sAPPα770 соответственно. Практиче-
ски такие же результаты дал анализ графиков Ги-
нье, также подтвердивший монодисперсность ис-
следованных образцов. Из соотношения между
Dmax и Rg, а также общей формы распределения
P(r) можно сделать вывод о вытянутой форме ис-
следованных частиц. На основе тех же данных
МУРР было проведено моделирование ab initio
полноразмерного sAPPα с использованием в ка-
честве модели цепочки псевдоостатков и с при-
менением метода симулированного отжига для
минимизации расхождения между расчетной и
экспериментально измеренной кривой P(r) [20].
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Для проверки моделей по ним были рассчитаны
отношения гидродинамических объемов и моле-
кулярных масс sAPPα и sAPPβ, которые показали
хорошую сходимость к экспериментально изме-
ренным значениям.

Известные кристаллические структуры доме-
нов GFLD, CuBD, KPI и E2 были вписаны в
структуру низкого разрешения, полученную по
данным МУРР методом моделирования твердого
тела [21], что позволило впервые рассмотреть мо-
дель структуры полноразмерного эктодомена
APP. Также в [15] методом МУРР показано, а с
помощью аналитической гель-фильтрации и уль-
трацентрифугирования подтверждено, что при
взаимодействии с высокомолекулярным гепари-
ном sAPPα695 образует комплекс с соотношением
белок:гепарин 2:1, т.е. происходит гепарин-инду-
цированная димеризация эктодомена APP в рас-
творе.

1.7. AICD
Внутриклеточный домен APP, содержащий

около 50 аминокислотных остатков в свободном
состоянии, не имеет стабильной упорядоченной
структуры, что было показано методом ЯМР в
растворе [22] и что типично для внутриклеточных
доменов многих трансмембранных белков. Одна-
ко нестабильные элементы вторичной структуры,
о наличии которых свидетельствуют измеренные
химические сдвиги HN и Hα, могут являться за-
чатками структуры, которую принимает домен
при взаимодействии с внутриклеточными лиган-
дами. Структурные изменения в AICD при взаи-
модействии с белком Fe65 были зарегистрирова-
ны методом ЯМР, а структура комплекса из 31-
аминокисотного фрагмента AICD и домена PTB2
Fe65 решена методом РСА [23] (PDB:3DXD). При
связывании с Fe65 C-концевая часть AICD обра-
зует структуру, состоящую из двух α-спиралей,
соединенных коротким β-листом. На основе ана-
лиза структуры мутантов T668E и T668A предпо-
лагаем механизм разрушения комплекса при
фосфорилировании T668, согласно которому
присоединение фосфата приводит к нарушению
кэп-бокса N-концевой спирали AICD и ее деста-
билизации. Аналогичная структура была получе-
на с 32-аминокислотным C-концевым пептидом
AICD и белком мыши Fe65L1 методом ЯМР [24]
(PDB:2ROZ, рис. 1ж).

1.8. Трансмембранный домен
Полноразмерный трансмембранный домен

APP включает в себя остатки Gly700-Leu723, ча-
сто к нему добавляют примембранный регион
Gln686-Lys699, так как они образуют общую
структурную единицу, взаимодействующую с
мембраной. Пептид слишком мал, гидрофобен и

подвижен, поэтому его сложно использовать как
для получения кристаллов, так и исследовать ме-
тодом криоэлектронной микроскопии. Основ-
ным методом исследования этого домена стала
спектроскопия ЯМР. Пептид нерастворим в воде,
поэтому необходим подбор мембраномоделиру-
ющей среды для поддержания его в нативной
конформации. Так как размеры липосом и нано-
дисков не позволяют эффективно использовать
ЯМР-спектроскопию для их изучения, структуры
трансмембранного домена APP определены с ис-
пользованием детергентных мицелл как мембра-
номоделирующей среды.

Первая структура полноразмерного трансмем-
бранного домена опубликована в [25] (PDB:2LLM,
рис. 1е) (использованы мицеллы додецилфосфо-
холина в качестве мембраномоделирующей сре-
ды), она включала в себя остатки Gln686–Lys726,
т.е. весь трансмембранный и примембранный
участки. Структура состоит из двух α-спиралей:
короткой примембранной (Lys687–Asp694), вза-
имодействующей с поверхностью мембраны, и
длинной трансмембранной спирали (Gly700–
Leu723), связанных через небольшую подвижную
петлю. Вблизи остатков Gly708–Gly709 трансмем-
бранной спирали – небольшой 20°-ный изгиб. То-
пология структуры была подтверждена с помощью
анализа динамики и метода спиновых меток.
Также косвенно с помощью анализа изменений
химических сдвигов при добавлении в среду хо-
лестерил гемисукцината – растворимого аналога
холестерина – было подтверждено наличие в петле,
соединяющей две спирали, сайта связывания холе-
стерина [2]. В [26] опубликована структура димера
Gln686–Lys726 (PDB:2LOH), в которой трансмем-
бранные α-спирали образуют параллельный лево-
закрученный димер – расширенный гептадный мо-
тив I702X3M706X2G709X3A713X2I716X3I720X2I723. При-
мембранная спираль, хотя и не участвует в
димеризации непосредственно, также испытыва-
ет влияние перехода домена в димерную форму,
что подтверждается анализом изменений хими-
ческого сдвига. На другой стороне спирали нахо-
дится GG4, который часто является мотивом ди-
меризации трансмембранных доменов односпи-
ральных трансмембранных белков [27], однако в
данном димере он не задействован, и, возможно,
участвует во взаимодействии трансмембранного
домена с холестерином. Димер имеет площадь
контакта ∼630 Å2, равномерно распределенную
вдоль трансмембранной спирали, и энергию ди-
меризации ∼1.4 ккал/моль.

Еще одна структура [28], решенная методом
ЯМР, включает трансмембранный домен вместе
с внутриклеточным доменом AICD (PDB:2LP1,
рис. 1и). В качестве мемебраномоделирующей
среды были использованы мицеллы LMPG.
Структура состоит из неупорядоченного N-кон-
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цевого сегмента, переходящего в примембранную
спираль, взаимодействующую с поверхностью
мембраны. Она, в свою очередь, соединена с
трансмембранной спиралью с характерным изги-
бом в центре, как и в [25]. Далее идут C-петля и
C-концевая спираль из девяти аминокислотных
остатков, погруженная в мембрану. N-концевая
часть структуры в целом повторяет (PDB:2LLM),
а C-концевая представляет собой почти неупоря-
доченное состояние AICD. Также, но уже при ис-
пользовании в качестве среды бицелл DHPC–
DMPC с содержанием холестерина 0–20 мол. % в
[28] показано связывание холестерина в районе
N-концевой части трансмембранной спирали и
N-концевой межспиральной петли с константой
релевантной физиологической концентрации хо-
лестерина в мембране клеток. Связывание вовле-
кает незадействованный в димеризации GG4-мо-
тив, что проливает свет на его физиологическую
роль. Однако в [29] при исследовании изолиро-
ванного трансмембранного фрагмента, лишен-
ного примембранных спирали и петли, была по-
лучена альтернативная правозакрученная струк-
тура димера с ассоциацией через мотив GX3A
(PBD:2LZ3) с углом между спиралями 22°. Также
была показана роль наследственной патогенной
мутации V715M, дестабилизирующей спираль-
ную структуру. Для другой наследственной мута-
ции L723P установлен эффект дестабилизации
C-концевой части трансмембранной спирали с
увеличением доступа воды к пептидному остову,
что может приводить к заглублению N-концевой
стороны спирали и ускорять ее протеолитическое
расщепление γ-секретазой [30].

1.9. Aβ
β-амилоидные пептиды – наиболее часто ис-

следуемые фрагменты APP. Это связано с тем, что
именно β-амилоидный пептид – основной ком-
понент амилоидных бляшек, обнаруживаемых в
тканях мозга, пораженных болезнью Альцгейме-
ра [31]. Более точно, основными компонентами
амилоидных отложений являются пептиды Aβ1–40
и Aβ1–42, или, в другой нумерации, APP672-711 и
APP672-713. Первая опубликованная структура
Aβ1–40 была определена методом ЯМР в растворе
(PDB:1AML, рис. 2а) [32]. В ней выделяются две
α-спиральные области: от Gln15 до Asp23 и от
Ile31 до Met35. Однако в качестве среды была ис-
пользована смесь 40% трифторэтанола и 60% во-
ды, которая предотвращает агрегацию пептида,
но далека от его нативного мембранного окруже-
ния. В частности, она может способствовать об-
разованию искусственно индуцированной α-
спиральной структуры [33], следствием может
быть достаточно большое среднеквадратичное
отклонение 4.8 Å по 20 лучшим рассчитанным
моделям. Структура того же пептида была опре-

делена с использованием додецилсульфата на-
трия (SDS) как мембраномоделирующей среды
(PDB:1BA4, рис. 2б) [34]. В этой структуре на-
блюдается только одна протяженная α-спираль
Gln15–Val36 с изгибом в области Gly25–Asn27.
Хотя две части спирали проявляют заметную по-
движность друг относительно друга, среднеквад-
ратичное отклонение по остаткам 15–36 состав-
ляло ∼1.5 Å, а N-концевая часть структуры нахо-
дится в неупорядоченном состоянии. В [35]
удалось провести структурные исследования пеп-
тида Aβ1–40 в водном окружении, использовав
специальный протокол дезагрегации и работая с
очень малыми – 77 мкM – концентрациями пеп-
тида. Такие условия наиболее приближены к
условиям in vivo. В полученной методом ЯМР
структуре (PDB:2LFM, рис. 2г) центральная
часть пептида H13–D23 образует спираль 310, что
подтверждается наличием i,i+2 контактов, выяв-
ленных методом спектроскопии ядерного эффек-
та Оверхаузера (ЯЭО). Эта спираль имеет гидро-
фобные участки с обеих сторон, с которыми вза-
имодействуют гидрофобные остатки в почти
неструктурированных N- и С-концах пептида.
Хотя на N- и C-концах отсутствует стабильная
вторичная структура, они не являются полностью
не структурированными и содержат много корот-
ких элементов α- и β-структур, образовавшихся в
результате локальных взаимодействий между бо-
ковыми цепями концов и центральной спираль-
ной структурой. Такая структура может быть пе-
реходным звеном между α-спиральной структу-
рой, характерной для трансмембранного домена
APP, и β-структурой – основой β-амилоидных
олигомеров и фибрилл [36]. Для пептида Aβ17–34
была показана α-спиральная конформация в об-
ластях Phe20–Ser26 и Lys28–Gly33 с перегибом
около остатков Ser26–Asn27–Lys28 (PDB:2MJ1).
Для стабилизации пептида в растворимом состо-
янии на N- и C-концы были добавлены по два
остатка глютаминовой кислоты [37], что позволи-
ло провести измерения с концентрацией пептида
в образце ~3 мг/мл в физиологически релевант-
ных условиях без использования детергентов или
органических растворителей.

Перегиб в середине пептида, который разби-
вает его на две спирали, предположительно, поз-
воляют пептиду претерпевать структурные изме-
нения от α-спирали к β-листу, когда две поло-
винки сближаются. 42-членный пептид Aβ1–42
является более сложным объектом для изучения.
Имея два дополнительных гидрофобных остатка
на C-конце, он еще более склонен к быстрой аг-
регации в растворе, чем Aβ1–40. Тем не менее, рас-
творив пептид в гексафторэтаноле (HFIP) и до-
бавляя необходимое количество воды, можно по-
лучить Aβ1–42 в растворенном состоянии в почти
водной среде и исследовать его свойства. При ва-
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рьировании доли воды в смеси от 20 до 99% с по-
мощью спектроскопии кругового дихроизма и
ЯМР удалось наблюдать постепенный переход от
α-спиральной конформации к β-структурной
[38]. Большая часть молекул переходит к β-струк-
турной конформации при концентрации воды
около 85%, но поскольку за этим следует доста-
точно быстрая агрегация пептида, для получения
структуры методом ЯМР была выбрана концен-
трация воды 70%, что соответствует молярной до-
ле воды 92.9%. Структура (PDB:1Z0Q, рис. 2в) со-
стоит из двух α-спиралей, соединенных петлей:
N-концевая спираль достаточно устойчива, со
среднеквадратичным отклонением 1.67 Å; C-кон-
цевая спираль теряет стабильность, укорачивает-
ся, распространяясь лишь до остатка Gly33, и для
некоторых рассчитанных конформеров начинает
проявлять свойства, характерные для β-укладки.

Все структуры, содержащие α-спиральные
элементы, имеют сходство с интактным транс-
мембранным доменом APP, также обладающим
α-спиральной конформацией, и, по всей видимо-
сти, представляют разные стадии переходного
процесса от α-спирального трансмембранного
домена к β-структурным димерам, олигомерам и
фибриллам, который реализуется после расщеп-
ления полноразмерного APP секретазами. Пер-
вая структура фибрилл была получена методом
ЯМР в растворе в [39]. Для ее получения образцы
фибрилл растворяли в DMSO/TFA, что позволи-
ло получить агрегаты, достаточно мелкие для
изучения методом ЯМР. Так как комплексы, по-
лученные диссоциацией фибрилл по такому про-
токолу, все еще слишком большие для получения
ограничений методом ЯЭО, для установления во-
дородных связей и солевых мостиков, участвую-
щих в стабилизации внутри- и межмолекулярных
взаимодействий, был применен обмен H/D,
сайт-направленный мутагенез и данные твердо-
тельного ЯМР. Остатки 1–17 в данной структуре
(PDB:2BEG, рис. 2д) неупорядочены, а остат-
ки 18–42 образуют мотив β-тяж–поворот–β-тяж.
β-тяжи соседних мономеров образуют два парал-
лельных β-слоя. Межмолекулярная связь стаби-
лизирована солевым мостиком между Asp23 и
Lys28 соседних мономеров. Межмолекулярные
контакты боковых цепей образуются между не-
четными остатками тяжа 1 n-й молекулы и четны-
ми остатками тяжа 2n–1-й молекулы. Это приво-
дит к неспаренной валентности для взаимодей-
ствия на концах фибрилл и объясняет их рост.
Фибриллы другой структуры, состоящие из пеп-
тидов Aβ1–40, были исследованы методом твердо-
тельного ЯМР [40]. Фибриллы содержат парал-
лельные β-тяжи из остатков 11–22 и 30–39, со-
единенные неупорядоченной вставкой 23–29. На
основе данных ЯМР и просвечивающей элек-
тронной микроскопии была построена модель
фибриллы, имеющая трехосевую симметрию от-

носительно оси ее роста (PDB:2LMQ, рис. 2е).
Похожая структура (PDB:2M4J, рис. 2ж) была по-
лучена также с помощью данных ЯМР в твердом
теле, но в качестве стартовых точек роста фибрилл
использовали биологический материал, выделен-
ный из мозга пациентов с клинически подтвер-
жденной болезнью Альцгеймера [41]. Это являет-
ся важным свидетельством в пользу биологиче-
ской релевантности результатов, так как
молекулярная структура и свойства фибрилл, по-
лученных in vitro, повторяют структуру и свойства

Рис. 2. Различные структуры β-амилоидных пептидов
(а–г), образованных ими фибрилл (д–ж) и олигоме-
ров (з, и): а – Aβ1–40 в смеси TFE:H2O 40:60
(PDB:1AML); б – Aβ1–40 в мицеллах SDS
(PDB:1BA4); в – Aβ1–42 в смеси HFIP:H2O 30:70
(PDB:1Z0Q); г – Aβ1–40 в воде при концентрации
пептида 77 μM (PDB:2LFM); д – структура фибриллы
Aβ1–42, определенная методом ЯМР в растворе
(PDB:2BEG); е – структура фибриллы Aβ1–40 с трехо-
севой симметрией, построенная на основе данных
ЯМР и просвечивающей электронной микроскопии
(PDB:2LMQ); ж – структура фибриллы, построенная
основе данных ЯМР в твердом теле с использованием
в качестве затравки биоматериала больных болезнью
Альцгеймера (PDB:2M4J); з – структура додекамера
Aβ17–36, полученная методом рентгеновской кри-
сталлографии (PDB:5HOY); и – структура тетрамера
Aβ1–42 в мицеллах DPC, полученная методом ЯМР в
растворе, цветом выделены мономеры с различной
структурой.

(а) (б) (в)

(д) (е)

(з) (и)

(ж)

(г)
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тех образований, которые являлись начальными
точками роста [42].

1.10. Олигомеры

На данный момент преобладает мнение, что
наиболее токсичными для клеток формами β-ами-
лоидных пептидов являются олигомеры [43–45].
Изучение структуры и свойств олигомерных
форм осложняется трудностью получения их мо-
нодисперсных образцов, достаточно стабильных
для проведения структурных исследований. В ря-
де работ по данным молекулярного моделирова-
ния, атомно-силовой микроскопии, электронной
микроскопии, электрофизиологии и других ме-
тодов были предложены модели образования
олигомеров и мембранных пор и каналов на их
основе. Так, была предложена модель формиро-
вания гексамера Aβ1–42, принимающего форму
β-бочонка. Собираясь в 36-членный агрегат, спо-
собный пронизывать мембрану, он увеличивает
ее проводимость для ионов, в частности Ca2+ [46].
Электрофизиологические измерения показыва-
ют, что пептиды Aβ1–42 способны образовывать
как минимум три типа каналов с различной про-
водимостью, в то время как Aβ1–40 каналов не об-
разует [47].

Олигомерное состояние пептидов Aβ являет-
ся, по всей видимости, наиболее токсичным и, по
крайней мере, в условиях in vitro транзиентным с
характерным временем жизни несколько часов
или дней в зависимости от условий эксперимента
[48, 49]. Для стабилизации олигомерных агрега-
тов и исследования их структуры применяют раз-
личные экспериментальные методики. В случае
пептида Aβ17–36, дополнительно стабилизировав
дисульфидным мостиком изгиб, необходимый
для взаимодействия его N- и C-концевых частей,
удалось определить структуру додекамера мето-
дом РСА (PDB:5HOY, рис. 2з). Структура додека-
мера Aβ17–36 состоит из четырех тримерных бло-
ков. В центральной полости, образованной че-
тырьмя тримерными единицами, две молекулы
Jeffamine M-600, использованного при кристал-
лизации, стабилизируют додекамерную структу-
ру за счет гидрофобных взаимодействий с остат-
ками в Aβ17–36 [50]. Для уточнения структуры было
проведено моделирование методом молекуляр-
ной динамики с использованием крупнозерни-
стого (coarse grained) силового поля и модели дис-
сипативной динамики частиц (DPD – dissipative
particle dynamics) пептида Aβ9–42 с эксперимен-
тально определенной структурой в качестве на-
чального состояния. В этом моделировании C-
концевые области спонтанно вписываются в цен-
тральную полость без каких-либо дополнитель-
ных ограничений на С-концевых участках. Таким
образом, они участвуют в формировании гидро-

фобного ядра, стабилизирующего додекамерную
структуру [51]. Додекамеры, в свою очередь, спо-
собны собираться в пору. Ее внешний диаметр
составляет около 11 нм, а диаметр отверстия в
центре поры ~2 нм. Толщина поры составляет
~5 нм, что сопоставимо с толщиной двухслойной
липидной мембраны. Пять додекамеров собира-
ются, образуя кольцевую структуру поры [50].
Олигомеры, использованные для кристаллиза-
ции, связываются с антителом A11, которое взаи-
модействует с олигомерными формами Aβ, в том
числе с додекамерами массой 56 кДа, обнаружен-
ными in vivo и обладающими токсичностью [52],
но не взаимодействует с фибриллярными форма-
ми [53]. Это позволяет говорить о годности при-
мененной модели и релевантности результатов.

Совсем другая структура олигомерной субъ-
единицы, сформированной Aβ1–42, была получе-
на методом ЯМР в растворе с использованием де-
тергента DPC в качестве мембраномоделирую-
щей среды [54]. В таких условиях пептиды
формировали тетрамеры, состоящие из структур-
но различных субъединиц. Один тип субъединиц
Aβ1–42 формирует β-шпильку из двух β-цепей, β1
и β2 – от G9 до Ala21 и от Gly29 до Val40. В субъ-
единице второго типа остатки от Leu17 до Phe20
образуют короткую α-спираль, тогда как остатки
Gly29–Ile41 образуют β-цепь β3. Таким образом,
ядро тетрамера состоит из шести β-тяжей, соеди-
ненных всего двумя β-поворотами, а также двух
коротких и двух длинных, содержащих α-спи-
ральный сегмент, гибких N-концов. Среднеквад-
ратичное отклонение структуры (PDB:6RHY,
рис. 2и), рассчитанное по атомам основной цепи,
составляет 0.77 Å. Чтобы отнести сигналы и уточ-
нить характер взаимодействия между субъедини-
цами в различных конформациях, были проведе-
ны эксперименты с использованием смеси Aβ1–42
и Aβ17–42, лишенного сегмента, образующего α-
спираль в субъединице второго типа и не способ-
ного сложиться в β-шпильку первого типа. Тетра-
меры, структура которых была определена, спо-
собны самопроизвольно образовывать октамеры
со структурой β-сэндвича, как показано метода-
ми эксклюзионной хроматографии/спектромет-
рии ионной подвижности и с помощью модели-
рования методом молекулярной динамики [54].
Также с помощью моделирования и электрофи-
зиологических измерений была показана способ-
ность таких олигомеров формировать поры в ли-
пидном бислое.

2. Α-СЕКРЕТАЗА
Α-секретазы – протеазы, расщепляющие APP

в α-сайте, что приводит к образованию неамило-
идогенного пептида p3 и внеклеточной части
sAPPα. Такую активность проявляют белки се-
мейства ADAM (A Disintegring And Metallopro-
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teinase). В геноме человека закодировано 22 бел-
ка, относящихся к семейству ADAM. Все они рас-
щепляют трансмембранные белки вблизи
поверхности клетки в ходе процесса, называемо-
го шеддингом. Субстраты ADAM включают фак-
торы роста, цитокины, хемокины, рецепторы и
молекулы адгезии. Таким образом, белки ADAM
играют важную роль в межклеточной адгезии и
передаче сигналов [55]. Хотя активность в отно-
шении APP способны проявлять ADAM9 и
ADAM17, основным путем, приводящим к p3 и
sAPPα, является протеолиз ADAM10 [56, 57]. По-
мимо APP биологически важными субстратами
ADAM10 являются Notch [58], эфриновый рецеп-
тор [59], проэпидермальный фактор роста [60],
HER2 [61], TNF-α [62] и другие белки. Металло-
протеиназы ADAM представляют собой транс-
мембранные белки I типа с модульной доменной
организацией. ADAM10, как и его ближайший го-
молог – ADAM17 (также известен как TACE –
TNF-α converting enzyme), имеет эктодомен, со-
стоящий из N-концевой сигнальной последова-
тельности. Далее следует так называемый продо-
мен, за ним металлопротеиназный, дезинтегри-
новый и цистеин-богатый домены. После них
идет трансмембранный домен, пронизывающий
мембрану клетки, и небольшой цитоплазматиче-
ский домен.

Как и многие другие члены семейства ADAM,
ADAM10 экспрессируется как профермент,
включающий инактивирующий продомен 10–
213, а удаление при протеолизе конвертазой PC7
и фурином продомена в ходе созревания фермен-
та приводит к его активации [63]. Продомен явля-
ется селективным ингибитором ADAM10 с IC50
около 50 нм и не взаимодействует с другими бел-
ками того же семейства [64]. Изолированный
продомен образует димер в растворе и по данным
спектроскопии кругового дихроизма имеет ста-
бильный фолд, состоящий из α- и β-структурных
элементов [64]. По всей видимости, продомен
также играет роль шаперона, необходимого для
созревания ADAM10, так как экспрессия укоро-
ченного варианта белка, лишенного продомена,
приводит к протеолитически неактивному про-
дукту, а коэкспрессия изолированного продоме-
на вместе с ним восстанавливает протеолитиче-
скую функцию [63]. Был описан ряд мутаций,
затрагивающих продомен ADAM10, ассоцииро-
ванных с поздним развитием болезни Альцгейме-
ра [65]. На данный момент нет структурных
данных о механизмах ингибирования протеоли-
тической активности и специфичности этого вза-
имодействия.

Впервые структура дезинтегринового и цисте-
ин-богатого доменов (PDB:2AO7) была определе-
на для ADAM10 из Bos taurus методом РСА с раз-
решением 2.9 Å [59]. Пары доменов образуют
непрерывную удлиненную, слегка изогнутую

структуру длиной около 75 Å. Дезинтегриновый
домен содержит два β-тяжа, а цистеин-богатый
домен – семь коротких β-тяжей и три короткие α-
спирали. Помимо небольших гидрофобных ядер
в цистеин-богатом домене и на границе между
двумя доменами общая структура в основном ста-
билизируется набором дисульфидных связей.
Дезинтегриновый домен ADAM10 (остатки 455–
550) обладает структурной гомологией с дезинте-
гринами триместатином [66] и ингибитором
свертывания крови [67]. Дисульфидные связи в
дезинтегриновом домене ADAM10 топологиче-
ски идентичны связям в триместатине. Богатый
цистеином домен (остатки 551–646) вместе с дез-
интегриновым доменом образует небольшое гид-
рофобное ядро, формируя непрерывную структу-
ру, которая обладает небольшой междоменной
гибкостью, а дисульфидный мостик (Cys530–
Cys562) между двумя доменами дополнительно
стабилизирует их взаимодействие. Цистеин-бо-
гатый домен имеет характерный для ADAM-бел-
ков α/β-фолд, стабилизированный пятью ди-
сульфидными связями. Один из трех его β-листов
состоит из трех центральных β-тяжей, которые
контактируют с тремя α-спиралями, а два других
β-листа состоят из двух N-концевых и двух C-
концевых β-тяжей соответственно. N-концевой
β-лист контактирует с α-спиралью цистеин-бога-
того домена с одной стороны и с дезинтегрино-
вым доменом с другой. На поверхности цистеин-
богатого домена находится достаточно большой
отрицательно заряженный карман, через кото-
рый происходит взаимодействие с субстратом [59].

Для изучения взаимодействия механизма спе-
цифичности субстрата и роли каждого из доменов
в [68] методом РСА была определена структура
полноразмерного экстодомена ADAM10 человека
(PDB:6BE6, рис. 3а). Внеклеточный домен
ADAM10 принимает компактную конформацию,
напоминающую острие стрелы, где каталитиче-
ский – металлопротеиназный – домен окружен
дезинтегриновым и цистеин-богатым доменами.
Структура, вероятно, представляет аутоингиби-
рованную конформацию, поскольку расположе-
ние богатого цистеином домена в устье пептид-
связывающей бороздки частично перекрывает
активный сайт. Как и в структуре из [59]
(PDB:2AO7), дезинтегриновый и цистеин-бога-
тый домены содержат мало вторичной структуры
и принимают чашевидную форму, а их структура
стабилизируется сетью дисульфидных связей.
Каталитический домен ADAM10 похож на актив-
ные центры других ферментов из семейств
ADAM, матриксных металлопротеаз и металло-
протеиназ из яда змей. Одна сторона кармана, в
котором расположен активный сайт, образована
пятицепочечным β-листом, вторая – централь-
ной спиралью. Эта спираль включает мотив HEX2H,
часть каталитического центра HEX2HX2GX2H
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[69], содержащий два гистидина, которые коор-
динируют связанный ион цинка (His383 и His387)
и остаток глутамата (Glu384), участвующий в кис-
лотном катализе. Третий гистидин цинксвязыва-
ющего мотива (His393) расположен на петле, сле-
дующей за этой спиралью.

Интересной особенностью данной структуры
является то, что каждый активный центр фермен-
та в кристалле занят С-концом соседней белко-
вой субъединицы, мимикрируя процесс узнава-
ния субстрата. Один из центров координации
цинка занят C-концевым атомом кислорода из
остатка Gly655. То есть C-концевой гистидино-
вый таг, используемый для очистки белка, был
отщеплен во время выделения или кристаллиза-
ции, что привело к случайному формированию
комплекса фермент–продукт. Из анализа струк-
туры следует, что цистеин-богатый домен пре-
пятствует доступу белковых субстратов к карма-
нам S1' и S2', что приводит к автоингибированию.
Наложение структуры эктодомена ADAM10 на
структуру комплекса дезинтегринового и цисте-
ин-богатого домена с модулирующим активность
ADAM10 антителом 8C7 [70] (PDB:5L0Q) пока-
зывает, что каталитический домен ADAM10 и тя-

желая цепь 8C7 будут перекрываться, что приве-
дет к значительному стерическому конфликту. То
есть связывание антитела 8C7 приведет к увели-
чению доступности активного сайта и снятию ав-
тоингибирования. По биохимическим данным
связывание 8C7 действительно увеличивает ак-
тивность ADAM10 [68].

3. Β-СЕКРЕТАЗА

Β-секретаза – первый фермент, осуществляю-
щий процессинг APP по амилоидогеннному пути.
Именно с расщепления APP в β-сайте начинается
серия протеолитических реакций, приводящих к
образованию пептидов Aβ40 и Aβ42. Фермента-
тивная активность β-секретазы определяется дву-
мя близкими гомологами BACE1 и BACE2. Ак-
тивность BACE1 превалирует в нервной ткани и
повышается с возрастом, и в случае развития бо-
лезни Альцгеймера [71] в последнее время упроч-
няется мнение, что BACE2 также может вносить
вклад в развитие патологии [72]. BACE1 экспрес-
сируется преимущественно в нейронах, и ее ак-
тивность важна для нормальной миелинизации
аксонов [73], что опосредовано, по всей видимо-

Рис. 3. Структура эктодомена ADAM10 (PDB:6BE6), определенная методом РСА (а), сферами обозначены координи-
рованные ионы цинка и кальция. Структура эктодомена свободного BACE1 (PDB:1SGZ) (б): отмечена “крышка”.
Структура γ-секретазного комплекса (в), содержащего никастрин (NCT), Aph1, Pen2, пресенилин (PS1), APP-C83, ли-
ниями схематически изображена поверхность мембраны. Увеличенный фрагмент структуры γ-секретазного комплек-
са, на котором показано образование β-слоя сегментами APP-C83 и PS1 (г).
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сти, активностью BACE1 в отношении субстрата
Neuregulin 1 (Nrg1) [74]. Среди других субстратов
BACE1 важные биологические функции выпол-
няют лиганд рецептора Notch Jag1 [75], натрие-
вый потенциал-зависимый канал β2 Navβ2 [76],
калиевые потенциал-зависимые каналы KCNE1
и KCNE2 [77], ассоциированный с судорогами
6-подобный белок Sez6L [78]. Методом протео-
мики было идентифицировано 68 потенциальных
субстратов BACE1 [79], позднее с помощью более
детального анализа секретома к ним было добав-
лено еще 23 [78].

BACE1 представляет собой интегральный
трансмембранный гликопротеин I типа с отщеп-
ляемой сигнальной последовательностью из
21 остатка, продомен из 23 остатков с большим
эктодоменом из 421 остатка, одним трансмем-
бранным доменом из 22 аминокислот и коротким
цитоплазматическим сегментом из 24 остатков
[80]. Продомен проявляет лишь слабые свойства
ингибитора активности BACE1 в отличие от по-
хожих доменов других аспартатных протеаз, од-
нако помогает фолдингу фермента [81]. Извест-
но, что взаимодействие BACE1 с липидным
бислоем критически важно для протеолиза APP и
BACE1 с делетированным трансмембранным до-
меном и не активно в отношении APP in vivo [82].

Структура эктодомена BACE1 в комплексе с
ингибитором пептидной природы изучена в [83].
Структура была получена методом молекулярно-
го замещения с использованием в качестве на-
чальной модели человеческого пепсина, который
на 22% гомологичен BACE1. Протеазный домен
ВАСЕ1 (PDB:1FKN) имеет двулопастную струк-
туру, типичную для аспартатных протеаз, и де-
монстрирует высокую степень консервативности
с пепсином и ВАСЕ2 [84] (PDB:2EWY). Субстрат,
связывающий карман и содержащий активный
сайт, расположен между N- и C-концевыми доля-
ми и частично прикрыт “крышкой”, представля-
ющей собой антипараллельную шпильку, кото-
рая контролирует доступ субстрата к активному
сайту и протеолитическую специфичность. В це-
лом структура почти полностью повторяет струк-
туру пепсина, за исключением восьми коротких
вставок, образующих петли или спирали на по-
верхности глобулы и несколько увеличивающих
общую поверхность молекулы. Из 21 остатка про-
домена только последние шесть видны на картах
электронной плотности. Остальные, вероятно,
подвижны, что согласуется с тем, что неструкту-
рированный просегмент вытесняется из щели ак-
тивного сайта ингибитором. В структуре свобод-
ного эктодомена (PDB:1SGZ, рис. 2б) “крышка”
оказывается зафиксированной в еще более от-
крытом состоянии водородной связью между
Tyr41 и Gly74, в то время как в структуре со свя-
занным ингибитором Tyr41 взаимодействует с его
боковыми цепями P1 и P2'. При этом остается

пространство 6.5 Å, достаточное для ограничен-
ного прохода субстрата к активному центру [85].

Структура проливает свет на патологический
механизм “шведской” наследственной мутации
APP KM670/671NL. Подсайты BACE1 S1 и S3, со-
стоящие в основном из гидрофобных остатков,
имеют конформации, сильно отличающиеся от
пепсина из-за отсутствия пепсиновой спирали
111–114. Боковые цепи ингибитора P3 – валин –
и P1 – лейцин – плотно упакованы друг относи-
тельно друга и имеют сильные гидрофобные кон-
такты с ферментом, особенно P1, который взаи-
модействует с Tyr71 и Phe108. В APP дикого типа
остатки P2 и P1, смежные с сайтом расщепления
секретазой, – это лизин и метионин соответ-
ственно. “Шведский” мутант APP содержит аспа-
рагин и лизин в этих положениях, что приводит к
более сильному межмолекулярному взаимодей-
ствию и 60-кратному увеличению Kcat/Km
APP [86].

Трансмембранный домен BACE1 является
крайне интересным объектом, так как содержит
уникальный мотив M462X3C466X3M470X3C474X3C478,
способный к тримеризации и взаимодействию с
ионами меди [87]. Поскольку активность BACE1
является ключевым звеном в патогенезе болезни
Альцгеймера, определение его структуры дало на-
чало большому количеству исследований, цель
которых – найти клинически эффективные и
безопасные ингибиторы этого фермента. На дан-
ный момент методом РСА получено более
400 пространственных структур комплексов BACE1
с различными ингибиторами. Ряд из них нахо-
дится на поздних стадиях клинических исследо-
ваний.

4. Γ-СЕКРЕТАЗА

Γ-секретаза завершает протеолитический про-
цессинг APP, предварительно расщепленного
α- или β-секретазой. Ее активность приводит к
образованию фрагмента p3 и β-амилоидных пеп-
тидов соответственно, а также внутриклеточного
фрагмента AICD. Γ-секретаза обладает несколь-
кими характерными и крайне интересными осо-
бенностями. Во-первых, в отличие от α- и β-сек-
ретаз, активные домены которых растворимы,
протеолиз γ-секретазой происходит в толще мем-
браны [88]. Во-вторых, γ-секретаза, по всей види-
мости, не имеет ярко выраженной субстратной
специфичности и выполняет роль “трансмем-
бранной протеасомы”, расщепляя трансмем-
бранные домены различных белков [89, 90]. Всего
насчитывается более 90 трансмембранных белков
I типа, трансмембранные домены которых рас-
щепляет γ-секретаза, после того как их эктодоме-
ны были отщеплены шеддазами, такими как α- и
β-секретазы [90]. В-третьих, γ-секретаза способ-
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на взаимодействовать со своим субстратом не-
сколько раз, на каждом последующем этапе от-
щепляя от него по три–четыре аминокислотных
остатка и таким образом создавая набор продук-
тов различной длины [91, 92]. Именно так образу-
ются пептиды Aβ1–40 и Aβ1–42, изменения в абсо-
лютном и относительном количестве которых со-
провождают патогенез болезни Альцгеймера.
Кроме того, именно в последовательности PS1–
компонент γ-секретазного комплекса находится
большинство мутаций, ассоциированных с ран-
ним развитием болезни Альцгеймера [93].

Таким образом, γ-секретаза является ключе-
вым ферментом, участвующим в образовании
β-амилоидных пептидов, и изучение ее структуры
необходимо для понимания молекулярных меха-
низмов развития этого заболевания.

Γ-секретаза, а точнее γ-секретазный комплекс,
является мультисубъединичным ферментом и со-
стоит из четырех трансмембранных белков: PS
(presenilin, представлен белками PS1 или PS2),
NCT (nicastrin), Aph1 (anterior pharynx defective 1),
Pen2 (presenilin enhancer 2) [94]. Комплекс вклю-
чает в себя 20 трансмембранных спиралей и имеет
молекулярную массу ∼170 кДа, в результате гли-
козилирования никастрина к нему добавляются
еще 30–70 кДа [88]. Пресенилин осуществляет
каталитическую функцию, никастрин – функ-
цию распознающего субстрат центра, остальные
субъединицы действуют как необходимые кофак-
торы [95]. В ходе созревания комплекса происхо-
дит эндопротеолиз пресенилина с образованием
N- и C-концевых фрагментов, являющихся ча-
стями активной γ-секретазы [96]. Так как компо-
ненты комплекса претерпевают сложный про-
цесс созревания и по отдельности не проявляют
биологической активности (в частности, не уда-
ется получить каталитически активный изолиро-
ванный пресенилин), важным шагом на пути к
пониманию структурных основ организации γ-
секретазы стала разработка системы экспрессии
функциональной γ-секретазы в клетках CHO
(Chinese hamster ovary – клетки яичника китай-
ского хомячка) [97], позволяющей получать до-
статочные для структурных исследований коли-
чества γ-секретазы.

Следующим важным шагом на пути решения
этой задачи стало развитие метода криоэлектрон-
ной микроскопии, который позволил получить
структуру функционального γ-секретазного ком-
плекса с субатомным разрешением. Структура
была опубликована почти одновременно двумя
независимыми группами: (PDB:4UIS) [98] с раз-
решением 4.4 Å и (PDB:5A63) [99]. В обеих ра-
ботах для построения структуры пресенилина
использовали структуру белка PSH – гомолога
пресенилина из архей, совпадающего по последо-
вательности с пресенилином на 19%, – получен-

ную методом РСА. Структура γ-секретазы имеет
подковообразную форму. Внеклеточная область
γ-секретазы в основном состоит из внеклеточно-
го домена никастрина. Единственная трансмем-
бранная (ТМ) спираль никастрина взаимодей-
ствует с TM1, TM5, TM7 Aph-1. Pen-2 содержит
три трансмембранные спирали, две из которых не
проходят через мембрану насквозь, а соединяют-
ся в ее толще. TM1 и TM3 Pen-2 взаимодействуют
с TM4 из пресенилина. Основная часть подковы
состоит из 16 трансмембранных спиралей пресе-
нилина и Aph-1. Девять трансмембранных спира-
лей пресенилина значительно различаются по
длине: так, TM9 содержит 30 остатков, а TM7 –
только 18. Расстояние между атомами Сα двух ка-
талитических остатков пресенилина Asp257 и
Asp385 – около 10.6 Å, что значительно больше,
чем в других аспартатных протеазах, но они нахо-
дятся на разном расстоянии от поверхности мем-
браны. Каталитический центр расположен рядом
с мотивом PAL на TM9, который, как считается,
играет роль в распознавании субстрата [100]. Ве-
роятно, связывание вызывает выравнивание этих
двух остатков аспартата и последующий катализ.
Расположение каталитических остатков свиде-
тельствует о том, что белки-субстраты могут по-
лучать доступ к активному центру латерально с
выпуклой стороны подковы. Мутации в гене пре-
сенилина, ассоциированные с болезнью Альц-
геймера, затрагивают 135 аминокислот, из кото-
рых на 53 приходится две или более мутаций
(http://www.alzforum.org/mutations). Среди этих
53 остатков 35 находятся в областях с разрешен-
ной электронной плотностью и структурой. Та-
ких остатков восемь в TM5, семь в TM6, но ни од-
ного в TM1. На эти 35 аминокислот приходится в
общей сложности 101 патогенная мутация. Эти
остатки группируются в два кластера. Первый на-
ходится на внутренней поверхности трансмем-
бранных спиралей ТМ2–ТМ5. Среди 20 затрону-
тых остатков в этих трансмембранных спиралях
боковые цепи 18 обращены к внутренней стороне
TM 2–5. То есть затрагивается только одна сторо-
на каждой спирали. Второй кластер расположен
на внутренней стороне TM6–ТМ9 вблизи ката-
литических остатков Asp257 и Asp385.

На данный момент кульминацией структур-
ных исследований γ-секретазы стала работа [101],
в которой методом криоэлектронной микроско-
пии с разрешением 2.6 Å определена структура
комплекса γ-секретазы с ее субстратом – транс-
мембранным доменом APP (PDB:6IYC, рис. 3в).
Для стабилизации комплекса фермент–субстрат
в обе последовательности были введены остатки
цистеина: мутация Q112C для PS1 и V695C для
APP-C83, а чтобы избежать расщепления суб-
страта, каталитический остаток Asp385 в PS1 был
мутирован на Ala. Так как каталитическая актив-
ность необходима для автопротеолиза пресени-
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лина, он был экспрессирован в виде N- и C-кон-
цевых фрагментов. По сравнению с γ-секретазой,
не содержащей субстрата, гибкая трансмембран-
ная спираль 2 (TM2) PS1 упорядочивается при
связывании с APP–C83 и участвует в его распо-
знавании, а C-концевой участок TM6 PS1 распа-
дается на петлю и короткую спираль. Tрансмем-
бранная спраль APP тесно взаимодействует с пятью
окружающими трансмембранными спиралями
(TM2, TM3, TM5, TM6 и TM7) пресенилина, в
том числе с теми, на которые приходится боль-
шая часть патогенных мутаций. C-концевой сег-
мент APP образует β-тяж, который вместе с двумя
индуцированными β-тяжами пресенилина фор-
мирует β-лист (рис. 3г). В результате пептидная
связь, непосредственно предшествующая β-ли-
сту, оказывается подставлена каталитическому
сайту γ-секретазы для расщепления.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Развитие методов изучения пространственной
структуры биомолекул позволило полностью
описать на молекулярном уровне процесс образо-
вания β-амилоидных пептидов, в том числе опи-
сать каскад событий, происходящих при последо-
вательном протеолизе белка АРР. Полученные
структурные данные позволяют выявить ряд фак-
торов, приводящих к развитию болезни Альцгей-
мера, и составляют практическую основу для раз-
работки эффективных целевых фармакологиче-
ских соединений для ее эффективной терапии и
ранней диагностики.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда: раздел 1 (Многодоменная
структура белка-предшественника бета-амило-
ида) – грант № 20-64-46027, разделы 2–4 (α-,β-,
γ-секретазы) – грант № 19-15-00427.
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Методом малоуглового рассеяния рентгеновских лучей исследовано влияние типа осадителя (LiCl,
NaCl, KCl, NiCl2 и CuCl2) на образование олигомеров (димеров и октамеров) в кристаллизационных
растворах лизоцима при двух концентрациях белка. Из этих же растворов выращены кристаллы для
установления влияния олигомерного состава на рост кристаллов. На основе данных, полученных в
настоящей и предыдущих работах, описывающих влияние концентрации осадителя, продемон-
стрирована обратно пропорциональная зависимость суммарного содержания октамеров и димеров
от порядкового номера катиона, что согласуется с увеличением активности ионов в лиотропном ря-
ду для Li+, Na+, K+ и увеличением ионных радиусов для Li+, Na+, K+ и для Ni2+, Cu2+. Показано, что
уменьшение концентрации белка в кристаллизационном растворе ведет к уменьшению объемной
доли октамеров при неизменяющейся объемной доли димеров и понижению вероятности появле-
ния кристаллов.

DOI: 10.31857/S0023476121050131

ВВЕДЕНИЕ
Изучение пространственной структуры белков,

функционирующих в живых организмах, позволяет
разобраться, каким образом биологические молеку-
лы способны выполнять свои функции в природе.

На сегодняшний день около 90% простран-
ственных структур макромолекул, депонирован-
ных в белковый банк данных (Protein Data Bank,
PDB), определено методом рентгеноструктурно-
го анализа (РСА). Однако ограничением данного
метода является требование монокристаллично-
сти образца. Поэтому исследование основных ме-
ханизмов кристаллизации биологических макро-
молекул представляет фундаментальный интерес
как для развития кристаллографии, так и для оп-
тимизации подбора условий кристаллизации и
сокращения времени роста кристаллов.

В последние годы обозначился переход от
классической схемы кристаллообразования к
двухступенчатой, включающей в себя образова-
ние промежуточных кластеров-прекурсоров. Од-
ними из первых предположения такого рода вы-
сказали сотрудники Института кристаллографии
РАН профессор Н.Н. Шефталь в 1957 г. при ана-
лизе кристаллизации из газовой фазы и Р.О. Гриз-

дейл в 1968 г. при анализе кристаллизации из рас-
творов [1–3]. Активное развитие этого подхода
началось в XXI веке. К настоящему времени име-
ются обширные данные по этой тематике [4–6].
Особое место занимает цикл работ, выполнен-
ный в ФНИЦ “Кристаллография и фотоника”
РАН под руководством М.В. Ковальчука, в кото-
ром методами малоуглового рассеяния рентге-
новских лучей (МУРР) и нейтронов (МУРН)
впервые экспериментально обнаружены пред-
кристаллизационные кластеры-прекурсоры в
кристаллизационных растворах нескольких бел-
ков (лизоцим [7, 8], протеиназа [9], термолизин
[10] и аминотрансфераза [11]) и кристаллизаци-
онных растворах неорганического соединения
дигидрофосфата калия [12]. Для модельного бел-
ка лизоцима показано, что в условиях роста кри-
сталлов лизоцима тетрагональной сингонии в
растворе образуются олигомерные частицы белка –
димеры и октамеры [7, 8], последние являются
кластерами-прекурсорами кристалла. При добав-
лении к раствору лизоцима таких осадителей, как
LiCl, NaCl, KCl, CoCl2, NiCl2 и CuCl2, приво-
дящих к росту кристаллов тетрагональной
сингонии, объемная доля октамеров увеличива-

УДК 548.5, 548.73, 544.77.023.5
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ется в следующем порядке: для одновалентных
ионов: K+–Na+–Li+, для двухвалентных: Cu2+–
Ni2+–Co2+ [13]. Наличие таких лиотропных рядов
(или рядов Гофмейстера, которые располагают
ионы по силе их воздействия на различные свой-
ства, в случае белка – его растворимость и ста-
бильность) обусловлено их влиянием на какие-
либо параметры исследуемой системы [14].

В настоящей работе продолжено изучение
структуры растворов лизоцима в условиях роста
кристаллов тетрагональной сингонии при добав-
лении осадителей NaCl, KCl, LiCl, NiCl2 и CuCl2 в
зависимости от концентрации белка, осадителя и
температуры на станциях P12 EMBL BioSAXS
(DESY, Гамбург, Германия) и BM29 BioSAXS
(ESRF, Гренобль, Франция).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы и подготовка образцов. Для приго-

товления образцов использовали белок лизоцим
из куриного яйца производства Sigma-Aldrich
(CAS № 12650-88-3). Для приготовления маточ-
ных растворов использовали следующие неорга-
нические соли: NaCl (CAS № 7647-14-5, Helicon),
KCl (CAS № 7447-40-7, abcr GmbH), LiCl (ТУ 6-
09-3751-83, Лаверна Стройинжиниринг), CoCl2
(CAS № 7791-13-1, Alta Aesar), NiCl2 (CAS № 7791-
20-0, Alta Aesar) и CuCl2 (CAS № 7447-39-4, Acros Or-
ganics). Все растворы были приготовлены с ис-
пользованием ультрачистой воды Millipore (со-
противление воды 18 МОм·см). Белок и соли рас-
творяли в 0.2 М натрий-ацетатном буфере,
рН 4.5. Растворы солей фильтровали с помощью
мембранных шприцевых фильтров Millex с раз-
мером пор 0.22 мкм, раствор белка центрифуги-
ровали в течение 10 мин с частотой 10000 об./мин.
Начальная концентрация в маточном растворе
белка – 80 мг/мл, начальные концентрации всех
солей в маточных растворах – 0.8 и 0.4 М.

Методика МУРР-измерений. Перед проведени-
ем измерений методом МУРР маточные растворы
лизоцима и солей смешивали друг с другом в рав-
ных объемах. Эксперименты были проведены на
станциях P12 EMBL BioSAXS источника синхро-
тронного излучения PETRA III (DESY, Гамбург,
Германия) и BM29 BioSAXS Европейского ис-
точника синхротронного излучения (Гренобль,
Франция).

Описание эксперимента на станции P12 EMBL
BioSAXS (DESY, Гамбург, Германия). Энергия со-
ставляла 10 кэВ (λ = 0.124 нм), в качестве детекто-
ра сигнала использовали двухкоординатный де-
тектор PILATUS 6M, позволяющий проводить
регистрацию относительно слабых сигналов рас-
сеяния. Расстояние образец–детектор составляло
3.0 м, данные МУРР записывали в диапазоне ве-
личин вектора обратного рассеяния s = 0.02–

7.0 нм–1, что соответствует разрешению 300–
0.9 нм в реальном пространстве. Измерения про-
водили с использованием специализированной
ячейки для образцов МУРР, состоящей из гори-
зонтального термостатируемого в диапазоне от
278 до 323 K кварцевого капилляра со стенками
толщиной 50 мкм и диаметром 1.7 мм, размещен-
ного в специализированном корпусе из нержаве-
ющей стали. Время экспозиции составляло 50 мс,
было сделано 20 съемок для каждого измерения
образца. Более детальное описание станции при-
ведено в [15]. Объем образца в каждом измерении
составлял 40 мкл. Измерения проводили при тем-
пературе 20°С.

Описание эксперимента на станции BM 29 Bio-
SAXS (ESRF, Гренобль, Франция). Энергия состав-
ляла 12.4 кэВ, в качестве детектора сигнала ис-
пользовали двухкоординатный детектор Pilatus
1M. Расстояние образец–детектор составляло
2.9 м. Исследуемые образцы помещали в специ-
альную термостатируемую роботизированную
систему в кюветы из полистирола объемом
200 мкл, нагрев которых осуществлялся одновре-
менно. Первоначально образцы нагревали до
20°С, затем температуру понижали до 10°С. Далее
раствор из кюветы с помощью робота помещали в
проточный кварцевый капилляр диаметром 1.8 мм,
который использовался при измерениях [16]. Ис-
следуемый раствор равномерно продвигался по
капилляру, при этом пучок попадал в одну и ту же
точку на капилляре, но все время в новую часть
образца. За время движения образца по капилля-
ру было сделано 10 съемок. Время экспозиции
каждого измерения составляло 1 с, сечение пучка
на образце – 700 мкм2. Объем образца в каждом
измерении составлял 50 мкл.

Методика обработки экспериментальных дан-
ных. Усреднение сигнала от буферного раствора,
вычитание усредненного сигнала от буфера из
экспериментальных данных рассеяния раствором
белков и нормировку на концентрацию белка вы-
полняли с помощью программы PRIMUS, входя-
щей в программный пакет ATSAS [17, 18]. В ре-
зультате получены экспериментальные кривые
интенсивности I от модуля вектора рассеяния s
(где s = , 2θ – угол рассеяния, λ – длина
волны) для растворов белка в различных услови-
ях. Угловой диапазон составлял 0.03 < s < 5.0 нм–1.
При сравнении последовательных кадров радиа-
ционного повреждения на исследуемых образцах
не обнаружено. После первичной обработки
экспериментальные кривые малоуглового рас-
сеяния обрабатывали с помощью программы
OLIGOMER [18] для определения объемных до-
лей мономеров и олигомеров разного порядка.
Расчет теоретических кривых олигомерных ком-
понентов проводили с помощью программы
CRYSOL [19]. В качестве мономерного компо-

π θ λ4 sin /
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нента была взята кристаллографическая структу-
ра мономера лизоцима (PDB ID: 4WLD), а моде-
ли димера, тетрамера, гексамера и октамера полу-
чены по методике, описанной в [7]. Качество
приближения оценивали с помощью минимиза-
ции невязки χ2 между экспериментальными дан-
ными и теоретическими модельными приближе-
ниями по формуле, приведенной в [13].

Кристаллизация. Маточные растворы, приго-
товленные для измерений методом МУРР на
станции P12 EMBL BioSAXS (DESY, Гамбург,
Германия), использовали также для кристаллиза-
ции (материалы и методы). Кристаллизацию осу-
ществляли методом диффузии в парах в варианте
сидячей капли [20] с помощью кристаллизацион-
ного робота Mosquito-LCP (EMBL, Гамбург, Гер-
мания), объем капли составлял 200 нл (100 нл ма-
точного раствора белка + 100 нл маточного рас-
твора осадителя). Рост кристаллов проводился
в автоматизированной системе визуализации
ROCK IMAGER при температуре 19°С. Система
позволяет наблюдать рост кристаллов белков и
фотографирует капли в течение длительного вре-
мени несколько раз (в “нулевой” день (сразу по-
сле загрузки кристаллизационного планшета) и
далее в 1, 3, 7, 14, 28, 56 и 84 день). Осадители ис-
пользовали те же (NaCl, KCl, LiCl, NiCl2 и CuCl2).
Конечные концентрации в капле составляли для
лизоцима 40 и 20 мг/мл, для осадителя – 0.4 М.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты моделирования данных МУРР и

тенденции изменения объемной доли олигомеров.

В серии экспериментов, выполненных на стан-
циях малоуглового рассеяния P12 (EMBL, Гам-
бург) и BM 29 BioSAXS (ESRF, Гренобль), были
проведены измерения растворов при концентра-
ции лизоцима 20 и 40 мг/мл и концентрации оса-
дителей 0.4 и 0.2 М при температуре 20°С. В каче-
стве осадителей использовали неорганические
соли – хлориды щелочных (NaCl, KCl и LiCl) и
переходных металлов (NiCl2 и CuCl2). Для срав-
нения проведены измерения растворов лизоцима
без осадителей. Экспериментальные и теоретиче-
ские кривые, рассчитанные с помощью програм-
мы OLIGOMER, показаны на рис. 1.

Каждая комбинация типа осадителя и концен-
трации белка была измерена несколько раз на
станциях P12 EMBL BioSAXS (DESY) и BM 29
BioSAXS (ESRF); в табл. 1 приведены усреднен-
ные результаты обработки экспериментальных
данных.

Рассчитанные кривые МУРР от олигомерных
смесей для растворов белка с осадителем хорошо
совпадают с экспериментальными данными во
всем угловом диапазоне, значения невязки χ2 не
превышают 1.6, что свидетельствует о правильно-
сти предложенной модели обработки. Отметим,
что данные, полученные в одном эксперименте
при повторных измерениях, различаются незна-
чительно (в некоторых случаях на величину по-
грешности обработки).

Исследования объемной доли олигомеров в
кристаллизационных растворах лизоцима при
одинаковых условиях (концентрация белка 20 мг/мл
и концентрация осадителей 0.4 М), проведенные

Рис. 1. Экспериментальные кривые МУРР от раствора лизоцима с добавлением осадителей LiCl (1), KCl (2), NaCl (3),
NiCl2 (4) и CuCl2 (5) и теоретические приближения смесью олигомеров, рассчитанные программой OLIGOMER (чер-
ные линии) для концентрации осадителей и концентраций лизоцима соответственно: а – 0.4 М, 20 мг/мл, P12 (EMBL,
Гамбург, Германия); б – 0.4 М, 40 мг/мг, P12 (EMBL, Гамбург, Германия); в – 0.43 М, 20 мг/мг, BM 29 BioSAXS (ESRF,
Гренобль, Франция). Кривые смещены по вертикали для лучшей визуализации.
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на разных источниках синхротронного излуче-
ния, показали, что усредненные по нескольким
измерениям объемные доли олигомеров отлича-
ются друг от друга в относительных пределах 1–15%
(наибольшее различие в 20% с осадителем LiCl)
для октамеров и 25–30% для димеров. Кроме то-
го, при выполнении повторных экспериментов
на одной и той же станции объемные доли диме-
ров при определенных условиях могли различать-
ся в абсолютных пределах на 1.2–1.5%, а для окта-
меров – в пределах 0.3–0.5%, с учетом данной
неоднозначности, можно заключить, что резуль-
таты, представленные в табл. 3, измеренные при
различных условиях, находятся в согласии друг с
другом. Однако объемная доля тетрамеров и гек-
самеров во всех экспериментах равняется 0%.
Разброс значений между экспериментами на раз-
ных станциях и между повторными эксперимен-
тами в одной серии могут быть вызваны следую-
щими факторами: неизбежными различиями в
протоколе приготовления (временной период
между добавлением осадителя и фактическим из-
мерением), разной степенью ослабления пучка во
избежание радиационного повреждения образца,
изначально разной интенсивностью падающего
пучка, разной степенью “чистоты” буферного
раствора и наличием “примесей”, стабильностью
пучка на самих экспериментальных станциях и
эффективностью заполнения образцов роботом.

Октамеры в среднем демонстрируют более
стабильное поведение (их объемные доли при
сравнении с данными, полученными в различных
сериях экспериментов на различных источниках,
слабо меняются по сравнению с содержанием ди-
меров), в то время как димеры, судя по всему, яв-
ляются более нестабильными образованиями, и

их содержание может значительно меняться в хо-
де проведения различных экспериментов.

Во всех случаях объемная доля октамеров мак-
симальна для NiCl2 и минимальна для CuCl2. Ис-
ключение составляет LiCl (концентрация осади-
теля 0.4 M, белка 40 мг/мл), где объемная доля
сильно повысилась в сравнении с условиями для
NiCl2.

Зависимость объемной доли октамеров от по-
рядкового номера Li, Na, K при комнатной тем-
пературе различается для разных измерений
(табл. 2): для данных ESRF (строки 4–7) она пря-
мо пропорциональна порядковому номеру эле-
мента, для данных DESY (строки 1, 2) и ESRF
(строка 3) – обратно пропорциональна.

Для димеров во всех измерениях (кроме строк 2
и 8) их объемная доля увеличивается при исполь-
зовании разных осадителей в следующем порядке
(от наименьшего к наибольшему): Cu2+, Ni2+, K+,
Na+, Li+.

Объемная доля димеров и октамеров увеличи-
вается для такой же, как в случае с димерами, по-
следовательности ионов Cu2+, Ni2+, K+, Na+, Li+

или уменьшается в ряду Li+, Na+, K+, Ni2+, Cu2+,
что согласуется с увеличением активности ионов
в лиотропном ряду Гофмейстера для Li+, Na+, K+

и увеличением ионных радиусов для Li+, Na+, K+

и для Ni2+, Cu2+.
Временные измерения МУРР. Для условий кри-

сталлизации, где концентрация белка составляла
20 мг/мл, а концентрация осадителей LiCl, NaCl,
KCl, NiCl2 – 0.43 М, на станции BM29 (ESRF,
Гренобль, Франция) было проведено исследова-
ние в промежутках времени 0* мин (*0 мин в дан-

Таблица 1. Средние значения объемных долей димеров (Д) и октамеров (О) (%) лизоцима в растворах с осадите-
лями LiCl, NaCl, KCl, CuCl2 и NiCl2, полученные в экспериментах на станциях P12 EMBL BioSAXS (DESY, Ham-
burg) и BM 29 BioSAXS (ESRF, Grenoble)

Примечание. Одним цветом отмечены эксперименты при одинаковых условиях; Сос, Сб – концентрации осадителя и белка
соответственно.

* Среднее по двум экспериментам (округления нет).
** Среднее по трем экспериментам.

*** Среднее по времени (три эксперимента).

Сос, М Сб, 
мг/мл

T, ºC
LiCl NaCl KCl NiCl2 CuCl2

О Д О Д О Д О Д О Д

DESY* 0.4 40 20 6.70 17.75 5.15 16.25 4.65 14.65 5.55 8.85 4.05 6.4
DESY* 0.4 20 20 2.45 17.00 2.15 14.1 2.25 13.65 2.6 7.4 1.95 7.55
ESRF** 0.2 20 20 1.13 8.6 0.875 5.7 0.43 3.8 1.43 3.1 0.7 0.5
ESRF [13] 0.2 20 20 1.70 7.3 1.8 5.4 1.9 5.0 2.4 1.9 1.1 0
ЕSRF [13] 0.2 20 10 1.9 13.1 2.2 10.6 2.4 10.5 2.8 7.9 1.7 3.5
ESRF [13] 0.1 20 20 0.1 6.2 0.1 4.9 0.3 4.5 1.0 0 0 0
ESRF [13] 0.1 20 10 0.2 10.5 0.1 10.1 0.3 9.3 1.4 3.7 0 0.1
ESRF *** 0.43 20 20 2 12.6 1.86 10.3 2.27 9.7 2.46 9.83



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

ВЛИЯНИЕ ХЛОРИДОВ ОДНО- И ДВУХВАЛЕНТНЫХ МЕТАЛЛОВ 727

ном случае означает фактически время начала из-
мерения, а не смешивания; от смешивания рас-
твора белка и раствора осадителя до начала
измерений проходило ∼10–15 мин), 100 и 170 мин
при температуре 20°С. Результаты обработки экс-
периментальных данных приведены в табл. 3.

С течением времени (от 0 до 170 мин) после
смешения содержание октамеров и димеров в
растворе изменяется незначительно. Это позво-
ляет убрать вклад времени между добавлением
осадителя к белку и фактическим измерением
раствора из существенных факторов, влияющих
на разброс значений содержания олигомеров
между экспериментами.

Рост кристаллов в исследованных условиях. Рост
кристаллов проводили из тех же маточных рас-
творов, приготовленных для исследования мето-
дом МУРР на станции P12 (EMBL, Гамбург, Гер-
мания). Для каждого типа осадителя была постав-
лена кристаллизация в трех каплях. В подписях к
рисункам указано, в скольких опытах образова-
лись кристаллы лизоцима, также приведены
средние объемные доли октамеров в растворах по
данным МУРР.

В табл. 4 приведены фотографии кристаллов,
выращенных в условиях с концентрацией белка
40 и 20 мг/мл. Фотографии сделаны по истечении
56 дней (исключение составляют фотографии
кристалла с осадителями KCl и CuCl2, сделанные

Таблица 2. Тенденция изменения объемной доли олигомеров в кристаллизационном растворе лизоцима с оса-
дителями – хлоридами металлов

Примечание. Одним цветом отмечены эксперименты при одинаковых условиях.
* Среднее по двум экспериментам (округления нет).

** Среднее по трем экспериментам.
*** Среднее по времени (три эксперимента).

Сос, М Сб, 
мг/мл

T, °C

Изменение объемной 
доли октамеров в ряду

от меньшего содержания
к большему

Изменение объемной 
доли димеров в ряду

от меньшего содержания
к большему

Изменение объемной 
доли октамеров и димеров

в ряду от меньшего 
содержания к большему

DESY* 0.4 40 20 Cu2+ < K+ < Na+ <
< Ni2+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

DESY* 0.4 20 20 Cu2+ < Na+ < K+ <
< Li+ < Ni2+

Ni2+ < Cu2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

ESRF** 0.2 20 20 K+ < Cu2+ < Na+ <
< Li+ < Ni2+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ ≈ K+ <
< Na+ < Li+

ESRF [13] 0.2 20 20 Cu2+ < Li+ < Na+ <
< K+ < Ni2+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

ЕSRF [13] 0.2 20 10 Cu2+ < Li+ < Na+ <
< K+ < Ni2+

Cu2+ < Ni2+ < K+ << 
Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ ≈
≈ Na+ < Li+

ESRF [13] 0.1 20 20 Cu2+ < Li+ = Na+ <
< K+ < Ni2+

Cu2+ = Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

ESRF [13] 0.1 20 10 Cu2+ < Li+ ≈ Na+ ≈ K+ 
< Ni2+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

ESRF *** 0.43 20 20 Na+ < Li+ < K+ < Ni2+ K+ < Na+ < Ni2+ < Li+ K+ < Na+ < Ni2+ < Li+

Таблица 3. Объемная доля олигомерных фракций (димеров и октамеров), радиус инерции Rg и значение не-
вязки χ2 для растворов лизоцима при концентрации белка 20 мг/мл и концентрации осадителей 0.43 М

Осади-
тель

0 мин 100 мин 170 мин

Rg, Å Д, % О,% χ2 Rg, Å Д, % О,% χ2 Rg, Å Д, % О, % χ2

NaCl 18.6 10.1 1.9 0.98 18.5 10.3 1.8 0.91 18.6 10.6 1.9 0.87

KCl [21] 19.1 9.4 2.3 0.92 18.9 10.0 2.2 0.92 19.1 9.7 2.3 0.90

LiCl 18.9 12.0 2.1 1.06 18.8 12.8 2.0 1.18 18.8 13.0 2.0 1.13

NiCl2 19.1 9.9 2.3 1.01 19.4 8.9 2.6 1.21 19.4 10.7 2.5 1.30
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на 84 день). Все приведенные кристаллы вырос-
ли через день, кроме кристаллов в растворах с
осадителями KCl и CuCl2 (концентрация белка
20 мг/мл), которые выросли спустя 84 дня.

При концентрации лизоцима в капле 40 мг/мл
кристаллы выросли во всех трех каплях при
объемной доле октамеров в растворе от 4.05 до
6.70% (наибольшее значение наблюдалось при
осадителе LiCl, наименьшее – при CuCl2). Умень-
шение концентрации белка с 40 до 20 мг/мл, веду-
щее и к уменьшению объемной доли октамеров
при неизменяющейся объемной доли димеров в
растворе, уменьшает вероятность появления кри-
сталла вплоть до полного отсутствия кристаллов в
случае использования осадителя CuCl2 (1.95% ок-
тамеров). При использовании других осадителей
наличие октамеров в растворе (при значении их
средней объемной доли от 2.15% и больше) корре-
лирует с тем фактом, что в данных растворах на-
блюдался рост кристаллов лизоцима.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методом малоуглового рассеяния рентгенов-

ского излучения на станциях P12 EMBL BioSAXS
(DESY, Гамбург, Германия) и BM 29 BioSAXS
(ESRF, Гренобль, Франция) определен олиго-
мерный состав кристаллизационных растворов
лизоцима с использованием разных осадителей
NaCl, KCl, LiCl, NiCl2 и CuCl2. Для разных кон-
центраций белка, осадителя и для разных темпера-
тур показано, что в растворах присутствуют только
димеры и октамеры, а также подтверждены выяв-
ленные ранее тенденции увеличения объемной
доли октамеров при большем пересыщении [13].

Исследования объемной доли олигомеров в
кристаллизационных растворах лизоцима при
одинаковых условиях, проведенные на разных
источниках синхротронного излучения, показа-
ли, что усредненные по нескольким измерениям
объемные доли олигомеров отличаются друг от
друга в относительных пределах 1–15% для окта-
меров и 25–30% для димеров. Однако зависи-
мость суммарной объемной доли октамеров и ди-
меров от порядкового номера катиона обратно
пропорциональна порядковому номеру элемента:
объемная доля димеров и октамеров уменьшается
в ряду Li+, Na+, K+, Ni2+, Cu2+, что согласуется с
увеличением активности ионов в лиотропном ря-
ду Гофмейстера для Li+, Na+, K+ и увеличением
ионных радиусов для Li+, Na+, K+ и для Ni2+, Cu2+.

Двукратное уменьшение концентрации белка
в кристаллизационном растворе, ведущее и к
уменьшению объемной доли октамеров при неиз-
меняющейся объемной доли димеров, понижает
вероятность появления кристалла вплоть до пол-
ного отсутствия кристаллов в случае использова-
ния осадителя CuCl2 (1.95% октамеров). При ис-
пользовании других осадителей наличие октаме-
ров в растворе (при значении их средней
объемной доли от 2.15% и больше) коррелирует с
тем фактом, что в данных растворах наблюдался
рост кристаллов лизоцима. Таким образом, уда-
лось показать, что образование предкристаллиза-
ционной олигомерной фазы на начальной стадии
кристаллизации в растворе может являться одним
из необходимых условий того, что в растворе вы-
растет белковый кристалл.

Экспериментальные данные МУРР были со-
браны на станции P12, управляемой EMBL в Гам-

Таблица 4. Фотографии кристаллов лизоцима, выращенных из исследуемых растворов при температуре 20°С,
концентрациях белка 40 и 20 мг/мл и осадителей 0.4 М

Примечание. Показана одна из трех капель на 56 день кристаллизации, указано, в скольких каплях из трех выросли кристал-
лы, приведены средние объемные доли октамеров в растворах по данным МУРР (табл. 1)
* Фотография сделана на 84 день.

Сб, мг/мл LiCl NaCl KCl NiCl2 CuCl2

40

3/3, 6.70% 3/3, 5.15% 3/3, 4.65% 3/3, 5.55% 3/3, 4.05%

20

2/3, 2.45% 3/3, 2.15% 1/3*, 2.25% 1/3, 2.6% 0/3*, 1.95%
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Представлено сравнение устойчивости восстановления решения задачи определения объемных
распределений частиц по размерам на примере данных малоуглового рассеяния от раствора крем-
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Голдфарба–Шанно с простыми ограничениями на параметры, метод имитации отжига, их комби-
нация, а также симплекс-метод Нелдера–Мида. В результате сравнения границ устойчивости для
трех пар параметров раствора кремнезоля (радиусов и полидисперсностей частиц) методы выстро-
ены в порядке возрастания их эффективности. Наиболее подходящим из предложенных подходов
оказалась комбинация градиентного метода минимизации и имитации отжига для двухкомпонент-
ной полидисперсной системы раствора кремнезоля с малоперекрывающимся объемным распреде-
лением частиц по размерам. Подход применим к исследованию систем различной природы, в том
числе растворов белковых комплексов.
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ВВЕДЕНИЕ
Подавляющее большинство систем в природе,

представляющих интерес для научных исследова-
ний в различных отраслях, в частности медицине,
биологии и промышленности, являются много-
компонентными и полидисперсными. Описание
и расшифровка структуры такого рода систем, не
исследованных ранее, в настоящее время являют-
ся актуальной задачей. Одним из эффективных
методов по восстановлению структуры исследуе-
мого объекта является метод малоуглового рассе-
яния (МУР) [1–5]. Для анализа полидисперсных
объектов в растворе по данным МУР разработан
ряд программ, таких как MIXTURE [1], GNOM
[6], SASFIT [7], SASVIEW [8], McSAS [9] и другие.

Ранее для оценки качества работы программы
MIXTURE (с реализованным методом перемен-
ной метрики в варианте Бройдена–Флетчера–
Голдфарба–Шанно с простыми ограничениями
на параметры [10], от англ. Broyden–Fletcher–
Goldfarb–Shanno algorithm, BFGS) было проведе-
но исследование на устойчивость решения задачи
определения структурных параметров наночастиц
для теоретических данных МУР, рассчитанных от
различных модельных систем [11, 12]. Использова-

лись системы, состоящие из сферических частиц
двух типов, имеющих перекрывающиеся и непере-
крывающиеся объемные распределения по разме-
рам. Кроме того, к наборам данных добавлялся
шум двух типов (гауссовский и пуассоновский) с
различным относительным уровнем и исследова-
лась степень отклонения найденного решения от
заданной теоретической модели. Было показано,
что диапазон области стартовых значений пара-
метров, позволяющий восстановить истинное ре-
шение, зависит от многих факторов, в частности
от относительного вклада параметров компонен-
тов смеси в общую кривую рассеяния и от уровня
и вида шума, содержащегося в данных.

На следующем этапе полученный результат
проверяли на примере реальной эксперименталь-
ной системы – раствора кремнезолей, представ-
ляющего собой смесь частиц TM-50 и SM [13].
Предварительно с помощью программы GNOM
[6] было выявлено наличие двух типов полидис-
персных компонентов. Далее в рамках двухком-
понентной модели сферических частиц исследо-
валась возможность восстановления решений
программой MIXTURE. Установлено, что харак-
теры границ устойчивости решений схожи для
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теоретических и экспериментальных данных, что
свидетельствует о стабильности работы алгорит-
ма, реализованного в программе MIXTURE. В то
же время ограничения областей стартовых значе-
ний параметров, при которых возможно восста-
новление, указывает на попадание в локальные
минимумы в процессе поиска решения.

Вследствие этого возникла идея проверить эф-
фективность работы модифицированной версии
программы MIXTURE, в алгоритме которой реа-
лизован метод имитации отжига (англ. Simulated
annealing, SA) [14], в ряде случаев позволяющий
находить глобальный минимум целевой функ-
ции. Результаты такого исследования приведены
в [15]. В качестве объекта исследования был вы-
бран тот же раствор кремнезоля, что и в [13]. Ана-
лиз сходимости решения проводили при одно-
временном варьировании только одной пары па-
раметров – средних радиусов частиц кремнезоля
R1 и R2. В результате было установлено, что обе
модификации программы (с использованием
BFGS- и SA-процедур) дали схожие результаты,
но при этом границы для BFGS-процедуры ока-
зались шире.

Далее была рассмотрена возможность комби-
нированного использования упомянутых выше
алгоритмов минимизации: квазиньютоновского
градиентного спуска и метода имитации отжига
[16]. Предполагалось, что это улучшит возможно-
сти восстановления распределений частиц по
размерам. Действительно, такой подход позволил
расширить границы параметров, при старте с ко-
торых могут быть найдены истинные значения
системы.

Цель данной работы – систематическое срав-
нение границ устойчивого приближения для про-
граммы с различными минимизационными схе-
мами. Для этого провели исследования на устой-
чивость упомянутых выше модификаций
программы MIXTURE (BFGS, SA, BFGS + SA)
для трех пар параметров: (R1, R2), (dR1, R2) и (R1,
dR2), где dR1 и dR2 – полидисперсности двух ти-
пов частиц кремнезоля. Помимо этого исследова-
ли возможности алгоритма с применением сим-
плекс-метода Нелдера–Мида (англ. Nelder–
Mead, NM) [17]. Исследования проводили на
примере экспериментальных данных МУР от по-
лидисперсного раствора кремнезоля.

КРЕМНЕЗОЛИ
Раствор, выбранный в качестве объекта исследо-

вания, получен путем смешения монодисперсных
растворов кремнезолей Ludox TM-50TM и SMTM.
Образцы ТМ-50 (50 мас. % SiO2 и 0.3 мас. % Na) и
SM (30 мас. % SiO2 и 0.2 мас. % Na) изготовлены
компанией Grace Davidson [18]. Несмотря на то
что размеры (диаметры) частиц, заявленные про-

изводителем (для сухих образцов), составляют 70 Å
для SM и 220 Å для ТМ-50, ранее было показано
[19], что в растворе они увеличиваются до 100 Å
для SM и 270 Å для ТМ-50. Раствор кремнезоля
разводили водой в соотношении 1:100, чтобы из-
бежать эффекта межчастичного взаимодействия,
при этом центрифугирование не использовали,
так как растворы изначально стабилизировались
с использованием гидроксида натрия NaOH для
предотвращения агрегации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ УСТАНОВКА

Эксперимент по исследованию раствора крем-
незоля выполнен на установке “АМУР-К” [20]
(ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН,
Москва, Россия) и проведен следующим образом:
образец кремнезоля помещали в стеклянный ка-
пилляр, а затем в вакуумную камеру. Расстояние
образец–детектор составляло 700 мм. Время из-
мерений одного образца составляло 10 мин. Экс-
периментальные данные нормировали на интен-
сивность падающего пучка, после чего в них вво-
дили поправку на коллимационные искажения.

Установка “АМУР-К” оснащена однокоорди-
натным позиционно-чувствительным детектором
ОД3М при фиксированной длине волны излуче-
ния λ, равной 0.1542 нм (CuKα-линия острофо-
кусной трубки, монохроматор из пиролитическо-
го графита), и коллимационной системой Крат-
ки. Сечение рентгеновского пучка составляло
0.2 × 8 мм2, область углов рассеяния соответство-
вала диапазону значений модуля вектора рас-
сеяния

(1)

В результате эксперимента получена кривая МУР
от раствора кремнезоля (рис. 1а, точки). Наилуч-
шее приближение к экспериментальным данным,
рассчитанное программой MIXTURE (рис. 1а,
сплошная линия), и объемное распределение по
радиусам частиц представлены на рис. 1б. Также
приведено приближение, при котором решение
не попало в глобальный минимум функции (рис. 1а,
пунктирная линия). Согласно эксперименту ра-
диусы равны 49 и 140 Å, что согласуется с резуль-
татами в [19]. Параметры модели, восстановлен-
ные с использованием четырех модификаций
программы MIXTURE, представлены в табл. 1.
Видно, что результаты восстановления схожи.

( )
< <

= θ
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4π sin
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МЕТОД РАСЧЕТА ИНТЕНСИВНОСТИ 
МАЛОУГЛОВОГО РАССЕЯНИЯ
ОТ МНОГОКОМПОНЕНТНОЙ 

ПОЛИДИСПЕРСНОЙ СИСТЕМЫ

Интенсивность рассеяния многокомпонент-
ной системы в случае разбавленной системы
можно представить в виде

(2)

где суммирование проводится по разным компо-
нентам,  – относительная объемная доля k-го
компонента, Ik(s) – интенсивность k-го компо-
нента.

Для полидисперсной системы частиц интен-
сивность каждого компонента можно предста-
вить в виде

(3)

где R – размер частицы, Dk(R) – нормированное
объемное распределение частиц по размеру для
k-го компонента, Vk(R) – эффективный объем
k-го компонента, ∆ρk(R) – рассеивающий кон-
траст k-го компонента, i0k(s,R) – нормированный
формфактор k-го компонента.

Для расчета функции объемного распределе-
ния k-го компонента использовали распределе-
ние Шульца:

(4)

=  v( ) ( ),k k
k

I s I s

vk

= Δρ
2
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Г( 1)

z
z z RRD R z

R z R R

где , R0 – среднее значение размера

частицы, ∆R – дисперсия распределения, Г(z) –
гамма-функция.

Критерием качества решения системы служит
значение квадратичной невязки χ2, которое в ре-
зультате поиска распределения частиц по разме-
рам минимизируется:

(5)

где N – число экспериментальных точек, c – шка-
лирующий коэффициент, I(sj) и Icalc(sj) – экспе-
риментальная и рассчитанная интенсивности со-
ответственно, σ(sj) – экспериментальная ошибка,
соответствующая модулю вектора рассеяния sj.

Алгоритм, использующий формулы (2)–(4),
реализован в программе MIXTURE. Такой под-

 = − Δ 

2
0 1Rz
R

 −
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
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j j

j j
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N s

Рис. 1. Экспериментальная кривая МУР от раствора кремнезоля (точки). Наилучшее приближение к эксперименталь-
ным данным, рассчитанное программой MIXTURE (сплошная линия). Приближение, при котором решение не попа-
ло в глобальный минимум функции (пунктирная линия) (а). Объемное распределение по радиусам сферических ча-
стиц, найденное программой MIXTURE, соответствующее наилучшему приближению (б).

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

0 50 100 150 200
R, Å

Dv, отн. ед.

(б)

–3

–2

–1

0

1

2

0.02 0.04 0.06 0.120.100.08
s, Å1

lgI [отн. ед.]

(a)

Таблица 1. Найденные структурные параметры систе-
мы, состоящей из двух типов сферических наночастиц
кремнезоля – ТМ-50 и SM

ТМ-50 SM

R1, Å dR1, Å R2, Å dR2, Å

Метод Нелдера–Мида (NM) 59.8 10.0 140.0 17.9
Метод имитации отжига (SA) 58.7 13.1 139.4 17.9
Квазиньютоновский гради-
ентный метод (BFGS)

58.8 10.0 139.4 17.9

BFGS + SA 58.8 10.0 139.4 17.9
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ход применим к исследованию систем различной
природы, в частности он успешно использовался
для количественного описания температурного
структурного перехода в трехкомпонентных мик-
роэмульсиях [21], анализа ансамбля состояний
самособирающихся икосаэдрических капсул фер-
мента люмазинсинтазы в нативном состоянии и
при наличии мутаций [22], а также изучения оли-
гомерного состава ассоциатов наночастиц оксида
железа, внедренных в капсулы вируса мозаики
Бром [23].

Основным фактором, затрудняющим поиск
глобального минимума функции, является нели-
нейная зависимость расчетных данных от пара-
метров модели. При стандартном анализе для
каждого параметра задают диапазон возможных
значений, в пределах которого ищут решения. В
зависимости от сложности используемой модели,
стартовых значений параметров и шума экспери-
ментальных данных решения могут существенно
различаться. Поэтому анализ устойчивости и воз-
можности восстановления теоретических данных
приобретает исключительно важный характер.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ 
МИНИМИЗАЦИИ

В ходе работы проводили исследование на
устойчивость алгоритмов четырех модификаций
программы MIXTURE. В каждой из которых ис-
пользовали различные минимизационные схемы:
метод BFGS [10], SA [14], комбинация этих мето-
дов (BFGS + SA), а также NM [17].

Алгоритм BFGS является итерационным ме-
тодом, относится к классу квазиньютоновских
методов, в которых матрица вторых производных
(гессиан) функции вычисляется не напрямую, а в
некотором приближении, основываясь на сде-
ланных до этого шагах. Метод достаточно эффек-
тивен, не требует больших временных затрат для
поиска решения, но при этом решение может
остановиться в локальном минимуме целевой
функции, находящемся далеко от глобального
экстремума целевой функции.

Метод SA является стохастическим методом
поиска глобального экстремума. Он является
наиболее подходящим для минимизации функ-
ций с большим числом переменных, что идеально
подходит для многих задач МУР. Алгоритм осно-
ван на методе случайных испытаний, запускается
с произвольной модели, параметры которой за-
тем изменяются случайным образом в соответ-
ствии со схемой Метрополиса [24] до тех пор, по-
ка решение не станет соответствовать экспери-
ментальным данным, например, по критерию χ2.
В отличие от метода квазиньютоновского гради-
ентного спуска, где на каждом следующем шаге
принимается решение с меньшим χ2 (5), в методе

SA с определенной долей вероятности (определя-
емой так называемой “температурой отжига”)
может приниматься худшее решение, это дает
возможность программе выходить из локальных
минимумов и продолжать спуск. По мере продол-
жения поиска значение температуры монотонно
снижается, с использованием шкалирующего
коэффициента 0.93–0.95 после каждых 1000–
10000 вариаций модели. Однако поиск решения с
помощью такого алгоритма занимает длительное
время (так как требуется достаточно большое ко-
личество температурных итераций).

Комбинация BFGS и SA представляет собой
поочередное использование этих алгоритмов ми-
нимизации. Схема поиска минимума показана на
рис. 2. В целях поиска первого (возможно, ло-
кального) минимума нелинейной целевой функ-
ции (1) проводят старт программы MIXTURE,
использующей градиентный метод минимиза-
ции, с некоторых значений параметров двухком-
понентной полидисперсной модели N1 и N2 (где
N – один из структурных параметров R1, R2, dR1
либо dR2). Далее с оптимизированных методом
BFGS значений проводится запуск модифициро-
ванной версии MIXTURE с использованием ме-
тода имитации отжига для того, чтобы вывести
систему «из равновесия», причем со всего лишь
одной итерацией по температуре, поэтому вычис-
ления не занимают длительного времени. После
этого с новых полученных значений программа
запускается вновь с градиентным методом и так
повторяется до тех пор, пока параметры модели
не перестанут изменяться. За пороговое значение
их изменчивости брали 1–5% от величины, полу-
ченной на предыдущей итерации.

Метод NM, известный как метод деформируе-
мого многогранника (часто используемое назва-
ние “симплекс-метод” неверно, так как этот тер-
мин относится к другому, конфигурационному
методу поиска), простой и в то же время эффек-
тивный, позволяющий оптимизировать функции
многих переменных без вычисления градиентов.
Суть метода заключается в последовательном
перемещении вершин многогранника в про-
странстве параметров модели в сторону точки
экстремума. Однако если метод находит локаль-
ный экстремум типа “плоского узкого оврага”, то
многогранник может сжаться настолько, что по-
иск экстремума прекратится из-за ограниченной
точности вычислений. В этом случае достаточно
эффективным оказывается повторный запуск с
новой конфигурации вершин. Метод отличается
высокой надежностью и позволяет после не-
скольких запусков найти решение, более точное,
чем ранее рассмотренные алгоритмы, хотя и тре-
бует длительных расчетов.

Несмотря на то что все эти методы являются
достаточно эффективными, в ряде случаев только
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экспериментальным путем можно определить,
будет ли используемый метод подходить для по-
ставленной задачи. Поэтому с целью нахождения
наиболее эффективного алгоритма для решения
задачи восстановления объемного распределения
частиц по размерам для двухкомпонентной поли-
дисперсной системы были протестированы все
упомянутые выше модификации программы
MIXTURE.

ИССЛЕДОВАНИЕ УСТОЙЧИВОСТИ 
ВОССТАНОВЛЕНИЯ РЕШЕНИЙ

Приближение проводили в рамках модели, со-
стоящей из двух типов сферических частиц с ра-
диусами R1, R2, полидисперсностями dR1, dR2 и
объемными долями V1, V2. Исследовали сходи-
мость расчетов к правильному решению при од-
новременном варьировании стартовых значений
следующих пар параметров: (R1, R2), (dR1, R2), (R1,
dR2), тогда как остальные параметры фиксирова-
лись на истинных значениях, найденных про-
граммой MIXTURE (табл. 1) с относительными
объемными долями V1 = 0.25 для меньших частиц
кремнезоля (SM) и V2 = 0.75 для больших частиц
кремнезоля (TM-50). В табл. 1 эти значения не
приведены, так как алгоритмы всех исследуемых
модификаций программы MIXTURE устойчивы
к изменению объемных долей во всем диапазоне
от 0 до 1.

Диапазоны, в пределах которых выбирали
стартовые значения параметров, были следую-
щими: для радиусов R1 10.0–96.0 Å и R2 100.0–
500.0 Å, для полидисперсностей dR1 и dR2 0.5–
50.0 Å. Диапазоны были выбраны таким образом,
чтобы радиусы меньших и бóльших частиц не

коррелировали друг с другом. При этом шаг рас-
четной сетки по R1 и R2 составлял 2 Å, шаг сетки
по dR1 и dR2 – 0.5 Å. Таким образом, для пары па-
раметров (R1, R2) были посчитаны 8844 точки, для
(dR1, R2) – 20100 точек, для (R1, dR2) – 4400 точек.
На основе этих данных построены двумерные
карты, представленные на рис. 3. Верхняя панель
соответствует результатам, полученным модифи-
цированной версией программы MIXTURE с ре-
ализованным методом NM, вторая – программе с
методом SA, третья – с BFGS, четвертая (ниж-
няя) панель – комбинации методов BFGS и SA.
Первый столбец (слева) – для пары параметров
(R1, R2), второй – для (dR1, R2), третий – для (R1, dR2).
Область светлого цвета соответствует нахожде-
нию истинного решения (в случае, когда значе-
ния параметров, полученных в результате моде-
лирования программой MIXTURE, находились в
пределах 5% от найденных ранее оптимальных
значений). Область темного цвета соответствует
всем остальным решениям, существенно отлича-
ющимся от истинного решения. Пунктирной ли-
нией отмечены истинные (оптимальные) значе-
ния параметров, восстановленные программой
MIXTURE, указанные в табл. 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ двумерных карт позволил установить,
что самые широкие границы устойчивости соот-
ветствуют комбинации методов BFGS и SA для
всех трех пар параметров. При этом можно вы-
строить ряд алгоритмов в порядке возрастания их
эффективности: NM, SA, BFGS, BFGS + SA, по-
этому на рис. 3 они расположены в соответствую-
щем порядке, сверху вниз.

Рис. 2. Схема поиска глобального минимума целевой функции при комбинированном использовании методов BFGS
и SA.
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Рис. 3. Контурные графики устойчивости восстановления решения программой MIXTURE в зависимости от старто-
вых значений радиусов сферических частиц кремнезоля и их полидисперсностей (R1, R2) , (dR1, R2), (R1, dR2). Пересе-
чение пунктирных линий соответствует точным (истинным) значениям параметров. Области темного цвета – “неуда-
ча” (отличие от истинных параметров более чем на 5%), области светлого цвета – “успешное” нахождение решения
(найденные параметры находятся в пределах 5% от истинных). Использованные алгоритмы минимизации: NM (а),
SA (б), BFGS (в), BFGS + SA (г).
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Помимо этого, в некоторых случаях области
нахождения правильных решений имеют доста-
точно сложные границы фрактального вида, с от-
дельными «очагами» неустойчивости внутри дан-
ных диапазонов, что свидетельствует о разной
чувствительности методов минимизации к опре-
деленным параметрам модели.

Анализируя двумерные карты, отметим, что
метод NM оказался наименее эффективным по
сравнению с другими использовавшимися мето-
дами. Несмотря на то что его границы устойчиво-
сти шире, чем для метода SA, сравнительно легко
попасть в область неустойчивости при незначи-
тельном отклонении от истинного значения. Для
других трех методов можно говорить об имею-
щихся тенденциях. Для параметров R1 и R2 про-
слеживаются следующие закономерности: стар-
товые значения допустимо варьировать в преде-
лах 50, 65 и 80% для R1 и 15, 65, 100% для R2 от
истинного значения для методов SA, BFGS,
BFGS + SA соответственно. Во всех случаях при
значении R2 более 300 Å не удалось добиться восста-
новления данных. То есть стартовое значение дан-
ного параметра может не более чем в 2 раза превы-
шать его истинное значение. При этом решения яв-
ляются устойчивыми к варьированию параметров
dR1 и dR2 во всем исследуемом диапазоне.

Также отметим, что метод SA теоретически
мог бы позволить найти более широкие границы
устойчивости, если бы существенно увеличили
число вариаций модели при каждой итерации по
температуре, но это на порядок увеличило бы
время расчетов, что, как полагаем, неприемлемо
с практической точки зрения. Кроме того, метод
SA требует длительной работы по поиску опти-
мального режима снижения температуры, общего
рецепта для этого до сих пор не выработано.
В случае комбинированной схемы BFGS + SA
метод SA используется исключительно с целью
выхода из локального минимума и последующего
продолжения поиска градиентным методом, для
этой цели достаточно использования одной ите-
рации по температуре.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследована устойчивость решений програм-
мы MIXTURE для двухкомпонентного раствора
кремнезоля с использованием следующих мето-
дов минимизации: градиентного метода (BFGS),
метода имитации отжига (SA), сочетания этих
двух методов (BFGS + SA), а также симплекс-ме-
тода Нелдера–Мида (NM). Анализ полученных
данных позволяет расположить методы в порядке
возрастания их эффективности: NM, SA, BFGS,
BFGS + SA. Таким образом, алгоритм поиска с
последовательным комбинированием методов
минимизации BFGS и SA для систем сфериче-

ских частиц с малоперекрывающимися объемны-
ми распределениями частиц по размерам позво-
ляет максимально эффективно восстанавливать
функцию  в более широких диапазонах стар-
товых значений параметров, чем с использовани-
ем других предложенных алгоритмов. Развитые
подходы применимы к исследованию систем раз-
личной природы, в том числе для растворов бел-
ковых комплексов.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования РФ в рамках
выполнения работ по Государственному заданию
ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН, a
также при частичной финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант № 19-32-90190 Аспиранты) и Про-
граммы деятельности НИЦ КИ на 2018–2022 г.
Малоугловые измерения выполнены с использо-
ванием оборудования ЦКП ФНИЦ “Кристалло-
графия и фотоника” РАН при поддержке Мини-
стерства науки и высшего образования России
(проект RFMEFI62119X0035).
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Электронная дифракция микрокристаллов – новый мощный подход криоэлектронной микроско-
пии, позволяющий определять структуру трехмерных кристаллов по поворотной серии дифракци-
онных картин. В отличие от рентгеновской кристаллографии настоящий метод позволяет изучать
микро- и даже наноразмерные кристаллы, при этом для получения структуры с высоким простран-
ственным разрешением достаточно одного или нескольких кристаллов, что существенно снижает
необходимые объемы образца. Рассмотрены методические аспекты применения электронной ди-
фракции микрокристаллов на примере классического модельного белка – лизоцима.

DOI: 10.31857/S0023476121050088

ВВЕДЕНИЕ

Классическим способом получения трехмер-
ных структур белков является рентгеновская кри-
сталлография, основанная на взаимодействии
рентгеновских лучей с кристаллической решет-
кой. Однако ввиду относительно слабого взаимо-
действия рентгеновского излучения с образцом
[1] необходимы кристаллы размером более
20 мкм [2, 3], получение которых является крайне
трудоемким и затруднительным для ряда объек-
тов [4], что накладывает ограничения на приме-
нимость метода. Для получения наборов дифрак-
ционных данных с кристаллов размером более
∼5 мкм используются источники синхротронно-
го излучения, а в последние годы большие надеж-
ды по решению структур с использованием мик-
рокристаллов меньших размеров возлагаются на
серийную микрокристаллографию, в том числе
фемтосекундную кристаллографию с использо-
ванием лазеров на свободных электронах [5, 6]
(например, European XFEL). Данный подход под-
разумевает получение нескольких тысяч дифрак-
ционных картин отдельных микрокристаллов.
Несмотря на увеличение количества успешно ре-
шенных структур [7], к настоящему моменту по-
добные установки являются уникальными, а для
успешного эксперимента необходимы большие
объемы изучаемых образцов [6].

Второе десятилетие двадцатого века отмечено
бурным развитием методов просвечивающей
криоэлектронной микроскопии (крио-ЭМ) и
взрывным ростом их использования в клеточной
и структурной биологии [8]. Наиболее известные
подходы крио-ЭМ – метод анализа одиночных
частиц (англ. SPA – Single Particle Analysis) и
криоэлектронная томография – подразумевают
получение прямых изображений изучаемого объ-
екта с последующей обработкой и восстановле-
нием 3D-структуры [9]. Как правило, для успеш-
ной 3D-реконструкции с получением структуры
высокого (ниже 4 Å) пространственного разреше-
ния толщина изучаемого объекта не должна пре-
вышать 100–200 нм, а его молекулярная масса в
зависимости от конфигурации микроскопа и ис-
пользуемого детектора должна быть не менее
∼40–150 кДа [10, 11].

Вторая группа подходов крио-ЭМ базируется
на использовании данных электронной дифрак-
ции. Так, электронная 2D-кристаллография поз-
воляет восстанавливать структуру тонких (менее
1 мкм) белковых кристаллов по двумерным ди-
фракционным картинам [12]. Однако в силу не-
обходимости использования относительно боль-
ших доз электронов для получения данных высо-
кого разрешения и, как следствие, радиационных
повреждений облучаемых областей [13] необхо-
димо получение больших серий двумерных ди-
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фракционных картин от десятков и сотен различ-
ных областей двумерных кристаллов с последую-
щей ресурсоемкой обработкой данных.

Напротив, для получения дифракционной
картины с высоким разрешением от трехмерных
белковых кристаллов достаточно крайне низких
электронных доз (∼1 э/Å2). Основываясь на ска-
занном выше, в 2013 г. группа под руководством
Т. Гонена предложила новый метод – электрон-
ную дифракцию микрокристаллов (ЭДМ, англ.
MicroED – Microcrystal Electron Diffraction) [14–16],
которая заключается в получении непрерывной
поворотной дифракционной серии от витрифи-
цированных белковых кристаллов в широком уг-
ловом диапазоне [17] (как правило, в пределах
±70°). Такой подход позволяет использовать бел-
ковые кристаллы существенно меньшего разме-
ра, чем в рентгеновской кристаллографии. При
этом ввиду сходства экспериментальных процедур
[18] обработка полученных данных осуществляется
в стандартных кристаллографических программ-
ных пакетах [19], а достигаемое пространственное
разрешение подчас превосходит результаты, полу-
ченные с помощью XFEL [20].

Безусловно, для метода ЭДМ сохраняется ос-
новное ограничение крио-ЭМ – толщина образ-
ца не должна превышать нескольких сотен нано-
метров. Однако метод применим для кристаллов
и большего размера – например, для кристаллов
толщиной до 100 мкм возможно получение тон-
ких срезов толщиной до 100–200 нм травлением с
помощью фокусированного ионного пучка в
криогенном режиме (крио-ФИП). Кроме того,
метод ЭДМ позволяет успешно восстанавливать
3D-структуры белков и белковых комплексов су-
щественно меньшей молекулярной массы, чем
требуется для других методов крио-ЭМ [21]. Для
реализации метода используется то же оборудо-
вание, что и для других методов крио-ЭМ: источ-
ник с полевой эмиссией, быстрый и высокочув-
ствительный детектор [22] (Falcon 3/Falcon 4, Ga-
tan K2/K3) и энергетический фильтр [20, 23].
Можно предположить, что с ростом популярно-
сти крио-ЭМ по всему миру и увеличением до-
ступности соответствующего оборудования ме-
тод ЭДМ может стать одним из основных методов
структурной биологии уже в ближайшие годы.
Так, к настоящему времени с помощью ЭДМ ре-
шены более 100 структур, причем некоторые из
них – впервые [21]. В представленной работе
впервые в России методом ЭДМ получены ди-
фракционные картины тонких срезов кристаллов
модельного белка лизоцима, приготовленных с
использованием крио-ФИП.

ПОЛУЧЕНИЕ МИКРОКРИСТАЛЛОВ 
ЛИЗОЦИМА

Для кристаллизации использовали белок лизо-
цим из куриного яйца производства Sigma-Aldrich
(CAS № 12650-88-3). Белок растворяли в 0.1 М на-
трий-ацетатном буфере, рН 4.5, в концентрации
200 мг/мл. Кристаллы размером 20–50 мкм выра-
щены методом кристаллизации в объеме. Перед
кристаллизацией раствор белка центрифугирова-
ли и смешивали в соотношении 1 : 1 с кристалли-
зационным раствором (300 мМ хлорида натрия,
0.1 М натрий-ацетатного буфера, рН 4.5). Кри-
сталлы размером 15–35 мкм вырастали при тем-
пературе 4°С и имели классическую морфологию
кристаллов тетрагональной кристаллической
формы лизоцима.

ВИТРИФИКАЦИЯ МИКРОКРИСТАЛЛОВ
На первом этапе в течение 30 с осуществляли

обработку электронно-микроскопической мед-
ной сетки с углеродной подложкой тлеющим раз-
рядом с помощью прибора Pelco EasiGlow при си-
ле тока 25 мА и давлении в камере 0.26 мбар. Да-
лее на подготовленную сетку, помещенную в
камеру прибора Vitrobot Mark IV (температура
4°С, влажность ∼95%), наносили 3 мкл раствора
кристаллов лизоцима, после чего излишки рас-
твора удаляли двусторонним сжатием фильтро-
вальной бумагой и осуществляли процедуру вит-
рификации – быстрое погружение сетки с образ-
цом в жидкий этан при температуре жидкого
азота с образованием тонкого слоя аморфного
льда (рис. 1а). В процессе нанесения образца на
сетку температура в камере системы Vitrobot со-
ставляла 4°С, влажность – не менее 95%.

ПОЛУЧЕНИЕ ТОНКОГО СРЕЗА 
МИКРОКРИСТАЛЛОВ

Полученную сетку с витрифицированным рас-
твором микрокристаллов лизоцима переносили в
предварительно откачанную до высокой степени
вакуума (∼10–5 Па) камеру растрового электрон-
но-ионного микроскопа Versa 3D, оснащенного
криогенной приставкой QuorumPPT3010. Далее с
помощью газово-инжекционной системы осу-
ществляли четыре последовательных цикла на-
пыления защитного проводящего слоя платины
при температуре 26°С на поверхность сетки в те-
чение 3–5 с. Пауза между циклами составляла не
менее 10 с, что позволило избежать артефактов
напыления, снизить накопление заряда и защи-
тить поверхность образца от радиационных по-
вреждений в процессе эксперимента (рис. 1б).

На рис. 2а представлено изображение, полу-
ченное в криогенном раствором электронном
микроскопе (крио-РЭМ), микрокристаллов ли-
зоцима на поверхности сетки. Большинство кри-
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сталлов расположено непосредственно на медной
поддерживающей сетке, что существенно огра-
ничивает выбор возможных областей для прове-
дения эксперимента. Микрокристаллы размером
до ∼50 мкм, расположенные на некотором удале-
нии от медных перемычек сетки, подвергались
травлению с помощью крио-ФИП в условиях
“скользящего пучка”. Для этого столик с образ-
цом поворачивали на угол 12°–20° и осуществля-
ли утонение (рис. 1б, 2б) при ускоряющем напря-
жении 30 кВ с последовательным понижением
силы тока от 1 нА до 30 пА для минимизации ра-
диационных повреждений и снижения области
аморфизации приповерхностного слоя. Темпера-
тура столика с образцом в процессе эксперимента
составляла –175°С.

ЭЛЕКТРОННАЯ ДИФРАКЦИЯ 
МИКРОКРИСТАЛЛОВ

Полученные сетки с тонкими срезами микро-
кристаллов лизоцима (рис. 1в) переносили в
крио-ЭМ Titan Krios 60-300, оснащенный кор-
ректором сферических аберраций (Image correc-
tor). Исследование проводили при ускоряющем

напряжении 300 кВ и длине камеры 1.35 м. В ре-
зультате с помощью камеры Ceta было получено
видео дифракционной серии при непрерывном
повороте сетки в диапазоне от –45° до 45° и со
скоростью вращения держателя 1.5°/c. Поток
электронов составил ∼0.2 э/Å2/c, а полная доза
∼12 э. Набор данных осуществлялся в течение
60 с, частота обновления изображений составила
∼4 кадра/с.

На рис. 3 приведены примеры дифракцион-
ных картин микрокристаллов лизоцима, полу-
ченные при наклоне держателя на –30° (рис. 3а),
0° (рис. 3б), 30° (рис. 3в). Наблюдается падение
пространственного разрешения дифракционных
картин от 2.2 Å при –30° до 2.9 Å при 30° во время
съемки поворотной серии, вызванное накопле-
нием радиационных повреждений на облучаемой
области.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Получен набор дифракционных данных мето-

дом электронной дифракции микрокристаллов
от монокристалла размером ∼35 мкм. Продемон-
стрированы основные технические аспекты мето-

Рис. 1. Схемы экспериментов: а – заморозка кристаллов, б – приготовление тонкого среза замороженного образца с
помощью крио-ФИП, в – получение поворотной серии изображений.

(а)
Пинцет

Белковые кристаллы
в буферном растворе

Крио-ФИП

Травление 
ионами 
галлия

В
ра

щ
ен

иеКристалл лизоцима

ЭМ-сетка

Жидкий этан
–193˚С

(б) (в)

+45˚

–45˚

Детектор

Электронный пучок
300 кэВ

Углеродная сетка

Рис. 2. Подготовка тонкого среза микрокристалла с помощью крио-ФИП: а – общий вид сетки, б – промежуточный
этап приготовления тонкого среза кристалла, в – крио-ЭМ-изображение полученного среза.

500 мкм(а) 10 мкм(б) 5 мкм(в)
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да – витрификация и препарирование микрокри-
сталлов методом фокусирования ионного
травления, а также получение поворотной ди-
фракционной серии в режиме облучения образца
малыми дозами электронов с помощью крио-
ЭМ. Качество полученных экспериментальных
данных указывает на возможность расшифровки
структуры лизоцима. Помимо определения
структуры трехмерных кристаллов при помощи
крио-ЭМ ЭДМ актуальна для предварительной
характеризации микрокристаллических суспен-
зий для экспериментов по серийной кристалло-
графии с использованием синхротронного излу-
чения или лазеров на свободных электронах.

Работа выполнена при финансовой поддержке
НИЦ “Курчатовский Институт” (приказ от
02.07.2020 № 1056) и Российского фонда фунда-
ментальных исследований (грант № 19-29-12054).
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ТЕРМОФИЛЬНОЙ РИБОКИНАЗЫ Thermus speсies 2.9
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Пространственная структура рекомбинантной термофильной рибокиназы Thermus speсies 2.9 уста-
новлена при разрешении 2.4 Å с использованием кристаллов, выращенных в невесомости методом
встречной диффузии, и дифракционного набора, полученного на источнике синхротронного излу-
чения SPring-8 (Япония). В активном центре фермента локализована молекула аденозиндифосфата
и описано ее окружение. Показано, что пространственная структура рибокиназы Thermus species 2.9
весьма сходна со структурами других представителей ферментов этого семейства.

DOI: 10.31857/S0023476121050209

ВВЕДЕНИЕ

Рибокиназа из термофильного штамма бакте-
рий Thermus species 2.9 (Th. sp. 2.9) относится к се-
мейству углеводных рибокиназ (EC 2.7.1.15). Бел-
ки этого семейства катализируют фосфорилиро-
вание рибозы посредством переноса γ-фосфата
аденозинтрифосфата (АТФ) на 5'-гидроксиме-
тильную группу сахара [1, 2]. Реакция протекает в
присутствии АТФ и ионов магния [3, 4]. D-рибо-
за является широко распространенным углево-
дом, вовлечена в производство энергии, является
компонентом РНК и ДНК, входит в состав ко-
факторов многих ферментов. Через внешнюю
клеточную мембрану рибоза диффундирует в пе-
риплазму, где связывается с рибозасвязывающи-
ми белками, транспортирующими ее через внут-
реннюю мембрану [5]. Катализируемое рибоки-
назой фосфорилирование 5'-гидроксиметильной
группы является первой ступенью, вовлекающей
рибозу в дальнейшие метаболические превраще-
ния [6–8]. Продукт реакции D-рибоза–5-фосфат
используется для синтеза нуклеотидов, трипто-
фана и гистидина или вовлекается в пентозафос-
фатный путь. Рибоза-5-фосфат инкорпорируется
в АТФ или другие высокоэнергетические со-
единения. Фосфорибозилпирофосфатсинтетаза
катализирует превращение рибоза-5-фосфата в
5-фосфорибозил-1-пирофосфат (5-PRPP), кото-

рый вовлечен в биосинтетические реакции, при-
водящие к биосинтезу пуриновых и пиримиди-
новых оснований, кофакторов ферментов и
аминокислот гистидина и триптофана [9, 10]. Ри-
бокиназа участвует также в биохимических про-
цессах, обеспечивающих повторное использова-
ние освобождающейся при расщеплении нуклео-
тидов рибозы [11].

Интерес к структуре и свойствам рибокиназ
возрос в связи с применением этих белков в кас-
кадной стратегии энзиматического синтеза био-
логически активных производных нуклеозидов,
который протекает при последовательном действии
рекомбинантной рибокиназы, фосфопентамута-
зы, нуклеозидфосфорилазы [12–16]. Многие про-
изводные нуклеозидов, модифицированные по
гетероциклическому основанию и углеводной
группе, являются важными терапевтическими
препаратами против вирусных инфекций и зло-
качественных опухолей [17, 18]. Широкое ис-
пользование каскадной стратегии ограничено
высокой субстратной специфичностью использу-
емых ферментов и их недостаточной стабильно-
стью. Часть этих ограничений можно обойти, ис-
пользуя ферменты из термофильных организмов.
Ферменты термофильных микроорганизмов ме-
нее чувствительны к структуре субстрата, актив-
ны при температуре 70–80°C и существенно по-
вышают скорость реакции, увеличивая раствори-

УДК 538.911

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
СОЕДИНЕНИЙ
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мость гетероциклических субстратов [19–21]. В
[22] было показано, что рекомбинантная рибоки-
наза из термофильного штамма Th. sp. 2.9 как ка-
тализатор первой ступени реакции каскадного
синтеза имеет ряд преимуществ. Фермент имеет
максимум активности при 85°С, углеводным суб-
стратом данной рибокиназы кроме D-рибозы мо-
жет служить 2-дезокси-D-рибоза. Знание про-
странственной структуры дает возможность ра-
ционального конструирования новых мутантных
форм фермента с более широкой селективно-
стью, наиболее удобных для биотехнологическо-
го применения. В настоящей работе при разреше-
нии 2.4 Å установлена пространственная структу-
ра рекомбинантной термофильной рибокиназы
Th. sp. 2.9 в комплексе с аденозиндифосфатом
(АДФ). Структура решена с использованием ди-
фракционного набора, полученного на синхро-
троне SPring-8 (Япония) для кристаллов, выра-

щенных в невесомости методом встречной
диффузии. Показано, что по типу укладки поли-
пептидной цепи фермент сходен с другими белка-
ми семейства рибокиназ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Кристаллизация и сбор дифракционных данных.

Для кристаллизации использовали препарат ре-
комбинантной рибокиназы, полученной и очи-
щенной по методике [21]. Кристаллы были выра-
щены в невесомости методом встречной диф-
фузии из растворов белка с концентрацией
11.7 мг/мл в 0.25 М Трис-буфере, рН 8.0, содержа-
щем 50 мМ КCl, 1 мМ АТФ, 5 мМ MgCl2, 5% гли-
церина, 0.04% NaN3 [23]. Концентрация сульфата
аммония в осадителе (Na-цитратный буфер,
рН 5.5, содержащий 45 мМ KCl, 0.1 М Na-цитра-
та, pH 5.5, 5мМ MgCl2, 5 мМ АТФ, 0.04% NaN3)
была увеличена до 15.5% в отличие от концентра-
ции, используемой в [23].

Дифракционный набор для кристалла, пред-
варительно замороженного в токе жидкого азота,
собран при 100 K на станции BL41XU синхротро-
на SPring-8 (Япония), оснащенной детектором
EIGER. Для сбора данных использовали метод
вращения, длина волны составляла 0.8 Å, угол
вращения 360°, угол качания 0.1°, расстояние
кристалл–детектор 400 мм. Набор был обработан
с использованием программы iMosflm [24]. Кри-
сталлы фермента описываются пр. гр. P21, содер-
жат четыре молекулы в независимой части ячей-
ки, a = 44.210, b = 155.550, c = 83.040 Å, β = 98.20°.
Статистика набора представлена в табл. 1.

Решение и уточнение структуры. Структура ри-
бокиназы Th. sp. 2.9 в комплексе с АДФ определена
методом молекулярного замещения с помощью
программы BALBES [25]. В качестве стартовой мо-
дели использованы координаты рибокиназы Vibrio
cholerae O395 в комплексе с рибозой, АДФ и ионом
натрия (PDB_ID: 4XDA) [26].

Уточнение структуры проведено по программе
REFMAC [27]. Ручную правку модели осуществ-
ляли с помощью программы Coot [28], используя
карты электронной плотности, рассчитанные с
коэффициентами 2|Fo| – |Fc| и |Fo| – |Fc|. Также с по-
мощью программы Coot с использованием карт
электронной плотности были локализованы мо-
лекулы воды и АДФ. Молекула АДФ, вписанная в
карту электронной плотности, приведена на рис. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Кристаллы для определения пространствен-

ной структуры рекомбинантной рибокиназы из
термофильного штамма бактерий Th. sp. 2.9 были
выращены в невесомости методом встречной
диффузии по технологии [29] из растворов белка,

Таблица 1. Статистические характеристики экспери-
ментального набора рентгеновских данных и результа-
ты уточнения структуры рибокиназы Th. sp. 2.9

* В скобках приведены значения для последнего слоя.

Обработка набора
Пространственная группа P21

a, b, c, Å 44.2, 155.6, 83.0
β, град 98.2
Разрешение, Å 30.0–2.40 (2.53–2.40)*
Количество независимых 
рефлексов

41928

Полнота набора, % 96.9 (97.7)
I/σ(I) 5.29 (4.47)
Rmrgd–F, % 7.7 (14.0)

Уточнение
PDB_ID 6ZNX
Разрешение, Å 30.00–2.40 (2.46–2.40)
Количество рефлексов 39758
Rcryst, % 23.0
Rfree,% 27.1
Количество атомов 8553

B-фактор, Å2

Средний 36.21
RMS

По длинам связей, Å 0.007
По углам, град 1.635

Карта Рамачандрана
Наиболее благоприятные 
области

97.1%

Допустимые области 2.9%
Запрещенные области 0.0%
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содержащих ионы магния и АТФ после оптими-
зации концентрации осадителя в условиях [23].
В результате разрешение дифракционного набо-
ра выращенных кристаллов было повышено с
2.87 до 2.4 Å.

Пространственная структура рибокиназы
Th. sp. 2.9 решена методом молекулярного заме-
щения с использованием в качестве стартовой
модели координат рибокиназы Vibrio cholerae
(PDB_ID: 4XDA) и уточнена при разрешении
2.4 Å. Статистические параметры набора и ре-
зультаты уточнения приведены в табл. 1. Кри-
сталлы фермента (пр. гр. Р21) содержат четыре
молекулы белка (A, B, C, D) в независимой части
элементарной ячейки (рис. 2). В каждой молекуле
фермента локализована связанная в активном
центре молекула АДФ с заселенностью, близкой
к единице.

При совмещении по Сα-атомам четырех моле-
кул фермента, расположенных в независимой ча-
сти ячейки, величина среднеквадратичного от-
клонения между парами молекул A–B, A–C, A–D
равна соответственно 0.587, 0.760 и 0.570 Å. Зна-
чительные отклонения заметны на участках, со-
единяющих большой и малый домены, в сегмен-
тах, соединяющих стрэнды малого домена, и в
петле, соединяющей спирали α5 и α6.

Укладка полипептидной цепи в молекуле рибоки-
назы Th. sp. 2.9. Пространственные структуры из-
вестны для ряда белков семейства рибокиназ, в
том числе рибокиназы человека и ряда микроб-
ных рибокиназ: из E. coli, Vibrio cholera O395,
Leishmania donovani, Thermotoga maritima [26, 30,

31]. Показано, что, хотя идентичность аминокис-
лотных последовательностей между белками этого
семейства менее 30%, рибокиназы сходны типом
укладки полипептидной цепи, имеют два общих
мотива в аминокислотной последовательности, а
субъединица фермента состоит из двух доменов.
Еще одной чертой, общей для большинства рибо-
киназ с известной структурой, является димерное
строение биологически активной формы фер-
мента.

Типичная для рибокиназ укладка полипептид-
ной цепи обнаружена и в молекуле термофиль-
ной рибокиназы Th. sp. 2.9. Полипептидная цепь
молекулы рибокиназы Th. sp. 2.9, содержащая 301
аминокислотный остаток (а.о.), включает в себя
13 β-стрэндов, 10 α-спиралей и 3 η-спирали
(η-спирали 310). Как и во всех белках семейства
рибокиназ, молекула состоит из двух доменов:
большого каталитического глобулярного α/β-до-
мена и выступающего из него малого β-домена,

Рис. 1. Электронная плотность молекулы АДФ, рас-
считанная с коэффициентами |Fo| – |Fc| при 2σ.

Рис. 2. Укладка мономеров в решетке кристаллов
комплекса рибокиназы Th. sp. 2.9 с АДФ (а); незави-
симая часть элементарной ячейки кристаллов ком-
плекса рибокиназы Th. sp. 2.9 с АДФ – четыре моно-
мера белка A, B, C, D (б).

(а)

(б)
D

A

ВС
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который представляет собой изогнутый четырех-
стрэндовый β-слой (рис. 3). Малый β-домен обра-
зован двумя вставками в центральную α/β-уклад-
ку. Каждая из вставок состоит из пары антипарал-
лельных β-стрэндов β2–β3 (а.о. 8–36) и стрэндов
β6–β7 (а.о. 90–108). Большой домен состоит из
центрального β-слоя, образованного девятью
β-стрэндами, которые с обеих сторон окружены
α-спиралями. Первые шесть параллельных β-
стрэндов домена вместе с примыкающими α-
спиралями имеют топологию классического
NAD-связывающего домена Россмана [32], ха-
рактерную для белков, связывающих нуклеоти-
ды. Однако в рибокиназе к этому слою примыка-
ют еще три стрэнда, соединенные друг с другом
короткими поворотами. Три С-концевые β-cтрэн-
да, продолжающие центральный слой (β11–β13),
антипараллельны и соединены короткими пово-
ротами типа шпильки. Обе стороны C-концевого
участка большого домена закрыты α-спиралями 6
и 7 с одной стороны и 8 и 9 с другой. Большой и
малый домены соединены короткими неупорядо-
ченными участками, которые дают возможность
доменам двигаться друг относительно друга. На
коротких переходных участках, соединяющих
стрэнд β1 большого домена со стрэндом β2 мало-
го домена или стрэнд β3 малого домена со спира-
лью α1 большого домена, повышенное содержа-
ние остатков глицина и пролина, они входят в
один из двух общих для всего семейства мотивов
аминокислотных последовательностей [11].
Остатки глицина востребованы по стерическим и

конформационным причинам. Они увеличивают
пространство для возможного изменения взаим-
ного расположения доменов, а остатки пролина
способствуют изменению направления поли-
пептидной цепи. Повышенное содержание про-
лина и глицина наблюдается и в переходных меж-
ду доменами участках β7–η2 и β5–β6. Темпера-
турные факторы а.о. фрагмента 85–89,
соединяющего стрэнды β5 и β6, и фрагмента
Pro108-Pro116 между стрэндом β7 и спиралью η2
выше среднего по структуре.

Для сравнения на рис. 4 представлены после-
довательности и распределение элементов вто-
ричной структуры в мономерах рибокиназы
Th. sp. 2.9 и E. coli. Cтепень идентичности амино-
кислотных последовательностей между этими
ферментами превышает 40%. При совмещении
по Cα-атомам субъединицы А рибокиназы Th. sp. 2.9
с субъединицей E. coli среднеквадратичное откло-
нение равно 1.445 Å. Распределение элементов
вторичной структуры, а также количество а.о. в
α-спиралях и β-стрэндах практически одинаковы
в обоих белках.

Активный центр фермента, включающий в се-
бя центры связывания рибозы и АДФ, располо-
жен на участке поверхности каталитического
α/β-домена, находящегося между большим и ма-
лым доменами (рис. 5). Известно, что катализи-
руемая ферментом реакция протекает посред-
ством нуклеофильной атаки атомов кислорода
О5' гидроксиметильных групп рибозы γ-фосфата
АТФ [11]. Нуклеофильные свойства кислорода
гидроксиметильной группы рибозы увеличива-
ются благодаря водородной связи между гидрок-
сильной группой и остатком аспарагиновой кис-
лоты, действующей как каталитическое основа-
ние. В молекуле рибокиназы E. coli – это Asp255,
в рибокиназе Th. sp. 2.9 – Asp248. Атомы азота ос-
новной цепи остатков глицина, окружающие
остаток аспарагиновой кислоты, участвуют в об-
разовании анионной дыры, стабилизирующей
переходное состояние реакции [11]. Сближение
субстратов, необходимое для протекания реак-
ции, – результат перехода фермента из открытого
в закрытое состояние сразу после связывания ри-
бозы [30]. Конформационные изменения, обес-
печивающие этот переход, сопровождаются дви-
жением доменов. В закрытой конформации ма-
лый домен изолирует от растворителя область
активного центра, в котором связана рибоза. По-
этому малому домену приписывают роль крыш-
ки, контролирующей доступ растворителя к ак-
тивному центру.

О строении участка молекулы, в котором про-
исходит связывание рибозы, можно судить, срав-
нивая структуру молекулы рибокиназы Th. sp. 2.9
и структуру комплекса рибокиназы E. coli с рибо-
зой и АДФ [11]. Связывание рибозы имеет место

Рис. 3. Укладка полипептидной цепи в мономере
комплекса рибокиназы Th. sp. 2.9 с АДФ. Элементы
вторичной структуры обозначены стрелками (β-стрен-
ды) и спиралями: α и 310 (η) – спирали.
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на поверхности большого домена, расположен-
ной наиболее близко к сегменту, связывающему
большой и малый домены. В прямых контактах с
рибозой в рибокиназе E. coli участвуют а.о. стрэн-
да β1 Asn14, Asp16 (Asn9, Asp11 в Th. sp. 2.9), Gly42
(Gly37 в Th. sp. 2.9), расположенные между β3 и
α1, остатки спирали α1 Lys43 и Asn46 (Lys38 и
Asn41 в Th. sp. 2.9), Glu143 (Glu135 в Th. sp. 2.9),
расположенные между α8 и α3, и Asp255 (Asp248
в Th. sp. 2.9) спирали α7. Почти все перечислен-
ные а.о. относятся к α/β-домену и взаимодей-
ствуют с полярной стороной рибозного кольца.
Гидрофобная поверхность сахарного кольца вза-
имодействует в основном с алифатическими бо-
ковыми цепями внутренней стороны малого до-
мена. Отметим, что в рибокиназе рибоза связана
с областью большого домена, который имеет то-
пологию Россмана, и в большинстве белков свя-
зываются нуклеотиды. Все взаимодействующие с
рибозой а.о. инвариантны не только в структурах
рибокиназ из E. coli и Th. sp. 2.9, но и входят в
один из аминокислотных мотивов, характеризу-
ющих семейство рибокиназ [11, 30]. Хотя некото-
рые рибокиназы, в том числе рибокиназы Th. sp. 2.9
и E. coli, могут использовать дезоксирибозу как

Рис. 4. Сравнение аминокислотных последовательностей и вторичных структур рибокиназ Th. sp. 2.9 и E. coli. Элемен-
ты вторичной структуры α и 310 (η) спирали и β-cтрэнды обозначены спиралями и стрелками соответственно. Черным
цветом выделены идентичные в обоих белках аминокислотные остатки, звездочками – аминокислотные остатки,
участвующие в связывании молекул рибозы и АДФ.
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Рис. 5. Молекула АДФ в активном центре субъедини-
цы рибокиназы Th. sp. 2.9.
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субстрат [33], в рибокиназе E. сoli это приводит к
потере трех водородных связей с а.о. Asn14, Asp16,
Gly42 (Asn9, Asp11, Gly37 в Th. sp. 2.9 соответ-
ственно), что объясняет предпочтительность ри-
бозы как субстрата. В рибокиназе из E. coli свя-
занная рибоза почти полностью закрыта малым
доменом, который действует как крышка над
центром связывания, а также второй субъедини-
цей димера.

Молекула АДФ, локализованная в молекуле
рибокиназы Th. sp. 2.9, образовалась в результате
гидролиза АТФ, присутствующего в кристаллиза-
ционном растворе, и занимает в активном центре
положение, схожее с положением молекулы АДФ
в субъединице рибокиназы E. coli. Молекула АДФ
локализована в полости между двумя доменами,
но непосредственно связана только с а.о., находя-
щимися на поверхности α/β-домена (рис. 5). По
сравнению с рибозасвязывающим центром АДФ-
связывающий участок находится на большем рас-
стоянии от переходного участка между двумя до-
менами сегмента. Поэтому при переходе к закры-
той конформации фермента молекула АДФ не
накрывается полностью малым доменом и оста-
ется доступной для растворителя. В связывании
молекулы АДФ участвуют а.о. нескольких фраг-
ментов вторичной структуры: пяти спиралей (α1,
α5, α7, α8, α9) и двух стрэндов (β12 и β13). Осно-

вание аденина локализовано в петле, соединяю-
щей стрэнд β13 со спиралью α7 (а.о. 235–245)
(рис. 5). Оксигруппы рибозного фрагмента рас-
положены по одну сторону рибозного кольца.
Оксигруппа при втором атоме углерода образует
прямую водородную связь с атомом OD2_Asp272
спирали α8, а через молекулу воды – с азотом ос-
новной цепи Phe236 стрэнда β13. Вторая гидрок-
сильная группа рибозы связана с атомом кисло-
рода основной цепи Gly222 стрэнда β12. Фосфат-
ные группы молекулы АДФ направлены в
сторону центра связывания рибозы. Атомы кис-
лорода α-фосфатной группы связаны непосред-
ственно с атомом азота основной цепи Gly219 и
OG1_Тhr217 (стрэнд β11), а через молекулу H2O –
c атомом азота основной цепи Glu180 спирали α5.
Один из атомов кислорода β-фосфата связан с
атомом азота амидогруппы Asn79, который нахо-
дится между стрэндом β10 и спиралью α5, а через
молекулу воды – с OE2_Glu182 (α5) и Nε_Lys38
(α1) (рис. 6). Почти все а.о., непосредственно
участвующие в связывании АДФ в рибокиназах
Th. sp. 2.9 и E. coli, инвариантны в обоих белках.
Имеется только одна замена. Со второй оксигруп-
пой рибозного кольца в рибокиназе Th. sp. 2.9
связан остаток Asp272, а в рибокиназе E. coli соот-
ветствующую позицию занимает His279.

Особенности пространственной структуры ри-
бокиназы Th. sp. 2.9. Несмотря на значительное

Рис. 6. Ближайшее окружение молекулы АДФ в ак-
тивном центре рибокиназы Th. sp. 2.9 с АДФ.
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сходство пространственных структур рибокиназы
Th. sp. 2.9 и E. coli, оба фермента различаются чет-
вертичной структурой. Фермент из E. coli, как и
большинство рибокиназ с известной простран-
ственной структурой, функционирует как димер,
в котором субъединицы связаны посредством
взаимодействия малых доменов – их β-стрэнды
образуют связь, называемую β-claspstructure [34].
В кристаллах рибокиназы E. сoli (пр. гр. Р6122) в
независимой части элементарной ячейки содер-
жится один мономер, а димер, являющийся
функционально активной формой фермента,
образуется при действии оси второго порядка.
Граница раздела между молекулами димера
формируется вследствие взаимодействий меж-
ду β-слоями малых доменов. Упакованные почти
перпендикулярно друг другу, они образуют сплю-
щенный баррель. Такая структура была названа
β-claspstructure [34]. Непосредственно в катализе
обе субъединицы димера функционируют неза-
висимо, однако при переходе фермента в закры-
тое состояние вторая субъединица димера закры-
вает часть активного центра, где связывается ри-
боза, что обеспечивает надежную изоляцию
активного центра от растворителя во время реак-
ции. Анализ расположения молекул в независи-
мой части элементарной ячейки рибокиназы
Th. sp. 2.9 показывает, что связь между протоме-
рами через малые домены отсутствует. Однако
анализ кристаллической упаковки, проведенный
с использованием сервиса PISA [35], показывает,
что димер может быть образован путем объедине-
ния субъединиц A и D после применения опера-
тора –x, y – 1/2, –z + 1 или путем объединения
субъединиц B и C после применения оператора
x – 1, y, z. Данные димеры структурно аналогич-
ны (рис. 7), площади контактирующих поверх-
ностей, как и энергия формирования ком-
плекса, согласно сервису PISA близки (3810 Å2

и –28.9 ккал/моль и 3410 Å2 и –29.9 ккал/моль со-
ответственно), однако количество водородных
связей различается (табл. 2). Четыре молекулы
рибокиназы Th. sp. 2.9, расположенные в незави-
симой части элементарной ячейки, несколько
различаются взаимным расположением большого
и малого доменов. В молекулах А, В, С, D расстоя-
ние между Сα-атомами а.о. Gly100 малого домена
и Val241 большого домена равно 7.42, 12.33, 18.1 и
5.71 Å соответственно. Оба а.о. расположены на
противоположных участках полипептидной цепи,
ограничивающей активный центр, и могут характе-
ризовать степень его открытости. Большая подвиж-
ность а.о. малого домена в рибокиназе Th. sp. 2.9
может вносить вклад в различия кинетических
параметров между рибокиназами Th. sp. 2.9 и
E. coli, как это показано в [22].

Работа выполнена при поддержке ОКР “МКС
(Наука)” в рамках Федеральной космической
программы 2016–2025 в части решения и уточне-

ния структуры белка, а также Министерства нау-
ки и высшего образования РФ в рамках Государ-
ственного задания ФНИЦ “Кристаллография и
фотоника” РАН в части анализа пространствен-
ной структуры.
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Уридинфосфорилазы известны в качестве одной из ключевых мишеней при разработке новых про-
тивоопухолевых и антипаразитарных препаратов. В условиях микрогравитации на Международной
космической станции методом встречной диффузии в капиллярах выращены кристаллы уридин-
фосфорилазы из патогенной бактерии Vibrio cholerae. Определена ее пространственная структура
атомного (1.04 Å) разрешения (RCSB ID PDB: 6Z9Z). Впервые в пространственной структуре уридин-
фосфорилазы в отсутствие связанных специфических лигандов обнаружены альтернативные кон-
формации протяженных областей (β-стрендов и смежных петель) белковой молекулы. Эти альтер-
нативные конформации, возможно, связаны с функционированием фермента. Методами конфор-
мационного анализа с использованием марковских моделей показано, что переход между
конформациями возможен и без связывания фермента с лигандом.

DOI: 10.31857/S0023476121050052

ВВЕДЕНИЕ
При развитии опухолевых заболеваний в клет-

ках человека повышается потребность в азоти-
стых пиримидиновых основаниях, к которым от-
носятся уридин и тимидин. Азотистые основания
можно получить с помощью обратимой катали-
тической реакции фосфоролитического расщеп-
ления пиримидиновых нуклеозидов. Катализато-
ром этой реакции выступает уридинфосфорилаза
(UPh). Экспрессия этого белка возрастает в опу-
холевых клетках [1–3], поэтому действие некото-
рых противоопухолевых лекарственных препара-
тов направлено на регуляцию метаболизма азоти-
стых оснований и их производных. К одному из
типов таких препаратов относят лекарства, осно-
ванные на ингибировании фермента UPh. Эти
лекарства регулируют метаболизм азотистых ос-
нований, а именно уридина и тимидина, в ре-
синтезе которых принимает участие UPh.

В настоящее время активно изучается энзима-
тическая специфичность UPh, разрабатываются
обратимые конкурентные ингибиторы, снижение
концентрации которых приводит к восстановле-
нию активности UPh. Изучены и описаны струк-
туры белка и его комплексов из разных организ-

мов с разнообразными лигандами с разрешением
до 1.2 Å [4–13].

Для разработки новых лекарственных препа-
ратов – ингибиторов UPh – необходимо понима-
ние механизмов функционирования белка, чему
способствует более точное исследование структу-
ры белка и его комплексов методом рентгено-
структурного анализа (РСА). Как показывает
практика авторов работы, анализ структур атом-
ного и субатомного разрешения позволяет вы-
явить не только структурные особенности белка и
его комплексов, но и с помощью анализа альтер-
нативных конформаций, анизотропных темпера-
турных факторов и системы протонирования ак-
тивного центра приблизиться к эксперименталь-
ному определению механизма функционирования
фермента как биологической машины [6, 10, 11].

Одним из перспективных методов кристалли-
зации макромолекул является кристаллизация в
условиях микрогравитации. Согласно [14–16]
кристаллы, выращенные в невесомости, имеют
более упорядоченную внутреннюю структуру, бо-
лее низкую степень двойникования и лучшую
рассеивающую способность по сравнению с кри-
сталлами, выращенными в наземных условиях.

УДК 544.1+548.737+577.1+577.3

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
СОЕДИНЕНИЙ
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В работе представлены результаты РСА кри-
сталлов уридинфосфорилазы из Vibrio cholerae
(VchUPh), выращенных в условиях микрогравита-
ции на Международной космической станции
(МКС). Приведен анализ обнаруженных альтер-
нативных конформаций протяженных элементов
(β-стрендов и петель) третичной структуры белка
при отсутствии связанных специфических лиган-
дов. Подобные альтернативные конформации в
структурах UPh атомного разрешения наблюда-
лись лишь в ее комплексах с функционально зна-
чимыми лигандами, имеющими неполную засе-
ленность [6, 10, 11].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и очистка VchUPh. Очистку препа-
рата VchUPh проводили методом двухэтапной
ионообменной хроматографии с использованием
наполнителя Бутил-сефароза на первом этапе и
Q-сефароза (Amersham Pharmacia Biotech) – на
втором. По результатам SDS-гель-электрофореза
гомогенность препарата VchUPh составляла 96%.
Методика наработки биомассы продуцента, вы-
деления и очистки VchUPh описана в [8].

Кристаллизация. В [8, 10] описана кристалли-
зация белка методом диффузии в парах при кон-
центрации белка 15 мг/мл (в 0.1 M Трис-HCl),
состав противораствора: 0.2 M МgCl2 ⋅ 6H2O,
15% (w/v) полиэтиленгликоля (ПЭГ) 4000, 0.1 M
Трис-HCl, pH 8.5.

Для эксперимента в условиях микрогравита-
ции условия кристаллизации методом диффузии

в парах первоначально были адаптированы к ме-
тоду встречной диффузии в капиллярах. В каче-
стве начальных взяты известные условия кри-
сталлизации, варьировались лишь концентрация
хлорида магния от 0.1 до 0.4 М и концентрация
ПЭГ 4000 от 15 до 25% с шагом 2%. При кристал-
лизации использовали метод встречной диффу-
зии в капиллярах [17]. Кристаллизацию проводи-
ли на МКС. Параллельно в лаборатории прохо-
дил наземный контрольный эксперимент с
идентичными кристаллизационными условиями.
В контрольном эксперименте пригодные для
РСА кристаллы выросли в течение двух недель.
Для сбора рентгенодифракционных данных ис-
пользовали кристаллы, выращенные в условиях
микрогравитации в 0.3 M MgCl2 ⋅ 6H2O, 19% (w/v)
ПЭГ 4000, 0.1 M Трис-HCl, pH 8.5 при температу-
ре 293 K (рис. 1).

Сбор и обработка данных. Дифракционные
данные с кристалла VchUPh получены при темпе-
ратуре 100 K на станции BL41XU синхротрона
SPring-8 (Хёго, Япония). В качестве криопротек-
танта использовали раствор, содержащий 20%
глицерина и все компоненты кристаллизацион-
ного раствора. С помощью программ комплекса
XDS [18] проведена обработка эксперименталь-
ного набора интенсивностей отражений. Шкали-
рование интенсивностей и расчет модулей струк-
турных факторов проведены в программе SCALA
[19]. Параметры съемки и итоговая статистика
дифракционных данных приведены в табл. 1.

Решение и уточнение структуры. Структура ре-
шена методом молекулярного замещения по про-
грамме Molrep [20]. В качестве стартовой модели
использована структура VchUPh (ID PDB: 6EYP).
Структура уточнена при помощи программы phe-
nix.refine [21] в сочетании с ручной коррекцией в
программе Coot [22]. В структуре локализованы
связанные с белком неспецифические лиганды:
глицерин, 1,2-этандиол, диэтиленгликоль, ионы
магния, натрия. Температурные факторы атомов
рассчитывали в анизотропном приближении. На
последних этапах уточнения к модели добавлены
атомы водорода. Корректность результатов уточ-
нения структуры оценивали в программах
ProСheck [23], MolProbity [24] и PDB Validation
Server (https://validate-rcsb.wwpdb.org). Основные
значения параметров уточнения структуры при-
ведены в табл. 1. Структура комплекса депониро-
вана в RCSB PDB (ID PDB: 6Z9Z).

Молекулярное моделирование методом классиче-
ской молекулярной динамики (МД). Для определе-
ния наиболее вероятных конформаций участков
основной цепи, формирующих активный центр
молекулы, и оценки стабильности связывания
фермента с молекулой глицерина проводили МД-
моделирование в пакете программ GROMACS
(версия 2018.8) [25] с использованием набора пол-

Рис. 1. Кристаллы уридинфосфорилазы из V. cholerae,
выращенные в условиях микрогравитации.

1.5 мм
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ноатомных силовых полей CHARMM [26] версии
C36m [27]. Обработку моделей лигандов осу-
ществляли с помощью WEB-сервиса CGenFF
[28]. Молекулы воды описывали трехцентровой
моделью TIP3P. К системе были добавлены ионы
магния и хлора в концентрации, соответствую-
щей 0.3 M MgCl2. Расчет дальних электростатиче-
ских взаимодействий проводили методом части-
ца–сетка, используя функцию кубической ин-
терполяции. Для описания ван-дер-ваальсовых
взаимодействий использовали функцию сглажи-
вания “force-switch” в интервале 10–12 Å. Давле-
ние в системе контролировали с помощью баро-
стата Паринелло–Рахмана [29] на уровне 1 бар.
Температура МД-системы поддерживалась по-
стоянной с помощью термостата шкалирования
скоростей частиц (V-rescale [30]) на уровне 293 K,
что соответствовало температуре роста кристал-
лов. Длину траектории МД задавали равной
100 нс. Для интегрирования с шагом 2 фс уравне-
ний движения Ньютона использовали алгоритм с
перескоками. Всего было получено четыре траек-
тории димера СD: две траектории А-конформера
с молекулой глицерина и без нее и две траектории
В-конформера также с молекулой глицерина и
без нее.

Определение относительной аффинности связы-
вания глицерина с активным центром VchUPh ме-
тодом расчета линейной энергии взаимодействия
(LIE, [31]) осуществляли в программе gmx_lie
программного пакета GROMACS. Траектории
МД-симуляции белок–лиганд вновь обрабатыва-
ли, используя метод поля реакции при отсечке
15 Å для расчета потенциальной энергии, куло-
новского взаимодействия лиганда с окружением.
Новую обработку траекторий осуществляли в
пределах времени, в течение которого глицерин
не покидал область активного центра UPh (4.2 нс
для альтернативной A-конформации и 1 нс для
B-конформации).

Для дальнейшего исследования результатов моле-
кулярного моделирования использовали метод мар-
ковских состояний [32] с помощью программного
комплекса PyEmma [33]. Для первоначального по-
нижения размерности данных до набора перемен-
ных, определяющего конформационные свойства
полипептидной цепи, использовали значения си-
нуса и косинуса двугранных углов основной цепи
D VchUPh для участков аминокислотных остат-
ков (а.о.) 90–107, 144–153, 215–226. Для дальней-
шего понижения размерности конформационно-
го пространства использовали метод анализа не-
зависимых компонентов с запаздыванием по
времени [34]. На этом этапе корреляционные
функции рассчитывали таким образом, чтобы
коэффициенты автокорреляции были макси-
мальными, а корреляции между различными пе-
ременными были равны нулю, что позволило до-
полнительно понизить размерность путем преоб-

Таблица 1. Характеристики получения эксперимен-
тального набора интенсивностей, обработки данных,
решения и уточнения структуры

Примечание. CC1/2 – коэффициент корреляции Пирсона
между двумя случайно выбранными группами измеренных
интенсивностей отражений, составляющих каждая полови-
ну от всего набора.
* В скобках приведены значения для зоны высокого разрешения.

Характеристика набора данных
Длина волны, Å 0.7
Детектор EIGER 16M
Расстояние от кристалла
до детектора, мм

190

Угол осцилляции, град 0.1
Пр. гр. P21
a, b, c, Å 93.186, 97.061, 93.227
α = γ; β, град 90.00; 119.965
Разрешение, Å 46.59–1.04 (1.08–1.04)*
Полное число отражений 2680710 (268036)*
Число независимых отражений 682103 (67467)*
Полнота набора, % 99.15 (98.57)*
Повторяемость 3.9 (4.0)*
Среднее значение I/σ(I) 12.64 (1.56)*
Общий температурный
фактор Вильсона, Å2

10.16

Rmerge, % 5.56 (82.41)*
Rmeas, % 6.41 (94.98)*
Rpim, % 3.16 (46.72)*
CC1/2, % 99.8 (63.6)*

Уточнение структуры
Срезка набора, min(σ(|F |)/|F |) 2.0
Число рефлексов в рабочем 
наборе

679672 (67460)*

Число рефлексов в тестовом 
наборе

33812 (3492)*

Rwork, % 12.56 (23.27)*
Rfree, % 14.20 (24.36)*
Cruickshank DPI, Å 0.029

Число уточняемых неводородных атомов
Белка 12501
Лигандов 105
Воды 1688

R.m.s.d. от “идеальной” геометрии
по длинам валентных связей, Å 0.007
по валентным углам, град 0.96
Среднее значение B-фактора 
для всех атомов, Å2

16.27

Макромолекулы 14.39
Лигандов 32.47
Воды 29.23

Статистика Рамачандрана
Число а.о. в наиболее благо-
приятных областях, %

98.79

Число а.о. в разрешенных 
областях, %

0.81

Число а.о. в неблагоприятных 
областях, %

0.4

Число редко встречающихся 
ротамеров, %

0.73

ID PDB 6Z9Z
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разования к так называемым “независимым
координатам”. Выбор времени запаздывания ос-
новывался на знании аналогичных времен, ти-
пичных для схожих конформационных измене-
ний в других белках [35], поэтому дальнейшее
“подстраивание” проводили после анализа пред-
полагаемых временных интервалов переходов
между основными состояниями полученной мар-
ковской модели [36]. Для рассматриваемых
участков молекулы (а.о. 90–107, 144–153, 215–
226) устанавливали времена запаздываний 3, 4 и
3 нс соответственно.

Перед построением марковской модели про-
водили дискретизацию траекторий при помощи
алгоритма кластеризации k-средних. Число кла-
стеров, равное тридцати для всех трех рассматри-
ваемых участков полипептидной цепи, подбира-
лось с помощью эвристического метода, описан-
ного в документации PyEmma на основе функции
оценки VAMP-2 Score [37]. На основе проведен-
ной кластеризации построена марковская мо-
дель, а именно: осуществлен подсчет количества
переходов из одного состояния в другое, построе-
на матрица переходов, вычислены ее собствен-
ные значения и собственные векторы. Проекции
центроидов кластеров, полученных на этапе дис-
кретизации, на собственные векторы с наиболь-
шими собственными значениями определяли по-
ложение основных состояний.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Кристаллы VchUPh и данные их рентгенострук-
турного анализа. В условиях микрогравитации на
МКС выращены высокосовершенные кристаллы
уридинфосфорилазы из патогенной бактерии
Vibrio cholerae. Определена пространственная
структура VchUPh с рекордно высоким разреше-
нием – 1.04 Å.

Пространственная организация структуры
фермента VchUPh аналогична рассмотренным
ранее структурам VchUPh [6, 8–10]. Каждая субъ-
единица молекулы VchUPh, представляющей
собой тороидальный гомогексамер диаметром
~106 Å, включает в себя 253 а.о. (молекулярная
масса = 27.5 кДа). По данным программы DSSP
[38] вторичная структура мономера представлена
восемью β-стрендами (28% а.о.) и восемью α-
спиралями (32% а.о.). В межмономерной области
каждого гомодимера гексамерной молекулы ло-
кализован ион Na+, координирующий три пары
одноименных а.о. смежных субъединиц гомоди-
мера. В каждом димере находится по два идентич-
ных активных центра фермента, образованных
а.о. соседних субъединиц гомодимера.

Активный центр VchUPh. Активные центры
молекулы свободны от специфических лигандов,
но большинство рибозосвязывающих участков

нуклеозидсвязывающих сайтов, образованных
а.о. Glu197, Thr93 и His7 соседней субъединицы в
гомодимере [10], заняты неспецифически связан-
ными молекулами этандиола и глицерина. Это
можно объяснить схожестью химической приро-
ды многоатомных спиртов и моносахаридных
остатков, являющихся альдегидо- или кето-спир-
тами. В большинстве активных центров молеку-
лы глицерина связаны водородными связями
лишь с одним аминокислотным остатком рибозо-
связывающего сайта (Glu197 или His7).

В ранее решенной с разрешением 1.22 Å струк-
туре нелигандированной VchUPh – 6EYP – в
большинстве активных центров глицерин нахо-
дится в двойном положении: один из конформе-
ров связан водородными связями лишь с карбок-
сильной группой Glu197, другой конформер свя-
зан с обоими а.о. (Glu197, His7).

В рассматриваемой структуре связанные с ри-
бозосвязывающими участками активного центра
молекулы спиртов находятся в одной конформа-
ции, но иногда с неполной заселенностью. В ак-
тивном центре субъединицы D молекула глице-
рина связана как с имидазольной группой His7
соседней субъединицы (NE2_His7/C – 3.0 Å –
O1_GOL), так и с карбоксильной группой Glu197
(OE2_Glu197/D – 2.7 Å – O3_GOL, OE1_Glu197/D –
3.3 Å – O3_GOL) (рис. 2).

В случае связывания молекулы глицерина од-
новременно с His7 и Glu197 ее конформация и
расположение в сайте связывания UPh похожи на
конформацию части C3'–O3'–C4'–O4'–C5'–O5'
рибозной компоненты субстратов, псевдосуб-
стратов или ингибиторов UPh (уридин, тимидин,
цитидин, 2,2-ангидроуридин). Но имеется и су-
щественное отличие: Thr93, формирующий по-
движную стенку активного центра [6, 10, 11], не
образует водородных связей с молекулой спирта
ни в одном активном центре как рассматривае-
мой структуры, так и 6EYP, а его боковая цепь на-
ходится на расстоянии > 4–5 Å от атомов лиган-
дов. В отличие от глицерина субстраты и ингиби-
торы связываются с боковой цепью Thr93
посредством O4'-гидроксигруппы, положению
которой в молекуле глицерина соответствует O2-
гидроксигруппа.

Дополнительное исследование связывания
молекулы глицерина в активном центре проведе-
но методом МД. В качестве стартовых моделей
для МД брали гомодимер CD в разных альтерна-
тивных положениях а.о. 91–106, образующих
“стенку” активного центра D-cубъединицы.
Именно в этом гомодимере разница между аль-
тернативными конформациями наибольшая.
В обоих случаях лиганд лишь небольшую часть
времени траектории находился в связанном со-
стоянии (∼4.2 нс и 1 нс для A и B-конформаций
соответственно) (рис. 3).
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В случае A-конформации, когда фрагмент 91–
106 находился ближе к лиганду (рис. 2а), связыва-
ние с активным центром было относительно ста-
бильным в течение ∼4.2 нс (рис. 3а), и средняя
оценка свободной энергии связывания составля-
ла ΔGLIE = –14.4 кДж/моль. Однако в течение
нескольких первых пикосекунд конформация
лиганда принципиально менялась по отношению
к экспериментально определенной, и минималь-
ное значение оценки свободной энергии (  =Δ min

LIEG

= –38.8 кДж/моль) соответствовало этой новой
конформации глицерина в сайте связывания
(рис. 2б). В этой конформации лиганд не связан
водородными связями с атомами боковой цепи
His7/С, зато связывается с аминогруппой основ-
ной цепи Thr93/D и атомами боковой цепи
Arg47/C. Arg47 входит в фосфатсвязывающий
сайт активного центра, а Thr93 в β5-стренд, обра-
зующий стенку активного центра.

В случае B-конформации фрагмента 91–106,
когда тот находился дальше от лиганда (рис. 2а),

Рис. 2. Пространственная организация ферментативного центра D(C) VchUPh (ID PDB: 6Z9Z). Показан фрагмент
карты электронной плотности 2Fo – Fc. Пунктиром показаны полярные контакты доноров и акцепторов водородных
связей. Аминокислотные остатки углеродного остова и ход главной цепи в разных альтернативных конформациях
структуры показаны разными цветами; * – а.о. C-субъединицы; L11 – петля-“шлагбаум” (а). Структура активного
центра фермента (D-субъединица, A-конформация) с минимальным значением ΔGLIE относительной аффинности
связывания глицерина с VchUPh (б).
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Рис. 3. График зависимости среднеквадратичного отклонения координат неводородных атомов глицерина в сравне-
нии с их начальным значением от времени молекулярной динамики (первые 6 нс) в случае A-конформации фрагмен-
тов структуры VchUPh (а); B-конформации (б).
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связывание было стабильным в течение значи-
тельно меньшего времени (∼1 нс) (рис. 3б), и
средняя оценка свободной энергии выше (ΔGLIE =
= –7.9 кДж/моль) в сравнении с A-конформаци-
ей. В течение всего времени пребывания в актив-
ном центре фермента молекула глицерина не об-
разовывала устойчивых водородных связей с
Thr93, однако, так же как и для А-конформации,
связывалась с Arg47/C фосфатсвязывающего сай-
та. Учитывая все изложенное выше, можно сде-
лать вывод о зависимости стабильности и аффин-
ности связывания глицерина от положения и
конформации β5-стренда, образующего стенку
активного центра, однако в любом случае ста-
бильность связывания глицерина с ферментом
ниже, чем у его субстратов и конкурентных инги-
биторов.

Петля-“шлагбаум” L11 [10] во всех активных
центрах находится в открытом положении, как и
в структуре 6EYP, что логично, так как этандиол и
глицерин не являются субстратами UPh, а фос-
фатсвязывающий сайт свободен от ортофосфат-
аниона.

Анализ альтернативных конформаций функ-
ционально значимых областей VchUPh в нелиган-
дированном состоянии. В субъединицах A, C, F
боковая цепь Arg47 фосфатсвязывающего сайта
находится в альтернативных конформациях.
Альтернативные конформации этого а.о. наблю-
дались ранее [6, 10, 11] во всех структурах, где
фосфатсвязывающий сайт не лигандирован орто-
фосфат- либо сульфат-анионом. Подвижность
боковых цепей аргинина фосфатсвязывающего
сайта, как было показано ранее, играет важную
роль в связывании и позиционировании орто-
фосфат-аниона относительно молекулы нуклео-
зида [10].

Больший интерес вызывают альтернативные
конформации пространственно близко располо-
женных участков 91–106, 145–152 и 216–225 а.о.
D-субъединицы. В альтернативных конформаци-
ях находятся не только боковые цепи этих а.о., но
и главная цепь этих фрагментов (рис. 2).

В рассмотренных прежде структурах высокого
разрешения комплексов VchUPh с субстратами
[10], псевдосубстратом – 6-метилурацилом [6],
ингибитором – 2,2'-ангидроуридином [11] также
наблюдаются двойные положения фрагментов
β5- и β8-стрендов при связывании фермента с ли-
гандом, имеющим неполную заселенность. При
этом одно из двойных положений фрагментов
элементов третичной структуры соответствует
лигандированному состоянию, а второе – нели-
гандированному. Однако, во-первых, в двойной
конформации находились значительно меньшие
участки структуры (92–95 и 217–219 а.о. в струк-
туре комплекса VchUPh с 2,2'-ангидроуридином
[11]). Во-вторых, двойные положения наблюда-
лись при частичной заселенности лиганда. В-тре-
тьих, а.о. одного из двойных положений фраг-
мента β5-стренда связывались с молекулой ли-
ганда либо непосредственно (уридин, тимидин,
2,2'-ангидроуридин), либо через одну молекулу
воды (6-метилурацил). В структуре, описываемой
в данной работе, заселенность молекулы глице-
рина в активном центре D-субъединицы полная,
и ее атомы не образуют значимых связей с атома-
ми а.о. 92–94.

Фрагментам субъединицы D, находящимся в
альтернативных конформациях, соответствуют
следующие элементы вторичной структуры:

участок 91–96 β5-стренда, неупорядоченные
фрагменты с поворотными элементами 97–106 и
145–149, начальный фрагмент 150–152 β7-стренда,

Рис. 4. Сеть водородных связей между атомами главной цепи фрагментов пространственной структуры субъединицы
D VchUPh в области альтернативных конформаций. Альтернативные конформации показаны разными цветами угле-
родного остова молекулы (а). Наложение пространственных структур фрагментов β5- и β8-стрендов нелигандирован-
ной VchUPh (ID PDB: 6Z9Z) и ее комплекса с уридином ((ID PDB: 5M2T) (б).
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концевой фрагмент 216–221 β8-стренда, началь-
ный фрагмент петли-“шлагбаума” L11 (221–225).

Атомы главной цепи этих фрагментов взаимо-
действуют друг с другом посредством сети водо-
родных связей (рис. 4а), и их движения в молеку-
ле, по-видимому, согласованы. В [10] предложена

схема конформационных изменений, индуциро-
ванных связанным специфическим лигандом,
которые приводят к закрытию активного центра.
Изменения происходят в результате согласован-
ного сдвига β5-стренда, β8-стренда и связанной с
последним петлей-“шлагбаумом” L11. Однако в

Рис. 5. Карта свободной энергии конформаций трех фрагментов пространственной структуры VchUPh, построенная
по данным марковских моделей как функция двух самых медленных независимых компонент (левый столбец). Карта
самых долгоживущих метастабильных состояний (правый столбец). Конформации (A и B) фрагментов, полученные
из данных рентгеноструктурного анализа, выделены стрелками.
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рассматриваемой структуре, судя по всему, имеет
место не зависимое от связывания рибозосвязы-
ваюшим сайтом специфического лиганда движе-
ние β5- и β8-стрендов. При этом не происходит
полного перехода сайта связывания в закрытую
конформацию, так как, во-первых, нет взаимо-
действия фосфатсвязывающего сайта с фосфат-
анионом и, во-вторых, возможно, для фиксации
закрытой конформации необходимо значимое
взаимодействие молекулы нуклеозида или его
аналога с атомами а.о. 93–95 β5-стренда (рибоз-
ной части с Thr93, а пиримидиновой – с основ-
ной цепью Gly95).

Менее вероятная гипотеза состоит в том, что в
рассматриваемой структуре молекула глицерина,
связываясь в рибозосвязывающем сайте, индуци-
рует конформационные изменения элементов
структуры. Однако никаких значимых взаимо-
действий ни напрямую, ни через молекулы воды
между атомами молекулы глицерина и атомами
фрагмента 93–95 β5-стренда обнаружено не бы-
ло. Кроме того, даже в случае, когда молекула
глицерина связывается лишь с одним а.о. нуклео-
зидсвязывающего сайта (субъединица A), все рав-
но обнаруживаются аналогичные наблюдаемым в
субъединице D альтернативные конформации
фрагмента β5-стренда.

Сравнение альтернативных конформаций в
структурах атомного разрешения нелигандиро-
ванной VchUPh и ее комплекса с уридином
(ID PDB: 5M2T, 1.03 Å) выявило, что альтерна-
тивные конформации β5- и β8-стрендов в целом
соответствуют наблюдаемым в рассматриваемой
структуре (рис. 4б). Но атомы β5-стренда в кон-
формации, соответствующей в структуре 5M2T
закрытому состоянию активного центра, в осо-
бенности участка 93–94, находятся ближе к ли-
ганду и противоположной стенке активного цен-
тра (рис. 4б). Это подтверждает гипотезу о том,
что согласованные изменения конформации β5-
и β8-стрендов возможны и без специфического
связывания активного центра с субстратами или
конкурентными ингибиторами, но переход в пол-
ностью закрытое состояние и его фиксация воз-
можны лишь при связывании с атомами а.о. β5-
стренда со специфическими лигандами фермен-
та. Атомы уридина образуют в свою очередь водо-
родные связи лишь с атомами а.о. 93–95 β5-
стренда одной (более “закрытой”) конформации.

С целью доказательства или опровержения ги-
потезы о спонтанном, не зависимом от связыва-
ния с лигандом, переходе между конформациями
рассматриваемых фрагментов структуры прове-
ден конформационный анализ с использованием
моделей марковских состояний. На рис. 5 (левый
столбец) изображена карта свободной энергии
кластеров конформаций фрагментов структуры в
зависимости от значения первых двух (самых

“медленных”) независимых компонент. Обе экс-
периментально определенные конформации со-
ответствуют субминимальному значению свобод-
ной энергии, обе находятся в пределах одной по-
тенциальной ямы, потенциальных барьеров
между ними не наблюдается. При анализе основ-
ных стационарных самых «долгоживущих» состо-
яний марковской модели выявлено, что экспери-
ментально определенные конформации относят-
ся к одному стационарному состоянию (рис. 5,
правый столбец), однако для участка 90–107 точ-
ки находятся близко к границе другого марков-
ского состояния. Из этих данных можно сделать
вывод об относительно свободном переходе меж-
ду экспериментально определенными конформа-
циями фрагментов структуры (а.о. 91–106, 145–
152 и 216–225), который не индуцируется связы-
ванием с лигандом, а происходит самопроизвольно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методом встречной диффузии в капиллярах в

условиях микрогравитации на МКС выращены
высокосовершенные кристаллы уридинфосфо-
рилазы из патогенной бактерии Vibrio cholerae.
Определена ее пространственная структура атом-
ного (1.04 Å) разрешения. Это рекордно высокое
разрешение для данного фермента. Впервые в
пространственной структуре уридинфосфорила-
зы в отсутствие связанных специфических лиган-
дов обнаружены альтернативные конформации
протяженных областей (β5-, β7-, β8-стрендов и
смежных неупорядоченных участков) белковой
молекулы. На основании анализа рентгенострук-
турных данных и конформационного анализа ме-
тодами молекулярной динамики и марковских
моделей установлено, что согласованные измене-
ния конформации β5-, β7- и β8-стрендов возмож-
ны и без специфического связывания аминокис-
лотных остатков активного центра с субстратами,
псевдосубстратами или конкурентными ингиби-
торами. Переход активного центра в полностью
закрытое состояние и его фиксация возможны
лишь при связывании лигандов с атомами а.о. β5-
стренда со специфическими лигандами фермента.

Выявлено, что молекулы глицерина могут свя-
зываться в рибозосвязывающем участке активно-
го центра уридинфосфорилазы в конформации,
близкой к конформации фрагментов природных
субстратов и ингибиторов фермента. Но аффин-
ность и стабильность подобного связывания не-
велики в сравнении с субстратами и конкурент-
ными ингибиторами и зависят, помимо всего
прочего, от конформации и положения β5-стрен-
да фермента.

Работа выполнена в рамках Федеральной кос-
мической программы 2016–2025 (МКС “Наука”)
(в части кристаллизации методом встречной диф-
фузии и сбора дифракционных данных), при фи-
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нансовой поддержке Российского фонда фунда-
ментальных исследований (проект № 19-29-
12054) в части поиска условий кристаллизации,
при поддержке Министерства науки и высшего
образования в рамках выполнения работ по Госу-
дарственному заданию ФНИЦ “Кристаллогра-
фия и фотоника” РАН (в части решения, уточне-
ния и анализа пространственной структуры, в
том числе с использованием молекулярной дина-
мики и марковских моделей). Работа выполнена с
использованием инфраструктуры ЦКП “Инфор-
матика” ФИЦ ИУ РАН [39].
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Получены кристаллы и определены трехмерные структуры мутантных форм уридинфосфорилазы
из Shewanella oneidensis MR-1 по остатку треонина активного центра. Показано, что петля 161–179,
ответственная за узнавание нуклеозида, участвует в стабилизации гексамерной структуры белка, а
ее разупорядочение существенно облегчает проникновение молекулы нуклеозида в активный центр
фермента. Обсуждается роль конформационных изменений в функционировании фермента.

DOI: 10.31857/S0023476121050192

ВВЕДЕНИЕ

Уридинфосфорилаза (УФ, КФ 2.4.2.3) − клю-
чевой фермент пиримидинового обмена [1–3].
УФ катализирует расщепление гликозидной свя-
зи C–N в уридине с образованием урацила и ри-
бозо-1′-фосфата. Этот фермент участвует в ката-
болизме пиримидиновых нуклеозидов, играет
важную роль в гомеостатической регуляции кон-
центрации уридина в плазме, он обнаружен в
большинстве тканей и опухолей практически
всех живых организмов. Интерес к исследованию
молекулярных основ действия УФ базируется на
данных о том, что в клетках злокачественных но-
вообразований у человека наблюдается повы-
шенный уровень активности УФ [4]. Показано,
что экспрессия УФ в некоторых опухолях в 2–
4 раза выше по сравнению с соседними нормаль-
ными тканями [5]. Изучение структурно-функ-
циональной взаимосвязи в УФ может существенно
упростить дизайн высокоэффективных ингибито-
ров данного фермента, позволяющих подавить
развитие и метастазирование опухоли.

К настоящему времени решены кристалличе-
ские структуры семи представителей УФ бакте-
рий. Все эти ферменты формируют гексамерные
молекулы с точечной симметрией 32. На основа-
нии структурных исследований для УФ было сде-

лано предположение, что связывание нуклеозида
происходит в открытой конформации фермента
[6]. Доступ в активный центр мономера в откры-
той конформации обеспечивается за счет смеще-
ния петли, предшествующей C-концевой α-спи-
рали, и частичного разупорядочения этих участ-
ков цепи. Ранее аналогичные конформационные
изменения структуры мономеров были установ-
лены для пуриновых нуклеозидфосфорилаз [7].

Несмотря на активное исследование УФ из
разных источников, молекулярный механизм ре-
акции, катализируемой этим белком, остается не
до конца выясненным. Особый интерес пред-
ставляет остаток треонина активного центра, ин-
вариантный в структурах УФ [8], который по дан-
ным рентгеноструктурного анализа (РСА) осу-
ществляет непосредственный контакт с обоими
субстратами − уридином и ионом фосфата [6].
Для более детального изучения роли этого остат-
ка в функционировании УФ ранее были получе-
ны две мутантные формы УФ из Shewanella onei-
densis MR-1 (SoУФ) по остатку треонина 91 ак-
тивного центра, замененного на аланин и серин
(T91A и T91S соответственно), и исследованы их
ферментативные характеристики [9]. В настоя-
щей работе получены кристаллы этих мутантов и
определены их пространственные структуры ме-
тодом РСА. В результате исследования выявлены

УДК 548.73 + 577.1

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
СОЕДИНЕНИЙ
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конформационные изменения для мутантной
формы T91A, проявляющиеся как разупорядоче-
ние функциональной петли 161–179, которая
включает в себя остатки, участвующие в связыва-
нии основания нуклеозида. Такие конформаци-
онные изменения приводят к повышению до-
ступности активного центра молекулы белка для
нуклеозида даже по сравнению с открытой фор-
мой фермента. В работе обсуждается роль этих
изменений в связывании субстратов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение мутантных форм уридинфосфорила-
зы. Мутантные формы УФ из Sh. oneidensis MR-1
по остатку треонина активного центра (T91S и
T91A) были получены ранее, их ферментативные
характеристики приведены в [9]. Рекомбинант-
ные белки выделены в гомогенном состоянии по
методике, описанной в [8], их первичные струк-
туры подтверждены методом MALDI-TOF/TOF-
масс-спектрометрического анализа их триптиче-
ских гидролизатов.

Концентрацию белка определяли по методу
Бредфорда [10] с окраской реагентом “Bio-Rad
Protein Assay” (“Bio-Rad”, США). В качестве
стандарта использовали раствор бычьего сыворо-
точного альбумина (“Sigma”, США). Фермента-
тивную активность рекомбинантных УФ и их му-
тантных форм определяли в калий-фосфатном
буфере по методике [11].

Сохранение мутантными формами SoУФ чет-
вертичной структуры подтверждали методом ана-
литической гель-фильтрации на колонке Tricorn
10/300 c сорбентом Superdex 200 с использовани-
ем прибора AKTA FPLC (“GE Healthcare”, Вели-
кобритания) в 10 мM натрий-фосфатном буфере,
pH 7.4, содержащем 150 мM NaCl. В качестве бел-
ков-маркеров использовали набор “Gel Filtration
Calibration Kits” (GE Healthcare Life Sciences, Ве-
ликобритания), а также рекомбинантную SoУФ
из Sh. oneidensis MR-1.

Кристаллизацию мутантных форм SoУФ про-
водили методом “висячей капли” посредством
диффузии в парах при комнатной температуре в
термостатированной комнате с использованием
стандартных наборов для кристаллизации (скри-
нинга) глобулярных белков компании Hampton
Research. Для кристаллизации использовали лио-
фильно высушенный препарат, растворенный в
деионизированной воде (MilliQ) с концентраци-
ей 20 мг/мл. Раствор белка центрифугировали не-
посредственно перед кристаллизацией на микро-
центрифуге в течение 10 мин со скоростью
18000 об./мин для удаления инородных частиц и
агрегатов. Для приготовления каждой капли ис-
пользовалось 2.0 мкл раствора белка, который
смешивался с противораствором в соотношении

1:1. Объем противораствора в резервуаре состав-
лял 400 мкл. Кристаллизацию проводили в пла-
стиковых планшетах для висячих капель “Linbro”
фирмы Hampton Research с использованием си-
ликонированных стекол диаметром 22 мм фирмы
Hampton Reseаrch. Кристаллы мутантной формы
T91S были получены с использованием буфера
0.1 М Bis-Tris (рН 6.5), содержащего 0.2 М суль-
фата аммония и полиэтиленгликоль (ПЭГ) 3350
(25 мас. %), в качестве противораствора. Кри-
сталлы мутантной формы T91A получены с ис-
пользованием раствора 1.0 М моногидрата суль-
фата лития с добавлением ПЭГ 8000 (2 мас. %).
Кристаллы, пригодные для РСА, вырастали в те-
чение одной–двух недель.

Сбор и обработка дифракционных данных. На-
боры дифракционных данных собраны до разре-
шения 1.65 и 1.90 Å для T91S и T91A соответственно
на станции белковой кристаллографии “Белок”
синхротрона Национального исследовательского
центра “Курчатовский институт“ при температу-
ре 100 K. Перед сбором данных кристаллы поме-
щали в крио-растворы, приготовленные из кри-
сталлизационных растворов с добавлением 25%
глицерина. Обработку дифракционных данных
проводили по программам XDS и XSCALE [12].

Решение и уточнение структур мутантов.
Структуры решены методом молекулярного за-
мещения по программе MOLREP [13] с использо-
ванием в качестве стартовой модели нативной
УФ из Shewanella oneidensis MR-1 [6], из которой
предварительно были удалены молекулы воды.
Кристаллографическое уточнение структуры
проводили по программе REFMAC5 [14]. Ис-
правление моделей структур с визуальным кон-
тролем параметров стереохимии проводили по
программе COOT [15]. Структура T91S решена с
разрешением 1.65 Å и уточнена до значения
Rwork = 19.4%. Уточнение структуры мутантной
формы T91S проводили с учетом двойникования.
Структура T91A решена с разрешением 1.90 Å и
уточнена до значения Rwork = 15.6%. Рисунки при-
готовлены по программе CCP4MG [16]. Кристал-
лографические расчеты были проведены с ис-
пользованием комплекса программ CCP4 [17].
Межмолекулярные контакты в олигомерах ана-
лизировали по программе PISA [18]. В табл. 1
приведены статистические характеристики набо-
ров рентгеноструктурных данных и уточненных
структур.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Кристаллы мутантных форм T91A и T91S вы-
ращены, как указано выше, в различных услови-
ях. Для всех кристаллографически независимых
мономеров обеих структур электронная плот-
ность подтверждает замены аминокислотного



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

РОЛЬ КОНФОРМАЦИОННЫХ ИЗМЕНЕНИЙ ГЕКСАМЕРНОЙ МОЛЕКУЛЫ 761

остатка в положении 91. В активном центре
структуры T91S локализованы молекула урацила
в одном мономере, сульфат-ионы в четырех
мономерах и молекула глицерина в двух мономе-
рах. Кроме того, в этой структуре локализованы
два сульфат-иона, расположенные на оси третье-
го порядка гексамерной молекулы фермента.
В структуре T91A надежно идентифицированы
четыре молекулы глицерина, шесть ионов суль-
фата и ион лития, расположенный на некристал-
лографической оси симметрии, связывающей не-
зависимые мономеры. Однако в этой структуре
не удается найти ионы сульфата, расположенные
на оси третьего порядка. Несмотря на то что в не-
зависимой части элементарной ячейки структуры
мутанта T91S содержится шесть кристаллографи-
чески независимых мономеров, а в структуре му-
танта T91A – два мономера, функциональными
олигомерами в обеих структурах являются сход-
ные гексамерные структуры.

Гексамер Т91S сформирован шестью кристал-
лографически независимыми мономерами и имеет
некристаллографическую симметрию 32 (рис. 1).
Гексамер T91S состоит из трех димеров, связан-
ных некристаллографической осью третьего

порядка. Мономеры в димере связаны некри-
сталлографическими осями симметрии второго
порядка. Все мономеры находятся в закрытой
конформации. Петля, предшествующая конце-
вой α-спирали (остатки 220–235), частично разу-
порядочена во всех мономерах. На оси некри-
сталлографической симметрии третьего порядка
с двух сторон гексамера локализованы ионы суль-
фата, координированные остатками аргининов
175 трех мономеров.

Гексамер T91A состоит из несимметричных
димеров, связанных кристаллографической осью
третьего порядка (рис. 2). Оба независимых мо-
номера (А и D) находятся в открытой конформа-
ции. Отметим, что остатки петли 161–179 в моно-
мере A не локализованы. Эта петля содержит
глутамин 163 и аргинин 165, участвующие в свя-
зывании основания нуклеозида, а также арги-
нин 175, связывающий ион сульфата/фосфата на
оси третьего порядка. Во втором мономере (мо-
номере D) эта петля локализована на картах элек-
тронной плотности, но атомы соответствующих
остатков имеют более высокие температурные
факторы (около 40 Å2) по сравнению со средним
температурным фактором по молекуле (19.6 Å2).

Таблица 1. Кристаллографические данные и статистические характеристики наборов рентгеноструктурных дан-
ных и уточнения структур

* В скобках приведены значения для последнего слоя.
** Заселенности доменов 0.085, 0.411, 0.137, 0.225, 0.051, 0.091.

Структура Мутант T91S Мутант T91A

Станция сбора данных Станция Белок, 
Курчатовский институт

Станция Белок, 
Курчатовский институт

Пространственная группа P21 P3
a, b, c, Å; α, β, γ, град 91.40, 95.49, 91.41; 90, 120.1, 90 91.66, 91.66, 47.56; 90, 90, 120
Разрешение, Å 1.65 (1.75–1.65)* 1.90 (2.02–1.90)
Полнота набора, % 97.4 (88.9) 99.4 (98.5)
Повторяемость 4.9 6.4
I/σ(I) 8.8 (3.08) 15.6 (3.24)
Rmeas, % 13.9 (54.9) 12.3 (68.8)
CC(1/2), % 99.3 (88.3) 99.8 (86.9)
Среднее значение B-фактора для всех атомов, Å2 14.3 19.6
Число двойниковых доменов кристалла 6** 1
Rwork, % 19.4 15.6
Rfree, % 23.3 22.1
Число мономеров в независимой части ячейки 6 2
Число уточняемых атомов белка 10946 3590
Число уточняемых молекул воды 839 295
R.m.s.d. от идеальной геометрии, по длинам 
валентных связей Å

0.020 0.016

R.m.s.d. от идеальной геометрии по валентным 
углам, град

2.1 2.3
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Такое структурное различие мономеров и приво-
дит к несимметричности гексамерной молекулы.
Подобно мономерам в структуре T91S три моно-
мера в T91А (мономер D и его симметричные ко-
пии) образуют контакты в области оси третьего
порядка (рис. 2).

По оценкам программы PISA [18] гексамеры
мутантных форм УФ стабильны. Энергии диссо-
циации гексамеров равны 70.6 и 36.0 ккал/моль
для T91S и T91A соответственно. Такая разница в
энергии диссоциации объясняется вкладом свя-
зывания двух сульфат-ионов, присутствующих на
оси третьего порядка в структуре T91S (около
26.0 ккал/моль), и упорядочением в этой структу-
ре петли 161–179.

В структурах обоих мутантов остаток аргинина
175 в мономерах с упорядоченной петлей 161–179
принимает участие в стабилизации гексамеров за
счет водородных связей с карбонильными атома-
ми кислорода соседних мономеров (рис. 3). Кро-
ме того, аргинин 175 образует солевые мостики с
атомами ионов сульфата, расположенными на
оси третьего порядка. Отметим, что в структуре
T91A ионы сульфата на кристаллографической
оси не выявлены. Сравнение структур T91A и
T91S в области связывания этого сульфат-иона
показано на рис. 3. Связывание одного иона суль-
фата на оси третьего порядка приводит к увеличе-
нию свободной энергии диссоциации гексамера
на 13 ккал/моль.

Сравнение мономера D структуры T91S в за-
крытой конформации и мономера А структуры
T91A в открытой конформации с разупорядочен-
ной петлей 161–179 приведено на рис. 4. Смеще-
ние петли в районе остатка 224 от активного цен-
тра, наблюдаемое в открытой конформации, мо-
жет обеспечивать доступ молекулы нуклеозида в
активный центр фермента. Дополнительное разу-

Рис. 1. Ход полипептидной цепи в гексамерной моле-
куле T91S. Гексамер образован шестью кристаллогра-
фически независимыми мономерами.

Рис. 2. Ход полипептидной цепи в гексамерной моле-
куле T91A. Кристаллографически независимые мо-
номеры A и D показаны как модели с β-слоями и α-
спиралями. Димеры, связанные с исходным димером
кристаллографической осью третьего порядка, пока-
заны в виде ленточной модели с разными оттенками.
В мономере A обозначены номера остатков, между
которыми не локализована петля (160–180).

Рис. 3. Сравнение структур T91A (мономеры A, E и C;
темный цвет) и T91S (мономеры A; светлый цвет) для
области связывания сульфат-иона на оси третьего по-
рядка гексамера.
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порядочение петли 161–179 в структуре мономера
в открытой конформации значительно облегчает
встраивание молекулы нуклеозида в активный
центр фермента.

Анализ структур УФ из PDB, решенных с раз-
решением выше 2 Å, показал, что все УФ из бак-
терий образуют гексамеры. В большинстве струк-
тур гексамеры имеют некристаллографическую
ось симметрии третьего порядка. В таких структу-
рах гексамеры симметричны и аналогичны струк-
туре гексамера T91A. Однако для четырех бактери-
альных УФ из семи исследованных были получены
кристаллические модификации, содержащие в
структуре гексамеры с кристаллографической
осью третьего порядка. При этом кристаллогра-
фически независимые мономеры в димерах могут
быть как симметричными (E. coli, PDB_ID 1rxy;
Yersinia pseudotuberculosis, PDB_ID 4ny1), так и не-
симметричными (структуры мутантной формы
T91А из Shewanella oneidensis и УФ из Salmonela ty-
phimurium (PDB_ID oxf, 3hsw, 1y1t)). В случае
формирования несимметричного димера одна из
молекул димера частично разупорядочена (отсут-
ствуют остатки в районе петли 161–179).

Считается, что субстраты способны проникать
в активный центр фермента, находящегося в от-
крытой конформации, и связываться там. Однако
сравнение структур мономеров в закрытой кон-
формации из симметричных димеров и структур
мономеров несимметричных димеров с разупоря-
доченной петлей 161–179 (на примере структур
мономеров мутантных форм T91S и T91А) пока-
зывает, что проникновение молекулы нуклеозида
в активный центр существенно облегчается в слу-
чае разупорядоченной петли 161–179 в несиммет-
ричных гексамерах (рис. 4).

Можно предположить, что встраивание суб-
страта в активный центр УФ происходит именно
в мономеры с разупорядоченной петлей в районе
остатков 161–179. При этом объемная молекула
нуклеозида встраивается в активный центр пер-
вой и стабилизирует петлю в районе остатков
161–179 (два остатка из этой петли, глутамин и ар-
гинин, образуют связи с атомами основания).
Связывание нуклеозида приводит к стабилиза-
ции мономера УФ в открытой конформации. Да-
лее происходит связывание фосфат-иона в актив-
ном центре фермента, приводящее к изменению
конформации мономера на закрытую. Одновре-
менно с этим гексамерная молекула стабилизиру-
ется за счет связывания сульфат/фосфат-ионов
на оси третьего порядка. Ферментативная реак-
ция происходит в мономерах в закрытой конфор-
мации. Благодаря меньшему размеру (по сравне-
нию с нуклеозидом) продуктов реакции выход
основания нуклеотида и рибозофосфата из ак-
тивного центра не требует разупорядочения пет-
ли в районе остатков 161–179.

Присутствие ионов фосфата/сульфата на оси
третьего порядка в структуре гексамера (рис. 4)
может стабилизировать структуру за счет взаимо-
действия этих ионов с остатками аргинина 175
трех мономеров. По-видимому, ионы фосфа-
та/сульфата принимают участие в разупорядоче-
нии петли в районе 186 остатка.

Таким образом, на основании анализа трех-
мерных структур мутантов T91A и T91S показано,
что конформационные изменения, связанные с
разупорядочением гибкой петли в районе остат-
ков 161–179 бактериальной УФ, играют важную
роль в связывании субстрата и осуществлении
ферментативной реакции.

Работы в части кристаллизации мутантных
форм УФ, сбора дифракционных наборов данных
проведены в рамках выполнения работ по Госу-
дарственному заданию Института биохимии им.
А.Н. Баха, ФНИЦ “Фундаментальные основы
биотехнологии”, в части получения мутантных
форм УФ, определения каталитической активно-
сти белка, решения, уточнения и анализа трех-
мерных структур мутантов – при поддержке Рос-
сийского фонда фундаментальных исследований
(грант № 18-04-00784а). При проведении иссле-
дований использовали оборудование Центра кол-
лективного пользования “Промышленные био-
технологии” Федерального исследовательского
центра “Фундаментальные основы биотехноло-
гии” РАН.

Рис. 4. Сравнение мономера A структуры T91A (тем-
ный цвет) и мономера D структуры T91S (светлый
цвет). Мономер А структуры T91A находится в откры-
той конформации (остаток 224 смещен в сторону от
остатка 165, N-концевой фрагмент последней α-спи-
рали упорядочен). В этой структуре не локализована
петля 160–180. Мономер D структуры T91S находится
в закрытой конформации (остаток 224 смещен в сто-
рону остатка 165, N-концевой фрагмент последней α-
спирали упорядочен). В этой структуре не локализо-
вана петля 232–234. Для структуры T91A показаны
остатки активного центра.
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СТРУКТУРА МУТАНТНОЙ ФОРМЫ БЕЛКА-РЕГУЛЯТОРА ТРАНСЛЯЦИИ 
HFQ С УДЛИНЕННОЙ ПЕТЛЕЙ L4
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Бактериальный белок Hfq принадлежит к обширному семейству Lsm белков, имеющих консерва-
тивную третичную структуру и формирующих стабильную четвертичную структуру в виде колец из
нескольких мономеров. Бактериальные белки формируют гексамеры, а их архейные и эукариоти-
ческие гомологи – гептамеры. Причина формирования высоко гомологичными Lsm белками с оди-
наковой третичной структурой мультимеров с различающимся числом мономеров не установлена и
является предметом активной дискуссии. Экспериментально проверено влияние вариабельной по
длине петли L4 на четвертичную структуру белка Hfq. Полученный белок сохраняет гексамерную
четвертичную структуру, а удлиненная петля отходит от поверхности центральной части белка в
разные стороны. Таким образом, не удалось изменить четвертичную структуру белка, что подтвер-
ждает ее высокую стабильность. При этом РНК-связывающие свойства мутантной формы белка
практически не изменились.

DOI: 10.31857/S0023476121050027

ВВЕДЕНИЕ

РНК-связывающий белок Hfq является регу-
лятором трансляции большого числа бактериаль-
ных генов [1–3]. Он способствует специфическо-
му взаимодействию малых регуляторных РНК с
мРНК, что приводит к активации или репрессии
трансляции. Белок Hfqпринадлежит к обширно-
му семейству Lsm белков, представители которо-
го имеются в бактериях, археях и эукариотах. Их
объединяет консервативная пятитяжевая β-струк-
тура с N-концевой α-спиралью общей протяжен-
ностью ~70 аминокислотных остатков (а.о.). На
С-конце у Lsm белков наблюдается неупорядо-
ченная и не консервативная последовательность
от 3 до 30 а.о. [4]. Характерная особенность Lsm
белков – формирование ими кольцевой четвер-
тичной структуры из шести (бактериальные Hfq)
или семи (эукариотические Sm/Lsm и архейные
SmAP) мономеров [4]. Имеются единичные при-
меры формирования белками этого семейства
пентамеров [5] и октамеров [6], но это исключе-
ние из общего правила. Начиная со времени объ-
единения Lsm белков в один класс, перед исследо-
вателями стоял вопрос о причине формирования
столь близкими по пространственной структуре
белками четвертичной структуры с разным чис-
лом мономеров. Выдвигались гипотезы о влия-

нии на четвертичную структуру C-концевой ча-
сти белка [7–10] и петли L4 между тяжами β3 и β4
[11, 12]. Первая гипотеза не получила подтвер-
ждения, поскольку все известные бактериальные
белки Hfq формируют только гексамеры, несмот-
ря на различную длину С-концов – от 3 до 25 а.о.,
а архейные и эукариотические белки формируют
гептамеры, несмотря на значительное различие
С-концевых последовательностей. Более того,
экспериментально показано, что делеция С-кон-
цевой части белка Hfq не сказывается на его чет-
вертичной структуре [13, 14]. Вторая гипотеза
имеет больше оснований: все гексамерные белки
имеют короткую последовательность петли L4
(включая Hfq-подобный архейный белок из Meth-
anococcus jannaschii), а все гептамерные – удли-
ненную последовательность этой петли. Исклю-
чением является белок AF-SM2 (SmAP2 белок из
археи Archeoglobus fulgidus), который может ме-
нять четвертичную структуру в зависимости от
рН раствора или присутствия РНК [12]. Эта гипо-
теза неоднократно обсуждалась в литературе, но
экспериментальной проверки влияния длины
петли на четвертичную структуру Lsm белков не
проводилось. В представленной работе получена
генно-инженерная конструкция, несущая ген
белка Hfq из P. aeruginosa со вставкой последова-
тельности, кодирующей протяженную петлю L4
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архейного SmAP белка. Белок был выделен, оха-
рактеризованы его РНК-связывающие свойства,
определена пространственная структура с помо-
щью рентгеноструктурного анализа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клонирование и получение штамма-продуцента.

Генетическую конструкцию, кодирующую ген
белка PaeHfqL4 со вставкой, получали методом
сайт-направленного мутагенеза, следуя протоко-
лу QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene, США). Нуклеотидная последователь-
ность вставки соответствовала последовательно-
сти гена SmAP белка AF-SM1 из Archaeoglobus
fulgidus (UNIPROT O29386), кодирующего длин-
ную петлю L4 (рис. 1). Используемые праймеры
(Синтол, Россия) содержали необходимую вставку:

F-PaeHfqL4:
5'-TTCAGAACGGCGAAGTGGTGCGTAAAG

TGGTCAGCCAGATGGTTTACA-3'
R-PaeHfqL4:
5'-CACTTCGCCGTTCTGAATTTCTTCCGC-

GGTGTTCTTCAGCAGGATGA-3'.
Для амплификации ДНК использовали KOD

Hot Start ДНК-полимеразу. ДНК-матрицей в
ПЦР служила плазмида рЕТ-22b(+)PaeHfq [15],
несущая ген белка Hfq из P. aeruginosa дикого типа.

Выделение и очистку белков дикого типа PaeHfq
и его мутантной формы PaeHfqL4 проводили по
схеме, разработанной в [15]. Дополнительной
стадией очистки стала гель-фильтрация. Скон-
центрированный до 1 мл препарат белка наноси-
ли на колонку со смолой Superdex G75 (объем ко-
лонки 120 мл), уравновешенную буфером 200 мМ
NaCl, 50 мМ Трис-HCl, pH 8.0.

Получение фрагментов РНК. Для анализа РНК-
белковых взаимодействий использовали фраг-
менты двух разных РНК. Фрагмент малой неко-
дирующей РНК DsrA длиной 42 нуклеотида
(DsrA42; 5'-GGGUGUAACGAAUUUUUUAUUC-
GUUUGAAAUUCGUUACACCC-3') и фрагмент
5'-НТО rpoS мРНК длиной 40 нуклеотидов
(rpoS40; 5'-GGCAUUUUGAAAUUCGUUACAAG-

GGGAAAUCCGUAAACCC-3') нарабатывали тран-
скрипцией in vitro с рестрицированных по сайту
EcoRI плазмид pUC18, содержащих гены фраг-
ментов РНК под контролем промотора РНК-по-
лимеразы фага Т7. Получение и очистка DsrA42
РНК описаны в [16]. Фрагмент гена мРНК rpoS40
клонировали в вектор pUC18 с использованием
перекрывающихся праймеров (Синтол, Россия),
причем прямой олигонуклеотид содержал после-
довательность Т7 промотора:

F-rpoS40:
5'-CTACTGCAAAGCTTAATACGACTCACTA

TAGGGCAUUUUGAAAUUCGUUACAAGG-3'
R-rpoS40:
5'-ATCTAGCCCGGGTTTACGGATTTCCCC

TTGTAACGAATTTC-3'.
Очистку наработанного транскрипцией in vitro

фрагмента мРНК rpoS40 проводили по методике
для очистки DsrA42 [16].

Кинетический анализ взаимодействия белков
PaeHfq и PaeHfqL4 с фрагментами РНК проводили
методом поверхностного плазмонного резонанса
[17] на системе ProteOn XPR36 (Bio-Rad, США).
Присоединение к фрагментам РНК биотинили-
рованного олигонуклеотида проводили как опи-
сано в [16].

Биотинилированный фрагмент РНК наноси-
ли на сенсорный NLC-чип (Bio-Rad, США) c им-
мобилизованным авидином до достижения еди-
ниц ответа 500–1000. Поверхность чипа отмыва-
ли от несвязавшейся РНК 0.1%-ным раствором
додецилсульфата натрия. Затем пропускали пре-
парат белка с различной концентрацией (0.15–
1.15 нМ) cо скоростью 30 мкл/мин. Серии разве-
дений из пяти концентраций аналита (PaeHfq или
PaeHfqL4) готовили с использованием буфера,
содержащего 50 мМ Трис-HCl, pH25°С 7.5, 175 мМ
NaCl, 2 мМ MgCl2, 0.05% Tween-20. Время ассо-
циации составляло 360 с, диссоциации – 2500 с.
Все эксперименты по связыванию проводили при
температуре 25°C. Серию из трех–пяти сенсо-
грамм обсчитывали в программе BIAEvaluation с
использованием модели Ленгмюра (1:1).

Рис. 1. Сравнение последовательностей белков AF-SM1 из Archaeoglobus fulgidus, Hfq из Pseudomonas aeruginosa дикого
типа (PaeHfq) и с удлиненной петлей L4 (PaeHfqL4). Выделена последовательность удлиненной петли L4.
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Кристаллизацию белка PaeHfqL4 проводили
методом диффузии паров в висящей капле при
23°C. Препарат белка (1–2 мкл) с концентрацией
12 мг/мл в 200 мМ NaCl, 50 мМ Трис-HCl, pH 8.0,
смешивали с равным объемом противораствора.
Кристаллы белка получены в условиях № 3 набо-
ра JBScreen Nuc-Pro 1 (Jena Bioscience, Герма-
ния): 5% ПЭГ400, 50 мM PIPES 7.0, 30 мM MgCl2.
Кристаллы появлялись в течение 3–5 дней и до-
стигали размера 0.4 × 0.4 × 0.02 мм.Перед замора-
живанием кристаллы вымачивали в криорастворе
с увеличенным содержанием ПЭГ 400.

Получение наборов кристаллографических дан-
ных. Дифракционный набор данных получен на
детекторе DECTRIS PILATUS3S 6M линии ID23-1
синхротрона ESRF (Гренобль, Франция) с кри-
сталла, охлажденного до температуры 100 K, на
длине волны 0.97242 Å. Для сбора данных исполь-
зовали метод качания–вращения с углом осцил-
ляции 0.2°, суммарный угол вращения составил
200°. Первичные дифрактограммы были обрабо-
таны в программе XDS [18] и интегрированы в
программе AIMLESS комплекса ССР4 [19]. Дета-
ли результата обработки и статистические харак-
теристики набора данных представлены в табл. 1.

Определение и уточнение структуры белка Pae-
HfqL4. Структуру белка определяли методом мо-
лекулярного замещения с использованием про-
граммы MorDA [20]. Исходная модель для реше-
ния была выбрана программой автоматически, на
основе заданной аминокислотной последова-
тельности белка PaeHfqL4. Найденное решение
оценивали на соответствие экспериментальным
данным по картам электронной плотности (ЭП)
2mFo-DFc и mFo-DFc. Уточнение структуры
белка осуществляли в программе PHENIX [21].
На первом этапе проводили уточнение ориента-
ции мономеров белка в гексамере, рассматривая
каждый мономер в качестве независимого “твер-
дого тела” с приписанным общим В-фактором
для всех атомов, входящих в одну из шести субъ-
единиц (rigid body refinement). На втором этапе
уточнения использовали протокол “симуляции
отжига” – молекулярной динамики с ограниче-
ниями по имеющимся экспериментальным ди-
фракционным данным (simulated annealing). На
этом этапе уточняли индивидуальные значения
В-фактора для каждого атома.

После этих этапов в результирующей карте ЭП
идентифицировали участок, который соответ-
ствовал добавленной к структуре белка Hfq петли
L4 длиной 13 а.о., и в соответствующий участок
ЭП вписывали недостающие а.о. с помощью про-
граммы COOT [22]. После завершения итератив-
ного дополнения аминокислотных последова-
тельностей мономеров белка до полных проводи-
ли несколько раундов уточнения структуры. На
первых этапах использовали протокол “симуля-

ции отжига” с уточнением индивидуальных зна-
чений В-фактора для каждого атома. На послед-
них этапах уточнения, когда проводили тонкую
подгонку значений длин связей, валентных и тор-
сионных углов для подготовки финальной моде-
ли, использовали протокол без “симуляции от-
жига”, но с оптимизацией весовых параметров
соотношения геометрии/свободной энергии мо-
дели.

Таблица 1. Статистические характеристики экспери-
ментальных данных и уточнения структуры белка
PaeHfqL4 (PDB ID 6XYJ)

Примечание. Значения в скобках приведены для области вы-
сокого разрешения 2.89–2.79 Å.

Длина волны, на которой полу-
чали дифракционные данные, Å

0.9724

Область разрешения, Å 50–2.79 (2.89–2.79)
Пр. гр. ячейки кристалла C21

a, b, c, Å; α, β, γ, град 76.8, 112.6, 78.0; 
90.0, 119.4, 90.0

Общее число отражений 
(рефлексов)

52850 (4964)

Из них уникальных 14417 (1396)
Избыточность 3.7 (3.6)
Полнота, % 98.7 (93.0)
Среднее значение I/σ(I) 12.2 (0.8)
B-фактор Вильсона 76.2
R-merge 0.079 (1.60)
R-meas 0.093 (1.88)
R-pim 0.047 (0.965)
CC1/2 1.0 (0.56)
CC* 1.0 (0.85)
Число отражений, использован-
ных при уточнении

14320 (1320)

Число отражений, использован-
ных для расчета R-free

710 (68)

Rwork 0.218 (0.435)
Rfree 0.279 (0.410)
CCwork 0.954 (0.604)
CCfree 0.929 (0.651)
Число неводородных атомов
в модели

3862

СКО для длин связей, Å 0.013
СКО для валентных углов, град 1.79
Средний B-фактор для атомов 105.8

Число аминокислотных остатков
на карте Рамачандрана

В предпочтительных областях, % 93
В допустимых областях, % 7
В запрещенных областях, % 0



768

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

АЛИПОВ и др.

Перед депонированием структуры белка в
банк данных проводили тщательную проверку
геометрии белка с помощью сервиса MolProbity,
встроенного в программный комплекс PHENIX.
Найденные ошибки исправляли с помощью про-
граммы молекулярной графики СООТ и подвер-
гали повторному уточнению. Результирующая
структура была уточнена в программе REFMAC
комплекса ССР4 и депонирована в банк данных с
присвоением PDBID 6XYJ. Статистические ха-

рактеристики уточнения структуры приведены в
табл. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Структура белка Hfq из P. aeruginosa с удлинен-

ной петлей L4. Для определения структуры белка
Hfq из P. aeruginosa с удлиненной петлей L4
(PaeHfqL4) использовали метод молекулярного
замещения. Поскольку ожидалось, что число мо-
номеров в исследуемом белке будет отличаться от
их количества в исходной структуре, для решения
задачи молекулярного замещения использовали
программу MorDA. Она позволяет при поиске ре-
шения задачи молекулярного замещения в авто-
матическом режиме тестировать ряд возможных
вариантов исходных моделей, автоматически от-
бираемых из банка данных на основе гомологии
первичных структур. Такой режим работы про-
граммы в данном случае позволяет значительно
ускорить нахождение решения при неопределен-
ности числа мономеров в асимметричной части
ячейки кристалла. В результате работы програм-
мы наилучшей исходной моделью был выбран
мономер белка Hfq из P. aeruginosa, причем асим-
метричная часть кристаллической ячейки содер-
жала гексамер белка, а не гептамер, как ожида-
лось. Карта ЭП, рассчитанная по ориентирован-
ной модели гексамера белка, показала наличие
для каждого из мономеров белка неописанного
участка плотности в области между тяжами β3 и
β4 (рис. 2). Этот участок был дополнен а.о., соот-
ветствующими последовательности вставки в
петлю L4. Модель уточнена до хороших значений
стереохимических параметров (с учетом разреше-
ния кристаллографических данных 2.8 Å).

Полученная структура мутантной формы бел-
ка PaeHfq с удлиненной петлей L4 показала, что
мономер белка сохраняет трехмерную структуру
из N-концевой α-спирали и пяти β-тяжей. Встав-
ка в петлю L4 из 13 а.о. в белке PaeHfqL4 приобре-
ла конформацию β-шпильки (рис. 3). Однако в
отличие от архейных гомологов, где петля L4
формирует плотно прилегающую к поверхности
гептамера β-шпильку, в рассматриваемом случае
удлиненная петля L4 отходит от основной части
белка в разные стороны, а белок остается гекса-
мером (рис. 4). В результате ожидаемого измене-
ния четвертичной структуры белка не произо-
шло. Возможными причинами этого могут быть
компактность и высокая стабильность гексамера
Hfq, не позволяющая сближать петли к его цен-
тру, а различия в последовательностях бактери-
ального и архейных белков не способствуют фор-
мированию гидрофобных контактов и/или водо-
родных связей между а.о. шпильки L4 и коровой
частью белка, что способствовало бы “притягива-
нию” шпильки к ее поверхности. Таким образом,
пока нельзя полностью отвергать гипотезу о су-

Рис. 2. Этапы дополнения исходной структуры белка
PaeHfq до полной структуры мутантной формы белка
с удлиненной петлей L4 на примере одного из моно-
меров белка (стереопары). Карта электронной плот-
ности 2Fo-DF показана в виде сетки со срезкой 1σ,
разрешение 2.8 Å; а – наложение Сα-цепи исходной
структуры PaeHfq на карту ЭП; б – наложение Сα-це-
пи модифицированной модели с добавленными а.о.
удлиненной петли L4; в – наложение достроенной
модели PaeHfqL4 на карту ЭП.

(а)

(б)

(в)
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щественном влиянии длины петли L4 на четвер-
тичную структуру Lsm белков. Окончательный
ответ можно получить только при создании му-
тантной формы Hfq с прилегающей к поверхно-
сти мономера длинной петли L4.

Влияние удлинения петли L4 на РНК-связываю-
щие свойства белка PaeHfq. Известно, что белок
Hfq действует как РНК-шаперон, облегчая взаи-
модействие между малыми регуляторными РНК
(мрРНК) и их мРНК-мишенями [2]. Так, после
взаимодействия Hfq с лидерной последователь-
ностью rpoS мРНК происходит связывание мРНК
с DsrA мрРНК [23, 24]. Формирование тройного
комплекса мРНК–Hfq–мрРНК приводит к обра-
зованию дуплекса rpoS–DsrA и последующей
инициации трансляции мРНК. Участки связыва-
ния мРНК и мрРНК на белке различаются:
мрРНК имеют, как правило, уридин-богатые участ-
ки и взаимодействуют с так называемым уридин-
связывающим участком на белке, расположен-
ным вблизи петли L4, а мРНК связывается с про-
тивоположной стороны гексамера [2]. Третий
РНК-связывающий участок белка Hfq располо-
жен на боковой поверхности гексамера белка и
является “местом встречи” мРНК и мрРНК [25–
28]. Для анализа влияния увеличенной петли L4
на взаимодействие белков со специфическими
фрагментами мрРНК DrsA и мРНК rpoS были
определены константы диссоциации РНК-бел-
ковых комплексов (табл. 2). Показано, что удли-
нение петли L4 практически не изменило срод-
ство белка к фрагменту лидерной последователь-
ности мРНК rpoS. Поскольку участок связывания
мРНК удален от петли L4, это вполне ожидаемый
результат. Сродство мутантной формы белка к

Рис. 3. Структура мономеров исходного белка PaeHfq
(а), мутантной формы белка PaeHfqL4 (б), мономера
SmAP белка из Archaeoglobus fulgidus (AF-SM1) (в).
Обозначены N- и С-концы мономеров, элементы
β-слоя, положение петли L4. Цветом выделены удли-
ненные относительно PaeHfq петли L4 в мономерах
PaeHfqL4 и AF-SM1, имеющие конформацию β-шпи-
лек. Ориентация мономеров одинаковая относитель-
но центральной части белка. Наложение главных це-
пей мономеров белков Hfq (светло-серый) и AF-SM1
(черный) (г). Обозначены N- и С-концы мономеров.

L4

L4 C*

C

C

N
N N*

L4

C
C

N N

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 4. Сравнение четвертичной структуры белка PaeHfq дикого типа (слева), его мутантной формы PaeHfqL4 (в цен-
тре) и архейного гомолога AF-SM1 (справа). Вверху – вид со стороны дистальной (противоположной стороне с α-спи-
ралями) поверхности белков; внизу – вид сбоку. Участки петель L4 выделены цветом.
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DsrA мрРНК несколько увеличилось, что можно
объяснить наличием дополнительных положи-
тельно заряженных а.о.в удлиненной петле. Тем
не менее удлиненная петля L4 в целом не оказала
значительного влияния на РНК-связывающие
свойства белка Hfq, поскольку находится в отда-
лении от его РНК-связывающих участков.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований, про-
ект № 18-04-00222.
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KD, нM
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DsrA42 0.1 ± 0.01 0.04 ± 0.004
RpoS40 0.03 ± 0.002 0.02 ± 0.007
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Фактор инициации трансляции 2 эукариот (eIF2) и архей (аIF2) доставляет заряженную инициа-
торную тРНК (Met-tRNAiMet) на малую рибосомную субчастицу. Фактор e/аIF2 состоит из трех
субъединиц (α, β, γ) и функционирует как гетеротримерный комплекс. Ранее было показано, что го-
мозиготная миссенс-мутация Ile222Thr в γ-субъединице человеческого IF2, нарушающая взаимо-
действие β- и γ-субъединиц, ведет к умственной отсталости и микроцефалии. В представленной ра-
боте показано, что аналогичная мутация в γ-субъединице фактора инициации трансляции 2 архей,
который гомологичен эукариотическому белку, не изменяет ни конформацию этого белка, ни его
сродство к aIF2β.

DOI: 10.31857/S0023476121050155

ВВЕДЕНИЕ
В эукариотах и археях фактор инициации

трансляции 2 (e/aIF2) играет ключевую роль в
инициации биосинтеза белка. В ГТФ-связанной
форме он доставляет инициаторную метионил-
тРНК на малую субчастицу рибосомы. Структур-
ные перестройки, возникающие в 43S преиници-
аторном комплексе, состоящем из малой рибо-
сомной субчастицы 40S, связанной с факторами
инициации трансляции eIF1, eIF1A, eIF3, и трой-
ным комплексом eIF2-Met-tRNAiMet-GTP, спо-
собствуют быстрому гидролизу ГТФ даже в отсут-
ствие мРНК [1]. После узнавания старт-кодона и
удаления неорганического фосфата (Pi) eIF2 пе-
реходит в ГДФ-связанную форму и диссоциирует
из инициаторного комплекса [2, 3], оставляя
инициаторную тРНК в Р-сайте малой рибосом-
ной субчастицы и открывая возможности для
дальнейших этапов биосинтеза белка.

Фактор инициации трансляции 2 состоит из
трех субъединиц (α, β, γ) и функционирует как ге-
теротримерный комплекс. Центральную роль в
формировании e/aIF2 играет γ-субъединица. Она
взаимодействует как с α-, так и с β-субъединица-
ми, тогда как α- и β-субъединицы не взаимодей-
ствуют друг с другом. Присутствие α-субъедини-
цы необходимо для связывания инициаторной
метионил-тРНК [4, 5]; β-субъединица в эукарио-
тическом факторе при образовании инициатор-
ного комплекса 43S взаимодействует с мРНК [6].

Дефекты в связывании γ- и β-субъединиц, обуслов-
ленные миссенс-мутацией Ile222Thr в человече-
ском IF2γ (HsaIF2γ), приводят к Х-хромосомному
неврологическому заболеванию, характеризую-
щемуся умственной отсталостью и микроцефали-
ей [7]. В дрожжах аналогичная мутация ухудшает
правильный выбор старт-кодона и функциони-
рование SceIF2 in vivo, причем негативная роль
указанной мутации может быть минимизирована
суперэкспрессией гена белка eIF2β [7]. Структур-
ное обоснование негативной роли миссенс-мута-
ции в этих факторах в настоящее время невоз-
можно, так как до сих пор не определена структура
ни одного эукариотического фактора инициации
трансляции 2 с атомным разрешением.

Ранее было показано, что in vitro аIF2 может
функционально заменять eIF2 в связывании
Met-tRNAiMet с эукариотической рибосомой и в
сканировании матрицы [8]. В настоящее время
известны кристаллические структуры γ-субъеди-
ниц из Pyrococcus abyssy (PabIF2γ) [9], Methanococ-
cus jannaschii (MjaIF2γ) [10], Sulfolobus solfataricus
(SsoIF2γ) [11, 13] и Pyrococcus furiosus (PfuIF2γ)
[12]. Каждая γ-субъединица состоит из трех доме-
нов, N-концевой домен (G-домен) представляет
собой ГТФазу и отвечает за основные функции
белка, в том числе за узнавание β-субъединицы
[12–14]. G-домены структур aIF2 из разных орга-
низмов (за исключением лабильных переключа-
телей) могут быть наложены друг на друга c
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r.m.s.d. < 0.65 Å [14]. Это предполагает наличие
только незначительных локальных изменений в
сайте узнавания β-субъединицы. Со стороны по-
следней во всех известных структурах в узнавании
γ-субъединицы участвует α-спираль [12–14].
В HsaIF2β участок 171–189 аминокислотной по-
следовательности, соответствующий спирали α1
в структуре факторов из архей [15], скорее всего
также имеет спиральную конформацию.

Тогда можем предположить, что миссенс-му-
тация будет иметь одинаковое влияние на целост-
ность гетеротримера во всех e/аIF2. В настоящее
время проверить это предположение возможно
только для архей, так как только для них известны

пространственные структуры IF2 или его субъ-
единицы. Для исследования выбрали SsoIF2γ с
мутацией Ile181Thr, которая является аналогом
мутации Ile222Thr в HsaIF2γ. Полученная в рабо-
те структура мутантной формы Ile181Thr SsoIF2γ
оказалась идентична структуре белка SsoIF2γ ди-
кого типа (4rjl) [16]. Встраивание полученной
структуры в структуру αβγ-гетеротримера [13] не
выявило стерических или других препятствий для
связывания β- и γ-субъединиц.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение Ile181Thr SsoIF2γ. Суперпродукцию

и очистку мутантной формы Ile181Thr SsoIF2γ
проводили так же, как и белка SsoIF2γ дикого ти-
па [17]. Непосредственно перед кристаллизацией
белок Ile181Thr SsoIF2γ смешивали с нуклеоти-
дом GDPCP и проводили эксперименты по кри-
сталлизации в условиях, описанных в [18] для му-
тантной формы Sso aIF2γ (∆37–47) с GDPCP.

Определение структуры мутантного белка. Ди-
фракционные данные собраны в Институте белка
РАН (Пущино, Россия) на генераторе с вращаю-
щимся анодом (Bruker AXS MICROSTAR) с CCD-
детектором (Bruker PLATINUM 135). Данные об-
рабатывали с помощью программного комплекса
PROTEUMplus (Bruker AXS). Стартовые фазы по-
лучены методом молекулярного замещения в
программе Phaser [19], принадлежащей комплек-
су кристаллографических программ CCP4 [20].
В качестве стартовой модели использовали
структуру белка SsoIF2γ дикого типа высокого
разрешения в комплексе с GDPCP (PDB ID 4rjl)
[16]. Полученную структуру уточняли при разре-
шении 2.1 Å с использованием программного
комплекса PHENIX [21]. Ручную правку и моди-
фикацию модели осуществляли с помощью про-
граммного комплекса Coot [22]. Статистика сбо-
ра данных и кристаллографического уточнения
представлена в табл. 1. Координаты и структур-
ные факторы помещены в банк белковых данных.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время структура βγ-комплекса

IF2 известна для двух архей: S. solfataricus [13, 14]
и P. furiosus [12], что позволяет надежно выделить
область межмолекулярного взаимодействия βγ.
Фрагменты аминокислотных последовательно-
стей a/eIF2γ и a/eIF2β, ответственные за форми-
рование межмолекулярного взаимодействия βγ,
представлены на рис. 1. Список доступных струк-
тур субъединиц aIF2 с литературными ссылками
и PDB-кодами для каждой структуры приведены
в табл. 2. Для исследования влияния миссенс-му-
тации в аIF2γ на сродство β- и γ-субъединиц в ар-
хейном IF2 выбрали структуру SsoIF2γ прежде
всего потому, что гетеротример SsoIF2 определен

Таблица 1. Статистические характеристики дифрак-
ционного набора и кристаллографического уточнения
Ile181Thr SsoIF2γ

Примечание. Данные в скобках соответствуют интервалу
наиболее высокого разрешения.

Статистика набора
Пр. гр. I23
a = b = c, Å; α ≤ β ≤ γ, град 186.59; 90.0
Длина волны, Å 1.54
Пределы разрешения, Å 26.39–2.1 (2.2–2.1)
Общее число отражений 62755 (8124)
Число уникальных отражений 18403 (3357)
Полнота, % 99.9 (100.0)
Rmerge, % 10.8 (34.28)
Избыточность 3.41 (2.42)
Среднее I/δ(I) 8.02 (1.99)

Статистика уточнения
Диапазон разрешения, Å 26.38–2.10 (2.13–2.10)
Число молекул в асимметрич-
ной части

1

Число отражений 62736 (2594)
Размер тестовой выборки, % 5
Rwork, % 18.2 (23.21)
Rfree, % 20.6 (25.06)
Средний температурный
фактор, Å2

24.3

Среднеквадратичные
отклонения
Длины связей, Å 0.005
Валентные углы, град 1.102

Число остатков на карте Рамачандрана
Наиболее предпочтительные 
районы, %

97.8

Дополнительно разрешенные 
районы, %

2.2

PDB ID 6R8T
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с более высоким разрешением (2.15 Å), чем гете-
родимер PfuIF2 (2.8 Å). Кроме того, в кристалле
гетеродимера PfuIF2 N-конец β-субъединицы
имеет плотный контакт с доменом II γ-субъеди-
ницы, что, по-видимому, искажает его спираль-
ную конформацию, которая cохраняется в
SsoIF2γ.

Кристаллическая структура мутантной формы
Ile181Thr SsoIF2γ в комплексе с GDPCP (анало-
гом ГТФ) определена при разрешении 2.1 Å. На-
ложение этой структуры на структуру аналогич-
ного комплекса белка дикого типа [16] показывает
их полную идентичность (средняя квадратичная
ошибка равна 0.184 Å для всех Сα-атомов). Фраг-
мент структуры, ответственный за контакт с β-
субъединицей, показан на рис. 2. В месте точеч-
ной мутации боковая цепь треонина повторяет

валиновую часть Ile181, положения атомов OG1 и
CG1 совпадают в пределах ошибки измерения.
В мутантной форме атом OG1 связан с двумя мо-
лекулами воды (S107 и S177), в структуре дикого
типа вода вблизи CG1 отсутствует. Таким обра-
зом, единственное следствие миссенс-мутации в
SsoIF2γ – появление полярного остатка на по-
верхности при полном сохранении конформации
белка.

Остаток в положении 181 включен в область
межмолекулярного взаимодействия βγ и может
оказывать влияние на сродство комплекса. Заме-
на γ-субъединицы дикого типа в структурах
SsoIF2αβγ и PfuIF2βγ на мутантную форму
Ile181Thr SsoIF2γ показывает, что место мутации
в области межмолекулярного взаимодействия βγ
как SsoIF2, так и PfuIF2 остается доступным рас-
творителю. Обе молекулы воды, входящие в бли-

Рис. 1. Сравнение аминокислотных последовательностей фрагментов aIF2 и eIF2 (табл. 2), ответственных за форми-
рование области межмолекулярного взаимодействия βγ. Остатки, взаимодействующие в межмолекулярной области
β- и γ-субъединиц SsoIF2, помечены звездочками; а – сравнение фрагмента последовательностей IF2γ архейных
и эукариотичесих белков; б – сравнение аминокислотных последовательностей участка β-cубъединицы архейных и
эукариотических белков, ответственного за связывание γ-субъединицы; на сером фоне показаны идентичные остат-
ки, на черном – остатки, кардинально различающиеся в архейных и эукариотических последовательностях.

(а)

(б)

Таблица 2. Опубликованные структуры субъединиц aIF2

Организм Обозначение Объект PDB-код Разрешение, Å Литература

S. solfataricus Sso SsoIF2γ 4rjl 1.64 [16]
SsoIF2αβγ 3cw2 2.80 [14]
SsoIF2αβγincomp 2qn6 2.15 [13]

P. furiosus Pfu PfuIF2(βγ) 2d74 2.80 [12]
P. abyssi Pab PabIF2γ 1kk3 1.90 [9]
M. jannaschii Mja MjaIF2γ 1s0u 2.40 [10]
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жайшее окружение Thr181 в свободной мутант-
ной форме SsoIF2γ, сохраняют свое положение
при образовании βγ-гетеродимера, что позволяет
этому остатку образовать все возможные для него
водородные связи. Таким образом, анализ струк-
турных данных показывает, что миссенс-мутация
в SsoIF2 не создает стерических или каких-либо
других ограничений, мешающих связыванию
субъединиц. Это подтверждают проведенные
биохимические эксперименты по связыванию
мутантной формы Ile181Thr SsoIF2γ с SsoIF2β ди-
кого типа (рис. 3). Обе субъединицы по-прежне-
му связываются друг с другом со сродством в со-
отношении 1 : 1.

Сравнение аминокислотных последователь-
ностей архейных и эукариотических факторов
инициации трансляции 2 (рис. 1) показывает, что

некоторые остатки области межмолекулярного
взаимодействия βγ, сохраняющие идентичность в
археях, кардинально меняются в случае эукариот.
Это остатки в позициях 167, 177, 187, 189, 194 и 197
(номенклатура SsoIF2γ). Возможно, именно за-
мены в каких-то из этих положений при наличии
миссенс-мутации влияют на сродство β- и γ-субъ-
единиц в эукариотических IF2. Исследование
влияния замен в этих положениях на сродство
Ile181Thr SsoIF2γ и SsoIF2β SsoIF2 является це-
лью дальнейшей работы.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант № 18-04-01331-а).
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Пиридоксаль-5'-фосфат-зависимые трансаминазы (PLP) катализируют стереоспецифический пе-
ренос аминогруппы с аминокислоты или амина на кетон или кетокислоту. Трансаминазы участву-
ют в метаболизме аминокислот у всех организмов; на основе этого суперсемейства ферментов ак-
тивно разрабатываются биокатализаторы стереоселективного аминирования органических соеди-
нений для тонкого органического синтеза. Представлены краткая биохимическая характеристика и
кристаллическая структура термостабильной трансаминазы I типа укладки PLP-связывающего до-
мена из термофильной археи Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661, полученная с разрешением
1.8 Å. Описаны строение функционального димера фермента и организация его активного центра,
проведено сравнение с ближайшими гомологами.

DOI: 10.31857/S0023476121050039

ВВЕДЕНИЕ

Пиридоксаль-5'-фосфат-зависимые трансами-
назы (PLP) (TА, аминотрансферазы, EC 2.6.1.Х)
катализируют обратимый стереоселективный пе-
ренос аминогруппы с аминосубстрата (амин/ами-
нокислота) на кетосубстрат (кетон/кетокисло-
та/альдегид) с образованием хирального ами-
на/аминокислоты и нового кетосоединения [1].
В клетках всех организмов ТА являются ключе-
выми ферментами метаболизма аминокислот. В
биотехнологии ТА применяются для стереосе-
лективного аминирования органических соеди-
нений, на основе природных ТА разрабатывают-
ся биокатализаторы для синтеза оптически актив-
ных аминов и неприродных аминокислот [2–6].

Принятая на сегодня классификация ТА со-
ставлена по множественному выравниванию по-
следовательностей в базе данных семейств белко-
вых доменов PFAM и объединяет, ориентируясь
на субстратную специфичность, ТА в классы и
подклассы (семейства) по паре реагирующих суб-
стратов: донору аминогруппы/акцептору амино-
группы (механизм трансаминирования приведен
ниже). Имеются шесть основных классов ТА [1].
Кроме того, все ТА разделяются по типу укладки

PLP-связывающего домена на ферменты I или
IV типа укладки [7, 8].

Любой фермент характеризуется оптималь-
ным природным субстратом (или набором суб-
стратов). Для всех ТА такими субстратами явля-
ются α-аминокислоты и их кетоаналоги, однако
некоторые ферменты в определенных условиях
активны с отличными от природных субстратов
соединениями, т.е. проявляют разнородную (про-
мискуитетную) активность (promiscuous activity).
Такая активность представляет интерес для целей
биотехнологии, так как позволяет использовать
ферменты в синтезе неприродных соединений [9].

Трансаминазы III класса относятся к I типу
PLP-укладки и являются примером ферментов с
разнородной активностью, т.е. проявляют актив-
ность не только с α-, β-, γ- и ε-аминокислотами и
их кетоаналогами, но и с (S)-ароматическими и
алифатическими аминами, а также с альдегидами
и кетонами [10, 11]. Трансаминазы III класса, ка-
тализирующие аминирование (S)-8-амино-7-ок-
сононаноата (КАРА) с образованием 7,8-диами-
нопеларгоновой кислоты (DAPA), составляют
подсемейство DAPA TA и в клетках участвуют в
синтезе биотина [12]. Большинство DAPA ТА уз-
коспецифичны, используют S-аденозил-L-мети-

УДК 548.73
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онин (SAM) в качестве аминодонора. Среди ТА
III класса – это одни из самых “медленных” фер-
ментов [13, 14]. В [15] была охарактеризована
DAPA TA из Psychrobacter cryohalolentis, проявля-
ющая активность не только к природным SAM,
DAPA и KAPA, но и к (S)-(-)-1-фенилэтиламину
(S-PEA) и ряду альдегидов и кетонов. Для прояв-
ления такой разнородной субстратной специфич-
ности в активном центре фермента присутствует
ряд аминокислотных замен, а также повышенная
мобильность отдельных остатков по сравнению с
аминокислотными остатками в активном центре
канонической DAPA TA из Escherichia coli.

Исследованная в настоящей работе термоста-
бильная DAPA ТА из археи Methanocaldococcus
jannaschii DSM 2661 (BioA, EC 2.6.1.62) гомологич-
на описанной ранее DAPA ТА из P. cryohololentis.
Охарактеризована неприродная активность BioA
в реакции с S-PEA и его энантиомером R-PEA с
кетосубстратом изобутаналем, получена простран-
ственная структура фермента с разрешением 1.8 Å
и проведены ее детальный анализ и сравнение со
структурами гомологичных ТА. Полученные дан-
ные дополняют многообразие структур ТА I типа
укладки, а также могут быть полезны при разра-
ботке новых термостабильных биокатализаторов,
проявляющих максимальную активность и ста-
бильность при температурах 50°С и выше, а также
стабильных в присутствии органических раство-
рителей, улучшающих растворимость органиче-
ских субстратов в биотехнологических процессах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клонирования, экспрессия и очистка BioA. Ген

BioA был получен полимеразной цепной реакци-
ей (ПЦР) с использованием геномной ДНК
M. jannaschii DSM 2661 [16] в качестве матрицы.
Продукт ПЦР лигировали в плазмиду pET-21b
(Novagen, Germany) и модифицировали согласно
методике, описанной в [17], для получения целе-
вого белка, на N-конце слитого с His-тагом и сай-
том узнавания TEV протеазы. Трансформирован-
ные клетки E. coli BL21Star (Stratagene, USA) вы-
ращивали в среде LB/ампицилин при 37°C до
А600 = 0.8, экспрессию индуцировали 1 мМ изо-
пропил-β-тиогалактопиранозида. После инкуби-
рования при 25°C клетки собирали центрифуги-
рованием, далее ресуспендировали в 50 мМ Трис-
HCl-буфере, pH 7.5, содержащем 200 мМ NaCl,
20 мМ имидазола, 10% глицерина, 2 мМ β-мер-
каптоэтанола, 0.1% Тритона X-100 и 1 мМ фенил-
метилсульфонилфторида, и разрушали ультра-
звуком. Грубый экстракт центрифугировали при
10000 g в течение 25 мин. Супернатант наносили
на колонку HisTrap HP (GE Healthcare, USA),
уравновешенную 50 мМ Трис-HCl-буфером,
pH 7.5, содержащим 500 мМ NaCl, 20 мМ имида-
зола и 0.1% Тритона X-100. BioA с 6-His-тагом

элюировали линейным градиентом имидазола
(20–500 мМ) в том же буфере без Тритона X-100.
Фракцию с целевым ферментом инкубировали с
десятикратным молярным избытком PLP при 4°C
в течение 12 ч, переносили в буфер 50 мМ Трис-
HCl, pH 7.9, содержащий 100 мМ NaCl, 1 мМ
ЭДТА, 1 мМ β-меркаптоэтанола и TEV протеазу
(1 мг на 10 мг белка). Раствор инкубировали при
комнатной температуре в течение 2 ч, диализиро-
вали против 50 мМ Трис-HCl-буфера, pH 7.5, со-
держащего 500 мМ NaCl, 20 мМ имидазола, и на-
носили на колонку HisTrap HP. Проскок собира-
ли, концентрировали и наносили на колонку
Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare), уравно-
вешенную 50 мМ Трис-HCl-буфером, pH 7.5,
содержащим 50 мМ NaCl и 15 мкМ PLP. Очищен-
ный BioA в холоформе хранили при –20°C с до-
бавлением 50% глицерина. Чистоту белка подтвер-
ждали при помощи ДДС-ПААГ электрофореза.
Концентрацию белка определяли методом Бред-
форда.

Определение активности BioA и стационарных
параметров реакции. Удельную активность BioA в
реакции с R-PEA и S-PEA с изобутаналем в каче-
стве аминоакцептора рассчитывали из начально-
го линейного участка зависимости накопления
продукта от времени. За единицу ферментатив-
ной активности U принимали количество BioA,
катализирующее образование 1 мкМ ацетофено-
на в минуту. За образованием ацетофенона сле-
дили по увеличению оптической плотности при
245 нм (∆ε = 12 мМ–1 см–1) на спектрофотометре
Evolution 300 UV-Vis (Thermo Scientific, USA).
Стандартную реакцию проводили при 65°C в
100 мМ бикарбонатном буфере, pH 10, с добавле-
нием 90 мкМ PLP при концентрации каждого
субстрата 10 мМ.

Для получения кинетических параметров ва-
рьировали концентрацию одного субстрата при
постоянной концентрации второго (концентра-
ция для изобутаналя составляла 12 мМ, для R-PEA –
10 мМ). Измерения проводили при 35°C в 75 мМ
натрий-фосфатном буфере, pH 8, с добавлением
90 мкМ PLP. Кинетические параметры получали,
обрабатывая экспериментальные данные соглас-
но уравнению Михаэлиса–Ментен, используя
Origin 7.5 (Origin Lab, USA).

Кристаллизацию BioA проводили методом
диффузии в парах, как описано в [18]. Финальные
условия кристаллизации включали 0.2 M MgCl2;
0.1 M Tris, pH 8.5; 19% PEG 3350, кристаллизация
велась при температуре +20°С. Кристаллы палоч-
кообразной формы размером ∼100 × 100 × 50 мкм
росли в течение семи дней.

Сбор и обработка дифракционных данных. Реше-
ние и уточнение структуры. Перед сбором ди-
фракционных данных кристаллы вылавливали
петлей и переносили в криораствор, содержащий
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кроме компонентов, входящих в противораствор,
25% глицерина. После чего кристалл в петле за-
мораживали в парах азота. Дифракционные набо-
ры собирали при температуре 100 K на станции
ID29 синхротронного источника ESRF (Фран-
ция). Дифракционная картина фиксировалась
детектором Pilatus6M. Для расчета стратегии сбо-
ра данных использовали программу Best [19],
предложившую следующие параметры: длина
волны 0.969 Å, угол вращения 287°, угол качания
0.1°, расстояние кристалл–детектор 302 мм. На-
бор дифракционных данных обработан с исполь-
зованием программы iMosflm [20]. Статистика
набора данных приведена в табл. 1.

Решение структуры проведено методом моле-
кулярного замещения при помощи программы
MOLREP [21]. В качестве стартовой модели ис-
пользовали структуру холо-формы синтазы диа-
минопералгоновой кислоты из Bacillus subtilis
(код PDB 3DOD). Кристаллографическое уточ-
нение структуры проведено с использованием
программ Refmac5 [22] и Coot [23] до достижения
R-факторами следующих значений: Rwork = 17.7%,
Rfree = 22.2% (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Активность BioA и кинетические параметры

полной реакции. Удельная активность выделенных
препаратов BioA с R-PEA и S-PEA соответственно
составила 42 ± 2 и 21 ± 1 мU/мг при 65°C в 100 мМ
бикарбонатном буфере, pH 10. Кинетические па-
раметры катализируемой BioA реакции между
R-PEA и изобутаналем приведены в табл. 3. Мож-
но сделать вывод, что BioA стабилен и активен в
щелочных условиях при 65°C, однако проявляет
низкую стереоспецифичность к неканоническим
субстратам.

Анализ структуры BioA. Кристаллы BioA при-
надлежат пр. гр. P1. В независимой части элемен-
тарной ячейки кристалла находятся две субъеди-
ницы белка, образующие функциональный ди-
мер [1, 8]. В обеих субъединицах в электронной
плотности отсутствуют восемь аминокислот с
N-конца, а также участок 190–209, что, по-види-
мому, связано с их относительной подвижно-
стью. Попарное сравнение субъединиц между со-
бой дает RMSD по Сα-атомам, не превышающее
0.14 Å2, свидетельствующее об отсутствии между
ними значимых различий.

Общая архитектура субъединицы BioA типич-
на для ТА I типа укладки и состоит из двух доме-
нов – малого N-концевого (остатки 1–58 и 359–
466) и большого С-концевого (остатки 59–358)
(рис. 1а) [7]. N-концевой домен BioA содержит
пять α-спиралей и два β-слоя по три тяжа каж-
дый, а С-концевой – 9 α-спиралей, окружающих
β-слой, состоящий из семи тяжей.

Таблица 1. Кристаллографические данные и парамет-
ры съемки кристалла трансаминазы BioA

* В скобках приведены значения для последнего слоя.

Пр. гр. P1
a, b, c, Å;
α, β, γ, град

61.23, 61.38, 63.07;
106.11, 93.48, 96.47

Т, K 100
λ, Å 0.969
Разрешение, Å 60.56–1.80 (1.84–1.80)*
Число независимых 
рефлексов

71599 (4097)

Повторяемость 2.7 (2.6)
Полнота набора, % 88.5 (86.1)
I/σ (I) 6.4 (2.4)
Rmeas, % 12.6 (53.3)
CC1/2,% 98.9 (75.5)

Таблица 2. Данные уточнения структуры трансамина-
зы BioA

Rfact, % 17.7
Rfree, % 22.2
Общий средний B-фактор 22.0
Средний B-фактор по белку 21.8
Средний B-фактор по лигандам 23.3
Средний B-фактор по растворителю 27.2

Число неводородных атомов
Белок 6958
Лиганды 3
Растворитель 446
Всего 7407

Среднеквадратичные отклонения
Длины связей, Å 0.013
Валентные углы, град 1.842

График Рамачандрана
Наиболее благоприятные, % 94.5
Допустимые, % 4.4
Код PDB 6ZHK

Таблица 3. Кинетические параметры катализируемой
BioA реакции между R-PEA и изобутаналем при 65°C

Субстрат kcat, с–1 Km, мМ
kcat/Km,

с–1 мМ–1

R-PEA 0.033 ± 0.001 0.9 ± 0.1 0.037 ± 0.005
Изобутаналь 0.0162 ± 0.0005 0.19 ± 0.03 0.08 ± 0.02
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Анализ контактов между субъединицами из
независимой части показал, что BioA аналогично
многим другим ТА [1, 8, 15] является димером в
кристалле. Скрытая при формировании димера
поверхность (buried surface area) составляет 5678 Å2

(28.5% поверхности субъединицы). Димер ста-
билизирован девятью солевыми мостиками и
50 водородными связями. Оценка гидрофоб-
ных взаимодействий, сделанная по выигрышу

свободной энергии при формировании димер-
ного межмолекулярного контакта, дает величи-
ну ‒96.3 ккал/моль (табл. 4).

Димер BioA является минимальной каталити-
ческой единицей фермента, что связано с устрой-
ством активного центра ТА, включающего в себя
остатки обеих субъединиц, а именно – двух доме-
нов одной субъединицы и С-концевого домена
соседней. Активный центр BioA находится глубо-
ко в центре каждой из субъединиц димера и со-
единен с поверхностью протяженным каналом
длиной ∼15 Å (рис. 1б). Полость активного центра
сформирована остатками W63, D121, G122, A123,
E124, V126, Y155, H156, G157, E234, D268, V270,
A271, G336, H337 и T338, а также каталитическим
лизином K301. Для данного класса ферментов из-
вестно, что помимо каталитических остатков в
активном центре находится молекула кофактора –
PLP, ковалентно связанная в структуре холо-
формы с каталитическим остатком лизина и от-
соединяющаяся от него в процессе катализа с об-
разованием свободной PMP-формы, способной
покидать активный центр. Анализ активного
центра BioA показал, что в обеих субъединицах
фермента отсутствует разностная электронная
плотность для кофактора, поэтому каталитиче-
ский остаток лизина K301 находится в свободной
форме. Возможно, в случае BioA отсутствие ко-
фактора вызвано условиями кристаллизации.

Сравнение субъединицы BioA с гомологичны-
ми структурами показало, что наибольшее сход-
ство фермент имеет со структурами синтазы диа-
минопералгоновой кислоты из Bacillus subtilis
(RMSD – 1.08 Å2, код PDB – 3DRD), термоста-
бильной ω-трансаминазы из Thermomicrobium ro-
seum (RMSD – 1.50 Å2, код PDB – 6IO1) и ТА из
Pseudomonas fluorescens (RMSD – 1.57 Å2, код PDB –
6S54) (рис. 2а). Несмотря на сходство структур
субъединиц, указанные ферменты имеют различ-
ное олигомерное состояние в кристалле – димер
(3DRD и 6IO1) и тетрамер (6S54), что, впрочем,
типично для ТА [1]. Тем не менее все указанные
олигомерные состояния включают в себя анало-
гичный BioA димер (рис. 2б), что позволяет про-
вести их взаимное сравнение. Анализ контактов
упомянутых димеров (табл. 4) показывает, что ди-

Рис. 1. Структура BioA. Димер BioA (а). N-концевой
домен одной из субъединиц димера показан в виде
черной ленточной модели, С-концевой – в виде се-
рой ленточной модели. Вторая субъединица димера
показана в виде прерывистой ленточной модели. Ионы
магния показаны сферами. Субстратный канал BioA (б).
Серым показана поверхность димера BioA (централь-
ный срез) и каналы, ведущие от поверхности молеку-
лы в активный центр фермента. Молекула PMP взята
из структуры 6IO1 и показана палочковой моделью
для одной субъединицы. Активный центр каждой
субъединицы обозначен стрелкой.

(а)

(б)

Таблица 4. Сравнение димерных межмолекулярных контактов BioA и гомологичных ферментов

* Димерный контакт, аналогичный BioA.

BioA 3DRD [24] 6IO1 [25] 6S54* [26]

Поверхность, cкрытая при формировании димера,
Å2 (процент от поверхности субъединицы)

5678 (28.5%) 4289 (22.1%) 5698 (28.3%) 5440 (27.6%)

Водородные связи 50 35 38 64
Солевые мостики 9 4 17 8
Гидрофобные взаимодействия (ΔGint, ккал/моль) –96.3 –63.6 –81.1 –88.6
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мерное межмолекулярное взаимодействие дан-
ного класса ферментов весьма прочно даже в слу-
чае белков из мезофильных организмов (напри-
мер, 6S54). При этом в случае тетрамера 6S54
межмолекулярный контакт, аналогичный димеру
BioA, значительно превосходит по прочности
остальные, что подчеркивает ключевую роль ди-
меризации для функционирования фермента.

Сравнение активных центров BioA и гомоло-
гичных ферментов позволило установить, что
связанный кофактор присутствует не во всех
сравниваемых структурах. Так, помимо BioA он
отсутствует в структурах 3DRD и в одной из субъ-
единиц 6IO1, при этом во второй субъединице об-

наружена PMP-форма кофактора. В структуре 6S54
ковалентно связанный PLP находится во всех че-
тырех субъединицах из независимой части. Ана-
лиз окружения области связывания кофактора
показал, что в случае BioA остатки, формирую-
щие окружение PLP, в основном консервативны,
при этом в структуре 3DRD отсутствует петля
143–173 (нумерация по 3DRD), закрывающая ак-
тивный центр от растворителя. В отсутствие ко-
фактора в BioA вакантное положение его фосфат-
ной группы занято боковой группой остатка
H337, имеющей двойное положение, чего не на-
блюдается в структуре гомологов, где крупная бо-
ковая группа гомологичного ароматического
остатка отвернута от кофактора. Неконсерватив-
ный S240 в BioA (аланин у гомологов) создает по-
лярную область на входе в полость активного
центра. Еще одним отличием BioA является нали-
чие вблизи активного центра пары неконсерва-
тивных полярных остатков – D158 и Y25, боковые
группы которых образуют водородную связь меж-
ду собой, а также с каталитическим Y155. В поло-
жении, аналогичном Y25, у гомологов находится
гидрофобный остаток. Таким образом, в случае
BioA пара D158–Y25 может дополнительно стаби-
лизировать структуру активного центра, являясь
следствием адаптации к повышенной температуре.

Таким образом, исследована структура термо-
стабильной ТА из археи Methanocaldococcus janna-
schii DSM 2661, проведено ее сравнение со струк-
турами гомологичных ферментов и выявлены
различия в активном центре, которые могут отра-
жать субстратную специфичность BioA.

Работы по экспрессии и выделению белка вы-
полнены при финансовой поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 19-14-00164), кри-
сталлизация и рентгеноструктурный экспери-
мент выполнены при поддержке Российского
Федерального космического агентства (проект
КЭ (ЦР) “Кристаллизатор”), работы по кристал-
лографическому уточнению и анализу получен-
ной структуры выполнены при поддержке Мини-
стерства науки и высшего образования РФ.
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Рекомбинантный С-концевой фрагмент миомезина-2 очищен до гомогенного состояния. Методом
диффузии паров растворителя найдены условия кристаллизации С-концевого фрагмента миомези-
на-2, и выращены кристаллы данного белка для рентгеновского исследования. Кристаллы принад-
лежат пр. гр. Р2221 и имеют параметры элементарной ячейки: a = 114.2, b = 142.0, c = 111.7 Å. От од-
ного из выращенных кристаллов на синхротроне ESRF собран дифракционный набор до разрешения
3.4 Å, пригодный для определения пространственной структуры С-концевого фрагмента миомезина-2.

DOI: 10.31857/S0023476121050118

ВВЕДЕНИЕ
В течение долгого времени группа кардиомио-

патий (КМП) считалась заболеваниями с неиз-
вестной этиологией. Однако с развитием молеку-
лярно-генетических методов и молекулярной
кардиологии была обнаружена связь этой группы
заболеваний с генетическими дефектами синтеза
различных белков. Считается, что на долю гене-
тически обусловленных КМП приходится ∼30%
случаев [1, 2]. В настоящее время известно, что
возникновение гипертрофической кардиомиопа-
тии (ГКМП) связано с мутациями генов сарко-
мерных белков [3] и, как следствие, нарушением
структуры и функции сократительной мышечной
единицы – саркомера.

Предположительно, белки семейства миоме-
зина (миомезин-1, миомезин-2 и миомезин-3)
[4–7] играют роль структурных звеньев, связыва-
ющих миозиновые волокна в саркомере. Миоме-
зин-2 (изначально носивший название М-белка)
наименее изучен [6]. Миомезин-2 интересен тем,
что он экспрессируется в основном в быстро со-
кращающихся мышцах и саркомерах миокарда
[8]. Недавние генетические исследования обна-
ружили у пациентов с диагнозом ГКМП мутации
в гене миомезина-2 [9]. Кроме того, мутации мио-
мезина-2 были обнаружены у пациентов с поро-
ком сердца, тетрадой Фалло [10, 11]. Эти данные
позволяют предположить, что миомезин-2 играет
важную роль в работе сердца. Соответственно,
исследования структуры и функции белка миоме-
зина-2 важны как для изучения его роли в работе
сердечной мышцы, так и с целью выявления ме-

ханизмов, приводящих к возникновению сердеч-
ной патологии, включая ГКМП и тетраду Фалло.

Миомезин-2 состоит из 13 доменов и имеет
молекулярную массу 165 кДа [6]. N-концевой
фрагмент миомезина-2 предположительно отве-
чает за связывание с миозином [12], за ним следу-
ют два Ig-домена, пять FnIII-доменов и еще пять
Ig-доменов, расположенных на С-конце. Два по-
следних Ig-домена, mp12-mp13, представляют
особый интерес, так как одна из мутаций, приво-
дящих к развитию порока сердца, тетраде Фалло,
была обнаружена именно на этом участке миоме-
зина-2. По этой причине в настоящей работе ис-
следован С-концевой фрагмент миомезина-2 ме-
тодом белковой кристаллографии.

Перспективы использования результатов дан-
ного исследования в медицине в будущем вызыва-
ют интерес к изучению пространственной структу-
ры миомезина-2. В настоящей работе представлена
методика получения и очистки рекомбинантного
С-концевого фрагмента mp12-mp13 миомезина-2.
Найдены условия кристаллизации и получены
кристаллы mp12-mp13. От выращенных кристал-
лов собран дифракционный набор до разрешения
3.4 Å, пригодный для решения пространственной
структуры С-концевого фрагмента миомезина-2.

МЕТОДЫ
Выделение рекомбинантного С-концевого фраг-

мента mp12-mp13 миомезина-2. Рекомбинантный
белок, человеческий С-концевой фрагмент мио-
мезина-2 mp12-mp13, длиной 211 аминокислот-
ных остатков и имеющий молекулярную массу

УДК 548.73

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
СОЕДИНЕНИЙ
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23.7 кДа, был экспрессирован в бактериальных
штаммах E. coli BL21 Star с использованием ранее
описанного протокола аутоиндукции [13]. Клет-
ки центрифугировали (6000 × g, 15 мин) и ресус-
пендировали в лизирующем буфере, содержащем
25 мМ Tris-HCl, pH 7.5, 0.3 M NaCl, 5 мМ β-мер-
каптоэтанола (βME), 10 мМ имидазола, 5% гли-
церина, 1 таблетку ингибиторов протеаз (Com-
plete, EDTA-free, Roche) и 0.25 мг/мл лизоцима.
Клетки лизировали в гомогенизаторе EmulsiFlex-
C3 (Avestin), неочищенный экстракт центрифуги-
ровали при 50000 × g в течение 45 мин. Суперна-
тант наносили на колонку HisTrap объемом 5 мл
(GE Healthcare), калибрированную лизисным бу-
фером и подключенную к хроматографической
системе AKTA (GE Healthcare). Стадии промывки
выполняли множественными объемами лизиру-
ющего буфера, а также буфером с высоким содер-
жанием соли (25 мМ Tris-HCl, pH 7.5, 1 М NaCl,
5 мМ βME, 10 мМ имидазола, 5% глицерина). Бе-
лок элюировали, используя градиент имидазола
(буфер для элюирования: 25 мМ Tris-HCl, pH 7.5,
150 мМ NaCl, 5 мМ βME, 0.6 М имидазола, 5%
глицерина). Для отрезания гистидинового тага
(6His-tag) использовали протокол расщепления
на колонке, описанный в [13]. Затем элюирован-
ный белок диализовали в течение ночи против бу-
фера A (25 мМ Tris-HCl, pH 7.5, 5% глицерина) и
загружали на колонку Resource Q (GE Healthcare).
Белок элюировали градиентом NaCl с концентра-
цией ∼0.05–0.1 М NaCl. Элюированный белок
дополнительно концентрировали и загружали в
колонку Superdex 200 16/60 (GE Healthcare), урав-
новешенную буфером SEC (25 мМ Tris-HCl,
pH 7.5, 0.15 М NaCl, 5 мМ βME, 5% глицерина).
Качество белка оценивали с помощью SDS-PAGE.
Чистота рекомбинантного белка составляла бо-
лее 95%.

Кристаллизация. Поиск условий кристаллиза-
ции проводили методом диффузии паров раство-
рителя, используя раствор белка с концентрацией
12 мг/мл в 25 мМ Tris-HCl-буфере, pH 7.5, содер-
жащем 150 мM NaCl, 5% глицерина, 5 мМ βME и
коммерческие наборы фирм Hampton-Research и
Molecular Dimensions. Образование кристаллов
наблюдали при использовании в качестве оса-
ждающего раствора 20%-ного полиэтиленглико-
ля 3350 и 0.2 M трехосновного моногидрата цит-
рата калия при температуре 16°C.

Сбор и обработка дифракционных данных. Кри-
сталлы были предварительно заморожены в крио-
растворе, содержащем 15% MPD. Дифракцион-
ные наборы собраны на синхротроне ESRF (Eu-
ropean Synchrotron Radiation Facility, Франция)
при 100 K на станции синхротронного излучения
id29. Наилучший дифракционный набор собран
до разрешения 3.4 Å, статистика этого набора
приведена в табл. 1. Данные обрабатывали с ис-
пользованием пакета программ XDS [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Рекомбинантный белок, С-концевой фраг-

мент mp12-mp13 человеческого миомезина-2,
был очищен до гомогенного состояния. Первона-
чальный поиск условий кристаллизации прове-
ден методом диффузии паров растворителя в си-
дящей капле с использованием коммерческих
кристаллизационных наборов фирм Hampton Re-
search и Molecular Dimensions. Кристаллы были
обнаружены в условиях B12 коммерческого кри-
сталлизационного набора JCSG-plus фирмы Mo-
lecular Dimensions (рис. 1). Дифракционные на-
боры от замороженных кристаллов собраны при
100 К на источнике синхротронного излучения
ESRF. Пример дифракционной картины приве-
ден на рис. 2. Приведенные дифракционные ха-
рактеристики (табл. 1) показывают, что удалось
получить набор данных для кристаллов С-конце-
вого фрагмента mp12-mp13 миомезина-2. Наибо-
лее вероятными являются значения коэффици-
ента Мэтьюса в диапазоне 2.39–3.18, соответству-
ющие шести–восьми молекулам в независимой
части и 48.5–61.37% растворителя в ячейке. В дан-
ный момент структура находится в процессе ре-
шения, одновременно ведется работа по оптими-
зации условий кристаллизации с целью улучше-
ния дифракционного качества кристаллов.

Степень идентичности аминокислотных по-
следовательностей миомезина-2 и более изучен-
ного миомезина-1, который обладает высокой
эластичностью (его молекулы могут растягивать-
ся в несколько раз и возвращаться в прежнее со-
стояние без внутренних повреждений) [15], со-
ставляет 47%. Несмотря на довольно высокую
степень гомологии, функция и локализация мио-
мезина-1 и миомезина-2 различаются: миоме-
зин-1 расположен параллельно миозиновым фи-

Таблица 1. Статистические характеристики дифрак-
ционных данных С-концевого фрагмента mp12-mp13
миомезина-2

Примечание. В скобках приведены значения для слоя наи-
высшего разрешения.

Пр. гр. P2221
a, b, c, Å 114.23, 141.95, 111.68
α, β, γ, град 90.0, 90.0, 90.0
Длина волны, Å 0.976582
Разрешение, Å 47.87–3.41 (3.50–3.41)
Количество независимых 
рефлексов

25371 (1808)

Полнота набора 99.5 (97.0)
I/σ(I) 6.66 (0.38)
Повторяемость 4.42 (4.50)
CC(1/2) 99.9 (28.2)
Rmeas 15.5 (403.8)
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ламентам, миомезин-2 – перпендикулярно [4].
Известно, что С-концевой фрагмент миомезина-
1 my12-my13 отвечает за гомодимеризацию, игра-
ющую роль в сборке М-линии саркомера [16].
Получение пространственной структуры С-кон-
цевого фрагмента миомезина-2 позволит устано-
вить различия между миомезином-1 и миомези-
ном-2, что в дальнейшем поможет установить
функцию миомезина-2. Дифракционный набор,
представленный в работе, является первым набо-
ром, полученным для миомезина-2, и является
важным шагом на пути определения простран-

ственной структуры миомезина-2, играющего
важную роль в работе сердца.

Авторы выражают благодарность И. Агарко-
вой (Швейцария) за дискуссии при подготовке
статьи.

Наборы данных собраны на станции синхро-
тронного излучения id29 на синхротроне ESRF
(Гренобль, Франция). Авторы выражают благо-
дарность сотрудникам id29 за помощь при полу-
чении дифракционных наборов данных.

Работа выполнена в рамках госзадания Санкт-
Петербургского государственного университета
(проект № 51143531).
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Рис. 1. Кристаллы С-концевого фрагмента mp12-mp13
миомезина-2, выращенные методом диффузии паров
растворителя.

50 мкм

Рис. 2. Дифракционная картина, полученная с кри-
сталла С-концевого фрагмента mp12-mp13 миомези-
на-2 на синхротроне ESRF.
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Ферменты из экстремофильных организмов представляют повышенный интерес для задач биотех-
нологии, поскольку обладают природной адаптацией к экстремальным условиям, имеющим место
в технологических процессах. Липазы являются обширным классом гидролитических ферментов,
которые катализируют расщепление сложноэфирных связей в триацилглицеридах, а также находят
многочисленные применения в биотехнологии. Исследована кристаллическая структура точечного
мутанта эстеразы PMGL2, ген которой обнаружен в результате скрининга метагеномной библиоте-
ки ДНК из вечномерзлого грунта Сибири. Структура получена с разрешением 1.5 Å. Проведено
сравнение структур мутантной формы и дикого типа PMGL2 на уровне строения субъединицы,
функционального димера и активного центра фермента.

DOI: 10.31857/S0023476121050064

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время одним из важных направ-

лений научных исследований в биотехнологии
является изучение возможностей практического
использования микроорганизмов, обитающих в
экстремальных условиях (экстремофилов). Такие
микроорганизмы представляют особый интерес
для биотехнологического применения, поскольку
являются природными продуцентами фермен-
тов, способных функционировать в нестандарт-
ных и часто экстремальных условиях: при по-
вышенной или пониженной температуре, в при-
сутствии высокой солености или органических
растворителей и т.д. [1, 2].

Примером практически значимых ферментов
являются липазы, являющиеся обширным клас-
сом гидролитических ферментов, которые ката-
лизируют расщепление сложноэфирных связей в
триацилглицеридах, а также находят многочис-
ленные применения в различных биотехнологи-
ческих процессах [3, 4]. Липолитические фермен-
ты имеют схожую пространственную структуру –
двудоменный α/β-гидролазный фолд, включаю-
щий в себя каноническую каталитическую триа-
ду, состоящую из остатков Ser-His-Asp/Glu.

Согласно существующей классификации, ос-
нованной на наличии консервативных мотивов,
липазы делятся на несколько семейств – I–VIII
[5–7], пространственные структуры представите-
лей каждого из которых к настоящему моменту
установлены. Бактериальные ферменты, относя-
щиеся к семейству IV, по своей структуре и свой-
ствам схожи с гормон-чувствительными липазами
млекопитающих и потому были названы бактери-
альными гормон-чувствительными липазами (bHSL).
Ферменты этого семейства в свою очередь подраз-
деляются на два класса на основании последова-
тельности мотива активного центра – GD(E)SAG
и GTSAG [8–10]. В последнем случае допускается
вариабельность остатка, предшествующего ката-
литическому серину. В отличие от хорошо изучен-
ных ферментов класса GDSAG ферменты второго
класса изучены значительно меньше – установ-
лены структуры всего трех ферментов. Одним из
них является эстераза PMGL2, ген которой обна-
ружен в результате скрининга метагеномной биб-
лиотеки ДНК из вечномерзлого грунта. Эстераза
относится к семейству HSL [11] и характеризуется
наличием неканонического аминокислотного
остатка (а.о.) в положении, предшествующем ка-

УДК 548.73

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
СОЕДИНЕНИЙ
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талитическому S174, в консервативном мотиве ак-
тивного центра – 172GXSAG176. В случае PMGL2 в
этом положении находится остаток цистеина –
C173. С целью выяснения функциональной роли
данного остатка цистеина был сконструирован ряд
мутантных вариантов PMGL2, содержащих в этом
положении остатки треонина, аспарагиновой кис-
лоты и серина, встречающиеся у гомологичных
ферментов [12].

В настоящей работе исследована кристалличе-
ская структура точечного мутанта C173S эстеразы
PMGL2 (m3PMGL2) с разрешением 1.5 Å. Прове-

дено сравнение структур мутантной формы и ди-
кого типа PMGL2 на уровне строения субъедини-
цы, функционального димера и активного центра
фермента.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Очистка и выделение белка, кристаллизация.
Очистку и выделение мутантной формы
m3PMGL2 проводили согласно [10]. Очищенный
белок концентрировали до 10 мг/мл при помощи
концентраторов Millipore для последующей кри-
сталлизации.

Кристаллизацию m3PMGL2 проводили при
температуре +20°С методом диффузии в парах
(висячая капля) [10]. Финальные условия кри-
сталлизации следующие: 250 мМ MgCl2, 100 мМ
HEPES 12% PEG 3350, pH 7.5.

Сбор и обработка дифракционных данных. Реше-
ние и уточнение структуры. Непосредственно пе-
ред сбором данных кристаллы m3PMGL2 кратко-
временно вымачивали в кристаллизационном
растворе, содержащем дополнительно 25% гли-
церина в качестве криопротектора, после чего
кристаллы вылавливали при помощи петли и по-
мещали под струю жидкого азота. Дифракцион-
ные данные собраны на станции синхротронного
источника SPring-8 (Harima Science Garden, Япония)
при температуре 100 K. Дифракционная картина
фиксировалась детектором Pilatus6M. Экспери-
ментальные данные проиндексированы и обрабо-
таны с использованием программы iMOSFLM [13].
С помощью программы Pointless [14] установлена
пр. гр. P21. Статистика набора данных приведена
в табл. 1.

Структура m3PMGL2 получена с разрешением
1.50 Å при помощи метода молекулярного заме-
щения с применением программы MOLREP [15].
В качестве стартовой модели использовали струк-
туру PMGL2 дикого типа (код PDB6QIN). Уточ-
нение структуры проводили с помощью програм-
мы REFMAC5 из набора CCP4 [16]. Визуальный
осмотр карт электронной плотности и уточнение
модели проводили с использованием программы
COOT [17]. Уточнение структуры выполняли до
достижения R-факторами следующих значений:
Rwork = 16.8%, Rfree = 19.5% (табл. 2).

В случае m3PMGL2 в независимой части эле-
ментарной ячейки кристалла находятся две бел-
ковые цепи (в цепи A – 317 остатков, в цепи B –
320 остатков), один ион магния, две молекулы
PEG 3350 и 453 молекулы растворителя. Элек-
тронная плотность отсутствует для 16 и 13 N-кон-
цевых аминокислот для цепей А и B соответствен-
но, что может быть связано с их относительной
подвижностью. Также в обеих цепях молекулы
для а.о. 221–226 электронная плотность имела

Таблица 1. Кристаллографические данные и парамет-
ры съемки кристалла эстеразы PMGL2

* В скобках приведены значения для последнего слоя.

Пр. гр. P21

a, b, c, Å 47.15, 92.53, 74.41
α, β, γ, град 90.00, 106.61, 90.00
Т, K 100
λ, Å 1.0
Разрешение, Å 56.48–1.50 (1.53–1.50)*
Число независимых 
рефлексов

95216 (4656)

Повторяемость 6.3 (6.3)
Полнота набора, % 97.6 (95.9)
I/σ (I) 16.1 (3.1)
Rmeas, % 7.3 (61.2)
CC1/2, % 99.9 (86.5)

Таблица 2. Данные уточнения эстеразы PMGL2

Rfact, % 16.8
Rfree, % 19.5
Общий средний B-фактор 18.5
Средний B-фактор по белку 17.9
Средний B-фактор по лигандам 27.2
Средний B-фактор по растворителю 25.8

Число неводородных атомов
Белок 4833
Лиганды 24
Растворитель 414
Всего 5286

Среднеквадратичные отклонения
Длины связей, Å 0.012
Валентные углы, град 1.891

График Рамачандрана
Наиболее благоприятные, % 96.7
Допустимые, % 2.8
Код PDB 6ZL7
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низкий уровень, позволивший, однако, достро-
ить эти участки.

Анализ структуры проводили с использовани-
ем программы COOT и системы молекулярной
графики PyMOL, Version 1.9.0.0 (Schrodinger, USA).
Сравнение и наложение структур проводили с
помощью сервиса PDBeFold [18], а контакты ана-
лизировали с использованием сервиса PDBePISA
[19].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Кристаллы m3PMGL2 принадлежат пр. гр. P21.
В независимой части элементарной ячейки кри-
сталла находятся две субъединицы белка, образу-
ющие функциональный димер.

Структура m3PMGL2 имеет типичный α/β-
гидролазный фолд, состоящий из двух канониче-
ских доменов – CAP-домена и каталитического
домена. Домен CAP содержит две α-спирали (α1
и α2). Каталитический домен состоит из восьми
β-тяжей (β1–β8), окруженных девятью α-спира-
лями (α3–α11) [10], и содержит в активном цен-
тре каталитический остаток серина – S174.

Анализ контактов между субъединицами из
независимой части показал, что m3PMGL2 ана-
логично многим другим эстеразам является диме-
ром в кристалле. Скрытая при формировании ди-
мера поверхность (buried surface area) составляет
1508 Å2 (11.3% поверхности субъединицы). Димер
стабилизирован 10 солевыми мостиками и 20 во-
дородными связями. Оценка гидрофобных меж-
молекулярных взаимодействий в димере, сде-
ланная по выигрышу свободной энергии при
формировании межмолекулярного контакта, да-

ет величину –7.5 ккал/моль. Полученные значе-
ния схожи с таковыми для дикого типа PMGL2 [10].

Проведенный анализ показал, что структуры
субъединиц m3PMGL2 и дикого типа фермента
также весьма схожи (RMSD = 0.181 Å2). Наложе-
ние субъединиц продемонстрировало, что эле-
менты вторичной структуры расположены иден-
тично, что говорит об отсутствии влияния точеч-
ной замены на общую структуру фермента (рис. 1).
Основные различия между структурами обнару-
жены в петлях 221–226. В молекуле PMGL2 дико-
го типа а.о. 221–226 не имели электронной плот-
ности [10] в отличие от молекулы m3PMGL2, где
эта область имеет электронную плотность, хотя и
низкого уровня.

Полость активного центра m3PMGL2 сфор-
мирована остатками G172, S173, A175, G176. В ак-
тивном центре m3PMGL2 на месте цистеина,
предшествующего каталитическому S174, нахо-
дится серин, что подтверждает проведенную му-
тацию (рис. 2). Электронная плотность для S173
демонстрирует, что он имеет двойное положение:
в одном положении его боковая группа ориенти-
рована по направлению к C202, а в другом – к бо-
ковой группе F305. В последнем положении S173
способен образовывать водородную связь с боко-
вой группой E120 через молекулу растворителя.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследована структура мутантной формы эс-
теразы PMGL2, проведено ее сравнение со струк-
турой белка дикого типа и показано, что на уров-
не структуры димера, субъединицы и активного

Рис. 1. Наложение структуры m3PMGL2 (темный) на
структуру PMGL2 дикого типа (светлый). Расположе-
ние петли 221–226 обозначено стрелкой.

221226

Рис. 2. Электронная плотность 2FOFC (серая сетча-
тая поверхность) вокруг остатка S173. Уровень срезки –
1σ. Палочковой моделью показано двойное положе-
ние остатка серина и окружающие его остатки актив-
ного центра (подписаны). Темным цветом показан
ход полипептидной цепи белка.

PHE305

CYS202

GLY172

GLY176

SER173

SER174

ALA175
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центра различий в строении двух форм PMGL2 не
обнаружено. Полученные результаты позволяют
утверждать, что замена цистеина на серин в поло-
жении 173 не влияет на структуру фермента, при
этом биохимические характеристики мутантной
формы близки к таковым для дикого типа [12].

Работы по экспрессии и выделению белка вы-
полнены при финансовой поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований (грант
№ 18-04-00491), работы по кристаллографиче-
скому уточнению и анализу полученной структу-
ры выполнены при поддержке Министерства
науки и высшего образования РФ. Статья подго-
товлена по материалам кристаллизационных ис-
следований, выполненных в ЦР (КЭ) “Кристал-
лизатор” (Шифр ЦР (КЭ) “МКС (Наука)”
ФНИЦ-1) на российском сегменте Международ-
ной космической станции.
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Методами молекулярного моделирования впервые построены полноатомные трехмерные структу-
ры новых обратимо переключаемых флавинсодержащих белков с LOV-доменами (Light, Oxygen,
Voltage), используемых в микроскопии сверхвысокого разрешения. Для вариантов белков rsLOV1 и
rsLOV2 известны первичные последовательности, но не пространственные модели. При построе-
нии моделей rsLOV1 и rsLOV2 за основу взята структура PDB ID: 2MWG фоторецепторного белка
YtvA из Bacillus subtilis и выполнены необходимые точечные замены аминокислотных остатков. По-
строенные модели заключены в водные оболочки, для которых выполнены расчеты молекулярно-
динамических траекторий и проведен динамический сетевой анализ. Показано, что динамические
свойства нативной и мутантных структур различаются прежде всего в отношении Jα-спирали, от-
ветственной за передачу сигнала при фотовозбуждении.

DOI: 10.31857/S0023476121050143

ВВЕДЕНИЕ

Интерес к флавинсодержащим белкам с LOV-
доменами (Light, Oxygen, Voltage) объясняется их
применением в качестве флуоресцентных марке-
ров в живых системах, а в последнее время – в со-
ставе оптогенетических конструкций [1, 2]. По
сравнению с известными маркерами семейства
зеленого флуоресцентного белка флуоресцент-
ные белки на основе LOV-доменов обладают ря-
дом преимуществ: небольшой размер, примени-
мость в анаэробных условиях, возможность при-
менения в широком диапазоне pH (от 4 до 11) [3].
В качестве хромофора большинство LOV-доме-
нов связывает флавинмононуклеотид, широко
распространенный в клетках.

Фотопереключение белков с LOV-доменом ос-
новано на реакциях образования и разрыва кова-
лентной связи между атомом серы консерватив-
ного аминокислотного остатка цистеина и C4a-
атомом флавина. В активном, флуоресцентном
состоянии “ON” связи между цистеином и фла-
вином нет, но при освещении синим цветом
(488 нм) формируется связь (Cys)S–C4a, и белок
переходит в нефлуоресцентное состояние “OFF”.
В природных объектах образование ковалентно-
связанного аддукта запускает ряд структурных

изменений белка, при которых сигнал передается
белку-эффектору. При освещении УФ-светом
(408 нм) аддукт распадается, и восстанавливается
состояние “ON”.

Первые попытки создать обратимо фотопере-
ключаемый маркер были предприняты для белка
YtvA-LOV из Bacillus subtilis [4]. Однако слабая
флуоресценция и низкая эффективность пере-
ключения во флуоресцентное состояние под дей-
ствием УФ-света не способствовали практиче-
скому применению природного белка. В [5] были
получены новые варианты обратимо фотопере-
ключаемых белков, названных rsLOV1 и rsLOV2,
демонстрирующие повышенную яркость и улуч-
шенную кинетику переключения. Данные белки
были синтезированы олигонуклеотид-направ-
ленным мутагенезом на основе YtvA-LOV.

В отличие от исходного природного белка
YtvA-LOV, для которого известна пространствен-
ная структура (рис. 1), для rsLOV1 и rsLOV2 ранее
была известна только первичная последователь-
ность. Знание пространственной структуры необ-
ходимо для анализа путей передачи сигнала при
фотоиндуцированном возбуждении.

Для решения задачи построения трехмерных
полноатомных структур rsLOV1 и rsLOV2 в дан-
ной работе использованы современные методы
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молекулярного моделирования. Анализ литерату-
ры показывает, что подобные подходы могут ока-
заться успешными при изучении структурных из-
менений, происходящих в LOV-доменах [6].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Полноатомные молекулярные модели rsLOV1
и rsLOV2, мутантов YtvA-LOV, получены на осно-
ве известной структуры YtvA Bacillus subtilis (PDB
ID: 2MWG). Модели построены с тем же количе-
ством аминокислотных остатков, что и в [5]: 1-146
для YtvA-LOV и 1-142 для rsLOV1 и rsLOV2. Для
получения структур rsLOV1 и rsLOV2 проведены
точечные замены в соответствии с известными
первичными последовательностями (рис. 2).

Боковые цепи аминокислот лизина и аргини-
на предполагались положительно заряженными,
глутаминовой и аспарагиновой кислот – отрица-
тельно заряженными. Модельные системы были
сольватированы в водных оболочках размером
94 × 74 × 76 Å3 для YtvA-LOV и 91 × 74 × 76 Å3 для
rsLOV1 и rsLOV2. Для нейтрализации зарядов си-
стем были добавлены ионы натрия и хлора таким

образом, чтобы ионная сила раствора составляла
0.15 М.

Молекулярно-динамические (МД) расчеты
проводили с использованием программного па-
кета NAMD [7]. Для каждой системы рассчитано
по три МД-траектории длительностью 100 нс
(шаг интегрирования 1 фс). Динамику Ланжевена
использовали для сохранения температуры 300 K
и давления 1 атм в NPT-ансамбле. Для электро-
статических взаимодействий использовали алго-
ритм PME [8]. Энергии и силы вычисляли с сило-
вым полем CHARMM36 [9] для белковой макро-
молекулы, TIP3P для молекул воды [10]. Для
хромофора использовали параметры и типы ато-
мов CGenFF [11], оптимизированные в [12]. Сете-
вой динамический анализ выполняли с использо-
ванием программ VMD [13] и Carma [14, 15].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ полученных МД-траекторий показы-
вает, что самое активное движение наблюдается
для А'α- и Jα-спиралей (рис. 1), на рис. 3 пред-
ставлены все варианты их положения. Как видно
из рисунка, А'α-спираль либо контактирует с пет-
лей Hβ-Iβ (при этом N-концевая часть находится
или под спиралью (рис. 3а), или за ней (рис. 3в)),
либо находится ниже N-концевой части белка
(рис. 3б, 3г, 3е). Последние два завитка Jα-спи-
рали обладают повышенной подвижностью,
причем в некоторых траекториях они стремятся
потерять свою структуру (рис. 3в), а в одной
траектории, для YtvA-LOV, половина Jα-спирали
полностью развернулась (рис. 3е). Для rsLOV2
также наблюдалось необычное движение А'α- и
Jα-спиралей навстречу друг другу (на рис. 3г по-
казано их максимальное сближение), после чего
они вернулись в обычные позиции. Отметим, что
для YtvA-LOV во всех траекториях А'α-спираль
располагается ниже N-концевой части белка
(рис. 3д, 3е).

Рис. 1. Структура домена YtvA-LOV, построенная на
основе PDB ID: 2MWG. Стержневой моделью пока-
заны хромофор и аминокислотные остатки Cys62 и
Gln123.
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Рис. 2. Выравненные аминокислотные последовательности YtvA-LOV, rsLOV1 и rsLOV2. Цветом выделены различия.
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Дополнительную информацию о сходстве и
различии структур исследуемых систем предо-
ставляет сетевой динамический анализ. На рис. 4
представлены дисперсионно-ковариационные
матрицы. Области, отвечающие скоррелирован-
ному движению аминокислотных остатков, отме-
чены более темными цветами; у rsLOV1 и rsLOV2
они шире, чем у YtvA-LOV. Существенное отли-
чие наблюдается для rsLOV2 в области между
30-м и 62-м остатками, что, вероятно, связано с
тем, что там находятся дополнительные мутации,
отсутствующие у rsLOV1 (I39V, Q44N, N61S).

Для исследуемых систем также рассмотрены
изменения, происходящие в хромофорсодержа-
щем кармане. Самой подвижной боковой цепью
в этой области обладает остаток Gln123 (рис. 1).
Известно, что аналогичный остаток глутамина
сохраняется во всех LOV-доменах и играет важ-
ную роль в передаче сигнала [6]. Чтобы проиллю-
стрировать поведение боковой цепи Gln123, были

рассмотрены такие параметры, как двугранный
угол NE2–CD–CG–CB и расстояние между ато-
мом NE2 глутамина и N5 флавина (рис. 5). Из
графиков видно, что для природного белка
YtvA-LOV характерны расстояния от 4 до 5.5 Å и
величины угла от 10° до 70° (рис. 6а). Для белков
rsLOV1 и rsLOV2 наблюдается большая заселен-
ность состояний в области около 3–3.5 Å и от 150°
до –120° (рис. 6б). Также для rsLOV2 наблюдается
слабо заселенное состояние с расстояниями
больше 6 Å (рис. 6в), где боковая цепь Gln123 на-
правлена в сторону Jα-спирали.

Для численного сравнения подвижности бо-
ковой цепи глутамина для каждой системы была
подсчитана доля кадров в МД-траекториях, в ко-
торых расстояние NE–N5 не превышало 3.5 Å:
2.6% для YtvA-LOV, 15.9% для rsLOV1 и 13.7% для
rsLOV2.

Таким образом, впервые исследованы струк-
туры новых обратимо переключаемых белков

Рис. 3. Характерные конфигурации из молекулярно-динамических траекторий: а, б, г – rsLOV2, в – rsLOV1,
д, е – YtvA-LOV.
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Рис. 4. Дисперсионно-ковариационные матрицы. По осям отложены номера узлов сети. Узлы 0 и 1 отвечают фла-
вину (изоалоксазиновому кольцу и рибитиловому хвосту соответственно), узлы от 2 до 148 соответствуют амино-
кислотам 1-146.
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rsLOV1 и rsLOV2 и проведено их сравнение со
структурой YtvA-LOV. Выявлены отличия в пове-
дении Gln123, находящегося в хромофорсвязыва-
ющем кармане. В белках rsLOV1 и rsLOV2 боко-
вая цепь Gln123 обладает большей подвижностью
и гибкостью, чем в YtvA-LOV.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда (проект № 17-13-01051) с использо-
ванием оборудования Центра коллективного поль-
зования сверхвысокопроизводительными вычис-
лительными ресурсами МГУ им. М.В. Ломоносова.
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Определение 3D-формы частиц по одномерным данным малоуглового рассеяния от растворов мак-
ромолекул неоднозначно. В силу плохой обусловленности обратной задачи, решение неустойчиво
и зависит от параметров алгоритма поиска. Следовательно, на практике необходимо не только оце-
нивать степень стабильности решения, но и подбирать параметры как метода решения, так и самой
модели. Рассмотрена тактика поиска, заключающаяся в последовательном определении набора мо-
делей формы частицы, представленной в виде структуры, состоящей из плотноупакованных шари-
ков малого размера. Набор решений получают при варьировании относительного вклада членов це-
левой функции: критерия отклонения модельной кривой рассеяния от экспериментальной, штра-
фов за рыхлость и разрыв структуры тела, за отклонение среднего числа контактов шариков от
заданного значения. Приведены примеры решения модельных задач и определения формы молекул
по измерениям, выложенным в банке малоугловых данных и моделей SASBDB.

DOI: 10.31857/S0023476121050234

ВВЕДЕНИЕ
К настоящему времени разработано несколько

методов ab initio-восстановления формы с ис-
пользованием модели малых объемных элемен-
тов [1–3]. Поиск 3D-формы частицы осуществ-
ляется минимизацией суммарной квадратичной
невязки между экспериментальной кривой рассе-
яния и теоретической, рассчитываемой от модели
структуры, представленной набором плотноупа-
кованных элементов малого объема. В качестве
элементов берут шарики или кубики такого раз-
мера, чтобы дифракция на их упаковке влияла на
кривую рассеяния за пределами эксперименталь-
ного диапазона. Кубические элементы позволяют
более однородно заполнить пространство, одна-
ко и в случае шариков поправку на однородность
легко учесть с помощью поправочного коэффи-
циента. Поиск решения (пространственного раз-
мещения шариков в модели) ведут с помощью
методов глобальной минимизации, например мо-
делированием отжига (simulated annealing [4]) [1,
2] или с помощью генетических алгоритмов [3].
Алгоритм, основанный на поиске решения мето-
дом моделирования отжига, оказался исключи-
тельно эффективным в силу ряда алгоритмиче-
ских решений, в частности из-за отказа от вариа-
ции на каждом шаге поиска всех параметров
модели (число параметров равно числу узлов в
прямом пространстве, в которых могут быть раз-

мещены шарики, заполняющие пространство и
моделирующие электронную плотность модели).
Вместо этого проводят варьирование только од-
ного параметра, выбираемого случайным обра-
зом. При этом экспериментальные данные рассе-
яния приближают с наложением ограничений
(прежде всего, плотность и неразрывность струк-
туры) на решение.

ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Коротко основная идея моделирования, реа-

лизованная в программе DAMMIN [1], заключа-
ется в следующем. Область поиска (например,
сфера с диаметром, равным максимальному раз-
меру частицы Dmax) разбивается на N (∼103–105)
узлов с плотнейшей упаковкой. Dmax определяют
из функции парных расстояний p(r), вычислен-
ной из экспериментальных данных I(s), напри-
мер, с помощью программы GNOM [5] из пакета
ATSAS [6] по формуле

(1)

где r – длина отрезка в структуре, s =  –
модуль вектора рассеяния, 2θ – угол рассеяния,
λ – длина волны излучения. Каждому j-му узлу
приписывается индекс Xj, обозначающий фазу,

∞

=

= 2
0

sin( )1( ) ( ) ,
2π s

srp r I s ds
sr

π θ λ4 sin /
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которой принадлежит данный узел (Xj = 0 означа-
ет растворитель, Xj = 1 – частица). Таким обра-
зом, структура модели описывается конфигура-
ционным вектором длиной N. В методе DAMMIN
интенсивность рассеяния от такой модели быст-
ро рассчитывается с помощью мультипольного
разложения функции амплитуды рассеяния от
объемного элемента. Тактика моделирования от-
жига заключается в старте с произвольной моде-
ли и ее последующих случайных модификациях
до тех пор, пока теоретическое рассеяние от мо-
дели не станет приближать данные. В обычном
методе Монте-Карло на каждом шаге используют
две модели – лучшую и пробную, полученную
случайной вариацией лучшей модели. Пробная
модель отвергается, если она хуже, и принимает-
ся в качестве лучшей в противном случае, после
чего цикл повторяют. Однако такой метод, не-
смотря на его стохастическую природу, на прак-
тике не способен найти решение за приемлемое
время, застревая в широких локальных миниму-
мах целевой функции. В методе отжига в качестве
текущей структуры принимают модель, которая
не обязательно лучше предыдущей. Случайную
вариацию проводят относительно текущей моде-
ли и получают пробную. Вероятность принять
худшую пробную модель в качестве новой теку-
щей зависит от некоторого параметра, который
называют в литературе “температурой” T. Боль-
шая температура означает высокую вероятность,
вычисляемую как exp(–Δ/T), принять в качестве
новой текущей модели худшую, если Δ (пробное
значение целевой функции минус текущее) боль-
ше 0 (решение хуже). Если пробная модель ока-
зывается лучше, т.е. Δ < 0, то она всегда принима-
ется в качестве новой текущей. В начале поиска
температуру выбирают достаточно высокой, что-
бы частота принятия худших решений в качестве
текущих превышала частоту обновления лучших
моделей. Это заставляет программу “блуждать”
по области поиска и в случае попадания модели в
окрестность другого локального минимума, в
конце концов, выбираться из текущего. По мере
роста числа испытаний температуру периодически
снижают. Чаще всего используют мультиплика-
тивный закон Tnext = TcurrF, где F – фактор отжига,
равный в программе DAMMIN 0.9–0.98. Значе-
ние целевой функции уменьшается по аналогии с
уменьшением внутренней энергии системы по
мере снижения температуры, из-за чего метод и
получил название “моделирование отжига” [4].

Поскольку для определения формы использу-
ются данные рассеяния, диапазон которых соот-
ветствует низкому пространственному разреше-
нию, искомая модель также должна иметь более
низкое разрешение по отношению к размеру объ-
емного элемента. Поэтому на модель накладыва-
ются условия связности и плотности. Полная це-
левая функция, использованная в данной работе,

имеет вид штрафной функции, зависящей от эле-
ментов конфигурационного вектора:

(2)
Здесь R – критерий сходства модельной и экспе-
риментальных кривых рассеяния

(3)

где  – МНК-множитель, совмеща-

ющий кривые рассеяния, умноженные на W(s) –
весовую функцию, которую назначают в виде

(4)

Умножение на W(s) позволяет выравнивать вклад
отклонений вдоль кривой рассеяния: при n = 0
расчет невязки (3) происходит на исходной шкале
данных (что имеет смысл при спаде интенсивно-
сти не более одного порядка), с увеличением n
кривая интенсивности трансформируется в кон-
тур, проходящий через максимальное значение
на некотором  и спадающий до не-
которого значения, тем большего, чем больше n.
Тем самым достигается возможность ослабить
вклад в суммарную невязку начального участка,
который наиболее подвержен искажающему вли-
янию рассеяния от агрегатов частиц, и одновре-
менно увеличить вклад малоинтенсивного участ-
ка при больших s. Нижняя строка в (4) служит для
того, чтобы ослабление начального участка было
не слишком большим. На практике n рекоменду-
ется выбирать таким образом, чтобы величина

 была в диапазоне 10–50. При таком

взвешивании обычное в МНК-методе деление
невязок на стандартное отклонение эксперимен-
тальных шумов не применяется.

Для адекватного описания формы частицы и
исключения влияния на кривую рассеяния упа-
ковки шариков их диаметр должен быть доста-
точно мал. Для обеспечения этого число узлов в
области поиска выбирают не менее 2000–5000 для
компактных частиц и до 10000–30000 для анизо-
метричных тел. При этом размер шариков оказы-
вается в 5–10 раз меньше, чем пространственное
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разрешение структурной модели, и для описания
однородных областей структуры они должны на-
ходиться в плотноупакованном состоянии. Для
обеспечения этого в целевую функцию добавле-
ны штрафные члены, отражающие требования
неразрывности структуры wDPD и ее диффузности
wLPL. Величину PD вычисляют как отношение об-
щего числа шариков структуры к числу шариков,
составляющих максимальный связный домен. PL
(штраф за “рыхлость”) вычисляют по формуле

, где 12 – мак-
симальное число контактов шарика с соседями,
Ne – фактическое число контактов,  означает
усреднение числа контактов, приведенное к од-
ному шарику по структуре. Для весовых коэффи-
циентов wD и wL рекомендованы значения 0.01–
0.001 из соображения примерного равенства
вкладов от R и штрафов в точке минимума функ-
ционала (2). PC – штраф за относительное смеще-
ние центра тяжести частицы из центра области
поиска. Этот член предотвращает “прилипание”
модели к границе области и тем самым влияние
границы на форму.

Намного более эффективный алгоритм поиска
шариковых моделей реализован в программе
DAMMIF [2]. Если DAMMIN осуществляет по-
иск модели в ограниченной области пространства
и вхолостую просматривает много узлов, находя-
щихся вдали от сформировавшегося структурно-
го кластера, то DAMMIF всегда работает со связ-
ной структурой в неограниченном пространстве.
Можно сказать, что DAMMIN “собирает” части-
цу, а DAMMIF ее “выращивает”, работая при
этом в 5–10 раз быстрее и делая значительно
больше случайных модификаций. Тем не менее
постоянная связность графа структуры может
ограничивать ее изменчивость в ходе поиска, по-
этому для определения разнообразия возможных
моделей программу DAMMIF (как и DAMMIN)
следует запускать несколько раз с разными пара-
метрами: числом модификаций в цикле постоян-
ной температуры, числом принимаемых модифи-
каций до перехода к следующей температуре, на-
чальной температурой и фактором ее снижения,
балансом весов штрафов. Такая работа слишком
затратная по времени и требует от пользователя
большого опыта решения модельных задач.

В данной работе рассмотрен модифицирован-
ный алгоритм DAMMINV, автоматизирующий
установку значений параметров поиска. Близкие
результаты в некоторых случаях могут быть полу-
чены и с использованием DAMMIN и DAMMIF
при соответствующей подготовке серии тексто-
вых файлов заданий или повторном запуске про-
грамм в диалоговом режиме. Модифицированная
версия DAMMINV ориентирована на последова-
тельный поиск 10–15 решений в режиме варьиру-
ющейся величины весовых коэффициентов при

= − − − + −1 1 exp( ) exp( 12)L e NP N

N

штрафных членах (“перемежающийся режим”,
“alternating mode”). В DAMMINV введен допол-
нительный штраф за наличие шариков, не нахо-
дящихся в контакте с основной структурой (на-
подобие алгоритма DAMMIF, но радиус контакта
может быть увеличен для повышения степени ва-
рьируемости модели; подробнее ниже). Для мо-
делирования диффузных структур введен также
дополнительный штраф за отклонение среднего
числа контактов шариков от заданного значения,
который заменяет штраф за рыхлость (например,
штраф за отклонение числа контактов от 2 фор-
сирует поиск структуры в виде рыхлого клубка).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Предлагаемая последовательность шагов поиска 
формы частицы

1. Выбрать правило взвешивания интенсивно-
сти рассеяния W (формула (4)). Для этого можно
воспользоваться программой SASPLOT из [6], в
которой можно оценить площади левой и правой
половин кривой рассеяния. В большинстве слу-
чаев степень n в формуле (4) должна обеспечивать
3–10-кратное доминирование площади левой
(начальной) половины взвешенной кривой, тем
большее, чем шире угловой диапазон данных рас-
сеяния. В DAMMINV выбор делается автомати-
чески.

Важное замечание: при расчете функции пар-
ных расстояний при наличии небольшой агрега-
ции частиц не следует искусственно уменьшать
Dmax во избежание артефактов в решении. Арте-
факты выражаются в виде распластывания струк-
туры вблизи поверхности области поиска. Вместо
этого лучше увеличивать начальный угол в дан-
ных, отбрасывая область, искаженную рассеяни-
ем от больших образований. В таком случае арте-
факты в моделях формы часто выглядят как легко
различимые отдельные домены или “хвосты”.

2. Для быстрого предварительного поиска мо-
дели можно установить больший радиус шарика,
чем предлагается по умолчанию, из расчета 3–
5 тысяч узлов в области поиска (или, например,
удвоенный радиус в DAMMIF). Так как разреше-
ние данных малоуглового рассеяния (МУР) не-
высокое, детали модели, меньшие чем 1/5–1/10
от максимального диаметра частицы, отражают
только наличие малоразмерных внутренних не-
однородностей, но не их фактическую структуру.
Заметим также, что в программе DAMMIF можно
увеличить число успешных модификаций модели
(критерий перехода к следующей температуре),
по умолчанию их доля составляет 0.1 от макси-
мального числа модификаций при постоянной
температуре и ее можно увеличить до 0.3–0.5. Да-
лее будет показано, что в некоторых случаях такое
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увеличение приводит к нахождению более адек-
ватной структуры.

3. Стартовую температуру Tinit и множитель ее сни-
жения TF при использовании программ DAMMIN и
DAMMIF можно не варьировать. Однако слиш-
ком большая Tinit в DAMMIN приводит к большо-
му числу начальных температурных циклов, в ко-
торых структура остается в виде случайного диф-
фузного облака без существенного уменьшения
невязки. В DAMMINV начальная температура
устанавливается равной Tinit = 2.5σΦ(X), где σΦ(X) –
стандартное отклонение изменений целевой
функции (2), вычисляемое с помощью таблицы
разностей по значениям Φ(X), полученным путем
100–300 вариаций стартовой модели (обычно это
случайным образом заполненная область поис-
ка). Такой выбор Tinit обеспечивает начало сниже-
ния Φ(X) уже на втором–третьем температурном
цикле в ходе поиска. В ходе поиска программа
может дополнительно уменьшать температуру в
случае, если критерий сходства формы экспери-
ментальной и модельной кривых рассеяния (угол
между векторами данных) становится больше 3°.
Это предотвращает превращение сформирован-
ной к данному моменту модели в полностью слу-
чайное расположение шариков.

4. Осуществить поиск решения при wR = 1.0
(уравнение (2)). В DAMMINV для повышения
эффективности применен режим, названный
SBS (Skip Bulk Solvent), при котором пропуска-
ются модификации, размещающие новый шарик
в узел, не контактирующий с шариками текущей
модели, если относительное число оторванных
шариков в модели становится меньше 3%. Это
позволяет программе осуществить большее число
вариаций связной структуры без увеличения их
максимально допустимого числа и штрафа за на-
личие отдельно расположенных шариков. Этот
режим почти аналогичен реализованному в алго-
ритме DAMMIF, но радиус контакта может пре-
вышать радиус упаковки шариков в сетке узлов (в
этом случае штраф за отдельные шарики остается
ненулевым). Для обеспечения большей варьируе-
мости модели при поиске при включении SBS-
режима температуру повышают в 1.5 раза.

5. Перед поиском следующего решения вес wR
уменьшают в 10 раз, назначают Tinit в 1.5–2 раза
меньше, чем на шаге 3. Вес штрафа за смещение
центра тяжести частицы от центра области поис-
ка wC увеличивают в 4 раза. Старт процедуры от-
жига проводят с полученной модели и получают
решение с несколько худшим значением R, но
лучшими значениями штрафов. Результат, полу-
ченный на шаге 4, обычно не рассматривают в ка-
честве решения, если невязка R значительно
ухудшается. Цель этого шага – получение моде-
ли, в большей степени удовлетворяющей требо-
ваниям штрафов.

6. Веса всех штрафных членов возвращают в
первоначальные значения, кроме штрафа за сме-
щение центра тяжести частицы от центра области
поиска, который уменьшают до значения 5% от
первоначального (это безопасно, так как малая
величина смещения уже получена на шаге 4).
Устанавливают Tinit = 1.5σΦ(X) или в 1.5–2 раза
меньше первоначального значения, чтобы сохра-
нить основные черты модели. Отметим, что ми-
нимизация штрафа за рыхлость тела нередко при-
водит к ориентированию частицы в области по-
иска так, что некоторые участки ее поверхности
выстраиваются вдоль плоскостей упаковки ша-
риков, и форма оказывается граненой. Величина
штрафа wLPL становится настолько малой, что
полученная форма может сохраняться в следую-
щих решениях. Чтобы этого избежать, на этом
шаге в DAMMINV предусмотрен поворот тела от-
носительно (фиксированной) области поиска на
эйлеровы углы вокруг осей X и Z с соответствую-
щим пересчетом координат шариков, чтобы на-
правления граней не совпадали с плоскостями
упаковки пространственных узлов. Так как новые
координаты шариков теперь не совпадают с про-
странственной сеткой, структура частицы пере-
считывается на ближайшие узлы. Переходят к
шагу 3, на котором программа продолжает поиск
решения, которое должно улучшить невязку, это
основная задача данной фазы поиска. Итерации
продолжают до достижения общего числа циклов
поиска с фиксированной температурой 500–600.

Рассмотренная тактика направлена на получе-
ние решений, отличающихся друг от друга, и вме-
сте с тем на повышение вероятности найти более
глубокий минимум целевой функции. По разбро-
су полученных структур (обычно 6–10 моделей) с
помощью процедур DAMAVER или DAMCLUST
можно оценить стабильность решения, как это
сделано, например, в [7].

Еще одним отличием программы DAMMINV
является учет рассеяния от шариков модели, ко-
торое дает существенный вклад в области боль-
ших углов. Форм-фактор шариков заменен на
рассеяние от эллипсоидов [8] с пропорциями
осей 0.71 : 1.0 : 1.4, соответствующими типовым
тепловым колебаниям атомов. Это уменьшает
влияние на форму кривой рассеяния дифракции
от пространственной упаковки элементов, что
позволяет более адекватно определять структуры,
модели которых состоят из небольшого числа ша-
риков (менее 50–100), без необходимости добав-
лять или вычитать константу из данных рассея-
ния. Если такая необходимость существует (на-
пример, при неадекватном вычитании рассеяния
от кюветы с растворителем), в программе преду-
смотрена соответствующая опция.

Однозначность определения структуры может
быть выражена в терминах дисперсии решений
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для конкретной задачи. Информацию о степени
разброса моделей дают программы DAMAVER и
DAMCLUST. Из-за отсутствия линейной связи
между параметрами структуры (координатами
шариков) и входными данными рассеяния выра-
жение для дисперсии решений аналитически по-
лучить невозможно. Тем не менее можно дать от-
вет на вопрос о степени однозначности (или
устойчивости), проводя анализ величин парных
корреляций моделей в серии решений, которые
получены методом случайного поиска и, вслед-
ствие этого, независимы. Конечно, такой ответ
всегда является неполным, и для получения до-
полнительной информации об однозначности в
пакете ATSAS предусмотрены дополнительные
процедуры (программа AMBIMETER [6, 9]).

В общем случае сложно различить неодно-
значность решения задачи определения структур-
ной модели и его неустойчивость. И то, и другое
приводит к тому, что находимые модели частиц
отличаются друг от друга, если варьировать угло-
вой диапазон данных рассеяния, проводить по-
иск с разных стартовых приближений, изменять
параметры самого метода минимизации. Для по-
лучения окончательного ответа необходимо
проводить серию численных экспериментов с ва-
рьированием условий поиска, анализировать от-
дельные решения с точки зрения “физического
смысла”, отбирать группы похожих решений (на-
пример, по R-фактору в прямом пространстве)
и т.п. В итоге анализ данных МУР оказывается
довольно сложной экспертной задачей, хотя не-
редко и удается получить окончательный ответ
без проведения большого количества численных
экспериментов. В данной публикации не рас-
сматриваются все влияющие на решение факто-
ры, так как их последовательный анализ может
быть предметом не одной статьи.

Примеры экспериментальных данных брали
из базы моделей белковых частиц, определенных
по данным МУР [https://www.sasbdb.org/data].
Образцы отбирали по линейности графика Гинье
и не слишком большому уровню шума.

Пример неоднозначности модели частицы. Факт
неоднозначности отмечали многие исследовате-
ли, однако в литературе до сих пор не было при-
меров двух разных по структуре тел, МУР от кото-
рых было бы идентично. Идентичность кривых
рассеяния означает, что телам должны соответ-
ствовать одинаковые функции парных расстоя-
ний p(r) (1), из чего следует идентичность макси-
мальных размеров Dmax, объемов V и радиусов
инерции Rg [8]. Это ограничивает число возмож-
ных форм частиц. В литературе существует при-
мер расположения пяти точек на плоскости двумя
разными способами при идентичных наборах
парных расстояний между вершинами графов и
дополнительно идентичности наборов площадей

треугольников [10]. Эксперимент с опубликован-
ным примером показал, что, если для обеих
структур вывести центральную точку из плоско-
сти на одинаковые расстояния (что обеспечивает
равенство объемов полученных пирамид) и, по-
лагая тела однородными по плотности, численно
рассчитать функции расстояний p(r) с уменьшаю-
щимся радиусом шариков, можно увидеть, что
кривые распределений стремятся к совпадению.
Формы этих моделей показаны на рис. 1.

Влияние параметра взвешивания интенсивно-
сти рассеяния. На рис. 2 представлены кривые
рассеяния от частицы рис. 3 (1), взвешенные со-
гласно формуле (4). Модель на рис. 3 (2) получена
с помощью программы DAMMIN с установками
по умолчанию с весом W = s2. Тот же вес для
DAMMINV, несмотря на перемежающийся ре-
жим, не привел к удовлетворительному восста-
новлению формы (рис. 3 (3)), тогда как W = s1

(рис. 2 (2)) позволяет найти близкую к точной мо-

Рис. 1. Пример двух пирамидальных тел одинаковой
высоты относительно плоскости рисунка (точки P4 и
Q4 вынесены из плоскости), обладающих идентичны-
ми функциями парных расстояний p(r): а – опубли-
кованная плоская модель [10]; б – объемные шарико-
вые модели, составленные примерно из 20 000 ша-
риков; в – вид функций парных расстояний,
рассчитанных по шариковым моделям (совпадают с
точностью до толщины линии на графике).
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дели форму (рис. 3 (4)). Значения критерия под-
гонки R рассчитаны для невзвешенных данных.

Поиск формы частиц в перемежающемся режи-
ме. Другой пример, демонстрирующий работу по-
иска с периодическим изменением относитель-
ных вкладов членов целевой функции, представ-
лен на рис. 4, 5. В случае программы DAMMINV
применяли вес W = s1. Остальные параметры по-
иска оставляли по умолчанию. Во всех случаях
значение R составляло (1 ± 0.2) × 10–4. Видно, что
одиночные поиски DAMMIN и DAMMIF с уста-
новками по умолчанию и DAMMINV (формы 4–
6 на рис. 5) не приводят к сколько-нибудь прием-
лемому результату, несмотря на хорошее соответ-
ствие кривых рассеяния (рис. 4). Последователь-
ный поиск в перемежающемся режиме на пятой
итерации дает приемлемое восстановление фор-
мы, сохраняющееся на следующих итерациях.
Как отмечено ранее, увеличение числа принятых
при фиксированной температуре модификаций
относительно полного числа испытаний до 0.5
(100000 вместо 20000) в данном случае привело к
нахождению адекватной модели во всех трех слу-
чаях.

Формы молекулы бычьего альбумина как пример
анализа данных с частичной агрегацией белка. При-
ведем результаты анализа типичного сложного
случая изучения белка в растворе. На рис. 6а по-
казаны кривые МУР от раствора альбумина. Рас-
чет функции парных расстояний показал, что
распределение имеет протяженное плечо в обла-

Рис. 2. Взвешенные интенсивности рассеяния, исполь-
зуемые для расчета невязки R. Точки – теоретическое
рассеяние от частицы, представленной на рис. 3 (1),
сплошная линия – типичная кривая рассеяния от
найденных моделей, показанных на рис. 3 (2–4). На
графике: 1 – весовая функция W = s2, 2 – W = s1.
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Рис. 3. Типичные результаты восстановления формы
частицы (1) по теоретическим данным рассеяния, по-
казанным на рис. 2: 2 – программа DAMMIN (R =
= 1.3 × 10–3, W = s2), 3 – DAMMINV (R = 0.73 × 10–4,
W = s2, перемежающийся режим), 4 – DAMMINV
(R = 0.71 × 10–4, W = s1, перемежающийся режим).
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Рис. 4. Результаты подгонки модельной интенсивно-
сти рассеяния (точки), рассчитанной от структуры 1
на рис. 5. Сплошными линиями показано рассеяние
от найденных структур: 1 – DAMMIN, 2 – DAMMIF,
3 – DAMMINV (структура 6 на рис. 5) (а). Взвешен-
ная нормированная интенсивность рассеяния для
расчета невязки R (б).
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сти больших, более 9 нм, длин отрезков (рис. 7),
что свидетельствует о частичной агрегации белка
в растворе, хотя область Гинье прямолинейна
(рис. 6б) и об этом не свидетельствует. Соответ-
ствующие радиусы инерции, найденные по обла-
сти Гинье и по функции парных расстояний, рав-
ны соответственно 3.25 ± 0.02 и 3.26 ± 0.04 нм. Их
близость также не свидетельствует об агрегации,
хотя радиус инерции, рассчитанный в программе
CRYSOL [11] по кристаллической структуре бел-
ка, даже с учетом гидратной оболочки меньше:
2.84–2.89 нм. Действительно, типичные модели
формы молекулы (рис. 8), найденные в перемежа-
ющемся режиме поиска программой DAMMINV,
демонстрируют наличие артефактов, искусствен-
но увеличивающих длину максимальной хорды в
структуре. Формы молекул определяли с исполь-
зованием взвешивания W = s1, так как взвешива-

ние W = s2 слишком сильно увеличивает интен-
сивность рассеяния на больших углах и результат
оказывается несколько хуже. Так как артефакты
формы возникают в решениях в разных местах
структуры, усредненная с помощью DAMAVER
структура не показывает хорошего совпадения с
экспериментом (χ2 = 10.4) и здесь не приводится.
Основной результат данного исследования – ва-
рианты формы макромолекулы после отбрасыва-

Рис. 5. Результаты моделирования исходной структу-
ры (1): программа DAMMIN (2); DAMMIF с установ-
ками по умолчанию (3), DAMMIF с увеличенным до
100000 числом принятых при фиксированной темпе-
ратуре модификаций (4); DAMMINV – 5 – после пер-
вой итерации, 6 – после третьей, 7 – после пятой.
Нечетные номера итераций соответствуют шагу 4 пе-
ремежающейся моды, который соответствует исход-
ному (большому) относительному вкладу члена R в
целевой функции.
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75 6 Рис. 6. Экспериментальная интенсивность рассеяния
от раствора бычьего альбумина (точки) и типичная
модельная кривая (линия) от структур, приведенных
на рис. 8 (а); график Гинье для оценки радиуса инер-
ции Rg (б).

60

55

50

75

70

65

1.00.5 2.01.5

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

lgI, отн. ед. lnI, отн. ед.

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

(a)

(б)

s, нм1

s2, нм2

Рис. 7. Функция парных расстояний, рассчитанная
по данным рис. 6а.

0.5

1.0

1.5

2.0

r, нм
2 4 6 8 10 12 14

p, отн. ед.

0



800

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

ВОЛКОВ

ния артефактов агрегации, помеченных на рис. 8
серыми кругами. Эти варианты в силу предлагае-
мой тактики поиска должны отличаться друг от
друга, охватывая круг возможных форм.

Определение формы молекул по опубликованным
данным. Данные для анализа взяты из базы дан-
ных МУР от белковых растворов SASBDB [12].
Данные рассеяния и ссылки на публикации не
приведены, так как их можно найти в базе по коду
образца. По данным рассеяния рассчитаны рас-
пределения по расстояниям p(r) без принудитель-
ного уменьшения максимального расстояния Dmax.
Теоретические кривые рассеяния от полученных
моделей формы описывают данные с точностью
не хуже χ2 = 1.12 и не представляют интереса для

обсуждения. Поэтому приводим только наборы
полученных структур.

На рис. 9 показаны опубликованная и рассчи-
танная кривые распределения по расстояниям
для структуры SASDAF5 (FRET биосенсора),
рис. 10 представляет опубликованные и рассчи-
танные структуры. Видно, что расчет с использова-
нием расширенной p(r) предоставляет структуры,
более близкие по своему характеру к молекулярной
модели, что может служить ее подтверждением.
Пустоты малого размера в найденных моделях,
как было сказано ранее, не являются деталями
структуры, а отражают только попытку описать
разреженность структуры в прилегающей обла-
сти. Анализ структур с помощью DAMCLUST по-
казал небольшой разброс моделей, и на рис. 10
представлены наиболее различающиеся.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представлены некоторые результаты числен-

ных экспериментов по определению формы ча-
стиц из данных МУР от разбавленных изотроп-
ных монодисперсных систем и предложена схема
последовательных расчетов с помощью програм-
мы моделирования шариковыми структурами.
Весь спектр возможных случаев охватить в одной
работе невозможно, но главным результатом про-
веденного исследования служит утверждение:
предварительное моделирование с использова-
нием искусственных структур и последователь-
ный поиск решений с варьированием параметров
алгоритма поиска могут помочь ответить на во-

Рис. 8. Кристаллическая структура молекулы бычьего
альбумина из белковой базы данных 3V03 (1) и после-
довательные решения DAMMINV после шага 3 (2–5).
Кругами помечены артефакты из-за агрегации (пред-
положительно – частичной агрегации молекул в рас-
творе).
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Рис. 9. Функции парных расстояний для образца
FRET биосенсора, код данных в базе SASDAF5. Точ-
ки – опубликованные данные, линия – рассчитанное
распределение, которое было использовано в каче-
стве входных данных для программы DAMMINV.
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прос о надежности полученных решений в иссле-
довании белкового объекта.

Развитие методологии анализа данных МУР
выполняется в тесном сотрудничестве с группой

Д.И. Свергуна BIOSAXS [https://www.embl-ham-
burg.de/biosaxs/] в Европейской лаборатории мо-
лекулярной биологии (EMBL c/o DESY, Ham-
burg), которому автор выражает глубокую благо-
дарность.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 19-14-
00244) и Министерства науки и высшего образо-
вания в рамках выполнения работ по Государ-
ственному заданию ФНИЦ “Кристаллография и
фотоника” РАН в части развития библиотеки
подпрограмм общего назначения.
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SASDAF5): а, б – атомарная и шариковая опублико-
ванные модели; в–е – найденные с помощью
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Методом малоуглового рентгеновского рассеяния исследована олигомеризация медьсодержащей
ферроксидазы церулоплазмина при наличии не связанной с белком меди в растворе. Церулоплаз-
мин является мономером с молекулярной массой ∼132 кДа. Добавление хлорида меди в концентра-
ции 10 мкМ приводит к димеризации 60% белка. Анализ межсубъединичных контактов показал, что
димеризация может препятствовать образованию белок-белковых комплексов церулоплазмина с
белками лейкоцитов миелопероксидазой и пероксидазой эозинофилов. Образование этих ком-
плексов является частью защитной реакции организма на воспалительные процессы. Также, веро-
ятно, димерный церулоплазмин теряет способность связывать и окислять один из субстратов –
p-фенилендиамин.

DOI: 10.31857/S0023476121050179

ВВЕДЕНИЕ
Олигомеризация белков может являться при-

чиной некоторых нейродегенеративных заболе-
ваний, таких как болезнь Альцгеймера, Паркин-
сона и других [1, 2]. Триггерами олигомеризации
могут служить ионы металлов. Индуцированная
металлами агрегация может встречаться как у ча-
стично разупорядоченных белков, так и у глобу-
лярных. Например, ионы хрома, кобальта и нике-
ля способствуют агрегации альбумина [3]. Часто
встречаются данные, свидетельствующие о том,
что агрегацию белков способны вызывать ионы
цинка и меди [4–7]. Медь присутствует в организ-
ме человека в концентрации 16–20 мкМ в крови,
15 мкМ в синаптической щели и 0.5–2.5 мкМ в
спинномозговой жидкости [8]. Ее концентрация
в спинномозговой жидкости повышена в 2.2 раза
у пациентов с болезнью Альцгеймера [9]. При бо-
лезни Альцгеймера концентрация так называе-
мой свободной (диализуемой) меди в плазме кро-
ви достигает 5 мкМ [10].

Церулоплазмин (ЦП) – медьсодержащая мно-
гофункциональная гликозилированная феррок-
сидаза с молекулярной массой (ММ) ∼132 кДа,
циркулирующая в растворимой форме в плазме
крови. Благодаря способности превращать ток-
сичное двухвалентное железо в трехвалентное он

является природным антиоксидантом. ЦП содер-
жит от 40 до 70% меди плазмы крови [11]. Боль-
шинство исследований такими методами, как
гель-фильтрация, электрофорез в полиакрила-
мидном геле в неденатурирующих условиях и ма-
лоугловое рентгеновское рассеяние (МУРР),
показывают, что ЦП млекопитающих является
мономером [12–15]. Ранее в литературе была опи-
сана так называемая димерная изоформа ЦП с
молекулярной массой ∼200 кДа [16]. Димер ЦП
был обнаружен в плазме крови здоровых доноров
и секретировался культурой гепатоцитов (HepG2).
Опыты, в которых при кросс-сшивке мономер-
ного ЦП с помощью дитиобиссукцинимидил-
пропионата образовался продукт с ММ ∼200 кДа,
а при ограниченном протеолизе мономерного и
димерного ЦП образовались идентичные фраг-
менты, позволили заключить, что обнаруженная
ими изоформа ЦП является димером, а не про-
дуктом посттрансляционной модификации или
альтернативного сплайсинга [16]. Полипептид-
ная цепь белка свернута в глобулу, состоящую из
шести доменов, расположенных в форме псевдо-
гексамера, соединенных длинными петлями.
Благодаря ионам меди в структуре ЦП помимо
ферроксидазной активности обладает свойства-
ми оксидазы, NO-оксидазы, NO2-синтазы, су-

УДК 548.73

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
СОЕДИНЕНИЙ
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пероксиддисмутазы. Структурные исследования
показывают, что ЦП человека содержит шесть–
восемь центров связывания меди, из которых
шесть основных сайтов всегда заполнены, а за-
полнение двух лабильных сайтов наблюдается не
всегда [13]. ЦП крысы содержит на один лабиль-
ный сайт больше [17]. Обнаружено, что при из-
бытке меди ЦП подвержен олигомеризации. Бы-
ло исследовано олигомерное состояние ЦП в рас-
творе методом МУРР в присутствии хлорида меди
и обнаружена частичная димеризация белка. В
результате была получена трехмерная модель ди-
мера низкого разрешения, определены зоны кон-
тактов мономер–мономер.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение и очистка церулоплазмина. Для полу-

чения препарата мономерного ЦП с A610/A280 >
> 0.049 плазму крови с добавлением 1 мМ этилен-
диаминтетрауксусной кислоты и 0.1 мМ фенил-
метилсульфонил фторида (PMSF) подвергали
хроматографии на UNOsphere Q и неомицин-ага-
розе [18]. Далее ЦП концентрировали до 80 мг/мл
с помощью центрифужной ячейки Vivaspin 20
(M > 100 кДа), трижды заменяя 0.1 M Hepes-
NaOH рН 7.5.

Малоугловое рентгеновское рассеяние. Предва-
рительные измерения малоуглового рассеяния
ЦП были проведены на станции БиоМУР Курча-
товского центра синхротронного излучения [19].
Финальные измерения МУРР были проведены на
станции EMBL P12 BioSAXS (кольцо PETRA-III
синхротрона DESY, Гамбург, Германия) [20] в
диапазоне векторов рассеяния 0.023 < s < 5.0 нм–1

(s = , где 2θ – угол рассеяния и λ =
= 0.124 нм – длина волны). Линия P12 оснащена
оборудованием для автоматической смены образ-
цов и двумерным детектором Pilatus 2M (фирма
DECTRIS, Швейцария). Время экспозиции од-
ного образца – 20 кадров по 0.05 с каждый. При
сравнении временных кадров радиационного по-
вреждения зафиксировано не было. Данные были
собраны при концентрации ЦП 1.5–7.0 мг/мл
(11–53 мкМ) как в присутствии 10 мкМ CuCl2, так
и без добавления соли меди. Первичную обработ-
ку экспериментальных данных проводили в соот-

π θ λ4 sin /

ветствии со стандартными процедурами [21].
В частности, усреднение сигнала от буфера и его
вычитание осуществляли с использованием про-
граммы PRIMUS [22]. Рассеяние в нулевой угол
I(0) и радиус инерции Rg вычислены с помощью
приближения Гинье [23]. Программу обратного
фурье-преобразования GNOM [24] использовали
для оценки максимального размера частиц Dmax.
Эффективные ММ частиц в растворе получены
путем сравнения с рассеянием на эталонном об-
разце бычьего сывороточного альбумина (66 кДа).
В качестве дополнительного контроля ММ ис-
пользовали исключенный (породовский) объем Vp
[25, 26].

Олигомерное равновесие. Альтернативные мо-
дели димера ЦП, полученные с помощью докин-
га, применяли для приближения эксперимен-
тальных данных образца, содержащего мономеры
и димеры. Анализ смесей мономер–димер осу-
ществляли по программе OLIGOMER [22], кото-
рая приближает данные рассеяния линейной
комбинацией кривых рассеяния компонентов
смеси. Варьируемыми параметрами являются
объемные доли компонентов, а приближение
осуществляется путем минимизации невязки χ2

между экспериментальными данными Iexp(s) и
рассчитанной кривой Icalc(s).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Экспериментальная кривая МУРР для раство-
ра ЦП с добавлением 10 мкМ хлорида меди пока-
зана на рис. 1. Соответствующие общие парамет-
ры растворенных частиц приведены в табл. 1.
В табл. 1 также приведены теоретические значе-
ния Rg, Dmax, Vp для кристаллографической моде-
ли и ММ мономера по данным масс-спектромет-
рии [27], поскольку этот метод намного точнее
определяет ММ белка, чем теоретические расче-
ты по кристаллографической модели (118 кДа)
или аминокислотной последовательности ЦП
(122.2 кДа) из-за гликозилирования, типичного
для белков млекопитающих [27]. Полученные
экспериментально для образца церулоплазмина
ММ и Vp свидетельствуют о том, что в растворе
находятся как мономеры, так и димеры ЦП в со-

Таблица 1. Структурные параметры ЦП, полученные по данным МУРР

* [28].
** Значение получено исходя из молекулярной массы (ММ) мономера в [28].

Rg, нм Dmax, нм Vp, нм3 MM, кДа χ2 Объемные доли
мономер : димер

Эксперимент 4.2 ± 0.1 15 ± 1 305 ± 10 190 ± 20 4.03 (0.4 ± 0.01) : (0.6 ± 0.01)
Мономер ЦП 2.9 9.0 195 129.1*
Димер ЦП 4.2 15 390 258.2**
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отношении 40 : 60%. Действительно, кривая МУРР,
рассчитанная для мономера ЦП, систематически
отличается от экспериментальных данных в обла-
сти малых и средних углов. Олигомерное равно-
весие в смеси было охарактеризовано с помощью
линейной комбинации кривых рассеяния, рас-
считанных для кристаллографической модели

ЦП (код pdb 4enz) и моделей димера, построен-
ных с использованием сервера ClusPro [28]. Всего
было рассмотрено двадцать возможных вариан-
тов димеризации ЦП. При помощи программы
OLIGOMER и докинга найден оптимальный ва-
риант димера, а также определены объемные до-
ли мономера и димера, которые совпали со значе-
ниями, полученными из анализа ММ и Vp. На
рис. 2, 3 представлена оптимальная модель диме-
ра, a на рис. 1 – приближение эксперименталь-
ных данных МУРР смесью 40% кристаллографи-
ческого мономера с 60% оптимального варианта
димера. Несколько высокое значение χ2, видимо,
связано с недооцененными ошибками экспери-
мента. Контакт мономеров расположен далеко от
сайтов связывания меди, как основных, так и ла-
бильных.

Анализ областей димеризации позволил при-
близительно определить основные зоны контак-
тов. Петля 698–710 субъединицы А взаимодей-
ствует с доменом III субъединицы В. С этим до-
меном взаимодействует, вероятно, и Trp669
субъединицы А (рис. 4). Trp669 и Ser662 относятся
к сайту связывания р-фенилендиамина. Этот аро-

Рис. 1. Кривые МУРР раствора церулоплазмина (а):
кружки – экспериментальные данные, штриховая
линия – приближение кристаллографической моде-
лью мономера, сплошная линия – приближение сме-
сью мономера и димера в соотношении 40 : 60%; рас-
пределение взвешенных аминокислотных остатков в
случае приближения смесью (I(si)–Iсмесь(si))/σ(si) (б).
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(а)
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Рис. 2. Кристаллографическая модель мономера це-
рулоплазмина (а) и оптимальная модель димера, по-
лученная докингом (б).

(а) (б)

Рис. 3. Модель димера церулоплазмина: ионы меди
изображены сферами, темным цветом показаны ионы
в лабильных сайтах связывания меди, зона контакта
мономер–мономер выделена овалом, А и B – субъ-
единицы.
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матический амин является классическим суб-
стратом для измерения оксидазной активности
ЦП [29, 30]. Следовательно, образование димера
может блокировать связывание этого субстрата и,
соответственно, его окисление.

Другой контакт расположен в области петли
885–890, соединяющей домены V и VI субъеди-
ницы А с доменом IV субъединицы В. Способ-
ность ионов металлов вызывать агрегацию кон-
кретного белка зависит от многих параметров.
В их число входят тип металла и белка, внутри-
клеточная концентрация ионов металла, структу-
ра белка, содержание и взаимное расположение

потенциальных лигандирующих групп в боковых
цепях аминокислот. К таким группам относятся
тиоловая, имидазольная и карбоксилатная [31].
Предпочтительным кандидатом на роль лиганда
ионов меди является гистидин [32]. Используе-
мый метод не позволяет точно определить сайты
связывания металла, тем более что в зонах кон-
тактов расположены преимущественно лабиль-
ные междоменные петли, которые могут иметь
различные конформации. Конформацию одного
из участков ЦП, а.а 885–890, предположительно
вовлеченного в межмолекулярное взаимодей-
ствие, ни разу не удалось установить при рентге-
ноструктурном анализе [13].

Аминокислотные последовательности обла-
стей зон межмолекулярных контактов не содер-
жат гистидины. Однако потенциальный сайт свя-
зывания иона меди с типичными лигандами мо-
жет быть сформирован боковыми цепями Glu704
(субъединицы В) и Met580 (субъединицы А), рас-
положенными на α-спирали (рис. 5а). Другой по-
тенциальный сайт включает в себя Glu 419 (субъ-
единицы А) и Glu712 (субъединицы В) (рис. 5б).
Аргинин также является предпочтительным ли-
гандом для Cu2+ [32], и нельзя исключить, что
Arg701 (субъединицы В) (рис. 5а) может быть во-
влечен в связывание ионов металла, как и сосед-
ний Arg700 (рис. 4). Потенциальная роль димери-
зации ЦП под действием ионов меди вытекает из
анализа областей олигомеризации. Петля 885–
890 участвует в обнаруженных in vivo белок-бел-
ковых взаимодействиях ЦП [13], ингибируя в них
миелопероксидазу и пероксидазу эозинофилов
[33]. Таким образом, ЦП предотвращает синтез
хлорноватистой кислоты (HOCl) и окисление ря-
да ароматических субстратов. HOCl является
мощным антибактериальным агентом и частью

Рис. 4. Внутридимерный контакт в области p-фени-
лендиаминсвязывающего сайта.

Thr380

Trp669
Arg700

Asn378

Рис. 5. Потенциальные сайты связывания ионов свободной меди: а – контакт в области Met580, б – контакт в области
Glu419.
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врожденного иммунного ответа. Однако HOCl
повреждает все виды биополимеров, и ее избыток
может приводить к галогенирующему стрессу, со-
провождающему хронические воспалительные
заболевания, в том числе атеросклероз [13, 34].
Расположение в области димеризации петли 885–
890 экранирует ее и, предположительно, будет
мешать образованию упомянутых выше белок-
белковых комплексов, лишая ЦП ингибирующе-
го действия на миелопероксидазу и пероксидазу
эозинофилов. Таким образом, в результате дей-
ствия избытка ионов меди эффективность реали-
зации части функций ЦП может существенно
снижаться.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Совета по грантам Президента РФ (грант № МД-
1901.2020.4) в части выделения и очистки ЦП,
Министерства науки и высшего образования РФ
в рамках Государственного задания ФНИЦ
“Кристаллография и фотоника” РАН в части об-
работки малоугловых данных и при поддержке
НИЦ “Курчатовский институт” (Приказ № 1360)
в части измерения экспериментальных кривых
МУРР и моделирования димера ЦП.
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ФОРМИРОВАНИЕ В РАСТВОРЕ СТРУКТУР ВЫСОКОГО ПОРЯДКА
CBS-ПИРОФОСФАТАЗОЙ ИЗ D. hafniense
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Для решения вопроса об олигомерном состоянии CBS-пирофосфатазы (CBS-PPase) дикого типа из
D. hafniense проведено исследование этого фермента двумя независимыми структурными методами:
с помощью малоуглового рентгеновского рассеяния и криогенной просвечивающей электронной
микроскопии. Впервые обнаружено формирование в концентрированном растворе белка стабиль-
ных структур высокого порядка – крупных спиралевидных ассоциатов. Также впервые показано,
что образование таких структур является обратимым процессом и при присоединении лиганда бе-
лок переходит в форму тетрамера, в которой обычно существует в разбавленных растворах. Резуль-
таты работы важны для понимания функциональных особенностей CBS-PPase, в том числе для по-
нимания патогенеза некоторых заболеваний.

DOI: 10.31857/S0023476121050040

ВВЕДЕНИЕ
Олигомеризация является хорошо известным

свойством белков и наблюдается во всех биологи-
ческих системах [1]. Подсчитано, что по крайней
мере 35% всех клеточных белков существует в ви-
де олигомеров [2, 3]. С биологической точки зре-
ния олигомеризация важна, поскольку она сохра-
няет жизненно важные молекулярные ресурсы,
создавая из повторяющихся функционально зна-
чимых единиц более крупные полипептидные
формирования, обладающие новыми функцио-
нальными свойствами, например кооперативно-
стью.

Белковые олигомеры могут быть гомо- или ге-
теро-олигомерами и варьироваться от димеров до
структур высокого порядка: капсидов – внешней
белковой оболочки вирусов, и фибрилл – ните-
видных белковых структур в клетках и тканях
млекопитающих. Некоторые белки образуют
только одно конкретное активное олигомерное
состояние. Хорошо известным примером такого
белка является гемоглобин, существующий в
красных кровяных тельцах как гетеро-тетрамер
[4]. Другие белки в процессе выполнения своих
функций могут находиться в динамическом рав-
новесии между несколькими состояниями с раз-
ной активностью, переключаясь между этими со-
стояниями при определенных условиях. Отме-

тим, что во многих случаях такая динамическая
сборка и разборка олигомеров играют централь-
ную роль в регуляции активности белка, например
в случае актина, который индуцирует подвиж-
ность клеток с помощью этого механизма [5].

Образование таких белковых структур высоко-
го порядка, как фибриллы, часто лежит в основе
патогенеза нейродегенеративных заболеваний,
встречающихся как у человека, так и у животных.
Амилоидные фибриллы и олигомеры связаны с
большим количеством заболеваний человека,
включая болезнь Альцгеймера и прионные болез-
ни. Формирование белковых агрегатов, отражаю-
щее конформационную и термодинамическую
нестабильность белка, можно рассматривать как
общий компонент патогенеза [6]. Недавно стало
известно, что даже такие хорошо изученные и по-
лезные белки, как, например, лизоцим, являю-
щийся антибактериальным агентом и разрушаю-
щий клеточные стенки бактерий, при определен-
ных условиях могут образовывать патогенные
формирования и превращаться в амилоидные
структуры [7]. Поэтому важной областью иссле-
дования структуры и функции белковых макро-
молекул является изучение процессов их олиго-
меризации и формирования структур высокого
порядка.

УДК 539.26

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
СОЕДИНЕНИЙ
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В недавних исследованиях структурных осо-
бенностей неорганических CBS-пирофосфатаз
(CBS-PPase) из разных бактериальных клеток
(D. hafniense, E. lenta и E. harbinense) было показа-
но, что в растворе этот фермент образует устойчи-
вый тетрамер [8, 9], хотя имеется устоявшееся
мнение, что CBS-PPase является гомодимером
[10]. Отметим, что структурные исследования
CBS-PPase и определение их олигомерного со-
стояния очень важны для установления механиз-
мов передачи сигнала между активным и регуля-
торным центрами, понимания молекулярных ос-
нов регуляции ферментов этого семейства и
определения механизма подавления их каталити-
ческой активности.

CBS-PPase относятся к семейству II раствори-
мых неорганических PPase, которые являются
наиболее каталитически активными среди всех
типов PPase. Их активные сайты располагаются
между DHH- и DHHA2-доменами [11], а автоин-
гибирующая регуляторная вставка в DHH-доме-
не [12]. Эта вставка образована двумя доменами
цистатион-β-синтазы (CBS) и одним доменом
DRTGG (названного в честь консервативных мо-
тивов Asp-Arg и Thr-Gly-Gly).

Известно, что CBS-домены участвуют в обра-
зовании структур более высокого порядка, фор-
мируя из двух модулей Бейтмана гомодимерные
формы, состоящие уже из четырех CBS-доменов
[13]. При этом CBS-домены способны связывать
лиганды, в качестве которых в CBS-РРase высту-
пают различные фосфатные производные адено-
зина [13–15].

Несмотря на достигнутые успехи в изучении
структуры и базовых молекулярных механизмов
функционирования этих ферментов [16, 17], име-
ющихся данных недостаточно для установления
механизма регуляции белка и определения пути
передачи сигнала от регуляторного к активному
центру. Вопрос об олигомерном состоянии белка
по-прежнему остается открытым из-за противо-
речивости данных [8–10] и отсутствия структуры
высокого разрешения полноразмерного фермен-
та. На данный момент известны лишь несколько
кристаллических структур канонических PPase
семейства II [18–20] и регуляторной вставки из
Clostridium perfringens, в которой пара CBS- и
DRTGG-домен образует гомодимер. Но выяс-
нить механизм передачи сигнала между актив-
ным и регуляторным центрами невозможно без
определения строения полноразмерного фермен-
та, в связи с чем структурный анализ полнораз-
мерной CBS-PPase в условиях, наиболее близких
к физиологическим, остается актуальной зада-
чей. Поэтому цель настоящей работы – структур-
ный анализ четвертичной структуры и олигомер-
ного состояния белка CBS-PPasе из D. hafniense
(dh-PPase) с помощью взаимодополняющих ме-

тодов структурной диагностики – малоуглового
рентгеновского рассеяния (МУРР) и криоген-
ной просвечивающей электронной микроскопии
(крио-ПЭМ).

Результаты работы могут стать шагом к пони-
манию принципиально важных функциональных
особенностей CBS-PPase и способствовать устра-
нению пробелов в понимании патогенеза некото-
рых заболеваний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и очистка CBS-PPasе. Образцы
бактериальной неорганической пирофосфата-
зы dh-PPase предоставлены научной группой из
Института физико-химической биологии им.
А.Н. Белозерского МГУ им. М.В. Ломоносова.
Для приготовления препаратов dh-PPase исполь-
зовали методики, описанные в [15]. Чистота пре-
паратов была подтверждена SDS-PAGE, как опи-
сано в [10]. Концентрацию белка определяли
спектрофотометрически, используя значение

, равное 0.478, рассчитанное из аминокис-
лотного состава dh-PPasе в программе ProtParam
[21]. Концентрация белка варьировалась от 0.5 до
9 мг/мл. Все эксперименты проводили в 0.1 M
Mops-KOH-буфере, pH 7.2, 2 мМ MgCl2, 0.1 мМ
CoCl2, 150 мМ KCl.

Эксперимент и анализ данных МУРР. Измере-
ния кривых МУРР проводили в Гамбурге на син-
хротроне DESY, накопительном кольце PetraIII
линии P12. Линия оснащена роботизированной
системой для автоматической смены образцов, а
также 2D-детектором Pilatus2M (фирма DECTRIS,
Швейцария). Интенсивность рассеяния с длиной
волны рентгеновского излучения λ = 0.124 нм
была измерена в области значений волновых век-
торов 0.08 < s < 7 нм–1, где s = , 2θ – угол
рассеяния. Для предотвращения искажения ре-
зультатов из-за возможных радиационных повре-
ждений было снято по 50 кривых рассеяния для
буфера (перед серией экспериментов для образца
и после) и образца. В ходе обработки полученных
данных радиационных повреждений выявлено не
было. Первичная обработка полученных данных
была проведена с использованием стандартных
процедур [22].

Для исключения влияния возможного межча-
стичного взаимодействия и образования агрега-
тов также использовали процедуру онлайн экс-
клюзионной хроматографии в сочетании с мало-
угловым рентгеновским рассеянием (SEC-SAXS).
Данный метод позволяет получить рассеяние от
монодисперсного раствора. Эксперимент прово-
дили с использованием колонки Superdex 200 10/30
(GE Healthcare) в режиме непрерывного потока
из колонок SEC, элюируемых с использованием

0.1%
280A

π θ λ4 sin )/(
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периодов воздействия 1 св общей сложности
3600 с (объем одной колонки).

Для получения максимальной эффективности
восстановления исходных данных эксперименталь-
ные кривые были обрезаны так, чтобы на выходе
получилось N = 10–20 шенноновских каналов:

(1)

где .

Исходя из данного условия, для анализа и мо-
дельных расчетов использовали наиболее инфор-
мативный интервал волновых векторов 0.08 < s <
< 2 нм–1.

Радиус инерции Rg был получен с использова-
нием приближения Гинье в области малых значе-
ний вектора рассеяния s. Из наклона прямолиней-
ного участка  от s2 графика Гинье экспери-
ментальных данных определялась интенсивность
рассеяния в нулевой угол I(0), пропорциональная
молекулярной массе:

(2)
Данное соотношение справедливо в области
(sRg) < 1.3.

Молекулярную массу (ММ) рассчитывали
двумя способами: с помощью Байесовского под-
хода (MMB) [23] и на основе расчета объема По-
рода VP (MMP). MMP находили из установленно-
го эмпирического соотношения между VP и ММP,
которое для белков равно 1.65 [24].

Функцию распределения по расстояниям p(r)
рассчитывали с помощью программы GNOM [25]
по уравнению

(3)

По функции p(r) определяется максимальный
размер белка Dmax из условия p(r) = 0 при r > Dmax.

Параметр Dmax необходим для ab initio-модели-
рования, которое реализовано в программе
DAMMIN [26]. Данный алгоритм поиска формы
низкого разрешения основан на моделировании
отжига в ограниченном объеме (сфере диаметром
Dmax), а конечный результат достигается за счет
минимизации невязки χ2 с экспериментальными
данными:

(4)

где N – число экспериментальных точек, Iexp(sj) и
σ(sj) – экспериментальные интенсивности и их
ошибки, Icalc(sj) – интенсивность, вычисленная от
модели, c – шкалирующий множитель.
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В качестве дополнительного метода восста-
новления структуры белка был использован ги-
бридный подход (программа CORAL [27]), соче-
тающий в себе моделирование жесткими телами
на основе структур высокого разрешения (PDB ID:
2haw, 3l31) и ab initio-алгоритм для достраивания
недостающих фрагментов белка. При этом недо-
стающие аминокислоты моделируются с помо-
щью виртуальных остатков, свернутых в белково-
подобную цепь так, чтобы рассеяние от цельной
структуры, рассчитанное в программе CRYSOL
[28], соответствовало экспериментальному рассе-
янию, минимизируя невязку χ2.

Полученные двумя способами модели белка про-
анализированы с помощью программы SUPCOMB
[29] для определения степени различия в их про-
странственной организации. Значение нормали-
зованного пространственного отклонения (NSD),
близкое к 1.0, показывает, что модели схожи.

Вспомогательную программуGEN_DAM_body
[В.В. Волков, не опубликовано, используется с
разрешения автора] применяли для построения
спирали с заданными параметрами. Расчет ин-
тенсивности рассеяния от полученной модели
проводили с помощью программы DAM2IS из
программного комплекса ATSAS [27].

Анализ неоднозначности полученных ab ini-
tio-моделей выполняли с помощью программы
AMBIMETER [30]. Прогнозирование форм бел-
ков и их структурную классификацию проводили
с помощью DATCLASS [24].

Для анализа количественного состава олиго-
мерной смеси dh-PPase в растворе использовали
программу OLIGOMER [22]. С учетом интенсив-
ности рассеяния каждой компоненты в смеси,
Ii(s), программа приближает экспериментальную
кривую рассеяния к их линейной комбинации,
чтобы определить объемную долю wi каждой ком-
поненты. Уравнение

(5)

решается относительно wi методом неотрицатель-
ных наименьших квадратов, чтобы минимизиро-
вать расхождение между экспериментальной и
расчетной кривыми рассеяния.

Эксперимент по криогенной просвечивающей
электронной микроскопии. Исследование прово-
дили с помощью крио-ПЭМ TitanKrios (Thermo
Fisher Scientific, США), оснащенного высокочув-
ствительной системой прямого детектирования
электронов Falcon II (Thermo Fisher Scientific,
США), а также корректором сферических аберра-
ций (Image corrector, CEOS, Германия) при уско-
ряющем напряжении 300 кВ. Перед крио-ПЭМ-
исследованием проводили процедуру витрифи-
кации образцов. Электронно-микроскопические
медные сетки, покрытые тонким слоем аморфно-
го углерода, были гидрофилизованы в тлеющем

= ( ) ( ( ))i iI s w I s
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разряде (30 с, 25 мА) с помощью установки Pel-
coeasi Glow (Ted Pella, США). Далее на сетки на-
носили 3 мкл препарата с образцом и с помощью
установки Vitrobot Mark IV (Thermo Fisher Scien-
tific, США) проводили процедуру витрификации
образцов в жидком этане, охлажденном до темпе-
ратуры жидкого азота. В результате частицы об-
разца были зафиксированы в тонком слое аморф-
ного льда, что позволило исследовать их в натив-
ном состоянии и минимизировать радиационные
повреждения объекта в ходе дальнейших экспе-
риментов. В течение всего эксперимента влаж-
ность в камере системы Vitrobot Mark IV состав-
ляла 95–100%, температура 4°С.

Набор данных крио-ПЭМ проводили в авто-
матизированном режиме с помощью программ-
ного обеспечения EPU (Thermo Fisher Scientific,
США). Изображения получены при увеличении
59000 (размер пикселя 1.107 Å), суммарная доза
электронов, прошедших через единицу площади
образца составила ∼60 э/Å2. Предобработка сте-
ков изображений – коррекция дрейфа, оценка
параметров функции передачи контраста (CTF) и
выбор одиночных проекций объекта интереса –
выполнена с помощью программного пакета
Warp [31]. ∼318000 потенциальных проекций оди-
ночных частиц были выделены из 606 стеков ис-
ходных изображений после предобработки и экс-
портированы в программный пакет СryoSPARC
[32] для проведения двумерной классификации.
На следующем этапе были отобраны классы, со-
держащие изображения ∼65000 частиц dh-PPase,
и проведена финальная двумерная классификация.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Поскольку белок CBS-PPase из бактерии

D. hafniense был получен при концентрации 1 мг/мл,
для определения его олигомерного состояния в
растворе образец концентрировали до 9 мг/мл.
Кривая малоуглового рассеяния концентриро-
ванного раствора dh-PPase (рис. 1, кривая 1) в об-
ласти малых углов демонстрирует резкое увеличе-
ние интенсивности рассеяния и выраженные
максимумы в диапазоне значений вектора рассе-
яния 0.027 < s < 0.25 нм–1. Такой профиль рассея-
ния отражает присутствие в растворе крупных
рассеивающих объектов (кластеров), имеющих
строго определенную форму. Наблюдаемые мак-
симумы не исчезают при последовательном раз-
бавлении раствора до концентрации 0.5 мг/мл
(рис. 1, кривые 2–4), что говорит о высокой ста-
бильности образованных структур. Для определе-
ния их формы по выделенному диапазону данных
(0.027 < s < 0.25 нм–1), соответствующему 16 шен-
ноновским каналам, было проведено ab initio-
восстановление с помощью программы DAMMIN
[26]. Соответствующая функция распределения
по расстояниям p(r) представлена на рис. 1в.

Максимальный размер Dmax, определенный из
функции p(r), равен 210 нм, а поперечное сечение
рассеивающего объекта ∼90 нм. Наличие перио-
дически повторяющихся слабо выраженных мак-
симумов на профиле функции p(r) свидетельство-
вало о присутствии упорядоченных повторяю-
щихся элементов в структуре кластеров dh-PPase.
При восстановлении программой DAMMIN фор-
мы белка этими периодически повторяющимися
элементами оказались витки слегка искаженной
спирали, размеры которой соответствовали раз-
мерам, определенным из анализа функции p(r),
т.е. спиральному телу длиной 210 нм и диаметром
90 нм (рис. 1г). Толщина витка спирали оказалась
равной 35 нм.

Наличие спиральной структуры подтверждено
независимым моделированием с помощью гео-
метрических тел. Для этого была построена ша-
риковая модель спирального тела, внешние раз-
меры которого определялись из анализа функции
распределений по расстояниям p(r). От получен-
ной спирали была рассчитана интенсивность ма-
лоуглового рассеяния и проведено сравнение с
экспериментальными данными МУРР (рис. 1б).
Профиль рассеяния от шариковой модели иде-
альной спирали соответствует профилю экспери-
ментальной кривой (рис. 1б), а имеющееся рас-
хождение обусловлено неидеальностью структуры
dh-PPase в растворе, поскольку моделирование гео-
метрическими телами представляет собой метод
грубого приближения и не может учитывать все
особенности реальных структур, а также подвиж-
ность и гибкость их отдельных фрагментов. Однако
проведенное моделирование дает основание утвер-
ждать, что при концентрировании dh-PPase дей-
ствительно формирует в растворе большие спира-
левидные ассоциаты (рис. 1а, кривые 1–4).

Поскольку в растворе dh-PPase присутствуют
крупные белковые ассоциаты-кластеры, для по-
лучения данных рассеяния только от минималь-
ных по размеру стабильных форм белка исполь-
зовали метод SEC-SAXS. После проведения про-
цедуры SEC-SAXS dh-PPase была получена в
монодисперсном состоянии, о чем свидетель-
ствуют характерная форма кривой рассеяния
(рис. 2а, кривая 1) и график в координатах Гинье
с достаточно длинным прямолинейным участком
(рис. 2б). Радиус инерции Rg, рассчитанный с ис-
пользованием приближения Гинье в области ма-
лых значений вектора рассеяния s, оказался равен
4.95 нм.

График Кратки (рис. 2в) для этой фракции
белка имеет характерный колоколообразный вид,
что указывает на то, что образец в целом компакт-
ный и имеет ограниченное число разупорядочен-
ных гибких областей [33]. Компактность полу-
ченной структуры также подтверждена с помо-
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щью программы прогнозирования форм белков
по кривой рассеяния DATCLASS [24].

Значения ММ, определенных по эксперимен-
тальной кривой, исходя из эмпирического соот-
ношения Породовского объема к ММ белка [24] и
обобщенного Байесовского подхода [23], состав-
ляют 250 и 243 кДа соответственно. В целом полу-
ченные значения ММ и радиуса инерции Rg соот-
ветствуют тетрамеру белка (табл. 1).

Используя функцию распределения по рассто-
яниям p(r), методом ab initio, реализованном в
программе DAMMIN [26], получена форма белка
низкого разрешения (рис. 2д, серые шарики),
рассеяние от которой хорошо соответствует экс-
периментальным данным  = 1.1 (рис. 2а, кри-
вая 2, пунктирная кривая). Так как полученные

2 χ

структурные характеристики (табл. 1) указывают
на то, что белок образует тетрамер в растворе, т.е.
димер димеров, при восстановлении формы ис-
пользовали симметрию P2.

Поскольку решение обратной задачи восста-
новления трехмерной формы по одномерной
кривой рассеяния является неоднозначным, с по-
мощью программы AMBIMETER [30] проведена
оценка неоднозначности полученной модели.
Как правило, индекс неоднозначности ∼1.5 пред-
полагает, что найдено уникальное, т.е. практиче-
ски единственное решение, в то время как оценка
выше 2.5 говорит о неоднозначном восстановле-
нии формы. В данном случае индекс неоднознач-
ности оказался меньше 1.5, что указывает на уни-
кальность полученной модели.

Рис. 1. Структурный анализ ассоциатов полноразмерного белка dh-PPase (а); кривые рассеяния от растворов белка dh-
PPase с концентрацией 9 (1), 4.5 (2), 2.5 (3), 0.5 мг/мл (4). Анализ структуры ассоциатов: начальная часть (0.027 < s <
< 0.25 нм–1) экспериментальной кривой 1 (точки), модельная кривая от ab initio-модели (сплошная линия) и рассея-
ние от идеальной спирали (пунктирная линия) (б). Функция распределения по расстояниям p(r) для ассоциатов (в).
Восстановленное по функции p(r) с помощью программы DAMMIN спиральное тело, идеальная спираль с теми же
параметрами (г).
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Таблица 1. Макромолекулярные характеристики dh-PPase после процедуры онлайн эксклюзионной хромато-
графии

Образец Rg, нм VP, нм3 Dmax, нм MMP, кДа MMB, кДа

dh-PPase 4.95 ± 0.10 412 ± 20 18.3 ± 1 250 ± 10 243 (доверительный 
интервал: 195–264)
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В качестве дополнительного метода определе-
ния структуры фермента использовали гибрид-
ное моделирование и программу CORAL [27].
Данный метод позволяет получить более деталь-
ную структуру dh-PPase и определить относи-
тельное положение каталитической и регулятор-
ной частей белка в растворе. Для моделирования
использовали известные структуры высокого раз-
решения отдельных частей CBS-PPase: регуля-
торная часть, состоящая из CBS- и DRTGG-до-
мена (PDB ID: 3l31), и каталитическая часть, т.е.
DHH- и DHHA2-домены, структура которой бы-
ла получена в [8]. Поскольку каждая из частей яв-
ляется димерной, они были разделены на моно-
мерные составляющие с условием контакта между
соответствующими мономерами, а каталитиче-
ская и регуляторная части были соединены между
собой достроенными программой CORAL гибки-
ми линкерами. Для получения тетрамера была
применена симметрия P2. Полученная модель
представлена на рис. 2д и хорошо соответствует
экспериментальным данным с χ2 = 1.62.

Как можно видеть, модели, полученные двумя
независимыми методами, хорошо согласуются
друг с другом (рис. 2д), что подтверждается также
количественной оценкой с использованием нор-
мализованного пространственного расхождения

NSD [30]. При сравнении моделей, полученных с
помощью программ DAMMIN и CORAL, значе-
ние NSD равно 1.5. Это свидетельствует о хоро-
шем совпадении структур, полученных разными
методами.

Учитывая неоднозначность решения струк-
турных задач в малоугловом рассеянии и проти-
воречивость данных [8–10], необходимо незави-
симое подтверждение существования dh-PPase в
растворе в виде тетрамера в качестве минималь-
ной стабильной формы этого белка. С этой целью
был использован метод крио-ПЭМ.

На рис. 3 представлены результаты 2D-класси-
фикации частиц.

Анализ данных крио-ПЭМ также приводит к
выводу, что dh-PPase представляет собой тетра-
мер. Однако из-за большого количества доменов,
соединенных гибкими фрагментами белковой
цепи, наблюдается высокая подвижность доме-
нов, что затрудняет получение трехмерной струк-
туры высокого разрешения. Тем не менее форма
проекций частиц, представленных на рис. 3, и их
размер соответствуют моделям, полученным по
данным МУРР, следовательно, тетрамер является
наименьшей устойчивой структурой dh-PPase.

Рис. 2. Сравнение кривой рассеяния dh-PPase после онлайн эксклюзионной хроматографии (точки) и модельных кри-
вых, полученных с помощью программ DAMMIN (удлиненная пунктирная линия) и CORAL (короткая пунктирная
линия) (1); сравнение кривой рассеяния от концентрированного раствора dh-PPase (точки) с модельной кривой, по-
лученной программой OLIGOMER (пунктирная линия) (2) (а). График Гинье (б); график в координатах Кратки (в);
функция распределения по расстояниям для dh-PPase (г). Модели dh-PPase, полученные с помощью программ
DAMMIN (шарики) и CORAL (ленты – каталитические домены DHH и DHHA2, регуляторные домены CBS и
DRTGG, шарики – восстановленные программой CORAL линкеры между доменами) (д).

1

2

3

4

5

lgI [отн. ед.]
lnI [отн. ед.] I*s2, отн. ед.

0.5 1.0 1.5 2.00

3.7

3.6

3.9

3.8

3.5
0.02 0.04 0.06 0.080

s2, нм2

2

3

1

0.4 0.8 1.2 1.6 2.00

8

4

16

12

p(r)

4 8 12 16
r, нм

0

s, нм1

s, нм1

(а) (б)

(г)
(д)

(в)

1

2

90˚



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

ФОРМИРОВАНИЕ В РАСТВОРЕ СТРУКТУР 813

Однако, как показали метод онлайн эксклю-
зионной хроматографии и последующий анализ,
в концентрированном (9 мг/мл) растворе белок
существует в виде крупных спиралевидных класте-
ров. Но можно предположить и одновременное су-
ществование какого-то количества тетрамеров dh-
PPase. Применение программы OLIGOMER [22]
показало, что раствор dh-PPase действительно
представляет собой смесь, состоящую из объем-
ной доли wi = 0.93 спиралевидных кластеров и
объемной доли wi = 0.07 тетрамеров белка (рис. 2а,
кривая 2). Профиль кривой МУРР такой смеси в
основном соответствует рассеянию от крупных
удлиненных тел. То есть при достаточно высокой
концентрации в растворе происходит почти пол-
ная ассоциация белка в большие упорядоченные
кластеры. Эти ассоциаты являются термодина-
мически и структурно устойчивыми и не распада-
ются на отдельные макромолекулы даже при раз-
ведении раствора dh-PPase почти в 20 раз (рис. 1а).

Для ответа на вопрос об обратимости такой ас-
социации при выполнении белком его функций,
например, при присоединении лиганда, к кон-
центрированному раствору dh-PPase был добав-
лен диаденозинтетрафосфат (Ap4A) в нужной
концентрации (1000 мкМ). Оказалось, что в при-
сутствии лиганда спиралевидные кластеры рас-
падаются, а раствор белка представляет собой
смесь небольшого количества агрегатов с тетра-
мерами dh-PPase, т.е. при присоединении суб-
страта минимальной рабочей единицей фермента
действительно является тетрамер [9].

Таким образом, наблюдаемая ассоциация dh-
PPase не случайна, обратима и отражает опреде-
ленные функциональные свойства фермента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты структурных исследо-
ваний двумя независимыми методами, МУРР и

крио-ПЭМ, свидетельствуют о тетрамерной
структуре dh-PPase в растворе. Этот вывод под-
тверждается и в процессе взаимодействия фер-
мента с лигандом. Добавление последнего к кон-
центрированному раствору dh-PPase, находяще-
муся в основном в виде крупных спиралевидных
ассоциатов, приводит к исчезновению ассоциатов
и получению монодисперсного раствора тетрамера
белка. Образование упорядоченных структур вы-
сокого порядка этого фермента, как и обратимость
этого явления, наблюдались в настоящей работе
впервые. Однако природу и значимость этого яв-
ления еще только предстоит определить соответ-
ствующими методами биохимии и биологии.

Авторы выражают благодарность научной
группе из Института физико-химической биоло-
гии им. А.Н. Белозерского МГУ им. М.В. Ломо-
носова и лично В.А. Анашкину за предоставление
образцов.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования РФ в рамках
выполнения работ по Государственному заданию
ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Mayssam H.A., Barbara I. // Bioorg. Med. Chem.

2005. V. 13. P. 5013. 
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2005.05.037

2. Jones S., Thornton J.M. // Proc. Natl. Acad. Sci. 1996.
V. 93. P. 13. 
https://doi.org/10.1073/pnas.93.1.13

3. Goodsell D.S, Olson A.J. // Annu. Rev. Biophys. Bio-
mol. Struct. 2000. V. 29. P. 105. 
https://doi.org/10.1146/annurev.biophys.29.1.105

4. Fermi G., Perutz M.F., Shaanan B. et al. // J. Mol. Biol.
1984. V. 175. P. 159. 
https://doi.org/10.1016/0022-2836(84)90472-8

5. Ono S. // Int. Rev. Cytol. 2007. V. 258. P. 1. 
https://doi.org/10.1016/S0074-7696(07)58001-0

Рис. 3. Результаты двумерной классификации проекций одиночных частиц dh-PPase. Ширина одиночного изображе-
ния (квадрата) – 28 нм.



814

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

ДАДИНОВА и др.

6. Сахаров В.Н., Литвицкий П.Ф. // Вестн. РАМН.
2016. Т. 71. С. 46. 
https://doi.org/10.15690/vramn635

7. Granel B., Valleix S., Serratrice J. et al. // Medicine.
2006. V. 85. P. 66. 
https://doi.org/10.1097/01.md.0000200467.51816.6d

8. Dadinova L.A., Soshinskaia E.Yu., Jeffries C.M. et al. //
Biomolecules. 2020. V. 10. P. 564. 
https://doi.org/10.3390/biom10040564

9. Dadinova L.A., Anashkin V.A., Shtykova E.V. // Crystal-
lography Reports. 2020. V. 65. P. 749. 
https://doi.org/10.1134/S1063774520050053

10. Parfenyev A., Salminen A., Halonen P. et al. // J. Biol.
Chem. 2001. V. 276. P. 24511. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M101829200

11. Aravind L., Koonin E. // Trends Cell. Biol. 1998. V. 23.
P. 17.

12. Baykov A.A., Anashkin V.A., Salminen A. et al. // FEBS
Lett. 2017. V. 591. P. 3225. 
https://doi.org/10.1002/1873-3468.12877

13. Anashkin V.A., Salminen A., Tuominen H.K.et al. //
J. Biol. Chem. 2015. V. 290. P. 27594. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M115.680272

14. Jamsen J., Tuominen H., Salminen A. et al. // Biochem.
J. 2007. V. 408. P. 327. 
https://doi.org/10.1042/BJ20071017

15. Salminen A., Anashkin V.A., Lahti M.et al. // J. Biol.
Chem. 2014. V. 289. P. 22865. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M114.589473

16. Anashkin V.A., Salminen A., Osipova E. et al. // ACS
Omega. 2019. V. 4. P. 15549. 
https://doi.org/10.1021/acsomega.9b01879

17. Anashkin V.A., Salminen A., Vorobjeva N.N. et al.// Bio-
chem. J. 2016. V. 473. P. 2097. 
https://doi.org/10.1042/BCJ20160293

18. Merckel M., Fabrichniy I., Salminen A. et al. // Struc-
ture. 2001. V. 94. P. 289. 
https://doi.org/10.1016/s0969-2126(01)00587-1

19. Ahn S., Milner A., Fütterer K. et al. // J. Mol. Biol. 2001.
V. 313. P. 797. 
https://doi.org/10.1006/jmbi.2001.5070

20. Rantanen M., Lehtiö L., Rajagopal L. et al. // Acta
Cryst. D. 2007. V. 63. P. 738. 
https://doi.org/10.1107/S0907444907019695

21. Gasteiger E., Hoogland C., Gattiker A. et al. The Pro-
teomics Protocols Handbook. N.J.: Humana Press,
2005. 607 p.

22. Konarev P.V., Volkov V.V., Sokolova A.V. et al. // J. Appl.
Cryst. 2003. V. 36. P. 1277. 
https://doi.org/10.1107/S0021889803012779

23. Hajizadeh N.R., Franke D., Jeffries C.M.et al. // Sci.
Rep. 2018. V. 8. P. 7204. 
https://doi.org/10.1038/s41598-018-25355-2

24. Franke D., Petoukhov M.V., Konarev P.V. et al. // J. Appl.
Cryst. 2017. V. 50. P. 1212. 
https://doi.org/10.1107/S1600576717007786

25. Svergun D.I. // J. Appl. Cryst. 1992. V. 25. P. 495. 
https://doi.org/10.1107/S0021889892001663

26. Svergun D.I. // Biophys. J. 1999. V. 76. P. 2879. 
https://doi.org/10.1016/S0006-3495(99)77443-6

27. Petoukhov M.V., Franke D., Shkumatov A.V. et al. //
J. Appl. Cryst. 2012. V. 45. P. 342. 
https://doi.org/10.1107/S0021889812007662

28. Svergun D.I., Barberato C., Koch M.H.J. // J. Appl.
Cryst. 1995. V. 28. P. 768. 
https://doi.org/10.1107/S0021889895007047

29. Kozin M., Svergun D. // J. Appl. Cryst. 2001. V. 34.
P. 33. 
https://doi.org/10.1107/S0021889800014126

30. Petoukhov M.V., Svergun D.I. // Acta Cryst. D. 2015.
V. 71. P. 1051. 
https://doi.org/10.1107/S1399004715002576

31. Tegunov D., Cramer P. // Nat. Methods. 2019. V. 16.
P. 1146. 
https://doi.org/10.1038/s41592-019-0580-y

32. Punjani A., Rubinstein J., Fleet D. et al. // Nat.
Methods. 2017. V. 14. P. 290. 
https://doi.org/10.1038/nmeth.4169

33. Jacques D.A., Guss J.M., Svergun D.I. et al. // ActaCryst.
D. 2012. V. 68. P. 620. 
https://doi.org/10.1107/S0907444912012073



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ, 2021, том 66, № 5, с. 815–820

815

СУПРАМОЛЕКУЛЯРНЫЕ КОМПЛЕКСЫ ТЕТРАПЕПТИДОВ, 
СПОСОБНЫЕ ИНДУЦИРОВАТЬ КОНФОРМАЦИОННЫЕ ПЕРЕХОДЫ 

БЕТА-ДОМЕНА АЛЬФА-ЛАКТАЛЬБУМИНА ЧЕЛОВЕКА
© 2021 г.   Я. А. Забродская1,2,3,4, А. В. Швецов1,2,4, Ю. П. Гармай1, Д. В. Лебедев1,4,

Р. Даттани5, В. В. Егоров1,4,6,*
1 Национальный исследовательский центр “Курчатовский институт” – ПИЯФ, Гатчина, Россия

2 Санкт-Петербургский политехнический университет Петра Великого, Санкт-Петербург, Россия
3 Научно-исследовательский институт гриппа им. А.А. Смородинцева Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия

4 Национальный исследовательский центр “Курчатовский институт”, Москва, Россия
5 Европейский центр синхротронного излучения, Гренобль, Франция

6 Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия
*E-mail: egorov_vv@pnpi.nrcki.ru

Поступила в редакцию 12.09.2020 г.
После доработки 23.12.2020 г.

Принята к публикации 23.12.2020 г.

При помощи метода малоуглового рентгеновского рассеяния показано, что тетрапептид, являю-
щийся индуктором фибриллогенеза для фрагмента бета-домена альфа-лактальбумина человека, ак-
тивен в форме супрамолекулярных комплексов. Образование таких комплексов не детектировалось
при использовании микроскопии и аналитической гель-фильтрации. Молекулярно-динамическое
моделирование поведения ансамбля изучаемых тетрапептидов методом свободной диффузии под-
твердило их склонность к образованию олигомеров, наблюдаемую в эксперименте. Полученные
данные и методические подходы могут быть применены при разработке новых препаратов пептид-
ной природы, способных к модулированию активности белков путем воздействия на их простран-
ственную структуру.

DOI: 10.31857/S002347612105026X

ВВЕДЕНИЕ

Способность биомакромолекул к самооргани-
зации играет ключевую роль в функционирова-
нии живых систем. Для изучения надмолекуляр-
ных комплексов применяется широкий спектр
биофизических и биохимических методов, таких
как электронная и атомно-силовая микроскопия,
хроматография, электрофорез в геле, динамиче-
ское светорассеяние. Однако некоторые олиго-
мерные комплексы, существующие только в со-
стоянии динамического равновесия олигомер–
мономер в растворе, разрушаются при исследова-
нии, так как взаимодействия между мономерами
менее энергетически выгодны, чем взаимодей-
ствия между мономером и, например, поверхно-
стью хроматографического сорбента или подлож-
кой для проведения исследования с помощью
микроскопии. В то же время динамическое свето-
рассеяние не обладает достаточным разрешением
для определения морфологических характери-
стик изучаемых комплексов.

В последнее время появляется все больше дан-
ных о роли коротких пептидов (образовавшихся,
например, в результате ограниченного протеоли-
за белков [1] или при реализации альтернативных
механизмов трансляции [2]) в регуляции актив-
ности белков, опосредованной воздействием на
их пространственную структуру [3]. Индукция
конформационных переходов в целевых вирус-
ных белках или маркерных белках опухолей с
применением пептидов используется для созда-
ния новых препаратов, направленных на борьбу с
инфекционными и онкологическими заболева-
ниями [4–6].

В [7, 8] для изучения процесса индуцирован-
ных пептидами конформационных переходов в
полипептидах использовался модельный пептид
WT (участок бета-домена альфа-лактальбумина
человека протяженностью 17 аминокислотных
остатков (GYDTQAIVENNESTEYG). Выбор это-
го пептида в качестве модели обусловлен, в том
числе, перспективой его использования в каче-
стве основы для противоопухолевого препарата,
специфически воздействующего на клетки опу-
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холей молочной железы [9]. Было показано, что
добавление в раствор тетрапептидов, гомологич-
ных по первичной структуре C- или N-концевым
участкам пептида WT (пептиды L и R соответ-
ственно), приводит к быстрому переходу WT в бе-
та-структурированную форму и индуцирует обра-
зование амилоидоподобных фибрилл. Первич-
ные структуры пептидов WT, L и R приведены в
табл. 1. Аминокислотная замена остатка глутами-
новой кислоты TDYG на аспарагиновую TEYG
обусловлена тем, что пептид TEYG оказался
крайне гигроскопичным и неустойчивым в рас-
творе.

При индукции фибриллогенеза не наблюда-
лось значимого уменьшения числа молекул ин-
дуктора в растворе и разницы в морфологии фиб-
рилл, образовавшихся в присутствии и в отсут-
ствие индуктора [10]. Была предложена модель,
объясняющая способность тетрапептидов инду-
цировать конформационные переходы [11].
Вкратце при помощи молекулярно-динамиче-
ского (МД) моделирования было показано, что
тетрапептиды способны стабилизировать бета-
структурированную, способную к образованию
надмолекулярных комплексов, форму пептида
WT. При этом в рамках модели после образования
олигомеров WT тетрапептиды высвобождаются
из комплексов и способны индуцировать фиб-
риллогенез дальше по механизму, сходному с
ферментативной реакцией. В то же время предло-
женная модель не могла объяснить тот факт, что
индукторы при добавлении в концентрациях ни-
же критической (менее 0.5 мг/мл) не вызывали
увеличения скорости фибриллогенеза. Данное
исследование посвящено уточнению модели ин-
дукции фибриллогенеза в описываемой модель-
ной системе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пептиды WT, L и R. Пептиды GYDTQAIVEN-

NESTEYG (WT) и GYDT (L), TDYG (R) были
синтезированы в НПФ “Верта”, чистота выше
90%.

Атомно-силовую микроскопию (АСМ) пептид-
ных агрегатов WT проводили на микроскопе Bio-
Solver Pro с измерительной головкой Smena-B с

использованием полуконтактного режима, зонд
NSG03 (NT-MDT, Россия). Образцы растворяли
в концентрации 0.7 мг/мл в фосфатно-солевом
буфере (ФСБ), pH 7.4, наносили на свежерасщеп-
ленную слюду (SPI Supplies), инкубировали в те-
чение 1 мин, а затем промывали большим коли-
чеством деионизированной воды MilliQ.

Лазерная корреляционная спектроскопия. Изме-
рения квазиупругого рассеяния света проводили
с использованием ЛКС-спектрометра ЛКС-03
(Intox, Россия). Пептиды L и R растворяли в ФСБ
в концентрациях 0.1, 0.2, 0.5, 0.7 и 1 мг/мл. Спек-
тральный анализ проводили с использованием
программного обеспечения прибора.

Спектрофотометрия. Концентрацию пепти-
дов определяли с использованием спектрофото-
метра Hitachi U-3310 в 1 см кварцевых кюветах.
Спектры обрабатывали с применением про-
граммного обеспечения прибора, коэффициент
молярной экстинкции (1280 M–1 cм–1) был вы-
числен в пептидном калькуляторе PepCalc [12].

Малоугловое рассеяние рентгеновских лучей
(МУРР). Эксперименты по МУРР проводили на
источнике синхротронного излучения ESRF
(Гренобль, Франция) на спектрометре ID02 в со-
ответствии с правилами использования [13]. Ре-
гистрацию спектров пептидов, растворенных в
ФСБ в концентрациях 0.7 мг/мл, проводили с ис-
пользованием детекторов, расположенных на
расстоянии 1.2 и 5 м, в результате диапазон пере-
данных импульсов q составил 0.014–6 нм–1 (q =
= , где 2θ – угол рассеяния, λ – длина
волны). Спектры регистрировали при комнатной
температуре. Для контроля радиационных повре-
ждений образца в каждой серии измерений было
зарегистрировано 50 кривых МУРР с экспозици-
ей 15 мс и интервалом 1 с. При отсутствии систе-
матических изменений во всех спектрах серии
полученные результаты усредняли. Обработка
данных включала в себя вычитание сигнала от чи-
стого растворителя (ФСБ), зарегистрированного
в аналогичных условиях, а затем устранение не-
когерентного рассеяния с использованием ли-
нейного приближения спектров в координатах Iq4

vs q4, как описано в [14]. Дальнейшую обработку и
аппроксимацию экспериментальных данных
проводили с помощью программного обеспече-
ния SasView [15] и Origin2015.

Молекулярное моделирование. Модели пептидов
были построены с помощью программы Pymol
[16]. В дальнейшем с помощью GROMACS [17]
была построена система в виде кубического бокса
размером 1003 Å3, содержащая по 32 мономера
пептидов TDYG и GYDT, а также атомы Na+ и Cl–

в числе, соответствующем 50 мМ концентрации
NaCl. Для моделирования взаимодействия тетра-
пептидов между собой применяли метод МД в ре-

π θ λ(4 in )s /

Таблица 1. Первичные структуры пептидов WT, L и R

Примечание. Жирным шрифтом выделен аминокислотный
остаток, замененный на близкий по свойствам в пептиде R.

Пептид Аминокислотная 
последовательность

WT GYDTQAIVENNESTEYG
L GYDT
R TDYG
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жиме свободной диффузии. Для этого использо-
вали следующий протокол.

Подготовленную стартовую конфигурацию
помещали в бокс с молекулами воды. Размер бок-
са составлял 1003 Å3. Для пептидов использовали
поле amber14sb [18], для воды – tip3p [19]. Далее
следовали этапы минимизации энергии системы
и первая стадия уравновешивания. Начальные
скорости рассчитывали, исходя из распределения
Максвелла для температуры 310 K. Чтобы избе-
жать разрушения системы, на все тяжелые атомы
пептидов накладывали дополнительный потен-
циал в виде чаши, который ограничивал их дви-
жение. При расчете использовали термостат и ба-
ростат Берендсена [20]. Уравновешивание рас-
творителя проводили в течении 5 нс симуляции с
почти неподвижным белком. Последнюю полу-
ченную конфигурацию использовали в качестве
стартовой на второй стадии уравновешивания,
при этом снимали действие потенциалов, огра-
ничивающих движение атомов. Использовали
термостат Нозе-Гувера [21–24] и баростат Пари-
нелло-Рамана [25, 26]. Уравновешивание прово-
дили в течение 10 нс. Далее проводили МД-симу-
ляцию в течение 500 нс. Результаты данного этапа
моделирования использовали в дальнейшем для
анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Наличие критической концентрации индукто-

ра конформационных переходов, ниже которой
он не оказывал эффекта на четвертичную струк-
туру полипептида, наблюдаемое при изучении
воздействия пептидов L и R на пептид WT, было
обнаружено и ранее при изучении низкомолеку-
лярных индукторов конформационных перехо-
дов [27]. Тогда было показано, что активность
низкомолекулярного индуктора триазавирина

проявляется только в виде супрамолекулярных
комплексов, образующихся при превышении опре-
деленной критической концентрации. Этот эффект
был обусловлен необходимостью кооперативности
взаимодействия индуктор–полипептид для воз-
действия на конформацию; кооперативность
обусловливалась существованием индуктора в
виде нековалентно связанных линейных го-
моолигомеров [28]. Вероятно, пептиды L и R в
концентрациях, превышающих критическую, су-
ществуют в растворе в виде супрамолекулярных
комплексов, способных модулировать четвертич-
ную структуру пептида WT. В пользу существова-
ния олигомерных форм пептидов R и L свиде-
тельствовало наличие светорассеяния при превы-
шении критических концентраций для пептидов
(0.5 мг/мл для L, 0.2 мг/мл для R). Результаты об-
работки спектров приведены на рис. 1.

Различие в критических концентрациях может
быть обусловлено наличием внутримолекуляр-
ных взаимодействий в молекулах пептида L (что
следует из результатов МД-моделирования). По-
видимому, при образовании структур более высо-
кого порядка такие взаимодействия могут пре-
пятствовать олигомеризации при более низких
концентрациях, характерных для пептида R, об-
разующего преимущественно межмолекулярные
связи.

При исследовании пептида R методом гель-
фильтрации молекулярная масса олигомеров со-
ответствовала тетрамеру пептида, и более высо-
комолекулярные формы не детектировались.
Исследование надмолекулярных структур тетра-
пептидов-индукторов методом электронной
микроскопии [10] не показало наличия олигоме-
ров пептида R. Результаты АСМ образцов пепти-
дов L и R свидетельствовали об отсутствии упоря-
доченных структур на подложке и были сравни-
мы с результатами микроскопии чистого буфера

Рис. 1. Результаты обработки спектров динамического светорассеяния пептидов L (0.5 мг/мл) (а) и R (0.5 мг/мл) (б).
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(данные не показаны). В то же время все эти ре-
зультаты не позволяли объяснить факт наличия
критической концентрации индуктора фибрил-
логенеза.

Результаты МУРР (рис. 2) подтверждают при-
сутствие в растворах обоих пептидов в концен-
трации выше критической крупных структур. В
диапазоне малых амплитуд переданных импуль-
сов (q < 0.3 нм–1) зависимость интенсивности
рассеяния I от вектора рассеяния q близка к сте-
пенной с показателем степени 2.5. Данные в этом
диапазоне могут быть аппроксимированы моде-
лью рассеяния масс-фракталом (D = 2.50 ± 0.02 и
D = 2.42 ± 0.10 для пептидов L и R соответствен-
но) ограниченного размера [29], при этом харак-
терные корреляционные длины ξ для агрегатов,
образуемых пептидами L и R, оказываются близ-
ки между собой (70 ± 5 и около 110 нм соответ-
ственно) и находятся в хорошем соответствии с
результатами динамического светорассеяния.
Для пептида L характерный размер отдельных
рассеивающих объектов составлял ∼10–15 нм.

В диапазоне более высоких амплитуд передан-
ного импульса (q = 0.5–1.2 нм–1) интенсивность
рассеяния для пептида L в целом следует степен-
ному закону I ∼ q–1, что соответствует линейным
структурам, которые могут образовываться за
счет взаимодействия между мономерами пепти-
дов, формируя олигомерную цепь. Изолирован-
ные линейные олигомеры пептидов, полученные

в результате молекулярного моделирования,
спектры которых приведены на рис. 2 (врезка), в
эксперименте не наблюдаются и, как можно
предположить, не являются устойчивыми, ассо-
циируя в более крупные глобулярные агрегаты.

Отметим, что хроматографический анализ
растворов пептидов L и R в концентрациях, пре-
вышающих критические, показывал наличие в
растворе только тетрамеров указанных пептидов,
причем спектрофотометрическое определение
концентрации пептидов в растворе после разде-
ления свидетельствовало о сохранении количе-
ства пептидов в процессе хроматографии. Таким
образом, все детектируемые при помощи дина-
мического светорассеяния и МУРР ассоциаты
пептидов диссоциировали в процессе хромато-
графии на тетрамеры.

Для моделирования олигомеризации пептидов
использовали метод МД в режиме свободной
диффузии. Данный метод позволяет получить со-
стояния, которые невозможно моделировать с
использованием молекулярного докинга, в том
числе неустойчивые олигомеры, существующие
только в растворе. В каждый бокс для моделиро-
вания поместили по 32 молекулы L или R. Не-
смотря на то что оба пептида в процессе МД-мо-
делирования показали способность к образова-
нию устойчивой трехмерной динамической сетки
в растворе за счет взаимодействия друг с другом,
анализ вторичной структуры показал различаю-
щиеся результаты (рис. 3). Если для L в большей
степени характерны структуры мономеров, ха-
рактеризующиеся как повороты, то в случае R на-
блюдалось образование структур, соответствую-
щих межмолекулярным β-листам. По всей види-
мости, способность образовывать различные
виды β-структур является основой для образова-
ния различных трехмерных сеток пептидов L и R
в растворе.

На рис. 4 представлены модели структур 32-мер-
ных пептидов L и R, полученные в результате
МД-моделирования в режиме свободной диф-
фузии.

Таким образом, показано, что пептиды L и R
способны к образованию супрамолекулярных
комплексов в растворе в модели in silico, при этом
структуры олигомерных комплексов для этих
пептидов существенно различаются.

В [30–32] показано, что некоторые короткие
пептиды способны к образованию надмолекуляр-
ных структур, в том числе амилоидоподобных
фибрилл, в растворе. Тот факт, что короткие пеп-
тиды способны образовывать конформационно
активные супрамолекулярные комплексы [33]
вкупе со способностью коротких пептидов к про-
никновению через многие клеточные барьеры,
открывает вероятность существования новых ме-
ханизмов регуляции активности белков в норме и

Рис. 2. Спектры МУРР на растворах пептидов L
(квадраты) и R (круги). На врезке расчетные спектры
олигомерных агрегатов, построенных методом моле-
кулярного моделирования (см. подпись к рис. 4). Ин-
тенсивность рассеяния (I) спектра пептида L была
умножена на 2 для наглядного представления данных.
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Рис. 3. Карта вторичной структуры для пептидов L (а) и R (б) (T – бета-изгиб, E – бета-структура в составе стопки,
B – аминокислотный остаток в отдельном бета-мостике, N – неупорядоченная структура, C – клубок). Каждая пря-
моугольная секция представляет собой результаты молекулярной динамики одного из 32 пептидов, порядковый но-
мер пептидов указан на оси абсцисс с шагом 5.
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Рис. 4. Модели структур 32-мерных пептидов L (а) и R (б). Элементарная периодическая ячейка размером 100 × 100 ×
× 100 Å показана в виде куба. В каждой ячейке содержится 32 молекулы пептида L (а) и R (б), представленные комби-
нацией лент (ribbons) и палочек (sticks). Мономеры окрашены случайным образом в разные цвета, примеры каждого
мономера в том же масштабе приведены во врезках на соответствующей части рисунка.
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при патологии и возможность разработки новых
биологически активных веществ пептидной при-
роды. Метод МУРР позволяет определять спо-
собность пептидов к образованию подобных не-
устойчивых комплексов, а в сочетании с методом
МД-моделирования создавать их модели. Полу-
ченные с помощью комбинации указанных мето-
дов модели супрамолекулярных пептидных ком-
плексов могут быть использованы как при изуче-
нии механизма действия препаратов пептидной
природы, так и при изучении механизмов дей-
ствия природных супрамолекулярных пептидных
комплексов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В активной концентрации пептидные индук-

торы (тетрапептиды GYDT и TDYG) фибрилло-
генеза пептида, соответствующего по первичной
структуре фрагменту бета-домена альфа-лакталь-
бумина человека (GYDTQAIVENNESTEYG), об-
разуют в растворе олигомеры, не выявляемые при
помощи аналитической хроматографии и атом-
но-силовой микроскопии, но детектируемые при
помощи методов динамического рассеяния и
МУРР. Результаты МД-моделирования тетрапеп-
тидов в растворе согласуются с данными МУРР.

Кривые МУРР получены в ESRF, Гренобль,
Франция, эксперимент № LS2508 @ID02. Работа
выполнена при поддержке НИЦ “Курчатовский
институт” (приказ № 1363 от 25.06.2019 г.).
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Бактериальный шаперонин GroEL представляет собой сложный белковый олигомер кольцевой
структуры, способствующий сворачиванию других белков путем их инкапсуляции в полости. Суще-
ствует крайне мало структурной информации о неупорядоченном С-концевом фрагменте субъеди-
ниц GroEL, который участвует в процессе сворачивания субстратного белка. Представлена 3D-ре-
конструкция апо-формы GroEL, полученная с помощью криоэлектронной микроскопии (крио-
ЭМ) с разрешением 3.02 Å и дополненная расчетами методом молекулярной динамики (МД).
Результаты крио-ЭМ и МД хорошо согласуются и демонстрируют различную подвижность доменов
субъединиц белка. Данные МД предсказывают динамику и сеть внутримолекулярных контактов
С-концевых участков белка. Эти результаты имеют большое значение для последующего изучения
механизма сворачивания белков в полости GroEL.

DOI: 10.31857/S0023476121050167

ВВЕДЕНИЕ
Шапероны – белки, отвечающие за сворачи-

вание других макромолекул и обеспечивающие
образование их нативной трехмерной структуры.
Шапероны также называют белками теплового
шока (англ. Heat Shock Proteins, HSP), поскольку
их активность сильно возрастает при повышении
температуры [1]. В группу шаперонов входят бел-
ки, имеющие схожие функции, но различающие-
ся по структуре и специфичности к субстрату [2].
Одним из семейств шаперонов являются шаперо-
нины (HSP60). Обычно они представляют собой
структуру из двух колец, каждое из которых со-
держит несколько субъединиц, различающихся
по строению и расположению у разных организ-
мов [3].

Выделяют две группы шаперонинов. К первой
относятся шаперонины бактерий, а также шапе-
ронины хлоропластов и митохондрий. Комплек-
сы этой группы образуют симметричные кольца,
каждое из которых состоит из семи одинаковых
субъединиц. Шаперонины первой группы в сво-
ем функциональном цикле взаимодействуют с

кошаперонином, образующим “крышку” над по-
лостью кольца и инкапсулирующим белок-суб-
страт. Вторая группа шаперонинов объединяет
белки, представленные в цитозоле эукариот и ар-
хей. Шаперонины второй группы тоже состоят из
двух колец, однако каждое из них включает в себя
восемь или девять субъединиц. При этом субъ-
единицы внутри одного кольца могут различаться
по структуре [4]. Кроме того, некоторые бакте-
риофаги имеют в геноме последовательности, ко-
дирующие ортологи GroEL [5, 6]. Примечатель-
но, что шаперонины бактериофагов могут значи-
тельно отличаться от бактериальных: шаперонин
бактериофага OBP Pseudomonas fluorescens пред-
ставляет собой асимметричную однокольцевую
структуру из семи субъединиц [7].

Наиболее изученным шаперонином является
прокариотический комплекс GroEL/GroES, ко-
торый в нормальных условиях широко представ-
лен в клетках E. coli. Он взаимодействует с нена-
тивными конформациями различных белков,
предотвращая их неправильное сворачивание и
агрегацию, и обладает слабой АТФ-азной актив-
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ностью [8]. По своей структуре бактериальный
шаперонин GroEL представляет собой сложный
олигомерный белковый комплекс, состоящий из
14 идентичных субъединиц с молекулярной мас-
сой (ММ) 57 кДа каждая, объединенных в два
кольца по семь субъединиц. Для осуществления
своей функции ему необходимо взаимодейство-
вать с GroES [9], состоящим из семи идентичных
субъединиц с ММ 10 кДа каждая, объединенных в
куполообразную кольцевую структуру. Каждая
субъединица гептамерного кольца GroEL состоит
из трех доменов: апикального, промежуточного и
экваториального. Апикальный домен взаимодей-
ствует с белками-субстратами и GroES, а эквато-
риальный связывает АТФ [10].

Между аминокислотными остатками GroEL
формируются контакты, часть из которых меня-
ется в ходе функционального цикла. В апо-форме
(т.е. форме без нуклеотидов и белка-субстрата)
связь колец друг с другом обеспечивают солевые
мостики между остатками экваториальных доме-
нов: Lys105-Ala109 и Glu461-Arg452 [11–15]. Так-
же солевыми мостиками связаны соседние субъ-
единицы внутри одного кольца (Arg197-Glu386).
Считается, что этот контакт, стабилизирующий
структуру олигомера в апо-форме, разрушается
при связывании АТФ, что запускает конформа-
ционные перестройки белкового комплекса [16,
17]. Кроме того, существует несколько внутри-
субъединичных солевых мостиков: Asp83-Lys327,
Glu209-Arg58 и Glu409-Arg501. Первые два мо-
стика наиболее характерны для шаперонинов в
связанном с нуклеотидом состоянии, но в отсут-
ствие кошаперонина. Такие структуры более от-
крыты, чем апо-форма (апикальный домен силь-
нее удален от экваториального), но конформаци-
онные перестройки еще не завершены. Контакт
между аминокислотами Glu409 и Arg501 является
очень стабильным и не разрушается даже при
связывании АТФ и переходе в наиболее откры-
тую конформацию субъединицы  [16, 17].

Выяснить структуру и механизм работы ком-
плекса GroEL/GroES во многом помогли методы
рентгеноструктурного анализа и криоэлектрон-
ной микроскопии (крио-ЭМ), с помощью кото-
рых было получено более 150 структур комплекса
(по данным базы Protein Data Bank), в том числе
на разных стадиях функционального цикла. Од-
нако у структурных методов есть ряд ограниче-
ний, в частности они не могут расшифровать по-
движные участки молекул. У GroEL 23 аминокис-
лоты С-конца каждой субъединицы образуют
подвижный хвост, который выходит из экватори-
ального домена в полость кольца [18]. Этот уча-
сток отсутствует на реконструкциях комплекса,
но важен для его функционирования. Последние
13 аминокислот С-конца представляют собой че-
тыре повтора последовательности Gly-Gly-Met и
одну аминокислоту метионин (гидрофобная по-

следовательность [GGM]4M), а предыдущие ами-
нокислоты содержат отрицательные заряды. Гид-
рофобная последовательность является консер-
вативным участком для всех гомологов GroEL
[19]. Удаление этой последовательности не вызы-
вает гибели бактерий, однако снижает их устой-
чивость к тепловому шоку [20]. Замена последо-
вательности на [AAA]4A приводила к тому, что
скорость сворачивания субстрата была ниже, чем
для дикого типа, но больше, чем для мутанта с
полностью удаленными С-концами [21]. Иссле-
дование гидрофильной части С-концевого фраг-
мента (аминокислоты 526–531), в котором гидро-
фильный участок заменялся на нейтральный или
гидрофобный, продемонстрировало, что мутанты
значительно медленнее восстанавливали натив-
ную структуру субстратного белка роданазы [22].
В других работах было показано, что при удале-
нии С-концов значительно снижалась скорость
сворачивания субстратов Рубиско [23] и GFP [24].
Хотя структурные методы не дали результатов об
атомарной структуре С-концевых участков, они
позволили обнаружить некоторые закономерно-
сти в их динамике. В [25] методом крио-ЭМ пока-
зано, что С-концевые фрагменты цис- и транс-
колец отклоняются друг от друга и взаимодей-
ствуют с субстратными красителями, которые ис-
пользовались в данном эксперименте. В том же
исследовании при рассмотрении комплекса Gro-
EL–Рубиско отмечено, что субстратный белок
контактирует с апикальными доменами и С-кон-
цами.

Вычислительные методы, включая метод мо-
лекулярной динамики (МД), могут выступать в
качестве дополнения к структурным, моделируя
подвижные участки. С помощью МД ранее про-
водилось изучение С-концевых фрагментов GroEL
и было показано, как меняется положение С-
концов в ходе функционального цикла и как на
него влияет присутствие нуклеотидов [26]. В этом
исследовании использовались АТФ- и АДФ-свя-
занные кристаллические структуры GroEL, а по-
ложения всех остатков, кроме С-концевых, были
зафиксированы. В настоящей работе использова-
на полученная авторами структура апо-формы
GroEL дикого типа по данным крио-ЭМ, постро-
ена ее атомарная модель с С-концевыми участка-
ми и проведен расчет МД-системы без дополни-
тельных ограничений. Результаты МД указывают
на различия в подвижности доменов субъединиц,
что согласуется с вариациями локального разре-
шения структуры из крио-ЭМ, а также описыва-
ют динамику С-концевых участков в апо-форме.

МЕТОДЫ
Наработка и очистка GroEL. Продукцию ша-

перонина GroEL осуществляли, используя замо-
роженную бактериальную культуру W3110 E. coli с
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плазмидой pOF 39. Для возобновления культуры
50 мл бактериальной среды LB (Luria Broth, Sig-
ma), содержащей 50 мкг/мл ампициллина, зара-
жали замороженной культурой и растили в тече-
ние ночи при 37°С и перемешивании 200 об./мин.
Далее брали шесть колб с 200 мл среды LB, содер-
жащей 50 мкг/мл ампициллина, и добавляли ноч-
ную культуру до оптической плотности 0.1 при
600 нм. Продукцию GroEL проводили в течение
ночи при 37°C и перемешивании 200 об./мин.
Полученную культуру центрифугировали 20 мин
при 5000 g и 4°C. Далее отмывали бактериальные
клетки (осадок) 50 мМ Трис-HCl-буфером,
pH 8.0, от среды, а затем суспендировали в лизи-
рующем буфере (100 мМ Tris-HCl, pH 8.1), содер-
жащем 0.1 мМ ЭДТА, 10 мМ ДТТ и 0.2 мг/мл ин-
гибиторов протеаз (Sigma). Бактериальные клетки
разрушали с помощью ультразвуковой обработки
(Fisher Bioblock, Illkirch, Франция) пятью им-
пульсами по 40 с при амплитуде 50%. Суспензию
центрифугировали 30 мин при 11000 об./мин, по-
сле чего последовательно высаливали суперна-
тант сухим (NH4)2SO4 до 30 и 80%. Далее центри-
фугировали препарат при тех же условиях и рас-
творяли осадок в буфере B (50 мМ Tris-HCl,
pH 7.2, 0.1 мМ ЭДТА, 2 мМ ДТТ). Полученный
раствор диализовали против буфера B в течение
ночи. Диализат наносили на колонку с DEAE-
Sepharose fast f low (Sigma), уравновешенную бу-
фером B. Элюцию белка проводили градиентом
0–500 мМ NaCl. Хроматографию проводили со
скоростью 1–3 мл/мин на хроматографической
системе Аkta Prime с программным обеспечением
Unicorn Control (Amersham Biosciences, Piscatway,
США). Собирали фракции в объеме 8 мл и анали-
зировали их методом электрофореза в полиакри-
ламидном геле в присутствии SDS. Полученный
препарат GroEL, содержащий ∼350 мМ NaCl
(стабилизирует белок), нагревали в круглодонной
колбе на водяной бане до 58°C, после чего осту-
жали до комнатной температуры и добавляли Mg-
ATP до конечной концентрации 2 мМ. Затем про-
гревали смесь до той же температуры в течение 2–
3 мин. Данная стадия позволяет GroEL пройти
свой естественный цикл и выпустить в среду де-
натурированные белки E. coli, которые могли со-
храниться в полости шаперонина во время выде-
ления. Денатурировавшие белки осаждали цен-
трифугированием в течение 10 мин при 11000 g.
Препарат GroEL диализовали против буфера B в
течение ночи, а затем повторно очищали на
DEAE-Sepharose fast f low по указанной выше ме-
тодике. Собирали фракции в объеме 6 мл и также
анализировали их методом электрофореза в по-
лиакриламидном геле в присутствии SDS. Фрак-
ции, содержащие очищенный GroEL, объединя-
ли. Очищенный препарат GroEL высаливали су-
хим (NH4)2SO4 до 80% и хранили при 4°C.

Получение структуры GroEL по данным крио-
ЭМ. Данные крио-ЭМ получены в Ресурсном
центре зондовой и электронной микроскопии
НИЦ “Курчатовский институт”. Вначале поддер-
живающие сетки для электронной микроскопии
с периодическими отверстиями в аморфной
пленке углерода (Quantifoil R1.2/1.3, Quantifoil)
были обработаны в тлеющем разряде с помощью
установки PELCO easiGlow при стандартных
условиях: время обработки образца – 30 с, сила
тока – 0.25 мА, остаточное давление в камере –
0.26 мБар. Далее на сетку наносили 3 мкл образца
GroEL и проводили его витрификацию в камере
установки Vitrobot Mark IV при следующих пара-
метрах: сила сжатия при промакивании (Blot
force) – 0 единиц, время промакивания (Blot time) –
от 2.5 до 3.5 с, температура в камере – 4.5°C,
влажность в камере – 95–100%. Затем заморо-
женные сетки переносили в криоэлектронный
микроскоп Titan Krios 60–300, оборудованный
высокоэффективным детектором электронов
Falcon II, где проводили съемку изображений с
использованием программного обеспечения EPU
(FEI). Обработку изображений и построение ре-
конструкций проводили с помощью программ-
ных пакетов Warp [27] и CryoSPARC [28]. Всего
было снято 675 стеков изображений, из которых
590 стеков были отобраны для дальнейшего ана-
лиза. При помощи программного пакета Warp
провели коррекцию дрейфа, оценку параметров
функции передачи контраста (CTF), а также вы-
бор на изображениях одиночных проекций объ-
екта исследования. Из исходных изображений
после пре-процессинга были выделены 47149 про-
екций одиночных частиц и экспортированы в
программный пакет CryoSPARC, где была прове-
дена их двухмерная классификация. Далее выбра-
ли 15 классов, входящие в них частицы были под-
вергнуты процедуре трехмерной классификации.
После чего отобрали 29700 частиц, из которых
строили 3D-реконструкцию GroEL с учетом сим-
метрии D7. Разрешение структуры было оценено
по критерию FSC = 0.143 и составило 3.02 Å.

Расчет траекторий молекулярной динамики.
Атомарная модель апо-формы GroEL для расче-
тов МД построена в программе COOT [29] по
структуре из крио-ЭМ. 23 остатка С-концевого
фрагмента (526–548), не выявленные в плотно-
сти, были добавлены вручную с использованием
стандартной утилиты Builder программы PyMOL
версии 2.2.3 (www.pymol.org). Моделирование
проводили с использованием программного па-
кета Gromacs [30] версии 2020.1 в силовом поле
a99SB-disp [31] при постоянной температуре (300 K)
и постоянном давлении (1 атм) с применением
периодических граничных условий. Температура
и давление поддерживались постоянными с по-
мощью алгоритмов V-rescale [32] и Parrinello-Rah-
man [33] соответственно. Белок помещали в ячей-
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ку с водой (модель TIP4P-D) 17 × 17 × 18 нм, со-
держащей 150 мМ NaCl, включая противоионы
для нейтрализации суммарного заряда белка
(519 Na+ и 253 Cl–). Электростатические взаимо-
действия рассчитывали с помощью алгоритма
PME с радиусом отсечки 1.2 нм. Радиус отсечки
для ван-дер-ваальсовых сил составлял 1.2 нм.
Временной шаг интегрирования составил 2 фс.
Перед расчетом МД была проведена релаксация
системы, включающая этап минимизации энер-
гии с последующим нагреванием системы от 5 до
300 К в течение 5 нс. Длительность траектории
МД – 250 нс.

Значения RMSD и RMSF для Сα-атомов, а
также попарное расстояние между остатками или
атомами рассчитаны с помощью стандартных
утилит пакета Gromacs. В качестве критерия су-
ществования контакта (по типу “солевой мо-
стик”) между аминокислотами выбран порог
0.3 нм, который соответствует сумме ван-дер-ва-
альсовых радиусов sp3 N и sp3 O [34]. Программ-
ное обеспечение MDLovoFit использовали для
дифференциального расчета RMSD [35]. С помо-
щью MDLovoFit проводили анализ флуктуаций
структуры посредством выравнивания всех под-
множеств Cα-атомов белка, соответствующих
различным долям ϕ – от общего числа Cα, и по-
иска подгруппы с наименьшим значением RMSD.

Для сравнения результатов крио-ЭМ и моле-
кулярной динамики на основании траектории
МД построена 3D-карта рассеивающей плотно-
сти шаперонина GroEL. Для этого был создан ал-
горитм для Python 3.6.9 [36], который переводит
множество кадров МД в единую 3D-матрицу. Из-
мерения матрицы соответствуют абсциссе, орди-
нате и аппликате пространства, которое содержит
координаты шаперонина GroEL, а каждый эле-
мент матрицы пропорционален вероятности на-
хождения в соответствующем объеме (вокселе)
атомов молекулярной модели. В данной работе
размер вокселя матрицы соответствовал 1 × 1 × 1 Å3,
а в формировании значений элементов матрицы
участвовали только тяжелые атомы молекуляр-
ной модели. Для усреднения использовали
25 000 кадров молекулярной траектории, кото-
рые были предварительно выровнены прогрес-
сивным алгоритмом программного пакета Gromacs.
23 аминокислоты, расположенные на С-концах
субъединиц, при выравнивании не учитывали.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Среднее разрешение структуры тетрадекамера
GroEL, полученной по данным крио-ЭМ, соста-
вило 3.02 Å. На рис. 1а представлена поверхность
GroEL, окрашенная в соответствии с локальным
разрешением, которое варьирует от 2.5 до 4.1 Å.
Значения от 2.5 до 3 Å характерны для области эк-
ваториальных доменов, ответственных за меж-
кольцевые взаимодействия и связывание АТФ.
В зоне апикальных доменов, связывающих белки-
субстраты и GroES, разрешение падает до 4.1 Å.
Эти особенности распределения локального раз-
решения структуры согласуются с результатами
[37] и указывают на большую подвижность апи-
кального домена относительно экваториального.
С помощью полученной карты рассеивающей
плотности построили атомарную модель тетраде-
камера GroEL. 23 аминокислоты C-конца были
достроены и добавлены каждой субъединице
(рис. 1б).

С этой моделью провели расчет траектории
МД длиной 250 нс. На основании траектории бы-
ла построена 3D-карта рассеивающей плотности
шаперонина GroEL (рис. 2), которая аналогично
плотности из крио-ЭМ отражает вероятность об-
наружить атом (рассеивающий центр) в соответ-
ствующей позиции структуры. Карта рассеиваю-
щей плотности, полученная из траектории МД,
согласуется с картой плотности из крио-ЭМ, де-
монстрируя большие значения элементов матри-
цы в области экваториального домена по сравне-
нию с апикальным. Согласие между результатами
крио-ЭМ, полученными усреднением структуры
по ансамблю частиц, и результатами МД, полу-
ченными усреднением по времени, указывает на

Рис. 1. Структура шаперонина GroEL по данным
крио-ЭМ, окрашенная в соответствии с локальным
разрешением (а). Атомарная модель, использованная
в расчетах МД (б). Пунктирная окружность указывает
на положение достроенных С-концевых участков.
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достаточность собранного в крио-ЭМ числа ча-
стиц и продолжительности расчета МД.

Расчет среднеквадратичных флуктуаций (RMSF)
Сα-атомов каждой субъединицы GroEL в траек-
ториях МД показал, что домены этого белка раз-
личаются по своей мобильности, а основной
вклад в конформационную подвижность вносят
аминокислотные остатки С-конца и апикального
домена (рис. 3). Среднее значение RMSF для эк-
ваториального домена составляет 0.15 нм, для ин-
термедиального – 0.19 нм, для апикального –
0.27 нм, а для С-концевых остатков превышает
1 нм. Согласно полученным данным наиболее
высокая величина флуктуаций упорядоченных
частей белка (за исключением С-концов) наблю-
дается для остатков β-листов 6 и 7 и α-спиралей K

и L, расположенных в начале и конце апикально-
го домена соответственно, и может достигать зна-
чения 0.9 нм.

Значения среднеквадратичного отклонения
(RMSD) координат Сα-атомов от их положения в
начальной структуре для всех 14 субъединиц по
результатам МД находятся в пределах от 0.27 до
0.33 нм. Отклонения от начальной позиции ато-
мов апикального домена существенно превыша-
ют таковые для экваториального и интермедиаль-
ного доменов: средние значения RMSD составля-
ют 0.27, 0.19 и 0.17 нм соответственно. Чтобы
выяснить, является ли вычисленное значение
RMSD апикального домена следствием большего
отклонения его начального (стартового) состоя-
ния от равновесного (достигнутого в ходе МД)
или его большей подвижности, дополнительно
был проведен анализ RMSD атомов относитель-
но их положения в предшествующей структуре
отдельно для каждого домена, а также выравнива-
ние всевозможных подмножеств атомов одной
субъединицы с целью выявления наиболее из-
менчивых областей с использованием программ-
ного пакета MDLovoFit [35]. Проведенный ана-
лиз позволил выявить полный набор Cα-атомов
одной субъединицы с наименьшим RMSD. Было
установлено, что по меньшей мере 60% атомов
каждой субъединицы формируют “неподвижное
ядро” и могут быть наложены на их исходные по-
зиции в пределах 0.2 нм. Как и в [18], в данном
моделировании не все субъединицы претерпева-
ли изменения синхронно, что привело к перемен-
ному составу подвижной и неподвижной частей.
Тем не менее для 11 из 14 субъединиц набор остат-
ков неподвижного ядра совпадает на 79%. Рису-
нок 4а демонстрирует усредненное изменение во
времени субъединицы целиком (средняя линия)
и выявленных стабильных (нижняя линия) и вы-
соко подвижных участков (верхняя линия). Ато-

Рис. 2. Карта рассеивающей плотности, полученная
на основании траектории МД. Представлены три
изометрических поверхности, соответствующие вы-
сокому (0.39, слева), среднему (0.21, центр) и низкому
(0.11, справа) уровням элементов 3D-матрицы рассе-
ивающей плотности шаперонина GroEL.

Рис. 3. Различия в подвижности доменов GroEL в ходе траекторий МД. График RMSF Сα-атомов субъединицы
белка (а). Жирной линией показаны усредненные по 14 субъединицам значения. Бледной широкой полосой показан
диапазон значений RMSF каждого остатка. Ход основной цепи (показаны только Сα-атомы) субъединицы GroEL (б),
раскрашенный в соответствии со шкалой значений B-фактора (внизу).
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мы, входящие в подвижную группу, отклоняются
от исходной структуры более чем на 0.6 нм и пре-
имущественно входят в состав апикального доме-
на, а также неупорядоченных С-концов (рис. 4б,
светлым). Неподвижное ядро быстро приходит к
равновесному положению и не изменяет своей
структуры на протяжении проведенной МД
(рис. 4б, темным).

Анализ RMSD относительно предшествующе-
го по времени положения атомов показывает раз-
личную скорость изменения положения атомов в
разных доменах (рис. 4в). За выбранный интервал
времени (500 пс) экваториальный и интермеди-
альный домены изменяют свои структуры в пре-
делах 0.06–0.07 нм, тогда как изменения RMSD

апикального домена лежат в диапазоне 0.07–
0.09 нм. Проведенный анализ подвижности ша-
перонина GroEL по результатам МД дает числен-
ные оценки разнородной подвижности доменов
этого белка и дополняет качественную картину
структурной динамики этой макромолекулы, по-
лученную в рамках крио-ЭМ.

В рамках работы особое внимание уделено ди-
намике пяти физиологически значимых амино-
кислотных контактов (рис. 5). Несмотря на отсут-
ствие в стартовой модели непосредственного
контакта между боковыми цепями внутрисубъ-
единичных пар остатков Arg58-Glu209 и Asp83-
Lys327, эти солевые мостики образуются в ходе
динамики. Расстояние между парой тяжелых ато-
мов солевого мостика Glu409-Arg501 остается по-
стоянным (0.28 нм) на протяжении всего модели-
рования. Время жизни солевых мостиков, фор-
мируемых между субъединицами одного кольца,
составляет ~95% от времени МД.

Стабилизация межмолекулярного взаимодей-
ствия колец достигается за счет двух (в каждой па-
ре субъединиц) солевых мостиков Arg452-Glu461.
Анализ корреляции между образующимися кон-
тактами выявил, что наличие одного из контактов
в паре связано с уменьшением вероятности обра-
зования другого (табл. 1). Описанное в литературе
взаимодействие между кольцами посредством
контактов Lys105-Ala109 не было реализовано в
ходе МД, однако остатки Lys105-Ala109 одной
субъединицы образуют перманентную водород-
ную связь между атомами основной цепи.

Рис. 4. Оценка RMSD Cα-атомов одной субъединицы. RMSD как функции времени Cα-атомов: субъединицы цели-
ком; 60% атомов, составляющих неподвижное ядро субъединиц; оставшиеся 40% атомов, претерпевающих наиболь-
шие изменения. Соответствующим бледным цветом закрашены диапазоны значений RMSD для 14 субъединиц (а).
Суперпозиция фреймов МД. Неподвижное ядро показано темным, 40% наиболее подвижных атомов – светлым (б).
Структуры ориентированы подобным рис. 3б образом. Видно, что в подвижную часть входят апикальный домен,
С-концы и участки петель других доменов. Профиль распределения значений RMSD атомов относительно их поло-
жения в предшествующей структуре (Δt 50 пс) экваториального, интермедиального и апикального доменов (в).

0.4
0.3
0.2
0.1

0
0.06 0.07 0.08 0.09 0.100.05

RMSD, нм

R
M

SD
, н

м

(в)

(а) (б)

экваториальный

экваториальный

“Неподвижное ядро”
Изменчивая часть
Субъединица

апикальный

апикальный

С-конец

интермедиальный

интермедиальный0.8
0.6

1.2
1.0

0.4
0.2

0
50 100 150 200 2500

Время, нс

Таблица 1. Коэффициенты корреляции (r) для пары
контактов Arg452–Glu461 и Glu461–Arg452 соответ-
ствующих субъединиц, находящихся в межмолекуляр-
ном контакте двух колец

Пара взаимодействующих 
субъединиц r

A–K –0.824
B–J –0.693
C–I –0.500
D–H –0.541
E–N –0.564
F–M –0.923
G–L –0.897
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В выполненных расчетах высокоподвижные
С-концевые фрагменты белка формируют неупо-
рядоченную сеть контактов между собой, а также
взаимодействуют с другими доменами субъеди-
ниц своего кольца. Карта контактов (рис. 6) пока-
зывает, что помимо взаимодействия со своей
субъединицей С-концы часто связываются с дву-
мя соседними субъединицами в кольце.

Замечено, что существует различие в частоте
образования контактов С-конца субъединицы с
двумя соседними субъединицами кольца. С боль-
шей вероятностью С-конец связывается с внут-
ренней поверхностью субъединицы, располо-
женной следующей по часовой стрелке (при
взгляде со стороны апикальных доменов). Это на-
блюдение можно объяснить структурой белка, в
которой С-конец структурированной части эква-

ториального домена одной субъединицы распо-
ложен ближе к следующей по часовой стрелке
субъединице, что делает более вероятным образо-
вание контакта. Отметим, что С-концы редко об-
разуют контакты с субъединицами, расположен-
ными более чем через одного соседа, хотя в ходе
проведенной МД были обнаружены контакты
между удаленными друг от друга субъединица-
ми B и E.

Проведенное исследование иллюстрирует эф-
фективное взаимодействие между эксперимен-
тальным (крио-ЭМ) и теоретическим (МД) под-
ходами для изучения структурной динамики белка
на примере шаперонина GroEL. Рассеивающая
плотность, полученная в результате исследования
крио-ЭМ, является не только отправной точкой
для создания молекулярной модели для проведе-

Рис. 5. Наблюдаемые в ходе МД солевые мостики, образованные между доменами и субъединицами GroEL: а – карта
солевых мостиков. По оси ординат указана пара остатков, образующих солевой мостик; б – диаграмма среднего для
14 субъединиц времени жизни изучаемых контактов, выраженное в процентах от времени моделирования.
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Рис. 6. Тепловая карта матрицы контактов С-концевых фрагментов с субъединицами. Цветовая шкала соответствует
заселенности попарных контактов, выраженной в процентах от времени траектории.
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ния МД, но и позволяет качественно оценить от-
носительную подвижность отдельных доменов
белкового комплекса. Как показано в работе, та-
кая качественная оценка может быть сравнена с
результатом расчета МД и являться способом его
верификации. В свою очередь метод МД позволя-
ет оценить количественные характеристики мо-
лекулярной подвижности, динамический харак-
тер образования и разрыва конкретных связей, а
также рассмотреть крайне подвижные части бел-
ка, структуру которых невозможно реконструи-
ровать при помощи крио-ЭМ.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (проект № 19-74-20055).
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С помощью криоэлектронной просвечивающей микроскопии изучен грубо очищенный экстракт
белков E. coli, на основе 2D-классификации проекций выделены классовые суммы, содержащие
проекции двух белков: β-галактозидазы и каталитического дигидролипоилтранссукцинилазного
домена 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса, идентифицированных в экстракте методом
тандемной масс-спектрометрии. Решены их структуры с разрешением, близким к атомному. В ре-
зультате моделирования структуры каталитического домена 2-оксоглутатдегидрогеназного ком-
плекса de novo получена атомная модель, выявляющая различия в положении некоторых аминокис-
лотных остатков активного центра по сравнению с ранее полученными кристаллическими структу-
рами.

DOI: 10.31857/S0023476121050180

ВВЕДЕНИЕ
В последние десятилетия структурные методы

биологии претерпели бурное развитие, что выра-
зилось в определении новых атомных структур
различных белков. Криоэлектронная просвечи-
вающая микроскопия (крио-ПЭМ) не так давно
была признана в качестве одного из основных ин-
струментов при изучении белковых структур с
высоким разрешением наряду с рентгенострук-
турным анализом и ядерно-магнитной спектро-
скопией (ЯМР) [1]. Использование этого метода
резко возросло в связи с определенными техноло-
гическими достижениями. К ним относятся не
только новые приборы, прямые детекторы элек-
тронов, фазовые пластинки, но и такие про-
граммные средства, как Relion [2], cryoSPARC [3],
Chimera [4, 5] и Coot [6]. В результате удалось до-
биться впечатляющих результатов при изучении
белков и их комплексов. Ярким примером пре-
имущества крио-ПЭМ может служить получен-
ная за месяц структура S-белка коронавируса
2019-nCoV [7]. Эти данные позволили выявить

принципиальные раличия в структуре близко-
родственных вирусов, вызывающих инфекции
SARS и COVID-19.

В настоящее время узким местом при получе-
нии данных с высоким разрешением остается
биохимическая очистка белков. Этот этап трудно
автоматизировать, поскольку он в значительной
степени опирается на человеческий опыт. Сохра-
няется ряд проблем, связанных с трудностями
выбора системы экспрессии белка, метода его
очистки и концентрации функционального бел-
ка. Цель состоит в том, чтобы свести к минимуму
количество шагов очистки, минимизировать их
влияние на белок и получить достаточное количе-
ство гомогенного препарата для дальнейшего
структурного анализа.

В представленной работе к решению этой про-
блемы подошли с технологической стороны. При
осаждении рекомбинантного белка из экстракта
продуцировавших его клеток E. coli сульфатом
аммония получен препарат, содержащий наряду с
целевым некоторые клеточные белки. Препарат
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был изучен в крио-ПЭМ и решены структуры
двух идентифицированных масс-спектрометрией
белков E. coli: β-галактозидазы и каталитического
дигидролипоилтранссукцинилазного домена 2-ок-
соглутаратдегидрогеназного комплекса (КД-ОДК)
с разрешением, близким к атомному. В результа-
те моделирования структуры КД-ОДК de novo по-
строена атомная модель, выявляющая различия в
положении некоторых аминокислотных остатков
(а.о.) активного центра по сравнению с известны-
ми кристаллическими структурами [8, 9].

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЙ
Подготовка белков E. coli. Выделение и осажде-

ние белков E. сoli проводили в соответствии с
процедурой, описанной в [10]. Клетки BL21(DE3)
E. сoli, продуцирующие рекомбинантный шапе-
ронин бактериофага ОВР, наращивали в боль-
шом объеме среды 2xTY при температуре 37°C до
оптической плотности A600 = 0.7. Экспрессию
белка индуцировали добавлением изопропил-β-
D-тиогалактопиранозида до конечной концен-
трации 1 мМ и растили клеточную культуру в те-
чение 3.5 ч при 25°C. Клетки осаждали центрифу-
гированием, ресуспендировали в 50 мМ трис-
HCl-буфере (pH 7.5), подвергали ультразвуковой
обработке с помощью дезинтегратора Virsonic 100
(Vertis, США) и центрифугировали (13000 g) для
удаления клеточного дебриса. Нуклеиновые кис-
лоты осаждали путем добавления в супернатант
1/10 объема 30% (w/v) раствора сульфата стрепто-
мицина с последующим центрифугированием.
Белки осаждали из супернатанта путем добавле-
ния насыщенного раствора сульфата аммония
до конечной концентрации 30% (w/v). После
центрифугирования осадок белка растворяли в
50 мМ Трис-HCl-буфере (рН 7.5), содержавшем
100 мМ NaCl, и промывали 30 объемами буфера
(50 мМ Трис-HCl, рН 7.5 с добавлением 10 мМ
MgCl2 и 100 мМ KCl) на фильтрах Amicon (Milli-
pore, США). Состав белков анализировали с по-
мощью тандемной масс-спектрометрии.

Масс-спектрометрический анализ. Гидролиз
белка в растворе проводили с использованием
трипсина (Sequencing Grade Modified, Promega,
Madison, WI, USA), как описано в [12]. Анализ
полученных при гидролизе пептидов осуществля-
ли с использованием системы высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии Ultimate 3000
RSLCnano (Thermo Scientific, США), соединен-
ной с масс-спектрометром Q ExactiveTM HF (Ther-
mo Scientific, США). Пептиды перед аналитиче-
ским разделением наносили на обогащающую
колонку Accalaim μ-Precolumn (0.5 × 3 мм, 5 мкм
размер частиц; Thermo Scientific) при скорости
потока 10 мкл/мин в течение 5 мин в изократиче-
ском режиме подвижной фазы Б (2% ацетонитри-
ла, 0.1% муравьиной кислоты). Затем пептиды

разделяли на колонке Acclaim Pepmap C18
(75 мкм × 150 мм, 2 мкм размер частиц; Thermo
Scientific) в градиентном режиме элюирования.
Градиент формировали подвижными фазами А
(0.1% муравьиной кислоты) и Б (80% ацетонитри-
ла, 0.1% муравьиной кислоты) при скорости по-
тока 0.3 мкл/мин. Колонку промывали 2%-ной
подвижной фазой Б в течение 5 мин, после чего
концентрацию подвижной фазы Б линейно уве-
личивали до 35% в течение 40 мин, затем за 5 мин
линейно увеличивали концентрацию фазы Б до
99%. После промывки колонки в течение 5 мин
при 99% фазы Б концентрацию Б снижали до на-
чальных условий – 2% фазы Б за 5 мин. Общая
длительность анализа составила 60 мин.

Масс-спектрометрический анализ проводили
в трех технических повторах на гибридном орби-
тальном масс-спектрометре Q ExactiveTM HF
(Thermo Scientific, США) в режиме положитель-
ной ионизации с использованием источника
NESI (Thermo Scientific, США). Для масс-спек-
трометрического анализа были установлены сле-
дующие параметры настроек: напряжение на
эмиттере 2.1 кВ, температура капилляра 240°C.
Панорамное сканирование проводили в диапазо-
не масс от 300 до 1500 m/z, тандемное сканирова-
ние фрагментных ионов от нижней границы
100 m/z до верхней границы, определяемой за-
рядным состоянием прекурсорного иона, но не
более 2000 m/z. Для тандемного сканирования
учитывали только ионы от z = 2+ до z = 6+ по за-
рядному состоянию. Максимальное число разре-
шенных для синхронной изоляции ионов в режи-
ме MS2 было установлено не более 20-ти. Макси-
мальное время накопления для прекурсорных
ионов составило не более 50 мс, для фрагментных
ионов – не более 110 мс.

Идентификацию белков по масс-спектрам
проводили в поисковой системе MASCOT [13] с
использованием базы данных аминокислотных
последовательностей SwissProt с ограничением
видовой принадлежности организма исследуемо-
го образца E. coli. Для оценки FDR была сгенери-
рована база данных ложных последовательностей
белков в виде обратных последовательностей
аминокислот протеома E. coli. Параметры поиска
установлены следующим образом: расщепляю-
щий фермент – трипсин с возможностью пропус-
ка одного сайта расщепления последовательно-
сти, точность определения масс-моноизотопных
пиков пептидов ±5 ppm, точность определения
масс в спектрах MS/MS ±0.01 Да. В качестве обя-
зательной и возможной модификации было учте-
но карбамидометилирование цистеина и окисле-
ние метионина соответственно. Для валидации
сопоставлений спектров и пептидов PSM, иден-
тификации пептидов и идентификации белков
использовали величину FDR не более 1.0%. Бел-
ки рассматривали в качестве достоверно иденти-
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фицированных, если для них было обнаружено
по крайней мере два уникальных пептида, про-
шедших валидацию. Безметковая количествен-
ная оценка содержания белков проходила на ос-
нове эмпирического показателя emPAI [14].

Криоэлектронная просвечивающая микроскопия.
Препарат белков E. coli (3.0 мкл) наносили на сет-
ку с углеродной подложкой, имеющей регуляр-
ные отверстия диаметром 1.2 мкм и периодом
1.3 мкм (R1.2/1.3, Quantifoil). Cетки предвари-
тельно в течение 30 с обрабатывали тлеющим раз-
рядом в установке для гидрофилизации PELCO
easyGlow (Ted Pella, США) при давлении в камере
0.26 мБар и силе тока 25 мА. Сетки с нанесенным
белком моментально замораживали в жидком
этане в приборе Vitrobot Mark IV (Thermo Fischer
Scientific) при 100%-ной влажности и температу-
ре +4.5°С. Стеки микрографий по 38 кадров
(4017 стеков) снимали в крио-микроскопе Titan
Krios (Thermo Fisher Scientific) с прямым детекто-
ром электронов Falcon II в следующих условиях:
ускоряющее напряжение – 300 кВ, увеличение –
75000×, размер пикселя – 0.86 Å, поток электро-
нов ~100 э/Å2. Стеки были предварительно обра-
ботаны в программе Warp [11] для оценки пара-
метров функции передачи контраста (CTF) и кор-
рекции дрейфа на отдельных кадрах стека.
Изображения белковых молекул были выбраны с
помощью нейронной сети BoxNet и вырезаны из
микрографий с помощью рамки 256 × 256 пиксе-
лей с получением набора из 470117 частиц. Из них
более 250000 частиц представляли OBP шаперо-
нин [10]. 2D-классификацию проводили в про-
грамме CryoSPARC [3]. 2D-классы, соответству-
ющие различным белкам, выбирали вручную с
последующим генерированием модели ab-initio
для каждого класса в отдельности. Затем выпол-
нили 3D-уточнение структуры каждого класса с
использованием предварительной модели без на-
ложения симметрии. На следующем этапе полу-
ченные структуры были использованы в качестве
ссылок для дальнейшей 3D-классификации ис-
ходного набора частиц. Финальные 3D-структу-
ры белка реконструировали с наложенной сим-
метрией: диэдральная D2 для β-галактозидазы,
октаэдрическая (O) для КД-ОДК. Окончатель-
ные реконструкции включали 99 246 частиц для
β-галактозидазы и 13770 частиц для КД-ОДК.
Разрешение реконструкций оценивали в соответ-
ствии с критерием FSC = 0.143, оно составило
2.6 Å для β-галактозидазы и 3.2 Å для КД-ОДК.

De novo моделирование структуры белка. Моде-
лирование проводили с помощью программ Coot
[6] и Phenix [15]. Разрешение карты КД-ОДК, по-
лученное в крио-ПЭМ, было достаточным для
идентификации боковых цепей и однозначного
определения последовательности данного белка.
Уникальная часть карты КД-ОДК извлечена с по-
мощью алгоритма phenix.mapbox и NCS-операто-

ров, полученных с помощью алгоритма phe-
nix.mapsymmetry после задания симметрии группы
точек “O”, атомная модель этой части построена
автоматически с помощью алгоритма phenix.map-
tomodel. Полученную модель проверяли вручную
в Coot, большие диапазоны остатков несоответ-
ствия и пустые зоны заполняли аланиновыми
остатками; при необходимости формировали но-
вые пептидные связи таким образом, чтобы мо-
дель состояла из одной цепи. После этого боко-
вые цепи аланинов в модели были заменены на
боковые цепи аминокислот, соответствующих
последовательности С-концевой части белка
КД-ОДК (174–405 а.о.). С помощью программы
Coot провели ручную правку всех остатков для
максимально точного соответствия карте элек-
тростатического потенциала при сохранении
правильной геометрии остатков; для всех боко-
вых цепей были выбраны ротамеры с их опти-
мальной ориентацией. Для отредактированной
модели уникальной части структуры были приме-
нены операторы NCS, полученные с помощью
алгоритма phenix.mapsymmetry.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Цель работы заключалась в том, чтобы пока-

зать, что крио-ПЭМ и обработка изображений
позволяют получить 3D-структуры белковых мо-
лекул без тонкой очистки целевых белков. Для
этого получили коктейль белков из клеток E. сoli,
гетерологично экспрессирующих вирусный ша-
перонин (OBP) [10]. Рекомбинантный шаперо-
нин осаждали из клеточного экстракта 30%-ным
сульфатом аммония [16], при этом некоторое ко-
личество клеточных белков также оказалось в
осадке. Идентификацию смеси осажденных бел-
ков E. coli проводили с использованием высоко-
эффективной жидкостной хроматографии с тан-
демной масс-спектрометрией. Результаты пред-
ставлены в табл. 1. Относительные количества
совместно осажденных белков оценивали с помо-
щью показателя emPAI, рассчитанного в программе
MASCOT. Наибольшее соответствие последова-
тельности (39%) получено для β-галактозидазы
(P00722), остальные семь белков представлены
несколькими пептидами каждый.

Смесь белков после осаждения и отмывки мо-
ментально заморозили в Vitrobot MARK IV (Ther-
mo Fisher Scientific) и исследовали в крио-ПЭМ с
использованием стандартного протокола (описан
выше). Для идентификации различных белков
провели два последовательных раунда 2D-клас-
сификации в CryoSPARC [3]. Первую классифи-
кация использовали для исключения из набора
“мусорных” классов, после второй (рис. 1) выде-
лили 40 классов, разделенных визуально на три
набора данных, каждый из которых представлял
отдельный белок.



832

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

ПИЧКУР и др.

Три олигомерных белка: транзиентно экспрес-
сируемый гептамерный шаперонин фага OBP
P. fluorescens [10] и два белка E. сoli – тетрамерная
β-галактозидаза и 24-мерный КД-ОДК, имеют
частицы сопоставимого размера, 12–15 нм в по-
перечнике (рис. 1). Кроме этого, наблюдались
классы, соответствующие более мелкому асим-
метричному белку неопределенной природы.
Другие белки, пептиды которых были обнаруже-
ны при помощи масс-спектрометрии (табл. 1), не
смогли идентифицировать на крио-ПЭМ-изоб-
ражениях. Возможно, эти белки не образуют в ис-
пользуемых условиях стабильные олигомерные
комплексы или их концентрации слишком малы
для исследования методом крио-ПЭМ.

Наиболее распространенным белком E. coli в
исследуемой пробе по данным тандемной масс-
спектрометрии (табл. 1) и 2D-классификации
(рис. 1) была β-галактозидаза (99246 частиц). Она
кодируется геном lacZ и образует стабильный го-
мотетрамер с молекулярной массой ∼464 кДа [17].
На крио-ПЭМ-изображениях он имеет хорошо
узнаваемую форму и может быть легко отделен
при помощи 2D-классификации (рис. 1). Стан-
дартный подход к анализу изображений [18] поз-
волил получить 3D-реконструкцию β-галактози-
дазы с симметрией D2 и разрешением 2.6 Å
(рис. 2а–2в).

В состав 2-оксоглутаратдегидрогеназного ком-
плекса E. coli входят три различных фермента: E1
(2-оксоглутаратдекарбоксилаза), E2 (дигидроли-

Таблица 1. Список достоверно идентифицированных белков E. coli

Uniprot 
ID Белок Score MW, kDa Sequence 

Coverage, % emPAI

P00722 Beta-galactosidase (BGAL_ECOLI) 4240 117.35 39 3.06
P0A9L8 Pyrroline-5-carboxylate reductase (P5CR_ECOLI) 395 28.36 21 1.18
P0A9P0 Dihydrolipoyl dehydrogenase (DLDH_ECOLI) 484 50.94 18 0.99
P05055 Polyribonucleotide nucleotidyltransferase (PNP_ECOLI) 394 77.11 14 0.65
P0A6F5 60 kDa chaperonin (CH60_ECOLI) 396 57.46 15 0.65
P0A9H3 Inducible lysine decarboxylase (LDCI_ECOLI) 275 81.61 7 0.54
P0AFG7 Succinyltransferase component of 2-oxoglutarate

dehydrogenase complex (ODO2_ECOLI)
311 43.98 6 0.34

P0AES4 DNA gyrase subunit A (GYRA_ECOLI) 41 97.13 3 0.07

Рис. 1. Крио-ПЭМ-анализ экстракта белков E. coli: 2D-классификация и выделенные классы отдельных белков. Мас-
штабные отрезки – 10 нм.

2D-классификация частиц

Каталитический домен

Шаперонин ОВР

�-галактозидаза
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поилтранссукцинилаза) и E3 (дигидролипоилде-
гидрогеназа). Фермент Е2 катализирует перенос
сукциниловой группы из S-сукцинил-дигидро-
липоила на кофермент А (КоА) [19]. Его полно-
размерный мономер длиной 405 а.о. имеет струк-
туру, в которой можно выделить три домена: N-
концевой липоилсвязывающий домен, Е3-связы-
вающий домен и С-концевой каталитический до-
мен. Молекулярная масса всего белка ∼44 кДа.

В полученном белковом коктейле E. coli с по-
мощью тандемной масс-спектрометрии иденти-
фицировано только два значимых пептида для
фермента E2 (один из N-концевого липоилсвя-
зывающего домена и один из С-концевого ката-
литического домена). Тем не менее на получен-
ных крио-ПЭМ-изображениях С-концевой домен
Е2 (КД-ОДК) оказался вторым по численности
белком после 2D-классификации (13770 частиц).
2D-классификация показала характерные части-
цы с октаэдрической симметрией (рис. 1). Линей-
ные размеры 2D-классов схожи с размерами ра-
нее определенных кристаллических структур
КД-ОДК [8, 9]. При сопоставлении полученных
данных с результатами [8, 20] оказалось, что в по-
лученной криоэлектронной структуре отсутству-
ет плотность для N-концевых E3-связывающих и
липоилсвязывающих доменов, а также соединен-
ных с ними линкеров. Ранее предполагалось, что
эти домены могут быть удалены эндогенными

протеазами [9]. Структуры изолированных N-
концевых доменов были решены с помощью
ЯМР [21, 22].

Отметим, что кристаллы этого домена были
ранее случайно получены при попытке кристал-
лизации рекомбинантной амидазы Arabidopsis
thaliana, экспрессированной в гетерологичной
системе E. coli [9]. Предполагалось, что остатки
гистидина на поверхности каталитического доме-
на могут способствовать связыванию его с ни-
кельсодержащей смолой [23], однако в данном
исследовании мы не использовали Ni-аффинную
хроматографию.

Реконструкция в cryoSPARC с октаэдрической
симметрией КД-ОДК имеет разрешение 3.2 Å
(рис. 2г–2е). Высокое разрешение позволило
определить структуру каталитического домена
de novo. Модель структуры создавали с помощью
программы Coot [6] и трехмерных координат для
каждого атома (рис. 3а).

Сравнение крио-ПЭМ-структуры с рентге-
новской структурой (PDB ID 6prb) показало, что
существуют некоторые различия в ориентациях
боковых цепей ключевых аминокислот в актив-
ном центре: D382 и D185 (рис. 3а, вставки). Ос-
новной, пока не решенный, вопрос относительно
структуры КД-ОДК – это причины изменений
ориентаций боковых цепей, происходящие в ак-
тивном участке при связывании субстрата. Ранее

Рис. 2. Построение трехмерных структур белков E. coli: β-галактозидазы (а–в) и КД-ОДК (г–е). Кривые функций кор-
реляции (FSC) для соответствующих структур (а, г): 1 – без маски, 2 – сферическая маска, 3 – свободная маска, 4 –
узкая маска, 5 – после коррекции; распределение проекций частиц относительно вертикальной оси z сферы Эйлера
(б, д). β – угол между проекцией и осью z; γ – угол поворота вокруг оси z; изображения выполнены в cryoSPARC [3].
3D-реконструкция β-галактозидазы (в); 3D-реконструкция КД-ОДК (е).
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было высказано предположение, что остаток
H375 инициирует первую ступень катализа путем
депротонирования тиоловой группы КоА, кото-
рая затем атакует карбонильный атом сукциниль-
ного остатка, связанного с дигидролипамидом.
Разрушение промежуточного соединения приво-
дит к образованию сукцинил-КоА и протониро-
ванной дигидролипоиловой группы [8]. Также
предполагалось, что при связывании КоА в ак-
тивном центре аспарагин D380 образует солевые
мостики с гистидином H376 и с одним из двух
остатков аргинина: R185 или R382 [20]. Для этого
D380 должен менять свою ориентацию в зависи-
мости от субстрата. Полученная с помощью
крио-ПЭМ структура позволила точно локализо-
вать боковые цепи R185 и R382; эти боковые цепи
были не упорядочены в раннем рентгеновском
исследовании (PDB ID 1e2o) и выявлены позже
(PDB ID 6prb). Сравнение модели PDB:6prb с по-
лученной в данной работе (рис. 3а, вставки) пока-
зало, что в модели de novo остатки Arg повернуты.
Измеренные расстояния между ключевыми а.о. в
активном центре составили: D380-H376 = 6.2,
D380-R382 = 5.4, D380-R185 = 9.4 Å (рис. 3б). Та-
ким образом, аспарагин D380 располагается при-
мерно посередине между гистидином H376 и ар-
гинином R380 и его взаимодействия с этими
остатками, по-видимому, носят ионный харак-
тер. С аргинином R185 аспарагин D380 согласно
рассмотренной модели не взаимодействует. Для

более точного определения структуры активного
центра фермента необходимо получить рекон-
струкцию КД-ОДК с субстратом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Крио-ПЭМ становится незаменимым инстру-

ментом в структурных исследованиях биологиче-
ских макромолекул. До сих пор для получения
структур с высоким разрешением требовались
высоко очищенные препараты белков. Однако
3D-классификация гетерогенных частиц, реали-
зованная в программах Relion [2] и cryoSPARC [3]
в сочетании с масс-спектрометрией, как показы-
вает практика, позволяет обойтись без специаль-
ной очистки [24]. В настоящей работе использо-
вали крио-ПЭМ и тандемную масс-спектромет-
рию для идентификации белковых молекул в
грубо очищенной белковой пробе. С помощью
анализа изображений удалось выделить две вы-
борки частиц, соответствующие двум белкам
E. coli и получить две 3D-структуры: β-галактози-
дазы и КД-ОДК. Оба белка находились в натив-
ном состоянии и не имели рекомбинантных те-
гов, используемых для очистки. Разрешение,
близкое к атомному, позволило выполнить de no-
vo-моделирование атомной модели КД-ОДК.
Сравнение полученной структуры с опублико-
ванной кристаллической структурой этого же до-
мена [9] показало, что активный сайт в растворе

Рис. 3. Структура каталитического домена 2-оксоглутарат-дегидрогеназного комплекса. Атомная модель КД-ОДК,
выполненная de novo; рамкой отмечено положение активного центра, вставки – различия в позициях аргининов R185
и R382 активного центра. Показаны кристаллическая структура из [9] и структура из данного исследования. Карта
электростатического потенциала показана на уровне 2ϭ (а). Расстояния между ключевыми аминокислотами активно-
го центра КД-ОДК (б).
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находится в несколько иной конформации, чем в
кристалле.

Авторы выражают благодарность В.Н. Новосе-
лецкому за помощь в подготовке рис. 3б.
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Расчеты свободной энергии связывания лигандов с рецептором, чаще всего белковой природы, на-
ходят широкое применение в рациональном дизайне новых биологически активных соединений.
Равновесные методы, основанные на применении молекулярной динамики и “алхимических” пре-
образований, такие как термодинамическое интегрирование и метод Беннета, являются “золотым
стандартом” подобных вычислений. Технически эти методы требуют введения дополнительных
ограничений на взаимное расположение атомов в системе лиганд–рецептор. Разработано дополне-
ние к системе молекулярной графики PyMol, облегчающее введение требуемых ограничений и ана-
литический расчет поправки при вычислении свободной энергии связывания лиганда с рецептором
(белком).

DOI: 10.31857/S002347612105012X

ВВЕДЕНИЕ
Создание новых лекарственных препаратов

является одним из самых ресурсозатратных про-
цессов в современном мире. Разработка биологи-
чески активных соединений – многостадийный
процесс. На первом этапе нужно отобрать не-
сколько веществ – кандидатов – для дальнейших
доклинических и клинических испытаний. Если
известна молекулярная мишень действия разра-
батываемого биологически активного соедине-
ния, то проводят либо химический, либо вирту-
альный скрининг библиотеки соединений на сте-
пень аффинности к молекулярной мишени. Во
втором случае крайне важными являются количе-
ственные оценки степени связывания молекулы
биологически активного соединения (лиганда) с
молекулярной мишенью – рецептором (чаще
всего белковой молекулой).

Виртуальный скрининг, основанный на моле-
кулярном докинге, т.е. подборе структуры моле-
кулы лиганда, аффинной к структуре рецептора,
представляет собой многостадийный процесс [1].
В качестве структуры рецептора принято исполь-
зовать экспериментально определенную либо ме-
тодом ядерного магнитного резонанса, либо ме-
тодом рентгеноструктурного анализа с атомным
разрешением пространственную структуру мак-
ромолекулы. Количество лигандов на каждой

стадии виртуального скрининга существенно
уменьшается по сравнению с предыдущей. Для
оценки степени аффинности на первом этапе
приемлемо применять высокопроизводительные
оценочные функции [2]. Однако у каждого класса
оценочных функций есть свои недостатки. На-
пример, оценочные функции, основанные на си-
ловых полях, требуют значительных вычисли-
тельных ресурсов, а эмпирические функции не
отличаются высокой точностью [3]. Оценочные
функции применимы в основном лишь для каче-
ственной оценки аффинности связывания и ран-
жирования результатов докинга [2].

Для количественной оценки аффинности свя-
зывания лиганда с рецептором необходимо при-
менение более точных, но и более ресурсоемких
методов, основанных на молекулярной динамике
(МД): либо моделирование доставки лиганда к
месту связывания, либо изменение характера свя-
зей лиганда с рецептором на основе так называе-
мых “алхимических” преобразований [4]. На се-
годняшний день среди методов, основанных на
равновесных “алхимических” преобразованиях,
широкое применение получили: термодинамиче-
ское интегрирование [4, 5], метод отношения ве-
роятности принятия шага Беннета [6], метод мно-
жественного отношения вероятности принятия
шага Беннета [7]. Технически эти методы требуют
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введения дополнительных ориентационных огра-
ничений на взаимное расположение атомов в си-
стеме лиганд–рецептор для предотвращения при
отключении взаимодействий лиганда с рецепто-
ром и изменении параметра связи Кирквуда [8]
выталкивания лиганда из его сайта связывания.
Лиганд оказывается в окружении, сильно отлича-
ющемся от окружения лиганда в сайте связыва-
ния. Это противоречит сути равновесных методов
расчета свободной энергии, основанных на “ал-
химических” преобразованиях.

Для удобного введения ориентационных огра-
ничений на положение лиганда и расчета поправ-
ки к свободной энергии связывания при введен-
ных ограничениях авторами разработано про-
граммное дополнение к системе молекулярной
графики PyMol [9]. Альтернативой является пря-
мая правка файлов настроек МД-симуляции с ис-
пользованием текстового редактора с поиском
индексов атомов в файле структуры, что пред-
ставляет собой довольно трудоемкий процесс, со-
провождающийся повышением вероятности
ошибок.

ТЕРМОДИНАМИЧЕСКИЙ ЦИКЛ

Для расчета свободной энергии связывания
часто используется термодинамический цикл,
описанный в [1]. Для расчета необходимо прове-
сти моделирование с последовательным измене-
нием параметра связи [8] атомов лиганда для си-
стем лиганд–рецептор и лиганд–растворитель.
Параметр связи меняется последовательно снача-
ла для кулоновских взаимодействий, потом для
взаимодействий, описываемых потенциалом Лен-
нард-Джонса. Ограничения на положение атомов
лиганда в сайте связывания рецептора также не-
обходимо вводить постепенно до начала измене-
ния параметров связи. Это нужно для корректного
расчета изменения энергии связывания, обуслов-
ленного введением ограничений в системе ли-
ганд–рецептор в процессе моделирования.

В случае цикла, в котором в отдельных ветвях
реализуются переходы молекулы лигада из свя-
занного состояния в несвязанное в системах ли-
ганд–растворитель (“solv”) и лиганд–рецептор
(“prot”), свободная энергия связывания рецепто-
ра с лигандом равна:

(1)

где  – изменение свободной энергии
в системе лиганд–рецептор в процессе перехода
лиганда из связанного состояния в несвязанное,
но с введенными дополнительными ограничени-
ями,  – изменение свободной энергии в
системе лиганд–растворитель в процессе перехо-
да лиганда из взаимодействующего с растворите-

+ + += + −0 solv solv prot
bind coul vdw restr _ on restr coul vdwΔ Δ Δ ,ΔG G G G

+ +
prot
restr coul vdwΔG

+
solv
coul vdwΔG

лем состояния в невзаимодействующее,  –
аналитически рассчитываемая поправка на то,
что в системе лиганд–растворитель не вводятся
соответствующие ограничения на положение
атомов лиганда.

В случае заряженного лиганда при использо-
вании методов, основанных на суммировании по
Эвальду [10], для расчета кулоновских взаимо-
действий и периодических граничных условий
необходимо в формулу (1) вводить дополнитель-
ные слагаемые, описанные в [11]. В случае приме-
нения схемы отсечки либо сдвигового потенциа-
ла для расчета дисперсионного члена потенциала
Леннард-Джонса в формулу (1) желательно вне-
сти поправку, описанную в [12]. При использова-
нии метода суммирования по Эвальду для расчета
дисперсионного члена потенциала Леннард-
Джонса [13] эта поправка не требуется.

ПРИМЕНЕНИЕ ОРИЕНТАЦИОННЫХ 
ОГРАНИЧЕНИЙ В ПАКЕТЕ GROMACS
Начиная с версии 2016 в пакете программ МД

GROMACS [14] имеется возможность введения
ограничений на взаимное положение атомов, да-
же относящихся к разным молекулам. Ограниче-
ния могут быть введены на расстояние между дву-
мя атомами, угол между двумя лучами, выходя-
щими из одного атома и проходящими через два
других, двугранный угол между двумя плоскостя-
ми, которые проходят через четыре атома. Огра-
ничения могут быть описаны разными функция-
ми потенциальной энергии. Чаще всего исполь-
зуют гармоническое соотношение между
отклонением параметра от равновесного значе-
ния (r0, θ0, ϕ0) и потенциальной энергией (U) при
введенном ограничении:

(2)

(3)

(4)

В [15] описана общая схема введения ориента-
ционных ограничений на положение лиганда в
системе лиганд–рецептор, включающая одно
ограничение на расстояние между атомом рецеп-
тора (a) и лиганда (А), два ограничения на углы
b–a–A и a–A–B и три ограничения на двугранные
углы c–b–a–A, b–a–A–B, a–A–B–C (рис. 1). Там
же даны рекомендации по выбору значений коэф-
фициентов жесткости K. В большинстве случаев они
должны лежать в диапазоне 5–50 ккал/(моль Å2)
(ккал/(моль рад2) в случае ограничений по углам
и двугранным углам). В [16] при вычислении сво-
бодной энергии связывания ингибитора и суб-

solv
restr_onΔG

= − 2
0( ) ( ,)

2
rKU r r r
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страта с уридинфосфорилазой из холерного виб-
риона использовали коэффициенты жесткости в
диапазоне 10–20 ккал/(моль Å2) (ккал/(моль рад2)).

Для описания рассматриваемых в настоящей
работе ограничений в программном пакете
GROMACS в основном файле топологии, начи-
ная с версии 2016, добавлена секция [intermolecu-
lar interaction]. Она должна быть последней сек-
цией в этом файле. В этой секции необходимо
описать три подсекции [bonds], [angles] и [dihe-
drals]. Каждое ограничение (из шести) описыва-
ется одной строкой в соответствующей подсек-
ции. В строке задаются глобальные индексы ато-
мов, на взаимное положение которых будет
накладываться ограничение, тип функции потен-
циальной энергии (в соответствии с документа-
цией GROMACS), равновесные значения пара-
метра ограничения (в нанометрах для расстояния
между атомами и в градусах для углов) и констан-
ты жесткости для двух состояний: A (λ = 0) и B
(λ = 1). В задаче вычисления свободной энергии
связывания лиганда с белком K (λ = 0) полагают
равным нулю, а равновесные значения парамет-
ров ограничений для состояний A и B равными
между собой. При моделировании реализуется
переход из состояния A в состояние B через про-
межуточные состояния – число состояний и зна-
чения λ для них контролируют с помощью на-
строек моделирования.

Как показывает практика авторов настоящей и
других работ [1], при использовании в методе МД
алгоритма жестких ограничений LINCS [17] для
описания валентных связей атомов водорода с
другими атомами дополнительные ограничения
на атомы водорода накладывать не следует.

ВВЕДЕНИЕ ОРИЕНТАЦИОННЫХ 
ОГРАНИЧЕНИЙ В ПАКЕТЕ NAMD

В пакете МД NAMD [18] также доступен рас-
чет свободной энергии связывания лиганда с ре-
цептором методами возмущения свободной энер-
гии или термодинамического интегрирования.
Возможность введения ориентационных ограни-
чений присутствует за счет механизма коллектив-
ных переменных [19]. Однако в одном процессе в
отличие от GROMACS невозможно совместить
последовательное плавное включение ограниче-
ний и последующее отключение взаимодействий
лиганда с рецептором. Тем не менее можно раз-
дельно проводить эти преобразования, для каж-
дого из которых нужен отдельный файл конфигу-
рации, написанный на языке TCL (Tool Command
Language) и содержащий описание коллективных
переменных через индексы взаимодействующих
атомов и параметры гармонического потенциала
для них. Для составления шаблона файлов на-
строек ограничений в программном пакете

NAMD также можно использовать описываемое
в настоящей работе программное обеспечение.

ВЫЧИСЛЕНИЕ АНАЛИТИЧЕСКОЙ 
ПОПРАВКИ НА ВВЕДЕННЫЕ 

ОГРАНИЧЕНИЯ

Необходимую для вычисления ΔGbind поправку
на энергию введенных ограничений для системы
лиганд–растворитель с поправкой на стандарт-
ное состояние 1 M можно вычислить аналитиче-
ски по формуле [15]:

(5)

где  – длина псевдосвязи [нм], ,  – угловые
ограничения, , , , , ,  – кон-
станты жесткости для ограничений на расстоя-
ние, углы и двугранные углы,  – объем стан-
дартного состояния (1.66 нм3), R – универсальная
газовая постоянная, T – температура [К],

.

Аналитическая поправка, вычисленная по
формуле (5), не учитывает возможное влияние
ограничений на симметричные группы молекулы
в том случае, когда параметры ограничивают пе-
реход из одной симметричной формы в другую
[20] или имеется высокий потенциальный барьер
между симметричными формами, не связанный с
применением ограничений. Эта дополнительная
поправка должна быть вычислена отдельно и до-
бавлена в формулу (1). Так, если химическая
группа преобразуется осью симметрии N-го по-
рядка, то . Например, для фе-
нильной группы (N = 2) ΔGsym = –0.413 ккал/моль.


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
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Рис. 1. Схема, описанная в [15], для введения допол-
нительных ограничений на положение лиганда в сай-
те связывания рецептора (белка).
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ОПИСАНИЕ ПРОГРАММНОГО 
ДОПОЛНЕНИЯ К СИСТЕМЕ 

МОЛЕКУЛЯРНОЙ ГРАФИКИ PYMOL

Программное дополнение к системе молеку-
лярной графики PyMol – PyFepRestr – предназна-
чено для визуализации задания атомов, участвую-
щих в ориентационных ограничениях, задания
констант жесткости, автоматической конверта-
ции используемых единиц измерения, аналити-
ческого расчета поправки на введенные ориента-
ционные взаимодействия и записи в файл топо-
логии программного пакета МД GROMACS
настроек ограничений. Программное дополне-
ние написано на языке программирования Py-
thon 2.7, но совместимо и с Python 3+. Для реали-

зации графического интерфейса использован
модуль Tkinter стандартной библиотеки подпро-
грамм. Для взаимодействия с PyMol в программе
применяют интерфейс прикладного программи-
рования, реализованный с помощью модулей py-
mol.cmd и pymol.wizard. Программа совместима с
версиями PyMol, начиная с 1.5.0.6.

При запуске дополнения отображается первая
форма графического интерфейса пользователя
(рис. 1а), в которой необходимо указать ограни-
чения констант жесткости и абсолютную темпе-
ратуру МД-моделирования. Значения констант
можно задавать как в кДж/моль, так и в
ккал/моль. После задания параметров управле-
ние передается главному окну PyMol (рис. 3), где
в визуальном режиме на структуре комплекса ли-
ганд–рецептор отмечают атомы, по которым
строятся ограничения, удерживающие лиганд в
сайте связывания в процессе МД-моделирова-
ния. После указания шести атомов отображается
следующая форма графического интерфейса
пользователя (рис. 2б) с рассчитанными значени-
ями поправки  на введенные ограничения.
Также настройки ограничений для программного
пакета GROMACS можно отобразить на экране и
записать в основной файл топологии. Возможны
отображение и запись шаблона файла настройки
ограничений через механизм коллективных пере-
менных для программного пакета NAMD. Пере-
вод единиц измерения констант жесткости в при-
нятые в программном пакете МД осуществляется
автоматически.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Авторами разработано дополнение к системе

молекулярной графики PyMol, облегчающее вве-
дение ориентационных ограничений на положение
лиганда в сайте связывания и аналитический расчет
поправки при вычислении свободной энергии

Δ solv
restG

Рис. 2. Форма графического интерфейса пользователя программного дополнения, предназначенная для ввода вход-
ных параметров (а), для просмотра результирующего значения  и записи в файл топологии ограничений, визу-
ально описываемых на предыдущем этапе работы с программным дополнением (б).

(а) (б)

solv
restrΔG

Рис. 3. Окно просмотра структуры системы молеку-
лярной графики PyMol на этапе визуального описа-
ния вводимых ограничений. Шарами разного цвета
обозначены атомы лиганда и рецептора, участвую-
щие в задании ориентационных ограничений.

Лиганд
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ЛАШКОВ и др.

связывания лиганда с рецептором – PyFepRestr.
Описаны программа и используемые в ней алгорит-
мы, дано теоретическое обоснование. Программа
опубликована на сервисе GitHub под лицензией
MIT (https://github.com/tolmv/plugin_for_Pymol).

Работа выполнена с использованием оборудова-
ния ЦКП ФНИЦ “Кристаллография и фотоника”
РАН при поддержке Министерства науки и высше-
го образования РФ (проект RFMEFI62119X0035) в
рамках Государственного задания ФНИЦ “Кри-
сталлография и фотоника” РАН.
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