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МембранныеМембранные протеиныпротеины

ИзучениеИзучение мембранных протеиновмембранных протеинов

Мембранные протеины участвуют в большинстве 
жизненно важных биохимических и биофизических 
реакций клеток. Поэтому разработка эффективных 
лекарственных препаратов невозможна без 
детальной информации о структуре и функциях 
мембранных протеинов. 

Система протеины-биомембрана является 
чрезвычайно хрупкой и в то же время сложной. Эти 
особенности не позволяют использовать для 
изучения структур мембранных протеинов такие 
стандартные подходы как рентген- и электронная 
спектроскопия, ЯМР. 
Одним из наиболее чувствительных способов 
изучения мембран и мембранных протеинов по 
праву считается метод флуоресцентной 
резонансной спектроскопии, не вносящий 
значительных искажений в исследуемую систему.

АктуальностьАктуальность

Мембрана с внедренными 
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Различные конформации
мембранного протеина 

бактериофага M13
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Флуоресцентная спектроскопия резонансного 
переноса энергии (FRET) основана на эффекте 
безизлучательного переноса возбуждения по механизму 
Фёрстера [2]. Она является важнейшим инструментом 
при изучении меж и внутри молекулярных расстояний в 
сложных биомолекулярных образованиях.

В изучаемую систему вводят флуоресцентные метки 2х 
типов: доноры (D) и акцепторы (A). D возбуждаются 
внешним источником и передают возбуждение A. 
Эффективность переноса энергии (ЭПЭ) обратно 
пропорциональна 6-й степени расстояния между D и A
(1). Расстояние в DA паре, при котором ЭПЭ равна 50% 
называют дистанцией Фёрстера R0 (1,2) [1].

Наблюдая флуоресценцию D либо A (в виде кривых 
затухания флуоресценции (2) либо спектров) делают 
вывод о геометрии системы: внутримолекулярных 
расстояниях (10÷100Å), распределении молекул в 
пространстве и т.д.

Экстракция пространственных параметров из данных 
флуоресцентного эксперимента весьма сложна, 
поскольку не существует аналитических выражений 
описывающих математическую модель процесса 
переноса в общем случае [1,3].
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Для детального анализа данных 
предложен метод,  основанный на 
моделировании фотофизических 
процессов в изучаемой системе. В 
этом методе параметры имитацион-
ной модели подбираются таким 
образом чтобы приблизить данные 
получаемые путем моделирования к 
экспериментальным.

Метод остаётся работоспособным 
даже при анализе чрезвычайно 
сложных биомолекулярных сис-
тем. Одной из наиболее важных черт 
метода является то, что он даёт 
возможность работать напрямую с 
физическими параметрами [3].

Описанный в данной работе подход 
был применен для изучения 
топологии вирусного протеина
бактериофага M13, а также для 
определения константы связывания 
вакуольной АТФазы остеокластов с 
ингибитором ряда индола. 0 2 4 6 8 10
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ИзучениеИзучение вирусного протеина вирусного протеина 
бактериофага М13бактериофага М13
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Варианты связывания 
акцептора (AEDANS)

Положение
донора Trp (26)

ПространственныеПространственные моделимодели

НайденныеНайденные параметрыпараметры
Положение протеина в мембране 

• Trp (26) находится на расстоянии 9±1Å от
центра мембраны.
• наклон оси трансмембранной части 
составляет ~25±5°.
Геометрия протеина

• наклон верхнего домена 70±5°.
• позиция перегиба 19±1.
Вероятность объединения протеинов в 

олигомеры или кластеры – 3±2%

ЭкспериментальнаяЭкспериментальная системасистема
Исследовался трансмембранный протеин бакте-
риофага М13 (M13 major coat protein) состоящий из 
50 аминокислотных остатков [4]. 
При исследовании создавались Cys-мутанты M13
mcp, маркируемые флуоресцентной меткой 
AEDANS (акцептор). В качестве донора 
имcпользовался Trp(26). 
Протеины внедрялись в мембрану состоящую из 
липидов DOPC:DOPG в соотношении 4:1.  

Протеин М13 и его пространственная модель

Мембрана и её пространственная модель

AEGDDPAKAAFNSLQASATE-
-YIGYAWAMVVVIVGATIGIKLFKKFTSKAS



ВакуольнаяВакуольная АТФАТФaaзаза остеокластовостеокластов
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Вакуольные АТФазы являются каналами передачи 
протонов через биомембраны различных клеток и их 
органелл. Их функция состоит в повышении кислотности 
внутренней или внешней клеточной среды в процессах 
лиганд-рецепторной диссоциации, нацеливания ферментов, 
резорбции костной ткани. В последнем случае повышенная 
активность В-АТФазы остеокластов может привести к 
широко распространенному заболеванию остеопорозом. 
Это делает актуальным поиск и анализ поведения 
специфических ингибиторов В-АТФазы остеокластов.

В данной работе исследовалось взаимодействие 
потенциального ингибитора ряда индола (Ind-3) c Vph1 
субюнитом данного протеина. При изучении методом 
резонансного переноса энергии Trp одного из 
трансмембранных участков Vph1 использовался в качестве 
донора, а индольная часть Ind-3 – в качестве акцептора. 
Найденное R0 для этой DA пары составило ~33 Å.
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ИзучениеИзучение связываемостисвязываемости IndInd--33 с цепочкойс цепочкой
Vph1Vph1 вакуольной АТФвакуольной АТФ--aaзызы остеокластовостеокластов
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ЭкспериментальнаяЭкспериментальная системасистема
Трансмембранный пептид S1 (часть Vph1) 
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внедрялся в везикулы (модель мембраны) 
состоящие из липидов DOPC:DOPG в 
соотношении 4:1. К полученному раствору 
липидных везикул добавлялся ингибитор Ind-3. 
Будучи слабо полярным он переходил внутрь 
липидного слоя. При возбуждении Trp(12)
наблюдался перенос энергии Trp → Ind-3.

С помощью фитинга смоделированной и
экспериментальной эффективностей переноса
энергии (рис) была найдена константа связывания
ингибитора Ind-3 c частью Vph1 субюнита В-
АТФазы остеокластов

K = 87000±3000 M-1.
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Предложенный метод анализа данных флуоресцентного эксперимента позволяет
определять физические параметры сложных биомолекулярных систем – мембран с
внедренными протеинами.

Была получена информация о конформации и олигомеризации вирусного
протеина бактериофага М13 в модельных мембранах.

С помощью разработанных моделей и методов проведен анализ связываемости
вакуольной АТФазы остеокластов с ингибитором индольного ряда. Показана
потенциальная применимость ингибитора.


