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Разработка эффективных лекарственных препаратов на сегодняшний день невоз-

можна без детальной информации о структуре и функциях мембранных протеинов (МП). 
Наиболее приемлемым способом изучения мембран и мембранных протеинов является 
метод флуоресцентной резонансной спектроскопии. В работе предложен подход к анализу 
флуоресцентных данных, основанный на имитационном моделировании структуры МП и 
фотофизических процессов в них. 

 

Введение. Мембранные протеины выполняют целый ряд биологических функций, 

таких как клеточное дыхание, передачу сигнала, молекулярный и ионный перенос. Одна-

ко, определение структуры мембранных протеинов все ещё проблематично: из более чем 

15000 известных структур протеинов порядка 50 относятся к мембранным [1]. Сложность 

и хрупкость системы мембрана-протеин в значительной степени препятствуют примене-

нию стандартных методов изучения протеинов, таких как рентгеновская кристаллография 

и ЯМР [2]. Это вынуждает искать другой подход для изучения мембранных протеинов. 

Успешной альтернативой вышеназванным методам является метод флуоресцентной 

спектроскопии резонансного переноса энергии (ФСРПЭ) [2; 3; 4; 5], позволяющий полу-

чать информацию о структуре в диапазоне 10-100 Å, что является достаточным для изуче-

ния геометрии мембранных протеинов и их комплексов. ФСРПЭ применялась для оценки 

внутренних и межмолекулярных расстояний в макромолекулярных системах, в частности 

– протеинов [5]. Однако использование ФСРПЭ сопряжено со значительными сложностя-

ми при анализе данных. Хотя аналитические решения для однородного планарного рас-

пределения доноров и акцепторов были получены ещё два десятилетия назад [6], слож-

ность системы мембрана-протеин в значительной степени ограничивает возможности ана-

литической интерпретации данных [7]. В то же время, известно, что имитационное моде-

лирование фотофизических процессов в экспериментальной системе является мощным 

инструментом, позволяющим анализировать даже чрезвычайно сложные системы. Мето-

дология имитационного моделирования  для анализа данных ФСРПЭ была описана в ра-

ботах Яцкова [8], Берни [7], Назарова [9]. 



Методология анализа данных с помощью моделирования была применена для полу-

чения информации о поведении двух мембранных протеинов: оболочечного протеина бак-

териофага M13 [10] и Vph1 домена вакуольной АТФазы остеокластов. Изучение поведе-

ния последнего играет принципиальную роль при разработке новых лекарственных пре-

паратов против остеопороза. 

Спектроскопия резонансного переноса энергии. Идея ФСРПЭ, базирующаяся на 

диполь-дипольном безизлучательном переносе энергии, первоначально была развита Фёр-

стером [4] и в дальнейшем усовершенствована Страйером [5]. Изучаемые макромолекулы 

(в нашем случае – мембранные протеины) помечаются флуоресцентными метками двух 

типов: доноры и акцепторы [3], причем в качестве донора и/или акцептора зачастую ис-

пользуют естественные аминокислотные остатки протеинов  – Trp и Tyr [2]. Спектр ис-

пускания донора и спектр поглощения акцептора должны перекрываться. Доноры возбу-

ждаются внешним источником света, как правило, низкоинтенсивным лазером. Возбуж-

денная молекула донора может дезактивировать двумя путями: испустив кванта света ли-

бо передав энергию акцептору посредством диполь-дипольного безизлучательного пере-

носа. На основании информации о флуоресценции донора и/или акцептора делают вывод 

о величине эффективности переноса энергии, которая несет информацию о пространст-

венном распределении меток [3; 6; 8; 9]. 

Методика определения параметров. Метод идентификации параметров систем с 

помощью имитационного моделирования был разработан для определения физических и 

химических параметров сложных систем, которые не могут быть полностью описаны ана-

литическими выражениями. Суть метода состоит в следующем. Строиться имитационная 

модель экспериментальной системы. Проводя ряд экспериментов над системой, получают 

набор экспериментальных данных. Делается предположение о значениях искомых пара-

метров, которые подаются на вход имитационной модели. Смоделированные данные 

сравниваются с экспериментальными. На основании сравнения алгоритм оптимизации 

корректирует входные параметры. Если ошибка расхождения данных не превышает до-

пустимого значения, алгоритм оптимизации заканчивает свою работу.  Входные парамет-

ры модели на последнем шаге являются оценкой  искомых параметров системы [9]. 

Получение структурной информации о протеине бактериофага М13. Для про-

верки работоспособности разработанной методики был исследован основной оболочеч-

ный протеин бактериофага М13 (M13 major coat protein), поражающего E. coli. Этот не-

большой протеин состоит из 50 аминокислотных остатков (рис. 1). Большая часть протеи-

на, внедренного в клеточную мембрану E. coli, находится в форме α-спирали (соответст-



вующие аминокислотные остатки подчеркнуты). Поведение протеина было широко изу-

чено в мембранных системах биофизическими методами [10; 11; 12; 13; 14], что позволяет 

проводить сравнение результатов анализа с ранее опубликованными данными. В качестве 

донора в системе использовался Trp в позиции 26, а акцептора – AEDANS [11]. Для при-

крепления акцептора к определенным позициям были созданы мутанты протеина, содер-

жащие Cys в позициях 7, 13, 16, 24, 38, 46. Протеин внедрялся в липидный слой, состоя-

щий из DOPC:DOPG в соотношении 1:4 [9; 11; 14]. 

Была построена упрощенная струк-

турная модель M13 m.c.p., в виде двух 

гибко cвязанных доменов, находящихся в 

α-конформации  (рис. 1). C-домен пред-

ставляет собой трансмембранную часть 

протеина, N-домен более подвижен и рас-

положен на поверхности мембраны. [12; 

14]. Кроме того, в модели присутствовали 

флуоресцентные метки. По получаемым в 

опытах спектрам возбуждения на длине 

волны флуоресценции акцептора делался 

вывод об эффективности переноса энергии 

в системе. 

В результате фитинга моделью были 

получены следующие значения простран-

ственных параметров протеина.  

H2N-AEGDDPAKAAFNSLQASATEYI 

GYAWAMVVVIVGATIGIKLFKKFTSKAS-COOH 
 

 
Рис. 1. Упрощенная структурная модель M13 m.c.p. 
На рисунке (X,Y,Z) – система координат связанная с 
мембраной (ось Z – нормаль к ней);  (x,y,z) – систе-
ма координат связанная с протеином; A, D – флуо-
ресцентные метки; d – глубина протеина; θ – наклон 
трансмембранной части; ϕ – наклон N-домена. 

 

Таблица 1. Пространственные параметры M13 m.c.p. 

Параметр Найденное значение Значение в литературе 
Наклон трансмембранной части,θ 25±7° 23°, Koehorst [14] 
Глубина нахождения Trp(26), d 8±1 Å 9 Å, Koehorst [14] 
Наклон N-домена протеина, ϕ 73±4° – 

Вероятность образования протеин-
протеиновых комплексов, k 

0.03±0.02 ~ 0, Fernandes [13] 

 

Ингибирование вакуольной АТФазы остеокластов. Вакуольные АТФазы 

(рис. 2А) 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 остео-

кластов может привести к широко распространенному заболеванию остеопорозом. Это 

делает актуальным поиск и анализ поведения специфических ингибиторов В-АТФазы ос-

теокластов. 

 

Рис. 2. Вакуольная АТФаза и Vph1 субъюнит (А),  
исследуемый пептид S1 – часть Vph1 (Б), ингибитор (В) 
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Рис. 3. Эффективность переноса энергии (А): экспериментальные значения (○), смоделированные 
значения при К=0 М-1(--) и смоделированные значения при К=87000 М-1(––). 

На рисунке (Б) представлен вид ошибки при подгонке константы связывания: рассчитанные зна-
чения (♦) и аппроксимация вида ошибки (––). 

 

В данной работе исследовалось взаимодействие потенциального ингибитора ряда 

индола Ind-3 (рис. 2Б) c Vph1 субъюнитом В-АТФазы. Нами рассматривался трансмем-

бранный пептид S1 – функциональная часть Vph1 субъюнита. При изучении методом ре-

зонансного переноса энергии в качестве донора использовался Trp, в качестве акцептора – 

индольная часть Ind-3. Найденное расстояние Фёрстера для этой донор-акцепторной пары 

составило ~33Å. Как и в случае с M13 m.c.p. пептиды S1 внедрялись в липидные везикулы  

DOPС:DOPG. При добавлении к раствору везикул ингибитор, будучи слабо полярным, 

переходит внутрь мембраны. 

KKSHTASYLRLWALSLAHAQLSSKK 
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Из экспериментов были получены значения эффективности переноса энергии для 

различных концентраций ингибитора (рис 3А). Был осуществлен фитинг моделью, при 

этом искомым параметром являлась константа связывания ингибитора с пептидом. Най-

денное значения константы связывания K = 87000±3000 M-1. Для иллюстрации точности 

определения параметров был построен график зависимости отклонения смоделированной 

эффективности переноса энергии от экспериментальной (рис 3Б). 

Выводы. Предложенный метод анализа данных флуоресцентного эксперимента по-

зволяет определять физические параметры сложных биомолекулярных систем – мембран 

с внедренными протеинами. Методика позволила получить информацию о конформации и 

олигомеризации вирусного протеина бактериофага М13 в модельных мембранах. С по-

мощью разработанных моделей и методов проведен анализ связываемости вакуольной 

АТФазы остеокластов с ингибитором индольного ряда. Показана потенциальная приме-

нимость ингибитора. Следует отметить, что разработанные модели и методика могут быть 

легко адаптированы и к другим мембранным протеинам. 
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