
Регуляция слияния мембран



NSF-SNAP-SNARE-complex
(20S-fusion particle):

NSF - N-ethylmaleimide-sensitive factor

SNAP- Soluble NSF-attachment protein

SNAREs – SNAP’s receptors 



NSF-       гексамер  (6 x 75 кДа)
Является АТФазой, при  гидролизе АТФ 
«разворачивается»

N D2D1

АТФаза
связывают АТФ

Взаимодействие 
со SNAP-SNARE-
комплексом 

участвует в 
гексамеризации

АТФ-зависимое освобождение 
из комплекса

NSF-related proteins:
P97 – постмитотическая сборка аппарата Гольджи; не 
требует SNAP (in vitro)
Cdc48 – гомотипическое слияние при сборке  ER и 
ядерной оболочки 

SNAP – α, β, γ



SNAREs – 18-47 кДа
Гетерогенная группа мембранных белков, 
способных образовывать высокостабильные 
компартмент-специфические пары;
Заякорены в мембране с помощью коротких хвостов 
(белковых или изопренильных)

v-SNARE

t-SNARE

первоначальная классификация:
v-SNAREs -  VAMP (vesicle-attached membrane proteins)
t-SNAREs -  syntaxins;

           SNAP25



Исходная гипотеза

v-SNARE
t-SNARE

t-SNARE

v-SNARE

Cis-complex

Слияние происходит 
за счет гидролиза АТФ на NSF,
энергия которого нужна для «активации» 
(priming) связи t- и v-SNARE

ATP

ADP

NSF

Trans-complex

α-SNAP

“20S fusion particle”



Но:
Скорость слияния мембран гораздо выше, чем скорость 
гидролиза АТФ на NSF >  эта энергия не может быть 
использована для слияния

Но: 
1. некоторые стадии обслуживаются более чем 2-мя SNARE
2. некоторые SNARE обеспечивают более чем одну стадию         

транспортного процесса

Как же обеспечивается 
специфичность слияния?



Структура SNARE 

Белковые мембранные участки Остатки жирных 
кислот

мембрана

цитозоль



SNARE- комплекс наиболее стабилен, если 
образован «пучком» из 4 суперскрученных участков 
таким образом, что против ключевого аргининового 
остатка (R)  лежат три остатка глутамина (3Q):

 Q-R-гипотеза:     R+3Q



Как правило:
R –   v-SNARE,
Q -  t-SNARE

Примеры SNARE-комплексов



Q

R





Таким образом, специфичность слияний поддерживается за 
счет того, что каждой стадии транспортного пути 
соответствует свой уникальный комплекс, составляющие 
которого, однако, могут меняться не полностью. Это, в свою 
очередь, обеспечивает жесткую последовательность 
отдельных стадий одного пути.
Например, Sed5p/Syn5 входит в состав всех комплексов, регулирующих 
слияния на биосинтетическом пути:

Yeast

Mammals

Yeast

Mammals

Yeast



Еще один уровень контроля слияний мембран:
Способность синтаксинов к слиянию подавлена в норме  в 
результате взаимодействия с протекторным белком  
семейства n-Sec1, который препятствует его спонтаному 
переходу в «активную» конформацию»  

n-Sec1 – t-SNARE протектор; подавляет скорость слияния в 2000 
раз; вз-ет с N-концом  синтаксинов



Действующая модель регуляции слияния с помощью 
SNARE-комплексов

Энергия гидролиза АТФ на NSF используется для диссциации cis-SNARE-
комплекса. Т.о. NSF действует не до, а после слияния мембран 

Рециклирование 
v-SNAREs

hairpin



Rab-белки (Ras-related 
proteins from brain)

Rab-белки, несомненно, участвуют в 
регуляции слияния мембран:   
 ГДФ-связанные их формы блокируют 
транспорт, а ГТФ-γS-связанные –
стимулируют образование сильно 
увеличенных компарментов



Rab-белки (Ras-related proteins from brain)
Малые ГТФазы
Компартмент-специфичны:
НО: большинство компартментов имеют более чем один 
Rab- белок 
Идентифицировано ок. 60 генов у млекопитающих, 
11 – в дрожжах
высококонсервативны

Остатки 
геранил-

геранильной 
кислоты

Нуклеотид-
связывающий карман

Высококонсервативный 
домен

Гипервариабельный 
домен

+ ГДФ:
неактивен

локализован 
в цитозоле

+ ГТФ:
активен
локализован 
на мембране

GEF

GAP



Каждый Rab-белок может иметь более одного GEF или GAP, 
что позволяет координировать транспортные потоки

RIN1, PLCγ1
ER-to-Golgi

секреция







Первый цикл Rab-белка после синтеза 

Rab

REP (Rab 
escort protein), 
субъединица 
геранил-геранил-
трансферазы

α- и β-
субъединицы 

геранил-геранил-
трансферазы

мембрана



Рабочий цикл Rab-белка

Гидролиз ГТФ не нужен для слияния мембран

GDF                              
(GDI displacement factor)   

1

Target membrane

3GEF
2

4

5

GAP

6

GDI (GDP dissociation 
inhibitor)

7



 

Но как же конкретно они работают?

Ответ был получен по мере накопления
 данных по идентификации белков,

 способных взаимодействовать с 
активированными Rab-белками



Множество партнеров Rab-белков представляют 
собой комплексы белков, выстроенные линейно, 
или белки, обладающие линейными гибкими 
доменами.
Эти партнеры узнают активированные Rab-белки 



Секреция: Sec4 и Exocyst 
Слияние секреторных пузырьков с ПМ 
происходит только в тех доменах ПМ, 
где локализован Exocyst

Wilde type

fusion

SNARE



Заякоривание СОРI-везикул  (транспорт между цистернами 
Гольджи):
Rab1- GM130/p115

Rab1



Гомотипичекое слияние ранних эндосом:
Rab5 – EEA1 (early endosome’s autoantigene 1)



 Эти белки или белковые комплексы получили название

tethers (от «привязь», «коновязь») 
Работают как арканы, осуществляя заякоривание  (tethering) 
мембраны на первой стадии слияния, когда расстояние между 
пузырьком и мишенью еще велико (около 25 нм) – т.е. 
являются факторами дистанционного взаимодействия
Стабилизируют мембраны для дальнейшего сближения (< 10 нм)



Rab-белки и/или их факторы дистанционного взаимодействия 
могут узнавать  соответствующие SNARE, тем самым 
координируя взаимодействия «везикула-мишень»



Роль Rab-белков не ограничивается регуляцией 
слияния.
1. Rab-белки, как правило, встраиваются в везикулу еще на 
стадии ее формирования за счет связи либо с v-SNARE, либо с 
элементами окаймления, либо с рецепторами грузов
Но ассоциация активированного Rab-белка может происходить и 
позже, уже после отделения транспортной везикулы от донорной 
мембраны (Rab5)

ПМ



2. Rab-белки взаимодействуют с цитоскелетом в 
процессе    передвижения транспортной везикулы

Dynein /RILP            Rab7              EE, LE

Rab27a
-GTP

Rab27a-GDP

(or myoVa- )

МТ



3. В процессе заякоривания Rab-белок (GTP-
связанный) способен снимать протекторный белок 
n-Sec1 с t-SNARE и активировать его для участия в 
образовании SNARE-комплекса



Rab-белки:
1. Участвуют в формировании транспортной везикулы 

(за счет взаимодействия со SNARE, окаймлениями 
и/или грузами)

2. Участвуют в ее перемещении к мембране-мишени   
(за счет взаимодействия с цитоскелетом)

3. Опосредуют 1-ю фазу слияния, стабилизируя 
везикулу напротив мембраны-мишени

4.  Активируют t-SNARE, удаляя протекторный белок, 
могут взаимодействовать со SNARE (как v-, так и 
t-)

 т.е.  только 3+4 – участие в регуляции слияния





Rab-белки в дрожжах:



(docking)

?
Слияние происходит в 3 фазы:

1. Tethering (> 20 nm), Rabs
2. Docking (<10 nm), SNAREs

3. lipid bilayers reorganization



Для полного слияния необходима реорганизация 
липидных бислоев обеих мембран

Это 
промежуточное 
состояние, когда 
пора может 
полностью 
открыться, а 
может и 
закрыться

flickering



В качестве «носителя» для реорганизации липидных 
бислоев может выступать Vo-субъединица 
везикулярной протонной помпы V1/ V0



Не все слияния в клетке опосредуются 
NSF-SNAP-SNARE-системой:
Пероксисомы и митохондрии не имеют SNAREs (и Rab), 
но тем не менее способны к гомотипическому слиянию.
Вирусы имеют свою машинерию для образования пор слияния





Ca2+  и слияние мембран

ЭПР

мит

эндосомы/

лизосомы

Концентрация 
Са2+

    10-3М

50-200*10-9 М

Существует множество ионных каналов (как регулируемых, так и каналов 
утечки) и транспортеров, селективных по отношению к кальцию

В результате даже массированный вход Са2+ может быть быстро 
нивелирован за счет его выброса в окружающую среду и обратной 
закачки в депо.



Кальций участвует в регуляции 
 слияния синаптических пузырьков с пресинаптической 

мембраной
слияния экзоцитозных пузырьков с ПМ в случае регулируемой 

секреции в электроневозбудимых клетках
гомотипического слиянии СОРII-везикул
слияния эндосом друг с другом и с лизосомами

Сложилось представление о том, что все процессы 
слияния являются кальций-зависимыми

Однако, такого механизма до сих пор не обнаружено

Это предполагает существование универсального молекулярного 
механизма, с помощью которого Са2+ регулирует слияние мембран



BAPTA и EGTA – «быстрый» и «медленный» хелаторы кальция
в концентрации 10 мМ ВАРТА гасит типичный кальциевый градиент за 
0,3 микросекунды 

EGTA - за 1,2 миллисекунды 

быстрый хелатор подавляет слияния эндосом и COPII-везикул, тогда как 
медленный – нет

для эффективного слияния повышение уровня Са2+ требуется на время 
меньше 1 миллисекунды. 

источник кальция (т.е. открытый канал) должен находиться на 
расстоянии порядка 20 нм от  объекта влияния

Слияния идут за счет локального повышения уровня кальция 

             объект влияния - машинерия, связанная со слиянием;



Тотальное повышение уровня кальция

Локальное повышение уровня могут обеспечивать сами везикулы  благодаря 
наличию в их мембранах кальциевых каналов

При действии ростовых факторов, запускающих механизм 
опустошения внутриклеточных депо, «все должно слиться со всем», 
чего не происходит в действительности



1. В синапсах:
Синаптотагмин – 
имеет 2 кальций-связывающих С2-домена, 
стабилизирует SNARE-комплекс до момента выброса Са2+ через 

ассоциированный со SNAP25 канал, 
после чего связывает Са2+ и изменяет свою конформацию таким образом, 

что частично погружается в мембрану, способствуя быстрой 
реорганизации липидов. 

Сам он после этого диссоциирует, что и прекращает дальнейшие слияния. 
                                                                        

                                Позитивная регуляция слияния

Мишени и механизмы действия кальция?

Гипотеза: докинг комплекса SNARE стимулирует выброс Са2+, а он, 
в свою очередь, активирует некие Са2+-связывающие белки, 
которые и регулируют слияние. 



2. На эндосомах:

HRS – (компонент сортирующего комплекса ESCRT0, необходимого для 
направления груза в лизосомы) 

напрямую взаимодействует с Q-SNARE SNAP-25 за счет своего SNARE-
подобного домена, препятствуя формированию комплекса слияния с 
синтаксином-13 и подавляя связывание c R-SNARE VAMP2. 

Это ингибиторное взаимодействие  существует до тех пор, пока не 
происходит выброс кальция из эндосом, в результате чего HRS 
высвобождается из комплекса, освобождая путь для SNARE-опосредуемого 
слияния. 

Время выброса Са2+ из эндосом, в свою очередь, определяется моментом 
достижения определенного уровня рН (6,2 – 6,7) за счет работы вакуолярной 
протонной помпы и осуществляется через рН-чувствительный кальциевый 
канал

Таким образом, в данном случае кальциевый сенсор скорее является 
протектором несанкционированного слияния, которое могло бы произойти и 
в отсутствие кальция. 

                              Негативная регуляция  слияния



3. На биосинетическом пути компонентами транспортной машинерии, 
зависимой от Са2+, оказались некоторые белки окаймлений COPI и COPII.
Связывание кальция стабилизирует эти окаймления. 
Как это может повлиять на слияния? 
Во-первых, стабилизация окаймлений может способствовать 
формированию транспортных пузырьков или препятствовать их 
обратным слияниям. 
Во-вторых, даже на стадии взаимодействия с ERGIC везикулы могут 
сохранять часть окаймления, однако и в этом случае нельзя сказать, 
ингибиторное или стимулирующее действие на слияния будет оказывать 
Са2+. 

Итак,
универсального механизма регуляции кальцием слияния 
мембран не существует. 
некоторые стадии транспортных процессов, например, транспорт 
из ЭПР в ERGIC, в отличие от слияний между ERGIC и АГ, не 
подавляются BAPTA-AM – на некоторых путях слияния могут не 
зависеть от кальция 



Еще одна функция Rab-белков – 
организация функциональных доменов 
на мембране органеллы



Эффекторы Rab5 – 
Рабаптин5, рабаптин5а, - 
стабилизируют связь Rab5 с Rabex5, 
поддерживая Rab5 в активированном 
состоянии

RBD5

Таким образом  рабаптин 5 
может регулировать 
гимотипическое слияние 
ранних эндосом

ЕЕ
ЕЕ

рабаптин4 – 2 сайта 
связывания с Rab5 и Rab4
Но Rab4 связан с 
рециклирующими везикулами, т.
е. с отшнуровывающимися от 
ранних эндосом !

Rab5 Rab4
рабаптин4

Рециклирование 
на ПМ

Заякоривание     
в  ЕЕ



Множество эндосомных Rab-белков, собранных в субдомены, 
отражает многообразие сортирующих функций эндосом, а также 
многообразие их ролей



Rab5*
Rab4*
Rab7*

EE

EE

Гомотипическое 
слияние

Взаимодействие 
с цитоскелетом

Сортировка на путь 
рециклирования

Сортировка на путь 
деградации

МТ



1

2

EGF 30 min   EGFR, EEA1

EGFR, lamp1

Ранние 
эндосомы

лизосомы

BafA1

EGF: 30 min                                90 min




