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I. ВВЕДЕНИЕ
Амфифильная природа и низкая стабильность являются неотъемле
мыми характеристиками одного из важнейших для фармакологии 
класса мембранных белков – рецепторов, сопряженных с G-белками 
(GPCR). GPCR – это рецепторы, состоящие из семи трансмембранных 
спиралей и экспрессирующиеся на плазматической мембране клеток. 
GPCR – это наиболее распространенное семейство белков в протеоме 
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человека, которые распознают большой спектр внеклеточных сиг
нальных молекул и передают сигналы внутрь клеток, вызывая различ
ные типы клеточных ответов. GPCR играют первостепенную роль во 
многих важных физиологических функциях в организме человека, 
таких как зрение, восприятие вкуса, запаха, регуляция деятельности 
нервной, иммунной и сердечно-сосудистой систем, поддержание 
гомеостаза и необходимой плотности клеток в ткани. Дисфункции 
этих процессов приводят к серьёзным заболеваниям, которые могут 
быть скорректированы путём воздействия на соответствующие 
рецепторы блокирующим или активирующим образом. До 40% сов
ременных лекарственных средств действуют именно на GPCR [1, 2]. 
Для определения молекулярного механизма функционирования дан
ных рецепторов, а также для разработки высокоэффективных препа
ратов с минимальными побочными воздействиями, необходимо знать 
структуру рецепторов с высоким разрешением в различных функцио
нальных состояниях. Разработка лекарств на основе структуры может 
радикально сократить время и финансовые затраты на разработку 
новых медицинских продуктов [3]. Изучение рецепторов GPCR 
имеет важнейшее значение как для фундаментальной науки, так и 
для медицины и фармакологии.
	 Основными современными методами для определения структур 
белков с высоким разрешением являются рентгеноструктурный ана
лиз [4], криоэлектронная микроскопия [5], микроэлектронная дифрак
ция [6] и биомолекулярная спектроскопия ядерного магнитного 
резонанса [7]. 
	 Структурно-функциональные исследования GPCR требуют полу
чения гомогенных стабилизированных препаратов белков. Экспрес
сия, выделение и очистка стабильного и мономерного рецептора – это 
самостоятельная многоуровневая научная задача по созданию стра
тегии белковой инженерии.
	 В настоящем обзоре мы систематизируем подходы, которые 
оказались наиболее успешными для получения структур GPCR и 
их комплексов, включающие рациональный дизайн генетических 
модификаций (рациональное предсказание необходимых точечных 
мутаций, делеций, тагов, фьюжн-белков), подбор оптимальных 
систем экспрессии, стратегий очистки и стабилизации белка, включая 
использование различных мембрано-моделирующих сред, антител и 
их фрагментов, лигандов, а также основные подходы к характериза
ции и контролю качества получаемого белка. 
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II. СОЗДАНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ КОНСТРУКЦИЙ
ВВЕДЕНИЕ ТОЧЕЧНЫХ МУТАЦИЙ

В большинстве случаев в конструкцию рецептора вводятся точечные 
мутации, способствующие повышению уровня экспрессии, гомо
генности и термостабильности рецептора, и, в некоторых случаях, 
направленные на удаление нежелательных посттрансляционных 
модификаций. Так, для ряда рецепторов показано, что разумно 
спланированные аминокислотные замены в аллостерическом сайте 
связывания натрия для GPCR класса A могут приводить к повышению 
экспрессии [8], снижению конформационной гетерогенности путем 
стабилизации рецептора в состояниях, предпочтительных для связы
вания с антагонистом [9], агонистом или в промежуточных [10]. Кроме 
того, такие модификации применили и в рецепторах класса B [11]. 
	 Посттрансляционные модификации (ПТМ) могут негативно влиять 
на однородность препарата белка при кристаллизации. Для устранения 
негативного влияния ПТМ для некоторых рецепторов проводились 
аминокислотные замены с целью изменения функциональной боко
вой группы. Так, N-гликозилирование является наиболее распростра
ненной ПТМ среди GPCR, и сайт данной модификации неоднократно 
удалялся [12–15]. Однако, в большинстве случаев, ПТМ являются 
функционально значимыми, влияющими на экспрессию и фолдинг 
белка, а также, в некоторых случаях, и на способность рецептора 
связывать лиганды, поэтому применение такого подхода привело к 
снижению поверхностной экспрессии белка у многих GPCR [16].
	 Другим рациональным подходом к введению точечных мутаций 
является введение в конструкцию цистеиновых мостиков. Как 
известно, дисульфидные связи в белках непосредственно влияют на 
их фолдинг и стабильность [17–19]. Для некоторых GPCR введение 
точечных мутаций, приводящих к образованию дисульфидных связей 
между двумя близкорасположенными остатками цистеина, оказа
лось вполне успешным. Например, в молекулу родопсина вводилась 
дисульфидная связь между N-концом рецептора и третьей внекле
точной петлей (ECL3). Данная модификация привела к повышению 
термостабильности рецептора на 10 °С [20] в форме как апопротеина 
опсина [21], так и в комплексе с ретиналем [20] в растворе детергента. 
Этот прием не оказал значительного влияния на функционирование 
рецептора [20–22]. В другом примере местоположение вводимых 
дисульфидных связей определяли с помощью предсказательного 
алгоритма [23] для рецептора LPA1. Формирование дисульфидной 
связи между внешними сторонами трансмембранных доменов 5 и 6, 
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привело к повышению термостабильности рецептора LPA1 на 5 °С в 
присутствии лиганда [24]. Образование дисульфидной связи между 
трансмембранными спиралями 5 и 6 у GLP-1 рецептора привело к 
стабилизации его неактивной конформации [25].
	 Несмотря на имеющиеся представления о механизме стабилиза
ции рецепторов, точное предсказание точечных мутаций, которые 
приведут к желаемым эффектам, остается сложной задачей. Некоторые 
подходы, облегчающие ее решение, представлены ниже.

АЛАНИНОВОЕ СКАНИРОВАНИЕ И STAR(™) ТЕХНОЛОГИЯ

Аланиновое сканирование представляет собой метод последова
тельного сайт-направленного мутагенеза, который используется для 
определения отдельных аминокислотных остатков, влияющих на 
стабильность или функцию исследуемого белка. В аланине присутст
вует лишь бета-углеродный атом боковой цепи [26], благодаря чему 
эта аминокислота компактна, а значит, может послужить заменой 
практически любому другому остатку без стерических затруднений. 
В то же время, в отличие от компактных глицина и пролина, аланин 
способствует сохранению конформации основной цепи [27]. Кроме 
того, показано, что остатки аланина склонны к образованию альфа-
спиралей, которыми богаты мембранные белки [28]. Благодаря этим 
свойствам именно аланин является предпочтительным замещающим 
остатком при поиске функциональных аминокислотных остатков в 
рецепторе. 
	 При проведении аланинового сканирования все аминокислотные 
остатки поочередно заменяются на аланин, а исходный аланин 
чаще всего на лейцин [29, 30], реже на другие аминокислоты [31]. 
В результате проводится экспериментальная оценка стабильности 
полученных мутантов и отбираются наилучшие мутации. Аланиновое 
сканирование было применено не только для создания более стабиль
ных рецепторов, но и для выявления аминокислот, участвующих в 
передаче сигнала [32]. 
	 Как правило, аланиновое сканирование не проводится на диком 
типе рецептора. Отправной точкой служит модифицированная 
конструкция, например, с удалёнными гибкими N- и С- концевыми 
доменами. Такие делеции могут приводить к повышению экспрессии, 
снижению протеолитического расщепления концевых участков 
рецептора [29, 30, 33].
	 Хотя аланин и лейцин являются хорошим подспорьем в поиске 
стабилизирующих позиций в качестве начальных мутаций, введение 
других аминокислотных замен привело к более оптимальным стаби
лизированным вариантам рецепторов [29, 30].
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	 Stabilized Receptor™ (StaR™) технология заключается в создании 
термостабильных рецепторов путём введения точечных мутаций в его 
структуру. Повышение термостабильности происходит за счет стаби
лизации белка в любой из конформаций, существующих в природе: 
от основного состояния до полностью активного состояния, связы
вающегося с G-белком. Выбор состояния определяется типом лиганда 
(агонист, антагонист, обратный агонист), который используется в 
экспериментах. Таким образом, при выборе конформации, связы
вающей агонист, данный рецептор будет иметь высокое сродство к 
другим агонистам и наоборот. Например, для рецептора аденозина 
A2a созданы конструкции с повышенным сродством как к агонисту, 
так и к антагонисту [30].
	 Технология создания генетической конструкции основана по 
сути своей на аланиновом сканировании. Все мутанты с одиночными 
точечными заменами экспрессируются, и сравнивается способность 
мутантов и белка дикого типа связывать радиоактивно-меченый 
лиганд при повышении температуры [34]. На следующих этапах удач
ные точечные мутации, повышающие термостабильность комплекса 
лиганд-рецептор, последовательно комбинируются друг с другом до 
достижения максимально возможной температуры плавления [35].
	 Первой кристаллизационной структурой, полученной с помощью 
StaR™- технологии была структура β1-адренергического рецептора 
индейки [29]. В данной работе проводилось не только аланиновое 
сканирование, но и замены, сделанные на основе выравнивания с 
аминокислотной последовательностью бычьего родопсина, на тот 
момент единственного GPCR с известной структурой. 
	 Из-за огромного количества мутантов (более 300), каждый из 
которых необходимо проверять на термостабильность, на создание 
StaR™-конструкции требуются месяцы кропотливой работы. Однако 
это не мешает этому методу оставаться актуальным по сей день для 
получения кристаллизационных конструкций [20, 36–48]. 

НАПРАВЛЕННАЯ ЭВОЛЮЦИЯ

Направленная эволюция может помочь в поиске и отборе функцио
нально экспрессирующихся рецепторов, для получения которых не 
удалось подобрать оптимальных условий в стандартно использующихся 
экспрессионных системах в клетках насекомых и млекопитающих.
	 Для направленной эволюции GPCR применяются общие подходы: 
наработка библиотеки мутантных вариантов гена, кодирующего 
рецептор; выявление вариантов рецептора, подвергнутых давлению 
отбора, с повышенной функциональной экспрессией, подтверждае
мой связыванием со специфическим лигандом; последующие раунды 
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эволюции и селекции для выявления наиболее предпочтительного 
варианта [49]. Стоит учитывать, что для всех описываемых в данном 
разделе методов необходимо наличие специфических лигандов к 
исследуемым рецепторам.
	 Первоначально библиотеки мутантных генов GPCR анализировали 
в клетках Escherichia coli – наиболее удобном и простом для гене
тических манипуляций объекте. Пермеабилизация внешней мем
браны клеток E. coli сделала рецепторы, экспрессируемые на 
внутренней мембране, доступными для меченых флуоресцентной 
меткой лигандов. После этого проводилась сортировка клеток, акти
вируемая флуоресценцией (FACS). Это позволило единовременно 
проводить скрининг большого количества мутантов рецептора, 
без необходимости экспрессировать каждый рецептор по отдель
ности. В результате нескольких раундов отбора были выявлены 
рецепторы с повышенной функциональной экспрессией не только 
в прокариотических, но и в эукариотических системах экспрессии 
[50]. Возникший позднее подход CHESS (клеточная высокопроиз
водительная инкапсуляция, солюбилизация и скрининг; cellular 
high-throughput encapsulation, solubilization and screening) позволил 
выявлять рецепторы с повышенной устойчивостью к детергентам. 
Это стало возможным благодаря инкапсуляции клеток E. coli поли
сахаридным матриксом, с последующем разрушением клеточных 
мембран и солюбилизации рецепторов детергентом. При этом круп
ные клеточные компоненты, включая исследуемый рецептор и плаз
мидную ДНК, оставались внутри капсулы. Дальнейшая инкубация 
полупроницаемых капсул с лигандом, меченым флуоресцентным 
красителем, и клеточный сортинг (FACS) позволили отбирать клоны 
с функциональными рецепторами в заданных условиях. Отсорти
рованные гены подвергались дальнейшим раундам мутагенеза и 
селекции [51]. Методы направленной эволюции в клетках E. coli [51, 
52] в комплексе с дополнительным модификациями позволили полу
чить нейротензиновый рецептор NTR1, пригодный для структурных 
исследований [47].
	 Недостатками вышеописанных подходов является необходимость 
осуществления экспрессии функциональных рецепторов в клетках 
E. coli, что не всегда возможно для стартовых экспрессионных вариан
тов эукариотических мембранных белков.
	 Позднее появился метод SaBRE (Saccharomyces cerevisiae-based 
receptor evolution) [53], основанный на направленной эволюции в 
клетках дрожжей, который позволил проводить экспрессию боль
шего набора GPCR в силу более обширных возможностей пост
трансляционных механизмов. В результате применения подхода 
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потребовалось всего два раунда направленной эволюции в клетках 
S.  cerevisiae, чтобы получить рецепторы с повышенной экспрес
сией, способные связывать лиганд. Мутации, отобранные методом 
SaBRE, привели к повышению экспрессии в клетках насекомых, 
а анализ термостабильности рецептора также выявил ее значи
тельное повышение. Подход был применен при создании кристал
лизационных конструкций окситоцинового рецептора [54], рецептора 
паратиреоидного гормона PTH1R [55], а также рецептора δOP, в 
генетическую конструкцию которого были внесены 8 ключевых 
точечных мутаций, выявленных для родственного рецептора 𝜘OP 
при применении данного подхода [56].
	 В недавнем времени лаборатория Андреаса Плюктуна скомбини
ровала несколько подходов направленной эволюции с целью прове
дения высокопроизводительного скрининга CHESS для окситоцино
вого рецептора, изначально токсичного для клеток E. coli. В данном 
случае мутанты, отобранные методом SaBRE, послужили отправной 
точкой для следующих раундов эволюции в E. coli, что позволило 
осуществить скрининг CHESS и выявить мутанты с повышенной 
функциональной экспрессией в E. coli. Такой подход может оказаться 
полезным в исследованиях, где клетки E.  coli являются наиболее 
предпочтительными [49].
	 Кроме того, недавно сообщалось о методе отбора рецепторов YDDS 
(Yeast Direct Detergent Screening), позволяющем выявить GPCR, 
устойчивые к короткоцепочечным детергентам при экспрессии в 
дрожжевых клетках [57]. 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПОДХОДОВ МАШИННОГО ОБУЧЕНИЯ  
ДЛЯ ПРЕДСКАЗАНИЯ ТОЧЕЧНЫХ МУТАЦИЙ: АЛГОРИТМ COMPOMUG

В настоящее время подходы с использованием систем искусственного 
интеллекта приводят к прорывам во многих областях науки и 
позволяют решать задачи, которые классические подходы решают 
с недостаточной эффективностью. Алгоритм CompoMug состоит 
из четырех модулей (модуль на основе анализа имеющихся данных, 
модуль на основе анализа последовательностей, модуль на основе 
структуры и модуль на основе машинного обучения), объединяющих 
несколько подходов для составления списка точечных мутаций-кан
дидатов, которые могут улучшить стабильность GPCR. Модули, осно
ванные на данных и последовательностях, работают только с инфор
мацией о последовательности целевого рецептора, в то время как 
модули, основанные на структуре и машинном обучении, работают 
со структурной информацией. Результатом применения алгоритма 
является приоритетный список точечных мутаций (с указанием чисел, 
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полученных в рамках используемых в каждом модуле метрик оценки 
эффективности по внутренним критериям алгоритма), которые 
используются для проведения экспериментального тестирования и 
создания конструкции рецептора, позволяющей получить гомоген
ный стабильный белок для структурных исследований. Алгоритм 
CompoMug использует различные типы информации, чтобы учесть 
несколько аспектов, связанных со стабильностью GPCR, например, 
знание переносимых стабилизирующих мутаций между GPCR, 
эволюционную информацию на основе последовательностей (напри
мер, сохранение абсолютных и относительных положений амино
кислот) и информацию о структуре (например, расстояния между кон
тактами и энергии остатков). Вся информация кодируется численно, 
чтобы составить дескрипторы устойчивости GPCR. Алгоритмы 
машинного обучения применялись к дескрипторам, вычисленным 
для известных точечных мутаций, стабилизирующих GPCR, чтобы 
получить модель всестороннего предсказания. Метод был итера
тивно улучшен с накоплением данных о стабилизирующем эффекте 
точечных мутаций для новых GPCR, с учётом данных, обеспеченных 
экспериментальной обратной связью. Этот метод реализован с 
использованием современных алгоритмов машинного обучения и 
вычислительной биологии. Дистрибутив программы и описание дос
тупны по адресу: CompoMug 2.0 https://gitlab.com/pp_lab/CompoMug. 
CompoMug предоставляет собой вычислительную платформу для 
термостабилизации GPCR и может быть дополнительно усовершен
ствован с накоплением экспериментальных данных о мутациях [58].

ДЕЛЕЦИИ НЕУПОРЯДОЧЕННЫХ УЧАСТКОВ  
АМИНОКИСЛОТНОЙ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ

Подвижные участки белков очень часто мешают кристаллизации 
и снижают качество получаемых данных. Наиболее подвижными 
у GPCR являются N- и С-концевые участки, поэтому их нередко 
подвергают частичному удалению, оставляя 10-20 аминокислотных 
остатков. Длинная N-концевая часть рецептора может содержать 
сайты гликозилирования, которые влияют на процессинг белка в цито
плазматической мембране, что влияет на его выход [59]. С-концевая 
часть белка также может влиять на экспрессию и последующую 
монодисперсность белка [60]. К сожалению, предсказать влияние 
удаления N- и С-концевого участка на уровень экспрессии рецептора 
невозможно, при этом стоит принять во внимание функционально 
значимые участки, такие как сайты гликозилирования и места взаимо
действия с белками-партнёрами [61,62]. На практике имеет смысл 
проводить скрининг конструкций, последовательно удаляя по 1–5 
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аминокислот, экспериментально тестируя эффект. 
	 У GPCR класса А третья внутриклеточная петля также является 
очень подвижной [63], и для улучшения кристаллизуемости её заме
няют на фьюжн-белок, например термостабилизированный участок 
апоцитохрома (BRIL), флаводоксин, T4-лизоцим, рубередоксин, 
гликогенсинтаза и др. [64] (см. раздел «Использование фьюжн 
партнёров»).

ВСТАВКИ ДОПОЛНИТЕЛЬНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ  
АМИНОКИСЛОТНОЙ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ

Вставки в аминокислотную последовательность рецепторов вводятся 
для разных целей. Для увеличения экспрессии и выхода GPCR на 
поверхность клетки часто используют введение HA-тага (HA-tag) – 
остатков MKTIIALSYIFCLVFA [65, 66] основного поверхностного 
белка вируса гриппа, гемагглютинина. Будучи расположенным на 
N-конце белка, HA-tag, по-видимому, позволяет рецептору более 
эффективно встраиваться в эндоплазматический ретикулум и транcло
цироваться на поверхность клеточной мембраны [65]. HA-таг подходит 
как для клеточной линии насекомых Sf9 [67], так и для клеточной 
линии человека HEK293 [66,68]. Кроме того, другой фрагмент 
последовательности гемагглютинина (YPYDVPDYA) используется 
в качестве эпитопной метки для иммуногистохимических исследова
ний GPCR [69–71].
	 Для последующей очистки рецептора методом аффинной хрома
тографии в аминокислотную последовательность рецептора вводят 
специальные таги. На N-концевую часть рецептора помещают 
FLAG‑таг (DYKDDDDK/А) и/или His-таг (5–10 остатков гистидина) 
[72]. His-таг также возможно помещать на C-концевую часть 
рецептора. Помещение FLAG-тага на С-концевую часть рецептора 
возможно, однако следует учитывать используемую впоследствии 
смолу для очистки рецептора. FLAG-таг и His-таг также используются 
для анализа измерения уровня экспрессии белка методами иммуно
блоттинга и проточной цитофлуориметрии. При этом стоит учитывать, 
что топологически N- конец GPCR всегда находится вне клетки, и для 
мечения интактных клеток необходимо помещать FLAG-таг именно 
на него [73, 74]. 
	 Изредка используется введение белка, связывающего мальтозу 
(MBP, maltose-binding protein) [75]. Этот достаточно большой белок 
(42,5 кДа) может использоваться не только в качестве тага для аффин
ной хроматографии, но и в качестве хорошего фьюжн-партнера для 
повышения экспрессии GPCR в бактериальных клетках [29, 47, 76, 77]. 
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	 Совместное использование MBP и тиоредоксина А (TrxA) в 
конструкции для рецептора нейротензина 1 (NTR1) позволило увели
чить количество экспрессируемого в мембране E. coli белка и получить 
белковые кристаллы рецептора [47]. Глутатион S-трансфераза (gluta
thione S-transferase, GST) на N-конце рецептора хемокина CXCL8 
(CXCR1) также позволила экпрессировать белок в достаточном для 
кристаллизации количестве, хоть и в тельцах включения [78]. Подроб
нее о фьюжн-партнерах и экспрессионных системах рассказывается 
в разделах «Использование фьюжн-партнеров» и «Экспрессионные 
системы, используемые для получения GPCR».
	 Для выделения GPCR можно вводить Strep-таг (Strep-tag) – неболь
шой пептид из 8 аминокислотных остатков (WSHPQFEK), который 
был случайно найден как пептид, специфически связывающийся со 
стрептаведином [79 ,80]. 
	 Методы аффинной хроматографии обсуждаются в разделе 
«Очистка и стабилизация рецепторов». 
	 Поскольку полипептидные таги представляют собой неупорядо
ченные участки, их наличие в конструкции рецептора может затруднить 
получение пространственной структуры. Получить белок без тагов 
для очистки или повышения экспрессии позволяет использование 
высокоспецифичных протеаз. В структурных исследованиях GPCR 
используются TEV-протеаза и PreScission протеаза, которая является 
вариантом HRV 3C протеазы. Сайтом узнавания TEV (Tobacco Etch 
Virus) протеазы является последовательность ENLYFQ/S, где расщеп
ление последовательности происходит между остатком глутамина и 
серина, однако на месте серина может находиться глицин, аланин, 
метионин, цистеин и гистидин. Сайтом узнавания для PreScission 
протеазы является LEVLFQ/GP, и гидролиз проходит строго между 
остатками глутамина и глицина, что делает эту протеазу более специ
фичной, чем TEV-протеаза.
	 В аминокислотную последовательность рекомбинантных GPCR 
между фьюжн-белками, тагами, сайтами узнавания протеаз и после
довательностью рецептора иногда включают специальные лин
керы – несколько аминокислотных остатков. Они влияют на доступ 
к эпитопам антител, к сайтам узнавания протеаз, подвижность полу
чившейся конструкции [81].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФЬЮЖН-ПАРТНЕРОВ

По своей природе GPCR являются динамическими белками, меняю
щими ряд конформаций в зависимости от сигнального состояния 
[82]. Также, будучи, интегральными мембранными белками, GPCR 
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обладают пониженным содержанием гидрофильных областей, необ
ходимых для формирования кристаллизационных контактов. Эти 
особенности являются основными проблемами для получения крис
таллов белка дифракционного качества [64].
	 Для повышения стабильности рецептора и вероятности образо
вания кристаллизационных контактов рецепторов создаются химер
ные белки, состоящие из рецептора и белка-партнера. Белок-партнер 
должен отвечать ряду критериев: наличие структуры высокого раз
решения, малый размер (~5–20 кДа), простота фолдинга, отсутствие 
посттрансляционных модификаций, гидрофильность молекулы [83], 
расстояние между N- и С-концами партнёра до 15 Å в случае вставки 
между трансмембранными доменами 5 и 6 [64]. 
	 Как правило, белок-партнер встраивают в третью внутриклеточную 
петлю (ICL3) [13, 84], поскольку она конформационно гетерогенна 
и соединяет наиболее подвижные трансмембранные домены 5 и 6, 
реже на N-конец рецептора [85]. Также возможна вставка партнерного 
белка и в другие части рецептора, например, в ICL2 [86] и на С-конец 
[87]. Кроме того, были успешные случаи использования нескольких 
партнерных белков одновременно [87, 88].
	 Ни один из известных белков-партнеров не обеспечивает универ
сального решения для кристаллизации GPCR. В связи с этим прово
дится тестирование нескольких партнерных белков для одного 
рецептора, с перебором позиций встраивания в целевую область. 
В большинстве случаев добавление белка-партнера используется в 
комбинации со стабилизирующими точечными мутациями рецептора. 
Наиболее частые белки, используемые в качестве партнеров кристал
лизации (Рис.1), имеют различные элементы вторичной структуры: 
от практически полностью состоящей из петель (рубредоксин (Rub)), 
β-листов (ксиланаза), α-спиралей (C-концевой фрагмент T4 лизоцима 
(СtermT4L) и его модификации (mT4L), термостабилизированный 
апоцитохром b562 (BRIL)), до комбинации всех этих элементов (фла
водоксин (Fla), каталитический домен гликоген-синтазы из Pyrococcus 
abyssi (PGS)) [64, 89].
	 Первые структуры GPCR были получены с T4L, хорошо свора
чиваемым и легко кристаллизующимся белком, в варьируемых 
условиях. В настоящее время чаще используется BRIL. В отличие от 
T4L, BRIL обеспечивает более жесткую фиксацию трансмембранных 
спиралей 5 и 6, за счет их плавного перехода в α-спирали BRIL. На 
сегодняшний день рекорд разрешения для структуры GPCR, получен
ной путем рентгеновской кристаллографии – 1,7 Å (структура 5NM4 
в PDB), был сделан с партнером BRIL и с использованием введения 
термостабилизирующих точечных мутаций.
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	 Партнерные белки TrxA и MBP используются, в основном, для 
увеличения экспрессии при наработке GPCR в клетках E. coli. Также 
TrxA использовался для повышения уровня экспрессии в бескле
точной системе трансляции [90]. В большинстве случаев, оба парт
нёрных белка отрезаются при очистке [47, 87, 91]. Однако возможно 
слияние с белками-партнёрами для повышения успешности крио
электронной микроскопии. Например, TrxA добавлялся на N-конец 
рецептора для увеличения молекулярной массы комплекса и не вно
сил значительного вклада в фармакологию рецептора A2AR [92, 93].
	 Использование альтернативных белков-партнеров привело к 
увеличению числа успешных кристаллизаций и опубликованных 
структур. Например, в недавнем времени была показана эффектив
ность использования белка DARPin D12 [94], слитого с седьмой 
трансмембранной спиралью рецептора. Этот партнёрный белок 

Рубредоксин 5.7%

 Тиоредоксин А и другие 4.8%

T4L/mT4L  36.1%

BRIL 41.3%

Флаводоксин 3.9%

PGS 8.1%

mT4L
T4L

Рис. 1. Наиболее распространенные партнёрные фьюжн-белки. 
	 Изображения взяты из базы PDB из структур GPCR c каждым из этих 
белков-партнеров: рубредоксин – 4MBS; тиоредоксин А – 6IBL; mT4L – 4U16; 
T4L – 2RH1; BRIL – 5NM4; флаводоксин – 5TGZ; PGS – 5U09. 
	 Круговая диаграмма отражает частоту использования партнёрных фьюжн 
белков.
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использовался при кристаллизации нейротензинового (NTSR1) и 
альфа-адренергического α1BAR рецепторов [95, 96], полученных при 
экспрессии в E. coli. DARPin D12 представляет собой компактный 
белок, содержащий мотив анкириновых повторов, формирующих 
конформацию «спираль–поворот–спираль», которые опосредуют 
межбелковые взаимодействия [97]. Показано, что сила белок–белко
вых взаимодействий DARPin достаточна для образования кристал
лических контактов в разных условиях [98]. 

III. ЭКСПРЕССИОННЫЕ СИСТЕМЫ,  
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ GPCR

В естественных условиях только фоточувствительный рецептор 
родопсин экспрессируется с высокой плотностью в клеточных 
мембранах [99]. Поэтому его удалось выделить из нативных дисков 
наружного сегмента клеток-палочек сетчатки глаза быка (Bos taurus) 
[100]. Родопсин был выделен в количествах, достаточных для полу
чения кристаллов, что привело к появлению первой решенной путем 
рентгеноструктурного анализа трехмерной структуры GPCR в 2000 
году [101]. Позднее была решена и структура родопсина из нативной 
сетчатки кальмара (Todarodes pacificus) [102]. Однако в подавляющем 
большинстве представители суперсемейства GPCR экспрессируются 
в мембранах клеток в чрезвычайно малых количествах, поэтому их 
прямое выделение из естественных тканей нецелесообразно и техни
чески затруднено. Кроме того, для получения кристаллов высокого 
качества для большей части рецепторов требуется внесение моди
фикаций в их аминокислотные последовательности, которые невоз
можно получить при выделении рецепторов из природных источни
ков. Таким образом, одной из ключевых проблем в структурной 
биологии GPCR является получение достаточных количеств белка 
для его характеризации и дальнейших структурных исследований.
	 Экспрессионные стратегии направлены на увеличение выхода 
рецептора в количествах, близких к миллиграммовым, и предпочти
тельным методом получения GPCR является гетерологичная экспрес
сия. Как и для большинства белков, для структурных исследований 
GPCR проводились попытки экспрессии в различных системах, таких 
как бактериальные, дрожжевые, клеточные культуры насекомых, 
млекопитающих. Также тестировались бесклеточные системы 
экспрессии.
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БАКТЕРИАЛЬНЫЕ СИСТЕМЫ ЭКСПРЕССИИ

Кишечная палочка (E. coli) как бактериальная система экспрессии 
является глубоко изученной, экономически выгодной, а также хорошо 
себя зарекомендовала в качестве продуцентов множества реком
бинантных белков, в том числе и для структурных исследований. 
Однако большого распространения данная экспрессионная система 
для продукции GPCR не получила. Одними из причин могут являться: 
значительные различия в липидном составе прокариотических и 
эукариотических мембран, являющихся важными регуляторами 
функции рецепторов; отсутствие развитой машинерии фолдинга 
и процессинга белка (включающей работу различных белковых 
комплексов); невозможность обеспечения большинством посттранс
ляционных модификаций, присущим мембранным белкам млеко
питающих, что приводит к нарушениям фолдинга и функциониро
вания экспрессируемых мембранных белков [103]. Модификации 
GPCR включают в себя гликозилирование, пальмитоилирование, 
фосфорилирование и др., и играют роль в правильном фолдинге 
рецепторов и их внутриклеточной транспортировке [16]. Кроме того, 
гиперэкспрессия белков в бактериальных клетках часто приводит к 
формированию нерастворимых агрегатов – телец включения [104]. 
Что само по себе не обязательно является недостатком, поскольку 
белок в тельцах включения является достаточно чистым, а также 
защищен от действия клеточных протеаз. Тем не менее, получение 
белка из телец включения требует больших усилий по подбору 
условий для in vitro рефолдинга белка и не всегда оборачивается 
успехом. Также восстановительный характер цитоплазмы клеток 
кишечной палочки не является оптимальным для образования 
дисульфидных связей. Несмотря на ограниченность экспрессии 
эукариотических мембранных белков в клетках E. coli, применялось 
множество попыток обойти эти препятствия, например при помощи 
использования белков-партнеров, направляющих экспрессию в цито
плазматическую мембрану.
	 Несмотря на недостатки бактериальной системы экспрессии, 
попытки экспрессии в ней GPCR неоднократно проводились, и 
даже была получена кристаллическая структура нейротензинового 
рецептора в 2014 году [47]. N-конец рецептора был слит с MBP для 
обеспечения высокого уровня экспрессии, а также с тиоредоксином 
TrxA на C-конце белка. Кроме того, чтобы получить такую структуру, 
потребовалось введения множественных мутаций в молекулу белка, 
что повлияло на его функционирование, не подтверждаемое в статье, 
где рецептор получали из клеток насекомых [44].
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ЭКСПРЕССИЯ В КЛЕТОЧНОЙ КУЛЬТУРЕ ДРОЖЖЕЙ

Экспрессии в клетках дрожжей объединяет достоинства, присущие 
бактериальной экспрессии (низкая цена реактивов, простота генети
ческих манипуляций, быстрый прирост биомассы) с возможностью 
сохранения части посттрансляционных модификаций [105]. Штаммы 
Pichia pastoris (Pichia) и Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) явля
ются хорошо охарактеризованными с генетической точки зрения. 
Экспрессия в Pichia является более подходящей [106], поскольку 
показала многократно превышающие выходы биомассы, при тех же 
объемах культуры, чем в S. сerevisiae (10–100 раз) [107]. Штаммы 
клеток Pichia зарекомендовали себя в качестве продуцентов реком
бинантных мембранных белков, включая GPCR [108–111].
	 Недостатками системы являются сложности при разрушении 
клеток из-за высокой прочности дрожжевых клеточных стенок, а также 
отличный от клеток млекопитающих процесс гликозилирования [107].

ЭКСПРЕССИЯ В КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУРАХ НАСЕКОМЫХ

Экспрессия в клетках насекомых является наиболее востребованной 
при исследовании структур GPCR, поскольку экспрессируемые 
белки подвергаются большинству необходимых пострансляционных 
модификаций присущих клеткам млекопитающих. Несмотря на это, 
есть и особенности, например, продуктом N-гликозилирования в 
клетках насекомых является образование простых неразветвленных 
гликопротеинов, в отличие от клеток млекопитающих, где образуются 
сложные гликопротеины с разветвленными сахарными группами 
(Рис.2.) [112–114].
	 Кроме того, температурные условия культивирования клеток насе
комых и клеток млекопитающих отличаются, что может сказываться 
на составе мембран клеток. Мембраны клеток насекомых обладают 
сниженным содержанием холестерина, повышенным содержанием 
фосфатидилинозитола, отсутствием фосфатидилсерина [115]. Такие 
отличия могут приводить к более низким выходам целевого рецептора. 
Тем не менее, существует возможность обогащения питательной 
среды необходимыми липидами, что приводит к повышению экспрес
сии ряда рецепторов, например, β1-адренергического рецептора 
индейки [116] и человеческого дофаминового D3 рецептора [117].
	 Несмотря на вышеописанные особенности, экспрессия в клетках 
насекомых даёт функциональные белки, пригодные для структурных 
исследований.
	 Наибольшее количество белков с решенными структурами было 
получено в клетках насекомых Spodoptera frugiperda (клеточные линии 
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Рис. 2. Характерное строение олигосахаридов при N-гликозилировании белков 
в различных клетках, использующихся в экспрессионных системах. 
	 Изображение адаптировано [114].



Стратегии проектирования белков для определения структуры GPCR 395

Sf9 и Sf21). Меньшее количество в клетках Trichoplusia ni (клеточная 
линия Hi5). Предпочтительно тестировать уровни экспрессии белков 
на маленьких объемах культуры, потому что они могут значительно 
отличаться в разных клеточных линиях. В клеточной линии Hi5 в 
некоторых случаях повышалась экспрессия относительно других 
клеточных линий, например для β1-адренергического рецептора 
индейки [116].
	 Для экспрессии в клетках насекомых чаще всего используют 
бакуловирусную систему. Суть метода заключается во встраивании 
экспрессионной кассеты с геном-мишенью путем сайт-специфической 
транспозиции в бакуловирусный челночный вектор (бакмиду) [118], 
нарабатываемый в клетках E. coli. При последующей трансфекции 
рекомбинантной бакмиды в клетки насекомых, происходит наработка 
бакуловирусного потомства, которое далее используется для инфекции 
клеток с целью экспрессии интересующего белка.
	 К недостаткам метода относится относительная дороговизна среды 
для культивирования клеток; лизис клеток, возникающий в результате 
инфицирования клеток рекомбинантным бакуловирусом, что может 
приводить к протеолитической деградации целевого белка; отличный 
от млекопитающих профиль гликозилирования нарабатываемых 
белков. Достоинствами метода является его простота, высокие выходы 
продукта при ведении культуры в суспензии, бессывороточная среда 
для культивирования, возможность наработки мембранных белков с 
корректным фолдингом после оптимизации [119]. Весь процесс от 
наработки бакмиды до экспрессии белка в среднем занимает около 
3 недель.

ЭКСПРЕССИЯ В КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУРАХ МЛЕКОПИТАЮЩИХ

Экспрессия в клетках млекопитающих обеспечивает наиболее 
нативное окружение в случае наработки человеческих рецепторов. 
Благодаря правильной сборке и механизмам обеспечения посттранс
ляционных модификаций человеческих белков экспрессия в клетках 
млекопитающих широко используется в молекулярной биологии. 
Клетки HEK293 (клетки почки человеческого эмбриона) и CHO 
(клетки яичников китайских хомячков) наиболее изучены и популярны 
при исследованиях GPCR. Ограничениями для наработки белков 
в клетках млекопитающих являются дорогостоящие питательные 
среды для культивирования и антибиотики, длительные этапы отбора 
наилучших клеточных линий в случае обеспечения стабильной 
экспрессии, направленной на повышении выхода целевого белка 
[120]. В связи с этим, данная система наиболее востребована при 
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проведении функциональных тестов рецепторов [121, 122], направ
ленных на функциональный анализ передачи сигнала, когда не тре
буются высокие уровни экспрессии. А также если в других системах, 
например, в клетках насекомых не удалось наработать функциональ
ный белок либо получить достаточный выход [123, 124].

БЕСКЛЕТОЧНЫЕ СИСТЕМЫ ЭКСПРЕССИИ

Бесклеточный белковый синтез (Cell-free protein synthesis, CFPS) 
основан на экспрессии белка in vitro при использовании клеточных 
экстрактов, обеспечивающих возможность осуществления транс
крипции и трансляции [125] либо только трансляции [126, 127]. Такие 
системы включают в себя высокомолекулярные компоненты, такие 
как рибосомы, ДНК-матрицы или матричную РНК [126], ферменты, 
а также необходимые субстраты, такие как аминокислоты, нуклео
зидтрифосфаты (NTPs) и источники энергии [128]. Для экспрессии 
мембранных белков в растворимой форме в систему добавляют 
мембрано-имитирующие компоненты, например, детергенты, форми
рующие мицеллы, липосомы, нанодиски [129, 130]. Кроме того, 
возможна экспрессия и без добавления мембрано-имитирующих 
компонентов [129]. Это приводит к нерастворимой экспрессии 
и часто к более высоким выходам рекомбинантного белка [131]. 
Однако требуется последующая солюбилизация, что может негативно 
повлиять на характеристики белка [130].
	 Бесклеточная система обладает преимуществами перед клеточ
ными благодаря возможности синтеза токсичных для клеток белков 
[90, 132, 133]. Открытость системы позволяет жестко контролировать 
компоненты реакции [127] и адаптировать среду путём добавления 
различных добавок для наработки конкретного белка-мишени [130]. 
Кроме того, бесклеточные системы экспрессии позволяют включать 
нестандартные аминокислоты в нарабатываемый белок, чтобы 
придать ему новые свойства [132]. Возможности мечения включаемых 
в последовательность белка аминокислот является перспективой 
для использования такого синтеза для ЯМР характеризации белков 
[131, 132]. После экспрессии можно сразу приступать к аффинной 
очистке [133, 134], в отличие от клеточных систем, где требуются 
этапы разрушения клеток и солюбилизации мембран для выделения 
мембранных белков [135]. Благодаря возможности экспрессии в 
малых объемах можно отслеживать результат оптимизации условий 
с помощью высокопроизводительного скрининга на планшетном 
ридере [131, 136]. 
	 Состав клеточных экстрактов может варьироваться в зависимости 
от центробежной силы, используемой при фракционировании кле
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точных компонентов [134]. Наиболее часто используемым клеточ
ным экстрактом для синтеза рекомбинантных белков является 
экстракт из E. coli, который является рентабельным, простым в 
обращении и обеспечивает высокие выходы белка в мг/мл [134, 
135]. Однако при выборе источника клеточного экстракта стоит 
отталкиваться от требуемого выхода белка, а также способности 
системы обеспечить правильную укладку белка и предоставить базу 
для обеспечения необходимыми ПТМ [137]. Например, экстракты на 
основе эукариотических клеток, включающих в себя клетки насе
комых [138, 139], ретикулоцитов кролика [140] и яичников китайс
кого хомяка [141], способны к гликозилированию. Кроме того, для 
экстракта из E. coli были показаны возможности оптимизации, 
включающие добавление шаперонов, стабилизаторов и окисли
тельно-восстановительных агентов, способствующих правильному 
фолдингу эукариотических белков [142–145]. Также были получены 
штаммы E. coli, контролирующие некоторые типы гликозилирования 
[146–148]. При выборе системы немаловажными факторами являются 
простота работы с системой и её стоимость.
	 Было проведено множество попыток экспрессии рецепторов 
GPCR в бесклеточных системах, и даже показана сходная аффинность 
связывания лигандов по сравнению с рецепторами, экспрессирован
ными в клеточных системах [149–154]. Кроме того, была показана 
возможность получения антител, чувствительных к конформации 
белка для GPCR из классов A и C, экспрессированных в экстракте 
зародышей пшеницы [155]. Тем не менее нефункциональные рецеп
торы остаются значительной частью синтезируемой популяции [154], 
ведь даже условия, близкие к оптимальным, могут повлиять на фор
мирование функционального белка [129].
	 Видимо поэтому существует только несколько рентгеновских 
структур мембранных белков, полученных в бесклеточных системах 
экспрессии [135, 156, 157].
	 Несмотря на преимущества бесклеточных систем синтеза белков, 
основанных на клеточных экстрактах, данная система не получила 
широкой популярности для исследований GPCR. Требуется еще много 
усилий для оптимизации экспрессии функциональных GPCR. 

IV. ОЧИСТКА И СТАБИЛИЗАЦИЯ РЕЦЕПТОРОВ
GPCR остаются сложными мишенями для структурных исследований в 
силу их низкой стабильности, амфифильной природы, а также конфор
мационной подвижности, за счет которой обеспечивается передача 
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сигналов внутрь клетки. Для стабилизации рецепторов и снижения 
конформационной изменчивости добавляют высокоаффинные 
лиганды или фрагменты антител.

МЕТОДЫ ОЧИСТКИ БЕЛКОВЫХ ПРЕПАРАТОВ GPCR 

Выделение и очистка GPCR является сложным и многоступенчатым 
процессом, в котором очень часто сочетаются несколько методов 
очистки. Среди них гель-фильтрация, ионообменная хроматография, 
аффинная хроматография, иммуноаффинная хроматография.
	 В очистке рекомбинантных белков большую роль играет аффинная 
хроматография. Этот метод основан на специфическом взаимодействии 
белка-мишени с лигандом, связанным на неподвижной фазе. Здесь мы 
рассмотрим разнообразие лигандов, используемых при очистке 
GPCR.

Металл-хелатная аффинная хроматография 
Суть данного метода заключается во взаимодействии иммобилизо
ванного иона металла со свободными электронодонорными группами 
боковых цепей аминокислот. В качестве неподвижной фазы чаще 
всего выступают смолы с иммобилизованными ионами Ni2+, Co2+, а 
в N- или C-концевую аминокислотную последовательность рецеп
тора вводят His-таг, состоящий из 5-10 остатков гистидина. Имид
азольные кольца His-тага связываются с хелатированными ионами 
двухвалентных металлов. Это позволяет отделить целевой белок от 
остальных компонентов клеточного лизата, даже с учетом использо
вания детергентов для растворения GPCR. Считается, что смолы, 
содержащие иммобилизованные ионы кобальта, обладают меньшей 
способностью связывать белок, чем смолы с ионами никеля, но боль
шей специфичностью [158]. Чистота образца определяет предпочти
тельность Co2+ содержащих смол для очистки GPCR.
	 В качестве первой ступени очистки GPCR изредка применяются 
методы, отличные от металл-аффинной хроматографии. Иногда 
можно использовать белок-белковое взаимодействие, например, 
иммобилизованный Strep-Tacin избирательно связывает Strep-таг в 
аминокислотной последовательности рецептора [80, 159, 160]. Также 
можно воспользоваться смолами на основе амилозы для очистки 
белков, меченных MBP-тагом [75, 161, 162].
	 На основе белок-белкового взаимодействия разработана иммуно
аффинная хроматография. Очень часто вторым [163, 164], или даже 
первым [165,166] шагом выделения GPCR используется хроматогра
фия с анти-FLAG антителами [72]. Сейчас коммерчески доступны 
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кальций-зависимые антитела M1 [73], кальций-независимые антитела 
M2 [167], M5 [168] и L5 [169] и другие антитела, однако агарозные 
аффинные смолы производятся только с использованием M1 и М2 
анти-FLAG антител. Использование иммобилизованных M1 антител 
требует N-концевого расположения FLAG-тага, а М2 антитела связы
ваются как с N- концевым, так и с С-концевым FLAG-тагом, однако 
M1 FLAG аффинная хроматография более предпочтительна [170]. 
	 В работах по изучению родопсина используется особая смола с 
1D4 антителами, специфично связывающими С-концевой участок 
родопсина TETSQVAPA [171, 172]. Эту последовательность можно 
использовать для очистки рекомбинантных GPCR [173]. Ещё один таг, 
который возможно использовать для иммуноаффинной хроматографии 
GPCR это протеин С, связывающийся со специфичными анти-протеин 
С антителами, иммобилизованными на агарозе [12].

Лигандная хроматография
Строго говоря, предыдущие методы также являются лигандной хрома
тографией, так как используется биоспецифическое взаимодействие 
белка с иммобилизованными лигандами. В данном случае мы пого
ворим о том виде аффинной хроматографии, что не требует введения 
специальных тагов в аминокислотную последовательность рецеп
торов. Лиганд, специфичный к исследуемому рецептору, сшивается 
с инертным носителем, таким образом позволяет отделять функцио
нальные рецепторы, связывающиеся с лигандом, от нефункцио
нальных [72]. Наиболее известной является алпренолол-аффинная 
хроматография. Алпренолол – это неселективный бета-блокатор и 
антагонист 5-НТ1а и 5-НТ1в рецепторов [174]. Алпренолол-связанную 
смолу используют для очистки β1-адренергических рецепторов 
[12, 175–178], причем методы хроматографии комбинируются, 
если необходимо избавляться от алпренолола [179, 180]. Также 
лиганд-иммобилизованную смолу использовали для очистки M2 
мускаринового рецептора, в котором не было тагов для аффинной 
хроматографии [181].
	 Финальным этапом очистки комплексов рекомбинантных белков 
с GPCR может стать аффинная хроматография на основе иммоби
лизованных лектинов [12]. Конканавалин A (ConA) это белок, 
высокоспецифично связывающий α-D-маннозный и α-D-глюкозный 
остатки сахаров. Таким образом, связываются только мембранные 
белки, которым свойственно гликозилирование [59]. 
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Ионообменная хроматография 
Ионообменная хроматография не используется для очистки GPCR так 
часто, как аффинная. Суть ионообменной хроматографии заключается 
в электростатическом взаимодействии заряженных боковых групп 
аминокислотных остатков с противоположно заряженными группами 
неподвижной фазы. Прочность связывания пропорциональна общему 
заряду белка. Иногда ионнообменная хроматография используется 
как для выделения самих GPCR [47, 182], так и для выделения 
G-белков, нанотел, антител [180, 183] и других белков, используемых 
в работе с GPCR [184].

Гель-фильтрация или эксклюзионная хроматография  
(size-exclusion chromatography, SEC)

 Гель-фильтрация – это метод разделения белков по размеру и форме, 
однако для глобулярных белков от массы молекулы прямо зависит 
размер молекулы, поэтому в этом случае говорят о разделении 
белков по массе [185]. Кросс-сшитые молекулы декстрана упако
ваны в шарики и служат молекулярным ситом, в порах которого 
задерживаются более мелкие молекулы, а более крупные не заходят 
в поры и проходят гораздо быстрее [186]. Подробнее о методе в 
разделе «Характеризация и контроль качества полученных белковых 
препаратов».
	 Препаративная гель-фильтрация редко используется для финаль
ной очистки рецепторов перед кристаллизацией [20], однако практи
чески всегда используется для выделения больших комплексов GPCR 
c G-белками, антителами и др. [161, 184, 187–189]. 

МЕМБРАНО-МОДЕЛИРУЮЩИЕ СИСТЕМЫ  
(ПЛЮСЫ И МИНУСЫ ИХ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ДЛЯ GPCR)

Каждый GPCR в клеточных мембранах создает вокруг себя уникаль
ное физико-химическое окружение, необходимое ему для функцио
нирования. Корректный фолдинг, взаимодействие с лигандами и 
передача сигнала GPCR зависят от толщины и кривизны мембраны, ее 
липидного состава, электростатического напряжения, давления со сто
роны мембраны на рецептор. При подборе мембрано моделирующей 
системы (ММС) стоит принимать во внимание эти факторы [190]. 
В дальнейшем мы рассмотрим наиболее популярные виды ММС, 
используемые в структурно-функциональных исследованиях GPCR.
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Мицеллы из детергентов
Молекулы детергентов – амфифильные молекулы, состоящие из 
гидрофильной «головы» и гидрофобного «хвоста». При добавлении 
детергента в раствор, содержащий мембраны с GPCR, молекулы 
детергента замещают липиды из мембраны и формируют мицеллу 
вокруг белка (Рис. 3А). Происходящая делипидизация является 
основной причиной дестабилизации и инактивации GPCR [191]. 

                        А. Мицелла 
          ~10-12 нм          

     

          

    

Б. Амфиполь
       ~10-12 нм      

В. Фосфолипид-белковый 
нанодиск ~6-16 нм

Г. SMALP
      ~10-40 нм     

Д. Бицелла
      ~5-100 нм     

Е. Липосома 
     ~30-1000 нм     

Ж. Липидная кубическая
         фаза

элементарная ячейка ~3-24 нм   

Рис. 3. Схематичное представление основных мембрано-моделирующих сред.
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Молекулы детергентов являются более подвижными, чем липиды, 
что означает, что геометрия мицеллы нестабильна – белок может 
определять толщину и форму гидрофобной части мицеллы и занимать 
нефизиологические конформации [192]. Поэтому для изучения GPCR 
в мицеллах часто необходимы стабилизирующие мутации. Детер
генты также могут связываться с лигандами, G-белками и другими 
молекулами, затрудняя изучение взаимодействия рецептора с ними. 
	 По заряду детергенты делят на неионные, ионные и цвиттерионные. 
Неионные детергенты (например, DDM (n-Dodecyl-β-D-Maltoside), 
CHS (cholesteryl hemisuccinate) и LMNG (Lauryl Maltose Neopentyl 
Glycol)) очень эффективны при солюбилизации [193]. Ионные детер
генты (например, SDS (Sodium dodecyl sulfate)) обладают более 
жестким воздействием – они могут использоваться как для солю
билизации [194], так и для денатурации [195]. Цвиттерионные детер
генты не так распространены, однако они позволяют получить темпе
ратуру плавления GPCR близкую к белку в смеси DDM + CHS [196].
	 Разветвленные детергенты из-за своей структуры и более эффек
тивной упаковки лучше стабилизируют GPCR. Разветвленный LMNG 
между двумя своими «головами» формирует водородную связь, делая 
рецептор менее подвижным. В случае неразветвленного DDM две 
его молекулы не образуют стабильных водородных связей, поэтому в 
такой мицелле рецептор более подвижен и поэтому лучше связывается 
с лигандами [197].
	 Детергенты характеризуются критической концентрацией мицелло
образования (ККМ) – минимальной концентрацией, при которой 
начинают образовываться устойчивые мицеллы. ККМ детер
гента зависит от температуры и свойств растворителя [198]. ККМ 
для разных детергентов может принимать достаточно широкий 
спектр значений: в воде ККМ DDM составляет 0,17 мМ, а LMNG – 
0,01  мМ, то есть более чем в 15 раз меньше DDM. ККМ стоит 
учитывать при выборе детергента, в том числе и для проведения 
структурных исследований. Обычно для успешной солюбилизации 
детергент добавляется к белку в избытке, что приводит к наличию 
в растворе свободных молекул детергента или даже пустых мицелл 
[199]. Пустые мицеллы достигают таких размеров, что могут быть 
приняты за белки, что сильно осложняет анализ GPCR методом 
криоэлектронной микроскопии [200]. Свободный детергент также 
понижает соотношение сигнал/шум. При кристаллизации в LCP (см. 
ниже) свободный детергент может мешать образованию фазы [201]. 
Поэтому от свободного детергента нужно избавляться, что сложно 
сделать для детергентов с низкой ККМ традиционными способами, 
например, диализом или эксклюзионной хроматографией, поэтому 
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сейчас разрабатываются новые методы очистки раствора GPCR 
от свободного детергента [200]. Также можно добавить в образец 
детергент с очень высокой ККМ – он сформирует слой у границы 
раздела вода-воздух и предотвратит адсорбцию белка на ней [202, 
203]. С другой стороны, в мицеллы из детергентов с меньшей ККМ, 
являющейся следствием более длинных гидрофобных «хвостов», 
рецепторы встраиваются более эффективно [204], что делает исполь
зование таких мицелл более привлекательным. Например, в мицеллах 
из LMNG были получены структуры модифицированного β2AR в 
комплексе с G‑белком и бета-аррестином [205], А2АR в комплексе 
с G-белком [93], родопсина в комплексе с G-белком [206]. С уверен
ностью можно сказать, что не существует универсального решения 
и подбор детергента должен проводиться для каждого рецептора и 
каждого эксперимента отдельно. 
	 Включение GPCR в мицеллы детергентов на сегодняшний день 
является самым популярным способом их солюбилизации из-за 
простоты формирования, разнообразия детергентов и их относительно 
невысокой стоимости. Другие ММС, если не указано обратного, 
требуют предварительной солюбилизации в детергентные мицеллы, 
поэтому некоторые минусы мицелл, например необходимость допол
нительной стабилизации мутациями, применимы и к ним.

Амфифильные полимеры
Амфифильные полимеры (amphipols, Apols, Рис. 3Б) являются 
достаточно длинными молекулами с чередующимися гидрофильными 
и гидрофобными участками. Масса амфифильного полимера может 
достигать 34 кДа [207]. Амфифильные полимеры имеют высокую 
аффинность к гидрофобной части белка и оборачиваются вокруг 
нее, при этом концентрация свободных амфифильных полимеров 
в растворе очень мала. Амфифильные полимеры обладают гораздо 
более мягким воздействием, чем детергенты, и неэффективны в солю
билизации мембранных белков [208]. Возможность стабилизации 
GPCR биотинилированным амфифильным полимером была показана 
для родопсиноподобного рецептора GHSR [209].

Полимеры SMALPs
SMA (styrene maleic acid) – полимер из стироловой (гидрофобной) 
и малеиновой (гидрофильной) кислот (Рис. 3Г). Такой полимер 
может солюбилизировать рецептор прямо из мембраны, минуя 
стадию детергента: стироловая кислота проникает внутрь мембраны 
и фрагментирует ее, малеиновая кислота оказывается снаружи 
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получившейся частицы SMALP (styrene maleic acid lipid particle) [210]. 
Особенностью такой системы является то, что GPCR выделяется 
вместе с участком мембраны. С одной стороны, это позволяет изучать 
GPCR в присутствии нативных липидов и исследовать их влияние 
на его функционирование, но, с другой стороны, при использовании 
данной ММС теряется контроль за липидным окружением рецептора. 
С помощью SMALP был выделен β2AR из клеток НЕК293Т[211], а 
также было исследовано взаимодействие A2AR с лигандами [212].

Липид-белковые нанодиски
Липид-белковый нанодиск (Рис. 3В) – структура, состоящая из 2 моле
кул модифицированного аполипопротеина Аро-А1, антипараллельно 
обернутых вокруг липидного бислоя. Варьируя длину Аро-А1, можно 
получать нанодиски разного размера: 8–16 нм в диаметре. Нанодиски 
обладают большей стабильностью, чем мицеллы, и их структура более 
приближена к структуре мембраны [213]. Благодаря этому нанодиски 
позволяют исследовать взаимодействие GPCR с G-белками [214]. 
Технология нанодисков продолжает развиваться и появляются новые 
методы их сборки, например, ковалентная циркуляризация с помощью 
обработки сортазой [215] или использование особых структур ДНК 
(origami barrels) для получения нанодисков до 90 нм в диаметре [216].

Нанодиски SapNPs
Сапозины A, B, C и D– небольшие белки, состоящие из 4 альфа-спи
ралей и выполняющие в организме функцию метаболизма сфинго
липидов [217]. Они могут образовывать дискообразные частицы в 
присутствии липидов [218] и, также как и SMALP, могут солюби
лизировать белок непосредственно из мембраны. Сапозины связы
ваются с липидами с разной специфичностью, сапозин А связывается 
с наибольшим числом липидов, поэтому нанодиски SapNP (saposin 
nanoparticles) чаще собираются на его основе. Белки в дисках из 
SapA оказываются более термостабильными, чем в детергентных 
мицеллах [219].

Бицеллы
Бицелла состоит из плоского бислоя из фосфолипидов и обрамляющего 
его детергента (Рис. 3Д). Наиболее популярные компоненты бицеллы – 
фосфолипид DMPC (1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) и 
детергент DHPC (1,2-dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), соотно
шение между этими компонентами определяет размер бицеллы [220]. 
Бицеллы могут быть использованы для изучения взаимодействия 
GPCR с G-белком и лигандом, как это было сделано для рецептора 
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Y2R [221]. Также бицеллы применяются в белковой кристаллизации 
[222, 223].

Липосомы
При высушивании липидов и их последующей регидратации они 
самоорганизуются в липосомы – малые бислойные везикулы (Рис. 3Е). 
Сформированные липосомы получаются мультиламеллярными и 
могут достигать 50 мкм в диаметре. Такие структуры обычно нежела
тельны, поэтому они дополнительно обрабатываются для получения 
униламеллярных липосом. Методы обработки липосом включают 
в себя экструзию, обработку ультразвуком и гомогенизирование 
[224, 225]. Липосомы позволяют исследовать мультикомпонентные 
системы и реконструировать целые сигнальные пути GPCR. Из всех 
перечисленных ММС липосомы наиболее приближены к клеточной 
мембране по физическим свойствам [226, 227].

Липидная кубическая фаза (LCP)
Липидная кубическая фаза (lipid cubic phase, LCP) представляет 
собой липидный бислой, самоорганизующийся при определенных 
условиях в бесконечную периодическую поверхность и разделяющий 
пространство на 2 непересекающиеся области (Рис. 3Ж). Данная фаза 
служит матрицей, состоящей из липидного бислоя, которая обес
печивает диффузию белковых молекул внутри себя и способствует 
кристаллизации. Наибольшую популярность данный метод приобрел 
благодаря тому, что при помощи него оказалось возможным произвести 
кристаллизацию ряда GPCR и мембранных ретинальных белков. 
Успех кристаллизации в кубической фазе связывают с несколькими 
факторами. Во-первых, липидный бислой упорядочивает взаимное 
расположение гидрофильных и гидрофобных частей соседних 
белковых молекул, позволяя им формировать кристалл, состоящий из 
мембранных мультислоев белков и обычно хорошо дифрагирующий, 
поскольку при этом связи между белками формируются как в гидро
фильной, так и в гидрофобной части. Во-вторых, липидный бислой 
имитирует естественное окружение мембранного белка, что увеличи
вает его стабильность. Таким образом, кристаллизация в LCP или её 
менее упорядоченных аналогах (таких, как губчатая фаза) позволяет 
устранять основные трудности, связанные с мембранными белками. 
Кроме этого, кубическая фаза служит фильтром, отсекающим большие 
агрегаты молекул, что способствует кристаллизации белка [228]. В 
зависимости от условий (преимущественно концентрации компонент 
раствора и температуры) определённые липиды собираются в 
структуры с разными пространственными группами симметрии 
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(наиболее распространенными являются кубические фазы Im3m 
и Pn3m, а также ламеллярная фаза) [229]. Наиболее популярным 
липидом для формирования LCP является моноолеин, использованием 
других липидов можно добиваться изменения свойств, перечисленных 
в начале раздела, и варьировать размеры элементарной ячейки фазы 
от 30 до 240 ангстрем [230], что позволяет подбирать параметры 
фазы под конкретный белок, облегчая его корректное встраивание в 
липидный бислой [231]. Однако кристаллы GPCR, вырастающие в 
LCP, могут являться слишком маленькими для получения структуры 
высокого разрешения с помощью даже микрофокусных станций на 
источниках синхротронного излучения, поэтому для их исследования 
может применяться серийная фемтосекундная кристаллография на 
XFEL (X-ray free electron laser, рентгеновский лазер на свободных 
электронах) или микроэлектронная дифракция [232, 233].

ЛИГАНДЫ КАК СТАБИЛИЗАТОРЫ РЕЦЕПТОРОВ

В отсутствие лиганда GPCR может существовать во множестве 
конформационных состояний [82]. Добавление лиганда приводит к 
конформационным изменениям, стабилизируя рецептор в предпочти
тельном состоянии. Состояние определяется типом используемого 
лиганда: антагонист, обратный агонист либо агонист. Обычно перед 
кристаллизацией тестируется набор лигандов с целью наилучшей ста
билизации рецепторов, например, анализируя температурный сдвиг с 
использованием флуоресцентного красителя, взаимодействующего с 
цистеинами [234]. Из 450 структур, решенных рентгеноструктурной 
кристаллографией, 429 были закристаллизованы с экзогенными 
лигандами, 301 из 337 крио-ЭМ структур также были решены в 
присутствии лигандов (по данным GPCRdb [235], август 2022).
	 В настоящее время без лиганда и стабилизации фрагментами 
антител удалось закристаллизовать только несколько уникальных 
рецепторов. По всей видимости, первой безлигандной структурой 
является структура бычьего опсина, решенная в 2008 году [236]. 
Последующие структуры появились значительно позже, например, 
структура с липидным рецептором LPA6 из рыбы Danio rerio в 2017 
году. В структуре этого рецептора была обнаружена боковая верти
кальная щель между TM4 и TM5, внутри которой находилось гидро
фобная молекула, вероятно, моноолеин, который присутствует в 
избытке при кристаллизации, либо детергент или эндогенный липид. 
Предположительно, данная щель является частью лиганд-связываю
щего кармана и предназначена для ацильной цепи лизофосфатид
ной кислоты – естественного лиганда для рецептора [237]. Далее 
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в 2018 году появилась структура стабилизированного 4 мутациями 
человеческого рецептора класса F FZD4 c делецией внеклеточного 
цистеин-богатого домена (CRD) [238]. Человеческий орфанный 
рецептор GPR52, стабилизированный точечными мутациями, был 
закристаллизован в отсутствие лигандов и выявил уникально 
свернутый мотив ECL2, который может играть роль «встроенного 
агониста» [239]. Тем не менее, для большинства GPCR лиганды 
оказались необходимыми для их стабилизации и возможности 
дальнейшей кристаллизации, что подчеркивает важность лигандов и 
необходимость их дальнейшего поиска для труднокристаллизуемых 
рецепторов.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФРАГМЕНТОВ АНТИТЕЛ  
ДЛЯ СТАБИЛИЗАЦИИ КОНФОРМАЦИОННЫХ СОСТОЯНИЙ

Для некоторых рецепторов оказались успешны стратегии с исполь
зованием фрагментов антител вместо белков-партнеров, либо в 
дополнение к ним. Фрагменты антител могут образовывать кристал
лические контакты, стабилизировать белок в определенном состоя
нии, что делает образец гомогенным, служить аллостерическим 
модулятором, повышать термостабильность рецептора [240]. Фраг
менты антител создаются для конкретных рецепторов в комплексе 
с лигандами, чтобы зафиксировать определенное конформационное 
состояние путем иммунизации лабораторных животных, дальнейшего 
получения гибридом, вырабатывающих антитела, отбора и очистки 
моноклональных антител [11, 240]. Выделенные антитела фрагмен
тируют на антиген-связывающий домен Fab и кристаллизующийся 
фрагмент иммуноглобулина Fc с помощью папаина [241]. 
	 Впервые был использован фрагмент моноклонального антитела 
Fab для кристаллизации β2AR (PDB ID: 2R4R) в комплексе с частичным 
агонистом, с целями снижения конформационной подвижности 
мобильных доменов и увеличения полярной поверхности для обра
зования кристаллических контактов, что привело к появлению струк
туры с разрешением 3.4 A [183]. Также в активной конформации были 
получены структуры рецепторов 5-HT2B, S1PR3 и AT2R в комплексе 
с Fab фрагментом, узнающим внеклеточные домены [240, 242–244]. 
Кроме того с Fab кристаллизовали рецепторы и в неактивном состоя
нии, например рецептор глюкагона (класс B) с партнерным белком 
T4L, встроенным в ICL2 [86], аденозиновый A2a рецептор [109] и 
другие [11, 38, 240, 245, 246]. 
	 Помимо использования Fab фрагментов, нацеленных на эпитопы 
рецептора, были подобраны фрагменты антител к партнёрному белку 
BRIL, для улучшения кристаллизации лиганд-связанных GPCR. В 



Д.А.Дмитриева и соавт.408

данном случае Fab фрагменты могут использоваться для разных 
GPCR, слитых с BRIL и не оказывать непосредственного влияния на 
рецептор, поэтому его можно использовать для изучения как актив
ного, так и неактивного состояний рецептора [11]. 
	 Позднее стал применяться подход с использованием нанотел 
(nanobodies, Nb). Нанотела представляют собой рекомбинантные 
антигенсвязывающие домены уникальных антител верблюдовых 
(Tylopoda), лишенных легких цепей [247]. Из-за своего малого 
размера и получили свое название: они составляют 25 % обычного 
фрагмента Fab [248]. Изначально нанотела использовались для 
стабилизации активной конформации рецепторов в комплексе с 
агонистом, поскольку кристаллизация GPCR в активном состоянии 
была сложной задачей из-за конформационной гибкости и неста
бильности рецепторов. Например, нанотело использовалось в 
качестве альтернативы Gs белку для решения первой структуры 
β2-адренергического рецептора в активном состоянии с Nb80 [248]. 
Позднее Nb80 подверглось молекулярной эволюции (Nb6B9), что 
позволило получить еще несколько структур рецептора, в том числе 
и с агонистами с низкой аффинностью [179, 249]. Также были подоб
раны нанотела, стабилизирующие GPCR рецепторы в неактивной 
конформации [250, 251].
	 Наработка антител к фиксированным состояниям индивидуальных 
рецепторов является трудо- и времязатратной задачей, при этом 
дорогостоящей [252]. Однако уже появились успешные результаты 
переноса эпитопа нанотела Nb6 с каппа-опиоидного рецептора 
ϰOR на другие рецепторы семейства GPCR [253]. Изначально Nb6 
был подобран к ICL3 рецептора ϰOR [254]. Заменив ICL3 целевого 
рецептора на ICL3 ϰOR, можно добиться связывания Nb6 с целевым 
GPCR, что позволяет существенно упростить задачу по наработке 
антител для исследуемого рецептора.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СОЛЕЙ И ХИМИЧЕСКИХ ДОБАВОК  
ДЛЯ ОЧИСТКИ И СТАБИЛИЗАЦИИ РЕЦЕПТОРОВ

Буферы для работы с GPCR рецепторами содержат добавки, которые 
помогают сохранить белок стабильным и мономерным. Глицерин и 
хлорид натрия – самые распространенные: они присутствуют почти 
на всех стадиях очистки белка. Кроме того, в зависимости от метода 
исследования структуры (кристаллизация или криоэлектронная 
микроскопия) может потребоваться обработка рецептора другими 
солями и малыми молекулами: хлоридом магния, хлоридом калия, 
АТФ, йодацетамидом.
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	 Хлорид натрия напрямую влияет на ионную силу раствора и может 
способствовать улучшению мономерности рецептора благодаря 
нейтрализации полярных взаимодействий между белковыми молеку
лами [255]. Концентрация хлорида натрия в буферах для различных 
рецепторов разная – от следовых количеств, менее 6 мМ [37], до 800 
мМ [256, 257].
	 Многие рецепторы стабильны в широком диапазоне концентраций 
NaCl [242,257–259], что позволяет использовать эту соль как средство 
очистки GPCR. Так, клетки с оверэкспрессированным целевым рецеп
тором промывают в буфере с нулевой концентрацией NaCl и низкими 
концентрациями KCl и MgCl2. KCl и MgCl2 обеспечивают ионную 
силу раствора для поддержания стабильности рецептора, а отсутствие 
NaCl вне клеток вызывает осмотический приток воды внутрь клеток, 
что в дальнейшем облегчает их разрушение. Мембраны уже разру
шенных клеток промывают буфером с высокой концентрацией NaCl 
(1000 мМ) для очистки от растворимых внутриклеточных и пери
ферических мембранных белков – высокая концентрация соли вызы
вает их агрегацию [260], в то время как GPCR в мембране остаётся в 
нативной конформации. Кроме NaCl, для удаления периферических 
мембранных белков может использоваться мочевина [44, 261].
	 Глицерин – ещё одна добавка, стабилизирующая GPCR рецепторы. 
Глицерин амфифилен, поэтому при наличии у белка выступающих 
гидрофобных участков он становится посредником между такими 
участками и водным раствором, и тем самым он поддерживает пра
вильный фолдинг рецептора [262]. Это особенно важно в случае, 
когда GPCR в процессе солюбилизации извлекается из мембраны и 
помещается в мицеллы из детергента. Как уже было сказано выше, 
молекулы детергентов являются более подвижными, чем нативные 
липиды в мембране, и к тому же в мицеллах происходит постоян
ный обмен детергентом между мицеллой и окружающим буферным 
раствором. Поэтому рецептор в мицеллах как минимум кратковре
менно экспонирует в раствор те гидрофобные аминокислоты, которые 
в нативной мембране скрыты липидами. Чтобы поддержать стабиль
ность рецептора в мицеллах, глицерин добавляют на стадии солюби
лизации до концентрации 10%-30% [259, 263]. Во многих протоколах 
очистки GPCR концентрация глицерина в промывочных буферах 
составляет 10% [257–259]. Также глицерин является криопротектором 
[264], поэтому его добавляют в буферы для длительного хранения 
клеточных мембран или очищенных рецепторов в замороженном 
виде [259].
	 Йодацетамид используют при очистке GPCR с целью кристалли
зации, которая требует крайне высокой степени мономерности 
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препарата. Йодацетамид – алкилирующий агент, который необратимо 
модифицирует SH-группу цистеина, предотвращая в дальнейшем 
формирование дисульфидных связей. Если в аминокислотной после
довательности рецептора есть цистеины, которые экспонированы в 
раствор, то после солюбилизации две молекулы рецептора могут 
связаться друг с другом посредством таких цистеинов, и, следова
тельно, степень мономерности очищенного белка снизится. Йод
ацетамид предотвращает формирование таких ковалентно связанных 
димеров [265]. Непосредственно перед солюбилизацией мембраны с 
рецептором инкубируют в буфере с йодацетамидом в концентрации 
примерно 2 мг/мл [258, 259].
	 АТФ также используется при очистке GPCR для повышения моно
мерности препарата. Все GPCR имеют достаточно сложную структуру, 
и для правильного фолдинга этим рецепторам часто требуются 
молекулярные шапероны [266]. Отдельные шапероны, например 
Hsp70, регулируют процесс GPCR-сигнализации, обеспечивая отде
ление G-белков от рецептора [267]. Даже после промывки мембран 
и солюбилизации некоторые рецепторы в растворе могут быть всё 
ещё связаны с шаперонами, многие из которых являются АТФ-зави
симыми. При взаимодействии с АТФ они меняют свою конформацию 
и могут отсоединиться от GPCR. Поэтому в буферы для промывки 
солюбилизированного рецептора добавляют АТФ [258, 259].

V. ХАРАКТЕРИЗАЦИЯ И КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА 
ПОЛУЧЕННЫХ БЕЛКОВЫХ ПРЕПАРАТОВ

Полученные очищенные препараты белков для структурно-функцио
нальных исследований предварительно характеризуют при помощи 
аналитической гель-фильтрации, анализа термического сдвига и 
наноразмерной дифференциальной сканирующей флуорометрии.

АНАЛИТИЧЕСКАЯ ГЕЛЬ-ФИЛЬТРАЦИЯ

 Аналитическая эксклюзионная хроматография или гель-фильтрация 
(Size Exclusion Chromatography, SEC) – это хроматографический 
метод, при котором молекулы в растворе разделяются по отношению 
гидродинамического радиуса макромолекулы к среднему размеру пор 
наполнителя колонки [268]. Хроматографическая колонка заполнена 
мелкими пористыми частицами. Во время пропускания буфера, 
содержащего белок, через колонку, более мелкие молекулы попадают 
в поры, что приводит к увеличению их времени прохождения через 
колонку, в то время как более крупные молекулы белка этого не 
делают. В результате происходит разделение раствора на частицы 
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в зависимости от размера [269]. Для оценки количества белка в 
проходящем потоке, как правило, используется детектор поглощения 
ультрафиолетового излучения. 
	 В случае флуоресцентно-детектирующей SEC (FSEC) целевые 
белки ковалентно соединены с зеленым флуоресцентным белком 
(GFP), и профиль SEC снимается по излучению флуорофора. 
Поскольку FSEC использует уникальный сигнал флуоресценции 
GFP, для проведения эксперимента не требуется ни очистка белка, ни 
крупномасштабное культивирование, поэтому измерения проводятся 
после солюбилизации целых клеток или неочищенных мембран. 
Такая схема выделения и анализа позволяет упростить прекристал
лизационный скрининг, который производится в целях поиска опти
мальных условий для наработки белка [270].
	 SEC является одним из наиболее полезных инструментов для 
мониторинга монодисперсности и стабильности целевого белка. 
Монодисперсный и правильно фолдированный белок обычно дает 
отклик в виде одного симметричного гауссова пика, в то время как 
полидисперсный, нестабильный или развернутый белок обычно 
дает отклик в виде нескольких асимметричных пиков (Рис. 4). Из 
профилей элюции SEC также может быть получена информация о 
примесях, присутствующих в образце, поэтому SEC широко исполь
зуется для качественного анализа белков и комплексов для проверки 
их однородности, стабильности и чистоты препарата. Эти параметры 
являются одними из основных для использования образцов в струк
турных исследованиях [271]. 
	 Гомогенность и олигомерное состояние белков может быть опре
делено путем сравнения времени удержания целевого белок-детер
гентного комплекса с временем удержания молекул, использующихся 
в качестве стандартов молекулярной массы. При выполнении этого 
сравнения, однако, необходимо, учитывать, что стандартами для 
колонок, являются растворимые белки или малые молекулы, тогда как 
мембранные белки находятся в комплексе с молекулами детергента, 
которые потенциально могут увеличивать гидродинамический 
радиус. Как следствие, мембранные белки могут иметь молекулярные 
массы больше, чем можно было бы предсказать [272]. Данную проб
лему можно решить при помощи методов анализа рассеяния света, 
например MALS.

МНОГОУГЛОВОЕ РАССЕЯНИЕ СВЕТА (MALS)

Многоугловое рассеяние света (Multi-Angle Light Scattering, MALS) – 
это хорошо зарекомендовавший себя метод изучения белковых 
взаимодействий, который может быть применен как для отдельных 
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белков, так и для белковых комплексов. В типичном эксперименте 
MALS рассеяние лазерного луча раствором белка измеряется под 
несколькими углами в плоскости, перпендикулярной падающему 
свету. Общая интенсивность рассеяния связана с молярной массой и 
концентрацией, в то время как угловая зависимость связана со средне
квадратичным радиусом молекулы. Путем анализа углового измене
ния интенсивности рассеяния можно определить среднеквадратич
ный радиус, молекулярную массу и концентрацию макромолекул в 
образце [273].
	 MALS особенно эффективен в сочетании с SEC. Поскольку белко
вые комплексы поочерёдно элюируются из колонки SEC, их можно 
непосредственно анализировать с помощью последовательно подклю
ченного детектора MALS. Это позволяет разделить различные белки 
или белковые комплексы, которые могут присутствовать в образце, 
в сочетании с точным измерением их молекулярной массы [274].

АНАЛИЗ ТЕПЛОВОГО СДВИГА

Экспрессия и очистка рекомбинантных белков могут быть значительно 
улучшены путем добавления стабилизирующих буферов или лигандов, 
которые снижают склонность белков агрегировать во время очистки 
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Рис. 4. Пример хроматограммы белкового образца. 
	 Значения флуоресценции на длине волны 280 нм откладываются относи
тельно времени выхода фракции из колонки. Мономерная фракция белка на 
хроматограмме отражена симметричным гауссовым пиком 1. Фракции, имеющие 
большую молекулярную массу, опережают мономерную фракцию и представ
ляют собой фракцию димеров 2 и фракцию агрегатов 3.
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и хранения in vitro. Более того, повышение стабильности коррелирует 
со способностью рекомбинантных белков к кристаллизации [275]. 
Идентификация стабилизирующих буферов и добавок обычно уста
навливается путем мониторинга повышения отслеживания темпе
ратуры плавления белка при термической денатурации.
	 Одним из методов оценки термостабильности белка является 
анализ теплового сдвига (Thermal Shift Assay, TSA), иногда также 
называемого дифференциальной сканирующей флуориметрией. При 
подготовке к проведению TSA белок инкубируется со специфическим 
флуоресцентным красителем. У используемых красителей, таких, 
как например SYPRO Orange, значительно увеличивается квантовый 
выход при связывании с гидрофобными участками белка, которые 
становятся доступными для взаимодействия во время денатурации 
белка. Благодаря постепенному повышению температуры и сопутст
вующему мониторингу излучения флуоресценции красителя можно 
наблюдать за термической денатурацией [276]. Стабильность белка 
количественно определяется по температуре плавления (Tm), которая 
может быть повышена за счёт изменения буферных условий или 
внесением в буферный раствор дополнительных добавок. Данное 
увеличение температуры плавления называется тепловым сдви
гом, который показывает увеличение стабильности белка. Также 
наблюдение за тепловым сдвигом используется для идентификации 
лигандов, которые имеют тенденцию стабилизировать белки при 
связывании [277]. На примере рецептора апелина человека (APJ) было 
показано, что краситель н-[4-(7-диэтиламино-4-метил-3-кумаринил)
фенил]малеимид (CPM) пригоден для проведения измерений TSA c 
GPCR [234]. Таким образом TSA используется для анализа стабиль
ности вариантов GPCR, с различными партнёрными белками, точеч
ными мутациями и длинами N- и С-концов, а также для поиска новых 
лигандов путем скрининга библиотек соединений.

НАНОРАЗМЕРНАЯ ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ СКАНИРУЮЩАЯ 
ФЛУОРОМЕТРИЯ (NANODSF)

В отличие от метода TSA, в методе наноразмерной дифференциаль
ной сканирующей флуорометрии (Nanoscale Differential Scanning 
Fluorimetry, nanoDSF) не используется мечение белка флуоресцент
ным красителем. NanoDSF отслеживает изменения собственной флуо
ресценции остатков триптофанов в белке, возникающие в результате 
изменения 3D-структуры белков в зависимости от температуры [278]. 
Собственная флуоресценция триптофана реагирует на изменения в 
микроокружении белка на основе сольватохромных (изменяющих 
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параметры флуоресценции в зависимости от окружения) характе
ристик индольного кольца. При возбуждении на 280 нм максимум 
излучения флуоресценции триптофана составляет около 330 нм, 
когда аминокислота находится в неполярной среде. В полярной среде 
интенсивность излучения обычно уменьшается из-за статического и 
динамического гашения молекулами растворителя, а пик излучения 
смещен в красный цвет примерно до 350 нм [279]. Обычно это 
происходит, когда остатки триптофанов, скрытые в гидрофобном 
ядре белка, подвергаются воздействию воды при его денатурации. 
Температура, необходимая для разворачивания 50% белка, то есть 
Tm, может быть точно определена по степени красного сдвига или 
иногда синего сдвига (Рис.5). 
	 Так как метод, так же, как и TSA, отслеживает термостабильность 
белка по изменению температуры плавления, он используется для 
поиска оптимальных условий для хранения и кристаллизации с 
точки зрения стабильности белка [280]. В дополнение к проверке 
стабильности nanoDSF способен детектировать связывание белок–
лиганд, а также может помочь получить ценную информацию о сайте 
связывания лиганда и механизме действия белка [281].

VI. ФОРМИРОВАНИЕ КОМПЛЕКСОВ РЕЦЕПТОРОВ  
С ОСНОВНЫМИ ПАРТНЁРАМИ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ

ФОРМИРОВАНИЕ КОМПЛЕКСОВ GPCR ДЛЯ 
КРИСТАЛЛОГРАФИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для полного понимания молекулярных механизмов работы рецепто
ров, сопряжённых с G-белком, необходимо знать структуру рецептора 
в комплексе не только с различными лигандами, но и с теми белко
выми молекулами, с которыми рецептор взаимодействует в природе, и 
которые участвуют в осуществлении передачи сигнала внутрь клетки. 
Таковыми для GPCR являются GRK [265], G-белки, аррестины и 
другие.
	 По данным GPCRdb, на настоящий момент с помощью кристалло
графии получено 450 структур GPCR. Из них 53 в комплексе с анти
телами, фрагментами антител, или нанотелами, 18 в комплексе с 
G-белками, 4 со зрительными аррестинами.
	 Антитела и фрагменты антител часто используются в структурной 
биологии GPCR. Об их функциях подробно рассказывается в разделе 
«Использование фрагментов антител для стабилизации конформа
ционных состояний». Так, нанотела используют в качестве шапе
ронов кристаллизации. При этом существует протокол создания 
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уникальных нанотел для каждого рецептора [282]. Протокол комплек
сообразования и кристаллизации рецепторов с нанотелами примерно 
следующий: рецептор смешивают с избытком нанотела, выдерживают 
реакцию при +4 °С от одного до восьми часов, очищают комплекс, 
концентрируют, делают аликвоты по 7-8 мкл и замораживают 
в жидком азоте, размораживая непосредственно перед замеши
ванием с липидом и постановкой кристаллизации [179, 283–285]. 
Если рецептор термостабильный, то комплексообразование можно 
проводить при комнатной температуре и быстрее [249]. Концентри
ровать комплекс можно до разных концентраций, например 40–50 
мг/мл [286]. Допускается кристаллизация комплекса без предва
рительной заморозки [180]. Протокол образования комплексов 
«рецептор-фрагмент антитела» примерно тот же, что и с нанотелами: 
антитела смешивают с рецептором, который может быть очищенным 
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или иммобилизованным на аффинной смоле в процессе очистки или даже 
находиться в мембранах перед солюбилизацией. Смесь выдерживают на 
льду от одного до восьми часов, а затем комплекс «рецептор-фрагмент 
антитела» очищают с помощью гель-фильтрации, концентрируют и 
используют для кристаллизации [11, 240, 243, 246, 287]. 
	 Гетеротримерные G-белки – это семейство белков, меняющих 
активность эффекторных ферментов, способствующих генерации 
вторичных мессенджеров при активации GPCR. G-белок состоит из 
трёх субъединиц: Gα, Gβ и Gγ [288]. При активации рецептора G-белок 
диссоциирует на Gα и Gβγ субъединицы. G-белки на основе гомологии 
и связанных нижестоящих сигнальных путей классифицируются на 
четыре семейства в соответствии с их Gα субъединицей: Gs (Gs и Golf), 
Gi/o (Gi1, Gi2, Gi3, Go, Gt1, Gt2, Gt3, и Gz), Gq/11 (Gq, G11, G14 и G15) и G12/13 
(G12 и G13) [289]. Gs субъединицы активизируют аденилатциклазу, 
Gi/o ингибируют аденилциклазу, Gq/11 активируют фосфолипазу С-β, 
G12/13 активируют небольшие семейства GTPаз [290]. Кроме того, 
существует 5 различных типов Gβ и 12 типов Gγ субъединиц, которые 
в свою очередь запускают ассоциированные с ними сигнальные 
пути, что приводит к огромному количеству возможных комбинаций 
гетеротримерных G-белков. Gα субъединицы являются ГТФазами, 
которые используют энергию расщепления ГТФ до ГДФ и запускают 
внутриклеточные каскады. [291–293].
	 Первая кристаллическая структура GPCR с G-белком была опуб
ликована в 2008 году. Cолюбилизированный из бычьей сетчатки 
родопсин смешивали с химически синтезированным С-концевым 
фрагментом Gα субъединицы в молярном отношении 1:4, выдер
живали на льду, освещали зелёным светом (500 ± 20 нм) и ставили 
кристаллизацию методом висящей капли [236].
	 Следующая кристаллическая структура комплекса β2-адренерги
ческого рецептора, Gs гетеротримера и нанотела-35 (Nb-35) была 
венцом десятилетий работы с GPCR: была получена структура 
рецептора в момент его активации и передачи сигнала через G-белок. 
Субъединицы G-белка (рекомбинантные бычьи Gα и Gγ, крысиный 
Gβ) были по отдельности экспрессированы, объединены в комплекс, 
затем смешаны с комплексом лиганд-рецептор в небольшом избытке 
Gs. Реакция выдерживалась 3 часа при комнатной температуре с 
добавлением апиразы для гидролиза ГДФ, высвобождающегося из 
Gs при образовании комплекса с рецептором. Это предотвращает 
распад комплекса «рецептор-Gs». Образовавшийся комплекс отделяли 
от не связавшихся G-белков с помощью анти-FLAG смолы, а от не 
связавшихся рецепторов с помощью SEC. За 1 час перед кристал
лизацией комплекс «лиганд–T4L–β2AR–Gs» смешивали с неболь
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шим молярным избытком Nb-35 и выдерживали при комнатной 
температуре. Nb35 служит для стабилизации комплекса Gs, что 
улучшает его аффинность к рецептору. Кристаллизацию комплекса 
«лиганд–T4L–β2AR–Gs» проводили с помощью метода LCP [85].
	 Для облегчения кристаллизации комплекса «GPCR-Gs белок», был 
создан мини-Gs (mini-Gs, конструкция 414), представляющий из себя 
укороченный вариант Gαs с восемью точечными мутациями [294], 
которые стабилизируют белок в отсутствии Gβγ [92, 295]. Мини-Gs 
увеличивает аффинность рецептора к агонисту также, как и гетеро
тримерный G-белкок Gs, и демонстрирует идентичную чувствитель
ность к присутствию Na+ – аллостерического модулятора. Комплекс 
A2aR c агонистом NECA и mini-Gs оказался более термостабильным, 
чем комплекс «рецептор-NECA». Комплексообразование проводили 
путём смешивания очищенного А2а рецептора с мини-Gs в 1,2 моляр
ном избытке мини-Gs в присутствии апиразы. Смесь выдерживалась 
ночь на льду, и перед постановкой кристаллизации комплекс очищали 
с помощью гель-фильтрации [294]. 
	 Для других Gα субъединиц также были созданы версии мини-G 
[92]. Протокол образования комплекса GPCR c мини-G‑белками дос
таточно универсальный [171]. 
	 Все предыдущие комплексы созданы для нуклеотид-свободного 
состояния G-белка. Чтобы получить комплекс «рецептор-Gs-GDP», 
необходимо провести дополнительные эксперименты. В работе 
под руководством Брайана Кобилки [296] было решено поместить 
аминокислотную последовательность ГДФ-связывающей области 
Gαs (далее GsCT) в β2-адренергический рецептор вместо третьей 
внутриклеточной петли. GsCT была помещена через оптимизиро
ванные линкеры между TM5 и T4L, между T4L и GsCT, между GsCT 
и TM6, а также введён дисульфидный мостик между GsCT и пятой 
трансмембранной спиралью рецептора. Дисульфидный мостик 
стабилизировал взаимодействие между рецептором и G-белком. 
В результате удалось получить кристаллы хорошего качества и понять 
взаимодействие между рецептором и нуклеотид-свободным Gαs. 
Gi/oCT пептиды, созданные по аналогии с GsCT, были использованы 
для изучения структурных изменений, связанных с передачей сигнала 
от зрительных рецепторов к G-белку [297–304]. 
	 На данный момент последняя кристаллическая структура комп
лекса «GPCR‒G-белок» опубликована в 2021 году [305]. Комплекс, 
состоящий из D1 дофаминового рецептора, лиганда, Gs гетеротри
мерного белка и Nb35 сравнивался с аналогичным комплексом с β2A 
рецептором. Были собраны данные о взаимодействии рецептора с 
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G-белком. Особенностью комплексообразования в данной работе 
является то, что реакция проводилась на анти-FLAG смоле. Ком
поненты комплекса добавлялись к смоле и выдерживали 3 часа при 
температуре +4°С при осторожном покачивании. Затем рецепторы и 
собранные комплексы элюировались со смолы, и финальное очище
ние комплекса проводилось с помощью гель-фильтрации.
	 Для сборки комплекса GPCR с G-белками важно добавлять апиразу 
для удаления нуклеотидов, которые могут привести к диссоциации 
комплекса [85]. Для катализа образования дисульфидных мостиков 
между рецептором и G-белком можно использовать фенантролин меди 
[296]. Для предотвращения дисульфид-опосредованной агрегации в 
момент образования комплекса можно добавлять TCEP, но нельзя 
использовать йодацетамид для блокировки реакционноспособных 
цистеинов на α и β субъединицах Gs, поскольку он вызывает диссо
циацию комплекса [85].
	 Помимо G-белков, важнейшими участниками пути передачи 
сигнала через GPCR являются аррестины. Эти белки участвуют в 
процессах десенсибилизации рецептора, удаления его из клеточной 
мембраны, а также запускают независимые от G-белков клеточные 
биохимические пути. Семейство аррестинов включает следующие 
подсемейства: зрительные аррестины (аррестин-1 и аррестин-4) и не 
визуальные β-аррестины (β-аррестин-1 и β-аррестин-2, также назы
ваемые аррестин-2 и аррестин-3 соответственно). Кроме того, было 
идентифицировано семейство α-аррестинов, структурно родственное 
β-аррестинам. В структурных работах обычно рассматривают 
β-аррестины 1 и 2 типов, которые повсеместно экспрессируются в 
большинстве тканей и типов клеток млекопитающих [306].
	 В настоящее время получено четыре структуры комплексов «зри
тельный родопсин-аррестин-1», из них три комплекса были получены 
с помощью коэкспрессии этих белков в одной полипептидной 
цепи: человеческий полноразмерный родопсин с Т4 лизоцимом на 
N-концевой части и аррестин первого типа через подвижный линкер 
AAAGSAGSAGSAGSA на C-конце. При замешивании LCP к комп
лексу добавлялся полностью транс-ретиналь [15, 307]. Ещё один 
комплекс «родопсин-аррестин-1» был собран из выделенного из 
бычьей сетчатки родопсина и химически синтезированного пептида 
ArrFL-1 (петлевой участок аррестина-1). Солюбилизированный 
рецептор смешивался с пептидом в молярном соотношении 1:12 
соответственно. Смесь выдерживалась на льду 5 минут и облучалась 
светом на длине волны 530 нм. Этот комплекс кристаллизовался 
методом сидячей капли [308].
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУР КОМПЛЕКСОВ МЕТОДОМ CRYO-EM

Первым рецептором, структуру которого получили в 2017 году с 
помощью метода криоэлектронной микроскопии, стал кальцитонино
вый рецептор [309]. В этом же году Жак Дюбуше, Йоахим Франк и 
Ричард Хендерсон получили нобелевскую премию за «разработку 
методов криоэлектронной микроскопии высокого разрешения для 
определения трехмерных структур биомолекул в растворе». После 
десятилетий совершенствования этого метода, его применение в 
структурной биологии GPCR имело колоссальный успех. По данным 
GPCRdb 337 структур GPCR было получено с помощью метода крио
электронной микроскопии всего лишь за 5 лет.
	 Протокол первой работы был следующим: рецептор с N-концевым 
FLAG-тагом и C-концевым His-тагом, Gαs и Gβ1γ2 были коэкспресси
рованы с помощью бакуловирусов в Hi5 клеточной линии насекомых 
[310]. Одновременное заражение клеточной культуры вирусными 
суспензиями происходило в эффективном соотношении 1:2:2 соот
ветственно. После экспрессии в течении 48 часов клетки центрифу
гировали, ресуспендировали и запустили процесс комплексообразо
вания, добавляя лиганд (кальцитонин лосося), Nb35 и апиразу. Nb35 
связывается с Gαs–Gβ комплексом и таким образом стабилизирует 
G-белок. Реакцию комплексообразования проводили 1 час при ком
натной температуре, а затем рецепторы солюбилизировали и прово
дили многоэтапную очистку комплексов. 
	 Из-за ограничений метода крио-электронной микроскопии, связан
ных с минимальной массой и необходимой формой объекта, среди 
всех GPCR только структуры представителей класса C могут быть 
получены в комплексе с малыми молекулами-лигандами благодаря 
наличию больших внемембранных доменов [311–315]. В остальных 
семействах структуру комплекса «рецептор-лиганд» без присутствия 
иных молекул можно получить за счет димеризации рецептора, как 
в работе с родопсином [172], или использовать большой белковый 
лиганд, такой как хорионический гонадотропин [316].
	 Коэкспрессия как метод создания белковых комплексов возможен 
как в бактериальной системе экспрессии [317–319], так и в клетках 
эукариот [320–323]. В структурной биологии GPCR наиболее частым 
подходом является трансфекция клеток разными векторами [320–
323]. Коэкспрессия белков в одной рамке считывания используется 
реже [313].
	 Формирование белковых комплексов из очищенных компонентов 
[12, 184, 324], до очистки белков [325], или перед солюбилизацией 
рецептора [326, 327] кажется абсолютно равнозначным. Возможно, 
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авторы последних работ оптимизировали протокол очистки комплекса 
для применения к своим индивидуальным задачам.
	 С помощью метода криоэлектронной микроскопии стало возможно 
получение структуры µ-опиоидного рецептора (µOR) в комплексе 
с Gi1 белком [328]. µOR сигнализирует практически всегда через 
подсемейство Gi/o белков, ингибирующих аденилатциклазу [329]. 
Активация опиоидных рецепторов приводит к подавлению боли 
[330], поэтому комплекс «агонист-µOR-Gi1» был особенно важен. 
Для стабилизации нуклеотид-несвязывающего Gi1 гетеротримера 
был использован фрагмент одноцепочечного вариабельного анти
тела (single-chain variable fragment, scFv), который связывался с Gαi 
и Gβ субъединицами, стабилизируя G-белок и не влияя на взаимо
действие G-белка с рецептором. Эта работа стала первой, в которой 
показана структура комплекса GPCR c G-белком, не относящимся 
к подсемейству Gs. Экспериментальный протокол образования 
комплекса «лиганд-GPCR-Gi» не сильно отличается от процедур 
для комплексов с Gs-белками: коэкспрессированные субъединицы 
G-белка очищаются, концентрируются и добавляются к очищенному 
и сконцентрированному комплексу рецептора с лигандом. Реакция 
комплексообразования проходит 1 час при комнатной температуре, а 
затем в присутствии апиразы ещё 1 чаc. Комплекс проходит очистку 
и обработку протеазами, и в конце к нему добавляют scFv16. Полу
чившийся в финале комплекс очищают с помощью гель-фильтрации, 
концентрируют и используют для структурных исследований. 
	 Gα12/13 подсемейство состоит всего из двух представителей: Gα12 
и Gα13 [331]. Порядка 30 рецепторов при активации связываются с 
этим подсемейством G-белков [332]. G12 и G13 активируют фактор 
обмена гуаниновых нуклеотидов (guanine nucleotide exchange factor, 
GEF), которые регулируют Rho мономерные ГТФазы [333]. Долгое 
время взаимодействие рецепторов с G12 и G13 оставалось неясным, 
пока в 2022 году не были получены структуры комплексов рецептора 
сфингозин-1-фосфата второго типа (S1PR2) [334] и рецептора 
адгезии ADGRG1 (GPR56) [335]. В работе с S1PR2 G13 гетеротример 
не был устойчив [334], поэтому было решено сделать химерную 
Gα13 субъединицу: αN спираль дикого типа Gα13 заменили на αN 
спираль Gαi  [336], а также стабилизировали G-белок с помощью 
scFv16. Очищенные и сконцентрированные компоненты смешивали 
поочередно: сначала рецептор и G-белок, затем scFv16. В работе с 
рецептором адгезии [335] был создан вариант мини-Gα13, по аналогии 
с термостабильным мини-Gα12, созданным ранее [336].
	 Отдельным случаем являются исследования комплексов GPCR с 
белком Gαq. Подсемейство белков Gq/11 при связывании с GPCR акти
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вируют β-фосфолипазу, которая в свою очередь запускает длинный 
каскад реакций [337–339]. Структуры комплексов «рецептор-Gq/11» 
были получены лишь после того, как как были найдены удачные 
стабилизирующие делеции, мутации, а также модификации, позво
ляющие Gαq связываться с хорошо зарекомендовавшим себя ранее 
scFv16: были созданы мини-Gq конструкции, N-концевая последова
тельность Gαq/11 была заменена на N-концевые последовательности 
других Gα субъединиц [92, 340, 341]. Gαq/11 субъединицы во всех 
комплексах являются химерными [342–344].
	 Бета-аррестины способны как десенсибилизировать GPCR 
[345], так и выполнять сигнальные функции при связывании с 
GPCR [346–348]. В отличии от визуальных аррестинов, комплексы 
с которыми были закристаллизованы, β-аррестины гораздо более 
подвижны, что сделало рентгеноструктурный анализ комплексов 
с ними затруднительной задачей. С помощью криоэлектронной 
микроскопии удалось установить структуру комплекса аррестина-2 
(Arr2) с рецептором нейротензина 1 типа (NTSR1) [349]. Конструк
ция, состоящая из рецептора, β-аррестина и лёгкой цепи Fab30 
(BRIL-NTSR1‒Arr2‒Fab30L), соединенных через линкеры, была 
коэкспрессирована с тяжелой цепью Fab30H и киназой GRK5 в 
клеточной линии насекомых Sf9. Рецептор солюбилизировали, 
комплекс «рецептор‒β-аррестин‒тяжёлая и лёгкая цепь Fab30» был 
очищен, сконцентрирован и использован для дальнейших иссле
дований. GRK5 в данном случае была необходима для успешного 
формирования комплекса (о роли фосфорилирования при присое
динении бета-аррестинов к рецепторам чуть ниже). Комплекс 
«рецептор‒β-аррестин» также можно образовать из отдельных очи
щенных и сконцентрированных компонентов, используя сортазу для 
присоединения фосфорилированного пептида к С-концевому участку 
рецептора [350] или обрабатывая рецептор GRK [351].
	 Перед присоединением β-аррестинов C-концевые и внутрикле
точные петлевые участки рецепторов подвергаются избирательному 
фосфорилированию семейством киназ рецепторов, связанных с 
G-белками (GRK), включающем в себя семь представителей [352]. 
Данный процесс обусловливает направление и динамику био
химической сигнализации и «судьбы» рецептора, поэтому отдельно 
представляют интерес структуры «GPCR ‒ GRK». В настоящее время 
получены структуры для комплекса зрительного родопсина с GRK1 
с использованием кросслинкинга и ингибиторов киназ для стабили
зации комплекса [184].
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	 Считается, что при активации GPCR взаимодействуют с G-бел
ками. После этого G-белки отделяются от рецепторов. Затем GRK 
фосфорилируют внутриклеточные домены рецептора, и рецептор 
десенсибилизируется β-аррестинами. Однако, было замечено, что 
иногда рецептор продолжает сигнализировать [353–355], и была 
выдвинута и доказана гипотеза о том, что некоторые GPCR взаимо
действуют одновременно и с β-аррестинами, и с G-белками [356]. 
Структуру такого «мегакомплекса» удалось получить в 2019 году 
[357]. Коэкспрессировали β2-адренергический рецептор с замененной 
С-концевой последовательностью рецептора вазопрессина второго 
типа (β2V2R), β-аррестин-1 (β-arr1) и GRK2. Перед цетрифугированием 
клетки нагревали до +37 °С с добавлением лиганда для образования 
комплекса. Перед солюбилизацией к мембранам добавляли избыток 
Fab30 и инкубировали смесь 30 минут при комнатной температуре. 
Затем рецептор солюбилизировали. К очищенному комплексу 
«β2V2R-β-arr1-GRK2-Fab30» добавляли избыток Gs-гетеротримера, 
Nb35 и Nb32. Образование комплекса проводили при комнатной 
температуре в течение часа. В дополнение к основной статье вышла 
небольшая статья с комментариями к этой структуре [205].

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящем обзоре мы рассмотрели современные подходы к 
получению гомогенных стабилизированных образцов GPCR. Для 
достижения этой цели в первую очередь вводятся генетические 
модификации в белок дикого типа, которые позволяют удалить неупо
рядоченные участки аминокислотной последовательности белка, 
уменьшить его конформационную подвижность, удалить гетероген
ные посттрансляционные модификации и добавить фьюжн-белки для 
дальнейшего увеличения стабильности белка, а также облегчения 
формирования кристаллизационных контактов или создания допол
нительного объёма и выделенного направления в форме белка в 
случае исследований методами криоэлектронной микроскопии. В 
дальнейшем конструкции целевого белка экспрессируются в сис
темах, обеспечивающих правильный фолдинг. Согласно GPCRdb, 
наиболее успешно себя показала бакуловирусная система экспрессии 
в клетках насекомых. На следующих этапах работы происходит 
процедура очистки и стабилизации рецептора в суспензиях с 
мембрано-моделирующими средами, характеризация гомогенности 
и стабильности полученного белка. Отдельно мы обсудили вопросы, 
связанные с получением образцов комплексов GPCR c их основными 
партнёрами взаимодействия ‒ G-белками, β- аррестином и GRK.
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