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Расчетным методом молекулярной механики установлена пространственная организация DiB3 –
флуоресцентного нековалентного комплекса генно-инженерного варианта бактериального белка
липокалина Blc с синтетическим GFP-подобным хромофором M739. По сравнению с кристалличе-
ской структурой родственного комплекса DiB1, в расчетной структуре DiB3 установлено наличие
альтернативного центра связывания хромофора М739.
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ВВЕДЕНИЕ
Природные липокалины представляют собой

семейство небольших белков, встречающихся в
различных биологических системах [1]. Они име-
ют общую β-структурную укладку и обладают
способностью к комплексообразованию малых
молекул для различных физиологических целей.
Охарактеризовано более десяти различных изо-
типов липокалина с разной специфичностью к
лиганду и физиологической функцией.

Биомаркеры группы DiB1–3 получены на ос-
нове нековалентных комплексов генно-инженер-
ных вариантов Blc (в качестве флуороген-активи-
рующего белка, ~20 кДа) с синтетическим GFP-по-
добным хромофором M739 (рис. 1, табл. 1) [2–4].
Флуороген M739 демонстрирует быстрое проник-
новение в клетку и обратимое мечение, что поз-
воляет легко настраивать плотность мечения в
живых клетках по требованию. Это значительно
упрощает окрашивание клеток, позволяя прово-
дить более сложные эксперименты. В принципе,
в одном эксперименте можно комбинировать
различные системы мечения с временным разде-
лением на основе флуорогена. Липокалин Blc,
использованный для связывания различных ма-
лых молекул, оказался многообещающим карка-

сом для создания систем маркировки на основе
флуорогена. Полученные комплексы демонстри-
руют яркую флуоресценцию и существенно более
высокую фотостабильность, чем коммерческие
биомаркеры mKate и EGFP, и представляют собой
первые примеры дизайна новых флуоресцентных
биомаркеров с использованием липокалина.

Цель данной работы – установление про-
странственной организации флуоресцентного
нековалентного комплекса DiB3 расчетным ме-
тодом молекулярной механики и сопоставление
полученной расчетной модели DiB3 с кристалли-
ческой структурой родственного комплекса DiB1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Кристаллическая структура флуоресцентного

комплекса DiB1 была установлена нами ранее
рентгеноструктурным методом с разрешением
1.58 Å (PDB: 6UBO) [3]. В отличие от флуорес-
центных GFP-подобных белков с укладкой бел-
ковой цепи в виде β-бочонка из 11 антипарал-
лельных β-сегментов, пространственная структу-
ра мономера Blc принимает форму β-бочонка из
8 антипараллельных β-сегментов с присоединен-
ным α-спиральным фрагментом на С-концевом
участке. Четыре петли, расположенные с проти-
воположной стороны от N-конца, образуют
овальный (8 × 11 Å) вход в узкую удлиненную по-
лость глубиной ~19 Å. На дне полости располага-
ются гидрофильные остатки (Glu45, Glu54,

Сокращения: Blc – бактериальный липокалин; GFP – зе-
леный флуоресцентный белок.
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Asn76, Asn141 и Tyr116), а область ближе к выходу
заселена в основном гидрофобными остатками
(Gly114/115, Val106/130, Pro133, Trp139, включая
гидрофобные части Tyr116 и Tyr137).

В липокалиновом комплексе DiB1 полость
белка Blc обеспечивает специфическое связыва-
ние копланарного трициклического хромофора
M739 (рис. 2 и 3а). Гидрофильное пятичленное
кольцо хромофора располагается вблизи гидро-
фильного дна полости, а гидрофобное шести-
членное кольцо – в гидрофобной части у входа в
полость. Положение связанного M739 в полости
белка Blc стабилизируется двумя H-связями меж-
ду группами C=O и BF2 хромофора c Asn141 и

Asn76 белка соответственно, а также опосредо-
ванной через молекулу воды Н-связью между BF2
и Tyr64. Дополнительный вклад в специфическое
связывание вносят π-стэкинг-взаимодействие
пятичленного и центрального шестичленного ко-
лец M739 с ароматическим остатком Trp139, а
также ряд гидрофобных контактов.

В липокалиновом комплексе DiB3 (рис. 3б) две
аминокислотные замены Val74Phe и Leu141Gln су-
щественно уменьшают стереохимическую ком-
плементарность полости липокалина к хромофору
M739, приводя к ~90-кратному снижению аффин-
ности связывания и сильному смещению спек-
тральных полос поглощения и эмиссии (табл. 1).

Рис. 1. Сравнение аминокислотных последовательностей родительского бактериального липокалина Blc из E. coli
(GenBank AIW80316.1) [2] и его мутантов в комплексах DiB1 [3] и DiB3 с синтетическим флуорогеном M739. Звездоч-
ками отмечены аминокислотные замены.
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Таблица 1. Фотофизические характеристики комплексов бактериального липокалина Blc с хромофором M739 –
DiB1 и DiB3 [4]

Характеристики DiB1 DiB3 M739

Аминокислотные замены в Blc Ala36Cys + Leu141Asn Val74Phe + Leu141Gln
Kd, мкM 0.1 9
Относительная фотостабильность 2× 10×

λex, нм 513 546 520
λem, нм 542 565 563
Квантовый выход, QY 0.32 0.15 0.035
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Было предположено, что объемные остатки Phe74
и Gln141 частично выталкивают хромофор из
центра посадки ближе к выходу из полости, нару-
шая его Н-связывание с остатками Asn141 и Tyr64
белка, наблюдаемое в структуре DiB1. Предпола-
гаемое смещение должно сопровождаться умень-
шением эффективности π-стэкинга с Trp139 и
ослаблением Н-связывания с Asn76. Небольшой
квантовый выход DiB3 (QY ~0.15 по сравнению с
QY свободного хромофора ~0.035) указывает на на-
личие относительно слабого комплекса, частично
экранирующего хромофор от растворителя.

Суперпозиция структур комплекса DiB1 и
комплекса флуоресцентного белка Сандерциани-
на с биливердином IXα [5] предполагает наличие
в липокалинах двух сайтов связывания, способ-
ных к π-стэкингу с хромофором. Первый сайт,

установленный в комплексе DiB1, содержит аро-
матический остаток Trp139 в стэкинг-взаимодей-
ствии с хромофором. В Сандерцианине он отсут-
ствует, в этой позиции располагается Ser. Второй
сайт, установленный в Сандерцианине и ряде
других биливердин-связывающих липокалинов,
представляет собой “сэндвич” из двух ароматиче-
ских боковых цепей Phe55 и His108 (Phe53 и
Phe108 в DiB1). В некомплексной апоформе ли-
покалина Blc расстояние между параллельными
боковыми цепями Phe53 и Phe108, располагаю-
щимися у выхода из полости, меньше, чем в Сан-
дерцианине. Посадка хромофора в основном свя-
зывающем центре комплекса DiB1 осуществляет-
ся за счет поворота боковой цепи Phe53 вокруг
связи Cα–Cβ на 120° и сдвигом Phe108 на 6 Å.
Процесс конформационных изменений внутри

Рис. 2. Структура хромофора М739.
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Рис. 3. Области связывания хромофора М739 (показан зеленым цветом): (a) – DiB1 (рентгеновская кристаллическая
структура [3]); (б) – DiB3 (расчетная модель).

(a) (б)

Pro133

Asn141

Val130

Tyr116

Trp139

Tyr137
Glu45

Glu54

M739

Phe53

Asn76

Phe108

Arg52 Tyr137

Pro133

Phe53

M739

Tyr116
Phe74

Phe108



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 5  2023

ЦЕНТРЫ СВЯЗЫВАНИЯ ХРОМОФОРА М739 В КОМПЛЕКСАХ ЛИПОКАЛИНА 551

полости белка сопровождается поворотом внеш-
ней петли 107–113 на ~90° [3]. И, наоборот, низко-
аффинный комплекс DiB3 предполагает связыва-
ние хромофора в минорном центре за счет π-стэкин-
га между двумя ароматическими остатками Phe55 и
Phe108. При этом кардинальное различие фото-
физических характеристик DiB1 и DiB3 неявным
образом подтверждает существование в полости
белка обоих центров связывания хромофора.

Наши эксперименты по получению каче-
ственных монокристаллов DiB3, пригодных для
рентгеноструктурных исследований, успехом не
увенчались. В этой связи мы предприняли по-
пытку установить положение предполагаемого
минорного центра связывания в DiB3 расчетным
методом молекулярной механики с помощью
программы ZMM [6], алгоритм которой обеспе-
чивает генерацию конформационных состояний
исследуемых объектов методом Монте-Карло с
последующей минимизацией общей энергии.
Стартовая расчетная модель комплекса DiB3 бы-
ла получена на основе рентгеновской простран-
ственной структуры DiB1 (рис. 3a) путем введе-
ния соответствующих аминокислотных замен
(рис. 1, табл. 1) на стереографической станции с
помощью программы молекулярной графики
COOT [7]. В расчетном ZMM-эксперименте в
связывающей полости DiB3 методом Монте-
Карло было сгенерировано ~50000 стартовых
расположений хромофора и конформационных
состояний остатков из ближайшего окружения,
включая подвижную петлю 107–113, участвую-
щую в формировании полости. После процедуры
энергетической оптимизации одно из низкоэнер-
гетичных состояний комплекса DiB3 (рис. 3б) соот-
ветствовало положению хромофора, наблюдаемому
в структуре Сандерцианина [5]. По сравнению с
экспериментальной структурой DiB1, в расчетной
структуре DiB3 хромофор М739 демонстрирует
сдвиг на ~5 Å в сторону выхода из связывающей по-
лости. Сдвиг сопровождается дополнительным
поворотом хромофора на ~60° вокруг оси, пер-
пендикулярной плоскости хромофора. При этом
концевая группа N-(C2H5)2 экспонируется нару-
жу с ее частичным экранированием остатками
Phe109 и Arg52. Центральная часть планарной
трициклической структуры хромофора распола-
гается между ароматическими кольцами Phe53 и
Phe108 на расстоянии 3.4 Å, образуя эффективное
стэкинг-взаимодействие.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
DiB3 представляет собой нековалентный ком-

плекс мономерного бактериального мембранного
белка липокалина Blc из Escherichia coli (GenBank
AIW80316.1, рис. 1) [2] с синтетическим GFP-по-
добным хромофором M739 [4, 8, 9]. Поиск опти-
мальной пространственной организации DiB3
выполняли расчетным программным комплек-
сом молекулярной механики ZMM [6] основе ме-

тода минимизации энергии Монте-Карло [10]. В
качестве стартовой модели использовали рентге-
новскую структуру родственного комплекса DiB1
[3], модифицированную программой молекуляр-
ной графики CООТ [7] в соответствии с амино-
кислотной последовательностью DiB3 (рис. 1)
[3]. В основе алгоритма программы ZMM лежит
генерация случайных изменений координат мо-
дели с последующим градиентным спуском в
ближайший энергетический минимум. Общая
энергия генерируемых конформационных состо-
яний DiB3 определялась суммой энергетических
вкладов, отвечающих отклонениям длин связей,
валентных и торсионных углов от равновесных
значений, а также вкладов от ван-дер-ваальсовых
и электростатических взаимодействий несвязан-
ных пар атомов. Поиск структуры, отвечающей
минимальной энергии, осуществлялся путем ва-
риации положения лиганда, а также торсионных
углов как лиганда, так и боковых цепей окружаю-
щих аминокислотных остатков.

Внутренними координатами модели выбраны
длины валентных связей, валентные и торсион-
ные углы, а также декартовы координаты и эйле-
ровы углы, определяющие положение лиганда.
Вклад ван-дер-ваальсовых взаимодействий атомов
в общую энергию учитывали на основе силового
поля AMBER [11]. При вычислении энергетическо-
го вклада от электростатических взаимодействий
атомов диэлектрическая проницаемость оценива-
ли функцией расстояния между парами атомов и
степени их экспонирования в водное окружение
[6]. Атомные заряды вычисляли методом АМ1
[12] (Dewar et al., 1985) при помощи программы
MOPAC [13].

Энергетические ZMM-расчеты комплекса
DiB3 проводили в два этапа. На первом этапе ис-
пользовали систему структурных ограничителей
для реализации оптимального стартового распо-
ложения хромофора в предполагаемом месте свя-
зывания в липокалине, при этом минимизация
общей энергии комплекса липокалин–хромофор
позволила устранить стерические конфликты,
возникающие при начальном докинге лиганда.
После удаления ограничителей на втором этапе
была реализована окончательная процедура ми-
нимизации Монте-Карло.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Флуоресцентная визуализация объектов в жи-

вых клетках остается технически сложной зада-
чей, в основном из-за фоторазложения флуорес-
центных меток. Эта проблема реализуется на ос-
нове современного подхода путем использования
нековалентных комплексов флуороген-активи-
рующих белков с синтетическими красителями –
флуорогенами. После фотообесцвечивания флуо-
роген в комплексе заменяется новым доступным
в растворе интактным флуорогеном. В этом на-
правлении была создана серия новых флуорес-
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центных нековалентных комплексов серии DiB –
генно-инженерных вариантов бактериального
мембранного белка липокалина Blc с синтетиче-
ским GFP-подобным хромофором M739. Это пер-
вые примеры дизайна флуоресцентных биомарке-
ров на основе липокалина. Для изучения структур-
но-функциональной взаимосвязи мы предприняли
систематические структурные исследования белков
этой серии экспериментальными и расчетными ме-
тодами. В настоящей работе представлены резуль-
таты расчета пространственной организации DiB3
методом молекулярной механики. По сравнению с
рентгеновской кристаллической структурой род-
ственного комплекса DiB1, в расчетной структуре
DiB3 установлено наличие альтернативного цен-
тра связывания хромофора М739, располагающе-
гося в стэкинг-взаимодействии между двумя аро-
матическими остатками Phe53 и Phe108.
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Alternative Chromophore Binding Sites in Non-Covalent Fluorescent Complexes 
of Bacterial Lipocalin

E. A. Goryacheva*, #, I. V. Artemyev*, S. F. Arhipova*, A. V. Rossohin**, A. R. Gilvanov*,
V. Z. Pletnev*, and N. V. Pletnevа*
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*Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences, 

ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia
**Research Center of Neurology, per. Obuha 5, Moscow, 105064 Russia

The three-dimensional structure of DiB3, a f luorescent non-covalent complex of a genetically engineered
variant of the bacterial protein lipocalin Blc with a synthetic GFP-like chromophore M739, was determined by the
calculation method of molecular mechanics. Compared to the crystal structure of the related DiB1 complex, an
alternative binding site for the M739 chromophore was found in the structure of the DiB3 complex.

Keywords: chromophore, fluorogen-activating protein, molecular mechanics


