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Семейство рецепторов эпидермального фактора роста, ErbB, представляет собой важный класс рецептор	
ных тирозинкиназ, играющих ведущую роль в процессах клеточного роста, развития и дифференцировки. В
результате гомо	 и гетеродимеризации трансмембранные домены этих рецепторов участвуют в передаче био	
химических сигналов через плазматическую мембрану. В присутствии детергентов и липидов трансмембран	
ные домены ErbB образуют относительно небольшие комплексы, что делает возможным исследование их
пространственной структуры с помощью метода трехмерной гетероядерной спектроскопии ЯМР высокого
разрешения. В статье описана эффективная система экспрессии и приведен протокол очистки, позволившие
получить для структурных исследований препаративные количества трансмембранных пептидов всех четы	
рех представителей семейства ErbB: ErbB1, ErbB2, ErbB3 и ErbB4. Для наработки целевых белков исполь	
зован штамм Escherichia coli BL21(DE3)pLysS. Все пептиды получены в составе гибрида с тиоредоксином А,
расположенным в N	концевой части молекулы. Для расщепления гибридных белков использована легкая
цепь энтерокиназы человека. Пользуясь простым и удобным протоколом, включающим последовательные
стадии металлохелатной аффинной и катионообменной хроматографий, мы получили десятки (10–30) мил	
лиграммов очищенных изотопно	меченых трансмембранных пептидов, которые были реконструированы в
липид/детергентное окружение (мицеллы или бицеллы) и охарактеризованы методами динамического све	
торассеяния, КД и ЯМР	спектроскопии. Полученные результаты свидетельствуют о возможности исследо	
вания структуры и динамики гомо	 и гетеродимерных комплексов трансмембранных пептидов семейства
ErbB методом гетероядерной спектроскопии ЯМР высокого разрешения.

Ключевые слова: мембранный белок, ErbB, бактериальная экспрессия, очистка, солюбилизация, ЯМР.

BACTERIAL SYNTHESIS, PURIFICATION, AND SOLUBILIZATION OF TRANSMEMBRANE SEG	
MENTS OF ErbB FAMILY MEMBERS, by M. V. Goncharuk1, 2*, A. A. Schulga1, Ya. S. Ermolyuk1, E. N. Tkach1,
S. A. Goncharuk1, 2, Yu. E. Pustovalova1, K. S. Mineev1, E. V. Bocharov1, I. V. Maslennikov1, A. S. Arseniev1,
M. P. Kirpichnikov1, 2 (Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,
Moscow, 117997 Russia, *e	mail: ms.goncharuk@gmail.com; 2Biological Department, Moscow State University,
Moscow, 119991 Russia). A family of epidermal growth factor receptors, ErbB, represents an important class of recep	
tor tyrosine kinases, playing a leading role in cellular growth, development and differentiation. Transmembrane domains
of these receptors transduce biochemical signals across plasma membrane via lateral homo	 and heterodimerization.
Relatively small size of complexes of ErbB transmembrane domains with detergents or lipids allows one to study their
detailed spatial structure using three	dimensional heteronuclear high	resolution NMR spectroscopy. Here, we describe
the effective expression system and purification procedure for preparative	scale production of transmembrane peptides
from four representatives of ErbB family, ErbB1, ErbB2, ErbB3, ErbB4, for structural studies. The recombinant pep	
tides were produced in Escherichia coli BL21(DE3)pLysS as C	terminal extensions of thioredoxin A. The fusion protein
cleavage was accomplished with the light subunit of human enterokinase. Several (10–30) milligrams of purified isotope	
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ВВЕДЕНИЕ

Семейство рецепторов эпидермального фактора
роста (EGF, от англ. Epidermal Growth Factor), или
ErbB, представляет собой важный класс рецептор"
ных тирозинкиназ (РТК). Четыре члена этого се"
мейства, обнаруженные в тканях позвоночных:
ErbB1 (также известный как EGFR или HER1),
ErbB2 (neu, HER2), ErbB3 (HER3) и ErbB4 (HER4)
[1] – играют важную роль в процессах клеточного
роста, развития и дифференцировки [2, 3]. Это се"
мейство представлено интегральными мембранны"
ми белками, состоящими из трех доменов: гликози"
лированный цистеин"богатый внеклеточный до"
мен, ответственный за узнавание лиганда; короткий
гидрофобный трансмембранный (ТМ) домен и ци"
топлазматическая часть, содержащая высококон"
сервативный тирозинкиназный домен и множе"
ственные сайты автофосфорилирования. Степень
гомологии аминокислотных последовательностей
внеклеточных и цитоплазматических доменов
ErbB"рецепторов составляет соответственно 40–
60% и 60–80% [4–7]. Связывание лиганда с внекле"
точным доменом рецептора инициирует передачу
сигнала через мембрану, что приводит к активации
киназного домена, автофосфорилированию рецеп"
тора и запуску целого ряда биологических процес"
сов в клетке [2, 3, 8]. Нерегулируемая экспрессия
рецепторов этого семейства, в частности ErbB2,
связана с развитием и злокачественным характером
различных видов рака человека [1, 2, 6, 9, 10]. ErbB4,
в отличие от остальных членов семейства ErbB, дей"
ствует как проапоптозный белок: его экспрессия в
тканях подавляет рост злокачественных новообра"
зований [11–13].

Наиболее вероятными механизмами передачи
сигнала РТК считаются лиганд"зависимая димери"
зация или переориентация мономеров рецептора в
уже сформированном димерном комплексе [3, 14,
15]. Биохимические и генетические исследования
показали, что ТМ"домены РТК, в том числе белков
семейства ErbB, принимают активное участие в ди"
меризации рецепторов и взаимодействуют друг с
другом в отсутствие внеклеточного и цитоплазма"
тического доменов [16–19]. Более того, известно,
что полиморфизм и мутации в ТМ"домене некото"
рых РТК, в частности ErbB2, сопряжены с различ"
ными заболеваниями человека, в особенности с
развитием рака [19–21]. При помощи сайт"направ"

ленного мутагенеза выявлено, что во взаимодей"
ствии ТМ"доменов ErbB важную роль играют так
называемые GG4", или “гликофориновые”, диме"
ризационные мотивы. Эти мотивы обусловливают
плотную упаковку взаимодействующих спиралей,
поскольку включают два аминокислотных остатка с
малыми боковыми цепями, расположенными с од"
ной стороны α"спирали (малый"ХХХ"малый ами"
нокислотный остаток) [18, 22, 23]. Предполагают,
что наличие GG4"мотива в ТМ"области важно для
димеризации ТМ"домена мембранного белка [24,
25]. В аминокислотных последовательностях ТМ"
доменов всех четырех рецепторов ErbB человека об"
наружено по несколько таких мотивов, располо"
женных на N" и C"концах ТМ"спиралей [18, 22].
Это позволяет предположить, что димеры ТМ"до"
менов ErbB могут принимать две конформации, ис"
пользующие альтернативные интерфейсы димери"
зации с участием N" или C"концевых GG4"мотивов
[18, 26–28]. Переключение между интерфейсами
может осуществляться, например, посредством так
называемого вращательно"связанного механизма
активации рецепторов [8, 28, 29]. Таким образом,
определение пространственной структуры ТМ"до"
менов рецепторов ErbB и изучение механизмов,
управляющих их димеризацией, чрезвычайно важны
для понимания механизма передачи сигнала РТК.

Спектроскопия ЯМР, электронная микроскопия
и рентгеновская кристаллография – эти методы
позволяют с высоким разрешением определять
структуру биомолекул. Однако их использование
сопряжено с определенными требованиями к ис"
следуемому препарату: стабильность белка, его вы"
сокое качество и миллиграммовые количества. Не"
смотря на значительные достижения в области бел"
ковой инженерии [30–32], получение достаточного
количества функциональных мембранных белков
до сих пор остается трудной задачей, зачастую тре"
бующей разработки уникальных подходов для до"
стижения эффективной экспрессии и высокой сте"
пени очистки целевого белка. Другая, не менее зна"
чимая, проблема заключается в необходимости
использования анизотропного мембраноподобного
окружения, состоящего из молекул липидов или де"
тергентов, для сохранения и поддержания нативной
конформации мембранных белков. В комплексе с
молекулами детергентов или липидов мембранные
белки зачастую не поддаются кристаллизации, а
размер и подвижность комплексов осложняют или

labeled transmembrane peptides were isolated with the use of a simple and convenient procedure, which consists of con	
secutive steps of immobilized metal affinity chromatography and cation	exchange chromatography. The purified pep	
tides were reconstituted in lipid/detergent environment (micelles or bicelles) and characterized using dynamic light scat	
tering, CD and NMR spectroscopy. The data obtained indicate that the purified ErbB transmembrane peptides are suit	
able for structural and dynamic studies of their homo	 and heterodimer complexes using high resolution NMR
spectroscopy.

Keywords: Membrane protein, ErbB, bacterial expression, purification, detergent solubilization, NMR.
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делают вовсе невозможным проведение ЯМР"ис"
следования. По этим причинам до сих пор не опуб"
ликована пространственная структура ни одной
полноразмерной РТК. В отсутствие более совер"
шенных методов структурного анализа наиболее
часто встречается подход, предполагающий разбие"
ние мембранного белка на составляющие с после"
дующим исследованием водорастворимых частей
молекулы и ее ТМ"участков. На сегодня с высоким
разрешением опубликованы ЯМР"структуры неко"
валентных гомо" и гетеродимеров ТМ"доменов раз"
личных интегральных мембранных белков [33–35],
в том числе структуры представителей семейства
РТК (ErbB2 [36], ErbB1/ErbB2 [37], EphA1 [38],
EphA2 [39]), полученные недавно в нашей лабора"
тории.

При проведении ЯМР"исследования гомо" или
гетеродимерных комплексов ТМ"доменов ErbB
важным этапом становится разработка методоло"
гии эффективной наработки целевых ТМ"фраг"
ментов (пептидов), а также их изотопно"меченых
производных. Для получения гидрофобных ТМ"
пептидов ErbB применяют твердофазный синтез
[27, 40–44], однако его использование весьма за"
труднительно ввиду высокой стоимости изотопных
меток, вводимых в образец для проведения полно"
ценных ЯМР"исследований. Грант (Grant C.W.)

и др. [45, 46] разработали метод бактериальной экс"
прессии генов ТМ"пептидов ErbB, позволяющий
достичь выхода изотопно"меченых пептидов не ме"
нее 5 мг с 1 л культуры. Однако согласно протоколу,
отделение ТМ"пептидов от белка"носителя TrpE
проводят с применением цианогенбромида (CNBr,
гидролизует белки по остаткам Met), что позволяет
получать только мутантные варианты ТМ"пептидов
ErbB, в аминокислотной последовательности кото"
рых все остатки Met заменены.

В данной статье представлена методология, раз"
работанная нами для достижения высокоуровневой
экспрессии генов и эффективной очистки препара"
тивных количеств изотопно"меченых производных
нативных ТМ"фрагментов всех рецепторов семей"
ства ErbB, что позволяет проводить исследование
структуры полученных пептидов методом гетеро"
ядерной спектроскопии ЯМР [47].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использованы штаммы E. coli XL"10"
Gold (“Stratagene”, США) и BL21(DE3)pLysS
(“Stratagene”), плазмиды pGEMEX"1 (“Promega”,
США) и pGEMEX"1/TRX"TMS [48]. Олигонук"
леотиды синтезированы на заказ фирмой “Evro"
gen” (Россия). Секвенирование ДНК проводили в
Межинститутском Центре коллективного поль"
зования “ГЕНОМ” (Россия). Для введения изо"
топных меток 15N, 13C использованы реагенты
фирмы “CIL” (США).

Клонирование и экспрессия генов. Плазмидные
векторы для экспрессии генов пептидов в составе
гибрида с тиоредоксином конструировали, как
описано ранее [34, 36–39, 48]. Гены, соответствую"
щие ТМ"фрагментам рецепторов ErbB человека
(tmErbB): аминокислотные остатки 634–677 рецеп"
тора ErbB1 (tmErbB1), аминокислотные остатки
641–684 рецептора ErbB2 (tmErbB2), аминокислот"
ные остатки 632–675 рецептора ErbB3 (tmErbB3),
аминокислотные остатки 642–685 рецептора ErbB4
(tmErbB4) – собирали из 8 синтетических олиго"
нуклеотидов с частично перекрывающимися по"
следовательностями. Используемые кодоны опти"
мизировали для экспрессии генов в E. coli. В 3'"кон"
цевые праймеры вводили сайт рестрикции BamHI;
в 5'"концевые праймеры вводили последователь"
ность, кодирующую сайт узнавания энтерокиназы.
Эту же последовательность вводили и на 3'"конец
гена белка"носителя (TRX), амплифицированного
при помощи ПЦР с вектора pGEMEX"1/(TRX"
TMS) [48]. Рекомбинацию генов TRX и tmErbB с об"
разованием TRX+tmErbB проводили при помощи
ПЦР. Экспрессионные плазмиды pGEMEX"1/
(TRX"tmErbB) (рис. 1б) получали в результате кло"
нирования фрагментов TRX+tmErbB, обработанных
эндонуклеазами рестрикции RsrII и BamHI, в лине"
аризованный теми же рестриктазами вектор pGE"
MEX"1/(TRX"TMS) [48]. Правильность нуклеотид"

a

б

Helix TrxA GS H6 GS EK tmErbB

RsrII TRX+tmErbB

T7 pr BamHI

ter

Amp r

TRX

pGEMEX"1/
(TRX"tmErbB)

Рис. 1. Схематическое представление гибридных бел"
ков TRX"tmErbB (а) и соответствующих экспресси"
онных векторов (б). В состав гибридных белков вхо"
дят: Helix – N"концевая аминокислотная последова"
тельность мембраноактивного белка из Helicobacter
pylori; TrxA – тиоредоксин А E. coli; GS – гибкая по"
следовательность из аминокислот GSGSG; H6 – ги"
стидиновая последовательность; EK – сайт узнава"
ния легкой цепи энтерокиназы человека; tmErbB –
целевой пептид из ErbB1, ErbB2, ErbB3 или ErbB4;
Ampr – ген устойчивости к ампициллину.
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ной последовательности в пределах экспрессионных
кассет подтверждали при помощи секвенирования
ДНК по обеим цепям.

Для экспрессии генов гибридных белков ис"
пользовали клетки E. coli штамма BL21(DE3)pLysS.
При получении изотопно"меченых белков исполь"
зовали среду М9, содержащую 0.0002% дрожжевого
экстракта, 15NH4Cl и [U"13С]"глюкозу (15N,13C"мече"
ние) или 15NH4Cl и необогащенную глюкозу (15N"
мечение). Для продукции целевого гибридного белка
в культуру клеток с оптической плотностью пример"
но 0.6 о.е. (длина волны 600 нм) добавляли индуктор,
изопропил"β"D"тиогалактозид (ИПТГ), до конеч"
ной концентрации 0.05 мМ (в случае tmErbB2) или
0.25 мМ (в случае tmErbB1, tmErbB3 и tmErbB4) и по"
нижали температуру c 28°С до 13°С. Через 40 ч инку"
бации (скорость шейкера 250 об./мин) клетки соби"
рали центрифугированием и хранили при –20°C.

Очистка целевых белков. Биомассу, полученную
из 1 л культуры, суспендировали в 50 мл лизис"бу"
фера (50 мМ Трис, pH 8.0, 150 мМ NaCl, 20 мМ 2"
меркаптоэтанол, 10 мМ имидазол, 1% Тритон Х"100,
0.2 мМ фенилметилсульфонилфторид), в который
добавляли мочевину до концентрации 6 М (в случае
tmErbB1) или 4 М (в случае tmErbB2 и tmErbB3);
разрушали при помощи ультразвука, центрифуги"
ровали и фильтровали через мембрану с размером
пор 0.22 мкм. Осветленный лизат наносили на ко"
лонку с Chelating Sepharose FF (“Amersham Bio"
science”, США), предварительно заряженную Ni2+ и
уравновешенную буфером А (50 мМ Трис, pH 8.0,
250 мМ NaCl, 20 мМ 2"меркаптоэтанол, 1% Тритон
Х"100), содержащим 10 мМ имидазол и 6 М
(tmErbB1) или 4 М (tmErbB2 или tmErbB3) мочеви"
ну. Смолу последовательно промывали уравновеши"
вающим буфером, затем буфером А, содержащим
10 мМ имидазол, и, наконец, буфером А с 60"мМ
имидазолом. Белок элюировали буфером А, содер"
жащим 200 мМ имидазол. После пятикратного раз"
бавления элюата буфером, содержащим 50 мМ Трис,
pH 8.0, и 1% Тритон Х"100, добавляли легкую цепь
рекомбинантной энтерокиназы человека [49] в соот"
ношении 25 единиц фермента на 1 мг TRX"tmErbB1
и 50 единиц фермента на 1 мг TRX"tmErbB2,
TRX"tmErbB3 или TRX"tmErbB4. После инкуба"
ции в течение ночи при комнатной температуре
смесь наносили на колонку с Chelating Sepharose FF.
Фракцию, не связавшуюся со смолой, собирали и
наносили на колонку с SP Sepharose FF (“Amersham
Bioscience”), уравновешенную буфером В (50 мМ
NaOAc, pH 5.5, 1% Тритон Х"100). Пептиды элюи"
ровали линейным градиентом NaCl (0–1 М). После
осаждения 10%"ным раствором ТХУ очищенные
пептиды трижды промывали ацетоном и высуши"
вали под вакуумом. С помощью описанной процеду"
ры удалось достичь выхода целевых белков от 2 до
10 мг с 1 л культуры клеток. Чистоту и соответствие
очищенных пептидов целевым подтверждали с помо"

щью методов гель"электрофореза, масс"спектроско"
пии MALDI (оборудование Daltonics Ultraflex II
TOF/TOF, “Bruker Daltonik”, Германия) и спектро"
скопии ЯМР в смеси метанол : хлороформ (1 : 1,
об./об.) с содержанием 5–10% (об./об.) воды или
в смеси 2,2,2"трифторэтанол : вода (1 : 1, об./об.).
Чистота рекомбинантных белков составляла не
менее 97%.

Солюбилизация tmErbB в мембраноподобном
окружении. Для проведения структурных исследо"
ваний ТМ"пептидов использовали детергентные
мицеллы и небольшие липидные бицеллы. Об"
разцы изотопно"меченых tmErbB (1 мМ) солюби"
лизировали в водных растворах детергента доде"
цилфосфохолина (ДФХ) или смеси липидов ди"
гексаноилфосфатидилхолин/димиристоилфосфа"
тидилхолин (ДГФХ/ДМФХ), взятых в соотноше"
нии 1 : 4 (q = 0.25) при молярных соотношениях де"
тергент/белок и липид/белок приблизительно 35 : 1.
Сухие порошки белка и детергента или липидов
растворяли в смеси 2,2,2"трифторэтанол/H2O (1 : 1,
об./об.). Суспензию озвучивали в течение несколь"
ких минут в ультразвуковой бане до полной про"
зрачности раствора и лиофилизовали в течение но"
чи. Высушенный препарат растворяли в буфере, со"
держащем дейтерированный ацетат натрия (20 мМ,
рН ~5.0, 5% D2O), и проводили 5–10 циклов охла"
ждения/нагрева (охлаждение до ~10°С, нагрев до
~40°С) с последующим озвучиванием в течение не"
скольких минут в ультразвуковой бане до достиже"
ния полной прозрачности раствора. В готовый об"
разец добавляли ЭДТА (1 мМ) и азид натрия
(0.15 мкМ) – с целью блокировать действие фосфо"
липаз и бактериальное заражение (соответственно).

Эксперименты по динамическому светорассея"
нию проводили при температуре 30°C на оборудо"
вании DynaPro Titan (“Wyatt Technology Corpora"
tion”, США) в 12"мкл кювете. Спектры КД, соот"
ветствующие tmErbB, встроенным в мицеллы,
бицеллы или липосомы (фосфолипидный бислой),
получали на спектрополяриметре J"810 (“Jasco”,
Япония). Эксперименты проводили в 0.01"см квар"
цевой кювете при температуре 30°C и концентра"
ции белка 1 мг/мл. Спектры КД анализировали с
использованием программы CDSSTTR [50]. Для
приготовления небольших однослойных везикул
суспензию липосом ДМФХ, при соотношении бе"
лок/липид 1 : 50, озвучивали во льду на ультразвуко"
вом дезинтеграторе с титановым наконечником
(“VirSonic"600”, США) до полной прозрачности об"
разца (примерно 10 мин).

Гетероядерные спектры ЯМР, соответствующие
пептидам tmErbB, встроенным в мицеллы ДФХ или
бицеллы ДМФХ/ДГФХ, получали на спектрометре
AVANCE 600 (“Bruker”, США) с рабочей частотой
на протонах 600 МГц и при температуре 40°С.
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Система экспрессии генов пептидов tmErbB

Исследование проводили на пептидах, амино"
кислотные последовательности которых включали
полноразмерные ТМ"фрагменты рецепторов ErbB
с прилегающими к гидрофобной области участками
(таблица). Так как бактериальная экспрессия не"
больших пептидов сопровождается быстрой про"
теолитической деградацией, то для синтеза генов
tmErbB конструировали гибридную систему, где в
качестве белка"носителя использовали тиоредок"
син А (TrxA) (рис. 1а). Гены пептидов собирали при
помощи ПЦР с использованием синтетических
олигонуклеотидов с перекрывающимися последо"
вательностями. Используемые кодоны оптимизи"
ровали для экспрессии целевых генов в E. coli. Меж"
ду фрагментами TrxA и tmErbB гибридного белка
помещали линкерный участок, содержащий после"
довательность из шести гистидиновых остатков (Н6
или His6"tag), и сайт расщепления энтерокиназой
(ЕК). Последовательность His6 необходима для
очистки белка методом металлохелатной аффинной
хроматографии (МХАХ), а сайт узнавания ЕК – для
отделения целевого белка от белка"партнера. По"
движные глицин"богатые участки, Gly"Ser"Gly"
Ser"Gly (элемент GS), с обеих сторон His6"последо"
вательности обеспечивали доступность этого участ"
ка для взаимодействия с активными группами сор"
бента, а ЕК"сайта – для фермента (рис. 1а). Кроме
того, на N"конце TrxA предусматривали наличие
аминокислотной последовательности (Helix),
включающей 10 N"концевых аминокислотных

остатков мембраноактивного белка из Helicobacter
pylori [51]. Недавно нами показано, что эта последо"
вательность позволяет эффективно подавлять ток"
сичность некоторых ТМ"пептидов по отношению к
клетке"хозяину (данные не приведены). Гены, соот"
ветствующие последовательностям гибридных бел"
ков Helix"TrxA"GS"H6"GS"EK"tmErbB (далее
TRX"tmErbB), встраивали в плазмидные векторы
pGEMEX"1 под транскрипционный контроль Т7"
промотора с образованием экспрессионных векто"
ров pGEMEX"1/(TRX"tmErbB) (рис. 1б).

В качестве штамма"хозяина E. coli нами выбраны
клетки BL21(DE3)pLysS, поскольку целевой ген в
них экспрессируется на приемлемом уровне. Гете"
рологическая экспрессия генов в препаративных
количествах в клетках E. coli зачастую приводит к
накоплению целевого белка в составе телец вклю"
чения, представляющих собой большие нераство"
римые белковые агрегаты. Клетки, трансформиро"
ванные соответствующим вектором, после индук"
ции синтеза целевого белка выращивали при двух
температурах: 37°С и 13°С (накопленный нами
опыт свидетельствует о том, что понижение темпе"
ратуры выращивания позволяет поддерживать ре"
комбинантный белок в растворимой форме). Уро"
вень экспрессии генов, а также наличие целевого
белка в лизате клеток, в растворимой или нераство"
римой фракции, оценивали методом электрофоре"
за в ДСН"ПААГ. Образцы для этой процедуры гото"
вили следующим образом. Клетки инкубировали в
буфере с лизоцимом и 1% Тритона Х"100 и лизиро"
вали при помощи нескольких циклов заморажива"
ния–оттаивания. После озвучивания лизат центри"

Характеристика полученных гибридных белков (TRX"tmErbB) и целевых пептидов (tmErbB)

ТМ"пеп"
тид

Мол. 
массаa, 

кДа
Фрагмент ErbB и аминокислотная последовательностьб EKв, 

ед./мг

Выходг, мг/л

TRX"tmErbB tmErbB

tmErbB1 4.7 ErbB1 (634–677) 25 40 6

EGCPTNGPKI RRRHIVRKR

tmErbB2 4.7 ErbB2 (641–684) 50 50 10

GCPAEQRAS KRRQQKIRK

tmErbB3 5.0 ErbB3 (632–675) 50 10 2

QTLVLIGKTH RGRRIQNKR

tmErbB4 4.8 ErbB4 (642–685) 50 60 10

STLPQHARTP RRKSIKKKRA

a Расчетное значение молекулярной массы tmErbB"пептидов.
б Серым выделены аминокислотные остатки, предположительно соответствующие ТМ"доменам. Подчеркнуты остатки, об"
разующие димеризационные мотивы GG4"типа [24, 25]. Остатки Met приведены на черном фоне.
в Количество единиц активности легкой цепи энтерокиназы, требуемое для расщепления 1 мг гибридных белков TRX"tmErbB.
г Усредненный выход гибридных белков (TRX"tmErbB) и очищенных пептидов (tmErbB), включая их 15N" и [15N",13C]"меченые
производные, с 1 литра культуральной среды. Выход оценивали по интенсивности окрашивания Coomassie blue соответствующих
полос в ПААГ после проведения электрофореза, а также по результатам взвешивания высушенных очищенных пептидов tmErbB.

PSIATGMVGALLLLLVVALGIGLFM

PLTSIISAVVGILLVVVLGVVFGILI

LTMALTVIAGLVVIFMMLGGTFLYW

LIAAGVIGGLFILVIVGLTFAVYV
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фугировали 15 мин при 12000 × g. Белок считали
растворимым, если по данным ДСН"ПААГ"элек"
трофореза он находился во фракции супернатанта
осветленного клеточного лизата. В противополож"
ном случае считали, что белок накапливается в со"
ставе телец включения. Все рекомбинантные штам"
мы эффективно продуцировали гибридные белки
при выращивании клеток на минимальной солевой
среде как с введением изотопных меток, так и без
них (рис. 2). Если после индукции клетки растили
при 37°С, то все TRX"tmErbB накапливались, в ос"
новном, в составе телец включения; в то время как
при понижении температуры выращивания до 13°С
все гибридные белки находились преимущественно
в растворимой форме. При наработке целевых по"
липептидов в препаративных количествах реком"
бинантные штаммы после индукции растили толь"
ко при 13°С. Уровень экспрессии генов в зависимо"
сти от концентрации индуктора ИПТГ (1.0, 0.25,
0.05 и 0.01 мМ) оценивали при помощи ДСН"ПА"
АГ"электрофореза. Максимальный выход целевых
белков и их 15N" или [15N", 13C]"меченых производ"
ных наблюдался для TRX"tmErbB2 при 0.05 мМ
ИПТГ (рис. 3), а для остальных гибридных белков –
при 0.25 мМ ИПТГ (рис. 2).

Очистка гибридных белков

После лизиса клеток гибридные белки очищали
методом МХАХ. Во избежание выпадения в осадок
целевых белков на этой и всех последующих стади"
ях использовали неионный детергент Тритон Х"100.

Кроме того, для увеличения стабильности и сниже"
ния потерь при очистке гибридных белков TRX"
tmErbB1, TRX"tmErbB2 и TRX"tmErbB3 использо"
вали буферы с мочевиной (до 6 М, см. раздел “Экс"
периментальная часть”). Чистота полученных в ре"
зультате МХАХ белковых препаратов составляла не
менее 80%. Молекулярная масса гибридных белков,
определенная по электрофоретической подвижно"
сти в трициновом ДСН"ПААГ (рис. 4), соответство"
вала расчетным значениям; в то время как в трис"
глициновом ДСН"ПААГ их подвижность не совпа"
дала с расчетной (рис. 2 и рис. 3).

Очищенные методом МХАХ гибридные белки
расщепляли с использованием легкой цепи EK че"
ловека [49]. Этот фермент селективно гидролизует
пептидную связь непосредственно после амино"
кислотной последовательности DDDDK (сайт ЕК,
рис. 1а). Оптимизацию условий гидролиза прово"
дили для каждого пептида, варьируя следующие па"
раметры: время, температуру, соотношение фер"
мент/субстрат, состав буфера, в котором проходит
гидролиз, и концентрацию субстрата. Полного от"
деления пептидов tmErbB от белка"партнера дости"
гали, используя в качестве реакционной смеси пя"
тикратно разбавленные фракции, содержащие ги"
бридный белок, и фермент – в расчете 25–50 ед.
активности на 1 мг гибридного белка (таблица) (см.
раздел “ Экспериментальная часть”).

Пептид tmErbB2 уже получали ранее путем рас"
щепления гибридного белка по остаткам Met с по"
мощью CNBr [45, 46]. Несмотря на эффективность
и дешевизну, этот метод не может быть использован

1 B1 2 B2 3 B3 4 B4 кДа

116.0

66.2

45.0

35.0

25.0

18.4

14.4

Рис. 2. Накопление целевых гибридных белков при выращивании рекомбинантных штаммов на минимальной соле"
вой среде М9. Анализ в 14%"ном трис"глициновом ДСН"ПААГ клеточного лизата TRX"tmErbB1: 1 – без индуктора,
В1 – при 0.25 мМ ИПТГ; TRX"tmErbB2: 2 – без индуктора, В2 – при 0.05 мМ ИПТГ; TRX"tmErbB3: 3 – без индуктора,
В3 – при 0.25 мМ ИПТГ; TRX"tmErbB4: 4 – без индуктора, В4 – при 0.25 мМ ИПТГ. M – маркеры молекулярной массы
белков. Стрелками указаны полосы, соответствующие целевым гибридным белкам TRX"tmErbB. Расчетная молеку"
лярная масса TRX"tmErbB составляет приблизительно 20 кДа. В каждую ячейку нанесен эквивалент 30 мкл культуры
клеток.

10
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для получения всех пептидов tmErbB, поскольку в
аминокислотных последовательностях некоторых
из них содержатся остатки Met (таблица). Примене"
ние ферментативного гидролиза, более мягкого по
отношению к белку, чем расщепление с помощью

CNBr, позволило сохранить нативный аминокис"
лотный состав исследуемых объектов.

Реакцию гидролиза проводили в течение ночи,
после чего, используя метод МХАХ, из реакцион"
ной смеси выделяли TRX"фрагменты, а также
оставшиеся негидролизованными гибридные бел"
ки. После концентрирования и дополнительной
очистки целевых пептидов tmErbB методом ионо"
обменной хроматографии получены белковые пре"
параты, степень чистоты которых составляла не ме"
нее 97%. На рис. 4 представлены результаты анализа
(методом ДСН"ПААГ"электрофореза) эффектив"
ности гидролиза TRX"tmErbB2 и чистоты tmErbB2;
остальные полипептиды получены по аналогично"
му протоколу с аналогичными результатами по вы"
ходу и чистоте. Электрофоретическая подвижность
пептидов tmErbB соответствует преимущественно
их мономерным формам. Чистота и соответствие
очищенных пептидов целевым tmErbB подтвержде"
ны методами ЯМР" (рис. 5г) и масс"спектроскопии.

Как упомянуто выше, очищенные пептиды
tmErbB солюбилизировали в водном растворе де"
тергента Тритон Х"100. Однако оптическое погло"
щение водных растворов Тритон Х"100 достигает
высоких значений, особенно в диапазоне длин волн
от 280 до 300 нм; по этой причине использование
оптических методов анализа и определение вторич"
ной структуры очищенных пептидов в этом детер"
генте посредством КД"спектроскопии не представ"
ляется возможным. Кроме того, для проведения
структурных исследований ТМ"пептидов методом
ЯМР"спектроскопии (см. ниже) требуются липид"
подобные детергенты или липиды. Даже следовые
количества Тритон Х"100 в образце негативно влия"
ют на свойства мицелл и бицелл, а также на про"
странственную структуру пептида; по этой причине
очень важно полностью исключить этот детергент
из препарата, предназначенного для анализа. При
помощи ТХУ из раствора высаживали пептиды
вместе с Тритон Х"100, а затем осадок трижды про"
мывали охлажденным ацетоном. На этом этапе
Тритон X"100 переходит в растворимую фракцию, а
белок, очищенный от детергента, остается в осадке.
Отсутствие Тритон Х"100 в белковых образцах под"
тверждали с помощью ЯМР"спектроскопии. В ре"
зультате проведенных процедур получены целевые
пептиды (tmErbB1, tmErbB2, tmErbB3 и tmErbB4) в
сухом виде с чистотой не менее 97% (таблица).

Солюбилизация пептидов tmErbB в среде, 
имитирующей мембрану

Для успешного проведения структурно"функци"
ональных исследований мембранных белков необ"
ходим тщательный выбор среды, которая имитиро"
вала бы нативное окружение белка в клеточной
мембране. При изучении мембранных белков мето"
дом спектроскопии ЯМР высокого разрешения в
качестве такой среды чаще всего используют отно"
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Рис. 3. Влияние концентрации ИПТГ на уровень экс"
прессии гена TRX"tmErbB2. Разделение в 14%"ном
трис"глициновом ДСН"ПААГ. Приведены концен"
трации индуктора (мМ) и маркеры молекулярной
массы (кДа). Расчетная молекулярная масса TRX"
tmErbB2 составляет 19.8 кДа.
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Рис. 4. Анализ эффективности очистки tmErbB2. 1 –
Клеточный лизат, 2 – очищенный гибридный белок,
3 – продукты EK"гидролиза, 4 – очищенный
tmErbB2. Стрелками справа отмечены гибридный бе"
лок TRX"tmErbB2, белок"носитель TRX, димерная и
мономерная формы tmErbB2. Приведены результаты
электрофореза в 14%"ном трициновом ДСН"ПААГ.
Расчетная молекулярная масса TRX"tmErbB2 состав"
ляет 19.8 кДа, а tmErbB2 – 4.7 кДа.
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Рис. 5. Анализ структуры пептида tmErbB в липидном
окружении оптическими методами и ЯМР"спектроско"
пией. а – Схематическое представление липидной би"
целлы со встроенным в нее димером tmErbB2. Средняя
бицелла ДМФХ/ДГФХ/белок состоит из 2 молекул
tmErbB2 (гомодимер) и приблизительно 70 молекул ли"
пида и имеет суммарную массу ~44 кДа [36]. б – КД"
спектр димера tmErbB2 в системе, моделирующей мем"
брану: в бицеллах ДМФХ/ДГФХ (пунктирная линия), в
мембрано"подобной системе – моноламеллярных ли"
посомах ДМФХ (сплошная линия). В обеих системах
полученные спектры типичны для α"спиральной кон"
формации пептида. в – Суперпозиция 40 гистограмм
распределения частиц по размеру, полученных при по"
мощи динамического светорассеяния для tmErbB2 в би"
целлах ДМФХ/ДГФХ. Приведено распределение ча"
стиц с различной относительной массой по их размеру.
г – Гетероядерный 2D [1H"15N]"HSQC спектр ЯМР
15N"меченого пептида tmErbB2 в бицеллах
ДМФХ/ДГФХ. Кросс"пики от NH"групп трех остатков
Gly обведены пунктирной линией; кросс"пики от NH2"
групп остатков Asn и Gln соединены пунктирной лини"
ей. В спектрах присутствуют кросс"пики различной
ширины: узкие – от подвижных, экспонированных в
воду N" и C"концевых участков; уширенные – от транс"
мембранного участка, пронизывающего гидрофобную
область бицеллы. Дисперсия химических сдвигов 1НN

основной цепи ТМ"области характерна для участков с
α"спиральной конформацией.

сительно небольшие мицеллы и бицеллы, состоя"
щие из смеси детергентов и/или липидов [52]. В
данной работе для солюбилизации пептидов
tmErbB использовали мицеллы ДФХ или бицеллы
ДМФХ/ДГФХ. При оптимизации состава мицелл
или бицелл для проведения ЯМР"исследований мы
брали за основу три критерия: 1) подходящий раз"
мер супрамолекулярных комплексов (≤ 40–60 кДа),
состоящих из мицелл или бицелл со встроенным в
них tmErbB в димерном состоянии; 2) монодис"
персность образца и отсутствие олигомеров белка;
3) процент альфа"спиральных участков, соответ"
ствующий нативной конформации белка в составе
клеточной мембраны.

Эффективность встраивания ТМ"пептидов в
мицеллы детергента или липидное окружение, раз"
мер супрамолекулярных комплексов, склонность
ТМ"пептидов к олигомеризации, а также вторич"
ную структуру целевых фрагментов РТК исследова"
ли с помощью ЯМР"спектроскопии и таких опти"
ческих методов, как динамическое светорассеяние
и КД"спектроскопия. В работе мы приводим только
результаты, полученные для tmErbB2 в бицеллах
ДМФХ/ДГФХ (рис. 5а), как для представителя ТМ"
пептидов РТК семейства ErbB. Результаты, получен"
ные для остальных пептидов tmErbB, аналогичны
полученным для tmErbB2 [36] и в настоящее время
уже опубликованы (tmErbB1/tmErbB2 [37]) или гото"
вятся к печати (остальные пептиды tmErbB).

Вторичную структуру tmErbB в мицеллах и би"
целлах определяли методом спектроскопии КД.
КД"спектры, полученные для tmErbB2 в бицеллах
ДМФХ/ДГФХ и в фосфолипидном бислое (липо"

сомы ДМФХ), практически идентичны и характер"
ны для полипептидной цепи, находящейся в кон"
формации α"спирали с двумя минимумами, при 208
и 220 нм, и максимумом при 192 нм (рис. 5б). Со"
держание спиральных участков в обоих случаях со"
ставляло примерно 65%, что хорошо согласуется с

10*
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данными ЯМР, полученными для tmErbB2 в бицел"
лах ДМФХ/ДГФХ [36]. Метод динамического све"
торассеяния показал, что tmErbB2 в бицеллах
ДМФХ/ДГФХ представляет собой монодисперс"
ный образец (полидисперсность 9%), который со"
держит частицы преимущественно одного размера с
гидродинамическим радиусом 2.4 ± 0.2 нм (рис. 5в),
что типично для небольших изотропных бицелл
[53, 54]. Таким образом, результаты оптического
анализа tmErbB2 в липидном окружении явно сви"
детельствуют в пользу того, что исследуемые пепти"
ды в липидных бицеллах принимают конформацию
максимально близкую к природной.

Качество полученных образцов, с точки зрения
возможности проведения структурных исследова"
ний методом спектроскопии ЯМР, оценивали с ис"
пользованием двумерных [1H"15N]"HSQC спектров.
Анализировали общее количество разрешенных
кросс"пиков, количество кросс"пиков в области
NH"сигналов остатков Gly, уширение и двоение
сигналов. Общее количество пиков, хорошая дис"
персия сигналов и небольшая ширина линий в
спектре [1H"15N]"HSQC (рис. 5г) соответствовали
ожидаемым на основании аминокислотной после"
довательности пептида, его вторичной структуры и
гидродинамического размера. Это указывает на то,
что tmErbB2 в бицеллах ДМФХ/ДГФХ находится в
одной конформации и подходит для структурных
исследований методом ЯМР. В проведенных позд"
нее ЯМР"исследованиях нами показано, что
tmErbB2, действительно, образует стабильные
димеры в бицеллах [36] и в димеризацию вовле"
чен N"концевой мотив GG4"типа; при этом ди"
мерная конформация ErbB2 [36], по"видимому,
соответствует активированному состоянию ре"
цептора (рис. 5а) [36, 55].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Получение миллиграммовых количеств реком"
бинантных пептидов tmErbB (включая изотопно"
меченые производные) высокой степени чистоты, а
также относительно небольшой размер комплексов
пептид/детергент и пептид/липид – те факторы,
которые позволяют проводить исследование про"
странственной структуры гомо" и гетеродимеров
tmErbB методом трехмерной спектроскопии ЯМР
высокого разрешения. Пептиды tmErbB в мицеллах
или бицеллах адекватно имитируют нативную кон"
формацию ТМ"участков рецепторов ErbB [36, 55].
Рекомбинантные изотопно"меченые пептиды
tmErbB1 и tmErbB2 уже использованы для опреде"
ления их структуры высокого разрешения в бицел"
лах ДМФХ/ДГФХ и изучения механизмов их гомо"
и гетеродимеризации [36, 37]. В настоящее время
мы исследуем структуру и процессы димеризации
других пептидов tmErbB, получение которых опи"
сано в этой работе. 

Надо сказать, что предложенная технология
продукции рекомбинантных пептидов дает иссле"
дователю мощный инструмент, использование ко"
торого может пролить свет на механизм передачи
сигнала рецепторами ErbB и другими РТК. Опреде"
ление пространственной структуры димерных
трансмембранных участков ErbB позволит выяс"
нить механизмы жизненно важных биологических
процессов и заложит основу современного подхода
к рациональному дизайну лекарственных препара"
тов нового поколения. Например, они могут быть ос"
нованы на синтетических пептидах, специфически
взаимодействующих с ТМ"участками РТК и тем са"
мым регулирующих свойства этих рецепторов.
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