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Список сокращений 

А.о. – аминокислотный остаток 

ДАГ – диацилглицерол  

ДОФС – диолеилфосфатидилсерин 

ДОФХ – диолеилфосфатидилхолин  

И(1,4,5)Ф3 – инозитол-1,4,5-трифосфат 

ИнзФ6 – мио-инозитол-1,2,3,4,5,6-гексакисфосфат 

МД – молекулярная динамика 

ОКФ - объёмная корреляция Фурье, Fourier shell correlation (FSC) 

ПОФЭ – пальмитоилолеилфосфатидилэтаноламин 

СКО – среднеквадратичное отклонение 

СКФ – среднеквадратичные флуктуации 

СМ – сфингомиелин 

ФИ – фосфатидилинозитол  

ФИ(4,5)Ф2 – фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат 

ФК – фосфатидная кислота  

ФРТ – функция рассеяния точки, point spread function (PSF) 

ФС – фосфатидилсерин 

ФХ – фосфатидилхолин 

ФЭ – фосфатидилэтаноламин  

ЧКХ – частотно-контрастная характеристика, contrast transfer function (CTF) 
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Введение 

Клеточные мембраны – динамичные структуры, способные изгибаться, разделяться 

и сливаться в процессе жизнедеятельности клетки [1,2]. Эти процессы регулируются 

цитозольными белками, которые обратимо связываются с мембранами для формирования 

необходимых структур [3–5]. Многие из этих белков содержат BAR-домены, 

связывающиеся с отрицательно заряженными липидами, в частности фосфоинозитидами 

[6]. Локальное увеличение концентрации фосфоинозитидов служит одним из механизмов 

привлечения BAR-доменных белков к местам мембранных перестроек. Помимо BAR-

домена, белки этой группы часто содержат домены, привлекающие к мембране актин-

связывающие белки и белки эндоцитарного аппарата [7].  

Объект исследования данной работы – BAR-доменный белок Nervous wreck (Nwk), 

функции которого связаны с интернализацией рецепторов фактора роста в нервно-

мышечном синапсе (НМС) Drosophila melanogaster. Определение механизмов, которые 

контролируют скорость и направление потока эндосом с рецепторами, имеет большое 

значение для понимания процессов передачи сигнала в нейронах, и НМС служит удобной 

моделью для их изучения. 

В первой части работы методом молекулярной динамики изучается влияние 

увеличения концентрации фосфоинозитол-4,5-бисфосфата (ФИ(4,5)Ф2) на свойства 

липидной мембраны. Полученные результаты свидетельствуют от том, что увеличение 

количества ФИ(4,5)Ф2 в мембране приводит к возрастанию упорядоченности окружающих 

липидов. Биологическое значение этого процесса заключается в повышении устойчивости 

к вертикальному смещению, вызываемому связывающимися с ФИ(4,5)Ф2 белками. 

Во второй части работы исследуется взаимодействие F-BAR-домена белка Nwk с 

липидной мембраной и определяются аминокислотные остатки, играющие главную роль в 

связывании с ФИ(4,5)Ф2. Поскольку для изменения формы мембраны на большой 

поверхности необходимо воздействие множества BAR-доменов [8], в следующей части 

работы с помощью метода электронной микроскопии изучался способ олигомеризации 

Nwk на мембране. Было показано, что олигомеры Nwk отличаются от олигомеров других 

белков этой группы, а также предложена модель, объясняющая эффекты, наблюдаемые при 

экспрессии Nwk в клетках. Наконец, в третьей части работы из двумерных проекций были 

построены трёхмерные реконструкции полноразмерного Nwk на липидах и на углеродной 

подложке, из чего был сделан вывод об изменении конформации белка при связывании с 

липидами.  
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Цель и задачи исследования 

Цель данного исследования – изучить механизмы регуляции динамики мембран F-BAR-

доменным белком Nwk. Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

 Создание модельных липидных мембран, содержащих отрицательно заряженный 

липид ФИ(4,5)Ф2; 

 Изучение влияния концентрации ФИ(4,5)Ф2 на свойства мембраны методом 

молекулярной динамики; 

 Изучение взаимодействия F-BAR-домена Nwk с ФИ(4,5)Ф2-содержащей липидной 

мембраной методом молекулярной динамики и определение аминокислотных 

остатков, критических для взаимодействия; 

 Изучение способа олигомеризации F-BAR-доменов Nwk на липидном монослое с 

помощью электронной микроскопии; 

 Получение трёхмерных реконструкций полноразмерного Nwk на липидах и на 

углеродной подложке с помощью электронной микроскопии макромолекул и 

изучение конформационных изменений белка при взаимодействии с мембраной.  

Научная новизна и практическая значимость работы 

Данная диссертация посвящена актуальной проблеме регуляции динамики 

клеточных мембран представителем семейства BAR-доменных белков. Белки этой группы 

являются центральными регуляторами мембранных перестроек у всех эукариот и активно 

изучаются в настоящее время. Изменения уровня экспрессии или мутации в генах, 

кодирующих BAR-доменные белки, связаны с рядом серьёзных неврологических и 

аутовоспалительных заболеваний, а также некоторыми видами инвазивных опухолей, что 

делает эти белки потенциальной терапевтической мишенью [9]. Структуры подавляющего 

большинства BAR-доменов пока не определены, также не изучены механизмы их 

воздействия на мембрану и способы регуляции активности в контексте полноразмерных 

белков. В данной работе впервые получена реконструкция полноразмерного белка Nwk и 

описан способ его олигомеризации на мембране, а также предложена модель его 

взаимодействия с мембраной.  

  



 6 

Литературный обзор 

Цитоплазматическая мембрана 

Мембраны играют важнейшую роль в структурной организации и 

функционировании прокариотических и эукариотических клеток. Они не только разделяют 

клетку на отдельные компартменты, но и участвуют в регуляции взаимодействий между 

внутренней и внешней сторонами этих компартментов. Принципы структурной 

организации одинаковы для всех мембран, однако различие функций приводит к большому 

разнообразию.  

Плазматическая мембрана образует границу между клеткой и её окружением. 

Механическую опору для мембраны обеспечивает цитоскелет, определяя таким образом 

форму клетки. Процессы, связанные с перестройкой плазматической мембраны и 

перемещением мебранных органелл, также происходят при участии цитоскелета. 

Взаимодействие между ним и мембраной реализуется через специализированные белки, 

одни из которых связываются с мембраной, а другие с цитоскелетом.  

Плазматическая мембрана в основном состоит из фосфолипидов, в состав которых 

входит жирные кислоты и полярная группировка, образованная остатком фосфорной 

кислоты и соединённой с ней группой атомов различной химической природы. Жирные 

кислоты, как правило, содержат чётное число атомов углерода от 14 до 20 и могут быть как 

насыщенными, так и ненасыщенными. В составе природных фосфолипидов обычно 

имеется одна насыщенная и одна ненасыщенная цепи. Основными фосфолипидами 

эукариотических клеток являются фосфатидилхолин (ФХ), фосфатидилэтаноламин (ФЭ) и 

сфингомиелин (СМ), на долю которых приходится 45-55, 15-25 и 5-10% соответственно 

(рис. 1) [10].  Важную роль также играют отрицательно заряженные липиды 

фосфатидилсерин (ФС), фосфатидная кислота (ФК) и фосфатидилинозитол (ФИ), 

составляющие 2-10, 1-2 и 10-15% от общего числа липидов соответственно [11].  
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Рисунок 1. Основные липиды эукариотических клеток. 

Для клеточных мембран характерна асимметрия состава: ФХ и СМ в основном 

располагаются во внешнем липидном монослое, а ФС и ФИ во внутреннем. 

Фосфорилированные производные ФИ, фосфоинозитиды, встречаются в мембранах в 

следовых количествах, однако играют важную роль в передаче сигнала. ФИ 

фосфорилируется различными киназами и дефосфорилируется фосфатазами в ответ на 

внеклеточные стимулы. Инозитольное кольцо ФИ может быть фосфорилировано по 

гидроксильным группам в положениях C-3, C-4 и C-5 в различных комбинациях. 

Производные ФИ связываются с белками, специфически узнающими определённые 

фосфоинозитиды. Наиболее распространённым фосфоинозитидом, составляющим около 

1% от общего числа липидов в клетке, является фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат 

(ФИ(4,5)Ф2) [12,13]. 

Заряд ФИ(4,5)Ф2 может быть равен -3, -4 или -5 в зависимости от степени 

протонированности фосфатных групп, определяемой такими факторами как pH и 

взаимодействие с белками [14,15]. Раньше ФИ(4,5)Ф2 рассматривался исключительно как 

предшественник вторичных мессенджеров инозитол-1,4,5-трифосфата (И(1,4,5)Ф3) и 

диацилглицерола (ДАГ) [16]. Однако, более поздние исследования показали, что ФИ(4,5)Ф2 

сам по себе выполняет множество функций в клетке, в том числе играет важную роль в 

эндоцитозе и регуляции взаимодействия цитоскелета с плазматической мембраной. Было 

показано, что ФИ(4,5)Ф2-богатые везикулы способны индуцировать полимеризацию актина 

в клеточных экстрактах Xenopus laevis [17]. Кроме того, гиперэкспрессия ФИ(4,5)Ф2-киназы 

индуцирует формирование актиновых филаментов, а гиперэкспрессия  ФИ(4,5)Ф2-

связывающего PLCδ-PH-домена ингибирует полимеризацию актина [12,18].  

Ряд белков имеет домены, избирательно связывающиеся с ФИ(4,5)Ф2. Одним из 

таких доменов является PH (pleckstrin homology) домен длиной около 120 аминокислотных 
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остатков, два из которых (Lys30 и Lys57) формируют гидрофобные связи с фосфатами 

ФИ(4,5)Ф2 [19]. Обычно одного PH-домена недостаточно для обеспечения стабильного 

связывания с мембраной и многие содержащие PH-домен белки, например, динамин, 

формируют на мембране олигомеры [19]. Другим доменом, связывающимся с ФИ(4,5)Ф2, 

является ENTH (epsin NH2-terminal homology) домен. Он присутствует в белках эпсин и 

CALM, регулирующих сборку клатриновой решётки при эндоцитозе [20,21]. Сайт 

связывания ФИ(4,5)Ф2 у CALM представляет собой кластер лизиновых остатков, отличный 

от липид-связывающего кармана PH. Помимо эпсина и CALM некоторые другие 

регуляторы эндоцитоза также связывают ФИ(4,5)Ф2. Существуют данные о том, что 

дефосфорилирование ФИ(4,5)Ф2 приводит к расформированию клатринового пузырька 

[22]. Названные выше домены имеют структуру, позволяющую им специфически 

связываться с ФИ(4,5)Ф2. Однако, существуют и домены, неспецифически связывающиеся 

с фосфоинозитидами за счёт электростатических взаимодействий, например, BAR домены 

[3][23][24]. 

Кроме привлечения белков к мембране ФИ(4,5)Ф2 также может их активировать. 

Примером такого взаимодействия являются белки, содержащие N-концевой FERM-домен. 

В неактивном состоянии этот домен ингибируется C-концевым участком белка. При 

связывании с ФИ(4,5)Ф2 автоингибирование снимается и белок может взаимодействовать с 

другими белками, например, CD44, и связывать актиновые филаменты с мембраной [25,26]. 

Сайт связывания ФИ(4,5)Ф2 у FERM представляет собой углубление между двумя 

субдоменами, причём туда входит только 4-фосфат. Кроме того, ФИ(4,5)Ф2 активирует 

белки семейства ERM, связывающие актиновые филаменты с мембранными белками, 

участвует в активации белков фокальной адгезии, талина и винкулина, и различным 

образом регулирует активности белков, сшивающих актиновые филаменты (например, α-

актинин активируется, а филамин ингибируется) [18].  

Механизмы изменения формы мембран 

Локальное изменение формы мембраны необходимо для многих процессов 

жизнедеятельности эукариотических клеток. Липидные бислои устойчивы к спонтанным 

изгибам, поэтому изменение их формы является активным процессом.  

Одним из механизмов формирования мембранного изгиба является изменение 

липидного состава монослоя (рис. 2). Образование в верхнем монослое кластера липидов с 

маленькими полярными головками (например, ФЭ, ДАГ, кардиолипина) приведёт к 

формированию негативного изгиба, в то время как липиды с большими головками (ФИ) 

вызывают позитивный изгиб [4,27,28]. Наличие двойных связей в углеродном хвосте 

липида также влияет на вероятность образования спонтанного изгиба, т.к. увеличивает 
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соотношение объёма, занимаемого хвостом, к объёму полярной головки. Активное 

поддержание асимметрии липидного состава монослоёв осуществляется АТФазами P-типа, 

переносящими липиды между монослоями. Флиппазы переносят ФЭ и ФС из внешнего 

монослоя в цитозольный, а флоппазы осуществляют перенос в обратном направлении [29]. 

Последняя реакция является более медленной и не имеет липидной специфичности. 

Помимо липидов, локальный изгиб может вызывать кластеризация трансмембранных 

белков конусообразной формы [30–34] (рис. 2).  

 

Рисунок 2. Механизмы формирования мембранных изгибов [35]. 

Другим способом создания локального изгиба мембраны является встраивание 

небольших амфипатических спиралей в область полярных головок [36,37] (рис.2). Такие 

спирали присутствуют у многих белков, вовлечённых в моделирование мембраны, и 

величина изгиба зависит от глубины встраивания [36,38]. 

Формирование и стабилизация более крупных изгибов сопряжены с 

олигомеризацией белков. Примером такого процесса является образование везикул, в 

котором участвуют белки клатрин, COPI и COPII [39]. Эти связываются не с мембраной, а 
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со специфическими адаптерными белками. Существуют и белки, непосредственно 

связывающиеся с мембранами за счёт электростатических взаимодействий положительно 

заряженных аминокислот с отрицательно заряженными липидами. Одним из крупнейших 

семейств таких белков является семейство BAR.  

Семейство белков BAR 

Белки семейства BAR являются центральными регуляторами мембранных 

перестроек у всех эукариот. Изначально BAR домены были определены как 

консервативные участки белков Rvs161 и Rvs167 дрожжей, а также амфифизин и BIN 

животных [40]. На данный момент по данным базы Uniprot семейство BAR включает более 

220 белков [41], из которых только около 60 имеют кристаллические структуры [42]. 

Общим для всех BAR доменов является формирование димеров с положительно 

заряженной поверхностью, которая связывается с отрицательно заряженными липидными 

мембранами [8,43]. По структурным и филогенетическим свойствам BAR-домены делятся 

на несколько групп: классические BAR/N-BAR, F-BAR и I-BAR (рис. 3) [6]. Димеры 

классических BAR и N-BAR имеют серповидную форму и связываются с мембраной 

вогнутой поверхностью. По сравнению с ними F-BAR-домены чуть более вытянуты и 

имеют больший радиус кривизны, а I-BAR-домены изогнуты в противоположную сторону.  
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Рисунок 3. Доменная структура белков семейства BAR (слева) и димеры, образуемые BAR-
доменами (справа). 

Классические BAR-домены и N-BAR-домены 

Большинство белков, содержащих классические BAR-домены, присутствуют в 

нервных клетках млекопитающих, где участвуют в формировании синаптических 

контактов и в процессах, связанных с передачей сигнала [44]. Одними из наиболее 

изученных BAR-доменных белков являются амфифизины, функции которых часто связаны 

с эндоцитозом в нейронах [45]. У млекопитающих есть два гена, кодирующих амфифизины. 

Изоформа амфифизина 2, также как амфифизин дрозофилы, экспрессируется не в нейронах, 

а в мышечных клетках, где участвует в формировании и стабилизации Т-трубочек [46,47]. 

Мутации в человеческом амфифизине 2/BIN1 вызывают наследственное нейромышечное 

заболевание, называемое центронуклеарная миопатия или миотубулярная миопатия [48]. 

Единственным консервативным участком амфифизинов различных организмов является N-

концевой BAR-домен.  

Кристаллическая структура BAR-домена амфифизина дрозофилы была получена в 

2004 году и в той же работе было предсказано, что подобные домены встречаются у многих 

групп белков [43]. BAR-домен был закристаллизован в виде изогнутого димера с радиусом 
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кривизны около 220 Å, где каждый мономер состоит из трёх α-спиралей общей длиной 205 

а.о. (рис. 4).   

 

Рисунок 4. Структура BAR-домена амфифизина [43]. 

На N-конце располагается последовательность длиной 26 а.о., которая имеет 

неупорядоченную структуру в растворе, но складывается в амфипатическую спираль при 

взаимодействии с липидами. Она присутствует у многих других BAR-доменных белков и 

вместе с BAR-доменом образует структурную единицу N-BAR. На концах димера, между 2 

и 3 α-спиралями, находится небольшая петля с положительно заряженными остатками, на 

вогнутой поверхности тоже присутствуют кластеры положительно заряженных а.о. Было 

предположено, что вогнутая поверхность и концевые участки отвечает за связывание с 

мембраной. Ранее у амфифизина уже была обнаружена способность формировать 

мембранные трубки на липосомах [49] и чтобы подтвердить, что эта активность связана с 

BAR-доменом, были проведены мутации заряженных а.о. на концевых петлях и на вогнутой 

поверхности. Как и ожидалось, мутанты демонстрировали меньшую способность 

связываться с мембраной и образовывать трубочки. Аналогичная картина наблюдалась при 

удаление N-концевой спирали.   

На основании структурного сходства и несмотря на низкую степень гомологичности 

последовательностей, к семейству BAR-доменов была отнесена определённая ранее 

структура C-концевого домена арфаптина [50]. Ранее было показано, что арфаптин 

взаимодействует с ГТФ-азами Arf, Arl и Rac, но обнаружение у него BAR-домена позволило 

предположить, что он также взаимодействует с мембраной. Как и у амфифизина, мутации 
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положительно заряженных а.о. на вогнутой поверхности снижали способность 

формировать трубочки на липосомах.  

В 2005 году была получена кристаллическая структура BAR-домена эндофилина 

[51]. На тот момент в ряде работ уже была отмечена важная роль эндофилина в эндоцитозе 

и его взаимодействия с амфифизином и динамином  [52][53]. Полученная структура 

аналогична известным BAR-доменам: мономеры длиной 256 а.о., состоящие из трёх α-

спиралей, образуют димер с радиусом кривизны около 300 Å, а на N-концах присутствуют 

неупорядоченные последовательности длиной 27 а.о. (рис. 5).  

 

Рисунок 5. Структура N-BAR-домена эндофилина [51]. 

Основное отличие заключается в том, что в первой спирали есть вставка, которая 

образует петлю на вогнутой поверхности димера. Ряд данных свидетельствует о том, что 

эти вставки могут осуществлять ацилтрансферазную функцию [54], но помимо этого они 

могут участвовать в связывании с мембраной. Кристаллографический анализ также 

показал, что у эндофилина есть 11 сайтов связывания кадмия. Это означает, что in vivo 

вместо кадмия могут связываться ионы кальция, имеющие почти такой же радиус (0,97 Å у 

кадмия и 0,99 Å у кальция) [55]. Это согласуется с существующими данными о 

взаимодействии эндофилина с кальциевым каналом и предполагаемой роли Ca2+ в 

регуляции эндоцитоза [56]. 

I-BAR-домены 

I-BAR-домен был впервые определён как гомологичный N-концевой домен белков 

млекопитающих IRSp53 и MIM и назван IM-доменом [57]. Изначально предполагалось, что 

IM-домен связывает актиновые филаменты, однако последующие исследования опровергли 

это предположение. В связи с их способностью вызывать деформацию клеточных мембран 
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и структурным сходством с BAR-доменами, они получили называние I-BAR (inverse BAR) 

[58]. I-BAR-доменные белки присутствуют как у высших, так и у низших эукариот, однако 

отсутствуют у дрожжей.  

У млекопитающих есть пять I-BAR-доменных белков: IRSp53, MIM, IRTKS, ABBA 

и Pinkbar [59]. Каждый из них содержит на C-конце актин-связывающий WH2-домен 

(WASP-homology 2), а некоторые также SH3-домен, взаимодействующий с белками, 

регулирующими динамику актина [60]. 

Ген, кодирующий IRSp53, активно экспрессируется в различных клетках и тканях 

млекопитающих, особенно в нейронах. Нокаутные по IRSp53 мыши имеют дефекты в 

способности к обучению и памяти [61]. IRSp53 содержит CRIB-мотив, который связывается 

с ГТФ-азой Cdc42, и SH3-домен, взаимодействующий с WAVE. В комплексе с Cdc42 и 

белком Eps8 он может вызывать формирование филоподий [62], а в комплексе с WAVE – 

ламеллоподий [63]. Регуляция IRSp53 происходит за счёт фосфорилирования двух 

треониновых остатков, что приводит к связыванию с ним белка 14-3-3 и последующей 

инактивации [64].  

IRTKS, являясь ближайшим гомологом IRSp53, в меньших количествах 

присутствует в мозге, но есть в мочевом пузыре, печени, семенниках, сердце и лёгких. В 

отличие от IRSp53 он не связывается с Cdc42 и при экспрессии в клетках вызывает 

образование кластеров коротких актиновых филаментов, а не филоподий, однако 

конкретные биологические функции ещё неизвестны [65].  

MIM (Missing-in-metastasis) получил своё название благодаря тому, что его 

экспрессия была понижена в некоторых метастазирующих линиях клеток [66], однако, 

более поздние исследования показали, что в других метастазирующих линиях его 

экспрессия может быть, наоборот, повышена [67]. В процессе развития MIM активно 

экспрессируется в сердце, скелетных мышцах и центральной нервной системе. 

Гиперэкспрессия MIM в клеточных линиях млекопитающих приводит к исчезновению 

стрессовых фибрилл актина и появлению множества небольших выступов на поверхности 

клеток, что указывает на его способность вызывать образование выступов [68]. Также как 

и у IRSp53, активность MIM регулируется фосфорилированием остатка в центральной 

части белка (вне I-BAR-домена) [69]. Существуют данные об участии MIM в образовании 

цилий [70], однако точно его роль в развитии и физиологии животных также не ясна.  

ABBA, ближайший гомолог MIM, экспрессируется у мышей в глиальных клетках 

центральной нервной системы, но отсутствует в нейронах. В культуре глиальных клеток 
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C6-R он локализуется в области кортикального актина и его нокдаун приводит к дефектам 

в формировании ламеллоподий [71].  

Подобно классическим BAR-доменам, I-BAR-домены состоят из трёх α-спиралей и 

формируют димеры, многие из которых в опытах in vitro связываются с липосомами и 

формирует трубочки [72]. Однако, кластеры положительно заряженных аминокислот, 

отвечающих за связывание с мембраной, располагаются у них не на выпуклой, а на 

вогнутой поверхности. В соответствии с этим они вызывают образование трубочек в 

противоположную сторону [57]. Методом крио-электронной микроскопии было 

подтверждено, что I-BAR-домены связываются с их внутренней поверхностью [59]. 

Первой была определена кристаллическая структура димеризованного I-BAR-

домена белка IRSp53 (insulin receptor tyrosine kinase substrate p53), хотя в той работе он был 

описан как актин-связывающий домен [73]. Каждый мономер состоит из трёх длинных α-

спиралей и одной короткой C-концевой, но димер имеет менее изогнутую форму, чем 

классический BAR. В 2007 году была получена структура I-BAR домена MIM, которая была 

очень похожа на структуру IRSp53 несмотря на низкую степень гомологии 

последовательностей [74]. В 2011 году появилась структура I-BAR-домена белка Pinkbar 

(planar intestinal- and kidney-specific BAR), которая обладала практически нулевой 

кривизной (рис. 6) [75]. Pinkbar экспрессируется в эпителиальных клетках кишечника и 

почки и участвует в структуризации мембраны в зоне межклеточных контактов. 

 

Рисунок 6. Структуры I-BAR-доменов [75]. 
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F-BAR-домены 

Ещё одна группа BAR-доменных белков содержит F-BAR (Fes/CIP4 homology-BAR) 

домен. Впервые F-BAR домен был обнаружен в белке CIP4 (CDC42-interacting protein 4) 

[76]. Консервативный N-концевой участок длиной 60 аминокислотных остатков белков 

CIP4 и FES был назван FCH (FES/CIP4 homology).  Он расположен рядом с доменом, 

похожим по структуре на BAR домен, и вместе с ним образует функциональную единицу, 

обозначенную F-BAR. Белки, содержащие F-BAR-домен, присутствуют у всех эукариот, 

кроме растений, и считаются важнейшими регуляторами изгиба клеточных мембран. Они 

участвуют в эндо- и фагоцитозе, формировании филоподий и ламеллоподий, клеточном 

движении, адгезии, а также различных сигнальных путях [77].  

Разнообразие функций, выполняемых F-BAR доменными белками, связано не 

только со специфическим строением отдельных F-BAR-доменов, но и с другими доменами, 

входящими в состав белков. К ним относятся SH3 (Src homology-3), SH2 (Src homology-2), 

тирозинкиназный домен, RhoGAP (Rho GTPase-activating protein), WW домен, HR1 (protein 

kinase C-related kinase homology region 1) домен и μHD (μ-homology domain) [78]. Поскольку 

наиболее изучены на данный момент F-BAR-доменные белки млекопитающих, 

остановимся подробнее на их классификации и функциях. Основываясь на структуре, было 

предложено разделить их на несколько подгрупп: CIP4, FCHO, SrGAP, PACSIN, PSTPIP, 

FCHSD, FES/FER-тирозинкиназы, NOSTRIN и GAS7 [9].  

Белки подгруппы CIP4 содержат F-BAR-домен на N-конце, HR1 в центральной части 

и SH3-домен на С-конце. В эту подгруппу входит три белка: CIP4, FBP17 и Toca-1. Их 

функции заключаются в привлечении WASP и динамина посредством SH3-домена для 

инициации отделения пузырька в клатрин-зависимом эндоцитозе [8,79]. На FBP17 было 

впервые показано, что его мутантная форма, не способная связываться с динамином, 

вызывает образование трубочек, которые не отделяются от мембраны [80]. Toca-1 участвует 

как в эндоцитозе, так и в формировании филоподий [81]. Учитывая, что F-BAR-домены 

формируют трубочки большего диаметра, чем классические BAR [82][83], а также 

связываются с большими липосомами в опытах in vitro [84], можно предположить, что в 

процессе эндоцитоза BAR и F-BAR белки связываются с разными частями 

формирующегося пузырька [77]. 

В подгруппу FCHO входят белки FCHO1 и FCHO2, содержащие F-BAR и μHD-

домен. Последний связывается с белками Eps15 и интерсектином для инициации сборки 

клатрина. Подавление экспрессии генов, кодирующих FCHO, приводит к блокированию 

эндоцитоза на ранней стадии [85].  
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Подгруппа SrGAP состоит из четырёх членов: srGAP1, srGAP2, srGAP3 и srGAP4, 

которые предположительно вовлечены в процесс миграции нейронов и ангиогенез. Помимо 

F-BAR, они содержат RhoGAP и SH3-домены. Известно, что srGAP1-3 индуцируют 

формирование филоподий в клетках мышиной нейробластомы Neuro2a [86], а srGAP4 

ингибирует миграцию клеток NIH/3T3 и рост аксонов [87]. Предполагается, что srGAP1 

связывается с Cdc42 и RhoA, srGAP2 и srGAP3 взаимодействуют с Rac1, а srGAP4 

связывается как с Cdc42, так и с Rac1 посредством RhoGAP-домена, чтобы стимулировать 

гидролиз ГТФ [87–89].  

Подргуппа PACSIN/синдапина включает PACSIN1, PACSIN2 и PACSIN3. Все они 

содержат F-BAR, SH3 и NPF-мотив. Они участвуют в эндоцитозе, связывая SH3-доменами 

WASP и динамин [90]. F-BAR-домены этих белков содержат гидрофобную петлю, которая 

встраивается в мембрану и способствует отделению пузырька.  

В подгруппу PSTPIP входит два члена: PSTPIP1 и PSTPIP2. PSTPIP1 содержит N-

концевой F-BAR-домен, PEST-мотив (последовательность, богатая пролином (P), 

глутаматом (E), серином (S) и треонином (T)) и C-концевой SH3-домен, а у PSTPIP2 

последние два домена отсутствуют. PSTPIP1, как и многие другие F-BAR-доменные белки, 

связывается с N-WASP и динамином для регуляции эндоцитоза [83]. Кроме того, ряд 

исследований указывает на его роль в адгезии Т-клеток [91] и цитокинезе клеток COS [92]. 

Участие в цитокинезе показано и для F-BAR-доменного дрожжевого белка Cdc15p, 

который привлекает специфические белки в область формирования актомиозинового 

кольца [93]. PSTPIP2 регулирует формирование филоподий и подвижность макрофагов 

[94]. Интересно, что нокдаун PSTPIP2 в макрофагах способствует сборке FBP17 и 

последующему образованию подосом, что говорит о возможном антагонизме этих белков в 

процессе регуляции полимеризации актина [95].  

Белки FCHSD1 и FCHSD2 образуют подгруппу FCHSD. Каждый из них содержит 

один F-BAR и два SH3-домена, которые связываются с WASP в процессе эндоцитоза. 

Предполагается также, что FCHSD2 участвует в процессах регуляции клеточного роста, 

миграции и адгезии [9].  

Ещё одну подгруппу образуют белки FES и FER, содержащие N-концевой F-BAR-

домен, центральный SH2-домен и C-концевой тирозинкиназный домен. Регион, соседний с 

F-BAR-доменом, также обладает способностью связываться с фосфолипидами и 

обозначается FX-домен. F-BAR и FX образуют один мембран-связывающий модуль и 

индуцируют формирование филоподий [96].  
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NOSTRIN также является эндоцитозным белком, привлекающим N-WASP и 

динамин [97], но помимо этого он способен образовывать комплекс с эндотелиальной 

синтазой оксида азота (eNOS) и кавеолином-1. Гиперэкспрессия NOSTRIN приводит к 

активации кавеолин-зависимого эндоцитоза, в результате чего eNOS перемещается из 

плазматической мембраны внутрь клетки и её активность снижается [98].   

Наконец, последним F-BAR-доменным белком млекопитающих, выделяемом в 

отдельную подгруппу, является GAS7. В отличие от других белков своей группы, в N-

концевой части располагаются SH3 и WW-домены, а F-BAR-домен занимает центральную 

часть. GAS7 человека активирует SH3-доменом N-WASP, индуцирует формирование 

филоподий и регулирует рост аксонов в дифференцированных нейронах мозга [99]. 

Таким образом, большая часть известных F-BAR-доменных белков вовлечена в 

клатрин-зависимый или кавеолин-зависимый эндоцитоз. Многие также участвуют в 

образовании филоподий и ламеллоподий. При этом если филоподии необходимы для 

формирования аксонов [100], то ламеллоподии, напротив, ингибируют этот процесс [101]. 

Обе эти структуры могут как обеспечивать миграцию нормальных клеток, так и участвовать 

в распространении метастазирующих [102]. Ещё одним важным процессом, нарушения 

которого приводят к развитию опухолей, является клеточное деление, в которое также 

вовлечены некоторые F-BAR-доменные белки. К заболеваниям, вызванным изменением 

уровня экспрессии или мутациями в генах, кодирующих белки этой группы, относятся 

нарушения развития, неврологические и аутовоспалительные заболевания, инвазивные 

опухоли, сердечная гипертрофия, нарушения углеводного обмена и дисфункция почек, что 

делает F-BAR-доменные белки потенциальной терапевтической мишенью [9]. 

Кристаллические структуры F-BAR доменов белков млекопитающих FBP17 и CIP4 

показали, что по сравнению с классическими BAR-доменами, F-BAR-домены имеет менее 

изогнутую и более удлинённую форму [8]. Они состоят из пяти α-спиралей: короткой N-

концевой, трёх длинных и короткой C-концевой, за которой следует небольшая 

последовательность, ответственная за гомодимеризацию. Поверхности, которыми 

мономеры взаимодействуют друг с другом, содержат в основном гидрофобные остатки и 

несколько заряженных. Седиментационный анализ показал, что в растворе F-BAR-домены 

присутствуют в димеризованной форме.  

На вогнутой стороне димеров были обнаружены кластеры консервативных 

положительно заряженных а.о., мутации которых приводили к снижению способности 

связываться с мембраной и вызывать образование трубочек в опытах in vitro и in vivo [8,83]. 
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Исследования последних лет указывает на избирательность связывания фосфолипидов 

некоторыми F-BAR-доменами [103,104]. Один из таких F-BAR-доменов принадлежит 

дрожжевому белку Rgd1p, активирующему ГТФ-азы Rho3 и Rho4, которые участвуют в 

регуляции динамики актина [105]. У данного F-BAR-домена был обнаружен сайт 

связывания фосфоинозитидов, отсутствующий у других дрожжевых F-BAR-доменных 

белков Bzz1p и Hof1p [106]. Опыты in vitro показали его предпочтительное связывание с 

липосомами, содержащими ФИ(4,5)Ф2, по сравнению с липосомами, где отрицательный 

заряд нёс ФС. Такой избирательности не наблюдалось у Bzz1p и Hof1p. Получение 

кристаллографической структуры Rgd1p в комплексе с мио-инозитол-1,2,3,4,5,6-

гексакисфосфатом (ИнзФ6), выступающим в роли аналога фосфоинозитидной липидной 

головки, позволило найти аминокислоты, образующие сайт связывания. В его состав входит 

шесть аминокислот: R141, K142, K145, K149 и K153 на спирали α3, а также K52 на спирали 

α2. На основании полученной структуры был сделан вывод об отсутствии 

предпочтительной ориентации у ИнзФ6 в сайте связывания, а исследования методом 

поверхностного плазмонного резонанса указали на одинаковую аффинность сайта к 

фосфоинозитидам ФИ(4,5)Ф2, ФИ(3,4)Ф2 и ФИ(3,5)Ф2. Отсутствие сайта связывания 

фосфоинозитидов у Hof1p может быть связано с иными механизмами привлечения белка к 

мембране: недавно в опытах in vitro и in vivo было показано, что эту функцию могут 

выполнять септины, непосредственно связывающиеся с N-концевой частью F-BAR-домена 

Hof1p [107]. 

Некоторые элементы данного сайта присутствуют и у F-BAR-доменов 

млекопитающих, например, у CIP4, FBP17 и FCHo2, однако, помимо перечисленных 

аминокислот, в связывании с мембраной участвуют и другие. Это говорит о делокализации 

сайта связывании и согласуется с тем фактом, что данные белки обладают меньшей 

специфичностью к фосфоинозитидам [8,83,84]. Наибольшая степень сходства сайта 

связывания фосфоинозитида обнаруживается у человеческого белка Gmip [108], который 

активирует ГТФ-азу RhoA и играет важную роль в перестройке кортикального актина в 

раннем митозе [109], а также в миграции нейронов [110]. И в том и в другом процессе 

фосфоинозитиды являются важными регуляторами. Таким образом, специфичность 

связывания некоторых F-BAR-доменов с липидами позволяет привлекать их к 

определённым участкам мембраны. F-BAR-домены в свою очередь могут стабилизировать 

определённые липидные микродомены или рафты, что также может иметь важное 

функциональное значение [104,111].  
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Взаимодействие BAR-доменов с мембранами  

Основные функции BAR-доменов заключаются в формировании мембранного 

изгиба, его распространении и стабилизации и/или распознавании с последующим 

привлечением цитозольных факторов к определённому месту [6]. При этом формирование 

изгиба и его распространение являются связанными процессами: локальные деформации, 

обусловленные одним димером, облегчают связывание для других димеров. 

Начальные этапы формирования мембранного изгиба происходят за счёт 

электростатического связывания димеризованного BAR-домена серповидной формы с 

мембраной и в некоторых случаях встраивания в мембрану АС, расположенной на N-конце 

белка [112]. В основе связывания лежит взаимодействие положительно заряженных 

аминокислот с отрицательно заряженными липидами, причём некоторые BAR-домены 

предпочтительно связываются с фосфоинозитидами [106]. Показано также, что АС 

некоторых BAR-белков играют ключевую роль в фрагментировании небольших липосом 

[113]. Однако экспериментальные данные о связывании с мембранами BAR доменов, не 

имеющих АС [114,115], оставляют спорным вопрос о роли АС в генерации мембранного 

изгиба. 

Для распространения изгиба необходимо взаимодействие многих BAR-доменов. 

Структуру, которую они образуют на поверхности мембраны, называют скаффолдом. 

Считается, что формирование скаффолда является общей чертой для всех BAR-доменных 

белков и его структура во многом определяет результат воздействия на мембрану. В свою 

очередь, структура скаффолда зависит от концентрации белка и натяжения мембраны. 

Методом крупно-зернистой молекулярной динамики было показано, что при низкой 

концентрации N-BAR-доменов, они собираются на плоских мембранах и липосомах в 

нитевидные структуры и сетки, а при достижении поверхностной плотности 20% начинают 

формировать мембранный выступ [116]. N-BAR белок эндофилин, функции которого 

связаны с эндоцитозом, способен индуцировать формирование трубок на гигантской 

липосоме при плотности около 5%, и при малом поверхностном натяжении (ПН). Для 

формирования трубок при большом ПН требуется большая плотность белков, а при ПН 

выше 0,25 мН/м формирование трубок полностью ингибируется. Это говорит о том, что 

уменьшение ПН может запускать механизм быстрой активации эндоцитоза [117].  

В некоторых случаях BAR-домены не формируют, а распознают уже 

существующий изгиб, и потому лучше связываются с изогнутыми, чем с плоскими 

мембранами [43]. К таким относятся BAR-домены олигофренина/ASAP и центаурина. Было 

показано, что они предпочтительнее связываются с липосомами диаметром 0,05 мкм, чем с 
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липосомами большего размера. BAR-домены арфаптина и амфифизина, напротив, 

одинаково хорошо связывались со всеми липосомами. Изолированные I-BAR-домены 

могут активно формировать мембранный изгиб [59], но поскольку у полноразмерных 

белков эта способность менее выражена [68], то на самом деле их роль также может 

заключаться в распознавании уже существующего изгиба. Функции восприятия и 

генерации изгиба не являются взаимоисключающими, поэтому можно предположить, что 

поведение белка зависит от его концентрации: при низкой концентрации они распознают 

существующий изгиб и привлекают к нему другие белки, а при высоких могут собираться 

в олигомеры и активно участвовать в его распространении [118]. 

Чтобы объяснить, почему похожие по структуре BAR-домены воздействуют на 

мембраны по-разному, необходимо рассмотреть способы организации множества BAR-

доменов на мембране. С помощью метода криоэлектронной микроскопии удалось получить 

трёхмерные реконструкции олигомеров BAR-доменов на мембранах [119–121]. В 2012 году 

были получены реконструкции олигомеров полноразмерного эндофилина и отдельно его 

N-BAR домена, связанные с мембранными трубками разных диаметров (рис. 7, сверху) 

[119].  

 

Рисунок 7. Олигомеры эндофилина на мембранных трубках разного диаметра [119]. 



 22 

Было показано, что трубкам разного размера отвечают разные способы организации 

белка, а на трубках одного диаметра полноразмерный белок и N-BAR-домен образовывали 

одинаковые структуры. Это указывает на то, что именно N-BAR-домен ответственен за 

олигомеризацию. Было выделено три класса трубок с диаметрами 25, 28 и 32 нм. В трубках 

28 и 32 нм димеры располагались перпендикулярно длинной оси трубки, а в трубках 28 нм 

под углом 10°. Примечательно, что в трубках 25 нм не наблюдалось концевых контактов 

между димерами. Характерной чертой для всех трубок были большие участки мембраны 

между соседними тяжами, расположенными на расстоянии около 50 Å. Это может быть 

связано с необходимостью обеспечить доступ ГТФ-азам, с которыми эндофилин 

сотрудничает в эндоцитозе [122].  

Отсутствие точной информации о расположении N-концевых (H0) спиралей, 

возможно, было связано с их подвижностью и усреднением их электронной плотности при 

суммировании изображений в процессе создания реконструкции. Тем не менее, было 

предположено, что в трубочках 28 нм спирали из соседних тяжей взаимодействуют друг с 

другом антипараллельным образом (рис. 7, снизу) [119]. Важность H0-спиралей была 

продемонстрирована как методами компьютерного моделирования, так и in vitro. Методом 

молекулярной динамики сравнивались белковые решётки, образованные N-BAR-доменом 

дикого типа, и решётки из N-BAR без H0-спиралей. В первом случае решётка была 

стабильна, во втором олигомер разупорядочивался. В опытах in vitro отсутствие H0-

спирали приводило к неспособности тубулировать липосомы. В более позднем 

исследовании, однако, методом электронного парамагнитного резонанса было показано, 

что H0-спирали проникают в липидный бислой на 8-11 Å ниже уровня фосфатных групп и 

не находятся в прямом контакте друг с другом [123]. Авторы предполагают, что важность 

H0 для олигомеризации может быть связана с совместной координацией липидов между 

ними. 

Ещё одну сложность представляла локализация вставки, находящихся в центральной 

части димера. Структура, полученная из крио-электронной микроскопии, указывала на то, 

что вставки соседних (по направлению длинной оси трубки) димеров не взаимодействуют 

друг с другом и направлены к мембране. Это отличалось от их расположения в 

кристаллической структуре и в связанном с липосомами состоянии. Различие было 

впоследствии объяснено наличием двух конформационных состояний: при высоких 

концентрациях белка, достаточных для формирования олигомера, N-BAR-домен 

оказывается ближе расположенным к мембране, что способствует более глубокому 

встраиванию данного участка [123]. Встраивание в свою очередь препятствует 
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спонтанному мембранному изгибу и стабилизирует трубку. Переключение между 

конформациями может быть также связано с фосфорилированием остатка серина 75: 

появление негативного заряда мешает встраиванию в мембрану и стабилизации трубочек. 

Известно, что мутации LRRK2-киназы, связанные с заболеванием Паркинсона, приводят к 

повышению фосфорилирования серина 75 и нарушениям эндоцитоза в синапсах [124].  

Получение структуры олигомеров полноразмерного эндофилина на мембранных 

трубках позволило сделать важный вывод о расположении SH3-доменов. Сравнение 

олигомеров полнормазмерного эндофилина с олигомерами отдельного N-BAR-домена на 

трубках диаметра 25 нм не выявило наличия дополнительной электронной плотности. Это 

говорит о подвижности SH3-доменов, которая приводит к «размазыванию» плотности в 

процессе получения реконструкции. В случае же трубок диаметра 28 нм, дополнительные 

плотности располагались возле концевых участков димеров, причём таким образом, что 

SH3-домены соседних димеров должны были контактировать. Для подтверждения этой 

гипотезы на предполагаемой контактной поверхности SH3-доменов соседних димеров 

были вставлены остатки Cys, и было показано, что они образуют дисульфидные мостики. 

Эти результаты позволяют понять, как может достигаться специфичность привлечения 

белков, связывающихся с SH3-доменами. Димеры, образуемые SH3-доменами эндофилина 

на 28 нм трубках, могут специфически привлекать динамин, имеющий две расположенные 

рядом богатые пролином последовательности. Это согласуется с тем фактом, что диаметр 

трубки 28 нм находится в диапазоне значений, подходящих для динамин-зависимого 

разделения мембраны [125].  

Ещё одной олигомерной структурой, изученной с помощью электронной 

микроскопии, стала структура олигомеров изоформы амфифизина 2, вовлечённого в 

организацию Т-трубочек (рис. 8) [120].  
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Рисунок 8. Олигомеры амфифизина [120]. 

Несмотря на сходство кристаллических структур, олигомеры амфифизина 2 и 

эндофилина сильно отличаются. Димеры амфифизина упакованы значительно плотнее и 

таким образом, что один конец BAR-домена направлен в мембрану, а другой от неё. Они 

стабильно соединены друг с другом H0-спиралями, которые, как предполагается, также 

участвуют в инициации изгиба. Как следствие, трубочки, формируемые амфифизином, 

намного более жёсткие. Это согласуется с биологическими функциями белков: амфифизин 

формирует стабильные Т-трубочки, а эндофилин динамичные структуры, быстро 

формирующиеся и разбирающиеся в процессе эндоцитоза.  

I-BAR-домен белка Pinkbar, в отличие от других I-BAR-доменов, вызывает 

образование не мембранных трубочек, а уплощённых участков (рис. 9) [58].   
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Рисунок 9. Взаимодействие I-BAR-доменов белков MIM (сверху) и Pinkbar (снизу) с липосомами 
[58]. 

Было показано, что он способен формировать стабильные плоские олигомеры, 

причём как на липидной мембране, так и в растворе [75]. Следствием олигомеризации, 

помимо деформации мембраны, является также кластеризация ФИ(4,5)Ф2. По сравнению с 

классическими BAR-доменами, I-BAR-домены обладают более высоким 

электростатическим потенциалом и способны формировать кластеры ФИ(4,5)Ф2 на 

микроскопических масштабах [59].  

С помощью методов кристаллографии удалось не только получить структуры 

отдельных F-BAR-доменов, но и предложить схему их взаимодействия с мембранами. В 

кристаллах F-BAR-домены формируют линейные филаменты, взаимодействуя концевыми 

остатками. При взаимодействии с мембраной такой филамент может приобретать форму 

спирали, закручивающейся вокруг формирующейся трубки [8]. Это предположение 

подтвердилось, когда из изображений крио-электронной микроскопии была построена 

модель олигомерных структур F-BAR-доменов на мембранной трубке, разрешение которой 

позволило различить отдельные димеры [121]. В этом исследовании было показано, что 

формирование и рост трубки происходят за счёт спиральной организации доменов, которые 

распространяют мембранный изгиб. Из полученной структуры были определены остатки, 

ответственные за взаимодействие с мембраной: два кластера по 5 а.о. в центральной части 

димера и два кластера по 4 а.о. в концевой части димера, что согласовывалось с 

проведёнными ранее мутационными экспериментами [8]. Между собой димеры 



 26 

взаимодействуют концевыми и латеральными участками, причём угол наклона определяет 

диаметр трубки (рис. 10) [121].  

 

Рисунок 10. Олигомеры, формируемые F-BAR-доменами [121]. 

При этом кривизна F-BAR-доменов на мембране не отличается от кривизны 

кристаллографической структуры, полученной в отсутствие липидов. При низких 

температурах, когда мембрана более устойчива к изгибам, F-BAR-домены по-прежнему 

образуют филаменты за счёт концевых взаимодействий, но с мембраной взаимодействуют 

не вогнутой поверхностью, а плоской боковой. Всё это указывает на способность F-BAR-

доменов формировать мембранный изгиб, передавая ей свою форму. Однако, в последние 

годы появляются свидетельства того, что эта активность не характерна для всех без 

исключения F-BAR-доменов. Дрожжевой белок Cdc15p, вовлечённый в цитокинез, 

олигомеризуется в филаменты, но не вызывает образование трубочек [126]. 

Олигомеризация необходима для формирования контрактильного кольца, однако в данном 

случае белок не вызывает изменение формы мембраны, а лишь привлекает к ней другие 

белки. Отсутствие способности формировать трубки также было показано для шести F-

BAR-доменов млекопитающих. Возможно, F-BAR-доменные белки стоит рассматривать 

как устройства, которые в общем случае используются для привлечения и 

пространственной организации других белков, но в некоторых случаях непосредственно 

изменяют форму мембран [127]. 
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Регуляция активности BAR-доменов часто осуществляется за счёт 

внутримолекулярного ингибирования SH3-доменами. Методом молекулярной динамики 

было показано, что в растворе SH3-домен эндофилина связывается с N-концевой спиралью 

за счёт гидрофобных взаимодействий и формирования солевых мостиков между 

заряженными остатками [128]. Отрицательный электростатический потенциал оказывается 

сконцентрирован на SH3-домене, а положительный на H0, поэтому когда белок подходит к 

мембране, H0-спираль поворачивается к ней, а SH3-домен от неё. С одной стороны, в такой 

автоингибированной форме SH3-домен не взаимодействует с другими белками в растворе, 

а с другой стороны, белок «ищет» в мембране место, подходящее по электростатическому 

потенциалу и имеющее дефекты в упаковке липидов, куда может произойти встраивание 

H0.   

Интересный пример регуляции активности BAR-домена демонстрирует белок PICK, 

функции которого связаны с интернализацией и экспонированием на поверхность клетки 

AMPA-рецепторов [129]. Он ингибируется другим BAR-доменным белком - ICA69 [130], 

причём на данный момент не ясно, является ли это следствием образования гетеродимера 

из BAR-доменов ICA69 и PICK или совместной олигомеризации их гомодимеров. Второй 

вариант кажется более вероятным, учитывая стабильность димеров BAR-доменных белков 

и потенциальное участие C-концевого участка ICA69 во взаимодействии. 

F-BAR-доменный белок Nervous wreck  

Рост нейронов и образование новых связей – процессы, лежащие в основе обучения 

и памяти, – контролируются факторами роста. Рецепторы, связавшиеся с факторами роста, 

убираются внутрь клетки путём эндоцитоза и направляются в специфические клеточные 

компартменты, где могут подвергаться модификации, деградации или взаимодействовать с 

другими белками [131]. Определение механизмов, которые контролируют скорость и 

направление потока эндосом с рецепторами, имеет большое значение для понимания 

процессов передачи сигнала. Нервно-мышечный синапс Drosophila melanogaster служит 

удобной моделью для изучения регуляции синаптического роста, поскольку за четыре дня 

площадь мышцы увеличивается более чем в 100 раз, что сопровождается значительным 

увеличением количества контактов с нейронами. Регуляция процесса роста нейронов 

включает как ретроградные сигналы от мышцы, так и антероградные сигналы от нейрона к 

мышце [132]. Известно, что мутации белков-регуляторов эндоцитоза приводят к 

избыточному количеству ответвлений аксона, поскольку препятствуют затуханию сигнала 

от рецепторов фактора роста [133–135]. Одним из таких белков является F-BAR-доменный 

белок Nervous wreck (Nwk), гомологи которого присутствуют у многих организмов, от 
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насекомых до высших позвоночных. В геноме млекопитающих были обнаружены два 

гомолога, которые вовлечены в мембранные перестройки в стереоцилиях и нейронах 

мозжечка [136,137].  

При экспрессии в клетках S2, не имеющих эндогенного Nwk, наблюдается активное 

формирование клеточных выступов, требующее также полимеризации актиновых 

филаментов. Сформированные выступы, однако, не реагируют на обработку ингибитором 

полимеризации актина латрункулином B. Это указывает на то, что актин необходим для их 

формирования, но не для поддержания. [138]. Интересен тот факт, что возникшие выступы 

отличаются по структуре от филоподий, поскольку содержат помимо актиновых 

филаментов микротрубочки. Обработка нокодазолом, деполимеризатором микротрубочек, 

также не приводит к разрушению выступов.  

Функционирование Nwk в нейронах обеспечивается не только его F-BAR-доменом, 

но и двумя SH3-доменами (SH3a и SH3b), каждый из которых связывается с определёнными 

белками. Показано, что в рециркулирующих эндосомах Nwk взаимодействует с белком из 

группы сортирующих нексинов SNX16, который в свою очередь связан с 

пресинаптическим рецептором роста Tkv [139]. Взаимодействие Nwk с SNX16 приводит к 

понижению сигнала от Tkv и необходимо для возвращения рецептора на мембрану. Кроме 

того, известно, что Nwk связывает белки-регуляторы эндоцитоза Dap160, динамин и Wsp. 

Опыты с мутантными SH3a и SH3b доменами показали, что SH3a связывает динамин и Wsp, 

а SH3b отвечает за связывание с Dap160 [140]. Wsp является активатором Arp2/3-

комплекса, который запускает полимеризацию актина, необходимую для осуществления 

эндоцитоза [141]. Однако, Nwk активирует Wsp значительно слабее, чем SH3-доменные 

белки млекопитающих, например, Nck, активируют WASP [142]. Усиление эффекта 

достигается за счёт совместного воздействия Nwk с другим активатором Wsp, ГТФ-азой 

Cdc42. Таким образом, посредством SH3 доменов Nwk взаимодействует с эндоцитарным 

аппаратом и вместе с Cdc42 активирует Wsp/Arp2-3 – зависимую полимеризацию актина 

для регуляции синаптического роста.  

Основы метода молекулярной динамики 

Вычислительные эксперименты активно используются для исследования 

физических и биологических систем на атомарном уровне. Впервые метод молекулярной 

динамики был использован в 50-е годы [143], а в 70-е начал применяться для исследования 

свойств полимерных цепей и релаксации кристаллических структур белков [144,145]. С тех 

пор метод получил значительное развитие и сейчас позволяет моделировать фолдинг 

белков [146], взаимодействие лиганда с рецептором [147], наблюдать структурные 
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переходы в молекулярных комплексах [148] и т.д.  Подобное развитие не было бы 

возможным без постоянного улучшения алгоритмов расчёта и возникновения программных 

пакетов для молекулярного моделирования, наиболее распространёнными из которых 

являются CHARMM [149], GROMOS [150], Amber [151], NAMD [152] и GROMACS [153]. 

В данной работе использовался программный пакет GROMACS, поэтому принципы 

вычислительного эксперимента будут более подробно рассмотрены на его примере.  

Уравнение Шрёдингера описывает свойства системы с большой точностью, но 

исследовать с его помощью системы, состоящие из большого количества атомов, не 

представляется возможным. Для этого используются различные приближения, причём чем 

больше размер системы и длительность изучаемого процесса, тем значительнее допущения. 

В методе молекулярной динамики движение атомов описывается уравнениями 

классической механики, что накладывает ряд ограничений на область применения метода. 

В частности, он не позволяет рассматривать образование и разрыв химических связей, для 

этого необходимо комбинировать подходы классической и квантовой механики. Несмотря 

на это, метод молекулярной динамики в принципе позволяет изучать структуры с 

атомарным разрешением. Если для решения данной задачи такая степень детализации не 

является необходимой, то модель системы можно упростить. Это может быть сделано 

различными подходами, от способа рассмотрения группы из нескольких атомов в качестве 

единого целого, до мезоскопической динамики, в которой вместо атомов и скоростей 

рассматриваются плотности и их флуктуации [154,155].  

Молекулярно-динамические расчёты численно решают уравнение движения 

Ньютона для системы из N взаимодействующих частиц:  

𝑚𝑖  
𝑑2𝑟𝑖⃗⃗⃗  

𝑑𝑡2
= 𝐹𝑖⃗⃗  , i = 1 … N 

 

(1) 

Сила 𝐹𝑖⃗⃗  определяется как отрицательная производная потенциальной энергии U (r1, r2 … rN): 

𝐹𝑖⃗⃗ = −
𝜕𝑈

𝜕𝑟𝑖⃗⃗ 
 

 

(2) 
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Начальные скорости обычно выбираются в соответствии с распределением 

Максвелла для заданной температуры. При известных начальных координатах и скоростях 

частиц, для каждого атома i можно вычислить действующую на него силу 𝐹𝑖⃗⃗  : 

𝐹𝑖⃗⃗ = ∑ 𝐹𝑖𝑗⃗⃗⃗⃗ 
𝑗   (3) 

Она складывается из сил взаимодействия ковалентно связанных с ним атомов, 

невалентных взаимодействий и в некоторых случаях дополнительных внешних сил. После 

этого рассчитываются координаты и скорости атомов в следующий момент времени 𝑡 +

∆𝑡 : 

𝑟𝑖⃗⃗ (𝑡 + ∆𝑡) = 𝑟𝑖⃗⃗ (𝑡) + ∆𝑡𝑣𝑖⃗⃗⃗  (𝑡) +
1

2
(∆𝑡)2

𝐹𝑖⃗⃗ (𝑡)

𝑚𝑖
 

 

(4) 

𝑣𝑖⃗⃗⃗  (𝑡 + ∆𝑡) = 𝑣𝑖⃗⃗⃗  (𝑡 +
∆𝑡

2
) +

1

2
(∆𝑡)2

𝐹𝑖⃗⃗ (𝑡 + ∆𝑡)

𝑚𝑖
 

 

(5) 

Необходимо, чтобы величина шага Δt была меньше периода самых быстрых 

колебаний системы. Обычно выбирается величина 1-2 фс, что в несколько раз быстрее 

времени осцилляции валентной связи C-H, равного 10 фс.  

Потенциальная энергия системы складывается из валентных взаимодействий 

(потенциалы валентных связей, валентных углов и торсионных углов) и невалентных 

взаимодействий (потенциал Леннарда-Джонса и кулоновский потенциал): 

𝑈(𝑟) = 𝑈𝑏 + 𝑈𝑎 + 𝑈𝑑 + 𝑈𝐿𝐽 + 𝑈𝐶 (6) 

Для описания взаимодействия двух ковалентно связанных атомов i и j используется 

гармонический потенциал:   

𝑈𝑏(𝑟𝑖𝑗) =
1

2
𝑘𝑖𝑗

𝑏 (𝑟𝑖𝑗 − 𝑏𝑖𝑗)
2
,  (7) 

где 𝑘𝑖𝑗
𝑏  - константа жёсткости, bij - равновесная длина связни, rij - фактическая длина связи.  

Аналогичным образом описывается энергия валентного угла, образованного атомами i - j - 

k: 

𝑈𝑎(𝜃𝑖𝑗𝑘) =
1

2
𝑘𝑖𝑗𝑘

𝜃 (𝜃𝑖𝑗𝑘 − 𝜃𝑖𝑗𝑘
0 )

2
, (8) 

где 𝑘𝑖𝑗𝑘
𝜃  - константа жёсткости, 𝜃𝑖𝑗𝑘 и 𝜃𝑖𝑗𝑘

0  - фактическое и равновесное значение угла 

соответственно.  
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Для четвёрки атомов i - j - k - l торсионным углом называется двугранный угол между 

плоскостями ijk и jkl.  Его энергия может быть записана следующим образом:  

𝑈𝑑(𝜑𝑖𝑗𝑘𝑙) = 𝑘𝜑(1 + cos(𝑛𝜑 − 𝜑𝑠)) (9) 

Для торсионных углов алканов часто используется потенциал Рикерта-Беллеманса: 

𝑈𝑟𝑏(𝜑𝑖𝑗𝑘𝑙) = ∑ 𝐶𝑛(cos(𝜑 − 𝜋))𝑛

5

𝑛=0

 

(10) 

Потенциал Леннарда-Джонса записывается следующим образом:  

𝑈𝐿𝐽(𝑟𝑖𝑗) = 4휀𝑖𝑗 [(
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)
12

− (
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)
6

] ,  
(11) 

где rij - расстояние между атомами, ε - глубина потенциальной ямы, σ - расстояние, при 

котором энергия взаимодействия равна 0. Член (
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)
12

описывает отталкивание атомов на 

близком расстоянии, а (
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)
6

притяжение на большом расстоянии. Значения ε и σ задаются 

в силовом поле для каждого атома, εij рассчитывается как среднее геометрическое εi и εj, а 

σij - или как среднее геометрическое, или как среднее арифметическое σi и σj в зависимости 

от силового поля.  

Иногда вместо потенциала Леннарда-Джонса используют потенциал Бакингема с 

более реалистичным экспоненциальным отталкиванием, однако он менее удобен для 

расчётов:  

𝑈𝐵ℎ(𝑟𝑖𝑗) = 𝐴𝑖𝑗𝑒𝑥𝑝(−𝐵𝑖𝑗𝑟𝑖𝑗) −
𝐶𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
6  

(12) 

Кулоновская энергия взаимодействия описывается следующим выражением:  

𝑈𝐶(𝑟𝑖𝑗) =
𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝜋𝜀𝜀0𝑟𝑖𝑗
 ,  (13) 

Где qi и qj - парциальные заряды атомов, ε и ε0 - диэлектрическая проницаемость вакуума и 

среды соответственно, rij - расстояние между атомами. 

Термостаты и баростаты  

Температура системы T связана с кинетической энергией следующим выражением: 

𝐸𝑘𝑖𝑛 =
3

2
𝑁𝑘𝐵𝑇, (14) 

где N - число частиц, 𝑘𝐵 - константа Больцмана.  

Кинетическая энергия системы из N частиц вычисляется как:  



 32 

𝐸𝑘𝑖𝑛 =
1

2
∑𝑚𝑖𝑣𝑖

2

𝑁

𝑖=1

 

(15) 

В конце каждого шага интегрирования некоторые атомы могут оказаться на слишком 

близком расстоянии и на следующем шаге получить большую скорость, что приведёт к 

увеличению кинетической энергии и разогреванию системы. Чтобы этого избежать, 

используются алгоритмы поддержания постоянной температуры – термостаты.  

Наиболее простым термостатом является термостат Берендсена. Каждые 𝑛𝑇𝐶  шагов 

скорость каждой частицы умножается на фактор 𝜆, заданный следующим выражением:  

𝜆 = [1 +
𝑛𝑇𝐶∆𝑡

𝜏𝑇
(

𝑇0

𝑇(𝑡−
1

2
∆𝑡)

) − 1]

1/2

, 
(16) 

где  𝑇0 – заданная температура термостата, 𝜏𝑇 – параметр, связанный с временной 

константой термостата 𝜏.  

В результате изменение температуры со временем можно записать как: 

𝑑𝑇

𝑑𝑡
=

𝑇0−𝑇

𝜏
 , (17) 

где 𝜏 – временная константа термостата.  

Этот термостат часто используется на этапе уравновешивания системы, однако обычно не 

применяется в самой динамике, поскольку обладает рядом серьёзных недостатков. Он 

подавляет флуктуации кинетической энергии в системе и не отвечает каноническому 

распределению Гиббса, кроме того, в небольших молекулярных системах вызывает 

перекачивание энергии из высокочастотных в низкочастотные моды колебаний.   

В термостате Нозе-Гувера, который является более корректным для проведения расчётов 

молекулярной динамики, в уравнение движения частицы вводятся дополнительные 

параметры: 

𝑑2𝑟𝑖⃗⃗ 

𝑑𝑡2
=

𝐹𝑖⃗⃗ 

𝑚𝑖
−

𝑝𝜉

𝑄

𝑑𝑟𝑖⃗⃗ 

𝑑𝑡
 

 

(18) 

 

Q – параметр массы, 𝑝𝜉 – импульс параметра трения ξ, который связан с температурой 

следующим образом:  

𝑑𝑝𝜉

𝑑𝑡
= 𝑇 − 𝑇0 

(19) 
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Подобно поддержанию температуры, в молекулярной динамике часто используются 

алгоритмы поддержания давления – баростаты. Наиболее распространены баростаты 

Берендсена и Парринелло-Рамана.  

Баростат Берендсена пересчитывает координаты и размеры ячейки с помощью матрицы μ 

для того, чтобы привести систему к заданному давлению P0: 

𝑑𝑷

𝑑𝑡
=

𝑷𝟎 − 𝑷

𝜏𝑃
 

(20) 

Матрица μ задаётся следующим выражением:  

𝜇𝑖𝑗 = 𝛿𝑖𝑗 −
𝑛𝑃𝐶∆𝑡

3𝜏𝑃
𝛽𝑖𝑗{𝑃0𝑖𝑗 − 𝑃𝑖𝑗(𝑡)}, (21) 

β – коэффициент изотермической сжимаемости. 

В баростате Парринелло-Рамана векторы периодической ячейки представлены матрицей b, 

которая подчиняется уравнению движения: 

𝑑2𝒃

𝑑𝑡2 = 𝑉𝑾−𝟏𝒃′−1(𝑷 − 𝑷𝑟𝑒𝑓), (22) 

V – объём ячейки, W – матрица, определяющая силу баростатирования, P и Pref – текущее и 

заданное значения давления соответственно. 

Также как в термостате Нозе-Гувера, изменяются и уравнения движения частиц: 

𝑑2𝒓𝒊

𝑑𝑡2 =
𝑭𝒊

𝑚𝑖
− 𝑴

𝑑𝒓𝒊

𝑑𝑡
, (23) 

𝑴 = 𝒃−1 [𝒃
𝑑𝒃′

𝑑𝑡
+

𝑑𝒃

𝑑𝑡
𝒃′] 𝒃′−1 

(24) 

Баростат может применяться изотропно, анизотропно и семиизотропно. Последний способ 

часто используется при моделировании систем, где присутствует граница раздела фаз, 

например, в системах с липидной мембраной и водой. В таком случае z-направление 

рассчитывается независимо от x/y. 

Силовые поля  

Силовое поле складывается из двух компонент: набора уравнений, описывающих 

потенциальные энергии, и параметров, входящих в эти уравнения. Силовые поля, в которых 

каждый атом в системе представляется отдельной материальной точкой, называются 

полноатомными. Они используются в тех случаях, когда требуется точно знать положение 

атомов водорода. В тяжело-атомных (united-atom) силовых полях атомы водорода и атом 

углерода в каждой метильной группе и каждом метиленовом мостике объединяются в одну 

материальную точку с соответствующей массой. Ещё более упрощённое представление 
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системы дают крупно-зернистые (coarse-grained) силовые поля, в которых объединяются 

группы из четырёх или более атомов.  

Основы метода электронной микроскопии и получения трёхмерных реконструкций 

молекул 

Метод создания трёхмерных реконструкций молекул из изображений, получаемых с 

помощью электронной микроскопии, начал разрабатываться более 40 лет назад. За 

последнее десятилетие он стал важным инструментом структурной биологии благодаря 

техническому развитию микроскопии и появление компьютерных комплексов, 

позволяющих обрабатывать большие массивы данных. Разрешение реконструкций 

постоянно улучшается и уже достигло 2.2 Å [156]. 

Основные системы электронного микроскопа  

Идея создания микроскопа, в котором вместо света использовался бы пучок 

электронов, возникла в 20-е годы прошлого века вместе с открытием волновых свойств 

электрона и развитием теории корпускулярно-волнового дуализма. Первый электронный 

микроскоп был создан Эрнстом Руской и Максом Кноллем в 1931 году, за что 1986 году 

Руска был удостоен Нобелевской премии по физике. К середине 50-х годов 

трансмиссионные электронные микроскопы уже активно использовались в 

материаловедении, а в 60-е годы начали применяться для исследования структуры белков. 

В 1968 году из изображений отдельных частиц была получена первая трёхмерная 

реконструкция биологического объекта – хвоста бактериофага Т4 [157]. В 80-е годы 

появилась крио-электронная микроскопия, позволившая изучать объекты без окрашивания 

путём помещения их в моментально замороженный слой воды [158]. 

Общая схема строения современного электронного микроскопа представлена на рисунке 

11. 
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Рисунок 11. Схема строения электронного микроскопа. 

Осветительная система микроскопа создаёт поток ускоренных электронов (электронный 

луч) и позволяет регулировать диаметр освещённой области в соответствии с выбранным 

увеличением. Она состоит из электронной пушки и конденсорных линз с диафрагмами и 

стигматорами. В качестве источника электронов в электронной пушке чаще всего 

используются вольфрамовый катод. Для исследований, требующих увеличения более чем 

в 100 000 раз, используется катод из гексаборида лантана LaB6. Наилучшее разрешение 

позволяют получить электронные пушки с полевой эмиссией, однако их стоимость высока, 

а процедура замены полевого катода является весьма сложной и длительной.  

Конденсорные линзы представляют собой магнитные катушки, функцией которых 

является фокусировка электронного пучка. За ними располагается стигматор, 

корректирующий магнитное поле линзы и восстанавливающий его симметрию. Диафрагма 

– тонкая пластинка с отверстием, которая отсекает периферийную область электронного 

луча и повышает его монохроматичность.  
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В объектной камере находятся объектные столики, шлюзовая камера для ввода образцов 

в вакуум, манипулятор для перемещения образца между объектным столиком и шлюзовой 

камерой и система защиты объекта от загрязнения.  

Система формирования увеличенных изображений состоит из нескольких линз: 

объективной, промежуточных и проекционной, а также дефлекторов и стигматоров. 

Объектная линза формирует первичное увеличенное изображение и позволяет 

фокусировать его, а диаметр отверстия диафрагмы регулирует контрастность. 

Промежуточные линзы служат для управления увеличением в широком диапазоне без 

изменения фокусировки. Проекционные линзы также вносят вклад в общее увеличение и 

обеспечивают глубину фокуса и сохранение резкости изображения при фокусировке с 

помощью дополнительного бинокулярного микроскопа.  

Камера наблюдения расположена в нижней части колонны микроскопа со смотровыми 

окнами, через которые виден люминесцентный экран. Стёкла смотровых окон содержат 

большое количество оксида свинца, который поглощает рентгеновское излучение, 

возникающее при торможении экраном электронов. Люминесцентный экран, на котором 

формируется конечное увеличенное изображение, представляет собой алюминиевую 

пластинку, покрытую смесью люминофоров. Светооптический бинокулярный микроскоп с 

десятикратным увеличением подводится к смотровому окну и значительно облегчает 

фокусировку изображения.  

Вакуумная система обеспечивает поддержание в колонне давления остаточного воздуха 

не выше 3x10-5 мм рт.ст. При таком давлении средняя длина свободного пробега электрона 

в несколько раз превышает длину колонны. Кроме того, вакуум необходим для нормальной 

работы раскалённого катода, подвергающегося бомбардировке ионами остаточных газов.   

К дополнительным системам электронного микроскопа относятся система 

электропитания линз и электронной пушки, обеспечивающая высокую стабильность 

питающих напряжений и токов, и система охлаждения колонны.  

Получение и обработка изображений для создания трёхмерной 

реконструкции  

Существуют два типа контраста изображений: амплитудный и фазовый. 

Амплитудный контраст обусловлен изменением интенсивности электронного луча при 

прохождении через образец. Изменение интенсивности возникает из-за того, что часть 

электронов падающего пучка поглощается образцом или рассеивается под большими 

углами и отсекается объективной диафрагмой. Однако, биологические образцы состоят из 
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лёгких атомов (H, O, N и C) и практически не дают амплитудного контраста. Основной 

вклад в формирование изображения вносит фазовый контраст. Для понимания фазового 

контраста необходимо рассмотреть электрон с точки зрения его волновой природы. 

Каждый прошедший через образец электрон характеризуется прямой (нерассеянной) 

волной и рассеянными волнами. Чем больше угол рассеивания, тем меньше расстояние 

между рассеивающими центрами в образце. В качестве рассеивающих центров в 

биологическом образце могут выступать молекулы белка, α-спирали, отдельные атомы и 

т.д. Все волны имеют одинаковую длину волны, определяемую энергией электрона (около 

2 пм для ускоряющего напряжения 300 кВ) и различные фазы, которые зависят от угла 

рассеяния. В плоскости изображения эти волны интерферируют и результат интерференции 

зависит от разности фаз суммируемых волн. Квадрат суммарной амплитуды 

пропорционален вероятности нахождения электрона в данной точке пространства, и, 

следовательно, определяет яркость точки на изображении.  

Результат интерференции двух волн с одинаковой длиной волны может быть 

представлен с помощью диаграммы Аргана (рис. 12).  

 

Рисунок 12. Диаграмма Аргана (пояснения в тексте). 

Каждой волне соответствует вектор, длина которого равна амплитуде волны, а угол 

между осью абсцисс (осью действительных чисел) и вектором равен фазе. При некоторой 

разности фаз нерассеянной (ψн) и рассеянной (ψр) волн (эта разность фаз близка к 90°, если 

амплитуда рассеянной волны мала), амплитуда суммарной волны (ψс) равна амплитуде 

нерассеянной волны (рис. 12 А). Если разность фаз равна 0°, то амплитуды нерассеянной и 
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рассеянной волн складываются (рис. 12 Б), если 180°, то вычитаются (рис 12 В). Вклад 

амплитуды рассеянной волны в суммарную амплитуду описывается частотно-контрастной 

характеристикой (ЧКХ, англ. contrast transfer function – CTF). Уравнение функции выглядит 

следующим образом: 

𝐶𝑇𝐹 = sin [−𝜋∆𝑧𝜆𝑘2 +
𝜋𝐶𝑠𝜆

3𝑘4

2
] 

(25) 

где ∆𝑧 – дефокус (расстояние от фокальной плоскости), 𝜆 – длина волны, 𝑘 – 

пространственная частота, 𝐶𝑠 – коэффициент сферической абберации.  

Влияние значения дефокуса на кривую CTF и получаемое изображение показано на рис. 13 

[159].  

 

Рисунок 13. CTF-кривые для разных значений дефокуса [159]. 

На этих микрофотографиях видны частицы икосаэдрического вируса, снятые при 

значениях дефокуса 0,95 мкм и 2,7 мкм. Толщина оболочки вируса составляет около 4 нм и 

её контрастность на изображении определяется компонентой, соответствующей 

пространственной частоте ¼ нм-1. Модуль значения CTF в данной точке больше при 

дефокусе 2,7 мкм, поэтому на рисунке 13 Б оболочка различима значительно лучше. 
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Однако, при больших значениях дефокуса частые осцилляции кривой могут затруднять 

интерпретацию данных высокого разрешения.  

Помимо осцилляции для кривых CTF характерно затухание с увеличением 

пространственной частоты. Одной из причин этого является ограниченная 

пространственная когерентность электронного пучка: прохождение электронов через 

образец под разными углами приводит к потере высокочастотного сигнала. Другой 

причиной затухания является ограниченная временная когерентность и разброс электронов 

по энергиям. Кроме того, при больших значениях дефокуса затухание происходит быстрее, 

чем при маленьких. Кривая, описывающая затухание CTF с увеличением пространственной 

частоты называется огибающей. 

Всё это приводит к тому, что изображения в электронной микроскопии получаются 

размытыми по сравнению с проекцией объекта. Функция рассеяния точки (ФРТ) (point 

spread function, PSF) описывает связь между оригинальной точкой и её изображением и 

является преобразованием Фурье для CTF. Наблюдаемое изображение I является 

результатом свёртки идеального изображения объекта O с PSF: 

𝐼 = 𝑂⨂𝑃𝑆𝐹 (26) 

Применив преобразование Фурье к обоим частям уравнения получим следующее:  

𝐹{𝐼} = 𝐹{𝑂} ⋅ 𝐶𝑇𝐹 (27) 

Отсюда выводится уравнение для идеального изображения объекта: 

𝑂 = 𝐹−1 [
𝐹{𝐼}

𝐶𝑇𝐹
] 

(28) 

Из этого выражения становится понятно, как можно улучшить полученное 

изображение: необходимо разделить его трансформант Фурье на CTF и произвести 

обратное преобразование Фурье с частным. Этот процесс называется CTF коррекцией. При 

отсутствии шума в изображениях, по этой формуле можно было бы делать CTF коррекцию 

во всех точках, где функция не равна 0. Однако, на практике при небольших значениях CTF 

сигнал подавляется шумом, поэтому простое деление на CTF приводило бы к 

амплификации шума. Для решения этой проблемы используется фильтр Винера, который 

позволяет восстанавливать сигнал более корректно. Формула для CTF коррекции в таком 

случае изменяется следующим образом: 

𝑂 = 𝐹−1 [
𝐹{𝐼}

𝐶𝑇𝐹2 + с
] 

(29) 

где c – величина, обратная отношению сигнал-шум.  
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Проведение CTF-коррекции является первым этапом обработки изображений 

отдельных частиц в процессе получения трёхмерной реконструкции молекулы. Далее 

необходимо провести нормализацию изображений: изменить гистограмму распределения 

интенсивностей каждого изображения таким образом, чтобы у всех изображений была 

одинаковая средняя интенсивность и стандартное отклонение. Нормализация особенно 

важна для следующего этапа – выравнивания.  

Каждое из откорректированных изображений представляет собой двумерную 

проекцию молекулы, в которой, помимо сигнала, содержится шум от различных 

источников. К ним относятся неравномерное распределение красителя или различная 

толщина льда, повреждение объекта в процессе подготовки или из-за облучения и шум 

детектора. Увеличение отношения сигнал-шум достигается за счёт суммирования 

изображений, соответствующих одной и той же проекции объекта. Для нахождения таких 

изображений проводится выравнивание. Как средство оценки сходства изображений 

используется кросс-корреляционная функция (CCF):  

𝐶𝐶𝐹(𝑠 ) =
∫𝑓(𝑟 + 𝑠 )𝑔(𝑟 )𝑑𝑟 

√∫𝑓2(𝑟 )𝑑𝑟 × ∫𝑔2(𝑟 )𝑑𝑟 
 

(30) 

𝑓(𝑟 ) и 𝑔(𝑟 ) – выравниваемые изображения, 𝑟  и 𝑠  – векторы в плоскости изображений, 𝑠  – 

сдвиг между изображениями. Максимальное значение CCF достигает, когда изображения 

идентичны и идеально выровнены. Первое выравнивание изображений неизвестной 

структуры часто делается по общей сумме изображений. Это итеративный процесс и после 

нескольких раундов изображения становятся центрированными. Далее с центрированными 

изображениями проводятся новые циклы выравнивания, причём как трансляционного, так 

и поворотного.  

Следующий после выравнивания этап – классификация, в результате которой 

изображения частиц в одинаковой ориентации объединяются в один класс. На суммарном 

изображении – классовой сумме – отношение сигнал-шум выше, чем на исходных, и детали 

структуры становятся лучше различимы. Существует несколько подходов к анализу набора 

изображений и последующей классификации.  

В методе главных компонент (principal component analysis) каждому изображению 

размером I × J пикселей ставится в соответствие точка в многомерном пространстве 

размерности I × J, координаты которой определяются значением интенсивности каждого 

пикселя. Например, если изображение состоит из двух пикселей, то ему в соответствие 
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ставится точка в двумерном пространстве, координаты которой по осям x и y равны 

значением интенсивности первого и второго пикселей соответственно (рис. 14).  

 

Рисунок 14. Принцип классификации изображений на примере изображений из двух пикселей. 

Похожие изображения в таком пространстве будут соответствовать близко 

расположенным точкам, которые должны быть объединены в один класс. Однако, работа с 

пространством высокой размерности требует огромных вычислительных ресурсов. Для 

упрощения задачи в данном методе используется уменьшенное число независимых 

координат: исходная система координат поворачивается таким образом, чтобы новые оси 

располагались вдоль направлений с наибольшим разбросом точек. В примере с 

изображениями из двух пикселей это достигается поворотом осей на 45° против часовой 

стрелки (рис. 15, Б). В таком случае значения координат точек по оси y примерно равны 0 

и классификация может быть проведена на основании только координат по x. Векторы, 

задающие новые оси координат, называются собственными векторами (eigen-vectors), а 

конец каждого координатного вектора – это собственное изображение (eigen-images). 

Собственные изображения показывают регионы наибольших различий интенсивности в 

наборе данных.  

Существуют различные алгоритмы классификации точек в многомерном 

пространстве, заданном собственными векторами. Во многих программных пакетах, в том 

числе в использованных в данной работе, применяется метод к-средних (рис. 15).  



 42 

 

Рисунок 15. Метод К-средних (пояснения в тексте). 

В начале набор точек случайным образом разбивается на заданное количество 

классов к (на рис. 15 к=2), затем для каждого класса вычисляются координаты центра масс. 

Далее вычисляется расстояние от каждой точки до центров масс всех классов. После этого 

точке присваивается тот класс, к центру которого она оказалась ближе, и центры классов 

рассчитываются заново. В результате после некоторого количества итераций точки 

перестают менять класс и процесс завершается. Метод к-средних хорошо и быстро работает 

в многомерных пространствах, однако не гарантирует нахождение оптимального решения. 

Эту проблему можно решить, меняя начальное распределение по классам случайным 

образом, или используя более сложные модификации метода.  

Для того, чтобы построить трёхмерную реконструкцию из серии проекций (т.е. 

классовых сумм), нужно определить их взаимную ориентацию. Существует два подхода к 

решению этой проблемы: экспериментальный и вычислительный.  

В экспериментальном подходе каждая частица снимается под двумя разными 

углами, что достигается за счёт поворота объектного столика в микроскопе. Этот метод был 

разработан в 1987 году и получил название метод случайного конического наклона (random 

conical tilt, RCT) [160]. Больше всего он подходит для получения реконструкций частиц, 

имеющих предпочтительную ориентацию на подложке. В таком случае все изображения, 

снятые без поворота сетки, окажутся после выравнивания одной и той же проекцией 

частицы, а снятые при повёрнутой сетке изображения будут соответствовать проекциям, 

лежащим на конусе ориентаций (рис. 16) [161]. Если частицы располагаются на сетке в 

нескольких ориентациях, то сначала они разделяются на классы.   
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Рисунок 16. Реконструкция методом случайного конического наклона [161]. 

В вычислительном подходе реконструкция строится из частиц, собранных с сетки 

без поворота. В основе метода лежит следующая теорема: у каждой пары двумерных 

проекций есть как минимум одна общая линия [162,163]. Для того, чтобы определить 

взаимную ориентацию проекций их должно быть минимум три, т.к. две проекции не 

позволяют определить угол между их плоскостями. Этот метод был разработан для 

икосаэдрических вирусных частиц [164], при этом поиск общих линий проводился для 

трансформант Фурье. В последствие он был доработан таким образом, что поиск общих 

линий стал проводиться непосредственно для изображений [163]. Для каждого 

изображения строится синограмма – набор из 360 одномерных проекций, каждая из 

которых соответствует повороту изображения на определённый угол от 0° до 360° (рис. 17) 

[161]. Задача состоит в том, чтобы найти общие линии (т.е. линии с самым высоким 

коэффициентом кросс-корреляции) для каждой пары синограмм, это позволяет установить 

взаимные ориентации проекций.  
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Рисунок 17. Построение синограмм [161]. 

Существуют различные алгоритмы получения реконструкции трёхмерного объекта 

по двумерным проекциям [161]. В программе IMAGIC, использовавшейся в данной работе, 

применяется алгоритм фильтрованного обратного проецирования (filtered back projection) 

[165]. Обратное проецирование, как следует из названия, является операцией, обратной 

проецированию трёхмерного объекта на плоскость: плотности двумерного изображения 

растягиваются в трёхмерный объект в направлении, перпендикулярном плоскости (рис. 18) 

[166].  

 

Рисунок 18. Принцип обратного проецирования [166]. 

Из каждого пикселя получается линия пикселей, называемая лучевой суммой. 

Значение интенсивности пикселя в каждой точке объёма реконструкции складывается из 
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всех лучевых сумм, проходящих через эту точку. Фильтрованное обратное проецирование 

является модификацией алгоритма, в которой с помощью фильтров корректируется 

размытость деталей реконструкции, внесённая ФРТ.  

Далее обычно проводится несколько циклов улучшения первичной реконструкции: 

она используется для получения репроекций под разными углами, по которым проводится 

следующий цикл выравнивания частиц, строится следующая реконструкция и т.д. Качество 

финальной реконструкции во многом зависит от распределения проекций по углам, которое 

можно отобразить с помощью сферы Эйлера. Это мнимая сфера с центром в центре масс 

объекта и ориентация каждой проекции определяется как точка пересечения направления 

проекции со сферой (рис. 19) [161]. К сожалению, в большинстве случаев проекции 

распределены на сфере неравномерно и разрешение реконструкции анизотропно из-за 

отсутствия информации в определённых направлениях.  

 

Рисунок 19. Сфера Эйлера [161]. 

Наиболее распространённым методом определения разрешения реконструкции, 

полученной из отдельных частиц, является метод объёмной корреляции Фурье (ОКФ, англ. 

fourier shell correlation – FSC) [167]. Набор частиц разделяется пополам (обычно на чётные 

и нечётные номера), из каждой половины набора строится своя реконструкция, а затем 

рассчитывается кросс-корреляция их трансформант Фурье. Разрешение определяется по 

кривой зависимости корреляции от пространственной частоты, которая падает от 1 при 

низком разрешении до 0 при высоком. Обычно разрешение определяется по 

пространственной частоте на уровне корреляции 0,5, но есть и другие критерии, например, 

сравнение с уровнем шума [168,169].  
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Материалы и методы 

В данной работе моделирование липидной мембраны проводилось в тяжело-

атомном поле Gromos53a6 [170] и крупно-зернистом поле MARTINI [171]. Взаимодействие 

F-BAR домена с мембраной изучалось с помощью Gromos53a6.  

Тяжёло-атомная модель  

В первой части работы исследовались свойства модельного липидного бислоя, 

состоящего из липидов дипальмитоил-фосфатидилхолина (ДПФХ) и дипальмитоил-

фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфата (ДПФИ). Бислой состава 127 ДПФХ/1 ДПФИ был 

взят с ресурса http://lipidbook.bioch.ox.ac.uk/  [172].  Из него путём замены 11 

фосфатидилхолиновых групп на фосфатадилинозительные был получен бислой состава 116 

ДПФХ/12 ДПФИ (по 6 ДПФИ в каждом монослое). Замена производилась в программе 

Pymol [173]. Топология липидов ДПФИ и ДПФХ были взяты из публикаций [172] и [174] 

соответственно. По сравнению со стандартной топологией ДПФХ, в использованной нами 

топологии были изменены парциальные заряды липидной головки и тип атомов углерода 

карбоксильных групп. В работе [175] было показано, что эти модификации позволяют 

достичь лучшей согласованности с экспериментальными данными. В качестве 

растворителя использовалась модель воды SPC и для воспроизведения физиологической 

концентрации соли в систему было добавлено 100 мМ NaCl. Поскольку ДПФИ несут 

отрицательный заряд, дополнительные ионы Na+ добавлялись для его нейтрализации. 

Протокол молекулярной динамики (таблица 1) был составлен с учётом результатов работы 

[176], в которой проводился сравнительный анализ силовых полей и параметров расчёта.  

Для изучения влияния ДПФИ на свойства бислоя, вычислялись следующие 

параметры: площадь и объём, приходящиеся на одну липидную головку, толщина бислоя, 

параметр порядка углеводородных цепей и коэффициент диффузии. Все параметры 

усреднялись по траектории и сравнивались с экспериментальными данными для мембраны 

из ДПФХ. Ниже приведены способы расчёта данных параметров.  

Средняя площадь на липид вычислялась делением площади сечения ячейки в плоскости x/y 

на количество липидов в одном монослое. Объём на липид вычислялся по формуле: 

𝑉𝐿 =
𝑉𝐵−𝑉𝑊

2𝑛𝐿
, (31) 

где VB – объём ячейки, VW – объём ячейки с тем же количеством молекул воды при тех же 

условиях, nL – число липидов в одном монослое.  

 



 47 

Таблица 1. Основные параметры протокола молекулярной динамики в силовом поле Gromos 
53a6.  

Параметр Значение 

Шаг по времени, пс 0,002 

Число шагов 75000000 

Радиус обрезания электростатических 

взаимодействий, нм 

0,9 

Радиус обрезания потенциала Леннарда-

Джонса, нм 

1,2 

Метод расчёта электростатических 

взаимодействий  

PME 

Термостат Нозе-Гувера 

Температура термостата, K 323 

Баростат Парринелло-Рамана 

Давление, бар 1 

 

Толщина бислоя рассчитывалась как расстояние между пиками электронной 

плотности холиновых групп. Распределение электронной плотности определялось 

программой g_density из пакета GROMACS. 

Параметр порядка углеводородных цепей рассчитывался в программе g_order по формуле: 

𝑆𝐶𝐻 =
1

2
〈3𝑐𝑜𝑠2𝜃 − 1〉, (32) 

где θ – угол между связью углерод-водород и нормалью к плоскости бислоя, скобки 

обозначают усреднение по времени и всем фосфолипидам.  

Коэффициент латеральной диффузии липидов ДПФХ был получен из графика 

зависимости среднеквадратичного отклонения от времени (программа g_msd):  

𝑀𝑆𝐷 = 4𝐷𝑙𝑎𝑡𝑡 (33) 

Расчёт проводился на линейном участке кривой с усреднением по всем ДПФХ липидам.  

Крупно-зернистая модель  

После 150 нс динамики модель бислоя состава 116 ДПФХ/12 ДПФИ была 

переведена из тяжёло-атомного представления в крупно-зернистое с помощью программы 

g_fg2cg пакета GROMACS 4.5.3. Для этого в топологию липидов была вписана секция, в 

которой определялся порядок объединения атомов (рис. 20). Схема объединения атомов для 
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липида ДПФХ была предложена создателем силового поля MARTINI Марринком и его 

коллегами [177], а схема для ДПФИ в данной работе была основана на работах Лопеза [178] 

и Левцовой [179].  

 

Рисунок 20. Схема перевода липидов ДПФХ и ДПФИ из тяжёло-атомного представления в крупно-
зернистое. 

После конвертации модель бислоя была реплицирована пять раз вдоль оси X и два 

раза вдоль оси Y, таким образом, был получен бислой, состоящий из 1160 ДПФХ и 120 

ДПФИ. Так же как и в предыдущем эксперименте, в систему были добавлены атомы воды 

и ионы. Молекулярная динамика проводилась в силовом поле MARTINI с параметрами, 

рекомендованными для использования с данной моделью молекул воды (таблица 2) [180].  

Следует отметить, что в MARTINI массы всех атомов равны 72 а.е.м. что 

продиктовано соображениями вычислительной эффективности и может влиять на 

поведение системы. Чтобы оценить это влияние, мы провели расчёт с массами по 

умолчанию и с массами, соответствующими реальным значениям. Из проведённых 

расчётов вычислялся тот же набор параметров, что в тяжёло-атомных моделях, за 

исключением параметра порядка углеводородных цепей, который подразумевает задание 

всех атомов цепи в явном виде.  
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Таблица 2. Основные параметры протокола молекулярной динамики в силовом поле MARTINI. 

Параметр Значение параметра 

Шаг по времени, пс 0,02 

Число шагов 5000000 

Радиус обрезания электростатических 

взаимодействий, нм 

1,2 

Радиус обрезания потенциала Леннарда-

Джонса, нм 

1,2 

Метод расчёта электростатических 

взаимодействий  

PME 

Термостат Нозе-Гувера 

Температура термостата, K 323 

Баростат Парринелло-Рамана 

Давление, бар 1 

 

Модель взаимодействия F-BAR-домена с мембраной  

Молекулярная динамика мембраны с F-BAR-доменом проводилась в тяжёло-

атомном силовом поле gromos53a6. Модель димеризованного F-BAR-домена Nwk была 

построена в программе Phyre [181] по гомологии с известной кристаллической структурой 

F-BAR-домена FCHO2 (код 2v0o в базе Protein Data Bank). В программе Packmol [182] была 

собрана мембрана, в которой верхний монослой состоял из 45 ДПФХ и 1 ДПФИ, а нижний 

из 50 ДПФХ. Затем в верхний монослой было добавлено ещё четыре молекулы ДПФИ, 

после чего была проведена динамика бислоя в течение 1 нс. Далее этот фрагмент мембраны 

был реплицирован четыре раза по оси X и три раза по оси Y, в результате чего была 

получена мембрана из 1200 липидов, содержащая ~10% ДПФИ в одном монослое.  

В программе Pymol [173] была собрана система, в которой F-BAR-домен был 

обращён к мембране вогнутой стороной и расстояние от концевых участков димера до 

мембранной поверхности составляло около 1,3 нм. В систему были добавлены атомы воды 

и ионы натрия и хлора до концентрации 0,15 мМ. Расчёт проводился в программе 

GROMACS-5.0.4, длина траектории составила 150 нс. Для анализа взаимодействий белка с 

мембраной использовались программы пакета GROMACS g_rms, g_rmsf, g_mindist.  

Все расчёты в данной работе проводились на суперкомпьютерном комплексе МГУ 

«Ломоносов» [183].  
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Электронная микроскопия  

Для получения белковых образцов, кДНК, кодирующая Nwk1-428, была клонирована 

в вектор pET28a (EMD Millipore), кДНК фрагмента Cip41-312 – в вектор pTrcHisA 

(Invitrogen). Наработка белков проводилась в клетках E. coli BL21 DE3, очистка белков (с 

6-his-тагом) проводилась с помощью аффинной хроматографии (IMAC) и гель-фильтрации 

(Superose 12)1.   

Для исследования самоорганизации F-BAR-доменов белков Cip4 и Nwk на 

липидных монослоях, 1 мкл липидного раствора с концентрацией липидов 1 мг/мл (65% 

ДОФХ, 14.5% ПОФЭ, 10% ДОФС, 10% ФИ(4,5)Ф2, 0.5% родамин ФЭ, растворённые в 

20:9:1 хлороформ:метанол:вода) был добавлен на 25 мл каплю буфера (20 мМ HEPES, 100 

мМ NaCl, pH 7,5) и проинкубирован на тефлоновой подложке во влажной камере при 4°C в 

течение 1 часа (методика описана в [184]). Затем полученные монослои были перенесены 

на углеродные сетки (рис. 21), буфер был заменён на раствор, содержащий 1 мкМ Cip41-312 

или 1,4 мкМ Nwk1-428 и проинкубирован 2-15 минут1. Образцы окрашивались 1% раствором 

уранилацетата, изображения были получены на электронном микроскопе Tecnai G12 (FEI) 

при ускоряющем напряжении 120 кВ.  

 

Рисунок 21. Приготовление сеток с липидным монослоем. 

С помощью программы EMAN2 [185] было собрано 910 частиц димеров Cip4 и 680 

Nwk, а также 350 V-образных структур, образованных димерами Cip4 и Nwk. Обработка и 

классификация собранных частиц проводилась в программе IMAGIC [165]. Чтобы 

                                                           
1 Работа проводилась в лаборатории др. А. Родал (Университет Брандайз, США) 
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интерпретировать положение димеров в V-образных структурах, мы выравнивали их по 

референсным проекциям. 20 проекций отличались поворотом димера вокруг его длинной 

оси и были получены из предсказанной в программе Phyre структуры Nwk1-313, 

отфильтрованной до разрешения 20 Å. Ориентация димера определялась по той 

референсной проекции, с которой достигался наибольший коэффициент корреляции.  

Для построения трёхмерной реконструкции полноразмерного Nwk на углеродной 

подложке образцы готовились следующим образом: 3 мкл 0,7 мМ раствора Nwk в буфере 

(20 мМ HEPES, 100 мМ  NaCl, pH 7,5) были проинкубированы в течение 30 с на углеродных 

сетках, предварительно обработанных тлеющим разрядом, а затем окрашены 1% раствором 

уранилацетата.  

Для реконструкции Nwk на липидном монослое 1 мкл 1 мг/мл раствора липидов 

(молярные доли ФХ/ФЭ/ФС/ФИ(4,5)Ф2 составляли 65/15/10/10 соответственно, <0.1% 

родамин-ФЭ для визуализации, растворено в 20:9:1 хлороформ:метанол:вода) был 

проинкубирован на 25 мкл капле буфера (20  mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7,5) на 

тефлоновой подложке во влажной камере при 4°C в течение 1 часа. Затем липидные 

монослои были перенесены на углеродные сетки, буфер был заменён на 0,7 мкМ раствор 

Nwk и проинкубирован 30 минут во влажной камере. Образцы негативно 

контрастировались 1% раствором уранилацетата, изображения были получены на 

микроскопе JEOL 2100 (JEOL) с ускоряющим напряжением 200 кВ, при увеличении 40000 

и 1,5-1,8 мкм дефокусе. В микроскопе использовалась CCD камера Ultrascan 1000XP 

(Gatan). Микрофотографии Nwk1-731 на липидах снимались при 0º и 45º углах поворота, 

остальные изображения снимались без поворота сетки.  

Трёхмерная реконструкция Nwk1-731 на углероде была построена из 2500 

изображений отдельных частиц размером 90 × 90 пикселей, собранных с микрофотографий 

в программе Boxer, которая является частью пакета EMAN [186]. Они были отфильтрованы, 

нормализованы со стандартным отклонением 1 и обработаны далее в программе IMAGIC 

[165]. Первичная реконструкция была построена из 50 классов, затем она использовалась 

для получения репроекций для следующих циклов выравнивания. На последнем этапе 

обработки к реконструкции была применена С2-симметрия.  

Начальная модель полноразмерного Nwk на липидном монослое была 

реконструирована из 647 частиц, собранных с повёрнутых микрофотографий, в EMAN2 с 

применением метода RCT [185]. Частицы с неповёрнутых снимков были подвергнуты 

коррекции CTF, а затем классифицированы. Реконструкция строилась из повёрнутых 



 52 

изображений, соответствующих лучшему классу, а затем улучшена с использованием всех 

647 пар частиц. Следующий этап улучшения проводился в программе FREALIGN [187] и 

для него к исходным частицам были добавлены новые, собранные в программе Boxer (всего 

5017 частиц). На последнем этапе обработки к реконструкции также была применена С2-

симметрия.  

Для визуализации различий между полноразмерным белком Nwk и его F-BAR 

доменом, модели F-BAR [188] и SH3b [189] доменов, отфильтрованные с разрешением 20 

Å, были вписаны в реконструкцию с помощью программы Chimera 1.9 [190].  

Распределение по ориентациям частиц Nwk на липидах и на углероде изучалось 

через сравнение с проекциями, как было описано выше. Для каждого образца было собрано, 

обработано и расклассифицировано около 1000 частиц, все этапы обработки проводились 

в программе IMAGIC. 
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Результаты и обсуждение 

Молекулярная динамика мембран ДПФХ и ДПФХ/ДПФИ  

BAR-доменные белки связываются с мембранами за счёт электростатических 

взаимодействий положительно заряженных аминокислотных остатков BAR-домена с 

отрицательно заряженными липидами. Многие белки этой группы, в том числе объект 

данного исследования Nervous wreck, предпочтительно связываются с фосфоинозитидами, 

в частности с ФИ(4,5)Ф2. Локальное увеличение концентрации ФИ позволяет привлекать 

BAR-доменные белки к местам мембранных перестроек. Для того чтобы оценить, как 

увеличение концентрации ФИ влияет на свойства мембраны, в первой части работы 

методом тяжёло-атомной и крупно-зернистой молекулярной динамики исследовались 

модельные липидные бислои, состоящие из дипальмитоил-фосфатидилхолина (ДПФХ) и 

дипальмитоил-фосфатидилинозитол-4,5-дифосфата (ДПФИ).  

Тяжёло-атомный подход использовался для моделирования двух бислоёв с разными 

концентрациями ДПФИ: первый бислой состоял из 127 молекул ДПФХ и 1 молекулы 

ДПФИ, второй из 116 ДПФХ и 12 ДПФИ (по 6 ДПФИ в каждом монослое). Из полученных 

траекторий длиной 150 нс вычислялись следующие параметры: площадь и объём, 

приходящиеся на одну липидную головку, толщина бислоя, параметр порядка 

углеводородных цепей и коэффициент диффузии. Все параметры усреднялись по 

траектории и сравнивались с существующими экспериментальными данными для 

мембраны из ДПФХ. 

Величина площади на липид для бислоя 127 ДПФХ/1 ДПФИ рассчитывалась на 

интервале 100-150 нс и составила 0,57 нм2, что меньше экспериментально полученного 

значения для чистого ДПФХ бислоя [191–195]. Для бислоя 116 ДПФХ/12 ДПФИ эта 

величина составила 0,53 нм2 (рис. 22 А). Объём на липид для первой и второй систем был 

равен 1,21 и 1,14 нм3, в то время как экспериментальное значение для бислоя из ДПФХ 

равно 1,23 нм3 [194,195]. Толщина бислоя, напротив, была ниже у первой системы: 4,2 нм 

против 4,5 (экспериментальное значение – 3,8 нм [191–195]). Также был рассчитан 

коэффициент латеральной диффузии ДПФХ: 1,33 * 10-7 и 1,02 * 10-7 см2/с для систем с 1 

ДПФИ и 12 ДПФИ соответственно (рис. 22 Б). Экспериментальные значения при 

температуре 321 К находятся в диапазоне от 0,85 до 1,2*10-7 см2/с [196]. Описанные 

различия свойств могли быть вызваны выпрямлением углеводородных цепей и процессом 

упорядочивания липидов. Чтобы подтвердить эту гипотезу, мы рассчитали параметр 

порядка углеводородных цепей ДПФХ липидов и сравнили его с имеющимися 
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экспериментальными данными для первой цепи (рис. 22 В, Г). [197]. Значения были выше 

в системе с большим количеством ДПФИ и обе кривые лежали выше экспериментальной.  

 

Рисунок 22. Сравнение параметров мембран с разной концентрацией ДПФИ. (А) Площадь на 
липид в системах 127 ДПФХ/1 ДПФИ (синяя кривая) и 116 ДПФХ/12 ДПФИ (красная кривая). (Б) 
СКО липидов ДПФХ. Коэффициент диффузии рассчитывался на интервале 30-110 нс. (В) 
Параметры порядка углеводородных цепей в системах с 1 ДПФИ и (Г) 12 ДПФИ [198].  

Полученные результаты указывают на то, что увеличение количества ДПФИ в 

мембране приводит к возрастанию упорядоченности ДПФХ. В системе, содержащей одну 

молекулу ДПФИ, значения были близки к результатам, полученным для чистого ДПФХ 

бислоя. Однако, более низкие значения площади на липид, толщины бислоя и особенно 

параметр порядка углеводородных цепей указывают на некоторое изменение в организации 

ДПФХ. Эти различия становятся более значительными, когда количество ДПФИ липидов 

увеличивается до 6 в каждом монослое.  

На следующем этапе мы провели исследование более крупного бислоя состава 1160 

ДПФХ/120 ДПФИ в течение 100 нс, для чего был использован метод крупно-зернистой 

молекулярной динамики. Мы сравнили параметры данного бислоя с параметрами бислоя с 
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той же концентрацией ДПФИ в тяжёло-атомном представлении. Из соображений 

вычислительной эффективности в силовом поле MARTINI все атомы по умолчанию имеют 

массу 72 а.е.м., что может повлиять на поведение системы. Мы провели один расчёт с 

массами по умолчанию и второй с массами, соответствующими реальным значениям для 

каждого крупно-зернистого атома. Сравнение свойств бислоя в двух системах не выявило 

значительных отличий, но для второй системы требовалось больше вычислительных 

ресурсов, поэтому в дальнейшем использовалась модель с массами по умолчанию. 

По сравнению с тяжёло-атомным представлением, в крупно-зернистом возрастает 

площадь на липид и уменьшается толщина бислоя, что свидетельствует о меньшей 

упорядоченности липидов. Из-за этого влияние ДПФИ может быть неразличимо, если 

параметры крупно-зернистой модели бислоя сравниваются непосредственно с 

экспериментальными данными для мембраны из ДПФХ. Наибольшее различие проявляется 

в коэффициентах диффузии (таблица 3).  

Таблица 3. Сравнение параметров бислоёв с разной концентрацией ДПФИ. 

Параметр ДПФХ 

(эксперим.) 

1% ДПФИ 

(тяжёло-атомная 

модель) 

9% ДПФИ 

(тяжёло-

атомная 

модель) 

9% ДПФИ 

(тяжёло-

атомная 

модель) 

Площадь на липид, 

нм
2
 

0,63-0,64 0,57 0,53 0,6 

Объём на липид, нм
3
 1,23 1,21 1,14 1,15 

Толщина бислоя, нм 3,8 4,2 4,5 4,2 

Коэффициент 

латеральной 

диффузии, 10
-7

 см
2
/c 

0,85-1,2 1,33 1,02 2,62 

Как было ранее отмечено Марринком [171], динамика крупно-зернистых моделей 

идёт в среднем от 2 до 10 раз быстрее по сравнению с моделями с атомарным разрешением. 

Основной причиной этого является отсутствие трения, возникающего на атомарных 

степенях свободы, которые отсутствуют в крупно-зернистых моделях. Оценку ускорения 

для каждого конкретного случая можно проводить на основе различия в коэффициентах 

диффузии. В нашем случае ускорение составило 2,5 раза.  

Таким образом, в первой части работы было продемонстрировано, что увеличение 

количества липидов ДПФИ приводит к уменьшению площади и объёма на липид, а также 

коэффициента латеральной диффузии ДПФХ. Толщина бислоя и параметр порядка 
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углеводородных цепей, напротив, увеличиваются. Полученные результаты указывают на 

способность ДПФИ упорядочивать окружающие ДПФХ. Это согласуется с МД 

экспериментами, проведёнными ранее для бислоя с одной молекулой ФИФ2, встроенной в 

бислой из 71 ДПФХ [199]. Эффект упорядочивания также наблюдался в случае 

обогащённых холестеролом ДПФХ бислоёв [200], однако механизмы в этих случаях 

различны. Как показано в [200], холестерол остаётся заякоренным на уровне карбонильных 

групп ДПФХ, упорядочивая углеводородные цепи за счёт жёстких колец. Изменение 

содержания холестерола является путём адаптации физических свойств мембраны, в том 

числе жёсткости, водопроницаемости и текучести, к условиям среды. В отличие от колец 

холестерола, большие полярные головки фосфоинозитида располагаются в водной фазе над 

уровнем холиновых групп. Головки липидов ДПФХ, находящихся в непосредственном 

контакте с ФИФ2, располагаются перпендикулярно поверхности бислоя, в то время как в 

чистом ДПФХ бислое они практически параллельны [199]. С помощью атомно-силовой 

микроскопии было показано, что вытаскивание липида ДПФХ, находящегося в контакте с 

ФИФ2, требует примерно на 50% больше работы, чем вытаскивание ДПФХ из чистого 

ДПФХ бислоя. Таким образом, ФИФ2 формирует микродомен с окружающими липидами, 

что повышает его устойчивость к вертикальному смещению, вызываемому 

связывающимися белками.  

Другой механизм реорганизации холиновых групп был описан для ПОФХ/ПОФС 

бислоёв в 1 М растворе соли [201]. Исследование релаксации растворителя методом 

флуоресцентной спектроскопии, а также молекулярно-динамические эксперименты в 

программе GROMACS позволили авторам продемонстрировать, что изменения связаны с 

адсорбцией катионов карбонильными группами липидов. Присутствие катионов на 

поверхности мембраны вызывает поднятие холиновых головок ПОФХ, в то время как 

отрицательно заряженные головки ПОФС остаются параллельны мембране. Ещё одним 

эффектом присутствия катионов является формирование мостиков между соседними 

липидами, как было показано вычислительно [202] и экспериментально [203]. Однако, 

другое компьютерное моделирование, проведённое в силовом поле CHARMM, указало на 

предпочтительное связывание Na+ с фосфатными группами, а не с карбонильными [204]. 

Это противоречие между двумя силовыми полями может быть связано с различиями ван-

дер-ваальсовых радиусов ионов или парциальных зарядов липидных головок. Необходимо 

больше сравнительных исследований силовых полей и экспериментальных данных для 

того, чтобы выяснить, какие параметры лучше описывают липид-ионные взаимодействия. 

Тем не менее, имеющиеся на данный момент научные результаты позволяют сделать вывод 

о том, что катион натрия может связывать до четырёх молекул липидов, уменьшая их 
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подвижность. Число созданных ионом натрия кластеров и их стабильность зависят от 

состава мембраны. Например, димиристоил-фосфатидилсерин (ДМФС) более склонен 

образовывать кластеры вокруг натрия и исключать из них нейтральный димиристоил-

фосфатидилхолин (ДМФХ), чем другие отрицательно заряженные липиды, такие как 

димиристоил-фосфатидилглицерол (ДМФГ) и димиристоил-фосфатидная кислота (ДМФК) 

[204]. С одной стороны, это вызвано способностью карбоксильной группы связывать Na+. 

С другой стороны, карбоксильная группа ДМФС предпочтительно образует водородную 

связь с аминогруппой другого ДМФС, а не с холиновой группой ДПФХ. Таким образом, 

липиды ДМФС формируют между собой сеть в бислое ДМФХ, что приводит к меньшим 

значениям площади на липид и большим значением параметра порядка, чем в чистом 

ДМФХ или ДМФХ/ДМФГ. Это соответствует данным о том, что фосфатидилсериновые 

липиды формируют рафты, играющие роль в регуляции клеточного цикла [205]. Как было 

отмечено выше, ФИФ2 также локально увеличивает свою концентрацию, но этот процесс в 

основном регулируется белками, которые связываются с мембранами и секвестируют 

ФИФ2 за счёт электростатических взаимодействий [206]. Когда локальная внутриклеточная 

концентрация Ca2+ возрастает, Ca2+/кальмодулин связывается с этими белками и отводит их 

от мембраны, позволяя ФИФ2 осуществлять его функции.   

Молекулярная динамика F-BAR-домена Nwk с липидной мембраной  

Во второй части работы модельный бислой, содержащий 9% ДПФИ в бислое из 

ДПФХ, использовался для изучения взаимодействия F-BAR-домена Nwk с мембраной. 

Модель димеризованного F-BAR-домена Nwk была построена в программе Phyre по 

гомологии с известной кристаллической структурой F-BAR-домена FCHO2. Модель 

димера имеет характерную для BAR-доменов серповидную форму с боковой стороны и S-

образную форму с выпуклой стороны (рис. 23).  

 

Рисунок 23. Модель димеризованного F-BAR-домена Nwk, построенная по гомологии с известной 
кристаллической структурой F-BAR-домена FCHO2. 

Динамика мембраны с белком проводилась в течение 150 нс, начальная и конечная 

точки траектории представлены на рисунке 24. 
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Рисунок 24. Начальная и конечная точки траектории. 

Для оценки стабильности структуры белка в процессе динамики был построен 

график среднеквадратичного отклонения (СКО) атомов основной цепи белка от их 

начального положения в процессе динамики (рис. 25).  

 

Рисунок 25. График среднеквадратичного отклонения атомов основной цепи белка от начального 
положения. 

За первые 40 нс СКО достигает значения 1 нм и остаётся на этом уровне до конца 

динамики. Высокие значения СКО говорят о том, что за первые 40 нс белок претерпевает 

значительные изменения по сравнению с начальной конформацией. Для того, чтобы 
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оценить стабильность структуры после 40 нс, был построен график СКО атомов основной 

цепи от их положения на 40-ой нс (рис. 26). Из графика следует, что от 40 нс и до конца 

динамики структура сохраняет подвижность. 

 

Рисунок 26. График среднеквадратичного отклонения атомов основной цепи от их положения на 
40-ой нс. 

Чтобы выявить наиболее подвижные участки, был построен график 

среднеквадратичных флуктуаций (СКФ) атомов в зависимости от номера остатка, которому 

они принадлежат (расчёт проводился от 40 нс до 150 нс) (рис. 27). Максимальные значения 

(от 0,4 до 1,4 нм) наблюдаются у остатков 176-196 первого мономера, которые 

соответствуют петле между второй и третьей спиралями и располагаются на концевых 

участках димера. Всего для каждого мономера на графике можно выделить два участка со 

значениями СКФ более 0,3 нм. В первом мономере это концевые участи димера (а.о. 164-

200) и остатки, расположенные в верхней части димера, противоположной от мембран-

связывающей поверхности (а.о. 272-284). Во втором мономере наиболее подвижны регион 

петли между первой и второй спиралями (а.о. 75-81) и концевые области (161-179). 

Подвижность концевых участков димера указывает на то, что они не находятся в стабильно 

связанном с мембраной состоянии. 
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Рисунок 27. График среднеквадратичных флуктуаций (СКФ) остатков первого (синяя кривая) и 
второго (оранжевая кривая) мономера. Красная пунктирная линия обозначает значение СКФ 0,3 
нм. 

Как было показано многочисленными экспериментами [3,23,24], в основе 

связывания F-BAR-доменов с мембранами лежат электростатические взаимодействия 

положительно заряженных аминокислотных остатков с отрицательно заряженными 

липидами. Для того, чтобы выяснить, какие а.о. вносят основной вклад в связывание F-

BAR-домена Nwk, мы изучали формирование солевых мостиков между остатками 

лизина/аргинина и фосфатными группами липидов ДПФИ. При образовании солевого 

мостика, между водородом аминогруппы а.о. и кислородном фосфатной группы образуется 

водородная связь. Поскольку длина водородной связи не превышает 0,26 нм, необходимым 

условием формирования солевого мостика можно считать сближение а.о. и липида ДПФИ 

на расстояние менее 0,26 нм. Расчёт минимального расстояния от а.о. до липида ДПФИ (т.е. 

расстояния между каким-либо атомом остатка и ближайшим атомом липида ДПФИ) 

позволяет выявить те а.о., для которых выполняется необходимое условие. В каждом 

мономере F-BAR-домена Nwk содержится 49 положительно заряженных остатков и для 

каждого из них был проведён расчёт минимального расстояния до липидов ДПФИ за всю 

траекторию. В первом и втором мономерах было найдено соответственно 22 и 16 остатков, 

потенциально образующих водородные связи с липидами, и для них были построены 

графики изменения минимального расстояния до ДПФИ. Визуализация траектории с 

помощью программы vmd позволила определить, в каких случаях сближение а.о. и липида 

соответствует образованию водородной связи. 
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Большинство из рассмотренных остатков не образовывали стабильных водородных 

связей с ДПФИ. В качестве примера на рисунке 27 приведён график для остатка лизина 69 

первого мономера, который после 80 нс образует водородную связь с одним из липидов, 

однако она не сохраняется в течении дальнейшего времени динамики. Расстояние до 

ближайшего липида ДПФИ для этого остатка составляло в среднем 0,97 нм, что более чем 

в два раза превышает длину солевого мостика [207]. Эти данные указывают на то, что 

остаток не образовывал стабильных связей с мембраной в течение динамики. 

 

Рисунок 28. Образование нестабильного солевого мостика между остатком K69 и липидом ДПФИ. 

На рисунке 29 приведены графики для остатков лизина 46 и 183 первого мономера. 

Из графика следует, что остаток 183 с 10 по 63 нс образует солевой мостик с липидом 

ДПФИ, а после 63 нс расстояние до ближайшего ДПФИ резко увеличивается. Аналогично 

выглядят графики для остатков лизина 179, 181 и 196, которые также расположены на 

концевых участках димера, между второй и третьей альфа-спиралями. Как было отмечено 

выше, для этого участка характерны максимальные значения СКФ. Остаток 46, наоборот, 

характеризуется низкими значениями СКФ и образует стабильную связь с липидом ДПФИ 

с 70 нс и до конца динамики. Похожим образом ведут себя остатки 52 и 60, также 

расположенные в центральной части димера.  
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Рисунок 29. Взаимодействие остатков K46 и K183 с липидами ДПФИ. 

На рисунке 30 отмечены остатки, образовывавшие с ДПФИ солевые мостики, 

которые сохранялись на протяжении десятков наносекунд динамики. В первом мономере 

это остатки K25, K46, K60, K52, K154, K179, K181, K183, K196, R200, K302. Во втором 

мономере – K46, K60, K68, K77, K121, K157, R204. Наиболее стабильные связи с липидами 

формируются после 60 нс динамики остатками, расположенными в центральной части 

димера (K46, K60, K68). Остатки лизина, расположенные на петле между второй и третьей 

альфа-спиралями, связываются с ДПФИ в первые 50 нс, а затем теряют связь с мембраной 

и сохраняют высокую подвижность. Остаток K302, расположенный в неструктурированной 

C-концевой области F-BAR-домена, также образует солевой мостик с липидом ДПФИ, 

однако маловероятно, что это взаимодействие реализуется в случае полноразмерного белка, 

имеющего дополнительные домены на C-конце.   
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Рисунок 30. Остатки, образовывавшие стабильные солевые мостики с липидами в процессе 
динамики. 

Расчёты молекулярной динамики указывают на то, что наиболее важную роль в 

связывании F-BAR-домена Nwk с мембраной играют положительно заряженные остатки в 

центральной части димера K46 и K60. Данные результаты согласуются с результатами 

мутационного анализа, где сравнивались активности F-BAR-домена дикого типа и двух его 

мутантных форм. В первом мутанте остатки лизина 46 и 47 были заменены на 

глутаминовые остатки, во втором мутанте последовательности из нескольких лизинов, 

расположенные на концевых участках димера, заменялись на последовательности из 

аспарагина и лейцина. Обе мутантные формы были не способны вызывать образование 

клеточных выступов при экспрессии в клеточной линии S2 и располагались 

преимущественно в цитоплазме, что говорит о снижении способности связываться с 

мембраной [188]. Седиментационный анализ показал, что при средних скоростях 

центрифугирования лизата S2-клеток F-BAR-домен дикого типа выпадает в осадок вместе 

с мембранными компартментами (рис. 31, слева), мутант по 46 и 47 остаткам отсутствует в 

осадке (рис. 31, центр), а количество мутантного по концевым участкам белка в осадке 

заметно снижено (рис. 31, справа). Эти результаты говорят о том, что замена остатков 

лизина 46 и 47 нарушает способность F-BAR-домена связываться с мембраной сильнее, чем 

замена последовательностей на концевых участках. Таким образом, основную роль в 

связывании с мембраной играет центральная часть димера.  

 



 64 

 

Рисунок 31. Седиментационный анализ взаимодействия мутантных F-BAR-доменов с 
мембранами. НСС – низкоскоростной супернатант, ССС – среднескоростной супернатант, ССО – 
среднескоростной осадок, ВСС – высокоскроростной супернатант, ВСО – высокоскоростной 
осадок. 

Олигомеризация F-BAR домена Nwk на мембране  

Для того, чтобы протестировать активность F-BAR-домена in vivo, использовалась 

клеточная линия S2, в которой не экспрессируется эндогенный Nwk [208]. Хотя 

исследования на клетках S2 не воспроизводят в точности процессы, происходящие при 

эндоцитозе в нервных клетках, они позволяют проследить, как F-BAR-домены 

взаимодействуют с актиновым цитоскелетом для изменения формы мембраны. В 

результате было обнаружено, что F-BAR-домен Nwk вызывает образование клеточных 

выступов, что является нетипичной активностью, поскольку большинство исследованных 

F-BAR-доменов вызывают образование мембранных трубочек, проникающих внутрь 

клетки. При этом F-BAR-домены собираются вокруг неё в спиральную структуру, что 

способствует распространению мембранного изгиба и росту трубочки [8,119,121]. Чтобы 

выяснить, является ли нетипичная активность Nwk следствием особого способа 

олигомеризации на мембране, мы сравнили организацию F-BAR-доменов Nwk (фрагмент 

Nwk1-428) и F-BAR-доменов белка Cip4 (Cip41-312) на отрицательно заряженных липидных 

монослоях с помощью электронной микроскопии негативного контрастирования. Cip41-312 

собирался в линейные тяжи, где димеры взаимодействовали концевыми участками (рис. 32 

А), что согласуется с ранее полученными результатами [82,121]. В отличие от него, димеры 

Nwk1-428 собирались на мембране в V-образные, N-образные и зигзагообразные структуры 

более высокого порядка (рис. 32 В). В отсутствие липидного монослоя подобных структур 

не наблюдалось.  
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Рисунок 32. Олигомеризация F-BAR-доменов белков Cip4 и Nwk на мембранах (пояснения в 
тексте). 

Построенная по гомологии модель F-BAR-домена Nwk имеет специфическую S-

образную форму, а расчёты молекулярной динамики показывают, что эта форма 

сохраняется в процессе динамики. Это позволяет определить относительную ориентацию 

димера, т.е. отличить димер, обращённый к мембране вогнутой стороной, от димера, 

обращённого к мембране выпуклой стороной. Построенная по гомологии модель F-BAR-

домена Nwk была отфильтрована в Chimera до разрешения 20 Å и использована для 

получения проекций с шагом 10° (рис. 33), по которым выравнивались изображения 

отдельных частиц. По проекции, с которой достигался наибольший коэффициент 

корреляции, определялась ориентация димера.  
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Рисунок 33. Проекции отфильтрованной модельной структуры F-BAR-домена Nwk. 

Аналогичным образом с помощью известной структуры F-BAR-домена FBP17 

определялась ориентация димеров классического F-BAR белка Cip41-312. Всего было 

собрано и расклассифицировано 910 частиц Cip41-312 и 680 частиц Nwk1-428. Частицы Cip41-

312 демонстрировали ожидаемую серповидную форму (рис. 32 Б), а Nwk1-428 S-образную. 

Анализ частиц показал, что 34% димеров Nwk1-428 обращены к липидному монослою 

вогнутой стороной, но большая часть (~50%) боковой (рис. 32 Г).  

Чтобы определить взаимную ориентацию димеров в составе олигомеров, в 

программе EMAN2 было собрано 350 V-образных структур, которые затем 

анализировались в программе IMAGIC. Собранные структуры были расклассифицированы 

на пять классов, в каждом из которых угол между димерами составлял около 90° (рис. 32 

Д, 34). В результате было показано, что в каждой V-образной структуре один димер 

обращён к мембране вогнутой стороной, а второй повёрнут на угол от 40° до 180° (рис. 34).  

В работах других исследователей на жёстких липидных бислоях FBP17 также 

предпочтительно принимал боковую ориентацию, несмотря на то, что с мембранными 

трубочками взаимодействовал вогнутой стороной [8]. При этом концевые контакты, 

играющие решающую роль в формировании трубочек, сохранялись между димерами, 

ориентированными боковой стороной к мембране. Таким образом, на липидных бислоях 

(или монослоях, как в случае наших экспериментов), устойчивых к деформации, 

ориентация F-BAR-доменов может отличаться от ориентации на клеточных мембранах, но 

характерные структуры высокого порядка сохраняются.  
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Рисунок 34. Ориентация димеров в составе V-образных структур на мембране. В таблице указана 
относительная ориентация частиц и коэффициент корреляции с проекцией [188]. 

Полученные нами результаты позволили предположить механизм формирования 

трубочек F-BAR-доменами Nwk, отличающийся от известной ранее схемы спиральной 

организации доменов вокруг трубочки (рис. 35).  

 

Рисунок 35. Модель активности F-BAR-домена Nwk в клетках S2. 

Согласно нашей модели, зигзагообразные структуры создают на мембране 

гребешок, геометрия которого зависит от угла между димерами и частоты встречаемости 

димеров, обращённых вогнутой стороной к мембране (рис. 32 Е). В клетках участок 

мембраны между такими гребешками преобразуется в выступ за счёт полимеризации 
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актиновых филаментов. Данная модель объясняет наблюдаемый эффект при экспрессии F-

BAR-домена Nwk в клетках S2, не имеющих эндогенного Nwk. Биологическая роль 

формирования мембранных гребешков белком Nwk в нейронах дрозофилы связана с 

динамин-зависимым эндоцитозом. Динамин привлекается к мембране за счёт связывается 

с SH3a-доменом Nwk [140].  

SH3-домены встречаются у многих BAR-доменных белков и помимо 

взаимодействия с белками-партнёрами, они также могут выполнять функцию 

ингибирования активности BAR-домена [103,128,209]. Фрагмент Nwk, содержащий F-

BAR-домен и два SH3-домена, демонстрировал меньшую аффинность к заряженным 

липосомам, чем F-BAR-домен отдельно [188], а в клетках S2 не вызывал образование 

характерных клеточных выступов [189]. Также в опытах in vitro было показано, что SH3-

домены напрямую связываются с F-BAR-доменом и это взаимодействие носит 

электростатический характер [189]. Эти результаты говорят о том, что SH3-домены 

регулируют активность F-BAR-домена Nwk. Однако, связывание SH3-доменов не 

полностью ингибирует мембран-связывающую активность F-BAR-домена, а лишь 

повышает необходимую для связывания концентрацию ФИ(4,5)Ф2: если для связывания F-

BAR-домена достаточно 5%-ой концентрации ФИ(4,5)Ф2 в липосомах, то присутствие SH3-

доменов повышает необходимую концентрацию до 20% (рис. 36) [189].  

 

Рисунок 36. Влияние SH3-доменов на связывание F-BAR-домена с мембраной [189]. 

При достаточном количестве ФИ(4,5)Ф2 как F-BAR-домен отдельно, так и 

полноразмерный белок индуцируют формирование трубочек на липосомах, однако, 

слишком большой негативный заряд препятствует деформации мембраны [189]. Возможно, 

это связано с тем, что высокие концентрации ФИ(4,5)Ф2 приводят к повышению жёсткости 

мембраны, а также затруднению перемещения белков, необходимого для формирования 
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олигомеров [210]. Состав мембраны может регулировать и другие BAR-доменные белки 

сходным образом: повышенное содержание ФИ(4,5)Ф2 подавляет мембрано-

деформирующую активность F-BAR-домена FBP17 в опытах in vivo [211]. 

Для того, чтобы выяснить, какие структурные изменения происходят в 

полноразмерном белке при связывании с липидной мембраной, в следующей части работы 

были получены трёхмерные реконструкции полноразмерного Nwk на углероде и на 

липидной мембране.  

Структура автоингибированного Nwk 

Для исследования структуры Nwk в несвязанном с мембраной автоингибированном 

состоянии, использовался Nwk1-731, который содержит оба SH3-домена и воспроизводит 

фенотип дикого типа в клетках дрозофилы [140]. Методом просвечивающей электронной 

микроскопии негативно контрастированных образцов были получены изображения белка 

на сетках с углеродной подложкой (рис. 37).  

 

Рисунок 37. Микрофотография негативно контрастированных частиц Nwk1-731 на углеродной 
подложке. 

Далее с полученных микрофотографий собирались отдельные частицы, проводилось 

их выравнивание и классификация (подробнее в разделе «Материалы и методы). На 
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рисунке 38 представлены примеры классовых сумм, полученных в процессе создания 

реконструкции. 

 

Рисунок 38. Классовые суммы, получаемые в процессе обработки частиц Nwk1-731 и создания 
трёхмерной реконструкции. 

Трёхмерная реконструкция была построена из 2500 изображений отдельных частиц 

в программе IMAGIC. Разрешение реконструкции определялось методом объёмной 

корреляции Фурье по пространственной частоте на уровне корреляции 0,5 и составило 

около 20 Å (рис. 39).   

 

Рисунок 39. Определение разрешение реконструкции Nwk1-731 на углеродной подложке методом 
объёмной корреляции Фурье. 

Для интерпретации полученной электронной плотности с помощью программы 

Chimera в неё была вписана электронная плотность F-BAR-домена, полученная из 

предсказанной по гомологии модели (рис. 40). Построенная реконструкция обладает 

дополнительной электронной плотностью со стороны мембран-связывающей поверхности 

F-BAR-домена.  
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Рисунок 40. Реконструкция полноразмерного Nwk на углеродной подложке (бар – 10 Å). 

Чтобы выяснить расположение SH3-доменов в дополнительной плотности, 

сравнивались изображения частиц Nwk1-633 (фрагмент, у которого отсутствует SH3b-домен) 

и Nwk1-428 (фрагмент без SH3-доменов). Разность электронных плотностей указывает на то, 

что дополнительная плотность первого фрагмента располагается в центральной части 

димера (рис. 41).  

 

Рисунок 41. Разностная карта, показывающая положение SH3a-доменов (красные точки). 

Следовательно, в построенной реконструкции SH3a-домен располагается в 

центральной области, а SH3b домен занимает положение ближе к концам (рис. 40, справа). 

Таким образом, по нашим данным в несвязанном с мембраной состоянии C-конец белка 

блокирует вогнутую поверхность F-BAR-домена, снижая его способность связываться с 

мембраной.  

Структура связанного с мембраной Nwk 

На рисунке 42 представлена микрофотография частиц Nwk1-731 на липидном 

монослое, содержащем 10% ФИ(4,5)Ф2, ниже приведены примеры классовых сумм (рис. 

43).   
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Рисунок 42. Микрофотография негативно контрастированных частиц Nwk1-731 на липидном 
монослое, содержащем 10% ФИ(4,5)Ф2 (бар – 50 нм). 

 

 

Рисунок 43. Примеры классовых сумм частиц Nwk1-731 на липидном монослое, содержащем 10% 
ФИ(4,5)Ф2. 

Трёхмерная реконструкция связанного с липидным монослоем Nwk1-731 была 

построена в программе EMAN2 с применением метода случайного конического наклона 

[185], а затем улучшалась в программе FREALIGN [187]. Разрешение реконструкции также 

составило около 30 Å (рис. 44).  
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Рисунок 44. Определение разрешение реконструкции Nwk1-731 на липидном монослое методом 
объёмной корреляции Фурье. 

Полученная реконструкция имела форму гантели, отличающуюся от формы Nwk на 

углеродной подложке (рис. 45).  

 

 

Рисунок 45. Реконструкция полноразмерного Nwk на липидах (слева) и она же со вписанным F-
BAR-доменом (справа). Красные стрелки указывают расположение SH3a-доменов, синие SH3b-
доменов, зелёные – С-концевой последовательности.  

Сравнение со структурой F-BAR-домена показало наличие небольшой 

дополнительной массы на внутренней поверхности S-образного димера, большей массы на 

внешней поверхности, а также дополнительной массы рядом с центром F-BAR. Чтобы 

определить, какая из дополнительных плотностей отвечает каждому из SH3-доменов, мы 

так же проанализировали фрагменты Nwk, у которых не хватало одного или обоих SH3-

доменов. Вычитание классовой суммы Nwk1-428 из Nwk1-633 показало наличие 

дополнительной массы на внутренней стороне кривой F-BAR домена (рис. 46, сверху). 

Вычитание Nwk1-633 из Nwk1-731 выявило дополнительную массу на внешней стороне 
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кривой F-BAR домена (рис. 46, снизу). Это позволило сделать вывод о том, что небольшая 

масса на внутренней стороне кривой отвечает SH3a, а большая масса отвечает SH3b и, 

возможно, линкерной последовательности между ними. При этом SH3-домены не 

закрывали концы F-BAR, что согласуется с нашими результатами о вовлечённости 

концевых остатков в связывание мембраны [188].  

 

Рисунок 46. Разностная карта, показывающая положение SH3a- (красные) и SH3b- (синие) 
доменов. 

Дополнительная плотность в центральной части реконструкции может 

соответствовать 115 а.о., C-терминальных по отношению к F-BAR, поскольку эта масса 

также видна при вычитании Nwk1-313 из Nwk1-428 (рис. 47, снизу). Данная плотность 

отсутствовала в структуре Nwk1-731 на углеродной подложке и в классовых суммах Nwk1-428 

на углероде или была иначе ориентирована.  
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Рисунок 47. Дополнительная плотность в центральной части реконструкции, соответствующая N-
концевой последовательности (стрелки) . 

Таким образом, при связывании Nwk с мембраной, и С-концевая альфа-спираль и 

SH3 домены меняют свои позиции относительно F-BAR домена, перемещаясь от вогнутой 

стороны в положение в латеральной части F-BAR.  

Чтобы выяснить, как связывание SH3-доменов с F-BAR-доменом влияет на 

взаимодействие SH3-доменов с лигандами, сравнивалась способность различных 

фрагментов Nwk активировать WASp-опосредованную полимеризацию актиновых 

филаментов (рис. 48). Было показано, что SH3a-домен отдельно (Nwk536-601) и фрагмент F-

BAR+SH3a (Nwk1-633) значительно сильнее активируют WASp, чем фрагмент Nwk1-731, 

содержащий оба SH3-домена. Эти результаты говорят о том, что Nwk активирует WASp за 

счёт SH3a-домена и последовательности, расположенные к С-концу от SH3a негативно 

влияют на активацию.  
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Рисунок 48. Роль SH3-доменов в активации WASp и WASp-зависимой полимеризации актина. 
Сверху показаны исследованные фрагменты, снизу кривые полимеризации актина2. 

Результаты данной работы позволяют предложить следующую модель 

взаимодействия Nwk с мембранами (рис. 49). Полноразмерный белок Nwk в клетке 

находится в автоингибированном состоянии, обусловленном внутримолекулярными 

взаимодействиями между F-BAR-доменом и SH3-доменами. В такой конформации снижена 

способность F-BAR-домена связываться с мембранами, а SH3-домена – с лигандами. При 

повышенном количестве ФИ(4,5)Ф2 связывание с мембраной происходит и структура Nwk 

претерпевает значительные изменения, в ходе которых SH3-домены перемещаются с 

вогнутой поверхности F-BAR-домена к боковым сторонам. Однако, для полной активации 

белка необходимо взаимодействие с другими белками-партнёрами, которые ещё предстоит 

изучить.  

                                                           
2 Данные получены в лаборатории др. А. Родал (Университет Брандайз, США). 
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Рисунок 49. Модель взаимодействия Nwk с мембраной. При связывании автоингибированного 
Nwk с мембраной SH3-домены перемещаются с вогнутой поверхности на боковые стороны. Для 
полного снятия автоингибирования необходимо взаимодействие с другими белками. 

Заключение 

В данной работе исследовалось взаимодействие F-BAR-доменного белка Nervous 

wreck с мембранами, содержащими отрицательно заряженный липид ФИ(4,5)Ф2. 

Большинство F-BAR-доменов при гиперэкспрессии в клетках вызывают образование 

проникающих внутрь клетки трубочек, но F-BAR-домен Nwk вызывает образование 

клеточных выступов. Результаты молекулярной динамики указывают на важность 

центральных участков димера для связывания с ФИ(4,5)Ф2. С помощью метода 

электронной микроскопии было показано, что F-BAR-домены Nwk организуются на 

мембране особым образом, что является причиной нетипичной активности. В 

полноразмерном белке активность F-BAR-домена блокируется внутримолекулярным 

связыванием SH3-доменов. Получение трёхмерных реконструкции показало, как 

располагаются SH3-домены Nwk в растворе и как изменяется их расположение при 

связывании с мембраной. На основании полученных результатов была предложена модель 

активности Nwk, согласно которой связывание автоингибированного белка с мембраной и 

изменение его конформации является первым шагом к его активации. 
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Выводы 

1. Молекулярная динамика модельных липидных мембран показывает, что увеличение 

количества ФИ(4,5)Ф2 приводит к возрастанию упорядоченности липидов. В 

результате вокруг ФИ(4,5)Ф2 формируется микродомен, что может повышать его 

устойчивость к вертикальному смещению при связывании с белками. 

2. Согласно результатам моделирования взаимодействия димеризованного F-BAR-

домена Nwk с мембраной, сначала белок связывается с ней концевыми участками 

(а.о. K179, K181, K183, K196), а затем центральным участком (K46, K60). Вогнутая 

поверхность димера уплощается, K46 и K60 образуют стабильные солевые мостики 

с ФИ(4,5)Ф2, а концевые участки отделяются от мембраны. 

3. Методом электронной микроскопии макромолекул продемонстрировано, что F-

BAR-домен белка Nwk формирует зигзагообразные паттерны на поверхности 

липидной мембраны, содержащей ФИ(4,5)Ф2. Это приводит к появлению 

мембранных гребешков на поверхности липосом и к образованию выступов в 

клетках S2. 

4. Полноразмерный Nwk в растворе автоингибирован SH3-доменами, которые 

связываются с вогнутой поверхностью F-BAR-домена и препятствуют его 

взаимодействию с мембраной при отсутствии в ней достаточного количества 

ФИ(4,5)Ф2. При связывании Nwk с мембраной, содержащей повышенную 

концентрацию ФИ(4,5)Ф2, наблюдается значительное конформационное изменение 

структуры, при котором SH3-домены смещаются на боковую сторону димера. 
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