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Рецепторы, сопряженные с G-белком (G protein-coupled Receptors, GPCR), играют ключевую роль 
в передаче внеклеточных сигналов и регуляции множества биологических процессов, что делает 
эти мембранные белки одним из наиболее важных классов мишеней фармакологических аген-
тов. Значительное увеличение количества атомарных структур GPCR за последнее время открыло 
путь к разработке лекарств на их основе (Structure Based Drug Design, SBDD). SBDD использует 
информацию о структуре комплекса рецептор–лиганд для поиска аффинных и селективных 
лигандов без необходимости проведения высокопроизводительного экспериментального скри-
нинга лигандов и позволяет существенно расширить химическое пространство поиска лигандов.  
В  обзоре мы описываем процесс получения структуры GPCR методами рентгеноструктурного 
анализа и криоэлектронной микроскопии − важный этап рациональной разработки лекарств, 
направленных на GPCR. Нашей основной целью является освещение широкому кругу специали-
стов современных аспектов и ключевых особенностей методов экспериментальной структурной 
биологии, необходимых для детального понимания SBDD GPCR.
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка лекарственных средств представ-
ляет собой сложный, дорогостоящий и много-
стадийный процесс. Он включает в себя: поиск и 
валидацию лекарственной мишени; поиск соеди-
нений-хитов (hit compounds), которые специфиче-
ски связываются с мишенью; модификации соеди-
нения-хита до соединения-лидера (lead compound), 
оптимизированного по критериям медицинской 
химии, и проведение анализа структурно-функ-
циональных зависимостей; отбор соединений-кан-

дидатов; доклинические испытания на животных 
и клинические испытания [1]. Согласно аналити-
ческим отчетам, для вывода нового терапевти-
ческого продукта на фармацевтический рынок 
требуется в среднем более 13 лет и около 2 милли-
ардов долларов [2].

Традиционная разработка лекарственных 
средств предусматривает широкомасштабный 
экспериментальный скрининг библиотек соеди-
нений, что является низкоэффективным, экс-
тенсивным и дорогостоящим подходом. Для 
оптимизации этого процесса и сужения круга 
соединений-кандидатов применяются различные 
рациональные подходы, основные из которых  – 
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Принятые сокращения: крио-ЭМ − криоэлектронная микроскопия; ММС – мембраномоделирующие системы; 
ПО − программное обеспечение; СИ – синхротронное излучение; BRIL − термостабилизированный апоцитохро-
мом b562RIL; CCD – coupled charge device; CHS – холестерил гемисукцинат; Fab − антигенраспознающий фрагмент 
антитела (Fragment Antigen Binding); GPCR – рецепторы, сопряженные с G-белком (G protein coupled receptor); 
ICL3 – третья внутриклеточная петля (Intracellular Loop 3); LCP – липидная кубическая фаза (Lipidic Cubic Phase); 
MSP  – мембранный каркасный белок (Membrane Scaffold Protein); МХ  – макромолекулярная рентгеновская 
кристаллография (Macromolecular Crystallography); SBDD – разработка лекарств на основе структуры (Structure 
Based Drug Design); SFX – серийная фемтосекундная кристаллография (Serial Femtosecond X-ray Crystallography); 
SWSX  – малосекторальная синхротронная кристаллография (Small-wedge Synchrotron Crystallography); XFEL  – 
рентгеновский лазер на свободных электронах (Х-ray Free Electron Laser).

Рис. 1. Основные стадии разработки лекарств на основе структуры (SBDD)

это комбинаторная химия [3], разработка лекарств 
на основе малых фрагментов (Fragment-based Drug 
Discovery, FBDD), а также виртуальный скрининг 
библиотек химических соединений, основанный  
на структуре (Structural-base Virtual Screening, SBVS);  
также используют подходы, основанные на ис-
пользовании моделей искусственного интел- 
лекта [4].

Структурная биология вносит решающий 
вклад в оптимизацию большинства из перечис-
ленных выше этапов разработки лекарств (рис. 1).

В первую очередь знание трехмерной струк-
туры целевого белка позволяет определить детали 
молекулярного механизма его функционирования 
и помогает при валидации конкретных мишеней. 
Не  менее значимым для разработки лекарств на 
основе структуры (SBDD) является использование 
полученных трехмерных структур в качестве моде-
ли для виртуального скрининга гораздо больших 
библиотек соединений с существенно меньшими 
затратами средств, времени и усилий по сравне-
нию с широкомасштабным экспериментальным 

скринингом  [5]. Процесс оптимизации соедине-
ний-лидеров может быть значительно улучшен, 
если дополнить анализ структурным картирова-
нием лиганд-связывающего кармана. С этой целью 
обычно определяют сотни различных структур ре-
цептора с лигандом, которые служат для лучшего 
понимания их специфических взаимодействий и 
которые применяют для итерационной оптимиза-
ции лигандов.

К настоящему времени на фармацевтический 
рынок выведено множество лекарств, полученных 
с использованием структур лекарственных мише-
ней, что говорит об успешности такого подхода. 
Например, еще в  1970-х гг. для разработки ряда 
препаратов, стабилизирующих гемоглобин в не-
связанном с кислородом состоянии, использовали 
его структуру [6]. В 1980-е гг. анализ кристалличе-
ских структур карбоангидразы позволил улучшить 
аффинность лиганда к требуемой конформации 
фермента, что привело к созданию препарата для 
снижения внутриглазного давления, Дорзоламида.  
Более современными примерами являются инги-
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битор протеазы ВИЧ Саквинавир (1995 г.), ингиби-
торы нейрамидазы – противовирусные препараты 
Занамивир (1999 г.) и Осельтамвир (1999 г.), про-
тиволейкозный цитостатический препарат Има-
тиниб (2001 г.), селективный ингибитор ренина 
Алискирен (2007 г.), противовирусный препарат 
Боцепревир (2011 г.) и др. [7–9].

В последнее десятилетие в структурной биоло-
гии произошел качественный скачок, вызванный 
революцией в возможности получения структур 
высокого разрешения при помощи криоэлектрон-
ной микроскопии (крио-ЭМ)  [10–12], прорывами 
в области серийной фемтосекундной кристалло-
графии с использованием рентгеновских лазе-
ров на свободных электронах (Х-ray Free Electron 
Laser, XFEL)  [13], а также в связи с появлением 
систем моделирования структур при помощи под-
ходов искусственного интеллекта AlphaFold2 [14] 
и  RoseTTAFold  [15]. Благодаря этому появляются 
структуры высокого разрешения для важных био-
логических мишеней, которые невозможно было 
получить ранее, а структурная биология пережи-
вает ренессанс.

Наш обзор раскрывает особенности одного из 
ключевых этапов SBDD рецепторов, сопряженных 
с G-белком (GPCR) – получения структуры мишени 
методами белковой кристаллографии и крио-ЭМ.

БЕЛКОВАЯ КРИСТАЛЛОГРАФИЯ

Описание и особенности метода для иссле-
дования  GPCR. SBDD опирается на полученные 
атомарные модели структур белков-мишеней вы-
сокого разрешения, которые позволяют обнаружи-
вать специфические сайты связывания лигандов. 
Основным методом получения белковых струк-
тур является макромолекулярная рентгеновская 
кристаллография (Macromolecular X-Ray Crystal
lography, МХ), с помощью которой получено более 
85% всех известных на сегодняшний день струк-
тур (rcsb.org от 12.09.23 г.). Улучшение и введение 
новых сверхярких источников рентгеновского 
излучения, разработка оборудования для экспе-
риментальных станций, создание новых методов 
молекулярной и структурной биологии постоянно 
совершенствуют белковую кристаллографию, со-
кращая время эксперимента и снижая требования 
к белковым кристаллам. В итоге возможности ме-
тода МХ значительно расширились, что привело к 
появлению структур белков (в частности, GPCR) и 
их комплексов, которые раньше получить не уда-
валось. В течение последних 10 лет прирост новых 
белковых структур, полученных методами  МХ, 
увеличился и составляет более 8000 ежегодно, а 
суммарное число полученных структур к середине 
2023 г. превысило 176 000.

Кристаллизация GPCR является трудоемким 
процессом  – рецепторам свойственны низкий 
уровень экспрессии, высокая конформационная 
подвижность, амфифильность. Эти особенности, а 
также наличие подвижных внемембранных участ-
ков затрудняют процесс их кристаллизации. Пути 
решения заключаются в подборе гетерологической 
системы экспрессии, уменьшении конформацион-
ной подвижности методами генной инженерии, 
использовании метода кристаллизации in meso. 
Однако качество кристаллов GPCR в среднем оста-
ется хуже, чем для большинства водорастворимых 
белков, поэтому технологии и методики получе-
ния и обработки рентгеноструктурных данных 
GPCR требуют дальнейшего совершенствования.

Подготовка GPCR к кристаллизации. GPCR – 
эукариотические трансмембранные белки, как 
правило, с низким уровнем экспрессии, структур-
ные исследования которых методом МХ требуют 
получения стабильного функционального белко-
вого препарата в миллиграммовых количествах 
(в среднем требуется ~5 мг на одну кристаллиза-
цию [16]). Подготовка GPCR к кристаллизации со-
стоит из нескольких этапов и начинается с выбора 
гетерологической системы экспрессии, к которой 
предъявляют следующие требования: коррект-
ный биосинтез целевого белка – система должна 
обладать необходимым набором ко- и посттранс-
ляционных модификаций для правильного свора-
чивания и транспортировки белка; интересующий 
белок должен экспрессироваться в системе в необ-
ходимом для кристаллизации количестве, а прото-
кол работы с системой должен быть относительно 
простым (как в случае с экспрессией в Escherichia 
coli). Чаще всего экспрессию GPCR проводят в клет-
ках насекомых с использованием бакуловирусной 
системы или в клетках млекопитающих с исполь-
зованием, к примеру, системы Bac-Mam  [17]. Ис-
пользование подобных экспрессионных систем 
подразумевает введение в ген интересующего бел-
ка N-концевых сигнальных последовательностей: 
пептида гемагглютинина (Hemagglutinin (HA) signal 
peptide), сайта N-гликозилирования мускаринового 
ацетилхолинового рецептора M4 (3N-glycosylation 
site), лейцин-богатого пептида (leucine-rich signal 
peptide, Lucy tag) и  др.  [18,  19]. Помимо этого, с 
помощью метода «направленной эволюции» (Di
rected Evolution) вводят и отбирают точечные 
мутации, способствующие повышению уровня 
функциональной экспрессии белка [20, 21]. Метод 
заключается в проведении случайного мутагенеза 
гена исследуемого рецептора при помощи склон-
ной к ошибкам ПЦР (error-prone PCR) и последую-
щей экспрессии мутантных рецепторов с клеточ-
ной сортировкой (а именно, Fluorescence-activated 
cell sorting, FACS). Для трансформации полученной 
библиотеки ДНК авторы «направленной эволю-
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ции» используют клетки E. coli и Saccharomyces 
cerevisiae в силу простоты работы с ними. Однако 
главная особенность этого метода, без которой 
невозможно его использование, – наличие флуо-
ресцентно меченного лиганда к изучаемому белку, 
который применяется для отбора мутантов с наи-
лучшей функциональной экспрессией.

Другой этап подготовки GPCR состоит в полу-
чении конформационно стабильной конструк-
ции рецептора, для чего из последовательности 
гена удаляют подвижные N- и/или C-концевые 
участки [22]. Также на место третьей внутрикле-
точной петли  (ICL3) вставляют белки-партнеры, 
например, T4 лизоцим или термостабилизирован-
ный апоцитохромом b562RIL  (BRIL)  [23]. Помимо 
стабилизации белка, они способствуют кристал-
лизации  GPCR за счет увеличения относительно 
небольшой площади полярной поверхности ре-
цепторов, доступной для формирования контак-
тов кристаллической решетки. Структуры многих 
GPCR, например, β2AR  [24], A2AAR  [25] и  др., были 
получены с использованием таких «драйверов 
кристаллизации» (панель (а) на рисунке в Прило-
жении). В качестве еще одного инструмента ста-
билизации GPCR используют схожие по действию 
«шапероны кристаллизации» – нанотела или Fab 
(антигенраспознающий фрагмент антитела) к 
участку последовательности рецептора (например, 
к BRIL [26]). Добавление лиганда к рецептору при 
выделении и последующей кристаллизации также 
снижает его конформационную подвижность и 
способствует образованию и росту кристаллов [27].

Так как успешность кристаллизации корре-
лирует с термостабильностью белка  [28, 29], то 
в качестве подготовки к кристаллизации для ее 
повышения в последовательность рецептора вво-
дят одиночные аминокислотные замены. Одним 
из способов поиска термостабилизирующих мута-
ций является аланиновое сканирование  [22, 30]. 
Причем комбинация из полученных этим методом 
одиночных мутаций в большей степени увеличи-
вает термостабильность рецептора [31]. Если про-
водить отбор термостабильных мутантов в при-
сутствии агонистов или антагонистов, то можно 
найти такое сочетание мутаций в гене, которое 
бы, помимо термостабильности, снижало и кон-
формационную подвижность рецептора. Авторы 
этого подхода используют выражение «конфор-
мационной термостабильности» для описания 
полученного эффекта, а рецепторы называют StaR 
(Stabilized Receptor)  [32]. Несмотря на эффектив-
ность, экспериментальные методики получения 
последовательностей стабилизированных рецеп-
торов нельзя считать рациональными из-за их 
ресурсоемкости и невозможности использовать 
полученные закономерности для других рецеп- 
торов.

Альтернативными экспериментальным явля-
ются подходы, использующие вычислительные 
методы. Известны in silico инструменты для пред-
сказания термостабилизирующих мутаций у водо-
растворимых белков, но они не эффективны для 
GPCR, так как не учитывают природу трансмем-
бранной части рецепторов. Это привело к разра-
ботке таких вычислительных инструментов, как 
CompoMug (COMputational Predictions Of MUtations 
in GPCRs) [33] и Construct design tool  [34]. В основе 
CompoMug лежат компьютерные алгоритмы, по-
строенные на четырех различных принципах. 
Первый сравнивает аминокислотную последова-
тельность целевого GPCR с другими близкородствен-
ными рецепторами, пытаясь обнаружить девиант-
ные остатки, замена которых на консервативные 
увеличила бы стабильность белка. Второй, основы-
ваясь на известных структурах, пытается построить 
специфические стабилизирующие взаимодействия 
(в том числе ковалентные в виде дисульфидных 
связей) между различными частями рецептора за 
счет введения в определенные места рецептора пар 
аминокислотных остатков. Третий алгоритм ищет 
в известных структурах других GPCR «полезные» 
мутации – такие, которые привели бы к повыше-
нию термостабильности рецептора и способство-
вали образованию кристаллов. Наконец, четвертый 
использует накопленные данные о стабильности 
сотен мутаций в различных GPCR для обучения 
предиктора машинного обучения распознаванию 
стабилизирующих мутаций. CompoMug экспери-
ментально был успешно проверен на примерах 
серотонинового рецептора 5-HT2C [35], цистеинил 
лейкотриенового рецептора 2-типа (CysLT2R) [36, 37], 
канабиноидного рецептора CB2 [38] и др. Алгоритмы 
Construct design tool устроены схожим образом, но 
предсказывают также аминокислотные остатки, 
которые, взаимодействуя, поддерживают активную 
или неактивную конформации рецептора.

Отдельным этапом подготовки GPCR явля-
ется подбор условий выделения и очистки. Так 
как GPCR  – трансмембранные белки и обладают 
амфифильной природой, в водных растворах они 
нестабильны и агрегируют из-за относительно 
большой гидрофобной части, изначально обра-
щенной внутрь бислойной липидной мембраны. 
Поэтому при работе с этими белками необходимо 
подбирать такие мембраномоделирующие си-
стемы (ММС), которые бы позволили переводить 
белки из мембран в раствор (солюбилизировать) 
и их стабилизировали. Среди таких ММС можно 
выделить основные  – мицеллы детергента и на-
нодиски  [39]. Мягкие детергенты обеспечивают 
солюбилизацию GPCR без его денатурации. Чаще 
всего применяют n-додецил-β-D-мальтопирано-
зид (DDM) или неопентилгликоль лаурилмальто-
зы (LMNG), в качестве добавки к которым исполь-
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зуют холестерил гемисукцинат (CHS) [39]. При этом 
подбирают не только оптимальный для данного 
рецептора и метода исследования детергент, но и 
соотношение количества добавляемого детергента 
(в процентах) к массе клеточных мембран, из кото-
рых выделяют белок. Среди альтернативных ММС 
стоит отметить нативные нанодиски и липодис-
ки, для формирования которых и солюбилизации 
рецептора из мембран применяют химически 
синтезируемые сополимеры малеиновой кислоты 
или фрагмент белка сапозин А (Salipro) [40]. Такие 
мембраномоделирующие системы призваны в 
большей степени, чем мицеллы, стабилизировать 
изучаемый рецептор, а также сохранить его на-
тивное липидное окружение.

Помимо выбора подходящих условий выделе-
ния, варьируют условия очистки. GPCR очищают 
с помощью хелат-аффинной хроматографии, для 
чего предварительно в ген белка вводят последова-
тельность из десяти остатков His на C- или N-конец 
(положение индивидуально проверяют для каждо-
го рецептора), также для аффинной хроматографии 
можно использовать FLAG-метку, которую обычно 
вводят на N-конец гена белка для детекции его 
экспрессии. В процессе очистки меняют объем и 
состав используемых буферных растворов, в част-
ности подбирают оптимальную концентрацию 
солей (например, NaCl) и глицерина.

На каждом из вышеперечисленных этапов 
подготовки GPCR к кристаллизации проводят: 
оценку уровня полной и поверхностной экспрес-

сии белка методом проточной цитофлуориметрии 
с использованием флуоресцентно меченных анти-
тел; оценку гомогенности полученных препаратов 
белка методами аналитической эксклюзионной 
хроматографии и денатурирующего электрофореза 
в ПААГ; оценку термостабильности методами ДСФ 
(дифференциальной сканирующей флуориметрии) 
и анализа кривой плавления в присутствии тиол-
специфических красителей (Thermal Shift Assay, 
TSA). На основе результатов анализа белка этими 
методами выбирают ряд потенциальных кандида-
тов для кристаллизации [41].

Кристаллизация GPCR. Для исследования 
GPCR методом  MX рецепторы кристаллизуют в 
липидной кубической фазе (Lipidic Cubic Phase, 
LCP). Данный подход позволил получить первые 
детали высокого разрешения человеческих GPCR, 
связанных с лигандами (панель (в) на рисунке 
в Приложении), а 97% рентгеновских структур су-
персемейства, полученных при помощи кристал-
лизации в LCP (in meso), имеют разрешение в сред-
нем 2,8 Å [24].

LCP является одной из многих жидкокристал-
лических фаз, которые спонтанно образуются при 
смешивании определенных липидов с водой в 
соответствующих условиях. Данная фаза является 
биконтинуальной – состоит из одного липидного 
бислоя, который следует из бесконечной периоди-
ческой минимальной поверхности, разделяющей 
пространство на две непересекающиеся сети вод-
ных каналов [42] (рис. 2, а).

а б

Рис. 2. Схематическое изображение получения кристаллов GPCR при использовании стеклянных плашек (а) 
с гидрофобным покрытием (1) и «спейсером» для разделения кристаллизационных условий (2). Кристаллиза-
ционная капля (обозначена голубым цветом) представляет собой буферный раствор преципитанта разного со-
става, в который с помощью робота вводится смесь белка с липидами – LCP (обозначена желтым цветом). Фото 
кристаллизационной капли (3 и 4). Проекция объемной LCP на плоскости представлена в момент начала кри-
сталлизации (5) и в момент роста кристалла (6). Розовым цветом обозначены молекулы холестерина. б – Схе-
матическое изображение получения кристаллов GPCR при использовании стеклянных шприцов: 1 – «каплер», 
2 – фото шприца в кросс-поляризованном свете
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При кристаллизации GPCR чаще всего исполь-
зуют смесь липидов моноолеин/холестерин, но ис-
пользование других липидов тоже возможно [39]. 
Рецептор, встроенный в бислой кубической фазы, 
может диффундировать в трехмерном простран-
стве, оставаясь в липидном бислое, что обеспечи-
вает приток белковых молекул из объема LCP к 
растущему кристаллу (рис. 2).

Успех использования липидной кубической 
фазы для выращивания высокоупорядоченных 
кристаллов мембранных белков человека можно 
объяснить несколькими факторами. Во-первых, 
LCP обеспечивает более нативную мембранную 
среду для белков в отличие от мицелл детергентов. 
Во-вторых, образуется кристаллическая упаковка 
I  типа, где контакты образуются между поляр-
ными и неполярными частями белка, способствуя 
лучшему порядку в кристалле и дифракции, в 
отличие от кристаллизации белка из мицелл, где 
контактируют только водорастворимые участки 
белка (упаковка II типа) [43]. Кроме того, LCP мо-
жет действовать как фильтр, эффективно удаляя 
из процесса кристаллизации крупноразмерные 
частицы и белковые агрегаты, мешающие росту 
кристаллов [44, 45].

Особенностью матриц LCP является изо-
гнутость липидного бислоя, которая определяет 
скорость диффузии и в то же время делает энер-
гетически выгодным образование кристаллов: гид-
рофобное несоответствие (hydrophobic mismatch), 
вызванное экспонированием трансмембранных 
участков в раствор, снижается при локальном 
спрямлении фазы (переход из кубической в ла-
меллярную), вызванном сближением белковых 
молекул  (рис. 2) [46]. Использование специфиче-
ских преципитантов (precipitant), таких как соли 
и полимеры полиэтиленгликоля, модулирует гео-
метрические параметры фазы и гидрофильное 
окружение белка, способствующее образованию 
полярных внемембранных взаимодействий  [47]. 
Кроме того, часто применяющийся полиэтилен-
гликоль выступает в качестве криопротектора во 
время извлечения и заморозки кристаллов для 
получения дифракционных данных.

При проведении кристаллизации выделен-
ный белок смешивают с липидами в соотноше-
нии, необходимом для образования кубической 
фазы (обычно – 1/1,5). Перемешивание проводят с 
помощью воздухонепроницаемых шприцов, соеди-
ненных «каплером» (соединительный элемент), до 
образования прозрачной смеси, а затем к смеси в 
~10-кратном избытке добавляют преципитант, за-
полняющий водные каналы фазы. Белок в LCP ин-
кубируют при температуре 20–22 °C до окончания 
формирования кристаллов. Для исследований на 
синхротронах кристаллы выращивают с использо-
ванием специализированных стеклянных планше-

тов и кристаллизационных роботов, обеспечиваю-
щих возможность воспроизводимого нанесения 
капель LCP объемом от 25 нл, рост кристаллов де
тектируют при помощи микроскопии в видимом 
и кросс-поляризованном свете (рис. 2) [48]. Для ис
следований на XFEL фазу с белком при помощи 
каплера переносят в шприц с преципитантом, 
рост кристаллов при этом происходит вдоль дли-
ны шприца  (рис.  2,  б)  [49]. Оптимальный состав 
преципитанта определяют итерационно пере-
бором. Подспорьем служит метод восстановле-
ния флуоресценции после фотообесцвечивания 
(Fluorescence recovery after photobleaching, FRAP), 
где анализируют скорость диффузии GPCR в ли-
пидной фазе с использованием флуоресцентно 
меченного рецептора [47].

МХ-Методы исследования GPCR. Макромоле-
кулярная или белковая рентгеновская кристалло-
графия является методом получения трехмерных 
структур закристаллизованных макромолекул с 
использованием рентгеновского излучения. Бла-
годаря упорядоченному строению кристалла, па-
дающее на него рентгеновское излучение рассеи-
вается и интерферирует, образуя дифракционные 
картины на детекторе, из которых затем удается 
восстановить атомарное строение изучаемого бел-
ка. Чтобы получить больше дифракционных дан-
ных, кристалл во время эксперимента вращают, 
собирая информацию под разными углами. От ка-
чества кристалла и параметров сбора дифракцион-
ных данных зависит разрешение конечной струк-
туры. Чем лучше будет определено разрешение, 
тем больше деталей строения удастся установить, 
что позволит лучше понять функционирование 
белка на молекулярном уровне и создать надеж-
ную основу для разработки лекарств.

Основным толчком к развитию белковой кри-
сталлографии послужило введение ультраярких 
источников синхротронного излучения  (СИ) по-
следних поколений. К  ним относят установки 
класса «мегасайенс», называемые синхротронами, 
представляющие собой циклические ускорители 
заряженных частиц и являющиеся источниками 
рентгеновского излучения в большом энергети-
ческом диапазоне. Непрерывный спектр  СИ по-
зволяет выбирать длину волны используемого 
излучения и получать дополнительную информа-
цию об объектах методами аномальной дифрак-
ции  [50]. Одним из параметров эффективности 
источника рентгеновского излучения является 
плотность генерируемого им потока. По  своим 
характеристикам новейшие синхротроны 4-го 
поколения на сегодняшний день достигли пото-
ка 1035 фотонов/мм2 в cекунду, что на 15 порядков 
больше, чем в лабораторных рентгеновских источ-
никах с вращающимся анодом  [51]. Дальнейшие 
улучшения источников по этому параметру в силу 
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технических возможностей требуют строитель-
ства накопительных колец большего диаметра с 
еще более мощными сверхпроводящими магни-
тами. В качестве альтернативы в начале 2000-х гг. 
стали появляться источники рентгеновского излу-
чения нового типа – рентгеновские лазеры на сво-
бодных электронах [52]. XFEL представляет собой 
линейный ускоритель, большую часть которого за-
нимает длинный магнитный ондулятор [53]. Гене-
рируемая им плотность потока составляет 1040 фо-
тонов/мм2 в секунду, что на 5 порядков выше, чем 
у мощнейших синхротронов [51]. На сегодняшний 
день в мире насчитывается более 70 синхротронов 
(https://www.diamond.ac.uk/Home/About/FAQs/About-
Synchrotrons) и 5 XFEL (https://www.xfel.eu/facility/
comparison/index_eng.html, https://lightsources.org/
lightsources-of-the-world/).

Вместе с развитием установок  СИ развитие 
получили станции  MX  – комплексы приборов, 
предназначенные для проведения дифракцион-
ных экспериментов. Одним из наиболее важных и 
технически сложных элементов станции является 
рентгеновский детектор. Благодаря высокой про-
странственной разрешающей способности и широ-
кому динамическому диапазону работы в 2000-х гг. 
популярными были приборы с зарядовой свя-
зью – CCD-детекторы (coupled charge device) [54, 55]. 
Однако их существенными недостатками при 
проведении МХ-экспериментов являются долгое 
время считывания и необходимость постоянного 
охлаждения для понижения темнового шума [51]. 
Поэтому на данный момент наиболее подходя-
щими являются гибридные пиксельные детекто-
ры (Hybrid Pixel Array Detector, HPAD) [56, 57]. Они 
состоят из двух независимо разрабатываемых 
частей: полупроводниковых матриц-сенсоров и 
считывающих схем (Application-Specific Integrated 
Circuit, ASIC). Независимость этих двух частей ста-
ла одним из ключевых нововведений в области 
создания детекторов. Работая совместно, эти части 
позволяют снизить количество шумов, по сравне-
нию с CDD-детекторами, за счет того, что полупро-
водниковые сенсоры, улавливая рентгеновское 
излучение, при комнатной температуре работают 
стабильно, а ASIC  оцифровывают считываемое 
сенсорами изображение напрямую. Помимо от-
сутствия шума считывания [51], такие детекторы 
имеют практически стопроцентную квантовую 
эффективность детектирования (Detective Quantum 
Efficiency, DQE) в нужном для белков диапазоне 
энергий, устойчивость и высокую скорость счи-
тывания, позволяющие наблюдать дифракцию в 
реальном времени. В  настоящее время в связи с 
ростом числа источников СИ производство гибрид-
ных детекторов для синхротронов стало серий-
ным: их созданием на коммерческой основе за-
нимается несколько компаний, что существенно 

упрощает проектировку экспериментальных стан-
ций. Тем не менее для XFEL гибридные детекторы 
разрабатываются индивидуально [13, 58].

Проведение экспериментов на описанных 
выше установках и развитие инструментария 
станций, к которому, помимо совершенствования 
детекторов, относится разработка микрофокусно-
го оборудования, позволило снизить минималь-
ный требуемый размер белковых кристаллов до 
микронного масштаба  [59, 60], сократить время 
проведения эксперимента от суток до часов, суще-
ственно повысить качество получаемых дифрак-
ционных данных, что в совокупности позволяет 
решать более сложные и важные с научной точки 
зрения задачи  [61]. Однако стоит отметить по-
явившиеся вместе с тем особенности проведения 
дифракционного эксперимента  – преждевремен-
ное радиационное повреждение образцов  [62] и 
проблема доставки образца к источнику. Частич-
но или полностью эти особенности учитываются 
в методах малосекторальной синхротронной и 
серийной белковой кристаллографии.

Малосекторальная синхротронная кри-
сталлография. Кристалл во время эксперимента 
облучается и неизбежно получает радиационные 
повреждения, срок его жизни зависит от его раз-
мера и обратно пропорционален плотности пада-
ющего потока фотонов. Для эффективного сбора 
данных следует учитывать, что радиационные 
повреждения увеличивают кристаллическую мо-
заичность, изменяют объем элементарной ячейки 
и снижают получаемое количество пиков дифрак-
ции, помимо этого, изменения происходят в хими-
ческих связях внутри белковой молекулы [63, 64]. 
Основным способом уменьшить вклад радиаци-
онных эффектов на сегодняшний день является 
последовательный сбор дифракционных данных 
с нескольких кристаллов микронного размера  – 
микрокристаллов. Одну из первых работ с исполь-
зованием такой стратегии для GPCR выполнила 
группа Вадима Черезова в 2007 г. [24]. Для получе-
ния структуры человеческого адренергического 
рецептора  β2 собрали дифракционные данные 
40 кристаллов, средний размер которых составил 
30 × 15 × 5 микрон. При этом каждый кристалл сни-
мали в диапазоне 5–10  градусов поворота петли, 
пока облучаемая доза не достигала предельного 
значения или кристалл не выходил из зоны облу-
чения (рис. 3, а).

Сегодня данный метод называется малосекто-
ральная синхротронная кристаллография (Small-
wedge Synchrotron Crystallography, SWSX)  [65]. Его 
главное преимущество заключается в возможно-
сти подобрать оптимальный режим накопления 
интегральной интенсивности падающего пото-
ка фотонов для каждого кристалла из выборки, 
чего нельзя сделать при монокристальном сборе 

https://www.diamond.ac.uk/Home/About/FAQs/About-Synchrotrons
https://www.diamond.ac.uk/Home/About/FAQs/About-Synchrotrons
https://www.xfel.eu/facility/comparison/index_eng.html
https://www.xfel.eu/facility/comparison/index_eng.html
https://lightsources.org/lightsources-of-the-world/
https://lightsources.org/lightsources-of-the-world/
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Рис. 3. Процесс сбора данных. а – В малосекторальной синхротронной кристаллографии (SWSX) данные после-
довательно собирают с нескольких кристаллов. При этом диапазон сбора для каждого кристалла определяется 
небольшим углом ω. б – Сбор данных в серийной кристаллографии нагляднее описывается с использованием 
инжектора в качестве системы доставки. С каждого кристалла, падающего под произвольным углом, собира-
ется лишь одна картина дифракции, потом картины образуют единый набор

данных. Это позволяет увеличить дифрагирующий 
объем при накоплении данных во время съемки 
и обеспечивает дополнительный выигрыш в отно-
шении сигнал/шум.

При проведении кристаллографического экспе-
римента одного кристалла в петлю вылавливают 
кристалл с линейными размерами порядка сотни 
микрон. Но микрокристаллы слишком малы, чтобы 
было возможным отделить их друг от друга при из-
влечении из липидной фазы. Поэтому в одной пет-
ле часто содержится несколько кристаллов. Другая 
особенность микрокристаллов мембранных белков 
и, в частности, GPCR, закристаллизованных в LCP, 
заключается в том, что они прозрачны  – белки 
скрыты в липидном растворе, и их трудно распо-
знать оптическим микроскопом – необходим дру-
гой способ их детектирования. В ранее упомянутой 
нами работе [24] исследователи впервые примени-
ли предварительное сканирование рентгеновским 
микропучком для поиска крошечных кристаллов 
в среде LCP. В наши дни данная процедура выпол-
няется в автоматическом режиме [66, 67]. Благо-
даря автоматизации сегодня возможно провести 
сбор данных методом  SWSX (малосекторальная 
синхротронная кристаллография) полностью уда-
ленно, поскольку созданы программы, способные 
эффективно отцентрировать образцы, настроить 
яркость и размер пучка относительно измеряемых 
кристаллов, гарантируя определение оптималь-
ной стратегии сбора данных [68]. Недавно одна из 
таких программ была использована для изучения 
структур CysLT1R и CysLT2R в комплексе с различ-
ными антагонистами [36, 37, 69].

Cинергетическое развитие методов стабили-
зации GPCR, кристаллизации LCP in meso и мик-
рокристаллографии в недавнем прошлом совер-
шили революцию в структурной биологии GPCR. 
В 2007 г. при помощи SWSX была получена первая 

структура гетерологически экспрессированного 
GPCR высокого разрешения  [24], в том числе по-
лучилось достичь наивысшего для структурных 
исследований этой группы белков разрешения 
в 1,7 Å [70]. Для более сотни рецепторов были опре-
делены карманы связывания лиганда. Благодаря 
структурным исследованиям стабилизированного 
антагонистом неактивного состояния рецепторов, 
а также комплексов рецептора с G-белком  [71] 
для GPCR класса А изучены примерный механизм 
активации рецептора с перемещением спиралей 
в его внутриклеточной части и перестроением 
консервативных мотивов-переключателей, а так-
же роль аллостерического натрия в функциони-
ровании рецептора  [72]. Кроме того, постоянное 
совершенствование приборной базы для  SWSX и 
дальнейшая разработка кристаллографических 
подходов, таких как «вымачивание» кристаллов в 
буферах, содержащих различные лиганды (crystal 
soaking), делают методологию перспективным ин-
струментом для SBDD [73].

Серийная белковая кристаллография. Од-
ним из наиболее трудных этапов белковой кри-
сталлографии все еще является получение хоро-
шо дифрагирующих белковых кристаллов. Метод 
SWSX оказывается неэффективен, если максималь-
ный размер кристаллов не превышает примерно 
5 микрон, поскольку с них не удается собрать дан-
ные подходящего качества и даже использовать 
процедуру предварительного сканирования [74] – 
максимальная доза облучения у них слишком 
мала. С появлением XFEL стало возможным успеш-
но проводить эксперименты даже для таких образ-
цов. Его ультраяркое излучение позволяет соби-
рать данные благодаря эффекту «дифракция до 
разрушения» (diffraction-before-destruction): несмо-
тря на то что кристалл разрушается вплоть до пе-
рехода в плазму под ультраярким рентгеновским  
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излучением, дифракционные картины удается 
детектировать быстрее, чем это произойдет  [75]. 
Данный подход привел к созданию нового семей-
ства методов  – серийная фемтосекундная (Serial 
Femtosecond X-ray Crystallography, SFX)  [76] и син-
хротронная (Serial Synchrotron X-ray Crystallography, 
SSX)  [77] кристаллографии. Их  существенное от-
личие от предыдущих методов в том, что набор 
данных собирают с тысяч изоморфных малых 
кристаллов, причем с каждого собирают только 
одну дифракционную картину [76], таким образом 
получают набор произвольно ориентированных 
картин дифракции (рис. 3, б). Друг от друга методы 
отличаются типом источника излучения.

Изучение кристаллов малого размера под ин-
тенсивным излучением требует разработки новых 
способов доставки образца к потоку фотонов. Си-
стема доставки образца является важным техниче-
ским аспектом серийной кристаллографии. На се-
годняшний день в мире в основном применяют 
2 типа систем: системы fixed-target и инжекторы. 
К первой группе также относятся и кристаллогра-
фические петли, используемые в классических 
подходах. За последние 15 лет были разработаны 
новые устройства, снижающие расход образца и 
фоновое рассеяние от растворителя, например,  
тонкие пленки из силикона  [78] или синтетиче-
ского полимера  [79]. Созданы пленки, в которых 
можно вырастить кристаллы и провести сбор дан-
ных in  situ, с заранее известными положениями 
кристаллов  [80], что очень удобно для серийной 
кристаллографии. Второй тип систем доставки  –  
инжекторы, которые выпускают поток кристаллов, 
ресуспендированных в подходящей среде-носите-
ле, перпендикулярно траектории рентгеновского 
луча (рис. 3, б). Главный их недостаток – высокий 
расход образца, но инжекторы активно моди-
фицируют. На  данный момент для мембранных 
белков широко популярен инжектор вязкой сре-
ды  – он обеспечивает широкий диапазон скоро-
стей потока с расходом до 1 нл/мин и совместим 
с  LCP [81]. Помимо указанных систем доставки, 
существует совершенно иная, называемая drop-
on-demand [82]. Она сочетает акустический выброс 
капель с приводом конвейерной ленты, что облег-
чает одновременный сбор дифракционных и спек-
троскопических данных при наблюдении за кон-
формационными перестройками в исследуемых 
белках [83].

Помимо систем доставки образцов, существу-
ют другие особенности серийных методов, кото-
рые приходится учитывать при проектировании 
экспериментальных станций и разработке специа-
лизированного программного обеспечения  (ПО). 
Ультраяркий поток рентгеновского излучения 
создает огромное количество дифракционных 
картин (порядка сотен тысяч) за предельно малое 

время, что требует создания детекторов с очень 
низким временем считывания и ПО для быстрой 
и автоматической их первичной обработки  [13]. 
Другая особенность состоит в том, что дифракци-
онные картины, считанные с каждого кристалла в 
случайной ориентации, отличаются от классиче-
ских характером интерференции – интенсивности 
рефлексов не имеют интегральной информации. 
Минимизировать влияние этой особенности при 
обработке полученных данных можно за счет 
незначительного вращения кристаллов во время 
съемки  – это позволяет проводить SSX при усло-
вии использования fixed-target-системы доставки 
образцов, что является преимуществом метода 
над SFX [74].

Для первичной обработки поступающих ди-
фракционных картин на сегодняшний день раз-
работаны и внедрены в системы станций на XFEL 
следующие  ПО: Cheetah [67], NanoPeakCell [84], 
neural network [85], Zaef [86], Dials [87], nXDS [88], 
cctbx.spotfinder [89]. Принцип их работы следую-
щий: они быстро сканируют получаемые изобра-
жения с целью идентификации дифракционных 
картин и отбрасывают пустые изображения, а 
также выполняют подготовку данных к последую-
щей ручной обработке [74]. Для интегрирования, 
шкалирования дифракционных картин, имеющих 
случайную ориентацию, также существует не-
сколько ПО: CrystFEL [90], ccpxfel [91], Dials, nXDS, 
cctbx.spotfinder. Проблема учета отсутствия инте-
гральной интенсивности решается в них по-разно-
му, преимущественно с использованием методов 
Монте-Карло [13].

Итак, серийная белковая кристаллография, в 
частности SFX, является важным инструментом 
для структурных исследований GPCR. Первая проба 
метода была проведена на серотониновом рецеп-
торе 5-HT2B [92], для которого проводили сравнение 
с ранее решенной структурой: при общей схоже-
сти моделей было обнаружено несколько отли-
чий в положениях аминокислотных остатков, что 
объясняли сбором данных при отсутствии замо-
розки. Стоит также отметить, что метод SFX по-
зволил получить структуру высокого разрешения 
комплекса родопсина с аррестином, что до этого 
было невозможно ввиду малого размера кристал-
лов [93]. Но, несмотря на очевидные перспективы 
использования  SFX, существуют несколько фак-
торов, ограничивающих данный метод. Один из 
них – малое количество XFEL-установок: на сего-
дняшний день существует только пять доступных 
для МХ-исследований. При этом на одну установку 
приходится меньше станций, чем на один синхро-
трон. Это создает высокий спрос и существенно 
ограничивает число структурных эксперимен-
тов с их использованием. Первый доступный для 
МХ-экспериментов XFEL появился в  2011  г. [76].  
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А с 2017 г. крио-ЭМ стала конкурентоспособной аль-
тернативой для получения структур GPCR – более 
широкая доступность электронных микроскопов и 
качество получаемых с них данных еще сильнее 
ударила по популярности SFX в области. В резуль-
тате, несмотря на свои преимущества, метод SFX 
так и не стал популярным.

КРИОЭЛЕКТРОННАЯ МИКРОСКОПИЯ

Описание метода и особенности современ-
ных микроскопов. Крио-ЭМ – совокупность про-
цедур и инструментов, в основе которых лежит 

детекция электронного пучка, проходящего через 
тонкослойный замороженный образец белка в рас-
творе [94]. Данный подход применяется для GPCR 
с 2017 г. и к 2020 г. обогнал по популярности рент-
геновскую кристаллографию, став важным под-
спорьем для рациональной разработки лекарств 
на основе структурных данных. Ряд технологиче-
ских усовершенствований метода, таких как раз-
работка детекторов, напрямую регистрирующих 
электроны [95], энергетические фильтры, отсеива-
ющие неупруго рассеянные электроны [96], золо-
тые сетки, обеспечивающие правильный режим 
абсорбции, снижение деформации при витрифи-
кации и меньшую подвижность образца во время  

а б

в

г

Рис. 4. Крио-ЭМ в исследовании GPCR. а  –  Схема электронного микроскопа. б  –  GPCR-комплексы в активном 
состоянии: комплекс GPCR–G-белок (более 80% структур, полученных методом крио-ЭМ), стабилизированный 
одним или двумя фрагментами антитела (наиболее популярные – scFv16, Nb-35, а также различные типы Fab); 
комплекс GPCR–β-аррестин-1, стабилизированный фрагментом антитела (наиболее популярные  – scFv30 
и Fab30 (gpcrdb.org)); комплексы GPCR–GRK, стабилизированные Fab в случае GRK1, и комплекс GPCR–GRK2–Gα. 
в – GPCR-комплексы в неактивном состоянии: с использованием белка-партнера в ICL3 (чаще всего BRIL), ста-
билизированные специфичным к партнеру антителом и, в некоторых случаях, вторичным нанотелом; с за-
меной ICL3 на ICL3 κ-опиоидного рецептора, стабилизированные специфичным нанотелом и, в некоторых 
случаях, вторичным Fab или вторичным Fab + анти-Fab Nb («сандвич из антител»); комплекс с заменой ICL3 
на CN-B-, а С-конца – на CN-A-субъединицы кальцинейрина, стабилизированного белком FKBP12. г – Мегаком-
плексы GPCR: гомо- и гетеродимеры в активном и неактивном состояниях, в комплексе с G-белком (для неко-
торых активных структур) и с регулятором G-белок-сигнализации, связанным с белком Gβ5 (для некоторых 
неактивных структур) [99]; мегакомплекс GPCR с G-белком и β-аррестином, стабилизированный антителами
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облучения [97], а также разработка и оптимизация 
ПО для обработки данных [98] привели к созданию 
эффективного подхода для массового получения 
пространственных структур высокого разреше-
ния, в том числе и для таких сложных объектов, 
как GPCR.

Современные электронные микроскопы состо-
ят из источника электронов, генерирующих пучок, 
серии электронных линз и корректирующей оп-
тики, размещенных перед образцом и фокусирую-
щих на нем луч, а также детектора, улавливающе-
го прошедший луч (рис. 4, а).

В большинстве коммерческих микроскопов 
используются два вида источников электронов: 
полевые эмиссионные термоэмиссионные пушки 
(High-brightness Field Emission Gun, XFEG) и охла-
жденные полевые эмиссионные пушки (Cold Field 
Emission Gun, CFEG). Меньший разброс энергии 
испускаемых электронов улучшает временную 
когерентность электронного пучка, что приводит 
к лучшему соотношению сигнал/шум в формируе-
мых изображениях, поэтому CFEG, которые гене-
рируют электронный пучок с разбросом энергии 
около 0,3 эВ без потери яркости луча, по сравне-
нию с XFEG, у которых разброс составляет 0,7 эВ, 
представляют собой предпочтительную альтерна-
тиву  [100]. Но XFEG отличаются высокой надеж-
ностью и имеют более скромные требования к 
качеству вакуума, поэтому продолжают состав-
лять конкуренцию CFEG. Большинство структур с 
высоким разрешением получают на микроскопах 
с напряжением в 300 кэВ, однако для уменьшения 
радиационного повреждения и стоимости экспе-
риментов разрабатывают приборы и техники для 
съемки при 200 и даже 100 кэВ [101, 102] без поте-
ри в разрешении.

Полученный поток электронов фокусирует-
ся системой линз, которые представляют собой 
электромагниты (рис. 4, а). Траектории движения 
электронов могут изменяться в зависимости от 
величины тока, подаваемого на электромагниты. 
В микроскопе используются конденсорные линзы 
и линзы объектива. С  помощью конденсорной 
линзы электронный пучок, выходящий из катода, 
сходится и коллимируется в относительно парал-
лельный поток. Линзы объектива используются 
для фокусировки электронного луча в точку зон-
дирования на поверхности образца и для дальней-
шего направления луча [103].

В результате фокусировки при помощи линз 
в луче возникают сферические и хроматические 
аберрации. Проблему сферических аберраций и 
аберраций более высокого порядка в настоящее 
время решают при помощи корректоров абер-
раций  [104], однако хроматические аберрации в 
сочетании с разбросом энергии источника элек-
тронов продолжают накладывать ограничения на 

пространственное разрешение. Отчасти хромати-
ческие аберрации могут быть скомпенсированы 
корректором хроматических аберраций  [105].  
Другим подходом к улучшению распределения 
энергии электронов является энергетическая 
фильтрация падающего луча с помощью монохро-
матора. Монохроматоры могут улучшать энерге-
тический разброс, но делают это за счет уменьше-
ния потока, однако их использование значительно 
повышает разрешение финальной структуры [96].

После прохождения сквозь образец и коррек-
тировки при помощи оптики луч попадает на де-
тектор. Ранее в качестве детекторов использовали 
устройства с зарядовой связью. Как уже указыва-
лось, CCD-детекторы обладают длительным вре-
менем считывания, и решением проблемы могло 
бы стать использование CCD-детектора в режиме 
прямого обнаружения, однако при этом высок 
уровень радиационных повреждений, что делает 
срок службы детекторов слишком коротким для 
регулярного использования. Поэтому в настоящее 
время данный вид детекторов практически не ис-
пользуют. Альтернативой CCD-детекторам стали 
прямые детекторы электронов (Direct Electron De
tector, DED), которые представлены HPAD, эксплуа-
тирующими идею разделения датчика и считы-
вающей электроники, и пиксельными датчиками 
(Active Pixel Sensor, APS) с технологией компле-
ментарных металлооксидных полупроводников 
(Complementary Metal Oxide Semiconductor, CMOS). 
С внедрением DED произошло значительное уве-
личение количества структур высокого разреше-
ния, а также случился качественный скачок преде-
ла разрешения до ~1,2 Å [96]. Одним из последних 
достижений в усовершенствовании технологии 
детекции стала запись данных в формате пред-
ставления электронных событий (Electron Event 
Representation, EER) [106]. В этом формате записы-
вают единичные события детекции электронов с 
указанием места и времени события. Такой фор-
мат уменьшает необходимый объем памяти для 
записи, а также облегчает дальнейшую коррекцию 
движения, применяемую при обработке.

Получение образцов для крио-ЭМ. Особен-
ностью крио-ЭМ является наличие нижнего пре-
дела по массе исследуемого объекта, поэтому в 
настоящее время при помощи этого метода пре-
имущественно исследуют GPCR, находящиеся в 
активном состоянии в комплексе с G-белками (па-
нель (г) на рисунке в Приложении) [107]. Для полу-
чения комплекса чаще всего проводят коэкспрес-
сию GPCR с субъединицами G-белка в клеточной 
культуре [108]. После получения биомассы клетки 
разрушают, процесс образования комплекса сти-
мулируют за счет инкубации лизата с агонистом  
и стабилизирующими комплекс антителами, на-
пример, Nb53, а также апиразой для стабилизации 
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комплекса GDP–Gα [109]. Получившийся комплекс 
встраивают в мицеллы детергента в процессе со-
любилизации и иммобилизируют на аффинном 
сорбенте при помощи введенного в аминокислот-
ную последовательность тага, часто – polyHis или 
FLAG  [110]. После промывок на смоле и элюции 
белковый образец концентрируют, и проводят пре-
паративную эксклюзионную хроматографию для 
отделения фракции, содержащей комплекс  [111]. 
Образец затем наносят на углеродную  [112] или  
золотую сетку [108], которую предварительно под-
вергают воздействию тлеющего разряда для обес-
печения лучших условий адсорбции образца. 
После удаления избыточного количества образца 
(blotting) в рамках процедуры подготовки сетки, 
сетку замораживают в жидком этане: происходит 
витрификация, это обеспечивает аморфность льду 
и делает возможными крио-измерения. Для витри-
фикации используют автоматические установ-
ки [113]. Съемку изображений проводят на крио-
электронных микроскопах с энергией электронов 
300 кэВ, в некоторых случаях − 200 кэВ [114]. Дли-
тельность съемки ограничена из-за радиационных 
повреждений, возникающих в образце, поэтому за 
секунды записывают порядка 10 000 видеороликов 
с изображениями сетки [115].

В сравнении с MX, для подготовки образца к 
которому требуется провести колоссальную ра-
боту по подбору условий экспрессии, выделению, 
очистке и стабилизации белка [39], подготовка 
образца к проведению крио-ЭМ требует гораздо 
меньших усилий. В частности, отсутствует необ-
ходимость введения в белок термостабилизирую-
щих мутаций, а также белков-драйверов кристал-
лизации; количество рецептора, необходимое для 
крио-ЭМ-исследований, существенно меньше, 
чем требуется для подбора кристаллизационных 
условий и проведения кристаллизации в шпри-
цах, используемой в серийной фемтосекундной 
кристаллографии [116], а значит снимается огра-
ничение по уровню поверхностной экспрессии ре-
цептора. Зачастую для крио-ЭМ GPCR используют 
белок дикого типа [117, 118]. Несмотря на это, для 
подготовки белкового препарата для крио-ЭМ-ис-
следований необходимо проводить оптимизацию 
условий коэкспрессии GPCR и белков-компонентов 
комплекса, на этапе очистки препарата вводят 
дополнительные стадии очистки, для контроля 
чистоты препарата и подтверждения успешной 
сборки комплекса проводят ряд дополнительных 
экспериментов, также варьируют условия нане-
сения образца на сетки и дальнейшей замороз-
ки [119, 120].

Важную роль в подготовке образцов для 
крио-ЭМ играют мембраномоделирующие систе-
мы. В отличие от MX, где солюбилизированный в 
мицеллы GPCR кристаллизуют в LCP, для крио-ЭМ 

рецептор замораживают из раствора мицелл 
или нанодисков, поэтому к белковому препарату 
предъявляют дополнительные требования по мо-
нодисперсности и функциональности. Наиболее 
популярными ММС для крио-ЭМ-исследований 
являются мицеллы на основе LMNG благодаря его 
низкой ККМ (критическая концентрация мицелло-
образования) – это уменьшает количество свобод-
ных молекул детергента и пустых мицелл в рас-
творе и, как следствие, улучшает качество образца 
и получаемых с него данных. Кроме того, исполь-
зуют добавки CHS и дигитонина или глико-диосге-
нина (GDN) для формирования более стабильных 
мицелл и создания близкого к нативному окруже-
ния рецептора [121, 122]. Использование нанодис-
ков на основе мембранных каркасных белков (MSP) 
и сапозин-липопротеинов (Salipro), а также поли-
меров на основе малеиновой кислоты  (SMA) и 
амфиполей позволяет повысить контраст данных 
крио-ЭМ, а также обеспечивает более нативное, 
чем в мицеллах, и стабилизирующее окружение 
мембранных белков  [121]. Так, комплекс нейро-
тензинового рецептора NTSR1, встроенного в цир-
куляризованные нанодиски (cNW), был разрешен 
без использования дополнительных стабилизиру-
ющих антител и нанотел, что привело к открытию 
новых механизмов взаимодействия рецептора с 
G-белком  [123]; для комплекса D2-дофаминового 
рецептора D2R с G-белком, встроенного в нанодис-
ки на основе MSP1D1, были исследованы взаимо-
действия восьмой спирали рецептора с липидным 
бислоем [124]. Для адренергического рецептора β1 
(β1AR), встроенного в нанодиски на основе бел-
ка zap1, и мускаринового ацетилхолинового рецеп-
тора M2 (M2), встроенного в нанодиски на основе 
MSP1D1H5 и MSP1D1E3, было исследовано взаимо-
действие рецептора с β-аррестином [125, 126].

Обработка данных крио-ЭМ. Процесс обра-
ботки крио-ЭМ-изображений за последнее десяти-
летие становится все более стандартизированным. 
Обработка данных начинается с вычислений, 
предназначенных для коррекции движения об-
разца. Для учета радиационных повреждений 
снимки фильтруют  [127]. Частицы на снимках 
идентифицируют на исправленных микрофото-
графиях, после чего проводят двумерное (2D) вы-
равнивание, классификацию и усреднение изо-
бражений частиц. Обработанное подмножество 
частиц подвергают циклам трехмерной (3D) клас-
сификации, выполняемой при помощи сопостав-
ления проекций. 3D-Классификация служит для 
определения угловых распределений частиц [128]. 
Затем для улучшения разрешения трехмерной ре-
конструкции угловые распределения для каждого 
класса уточняют отдельно  [129]. По  полученным 
3D-классам строят модели белков и происходит 
их валидация при помощи различных метрик.  
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Основной метрикой качества для данных крио-ЭМ 
является кривая корреляции оболочек Фурье (FSC 
или номинальное разрешение)  [115], которая 
измеряет согласованность между двумя незави-
симо уточненными «полукартами», каждая из 
которых содержит случайный полунабор дан-
ных, в зависимости от пространственного раз-
решения. Значение, полученное при FSC = 0,143, 
обычно принимают как номинальное разрешение  
карты [130].

Исследования GPCR методом крио-ЭМ. 
С помощью крио-ЭМ удалось исследовать взаимо-
действие GPCR со всеми основными группами 
G-белков (рис. 4, б). Были исследованы особенно-
сти механизмов передачи сигнала GPCR в случае 
смещенной активности, что важно для совре-
менной фармакологии  [131]. Кроме того, при по-
мощи крио-ЭМ были изучены взаимодействия 
GPCR с β-аррестином-1 и GRK-киназами типа 1 и 2 
[132–134], а также получена структура мега-ком-
плекса вазопрессинового рецептора 2-типа AVPR2, 
связанного одновременно с G-белком и β-аррести-
ном (рис. 4, г) [135].

При помощи крио-ЭМ возможно получе-
ние неактивного состояния GPCR  (рис.  4,  в). Для 
этого существует несколько подходов. Один из 
них  – создание комплекса гетеродимера каль-
цинейрина с GPCR, стабилизированного связью 
между кальцинейрином и спиралями 5, 6 и 7 ре-
цептора  [131]. Другой заключается в том, чтобы 
вместо ICL3 GPCR вставить  BRIL и использовать 
комплекс антител Fab/Nb против BRIL. Альтерна-
тивно вместо ICL3 вставляют домен гликогенсин-
тазы из Pyrococcus abyssi (PGS) без использования 
дополнительных антител [136] или аналогичный 
участок из κ-опиоидного рецептора, к которому 
было разработано нанотело Nb6  [137], в послед-
нем случае масса исследованного комплекса 
составила 60  кДа, что почти в 3  раза меньше по 
сравнению с гетеропентамерными комплек-
сами первых крио-ЭМ GPCR-структур массой 
160  кДа  [109, 138, 139]. Это соответствует общему 
тренду уменьшения массы белковых препаратов, 
исследуемых методом крио-ЭМ [140]. Помимо пе-
речисленных подходов, для исследования неак-
тивных состояний рецепторов применяют «санд-
вичи» из нескольких фрагментов антител, так, 
например, получили структуру комплекса гиста-
минового рецептора H2R с фрагментом κ-опиоид-
ного рецептора + Nb6 + NabFab + анти-Fab Nb [137]. 
К числу частных примеров неактивных структур 
GPCR можно отнести структуры: рецептора тирео-
тропного гормона с ингибирующим аутоантите-
лом [141], комплекса кальцитонинового рецептора 
с белком, модифицирующим активность рецепто-
ра (RAMP1) [142], а также комплекса хемокинового 
рецептора с оболочечным белком gp160  ВИЧ и 

водорастворимого домена рецептора CD4 Т-лимфо-
цита [143].

Интересным примером изучения GPCR при 
помощи крио-ЭМ является исследование димери-
зации рецепторов  – важного модулятора функ-
циональной активности белков. Так, получено 
несколько десятков структур представителей GPCR 
класса С: гомо- и гетеродимеров ГАМК-В GPCR, а 
также метаботропных глутаматных рецепторов 
как в активной, так и в неактивной формах. Стоит 
отметить пример структуры гомодимера апелино-
вого рецептора, принадлежащего к GPCR класса А, 
а также несколько структур STE2 – грибного рецеп-
тора класса D [131, 144, 145].

Несмотря на то что крио-ЭМ все еще уступа-
ет в разрешении рентгеноструктурному анализу, 
метод активно развивается: с момента первых 
GPCR-структур в  2017 г. с разрешением более 4 Å 
к 2021 г. в качестве крио-ЭМ-данных произошел су-
щественный скачок – удалось достичь разрешения 
в 2 Å для структуры холецистокинового рецепто- 
ра CCK1 [146]. Стоит отметить, что разрешение 
структур крио-ЭМ неоднородно, оно, как пра-
вило, лучше в области образования комплекса и 
ухудшается в области внеклеточных петель, а в 
публикациях часто указывают номинальное раз-
решение. Однако отсутствие фазовой проблемы, 
характерной для MX, быстрое развитие приборной  
и программной баз для крио-ЭМ позволяет еже-
годно получать все большее число структур, при-
годных для использования в SBDD [147] (панель (б) 
на рисунке в Приложении).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Благодаря развитию белковой кристаллогра-
фии и крио-ЭМ область структурной биологии 
стремительно развивается: в последние годы чис-
ло полученных структур рецепторов класса GPCR 
растет экспоненциально. До 2010 г. было решено 
всего 6 уникальных структур «рецептор–лиганд», а 
после 2010 г. – 152, и 70 из них получены в период 
с 2021 по 2022 г. (панель (в) на рисунке в Приложе-
нии). В данном обзоре мы показали, какое суще-
ственное влияние на разработку лекарств оказали 
последние достижения методов структурной био-
логии. Возможность использования информации 
о структуре GPCR сделало многоэтапный процесс 
создания фармокологических агентов рациональ-
ным, а значит более эффективным.
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G protein-coupled Receptors (G protein-coupled Receptors, GPCRs) play a key role in the transmission 
of extracellular signals and regulation of many biological processes, which makes these membrane pro-
teins one of the most important classes of targets for pharmacological agents. The significant increase in 
the number of atomic structures of GPCRs recently has paved the way for Structure Based Drug Design 
(SBDD). SBDD uses information on the structure of the receptor-ligand complex to search for affinity 
and selective ligands without the need for high-throughput experimental ligand screening and allows a 
significant expansion of the chemical ligand search space. In our review we describe the process of GPCR 
structure obtaining by X-ray diffraction analysis and cryo-electron microscopy (cryo-EM) – an important 
step in rational drug design targeting GPCRs. Our main goal is to highlight to a wide range of specialists 
the current aspects and key features of experimental structural biology methods necessary for a detailed 
understanding of SBDD GPCRs.
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