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Уважаемые читатели!
Представляем вашему вниманию тематиче-

ский выпуск, посвященный работам российских
исследователей в области структурной биологии.

Структурная биология – междисциплинарная
наука, изучающая биомолекулы на уровне трех-
мерных структур и их динамики. Объектами изу-
чения являются белки, нуклеиновые кислоты, а
также сложные макромолекулярные комплексы.
Изучение структуры и ее динамических измене-
ний позволяет понять детали механизма функ-
ционирования биологических молекул и ис-
пользовать эти знания для разработки новых
лекарственных средств и усовершенствования
уже существующих, разработки экономически
целесообразных биотехнологических цепочек.
Структурная биология включает в себя экспе-
риментальные и вычислительные методы, а
также использует результаты комплементарных
биофизических и биохимических методов для
интерпретации структурных данных.

Рентгеноструктурный анализ макромолекул,
для реализации которого необходимо получить
кристаллы, является основным методом струк-
турной биологии. В России это направление заро-
дилось в конце 1950-х гг., его лидером и вдохнови-
телем был академик Б.К. Вайнштейн, создавший
лабораторию белковой кристаллографии в Ин-
ституте кристаллографии РАН (сейчас ФНИЦ
“Кристаллография и фотоника” РАН, присоеди-
ненный в 2023 г. к Курчатовскому институту).
В лаборатории Вайнштейна было выполнено
большое количество работ мирового уровня,
внесших серьезный вклад в исследования разных
классов белков, а также методов кристаллизации
и развития программного обеспечения для белко-
вой кристаллографии.

В настоящем тематическом сборнике пред-
ставлен ряд работ, посвященных кристалличе-
ским структурам ДНК-связывающих белков,
токсина из змеиного яда, тиоцианатдегидрогена-
зы, гипоксантин-гуанин фосфорибозилтрансфе-
разы, трансаминазы (Леконцева и др.; Шилова
и др.; Сафонова и др. и пр.). В работах для решения
и уточнения кристаллических структур использо-
ваны широко востребованные во всем мире про-
граммы: молекулярного замещения (Molrep) и
уточнения (Refmac). Одним из разработчиков
этих программ являлся бывший сотрудник лабо-

ратории белковой кристаллографии Института
кристаллографии РАН А. Вагин, которого не ста-
ло в марте этого года.

Ключевым компонентом успеха метода явля-
ется получение высококачественных кристаллов
исследуемых объектов. В сборнике часть статей
посвящена использованию вариаций методов
кристаллизации белков, в том числе в условиях
микрогравитации (в рамках программы Роскос-
моса по кристаллизации белков на русском сег-
менте международной космической станции),
влиянию метода получения кристаллов на кри-
сталлическую упаковку (Дубова и др.), подходам
к улучшению дифракционного качества кристал-
лов (Сафонова и др.; Абрамчик и др.) и использо-
ванию молекулярной динамики для исследова-
ния процессов роста белковых кристаллов (Ива-
новский и др.).

Отдельно можно выделить ряд работ по струк-
турной вирусологии и вакцинологии: рентгено-
структурный анализ рецепторсвязывающего до-
мена SARS-CoV-2 с нейтрализующим антителом
(Бойко и др.), кристаллизации пикорнаина 3С
(Тишин и др.), обзор работ по взаимодействию
протонного M2-канала вируса гриппа А с проти-
вовирусными лекарственными препаратами
(Лашков и др.), ряд новаторских работ по биоин-
формационному анализу потенциальных эпито-
пов вирусных белков (И.А. Колесников и др).

Представлены работы по развитию методов
обработки данных малоуглового рентгеновского
рассеяния (МУРР) (Конарев и др.; Волков), а так-
же экспериментальные результаты МУРР, позво-
лившие получить важную структурную информа-
цию об исследуемых объектах. В сборник вошли
статьи по использованию электронной микро-
скопии для исследования структур биологиче-
ских объектов (Бурцева и др.). Метод является
быстроразвивающимся и перспективным как для
предварительной характеризации образцов, так
и для получения структур высокого разрешения.
Выполнение данных работ стало возможно
благодаря уникальному оборудованию ресурсно-
го центра “Нанозонд” Курчатовского институ-
та, в частности современному криоэлектронному
микроскопу Titan Krios, не имеющему аналогов
в России.

Методами двумерной дифракции и рентгенов-
ской рефлектометрии изучены молекулярные ме-
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ханизмы взаимодействия противоопухолевого
антибиотика доксорубицина с липидными моде-
лями клеточных мембран (Новикова и др.).

Практически во всех работах по рентгено-
структурному анализу, экспериментальным ра-
ботам по МУРР, рентгеновской дифракции и ре-
флексометрии высокие результаты удалось полу-
чить благодаря синхротронному излучению, что
подчеркивает важность “Федеральной научно-
технической программы развития синхротрон-
ных и нейтронных исследований и исследова-
тельской инфраструктуры на 2019–2027 годы”, в
рамках которой получен ряд представленных в
сборнике результатов.

Выпуск дает общее представление о направле-
ниях работ по структурной биологии различных
исследовательских групп в России, о методах, ис-
пользуемых в данной области, о потенциале этой
междисциплинарной науки, и могут быть инте-
ресны как структурным биологам, так и ученым,
работающим в смежных областях.

Главный редактор, член-корреспондент РАН
профессор М.В. Ковальчук,
Приглашенные редакторы

академик РАН, доктор химических наук В.О. Попов,
кандидат физико-математических наук В.Р. Самыгина
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Пандемия вируса гриппа А остается значительной угрозой для здоровья населения планеты. Для
борьбы с пандемией в основном используется один класс противовирусных препаратов, а именно,
ингибиторы специфического вирусного фермента – нейраминидазы, к которым относятся занами-
вир (Relenza™) и озельтамивир (Tamiflu™). Отметим, что устойчивость вируса к этому классу соеди-
нений неуклонно растет. Протонный канал M2 вируса гриппа А является альтернативной, клини-
чески доказанной мишенью противовирусной терапии. Однако многие циркулирующие штаммы
вируса имеют аминокислотные мутации в белке M2, вызывающие устойчивость к препаратам ада-
мантанового ряда – блокаторам М2, таким как римантадин и амантадин. Следовательно, ингиби-
торы, способные воздействовать на мутантные формы канала M2, крайне необходимы для биобез-
опасности населения. Представлен обзор структурно-функциональных взаимодействий экспери-
ментальных лекарственных препаратов с белком-мишенью – трансмембранным доменом
протонного канала M2 вируса гриппа. Проведен анализ экспериментальных и модельных структур-
ных данных, находящихся в открытом доступе.
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Заключение

ВВЕДЕНИЕ
Пандемия вируса гриппа А остается значи-

тельной угрозой для здоровья населения планеты.
Борьба с пандемией в основном связана с одним
классом противогриппозных препаратов – инги-
биторами специфического вирусного фермента
нейраминидазы (NA): занамивиром (RelenzaТМ) и
осельтамивиром (TamifluТМ) (рис. 1). Отметим,
что устойчивость вируса гриппа A к этому классу
соединений неуклонно растет. С 2007 г. все чаще
сообщается о широком распространении лекар-
ственной устойчивости к осельтамивиру [1–3].

Важную роль при заражении вирусом гриппа
играет гемагглютинин (HA), который представ-
ляет собой гомотримерный гликопротеин, обес-
печивающий слияние и проникновение вируса
гриппа в клетку-мишень [4]. Рецепторами к HA
являются остатки сиаловых кислот на поверх-
ности чувствительных клеток. HA является одной
из перспективных мишеней для противовирус-
ных средств, поскольку такие препараты бло-
кируют начальную стадию заражения, предот-
вращая проникновение вируса в клетку. В на-
стоящее время на фармацевтическом рынке в
качестве ингибитора HA представлен АрбидолТМ

(умифеновир, Umifenovirum, рис. 1) [5, 6]. Пре-
парат не включен в “Рекомендации ВОЗ по
фармакологическому лечению пандемического
гриппа A/H1N1pdm09 и других вирусов гриппа”
по причине “недостаточных данных об эффек-
тивности или безопасности, либо по обеим при-
чинам” [7, 8].

Протонный канал M2 вируса гриппа А, относя-
щийся к классу виропоринов, является альтерна-
тивной, клинически доказанной противовирус-

УДК 544.1+548.737+577.1+577.3
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ной мишенью [9]. Однако почти все циркулирую-
щие штаммы имеют точечную аминокислотную
замену S31N в белке M2, которая вызывает устой-
чивость к препаратам адамантанового ряда: ри-
мантадину и амантадину (рис. 1) [10]. Ингибито-
ры, способные воздействовать на N31-содержа-
щий M2 (M2-N31), крайне необходимы для
биобезопасности населения. Настоящий обзор
посвящен структурно-функциональным взаимо-
действиям, происходящим при воздействии ле-
карственных препаратов на белок-мишень:
трансмембранный домен протонного канала M2
вируса гриппа.

1. ОБЩЕЕ ОПИСАНИЕ ФУНКЦИЙ 
И СТРУКТУРЫ M2-БЕЛКОВ

М2-белки вируса гриппа A являются транс-
мембранными белками, образующими протон-
селективные каналы в липидной оболочке (рис. 2).
Канал М2-белка (М2-канал) представляет собой
гомотетрамерную структуру, собранную из четы-
рех субъединиц M2-белка, полипептидная цепь
которого длиной 97 аминокислотных остатков
(а.о.) частично спирализованна в районе транс-
мембранного домена [11].

Протонная проводимость М2-каналов необ-
ходима для репликации вируса: они регулируют
рН внутри вирусной частицы при проникнове-
нии вириона в эндосому клетки через мембрану
аппарата Гольджи. Когда вирус проникает в клет-
ку-хозяин с помощью рецептор-опосредованно-
го эндоцитоза, происходит эндосомальное закис-
ление. Избыток H+ (низкое значение рН) активи-
рует канал М2, который доставляет протоны в

ядро вириона вируса гриппа. При закислении внут-
реннего пространства вирусной частицы происхо-
дит ослабление электростатического взаимодей-
ствия и диссоциации связей между матричным М1-
белком (рис. 2) и вирусными рибонуклеопротеино-
выми комплексами. Последующее слияние мем-
бран оболочки вируса высвобождает рибонук-
леопротеины в цитоплазму клетки-хозяина, ко-
торые импортируются в ядро, для запуска
процесса репликации вируса [12, 13].

Другая важная роль М2-белка проявляется во
время сборки вирусной частицы, когда вновь
синтезированные вирусные белки транспортиру-
ются к поверхности мембраны клетки-хозяина
через транс-сеть аппарата Гольджи (ТГН), где
присутствует избыток H+. Однако при низких
значениях pH белки вируса, в частности НА,
могут претерпевать преждевременную и неже-
лательную трансформацию. После синтеза в
инфицированной клетке-хозяине М2-белок
встраивается в эндоплазматический ретикулум
и транспортируется на поверхность клетки через
ТГН. В кислой среде аппарата Гольджи M2-канал
транспортирует ионы H+ из просвета ТГН и под-
держивает метастабильную конфигурацию HA,
предотвращая его нежелательную трансформа-
цию [14, 15]. Кроме того, ионные каналы белка M2
эффективно активируют криопириновый путь вос-
паления (NLRP3) [16]. Другой важной функцией
М2 является его роль в разрыве мембраны и высво-
бождении делящегося вириона. M2 стабилизирует
место деления вируса, а мутации M2, препятствую-
щие его связыванию с M1, могут нарушать образо-
вание филаментов в месте деления [17].

Рис. 1. Структурные формулы клинически используемых и экспериментальных противовирусных препаратов. Про-
изводные адамантана: а – амантадин, б – римантадин, в – гистидин-римантадин. Прочие препараты: г – озельтами-
вир, д – занамивир, е – умифеновир.
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В вирусе гриппа А М2-белок состоит из трех
доменов:

– внеклеточный N-концевой домен (а.о. 1–23);
– трансмембранный сегмент (ТМС) (а.о. 24–

46, рис. 3);
– внутриклеточный С-концевой домен (а.о. 47–97).
Канал M2 активируется низким значением pH

и имеет низкую проводимость для других ионов
[18]. Функция протонной помпы сосредоточена в
ТМС, который образует пору ионного канала
(рис. 3). Важными функциональными группами
являются имидазольная группа His37 (датчик pH)

и индольная Trp41 (ворота) [19] (рис. 3). Четыре
His37 (по одному от каждой субъединицы) обра-
зуют имидазольное сопряжение. Источником
протонов служат ионы гидроксония (H3O+) [20].
Trp41 в трансмембранной области закрывают по-
ру канала с внутренней части.

Когда три или все четыре имидазольные груп-
пы His37 протонированы, электростатическое от-
талкивание между ними нарушает винтовую упа-
ковку цепей тетрамерного канала М2 и открывает
ворота, состоящие из индольных групп Trp41, для
прохода протонов внутрь вирусной частицы. Ис-

Рис. 2. Строение вирусной частицы вируса гриппа А: M1 – матриксный белок, M2 – протонный M2-канал, NM – ней-
роминидаза, HA – гемагглютинин, LP – липидный бислой, vRNP – вирусный рибонуклеопротеиновый комплекс,
PA, PB1, PB2 – вирусные полимеразы, sRNA – сегментированная РНК, NP – нуклеопротеин.
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Рис. 3. Пространственная структура трансмембранной части M2-канала вируса гриппа А при высоком значении pH
(PDB ID: 4QK7) (а) и низком (4QKC) (б). Структуры установлены методом рентгеновского анализа синтетического
фрагмента канала в липидной кубической фазе [17]. Указаны функционально значимые аминокислотные остатки.
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кусственное нарушение этого механизма позво-
лит создать эффективный препарат против грип-
па, даже тех его штаммов, которые приобрели
устойчивость к воздействию существующих пре-
паратов [21].

Если His37 заменяется глицином, аланином,
глутаминовой кислотой, серином или треони-
ном, протон-селективная активность теряется, и
мутант приобретает возможность транспортиро-
вать ионы Na+ и K+. При добавлении имидазоль-
ного буфера к клеткам, экспрессирующим му-
тантные белки, ионная селективность частично
восстанавливается [22].

В [23] предполагалось, что механизм проводи-
мости включает в себя обмен протонами между
имидазольными фрагментами His37 M2 и водой,
ограниченной внутренней частью канала M2.
Молекулы воды внутри поры образуют сети водо-
родных связей (“водяные провода”) от входа в ка-
нал до His37. Карбонильные группы а.о., высти-
лающие стенки поры, стабилизируют ионы гид-
роксония посредством взаимодействия их второй
гидратной оболочки с мостиковыми молекулами
воды. Коллективное переключение ориентации
водородных связей может способствовать на-
правленности потока протонов, поскольку His37
динамически протонируется и депротонируется в
цикле проводимости H+ [24]. Остатки His37 обра-
зуют структуру “коробки” (рис. 3), ограниченную
с обеих сторон кластерами воды с хорошо упоря-
доченными атомами кислорода рядом. Конфор-
мация белка, которая является промежуточной
между структурами (ID PDB: 4QK7, 4QKC [24]),
ранее решенными при более высоком и более
низком рН (рис. 3), указывает на механизм, с по-
мощью которого конформационные изменения
могут способствовать асимметричной диффузии
H+ через канал в присутствии протонного гради-
ента. Более того, протоны, диффундирующие че-
рез канал, не должны быть локализованы около
одного имидазола His37, вместо этого они могут
быть делокализованы по всему His-боксу и ассо-
циированным кластерам воды.

С-концевой фрагмент канала переходит в пет-
лю (а.о. 47–50), соединяющую трансмембранный
домен с С-концевой амфипатической спиралью
(а.о. 46–62). Первые 17 а.о. цитоплазматического
хвоста М2 образуют высококонсервативную ам-
фипатическую спираль. [25], ее а.о. 46–62 внутри
цитоплазматического хвоста играют роль в деле-
нии и сборке вируса путем изменения кривизны
билипидных мембран [26]. А.о. 70–77 цитоплаз-
матического хвоста важны для связывания с M1-
белком и для эффективного производства инфек-
ционных вирусных частиц. Эта область также со-
держит кавеолинсвязывающий домен (КСД).

Известны две различные структуры укорочен-
ных форм М2 с высоким разрешением: кристал-
лическая структура мутантной формы трансмем-
бранной области М2 (а.о. 22–46) [27] и более

длинная версия белка (а.о. 18–60), содержащая
трансмембранную область и сегмент С-концево-
го домена по данным ЯМР [28].

У вирусов гриппа B и C имеются белки с ана-
логичной функцией: BM2 и CM2 соответственно.
Они негомологичны M2 по аминокислотной по-
следовательности, несмотря на похожую трех-
мерную структуру и механизм действия [29].

2. СТРУКТУРНЫЕ ОСНОВЫ ДЕЙСТВИЯ 
ИНГИБИТОРОВ M2

Вирусный белковый канал М2 является мише-
нью для противовирусных терапевтических пре-
паратов – производных адамантана: амантадина
и римантадина. Соединения адамантанового ря-
да, а именно, аминоадамантаны, использовались
для лечения и профилактики гриппа А с 70-х гг.
прошлого века [30]. Из-за синтетической доступ-
ности и низкой стоимости производства препара-
ты широко применялись для борьбы с сезонными
эпидемиями гриппа во всем мире.

Сайт связывания канала М2 с амантадином
или римантадином в настоящее время является
предметом интенсивных дискуссий. Считается,
что римантадин блокирует активность гриппа,
связываясь с аминокислотами в трансмембран-
ном канале М2 и блокируя транспорт протонов
через канал М2 [27, 31] (рис. 4б). Группа аммония
(с соседними молекулами воды) расположена
ближе к С-концу ТМС, а группа адамантана рас-
положена ближе к N-концу ТМС, когда они свя-
заны внутри поры М2. Так как в препарате ри-
мантадина присутствуют оба энантиомера, были
проведены дополнительные исследования ЯМР,
показавшие, что R-энантиомер имеет более силь-
ное связывание с порой канала M2, чем S-энан-
тиомер римантадина. Однако анализ противови-
русной активности препаратов и электрофизио-
логические исследования показывают, что нет
существенной разницы между энантиомерами R
и S в связывании с аминокислотами в канале M2
[32]. Поскольку энантиомеры имеют схожую аф-
финность связывания, они также обладают ана-
логичной способностью блокировать поры кана-
ла и работать как эффективное противовирусное
средство.

Так же действует амантадин [33] (рис. 4а). Со-
гласно кристаллической структуре при низком
значении рН одна молекула амантадина связыва-
ется в середине поры, окруженная остатками
Val27, Ala30, Ser31 и Gly34. Напротив, ЯМР-струк-
тура показала, что четыре молекулы римантадина
связываются с липидом, обращенным к внешней
поверхности поры, взаимодействуя с остатками
Asp44 и Arg45. Однако недавно полученная струк-
тура твердотельного ЯМР показывает, что канал
M2 имеет два сайта связывания амантадина,
один, с высоким сродством, находится в просвете
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N-конца, а второй, с низким сродством, находит-
ся на поверхности C-конца белка.

Механизм ингибирования адамантановых
препаратов был спорным в течение последних
двух десятилетий, до появления кристаллографи-
ческих структур высокого разрешения (рис. 4,
табл. 1). Сайт связывания лекарственных препа-
ратов был предсказан с помощью анализа сайт-
направленного мутагенеза резистентных штам-
мов вируса гриппа А. Мутации, отвечающие за
устойчивость к препаратам амантадина или ри-
мантадина, встречаются в позициях аминокис-
лотной последовательности М2, таких как 26, 27,
30, 31, 34 и 38 [34, 35]. Большинство этих пози-
ций, включая а.о. 27, 30, 31 и 34 (рис. 4), располо-
жены на внутренней поверхности канала М2, что
и привело к гипотезе о том, что препараты прони-
кают внутрь канала.

В [36] проведены исследования молекулярно-
го докинга амантадина путем перемещения инги-
битора вдоль поры канала и обнаружен энергети-
ческий минимум вокруг позиций 27 и 31. Предпо-
лагалось, что гидрофобный адамантильный остов
препарата взаимодействует с боковыми цепями
Val27, тогда как аминогруппа соединения образу-
ет электростатические взаимодействия (водород-
ную связь) с гидроксилами остатка Ser31.

В [36] амантадин был помещен возле остатка 27
на основе компьютерного моделирования, но
аминогруппа лекарственного средства образовы-
вала одну или несколько чередующихся водород-
ных связей c гидроксильными группами Ser31 и
карбонилом (–C=O) основной цепи Ala30. Экс-
периментальным подтверждением, согласую-
щимся с сайтом Val27, стало исследование ди-
фракции нейтронов, с помощью которого было
выявлено, что молекула амантадина расположена
на расстоянии ~6 Å от центра мембраны [37], од-
нако также сообщалось, что препарат связывает-
ся с наружной поверхностью канала с остатками
Asp44 вблизи C-конца канала.

В [38] признали важность His37 в протонной
проводимости и поэтому предположили, что
аминогруппа амантадина может взаимодейство-
вать с имидазолами His37, тогда как гидрофобный
остов молекулы лекарственного препарата распо-
ложен в самой широкой области поры около Gly34.

Однако положение этого сайта связывания не
согласуется с данными нейтронной дифракции.
В [39] на основе изменений химического сдвига,
измеренных с помощью твердотельного ЯМР,
предложили, что амантадин связывается с еще
одним сайтом внутри канала. В этом сайте связы-
вания аминогруппа препарата направлена к N-
концевому участку канала М2 и расположена

Рис. 4. Пространственная структура трансмембранной части M2-канала вируса гриппа А в комплексе с амантадином
(PDB ID: 6BKK, AMA) (а) и римантадином (6BKL, RIM) (б). Структуры установлены методом рентгеновского анали-
за синтетического фрагмента канала в липидной кубической фазе [38].
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вблизи Ser31. Но в [39] отмечено, что для образо-
вания водородных связей аминогруппа препарата
находится слишком далеко от гидроксильных
групп остатков Ser31 (~4.5 Å, рис. 4а).

Хотя экспериментальные исследования, прежде
всего молекулярное моделирование, указывали
на взаимодействие между амантадином и М2, ни
одно из исследований не показало точного места
связывания внутри поры. Интересно, что иссле-
дование методом сайт-направленного мутагенеза
показало, что мутация в положении Ser31 влияет
на связывание амантадина с М2. Поэтому Ser31
был предложен в качестве мишени для образова-
ния полярных связей с поверхностью канала [40].
Наиболее прямое доказательство места связыва-
ния препарата в поре М2 было получено путем
кристаллографического исследования ТМС пеп-
тида М2 в присутствии амантадина [27]. Эта
структура определялась при относительно низ-
ком разрешении (3.5 Å), недостаточном для одно-
значной идентификации малых молекул, таких
как амантадин (максимальный диаметр сфериче-
ского адамантильного остова составляет ~3.4 Å).
Предложенная модель связывания лекарственно-
го средства в поре канала М2 характеризуется
очень необычным взаимодействием гидрофоб-
ных и гидрофильных групп, при котором четыре
гидроксильные группы остатков Ser31 координи-
руют неполярный адамантильный остов.

Главным аспектом этого механизма связыва-
ния является то, что аминогруппа амантадина,

имеющая решающее значение для ингибирова-
ния [27], не взаимодействует ни с одной из по-
лярных групп в поре канала М2. С другой сторо-
ны, мутант S31A был чувствительным к дей-
ствию римантадина [40], что указывает на то, что
Ser31 не играет решающей роли в связывании с
препаратом.

Таким образом, исследования, представлен-
ные выше, показывают, что образование клас-
сических водородных связей между лигандом и
белком не является обязательным условием ин-
гибирующего действия аминоадамантанов на
протонную проводимость. Внутренняя поверх-
ность канала М2 составлена в основном из непо-
лярных a. о., и для возникновения противовирус-
ной активности достаточно образования надеж-
ного гидрофобного взаимодействия с лигандом.
Этот факт следует учитывать при разработке ле-
карственных препаратов, преодолевающих ви-
русную резистентность к аминоадамантанам.

В табл. 1 представлена информация о про-
странственных структурах, решенных методом
рентгеноструктурного анализа, как нативных
форм трансмембранной части канала M2 вируса
гриппа, так и в комплексах с противовирусными
препаратами аминоадамантанового ряда. Во всех
случаях использовался либо метод получения ли-
пидной кубической фазы, либо более классиче-
ская методика кристаллизации диффузии в парах
в варианте висячей капли с использованием де-
тергентов. В целом метод кубической фазы может

Таблица 1. Рентгеновские структуры, депонированные в RCSB PDB

1 Длина полипептидной цепи мономера.
2 Метод кристаллизации: ДП:СК – диффузия в парах в варианте сидячей капли, ЛФК – липидная кубическая фаза.

ID PDB Литера-
тура

Разреше-
ние, Å Лиганд Мутации 

(а.о.) Штамм
Длина 
цепи1 Метод2 pH Год

3BKD [27] 2.05 26 ДП : CK 7.3 2008
3C9J [27] 3.50 амантадин 25 ДП : CK 5.3 2008
3LBW [23] 1.65 2: 10, 23 23 ДП : CK 6,5 2010
4QK7 [24] 1.1 udorn/1972(H3N2) 27 ЛКФ 8 2015
4QKC [24] 1.1 udorn/1972(H3N2) 27 ЛКФ 5.5 2015
5JOO [48] 1.4 2: 1, 27 Hickox/1940(H1N1) 27 ЛКФ 5,5 2017
5TTC [48] 1.4 2: 1, 27 Hickox/1940(H1N1) 27 ЛКФ 8 2017
6BKK [46] 2.0 адамантан 2: 1 и 27 27 ЛКФ 4.5 2018
6BKL [46] 2.0 римантадин 27 ЛКФ 5.6 2018
6BMZ [46] 2.63 спироадамантан 27 ЛКФ 7 2018
6BOC [46] 2.25 римантадин 2: 1, 27 27 ЛКФ 3.5 2018
6MJH [49] 2.06 2: 1, 27 pigeon/Jiangsu/K23/2013 

(H9N2)
27 ЛКФ 5 2019

6NV1 [47] 2.5 спироадаман-
тил-амин

2: 1 и 27 Indonesia/CDC1031RE2/ 
2007(H5N1)

27 ЛКФ 2020

6OUG [47] 3.0 спироадаман-
тил-амин

2: 7 и 30 Memphis/1/1971(H3N2) 41 ЛКФ 8 2019
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дать более высокое разрешение. Однако для лока-
лизации лиганда в канале определенно достаточ-
но разрешения ~2 Å.

3. БИОЛОГИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ 
ГИСТИДИН-РИМАНТАДИНА

В результате широкого использования амино-
адамантановых препаратов вирус гриппа А, обла-
дающий высокой частотой мутаций, подвергался
генетическим перестройкам и поэтому стал не-
чувствителен к действию данных препаратов [41].
В лабораторных штаммах ученые наблюдали раз-
личные мутации в трансмембранном домене ка-
нала М2, но для дикого типа вируса характерны
три основные аминокислотные замены, из них
аминокислотная замена Ser на Asp в позиции 31
белка М2 считалась критической для способно-
сти аминоадамантанов блокировать функции ка-
нала. Центры по контролю и борьбе с вирусными
инфекциями совместно с ВОЗ [7, 8] не рекомен-
дуют использовать препараты римантадин и
амантадин для лечения гриппа, так как рези-
стентность к ним достигла уже более 90%.

С целью преодоления лекарственной устой-
чивости вируса гриппа A к препаратам амино-
адамантанового ряда и их биодоступности было
создано аминокислотное производное риман-
тадина – гистидин-римантадин (His-Rim) и ис-
следованы его биологические свойства [42–44].
Значения эффективных концентраций для со-
единения 2HCl × H-His-Rim в отношении высо-
копатогенного штамма вируса гриппа A/H5N1
были несколько меньше, чем для известного ле-
карственного препарата Арбидол.

Соединение 2HCl × H-His-Rim ввиду его до-
статочно высокой эффективности, а также эко-
номической и синтетической доступности может
быть рекомендовано в качестве кандидата на до-
клинические и клинические испытания для полу-
чения этиотропного противовирусного препара-
та на его основе.

4. МОЛЕКУЛЯРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ 
КОМПЛЕКСА His-Rim С M2-КАНАЛОМ
В [45] описаны исследования in vivo биологиче-

ского действия гистидин-римантадина на не-
сколько мутантных форм вируса гриппа и молеку-
лярное моделирование новых форм с протонным
каналом M2. Для исследования устойчивости свя-
зывания HCl × H-His-Rim в конформациях, ото-
бранных из решений молекулярного докинга с
M2 S31N и M2 S31N_A30T, проводилось молеку-
лярно-динамическое (МД) моделирование.

Решения докинга выявили явно выраженные
кластеры по положению лиганда в канале с уче-
том того, что структура канала симметрична в на-
правлении, перепендикулярном плоскости бислоя
(ось четвертого порядка) (рис. 5).

Первый вариант (сайт) возможного связыва-
ния лиганда с каналом (surface) характеризуется
поверхностным расположением лиганда. Ада-
мантановый остов немного погружен в канал и
находится на уровне Val27. Гистидиновая часть
лиганда примыкает к боковой цепи Asp24 и взаи-
модействует с ней посредством водородных свя-
зей и электростатических взаимодействий. Также
эта часть лиганда образует водородные связи с во-
дой, окружающей вход в канал.

Второй вариант (middle) характеризуется тем,
что адамантановый остов находится между 27 и
30 а.о., а аминокислотная часть лиганда взаимо-
действует с боковой группой Asn31 и основной
цепью 30 а.о.

Третий вариант – глубокое расположение ли-
ганда в канале (deep). Имидазольное кольцо ги-
стидиновой части лиганда расположено почти
поперек канала и находится на уровне 30–31 а.о.
В то же время адамантановая часть лиганда нахо-
дится на 3.5–4 Å выше плоскости имидазольных
колец His37, имеющих принципиально большое
значение в функционировании протонного насоса.

В поверхностном случае закрепления HCl ×
× H-His-Rim как в референсе, так и в мутанте A30T
плотность молекул воды в канале велика по обе
стороны от His37. По-видимому, лиганд в этом
сайте связывания плохо блокирует ток воды и,
как следствие, активность протонного насоса.

Значительно меньшая плотность молекул во-
ды наблюдается, когда лиганд находится в midle-
сайте связывания конформации. В случае дли-
тельного МД-моделирования молекулы воды
проникают с внутриклеточной стороны канала,
проходят через His37 и сольватируют гистидино-
вую часть лиганда, устанавливая сеть водородных
связей между лигандом и стенкой канала. Значи-
тельно меньшая диффузия воды в эту область
происходит из внеклеточной части канала, так
как диффузии препятствует адамантовый гидро-
фобный фрагмент лиганда. Поэтому ток воды в
канале в случае midle-сайта связывания отсут-
ствует или незначителен.

В случае глубокого связывания лиганда сверху
молекулы воды в канал не проникают далее 30 а.о.
Из внутриклеточной части канала тока воды так-
же не наблюдается на протяжении всей траекто-
рии МД-моделирования [45]. Поэтому лиганд,
находясь в этом сайте связывания, полностью
блокирует ток воды в канале как референсной
структуры, так и мутанта A30T.

В [45] представлены значения свободной энер-
гии связывания (аффинности) соединения HCl ×
× H-His-Rim с каналом M2. В поверхностном сайте
связывание лиганда энергетически не очень вы-
годно, причем аффинность к HCl × H-His-Rim
одинакова как для мутантного канала, так и для
референсной структуры, что объясняется отда-
ленностью положения точечной мутации A30T от
места связывания лиганда.
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В случае middle-сайта связывание лиганда без
учета сольватирования его аминокислотной ча-
сти энергетически не выгодно. В то же время при
сольватировании аминокислотной части HCl ×
× H-His-Rim происходит уменьшение свободной
энергии связывания лиганда как с референсным,
так и мутантным белком, но даже с учетом соль-
ватирования лиганда связывание его с middle-
сайтом оказывается менее выгодно энергетиче-
ски, чем с поверхностным.

Связывание лиганда с глубоким сайтом явля-
ется согласно расчетам свободной энергии самым
энергетически выгодным. Кроме того, в случае
глубокой конформации связывание лиганда с ре-
ференсом значительно выгоднее, чем с A30T, что
согласуется с результатом эксперимента in vitro.
Эта разница может быть связана с увеличением
объема бокового радикала Thr30 в сравнении с Ala.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведен анализ экспериментальных и мо-

дельных структурных данных, находящихся в от-
крытом доступе, комплекса экспериментальных
лекарственных препаратов с белком-мишенью:
трансмембранным доменом протонного канала
M2 вируса гриппа. Структурная формула соответ-
ствует перспективному препарату адамантаново-
го ряда с повышенной биодоступностью, способ-

ного преодолеть лекарственную устойчивость, –
гистидин-римантадину.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования РФ
в рамках Федеральной научно-технической про-
граммы развития синхротронных и нейтронных
исследований и исследовательской инфраструк-
туры на 2019–2027 годы (Соглашение № 075-15-
2021-1355 от 12 октября 2021 года; обзор литерату-
ры по структурам и функциям протонного насоса
вируса гриппа А) и в рамках Государственного за-
дания ФНИЦ “Кристаллография и фотоника”
РАН (анализ структурной информации из баз
данных RSCB PDB и PubChem).
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Создан высокоэффективный штамм-продуцент Escherichia coli C3030/pET23d+-EcHGPRT, позво-
ляющий получать рекомбинантную гипоксантин-гуанинфосфорибозилтрансферазу из E. coli
(EcHGPRT) в растворимой форме. Разработана методика выделения и очистки рекомбинантного
белка. Определена удельная активность в отношении природного субстрата и производных пира-
зин-2-карбоксамида. Методом встречной диффузии в капилляре выращены кристаллы комплексов
EcHGPRT с 3-гидроксипиразин-2-карбоксамидом (T-1105) и с 6-фтор-3-гидроксипиразин-2-
карбоксамидом (T-705), пригодные для рентгеноструктурного исследования. Дифракционные на-
боры до разрешения соответственно 2.4 и 2.5 Å собраны на синхротроне ESRF (Франция, станция
ID23-1) при температуре 100 K. Кристаллы относятся к пр. гр. P3(1)21, в независимой части ячейки
содержатся две молекулы фермента.

DOI: 10.31857/S002347612360012X, EDN: ZZVSQF

ВВЕДЕНИЕ
Разработка и исследование механизма дей-

ствия противовирусных препаратов – крайне ак-
туальная задача, особенно в контексте пандемии
COVID-19. Одним из классов соединений, пред-
ставители которых проявляют активность против
широкого круга вирусных инфекций, в том числе
SARS-CoV-2, являются производные пиразин-2-
карбоксамида. К данным соединениям относится
3-гидроксипиразин-2-карбоксамид (T-1105), по-
казавший активность против гриппа, вируса Эбо-
ла, желтой лихорадки и множества других инфек-
ций [1–9]. Другим значимым соединением из
этого класса является 6-фтор-3-гидроксипира-
зин-2-карбоксамид (T-705), известный и широко
применяемый в лечении COVID-19 под торговым
наименованием фавипиравир [10–13].

Вещества T-705 и T-1105 представляют собой
пролекарства – миметики пуринов, активация
которых происходит в клетках человека посред-
ством конверсии в нуклеотид при действии фер-

мента гипоксантин-гуанинфосфорибозилтранс-
феразы (HGPRT, КФ2.4.2.8) [14]. Природная
функция HGPRT – фосфорибозилирование ги-
поксантина и гуанина с образованием инозин-5'-
фосфата и гуанозин-5'-фосфата. При фосфори-
бозилировании веществ T-705 и T-1105 продуктами
являются соответствующие мононуклеотиды – 6-
фтор-3-гидроксипиразин-2-карбоксамид-рибо-
за-5'-монофосфат (T-705-RMP) и 3-гидрокси-
пиразин-2-карбоксамид-рибоза-5'-монофосфат
(T-1105-RMP). Эти нуклеотиды подвергаются
фосфорилированию до ди- и трифосфатов, про-
являющих противовирусную активность [14–16].

Данные о взаимодействии производных пира-
зин-2-карбоксамида с фосфорибозилтрансфера-
зами представляют интерес как для разработки
новых противовирусных препаратов с повышен-
ной эффективностью, так и для дизайна фермен-
тов, предназначенных для синтеза фосфорибози-
лированных производных пиразин-2-карбокса-
мида. Пространственные структуры для HGPRT
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установлены в [17–23]. Несмотря на это, един-
ственная известная структура HGPRT в комплек-
се с производным пиразин-2-карбкосамида – это
фермент человека в комплексе с продуктом-нук-
леотидом T-705-RMP (PDB 4KN6), в то время как
структуры HGPRT со свободными азотистыми
основаниями данного класса соединений отсут-
ствуют [14].

В настоящей работе представлены результаты
предварительного рентгеновского исследования
кристаллов, полученных при сокристаллизации
EcHGPRT и двух противовирусных производных
пиразин-2-карбоксамида: веществ T-705 и T-1105.
EcHGPRT – один из перспективных кандидатов
для использования в биотехнологических про-
цессах. Аминокислотные последовательности
EcHGPRT и HGPRT человека идентичны на 33%.
Пространственная структура EcHGPRT известна
как для свободного фермента, так и для комплек-
сов фермента с инозином и гуанозином [19]. В на-
стоящей работе описано получение рекомби-
нантного препарата EcHGPRT, получение кри-
сталлов комплексов EcHGPRT с соединениями
T-705 и T-1105 и их предварительное рентгенов-
ское исследование.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Создание штамма-продуцента. Ген hpt (Gen-

bank ID AIF91732) амплифицировали на матрице
геномной ДНК E. coli и клонировали в вектор
pET23a+ по сайтам узнавания рестриктаз NcoI и
XhoI. Созданный экспрессионный вектор со-
держал ген, кодирующий EcHGPRT с С-конце-
вым 6xHis-tag. Создан штамм-продуцент E. coli
C3030/pET23d+-EcHGPRT, при культивирова-
нии которого целевой фермент синтезируется
преимущественно в растворимой форме.

Выделение и очистка EcHGPRT включали в се-
бя следующие стадии: разрушение клеточной
биомассы в буферном растворе 20 мМ NaH2PO4,
pH 8.0, 10 мМ MgCl2, 100 мМ NaCl, металл-хелат-
ную аффинную хроматографию на сорбенте Prot-
ino Ni-NTA (Macherey-Nagel) с элюцией в ступен-
чатом градиенте 500 мМ имидазола, концентри-
рование на ультрафильтрационной мембране из
регенерированной целлюлозы Ultracel 30 кДа
(PLTK06210, Millipore) до концентрации 10 мг/мл,
гель-фильтрационную хроматографию на колон-
ке HiLoad 16/60 Superdex 75 (GE Healthcare) в бу-
ферном растворе, содержащем 50 мМ Трис-HCl,
pH 7.4, 10 мМ MgCl, 5% глицерина, 0.04% NaN3,
концентрирование до 17 мг/мл.

Определение удельной активности. Активность
EcHGPRT в отношении гипоксантина и произ-
водных пиразин-2-карбоксамида исследовали
посредством детекции (обращенно-фазовая вы-
сокоэффективная жидкостная хроматография,

ОФ ВЭЖХ) конверсии азотистого основания в
нуклеотид. Состав реакционной смеси: 0.5 мМ
исследуемого азотистого основания, 0.5 мМ 5-фос-
форибозил-α-1-пирофосфата (PRPP), 1 мМ MgCl2,
20 мМ Трис-HCl, pH 8.0. Инкубацию проводили
в течение 2 мин при 10–70°С для смесей с гипо-
ксантином и при 44°С – с T-705 и T-1105. Кон-
центрации субстратов и продуктов определяли
при помощи ОФ ВЭЖХ в изократическом методе
элюирования 0.1%-ным водным раствором три-
фторуксусной кислоты на системах Waters с ко-
лонкой Nova-Pak C18, 4 мкм, 150 × 4.6 мм, ско-
рость потока 1 мл/мин, УФ-детектирование при
254 нм в случае гипоксантина и 350 нм – для ве-
ществ T-705 и T-1105 (детектор Waters 2489).

Кристаллизация. Для получения кристаллов
EcHGPRT к 2 мкл раствора белка в 50 мМ Трис-
HCl, рН 7.4, 10 мМ MgCl2, 5% глицерина, 0.04%
NaN3, с концентрацией белка 17 мг/мл добавляли
равный объем раствора осадителя. В качестве
осадителя использовали раствор, содержащий
0.15 М цитрата натрия, 0.1 M HEPES (4-(2-гид-
роксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота),
рН 6.8. Каплю раствора помещали на поверх-
ность силиконированной стеклянной пластинки,
которой накрывали кювету, содержащую 1 мл
раствора осадителя. Кристаллы появлялись в те-
чение двух недель. Для улучшения качества кри-
сталлов условия кристаллизации EcHGPRT адап-
тированы и оптимизированы применительно к
методу встречной диффузии в капилляре [24].
Для получения комплексов EcHGPRT с T-705 и
T-1105 методом встречной диффузии в капилляре
к 7 мкл раствора белка в 50 мМ Трис-HCl, рН 7.4,
10 мМ MgCl2, 5% глицерина, 0.04% NaN3, с кон-
центрацией белка 17 мг/мл добавляли соответ-
ствующие лиганды до концентрации 5 мМ. В ка-
честве осадителя использовали раствор, содержа-
щий 0.15 М цитрата натрия, 0.1 M HEPES, рН 6.8.
Кристаллы появлялись в течение двух недель.

Рентгеновское исследование кристаллов. Полу-
чение и обработка дифракционных наборов. Ди-
фракционные наборы для T-705 и T-1105 до раз-
решения соответственно 2.4 и 2.5 Å собраны на
синхротроне ESRF (Франция, станция ID23-1)
при температуре 100 K. В качестве детектора ис-
пользовали Pilatus6MF. Дифракционные данные
получали от одного кристалла методом враще-
ния–качания при расстоянии между кристаллом
и детектором 400 мм и длине волны 0.96772 Å;
углы качания и вращения – 0.1° и 360° соответ-
ственно. Для регистрации отражений использо-
вали детектор прямого действия – Pilatus6MF.
Обработку набора экспериментальных интенсив-
ностей отражений проводили с помощью про-
граммы iMosflm [25]. Статистические характери-
стики дифракционных данных приведены в табл. 1.
Кристаллы относятся к пр. гр. P3(1)21. В незави-
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симой части ячейки содержатся две молекулы
фермента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Провели клонирование гена, кодирующего

EcHGPRT, создали высокоэффективный штамм-
продуцент, подобрали условия культивирования
и разработали методику выделения и очистки
фермента, включающую в себя две хроматогра-
фические стадии. Всего было наработано 78.5 мг
EcHGPRT с концентрацией 17 мг/мл и чистотой
98.6%.

Для полученного препарата EcHGPRT выяв-
лена активность в отношении природного суб-
страта, определен температурный оптимум и ис-
следована активность в отношении веществ T-705
и T-1105.

Как видно на рис. 1а, температурный оптимум
EcHGPRT – 44°С, при этой температуре актив-
ность фермента в отношении природного субстра-
та гипоксантина составила 290 мкМ/(мин·мг).
В условиях температурного оптимума удалось

подтвердить активность EcHGPRT в отношении
противовирусных веществ T-705 и T-1105 (рис. 1б).
При этом активность фермента в отношении обо-
их неприродных субстратов оказалась на порядки
ниже по сравнению с гипоксантином. Актив-
ность EcHGPRT в отношении вещества T-1105 в
2 раза выше по сравнению с его фторированным
производным T-705. Таким образом, подтверди-
ли, что EcHGPRT обладает сродством к произ-
водным пиразин-2-карбоксамида и что для этого
фермента характерна субстратная специфич-
ность, схожая с HGPRT человека [14].

Исследование пространственной структуры
комплексов EcHGPRT с T-1105 и T-705 может по-
казать, какие аминокислотные остатки прини-
мают участие в связывании этих соединений и
играют определяющую роль в субстратной спе-
цифичности фермента. При подборе условий
кристаллизации рекомбинантной EcHGPRT с
лигандами за основу были взяты условия кри-
сталлизации гипоксантинфосфорибозил транс-
феразы E. coli (pdb ID 1GRV). Согласно [26] у
6-фторпроизводных пиразин-2-карбоксамида,

Таблица 1. Статистические характеристики дифракционных наборов

Статистические характеристики EcHGPRT с T-1105 EcHGPRT с T-705

Пр. гр. P3(1)21
a, b, c, Å; α, β, γ, град 84.65, 54.65, 167.24;

90, 90, 120
83.92, 167.02;

90, 90, 120
Разрешение, Å 2.40 2.55
Количество независимых рефлексов 27430 23319
Полнота набора, % 98.81 98.43
I/σ(I) 2.97 2.85
Rmrgd-F, % 23.5 19.1

Рис. 1. Удельная активность EcHGPRT в отношении природных и неприродных субстратов: а – температурная зави-
симость активности в отношении гипоксантина, б – активность в отношении производных пиразин-2-карбоксамида.
Данные представлены в виде среднего и стандартного отклонения.
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T-705 и T-705-RMP при pH > 7 происходит гидро-
лиз гетероциклического основания. В связи с
этим условия кристаллизации были скорректиро-
ваны изменением значения рН с 7.5 до 6.8. При
выращивании кристаллов методом диффузии па-
ров растворителя в висячей капле не удалось по-
лучить монокристаллы, пригодные для рентге-
новского исследования, из-за образования срост-
ков кристаллов (рис. 2а). При адаптации условий
кристаллизации применительно к методу встреч-
ной диффузии в капилляре удалось решить про-
блему образования друз и увеличить размер мо-
нокристаллов на порядок. Кристаллы относятся
к пр. гр. P3(1)21. В независимой части ячейки со-
держатся две молекулы фермента. C кристаллов,
полученных сокристаллизацией с T-705 и T-1105,
собраны дифракционные наборы (рис. 2б, 2в).
Дифракционные наборы комплексов EcHGPRT с
T-1105 и T-705 собраны до разрешения 2.4 и 2.55 Å
соответственно.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского научного фонда (проект
№ 21-13-00429) в части получения и исследова-
ния кинетических параметров рекомбинантного
фермента, а также при поддержке Министерства
науки и высшего образования РФ в рамках вы-
полнения работ по Государственному заданию
ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН в
части кристаллизации и сбора дифракционных
данных.
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Пространственная структура рекомбинантной никующей эндонуклеазы S11C Cys-free Nt.BspD6I
определена с разрешением 1.85 Å. Никаза S11C Cys-free Nt.BspD6I получена в результате возвраще-
ния Cys11 в Cys-free Nt.BspD6I методом сайт-направленного мутагенеза. Анализ кристаллической
структуры никазы S11C Cys-free Nt.BspD6I показал, что возвращение Cys11 индуцирует заметные
конформационные изменения в узнающем домене никазы, которые сопровождаются изменениями
в ее функции: уменьшением сродства к ДНК, потерей образования олигомерных форм и высокой
активностью эндонуклеазы рестрикции S11C Cys-free R.BspD6I.

DOI: 10.31857/S0023476123600702, EDN: YEJZJU

ВВЕДЕНИЕ

Цистеиновые аминокислотные остатки (а. о.)
редко встречаются (1.9%) в молекулах белка, за
исключением случаев, когда они определяют ос-
новную функцию белков, например металлотио-
неин-подобные белки [1]. Присутствие цистеи-
нов в активном центре белков определяется вы-
сокой реакционной активностью их тиольных
групп. Согласно данным “Mechanism and Catalytic
Site Atlas” (M-CSA) количество ферментов с а. о.
цистеина, задействованных в каталитической
функции, составляет 189 из 648 ферментов [2, 3].

Цистеины участвуют в окислительно-восста-
новительных реакциях. Окисление цистеина ве-
дет к образованию связи между двумя атомами
серы от двух разных а. о. цистеинов. Дисульфид-
ные мостики поддерживают стабильную структу-
ру молекулы белка [4].

В связи с этим возникает интерес определить
роль остатков цистеина в структуре и функции
никующей эндонуклеазы Nt.BspD6I (никазы).

Никаза Nt.BspD6I принадлежит к классу уни-
кальных ферментов, которые связываются со
специфической последовательностью в ДНК и
гидролизуют только одну цепь. Никаза узнает ас-
симетричный короткий сайт 5'-GAGTC-3' в двух-
цепочечной ДНК (дцДНК) и вносит ник в верх-
нюю цепь дцДНК на расстоянии четырех нуклео-
тидов от узнающего сайта в сторону 3'-конца.

Гетеродимерная эндонуклеаза рестрикиции
R.BspD6I состоит из двух разных субъединиц (ни-
каза и малая субъединица BspD6I) и расщепляет
обе цепи дцДНК. Структуры никазы (PDB ID:
2EWF) и малой субъединицы BspD6I (PDB ID: 2P14)
определены с высоким разрешением в [5].

Молекула никазы имеет доменную структуру:
N-концевой узнающий домен, состоящий из двух
субдоменов D1 и D2, линкерный домен и С-кон-
цевой расщепляющий домен (рис. 1). Механизм
функционирования никазы Nt.BspD6I до настоя-
щего времени не известен. Для изучения меха-
низма функционирования ферментов использу-
ют метод сайт-направленного мутагенеза инди-
видуальных а. о. в структуре белка.

Пространственное расположение цистеино-
вых остатков в молекуле никазы позволяет опре-
делить их влияние как на связывание, так и на
гидролиз ДНК, так как два цистеиновых остатка
(11 и 160) локализованы в D1- и D2-субдоменах
узнающего домена соответственно, и два других
цистеиновых остатка (508 и 578) расположены в
расщепляющем домене.

В [6] определена кристаллическая структура
никазы Cys-free Nt.BspD6I, в которой четыре ци-
стеиновых остатка (11, 160, 508 и 578) заменены на
серин. Анализ структуры и функциональной ак-
тивности Cys-free-никазы показал, что замеще-
ние цистеинов на серин не влияет на никующую
функцию, тогда как имеет значительное воздей-
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ствие на рестрикционную активность мутантной
рестриктазы R.BspD6I. Поэтому важно опреде-
лить, один или более из четырех остатков цистеи-
на являются важными для активности рестрикта-
зы R.BspD6I. С этой целью получена S11C-никаза
Cys-free Nt.BspD6I (S11C-никаза) методом сайт-
направленного мутагенеза, в которой один оста-
ток цистеина (Cys11) “возвращен” (обратно мути-
рован), а три цистеиновых остатка (160, 508 и 578)
заменены на серин. Цель данной работы – изу-
чить структуру и функцию S11C-никазы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Никаза Nt.BspD6I и малая субъединица (ss)

BspD6I получены ранее [7, 8].
Получение и выделение S11C-никазы. S11C-ни-

казу получали методом сайт-направленного му-
тагенеза на плазмиде pET28b/Cys-free Nt.BspD6I
[6] с использованием праймеров:

S11C-f: 5'-TGTTCACCTAGAAGTCCAGA-3' и
S11C-r: 5'-AGAAACATACCAATTAACTTTTT-3'
(Синтол, Россия). Замена серина на цистеин в ге-
не никазы была подтверждена секвенированием.

Белок S11C-никазы получали, как описано
в [9]. Биомассу выращивали на среде LB с анти-
биотиками (40 мкг/мл канамицина и 10 мкг/мл
хлорамфеникола) в течение 3 ч при 37° С до опти-
ческой плотности D590 = 0.68 О.Е. и охлаждали до
комнатной температуры. Целевой белок индуци-
ровали 1 мМ изопропил-β-D-1-тиогалактопира-
нозида. Клетки инкубировали в течение ночи при
интенсивной аэрации при температуре 20°С. За-
тем клетки осаждали на центрифуге CR 22GIII
(Hitachi, Япония) при 18000 g в течение 30 мин
при 4°С и ресуспендировали в буфере А (20 мМ
калий-фосфатный буфер, рН 7.5, 7 мМ β-меркап-
тоэтанол, 1 мМ этилендиаминтетрауксусная кис-

лота), содержащем 1 мМ фенилметилсульфонил-
фторида, при 4°С. Клетки разрушали ультразву-
ком до снижения оптической плотности в 10 раз
на дезинтеграторе УЗД-1 У4.2 (СССР) и центри-
фугировали при 18 000 g 30 мин (4°С). Получен-
ный лизат очищали в две стадии с помощью хро-
матографии с использованием системы BioLogic
LP (Bio-Rad). Первичную очистку проводили на
Ni-NTA-агарозе (QIAGEN, Германия), уравнове-
шенной буфером А с добавлением 10 мМ имида-
зола. Разделение проводили в ступенчатом гради-
енте имидазола (30, 50 и 100 мМ) в буфере А со
скоростью 0.5 мл/мин. Фракции анализировали
на наличие целевого белка методом электрофоре-
за в 10%-ном полиакриламидном геле по Лэммли
[10]. Целевой продукт обнаружен во фракциях,
элюированных 100 мМ имидазола. Для очистки
от примесей фракции, содержащие максималь-
ное количество мутантной никазы, объединяли,
диализовали против буфера В (10 мМ калий-фос-
фатный буфер, рН 7.5, 100 мМ KCl, 10% глицери-
на) и наносили на колонку с фосфоцеллюлозой
Р11 (Whatman, Великобритания), уравновешен-
ную буфером В, со скоростью 0.3 мл/мин. Разде-
ление проводили в ступенчатом градиенте KCl
(200, 500 и 800 мМ) в буфере В со скоростью
0.5 мл/мин. Целевой белок обнаруживали во
фракциях, элюированных 500 мМ KCl. Для по-
следующей кристаллизации отбирали фракции с
наибольшей концентрацией белка.

Определение активности S11C-никазы. Актив-
ность S11C-никазы определяли гидролизом 1 мкг
ДНК фага Т7 (“СибЭнзим”, Россия) в 50 мкл ре-
акционной смеси, содержащей 20 мМ Трис-HCl,
pH 7.5, 150 мМ KCl и 1 мМ β-меркаптоэтанола, в
течение 1 ч при 55°С. Продукты расщепления
ДНК разделяли электрофорезом в 0.8%-ном ага-
розном геле с использованием трис-ацетатного

Рис. 1. Структура А-цепи S11C-никазы и влияние мутации: а – организация доменов S11C-никазы. Положения мути-
рованных аминокислот показаны красными сферами, Cys11 – серой сферой; б – наложение трех структур никазы: wt-
никаза (зеленый), Cys-free-никаза (пурпурный) и A-цепь S11C-никазы (голубой) в области остатка Cys11. Водородные
связи показаны черными точками. Показаны две альтернативные конформации Cys11 (голубой) для S11C-никазы.

(а) Линкерный
домен

D1

Ser11/
Cyr 11 Tyr 8

Arg 14 Asp 236
D2

Каталитический
домен

(б)
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буфера. ДНК окрашивали бромистым этидием и
визуализировали в УФ-трансиллюминаторе.

Связывание S11C-никазы с ДНК дуплексом.
Комплементарные 26-мерные олигонуклеотиды A
и B (5'-CTGATGAAGAGTCCTTAGTTACACT G-3'
и 5'-CAGTGTAACTAAGGACTCTTCATCA G-3')
смешивали в эквимолярных количествах в буфе-
ре (20 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 50 мМ NaCl и 1 мМ
β-меркаптоэтанола), нагревали на водяной бане
до 90°С и медленно охлаждали до комнатной тем-
пературы.

Комплекс дуплекса АВ (1 мкМ) с никазой по-
лучали в буфере для связывания (10 мМ Трис-
HCl, рН 7.5, 10 мМ CaCl2, 1 мМ дитиотреитол)
при варьировании концентрации белка в течение
15 мин при 55°С. Эксперименты проводили не
менее трех раз. Продукты комплексообразования
разделяли электрофорезом в 10%-ном полиакри-
ламидном геле при постоянном токе 20 мА в трис-
ацетатном буфере, рН 8.0 [11]. Положение АВ-
дуплекса и комплекса в геле определяли броми-
стым этидием.

Кристаллизация S11C-никазы. Очищенный бе-
лок S11C-никазы (36.5 мг/мл) в буфере (20 мМ
Трис-HCl, pH 7.5, 200 мМ KCl и 10% глицерина)
кристаллизовали при 293 К методом диффузии
паров в варианте сидячей капли. Кристаллизаци-
онную каплю, которая состояла из 2 мкл белка и
1 мкл резервуарного раствора, уравновешивали
100 мкл резервуарного раствора, содержащего
0.04 М KH2PO4, 16 мас. % ПЭГ 8000 и 20% глице-
рина, pH 5.5. Через 24 ч образовались игольчатые
кристаллы. На четвертые сутки размеры кристал-
лов достигали 950–750 × 100 × 50 мкм.

Сбор и обработка данных рентгеноструктурно-
го анализа (РСА) монокристалла S11C-никазы.
Данные РСА монокристалла S11C-никазы полу-
чены на станции ID23-1 в Европейском центре
синхротронного излучения (ESRF; Гренобль,
Франция) при 100 К с использованием CCD-де-
тектора ADSC QUANTUM 315r с монохроматиче-
ским излучением с длиной волны 0.97623 Å. Пол-
ный угол поворота кристалла составлял 100° с ша-
гом осцилляции 0.1°. Кристалл в нейлоновой
петле замораживали без добавления криораство-
ра. Полный набор данных получен при разреше-
нии 1.85 Å. Индексацию и интегрирование экспе-
риментальных данных проводили с помощью
программ XDS [12, 13] и iMosflm [14]. Масштаби-
рование интенсивности и расчет структурных
факторов проводили с помощью программы
Scala [15]. Уточнение структуры выполнено в
REFMAC [16]. Данные и статистика уточнения
приведены в табл. 1.

Атомные координаты модели и структурные
факторы S11C-никазы депонированы в PDB ID:
5LIQ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Структурное исследование. Cобран набор дан-
ных с монокристалла и определена структура
S11C-никазы с высоким разрешением (1.85 Å)
(рис. 2). Кристаллы S11C-никазы относятся к
пр. гр. P21 и содержат две молекулы никазы (це-
пи А и В) в асимметричной ячейке. Кристаллы
никазы дикого типа (wt) [5] и Cys-free-никазы [6]
относятся к одной и той же пространственной
группе.

Таблица 1. Статистические характеристики дифракци-
онного набора и кристаллографического уточнения

* Данные в скобках соответствуют зоне высокого разрешения.

Статистика набора

Пр. гр. P21

a, b, c, Å 76.20, 92.48, 113.81
α, β, γ, град 90.00, 105.67, 90.00
Разрешение, Å 109.6–1.85 (1.92–1.85)*
Rmerge 0.03 (0.66)
Среднее I/σ(I) 18.7 (2.0)*
Полнота набора, % 99.6 (99.6)*
Избыточность 3.8 (3.6)*
Число отражений на незави-
симую часть элементарной
ячейки

129040 (12820)

Уточнение структуры
Разрешение, Å 19.58–1.85
Rwork/Rfree 0.21/0.25 (0.33/0.34)
B-фактор Вильсона, Å2 39.2
Число атомов
Неводородные атомы 10 168
Белковые атомы 9671
Атомы лигандов 83
Атомы растворителя 295

Карта Рамачандрана
предпочтительные, % 97.49
разрешенные, % 2.34
запрешенные, % 0.17
R.M.S.D.
Связи, Å 0.07
Углы, град 0.08
B-фактор, Å2

Средний 48.4
Белка 48.29
Лигандов 60.42
Растворителя 47.95
Выбросы по ротамерам (%) 1.57
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Наложение структуры А-цепи S11C-никазы
дает следующие значения среднеквадратичного
отклонения координат (RMSD) Cα-атомов: с В-
цепью – 0.573 Å, с Cys-free-никазой – 0.773 Å, с
wt-никазой – 0.429 Å. Эти значения указывают на
незначительные различия в положении атомов Cα
в сравниваемых структурах никаз.

Сравнение структур никаз S11C, wt и Cys-free
выявило а. о., конформация боковых групп кото-
рых изменилась в результате возврата Cys11 в Cys-
free-никазу. Например, положения Cys11 в wt-ни-
казе и Ser11 в Cys-free-никазе совпадают, а тиоль-
ная группа возвращенного Cys11 занимает два
альтернативных положения: A и B. Положение A
совпадает с положением Cys11 в wt-никазе и Ser11
в Cys-free-никазе.

В положении B SH-группа Cys11 повернута на
120° вокруг связи Cα–Cβ в сторону Tyr8, гидрок-
сильная группа которого сближается с SH-груп-
пой Сys11 на 4.6 Å в результате поворота феноль-
ного кольца Tyr8 на 85° относительно его положе-
ния в wt- и Cys-free-никазах (рис. 3). Как видно из
рис. 3, Cys11 в wt-никазе и Ser11 в Cys-free-никазе
расположены на расстоянии 10 Å от фенольного
кольца Tyr8. Возвращение Cys11 также вызывает
изменение положения карбоксильной группы
Asp236 по отношению к ее положению в никазах
wt и Cys-free. Карбоксильная группа повернута
вокруг связи Cα–Cβ на угол 67.4°, а атом Сγ сме-
щен на 1.8 Å, что приводит к потере водородной
связи (2.8 Å) с Arg14.

Изменения в электростатических взаимодей-
ствиях наблюдаются также в области Lys106, свя-
занного водородной связью в Cys-free-никазе с
Оε2/Glu442 (3.09 Å) и с Оε2/Glu364 (3.29 Å), тогда

как в S11C- и wt-никазе этих взаимодействий не
происходит. Таким образом, Lys106 субдомена
D1 образует связь как с линкерным доменом, так
и с С-доменом в Cys-free-никазе, что, вероятно,
важно для поддержания конформации молекулы
никазы, необходимой для ее функционирования.

Возврат Cys11 вызывает значительные измене-
ния положения некоторых боковых групп гидро-
фобных остатков в субдомене D1 узнающего до-
мена. Наложение структур Cys-free- и S11C-никаз
(рис. 3) демонстрирует заметные конформацион-
ные изменения, которым подвергается боковая
цепь Phe56.

Как видно из рис. 3, Сα-атом полипептидной
цепи в этом районе смещен на 2.85 Å, а феноль-
ное кольцо Phe56 развернуто вокруг связи Сα–Сβ,
что приводит к смещению Сz-атома фенольного
кольца в двух никазах на 11.26 Å друг относитель-
но друга. На рис. 3 также хорошо видно измене-
ние положения боковой группы Gln55. Амино-
кислотные остатки, боковые группы которых из-
меняют свою конформацию в результате
возвращения Cys11, занимают такое же положе-
ние в wt-никазе, также содержащей Cys11.

Таким образом, сравнительный структурный
анализ никаз S11C, Cys-free и wt показал, что воз-
вращение Cys11 сопровождается конформацион-
ными изменениями в N-концевом узнающем до-
мене (рис. 1, 3).

Функциональное исследование. В связи с изло-
женным выше интерес заключался в том, чтобы
определить возможное влияние возврата Cys11 на

Рис. 2. Фото кристалла S11C Cys-free Nt.BspD6I.

100 мкм

Рис. 3. Наложение фрагмента петли L1 в молекулах
Cys-free (желтый) и А- и В-цепей (зеленый и голубой)
S11C-никаз.

NE2/55 GLN/B

OE1/55 GLN/B

OE1/55 GLN/A CZ/56 PHE/A

CA/56 PHE/B

CB/56 PHE/A

11.26

2.85
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связывание S11C-никазы с ДНК. Для этого срав-
нили связывание ДНК-дуплекса с wt-никазой в
концентрации, соответствующей полному связы-
ванию 1 мкМ дуплекса [6], и S11C-никазы в кон-
центрации от 3 до 18 мкМ (рис. 4).

Используемый АВ-дуплекс состоит из 26 по-
следовательностей нуклеотидов (п. н.) и содержит
сайт узнавания 5'-GAGTC. В [6] показано, что
полное связывание АВ-дуплекса Cys-free-ника-
зой происходит при концентрации 9 мкМ. Эта
концентрация никазы указывает на то, что пол-
ная замена всех цистеиновых остатков на серин в
никазе немного снижает ее способность связы-
вать дуплекс по сравнению с wt-никазой, полное
связывание которой происходит при 6 мкМ. Как
видно из рис. 4, возврат Cys11 не приводит к пол-
ному связыванию дуплекса даже при концентра-
ции 18 мкМ. Следовательно, возврат Сys11 значи-
тельно снижает сродство S11С-никазы к ДНК.

В [17] было показано, что цистеиновые а. о. 11
и 160 узнающего домена или один из них образу-
ют ковалентную связь с ДНК-дуплексом, имею-
щим в сайте узнавания реактивную группу, спе-
цифически взаимодействующую с тиоловой
группой цистеинов. Эти данные указывают на
близкое расположение а. о. цистеина 11 или 160 к
ДНК при образовании комплекса с никазой. Дан-
ные, полученные при анализе структуры S11C-
никазы (рис. 1) и в эксперименте по связыванию
этого белка с ДНК (рис. 4), позволяют предполо-
жить, что именно Сys11 находится вблизи сайта
узнавания и поэтому конформационное измене-
ние в области Сys11 оказывает такое сильное вли-
яние на связывание S11C-никазы с ДНК.

Отметим, что Cys160 локализован в глубине
субдомена D2, а Cys11 расположен на поверхно-

сти щели, в которую, согласно модели комплекса
никаза–ДНК, встраивается ДНК [5]; поэтому
весьма вероятно, что Cys11 взаимодействует с
ДНК. На взаимодействие S11C-никазы с ДНК
могут влиять и другие а. о., расположенные в ще-
ли (Tyr8, Asp236, Cys11, петля L1 с Phe56), боко-
вые группы которых, как показано выше, претер-
певают конформационные изменения в результа-
те возвращения Cys11.

Особо отметим, что с увеличением концентра-
ции S11C-никазы (рис. 4) увеличивается концен-
трация мономерного комплекса никазы с дуплек-
сом, а олигомерные формы белка не образуются
даже при концентрации 18 мкМ. Никаза дикого
типа в концентрации 6 мкМ образует большое ко-
личество димерных комплексов с дуплексом, а в
случае Cys-free-никазы количество димерных
комплексов с дуплексом превышает количество
мономерных даже при концентрации 3 мкМ [6].
Способность белка образовывать олигомерные
формы при увеличении его концентрации явля-
ется свойством многих белков [18, 19]. Возможно,
конформационные изменения, обнаруженные в
узнающем домене S11C-никазы, происходят в об-
ластях, участвующих в межмолекулярных взаи-
модействиях [20].

Представляло интерес определить, влияет ли
возвращение Cys11 на способность никазы гидро-
лизовать фосфодиэфирную связь в ДНК. Как
правило, активность никазы определяется ее спо-
собностью расщеплять ДНК фага Т7. Активность
wt- и S11C-никаз определяли по полноте специ-
фического гидролиза 1 мкг нативной ДНК фага
Т7 в течение 1 ч в оптимальных для фермента
условиях. Узнаваемая никазой последователь-
ность 5-GAGTC встречается в этой ДНК 115 раз,

Рис. 4. Образование комплексов ДНК-дуплекса с никазами wt и S11C. Отношение концентрации дуплекса АВ (1 мкМ)
к концентрации никаз wt и S11C обозначено цифрами cверху (мкМ).

wt-никаза

Димер

Мономер

АВ-
дуплекс

ABS11C-никаза
1 : 18 1 : 15 1 : 12 1 : 9 1 : 6 1 : 61 : 3
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но никаза гидролизует ДНК на фрагменты только
в том случае, если два инвертированных сайта
расположены на расстоянии ~7–17 п. н. друг от
друга. В ДНК фага Т7 таких последовательностей
четыре. Таким образом, никование ДНК фага Т7
приводит к образованию пяти фрагментов. На
рис. 5а представлены продукты гидролиза ДНК
wt- и S11C-никазами. На рис. 5а показан полный
гидролиз ДНК фага Т7 wt- и S11C-никазами в
концентрации 0.15 и 0.9 мкМ соответственно. Эти
данные указывают на то, что возвращение Cys11
значительно снижает никующую активность
S11C-никазы по сравнению с wt- и Cys-free-ника-
зами, обладающими одинаковой активностью [6].
Наиболее вероятной причиной низкой активно-
сти S11C-никазы является низкое сродство к ДНК
(рис. 4).

Никаза вместе с малой субъединицей образу-
ют гетеродимерную эндонуклеазу рестрикции
R.BspD6I, которая гидролизует обе цепи ДНК.
Ранее было показано, что активность R.BspD6I,
состоящей из большой субъединицы Cys-free-ни-
казы и малой субъединицы BspD6I, в 2 раза ниже
активности wt R.BspD6I [6].

В связи с этими данными представляло инте-
рес выяснить, влияет ли возвращение Сys11 на ре-
стрикционную активность R.BspD6I. Поскольку
100%-ное никование ДНК wt- и S11C-никазами
происходит при концентрациях 0.15 и 0.9 мкМ со-
ответственно (рис. 5а), эти концентрации ис-
пользованы при гидролизе ДНК рестриктазой
S11C R.BspD6I. На рис. 5б показаны продукты ре-
стрикции ДНК фага Т7 рестриктазой R.BspD6I,

Рис. 5. Продукты гидролиза ДНК фага Т7 никазами wt и S11C Nt.BspD6I (а) и эндонуклеазами рестрикции wt и
S11C R.BspD6I (б); М – маркер ДНК (Lambda/Eco91I) (Fermentas, Thermo Fisher), М1 – маркер ДНК (Lambda:
EcoRI + HindIII; Thermo Fisher Scientific), Т7 – необработанная ДНК фага Т7. Размеры маркеров в п. н. указаны слева.
Концентрация никаз wt и S11C (мкМ) и отношение концентрации никазы к концентрации малой субъединицы (ss)
обозначены сверху.
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1929

1371
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700
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4324
3675

T7
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1 : 0 1 : 0 1 : 1 1 : 41 : 8 1 : 8 1 : 16 1 : 20

0.15 0.9 0.8 0.6 0.3 0.15 мкм
wt-никаза S11C-никаза
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wt-никаза : ss S11C-никаза : ss
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состоящей из большой субъединицы S11C-ника-
зы и малой субъединицы BspD6I.

О полной рестрикции ДНК судили по образо-
ванию набора фрагментов длиной менее 2000 п.н.
Как видно из рис. 5б, полный гидролиз ДНК ре-
стриктазой S11C R.BspD6I наблюдается уже при
соотношении концентраций большой и малой
субъединиц 1 : 1, в то время как wt R.BspD6I осу-
ществляет полную рестрикцию ДНК только при
соотношении 1 : 8. Рестриктаза R.BspD6I с S11C-
никазой в мономерной форме проявляет в не-
сколько раз выше активность относительно ре-
стриктазы wt R.BspD6I и рестриктазы с Cys-free-
никазой. Причиной различий в активности ре-
стриктаз является то, что в условиях полной ре-
стрикции ДНК большие субъединицы двух по-
следних рестриктаз находятся в олигомерной
форме [6]. Ранее мы предположили, что на актив-
ность рестриктазы влияет олигомеризация боль-
шой субъединицы. Это исследование подтвер-
ждает предположение и указывает на то, что
лимитирующей стадией рестрикции является де-
сорбция большой субъединицы от ДНК после ее
гидролиза. По-видимому, олигомерные формы
никазы диссоциируют медленнее, чем мономер-
ные, вероятно, из-за большего числа контактов с
ДНК. Следовательно, в случае олигомерных форм
большой субъединицы требуется большее коли-
чество молекул малых субъединиц, чтобы облег-
чить диссоциацию никазы от ДНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, возвращение Сys11 в Cys-free-
никазу привело к тому, что белок утратил способ-
ность образовывать олигомерные формы, его
сродство к ДНК было снижено, а активность эн-
донуклеазы рестрикции R.BspD6I, образованной
большой субъединицей S11C-никазы и малой
субъединицей BspD6I, повысилась. Все структур-
ные изменения происходят вдоль щели, образо-
ванной N-концом узнающего домена, петлей L1
субдомена D1 и α5-спиралью субдомена D2. По-
лагаем, что аминокислоты, расположенные в
этой щели, непосредственно взаимодействуют с
ДНК и ответственны за функциональную актив-
ность никазы.

Авторы выражают благодарность А.Н. Попову
и Европейскому центру синхротронного излуче-
ния (ESRF) (Гренобль, Франция).
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Коронавирус SARS-CoV-2 стал причиной глобальной пандемии COVID-19, унесшей миллионы
жизней по всему миру. Одним из подходов к терапии тяжелых форм этого заболевания является ис-
пользование препаратов вируснейтрализующих антител к рецепторсвязывающему домену (RBD)
спайкового белка (S) вируса. Детальная структурная информация о конкретных эпитопах, узнавае-
мых такими вируснейтрализующими антителами, является важным аспектом усовершенствования
существующих антител с целью расширения спектра узнаваемых вирусных штаммов. Получен сте-
хиометрический комплекс вируснейтрализующего однодоменного антитела P2C5 и гликозилиро-
ванной формы RBD S-белка SARS-CoV-2. Несмотря на большое количество условий, при которых
наблюдается рост кристаллов комплекса, последние не дифрагируют предположительно ввиду ге-
терогенности, связанной с гликозилированием RBD. С целью повышения качества кристаллов в
бактериальной системе экспрессии получена дегликозилаза PNGase F и проведено дегликозилиро-
вание RBD. Несмотря на сниженную растворимость дегликозилированной формы RBD, она сохра-
няет способность связываться с наноантителом P2C5, что приводит к формированию прочного ге-
теродимерного комплекса при гель-фильтрации. Получены кристаллы такого комплекса, дифраги-
рующие на лабораторном и синхротронном источниках до сходного разрешения ~4 Å. Установлены
пространственная группа симметрии, параметры кристаллической ячейки и ее белковый состав.

DOI: 10.31857/S0023476123600830, EDN: XOAIEU

ВВЕДЕНИЕ
Пандемии и сезонные эпидемии, связанные с

вирусными заболеваниями, являются причиной
серьезных негативных социально-экономиче-
ских последствий. В настоящее время нейтрали-
зующие антитела успешно применяются для те-
рапии ряда инфекционных заболеваний [1–4].
В то же время продолжающиеся эпидемии вирус-
ных инфекций способствуют появлению новых
вариантов вируса, которые способны избегать
как иммунитета, так и действия лекарственных
препаратов. Некоторые наиболее эффективные
клоны антител против одних вариантов вируса
неизбежно теряют свое действие по отношению к
новым штаммовым вариантам за счет накопле-
ния мутаций в последних. Наличие детальной

структурной информации о конкретных эпито-
пах, узнаваемых вируснейтрализующими антите-
лами, позволит усовершенствовать имеющиеся
антитела с помощью методов белковой инжене-
рии и расширит эффективность стратегий борь-
бы с соответствующими инфекционными заболе-
ваниями.

Инфекция COVID-19, вызванная коронавиру-
сом SARS-CoV-2, в период с 2019 до середины
2023 г. унесла почти 7 млн жизней по всему миру
(https://covid19.who.int). С начала пандемии во
всем мире проводится направленное получение
моноклональных антител, обладающих высокой
вируснейтрализующей активностью, для терапии
тяжелого течения заболевания COVID-19 [1, 5].
В качестве основной мишени для таких антител

УДК 548.73

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
СОЕДИНЕНИЙ
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используется поверхностный гликопротеин (S-
белок) вируса SARS-CoV-2, поскольку монокло-
нальные антитела, специфично взаимодействую-
щие с эпитопами S-белка, могут блокировать его
взаимодействие с клеточным рецептором ACE-2
и тем самым препятствовать проникновению ви-
руса в клетки человека [6].

В ФГБУ НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи МЗ РФ
был разработан препарат на основе нейтрализую-
щих однодоменных антител (клон P2C5), кото-
рый продемонстрировал эффективность на моде-
ли летальной инфекции АСЕ-2 трансгенных мы-
шей различными вариантами вируса SARS-CoV-2,
в том числе против актуальных вариантов Omicron
BA.1, BA.2, BA.5. В результате изучения вирус-
нейтрализующей активности препарата in vitro с
использованием нативного вируса SARS-CoV-2
вариантов Omicron BA.1, BA.2, BA.5 была показа-
на минимальная эффективная концентрация
препарата менее 1.2 мкг/мл [7, 8].

В настоящей работе получены комплексы
вируснейтрализующего антитела P2C5 с глико-
зилированной и дегликозилированной форма-
ми рецепторсвязывающего домена (RBD) виру-
са SARS-CoV-2 и оптимизированы условия по-
лучения кристаллов одного из комплексов,
дифрагирующих до 3.7 Å. Установлены простран-
ственная группа симметрии и параметры кри-
сталлической ячейки. Согласно оценке коэффи-
циента Мэтьюса и с учетом известной стехиомет-
рии комплекса предполагается наличие пяти
гетеродимеров RBD-P2C5 в независимой части
элементарной ячейки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение комплекса RBD–наноантитело. Ген

белка RBD изолята SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1
(инвентарный номер Генбанка MN908947, от 319
до 545 аминокислотного остатка) синтезирован
(Евроген, Россия) и клонирован в вектор для экс-
прессии pCEP4 в клетках млекопитающих (Ther-
mo Fisher Scientific, США). В качестве сигнально-
го пептида, обеспечивающего секрецию белка,
использовали последовательность из гена щелоч-
ной фосфатазы SEAP. Для очистки белка исполь-
зовали His-метку на С-концевом участке после-
довательности гена RBD. Полученный рекомби-
нантный вектор трансфицировали в клетки
CHO-S, очистку белка проводили из культураль-
ного супернатанта через 10 дней после трансфек-
ции. Рекомбинантный белок RBD очищали мето-
дом металл-хелатной аффинной хроматографии,
а также гель-фильтрации [9]. Экспрессию и чи-
стоту белка подтверждали с помощью SDS-PAGE.
Однодоменное антитело P2C5 (VHH фрагмент)
[7], несущее С-концевой гексагистидиновый таг,
было получено в клетках Rosetta (DE3) путем экс-
тракции белков периплазмы и дальнейшей

очистки на Ni-сефарозе и гель-фильтрации. Ком-
плекс наноантитела Р2С5 и RBD получали путем
титрования RBD увеличивающимися количе-
ствами Р2С5 и анализа полученного комплекса,
эмпирически подбирая соотношение, при кото-
ром образовывался стехиометрически насыщен-
ный комплекс и детектировался избыток антите-
ла с помощью аналитической гель-фильтрации
на колонке Superdex 200 Increase 5/150 (GE
Healthcare) при скорости потока 0.45 мл/мин на
хроматографической системе Prostar 335 (Varian,
Австралия), регистрируя профили элюции по по-
глощению при 280 нм.

Получение дегликозилазы PNGase F в бактери-
альной системе экспрессии. Кодирующая ДНК
дегликозилазы Peptide-N(4)-(N-acetyl-beta-D-
glucosaminyl)asparagine amidase F (PNGase F) из
Flavobacterium meningosepticum была синтезирова-
на в Клонинг Фасилити (Россия, https://clon-
ing.tech) и клонирована в вектор pEXPR_001
(устойчивость к ампициллину, Т7-промотор) та-
ким образом, что на N-конце конструкции рас-
полагался сигнальный пептид OmpA3 для на-
правления в периплазму (MKKTAIAIAVALAG-
FATVAQA–), а на С-конце – гексагистидиновый
таг, отщепляемый TEV-протеазой (последова-
тельность –ENLYFQ/GSDP-His6). Корректность
последовательности была подтверждена ДНК-се-
квенированием по Сэнгеру. Плазмида была ис-
пользована для трансформации химически ком-
петентных клеток E. coli штамма BL21(DE3). Оп-
тимизированные условия экспрессии белка
включали в себя индукцию добавлением изопро-
пил-β-D-1-тиогалактопиранозида до конечной
концентрации 0.3 мМ и культивирование в тече-
ние ночи при 19°С. Экстракцию белка проводили
с помощью ультразвука в лизис-буфере, содержа-
щем 20 мМ Трис-HCl, рН 8.0, 300 мМ NaCl,
10 мМ имидазола. Очистка фермента включала в
себя две стадии металлохелатной хроматографии
на Ni-NTA-сефарозе, между которыми гис-таг
был отщеплен при диализе под действием TEV-
протеазы. Полученный электрофоретически го-
могенный препарат PNGase F (0.5 мг/мл) с кажу-
щейся молекулярной массой 36 кДа был переве-
ден в буфер хранения, содержащий 10 мМ Трис-
HCl, рН 7.6, 75 мМ NaCl, 1.5 мМ меркаптоэтано-
ла, 0.5 мМ этилендиаминтетрауксусной кислоты.
Для измерения концентрации PNGase F спектро-
фотометрическим методом брали массовый ко-
эффициент экстинкции, равный 1.91 (мг/мл)–1 см–1

(фермент с тагом) или 1.97 (мг/мл)–1 см–1 (фермент
без тага).

Реакция дегликозилирования проходила в
гель-фильтрационном буфере (20 мМ Трис-
HCl, pH 7.6, 150 мМ NaCl, 3 мМ азида натрия)
при 37°С.
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Кристаллизация комплекса RBD–антитело
P2C5. Скрининг условий кристаллизации ком-
плекса вируснейтрализующего антитела P2C5 и
гликозилированной и дегликозилированной
форм рецепторсвязывающего домена S-белка
SARS-CoV-2 проводили с использованием робо-
тизированной системы Oryx 4 (Douglas Instru-
ments, UK) и кристаллизационных китов Hamp-
ton Research (USA). Стержнеобразные кристаллы
с длиной наибольшей грани ~100 мкм достигали
максимального размера за 7 дней и росли в ряде
условий кита PEG/Ion HT (Hampton Research,
USA). Наилучшей дифракцией обладали кри-
сталлы, выросшие в следующих условиях: 8% v/v
Tacsimate, pH 6.0, 20% w/v PEG3350. Во избежа-
ние разрушения кристаллов непосредственно пе-
ред рентгеноструктурным экспериментом их на
несколько секунд обмакивали в криораствор, со-
держащий помимо противораствора 10% этилен-
гликоля, после чего замораживали в парах жидко-
го азота.

Рентгеноструктурный анализ. Тестирование
выросших кристаллов и сбор дифракционных
данных проводили при температуре 100 К на
рентгеновском дифрактометре Rigaku XtaLAB
Synergy-S (Rigaku, США), а также на станции
XRD2 синхротронного источника Elettra (Ита-
лия). В первом случае дифракционная картина
фиксировалась детектором HyPix-3000. Обработ-
ку данных проводили при помощи программы
CrysAlisPro (CrysAlisPRO, Oxford Diffraction/Agi-
lent Technologies UK Ltd, Yarnton, England), а
шкалирование – в Aimless [10] (табл. 1). В случае
данных, собранных на синхротронном источни-
ке, дифракционная картина фиксировалась де-
тектором Dectris Pilatus 6M, а обработку и шкали-
рование проводили с помощью программ Dials
[11] и Aimless соответственно (табл. 1). Оценку со-
держания белка в независимой части элементар-
ной ячейки проводили в программном пакете
CCP4 [12].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Получение комплекса наноантитела Р2С5 с гли-

козилированной формой RBD. Выбранные методи-
ки позволили получить гидродинамически гомо-
генные препараты наноантитела Р2С5 и RBD, ко-
торые элюировались при аналитической гель-
фильтрации в виде одиночных симметричных
пиков и не содержали фракции агрегатов (рис. 1).
Положение пиков на профиле элюции совпадало
с ожидаемым для более крупных частиц RBD
(масса, рассчитанная по последовательности,
равна 27 кДа) по сравнению с Р2С5 (16 кДа), по-
этому для получения комплекса этих белков фик-
сированную концентрацию RBD титровали уве-
личивающимися количествами Р2С5 так, чтобы
избыток антитела элюировался в виде пика с наи-

меньшим перекрыванием с пиком комплекса
(рис. 1). Так было подобрано соотношение анти-
тела и RBD, приводящее к образованию насы-
щенного, стехиометрического гетеродимерного
комплекса, который далее очищали при помощи
препаративной гель-фильтрации и подвергали
кристаллизационному скринингу. Полученный
комплекс хорошо концентрировался и давал кри-
сталлы в большом числе различных условий (дан-
ные не приведены). Кристаллы, полученные на
этом этапе, были протестированы на лаборатор-
ном источнике с различным сочетанием крио-
протекторов (глицерин, этиленгликоль, PEG400
и паратоновое масло) и показали полное отсут-
ствие дифракции, что можно было объяснить на-
личием в кристаллах неупорядоченных контак-
тов, формируемых остатками сахаров.

Получение PNGase F и ее применение для дегли-
козилирования RBD. Поскольку получаемый из
эукариотических клеток RBD является глико-
протеином, предположили, что гликозилирова-
ние мешает образованию упорядоченной кри-
сталлической решетки, как это показано для
некоторых других белков [13]. Для дегликози-
лирования получаемого RBD была клонирована
и получена в бактериальной системе экспрессии
дегликозилаза PNGase F, несущая на С-конце
отщепляемый гис-таг. Электрофоретически го-
могенный фермент был получен при проведе-
нии двух повторов экстракции и вычитающей
металлохелатной хроматографии (рис. 2). От-

Таблица 1. Условия кристаллизации комплекса вирус-
нейтрализующего антитела P2C5 и дегликозилирован-
ной формы рецепторсвязывающего домена SARS-CoV-2

Примечание. Нумерация условий соответствует нумерации
на рис. 5а Условие, в котором росли дифрагирующие кри-
сталлы, отмечено на рис. 5а белым контуром.

Условие Состав противораствора

1 8% v/v Tacsimate, pH 6.0, 20% PEG 3350
2 0.1 M ацетат натрия, pH 4.6, 

2.0 M формиат натрия
3 0.1 M HEPES, pH 7.5, 0.8 M калия-натрия 

тетрагидрат тартрата
4 10% PEG 1000, 10% PEG 8000
5 0.1 M MES моногидрат, pH 6.5, 

1.6 M гептагидрат сульфата магния
6 0.1 M MES моногидрат, pH 6.5, 

12% PEG 20000
7 0.1 M HEPES, pH 7.5, 10% PEG 8000, 

8% этиленгликоль
8 0.1 M БИЦИН, pH 9.0, 2% 1,4-диоксан, 

10% PEG 20000
9 0.1 M HEPES, pH 7.5. 10% v/v 2-пропанол, 

20% PEG 4000
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щепление гис-тага под действием высокоспеци-
фичной TEV-протеазы привело к заметному сдвигу
электрофоретической подвижности и существен-
но увеличило чистоту препарата на стадии второй

металлоаффинной хроматографии (рис. 2б). По-
сле смены буфера был проведен анализ активно-
сти PNGase F по дегликозилированию RBD (рис. 3).
Удалось подобрать соотношение субстрат–фер-

Рис. 1. Наноантитело Р2С5 формирует с RBD спайк-белка SARS-CoV-2 прочный стехиометрический комплекс. При-
ведены профили элюции, полученные на колонке Superdex 200 Increase 5/150 (GE Healthcare) при нанесении свобод-
ного Р2С5, свободного RBD или его смесей с избытком Р2С5 в трех разных соотношениях. Скорость потока –
0.45 мл/мин. Пунктирными линиями показаны положения на профиле элюции для свободного антитела, RBD, а так-
же их комплекса.

0

0.04

0.08

0.12

0.12

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Объем элюции, мл

RBD
P2C5

избыток P2C5

соотношение 3
соотношение 2
соотношение 1

комплекс

Поглощение при 280 нм

Рис. 2. Получение PNGase F в бактериях: а – экстракция (S1 и Р1 – супернатант и осадок после первой ультразвуковой
обработки и центрифугирования, S2 и P2 – супернатант и осадок после второй ультразвуковой обработки и центри-
фугирования) и первая металлохелатная хроматография (IMAC1: S2 – нанесение, FL – проскок, W – промывка,
1–5 – фракции элюции имидазолом); б – вторая металлохелатная хроматография (IMAC2) после отщепления гис-та-
га TEV-протеазой. –T – до добавления TEV, +TEV – после добавления, L – нанесение, FL – фракция целевого белка,
не связавшегося с Ni-NTA-сефарозой. М – маркеры молекулярных масс 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250 кДа (ниж-
ние маркеры вышли из геля). Закрытая стрелка показывает подвижность PNGase F с тагом, открытая – без тага.

(a) Экстракция

M S1 P1 P2 S2 FL W
M ‒T +TEV L FL

IMAC1 IMAC2(б)

1 2 3 4 5

PNGase F
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Рис. 3. Дегликозилирование RBD под действием PNGase F. Результаты дегликозилирования RBD in vitro анализиро-
вали с помощью гель-электрофореза по Лэммли с визуализацией с помощью окрашивания Кумасси G250 (CBB, сле-
ва) или по технологии Stain-free® (Bio-Rad) (справа). Схема нанесения: исходный нативный RBD (1) или нативный
RBD, проинкубированный с PNGase F в соотношении 100 : 1 (2), 500 : 1 (3), 1000:1 (4). В контроле дегликозилировали
RBD, предварительно прогретый при 95°С, в соотношении с PNGase F 100:1 (5). М – маркеры молекулярных масс 10,
15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250 кДа. На дорожке 6 нанесена PNGase F в качестве дополнительного контроля. Закры-
той стрелкой показано положение исходного RBD, а открытыми стрелками показано положение его дегликозилиро-
ванных форм.
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Рис. 4. Получение гетеродимерного комплекса наноантитела Р2С5 с дегликозилированной формой RBD: а – профили
аналитической гель-фильтрации на колонке Superdex 200 Increase 5/150 (GE Healthcare), показывающие образование
прочного комплекса (короткая штриховая линия) между антителом (длинная штриховая линия) и RBD (сплошная ли-
ния). Скорость потока – 0.45 мл/мин; б – электрофоретический анализ фракций, полученных при полупрепаратив-
ной гель-фильтрации свободного RBD или его комплекса с Р2С5 на колонке Superdex 200 Increase 10/300 (GE Health-
care) при скорости потока 1 мл/мин (объем фракций – по 1 мл). На контрольные дорожки с1 и с2 нанесены свободные
RBD и Р2С5 соответственно. Подвижность RBD и Р2С5 в геле показана стрелками.
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Рис. 5. Кристаллы (а) и дифракционные картины для кристаллов комплекса вируснейтрализующего антитела P2C5 и
дегликозилированного рецепторсвязывающего домена S-белка SARS-CoV-2, полученные на лабораторном (б) и син-
хротронном источнике (в). Цифрами отмечены кристаллизационные условия из табл. 1. Белым контуром отмечено
условие, в котором росли дифрагирующие кристаллы, использованные для сбора данных. На панелях (б) и (в) окруж-
ностями ограничены пределы разрешения.

(а)

(б) (в)

6.
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мент, при котором за счет сдвига электрофорети-
ческой подвижности происходило полное исчез-
новение исходной гликозилированной формы
RBD, что указывало на значительное дегликози-
лирование белка. Наличие нескольких полос
продуктов реакции дегликозилирования указы-
вало на гетерогенный паттерн гликозилирования
исходного препарата RBD. При выбранном соотно-
шении было проведено препаративное дегликози-
лирование RBD, а затем – его дополнительная
очистка гель-фильтрацией. При концентрирова-
нии фракций после гель-фильтрации дегликози-
лированного RBD обнаружили его меньшую рас-
творимость, поскольку при концентрациях боль-
ше 3 мг/мл наблюдалось образование хлопьев
белка. С учетом этого обстоятельства было реше-
но формировать комплекс с антителом при отно-
сительно низких концентрациях белка (ниже
3 мг/мл) с последующей гель-фильтрацией и кон-
центрированием фракций комплекса.

Получение комплекса наноантитела Р2С5 с де-
гликозилированной формой RBD. Далее проверили
способность Р2С5 узнавать дегликозилирован-
ную форму RBD. При проведении гель-фильтра-
ции наблюдали картину, принципиально сход-
ную с таковой для исходного гликозилированно-
го RBD – смесь белков давала единственный пик
на профиле элюции, сильно смещенный в сторо-
ну меньших объемов элюции относительно пиков
свободного дегликозилированного RBD и анти-
тела (рис. 4а). При эквимолярных концентрациях
Р2С5 и RBD практически не наблюдали пика сво-
бодных компонентов, что подтверждало образо-
вание стехиометрического гетеродимерного ком-
плекса между белками. Кроме того, фракции
комплекса, проанализированные с помощью
электрофореза по Лэммли и денситометрии, со-
держали практически одинаковое соотношение

интенсивности полос Р2С5 и RBD (рис. 4б), что
однозначно подтверждало вывод о том, что их
стехиометрический комплекс представляет собой
гетеродимер.

Анализ кристаллов комплекса Р2С5 с дегликози-
лированным RBD. Отметим, что дегликозилирова-
ние RBD под действием PNGase F привело к су-
щественному уменьшению количества условий, в
которых росли кристаллы. При этом появились
новые условия, которые отсутствовали для ком-
плекса с гликозилированным вариантом RBD
(табл. 1). Кристаллы из этих условий протестиро-
вали на лабораторном источнике и обнаружили,
что кристаллы из условий, содержащих 8% v/v
Tacsimate pH 6.0, 20% w/v PEG 3350 (рис. 5а), ви-
зуально дифрагировали примерно до 6 Å (рис. 5б).

На лабораторном источнике (разд. Методы)
был собран дифракционный набор до разреше-
ния 3.7 Å (после обработки). Кристаллы относи-
лись к пр. гр. I222 (табл. 2), так как на основании
полученных дифракционных данных сделать од-
нозначный вывод о наличии винтовых осей не
представлялось возможным. С учетом установ-
ленной стехиометрии комплекса (RBD : антитело –
1 : 1) оценка коэффициента Мэтьюса позволила
предположить в независимой части элементар-
ной ячейки наличие пяти белковых гетеродиме-
ров. Попытки решения структуры методом моле-
кулярного замещения в пр. гр. I222 и I212121 с ис-
пользованием в качестве моделей установленных
структур RBD, а также модели антитела, рассчи-
танной программой AlphaFOLD [14], не привели
к успеху. Это можно объяснить одновременным
влиянием нескольких факторов: относительно
низким разрешением полученных данных, боль-
шим количеством белковых молекул в независи-
мой части, а также некоторым сходством (по раз-
меру и наличию β-слоев) структур RBD и антите-

Таблица 2. Кристаллографические данные и параметры съемки кристаллов комплекса вируснейтрализующего
антитела P2C5 и дегликозилированной формы рецепторсвязывающего домена SARS-CoV-2

* В скобках приведены значения для последнего слоя.

Лабораторный источник Станция XRD2 Elettra

Пр. гр. I222/I212121 I222/I212121

a, b, c, Å 119.78, 175.56, 279.27 122.73, 171.38, 280.78
α = β = γ, град 90.00 90.00
Т, K 100 100
λ, Å 1.54 1.0
Разрешение, Å 23.29–3.70 (3.90–3.70)* 146.29–4.10 (4.43–4.10)
Число независимых рефлексов 31653 (4623) 23640 (4771)
Полнота набора, % 99.5 (100) 100 (100)
I/σ (I) 4.1 (1.0) 8.5 (1.0)
Rpim, % 31.1 (95.1) 6.9 (98.3)
CC1/2,% 89.8 (49.1) 99.5 (64.4)
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ла, которые к тому же должны быть расположены
близко друг к другу, обеспечивая высокую аф-
финность (по данным плазмонного резонанса
константа диссоциации комплекса составляет
3.97 нМ [7]).

Для проверки гипотезы о том, что мощности
лабораторного источника недостаточно для сбора
с полученных кристаллов дифракционных дан-
ных более высокого разрешения, был проведен
дифракционный эксперимент на синхротронном
источнике Elettra (Триест, Италия), для которого
использовались кристаллы, полученные по ранее
определенным условиям (рис. 5а, табл. 1). Ди-
фракционный набор был собран до разрешения
4.1 Å (табл. 2), что с учетом большей яркости син-
хротронного источника демонстрирует предел
разрешения кристаллов, ограниченный их внут-
ренней структурой. Последующая обработка по-
лученного набора данных в пр. гр. I222 и I212121
также не позволила провести фазирование струк-
туры методом молекулярного замещения. Тем не
менее полученные результаты предоставляют до-
полнительную информацию для дальнейшей оп-
тимизации генетической конструкции RBD и
условий кристаллизации комплекса с целью по-
лучения кристаллов, пригодных для расшифров-
ки структуры.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 23-74-
30004).
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Прионы являются инфекционным вариантом амилоидов, участвующих в патогенезе ряда нейроде-
генеративных заболеваний человека, в том числе болезней Альцгеймера и Паркинсона. Прионы
дрожжей, в частности белок Sup35, представляют собой эффективную модель для изучения базовых
свойств амилоидов. Штаммовые варианты прионной формы Sup35 лежат в основе конформацион-
ного разнообразия образованных им амилоидных структур, обладающих различающимися биоло-
гическими свойствами. Пространственная организация приона Sup35 до сих пор не установлена.
Методом просвечивающей электронной микроскопии проведено исследование структуры штам-
мового варианта W прионного белка Sup35, выделенного ex vivo из дрожжей Saccharomyces cerevisiae.
Проведены оценка параметров фибриллы и реконструкция ее структуры с низким разрешением.

DOI: 10.31857/S0023476123600817, EDN: HAMYDW

ВВЕДЕНИЕ
Прионы способны катализировать конформа-

ционное превращение нормального клеточного
белка в амилоидные структуры и являются ин-
фекционным подклассом амилоидов, представ-
ляющих собой фибриллярные агрегаты некото-
рых растворимых в норме белков, центральная
часть которых – амилоидный “кор” – обладает
регулярной кросс-β-структурой [1]. Образование
амилоидов наблюдается при ряде нейродегенера-
тивных заболеваний человека и животных, таких
как болезни Альцгеймера и Паркинсона, боковой
амиотрофический склероз, диабет II типа и др. [2],
широко распространенных у людей старшего воз-
раста и на данный момент являющихся неизлечи-
мыми.

Все известные прионные заболевания млекопи-
тающих вызываются эндогенным белком PrP [3],
имеющим схожие с прионными белками дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae механизмы существо-
вания наследуемых вариантов с различными био-
логическими свойствами, агрегации в амилоид-
ные структуры и устойчивости к протеазам [4].
Таким образом, прионы дрожжей, в частности
наиболее изученный дрожжевой белок Sup35, яв-
ляются удобными моделями для изучения общих

структурно-функциональных свойств прионов и
амилоидов благодаря относительной простоте
культивирования дрожжей и получения белка, а
также разработанным системам детекции прион-
ных фенотипов, позволяющих отслеживать био-
логические эффекты от присутствия в клетках тех
или иных прионных конформаций.

Фундаментальным свойством амилоидов,
включая Sup35, является существование “штам-
мовых” вариантов, существенно различающихся
биологическими свойствами. По эффективности
связывания мономерного белка в амилоидную
фибриллу штаммовые варианты приона Sup35
разделяются на две категории: сильные (S) и сла-
бые (W) [5]. Сильные варианты полимеризуют
Sup35 более эффективно, эффективнее фрагмен-
тируются клеточными шаперонами и имеют
меньший размер амилоидных полимеров в клет-
ках дрожжей [6]. Из имеющихся косвенных дан-
ных о пространственной организации “сильных”
и “слабых” вариантов приона Sup35 следует, что в
основе различий в фенотипических проявлениях
этих вариантов лежат разные пространственные
укладки белка Sup35 в составе соответствующих
амилоидных фибрилл.

УДК 577.32

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
СОЕДИНЕНИЙ
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На данный момент полноатомная структура
ни одного штаммового варианта Sup35 не уста-
новлена, а имеющиеся косвенные данные о про-
странственной организации амилоидных фиб-
рилл белка Sup35 “сильного” и “слабого” типа
противоречивы [7–10]. Также было показано, что
данные, полученные на моделях in vitro (т.е. ами-
лоидные фибриллы Sup35, возникшие de novo в
препарате выделенного рекомбинантного белка)
и ex vivo (амилоиды, выделенные из клеток дрож-
жей с прионом), значительно различаются [10, 11].
Это может быть объяснено тем, что, хотя in vitro
Sup35 самодостаточен для амилоидного превра-
щения, в клетках дрожжей поддержание и насле-
дование приона происходит в тесном взаимодей-
ствии с многочисленными клеточными фактора-
ми – прежде всего шаперонами, такими как
Hsp104, Ssa1 и Sis1, которые участвуют в его фраг-
ментации [12]. Такое взаимодействие приводит к
селекции из всех амилоидных укладок, которые
могут возникать в бесклеточной среде, только
тех, которые могут стабильно поддерживаться в
клетках аналогично тому, как это было описано
для прионных и прионоподобных амилоидов
млекопитающих [13].

В настоящей работе описаны структурные ис-
следования методом электронной микроскопии
(ЭМ) пространственной организации амилоид-
ных фибрилл “слабого” (W) штаммового вариан-
та прионного белка Sup35, выделенного ex vivo из
дрожжей S. cerevisiae.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение амилоидных фибрилл прионного белка
Sup35 из клеток дрожжей. Клетки данного штам-
ма были трансформированы плазмидой pYES2-
Sup35NM-eGFP, кодирующей белковую кон-
струкцию, в которой нативно-неупорядоченный
регион белка Sup35 (Sup35NM, аминокислотные
остатки (а.о.) 1–239 белка Sup35) слит с зеленым
флуоресцентным белком, необходимым для
упрощения процедуры выделения целевого бел-
ка, и помещен под контроль сильного индуци-
бельного промотора GAL1. Кроме того, эта плаз-
мида содержала ген функционального С-домена
белка Sup35 (а.о. 254–685) под контролем промо-
тора гена SUP35 для уменьшения токсического
эффекта, который обычно наблюдается при
сверхпродукции белка Sup35NM-eGFP в дрожжах
с прионом. Трансформанты выращены в 400 мл
синтетической среды с 2% глюкозы до состояния
стационарной культуры (OD600 > 10), после это-
го к ним было добавлено 600 мл синтетической
среды с 2.4% галактозы (которая индуцирует про-
дукцию белка Sup35NM-eGFP под контролем
промотора GAL1). Спустя 18 ч клетки осаждали
30 мин при 2200 g, клеточные осадки собрали, за-

морозили в жидком азоте и хранили при темпера-
туре –70°С.

Выделение и очистку амилоидных фибрилл
провели по ранее отработанному протоколу [10] с
некоторыми модификациями. Так, в новом про-
токоле отказались от соницирования амилоид-
ных макроагрегатов Sup35NM-eGFP (цитоплаз-
матические образования, состоящие из множе-
ства скрепленных друг с другом фибрилл этого
белка), выделенных из клеточного лизата путем
низкоскоростного центрифугирования, так как
эта процедура приводила к измельчению амило-
идных фибрилл до фрагментов, размер которых
был несовместим с их дальнейшим изучением
методом ЭМ. В качестве альтернативы для солю-
билизации амилоидных макроагрегатов и их раз-
деления на отдельные амилоидные фибриллы об-
рабатывали фракцию макроагрегатов 4%-ным
раствором додецилсульфат натрия (SDS) в тече-
ние 30 мин при температуре ~10°С. После этого
амилоидные фибриллы отделяли ультрацен-
трифугированием (268 000 g, 4 ч) в градиенте са-
харозы (20–65%), приготовленном на основе
трис-солевого буфера (TBS) с 0.1%-ным лауро-
илсаркозинатом натрия. Фракцию, содержа-
щую наибольшую концентрацию амилоидных
фибрилл (~400 мкл), отбирали как фракцию с
наиболее интенсивным флуоресцентным сигна-
лом зеленого флуоресцентного белка (GFP). На
заключительной стадии очистки полученный
препарат фибрилл очищали от сахарозы и избыт-
ка детергента путем диализа против 1 л буфера
TBS при температуре 4°С в течение ~16 ч (диализ-
ный мешок Spectra/Por (Spectrum Medical Indus-
tries, США) с пределом отсечения молекулярной
массы = 12000 Да). Препарат очищенных фиб-
рилл разделили на аликвоты по 50 мкл, заморози-
ли в жидком азоте и хранили при температуре
–70°С.

Негативное окрашивание. Для негативного
окрашивания образца использовали сетки для
электронной микроскопии Lacey C only 300 mesh
(Ted Pella, США), которые были гидрофилизиро-
ваны с помощью системы очистки тлеющим раз-
рядом PELCO easiGlow (TedPella, США) в тече-
ние 30 с при 25 мА. 3 мкл суспензии белка нано-
сили на углеродную подложку сетки и
адсорбировали в течение 60 с. Далее сетку пооче-
редно промакивали в двух каплях 1%-ного ура-
нилацетата в течение 10 с. Излишки жидкости
убирали фильтровальной бумагой.

Для сбора изображений использовали просве-
чивающий электронный микроскоп (ПЭМ) Jeol
JEM-2100 (Центр коллективного пользования
Биологического факультета МГУ им. М.В. Ломо-
носова, Россия) с ускоряющим напряжением
200 кВ (JEOL Ltd., Япония), оснащенный каме-
рой Direct Electron DE-20. Получены 354 снимка
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образца при номинальном увеличении в 62000 раз
с результирующим размером пикселя 2.5 Å. Доза
облучения составила 80 э/A2, сферическая абер-
рация – 1.4 мм. Сбор изображений проводили с
помощью программы SerialEM [14]. Основные
параметры ЭМ-съемки приведены в табл. 1.

Обработка данных негативного окрашивания.
Обработку изображений, полученных после нега-
тивного окрашивания, проводили с помощью
программного пакета CryoSPARC v3.2 [15]. Была
сделана коррекция функции передачи контраста
(CTF) 354 изображений со стандартными пара-
метрами. Поиск филаментов без заданного шаб-
лона проведен с помощью Filament tracer в режи-
ме Template-free tracing со следующими парамет-
рами: минимальный диаметр филаментов – 80 Å,
максимальный диаметр филаментов – 120 Å, рас-
стояние между сегментами – 0.2 диаметра, мини-
мальная длина филаментов – 3 диаметра. Визу-
альная оценка 286 000 выбранных частиц была
осуществлена с помощью Inspect particle picks.
Отбор частиц провели согласно гистограмме
NCC Score/Power Score с учетом следующих пара-
метров отсечки: NCC Score > 0.300, 22358 < Local
Power < 35065, Curvature < 0.0011 1/Å, Sinuosity <
< 1.06. 19000 отобранных таким образом проек-
ций частиц, экстрагированных в боксе размером
300 × 300 Å, классифицировали в режиме вырав-
нивания двумерных классов по вертикали со
стандартными параметрами. Из 20 полученных
двумерных классов выбрали четыре класса c харак-
терными очертаниями фибриллярных структур, со-
держащих 9000 проекций частиц, на основе кото-
рых сделана трехмерная спиральная реконструкция
структуры с помощью Helical Refinement с пара-
метрами по умолчанию.

Витрификация. Подготовку образцов для
крио-ЭМ-эксперимента провели с помощью
оборудования Ресурсного центра зондовой и
электронной микроскопии “Нанозонд” (НИЦ
“Курчатовский институт”, Россия). Сетки Quan-
tifoil R 2/2300 mesh гидрофилизировали с помо-
щью системы очистки тлеющим разрядом PELCO
easiGlow (TedPella, США) в течение 20 с при
15 мА. 3 мкл препарата варианта W белка Sup35
были нанесены на сетки при температуре 4°C и
100%-ной влажности. Сетки промакивали в тече-
ние 3 с, а затем быстро погружали в жидкий этан
с помощью автоматизированной установки для
витрификации Vitrobot Mark IV (Thermo Fisher
Scientific, США). Экспериментальные данные
получены на просвечивающем криоэлектронном
микроскопе Titan Krios 60–300 (Thermo Fisher
Scientific, США), оснащенном детектором пря-
мого детектирования электронов Falcon 2. Ос-
новные параметры крио-ЭМ-эксперимента при-
ведены в табл. 2.

Обработка данных криоэлектронной микроско-
пии. Обработку полученных изображений прово-
дили с помощью программного обеспечения
CryoSPARC (v3.3.2) [15]. Для 1400 стеков изобра-
жений были проведены коррекция дрейфа и CTF
со стандартными параметрами. Далее провели
поиск филаментов при помощи Filament tracer в
режиме Template-free tracing со следующими па-
раметрами: минимальный диаметр филаментов –
80 Å, максимальный диаметр филаментов – 150 Å,
расстояние между сегментами – 0.2 диаметра,
минимальная длина филаментов – 2 диаметра,
фильтр нижних частот – 10 Å. Визуальная оценка
1318000 выбранных частиц осуществлена с помо-
щью работы Inspect particle picks. Отбор частиц
провели согласно гистограмме NCC Score/Power
Score с учетом следующих параметров отсечки:
оценка NCC > 0.151649 < локальная мощность <
< 295541, кривизна < 0.0078 1/Å, синусоидаль-
ность < 1.264057. 1027000 отобранных таким об-
разом проекций частиц, экстрагированных в бок-
се размером 294.4 × 294.4 Å, классифицировали в
режиме выравнивания двумерных классов по вер-
тикали со стандартными параметрами. Из 20 полу-
ченных двумерных классов выбраны два класса,
содержащие 71000 проекций частиц и имеющие
характерные очертания фибриллярных структур.

Таблица 1. Основные параметры ЭМ-эксперимента
штаммового варианта W2 белка Sup35NM-eGFP, вы-
деленного ex vivo из дрожжей Saccharomyces cerevisiae

Ускоряющее напряжение, кВ 200
Номинальное увеличение ×62000
Пиксель, Å 2.5
Доза облучения, э–/Å2 80
Сферическая аберрация, мм 1.4
Количество изображений 354

Таблица 2. Основные параметры крио-ЭМ-экспе-
римента штаммового варианта W2 белка Sup35NM-
eGFP, выделенного ex vivo из дрожжей Saccharomyces
cerevisiae

Ускоряющее напряжение, кВ 300
Номинальное увеличение ×59 000
Пиксель, Å 1.15

Суммарная доза облучения на стек, э–/Å2 77
Изображений в стеке 30

Доза облучения на стек, э–/Å2 2.57
Время экспозиции, с 3
Диапазон дефокусировки, мкм [–2.2, –1.0]
Шаг дефокусировки, мкм 0.1
Сферическая аберрация, мм 0.01
Суммарно стеков изображений 1400
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Далее выбранные частицы подвергли повторной
двумерной классификации. Из десяти получен-
ных двумерных классов выбрали пять классов с
70000 частиц, на основе которых была сделана
трехмерная спиральная реконструкция с помо-
щью Helical Refinement со стандартными пара-
метрами.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для структурных исследований выбран при-
онный вариант W2 белка Sup35 – один из типич-
ных представителей “слабого” класса вариантов
приона, охарактеризованный ранее методом про-
теазного картирования амилоидного “кора” [10].
Проведено негативное окрашивание варианта W2
белка Sup35NM-eGFP, выделенного ex vivo из
дрожжей S. cerevisiae, с целью оценки пригодно-
сти образца для крио-ЭМ-экспериментов и полу-
чения трехмерной модели структуры с низким
разрешением. Получили 354 изображения амило-
идных фибрилл Sup35NM-eGFP, на которых
присутствуют как длинные, так и короткие фиб-
риллы, преимущественно прямые и имеющие
одинаковый диаметр ~100 Å (рис. 1а, табл. 1).
Оценка диаметра совпала с данными, получен-
ными ранее и независимо в экспериментах по
атомно-силовой микроскопии (данные не приве-
дены), а также с результатами предыдущих иссле-
дований амилоидов Sup35 [16]. Полученные
изображения свидетельствовали о том, что препа-
рат белка гомогенен, частицы распределены до-
статочно равномерно, поверхностная концентра-

ция и размер частиц удовлетворяют требованиям
для проведения крио-ЭМ-эксперимента.

Для спиральной реконструкции фибрилл про-
вели обработку исходных данных негативного
окрашивания, основные этапы которой пред-
ставлены на рис. 2. После коррекции дрейфа и
CTF для полученных изображений был выполнен
поиск филаментов с диаметром в диапазоне от 80
до 120 Å. Обнаружено 286000 частиц, из которых
по данным визуального анализа отобрали 19000,
лежащих в допустимых областях значений пара-
метров NCC Score и Power Score. На основе вы-
бранных проекций частиц провели 2D-класси-
фикацию в режиме выравнивания для спираль-
ной структуры, при котором выравнивание всех
средних значений класса происходило по верти-
кали, что позволяет оценить вращение в плоско-
сти. В результате получили 20 двумерных классов
проекций фибрилл в боксах размером 300 × 300 Å,
из которых выбрали четыре класса с суммарным
количеством частиц 9000, обладающих наиболее
выраженными очертаниями спиральной структу-
ры (рис. 1б). На основе этих классов была прове-
дена 3D-реконструкция крио-ЭМ-карты со стан-
дартными параметрами. Несмотря на низкое раз-
решение, полученная трехмерная карта крио-ЭМ
демонстрирует характерные признаки спираль-
ной структуры – обладает осевой симметрией и
периодичностью (рис. 1в). В соответствии с золо-
тым стандартом FSC = 0.143 [17, 18] реконструк-
ция крио-ЭМ-карты фибриллы без использова-
ния маски имеет разрешение ~18 Å (рис. 1г), что

Рис. 1. Данные негативного окрашивания варианта W2 белка Sup35NM-eGFP, выделенного ex vivo из дрожжей Sac-
charomyces cerevisiae: а – ЭМ-изображение амилоидных фибрилл Sup35NM-eGFP; б – двумерные классы сегментов
амилоидных фибрилл Sup35NM-eGFP в квадратном боксе размером 300 Å, выбранные для реконструкции; в – про-
екции крио-ЭМ-карты структуры после спиральной реконструкции в различных плоскостях; г – оценка разрешения
по графику GSFSC.
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соответствует максимальному разрешению для
метода негативного контраста.

Известно, что дрожжевой прион Sup35 форми-
рует амилоидные фибриллы с параллельными β-
листами в так называемой “in-register”-укладке, в
которой каждый остаток в одной молекуле вы-
равнивается с тем же остатком в соседней моле-
куле, образуя линию идентичных остатков вдоль
длинной оси филамента (рис. 3а) [8]. Для крио-
ЭМ-реконструкции структур со спиральной сим-
метрией, в частности амилоидных фибрилл, кри-
тически важно определить параметры симмет-
рии, которые позволят провести корректное вы-

равнивание частиц. Такими параметрами
являются связанные между собой винтовой шаг
(pitch, p), винтовой подъем (rise, Δz) и поворот
спирали (twist, Δϕ) (рис. 3б). Поиск параметров
симметрии спиральных структур требует задания
первого приближения винтового подъема или
винтового шага и количества субъединиц на пол-
ный оборот спирали. В фибриллах с кросс-β-
структурой расстояние между β-листами, называ-
емое винтовым подъемом (Δz), в большинстве
случаев соответствует 4.75 Å [19], в то время как
остальные параметры, такие как винтовой шаг и
поворот спирали, существенно различаются. Ис-
пользование указанного значения винтового
подъема для поиска остальных параметров сим-
метрии фибриллы Sup35 не дало положительных
результатов, что, по-видимому, является след-
ствием низкого разрешения ЭМ-данных негатив-
ного окрашивания.

Далее провели крио-ЭМ-эксперимент, вклю-
чавший в себя стадию витрификации и сбора дан-
ных на криогенном ПЭМ (табл. 2). Было получе-
но 1400 стеков изображений амилоидных фиб-
рилл с характерным диаметром 100 Å. Анализ
полученных изображений (рис. 4а) свидетель-
ствует о наличии вокруг фибрилл плотной “шу-
бы”, образованной молекулами GFP, ковалентно
пришитыми к Sup35NM для упрощения выделе-
ния белка. Была проведена обработка данных
крио-ЭМ для спиральной реконструкции крио-
ЭМ-карты амилоидных фибрилл, основные эта-
пы которой показаны на рис. 5. Стеки изображе-
ний подвергли коррекции дрейфа и CTF со стан-
дартными параметрами. Поиск филаментов с
диаметром в диапазоне от 80 до 150 Å выявил
1318000 проекций сегментов фибрилл, из кото-

Рис. 2. Основные этапы обработки данных негативного
окрашивания варианта W2 белка Sup35NM-eGFP.

Исходные данные:
354 изображения

Коррекция функции передачи контраста (CTF)

Поиск филаментов

286 000 проекций сегментов фибрилл

19 000 проекций сегментов фибрилл

4 двумерных класса с 9000 проекций

10 двумерных классов

Визуальная оценка и отбор частиц

Двумерная классификация проекций частиц

Трехмерная спиральная реконструкция

диаметр искомых
фибрилл от 80 до 120 Å

Рис. 3. Спиральная симметрия амилоидных фибрилл Sup35: а – in-register-укладка параллельных β-листов фибрилл
Sup35; б – основные параметры спиральности – винтовой шаг (pitch, p), винтовой подъем (rise, Δz) и поворот спирали
(twist, Δϕ).
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Рис. 4. Крио-ЭМ-данные амилоидных фибрилл варианта W2 белка Sup35NM-eGFP, выделенного ex vivo из дрожжей
Saccharomyces cerevisiae: а – крио-ЭМ-изображение фибрилл, окруженных “шубой” из GFP; б – двумерные классы
проекций сегментов фибрилл Sup35NM-eGFP, использованные для реконструкции, размер бокса – 294.4 Å; в – про-
екции крио-ЭМ-карты фибрилл в разных плоскостях, полученные после спиральной реконструкции; г – оценка раз-
решения крио-ЭМ-карты на графике GSFSC; д – двумерные классы проекций сегментов фибрилл, демонстрирую-
щие наличие GFP.
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Рис. 5. Основные этапы обработки данных крио-ЭМ для варианта W2 белка Sup35NM-eGFP.
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рых визуально инспектировали и отобрали
1027000 проекций для дальнейшей обработки.
После нескольких повторов двумерной класси-
фикации, выбора и поиска частиц было получено
10 классов с характерными очертаниями фибрил-
лярных структур. На основе пяти классов, содер-
жащих 69 000 частиц (рис. 4б), провели спираль-
ную реконструкцию крио-ЭМ-карты фибрилл
без указания параметров спиральности (рис. 4в).
Полученная карта структуры фибриллы согласно
GSFSC имеет разрешение 12 Å (рис. 4г). Визуаль-
ный анализ двумерных классов показывает, что
наличие молекул GFP мешает спиральной рекон-
струкции фибрилл с высоким разрешением, пре-
пятствуя корректному выравниванию частиц
(рис. 4д). В связи с этим не удалось определить,
в частности, параметры спиральности получен-
ной модели по известному значению винтового
подъема.

Таким образом, методом электронной микро-
скопии были получены трехмерные крио-ЭМ-
карты амилоидных фибрилл дрожжевого приона
Sup35, демонстрирующие характерную архитек-
туру спиральных структур с диаметром 100 Å.
Анализ данных показал, что для исследуемой ге-
нетической конструкции Sup35NM-eGFP нали-
чие молекул GFP вокруг фибрилл не позволяет
исследовать объект с высоким разрешением, что
определяет необходимость ее оптимизации.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 23-74-
00062).
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Первичные процессы фотосинтеза у пурпурных фотосинтезирующих бактерий происходят в свето-
собирающих комплексах (Light-Harvesting, LH). В состав комплекса LH2 входят полипептиды, бак-
териохлорофилл и в большинстве случаев каротиноиды. Известны три пространственные структу-
ры комплексов LH2 из пурпурных несерных бактерий, однако для пурпурных серных бактерий
структуры с высоким разрешением не установлены. Описываются структурные исследования двух
светособирающих комплексов LH2 из пурпурной серной бактерии Ectothiorhodospira haloalkaliphila,
проведенные методом криоэлектронной микроскопии. Получены изображения каротиноидсодер-
жащего (LH2+) и бескаротиноидного (LH2–) вариантов комплекса, демонстрирующие характер-
ную архитектуру объектов данного типа. Проведена трехмерная реконструкция LH2+ с разрешени-
ем 4.5 Å, совпадающая с ранее установленной кристаллической структурой. Для LH2– показано на-
личие частиц различной морфологии.

DOI: 10.31857/S0023476123600829, EDN: GBGIUU

ВВЕДЕНИЕ
Ключевым процессом биосферы, обеспечива-

ющим поддержание жизни на Земле, является
фотосинтез, при котором происходит преобразо-
вание энергии солнечного света в энергию хими-
ческих связей. Пурпурные фотосинтезирующие
бактерии обладают одной из наиболее простых и
стабильных систем для сбора и трансформации
солнечной энергии, изучение свойств которых
представляет актуальное направление совре-
менной биологии. Начальным этапом процесса
фотосинтеза в таких бактериях является погло-
щение фотона светособирающими (Light-Har-
vesting, LH) комплексами, за которым следует
быстрая и эффективная передача энергии на ре-
акционный центр (RC), где происходит ее пер-
вичное преобразование [1]. Фотосинтетический
аппарат пурпурных бактерий расположен во
внутренней цитоплазматической мембране и, как
правило, включает в себя два светособирающих
комплекса, LH1 и LH2, а также RC. RC располо-

жен внутри комплекса LH1 и образует с ним
“ядерный” (core) комплекс LH1–RC [2], вокруг
которого в мембране располагаются комплексы
LH2 [3]. Комплекс LH2 обычно преобладает в
мембране, однако у некоторых пурпурных бакте-
рий он вообще не обнаружен [4, 5]. LH2 представ-
ляет собой высокосимметричный пигмент-бел-
ковый комплекс с молекулярной массой 150 кДа,
построенный по модульному принципу из оди-
наковых белковых субъединиц, содержащих
низкомолекулярные полипептиды (α и β), бак-
териохлорофилл (БХл) и в большинстве случаев
каротиноиды, выполняющие светособирающую,
защитную и структурную функции [4, 6–11].

Установлены три пространственные структу-
ры LH2 комплексов из пурпурных несерных бак-
терий [1, 12, 13], однако для пурпурных серных
бактерий подобные структуры с высоким разре-
шением до сих пор не получены [14]. Отметим,
что для пурпурной серной бактерии Ectothiorhodo-
spira haloalkaliphila была получена кристалличе-

УДК 577.32

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
СОЕДИНЕНИЙ
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ская структура LH2 с разрешением 3.7 Å, а также
показана возможность получения уникального
бескаротиноидного комплекса (LH2–) [15, 16].

В настоящей работе проведено исследование
методом криоэлектронной микроскопии (крио-
ЭМ) структур светособирающих комплексов из
пурпурной серной бактерии E. haloalkaliphila, со-
держащих и не содержащих каротиноиды – LH2+
и LH2– соответственно. Для LH2+ получены дву-
мерные классы проекций в виде цилиндра c ожи-
даемой симметрией c8. Проведена трехмерная ре-
конструкция крио-ЭМ-карты комплекса низкого
разрешения. Для комплекса LH2– двумерные
классы продемонстрировали существенно раз-
личную морфологию частиц, что предположи-
тельно является следствием высокой гидрофоб-
ности бескаротиноидного комплекса, приводя-
щей к слипанию объектов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выращивание клеток и выделение мембран.
Клетки E. haloalkaliphila выращивали на модифи-
цированной среде Пфеннинга [17] при темпера-
туре 26 ± 2°С на свету интенсивностью ~10 Вт/м2.
Для получения бескаротиноидных клеток в среду
для выращивания добавляли дифениламин в кон-
центрации 12 мл/л [16]. Мембраны получали по-
сле разрушения клеток на ультразвуковом дезин-
теграторе УЗГ13-0,1-0,063 (УЗВД, Россия) во льду
по 45 с трижды c последующим охлаждением в те-
чение 1 мин для предотвращения перегрева кле-
ток. Неповрежденные клетки и фрагменты кле-
точных стенок удаляли центрифугированием на

центрифуге K24 (“Janetzki”, Германия) в течение
10 мин при 4500 об./мин.

Выделение и очистка белка. Для солюбилиза-
ции мембран использовали додецилмальтозид в
концентрации 2.0–2.5%. Комплексы LH2 были
выделены методом колоночной хроматографии с
DEAE-TOYOPEARL 650 S в градиенте NaCl с ис-
пользованием установки для высокоэффективной
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) Agilent 1100
(Agilent Technologies, США) в режиме низкого
давления. Полученные комплексы дважды про-
мывали 0.05М Трис-HCl-буфером (pH = 8) и кон-
центрировали с помощью центрифугирования в
пробирках Amicon Ultra 50K (Millipore, США).

Витрификация. Подготовку образцов для
крио-ЭМ провели с помощью оборудования Ре-
сурсного центра зондовой и электронной микро-
скопии “Нанозонд” (НИЦ “Курчатовский ин-
ститут”, Россия). Сетки Quantifoil R 1.2/1.3 300 mesh
были гидрофилизированы в системе очистки тле-
ющим разрядом PELCO easiGlow (TedPella,
США) в течение 30 с при 15 мА. Затем 3 мкл пре-
парата каротиноидсодержащего комплекса LH2+
были нанесены на сетки при температуре 4°C и
100%-ной влажности. Сетки промакивали в тече-
ние 3 с, затем быстро погружали в жидкий этан с
помощью автоматизированной установки для
витрификации Vitrobot Mark IV (Thermo Fisher
Scientific, США). Экспериментальные данные
были получены с помощью просвечивающего
криоэлектронного микроскопа Titan Krios 60–300
(Thermo Fisher Scientific, США), оснащенного
устройством прямого детектирования электро-
нов Falcon 2 (Thermo Fisher Scientific, США).
Основные параметры крио-ЭМ-эксперимента
приведены в табл. 1. Аналогичным образом про-
ведена витрификация бескаротиноидного вари-
анта комплекса LH2 (LH2–). Основные парамет-
ры съемки приведены в табл. 1.

Обработка данных крио-ЭМ для LH2+. Обра-
ботку стеков изображений проводили с помощью
программного обеспечения CryoSPARC (v3.3.2)
[18]. Для 1005 стеков изображений провели кор-
рекцию дрейфа [19] и оценку параметров функ-
ции передачи контраста (CTF) со стандартными
параметрами. В результате предварительной об-
работки данных отобрали 938 стеков изображе-
ний с уровнем CTF fit < 9 Å, на которых было об-
наружено 546 000 частиц с диаметром в диапазоне
60–120 Å. По результатам визуального анализа
отобрали 442 000 частиц со следующими пара-
метрами: NCC Score > 0 и –1612 < Local Power <
< 22979. Далее выбранные частицы экстрагиро-
вали в боксе размером 165 × 165 Å и подвергли
2D-классификации со стандартными параметра-
ми. Из 20 полученных двумерных классов отобра-
ли девять классов, содержащих 110 000 проекций
частиц, с характерными изображениями проек-

Таблица 1. Основные параметры крио-ЭМ-экспери-
мента для каротиноидсодержащих светособирающих
комплексов LH2+ и LH2– из пурпурной серной бакте-
рии Ectothiorhodospira haloalkaliphila

LH2+ LH2–

Ускоряющее напряжение, кВ 300
Номинальное увеличение ×120000
Размер пикселя, Å 0.55
Суммарная доза облучения 
на стек изображений, э–/Å2

100

Изображений в стеке 40
Доза облучения на одно изобра-
жение в стеке, э–/Å2

2.5

Время экспозиции, с 2
Номинальный диапазон 
дефокусировки, мкм

[–2.0, –1.0]

Шаг дефокусировки, мкм 0.1
Сферическая аберрация, мм 0.01
Суммарно стеков изображений 1005 2150
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ций комплекса в различных ориентациях. На ос-
нове этих классов, выбранных в качестве шабло-
нов, провели поиск частиц с диаметром 120 Å.
После двух повторов двумерной классификации
отобрали 57000 частиц для трехмерной ab initio-
реконструкции крио-ЭМ-карты. Полученную
карту использовали для создания шаблонов, на
основе которых в результате повторного поиска
было найдено 602000 проекций. Далее получен-
ные частицы экстрагировали в боксе размером
165 × 165 Å и подвергли пяти последовательным

циклам 2D-классификации. Из полученных клас-
сов выбрали 10 классов, содержащих 44000 ча-
стиц, которые использовали для ab initio 3D-ре-
конструкции крио-ЭМ-карты с учетом симмет-
рии с8. Для уточнения крио-ЭМ-карты было
применено неравномерное выравнивание [20] с
указанием симметрии c8. Полученную крио-ЭМ-
карту использовали для вписывания в нее извест-
ной ранее кристаллической структуры LH2+ (код
PDB: 6Q53) в UCFS Chimera [21]. Основные эта-
пы обработки данных представлены на рис. 1.

Обработка данных крио-ЭМ для LH2–. Обра-
ботку данных для комплекса LH2– провели ана-
логично обработке данных для комплекса LH2+.
А именно, для 2150 стеков изображений провели
коррекцию дрейфа и оценку параметров CTF.
Поиск частиц провели в режиме “Circular blob” с
диапазоном диаметров частиц 40–120 Å. Визуаль-
но инспектировали и отобрали 201000 проекций
частиц со следующими параметрами: NCC Score >

Рис 1. Основные этапы обработки крио-ЭМ-данных
каротиноидсодержащего светособирающего комплекса
LH2+ из пурпурной серной бактерии Ectothiorhodospi-
ra haloalkaliphila.

938 стеков изображений с СTF fit < 9 Å

Поиск частиц

Визуальная оценка и отбор частиц

Поиск частиц по шаблону

Создание шаблонов

Поиск частиц по шаблону

Двумерная классификация проекций
частиц

Трехмерная реконструкция крио-ЭМ карты

Трехмерная реконструкция крио-ЭМ карты

Неравномерное уточнение крио-ЭМ карты

Двумерная классификация проекций 
частиц

546 000 проекций частиц

20 двумерных классов

57 000  проекций частиц

два повтора двумерной классификации

50 двумерных классов в качестве шаблонов

10 двумерных классов с 44 000 проекций

Уточнение модели без учета симметрии

с с8-симметрией

602 000 проекций частиц

5 повторов

диаметр искомых
частиц ��120 Å   

9 двумерных классов с 110 000 проекций частиц

442 000 проекций частиц

Диаметр искомых
частиц от 60 до 120 Å  

Коррекция дрейфа и функции передачи 
контраста (СTF) 

Исходные данные:
1005 стеков изображений

Рис. 2. Основные этапы обработки крио-ЭМ-данных
бескаротиноидного светособирающего комплекса
LH2– из пурпурной серной бактерии Ectothiorhodospi-
ra haloalkaliphila.

3 повтора поиска частиц
и классификации

3 двумерных класса с 5000 проекций

Поиск частиц

Визуальная оценка и отбор частиц

Поиск частиц по шаблону

Поиск частиц по шаблону

Двумерная классификация проекций 
частиц

Двумерная классификация проекций 
частиц

Двумерная классификация проекций 
частиц

245000 проекций частиц

20 двумерных классов

139 000 проекций частиц

25000 проекций 

диаметр искомых
частиц ��200 Å   

диаметр искомых
частиц ��200 Å   

4 двумерных класса с 15 000 проекций 

201000 проекций частиц

Диаметр искомых
частиц от 40 до 120 Å  

Коррекция дрейфа и функции передачи 
контраста (СTF) 

Исходные данные:
2150 стеков изображений
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> 1 и 31188 < Local Power < 62389. Далее выбран-
ные частицы экстрагировали в боксе размером
220 × 220 Å и подвергли двумерной классифика-
ции. На основе четырех двумерных классов, со-
держащих 15 000 частиц, с правильными очерта-
ниями комплекса, выбранных в качестве шабло-
на, был проведен поиск частиц с диаметром
200 Å. Отобрали 139 000 частиц с NCC Score > 0.29
и 113596 < Local Power < 159 026, которые затем
экстрагировали в боксе размером 275 × 275 Å. По-
лученные таким образом частицы подвергли дву-
мерной классификации. Далее следовали два ана-
логичных повтора поиска частиц и двумерной
классификации, в результате чего получили
20 классов, содержащих 20000 проекций ком-
плекса различной морфологии. На основе трех
двумерных классов с 5000 проекций с очертания-
ми длинных мицелл, использованных в качестве
шаблонов, провели поиск частиц и 2D-классифи-
кацию. Таким образом, было получено 25000 про-
екций частиц в 15 классах. Основные этапы обра-
ботки данных представлены на рис. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе предварительного крио-ЭМ-экспери-
мента для каротиноидсодержащего комплекса
LH2+ получили 1005 стеков изображений, на ко-
торых различимы объекты эллипсовидной и
круглой формы, расположенные исключительно
у краев отверстий сетки (рис. 3а). Данный факт
предположительно является следствием наличия
у аморфного льда мениска с более толстым слоем

льда у краев и более тонким слоем по центру
отверстий сетки, в результате чего образец “стя-
гивается” к краям. Варьирование времени промо-
кания (блоттинга) при витрификации, добавление
0.05% детергента DDM не привели к существен-
ным изменениям распределения образца в слое
аморфного льда. Аналогичная ситуация наблюда-
лась у комплекса LH2–.

При начальной обработке крио-ЭМ-данных
для LH2+ провели коррекцию дрейфа стеков
изображений с последующей оценкой парамет-
ров CTF и выбором изображений по значению
параметра CTF fit < 9 Å для достижения более вы-
сокого разрешения. Основные этапы обработки
данных представлены на рис. 2. Поиск частиц
проводили с заданными значениями минималь-
ного и максимального диаметра – 60 и 120 Å соот-
ветственно согласно данным предыдущих иссле-
дований комплекса LH2 из пурпурной бактерии
Marichromatium purpuratum [22]. С помощью ги-
стограммы (NCC Score, Power Score) и визуаль-
ной оценки найденных частиц отобрали 546 ты-
сяч проекций для дальнейшей обработки. В ре-
зультате нескольких повторов поиска частиц и
2D-классификации выявили 10 двумерных клас-
сов проекций LH2+, имеющих 44 тысячи частиц,
с характерными очертаниями комплекса, заклю-
ченного в оболочку из детергента, в различных
ориентациях (рис. 3б).

На основе проекций из упомянутых выше дву-
мерных классов была проведена трехмерная ab
initio-реконструкция комплекса с учетом сим-
метрии c8 (рис. 4а). Карта крио-ЭМ обладает

Рис. 3. Крио-ЭМ-данные комплекса LH2+ из пурпурной серной бактерии Ectothiorhodospira haloalkaliphila: a – крио-
ЭМ-изображение препарата LH2+ на сетке; б – изображения двумерных классов проекций комплекса LH2+ в различ-
ных ориентациях, размер бокса – 165 × 165 Å; в – кристаллическая структура комплекса LH2 с разрешением 3.7 Å (код
PDB – 6Q53), α-пептиды показаны розовым и серым цветом, β-пептиды – желтым и голубым, БХл – зеленым, каро-
тиноиды – оранжевым.

(а)

(б)

(в)
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Рис. 4. Трехмерная реконструкция каротиноидсодержащего светособирающего комплекса LH2 из пурпурной серной
бактерии Ectothiorhodospira haloalkaliphila: a – проекции трехмерной ab initio-реконструкции крио-ЭМ-карты комплек-
са в различных плоскостях; б – угловое распределение ориентаций комплекса.
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Рис. 5. Трехмерная реконструкция крио-ЭМ-карты каротиноидсодержащего светособирающего комплекса LH2+ из
пурпурной серной бактерии Ectothiorhodospira haloalkaliphila с учетом с8-симметрии: а – проекции крио-ЭМ-плотно-
сти комплекса после неравномерного уточнения в различных плоскостях; б – кривые FSC; в – кристаллическая
структура LH2 (код PDB – 6Q53), вписанная в полученную крио-ЭМ-карту, α- и ꞵ-пептиды показаны красным цве-
том, молекулы БХл и каротиноидов – зеленым, крио-ЭМ-карта LH2+ – синим цветом, полупрозрачная.
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Рис. 6. Крио-ЭМ-данные бескаротиноидного светособирающего комплекса LH2– из пурпурной серной бактерии Ec-
tothiorhodospira haloalkaliphila: а – крио-ЭМ-изображение препарата LH2– на сетке; б – двумерные классы комплекса,
демонстрирующие различную морфологию проекций частиц; в – двумерные классы, полученные в результате поиска
частиц с заданным шаблонами из “длинных” частиц, размер бокса – 275 × 275 Å; г – проекции кристаллической
структуры комплекса LH2 (код PDB – 6Q53) с удаленными каротиноидами. Структура показана в виде поверхности,
гидрофобные участки показаны оранжевым цветом, гидрофильные – синим, БХл – зеленым. Красным цветом пока-
заны гидрофобные участки, возникающие при удалении каротиноидов.

(а) (б)

(в)

(г)

архитектурой, сходной с ранее установленной
кристаллической структурой комплекса LH2, об-
ладающей симметрией c8 [14] и организованной в
два кольца: наружное большое кольцо из восьми
β-пептидов и восьми молекул БХл, а также внут-
реннее малое кольцо из восьми α-пептидов и
16 молекул БХл (рис. 3в). Диаметр обнаруженных
частиц в оболочке из детергента составляет ~120 Å,
большого кольца комплекса ~70 Å, меньшего
кольца – 60 Å, высота комплекса – 60 Å. На боко-
вых проекциях крио-ЭМ-карты прослеживаются
два кольца комплекса с очертаниями α- и β-пеп-
тидов (рис. 4а). Слабая крио-ЭМ-карта на виде
сверху обусловлена наличием преимущественной
боковой ориентации комплекса на изображениях
(рис. 4б).

С использованием полученной 3D-карты
крио-ЭМ было проведено неравномерное уточ-
нение (Non-uniform refinement) [20] c учетом
установленной симметрии c8, предназначенное
для мембранных белков и белков с небольшой
массой (рис. 5а). Таким образом получена крио-

ЭМ-карта для комплекса LH2+ с разрешением
4.5 Å (рис 5б). Результат вписывания ранее уста-
новленной кристаллической структуры LH2+
(код PDB – 6Q53) в полученную карту крио-ЭМ
показан на рис 5в. Как видно, плотность крио-
ЭМ-карты наиболее выражена в области двух ко-
лец комплекса, при этом область между кольцами
имеет относительно слабую плотность. Тем не
менее отчетливо прослеживаются α-спирали по-
липептидов с правильной взаимной ориентацией.

Для комплекса LH2– методом крио-ЭМ полу-
чено 2150 стеков изображений, демонстрирую-
щих объекты различной морфологии: короткие
частицы с характерной эллипсовидной формой
LH2 и более вытянутые частицы разной длины
(рис. 6а). Аналогично обработке данных LH2+
было получено 20 двумерных классов с 208000 про-
екций комплекса LH2– (рис. 6б) в боксах разме-
ром 275 × 275 Å. Среди проекций наблюдаются
как длинные структуры с изгибами, так и корот-
кие, имеющие характерные очертания комплекса
LH2+. В состав LH2+ из пурпурной серной бак-
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терии E. haloalkaliphila входит высокогидрофоб-
ный каратиноидный пигмент – ликопин. Анализ
гидрофобности поверхности молекулы LH2+ по-
казал, что удаление ликопина приводит к уве-
личению площади гидрофобной поверхности
комплекса (рис. 6г). Вероятно, молекулы беска-
ротиноидного LH2– стремятся закрыть образо-
вавшиеся гидрофобные участки и по этой причи-
не собираются в нефизиологичные агрегаты в
единой оболочке из детергента. Действительно,
поиск частиц по заданному шаблону из “длин-
ных” частиц с последующей 2D-классификацией
выявил 25 000 частиц с морфологией, отличной от
каротиноидсодержащего варианта комплекса
(рис. 6в). Увеличение концентрации детергента
DDM с 1.0 до 2.0% для увеличения растворимости
комплекса не продемонстрировало значимых
различий в морфологии частиц. Таким образом,
гетерогенность препарата LH2– и наличие пре-
имущественных ориентаций не позволили прове-
сти реконструкцию структуры.

В результате получена крио-ЭМ-плотность
для каротиноидсодержащего светособирающего
комплекса LH2+ из пурпурной серной бактерии
E. haloalkaliphila с разрешением 4.5 Å, согласую-
щаяся с установленной ранее кристаллической
структурой данного комплекса низкого разреше-
ния. Получены крио-ЭМ-изображения для бес-
каротиноидного комплекса LH2–, демонстриру-
ющие гетерогенность объекта. Двумерные классы
проекций комплекса имеют различную морфоло-
гию, как сходную с пространственной организа-
цией каротиноидсодержащего светособирающе-
го комплекса LH2+, так и характерную для более
крупных агрегатов, формирующихся, по-види-
мому, за счет слипания частиц в отсутствие моле-
кул каротиноида.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 23-74-00062).
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При решении структуры тиоцианатдегидрогеназы (TcDH) возникли трудности, связанные с тем,
что кристаллы фермента либо были двойниками, либо имели сильную анизотропию. Дифракцион-
ное качество кристаллов может быть улучшено за счет использования в качестве объекта изучения
мутантных форм или изучения структуры родственного фермента из другого организма. На основе
анализа олигомерной структуры TcDH предложены перспективные для улучшения дифракцион-
ных свойств мутантные формы фермента. Получены кристаллы и решены структуры мутантных
форм TcDH с заменами Т169А и К281А. Структура мутантной формы с заменой Т169А аналогична
ранее решенным структурам. В структуре мутантной формы с заменой К281А обнаружено измене-
ние в строении тетрамера, которое привело к невозможности двойникования.

DOI: 10.31857/S0023476123600799, EDN: ABAVXD

ВВЕДЕНИЕ

Фермент нового класса, тиоцианатдегидро-
геназа (TcDH), был впервые выделен из галоал-
калофильной хемолитоавторофной бактерии
Thioalkalivibrio paradoxus Arh1 [1]. Простран-
ственная структура TcDH установлена методом
рентгеноструктурного анализа (РСА) [2]. Осно-
вой структуры молекулы TcDH является скручен-
ный β-лист из семи антипараллельных цепей,
формирующий β-пропеллер. Субъединицы фер-
мента формируют симметричный димер. В ранее
решенных структурах два симметричных димера
TcDH образуют тетрамер. Субъединицы фермен-
та в тетрамере располагаются в одной плоскости.
Контакты субъединиц в димере значительно
сильнее контактов между субъединицами из раз-
ных димеров в тетрамере. Активный центр TcDH
располагается в центральной полости β-пропел-
лера. Доступ молекул растворителя в активный
центр фермента возможен с одной стороны цен-
тральной полости. Вторая сторона центральной по-
лости закрыта С-концевым фрагментом полипеп-
тидной цепи. Активный центр фермента содержит
три иона меди, координированных шестью остат-
ками гистидина и остатками лизина и аспартата.

Топологически молекула TcDH сходна со струк-
турой N-концевого домена N2O-редуктазы [3].

Независимые части элементарных ячеек всех
восьми пространственных структур TcDH, депо-
нированных в банк белковых структур, содержат
идентичные тетрамеры. Пять структур TcDH
(6G50, 6I3Q, 6UWE, 6G50, 8BPN), полученные в
разных условиях кристаллизации, принадлежат к
кристаллической модификации, в которой воз-
можно двойникование псевдомероэдрического
типа. Кристаллы фермента этой кристаллической
модификации принадлежат к пр. гр. Р21. Причем
параметры элементарной ячейки a и c приблизи-
тельно равны, а угол моноклинности β близок к
120°. Димеры в структурах тетрамеров располага-
ются в одной плоскости, параллельной плоско-
сти, включающей ребро b и диагональ (а + с) эле-
ментарной ячейки. Тетрамеры TcDH образуют
слои в этих структурах.

В остальных структурах TcDH (5OEX, 5F75, 6SJI)
строение тетрамеров аналогично, но они не обра-
зуют слои. Кристаллы этих модификаций также
принадлежат к пр. гр. Р21, но имеют параметры
элементарной ячейки, не допускающие псевдо-
мероэдрического двойникования. Однако ди-
фракционные данные кристаллов этих кристал-
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лических модификаций обладают большой ани-
зотропией и более низким разрешением по
сравнению с кристаллами-двойниками.

Псевдомероэдрическое двойникование часто
наблюдается для кристаллов белков. Было под-
считано, что на момент публикации статьи более
30% структур, депонированных в банк белковых
структур, могли оказаться псевдомероэдрически-
ми двойниками [4]. В этой работе был предложен
алгоритм, позволяющий определять потенциаль-
ный оператор двойникования для заданной эле-
ментарной ячейки и пространственной группы и
оценивать долю каждого кристаллического доме-
на. Этот алгоритм был включен в программу уточ-
нения REFMAC5 [5]. Уточнение степени двойни-
кования при кристаллографическом уточнении
заметно улучшает качество карты электронной
плотности и статистические показатели [6].

Двойникование приводит к ухудшению ди-
фракционных свойств кристаллов за счет ушире-
ния дифракционных пиков, затруднения индек-
сирования рефлексов и кристаллографического
уточнения модели. Идеальное двойникование
приводит к снижению разрешения в 1.26 раза [6].
Двойникование кристалла обнаруживается при
анализе статистики распределения интенсивно-
стей рефлексов дифракционных данных, и суще-
ствует два специальных теста [7, 8]. Для неболь-
шой степени двойникования можно рассчитать
вклады в интенсивность рефлекса от каждого
кристаллического домена, используя программу
DETWIN [8]. Раздвойниковывание данных зна-
чительно повышает качество карты электронной
плотности, несмотря на возрастание ошибок при
определении интенсивностей рефлексов [9].

Генно-инженерный подход неоднократно
применялся для улучшения качества кристаллов
исследуемых белков [10]. Так, замена остатков
лизина, расположенных на поверхности белка
RhoGDI из Homo sapiens, на аланин улучшила ка-
чество кристаллов белка [11]. Модификация дли-
ны N- и C-концов MAPKAP-киназы 2 из Homo
sapiens позволила получить мутантные формы
фермента, которые образовывали кристаллы луч-
шего качества [12]. Удаление подвижной петли,
закрепляющей липоксигеназу мягкого коралла
Plexaura homomalla на цитоплазматической мем-
бране, привело к улучшению качества кристаллов
и увеличению разрешения дифракционных дан-
ных [13]. Оставление гистидинового тага в препа-
рате аквапоринов из Homo sapiens и Spinacia oleracea
способствовало уменьшению степени двойнико-
вания или его исчезновению вовсе, однако разре-
шение дифракционных данных ухудшалось [14].

Цель настоящей работы – улучшение дифрак-
ционных качеств кристаллов TcDH за счет иссле-
дования структур мутантных форм фермента с за-
менами аминокислотных остатков в области

слабых контактов между димерами в тетрамере.
Ожидалось, что использование этих мутантных
форм изменит четвертичную структуру белка и
исключит возможность двойникования кри-
сталлов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение и очистка генно-инженерных препа-

ратов TcDH. Создание генно-инженерных кон-
струкций TcDH с заменами Т169А, К281А и двой-
ной заменой (К264А и К267А), экспрессию ре-
комбинантных белков в клетках E. coli, выделение
и очистку проводили согласно методике [2].

Перед определением активности и кристалли-
зацией препараты фермента насыщали ионами
Cu2+ в молярном соотношении 1 : 3. Удельную
активность рекомбинантных форм TcDH опреде-
ляли спектрофотометрически в реакции с цито-
хромом C550 из сердца лошади [2].

Кристаллизация. Для кристаллизации исполь-
зовали растворы рекомбинантных форм TcDH с
концентрацией 10 мг/мл в 25 мМ боратном буфе-
ре, рН 9.5, содержащем 150 мМ NaCl.

Первичный поиск условий кристаллизации
рекомбинантных форм TcDH осуществляли ме-
тодом диффузии паров (вариант “сидячая капля”) с
использованием роботизированной системы для
кристаллизации макромолекул Rigaku (Япония)
и набора коммерческих растворов для кристалли-
зации Index HT, Crystal Screen HT (Hampton re-
search, США). Оптимизацию найденных условий
кристаллизации осуществляли методом диффу-
зии паров (вариант “висячая капля”) в 24-луноч-
ных планшетах (VDX, США) при температуре
15°С. Смешивали 1 мкл раствора белка и 1 мкл
раствора резервуара, в лунку планшета вносили
500 мкл раствора резервуара.

Кристаллы TcDH с заменой Т169А получены
при использовании противораствора следующего
состава: 0.2 M (NH4)2SO4, 0.1 M Bis-Tris, pH 5.5,
25% PEG 3350. Кристаллы TcDH с заменой К281А
получены при использовании противораствора
следующего состава: 0.5 M (NH4)2SO4, 0.1 M цит-
рата натрия, pH5.6, 0.7 M Li2SO4. Кристаллы TcDH
с двойной заменой (К264А, К267А) получены
при использовании противораствора следую-
щего состава: 1 мМ ZnCl2, 0.1 М MES, pH 6.0,
12% PEG 6000.

Сбор дифракционных данных. Наборы ди-
фракционных данных для кристаллов рекомби-
нантных форм TcDH с заменой Т169А и двой-
ной заменой (К264А, К267А) собирали на стан-
ции “Белок” синхротрона Национального
исследовательского центра “Курчатовский инсти-
тут” (Москва, Россия) [15], для кристалла TcDH с
заменой К281А – на станции BL41XU (SPring-8,
Япония). Для кристаллов TcDH с заменой Т169А
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использовали раствор на основе кристаллиза-
ционного раствора с добавлением 25% PEG 400
в качестве криопротектанта. Для кристаллов TcDH
с заменой К281А использовали раствор на основе
кристаллизационного раствора с добавлением
20% этиленгликоля в качестве криопротектанта.
Для кристаллов TcDH с двойной заменой
(К264А, К267А) использовали раствор на основе
кристаллизационного раствора с добавлением
20% глицерина в качестве криопротектанта. Сбор
дифракционных данных проводили при темпера-
туре 100 К.

Обработку интенсивностей рефлексов прово-
дили с помощью программы XDS [16]. Усредне-
ние проводили в программе XSCALE [16]. Стати-
стика сбора данных представлена в табл. 1.

Кристаллы рекомбинантной формы TcDH с
двойной заменой (К264А, К267А) были не при-
годны для РСА с высоким разрешением. Они да-

вали дифракционную картину только с разреше-
нием ~3 Å.

Решение и уточнение структуры. Структуры
рекомбинантных форм TcDH с заменами Т169А и
К281А были решены методом молекулярного за-
мещения с помощью программы MOLREP [17], в
качестве модели использовали тетрамер нативной
TcDH. Модель уточняли в программе REFMAC5 [5].
Для кристаллографических расчетов использова-
ли комплекс программ CCP4 [18]. Для структуры
TcDH с заменой Т169А на заключительных стади-
ях уточнения учитывали возможность двойнико-
вания. Модель после каждых 10 циклов уточнения
корректировали в ручном режиме в графической
программе COOT [19]. Статистика уточнения
структур представлена в табл. 1. Расчет энергии
диссоциации димеров и тетрамеров TcDH и ана-
лиз аминокислотных остатков, вовлеченных в
формирование контактов между димерами TcDH

Таблица 1. Статистика сбора данных и уточнения структур рекомбинантных форм TcDH

Примечание. В скобках приведены значения для данных высокого разрешения.

Т169А К281А

Станция РСА-Белок, КИСИ BL41XU, SPring-8, Япония
Пр. гр. Р21 Р21

a, b, c, Å 90.81, 162.24, 90.76 98.15, 142.42, 294.40
β, град 119.74 90.07
Длина волны, Å 0.79312 1.00000
Разрешение, Å 81.12–1.80 (1.85–1.80) 49.12–2.07 (2.10–2.07)
Число независимых рефлексов 208077 (14719) 485243 (20586)
Повторяемость 6.75 (6.32) 2.92 (2.96)
I/σ (I) 6.57 (1.70) 6.91 (1.52)
Полнота данных, % 98.8 (94.4) 98.8 (99.8)
Rmeas, % 27.3 (129.0) 15.3 (99.3)
CC1/2, % 98.7 (72.0) 99.1 (40.8)
Степень двойникования 0.56/0.44 1.00
Rcryst, % 18.6 17.9
Rfree, % 25.4 23.4

Среднеквадратичные отклонения
Длины связей, Å 0.018 0.018
Валентные углы, град 3.000 2.816

Число неводородных атомов
Белок 14547 57915
Растворитель 743 2419
Ионы меди 8 32

Общий средний В-фактор
Средний В-фактор по белку 18.9 27.9
Средний В-фактор по растворителю 19.8 27.3
Код PDB 8P3L 8P3M
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в тетрамере, проводили с помощью программы
PISA [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Тетрамер TcDH состоит из двух димеров (PDB

ID 6I3Q). Субъединицы в димерах фермента
прочно связаны. По оценке программы PISA [20]
энергия сольватации димера составляет ΔGi ≈
≈ ‒37.0 ккал/моль, а площадь контакта субъеди-
ниц димера – 2590 Å2. Субъединицы в димерах
связаны за счет гидрофобных и электростатиче-
ских взаимодействий. Область контакта включает
в себя ~30 водородных связей. Димеры в тетрамере
TcDH располагаются в одной плоскости. Контак-
ты между субъединицами двух взаимодействую-
щих димеров в тетрамере являются менее прочны-
ми. Энергия сольватация поверхности взаимодей-
ствия димеров составляет ΔGi ≈ –2.0 ккал/моль, а
суммарная площадь контакта равна ~900 Å2. Тет-
рамер TcDH стабилизируется небольшим числом
водородных связей (~8) и электростатических
взаимодействий между димерами. В тетрамере
TcDH можно выделить внутренние и внешние
субъединицы. Площадь взаимодействия внутрен-
них субъединиц в тетрамере составляет ~400 Å2, а
площадь взаимодействия внешней и внутренней
субъединиц равна ~244 Å2. Внутренние и внеш-
ние субъединицы димера совмещаются по всем

Сα-атомам с r.m.s.d. 0.3 Å. Взаимодействие ами-
нокислотных остатков в области контактов двух
димеров в тетрамере показано на рис. 1. Для внут-
ренних субъединиц в тетрамере наблюдаются вза-
имодействия между боковыми группами остатков
R274–E197 и K281–E175. А для внутренней и
внешней субъединиц обнаруживаются взаимо-
действия между боковыми группами остатков
E171–K264 и D172–K267 и водородные связи
между атомами основной цепи остатков P268–
E171 и между карбонильной группой и боковой
группой остатков T269–T169 (рис. 1).

Разрушение контактов между димерами TcDH
может привести к изменению структуры тетраме-
ра и упаковки молекул в кристалле и улучшить
качество кристаллов фермента из-за исчезнове-
ния возможности двойникования. В качестве ми-
шеней для точечного мутагенеза были выбраны
остатки K281, T169, K264, K267, замена которых
могла привести к нарушению взаимодействий
между димерами в тетрамере TcDH. Замены
остатков K281, T169, K264, K267 на аланин у му-
тантных форм фермента не должны сильно нару-
шить правильную укладку и, с другой стороны,
могут изменить олигомерную структуру, тем са-
мым исключив возможность образования двой-
ников.

Кристаллы мутантной формы TcDH с заменой
Т169А (как и кристаллы большинства решенных

Рис. 1. Область контактов димеров в тетрамере TcDH дикого типа (PDB ID 6I3Q). Аминокислотные остатки, форми-
рующие контакты между димерами в тетрамере, представлены в виде цилиндров. Для внутренних субъединиц элемен-
ты вторичной структуры показаны в виде ленточной модели, для внешних субъединиц элементы вторичной структуры
не показаны. Водородные связи и электростатические взаимодействия показаны пунктирными линиями.
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ранее структур) принадлежат к пр. гр. Р21 с при-
близительно равными параметрами a и c и уг-
лом моноклинности β ~120°. Структура TcDH с
заменой Т169А уточнена как двойник, состоя-
щий из двух доменов со степенью двойникова-
ния 0.56/0.44 (табл. 1). Значение Rcryst состав-
ляет 18.6%, а Rfree – 25.4% (табл. 1). Независимая
часть элементарной ячейки содержит один тетра-
мер фермента (рис. 2а). Остаток А169 хорошо раз-
личим на карте электронной плотности (рис. 3а).

Строение тетрамера мутантной формы анало-
гично строению тетрамера фермента дикого типа.
Структуры внутренней и внешней субъединицы
TcDH с заменой Т169А совмещаются с соответ-
ствующими субъединицами TcDH дикого типа
(PDB ID 6I3Q) по всем Сα-атомам с r.m.s.d. 0.2 Å.
Отсутствие водородной связи между боковой
группой А169 и кислородом пептидной связи
Т269 не привело к нарушению взаимодействия
между внутренней и внешней субъединицами му-

тантной формы TcDH. Данная водородная связь,
вероятно, не вносила решающего вклада в стаби-
лизацию тетрамера TcDH.

Дифракционные данные TcDH с заменой
К281А были обработаны в пр. гр. Р212121 и Р21.
Причем в обеих пространственных группах двой-
никование невозможно.

В пр. гр. Р212121 параметры элементарной ячей-
ки равны a = 98.15, b = 142.42 и c = 294.40 Å. В этой
группе закон погасания был нарушен для рефлек-
сов с индексами H00 и 00L. Программа MOLREP
смогла определить положение трех димеров му-
тантной формы фермента из предполагаемых че-
тырех в независимой части элементарной ячейки.
Анализ карты электронной плотности в графиче-
ской программе COOT позволил достроить чет-
вертую димерную молекулу TcDH в модель вруч-
ную. Модель удалось уточнить до значения Rcryst =
= 19.0%.

Понижение группы симметрии до Р21 (a =
= 98.15, b = 142.42, c = 294.40 Å, β = 90.07°) позво-
лило устранить противоречие с систематически-
ми погасаниями и способствовало тому, что про-
грамма MOLREP определила положение всех

Рис. 2. Структура тетрамеров мутантной формы TcDH
с заменой Т169А (а) и К281А (б). Структуры мутант-
ных форм совмещены по всем Сα-атомам внутрен-
ней субъединицы нижнего димера.

(a)

(б)

Рис. 3. Карта (2Fobs – Fcalc) электронной плотности на
уровне 1σ для участка полипептидной цепи с точеч-
ной мутацией Т169А (a) из структуры мутантной фор-
мы с заменой Т169А и с точечной мутацией К281А (б)
из структуры мутантной формы с заменой К281А.
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восьми димеров в независимой части элементар-
ной ячейки. В пр. гр. Р21 модель удалось уточнить
до значения Rcryst = 17.9% (табл. 1). Димеры му-
тантной формы с заменой К281А формировали
тетрамерную структуру, похожую по строению на
тетрамер фермента дикого типа (рис. 2б). Остаток
А281 хорошо различим на карте электронной
плотности (рис. 3б).

Замена К281А не привела к нарушению
укладки субъединиц. Не изменилось для этой
мутантной формы и строение димеров. А в
строении тетрамера TcDH с заменой К281А на-
блюдаются существенные изменения по отно-
шению к строению тетрамеров ранее решенных
структур. Тетрамеры мутантных форм TcDH с за-
менами Т169А и К281А представлены на рис. 2.
На рисунке выбрана ориентация, для которой все
субъединицы в тетрамере TcDH с заменой Т169А
(как и у всех решенных ранее структур) распола-
гаются в плоскости рисунка (рис. 2а), а тетрамер
TcDH с заменой К281А (рис. 2б) развернут так,
чтобы совместились внутренние субъединицы
одного из димеров (нижний на рисунке). Димеры
в тетрамере мутантной формы TcDH с заменой
К281А не располагаются в одной плоскости
(рис. 2б). Димеры в этой структуре развернуты
друг относительно друга примерно на 30°. Такое
строение тетрамера делает невозможным упаков-
ку молекул в слоистую структуру, склонную к об-
разованию двойников. В структуре TcDH с заме-
ной К281А только внутренние субъединицы
участвуют в образовании контактов в тетрамере.
Площадь контактов равна ~370 Å2. Нарушение
взаимодействий между парой остатков Е175 и 281
оказалось критичным для стабилизации структу-
ры тетрамера TcDH.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В процессе поиска кристаллов TcDH с улуч-

шенными дифракционными свойствами решены
структуры мутантных форм фермента с точечны-
ми заменами Т169А и К281А. Кристаллы TcDH с
заменой Т169А были двойниками. Замена К281А
позволила за счет изменения структуры тетраме-
ра фермента найти новую кристаллическую мо-
дификацию фермента, где двойникование невоз-
можно. Однако кристаллы TcDH с заменой К281А
давали дифракционную картину только с разре-
шением около 2 Å из-за большого размера эле-
ментарной ячейки.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда, грант № 23-74-30004.
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Проведенные ранее исследования пространственной структуры комплексов гость–хозяин макро-
циклических кавитандов кукурбитурилов с рядом нитроксильных радикалов методами электронно-
го парамагнитного резонанса (ЭПР), ЯМР и кристаллографии показали, что в водных растворах с
использованием в качестве молекул-гостей ряда нитроксильных радикалов могут возникать упоря-
доченные агрегаты в форме равностороннего треугольника из трех монокомплексов гость–хозяин
в его вершинах. Получены экспериментальные результаты по малоугловому рентгеновскому рассе-
янию водных растворов комплексов гость–хозяин кукурбит[8]урила со стабильным нитроксиль-
ным радикалом – протонированным темпоамином и проведено ab initio-моделирование на их осно-
ве формы агрегатов комплексов, находящихся в естественном состоянии в растворе. При поиске
моделей формы агрегатов либо не использовали никакой дополнительной информации об их
структуре, либо вводили наличие оси третьего порядка. ЭПР применен в качестве независимого ме-
тода исследования агрегации комплексов в растворе. Показано, что форма частиц комплексов при
больших концентрациях кавитанда и гостя в водном растворе близка по своим параметрам к равно-
стороннему треугольнику, что согласуется с известными кристаллографическими данными и ЭПР.

DOI: 10.31857/S0023476123600672, EDN: HYULZE

ВВЕДЕНИЕ
Достигнутые успехи в области супрамолеку-

лярной химии во многом обеспечивают нужды
смежных областей, особенно таких, как создание
новых “умных” материалов с разнообразными
управляемыми свойствами. Супрамолекулы пред-
ставляют собой образования, возникающие за счет
ассоциации молекул-компонентов, связанных не-
ковалентными взаимодействиями. В таких ком-
плексах различают “хозяина” – основного струк-
турообразующего компонента и “гостей” – функ-
циональных молекул. Спектр потенциальных
гостей и хозяев для создания новых структур
чрезвычайно широк. В качестве хозяев могут вы-
ступать такие макроциклы, как краун-эфиры, ка-
ликсарены, циклодекстрины и кукурбитурилы (CB).
Последние соединения представляют особый ин-
терес из-за совокупности уникальных свойств и
считаются одними из наиболее перспективных
для применений в нанотехнологии и медицине.
Это кавитанды, построенные из гликольуриль-

ных фрагментов (число фрагментов n = 5–10), со-
единенных метиновыми мостиками в жесткую
макроциклическую структуру (рис. 1). Число n
фигурирует в названиях этих соединений: кукур-
бит[n]урилы и обозначается CB[n] или CBn. Часть
соединений из этой серии обладает достаточно
хорошей растворимостью в воде, способностью к
избирательному связыванию катионных органи-
ческих соединений, образованию разнообразных
архитектур с катионами металлов. Уникальное
сочетание гидрофобной жесткой полости, лежа-
щей между двумя ободами (rims), содержащими
карбонильные группы, открывает широкие воз-
можности для связывания молекул-гостей в вод-
ных растворах и создания большего спектра архи-
тектур по сравнению, например, с циклодекстри-
нами или каликсаренами.

Разнообразие поведения CB при связывании
молекул-гостей привело к большому числу иссле-
дований, посвященных инкапсуляции лекар-
ственных молекул, формированию окислитель-
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но-восстановительных везикул и т.д. [1–8]. CB
могут присоединять гостей не только внутри сво-
ей полости, но выступать в качестве внешнего
структурообразующего элемента в полиядерных
комплексах [9]. Комбинирование полярных и не-
полярных связей позволяет конструировать ком-

плексы с лекарственными препаратами [10], а до-
бавление к структуре CB функциональных групп –
конструировать комплексы для адресной достав-
ки молекул-гостей [11]. Образование кристалли-
зующихся комплексов с белками помогает опре-
делять структуру некристаллизующихся биомо-
лекул [12–15].

Высокая прочность связывания молекул го-
стей в комплексах обусловлена несколькими
свойствами. Во-первых, это возможность моле-
кул-гостей, особенно положительно заряженных,
располагаться близко к порталам, имеющим от-
рицательный потенциал за счет карбонильных
групп, а также вытеснять в процессе связывания в
водный объем молекулы воды, которые не могут
образовывать стабильные водородные связи в за-
мкнутой наноразмерной полости CB. Кроме того,
существенную роль играют жесткость макроцик-
ла, минимальная потеря энергии сольватации
при инкапсуляции, разнообразие комбинаций
ион-дипольных взаимодействий положительно
заряженных групп.

Кукурбитурил с n = 6 был впервые получен в
1905 г. Р. Берендом. Исследования кукурбит[n]ури-
лов (CB[n]) резко расширились, когда Ким и со-
авт. [2] сообщили о синтезе основных членов это-
го семейства с n = 5–8; после этого стали появ-
ляться и другие работы [16, 17]. Основными
методами изучения структуры кукурбитурилов и
их комплексов являются спектроскопия (УФ, ви-
димая и ИК), электронный парамагнитный резо-
нанс (ЭПР), ЯМР), электронная микроскопия, а
также расчетные методы молекулярной динами-
ки [16, 19, 20].

В [21] удалось получить атомарную структуру
макроциклов методом кристаллографии (рис. 1в).
Однако взаимодействие макроциклов и комплек-
сов гость–хозяин на их основе в воде остается не-
достаточно изученным, а ограниченная раство-
римость в воде по-прежнему является важным
недостатком, ограничивающим область их при-
менения.

Комплексы гость–хозяин с кукурбитурилами
стали вызывать особый интерес после того, как
три группы исследователей [21–23] независимо
обнаружили, что в водных растворах комплексов
CB [8] (CB8) c некоторыми нитроксильными ра-
дикалами наряду c обычными триплетными
спектрами ЭПР (S3), обусловленными сверх-
тонким взаимодействием неспаренного элек-
трона со спином ядра азота N14 (I = 1) NO-груп-
пы радикала, наблюдаются спектры ЭПР с се-
микомпонентной (S7) сверхтонкой структурой
(CTC) и распределением интенсивностей ком-
понент 1 : 3 : 6 : 7 : 6 : 3 : 1 c константой сверхтон-
кого взаимодействия, в 3 раза меньшей величины
для свободного радикала в водном растворе (ai =
= aN/3). Указанные особенности спектров S7, как

Рис. 1. Схема строения кукурбит [8]урила: мономер-
ное звено (а), полная структура при числе звеньев n =
= 8 (б), кристаллическая структура (в) по данным [21]
(показаны атомы, входящие только в структуру ку-
курбит [8]урила).
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предполагается, свидетельствуют об образовании
упорядоченных агрегатов, состоящих из трех ком-
плексов гость–хозяин, по-видимому, образующих
равносторонний треугольник, и делокализации
неспаренных электронов по трем атомам азота
NO-групп комплексов в результате спин-обмен-
ного взаимодействия. В обзоре [24] приведены
примеры комплексов гость–хозяин для других
нитроксильных радикалов с CB8, способных к аг-
регации, при которой также наблюдаются спек-
тры S7.

В [25] впервые получены тройные комплексы
гость–хозяин из CB8 в качестве молекулы-хозяи-
на и двух молекул-гостей – нитроксильных ради-
калов различной структуры и биологически важ-
ных аминокислот и ароматических соединений в
качестве аналитов. Для характеристики связыва-
ния гостей использованы параметры полярности
окружения и вращательной подвижности спино-
вых зондов. Показано, что эти параметры зависят
от природы аналитов. Для таких тройных ком-
плексов гость–хозяин наряду с обычными три-
плетными спектрами ЭПР от нитроксильных
зондов (S3) также обнаружены супрамолекуляр-
ные ансамбли, состоящие из трех эквивалентных
тройных комплексов (“триады”), спектры ЭПР
которых имеют семикомпонентную сверхтонкую
структуру (S7) (рис. 2). Относительная интенсив-
ность спектров S7 по сравнению со спектрами S3
возрастает с увеличением концентрации NaCl в
растворе, а также существенно зависит от приро-
ды аналита и радикала.

В [21] методом рентгеноструктурного анализа
исследована кристаллическая структура ком-
плекса CB8 с нитроксильным радикалом 2,2,6,6-
тетраметил-4-метокси-пиперидин-1-оксилом в
качестве молекулы-гостя. Было показано, что в
кристаллической фазе в элементарной ячейке
кристалла комплексы гость–хозяин располо-
жены в вершинах равностороннего треугольни-
ка с образованием слоев, между которыми на-
ходятся молекулы воды. В связи с этим пред-
ставляет интерес форма агрегатов не только в
кристаллах, но и в нативных условиях водного
раствора. Метод малоуглового рентгеновского
рассеяния (МУРР), как известно, широко ис-
пользуется для структурных исследований мак-
ромолекул в растворе [27], однако работы с при-
менением этого метода для изучения агрегации
комплексов гость–хозяин в растворах, насколько
известно, до сих пор отсутствовали.

Полученные методом ЭПР результаты свиде-
тельствуют о том, что в растворах комплексы CB8
с некоторыми нитроксильными радикалами су-
ществуют в виде высокосимметричных агрегатов
из трех мономеров [23]. Задачей настоящей рабо-
ты было определение морфологии агрегатов из
идентичных комплексов CB8 (в качестве “хозяи-

на”) и нитроксильного радикала – протониро-
ванного темпоамина – 2,2,6,6-тетраметил-4-ами-
но-пиперидин-N-оксила (ТпА) в качестве “гостя”
(CB8–ТпА) по данным МУРР. Цель исследова-
ния – определение формы наночастиц в растворе
без дополнительных предположений об их струк-
туре. ЭПР был применен в качестве независимого
метода исследования агрегации комплексов в
растворе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Образцы для исследований. Получение концен-
трированных растворов комплексов CB8–TпA.
Предварительные оценки показали, что для из-
мерений МУРР на имеющейся лабораторной
установке требуются достаточно высокие кон-
центрации комплексов в водном растворе. К со-
жалению, растворимость CB8 в воде в обычных
условиях недостаточна, чтобы получить необхо-
димую концентрацию комплекса CB8–ТпА.
В [22] было показано, что растворимость CB8 в
воде возрастает в несколько раз, во-первых, при
использовании протонированного темпоамина в
качестве гостя и, во-вторых, в присутствии доста-
точно больших концентраций растворенного NaCl.
Отработанная нами на основе этих данных мето-
дика получения концентрированных растворов
комплекса CB8–ТпА состоит в следующих шагах.
Сначала темпоамин (ТА) растворяют в 30 мМ NaCl,
рН 5.0, из расчета концентрации 6.6 мМ
(1.25 мг/мл), выдерживая 2–3 ч в шейкере при
25°С. При этом аминогруппа молекулы-гостя
протонируется с образованием ТпА. Затем добав-

Рис. 2. Спектр ЭПР комплекса CB8-TпA (6.6 мМ) в
30 мМ растворе NaCl. По вертикальной оси отложе-
ны относительные значения ненормированной ин-
тенсивности первой производной от сигнала погло-
щения.
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ляют CB8 8.8 мг/мл (из расчета концентрации
6.6 мМ) при 25°С и выдерживают смесь в шейкере
5–6 ч при 25°С. Через 24 ч мелкую взвесь удаляют
центрифугированием при 15000 об./мин в тече-
ние 60 мин. Конечные концентрации TпA и CB8
в супернатанте составили 6.2 мМ при pH 4.5.

Электронный парамагнитный резонанс. Спек-
тры ЭПР измеряли на спектрометре Bruker ER-
200D в стеклянных капиллярах из пирекса с внут-
ренним диаметром 1.2 мм при 294 К с использова-
нием прямоугольного резонатора H012. Частота
клистрона составляла ~9.5 ГГц, постоянное маг-
нитное поле – 3356 Гс, частота магнитной моду-
ляции – 100 кГц. Амплитуда модуляции и мощ-
ность СВЧ-поля соответствовали условиям неис-
каженной регистрации формы спектров ЭПР.

Спектр ЭПР комплекса TпA–CB8 в 30 мМ
растворе NaCl представлен на рис. 2. Как было
отмечено выше, он состоит из суперпозиции двух
слагаемых: семикомпонентного спектра S7, обу-
словленного агрегатами из трех комплексов
гость–хозяин, и триплета S3 от свободных ради-
калов ТпА и одиночных комплексов гость–хозя-
ин. Число компонент S7, равное семи, соответ-
ствует суммарному спину ядер N14, равному трем;
величина сверхтонкого расщепления (~5 Гс) рав-
на примерно одной трети триплетного расщепле-
ния S3. Эти параметры позволяют считать, что
сигнал S7 принадлежит симметричной структуре
из трех эквивалентных комплексов с суммарным
спином ядер N14, равным трем, в которой проис-
ходит делокализация неспаренного электрона по
трем эквивалентным ядрам N14 [25].

Малоугловое рентгеновское рассеяние. Для ис-
ключения ошибок, связанных с радиационным
повреждением образцов кукурбитурилов, чув-
ствительных к ионизирующему излучению, рент-
геновские измерения проводили на лаборатор-
ной установке малоуглового рассеяния с низкой
плотностью потока квантов “АМУР-К” [26] с од-
нокоординатным позиционно-чувствительным
детектором ОД3-М при фиксированной длине
волны излучения λ = 0.1542 нм (CuKα-линия
острофокусной трубки с медным анодом, моно-
хроматор из пиролитического графита) и колли-
мационной системой Кратки. Сечение рентге-
новского пучка составляло 0.2 × 8 мм, область
углов рассеяния соответствовала диапазону
значений модуля вектора рассеяния 0.1 < s <

< 11.0 нм–1 ( , 2θ – угол рассеяния).

Плотность потока квантов первичного пучка со-
ставляла ~107 квантов/см2/с через образец. Рас-
творы помещали в кварцевые капилляры диамет-
ром 1 мм со стенками 10 мкм. Плотность потока
рентгеновского пучка ~3 × 107 квантов/см2/с.
Время измерений одного образца – 120 мин. Экс-
периментальные данные нормировали на интен-

π
λ

θ= 4 sins

сивность падающего пучка, после чего в них вво-
дили поправку на коллимационные искажения.
Из данных рассеяния образцами вычитали рассе-
яние капилляром с водой для компенсации рас-
сеяния от стенок кюветы капилляра, воздуха и
остаточной интенсивности первичного пучка.
Первичную обработку измерений проводили с
помощью программы PRIMUS из пакета про-
грамм анализа данных малоуглового рассеяния
ATSAS [27].

Радиусы инерции частиц Rg (среднеквадратич-
ное расстояние от центра масс частицы) вычисля-
ли по данным МУРР, используя приближение
Гинье Iexp(s) = I(0)exp(–s2 /3) [28], а также опре-
деляли из функции распределения по расстояни-
ям p(r), вычисленной из экспериментальных дан-
ных с помощью программы косвенного фурье-
преобразования GNOM [27, 29] по соотношению

(1)

Функцию p(r) использовали для определения
максимальных размеров растворенных частиц
Dmax и их радиуса инерции Rg как среднеквадра-
тичного расстояния между точками в однородном
теле [28]:

(2)

В данной работе использовали моделирование
структуры частиц с помощью малых сферических
объемных элементов (“метод шариков” [31]).
Для поиска пространственного расположения
объемных элементов применяли программу ре-
шения нелинейной задачи наименьших квадра-
тов с помощью глобальной минимизации
DAMMINV [30], которая является развитием
программы DAMMIN [31], основанной на методе
моделирования отжига. Модифицированная
программа последовательно находит набор реше-
ний при варьировании относительного вклада
штрафных членов целевой функции: величины
квадратичного отклонения модельной кривой
рассеяния от экспериментальной, штрафов за
рыхлость и разрыв структуры тела, за отклонение
среднего числа контактов шариков от заданного
значения и др. Из полученного набора решений
отбирают модель, которой соответствует наилуч-
шее соответствие экспериментальным данным по
критерию χ2. Часть моделей была найдена при
условии наличия оси симметрии третьего порядка.

Теоретическое рассеяние от атомных моделей
тройного комплекса, в том числе от кристалли-
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ческой структуры, опубликованной в приложе-
нии к работе [21], рассчитывали с помощью про-
граммы CRYSOL [32], учитывающей исключен-
ный объем растворителя и наличие гидратной
оболочки частиц.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На рис. 3 представлены экспериментальная и

теоретическая кривые рассеяния от исследован-
ного образца раствора комплекса, на рис. 4 – рас-
считанная по данным рассеяния функция парных
расстояний p(r), использованная в качестве вход-
ных данных для программы DAMMINV. Теорети-
ческая кривая соответствует найденным моделям
формы частиц, показанным на рис. 5а, 5б. Эти
кривые практически совпадают и неразличимы
на графике. На рис. 5а показано решение, при по-
иске которого ось симметрии третьего порядка не

вводили, чтобы не навязывать форме частиц ожи-
даемых свойств. Оказалось, что учет оси третьего
порядка в искомой структуре не привел к суще-
ственным изменениям формы (рис. 5б). В табл. 1
приведены геометрические параметры найден-
ных моделей и критерии качества совпадения
теоретических интенсивностей рассеяния с мо-
дельными.

Отметим, что относительный диаметр цен-
трального отверстия в шариковых моделях боль-
ше, чем в кристаллической структуре тройного
комплекса. Вероятно, это можно связать с тем,
что в отличие от атомной модели плотность ша-
риковых моделей постоянна по объему. Формы
частиц, определяемые по данным рассеяния,
близки к круглым кольцам, но имеют практиче-
ски одинаковый внешний диаметр, близкий к
максимальной хорде в атомной модели. Увели-

Рис. 3. Малоугловое рассеяние от образца CB8–ТпА;
точки – эксперимент, линия – теоретическое рассея-
ние от моделей, представленных на рис. 5. Формы
кривых рассеяния, рассчитанные для модели с вве-
денной осью третьего порядка (рис. 5б) и без нее
(рис. 5а) совпадают на графике.

lg  I, отн. ед.

�2

�3

�1

20 1 3 4
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Рис. 4. Функция парных расстояний, рассчитанная
по данным малоуглового рассеяния (рис. 3) от образ-
ца CB8–ТпА.
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Таблица 1. Геометрические параметры моделей комплексов

Примечание. Ошибки в значениях параметров найденных шариковых моделей оценивали по разбросу 20 решений для каж-
дого образца. Для кристаллических моделей радиус инерции был рассчитан как среднеквадратичное расстояние атомов от
центра масс с учетом атомного номера. Значения χ2 рассчитаны по экспериментальным данным. Радиус инерции определен
по формуле (2).

Структура 
на рис. 5

Исключенный 
объем, нм3

Максимальный 
диаметр, нм

Радиус 
инерции, нм χ2 Учет оси симметрии 

третьего порядка

а 4.21 ± 0.03 2.20 ± 0.04 0.83 ± 0.03 1.11 ± 0.02 нет
б 4.30 ± 0.03 2.19 ± 0.04 0.83 ± 0.02 1.11 ± 0.02 да
г 2.15 0.85 ± 0.01 1.80 ± 0.02 при построении модели
д 4.92 ± 0.03 2.15 0.85 ± 0.01 1.30 ± 0.02 неприменимо
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чить диаметр отверстия в структуре можно было
бы, предположив “круглую” модель агрегата
(рис. 5г), которая кажется ближе к шариковым
моделям. Эту модель делали вручную с помо-
щью программы MASSHA из пакета ATSAS,
располагая кольца мономеров таким образом,
чтобы получить максимально число возможных
водородных связей между ними. Ошибка в от-
носительном расположении мономеров пред-
положительно не превышает 0.5 нм и не должна
заметно влиять на форму теоретической кривой
МУРР. Из рис. 6 видно, что круглая модель хуже
аппроксимирует данные эксперимента, несмотря
на близкий радиус инерции.

Объемы моделей, как и форма частиц, рассчи-
тываются независимо от абсолютной величины
интенсивностей и определяются только формой
всей кривой рассеяния. Так как интенсивность
рассеяния рентгеновских лучей определяется
контрастом электронной плотности, то в водных
растворах определяемые размеры частиц оказы-
ваются больше их “сухого” размера из-за двух эф-
фектов. Первый из них – вытеснение молекул во-
ды структурой с образованием полостей на грани-
це контакта частица–молекула растворителя.
Соответствующий объем называют “исключен-
ным”. Второй эффект связан с образованием бо-
лее плотной по отношению к средней плотности
воды водной оболочки частицы, которая имеет
эффективную толщину 0.15–0.2 нм. Эти эффекты
рассмотрены в [32]. Соответственно рассеяние от
атомных моделей было рассчитано с учетом этих

Рис. 5. Шариковые модели комплексов, найденные
по данным рассеяния с помощью программы DAMMINV
от образца CB8–ТпА: а – без дополнительных огра-
ничений, б – с введенной осью симметрии третьего
порядка, в – структура тройного комплекса CB8 по
данным [21] (показаны атомы, входящие только в
структуру CB8, без молекулы “гостя”), г – гипотети-
ческая круглая модель агрегата CB8, д – полная кри-
сталлическая структура тройного комплекса CB8–
ТпА по данным [21] вместе с молекулами ассоцииро-
ванной воды. Структуры справа повернуты на 90° от-
носительно горизональной оси.

10 Å

(в)

(г)

(д)

(a)

(б)

Рис. 6. Сравнение теоретических интенсивностей
рассеяния от атомных моделей (линии) с экспери-
ментальными данными (точки). Жирная линия –
рассеяние от кристаллической модели на рис. 5д,
тонкая линия – от круглой модели рис. 5г. Рассеяние
от модели рис. 5в на рисунке неотличимо от 5г.
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эффектов. Исключенный объем для кристалли-
ческой модели оказался больше объема шарико-
вых моделей примерно на 16% (табл. 1). Вероят-
но, это связано с различиями в пространственной
упаковке атомов в кристаллической структуре и
шариков в моделях формы, и это различие оказы-
вается существенным при малых размерах ча-
стиц. Данное расхождение требует дополнитель-
ного исследования.

Отметим, что недостаточно хорошее согласие
экспериментальных и расчетных кривых рассея-
ния (1.80 ± 0.02, 1.30 ± 0.02) может быть обуслов-
лено примесями агрегатов другой формы. Подоб-
ное явление наблюдалось в результате моделиро-
вания спектров ЭПР комплексов гость–хозяин
CB8 c 2,2,6,6-тетраметил-4-метокси-пиперидин-
1-оксилом, близким аналогом радикалов ТА и
ТпА [21]. Так как на форму кривой рассеяния
должны влиять частицы с размерами, сравнимы-
ми с размерами агрегатов, т.е. мономеры и диме-
ры (агрегаты бóльших размеров, чем тройные
комплексы в растворе отсутствуют, в противном
случае их наличие заметно увеличило бы макси-
мальный размер на графике функции парных
расстояний), был проведен численный экспери-
мент по определению долей таких примесных ча-
стиц по данным рассеяния с помощью программы
OLIGOMER [33]. Данная программа подгоняет
интенсивность рассеяния от образца суперпози-
цией теоретических кривых, рассчитанных от
структурных моделей агрегатов, определяя отно-
сительные концентрации компонентов смеси.
Для структуры димера использовали модель, со-
ставленную из двух мономеров “в стопку”. Расчет
теоретических кривых рассеяния проводили с по-
мощью программы CRYSDOL, как описано вы-
ше. Полученные доли компонентов составляли
(тример–димер–мономер): 0.97 ± 0.02–0.00–
0.03 ± 0.02. Малая доля мономеров в растворе со-
гласуется со спектром ЭПР: интенсивность ли-
ний септета S7 относительно триплета в прове-
денном эксперименте значительно выше, чем в
данных, приведенных в [21], где предполагалось
наличие заметного количества примесных агрега-
тов другой формы по сравнению с тримерными
агрегатами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты, полученные методом МУРР от

растворов, по типу формы (кольцо, аппроксими-
рующее треугольный агрегат) и размерным пара-
метрам относительно неплохо соответствуют зна-
чениям, опубликованным для тримеров треуголь-
ной формы, образованных из монокомплексов
гость–хозяин CB8 с 2,2,6,6-тетраметил-4-меток-
си-пиперидин-1-оксилом в [21]. Необъясненным
остается отличие в исключенных объемах. Полу-
ченные данные свидетельствуют об отсутствии

неупорядоченной агрегации монокомплексов
CB8-ТпА при относительно высоких концентра-
циях CB8 и ТпА в воде. Это дает основание счи-
тать, что создаваемые на основе комплексов
“гость–хозяин” тримерные супрамолекулярные
конструкции CB8 с функциональными молекула-
ми будут достаточно детерминированными и ста-
бильными по структуре.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания ФНИЦ “Кристаллография и фотоника”
РАН в части развития библиотеки подпрограмм
общего назначения. Измерения рентгеновского
рассеяния выполнены на оборудовании ЦКП
ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” при под-
держке Министерства науки и высшего образова-
ния РФ (проект RFMEFI62119X0035).
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Кардиотоксины, относящиеся к семейству трехпетельных токсинов, – основные компоненты яда
кобр, проявляющие различные виды биологической активности, включая антимикробную и цито-
токсическую, в отношении раковых клеток. Данные о минимальных структурных различиях инди-
видуальных токсинов необходимы для понимания молекулярных механизмов их действия. Такая
информация может быть получена методом рентгеноструктурного анализа высокого разрешения.
Исследованы влияние микрогравитации на кристаллическую упаковку и дифракционное качество
кристаллов кардиотоксина кобры Naja naja. При кристаллизации на Международной космической
станции получены кристаллы, позволяющие получить максимально высокое разрешение для
структуры данного токсина. Белок кристаллизовался исключительно в гексагональной простран-
ственной группе, тогда как больше половины кристаллов, полученных в лабораторных условиях,
принадлежало к ромбической сингонии.

DOI: 10.31857/S0023476123600465, EDN: HZBNYG

ВВЕДЕНИЕ
В последнее время неуклонно растет интерес к

мембраноактивным полипептидным токсинам из
ядов змей и насекомых. Такие токсины обладают
антимикробной и цитотоксической активностью
в отношении раковых клеток и поэтому привле-
кательны как основа для создания новых лекар-
ственных соединений [1]. Мишенью действия
этих токсинов является плазматическая мембра-
на бактериальных и раковых клеток, что значи-
тельно затрудняет выработку у таких клеток
устойчивости к ним. Для рационального констру-
ирования новых антибиотиков и цитостатиков
необходимы данные о структуре самих токсинов в
водной, модельной мембранной среде и кристал-
ле. Если для токсинов из яда пауков и насекомых
в этом направлении сделано довольно много, то
для кардиотоксинов из яда кобр имеющейся ин-
формации явно не достаточно [2]. Это определя-
ется структурными особенностями рассматрива-
емых токсинов. Токсины из яда пауков и насеко-
мых, как правило, разупорядочены в водном
растворе, а при взаимодействии с мембраной
формируют α-спирали и/или их комбинации.
Кардиотоксины представляют собой низкомоле-
кулярные (6.5–7 кДа), высокоосновные (pI 8–10)

белки. Этот класс токсинов встречается в ядах
змей рода Naja (настоящие кобры) [3] и моноти-
пического рода Hemachatus (ошейниковая кобра)
[4]. Кардиотоксины – наиболее распространен-
ные компоненты яда кобр, относятся к семейству
трехпетельных токсинов, одному из основных се-
мейств токсинов змей [5]. Трехпетельная структу-
ра кардиотоксинов сформирована полипептид-
ной цепью, уложенной в три петли, выходящие из
небольшой глобулярной части. Петля I включает
в себя остатки от 1 до 15, петля II – от 20 до 39,
петля III – от 44 до 54, а остальные аминокислоты
составляют глобулярную часть (рис. 1). Концы
петель I–III содержат в основном гидрофобные
остатки, придающие молекуле амфифильные
свойства: гидрофобная область петель I–III окру-
жена поясом заряженных остатков, в основном
лизинов [6]. Вторичная структура кардиотоксина
представляет собой пять антипараллельных β-ли-
стов, которые выстраиваются в двухцепочечный
домен (состоящий из листов I и II) и трехцепочеч-
ный домен (состоящий из листов III, IV и V) [7].
Консервативными элементами в их простран-
ственной структуре являются четыре дисульфид-
ные связи и восемь формирующих их остатков
цистеина [5].

УДК 548.55

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ 
СОЕДИНЕНИЙ
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На основании различия связывания с фосфо-
липидами кардиотоксины разделены на P- и S-
типы [8]. Они имеют консервативные остатки
пролина и серина в положениях 30 и 28 в первич-
ной структуре соответственно, т.е. в оконечности
второй петли молекулы. Если в окончании петли I
кардиотоксинов присутствует только один оста-
ток пролина (Pro-8), то оба типа взаимодейству-
ют с анионными фосфолипидами, P-тип прояв-
ляет активность также к цвиттер-ионным фосфо-
липидам [9]. Структура кардиотоксина S-типа
СТ13 из Naja naja (СТ13Nn) определена [10] в двух
кристаллических формах, орторомбической и
гексагональной. Сравнительный анализ этих
структур позволил установить важные конформа-
ционные особенности функциональных петель I
и II токсина СТ13Nn [10]. Благодаря этим двум
структурам удалось впервые выявить в кристалле
конфигурацию петли II в так называемой мем-
бранносвязанной форме. Исследованная гекса-
гональная кристаллическая форма получена в
условиях микрогравитации [10].

Ранее было показано, что кристаллизация в
условиях микрогравитации может приводить к
изменению кристаллической упаковки белков в
кристаллах [11–13], увеличению размеров кристал-
лов, уменьшению мозаичности и в ряде случаев
повышению разрешения [14, 15], что важно для
точности структурного анализа. В настоящей ра-
боте показано, что микрогравитация улучшает
дифракционное качество и влияет на кристалли-
ческую упаковку кристаллов СТ13Nn.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и кристаллизация кардиотоксина.
Токсин выделен из яда кобры Naja naja и очищен,
как описано в [10]. Подбор условий кристаллиза-
ции токсина проводили методом диффузии в па-
рах в варианте сидячей капли. Капли получали
смешиванием 1 мкл белка (10 мг/мл) c 1 мкл ре-
зервуарного раствора. Объем резервуарного рас-
твора составлял 120 мкл. Для поиска условий ис-
пользовали кристаллизационные наборы Crystal
Screen HR2-110, Crystal Screen HR2-112 (Hampton
Research, CША). Для скрининга использовали
планшеты Intelli-Plate 48-3 (Hampton Research,
США). Начальные условия оптимизировали пу-
тем варьирования добавок, рН, природы буфера.
Наилучшие кристаллы были получены в 1.7 М
хлориде натрия, 0.1 М дигидрофосфате натрия,
0.1 М дигидрофосфате калия в 0.1 М МЕS, pH 5.5,
в течение 2–3 дней при комнатной температуре.

Затем найденные условия оптимизировали и
адаптировали к методу встречной диффузии [16]
путем варьирования концентраций белка и оса-
дителя. Оптимизация при переходе к методу
встречной диффузии заключалась в повышении
концентрации белка до 15 мг/мл. Кристаллы бы-
ли выращены в невесомости в стеклянных капил-
лярах с внутренним диаметром 0.5 мм в ходе рос-
сийско-японского эксперимента с использова-
нием оборудования PCRF [16–18] японского
аэрокосмического агентства JAXA на борту
Международной космической станции (МКС) с
использованием российских космических ко-
раблей.

Сбор и анализ дифракционных данных, анализ
наборов данных, кристаллической упаковки. Сбор
дифракционных данных проводили на синхро-
троне SPring-8, станция BLXU40 и Petra III, стан-
ция P14 Германия. Данные обрабатывали с ис-
пользованием программ XDS [19] и Aimless [20].
Сбор данных проводили при 100 К, кристаллы
предварительно вымачивали в криорастворе, со-
держащем компоненты соответствующего кри-
сталлизационного раствора и 20% глицерина.
Анализ кристаллической упаковки провели с по-
мощью программ ССР4 [21] и PyMol [22].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Кристаллы токсина СТ13Nn были выращены в
лаборатории методами диффузии в парах и
встречной диффузии и на МКС методом встреч-
ной диффузии до размера 0.1 мм (рис. 2). Увели-
чить размер кристаллов и снизить их количество
не удалось путем варьирования концентрации
осадителя. Таким образом, размеры кристаллов,
выращенных на земле и в условиях микрограви-
тации, не отличались. Для кристаллов СТ13Nn
получены две кристаллические формы. В отличие

Рис. 1. Общая структура трехпетельного токсина
(pdb 7QFC).
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от множества кристаллографических исследова-
ний гомологичных кардиотоксинов, которые бы-
ли закристаллизованы с одной полипептидной
цепью в независимой части, кристаллы CТ13Nn
получены в пр. гр. P6422 с тремя субъединицами в
независимой части и в пр. гр. C2221 c шестью
субъединицами в независимой части [10]. Кри-
сталлические упаковки показаны на рис. 3.

Анализ показал, что все кристаллы, получен-
ные в условиях микрогравитации, принадлежат к

гексагональной пространственной группе. Кри-
сталлическая орторомбическая форма была полу-
чена только для кристаллов, выращенных на Зем-
ле в четырех случаях, как методом диффузии в
парах, так и методом встречной диффузии. Ана-
лизировали пространственное разрешение, до
которого рассеивали кристаллы, параметры
ячейки и мозаичность. Критерием предела разре-
шения являлось значение I/sig(I) не менее 1.5.
Дифракционное качество кристаллов, выращен-
ных в условиях микрогравитации, было выше,
чем для кристаллов, полученных на Земле. Неко-
торые исследователи связывают более низкое со-
держание растворителя в ячейке с более высоким
разрешением. Содержание растворителя состав-
ляло 65.36% (коэффициент Мэттьюса 3.55 A3/Дa)
для орторомбической пространственной группы
и 78.97% (коэффициент Мэттьюса 5.84 A3/Дa) для
гексагональной. Таким образом, в данном случае
гексагональная форма имеет более высокое раз-
решение, несмотря на более высокое содержание
растворителя. Вместе с тем более высокое содер-
жание растворителя в ячейке часто встречается
при высокой симметрии [23].

Для сравнения дифракционного качества кри-
сталлов, выращенных на Земле и на МКС, проте-
стировали семь кристаллов, выращенных мето-
дом встречной диффузии или диффузией в парах
в лабораторных условиях, и пять кристаллов, вы-
ращенных методом встречной диффузии на МКС
(табл. 1).

Анализ показал, что обе формы имеют низкую
мозаичность. Гексагональная форма образуется
как в наземных условиях, так и в условиях микро-
гравитации. Случаев кристаллизации кардиоток-
сина СТ13Nh в условиях микрогравитации в ор-

Рис. 2. Кристаллы кардиотоксина S-типа из яда Naja
naja в кристаллизационной капле (а) и капилляре (б),
выращенные в условиях микрогравитации.

(a)

(б)

Рис. 3. Кристаллическая упаковка молекул CN13Nn: а – гексагональная, б – орторомбическая.

(a) (б)
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торомбической пространственной группе не об-
наружено. Дифракционное качество кристаллов
выше при использовании микрогравитации.

Случаи влияния микрогравитации на кристал-
лическую упаковку и дифракционное качество
кристаллов описаны в литературе. В основном
происходят уменьшение параметров ячейки и по-
вышение разрешения [18]. Для формиатдегри-
дрогиназы из Arabidopsis thaliana было установле-
но, что кристаллы, полученные на земле методом
диффузии в парах, принадлежали к пр. гр. P21212 и
рассеивали до разрешения 1.7 Å (pdb code 3NAQ)
[24], тогда как кристаллы, выращенные на МКС
методом свободной диффузии, относились к тет-
рагональной сингонии и дифрагировали до 1.22 Å
(pdb code 3JTM) [12]. Использование микрогра-
витации для кристаллизации позволило улуч-
шить разрешение для таких белков, как фактор
ингибирования миграции макрофагов, уридин-
фосфорилаза, простагландин D синтаза и Т1 ли-
паза, до атомного или околоатомного разреше-
ния [15, 25–27].

В настоящей работе показано, что в условиях
микрогравитации кардиотоксин СТ13Nn кри-
сталлизуется в более высокосимметричной кри-
сталлической форме и образует кристаллы, рассе-
ивающие до более высокого разрешения. От про-
странственного разрешения зависит детальность
и точность результатов анализа структур. Таким
образом, в случае кардиотоксина использование
микрогравитации является предпочтительным
для получения высококачественных кристаллов.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания ФНИЦ “Кристаллография и фотоника”
РАН (в части анализа дифракционного качества

кристаллов) и в рамках Федеральной космиче-
ской программы 2016–2025 гг. (ОКР “МКС (Нау-
ка)” (в части кристаллизации кардиотоксина).
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Определена структура белка Hfq из бактерии Chromobacterium haemolyticum, формирующая кристал-
лы в двух различных пространственных группах. В обоих случаях белок имеет характерную четвер-
тичную структуру кольцевого гексамера. Полученная структура показала ранее не описанный вари-
ант взаимодействия С-концевой неструктурированной части Hfq с аминокислотными остатками
проксимального РНК-связывающего участка белка. Такой контакт может вносить вклад в регуля-
цию связывания молекул РНК с белком Hfq.
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ВВЕДЕНИЕ
Многие бактерии используют малые регуля-

торные РНК (мрРНК) для эффективного отклика
на экстремальные внешние воздействия и стрес-
сы [1–3]. Они влияют на синтез многих факторов
транскрипции и вирулентности, регулируя уро-
вень трансляции и время жизни мРНК, что при-
водит к быстрому изменению метаболических
процессов в клетках [4–7]. Существует особый
класс белков, взаимодействующих с мрРНК, рас-
плетающих их вторичную структуру и способ-
ствующих взаимодействию мрРНК с комплемен-
тарными участками мРНК [8–11]. Такие белки
имеются как в грамотрицательных бактериях, так
и в грамположительных, однако отсутствуют в
термофильных и экстремально термофильных
бактериях. Благодаря свойству этих белков разру-
шать вторичную структуру молекул РНК и спо-
собствовать приобретению ими необходимых для
функционирования конформаций их часто назы-
вают РНК-шаперонами.

Наиболее характерным представителем РНК-
шаперонов является белок Hfq [12]. Это высоко-
консервативный белок длиной от 80 до 100 ами-
нокислотных остатков (а.о.), формирующий ха-
рактерную четвертичную структуру в виде торои-
дальных гексамеров. Каждый мономер белка
состоит из пятитяжевого β-бочонка с предше-
ствующей N-концевой α-спиралью. Эта основ-
ная часть белка включает в себя ~65 а.о. и состав-
ляет консервативный структурный мотив, отно-
сящийся к семейству LSM доменов (InterPro
IPR005001). Последующие а.о. составляют струк-

турно неупорядоченную неконсервативную С-
концевую часть переменной длины (С-концевой
домен или CTD). В полученных ранее структурах
белков Hfq из различных организмов эта область
либо полностью не описана, либо имеет описа-
ние только небольшой части. α-fold также харак-
теризует С-концевую часть белка как неструкту-
рированную.

Hfq имеет три области связывания РНК: прок-
симальную, дистальную и латеральную [12–15].
Проксимальная область белка расположена в
центральной поре гексамера со стороны α-спира-
лей и специфично связывает уридинсодержащие
участки мрРНК. Дистальная область Hfq распо-
ложена с противоположной стороны гексамера и
специфически узнает полиадениновые 3´-участ-
ки мРНК или AAN-триплеты мрРНК. Положи-
тельно заряженные латеральные участки связы-
вания РНК на белке Hfq расположены на боковой
поверхности каждого мономера в районе петли
между N-концевой α-спиралью и первым β-тя-
жем. Они имеют повышенное сродство к аде-
нин/уридинсодержащим участкам РНК и счита-
ются местом встречи мрРНК с комплементарны-
ми участками мРНК. В зависимости от пути
взаимодействия мрРНК с белком Hfq было пред-
ложено относить их к двум различным классам
[16]. К первому относят мрРНК, которые связы-
ваются с проксимальным и латеральными участ-
ками Hfq уридинсодержащими участками и взаи-
модействуют с мРНК, связанной с дистальной
областью белка. Ко второму классу относят
мрРНК, для которых необходимо связывание с
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Hfq одновременно в проксимальной и дисталь-
ной областях белка, а мРНК взаимодействует с
мрРНК только в латеральной области.

Поскольку С-концевой домен Hfq имеет раз-
ную длину в белках из разных организмов, его
функциональная роль активно обсуждается [17–19].
Наибольшее количество биохимических и функ-
циональных данных имеется для белка Hfq из
E. coli; он же имеет самый длинный С-концевой
домен – более 40 а.о.

В настоящей работе определена структура бел-
ка Hfq из грамотрицательной β-протеобактерии
Chromobacterium haemolyticum (ChaHfq). C. haemo-
lyticum является условно-патогенным микроорга-
низмом и вызывает у человека некротизирующий
фасциит, проктоколит и пневмонию. Впервые
данный вид был описан в 2008 г. [20] и выделен
как из окружающей среды [21, 22], так и из кли-
нических образцов [20, 22–24]. Эта бактерия об-
наруживается в тропических и субтропических
экосистемах, прежде всего в воде и почве [25].
Полученная нами структура белка показала ранее
не описанный вариант взаимодействия CTD Hfq
с аминокислотными остатками проксимального
РНК-связывающего участка белка, который так-
же может вносить вклад в регуляцию связывания
РНК с Hfq.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клонирование и получение штамма-продуцента.
Ген белка ChaHfq нарабатывали с помощью по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) с использо-
ванием хромосомной ДНК Chromobacterium hae-
molyticum в качестве матрицы. ПЦР проводили с
использованием олигонуклеотидных праймеров
ChaHfqFor 5'-TGCGCCTCAGATCTACCATGG-
TAAGCTCTAAAGGGCAAATGTTA-3' и ChaHfqRev
5'-GGATAAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTG-
GTGGGCGTCTT-3'. Полученный ПЦР-фрагмент
с дополнительно введенными шестью гистидина-
ми на С-конце клонировали в экспрессионный
вектор pET22b (Invitrogen) с использованием эн-
донуклеаз рестрикции NcoI и HindIII. Получен-
ные конструкции проверяли секвенированием и
трансформировали ими клетки E. coli BL21(DE3).

Выделение и очистка белка. Клеточную культу-
ру растили при 37°C с интенсивным перемешива-
нием (170 об./мин) на среде LB, содержащей
100 мкг/мл ампициллина до ОП600 ~ 0.7. Для акти-
вации Т7 РНК-полимеразы в среду добавляли
изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид до ко-
нечной концентрации 0.5 мМ. После добавления
индуктора клетки продолжали инкубировать при
37°C 3 ч. Клетки собирали центрифугированием
8000 g 20 мин при 4°C, затем клеточную массу ре-
суспендировали в 30 мл буфера для разрушения
(1 М NaCl, 50 мМ натрий-фосфатный буфер,

рН 6.0, 1 мМ (2S,3S)-1,4-бис(сульфанил)бутан-
2,3-диол (ДТТ), 0.1% Тритон X-100) и разрушали
с помощью ультразвукового дезинтегратора Sonic
Dismembrator 550 (Fisher Scientific, США). Кле-
точный дебрис осаждали центрифугированием в
течение 30 мин при 14000 g. Рибосомы из полу-
ченного супернатанта осаждали высокоскорост-
ным центрифугированием (203756 g, 60 мин, 4°С,
ротор Ti 70, Beckman, США). Затем супернатант
разводили в 4 раза, добавляли имидазол до 10 мМ
и наносили на колонку со смолой Ni-NTA агароза
(Qiagen), уравновешенную буфером – 0.2 М NaCl,
50 мМ натрий-фосфатный буфер, рН 6.0, 10 мМ
имидазол. Для очистки препарата от РНК допол-
нительно промывали колонку 20 мл 1 М LiCl. Для
элюции белка использовали линейный градиент
имидазола от 0 до 250 мМ. Фракции, содержащие
белок, объединяли, концентрировали до 1 мл и
разводили в 20 раз буфером – 0.1 М NaCl, 50 мМ
натрий-фосфатный буфер, рН 6.0. Полученный
препарат наносили на колонку со смолой Nuvia
HR-S (Bio-Rad, США), связанный белок смыва-
ли градиентом NaCl от 0.1 до 0.8 М. На финаль-
ной стадии ChaHfq очищали гель-фильтрацией
на колонке Superdex 75 (Amersham Pharmacia,
Швеция), уравновешенной буфером – 0.2 М NaCl,
50 мМ Трис-HCl, pH 8.0. Полученный препарат
белка хранили при –20°С.

Кристаллизация белка ChaHfq. Эксперименты
по кристаллизации проводили при 23°C методом
диффузии паров в висячей капле. Препарат белка
(1–2 мкл) с концентрацией 15 мг/мл в 200 мМ
NaCl, 50 мМ Трис-HCl, pH 8.0, смешивали с рав-
ным объемом противораствора. Кристаллы белка
были получены в условиях № 23 набора JBScreen
Nuc-Pro 1 (Jena Bioscience, Германия) – 15% ПЭГ
4000, 50 мM Трис-HCl, pH 7.5, 150 мМ KCl, 20 мM
MgCl2. Кристаллы появлялись в течение месяца и
достигали размера 0.4 × 0.4 × 0.02 мм. Перед за-
мораживанием кристаллы вымачивали в растворе
№ 6 набора Crystal Screen Cryo (Hampton Re-
search, США) – 160 мM MgCl2, 24% ПЭГ 4000,
80 мM Трис-HCl, pH 8.5, 20% глицерина.

Определение структур белка ChaHfq. Дифрак-
ционные данные были собраны на монокри-
стальном дифрактометре Rigaku XtaLAB Synergy-
S ЦКП “Структурно-функциональные исследо-
вания белков и РНК” Института белка РАН (Пу-
щино, Россия) под управлением программы
CrysalisPro (Rigaku). Данные обработаны с помо-
щью программы Aimless комплекса CCP4 [26].
Были собраны два набора с кристаллов белка
ChaHfq – один для кристаллов гексагональной
формы в пр. гр. Р6, второй – для кристаллов орто-
гональной формы в пр. гр. Р212121. Структура бел-
ка определена методом молекулярного замеще-
ния в программе Phaser [27] комплекса PHENIX
[28] с использованием мономера белка Hfq из



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 68  № 6  2023

СТРУКТУРА БЕЛКА Hfq 909

Pseudomonas aeruginosa (PDB 1U1S) в качестве ис-
ходной модели. Асимметричные части ячеек со-
держали мономер белка (пр. гр. Р6) или гексамер
белка (пр. гр. Р212121). Структуры уточнены с ис-
пользованием программного комплекса PHENIX.
Для проверки возможных погрешностей на
структуру определяемого белка за счет влияния
расчетных фаз с ориентированной исходной мо-
дели белка Hfq использовали карты электронной
плотности Composite Omit Map с моделируемым
отжигом структуры. Ручная правка и модифи-
кация модели осуществлялись с помощью про-
граммного комплекса COOT [29]. После заверше-
ния уточнения структур белка ChaHfq координаты
структур и дифракционные данные депонирова-
ли в банк данных белковых структур PDB. Стати-
стика сбора данных и кристаллографического
уточнения представлена в табл. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Структура белка ChaHfq в пр. гр. Р6. Благодаря
внутренней симметрии шестого порядка гекса-
мер Hfq может кристаллизоваться в пр. гр. Р6 с
одним мономером в асимметричной ячейке.
В банке данных PDB имеются 11 депонирован-
ных структур белка Hfq из разных организмов
(PDB 5SZE, 2YLC, 5I21, 4MML, 7OG8, 4PNO,
7OGW, 4RCB, 4RCC, 6BDG, 2Y90), имеющих
пр. гр. Р6. В полной ячейке кристалла содер-

жится гексамер, являющийся активной формой
белка Hfq.

Мономер белка ChaHfq повторяет структуры
гомологичных белков (рис. 1а). В электронную
плотность были вписаны а.о. с 5 по 71. Первые че-
тыре N-концевых и четырнадцать С-концевых
остатков белка в модели отсутствуют, поскольку
имеют высокую подвижность, а соответствующие
участки карты электронной плотности не позво-
ляют провести полипептидную цепь. Такое пове-
дение концевых участков Hfq наблюдается во
всех известных структурах этого белка, получен-
ных с помощью рентгеноструктурного анализа.
Наиболее интересным в структуре ChaHfq явля-
ется хорошее качество электронной плотности
для аспарагина Asn49 (рис. 1б), находящегося в
петле между β-тяжами β3 и β4. Углы ϕ и ψ этого
высококонсервативного аспарагина лежат в за-
прещенной области карты Рамачандрана, причем
это характерно для всех известных структур бел-
ков Hfq. Исходя из полученной структуры можно
предположить, что положение боковой цепи ас-
парагина фиксируется водородной связью с кис-
лородом карбоксильной группой остатка глута-
мина Gln34. Других причин, стерических или
функциональных, для сохранения Asn49 своей
конформации не наблюдается.

Структура белка ChaHfq в пр. гр. P212121. Асим-
метричная часть ячейки кристалла белка ChaHfq
в этой пространственной группе содержит пол-

Рис. 1. Ленточное представление структуры мономера белка Hfq из C. haemolyticum и наложение на нее структуры мо-
номера белка Hfq из E. coli (PDB 6BDG). Обозначены N- и С-концы белков, элементы вторичной структуры (а). Фраг-
мент участка полипептидной цепи ChaHfq в области аспарагина Asn49 и соответствующая карта электронной плотно-
сти 2mFo–DFc со срезкой 1σ. Водородная связь между атомом азота боковой цепи Asn49 и атомом кислорода главной
цепи Gln34 показана пунктирной линией (б).
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ный гексамер. Структура основной части гекса-
мера аналогична структурам гомологичных бел-
ков Hfq (рис. 2). Полученная электронная плот-
ность позволила для большинства мономеров
белка описать положение остатков с 5 по 72, а для
двух мономеров удалось идентифицировать элек-
тронную плотность С-концевой части до 76 (цепь F)

и до 79 остатков (цепь B) из 85. Это так называе-
мые области “С-концевого домена” или CTD
белка Hfq. Аминокислотные остатки 70–72 цепи F
контактируют с остатками 49–50 (область петли
β3–β4) симметричной молекулы, что фиксирует
их положение в ячейке кристалла и позволяет по-
лучить интерпретируемую электронную плотность.

Таблица 1. Статистика обработки дифракционных данных и уточнения структур белка Hfq из Chromobacterium
haemolyticum

Данные в скобках соответствуют слою наиболее высокого разрешения.

Гексамер в асимметричной
части ячейки

Мономер в асимметричной 
части ячейки

Код PDB 8P9M 8P91
Длина волны, Å 1.5418 1.5418
Диапазон разрешения, Å 22.2–2.0 (2.1–2.0) 21.1–1.4 (1.45–1.4)
Пр. гр. P212121 P6
Параметры ячейки, Å; град a = 58.5, b = 71.6, c = 96.6; 

α = β = γ = 90
a = b = 65.1, c = 27.7; 
α = β = 90, γ = 120

Общее число рефлексов 53153 (5300) 68876 (4985)
Уникальных рефлексов 27718 (2743) 13424 (1343)
Избыточность 1.9 (1.9) 5.1 (3.7)
Полнота, % 98.4 (99.7) 99.8 (99.6)
Среднее отношение I/σ(I) 8.2 (0.9) 14.3 (1.6)
B-фактор Вильсона 27.5 7.3
Rmerge 0.068 (0.76) 0.095 (0.65)
Rmeas 0.096 (1.07) 0.105 (0.76)
Rpim 0.068 (0.76) 0.045 (0.39)
CC1/2 1.0 (0.58) 1.0 (0.48)
CC* 1.0 (0.86) 1.0 (0.80)
Число рефлексов, использованное 
для расчета Rfree

1123 (119) 682 (64)

Rwork 0.22 (0.33) 0.15 (0.22)
Rfree 0.28 (0.36) 0.19 (0.30)
Число неводородных атомов 3535 661

белка 3281 545
лигандов 6 1
воды 248 115

Среднеквадратичные отклонения
длин связей, Å 0.008 0.006
валентных углов, град 0.93 0.91

Положение остатков на карте Рамачандрана
предпочтительные области, % 95.0 97.0
допустимые области, % 3.8 3.0
запрещенные области, % 1.2 0

Средний температурный B-фактор 32.75 9.16
для белка 32.35 7.21
для молекул воды 41.54 18.27
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Аминокислотные остатки С-концевой части
цепи B контактируют с проксимальной областью
симметричной молекулы белка, что позволило
уверенно вписать остатки с 73 по 79 в экспери-
ментальную электронную плотность (рис. 3а).
Сравнение полученной структуры со структура-
ми белка Hfq в комплексах с РНК показало, что
остатки 73–79 занимают положение олиго(У)
РНК в этих комплексах (рис. 3б, 3в). В комплексе
Hfq-AU6A РНК важную роль играет позициони-
рование оснований нуклеотидов между консер-
вативными остатками тирозина/фенилаланина
(Phe42 в Hfq из E. coli, Tyr43 в ChaHfq) с образова-
нием их стэкинг-взаимодействия и формирова-
ния гидрофобных контактов [30]. В полученной
структуре белка ChaHfq аминокислоты Pro72,
Pro76 и His74 располагаются между боковыми це-
пями тирозинов и участвуют в гидрофобных кон-
тактах. Вместо стэкинга оснований нуклеотидов с
ароматическими боковыми цепями имеют место
σ–π-взаимодействия, такие как контакт атома
кислорода боковой цепи Gln78 с ароматическим
кольцом Tyr43 (рис. 3б). Для комплексов Hfq с
РНК характерна развитая сеть водородных связей
между боковыми цепями а.о. белка с атомами ос-
нований и сахарофосфатного остова. В случае
белка ChaHfq таких контактов всего четыре: меж-
ду атомами кислорода главной цепи пролина
Pro72 и гистидина His75 с боковой цепью глута-
мина Gln42, между боковой цепью глутамина
Gln78 с карбоксильной группой глутамина Gln42
(рис. 3б), а также Nξ атомом Lys79 c кислородом

главной цепи остатка His58. В результате наблю-
даемые контакты участка 73–79 ChaHfq не позво-
ляют говорить о его значительном сродстве к
проксимальной области белка Hfq, однако поло-
жение CTD в проксимальном участке белка мо-
жет составить некоторую конкуренцию связыва-
нию РНК в этой области.

Текущая модель функционирования белка Hfq
как регулятора трансляции посредством мрРНК
основана на одновременном (или последователь-
ном) связывании с белком двух разных РНК:
мрРНК и мРНК [31]. При этом белок Hfq служит
не только местом встречи двух молекул РНК с
комплементарными участками, но и способству-
ет разрушению (плавлению) их вторичной струк-
туры, ускоряя формирование нового дуплекса
мрРНК–мРНК. Для его образования мрРНК и
мРНК первоначально связываются в разных об-
ластях белка – проксимальном и дистальном сай-
тах Hfq. Известны данные об участии CTD белка
Hfq из E. coli в регуляции связывания мрРНК и их
взаимодействия с мРНК [18, 19, 32–34]. Так, бы-
ло показано, что C-концевой домен белка играет
роль в специфическом узнавании мрРНК белком
Hfq и высвобождении сформировавшегося дуп-
лекса мрРНК с мРНК, причем как in vitro, так и
in vivo [18, 19]. Предполагается, что CTD участву-
ет в дискриминации РНК по специфичности к
белку Hfq, контактируя с латеральным участком
связывания основной части белка и не позволяя
неспецифичным РНК связываться с белком [17].
В такой модели а.о. С-концевой части белка по-

Рис. 2. Схематическое представление гексамера белка Hfq из C. haemolyticum. Вид со стороны α-спиралей белка (прок-
симальной стороны гексамера). Указаны N- и С-концы (а). Наложение главных цепей гексамера белка ChaHfq и гек-
самера белка Hfq из Pseudomonas aeruginosa (PDB 1U1S) (б).
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Рис. 3. Участок цепи B белка Hfq из C. haemolyticum с 73 по 79 аминокислотный остаток с соответствующим фрагмен-
том карты электронной плотности 2mFo–DFc со срезкой 1σ (а). Контакты участка 73–79 с аминокислотными остат-
ками симметрично связанной молекулы белка ChaHfq. Водородные связи показаны пунктирными линиями (б). Фраг-
мент структуры белка Hfq из E. coli в комплексе с AU6A РНК (PDB 3RER). Шаростержневой моделью представлены
три уридина из связанной молекулы РНК. Обозначены консервативные а.о. белка глутамина Gln41 (соответствует
Gln42 белка ChaHfq), фенилаланина Phe42 (соответствует Tyr43) и валина Val43 (соответствует Val44) белка из E. coli
(в) (ориентация участков белка Hfq из E. coli соответствует структуре ChaHfq панели б).
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сле 72 взаимодействуют с остатками латеральной
области гексамера и могут закрывать ее от связы-
вания РНК. Структура белка Hfq из C. haemolyti-
cum демонстрирует еще один вариант участия
CTD в регуляции связывания мрРНК с белком.
Гидрофобные области CTD связываются с прок-
симальным участком белка, имеющим выраженную
специфичность к олиго(У)-последовательностям
РНК, ингибируя связывание Hfq с неспецифич-
ными РНК. Однако данное предположение стро-
ится на полученной нами структуре белка Hfq из
C. haemolyticum в комбинации с опубликованны-
ми ранее данными и требует экспериментальной
проверки.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования РФ
(госзадание АААА-А18-118120690135-9).
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Нуклеоид-ассоциированные белки (НАБ) контролируют структуру и функции бактериального нук-
леоида. Наиболее представленными в делящихся бактериальных клетках НАБ являются гистонопо-
добные белки HU. Ранее с помощью ЯМР-спектроскопии были получены структурные ансамбли
конформаций белков HU из патогенных микоплазм Spiroplasma melliferum и Mycoplasma gallisepticum.
Проведено структурное исследование этих микоплазменных белков с помощью малоуглового рент-
геновского рассеяния (МУРР). Встречаемость отдельных конформаций из ансамбля, полученных
методом ЯМР, оценена по данным рассеяния растворами белков HU. В частности, использовался
подход, основанный на характеризации равновесных смесей в терминах объемных долей их компо-
нентов. Общая форма белков и их олигомерное состояние независимо подтверждены с помощью
ab initio-моделирования методом конечных объемных элементов. Проведен анализ гибкости ДНК-
связывающих доменов белков методом оптимизации ансамбля, в основе которого лежит сравнение
структурных характеристик конформаций, приближающих данные МУРР к распределению этих
характеристик в случайно-сгенерированном наборе. Полученные результаты – новый взгляд на ва-
риабельность структуры HU белков, необходимую для их функционирования.

DOI: 10.31857/S0023476123600143, EDN: FZWVGJ

ВВЕДЕНИЕ
Гистоноподобный белок HU является пред-

ставителем нуклеоид-ассоциированных белков
(НАБ), участвующих в суперспирализации ге-
номной ДНК бактерий и ее компактизации в нук-
леоид [1]. Димеры HU белков [2] связывают ДНК
без специфичности к нуклеотидной последова-
тельности, но проявляют повышенную аффин-
ность к двуцепочечной ДНК, содержащей дефек-
ты двойной спирали [3, 4]. Белки HU являются
наиболее распространенными и широко пред-
ставленными в делящихся бактериальных клет-
ках НАБ и участвуют в регуляции репликации,
рекомбинации, репарации и транскрипции, а
также влияют на адаптационные способности и
вирулентность бактерий [5, 6]. Отсутствие НU
белка смертельно для простейших паразитиче-
ских бактерий класса Mollicutes, вызывающих
микоплазменные инфекции [7]. Белки НU от-

сутствуют в эукариотических клетках и поэтому
активно исследуются как потенциальные фарма-
кологические мишени для разработки антибакте-
риальных средств [8, 9]. В связи с этим большой
интерес вызывает конформационная динамика
белков HU [10, 11], а также их способность к
мультимеризации [12] и вклад данного феномена
в формирование сверхструктур ДНК, характер-
ных для нуклеоида [4, 13].

Структурные свойства двух белков HU пато-
генных микоплазм (Spiroplasma melliferum (HUSpm)
и Mycoplasma gallisepticum (HUMgal)), являющих-
ся гомодимерами [3], состоящими из двух одина-
ковых субъединиц, были исследованы методами
рентгеноструктурного анализа и гетероядерной
спектроскопии ядерного магнитного резонанса
(ЯМР) высокого разрешения [10, 11, 14, 15]. В ре-
зультате была получена кристаллическая структу-
ра HUSpm высокого разрешения [15] и обнаруже-

УДК 539.26

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ 
СОЕДИНЕНИЙ
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на разница в конформационной динамике двух
микоплазменных HU-белков [11]. В настоящей
работе продолжено изучение конформационной
вариабельности HUMgal и HUSpm методом ма-
лоуглового рентгеновского рассеяния (МУРР).

МУРР является методом структурной биоло-
гии, используемым для изучения неупорядочен-
ных систем, таких как растворы биологических
макромолекул [16]. МУРР позволяет определить
структуру низкого разрешения исключительно по
кривой рассеяния без привлечения дополнитель-
ной информации (ab initio). Другой задачей дан-
ного метода является выбор предпочтительной
конформации белка в растворе из ряда потенци-
ально-возможных конформаций, предсказанных
методами молекулярного моделирования и моле-
кулярной динамики (МД). Выбор конформации
происходит путем сравнения теоретических кри-
вых МУРР, полученных для разных моделей, с
экспериментальными данными. Например, ана-
лиз структурных моделей HUSpm, полученных с
использованием комбинации МД и ЯМР-спек-
троскопии, выявил, что только часть предсказан-
ных структур соответствует результатам МУРР
[17]. Кроме того, МУРР позволяет описывать рав-
новесные смеси в терминах объемных долей их
компонентов. В случае гибких систем, в которых
наблюдается изменчивость структуры по времени
и по ансамблю, используют сравнение структур-
ных параметров модельной системы с таковыми
от набора случайных конформаций.

Цель настоящей работы – выявление и срав-
нительный анализ конформаций HUSpm и
HUMgal, наиболее часто встречающихся в рас-
творе, а также углубленный анализ гибкости

ДНК-связывающего домена, которая имеет ту же
природу, что и внутренне-неупорядоченные бел-
ки (IDP). Полученные данные станут структур-
ной основой для изучения ДНК белковых ком-
плексов, формирующихся при связывании HU-
белками различных видов ДНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. В работе использовали препараты

рекомбинантных белков HUSpm и HUMgal, полу-
ченные как описано в [10, 11, 14, 15]. Чистоту и оли-
гомерное состояние белковых препаратов контро-
лировали с помощью электрофореза в денатуриру-
ющем полиакриламидном геле (ДСН-ПААГ) и
гельфильтрационной хроматографии (ГФХ),
проводимой на колонке Superdex G-75 (GE Healt-
care), уравновешенной 50 мМ Na-фосфатным бу-
фером, рН 7.5, содержащим 100 мМ NaCl (рис. 1).
Серию последовательных разведений каждого
белка готовили в том же буфере.

При проведении ГФХ в качестве маркера мо-
лекулярных масс (ММ) использовали бычий
сывороточный альбумин (БСА) с ММ 66 кДа и
лизоцим из яичного белка с ММ 14 кДа. Для
определения олигомерного состояния HU-бел-
ков проводили расчет ММ, используя график за-
висимости натурального логарифма молекуляр-
ной массы (Ln(ММ)) от объема элюции белка
(рис. 1).

Эксперимент и анализ данных МУРР. Экспе-
риментальное исследование структуры HU-бел-
ков с помощью малоуглового рассеяния синхро-
тронного излучения проводили на синхротроне
Petra III (DESY, EMBL, Гамбург) на линии P12 [18].

Рис. 1. Анализ чистоты и гомогенности белковых препаратов HUSpm и HUMgal и определение олигомерного состо-
яния белков. Приведены результаты ГФХ на колонке Superdex G-75: 1 – HUSpm, 2 – HUMgal, 3 – маркеры ММ БСА
и лизоцим. На врезке слева представлена электрофореграмма градиентного ДСН-ПААГ (12–15%), демонстрирующая
чистоту белковых препаратов; слева-направо: 2, 4, 8 мкг HUMgal; 2, 4, 8 мкг HUSpm; маркер ММ (10, 15, 25, 35, 55, 70,
100, 130 кДа). На врезке справа представлен расчет ММ по данным ГФХ.
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Станция P12 оснащена оборудованием для авто-
матической смены образцов и двумерным детек-
тором Pilatus 2M (DECTRIS, Швейцария). Ин-
тенсивность рассеяния I(s) измеряли в области
значений волновых векторов 0.03 < s < 6.0 нм‒1,
где s = (4π )/λ, 2θ – угол рассеяния, λ = 0.124 нм –
длина волны. Измерения проводили при темпе-
ратуре 20°C, диапазон концентраций составлял
3.6–8.0 мг/мл, за 1 с снимали 20 отдельных кри-
вых рассеяния с целью отслеживания возможно-
го радиационного повреждения. Первичную об-
работку данных проводили с помощью програм-
мы РRIMUS [19]. Рассеяние в нулевой угол I(0) и
радиус инерции Rg были вычислены с использо-
ванием приближения Гинье [20]. Свернутость
белков оценивали с помощью графиков в коорди-
натах Кратки s2I(s) от s. Наличие колоколообраз-
ного пика на графике Кратки свидетельствует о
свернутости белка.

Функции распределения по расстояниям p(r),
связанные с интенсивностью рассеяния I(s) пре-
образованием Фурье и необходимые для анализа
структуры рассеивающих объектов, вычисляли в
программе GNOM [21] в соответствии с уравне-
нием [22]:

(1)

GNOM также определяет максимальный раз-
мер Dmax рассеивающего объекта исходя из усло-
вия p(r) = 0 при r > Dmax.

ММ оценивали по кривой рассеяния с помо-
щью байесиановского подхода, комбинирующего
концентрационно-независимые оценки ММ в
единый консенсус [23]. В качестве дополнитель-
ного контроля ММ использовали исключенный
(породовский) объем Vp [24, 25].

Для восстановления формы низкого разреше-
ния образцов использовали программу DAMMIN
[26], которая реализует метод имитации отжига
для получения ab initio трехмерной шариковой
модели в сфере диаметром Dmax. Сначала вычис-
ляется интенсивность рассеяния от произволь-
ной стартовой конфигурации шариков, а затем в
процессе имитации отжига теоретическая интен-
сивность рассеяния рассчитывается от случайных
модификаций этой конфигурации с тем, чтобы в
результате минимизировать невязку χ2 между
кривой рассеяния от модели Icalc и эксперимен-
тальной кривой Iexp:

(2)

где N – число экспериментальных точек, σ(sj) –
экспериментальные погрешности, c – шкалиру-
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ющий множитель, совмещающий кривые рассея-
ния по независимому критерию наименьших
квадратов перед вычислением разности.

Степень неоднозначности ab initio-восста-
новления формы рассеивающего объекта по
данным МУРР оценивали с помощью программы
AMBIMETER [27]. В данном подходе нормализо-
ванная интенсивность рассеяния I(s)/I(0) срав-
нивается с картой плотности кривых рассеяния,
полученных от библиотеки уникальных тополо-
гий формы. В зависимости от числа ближайших
соседей экспериментальной кривой на данной
карте вводится параметр неоднозначности, α,
равный логарифму числа соседей. Величина α < 1.5
гарантирует однозначное восстановление формы
объекта, в то время как для α > 2.5 восстановле-
ние заведомо неоднозначно и необходимо при-
влечение дополнительной структурной информа-
ции для трехмерного моделирования формы по
данным МУРР.

Сравнение кривых МУРР, полученных от от-
дельных конформаций белков и эксперименталь-
ных данных, осуществляли с помощью програм-
мы CRYSOL [28]. Программа использует мульти-
польное разложение амплитуд рассеяния для
расчета сферически усредненной картины рассе-
яния и учитывает гидратную оболочку. Экспери-
ментальные данные МУРР приближаются путем
оптимизации расчетной кривой рассеяния, ми-
нимизируя расхождение между ними.

Для определения встречаемости той или иной
конформации белка из ЯМР-ансамбля в смеси
использовали программу OLIGOMER [19], кото-
рая приближает экспериментальную кривую рас-
сеяния от смеси линейной комбинацией кривых
рассеяния от компонентов (в данном случае раз-
личных конформаций), чтобы найти объемные
доли каждого компонента. Экспериментальная
интенсивность рассеяния I(s) от смеси k различ-
ных компонентов записывается как линейная
комбинация кривых рассеяния от компонентов
смеси:

(3)

где wi и Ii(s) – объемная доля и интенсивность
рассеяния от i-го компонента соответственно.
OLIGOMER находит объемные доли компонен-
тов путем решения системы линейных уравнений
с использованием алгоритма наименьших квад-
ратов.

Анализ гибкости вытянутых участков HU про-
водили методом оптимизации ансамбля EOM
(Ensemble Optimization Method) [29]. В данном
методе генерируется обширный набор случайных
конформаций (~1000−5000), из которого генети-
ческий алгоритм выбирает небольшой (~10 моде-
лей) оптимизированный ансамбль, рассеяние от

( ) ( )=  · ,i i
i
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которого приближает экспериментальные дан-
ные МУРР. Затем путем сравнения структурных
характеристик, таких как распределение Rg и Dmax
от исходного набора и выбранного ансамбля, де-
лают вывод о степенях гибкости и компактности
интересующего фрагмента белковой молекулы.
Для количественной оценки меры гибкости ис-
пользуется параметр Rflex, вычисляемый согласно
теории информационной энтропии Шеннона:

(4)

где p(xi) – вероятности распределения Rg в интер-
вале значений X = [x1, …, xn] с учетом log(p(xi)) = 0,
если p(xi) = 0. Таким образом, Rflex находится в
диапазоне от 0 до 100%, Rflex = 0% соответствует
максимальной жесткости, тогда как Rflex = 100% –
максимальной гибкости фрагмента молекулы.

Для генерации случайного ансамбля каждый
мономер белка в ЯМР-структуре димера был раз-
делен на три домена: N-концевую часть (остатки
1–57 аминокислотной последовательности для
HUMgal и 1–54 для HUSpm), вытянутую часть
белков (аминокислотные остатки (а.о.) 58–82 для
HUMgal и 55–78 для HUSpm) и С-концевой
фрагмент (а. о. 83–99 для HUMgal и 79–93 для
HUSpm). Вытянутые части белков случайным
образом вращались и сдвигались с помощью про-
граммы SASREF [30], при этом положение осталь-
ных фрагментов было фиксировано, а наложен-
ные ограничения на контакты обеспечивали
связность структуры в местах соединений доме-
нов. Расчет интенсивностей рассеяния от полу-
ченных структур проводили с помощью програм-
мы CRYSOL.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Расчетные ММ мономеров рекомбинантных

HU-белков составляют 11.1 кДа для HUMgal и
10.4 кДа для HUSpm. Подвижность белков в
ДСН-ПААГ соответствует ММ 11–12 кДа, при
этом видно, что HUMgal немного больше HUSpm
(рис. 1). Известно, что функциональной едини-
цей HU-белка является димер. При проведении
ГФХ HUSpm и HUMgal выходили в одинаковом
объеме, соответствующем ММ 33кДа, вместо
ожидаемых 21–22 кДа. Данный феномен связан с

( ) ( )( )
=

= 
1

log ,
n

flex i i
i

R p x p x

тем, что подвижность белка при ГФХ зависит не
от ММ, а от размера и формы белка. Для боль-
шинства глобулярных белков, в том числе для
БСА и лизоцима, ММ и размер взаимозаменяе-
мы, однако НU-белки имеют элллипсоидную, а
не шарообразную форму, что приводит к ано-
мальной подвижности. Аналогичный эффект да-
ет наличие IDP-участков в ДНК-связывающем
домене.

Экспериментальные кривые МУРР белков
HUSpm и HUMgal показаны на рис. 2а. Соответ-
ствующие графики Гинье приведены на рис. 2б.
Оба образца на этом графике демонстрируют ли-
нейное поведение, что свидетельствует о том, что
в выбранном диапазоне данных (sRg < 1.3) отсут-
ствует влияние агрегации, и по ним можно опре-
делять величину Rg. Функции распределения по
расстояниям p(r) и величины максимального раз-
мера Dmax определяли с помощью программы
GNOM. Как видно на рис. 2в, обе кривые p(r)
имеют форму, характерную для вытянутых ча-
стиц, что говорит об отклонении от глобулярно-
сти для обоих белков. Полученные кривые p(r)
также демонстрируют, что Dmax от HUMgal не-
сколько превосходит эту величину для HUSpm.
Это согласуется с димерными моделями из ЯМР
(PDB-коды 5ogu и 2ndp для HUSpm и HUMgal
соответственно), имеющимися для обоих белков.
Графики Кратки на рис. 2г демонстрируют ярко
выраженный пик, что говорит о свернутости обо-
их макромолекул. Структурные инварианты, по-
лученные по данным МУРР, приведены в табл. 1.
Найденные величины Vp и MM (для HUMgal они,
как и следует, оказались чуть больше) находятся в
согласии с ожидаемыми значениями димерного
состояния для обоих HU-белков.

Перед проведением ab initio-моделирования
структуры низкого разрешения HU-белков оцени-
ли потенциальную неоднозначность восстановле-
ния формы с помощью программы AMBIMETER.
Полученные оценки неоднозначности α, равные
1.26 и 1.23 для кривых рассеяния HUSpm и
HUMgal соответственно, говорят о высокой ве-
роятности устойчивого восстановления формы.
В результате трехмерного моделирования мето-
дом конечных объемных элементов с симметрией
второго порядка в программе DAMMIN экспери-
ментальные данные HUSpm и HUMgal были при-

Таблица 1. Структурные инварианты, полученные по данным МУРР

Образец Rg, нм Dmax, нм Vp, нм3 MMтеор, кДа MMBayes, кДа

HUSpm 2.18 ± 0.05 7.1 ± 0.3 40.4 20.6 20.6 ± 3

HUMgal 2.17 ± 0.05 7.3 ± 0.3 41.8 21.9 21.2 ± 3
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ближены в диапазоне s до 3.5 нм–1 (рис. 3а, 4а), в
котором белковая частица может быть представ-
лена как однородное тело. Типичное восстанов-
ление формы молекул HU приведено на рис. 3б, 4б.

Полученные формы хорошо согласуются с димер-
ным состоянием белка, демонстрируя как фикси-
рованное ядро, так и лабильные (подвижные) ча-
сти макромолекулы.

Рис. 3. Моделирование структуры HUSpm в растворе: а – профили МУРР 1 – экспериментальные данные МУРР, 2 –
приближение ab initio-моделью, 3 – приближению смесью конформаций; б – шариковая ab initio-модель; в – конфор-
мации белка, выбранные программой OLIGOMER.
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Рис. 2. Первичная обработка данных МУРР от HU белков: а – кривые рассеяния 1, 2 – экспериментальные данные и
регуляризованная кривая, полученная с помощью программы GNOM, для HUSpm, 3, 4 – экспериментальные данные
и регуляризованная кривая для HUMgal; б – графики Гинье 1, 3 – экспериментальные точки для HUSpm и HUMgal,
2, 4 – линейное приближение; в, г – функции p(r) и графики Кратки для HUSpm (1) и HUMgal (2).
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Ранее пространственные структуры HU-бел-
ков в растворе были получены с помощью ЯМР-
спектроскопии [10, 11]. Обе модели (PDB-код
5ogu для Spm и 2ndp для Mgal) содержат по 15 раз-
личных конформаций в ансамбле. В настоящей
работе попытались приблизить эксперименталь-
ные данные МУРР от обоих образцов с помощью
атомных моделей отдельных конформаций, ис-
пользуя программу CRYSOL. В обоих случаях не
удалось получить удовлетворительное приближе-
ние во всем диапазоне данных (величина невязки
указана в табл. 2). Вероятно, это связано с нали-
чием нескольких конформаций белков в раство-
ре, находящихся в равновесии друг с другом. Ана-
лиз равновесной смеси конформаций проводили
с помощью программы OLIGOMER с учетом воз-
можных 15 конформаций для каждого белка, взя-
тых из ЯМР-структур. В обоих случаях было до-
статочно выбрать по две конформации из 15, чтобы
приблизить кривую рассеяния. Получившиеся
приближения приведены на рис. 3а, 4а. Отметим,
что кривые рассеяния приближены во всем диа-
пазоне данных, а не только в районе малых углов,
как это было в случае ab initio-моделирования при
предположении об однородной плотности части-
цы. Выбранные конформации изображены на

рис. 3в, 4в, соответствующие номера моделей в
ансамбле и полученные невязки и объемные
фракции компонент даны в табл. 2.   

Чтобы проверить степень гибкости вытянутых
фрагментов белков (а. о. 55–78), ответственных за
связывание с молекулами ДНК, на базе выбран-
ных конформаций белков (модели 4 и 10 для
HUSpm, модели 2 и 14 для HUMgal) были созда-
ны ансамбли структур со случайными конформа-
циями вытянутых фрагментов белков. Далее с по-
мощью программы EOM были найдены оптими-
зированные наборы структур, позволившие
улучшить приближение экспериментальных дан-
ных (рис. 5а, 6а, табл. 3). Сравнение распределе-
ний Rg и Dmax для исходного случайного набора и
оптимизированного набора конформаций указы-
вает на высокую подвижность вытянутых фраг-
ментов белков (рис. 5б, 5в и 6б, 6в), высокие зна-
чения параметра Rflex для выбранного ансамбля
(91.51% для HUSpm и 83.29% для HUMgal) также
подтверждают данный вывод.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведено структурное исследование гисто-

ноподобных белков HUSpm и HUMgal в раство-

Таблица 2. Приближение данных МУРР с помощью ЯМР-ансамбля

Образец

Приближение отдельной 
конформацией, CRYSOL Приближение смесью конформаций, OLIGOMER

Модель χ2 Модель Объемная 
доля, w Модель Объемная 

доля, w χ2

HUSpm, 5ogu 2 2.26 4 0.57 10 0.43 1.68

HUMgal, 2ndp 14 1.53 2 0.46 14 0.54 1.33

Рис. 4. Моделирование структуры HUMgal в растворе: а – профили МУРР 1 – экспериментальные данные МУРР, 2 –
приближение ab initio-моделью, 3 – приближению смесью конформаций; б – шариковая ab initio-модель; в – конфор-
мации белка, выбранные с помощью программы OLIGOMER.
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ре. В качестве основного метода для характериза-
ции структуры использовали МУРР. Показано,
что для обоих белков олигомерным состоянием в
условиях данного эксперимента является димер.
При этом кривые рассеяния HUSpm и HUMgal
могут быть качественно описаны с помощью двух
конформаций из соответствующего ЯМР-ансам-

бля. С применением более детального анализа
гибкости установлено, что HUSpm по сравнению
с HUMgal имеет большую лабильность и/или
конформационное многообразие ДНК-связыва-
ющих доменов. Этот вывод коррелирует с замет-
ными различиями в термостабильности [11, 15] и
конформационной динамики [10, 11] данных бел-

Таблица 3. Анализ гибкости вытянутых фрагментов белковых молекул с помощью оптимизированного ансам-
бля по данным МУРР

Образец

Модели, 
используемые 
для создания 

случайного ансамбля

Rflex, %
(случайный 
ансамбль)

Rflex, %
(выбранный 

ансамбль)
χ2

HUSpm, 5ogu 4, 10 90.19 91.51 1.21

HUMgal, 2ndp 2, 14 90.91 83.29 1.34

Рис. 6. Моделирование гибкости вытянутых фрагментов белка HUMgal в растворе: а – профили МУРР 1 – экспери-
ментальные данные МУРР, 2 – приближение оптимизированным ансамблем; б – распределение Rg от случайного
(полного) набора и выбранного ансамбля программой EOM; в – распределение Dmax от случайного (полного) набора
и выбранного ансамбля программой EOM.
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Рис. 5. Моделирование гибкости вытянутых фрагментов белка HUSpm в растворе: а – профили МУРР 1 – экспери-
ментальные данные МУРР, 2 – приближение оптимизированным ансамблем; б – распределение Rg от случайного
(полного) набора и выбранного ансамбля программой EOM; в – распределение Dmax от случайного (полного) набора
и выбранного ансамбля программой EOM.
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ков, обнаруженными нами ранее. Полученные
результаты могут служить объяснением как раз-
ницы в профилях аффинности к различным
ДНК-структурам [3], так и разной чувствительно-
сти HUSpm и HUMgal к ингибиторам ДНК свя-
зывания [9]. Таким образом, данная работа иллю-
стрирует, как дополнение результатов рентгено-
структурного анализа и гетероядерной ЯМР-
спектроскопии высокого разрешения данными
МУРР позволяет определить существенные взаи-
мосвязи между структурными вариациями и
функциональными особенностями двух гистоно-
подобных белков, которые в свою очередь могут
лежать в основе их специфической роли в орга-
низмах хозяев – насекомых (Anthophila) и птиц
(Gallus gallus).

Исследование выполнено при поддержке Рос-
сийского научного фонда (грант № 23-44-10021
https://rscf.ru/project/23-44-10021/) в части белко-
вой инженерии и структурных исследований ме-
тодом МУРР и совместного научного проекта Бе-
лорусского республиканского фонда фундамен-
тальных исследований с Российским научным
фондом “БРФФИ–РНФ” (грант № Х23РНФ-
091) в части структурно-конформационного мо-
делирования белков.
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Кристаллы фермента пуриннуклеозидфосфорилазы из экстремофильной бактерии Halomonas chro-
matireducens AGD 8-3, подходящие для рентгеноструктурного исследования, выращены методом
диффузии паров. Дифракционный набор от полученных кристаллов собран до разрешения 1.8 Å на
станции белковой кристаллографии “Белок” синхротрона Национального исследовательского
центра “Курчатовский институт” при температуре 100 K. Набор данных обработан для пр. гр. P1, Р2,
Р21 и Р622. Решение методом молекулярного замещения с учетом двойникования было найдено
для групп Р21 и P1, содержащих в независимой части элементарной ячейки один и два гексамера
фермента соответственно.
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ВВЕДЕНИЕ

Пуриннуклеозидфосфорилазы (ПНФ, КФ
2.4.2.1) – ферменты нуклеинового обмена, участ-
вующие в утилизации и реутилизации пуриновых
нуклеотидов. Они катализируют обратимый фос-
форолиз пуриновых нуклеозидов как природного
происхождения, так и их модифицированных
аналогов с образованием рибозо-1-фосфата и со-
ответствующих оснований [1, 2]. ПНФ также ка-
тализируют реакцию трансгликозилирования,
т.е. перенос углеводного остатка от одного нук-
леозида на другое нуклеиновое основание с обра-
зованием нового нуклеозида [3]. Эта реакция яв-
ляется основной в запасном пути синтеза нуклео-
зидов и служит единственным источником
пуриновых оснований в организмах, где не про-
исходит синтез нуклеозидов de novo. ПНФ разде-
ляются на два подсемейства – гомотримеры, об-
наруженные в основном в эукариотах, и гомогек-
самеры (тримеры димеров), обнаруженные в
основном в бактериях. Субъединицы тримерных
и гексамерных форм ПНФ имеют близкие струк-
туры [2] и различаются главным образом своей
субстратной специфичностью. Так, тримерные
ПНФ используют только 6-оксопуриновые рибо-
нуклеозиды в качестве субстрата, в то время как

гексамерные ПНФ могут использовать как 6-ок-
сопуриновые рибонуклеозиды, так и 6-аминопу-
риновые рибонуклеозиды [4, 5].

Внимание исследователей к изучению этой
группы ферментов определяется несколькими
факторами: биотехнологическим потенциалом
при ферментативном синтезе производных нук-
леозидов, которые могут обладать противовирус-
ным и противоопухолевым действием [6–8], а
также разработкой эффективных ингибиторов
ПНФ, используемых при терапии онкологических
заболеваний [9–13]. Трансфекция гена бактери-
альной ПНФ в раковые клетки человека стимули-
рует экспрессию бактериальной ПНФ, приводя к
превращению производных нуклеозидов, устой-
чивых к действию ПНФ человека (так называе-
мые пролекарства), в пуриновые основания, ток-
сичные для клеток опухоли [4, 14, 15]. Различная
субстратная специфичность ПНФ человека и ря-
да паразитических микроорганизмов позволяет
селективно ингибировать синтез пуринов de novo
в организме. Поиск эффективных ингибиторов
этого фермента для обеспечения селективного Т-
клеточного статуса организма при химиотерапии
ряда патологий является актуальной задачей.

В. П. Вейко

УДК 548.73 + 577.1

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ 
СОЕДИНЕНИЙ
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Для эффективного решения этих задач, а также
для направленного получения мутантных форм
фермента для применения в медицине и биотехно-
логии паразитов необходимо детальное знание
структуры фермента, его функций и механизма ре-
акции, а также взаимосвязи между структурой
фермента и его активностью.

К настоящему времени клонирован ряд генов
ПНФ из разных микроорганизмов. Однако дан-
ные рентгеноструктурного анализа (РСА) для
этих ферментов в основном относятся к ПНФ из
Bacillus subtilis, E. coli, Helicobacter pillory и других
модельных или патогенных видов микроорганиз-
мов. Поэтому представляет интерес изучение
этих белков из микроорганизмов, относящихся к
группе экстремофилов, поскольку способность к
росту в экстремальных условиях предполагает
присутствие в клетках ферментов с измененными
свойствами, в том числе нуклеозидфосфорилаз.
В [16] был клонирован ген deoD Halomonas chro-
matireducens AGD 8-3 и проведена его гетероло-
гичная экспрессия в клетках E. coli. Рекомби-
нантный белок ПНФ был выделен и очищен, его
основные ферментативные свойства изучены.
Выбор микроорганизма для детального изучения
новой ПНФ был обусловлен несколькими факто-
рами: принадлежностью к классу γ-протеобакте-
рий, экстремальными условиями обитания. Грам-
отрицательная денитрифицирующая факульта-
тивно галоалкалофильная бактерия Halomonas
chromatireducens AGD 8-3 была выделена из содо-
вых солончаков Кулундинской степи (Россия).
Эта бактерия способна к росту при аномально
высоком уровне солености (2.7 М NaCl) и щелоч-
ном значении среды (рН 9.5–10.0) [17]. Экстре-
мальные условия обитания данного микроорга-
низма могли привести к формированию в клетках
ферментов, включая НПФ, адаптированных к не-
обычной для других мезофилов (E. coli и S. onei-
densis MR-1) концентрации ионов щелочного ме-
талла (натрия).

Несмотря на то что в международном Банке
белковых структур (PDB) имеются данные для
множества ПНФ из разных источников, среди
них нет ни одной структуры из этой экстремо-
фильной бактерии. Детальное изучение структур-
но-функциональной организации ПНФ из Halo-
monas chromatireducens AGD 8-3 (HrPNP) методом
РСА позволит выявить ключевые аминокислот-
ные остатки, определяющие экстремофильные
свойства фермента, в частности его термоста-
бильность, и в дальнейшем получить мутанты с
улучшенными характеристиками.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение препарата пуриннуклеозидфосфори-

лазы. Клонирование гена ПНФ из экстремофиль-
ной бактерии Halomonas chromatireducens AGD 8-3,
получение высокоэффективного рекомбинант-
ного штамма-продуцента HrPNP, и фермента-

тивные характеристики описаны в [16]. Реком-
бинантная HrPNP была выделена методами
ионообменной хроматографии в гомогенном со-
стоянии. Выделение и очистку HrPNP проводили
по методике, описанной в [18]. Первичная структу-
ра была подтверждена методом MALDI-TOF/TOF-
масс-спектрометрического анализа триптическо-
го гидролизата. Ферментативную активность
HrPNP определяли в калий-фосфатном буфере
по методике [8].

Определение четвертичной структуры HrPNP
проводили методом аналитической гель-филь-
трации на колонке Tricorn 10/300 c сорбентом Su-
perdex 200 с использованием прибора AKTA FPLC
(“GE Healthcare”, Великобритания) в 10 мM на-
трий-фосфатном буфере, pH 7.4, содержащем
150 мM NaCl. В качестве белков-маркеров ис-
пользовали набор “Gel Filtration Calibration Kits”
(GE Healthcare Life Sciences, Великобритания), а
также рекомбинантную уридинфосфорилазу из
E. coli. Показано, что HrPNP образует гексамер-
ную форму.

Кристаллизацию HrPNP проводили методом
“висячей капли” посредством диффузии в парах
при комнатной температуре в термостатирован-
ной комнате. Использовали наборы для кристал-
лизации (скрининга) глобулярных белков компа-
нии Hampton Research. Лиофильно высушенный
препарат HrPNP растворяли в деионизированной
воде (MilliQ) с концентрацией 20 мг/мл. Раствор
белка центрифугировали непосредственно перед
кристаллизацией на микроцентрифуге со скоро-
стью 18000 об./мин в течение 10 мин для удаления
инородных частиц и агрегатов. Каждая капля со-
стояла из 2.0 мкл раствора белка и 2.0 мкл проти-
вораствора. Объем противораствора в резервуаре
составлял 400 мкл. Кристаллизацию проводили в
пластиковых планшетах для висячих капель “Lin-
bro” фирмы Hampton Research с использованием
силиконированных стекол диаметром 22 мм фир-
мы Hampton Reseаrch. Кристаллы, подходящие
для РСА, вырастали в течение одной недели с ис-
пользованием 0.1 М Bis-Tris-буфера (рН 6.5), со-
держащего 0.2 М сульфата аммония и ПЭГ 3350
(25 мас. %), в качестве противораствора.

Сбор и обработка дифракционных данных. На-
бор дифракционных данных собран до разреше-
ния 1.80 Å на станции белковой кристаллографии
“Белок” синхротрона Национального исследова-
тельского центра “Курчатовский институт” при
температуре 100 K. Перед началом РСА кристал-
лы помещали в криораствор, приготовленный из
кристаллизационного раствора с добавлением
25% глицерина. Обработку дифракционных дан-
ных проводили с помощью программ XDS и
XSCALE [19].

Решение и уточнение структуры. Структура
принадлежит пр. гр. Р1, параметры ячейки приве-
дены в табл. 1. Систематических погасаний для
осевых рефлексов не наблюдается. В этом случае
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параметры элементарной ячейки а и с приблизи-
тельно равны, углы α и γ приблизительно равны
90°, а угол β близок к 120°. Такие параметры эле-
ментарной ячейки позволяют предположить по-
вышение симметрии до моноклинной или гекса-
гональной сингоний. Набор был обработан для
пр. гр. Р2, Р21 и Р622 (табл. 1). Для групп Р2 и Р622
не удалось найти решение методом молекулярно-
го замещения. Для группы Р21 решение было най-
дено. Выявлено, что в независимой части элемен-
тарной ячейки локализуется один гексамер.
Субъединицы этого гексамера расположены в
плоскости, перпендикулярной оси второго порядка.
Однако в этой группе не выполняется условие пога-
сания рефлексов по оси 0k0 (k = 2n). Для пр. гр. Р1
было найдено решение структуры методом молеку-
лярного замещения. Независимая часть элементар-
ной ячейки содержит два гексамера.

Уточнение с помощью программы REFMAC5
[20] было проведено для пр. гр. Р1 и Р21 (табл. 1).
В обоих случаях уточнение плохо сходится без
учета возможности двойникования. При уточне-
нии с учетом двойникования (шесть доменов для
Р21 и 12 доменов для Р1) статистические характе-

ристики моделей (табл. 1) и качество электрон-
ной плотности значительно улучшаются, однако
наблюдаются значительные отклонения в значе-
ниях длин связей, валентных и торсионных углов
от стандартных значений. Кроме того, при уточ-
нении в структурах удается локализовать только
малое количество молекул растворителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В пр. гр. P1 независимая часть элементарной

ячейки содержит два гексамера. Оба этих гекса-
мера лежат в двух плоскостях, перпендикулярных
кристаллографической оси b (рис. 1). В кристалле
каждый из этих гексамеров образует слои, кото-
рые сформированы одной из кристаллографиче-
ски независимых молекул и ее копиями, размно-
женными трансляционными элементами сим-
метрии. Такие два слоя образуют двойной слой, в
котором молекулы имеют плотные контакты
внутри слоев, в то время как контакты между мо-
лекулами из разных слоев слабые (рис. 1). Такая
двухслойная упаковка молекул из слабо связан-
ных слоев способствует формированию двойни-
ков в кристалле.

Таблица 1. Статистика сбора данных, уточнение структуры HrPNP из Halomonas chromatireducens AGD 8-3 в раз-
личных пространственных группах

Пр. гр. Р622 Р21 Р1

Параметры ячейки, Å; град а = 93.06, b = 93.06, 
c = 96.94; γ = 120

a = 92.24, b = 93.51, 
c = 92.34; β = 120.03

a = 92.36, b = 96.92, c = 92.48; 
α = 89.97, β = 120.02, γ = 90.38

Разрешение, Å 50.0–1.81
(1.92–1.81)

40.00–1.9
(1.95–1.90)

40.00–1.9
(2.03–1.90)

Среднее I/σ(I) 9.47 (2.96) 8.05 (3.06) 3.8 (1.57)

Полнота, % 94.7 (99.1) 98.0 (97.3) 95.1 (93.0)

Решение методом молекуляр-
ного замещения

гексамер два гексамера

Rmeas, % 15.2 (90.5) 12.8 (58.3) 11.5 (38.6)

CC(1/2), % 99.6 (88.8) 99.3 (88.9) 98.7 (88.0)

Число доменов двойникования 6 12

Заселенности доменов 0.2108, 0.2059, 0.1435, 
0.1377, 0.1531, 0.1490

0.1463, 0.1361, 0.0562, 0.0686, 
0.0714, 0.0833, 0.0678, 0.0476, 
0.0624, 0.0439, 0.1072, 0.1098

Rcryst, % 20.17 16.54

Среднеквадратичные отклоне-
ния в длинах связей, Å

0.015 0.019

Среднеквадратичные отклоне-
ния в валентных углах, град

2.8 3.5

Число атомов белка 10837 21550

Число молекул растворителя 35 284
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Показано, что строение гексамерной молеку-
лы HrPNP из Halomonas chromatireducens AGD 8-3
близко к строению молекул ПНФ из других ис-
точников, кристаллические структуры которых
были определены ранее. Все субъединицы нахо-
дятся в открытой конформации. Однако делать
выводы о деталях строения HrPNP из Halomonas
chromatireducens AGD 8-3 на основании получен-
ных структур нельзя. Планируется продолжить
работу по поиску другой кристаллической моди-
фикации фермента с отсутствием двойникова-
ния, а также получению кристаллов HrPNP в
комплексах с ингибиторами или субстратами, что
также может способствовать получению рентге-
новских данных хорошего качества.

Исследование проведено в рамках выполне-
ния работ по Государственному заданию Инсти-
тута биохимии им. А.Н. Баха, ФНИЦ “Фунда-
ментальные основы биотехнологии” с использо-
ванием оборудования Центра коллективного

пользования “Промышленные биотехнологии”
Федерального исследовательского центра “Фун-
даментальные основы биотехнологии” РАН.
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Рис. 1. Две взаимно перпендикулярные проекции
кристаллической структуры двух гексамеров HrPNP
из Halomonas chromatireducens AGD 8-3 из независи-
мой части элементарной ячейки: а – ось b лежит в
плоскости рисунка, а гексамеры расположены пер-
пендикулярно этой оси; б – гексамеры расположены
приблизительно в плоскости рисунка.
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Пикорнаин 3С риновируса человека представляет собой ценную с точки зрения коммерческого ис-
пользования цистеиновую протеазу и широко используется для удаления аффинных меток и белков
слияния при очистке целевого белка. Полученный в данной работе вариант пикорнаина 3С рино-
вируса А28 не аннотирован в базах данных NCBI, имеет идентичность в PDB 79% и не использовал-
ся ранее в белковой инженерии. Разработан протокол выделения и очистки белка для структурных
исследований, а также получены начальные условия кристаллизации. Получение и анализ структу-
ры пикорнаина 3С риновируса А28 создадут новые возможности как для проведения фундамен-
тальных исследований по отслеживанию эволюции протеолитических ферментов, так и дизайна
оптимального варианта этой протеазы.

DOI: 10.31857/S0023476123600313, EDN: HZHBKY

ВВЕДЕНИЕ
Риновирусы (HRV – human rhinovirus), отно-

сящиеся к семейству Picornaviridae, широко рас-
пространены в природе и являются одними из ос-
новных инфекционных агентов, вызывающих
простудные заболевания по всему миру [1, 2]. Ге-
ном HRV представлен одноцепочечной РНК по-
ложительной полярности размером ~7200 нук-
леотидов, заключен внутрь икосаэдрического
безоболочечного капсида размером ~30 нм и со-
стоит из одной открытой рамки считывания, ко-
дирующей 11 белков. Уникальность генома HRV
заключается в использовании вирусного белка
VPg для синтеза вирусной РНК. Белок VPg кова-
лентно связан с 5'-нетранслируемым регионом
вирусной (5'UTR) РНК и является единственным
вирусным белком, который, как известно, под-
вергается капсидированию. 5'UTR содержит об-
ширные элементы вторичной структуры РНК, в
том числе внутренний сайт посадки рибосомы
(IRES), который управляет кэп-независимой
трансляцией вирусного генома. Вторичная струк-
тура 5'UTR РНК региона IRES взаимодействует с
клеточными белками, рекрутируя рибосомы и
инициируя синтез полипротеина, который далее
процессируется вирусными белками – пикор-

наинами 2A и 3C с образованием как не полно-
стью процессированных промежуточных поли-
протеинов, так и зрелых вирусных белков [3, 4].

Пикорнаин 3С (протеаза 3C, пикорназа 3C)
относится к классу цистеиновых протеаз, гидро-
лизует пептидную связь в белке по специфиче-
скому аминокислотному сайту Leu-Gln-Ala-Ile-
Phe-Gln↓Gly-Pro между глутамином и глицином
и представляет собой небольшой мономерный
белок с молекулярной массой ~20 кДа. Вирусные
протеазы 3C сворачиваются в два топологически
эквивалентных шестицепочечных β-бочонка с
протяженной неглубокой бороздкой для связыва-
ния субстрата, расположенной между ними.
В протеазе 3C HRV каталитически важные ами-
нокислотные остатки Cys-His-Glu образуют свя-
занный кластер с общей геометрией, сходной с
каталитической триадой Ser-His-Asp, обнаружен-
ной в трипсиноподобном семействе сериновых
протеаз. Высококонсервативная последователь-
ность Gly-X-Cys-Gly-Gly в вирусных протеазах
3C служит для позиционирования Cys147 при нук-
леофильной атаке на карбонильный углерод суб-
страта и для ориентации NH-групп Gly145 и Cys147
с образованием “оксианиона”, что необходимо
для стабилизации тетраэдрического переходного

УДК 548.55, 578.22

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ 
СОЕДИНЕНИЙ
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состояния. Таким образом, каталитический меха-
низм активации атакующего нуклеофила и стаби-
лизации тетраэдрического промежуточного пере-
ходного состояния в протеазах 3C очень похож на
каталитический механизм трипсиноподобных се-
риновых протеаз, что позволяет предположить,
что вирусные протеазы 3C механически связаны с
сериновыми протеазами [5, 9].

Пикорнаин 3С в настоящее время использует-
ся в белковой инженерии для отщепления аф-
финных меток и белков слияния благодаря высо-
кой сайт-специфичности и активности, а также
хорошей растворимости. Известно, что протеаза
3C проявляет большую активность при 4°C по
сравнению с часто используемой TEV-протеазой
(протеазой вируса гравировки табака) и не теряет
активность в буферах и добавках, используемых
при получении рекомбинантных белков [10]. От-
метим, что протеаза 3С является основной мише-
нью для скрининга кандидатных противовирус-
ных препаратов против HRV-инфекции, по-
скольку играет важную роль в репликативном
цикле вируса и не имеет клеточных гомологов [11].
Таким образом, рекомбинантная 3С-протеаза
может быть использована для получения реком-
бинантных белков без аффинных меток и партне-
ров-слияния в фармацевтической и биотехноло-
гической промышленности, а также в качестве
мишени для поиска кандидатных терапевтиче-
ских препаратов против HRV-инфекции.

Исследуемый в данной работе вариант HRV А28
ранее не аннотировался в базах данных NCBI.
Ближайший по аминокислотной последователь-
ности вариант пикорнаина 3С в базе данных Pro-
tein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org) имеет
идентичность 79% с исследуемым белком, а наи-
более изученный и используемый для белковой
инженерии пикорнаин 3C HRV B14 имеет иден-
тичность с пикорнаином 3С HRV А28 приблизи-
тельно 52% согласно Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). В со-
ответствии с этими данными изучение структуры
пикорнаина 3С HRV А28 создаст новые возмож-
ности для фундаментальных исследований по от-
слеживанию эволюции протеолитических фер-
ментов семейства пикорнавирусов на примере
пикорнаина 3С HRV А28 и обеспечит условия для
поиска оптимальных кандидатных противови-
русных препаратов против риновирусной инфек-
ции. Разработан протокол выделения и очистки
белка для проведения экспериментов по кристал-
лизации и найдены перспективные условия для
выращивания кристаллов для последующего
рентгеноструктурного анализа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выбор объекта для исследования. Поиск близ-

кородственных белков, пространственные струк-

туры которых уже были решены эксперименталь-
но, выполнен с помощью NCBI BLAST (National
Center for Biotechnology Information Basic Local
Alignment Search Tool) по базе данных PDB с ис-
пользованием алгоритма blastp (protein-protein
BLAST). Множественное выравнивание амино-
кислотных последовательностей выполнено в
программе Unipro UGENE (“УНИПРО”, Россия)
с использованием итеративного метода выравни-
вания Muscle. Моделирование пространственных
структур вирусных белков проводили в облачной
версии программы AlphaFold2 – AlphaFold2_ad-
vanced.ipynb. Качество моделей оценивали по ко-
эффициенту достоверности для каждой амино-
кислоты с учетом прогнозируемой локальной
разности расстояний (pLDDT) AlphaFold2 [12].
Вторичные структуры были предсказаны в ESPript
(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/index.php).

Сборка генетической конструкции. Генетиче-
ская последовательность, кодирующая протеазу
3C, получена из кДНК копии генома HRV A28
(Genbank ID: UFT26780) и клонирована совмест-
но с партнером-слияния SUMO и N-концевой
14×His-меткой, необходимой для аффинного
связывания с сорбентом Ni-NTA-сефарозой при
хроматографической очистке белка. Для получе-
ния продуцента рекомбинантной пикорназы 3C
был выбран штамм E. coli KRX, поскольку в нем
используется система многоступенчатого кон-
троля экспрессии РНК полимеразы бактериофа-
га T7, что предотвращает фоновую экспрессию
трансгенов, которая может привести к нежела-
тельным процессам. После трансформации кле-
ток плазмидой p-14×His-SUMO-3С был осу-
ществлен скрининг клонов-рекомбинантов с вы-
соким уровнем экспрессии химерного белка. По
результатам скрининговых исследований сфор-
мирован и депонирован в коллекцию отдела Ге-
номных исследований ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор”
Роспотребнадзора рабочий банк штамма-проду-
цента Е. coli KRX p-14×His-SUMO-3С-5.

Наработка биомассы и хроматографическая
очистка. Для наработки пикорнаина 3C штамм-
продуцент Е. coli “KRX p-14×His-SUMO-3С-5”
инокулировали в 250 мл жидкой питательной сре-
де SOB, содержащей 100 мкг/мл селективного ан-
тибиотика канамицина, и культивировали при
37°С, покачивании 250 rpm в течение 12–14 ч. Ин-
дукцию экспресии осуществляли добавлением
0.1% (v/v) L-рамнозы и 1 мМ IPTG с последую-
щим культивированием при 20°С, 250 rpm в те-
чение 20–24 ч. Полученную биомассу гомоге-
низировали под высоким давлением с использова-
нием Avestin EmulsiFlex-C3 (пятикратно, 25000 psi
(~1700 bar)). Для снижения вязкости гомогената
и исключения контаминации целевого белка
нуклеиновыми кислотами продуцента исполь-
зовали рабочее разведение бензоназы с хлори-
дом магния (100 е.а./мл). Гомогенат осветляли
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центрифугированием (10 000 g, 15 мин), суперна-
тант фильтровали через фильтр с диаметром пор
0.22 мкм. Для хроматографической очистки целе-
вого химерного белка 14×His-SUMO-3С прово-
дили прямое нанесение фильтрата на колонку с
Ni-NTA-сефарозой. Фракции с первой аффин-
ной хроматографии (first IMAC) диализовали
против реакционного буфера с добавлением SUMO-
протеазы при 4°С в течение 24 ч. После этого гид-
ролизованный белок использовали для проведе-
ния второй аффинной хроматографии (second re-
verse IMAC) согласно [13]. Фракции, полученные
после первой и второй IMAC-хроматографии,
проанализированы методом SDS-PAGE-электро-
фореза. Очищенный рекомбинантный белок оце-
нивали с помощью SDS-PAGE-анализа по методу
Laemmli с использованием 12% полиакриламид-
ных сборных гелей (Invitrogen, США) в присут-
ствии 0.1% SDS [14]. Предварительно окрашен-
ные стандарты SeeBlue Plus 2 (Invitrogen, США)
использовали в качестве стандартных белковых
маркеров в диапазоне размеров от 4 до 250 кДа.
Для получения активной протеазы 3C HRV A28
проведено отщепление партнера слияния SUMO
и 14×His-метки, что необходимо для дальнейших
кристаллографических исследований.

Для определения степени чистоты белка и
олигомеризации проводили эксклюзионную вы-
сокоэффективную жидкостную хроматографию
(ВЭЖХ) на хроматографе LC-20 Prominence при
следующих условиях: колонка Shodex PROTEIN
KW-803, 8.0 × 300 мм, температура колонки –
25°С, подвижная фаза (ПФ) – 0.05 М NaH2PO4,
0.3 M NaCl, pH 6.8, скорость ПФ – 1.0 мл/мин,
регистрация хроматограммы – 278 нм, концен-
трация белка в пробе – 0.4 мг/мл, объем пробы –
5 мкл. Концентрацию белка в образцах определя-
ли флуоресцентным методом (Qubit Protein Assay
Kit, США) в трех повторах.

Непосредственно перед кристаллизацией про-
водили дополнительную гель-фильтрацию с ис-
пользованием колонки HiLoad 16/600 Superdex
200prep grade (GE Healthcare, Швеция) в 25 мМ
Трис-Cl-буфере, содержащем 150 мМ хлорида на-
трия, pH 7.8. Белок концентрировали до значения
8 мг/мл с использованием центрифужного кон-
центратора с размером пор 10 кДа (Millipore,
США).

Кристаллизация белка. Подбор условий кри-
сталлизации пикорнаина 3C на первом этапе осу-
ществляли методом диффузии в парах (вариант
“сидячей капли”) с помощью роботизированной
системы кристаллизации (Douglas Instruments,
Великобритания) с использованием стандартных
наборов для кристаллизации глобулярных белков
компаний “Hampton Research” (США): Crystal
Screen HT, Index HT, PEG/Ion HT; PEGRx HT –
“Anatrace” (США): TOP96 и “Molecular dimen-

sions” (Великобритания): PactPremier. Скрининг
условий кристаллизации проводился в кристал-
лизационных низкофпрофильных 96-луночных
планшетах (ArtRobbins, США), при этом каждая
лунка содержала три подлунки, которые исполь-
зовались для варьирования концентрации белка в
рамках одного условия кристаллизации. Всего
было подготовлено пять планшетов при двух зна-
чениях температуры: 15 и 4°С. Соотношения бел-
ка и противораствора в каждой лунке – 1 : 1, 2 : 1
и 1 : 2, суммарный объем кристаллизационного
раствора в каждой подлунке – 0.4 мкл, объем кри-
сталлизационного противораствора, содержаще-
го осадитель, – 50 мкл. Оптимизацию найденных
условий кристаллизации проводили при темпе-
ратурах 15 и 4°С методом диффузии в парах (вари-
ант “висячей капли”) в 24-луночных планшетах
типа VDX фирмы “Hampton research” (США).
Для этого кристаллизационные капли суммар-
ным объемом 3 мкл, состоявшие из смеси белок :
: кристаллизационный противораствор в соотно-
шении 1 : 2, 1 : 1, 2 : 1, наносили на силиконизи-
рованное стекло, герметично закрепленное над
резервуаром с 500 мкл кристаллизационного про-
тивораствора, содержащего осадитель.

Просмотр результатов кристаллизационных
экспериментов проводили вручную с использо-
ванием оптического микроскопа Nikon при уве-
личении ×200–1000 1 раз в неделю в первый ме-
сяц инкубации планшетов и 1 раз в месяц – в по-
следующий срок.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Моделирование в AlphaFold2. Несмотря на на-

личие в базе данных GenBank девяти аминокис-
лотных последовательностей гена 3С HRV А28
с уровнем гомологии 100% (GenBank ID:
AER92574, AER92577, UFT26780, QYI87778,
UHU34959, WAK75528, QZU26640, QZU26685,
UFT26750), ближайший по аминокислотной по-
следовательности вариант пикорнаина 3С, имею-
щий решенную пространственную структуру в
базе данных PDB, имеет идентичность 79% (PDB
ID: 2XYA) с исследуемым в работе белком, а наи-
более изученный и используемый для белковой
инженерии пикорнаин 3C HRV B14 имеет иден-
тичность с пикорнаином 3С HRV А28 приблизи-
тельно 52% (PDB ID: 6KYZ и 2B0F).

Для того чтобы исследовать структурное сход-
ство и консервативность пикорнавирусных про-
теаз, структура пикорнаина 3C HRV А28 была
предсказана с использованием программного
обеспечения AlphaFold2. Прогнозируемая модель
имела высокую достоверность построения струк-
туры pLDDT = 96.3, pTM = 0.925. Простран-
ственная структура пикорнаина 3С HRV А28 де-
монстрирует высокое топологическое сходство с
другими пикорнаинами. Так, коэффициент схо-



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 68  № 6  2023

ПОЛУЧЕНИЕ И КРИСТАЛЛИЗАЦИЯ РЕКОМБИНАНТНОГО ПИКОРНАИНА 929

жести TM-score составил 0.91 со структурой
2XYA, 0.93 со структурой 6KYZ и 0.95 со структу-
рой пикорнаина энтеровируса D68 (PDB ID: 7L8H).
Несмотря на то что уровень гомологи пикорнаи-
на 3С HRV А28 с пикорнаином 3С энтеровируса
D68 по аминокислотной последовательности
46%, коэффициент схожести моделей этих белков
оказался наибольшим из рассмотренных. Топо-
логически пикорнаин 3С HRV А28 представлен
одной большой α-спиралью (α1), образованной

15 аминокислотами, и двенадцатью β-листами
(β1–β12) (рис. 1б). Обнаружены каталитически
важные остатки аминокислот Cys149, His41 и Glu72,
характерные для пикорнаинов, которые обра-
зуют связанный кластер аминокислот с общей
геометрией, сходной с каталитической триадой
Ser-His-Asp семейства трипсиноподобных се-
риновых протеаз (рис. 1а) [15]. Одна из амино-
кислот каталитического центра Cys149 распола-
гается в высококонсервативном регионе

Рис. 1. Модели пикорнаинов демонстрируют высокое структурное сходство: а – наложение пространственной модели
пикорнаина 3С HRV А28 (красный), пикорнаина Human rhinovirus sp. (PDB ID: 2XYA, синий) и пикорнаина HRV B14
(PDB ID: 6KYZ, зеленый). Оранжевыми кружками выделены позиции каталитически важных аминокислот. Отдельно
вынесена структура области высококонсервативной последовательности; б – выравнивание аминокислотных после-
довательностей гена 3С HRV и энтеровируса D68. Для пикорнаина 3С HRV А28 указаны элементы вторичной струк-
туры. Синими треугольниками обозначены каталитически важные аминокислоты, зелеными – высококонсерватив-
ная последовательность. Красные поля с белыми буквами указывают на строгую идентичность последовательностей.
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Gly147-Phe148-Cys149-Gly150-Gly151 вирусных пи-
корназ, который является мишенью для нуклео-
фильной атаки на карбонильный углерод суб-
страта (рис. 1а) [5]. При этом появление Phe148
влечет изменение топологии региона. У вирусных
пикорназ последовательность аминокислот
Gly147-Phe148-Cys149-Gly150-Gly151 образует не про-
тяженную α-спираль, в то время как у пикорнаи-
на 3С HRV А28 наблюдается свободная петля
(рис. 1б).

Наработка и ферментативная активность.
Для кристаллизации пикорнаина 3С HRV А28 по-
требовалось отщепление метки 14 × His-SUMO.
Для этого химерный белок 14 × His-SUMO-3С
подвергали протеолитическому расщеплению
SUMO-протеазой, продукты гидролиза нано-
сили на колонку с Ni-NTA-сефарозой, по ре-
зультатам реверс хроматографии получен пре-
парат рекомбинантного пикорнаина 3С HRV А28
без партнера слияния и меток. При анализе
белковых фракций методом SDS-PAGE уста-
новлено, что пикорнаин 3С соответствует тео-
ретически рассчитанной массе 20.3 кДа, а также
имеет высокую степень чистоты и гомогенности
(рис. 2а). Согласно проведенному эксклюзион-
ному ВЭЖХ-анализу, в полученном образце при-
сутствовал мажорный пик, соответствующий це-
левому белку (~20 кДа) с чистотой более 96%

(рис. 2б). Пики растворителя (буфера пикорнаи-
на 3С HRV A28) при определении степени чисто-
ты и олигомеризации белковой фракции не учи-
тывали. Ферментативная активность пикорнаина
3С подтверждена с использованием химерного
белка-субстрата SUMO-3Csite-AmilCP, представ-
ляющего собой синий хромопротеин AmilCP из
кораллов Acropora millepora и содержащий сайт
расщепления протеазы 3C в линкерном регионе
после лидирующей последовательности SUMO
(Leu-Gln-Ala-Ile-Phe-Gln-Gly-Pro). Для этого
подготовленные разведения протеазы 3С вноси-
ли в буферный раствор, содержащий равное ко-
личество белка-субстрата (массовые соотноше-
ния 1 : 1, 1 : 10, 1 : 100, 1 : 1000 и 1 : 10 000). После
инкубации при 25°С в течение 1 часа продукты
гидролиза анализировали с использованием ме-
тода SDS-PAGE (рис. 3). Показано, что рекомби-
нантный хроматографически очищенный пикор-
наин 3С HRV А28 проявляет строго специфиче-
скую протеолитическую активность в отношении
модельного белка-субстрата 14 × His-SUMO-
3Csite-AmilCP, содержащего сайт распознавания
и расщепления LQAIFQG↓P в линкерном регио-
не (рис. 3).

Кристаллизация. Проведение дополнительной
стадии очистки (гель-фильтрация) непосред-
ственно перед кристаллизацией являлось важ-

Рис. 2. Получение пикорнаина 3С HRV А28 без аффинных меток и белков слияния: а – вторая аффинная (реверс) хро-
матография пикорнаина 3С (1 – химерный белок 14×His-SUMO-3С до добавления SUMO-протеазы; 2 – продукты
ферментативного отщепления партнера слияния SUMO; 3 – фракция белков, не связавшихся с Ni-NTA сефарозой
после нанесения); б – профили эксклюзионной хроматографии препарата пикорнаина 3С (вверху) и растворителя
белковой фракции (внизу).
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ным фактором для получения результатов, так
как позволило отделить мономер пикорнаина от
агрегатов большей массы, которые составляли
приблизительно половину объема образца. В ре-
зультате широкого скрининга условий в боль-
шинстве кристаллизационных капель наблюдал-
ся легкий и средний гранулированный осадок,
который в ряде условий при длительном времени
инкубации переходил в агрегаты. В части условий
были получены микрокристаллические осадки, в
нескольких − мелкие одиночные кристаллы и
сростки очень малого размера (линейный размер
по наибольшей грани менее 15–20 мкм). На осно-
ве полученных условий провели два повтора оп-
тимизации, суммарно – четыре планшета, каж-
дый по 24 условия. В подавляющем большинстве
условий оптимизации, даже при низких концен-
трациях осадителя, наблюдается выпадение лег-
кого или среднего гранулированного осадка и
микрокристаллина, в ряде условий со временем
наблюдается выпадение агрегатов белка. Кри-
сталлов, размеры которых были бы пригодны для
проведения рентгеноструктурного эксперимента,
не наблюдалось, однако было получено несколь-
ко перспективных условий при 15°С (табл. 1), ко-
торые после оптимизации позволят получить
кристаллы для дифракционного эксперимента.
В случае условий 20% ПЭГ 3350, 0.2 M хлорида
кальция понадобится решить проблему образова-
ния сростков. Наиболее перспективными явля-
ются условия 2 М сульфат аммония, 0.2 М калий-
натриевый тартрат, 0.1 М цитратный буфер pH 5.6
и 28% ПЭГ 400, 0.2 М хлорид кальция, 0.1 М

HEPES pH 7.5. В первом случае понадобится ва-
рьирование условий, позволяющее уменьшить
количество зародышей при кристаллизации, по-
лучив таким образом меньшее количество кри-
сталлов большего размера в капле. Во втором слу-
чае достаточно получить друзы большего размера,
так как отдельные кристаллы возможно отщепить
от друз.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Пикорнаин 3C риновируса человека представ-

ляет собой ценную коммерческую цистеиновую
протеазу, которая может специфически распо-
знавать короткую аминокислотную последова-
тельность Leu-Gln-Ala-Ile-Phe-Gln↓Gly-Pro для
удаления белков слияния при очистке целевого
рекомбинантного белка. Белки слияния, такие
как MBP (белок, связывающий мальтозу), GST
(глутатион-S-трансфераза) и т.д., широко ис-
пользуются для облегчения экспрессии и очистки
гетерологичных белков в различных клетках-хо-
зяевах. Однако эти белки слияния обычно необ-
ходимо впоследствии удалять с помощью проте-
аз, чтобы свести к минимуму их потенциальные
побочные эффекты в отношении целевых белков.
По сравнению с другими широко используемыми
коммерческими протеазами, такими как TEV-
протеаза, энтерокиназа или протеаза SUMO, пре-
имущество пикорнаина 3С заключается в высо-
кой субстратной специфичности и протеолитиче-
ской активности в широком диапазоне темпера-
тур от 4 до 30°C [16]. Таким образом, пикорнаин
3С может проводить эффективные реакции уда-
ления метки и белков слияния даже при низких
температурах, когда структура и активность целе-
вых белков в значительной степени стабилизиро-
ваны, что способствует его практическому при-
менению в научных кругах, наукоемкой промыш-
ленности, фарминдустрии и медицине.

В настоящей работе был получен оригиналь-
ный рекомбинантный пикорнаин 3С риновируса
А28, показана его ферментативная активность,
проведена попытка его кристаллизации и получе-
ны начальные перспективные условия кристал-
лизации. Моделирование пространственной
структуры пикорнаина 3С в AlphaFold 2 выявило
видоизменение структуры с α-спирали на сво-
бодную петлю в паттерне важных высококонсер-
вативных аминокислот семейства пикорнаино-
вых протеаз. Таким образом, решение структуры
пикорнаина 3С HRV А28 экспериментальными
методами является актуальной задачей дальней-
ших исследований. Несмотря на значительный
прогресс в технологии и понимании процесса ро-
ста кристаллов, кристаллизация макромолекул
продолжает оставаться эмпирической наукой ра-
циональных проб и ошибок, направляемой ре-
зультатами предыдущих попыток [17]. Поэтому

Рис. 3. Подтверждение специфической ферментатив-
ной активности пикорнаина 3С HRV А28 (1–5 – мас-
совые соотношения субстрата к ферменту 1 : 1, 1 : 10,
1 : 100, 1 : 1000 и 1 : 10 000 соответственно).
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работы по кристаллизации и рентгеноструктур-
ному анализу пикорнаина 3С HRV А28, получен-
ного в рамках проведенного исследования, будут
продолжаться, перспективные условия получе-
ния кристаллов в данный момент оптимизируются.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования РФ
(Cоглашение от 12.10.2021 № 075-15-2021-1355) в
рамках реализации отдельных мероприятий Фе-
деральной научно-технической программы раз-
вития синхротронных и нейтронных исследова-

ний и исследовательской инфраструктуры на
2019–2027 гг.
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КРИСТАЛЛИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА КОМПЛЕКСА ТРАНСАМИНАЗЫ 
D-АМИНОКИСЛОТ ИЗ БАКТЕРИИ Aminobacterium colombiense 
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D-циклосерин ингибирует пиридоксаль-5'-фосфат (PLP)-зависимые ферменты как обратимо, так
и необратимо. Как ингибитор аланинрацемазы D-циклосерин применяется в лекарственной тера-
пии при лечении туберкулеза. Известны несколько продуктов взаимодействия D-циклосерина и
PLP в активном центре фермента. Представлена кристаллическая структура комплекса PLP-зави-
симой трансаминазы D-аминокислот из бактерии Aminobacterium colombiense (Amico) с D-циклосе-
рином, полученная с разрешением 1.9 Å, в которой впервые обнаружен аддукт PLP и D-циклосери-
на с раскрытым кольцом. Кроме того, взаимодействие D-циклосерина и Amico охарактеризовано
кинетическими и спектральными методами, определены разнообразные продукты взаимодействия
D-циклосерина и PLP в активном центре трансаминазы, проанализирована координация аддуктов
D-циклосерина и PLP в активном центре Amico. В ходе исследований установлено, что продуктами
взаимодействия D-циклосерина с PLP в активном центре Amico являются несколько соединений,
в том числе аддукты PLP и DCS в циклической и разомкнутой формах, оксим, образованный PMP
и β-аминоокси-D-аланином, а также PMP и β-аминооксипируват.

DOI: 10.31857/S0023476123600775, EDN: HYQYFH

ВВЕДЕНИЕ
D-циклосерин ((4R)-4-амино-1,2-оксазолидин-

3-он, DCS) – циклический аналог серина (рис. 1) –
эффективно взаимодействует с пиридоксаль-5'-
фосфатом (PLP) как в буфере, так и в активном
центре PLP-зависимых ферментов, трансаминаз,
аланинрацемаз и т.д. [1–4]. Ранее считалось, что
DCS необратимо ингибирует PLP-зависимые
ферменты с образованием ароматического аддук-
та гидроксиизоксазола и пиридоксамин-5'-фос-
фата (гидроксиизоксазол-PMP) [1, 4, 5]. Однако в
настоящее время показано, что DCS может инги-
бировать PLP-зависимые ферменты как необра-
тимо, так и обратимо в зависимости от условий
реакции [2, 3, 6]. Реактивация фермента возмож-
на как высокими концентрациями субстрата, так
и путем вытеснения аддукта DCS и PLP избытком
свободного PLP при определенных значениях рН
[2, 6, 7]. В лекарственной терапии DCS относят к
антибиотикам: ингибируя PLP-зависимую ала-
нинрацемазу, DCS подавляет формирование кле-

точной стенки бактерий [8, 9]. Применяется в ле-
чении туберкулеза [10].

Охарактеризованные масс-спектрометрически-
ми и спектральными методами аддукты DCS и
PLP представляют собой разнообразные по
структуре соединения и включают в себя как про-
изводные циклической формы DCS (внешний
альдимин 1, кетимин 1 и гидроксиизоксазол), так
и продукты раскрытия цикла в результате гидро-
лиза амидной связи и последующей перегруппи-
ровки (внешний альдимин 2, кетимин 2 и оксим,
образованный PLP и β-аминоокси-D-аланином
(оксим)) (рис. 1) [2, 6]. Аддукт гидроксиизокса-
зол-PMP наиболее стабильная из циклических
форм DCS, которая, однако, находится в равно-
весии с внешним альдимином 1 (рис. 1) [2]. При
взаимодействии DCS с PLP в форме внутреннего
альдимина в аланинрацемазе образуется аддукт
гидроксиизоксазол-PMP, который затем через
ряд промежуточных соединений внешний альди-
мин 1, внешний альдимин 2 и т.д. превращается в

УДК 548.73

СТРУКТУРА МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ 
СОЕДИНЕНИЙ
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оксим или изомеризуется в кетиминную форму и
гидролизуется до PMP и β-аминооксипирувата
(рис. 1) [2, 6].

Известны несколько кристаллических струк-
тур комплексов PLP-зависимых ферментов с
DCS. Среди них комплексы с трансаминазой раз-
ветвленных L-аминокислот из Mycobacterium tu-
berculosis (PDB ID 5U3F), c аланинрацемазой из
M. tuberculosis (PDB ID 1XFC) и Streptomyces laven-
dulae (PDB ID: 1VFS), а также c трансаминазой D-
аминокислот из Bacillus sp.YM-1 (PDB ID 2DAA).
Во всех структурах в активном центре ферментов
находится аддукт гидроксиизоксазол-PMP. Так-
же в результате сокристаллизации PLP-формы
аланин:глиоксилат аминотрансферазы человека с
DCS была получена структура фермента с кофак-
тором в форме PMP в активном центре (PDB ID
6RV0) [6]. В настоящей работе в активном центре
трансаминазы D-аминокислот из бактерии Ami-
nobacterium colombiense (Amico) впервые обнару-
жен другой аддукт: соединение кофактора и DCS
в разомкнутой форме в виде кетимина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клонирование, экспрессия и очистка Amico. Нук-

леотидная последовательность гена Amico_1844
была взята из базы данных NCBI и оптимизиро-
вана для экспрессии в клетках E. coli с помощью
Web-сервиса Optimizer (http://genomes.urv.es/OP-
TIMIZER/). На 5'- и 3'-концы последовательно-
сти добавляли сайты эндонуклеаз рестрикции
NdeI и HindIII соответственно. Синтетический
ген (ООО “АТГ Сервис Ген” (Санкт-Петербург,
Россия)) в составе модифицированного вектора
pET-21d [11] был встроен в клетки E. coli Roset-
ta(DE3) pLysS. Трансформированные клетки рас-
тили в среде LB/ампициллин при 37°С до А600 =
= 0.8, индуцировали экспрессию 0.2 мМ изопро-
пил-β-D-1-тиогалактопиранозидом (ИПТГ) и
инкубировали при 30°С в течение 18 ч. Далее
клетки цeнтрифугировали и ресуспендировали в
50 мМ калий-фосфатном буфере, рН 8.0, содер-
жащем 500 мМ NaCl, 20 мМ имидазола, 10% гли-
церина, 5 мМ β-меркаптоэтанола, 1 мМ фенил-
метилсульфонилфторида, 0.5 М мочевины и
100 мкМ PLP, и разрушали ультразвуком. Кле-
точный экстракт центрифугировали при 18 500 g в
течение 45 мин и наносили супернатант на ко-
лонку HisTrap HP (Cytiva, США), уравновешен-
ную 50 мМ калий-фосфатным буфером, рН 8.0,
содержащим 500 мМ NaCl, 20 мМ имидазола,
1 мМ фенилметилсульфонилфторида и 0.1% три-
тона Х-100. Рекомбинантный Amico с His6TEV-
тагом на N-конце элюировали линейным гради-
ентом имидазола (20–500 мМ) в том же буфере
без фенилметилсульфонилфторида и Тритона Х-100.
Собранную фракцию фермента инкубировали с
300 мкМ PLP при 25°С в течение 1 ч, затем добав-

ляли 1 мМ этилендиаминтетрауксусной кислоты
(ЭДТА), 10% глицерина, 5 мМ β-меркаптоэтано-
ла и TEV-протеазу (1 мг на 10 мг белка), смесь ин-
кубировали в течение 16 ч при 4°С, диализирова-
ли против 50 мМ калий-фосфатного буфера,
рН 8.0, содержащего 500 мМ NaCl, 20 мМ имида-
зола, 10% глицерина и 20 мкМ PLP при 25°С в те-
чение 2 ч и далее Amico отделяли от TEV-проте-
азы и продуктов гидролиза повторной металл-хе-
латной хроматографией с помощью колонки
HisTrap HP (Cytiva). Собранную фракцию Amico
концентрировали и наносили на колонку Super-
dex 200 10/300 GL (Cytiva), уравновешенную
20 мМ HEPES-буфером, рН 8.0, содержащим
50 мМ NaCl и 100 мкМ PLP. Собранную фракцию
Amico (димера по результатам гель-фильтрации)
разбавляли в 20 мМ HEPES-буфере, рН 8.0, до
2 мг/мл, наносили на колонку MonoQ 10/100 GL
(Cytiva), уравновешенную 20 мМ HEPES, рН 8.0,
и элюировали линейным градиентом NaCl (20–
500 мМ). Собранные фракции Amico переносили
в 20 мМ HEPES-буфер, рН 8.0, содержащий
50 мМ NaCl, 100 мкМ PLP и 1 мМ дитиотреитола
(ДТТ), и концентрировали до 17 мг/мл. Данную
фракцию Amico хранили при –70°С и использо-
вали для кристаллизации и биохимической ха-
рактеристики.

Степень отщепления His6-тага и чистоту белка
анализировали при помощи электрофореза в по-
лиакриламидном геле в присутствии додецил-
сульфата натрия (SDS-PAGE). Концентрацию
белка определяли спектрофотометрически при
280 нм, используя коэффициент экстинкции
ε280 = 0.615 мл/мг·см, рассчитанный с помощью
Web-сервиса ProtParam (https://web.expasy.org/
protparam/).

Определение активности Amico в полной реак-
ции трансаминирования. Активность Amico опре-
деляли в полной реакции трансаминирования
между D-аланином и α-кетоглутаратом в 50 мМ
CHES-буфере, рН 9.0, при 60°С по накоплению
продукта реакции – пирувата. За накоплением
пирувата следили по сопряженной ферментатив-
ной реакции восстановления пирувата лактатде-
гидрогеназой (ЛДГ) из мышц кролика (Roche,
США) при участии восстановленного никотина-
мидадениндинуклеотида (NADH). Скорость ре-
акции определяли спектрофотометрически по
наклону начального линейного участка убыли
оптической плотности при 340 нм от времени.
Убыль при 340 нм соответствовала окислению
кофактора NADH (ε340(NADH) = 6.22 мМ–1 с–1).
Эксперимент проводили с использованием спек-
трофотометра SPECTROstar Omega (BMG Labtech
GmbH, Германия). За единицу ферментативной
активности (U) принимали количество образо-
ванного пирувата (мкмоль) в минуту. Стандартная
реакционная смесь содержала 50 мМ D-аланина,
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5 мМ α-кетоглутарата, 60 мкМ PLP, 0.0025 мг/мл
Amico, 0.33 мМ NADH и 4 U/мл ЛДГ. Реакцию за-
пускали аминодонором после прогревания реак-
ционной смеси в течение 10 мин.

Ингибирование Amico DCS оценивали по значе-
нию концентрации полумаксимального ингиби-
рования (IC50) в стандартной реакции трансами-
нирования (описана выше). Концентрацию DCS
варьировали в пределах 0.1–20 мМ.

Получение холоформы Amico. Amico (10 мг/мл)
инкубировали с 600 мкМ PLP и 5 мМ пируватом
при 25°С в течение 1 ч и далее переводили на ко-
лонке HiTrap (Cytiva) в 50 мМ CHES-буфер, рН 9.0.

Спектральный анализ взаимодействия Amico с
DCS. Холоформу Amico (30 мкМ) инкубировали в
50 мМ CHES-буфере, рН 9.0, при 40°С в течение
1 ч с 30 мМ DCS. Продукты взаимодействия ана-
лизировали спектральными методами. Спектры
поглощения регистрировали в диапазоне длин
волн 300–500 нм с использованием спектрофото-
метра Evolution 300 UV-Vis (Thermo Scientific,
США). Спектры флуоресценции регистрировали
в диапазоне длин волн 350–570 нм при длине вол-
ны возбуждения 328 нм и в диапазоне длин волн
390–570 нм при длине волны возбуждения 380 нм
с использованием спектрофлуориметра Fluoro-
Max-4 (Horiba Scientific, Япония).

Кристаллизацию Amico проводили методом
диффузии в парах (“висячая капля”) при 15°С.
Состав противораствора: 0.2 М нитрата натрия,
0.1 М бис-трис-пропан, рН 6.5, 20% ПЭГ 3350.
17 мг/мл фермента смешивали с противораство-
ром в отношении 1:1 (объем капли составлял
3 мкл). Кристаллы достигали максимального раз-
мера за 14 дней и представляли собой сростки не-
правильной огранки со средней длиной наиболь-
шей грани ~100 мкм. Комплекс Amico с DCS по-
лучали путем настаивания кристалла холоформы
в противорастворе, содержащем 100 мМ DCS, в
течение 2 мин. Затем кристалл переносили в крио-
раствор, содержащий противораствор и 20% эти-
ленгликоля, и замораживали в парах жидкого
азота.

Сбор данных, решение и уточнение. Дифракци-
онный набор собирали при температуре 100 К на
рентгеновском дифрактометре Rigaku XtaLAB
Synergy-S в ИОХ РАН (Москва). Дифракционная
картина фиксировалась детектором HyPix-3000.
Обработку данных проводили при помощи про-
граммы CrysAlisPro [12] (табл. 1). Решение струк-
туры проводили методом молекулярного замеще-
ния с использованием программы MOLREP [13]
и структуры холоформы данного фермента (PDB
ID – 8AHR) в качестве начальной модели. Для
уточнения пространственной структуры исполь-
зовали программу Refmac5 из комплекса CCP4 [14].
Визуальный контроль уточнения проводили в
программе Coot [15]. Данные уточнения структу-
ры приведены в табл. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЯ

Взаимодействие DCS с Amico. Ингибирование
DCS стандартной реакции трансаминирования,
катализируемой Amico, характеризовали величи-
ной IC50, которая составила 3.4 ± 1.1 мМ при 60°С
в 50 мМ CHES-буфере, рН 9.0. Продукты взаимо-

Таблица 1. Кристаллографические данные и парамет-
ры съемки кристалла комплекса трансаминазы Amico
с D-циклосерином

* В скобках приведены значения для последнего слоя высо-
кого разрешения.

Пр. гр. P212121

a, b, c, Å 61.97, 90.03, 100.29
α, β, γ, град 90.00, 90.00, 90.00
Т, K 100
λ, Å 0.9
Разрешение, Å 21.15–1.90 (1.94–1.90)*
Число независимых 
рефлексов

44377 (2782)

Полнота набора, % 98.9 (94.7)
I/σ (I) 13.9 (0.5)
Rpim, % 5.7 (126)
CC1/2,% 99.5 (41.7)

Таблица 2. Данные уточнения комплекса трансамина-
зы Amico с D-циклосерином

Rfact, % 21.9
Rfree, % 26.2
Общий средний B-фактор 32.8
Средний B-фактор по белку 32.7
Средний B-фактор по лигандам 40.0
Средний B-фактор по растворителю 34.3

Число неводородных атомов
Белок 4343
Лиганды 77
Растворитель 239
Всего 4659

Среднеквадратичные отклонения
Длины связей, Å 0.0116
Валентные углы, град 1.7570

График Рамачандрана
Наиболее благоприятные, % 98.2
Допустимые, % 1.6
Код PDB 8AIE
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действия DCS с холоформой Amico анализирова-
ли спектральными методами. Спектр поглощения
холоформы Amico имеет максимум при 409 нм, со-
ответствующий внутреннему альдимину фермен-
та (рис. 2). При добавлении DCS к холоформе
Amico в спектре поглощения наблюдались сни-
жение оптической плотности при 409 нм и появ-
ление максимума при 328 нм с плечом в области
380 нм (рис. 2а). Далее были проанализированы
спектры флуоресценции продуктов взаимодей-
ствия DCS с холоформой Amico при длинах волн
возбуждения, соответствующих максимумам на
спектре поглощения – 328 и 380 нм. В спектрах
флуоресценции смеси Amico с DCS наблюдались
два максимума при 390 и 450 нм при длине волны
возбуждения 328 нм и один максимум при 450 нм
при длине волны возбуждения 380 нм (рис. 2б).
Максимумы в спектре поглощения при 328 нм и в
спектре флуоресценции при 390 нм (при возбуж-
дении при 328 нм) соответствуют соединениям с
sp3-гибридизацией С4'-атома кофактора [16], та-
кими соединениями являются кофактор в форме
пиридоксамин-5'-фосфата (PMP), аддукт гид-
роксиизоксазол-PMP, а также аддукты PLP и
циклического или разомкнутого DCS в форме ке-
тиминов (рис. 1). Плечо в спектре поглощения в
области 380 нм и максимум в спектре флуорес-
ценции при 450 нм соответствуют поглоще-
нию/эмиссии оксима, образованного PLP и β-
аминоокси-D-аланином (рис. 1) [16]. Таким об-
разом, из представленных на рис. 1 аддуктов PLP
и DCS при взаимодействии DCS с PLP в актив-
ном центре Amico образуются кетимины (воз-
можно кетимин 1 и кетимин 2), оксим и кофактор

в форме PMP, не исключено также образование
аддукта гидрокиизоксазол-PMP.

Анализ структуры комплекса Amico с DCS. Кри-
сталлы Amico относятся к орторомбической син-
гонии (пр. гр. P212121). На независимую часть эле-
ментарной ячейки приходятся две субъединицы
фермента, образующие классический функцио-
нальный димер с двумя активными центрами [17].
Общая архитектура субъединицы Amico в ком-
плексе с DCS совпадает с таковой у холоформы
фермента (PDB ID: 8AHR) – RMSD по Cα-ато-
мам составляет 0.39 Å2 (рис. 3а).

В обоих активных центрах димера Amico обна-
ружена электронная плотность, соответствующая
аддукту кофактора PLP и DCS (рис. 3б, 3в). При
взаимодействии DCS с внутренним альдимином
происходит поворот плоскости кольца PLP отно-
сительно оси, проходящей через атомы N1 и C6,
на 35° и 25° в сторону связываемого лиганда в
субъединицах А и В соответственно (рис. 4а).
Атом иминного азота отклонен от плоскости пи-
ридинового кольца кофактора на 70° и 60° в субъ-
единицах А и В соответственно, что исключает
присутствие аддуктов в форме внутреннего аль-
димина [18, 19] и указывает на присутствие аддук-
тов – кетиминов. В субъединице А электронная
плотность соответствует кетимину 1 (аддукту PLP
и циклического DCS в лактамной форме, рис. 1) с
заселенностью 0.65 (рис. 4б), а в субъединице В –
кетимину 2 (аддукту PLP и разомкнутого DCS,
рис. 1) с заселенностью 0.75 (рис. 4в). Второе со-
стояние кофактора в обеих субъединицах одина-
ковое и соответствует молекуле PMP с заселенно-
стями 0.35 и 0.25 в субъединицах А и В соответ-

Рис. 2. Спектры поглощения и флуоресценции продуктов взаимодействия холоформы Amico с DCS: а – спектры по-
глощения 30 мкМ холоформы Amico (1) и 30 мкМ холоформы Amico после добавления 30 мМ DCS (2); б – спектры
флуоресценции продуктов взаимодействия холоформы Amico (30 мкМ) и 30 мМ DCS при длине волны возбуждения
328 нм (1) и 380 нм (2).
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Рис. 3. Пространственная структура комплекса Amico с DCS: а – наложение функциональных димеров холоформы
Amico (серый) и комплекса Amico c DCS (малиновый); б, в – электронные плотности аддуктов PLP и DCS в субъеди-
ницах А и В соответственно. Зеленым цветом показан аддукт PLP и циклического DCS, голубым – аддукт PLP и раз-
мокнутого DCS, серым – omit-карта электронной плотности Fo-Fc с уровнем срезки 3σ.

(a) (б) (в)

Рис. 4. Наложение пространственных структур активных центров холоформы Amico и его комплекса с DCS: а – нало-
жение кофактора PLP в холоформе Amico и в комплексе Amico c DCS; б, в – активные центры комплекса Amico c DCS
в субъединицах A и В соответственно. Серым цветом показаны аминокислотные остатки холоформы Amico, малино-
вым – остатки комплекса Amico c DCS, зеленым – аддукт PLP и циклического DCS, голубым – аддукт PLP и разо-
мкнутого DCS, желтым – молекула PMP. Водородные связи показаны пунктирной линией, а соответствующие рас-
стояния приведены в Å. Цифрами указана заселенность соответствующего состояния.
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ственно (рис. 4б, 4в). По-видимому, за время
настаивания кристалла холоформы Amico в рас-
творе DCS амидная группа последнего частично

гидролизуется в активном центре фермента с об-
разованием разомкнутого внешнего альдимина
(внешний альдимин 2), который затем частично
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превращается в кетимин 2 и гидролизуется до мо-
лекулы PMP (рис. 1).

Полученная структура комплекса Amico с DCS
позволяет проанализировать связывание кетими-
на 1 и кетимина 2 в активном центре фермента.
Положения аминокислотных остатков в актив-
ном центре в комплексе Amico с DCS не измени-
лись по сравнению с холоформой Amico, за ис-
ключением остатка His175 (рис. 4б, 4в). Для него
наблюдается двойное положение боковой группы
в каждой субъединице. В субъединице А состоя-
нию кофактора в форме кетимина 1 соответствует
положение His175, направленное в активный
центр, тогда как состоянию кофактора в форме
PMP соответствует положение His175, направ-
ленное из активного центра (рис. 4б). В субъеди-
нице В состоянию кофактора в форме кетимина 2
соответствует положение His175, направленное
из активного центра, тогда как состоянию кофак-
тора в форме PMP соответствует положение
His175, направленное в активный центр (рис. 4в).
Иминный азот кетимина в обеих субъединицах
координируется карбонильной группой основ-
ной цепи остатка His175. В случае кетимина 1 кар-
бонильный кислород лактамной формы DCS ко-
ординируется молекулой воды и ε-аминогруппой
остатка Lys237, аминогруппа оксазолидинового
кольца координируется атомом азота основной
цепи остатка Val236 (рис. 4б). В субъединице В
остатки Val236 и Lys237 также координируют
карбоксильную группу кетимина 2, а здесь остат-
ки Arg27 и Thr34 образуют водородные связи с
аминогруппой разомкнутого кетимина, рКа кото-
рой составляет около 5 [20] (рис. 4в). В условиях
кристаллизации Amico при рН 6.5 аминогруппа
разомкнутого кетимина депротонирована и мо-
жет образовывать водородную связь с гуанидино-
вой группой аргинина.

Таким образом, при взаимодействии Amico с
DCS в активном центре фермента образуются не-
сколько промежуточных соединений, в том числе
аддукты PLP и DCS в циклической и разомкну-
той формах, продукт перегруппировки внешнего
альдимина 2 – оксим, образованный PLP и β-
аминоокси-D-аланином, и PMP. Кетимины (ад-
дукты PLP и DCS в циклической и разомкнутой
формах) были обнаружены в активном центре
Amico. Остатки активного центра Amico Arg27,
Thr34, His175, Val236 и Lys237 вовлечены в связы-
вание аддуктов PLP и DCS и могут быть функци-
онально важными для катализа Amico.

Работы по экспрессии и выделению белка, а
также уточнению пространственной структуры и
ее анализу выполнены при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (грант № 19-14-
00164). Работы по кристаллизации и рентгено-
структурному эксперименту выполнены при под-

держке Министерства науки и высшего образова-
ния Российской Федерации.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Peisach D., Chipman D.M., Van Ophem P.W. et al. //

J. Am. Chem. 1998. V. 120. P. 2268. 
https://doi.org/10.1021/ja973353f

2. Chiara C. de, Homšak M., Prosser G.A. et al. // Nat.
Chem. Biol. 2020. V. 16. P. 686. 
https://doi.org/10.1038/s41589-020-0498-9

3. Soper T.S., Manning J.M. // J. Biol. Chem. 1981.
V. 256. P. 4263. 
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(19)69428-7

4. Amorim Franco T.M., Favrot L., Vergnolle O., Blan-
chard J.S. // ACS Chem. Biol. 2017. V. 12. P. 1235. 
https://doi.org/10.1021/acschembio.7b00142

5. Braunstein A.E. // The Enzymes / Ed. Boyer P.D. Lon-
don: Academic Press, 1973. P. 379.

6. Dindo M., Grottelli S., Annunziato G. et al. // Biochem.
J. 2019. V. 476. P. 3751. 
https://doi.org/10.1042/BCJ20190507

7. Soper T.S., Jones W.M., Lerner B. et al. // J. Biol. Chem.
1977. V. 252. P. 3170. 
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(17)40367-X

8. Strominger J.L., Ito E., Threnn R.H. // J. Am. Chem.
Soc. 1960. V. 82. P. 998. 
https://doi.org/10.1021/ja01489a058

9. Walsh C.T. // J. Biol. Chem. 1989. V. 264. P. 2393. 
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(19)81624-1

10. Caminero J.A., Sotgiu G., Zumla A., Migliori G.B. //
Lancet Infect. Dis. 2010. V. 10. P. 621. 
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(10)70139-0

11. Boyko K., Gorbacheva M., Rakitina T. et al. // Res.
Commun. 2014. V. 71. P. 24. 
https://doi.org/10.1107/S2053230X14025333

12. Agilent. CrysAlisPRO. Agilent Technologies UK Ltd,
2013.

13. Vagin A., Teplyakov A. // Acta Cryst. D. 2010. V. 66. P. 22. 
https://doi.org/10.1107/S0907444909042589

14. Murshudov G.N., Skubak P., Lebedev A.A. et al. // Acta
Cryst. D. 2011. V. 67. P. 355. 
https://doi.org/10.1107/S0907444911001314

15. Emsley P., Cowtan K. // Acta Cryst. D. 2004. V. 60.
P. 2126. 
https://doi.org/10.1107/S0907444904019158

16. Beeler T., Churchich J.E. // J. Biol. Chem. 1976. V. 251.
P. 5267. 
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(17)33156-3

17. Bezsudnova E.Y., Boyko K.M., Nikolaeva A.Y. et al. //
Biochimie. 2019. V. 158. P. 130. 
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2018.12.017

18. Marković-Housley Z., Schimer T., Hohenester E. et al. //
Eur. J. Biochem. 1996. V. 236. P. 1025. 
https://doi.org/10.1111/J.1432-1033.1996.01025.X

19. Okada K., Hirotsu K., Hayashi H., Kagamiyama H. //
Biochemistry. 2001. V. 40. P. 7453. 
https://doi.org/10.1021/BI010384L

20. Khomutov A.R., Vepsäläinen J.J., Shvetsov A.S. et al. //
Tetrahedron. 1996. V. 52. P. 13751. 
https://doi.org/10.1016/0040-4020(96)00836-8



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ, 2023, том 68, № 6, с. 941–945

941

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФОРМЫ СПИРАЛЬНОЙ ЧАСТИЦЫ ПО ДАННЫМ 
МАЛОУГЛОВОГО РЕНТГЕНОВСКОГО РАССЕЯНИЯ: 

МОДИФИКАЦИЯ АЛГОРИТМА “ИМИТАЦИИ ОТЖИГА”
© 2023 г.   В. А. Григорьев1,*, П. В. Конарев1, В. В. Волков1

1Институт кристаллографии им. А.В. Шубникова, ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН, Москва, Россия
*E-mail: vasiliy.grigorev.1996@mail.ru

Поступила в редакцию 09.06.2023 г.
После доработки 05.07.2023 г.

Принята к публикации 05.07.2023 г.

Модифицированный алгоритм “имитации отжига”, реализованный в программе DAMMINV,
позволяет получать 10–15 различных моделей наночастицы, приближающих данные малоуглово-
го рентгеновского рассеяния. Основой метода является режим перемежающихся весовых коэф-
фициентов целевой функции, в котором балансируются вклады от штрафных коэффициентов,
отвечающих за реалистичность модели, и вклад от невязки между экспериментальной и модель-
ной кривыми рассеяния. Исследовано влияние шума на кривых рассеяния на качество восстанов-
ления трехмерной формы спирали, а также проведено сравнение результатов с полученными
стандартными программами. Метод протестирован на модельных данных, свободных от шума и с
наложением пуассоновского шума на примере спиральной частицы с толщиной витков, сопоста-
вимой с характерным размером пространства между ними. Проведен сравнительный анализ вос-
становленных моделей с 3D-формами, полученными алгоритмами “имитации отжига” в стан-
дартном режиме работы.
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ВВЕДЕНИЕ
Малоугловое рентгеновское рассеяние (МУРР)

является мощным экспериментальным методом,
позволяющим изучать структуру и динамику мак-
ромолекул, наночастиц, полимерных соедине-
ний, пористых материалов в масштабе от 1 до
200 нм. МУРР позволяет извлекать информацию
о размере, форме, ориентации и взаимодействии
структурных элементов наночастиц [1]. Поиск
3D-формы частицы в случае монодисперсной си-
стемы проводится по одномерным данным МУРР,
измеренным в ограниченном угловом диапазоне.
Отсюда вытекают такие проблемы, как неодно-
значность определения формы и плохая обуслов-
ленность задачи поиска решения. В настоящий
момент доступны различные пути решения дан-
ных проблем. В случае использования метода слу-
чайного поиска можно решать задачу десятки раз
при одних и тех же начальных условиях и класте-
ризировать результаты по схожим признакам, как
это делает, например, программа DAMCLUST [2].

Для поиска формы частицы распространен-
ным является метод “имитации отжига” [3], ко-
торый реализован в программе DAMMIN [4], а
также в ее глубокой модификации DAMMIF [5],
отличающейся тем, что максимальный размер ча-

стицы не ограничивается при поиске и трехмер-
ная сетка модели является динамической величи-
ной. Существуют и другие подходы, например
в [6, 7] использована аппроксимация сфериче-
скими гармониками, которая в некоторых случа-
ях может обеспечить однозначность восстановле-
ния формы [7], если число независимых парамет-
ров, описывающих форму, невелико (8–10) и
больше числа шенноновских каналов Nsh (Nsh =
= smaxDmax/π, где smax – максимальный модуль век-
тора рассеяния, Dmax – максимальный размер ча-
стицы [8]). При этом число угловых отсчетов
должно быть не меньше числа параметров. Одна-
ко в реальных данных из-за наличия шумов про-
блема однозначности возникает снова [7]. В [9]
методом итеративного поиска структурных фак-
торов вычислена электронная плотность различ-
ных биологических макромолекул. В [10] исполь-
зовали метод машинного обучения на экспери-
ментальных данных МУРР и автокодировщик
3D-моделей белков, обученный сжимать ин-
формацию о форме частицы в векторы 200-мер-
ного пространства, которые оптимизируются с
использованием генетических алгоритмов для
построения 3D-моделей, приближающих дан-
ные МУРР.

УДК 539.219.1

ДИФРАКЦИЯ И РАССЕЯНИЕ 
ИОНИЗИРУЮЩИХ ИЗЛУЧЕНИЙ
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Несмотря на разнообразие методов восстанов-
ления 3D-формы наночастиц по данным МУРР,
проблему неоднозначности решений удается
ограничить, а в некоторых случаях решить путем
многократного запуска алгоритмов со случайны-
ми стартовыми параметрами модели. Работа [11]
посвящена алгоритму поиска последовательного
определения набора моделей формы частицы с
одной стартовой случайной модели. В этом слу-
чае модифицированный режим работы алгоритма
“имитации отжига” позволяет периодически ва-
рьировать параметры процедуры поиска таким об-
разом, чтобы последовательно получить 10–15 по-
тенциально различных моделей, соответствую-
щих различным локальным минимумам целевой
функции, включающей в себя невязку между экс-
периментальной и теоретической кривыми рас-
сеяния и слагаемые, обеспечивающие компакт-
ность и связность модели. Находимые формы ча-
стиц нередко сильно зависят от баланса вкладов
штрафных членов и, несмотря на близкие значе-
ния критерия качества подгонки к данным, могут
в силу математической неоднозначности реше-
ния значительно различаться. Такое число моде-
лей необходимо получать для того, чтобы была
возможность выбирать из них те, которые наибо-
лее соответствуют реальной форме частицы по
другим косвенным данным. Однако из-за новиз-
ны метода имеется ряд требующих дополнитель-
ного исследования вопросов, таких как информа-
ция об оптимальном значении адаптированных
параметров и о применении метода для поиска
сложных форм частиц, например, имеющих вы-
сокую степень анизометрии с пропорциями 1 : 5–
1 : 10. Отметим, что в [12] частично был решен во-
прос нахождения оптимальных значений пара-
метров модифицированного алгоритма “имитации
отжига”, таких как число шенноновских каналов
и степень весовой функции, на которую взвеши-
вается кривая рассеяния, для спиральных структур.

Настоящая работа посвящена сравнительному
анализу модифицированного (DAMMINV [11]) и
стандартного алгоритмов “имитации отжига”
(DAMMIN и DAMMIF) на примере трехвитко-
вой спирали с толщиной витков, сопоставимой с
характерным размером пространства между ни-
ми, а именно расстоянием между витками и внут-
ренним диаметром. Такая геометрия усложняет
восстановление трехмерной формы, что делает ее
привлекательной для исследования. Также рас-
смотрено влияние уровня статистического шума
в данных МУРР на реконструкцию 3D-формы
спирали.

МОДИФИЦИРОВАННЫЙ АЛГОРИТМ 
“ИМИТАЦИИ ОТЖИГА”

Форма частицы в программе DAMMIN и ее
модификациях представляется в виде плотно упа-

кованных однородных шариков, размещенных в
узлах гексагональной упаковки. Теоретическая
кривая рассеяния рассчитывается по формуле
Дебая:

(1)

где n, a – число и радиус шариков модели, rij –
расстояние между центрами шариков, Φ2(sa) –
интенсивность рассеяния одним шариком [1]:

(2)

Для ускорения расчетов расчет интенсивности
рассеяния проводится с помощью математиче-
ского аппарата сферических гармоник, в ряд по
которым раскладывается амплитуда (2) до 20–
50 номера гармоники [4].

Для стартовой модели рассчитывается целевая
функция от вектора параметров X:

где wi – весовые коэффициенты, PD, PL, PC –
штрафы, отвечающие соответственно за разрыв-
ность, рыхлость частицы и отклонение центра тя-
жести частицы от центра области поиска, R – зна-
чение невязки между экспериментальной и тео-
ретической кривыми рассеяния:

(3)

где ξ = (IexpImod)/||Iexp||2 – шкалирующий множи-
тель, W(s) – весовая функция:
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поиск нового минимума. К финальной итерации
генерируется ансамбль из 10–15 моделей с наи-
меньшими значениями целевой функции при не-
которой комбинации весовых коэффициентов,
каждую из которых можно рассматривать как ис-
комую.

В данной работе начальные значения весовых
коэффициентов брали следующие: вес штрафа за
разрывность wD – 7.5 × 10–4–1.5 × 10–2, вес штра-
фа за рыхлость wL – 6.0 × 10–3–6.0 × 10–2. Степень
весовой функции n = 1.5, 2.0. Данные значения
лежат в диапазоне оптимальных значений, кото-
рый был получен опытным путем, а также являет-
ся результатом исследования [12]. Остальные па-
раметры процедуры поиска установлены по
умолчанию, определенные опытным путем на на-
чальном этапе модификации алгоритма. В каче-
стве частицы со сложной формой выбрана круго-
вая спираль из трех витков с закругленными кон-
цами. Параметры модели следующие: шаг – 55 Å,
высота – 165 Å, внешний и внутренний диаметры –
100 и 40 Å, толщина витка спирали – 30 Å, радиус
шариков – 2.2 Å. Интенсивность рассеяния от
модели была рассчитана по формуле (1) и взята в
качестве экспериментальной на угловом диапазо-
не, соответствующем числу шенноновских кана-
лов Nsh = 28. Шум на интенсивность накладывали
в виде комбинации гауссовского и пуассоновско-
го шумов согласно алгоритмам [13, 14], что соот-
ветствует системам регистрации большинства ис-
пользуемых рентгеновских детекторов. Для гаус-
совского шума, моделирующего шумы системы
регистрации, дисперсия была σ = 0.5% (отн.), для
пуассоновского – 1, 3, 5%. При этом согласно
критерию Дарбина–Ватсона [15, 16] (который
оказался равным 1.9, 2.0, 1.95 соответственно) по-
следовательность полученных значений шумов
является случайной с вероятностью не менее
98%. Качество реконструкции модели оценивали
с помощью критерия NSD (normalized spatial dis-
crepancy) [17], количественно отражающего сход-
ство двух структурных моделей, предварительно
выравненных между собой по минимальному
среднеквадратичному расстоянию (в идеальном
случае NSD = 0, при полном несоответствии
NSD ≫ 1). В данной работе сходство оценивали
между теоретической и восстановленной спира-
лями. Среди семи решений, полученных с помо-
щью программы DAMMINV, выбиралось то, ко-
торое имеет наилучшее значение NSD.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Эталонное значение NSD не равно нулю, по-
скольку радиусы шариков теоретической и вос-
становленной спиралей различаются. Теоретиче-
ская кривая была рассчитана от модели, содержа-
щей 7800 шариков радиусом 2.2 Å, тогда как при

восстановлении формы спирали методом имита-
ции отжига радиус шарика выбирался равным
3.5 Å. Это связано с тем, что использование
слишком большого числа шариков малого радиу-
са приводит не только к существенному увеличе-
нию времени поиска, но и к увеличению числа
локальных минимумов, т.е. к увеличению числа
вариантов решений. В данной работе эталонное
значение NSD между точными моделями спира-
лей (с радиусом шариков 2.2 и 3.5 Å) составляет
0.4504. На рис. 1 представлены графики зависи-
мости значений NSD от уровня пуассоновского
шума для спиралей, реконструированных при
различных параметрах алгоритма: весе штрафов
за разрывность и рыхлость, а также степенях ве-
совой функции W(s). Видно, что добавление шу-
ма при любом из заданных уровней повышает
значение NSD (за исключением отдельных то-
чек), т.е. решения ухудшаются. Однако при опре-
деленных значениях весов штрафов NSD доста-
точно близко к теоретическому (кривая 3 при
уровне шума 1% на рис. 1а и кривые 4, 1 при уров-
не шума 1 и 3% соответственно на рис. 1б). Такое
неоднозначное следствие наложения шума объ-
ясняется тем, что шум, с одной стороны, может
приводить к смещению математического ожида-
ния решения, с другой – расширяет коридор при-
ближения теоретической кривой рассеяния к
экспериментальной, что, возможно, сглаживает
профиль целевой функции и облегчает поиск гло-
бального экстремума. При этом диапазон воз-
можных решений покрывает истинное решение,
к которому алгоритм все еще может приблизить-
ся. На рис. 2 для сравнения показаны значения
NSD моделей, полученных с помощью программ
DAMMIN и DAMMIF с параметрами по умолча-
нию (wD = wL = 0.003, W ~ s–4 и wD = 0, wL = 0.01,
W ~ s–4 соответственно). Для DAMMINV показа-
ны значения, усредненные по всем решениям,
приведенным на рис. 1. Очевидно, что модифи-
цированный алгоритм справляется с восстанов-
лением данной спирали намного лучше, чем
стандартные программы. На рис. 3 показаны наи-
лучшие восстановленные модели среди получен-
ных при разных уровнях шума с помощью про-
грамм DAMMIN и DAMMIF, а также наилучшие
восстановления с помощью программы DAMMINV
для каждого уровня шума. Соответствующие кри-
вые рассеяния (теоретическая и модельные)
отображены на рис. 4. Несмотря на хорошее соот-
ветствие кривых рассеяния, рассчитанных с по-
мощью программ DAMMIN (RF = 3.61 × 10–3),
DAMMIF (RF = 2.2 × 10–3) и DAMMINV (RF = 1.08 ×
× 10–3, RF = 1.15 × 10–3, RF = 0.95 × 10–3, RF = 1.58 ×
× 10–3 для кривых 3–6 на рис. 4), только послед-
няя программа с достаточной точностью позво-
ляет описать теоретическую модель, в то время
как DAMMIN и DAMMIF позволяют восстанав-
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ливать не похожие на спираль структуры. Отме-
тим, что для данных без шума и с пуассоновским
шумом 1 и 3% спирали восстанавливаются прак-
тически идеально, тогда как для данных с шумом
5% на восстановленной модели (модель 7 на рис. 3)
угадываются только некоторые характерные при-
знаки спирали, а именно верхний и центральный
витки, что указывает на неплохой результат, од-
нако требующий повторного уточнения модели.
Таким образом, наличие пуассоновского шума
при числе точек на кривой рассеяния ~1000–2000
лишь незначительно влияет на хорошее качество
восстановления структуры с помощью програм-
мы DAMMINV, которую не удается восстановить

программами DAMMIN и DAMMIF со значени-
ями весов штрафов, задаваемыми по умолчанию.
Несмотря на то что наличие умеренного уровня
шума должно усложнять процесс восстановления

Рис. 1. Значения NSD для спиралей, восстановлен-
ных с помощью программы DAMMINV: а – весовая
функция W = s1.5, веса wD, wL: 1 – 0.005, 0.054, 2 –
0.003, 0.02, 3 – 7.5 × 10–4, 0.03, 4 – 7.5 × 10–4, 0.06, 5 –
0.005, 0.015, 6 – 0.003, 0.06, 7 – 0.0015, 0.012; б – W =
= s2, веса wD, wL: 1 – 0.005, 0.048, 2 – 0.003, 0.036, 3 –
0.003, 0.042, 4 – 0.0015, 0.03, 5 – 0.015, 0.042, 6 –
0.0015, 0.02, 7 – 0.005, 0.036.
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Рис. 2. Значения NSD по результатам расчетов с по-
мощью программ DAMMINV (1), DAMMIN (2),
DAMMIF (3). Для DAMMINV показаны значения,
усредненные по данным на рис. 1.
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Рис. 3. Теоретическая (1) и восстановленные спирали
с помощью программ DAMMIN (2), DAMMIF (3),
DAMMINV (наилучшие решения): 4 – без шума,
W = s2, wD = 0.005, wL = 0.036, NSD = 0.50; 5 – σ = 1%,
W = s1.5, wD = 7.5 × 10–4, wL = 0.03, NSD = 0.49; 6 –
σ = 3%, W = s2, wD = 0.005, wL = 0.048, NSD = 0.50; 7 –
σ = 5%, W = s1.5, wD = 0.005, wL = 0.054, NSD = 0.74.
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модели, модифицированный алгоритм “имита-
ции отжига” эффективно работает и в таких усло-
виях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проанализировано восстановление спираль-
ной структуры с помощью модифицированного
алгоритма “имитации отжига” (DAMMINV), ос-
нованного на режиме перемежающихся штраф-
ных весов целевой функции, и проведено сравне-
ние с результатами, полученными программами
DAMMIN и DAMMIF при стандартных парамет-
рах поиска. Трехмерная форма спирали была вос-
становлена по модельным данным рассеяния без
шума, а также с наложением пуассоновского шу-
ма с относительным уровнем 1, 3 и 5% и дополни-
тельного гауссовского шума с уровнем 0.5%. По-
казано, что DAMMIN и DAMMIF при использо-
вании параметров по умолчанию недостаточно
эффективно восстанавливают пространствен-
ную форму спирали, тогда как DAMMINV поз-
воляет получать решения, близкие к истинной
модели для каждого уровня шума, рассмотрен-
ного в работе. Однако вопрос выбора оптималь-

ных параметров для того или иного уровня шу-
ма, определяющих целевую функцию, остается
открытым и является предметом для дальней-
ших исследований.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования РФ в рамках
выполнения работ по Государственному заданию
ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН.
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Проведено моделирование разделения перекрывающихся вкладов в интенсивность малоуглового
рассеяния от молекул 3-изопропилмалатдегидрогеназы из Thermus thermophilus, находящихся в рас-
творе в двух конформационных состояниях, при использовании хроматографической колонки,
присоединенной к измерительной кювете cинхротронной станции малоуглового рентгеновского
рассеяния. По теоретическим наборам малоугловых данных, к которым был добавлен пуассонов-
ский шум в пределах 3–5%, восстановлены профили интенсивности рассеяния от открытой и за-
крытой форм молекул фермента методом эволюционного факторного анализа. Таким образом,
подтверждена эффективность работы данного алгоритма при разделении вкладов компонентов в
случае смесей, состоящих из частиц с одинаковой молекулярной массой.
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ВВЕДЕНИЕ
Малоугловое рентгеновское рассеяние (МУРР)

является универсальным структурным методом
исследования биологических макромолекул в
растворе [1], позволяющим восстанавливать фор-
му макромолекул в монодисперсных системах
при разрешении ~10–20 Å. В последнее время в
экспериментах МУРР широко применяется
встроенная онлайн хроматографическая колонка
(SEC-SAXS, SEC – Size Exclusion Chromatogra-
phy, SAXS – Small-angle X-ray Scattering или
МУРР), что помогает выделить сигнал от индиви-
дуальных компонентов в белковых смесях или пе-
реходных комплексах. Однако даже при исполь-
зовании SEC-SAXS-подхода не всегда удается
полностью разделить компоненты и такие дан-
ные трудно интерпретировать.

Сушествуют разные подходы к решению зада-
чи восстановления профилей рассеяния отдель-
ных компонентов по данным МУРР, в частности
это использование хемометрических методов [2]
и эволюционного факторного анализа (EFA –
Evolving Factor Analysis или ЭФА) [3, 4]. На основе
последнего алгоритма разработали программу
EFAMIX [5], которая позволяет в автоматическом
режиме обрабатывать наборы SEC-SAXS данных

от белковых смесей и восстанавливать профили
рассеяния от компонентов. Эффективность рабо-
ты алгоритма была проверена на ряде теоретиче-
ских и экспериментальных примеров в зависимо-
сти от количества компонентов, уровня шума в
данных, степени асимметрии и соотношения ам-
плитуд пиков концентрационных профилей ком-
понентов для случая олигомерной белковой сме-
си. В частности, было показано, что по мере уве-
личения числа компонентов смеси увеличивается
пороговое значение шума, выше которого восста-
новление индивидуальных профилей становится
затруднительным.

Поскольку эффективность работы алгоритма
ЭФА имеет определенные ограничения, завися-
щие от степени перекрывания концентрацион-
ных профилей компонентов, то в ряде случаев для
определения вариантов “окон присутствия” ком-
понентов и проверки результатов восстановления
профилей рассеяния компонентов более удобно
использовать интерактивный режим моделирова-
ния SEC-SAXS-данных. Это можно сделать с по-
мощью программы CHROMIXS [6], ее графиче-
ский интерфейс содержит специальное меню, за-
дающее конфигурацию вызова для программы
EFAMIX [5, 7].

УДК 539.26

ДИФРАКЦИЯ И РАССЕЯНИЕ 
ИОНИЗИРУЮЩИХ ИЗЛУЧЕНИЙ
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Отметим, что обычно при использовании хро-
матографической колонки удается разделять
компоненты, молекулярные массы которых раз-
личаются в 2 и более раз. Например, это может
быть олигомерная белковая смесь, содержащая
мономеры, димеры и олигомеры более высоких
порядков. В этом случае профили рассеяния от
компонентов смеси сильно отличаются друг от
друга (как по скорости спада кривых интенсивно-
сти рассеяния, так и по положению максиму-
мов/минимумов на них). Но возникает вопрос,
насколько эффективно будет работать алгоритм
ЭФА, если кривые рассеяния достаточно близки
друг к другу и соответствуют двум конформаци-
онным состояниям одного и того же белка.

В настоящей работе исследована такая бел-
ковая смесь с равными молекулярными масса-
ми компонентов на примере открытой (неак-
тивной) и закрытой (активной) форм фермента
3-изопропилмалатдегидрогеназы (IPMDH – 3-
isopropylmalate dehydrogenase) из Thermus ther-
mophilus (Tt) [8].

CТРУКТУРА ФЕРМЕНТА 
3-ИЗОПРОПИЛМАЛАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ
Tt-IPMDH относится к классу β-гидроксикис-

лотных окислительных декарбоксилаз и катали-
зирует окисление и декарбоксилирование (2R,3S)
-3-изопропилмалата (IPM) до 2-оксо-4-метил-
пентаноата в присутствии NAD и двухвалентного
катиона (Mn2+ или Mg2+) в биосинтетическом пу-
ти лейцина бактерий. Ранее были получены кри-

сталлографические модели Tt-IPMDH дикого ти-
па (PDB ID: 2Y3Z) (открытая форма) и его ком-
плекса с субстратами Mn2+, IPM и NADH (PDB
ID: 4F7I) (закрытая форма) [9, 10] (рис. 1). Они
представляют собой димеры с общей молекуляр-
ной массой ~74 кДа, при этом каждый мономер
состоит из двух примерно равных по размеру до-
менов. Данные модели были использованы для
моделирования набора данных SEC-SAXS. Тео-
ретические кривые рассеяния от моделей, рас-
считанные с помощью программы CRYSOL [11],
представлены на рис. 2. Кривая от открытой фор-

Рис. 1. Кристаллографические модели фермента Tt-IPMDH дикого типа (PDB ID: 2Y3Z) и его комплекса с субстрата-
ми Mn2+, IPM и NADH (PDB ID: 4F7I). Ось симметрии второго порядка направлена перпендикулярно плоскости ри-
сунка. Мономерные части структуры гомодимера выделены разными цветами.

1 нм

Открытая форма Tt-IPMDH Закрытая форма Tt-IPMDH

Рис. 2. Теоретические кривые рассеяния, рассчитан-
ные от открытой (1) и закрытой (2) форм фермента
Tt-IPMDH с помощью программы CRYSOL.
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мы фермента Tt-IPMDH содержит более ярко
выраженное “плечо” в угловом диапазоне s =
= 0.15–0.25 Å–1 по сравнению с закрытой формой.
В то же время радиусы инерции обоих структур
близки и отличаются друг от друга всего на 1.5 Å
(Rg = 26.7 Å для закрытой формы и Rg = 28.2 Å для
открытой структуры). Ранее эксперименты МУРР
подтвердили частичное закрытие доменов фер-
мента Tt-IPMDH в присутствии ионов Mn2+ и
Mg2+, причем полученные данные хорошо при-
ближались смесью активной и неактивной форм
фермента [12].

МЕТОД ЭВОЛЮЦИОННОГО ФАКТОРНОГО 
АНАЛИЗА ДЛЯ АНАЛИЗА НАБОРА ДАННЫХ 

МУРР, ПОЛУЧЕННЫХ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОЙ КОЛОНКИ
Эволюционный факторный анализ – это мо-

дельно-независимый подход для анализа матриц
данных, составленных из одномерных кривых
(в рассматриваемом случае данных SEC-SAXS) от
многокомпонентных систем, в которых наблюда-
ется последовательное, но неполное временное
разделение компонентов.

Набор данных SEC-SAXS, состоящий из не-
скольких профилей рассеяния, снятых в разные
моменты времени, описывается матрицей A =
= {Aik} = {I(k)(si)} (i = 1, …, N, k = 1, …, K, где N –
число экспериментальных точек, K – число кри-
вых МУРР, например общее число временных
кадров, s = 4π /λ – модуль вектора рассеяния,
2θ – угол рассеяния, λ – длина волны рентгенов-
ского излучения. С помощью сингулярного раз-
ложения (SVD – Singular Value Decomposition) эта
матрица может быть представлена как A = USVT,
где матрица S диагональная, а столбцы ортого-
нальных матриц U и V – собственные векторы
матриц AAT и ATA соответственно [13]. Основная
идея алгоритма ЭФА заключается в том, чтобы
проследить за рангом матрицы данных A в зави-
симости от количества принятых во внимание
временных кадров. Для этого проводят SVD-раз-
ложение набора данных в прямом и обратном
(временных) направлениях с последовательным
увеличением размера матрицы данных. Далее по
графикам зависимости сингулярных значений
матрицы S от числа включенных в матрицу кри-
вых рассеяния оценивают временные “окна при-
сутствия” компонентов, когда соответствующие
сингулярные значения начинают резко расти вы-
ше некоторой базовой линии или резко снижать-
ся, приближаясь к базовой линии.

Примем во внимание, что матрица данных
имеет вид A = IC, где столбцы матрицы I пред-
ставляют собой профили рассеяния компонен-
тов, а матрица концентрации C выражается как

θsin

C = (UTI)–1SVT = RVT, где R – так называемая мат-
рица вращения размером M × M, где M – число
компонентов в исследуемой системе. Последняя
матрица неизвестна, но может быть найдена с по-
мощью информации об окнах присутствия ком-
понентов, полученной на предыдущем этапе.
Взяв только те элементы сингулярных векторов VT

и матрицы C, которые находятся вне диапазона
концентрационного окна m-го компонента, мож-
но последовательно восстановить один за другим
cтолбцы матрицы R, а затем вычислить элементы
матрицы C [3]. Последним шагом алгоритма ЭФА
является расчет матрицы I, который проводится с
использованием псевдо-обратной матрицы Му-
ра–Пенроуза C–1, умноженной на матрицу дан-
ных A.

Описанный выше неитеративный метод на-
хождения матрицы вращения не имеет ограниче-
ний на получаемые значения матрицы концен-
траций C и в некоторых случаях может приводить
к отрицательным значениям концентраций, ко-
гда необходимо перепроверять автоматическую
оценку “окон присутствия” компонентов, скани-
руя различные временные области и сравнивая
полученные результаты. Однако альтернативные
итеративные методы оценки матрицы R, накла-
дывающие ограничения на положительность
матрицы C в процессе поиска, не всегда сходятся
и имеют риск “застрять” в локальных миниму-
мах, далеких от истинного решения.

РАЗДЕЛЕНИЕ ПЕРЕКРЫВАЮЩИХСЯ 
ВКЛАДОВ В ИНТЕНСИВНОСТЬ МУРР 
ОТ ОТКРЫТОЙ И ЗАКРЫТОЙ ФОРМ 
ФЕРМЕНТА Tt-IPMDH C ПОМОЩЬЮ 

АЛГОРИТМА ЭФА
Взяв известные структуры фермента Tt-IPMDH,

рассчитали набор данных SEC-SAXS в виде ли-
нейной комбинации их теоретических кривых
рассеяния с большим временным перекрытием
пиков выхода компонентов (рис 3а). Поскольку
любые реальные экспериментальные данные со-
держат шум, то необходимо было соответствую-
щим образом добавить его к теоретическим набо-
рам данных SEC-SAXS. Современные пиксель-
ные 2D-детекторы (например, Pilatus, Eiger и др.)
считаются счетчиками одиночных фотонов, и ре-
гистрируемые сигналы подчиняются статистике
Пуассона. При этом во время процедуры модели-
рования шума проводить вычитание буфера не
требуется, так как сумма двух случайных величин
с пуассоновским распределением также будет
иметь пуассоновское распределение. Однако не-
обходимо учесть распространение ошибок при
азимутальном усреднении двумерных данных,
для чего использовали алгоритм генерации пуас-
соновского псевдослучайного шума, описанный
в [14]. Расчет распространения ошибок при ази-
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мутальном усреднении проводился для 2D-детек-
тора с числом пикселей 2500 × 2500. Для получе-
ния одномерных кривых рассеяния с различным
отношением сигнал/шум исходные теоретиче-
ские кривые масштабировали на коэффициент,
соответствующий стандартным отклонениям
пуассоновского шума в 1, 3, 5 и 10% в области
максимальной интенсивности (начальная часть
одномерной кривой). Рассматривая такие кривые
как математические ожидания интенсивности,

для каждого пикселя 2D-детектора были рассчи-
таны псевдослучайные реализации пуассонов-
ского шума. После этого значения интенсивно-
сти были усреднены в азимутальном направле-
нии. Рассмотренные в работе уровни шума
можно классифицировать как низкий шум (1%,
что соответствует 104 фотонам в области, близкой
к области прямого пучка на детекторе), умерен-
ный (3 и 5% соответствуют 103 и 4 × 102 фотонам)
и высокий (10% для 102 фотонов).

Для полученных наборов данных SEC-SAXS
удалось с высокой точностью восстановить про-
фили рассеяния двух конформационных состоя-
ний фермента c помощью программы EFAMIX в
случае низкого и умеренного уровня шума (в пре-
делах 1–5%), что подтверждает высокий потен-
циал метода ЭФА для разделения перекрываю-
щихся вкладов компонентов в реальных наборах
данных SEC-SAXS (рис. 3б). При высоком уров-
не шума (10%) кривые рассеяния от открытой и
закрытой форм фермента становятся уже прак-
тически неразличимыми, и в этом случае метод
ЭФА не позволяет провести корректное разделе-
ние вкладов компонентов в интенсивность рас-
сеяния.

Отметим, что в настоящее время использова-
ние хроматографических колонок, установлен-
ных непосредственно перед кюветой, входит в
практику типичного оснащения синхротронных
и даже лабораторных малоугловых cтанций. Раз-
деление фракций с одинаковой молекулярной
массой можно осуществлять за счет введения со-
левого градиента в буферном растворе, используя
метод ионно-обменной хроматографии [5].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проанализированы модельные данные SEC-SAXS
от белковой смеси двух конформационных состо-
яний фермента Tt-IPMDH. Показано, что при
наличии умеренного шума в данных на уровне 3–
5% можно осуществить разделение вкладов в
интенсивность малоуглового рассеяния отдель-
ных компонентов смеси даже при наличии су-
щественного перекрытия концентрационных
профилей выхода компонентов из хромато-
графической колонки. Полученный результат
демонстрирует высокую эффективность метода
ЭФА при анализе данных SEC-SAXS от много-
компонентных систем.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования РФ в рамках
Федеральной научно-технической программы
развития синхротронных и нейтронных исследо-
ваний и исследовательской инфраструктуры на
2019–2027 годы (соглашение № 075-15-2021-1355
от 12 октября 2021 г.).

Рис. 3. Восстановление вкладов компонентов в ин-
тенсивность рассеяния по модельному набору дан-
ных SEC-SAXS с добавлением пуассоновского шума
на уровне 5% с помощью алгоритма ЭФА. Концен-
трационные профили компонентов открытой и за-
крытой форм фермента Tt-IPMDH, теоретические
(заданные) профили показаны сплошными линиями,
профили, восстановленные с помощью программы
EFAMIX, – кружками. Суммарный (огибающий)
концентрационный профиль показан сплошной ли-
нией (а). Теоретические (cплошные линии) и восста-
новленные програмой EFAMIX (кружки) профили
рассеяния открытой и закрытой форм фермента
Tt-IPMDH. Профили рассеяния от открытой (1) и за-
крытой (2) форм фермента Tt-IPMDH смещены по
вертикали для лучшей визуализации (б).
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С помощью метода ускоренной молекулярной динамики проведено моделирование поведения ди-
мера, выделенного из кристаллической структуры тетрагонального лизоцима. Моделируемое время
составило 240 нс. Проведено сравнение полученных данных с данными, полученными ранее с при-
менением классической молекулярной динамики. Показано, что исследуемый димер стабилен в
обоих экспериментах, однако метод ускоренной молекулярной динамики позволил выявить допол-
нительные конформационные изменения молекул лизоцима.
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ВВЕДЕНИЕ
Белки являются одними из основных макромо-

лекул, участвующих в биологических процессах.
Функции белков в живых клетках крайне много-
образны. Ферменты являются катализаторами,
участвующими в различных биохимических реак-
циях. Ряд белков имеют транспортную функцию.
Один из ярких примеров таких белков – гемогло-
бин. Некоторые белки имеют, например, сенсор-
ную, двигательную, опорную и другие функции.
Такое многообразие функций белков определяет-
ся тем, что их трехмерные структуры также весь-
ма многообразны. Этим определяется важность
исследования пространственных структур бел-
ков, знание их структуры важно как с фундамен-
тальной, так и с практической точки зрения.

Пространственные структуры белков помога-
ют установить механизм их функционирования, а
также могут быть использованы для разработки
лекарственных средств или создания биокатали-
заторов с заданными свойствами [1]. Основным
экспериментальным способом установления про-
странственных структур белков является рентгено-
структурный анализ (РСА). Методом РСА уста-
новлено ~85% белков, депонированных в банк
белковых данных [2]. Основным ограничением
этого метода является необходимость получения
достаточно совершенного кристалла белка. Не-
смотря на значительный прогресс последних лет,
белковая кристаллизация остается весьма трудо-
емкой, а также в большей степени эмпирической

и наименее прогнозируемой стадией структурно-
го исследования, направляемой результатами
предыдущих попыток. Из-за доступности и про-
стоты кристаллизации лизоцима, выделенного из
куриного яйца, он часто используется как мо-
дельный объект для исследования механизмов
кристаллизации белков [3]. Обнаружено [4], что в
предкристаллизационном растворе лизоцима об-
разуются его олигомеры, являющиеся прекурсо-
рами кристаллов белка.

В исследовании процессов кристаллизации
белков используется, в том числе, ряд подходов,
основанных на молекулярной динамике (МД).
Так, в [5, 6] оценивалось изменение свободной
энергии при формировании кристаллических
контактов и изменении концентрации осадителя.
В [7, 8] исследовалась стабильность кристаллов
белка в зависимости от концентрации и видов
ионов осадителя, а также от зарядов аминокис-
лотных остатков. В ряде работ предпринимались
попытки исследования динамики решетки в кри-
сталле белка [9]. Исследовались особенности ди-
намики белка в кристаллическом состоянии по
сравнению с раствором [10]. В [11, 12] оценива-
лась стабильность кластеров-прекурсоров кри-
сталлов лизоцима и протеиназы К.

Несмотря на широкое применение подходов
к изучению процессов кристаллизации белков,
основанных на МД, данные подходы имеют су-
щественное ограничение: расчет МД для срав-
нительно больших систем является ресурсоза-
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тратным. Для решения данной проблемы приме-
няются подходы, позволяющие снизить объем
расчетов. Одним из таких методов является рас-
чет МД с неявным растворителем [13, 14]. За счет
того что при таком подходе молекулы воды не за-
даются отдельно, объем вычислений существен-
но снижается.

Еще одним подходом, позволяющим суще-
ственно снизить объем вычислений, является так
называемое крупнозернистое моделирование МД.
Одним из силовых полей, в которых реализован
данный метод, является силовое поле MARTINI
[15]. Ускорение расчетов происходит за счет
упрощения модели: четыре тяжелых атома и свя-
занные с ними атомы водорода представлены од-
ним центром взаимодействия. Данный подход
широко используется для систем, содержащих
липиды [16–20]. Метод ускоренной МД также

позволяет уменьшить объем расчетов. Ускорен-
ная МД основана на модификации потенциала,
введенной в [21]. Данная модификация снижает
высоту локальных барьеров, позволяя проводить
расчеты намного быстрее. Моделирование кон-
формационных переходов, происходящих в мик-
росекундном масштабе, сравнимо с миллисе-
кундным обычным моделированием МД [22, 23].

В настоящей работе метод ускоренной МД
использован для исследования стабильности ди-
мера лизоцима из предкристаллизационного
раствора.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Построение начальной модели димера. Модель
димера с четырьмя ионами Cl и тремя ионами Na
строили, как описано в [11]. Расчет ионизацион-
ных состояний аминокислотных остатков при
pH 4.5, что соответствует экспериментальным
данным [24], проводили с помощью сервера
PROPKA [25].

Расчет ускоренной молекулярной динамики.
Подготовку системы для расчета МД проводили с
использованием пакета AmberTools20 [25]. В ка-
честве силового поля выбрали поле ff19SB [26], в
качестве модели воды – модель TIP3P [28], как
наиболее подходящую для использования с сило-
вым полем ff19SB [27]. С использованием tleap из
пакета AmberTools20 [25] были заданы дисуль-
фидные связи между следующими парами цисте-
инов: 6–127, 142–263, 30–115, 166–251, 64–80,
200–216, 76–94, 212–230. В систему было добав-
лено 0.4 М NaCl, а также 20 ионов Cl для нейтра-
лизации заряда системы. Уравновешивание си-
стемы проводили в шесть этапов. На первом ми-
нимизировалась энергия только молекул воды.
На атомы белка были наложены ограничения по-
движности. На втором этапе молекулы воды мог-
ли свободно двигаться в стандартных условиях
для температуры и давления. На третьем этапе
минимизировалась энергия для молекул воды и
белка. Четвертый этап представлял собой нагре-
вание системы в NVT-ансамбле с наложенными
на атомы белка ограничениями подвижности.
Нагревание проводилось от 0 до 293 К. На пятом
этапе проводили релаксацию системы в NPT-ан-
самбле с наложенными на тяжелые атомы белка
ограничениями. На шестом ограничения снима-
лись. В качестве термостата использовали термо-
стат Ланжевена [26–28], в качестве баростата –
баростат Берендсена [29]. Далее проводили 1 нс
МД для вычисления средних потенциальной и
торсионной энергий системы для того, чтобы за-
дать необходимые коэффициенты в ускоренной
МД. Моделировалось 240 нс с шагом 2 фс.

Рис. 1. Димер лизоцима, построенный как описано в
[32]. α-спирали изображены красным, бета-листы –
желтым, петли – зеленым цветом. Атомы натрия по-
казаны сферами оранжевого цвета, атомы хлора – си-
него (а). Аминокислотные остатки подвижной петли
60–79 аминокислотного остатка молекулы лизоцима,
расположенные на расстоянии не более 4 Å от соот-
ветствующих ионов натрия и хлора. Аминокислотные
остатки показаны линиями, ион хлора – сферой си-
него цвета, ион натрия – сферой оранжевого цвета (б).

R73R73R73

S72S72S72

S60S60S60

D66D66D66 R68R68R68

T69T69T69
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследуемый димер лизоцима, построенный
как описано в [11], изображен на рис. 1а. Данный
димер содержит восемь ионов хлора и шесть
ионов натрия. Отметим, что один из ионов на-
трия и один из ионов хлора образуют контакты с
аминокислотными остатками подвижной петли
60–79 (рис. 1б). Во взаимодействия с ионами во-
влечены следующие аминокислотные остатки:
S60, C64, N65, D66, G67, R68, T69, S72 и R73.
Можно предположить, что данные ионы участву-
ют в стабилизации петли 60–79 в кристалле.

Для результатов ускоренной МД с коэффициен-
тами ethreshd=2446, alphad=206, ethreshp=188640,
alphap=8227 были проанализированы зависимо-
сти среднеквадратичных отклонений (СКО) от
моделируемого времени и значения среднеквад-
ратичных флуктуаций (СКФ) С-α-атомов димера
лизоцима. На рис. 2а представлен график зависи-
мости СКО от моделируемого времени. Из срав-
нения с ранее полученными с использованием
классической МД данными видно, что по харак-

теру обоих графиков исследуемый димер стаби-
лен в 0.4 М растворе NaCl.

На рис. 2б представлен график СКФ С-α-ато-
мов димера лизоцима. Значения, полученные ме-
тодом ускоренной МД, отличаются от ранее по-
лученных с использованием классической МД
[30] прежде всего в районе N-конца. В [31] значе-
ния СКФ С-α-атомов для обоих мономеров в со-
ставе димера сходны, тогда как значения СКФ С-
α-атомов аминокислотных остатков 1–20 разли-
чаются в 1.5–2 раза. Кроме того, различия наблю-
даются в районе α-спирали 86–101. Такие резуль-
таты свидетельствуют о том, что ускоренная МД
за счет увеличенного конформационного про-
странства позволяет более точно моделировать
некоторые конформационные изменения белко-
вых молекул, которые предположительно проис-
ходят во временном диапазоне порядка микросе-
кунд, и может быть использована для исследова-
ния предкристаллизационных растворов белков.

Рис. 2. СКО димера лизоцима (а); СКФ С-α атомов димера лизоцима (б).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Метод ускоренной молекулярной динамики в
применении к моделированию ранее определен-
ного кластера-прекурсора кристаллов тетраго-
нального лизоцима позволил выявить ряд аспек-
тов поведения данного кластера, не выявленного
методом классической молекулярной динамики.
Показано, что метод ускоренной молекулярной
динамики применим к исследованию механиз-
мов кристаллизации белков.

Работа выполнена в рамках Тематического
плана НИОКР НИЦ “Курчатовский институт”.
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На основе спайкового белка вируса SARS-CoV-2 предсказан белок, который может вызывать им-
мунный ответ. Методом молекулярной динамики подтверждена стабильность белка в растворе.
Иммуномоделирование показало, что данный белок вызывает иммунную реакцию и, соответствен-
но, может служить прототипом вакцины.

DOI: 10.31857/S0023476123600349, EDN: ABZIFA

ВВЕДЕНИЕ
SARS-CoV-2 – это вирус, вызывающий забо-

левание COVID-19 [1–3], которое может иметь
крайне тяжелые последствия вплоть до летально-
го исхода [4]. SARS-CoV-2 относится к подроду
Sarbecovirus рода Betacoronavirus [5] и представляет
собой РНК-содержащий оболочечный вирус, ге-
ном которого состоит примерно из 30000 нуклео-
тидов [6]. В настоящее время разработано несколь-
ко прошедших клинические испытания вакцин, а
также более двухсот прототипов вакцин [7–11].
Тем не менее вирус подвержен различного рода
мутациям, поэтому разработанные ранее вакци-
ны могут быть неэффективны против новых му-
тантных форм вируса. Одним из таких примеров
может служить вариант вируса под названием
“Омикрон”, который может заражать ранее вак-
цинированных людей [12], что делает актуальной
задачу по созданию эффективной вакцины про-
тив как варианта “Омикрон”, так и против воз-
можных последующих мутантных форм SARS-CoV-2.

Одной из главных иммуногенных детерминат
SARS-CoV-2 является так называемый спайко-
вый белок – особенность коронавирусов [13].
Данный белок является трансмембранным и от-
вечает за инвазию генетического материала виру-
са в клетку [13]. Для данного белка определена
пространственная структура (PDB ID: 7WK3).
Известно, что трансмембранные белки обычно не
растворимы в воде и крайне сложны для получе-
ния. Поэтому в данной работе применен осно-

ванный на методах иммуноинформатики подход,
заключающийся в том, что выделяется фрагмент
белка, содержащий эпитопы и с большой вероят-
ностью растворимый в воде.

В настоящей работе выделен фрагмент спай-
кового белка SARS-CoV-2, который насыщен
эпитопами и может приводить к иммунному от-
вету. Методом молекулярной динамики (МД)
оценена устойчивость выделенного фрагмента в
водно-солевом растворе. С применением имму-
номоделирования показано, что выделенный
фрагмент вызывает иммунный ответ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделен фрагмент спайкового белка SARS-CoV-2

для дальнейшей работы с ним. Для получения
модели фрагмента использовали программу
PyMol [14].

Для МД-моделирования использовали пакет
GROMACS [15] версии 2020.3.

В качестве силового поля выбран AMBER99SB-
ILDN [16], модели воды – TIP3P. Кроме того, в
систему было добавлено 0.15 М KCl. Для нейтра-
лизации заряда системы были добавлены некото-
рые дополнительные ионы. Минимизацию энер-
гии проводили с шагом 1 фс до максимальной си-
лы 1000.0 кДж/моль/нм. Давление и температуру
уравновешивали до 1 атм и 310 K путем запуска
моделирования в NVT- и NPT-ансамбле (100 пс
каждый) соответственно. Давление и температуру
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системы контролировали с помощью модифици-
рованного термостата Берендсена [17] и баростата
Паринелло–Рахмана [18]. Продуктивное 100 нс

МД-моделирование проводили в изотермическо-
изобарическом ансамбле с временным шагом 2 фс.
Алгоритм LINCS [19] использовали для ограни-
чения связей с участием атомов водорода. Даль-
нодействующие электростатические взаимодей-
ствия рассчитывали с использованием схемы
суммирования Particle-Mesh Ewald [20].

Для предсказания иммунного ответа исполь-
зовали приложение C-IMMSIMM [21]. Данный
сервер – один из самых точных для предсказания
иммунного ответа и прогнозирования адаптивно-
го иммунитета. Сервер использует алгоритмы ма-
шинного обучения [22]. Наряду с методами ма-
шинного обучения применяли подход, основан-
ный на позиционной весовой матрице (PSSM)
[23]. Количество шагов моделирования сервера
C-IMMSIMM [21] составляло 1000.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ траекторий выполнен для 100 нс. Ана-
лизировали среднеквадратичные отклонения (СКО),
радиус инерции и среднеквадратические флукту-
ации (СКФ). Соответствующие графики показа-
ны на рис. 1. СКО показаны на рис. 1б. СКО ста-
билизируется между 0.1 и 0.15 нм, что с учетом
размера моделируемой системы говорит о ее вы-
сокой стабильности. Рисунок 1а показывает, что
радиус инерции имеет тенденцию к уменьшению,
что свидетельствует о компактизации белка во
время моделирования. СКФ атомов С-α-прото-
типа вакцины показаны на рис. 1в. Наиболее по-
движные участки белка относятся к С-концевому
участку и подвижной петле.

С использованием иммуномоделирования по-
казано, что стойкий первичный и вторичный им-
мунный ответ вызывается прототипом вакцины.
Иммуномоделирование проводили для двух доз
антигена, вводимого с промежутком в 25 дней.
Введение антигена приводит к повышению уров-
ня активных В-клеток (рис. 2а), плазменных В-
клеток (рис. 2б), Т-клеток (рис. 2в), а также им-
муноглобулинов (рис. 2г). Кроме того, прототип
вакцины стимулирует хелперные Т-клетки. При
воздействии прототипа вакцины вырабатывают-
ся также интерферон гамма, интерлейкин-23, ин-
терлейкин-10, интерферон бета и ряд цитокинов
(рис. 2д). Такое повышение, в том числе, имму-
ноглобулинов, цитокинов, антигенпрезентирую-
щих, активных B- и Т-клеток, указывает на эф-
фективность предсказанного прототипа вакцины
против варианта “Омикрон” SARS-CoV-2. Тем не
менее разработанный прототип требует экспери-
ментальной проверки, чтобы доказать его эффек-
тивность и отсутствие токсического эффекта.

Рис. 1. Радиус гирации (а) и СКО (б) СКФ атомов (в)
фрагмента иммуногенного белка вируса SARS-CoV-2.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные результаты подтверждают
возможность производить пептидные вакцины из
фрагментов иммунокомпетентных белков. Пока-
зано, что выделенный фрагмент иммуногенного
белка варианта “Омикрон” SARS-CoV-2 стаби-
лен в водно-солевом растворе и способен вызы-

вать клеточный ответ. На основе полученного
фрагмента будет проведена разработка вакцины
против варианта “Омикрон” SARS-CoV-2.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования РФ
в рамках Федеральной научно-технической про-
граммы развития синхротронных и нейтронных
исследований и исследовательской инфраструк-

Рис. 2. Временные зависимости клеток, представляющих иммунный ответ организма человека на введение антигена:
популяции В-клеток (а): 1 – общее значение, 2 – неактивированные В-клетки, 3 – В-клетки памяти, 4 – В-изотип
lgG1, 5 – В-изотип lgG2. Особое внимание следует обратить на популяцию компетентных В-клеток (2); плазменных
В-клеток (б): 1 – lgM + lgG, 2 – lgM, 3 – lgG1, 4 – lgG2; популяции Т-клеток (в): 1 – активные, 2 – аппатические, 3 –
покоящиеся, 4 – повторяющиеся; иммуноглобулинов (г): 1 – lgG2, 2 – lgM, 3 – lgG1, 4 – lgG1 + lgG2, 5 – lgM + lgG,
6 – Ag; концентрации цитокинов (врезка) и интерлейкинов (д): 1 – интерферон гамма, 2 – трансформирующий фак-
тор роста бета, 3 – интерлейкин-10, 4 – интерлейкин-2.
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туры на 2019–2027 годы (Соглашение № 075-15-
2021-1355 (12 октября 2021 г.)).
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ПОИСК НОВЫХ ПОТЕНЦИАЛЬНЫХ Т- И В-КЛЕТОЧНЫХ ЭПИТОПОВ
В СПАЙКОВОМ БЕЛКЕ SARS-CoV-2
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Современная эпидемиологическая обстановка, в том числе новый вирус SARS-CoV-2 и его высокая
мутагенность, требуют принципиально новых сроков создания вакцин, что может быть достигнуто
только за счет применения современных вычислительных технологий и моделирования. С исполь-
зованием методов иммуноинформатики найдены эпитопы в спайковом белке вируса SARS-CoV-2,
для найденных эпитопов предсказаны их аллергенность и иммуногенность, показано, что на основе
данных эпитопов возможно сконструировать вакцину против SARS-CoV-2.

DOI: 10.31857/S0023476123600106, EDN: YEZWPQ

ВВЕДЕНИЕ
Известно, что SARS-CoV-2 [1] – это вирус, вы-

зывающий чрезвычайно опасное заболевание
COVID-19 [2], которое может протекать как в лег-
кой форме [3], так и бессимптомно, а также в
крайне тяжелой форме, приводящей к смерти [4].
Существуют подходы к лечению этого заболева-
ния, в том числе ряд вакцин различного типа дей-
ствия. Однако высокая мутагенность вируса при-
водит к тому, что старые вакцины становятся ме-
нее эффективными или вообще перестают
действовать. Таким образом, существует необхо-
димость быстро реагировать на появление новых
штаммов SARS-CoV-2.

Накопление большого объема генетической
информации в единой базе и развитие биоинфор-
матических инструментов позволяют рассчиты-
вать целевую модель вакцины с учетом прогноза
иммунного ответа хозяина и генетической ин-
формации патогена. Создание вакцины на основе
технологии рекомбинантной ДНК позволяет со-
кратить срок создания вакцины.

НИЦ “Курчатовский институт” создает наци-
ональную базу генетической информации, кото-
рая включает в себя средства депонирования, по-
иска по метаданным и гомологического поиска
генетической информации, а также средства для
управления биоинформатическими платформа-
ми Galaxy и NextFlow. Это позволяет работать с
существующими и создавать собственные биоин-

форматические инструменты. В [5, 6] предложен
иммуноинформатический подход, который поз-
воляет конструировать основанные на эпитопах
белковые вакцины.

В настоящей работе применили модификацию
этого подхода для SARS-CoV-2. Одним из послед-
них вариантов коронавируса, вызывающего
COVID-19, является так называемый “Омикрон”
[7, 8]. Выявлены пять его подвариантов [9]. Из-
вестно, что некоторые подварианты “Омикрона”
могут заражать ранее вакцинированных людей
[10]. Таким образом, создание эффективной вак-
цины против данного варианта коронавируса яв-
ляется актуальной задачей.

Выбранный для исследования так называемый
спайк-протеин варианта “Омикрон” (PDB ID:
7WK3) служит мишенью для поиска вакцин [11].
Трехмерная структура белка приведена на рис. 1,
его топология относительно мембраны представ-
лена на рис. 2. На основе смоделированной трех-
мерной структуры и первичной последовательно-
сти исследуемого белка был проведен поиск В- и
Т-клеточных эпитопов. Первичная последова-
тельность взята из Национальной базы генетиче-
ской информации (https://nbgi.ru/).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Т-клеточные эпитопы найдены с помощью

программы NetCTL [12]. Сервер позволяет пред-

УДК 575.112

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ В БИОЛОГИИ
И МЕДИЦИНЕ
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сказывать эпитопы CTL, ограниченные 12 супер-
типами главного комплекса гистосовместимости
(MHC) класса I. Связывание пептидов с MHC
класса I и протеасомное расщепление были пред-
сказаны с помощью искусственных нейронных
сетей [12–14].

С использованием NetCTL получен прогноз
Т-клеточных эпитопов (выделены оранжевым
цветом на рис. 3). Настройки, с которыми прово-
дился прогноз, следующие:

– weight of tap – 0.05;
– weight of MHC – 1;
– weight of Cleavage – 0.15;
– порог идентификации эпитопов – 0.75.
B-клеточные эпитопы предсказаны с помо-

щью инструмента прогнозирования ElliPro

(http://tools.iedb.org/ellipro/) сервера IEDB [15, 16].
При работе с этим методом используются доступ-
ность растворителя и гибкость для прогнозиро-
вания эпитопов. Инструмент прогнозирования
ElliPro выбирает антигенные остатки из извест-
ной трехмерной структуры белка. Нижняя оценка
и максимальное расстояние были откалиброваны
с использованием значений по умолчанию с min-
imum score – 0.5 Å и maximum distance – 6 Å соот-
ветственно. 3D-модель белка S1 использовали
для предсказания как конформационных (преры-
вистых), так и линейных В-клеточных эпитопов.

Для анализа аллергенности найденных эпито-
пов использовали программу AllerTOP [17], для
анализа токсичности – ToxinPred [18]. Для оцен-
ки перспективности данного белка как антигена
была применена программа VaxiJen [19].     

Рис. 1. Трехмерная структура белка мишени.

Рис. 2. Топологии белка относительно мембраны. Синим цветом выделен участок снаружи мембраны, красным –
трансмембранный участок, розовым – участок внутри мембраны.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Спайковый белок вируса SARS-CoV-2 (СБ CoV)
является главной антигенной детерминантой ви-

руса и поэтому был выбран в качестве объекта ис-
следования [11]. Данный белок подвержен мута-
циям в новых вариантах вируса SARS-CoV-2, что
приводит к тому, что разработанные ранее вакци-

Рис. 3. Т-клеточные эпитопы (показаны оранжевым цветом).

Рис. 4. Линейные В-эпитопы (показаны оранжевым
цветом).

Рис. 5. Прерывистые В-эпитопы (показаны оранже-
вым цветом).
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Таблица 1. Предсказанные Т-клеточные эпитопы

ID Первичная последовательность Афинность Оценочная функция

865 LTDEMIAQY 0.7953 3.6616

258 WTAGAAAYY 0.6735 3.1128

604 TSNQVAVLY 0.6559 3.0758

361 CVADYSVLY 0.5348 2.5759

746 STECSNLLL 0.5136 2.3492

733 KTSVDCTMY 0.4908 2.3795

652 GAEHVNNSY 0.4042 1.996

160 YSSANNCTF 0.3975 1.9531

196 NIDGYFKIY 0.3921 1.9606

152 WMESEFRVY 0.3902 1.9232

162 SANNCTFEY 0.3737 1.8739

687 VASQSIIAY 0.3529 1.7978

30 NSFTRGVYY 0.3389 1.6915

392 FTNVYADSF 0.2704 1.3208

136 CNDPFLGVY 0.2613 1.3355

285 ITDAVDCAL 0.235 1.168

1237 MTSCCSCLK 0.226 1.0963

261 GAAAYYVGY 0.2253 1.2194

357 RISNCVADY 0.2106 1.2032

465 ERDISTEIY 0.2097 1.1687

1039 RVDFCGKGY 0.2036 1.1403

1096 VSNGTHWFV 0.2012 0.9574

50 STQDLFLPF 0.1974 1.0468

343 NATRFASVY 0.1955 1.1138

370 NSASFSTFK 0.1671 0.8165

880 GTITSGWTF 0.1656 0.9433

612 YQDVNCTEV 0.1531 0.7502

296 LSETKCTLK 0.1515 0.7879

815 RSFIEDLLF 0.1421 0.8441

748 ECSNLLLQY 0.1413 0.8171

192 FVFKNIDGY 0.1358 0.7837

1264 VLKGVKLHY 0.1262 0.8253

1095 FVSNGTHWF 0.1232 0.7622

628 QLTPTWRVY 0.1189 0.7887

372 ASFSTFKCY 0.118 0.8085

445 VGGNYNYLY 0.1164 0.7698

83 VLPFNDGVY 0.113 0.7675
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ны оказываются неэффективными [20]. Для по-
иска антигенных детерминант спайкового белка
варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2 использо-
вали подход, основанный на алгоритмах глубоко-
го машинного обучения [12, 16–18]. Учитывая,
что СБ CoV является трансмембранным белком,

была определена его топология относительно ци-
топлазматической мембраны.

Для этого использовали основанный на алго-
ритмах глубокого машинного обучения веб-сер-
вис DeepTMHMM [21] proteins using deep neural
networks. Показано, что аминокислотные остатки

Таблица 2. Предсказанные линейные В-клеточные эпитопы

Примечание. а. о. – аминокислотные остатки.

Эпитоп Chain Начало Конец Первичная последовательность Количе-
ство а.о. Score

1 A 1204 1273 GKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCL 
KGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLHYT

70 0.9

2 A 435 511 AWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQ 
AGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVV

77 0.827

3 A 946 1017 GKLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLD 
KVEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAE

72 0.821

4 A 730 775 SMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRAL 
TGIAVEQD

46 0.8

5 A 1 23 MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQ 23 0.731

6 A 1123 1184 SGNCDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTS 
PDVDLGDISGINASVVNIQKEID

62 0.73

7 A 243 262 ALHRSYLTPGDSSSGWTAGA 20 0.725

8 A 809 905 PSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARD 
LICAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWT 
FGAGAALQIPFAMQMAYR

97 0.706

9 A 67 80 AIHVSGTNGTKRFD 14 0.646

10 A 699 711 LGAENSVAYSNNS 13 0.644

11 A 134 166 QFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNC 33 0.636

12 A 336 356 CPFGEVFNATRFASVYAWNRK 21 0.632

13 A 397 425 ADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKL 29 0.623

14 A 676 686 TQTNSPRRARS 11 0.618

15 A 1097 1102 SNGTHW 6 0.606

16 A 168 188 FEYVSQPFLMDLEGKQGNFKN 21 0.602

17 A 1073 1087 KNFTTAPAICHDGKA 15 0.58

18 A 121 127 NNATNVV 7 0.551

19 A 209 215 PINLVRD 7 0.538

20 A 97 102 KSNIIR 6 0.53
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Таблица 3. Предсказанные конформационные В-клеточные эпитопы

Эпитоп Аминокислотный остаток Количе-
ство а.о. Score

1 A:S1239, A:C1240, A:C1241, A:S1242, A:C1243, A:L1244, A:K1245 7 0.993
2 A:T1231, A:M1233, A:L1234, A:C1235, A:C1236, A:M1237, A:T1238 7 0.988
3 A:L1218, A:G1219, A:F1220, A:I1221, A:A1222, A:G1223, A:L1224, A:I1225, A:A1226, 

A:I1227, A:V1228, A:M1229, A:V1230, A:I1232
14 0.955

4 A:I818, A:G1246, A:C1247, A:C1248, A:S1249, A:C1250, A:G1251, A:S1252, A:C1253, 
A:C1254, A:F1256, A:D1257, A:E1258, A:D1259, A:D1260, A:S1261, A:E1262, A:P1263, 
A:V1264, A:L1265, A:K1266, A:G1267, A:V1268

23 0.906

5 A:S1161, A:P1162, A:D1163 3 0.904
6 A:W1212, A:P1213, A:W1214, A:Y1215, A:I1216 5 0.896
7 A:K1269, A:L1270, A:H1271, A:Y1272 4 0.892
8 A:S884, A:G885, A:W886, A:T887 4 0.885
9 A:R457, A:K458, A:S459, A:N460, A:L461, A:K462, A:P463, A:F464, A:E465, A:R466, 

A:D467, A:I468, A:S469, A:T470, A:E471
15 0.819

10 A:S730, A:M731, A:K733, A:S735, A:V736, A:D737, A:C738, A:T739, A:M740, A:Y741, 
A:I742, A:C743, A:G744, A:D745, A:S746, A:T747, A:E748, A:C749, A:S750, A:N751, 
A:L752, A:L753, A:L754, A:Q755, A:Y756, A:G757, A:S758, A:F759, A:C760, A:T761, 
A:Q762, A:L763, A:N764, A:R765, A:A766, A:L767, A:T768, A:G769, A:I770, A:A771, 
A:V772, A:E773, A:Q774, A:D775, A:S943, A:G946, A:K947, A:L948, A:Q949, A:D950, 
A:V951, A:V952, A:N953, A:Q954, A:N955, A:A956, A:Q957, A:A958, A:L959, A:N960, 
A:T961, A:L962, A:V963, A:K964, A:Q965, A:L966, A:S967, A:S968, A:N969, A:F970, 
A:G971, A:A972, A:I973, A:S974, A:S975, A:V976, A:L977, A:N978, A:D979, A:I980, 
A:L981, A:S982, A:R983, A:L984, A:D985, A:K986, A:E988, A:A989, A:E990, A:Q992, 
A:I993, A:D994, A:R995, A:L996, A:I997, A:T998, A:G999, A:R1000, A:L1001, A:Q1002, 
A:S1003, A:L1004, A:Q1005, A:Y1007, A:V1008, A:Q1011, A:L1012, A:R1014, A:A1015, 
A:A1016, A:E1017, A:D1165, A:L1166, A:G1167, A:D1168, A:I1169, A:S1170, A:G1171, 
A:I1172, A:N1173, A:A1174, A:S1175, A:V1176, A:V1177, A:N1178, A:I1179, A:K1181, A:E1182

128 0.804

11 A:L7, A:L8, A:P9, A:L10 4 0.793
12 A:L1145, A:D1146, A:S1147, A:F1148, A:K1149, A:E1150, A:E1151, A:L1152, A:D1153, 

A:F1156
10 0.787

13 A:I1130, A:G1131, A:I1132, A:V1133 4 0.746
14 A:C336, A:P337, A:G339, A:E340, A:V341, A:F342, A:N343, A:A344, A:T345, A:R346, 

A:F347, A:A348, A:S349, A:V350, A:Y351, A:A352, A:W353, A:N354, A:R355, A:K356, 
A:S371, A:A372, A:S373, A:F374, A:S375, A:A397, A:D398, A:S399, A:F400, A:V401, A:I402, 
A:R403, A:G404, A:D405, A:E406, A:V407, A:R408, A:Q409, A:I410, A:G416, A:K417, 
A:I418, A:A419, A:D420, A:Y421, A:Y423, A:A435, A:W436, A:N437, A:S438, A:N439, 
A:N440, A:L441, A:D442, A:S443, A:K444, A:V445, A:G446, A:G447, A:N448, A:Y449, 
A:N450, A:Y451, A:L452, A:Y453, A:R454, A:L455, A:F456, A:I472, A:Y473, A:Q474, 
A:A475, A:G476, A:S477, A:T478, A:P479, A:C480, A:N481, A:G482, A:V483, A:E484, 
A:G485, A:F486, A:N487, A:C488, A:Y489, A:F490, A:P491, A:L492, A:Q493, A:S494, 
A:Y495, A:G496, A:F497, A:Q498, A:P499, A:T500, A:N501, A:G502, A:V503, A:G504, 
A:Y505, A:Q506, A:P507, A:Y508, A:R509, A:V510, A:V511

108 0.744

15 A:L821, A:L822, A:F823, A:K825, A:V826, A:T827, A:L828, A:A829, A:D830, A:A831, A:G832, 
A:F833, A:I834, A:K835, A:Q836, A:Y837, A:G838, A:D839, A:C840, A:L841, A:G842, A:D843, 
A:I844, A:A845, A:A846, A:R847, A:D848, A:L849, A:I850, A:C851, A:A852, A:Q853, A:K854, 
A:F855, A:N856, A:G857, A:L858, A:T859, A:V860, A:L861, A:P862, A:P863, A:L864, A:L865, 
A:T866, A:D867, A:E868, A:M869, A:I870, A:A871, A:Q872, A:Y873, A:T874, A:S875, A:A876, 
A:L877, A:L878, A:A879, A:G880, A:T881, A:I882, A:T883, A:G889, A:A890, A:G891, A:A892, 
A:A893, A:L894, A:I896, A:P897, A:F898, A:A899, A:M900, A:Q901, A:A903, A:Y904, A:R905, 
A:V911, A:Y1206, A:E1207, A:Q1208, A:Y1209

82 0.704
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1214–1273 относятся к трансмембранному и внут-
риклеточному фрагменту белка, что затрудняет
их использование для конструирования пептид-
ной вакцины.

Далее провели поиск эпитопов. Выявлены как
Т-, так и В-клеточные эпитопы СБ CoV (табл. 1–3).
Всего выявлено 37 Т-клеточных эпитопов высо-
коаффинных лигандов главного комплекса ги-
стосовместимости первого типа (MHC-1). Из них
35 находятся в надмембранной части. Каждый из
найденных пептидов состоит из девяти амино-
кислот, что характерно для лигандов MHC-1.
В табл. 1 Т-клеточные эпитопы перечислены в
порядке убывания их аффинности к MHC-1.
Наиболее аффинные и, следовательно, более
многообещающие с точки зрения иммуногенно-
сти отличаются от менее аффинных в 4–7 раз. От-
метим, что согласно [12] использованный метод
позволяет предсказать, является ли пептид высо-
коаффинным лигандом MHC-1 с вероятностью
95%. В-клеточные эпитопы можно разделить на
два типа в зависимости от пространственной
структуры эпитопов: непрерывные (линейные) и
прерывистые (конформационные) эпитопы [15].
Список линейных В-клеточных эпитопов приве-
ден в табл. 2. Всего найдено 20 линейных В-кле-

точных эпитопов, все они относятся к надмем-
бранной части СБ CoV. Наиболее иммуногенные
из них представляют собой достаточно длинные
пептиды (до 97 аминокислотных остатков). Кон-
формационных эпитопов найдено 22 (табл. 3), из
них 20 находятся в надмембранном фрагменте
белка.

Оценка аллергенности найденных пептидов с
использованием AllerTOP [17] показала, что ни
один из них не является аллергеном.

Токсичность найденных пептидов оценивали
с использованием ToxinPred [18]. Выявлено, что
два Т-эпитопа и два конформационных В-эпито-
па, вероятно, являются токсинами (табл. 4–6).

Отметим, что оба конформационных В-эпито-
па и один из Т-эпитопов относятся к трансмем-
бранному и внутриклеточному фрагментам бел-
ка. Алгоритмы, использованные для предсказа-
ния токсичности и аллергенности, разработаны с
применением глубокого машинного обучения.
Для алгоритма предсказания токсичности ис-
пользовали три выборки: 8233 токсичных и 8233
нетоксичных пептида, 1924 токсичных и 1924 не-
токсичных пептида, 1924 токсичных и 19240 не-
токсичных пептидов. Выборки разделяли на те-
стовую и обучающую в соотношении 80:20 [22].

16 A:N1134, A:N1135, A:T1136 3 0.674
17 A:S12, A:S13, A:Q14, A:C15, A:N17, A:L18, A:T19, A:R21, A:T22, A:A67, A:I68, A:H69, 

A:V70, A:S71, A:G72, A:T73, A:N74, A:G75, A:T76, A:K77, A:R78, A:F79, A:D80, A:N81, 
A:K97, A:S98, A:N99, A:I100, A:R102, A:N121, A:N122, A:A123, A:T124, A:N125, A:V127, 
A:Q134, A:F135, A:C136, A:N137, A:D138, A:P139, A:F140, A:L141, A:G142, A:V143, 
A:Y144, A:Y145, A:H146, A:K147, A:N148, A:N149, A:S151, A:W152, A:M153, A:E154, 
A:S155, A:E156, A:F157, A:R158, A:V159, A:Y160, A:S161, A:S162, A:A163, A:N164, 
A:N165, A:C166, A:T167, A:V171, A:S172, A:Q173, A:P174, A:F175, A:L176, A:M177, 
A:D178, A:L179, A:E180, A:G181, A:K182, A:Q183, A:G184, A:N185, A:F186, A:K187, 
A:N188, A:N211, A:L212, A:V213, A:R214, A:D215, A:A243, A:L244, A:H245, A:R246, 
A:S247, A:Y248, A:L249, A:T250, A:P251, A:G252, A:D253, A:S254, A:S255, A:S256, 
A:G257, A:W258, A:T259, A:A260, A:G261, A:A262

111 0.635

18 A:S698, A:L699, A:G700, A:A701, A:E702, A:N703, A:S704, A:V705, A:A706, A:Y707, 
A:S708, A:N709, A:N710, A:S711, A:T716, A:K1073, A:N1074, A:F1075, A:T1076, A:T1077, 
A:A1078, A:P1079, A:A1080, A:I1081, A:C1082, A:H1083, A:D1084, A:G1085, A:K1086, 
A:A1087, A:S1097, A:N1098, A:G1099, A:T1100, A:H1101, A:W1102, A:S1123, A:G1124, 
A:N1125, A:C1126, A:D1127, A:V1128

42 0.61

19 A:N679, A:S680, A:P681, A:A684, A:S686, A:V687 6 0.56
20 A:Q1180, A:I1183, A:D1184 3 0.552
21 A:Q1142, A:P1143, A:E1144 3 0.551
22 A:D808, A:P809, A:S810, A:K811, A:P812, A:S813, A:K814 7 0.524

Эпитоп Аминокислотный остаток Количе-
ство а.о. Score

Таблица 3.  Окончание
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Таблица 4. Предсказание токсичности Т-клеточных эпитопов

Примечание. Токсичными являются только KTSVDCTMY, MTSCCSCLK.

ID Белок SV Score

865 LTDEMIAQY –0.52

258 WTAGAAAYY –1.07

604 TSNQVAVLY –1.17

361 CVADYSVLY –0.52

746 STECSNLLL –0.52

733 KTSVDCTMY 0.12

652 GAEHVNNSY –0.58

160 YSSANNCTF –0.48

196 NIDGYFKIY –1.13

152 WMESEFRVY –1.68

162 SANNCTFEY –0.49

687 VASQSIIAY –1.09

30 NSFTRGVYY –0.73

392 FTNVYADSF –1.1

136 CNDPFLGVY –0.82

285 ITDAVDCAL –0.67

1237 MTSCCSCLK 0.13

261 GAAAYYVGY –1.17

357 RISNCVADY –0.78

465 ERDISTEIY –1.79

1039 RVDFCGKGY –0.34

1096 VSNGTHWFV –0.92

50 STQDLFLPF –1.49

343 NATRFASVY –0.64

370 NSASFSTFK –1.04

880 GTITSGWTF –1.1

612 YQDVNCTEV –0.82

296 LSETKCTLK –1.22

815 RSFIEDLLF –0.82

748 ECSNLLLQY –0.39

192 FVFKNIDGY –0.75

1264 VLKGVKLHY –1.26

1095 FVSNGTHWF –0.92

628 QLTPTWRVY –1.5

372 ASFSTFKCY –0.66

445 VGGNYNYLY –0.82

83 VLPFNDGVY –1.29
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Такая модель позволила достичь высокой степе-
ни достоверности результата [22]. Модель для
предсказания аллергенности имела обучающую
выборку из 2427 аллергенных и столько же неал-
лергенных пептидов, что позволило получить до-
стоверность предсказания выше 90% [17].

Полученные результаты позволят как сконстру-
ировать вакцину к данному варианту SARS-CoV-2,
так и использовать предложенный подход в слу-

чае необходимости разработки вакцин к новым
вариантам SARS-CoV-2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предсказаны B- и Т-клеточные эпитопы спай-
кового белка SARS-CoV-2. Проведена оценка их
иммуногенности, аллергенности и токсичности.
Показано, что они не являются аллергенами,
большинство из них не являются токсинами. Таким

Таблица 5. Предсказание токсичности линейных В-эпитопов

Примечание. Токсичными являются эпитопы 6 и 8.

Эпитоп Белок SVM score

1 GKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKF 
DEDDSEPVLKGVKLHYT

–0.33

2 AWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGF 
NCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVV

–0.98

3 GKLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLIT 
GRLQSLQTYVTQQLIRAAE

–0.23

4 SMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQD –0.63

5 MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQ –1.07

6 SGNCDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINA 
SVVNIQKEID

7 ALHRSYLTPGDSSSGWTAGA –0.58

8 PSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVL 
PPLLTDEM IAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYR

9 AIHVSGTNGTKRFD –1.25

10 LGAENSVAYSNNS –0.61

11 QFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNC –0.93

12 CPFGEVFNATRFASVYAWNRK –0.95

13 ADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKL –0.48

14 TQTNSPRRARS –1.26

15 SNGTHW –0.71

16 FEYVSQPFLMDLEGKQGNFKN –1.55

17 KNFTTAPAICHDGKA –0.99

18 NNATNVV –0.68

19 PINLVRD –0.90

20 KSNIIR –0.83
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Таблица 6. Предсказание токсичности конформационных В-эпитопов

Эпитоп Аминокислотный остаток SVM-Score

1 A:S1239, A:C1240, A:C1241, A:S1242, A:C1243, A:L1244, A:K1245 –0.14

2 A:T1231, A:M1233, A:L1234, A:C1235, A:C1236, A:M1237, A:T1238 0.56

3 A:L1218, A:G1219, A:F1220, A:I1221, A:A1222, A:G1223, A:L1224, A:I1225, A:A1226, A:I1227, 
A:V1228, A:M1229, A:V1230, A:I1232

–0.85

4 A:I818, A:G1246, A:C1247, A:C1248, A:S1249, A:C1250, A:G1251, A:S1252, A:C1253, 
A:C1254, A:F1256, A:D1257, A:E1258, A:D1259, A:D1260, A:S1261, A:E1262, A:P1263, 
A:V1264, A:L1265, A:K1266, A:G1267, A:V1268

1.21

5 A:S1161, A:P1162, A:D1163 –0.80

6 A:W1212, A:P1213, A:W1214, A:Y1215, A:I1216 –0.53

7 A:K1269, A:L1270, A:H1271, A:Y1272 –0.79

8 A:S884, A:G885, A:W886, A:T887 –0.84

9 A:R457, A:K458, A:S459, A:N460, A:L461, A:K462, A:P463, A:F464, A:E465, A:R466, 
A:D467, A:I468, A:S469, A:T470, A:E471

–1.63

10 A:S730, A:M731, A:K733, A:S735, A:V736, A:D737, A:C738, A:T739, A:M740, A:Y741, A:I742, 
A:C743, A:G744, A:D745, A:S746, A:T747, A:E748, A:C749, A:S750, A:N751, A:L752, A:L753, 
A:L754, A:Q755, A:Y756, A:G757, A:S758, A:F759, A:C760, A:T761, A:Q762, A:L763, A:N764, 
A:R765, A:A766, A:L767, A:T768, A:G769, A:I770, A:A771, A:V772, A:E773, A:Q774, A:D775, 
A:S943, A:G946, A:K947, A:L948, A:Q949, A:D950, A:V951, A:V952, A:N953, A:Q954, 
A:N955, A:A956, A:Q957, A:A958, A:L959, A:N960, A:T961, A:L962, A:V963, A:K964, 
A:Q965, A:L966, A:S967, A:S968, A:N969, A:F970, A:G971, A:A972, A:I973, A:S974, A:S975, 
A:V976, A:L977, A:N978, A:D979, A:I980, A:L981, A:S982, A:R983, A:L984, A:D985, A:K986, 
A:E988, A:A989, A:E990, A:Q992, A:I993, A:D994, A:R995, A:L996, A:I997, A:T998, A:G999, 
A:R1000, A:L1001, A:Q1002, A:S1003, A:L1004, A:Q1005, A:Y1007, A:V1008, A:Q1011, 
A:L1012, A:R1014, A:A1015, A:A1016, A:E1017, A:D1165, A:L1166, A:G1167, A:D1168, A:I1169, 
A:S1170, A:G1171, A:I1172, A:N1173, A:A1174, A:S1175, A:V1176, A:V1177, A:N1178, A:I1179, 
A:K1181, A:E1182

11 A:L7, A:L8, A:P9, A:L10 –1.00

12 A:L1145, A:D1146, A:S1147, A:F1148, A:K1149, A:E1150, A:E1151, A:L1152, A:D1153, A:F1156 –1.34

13 A:I1130, A:G1131, A:I1132, A:V1133 –0.76

14 A:C336, A:P337, A:G339, A:E340, A:V341, A:F342, A:N343, A:A344, A:T345, A:R346, 
A:F347, A:A348, A:S349, A:V350, A:Y351, A:A352, A:W353, A:N354, A:R355, A:K356, A:S371, 
A:A372, A:S373, A:F374, A:S375, A:A397, A:D398, A:S399, A:F400, A:V401, A:I402, A:R403, 
A:G404, A:D405, A:E406, A:V407, A:R408, A:Q409, A:I410, A:G416, A:K417, A:I418, A:A419, 
A:D420, A:Y421, A:Y423, A:A435, A:W436, A:N437, A:S438, A:N439, A:N440, A:L441, 
A:D442, A:S443, A:K444, A:V445, A:G446, A:G447, A:N448, A:Y449, A:N450, A:Y451, 
A:L452, A:Y453, A:R454, A:L455, A:F456, A:I472, A:Y473, A:Q474, A:A475, A:G476, A:S477, 
A:T478, A:P479, A:C480, A:N481, A:G482, A:V483, A:E484, A:G485, A:F486, A:N487, 
A:C488, A:Y489, A:F490, A:P491, A:L492, A:Q493, A:S494, A:Y495, A:G496, A:F497, A:Q498, 
A:P499, A:T500, A:N501, A:G502, A:V503, A:G504, A:Y505, A:Q506, A:P507, A:Y508, 
A:R509, A:V510, A:V511

15 A:L821, A:L822, A:F823, A:K825, A:V826, A:T827, A:L828, A:A829, A:D830, A:A831, A:G832, 
A:F833, A:I834, A:K835, A:Q836, A:Y837, A:G838, A:D839, A:C840, A:L841, A:G842, 
A:D843, A:I844, A:A845, A:A846, A:R847, A:D848, A:L849, A:I850, A:C851, A:A852, A:Q853, 
A:K854, A:F855, A:N856, A:G857, A:L858, A:T859, A:V860, A:L861, A:P862, A:P863, A:L864, 
A:L865, A:T866, A:D867, A:E868, A:M869, A:I870, A:A871, A:Q872, A:Y873, A:T874, A:S875, 
A:A876, A:L877, A:L878, A:A879, A:G880, A:T881, A:I882, A:T883, A:G889, A:A890, A:G891, 
A:A892, A:A893, A:L894, A:I896, A:P897, A:F898, A:A899, A:M900, A:Q901, A:A903, 
A:Y904, A:R905, A:V911, A:Y1206, A:E1207, A:Q1208, A:Y1209
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образом, большинство найденных эпитопов могут
быть использованы при конструировании прототи-
па пептидной вакцины против SARS-CoV-2.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования РФ
в рамках Федеральной научно-технической про-
граммы развития синхротронных и нейтронных
исследований и исследовательской инфраструк-
туры на 2019–2027 гг. (Соглашение № 075-15-
2021-1355 (12 октября 2021 г.)
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Смоделирована пространственная структура оболочечного белка вируса африканской чумы сви-
ней, рассчитана его топология относительно клеточной мембраны, предсказаны B- и Т-клеточные
эпитопы для этого белка, проведена оценка их иммуногенности, аллергенности, токсичности. Изу-
чены вариабельность аминокислот в белке и консервативность найденных эпитопов. Показано, что
на основе найденных эпитопов возможна разработка новой пептидной вакцины против африкан-
ской чумы свиней.
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ВВЕДЕНИЕ
Африканская чума свиней (АЧС) – это вирус-

ная болезнь свиней, которая характеризуется ли-
хорадкой, цианозом кожи, обширными кровоиз-
лияниями во внутренние органы [1]. Источником
заболевания являются больные животные и виру-
соносители. Заболевание не представляет опас-
ности для человека. В настоящее время не суще-
ствует эффективных вакцин и методов лечения
данного заболевания, в результате все зараженное
поголовье свиней погибает [2]. С целью борьбы с
распространением АЧС все поголовье в обнару-
женном очаге заражения умерщвляется бескров-
ным методом и сжигается. Таким образом, АЧС
является заболеванием, наносящим существен-
ный ущерб животноводству: на территории Рос-
сии уничтожено около миллиона зараженных
свиней, экономический ущерб превысил 30 млрд
рублей [3].

Возбудителем АЧС является ДНК-содержащий
вирус африканской чумы свиней, единственный
представитель рода асфивирусов и семейства ас-
фаровирусов [4, 5]. Данный вирус содержит более
180 генов, причем количество генов немного раз-
личается для различных изолятов [6]. Как и при
других вирусных геморрагических лихорадках,
основными клетками-мишенями для реплика-
ции являются клетки моноцитарного и макро-
фагального происхождения. Проникновение
вируса в клетку-хозяина опосредуется рецепто-
ром, но точный механизм эндоцитоза в настоя-

щее время неясен [7]. Резервуарами вируса афри-
канской чумы свиней (ВАЧС) являются некото-
рые виды клещей и дикие африканские свиньи [8].

Одним из основных антигенов ВАЧС является
кодируемый геном EP402R белок, гомологичный
рецептору адгезии Т-клеток, CD2. Известно, что
этот белок непосредственно вовлечен в явление
гемадсорбции, вызванное инфицированием вос-
приимчивых клеток ВАЧС [9, 10].

Существуют подходы, основанные на алгорит-
мах иммуноинформатики, позволяющие иденти-
фицировать эпитопы вирусных антигенов и раз-
рабатывать на их основе пептидные вакцины [11,
12]. В данной работе белок ВАЧС, кодируемый
геном EP402R, использован для поиска Т- и В-
клеточных эпитопов. Показано, что предсказан-
ные эпитопы являются иммуногенными, неток-
сичными и неаллергенными и могут быть ис-
пользованы для конструирования вакцины на их
основе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Анализ аминокислотной последовательности.

Первичная последовательность белка ВАЧС, ко-
дируемого геном EP402R (CD2p), получена из
НБГИ (Национальная база генетической инфор-
мации) [13]. Для анализа консервативности най-
денных эпитопов использовали аминокислотные
последовательности CD2p из пяти различных
изолятов ВАЧС, взятых из НБГИ. Данные после-

УДК 575.112
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довательности найдены с использованием алго-
ритма BLAST [14]. Для анализа встречаемости
найденных эпитопов в протеоме ВАЧС был вы-
бран один из аннотированных протеомов ВАЧС
из НГБИ.

Пространственная структура белка CD2p смо-
делирована с использованием AlphaFold2 [15].
Для изучения топологии белка относительно
клеточной мембраны использовали программу
TMHMM [16].

Предсказание Т- и В-клеточных эпитопов. Т-
клеточные эпитопы предсказывали с помощью
NetCTL [17]. Использовали следующие парамет-
ры: фактор ТАР-зависимого транспорта – 0.05,
тип главного комплекса гистосовместимости – 1,
порог протеасомного расщепления – 0.15, порог
идентификации эпитопов – 0.75. Как прерыви-
стые (конформационные), так и линейные эпи-
топы предсказаны с помощью инструмента про-
гнозирования ElliPro [18], сервера IEDB [19]. Ни-
жайшая оценка и максимальное расстояние были
откалиброваны с использованием значений по
умолчанию с minimum score – 0.5 Å и maximum
distance – 6 Å соответственно. Для предсказания
конформационных (прерывистых) и линейных
В-клеточных эпитопов использовали смоделиро-
ванную трехмерную структуру белка.

Анализ биологических свойств найденных эпито-
пов. Для анализа аллергенности найденных эпито-
пов использовали программу AllerTOP [20], для

анализа токсичности – ToxinPred [21]. Иммуноген-
ность оценивали с использованием VaxiJen [22].

Анализ консервативности найденных эпитопов в
различных изолятах ВАЧС и встречаемости в
протеоме одного из изолятов проводили с ис-
пользованием Epitope Conservacy Analysis [23].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для исследования была выбрана аминокис-

лотная последовательность белка с идентифика-
тором UniProt A0A7T0LXP0. Последовательность
содержит 402 аминокислотных остатка (а.о.). Для
оценки перспективности данного белка как анти-
гена была применена программа VaxiJen [22].
В результате моделирования выявлено, что иссле-
дованный белок, вероятно, является антигеном.

На первом этапе исследования на основе дан-
ной последовательности смоделировали трехмер-
ную структуру исследуемого белка (рис. 1). Из ри-
сунка видно, что надежно смоделированы два до-
мена, состоящие преимущественно из β-слоев и
α-спиралей. Кроме того, последовательность со-
держит участок, который не удалось надежно
смоделировать, что следует из данных Alpha Fold 2.

Анализ топологии белка относительно клеточ-
ной мембраны с использованием TMHMM [16]
показал, что а.о. с 16 по 206 являются надмем-
бранными, а.о. 207–227 представляют трансмем-
бранный фрагмент, а.о. 228–402 – внутриклеточ-

Рис. 1. Трехмерная структура белка CD2p, смоделированная AlphaFold. Окраска соответствует достоверности пред-
сказания структуры. Надмембранный фрагмент предсказан надежно.
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ный фрагмент белка (рис. 2, 3). Внеклеточный
участок представлен β-доменами и началом α-
спирали и является наиболее перспективным для
поиска эпитопов.

Для поиска Т-клеточных эпитопов использо-
вали первичную последовательность белка. По-
иск проводили с использованием программы
NetCTL [24] только для ГКГ (главный комплекс
гистосовместимости) класса 1 [25]. Вся последо-
вательность была разделена на 394 пептида по
9 аминокислот, из них 12 были идентифицирова-
ны как антигенные детерминанты (табл. 1).

B-клеточные эпитопы можно разделить на два
типа в зависимости от их пространственной
структуры: непрерывные (линейные) и прерыви-
стые (конформационные) эпитопы [26]. Эпито-
пы были предсказаны с помощью ElliPro [18] и
модели трехмерной структуры белка. При работе
с этим методом используются доступность раство-
рителя и гибкость для прогнозирования эпито-
пов. Инструмент прогнозирования ElliPro выби-
рает антигенные остатки из известной трехмер-
ной структуры белка. Найденные прерывистые
эпитопы представлены в табл. 2.

На рис. 4 выделены фрагменты белка CD2p,
являющиеся эпитопами. Из рисунка видно, что
основная часть антигенных детерминант нахо-
дится в N-концевом β-домене белка CD2p. Таким

образом, данный домен может быть использован
как основа пептидной субъединичной вакцины
против ВАЧС.

Рис. 2. Топология белка CD2p относительно клеточной мембраны. Получена с использованием системы искусствен-
ного интеллекта.

Outside

Membrane
Inside

0 50 100 150 200 250 300 350 400

DeepTMHMM - Most Likely Topology | Type: alpha SP + TM

Рис. 3. Топология белка CD2p относительно клеточной мембраны, наложенная на трехмерную структуру белка. Си-
ним показан надмембранный фрагмент, красным – трансмембранный, розовым – внутриклеточный.

Таблица 1. Т-клеточные эпитопы

ID
Первичная 

последователь-
ность белка

Аффинность Оценочная 
функция

90 NTEIFNRTY 0.717 3.3352

116 SVDSPTITY 0.5894 2.8012

154 DTNGDILNY 0.4773 2.281

32 NIFTINDTY 0.2081 1.1817

279 YQYNTPIYY 0.15 0.9481

389 STQNISLIH 0.2162 0.9027

78 TTNNCSLII 0.2006 0.8936

271 LLPKPYSRY 0.1377 0.8704

68 CCGHNISLY 0.1546 0.8689

203 STLFYIIIF 0.1279 0.7746

40 YGGLFWNTY 0.116 0.757

21 WSTLNQTVF 0.135 0.7535



974

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 68  № 6  2023

КОЛЕСНИКОВ и др.

Анализ биологических свойств эпитопов, най-
денных с использованием соответствующих алго-
ритмов, показал, что они нетоксичны, не аллер-
генны и являются перспективными иммунными
детерминантами (табл. 3, 4). Достоверность полу-

ченных результатов определяли с помощью си-
стем искусственного интеллекта.

С использованием BLAST были найдены пять
штаммов ВАЧС (UniProt ID: Q89501, P0C9V8,
P0C9V6, P0C9V9, P0C9V7), с использованием

Таблица 2. В-клеточные эпитопы

Аминокислотные остатки Количество 
остатков Значение

A:S243, A:P244, A:P245, A:P246, A:S247, A:E248, A:S249, A:N250, A:E251, A:E252, A:D253, 
A:I254, A:S255, A:H256, A:D257, A:D258, A:T259, A:T260, A:S261, A:I262, A:H263, A:E264, 
A:P265, A:S266, A:P267, A:R268

26 0.939

A:K236, A:H237, A:E239, A:E240 4 0.915

A:K374, A:P375, A:L376, A:P377, A:S378, A:I379, A:P380, A:L381, A:L382, A:P383, A:N384 11 0.863

A:R335, A:P336, A:P337, A:K338, A:P339, A:C340, A:P341, A:P342, A:P343, A:K344, 
A:P345, A:C346, A:P347, A:P348, A:P349, A:K350, A:P351, A:C352, A:P353, A:P354, A:P355, 
A:K356, A:P357, A:C358, A:P359, A:P360, A:P361, A:K362, A:P363, A:C364, A:P365, 
A:S366, A:P367, A:E368, A:S369, A:Y370, A:S371, A:P372, A:P373

39 0.816

A:Q293, A:P294, A:L295, A:N296, A:P297, A:F298, A:P299, A:L300, A:P301, A:K302, 
A:P303, A:C304, A:P305, A:P306, A:P307, A:K308, A:P309, A:C310, A:P311, A:P312, A:P313, 
A:K314, A:P315, A:C316, A:P317, A:P318, A:P319, A:K320, A:P321, A:C322, A:P323, A:P324, 
A:P325, A:K326, A:P327, A:C328, A:S329, A:P330, A:P331, A:K332, A:P333, A:C334

42 0.757

A:G219, A:I220, A:F221, A:I222, A:S223, A:I224, A:I225, A:S226, A:V227, A:L228, A:S229, 
A:I230, A:R231, A:K233, A:R234

15 0.672

A:R289, A:P290, A:S291, A:T292 4 0.652

A:E269, A:P270, A:L271, A:L272, A:P273, A:K274, A:P275, A:Y276, A:S277 9 0.625

A:I385, A:P386, A:P387, A:L388, A:S389, A:T390, A:Q391, A:N392 8 0.604

A:F211, A:S214, A:G215, A:L216, A:I217, A:I218 6 0.56

A:R278, A:Y279, A:Q280, A:Y281, A:N282, A:T283, A:P284, A:I285 8 0.539

A:H397, A:D399, A:R400 3 0.53

Рис. 4. Т-клеточные эпитопы на трехмерной структуре, отмеченные желтым цветом с указанными ID (табл. 1).
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Таблица 3. Результат проверки токсичности Т-эпитопов

Примечание. Ни у одной последовательности нет мутации.
Токсином является только CCGHNISLY.

Пептидная 
последовательность

Значение машины 
опорных векторов

NTEIFNRTY –1.1

SVDSPTITY –1.13

DTNGDILNY –0.66

NIFTINDTY –0.81

YQYNTPIYY –1.12

STQNISLIH –1.39

TTNNCSLII –0.44

LLPKPYSRY –0.7

CCGHNISLY 0.5

STLFYIIIF –0.89

YGGLFWNTY –0.83

WSTLNQTVF –1.2

Epitope Conservacy Analysis [23] проверена кон-
сервативность найденных эпитопов в данных пя-
ти штаммах. Результат приведен в табл. 5, 6. До-
стоверность полученных результатов определяли
с помощью систем искусственного интеллекта.

Установлено, что эпитопы со следующими ами-
нокислотными последовательностями: YQYNTPIYY,
STQNISLIH, LLPKPYSRY встречаются во всех
вариантах белка CD2p ВАЧС, что говорит о том,

что данный белок подходит для конструирования
вакцины.

Проанализирована консервативность эпито-
пов в другом протеоме – UP000101566 (African
swine fever virus (ASFV)), со следующими белка-
ми: A0A0C5BCP6, A0A0C5AWT8, A0A0C5AWM9,
A0A0C5AZ99, A0A0C5AZW1, A0A0C5B2J6,
A0A0C5AZA5, A0A0C5AZJ5, B7TBE9, A0A0C5AWM3,
A0A0C5AWP7, A0A0C5AZ57, A0A0C5B2H4,
A0A0C5B2U2, A0A0C5BCJ7, A0A0C5AWJ1. Ре-

Таблица 4. Результат проверки токсичности В-эпитопов

Примечание. Ни одна из последовательностей не имеет му-
тации и не является токсином.

Пептидная последовательность Значение машины 
опорных векторов

SPPPSESNEEDISHDDTTSIH 
EPSPR

–0.95

KHEE –0.76

KPLPSIPLLPN –1.26

RPPKPCPPPKPCPPPKPCPPP 
KPCPPPKPCPSPESYSPP

–1.26

GIFISIISVLSIRKA –1.29

RPST –0.79

EPLLPKPYS –1.27

IPPLSTQN –0.6

FSGLII –1.14

RYQYNTPI –0.63

HDR –0.83

Таблица 5. Общие показатели консервативности найденных эпитопов

Эпитоп Пептидная 
последовательность

Совпадение белковой 
последовательности, %

Процент сходства

минимальный максимальный

1 NTEIFNRTY 60 (3/5) 44.44 100
2 SVDSPTITY 80 (4/5) 44.44 100
3 DTNGDILNY 100 (5/5) 55.56 100
4 NIFTINDTY 60 (3/5) 44.44 100
5 YQYNTPIYY 100 (5/5) 100 100
6 STQNISLIH 100 (5/5) 100 100
7 TTNNCSLII 100 (5/5) 55.56 100
8 LLPKPYSRY 100 (5/5) 100 100
9 CCGHNISLY 20 (1/5) 44.44 100

10 STLFYIIIF 100 (5/5) 66.67 100
11 YGGLFWNTY 60 (3/5) 33.33 100
12 WSTLNQTVF 40 (2/5) 44.44 100
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Таблица 6. Уточненные значения консервативности найденных эпитопов

Белок Позиция
Белковая 

подпоследова-
тельность

Процент 
сходства Белок Позиция

Белковая 
подпоследова-

тельность

Процент 
сходства

1. NTEIFNRTY 7. TTNNCSLII

Q89501 90–98 NTEIFNRTY 100 Q89501 78–86 TTNNCSLII 100

P0C9V8 87–95 NTSIYNVTN 55.56 P0C9V8 93–101 VTNNCSLTI 77.78

P0C9V6 86–94 NTKIFNTTY 77.78 P0C9V6 74–82 ITNNCSLTI 77.78

P0C9V9 P0C9V9 77–85,
362–370

IAHNCSLTI,
STQNISLIH

55.56

P0C9V7

P0C9V7 89–97 ITNNCSLTI 77.78

2. SVDSPTITY 8. LLPKPYSRY

Q89501 116–124 SVDSPTITY 100 Q89501 271–279 LLPKPYSRY 100

P0C9V8 130–138 PVTSPNITY 66.67 P0C9V8 291–299 LLPKPYSRY 100

P0C9V6 112–120 PVTSPIITY 66.67 P0C9V6 274–282 LLPKPYSRY 100

P0C9V9 113–121 PVTPPNITY 55.56 P0C9V9 274–282 LLPKPYSRY 100

P0C9V7 P0C9V7 287–295 LLPKPYSRY 100

3. DTNGDILNY 9. CCGHNISLY

Q89501 154–162 DTNGDILNY 100 Q89501 68–76 CCGHNISLY 100

P0C9V8 168–176 HTNQDILTY 66.67 P0C9V8

P0C9V6 150–158 YTNKSFLNY 55.56 P0C9V6

P0C9V9 151–159 YTNESILEY 55.56 P0C9V9

P0C9V7 165–173 YTNESILNY 66.67 P0C9V7

4. NIFTINDTY 10. STLFYIIIF

Q89501 32–40 NIFTINDTY 100 Q89501 203–211 STLFYIIIF 100

P0C9V8 162–170 NNITINHTN 55.56 P0C9V8 224–232 HTLFYIIIF 88.89

P0C9V6 P0C9V6 207–215 HTLFYMIIF 77.78

P0C9V9 140–148 IYFNINDTN 55.56 P0C9V9 206–214 SYMFYMIIF 66.67

P0C9V7 P0C9V7 221–229 SYIFYMIIF 66.67

5. YQYNTPIYY 11. YGGLFWNTY

Q89501 279–287 YQYNTPIYY 100 Q89501 40–48 YGGLFWNTY 100

P0C9V8 299–307 YQYNTPIYY 100 P0C9V8 40–48 ELGIFWNSY 55.56

P0C9V6 282–290 YQYNTPIYY 100 P0C9V6 37–45 TEGIFWNFY 55.56

P0C9V9 282–290 YQYNTPIYY 100 P0C9V9

P0C9V7 295–303 YQYNTPIYY 100 P0C9V7

6. STQNISLIH 12. WSTLNQTVF

Q89501 389–397 STQNISLIH 100 Q89501 21–29 WSTLNQTVF 100

P0C9V8 391–399 STQNISLIH 100 P0C9V8

P0C9V6 368–376 STQNISLIH 100 P0C9V6

P0C9V9 362–370 STQNISLIH 100 P0C9V9

P0C9V7 379–387 STQNISLIH 100 P0C9V7 194–202 ISTSNTTEF 55.56
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Таблица 7. Общие показатели консервативности эпитопов к белкам протеома UP000101566

Эпитоп
Первичная 

последовательность 
эпитопа

Совпадение белковой 
последовательности, %

Процент сходства

минимальный максимальный

1 NTEIFNRTY 0.00% (0/16) 22.22 44.44

2 SVDSPTITY 0.00% (0/16) 33.33 44.44

3 DTNGDILNY 0.00% (0/16) 22.22 44.44

4 NIFTINDTY 6.25% (1/16) 22.22 55.55

5 YQYNTPIYY 6.25% (1/16) 22.22 100

6 STQNISLIH 6.25% (1/16) 22.22 100

7 TTNNCSLII 12.50% (2/16) 22.22 100

8 LLPKPYSRY 6.25% (1/16) 33.33 100

9 CCGHNISLY 0.00% (0/16) 22.22 44.44

10 STLFYIIIF 18.75% (3/16) 33.33 88.89

11 YGGLFWNTY 6.25% (1/16) 22.22 55.56

12 WSTLNQTVF 0.00% (0/16) 22.22 44.44

Таблица 8. Уточненные значения консервативности
эпитопов к белкам протеома UP000101566

Белок Позиция
Белковая 

подпоследо-
вательность

Процент 
сходства

4. NIFTINDTY
A0A0C5AWP7 108–116 EIFLINGTH 55.56

5. YQYNTPIYY
A0A0C5AZA5 300–308 YQYNTPIYY 100

6. STQNISLIH
A0A0C5AZA5 372–380 STQNISLIH 100

7. TTNNCSLII
A0A0C5AZA5 91–99 TTNNCSLII 100
A0A0C5B2H4 247–255 TTNSCDSIQ 55.56

8. LLPKPYSRY
A0A0C5AZA5 292–300 LLPKPYSRY 100

10. STLFYIIIF
A0A0C5AWT8 810–818 NTAFLIKIF 55.56
A0A0C5AZA5 224–232 HTLFYIIIF 88.89
A0A0C5AWP7 1137–1145 SALLYSIEF 55.56

11. YGGLFWNTY
A0A0C5AZA5 47–55 LNGIFWNIY 55.56

зультат анализа консерватизма эпитопов для пе-
речисленных белков приведен в табл. 7, 8. Досто-
верность полученных результатов определяли с
помощью систем искусственного интеллекта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты анализа найденных in silico анти-

генных детерминант белка CD2p ВАЧС позволя-
ют сделать вывод о перспективности использова-
ния ряда из них для создания пептидной вакцины
против ВАЧС. Некоторые из найденных детерми-
нант являются консервативными для всех про-
анализированных изолятов вируса, следователь-
но, данные эпитопы могут быть использованы
для конструирования вакцин для каждого из ва-
риантов вируса ВАЧС.

Исходя из того, что больше всего антигенных
детерминант представлено в N-концевом β-до-
мене CD2p, можно сделать вывод о перспектив-
ности его использования как компонента субъ-
единичной вакцины против ВАЧС.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования в рамках вы-
полнения работ по Государственному заданию
ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН.
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Проанализирован геном африканской чумы свиней и выявлен белок, способный служить иммуно-
геном. Для водорастворимого фрагмента данного белка методом молекулярной динамики показа-
но, что он стабилен в водно-солевом растворе. Иммуномоделирование показало, что данный фраг-
мент вызывает клеточный ответ, следовательно, может быть использован в качестве прототипа вак-
цины.

DOI: 10.31857/S0023476123600805, EDN: YEINQY

ВВЕДЕНИЕ
При разработке пептидных вакцин использу-

ются антигены патогенов, в качестве которых
обычно выступают трансмембранные белки, про-
блемы использования которых заключаются в их
нерастворимости в воде и практической невоз-
можности экспрессии.

В последнее время эти трудности обходят за
счет выделения насыщенного эпитопами водо-
растворимого и легко экспрессируемого фраг-
мента иммуногенного белка.

В настоящей работе такой подход применен к
вирусу африканской чумы свиней (ВАЧС).

Одной из основных антигенных детерминант
ВАЧС является кодируемый геном EP402R бе-
лок, гомологичный рецептору адгезии Т-клеток,
CD2 [1].

Африканская чума свиней – это вирусная бо-
лезнь свиней, для которой характерны лихорадка,
цианоз кожи и обширные кровоизлияния во
внутренние органы [2]. Распространителями за-
болевания являются больные животные и виру-
соносители. Болезнь не поражает человека, одна-
ко в настоящее время не существует эффектив-
ных методов профилактики и лечения данного
заболевания, а все зараженные животные погиба-
ют [3]. Для борьбы с распространением африкан-
ской чумы свиней все поголовье в обнаруженном
очаге и радиусе 20 км от него умерщвляется бес-

кровным методом и сжигается, что наносит суще-
ственный ущерб животноводству [4].

Возбудителем африканской чумы свиней яв-
ляется ДНК-содержащий вирус, представитель
рода асфивирусов и семейства асфаровирусов [5,
6]. Вирус содержит ~180 генов [7]. Как и при дру-
гих вирусных геморрагических лихорадках, ос-
новными клетками-мишенями для репликации
являются клетки моноцитарного и макрофа-
гального происхождения. Проникновение ви-
руса в клетку-хозяина опосредуется рецепто-
ром, но точный механизм эндоцитоза в настоя-
щее время неясен [8]. Резервуарами ВАЧС
являются некоторые виды клещей и дикие аф-
риканские свиньи [9].

Разработка пептидной вакцины против ВАЧС
состояла из двух этапов.

На первом этапе [10] смоделировали про-
странственную структуру оболочечного белка
ВАЧС, рассчитали его топологию относительно
клеточной мембраны, предсказали эпитопы для
этого белка, провели оценку их иммуногенности,
аллергенности, токсичности, изучили вариабель-
ность аминокислот в белке и консервативность
найденных эпитопов.

В настоящей работе, представляющей второй
этап разработки вакцины, проведена оценка ста-
бильности этого белка в водном растворе мето-
дом молекулярной динамики, а также иммуномо-

УДК 575.112

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ В БИОЛОГИИ 
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делирование клеточного ответа на данный анти-
ген. Выявлен богатый эпитопами фрагмент
белка, который с помощью вычислительного экс-
перимента был также проверен на стабильность в
водно-солевом растворе и на иммуногенность.
Показано, что данный антиген может быть ис-
пользован для разработки вакцины.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Фрагмент белка для дальнейшей работы с ним
выделен из целевого белка с использованием про-
граммы PyMol [11].

Молекулярно-динамическое (МД) моделиро-
вание выполнено для вакцины с использованием
версии 2020.3 пакета динамического моделирова-
ния GROMACS [12].

Силовое поле AMBER99SB-ILDN [13] исполь-
зовали с моделью воды TIP3P и добавлением
0.15 М KCl к системе. Для нейтрализации общего
заряда системы к ней были добавлены некото-
рые дополнительные ионы. Чтобы расслабить
структуру и избежать стерических столкнове-
ний в дальнейшем моделировании, минимиза-
цию энергии проводили с шагом 1 фс до макси-
мальной силы 1000.0 кДж/моль/нм. После этого
давление и температура системы были уравнове-

Рис. 1. Радиус гирации фрагмента иммуногенного белка вируса африканской чумы свиней Rg nm (а), СКО фрагмента
иммуногенного белка ВАЧС (б), СКФ атомов фрагмента иммуногенного белка ВАЧС (в).
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шены до 1 атм и 310 K путем запуска моделирова-
ния в NVT- и NPT-ансамбле (100 пс каждый) со-
ответственно. Кроме того, давление и температуру
системы контролировали с помощью модифици-
рованного термостата Берендсена [14] и бароста-
та Паринелло–Рахмана [15] с постоянной време-
ни tau_t 1/4 0.1 пс и tau_p 1/4 2 пс соответственно.
Продуктивное 200 нс МД-моделирование прово-
дили в изотермическо-изобарическом ансамбле с
временным шагом 2 фс. Алгоритм LINCS [16] ис-
пользовали для ограничения связей с участием
атомов водорода. Дальнодействующие электро-
статические взаимодействия рассчитывали с ис-
пользованием схемы суммирования Particle-Mesh
Ewald [17].

Для иммуномоделирования клеточного ответа
применяли приложение C-IMMSIMM [18]. Дан-
ный сервер – один из самых точных для исследо-
вания иммунного моделирования и прогнозиро-
вания адаптивного иммунитета. Сервер следует
методам машинного обучения, аналогичным для
прогнозирования иммунных взаимодействий,
специфичных к эпитопам-мишеням [19]. Наряду
с методами машинного обучения применяли
технологию матрицы оценки позиции (PSSM)
[20]. Количество шагов моделирования сервера
C-IMMSIMM [18] составляло 1000.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ траекторий был выполнен для 100 нс.

Поскольку при моделировании использовались

Рис. 2. Временные зависимости клеток, представляющих иммунный ответ организма свиньи на введение антигена:
популяции В-клеток (а): 1 – В-изотип lgG2, 2 – В-изотип lgG1, 3 – B-изотип lgM, 4 – В-клетки памяти, 5 – неакти-
вированные В-клетки, 6 – общее значение. Особое внимание следует обратить на популяцию компетентных В клеток
(2); плазменных В-клеток (б): 1 – lgM + lgG, 2 – lgM, 3 – lgG1, 4 – lgG2; популяции Т-клеток (в): 1 – активные, 2 –
апатические, 3 – покоящиеся, 4 – повторяющиеся; иммуноглобулинов (г): 1 – lgG2, 2 – lgM, 3 – lgG1, 4 – lgG1 +
+ lgG2, 5 – lgM + lgG, 6 – Ag.
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периодические граничные условия, рецентриро-
ванием белковой молекулы осуществлялся ее
возврат в ячейку моделирования. После этого
проводили первичный анализ траекторий, вклю-
чая расчет среднеквадратичных отклонений (СКО),
радиуса инерции и среднеквадратических флук-
туаций (СКФ). Соответствующие графики пока-
заны на рис. 1. Изменения СКО показаны на
рис. 1б, где видим, что СКО стабилизируется
между 40 и 55 нм, что с учетом размера моделиру-
емой системы говорит о ее высокой стабильно-
сти. Рисунок 1а показывает, что радиус гирации
имеет тенденцию к уменьшению для прототипа
вакцины, что свидетельствует о его уплотнении
во время моделирования. СКФ атомов С-α-про-
тотипа вакцины показаны на рис. 1в.

С использованием иммуномоделирования об-
наружено, что стойкий первичный иммунный от-
вет вызывается вакциной против чумы свиней
наряду со вторичным иммунным ответом. Две до-
зы вызвали естественный ответ против типичной
вакцины. Иммуномоделирование показало, что
введение вакцины приводит к повышению уров-
ня активных В-клеток (рис. 2а), плазменных В-
клеток (рис. 2б), Т-клеток (рис. 2в) наряду с по-
степенным повышением уровня различных им-
муноглобулинов (рис. 2г). При этом вакцина сти-
мулирует хелперные Т-клетки, указывая на луч-
шую адаптивность иммунитета [21]. Показано,
что интерферон-γ, интерлейкин-23, интерлей-
кин-10 и интерферон-β, а также ряд разнообраз-
ных цитокинов, вызывающих иммунный ответ и
защищающих организм от вирусов, вырабатыва-
ются при воздействии вакцины [22]. Полученные
многообещающие показатели, в том числе повы-
шение иммуноглобулинов, цитокинов, антиген-
презентирующие, активных B-клеток, а Т-клетки
указывают на эффективность разработанного
прототипа вакцины против африканской чумы
свиней. Тем не менее разработанный прототип
требует экспериментальной проверки, чтобы до-
казать его эффективность, а также отсутствие
токсического эффекта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные результаты показывают воз-

можность производить пептидные вакцины из
фрагментов иммунокомпетентных белков. Выяв-
лено, что выделенный фрагмент иммуногенного
белка ВАЧС стабилен в водно-солевом растворе,
а также способен вызывать клеточный ответ. На
основе полученного фрагмента будет проведена
разработка вакцины против африканской чумы
свиней.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования в рамках вы-
полнения работ по Государственному заданию
ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН.
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Адгезивные свойства матриксов, преимущественно зависящие от химических и структурных осо-
бенностей их поверхности, играют важнейшую роль в тканевой инженерии. С помощью флуорес-
центной и растровой электронной микроскопии в режиме окружающей среды исследована адгезия
клеток диссоциированной нейрональной культуры на изотропных и анизотропных нетканых и губ-
чатых матриксах из полилактида. Нейроны, полученные из головного мозга новорожденных мы-
шей, демонстрировали улучшенную адгезию на матриксах всех типов после обработки плазмой,
при этом наиболее выраженный эффект наблюдался на неориентированных матриксах.

DOI: 10.31857/S0023476123600210, EDN: JJWTPR

ВВЕДЕНИЕ
Первичные нейрональные культуры исполь-

зуются не только для фундаментальных иссле-
дований, но и для разработки методов лечения
неврологических патологий и травм [1–3]. Рост
и имплантация культуры нейронов требуют
подходящих матриксов. Основными требова-
ниями к таким матриксам являются биосовме-
стимость, биодеградация, высокая клеточная ад-
гезия, способствующая пролиферации, диффе-
ренцировке клеток и обеспечению нейрональной
активности [4]. В большинстве случаев матриксы
из синтетических полимеров демонстрируют
определенные преимущества за счет легкости
формообразования, высокой прочности и устой-
чивости к растяжению. Рекомендуется использо-
вать для имплантатов многочисленные синтети-
ческие полимеры, в том числе полистирол, поли-
лактид (ПЛА), полигликолевую кислоту и
полилактид-гликолевую кислоту [5–7]. Экспери-
менты по регенерации тканей [8] продемонстри-
ровали хорошую биосовместимость матриксов из
ПЛА, несмотря на гидрофобную природу соеди-
нения. ПЛА разлагается в тканях организма до
молочной кислоты путем гидролиза и метаболи-
зируется до углекислого газа и воды.

Проблему плохой смачиваемости поверхности
матрикса из ПЛА, препятствующую адгезии кле-

ток, можно решить несколькими способами.
Поверхность может быть предварительно обра-
ботана поли-Д-лизиновыми или полиэтилени-
миновыми пептидами, которые придают ей по-
ложительный заряд и способствуют адгезии
клеток [9]. Другим способом является плазмен-
ная обработка, увеличивающая шероховатость и
гидрофильность поверхности матрикса на основе
ПЛА [10], оставляя практически неизменными
другие характеристики материала. Изучение эф-
фекта плазменной обработки поверхностей мат-
риксов (в том числе, матриксов из ПЛА) и ее по-
ложительного влияния на адгезию и пролифера-
цию клеток рассмотрено в ряде обзоров и
научных работ [11–15]. В частности, существен-
ное влияние обработки плазмой поверхности
матрикса на адгезию, пролиферацию и диффе-
ренцировку нейральных стволовых клеток отме-
чено в [13–15]. Однако эксперименты со стволо-
выми клетками продемонстрировали и ряд отри-
цательных результатов, таких как низкий уровень
жизнеспособности клеток и плохой контроль их
дифференцировки. В настоящем исследовании
использовались первичные нейрональные клет-
ки, прошедшие дифференцировку, и экспери-
мент был направлен исключительно на изучение
клеточной адгезии и пролиферации.

УДК 57.085.23+677.494+66.022.6

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ В БИОЛОГИИ 
И МЕДИЦИНЕ
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Таким образом, в настоящей работе представ-
лены результаты исследования адгезии культуры
клеток первичных нейронов мыши на различных
матриксах из ПЛА, а именно, ориентированных и
неориентированных нетканых и губчатых мат-
риксах до и после обработки плазмой в разрежен-
ной атмосфере воздуха.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изготовление и обработка матриксов. Для полу-

чения образцов матриксов различных типов ис-
пользовали ПЛА марки 4032D (NatureWorks,
США). В качестве растворителей использовали ди-
оксан (ЧДА, “Компонент-Реактив”), хлороформ и
этиловый спирт (ХЧ, “Компонент-Реактив”).

Для получения пористых материалов на осно-
ве ПЛА полимер растворяли в 1,4-диоксане при
постоянном перемешивании в магнитной мешал-
ке в течение 24 ч. Концентрация раствора соста-
вила 3 мас. %. Затем раствор замораживали при
температуре, –22°C в рефрижераторе и переме-
шивали дважды в процессе заморозки для равно-
мерного распределения кристаллов растворите-
ля. После этого образцы лиофилизировали в те-
чение 48 ч на установке Alpha 2-4LSC (Martin
Christ, Германия). Диаметр образца составлял
25 ± 1 мм при высоте 3 ± 1 мм.

Нетканые материалы получали методом элек-
троформования из 9 мас. % раствора ПЛА в смеси
растворителей: хлороформа и этилового спирта
(90 : 10). Электроформование проводили на уста-
новке, разработанной в НИЦ “Курчатовский ин-
ститут”, при комнатной температуре и следую-
щих технологических параметрах: прикладывае-
мое напряжение 12 ± 1 кВ, расстояние между
капилляром и осадительным электродом 25 ± 1 см,
объемный расход полимерного раствора 5 мл/ч.
Характерный геометрический размер нетканого
волокнистого материала составлял 50 × 50 мм при
толщине 550 ± 50 мкм.

Все образцы подвергали плазменной обработ-
ке в атмосфере воздуха (при давлении воздуха
1.1–0.2 мбар) с одной из сторон в установке
PELCO easiGlow (Ted Pella, США) при силе тока
20 мА в течение 60 мин.

В табл. 1 представлены описание и аббревиа-
туры всех используемых образцов матриксов из
ПЛА с различной архитектурой и обозначено на-
личие/отсутствие плазменной обработки.

Культивирование клеточной культуры. Чтобы
получить по 10 образцов адгезированных нейро-
нов на каждом типе матриксов, использовали
диссоциированные культуры клеток головного
мозга новорожденных мышей. Основные прави-
ла содержания и ухода за экспериментальными
животными соответствовали нормативам, дан-
ным в Приказе Минздрава России № 267 от
19.06.03 “Об утверждении правил лабораторной
практики в Российской Федерации”.

Диссоциирование клеток достигалось путем
обработки фрагментов ткани мозга 0.25% трип-
сином (Invitrogen 25200-056, США). Осаждение
полученных клеток из суспензии осуществлялось
при помощи центрифуги при 1800 об./мин. в те-
чение 5 мин. Клетки ресуспендировали в нейро-
базальной среде Neurobasal А без фенолового
красного (Gibco™ 12349015, США) в комплексе с
биоактивной добавкой В27 (Invitrogen 17504-044),
глутамином (Invitrogen 25030-024, США) и сме-
сью антибиотиков (Gibco™ 15070063, США).
Плотность клеточной культуры составляла не ме-
нее 1200 клеток/мм2. Культивирование клеток
проводили на поверхности матриксов, помещен-
ных в чашки Петри с двумя миллилитрами куль-
туральной среды. Матриксы предварительно за-
мачивали в 96%-ном этаноле в течение 1 мин и
промывали водой, затем обрабатывали 0.05%-ным
полиэтиленимином в течение 20 мин. Адгезия
нейронов на матриксах без покрытия (без обра-
ботки ПЛА) была существенно ниже. Поддержа-
ние жизнеспособности культуры осуществлялось
в условиях СО2-инкубатора при температуре 37°С
и газовой смеси (95% воздуха и 5% СО2). Смену
культуральной среды осуществляли через сутки
после посадки на матриксах и далее 1 раз в 3 дня.
Время культивирования in vitro составило 5–7 сут.
Интервал времени выбирали из расчета, что
именно на этом этапе у нейронов начинают фор-
мироваться дендриты [16] и появляется электри-
ческая активность [17].

Для максимального ингибирования экспрес-
сии генов и других процессов жизнедеятельности
клеточных культур их перемещали на лед, сразу
отмывали от культуральной среды и фиксировали
с помощью 4%-ного параформальдегида (Sigma
P6148, Германия) в течение 7–10 мин. После фикса-
ции клетки отмывали 3 раза в течение 5 мин в одно-
кратном растворе PBS (Invitrogen 70011036, США).

Флуоресцентная микроскопия. Для флуорес-
центной микроскопии после фиксации ядра кле-
ток окрашивали с помощью ДНК-специфиче-
ского маркера Hoechst 33342 Solution (Thermo Sci-
entific™ 62249, США) в течение 15 мин при
комнатной температуре в темноте, после чего клет-

Таблица 1. Список и обозначения образцов матриксов
из ПЛА

Тип матрикса
Без 

обработки 
плазмой

Обрабо-
танные 

плазмой

Неориентированная губка ГН ГН*
Ориентированная губка ГО ГО*
Неориентированный нетка-
ный волокнистый материал

НН НН*

Ориентированный нетканый 
волокнистый материал

НО НО*
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ки отмывали раствором PBS в течение 3–5 мин. За-
тем матриксы с клетками переносили на предмет-
ные стекла, покрывали водной заливочной сре-
дой Fluoromount (Sigma F4680, Германия) и
накрывали покровными стеклами.

Для исследований образцов методом флуо-
ресцентной микроскопии использовали универ-
сальный биологический микроскоп Carl Zeiss
Axio Imager.Z1 (Zeiss, Германия). Микрофото-
графии всех исследуемых образцов получали в
одних и тех же условиях интенсивности возбуж-
дающего света и экспозиции при использовании
объектива 60 (увеличение ×600) с одновремен-
ным получением изображений по методу фазо-
вого контраста.

Подсчет ядер нейрональной культуры прово-
дили при помощи программного обеспечения Fiji
[18]. В табл. 2 представлены количества исследо-
ванных полей зрения для каждого из образцов.

Растровая электронная микроскопия в режиме
естественной среды (ЕРЭМ). Исследования мето-
дами ЕРЭМ проводили на микроскопе Versa 3D
DualBeam SEM (ThermoFisher Scientific, США).
Образцы помещали на столик с пельтье-охлажде-
нием при 10°C и 100%-ной влажности, давление в
камере опускалось до низкого вакуума (1220 Па).
Сначала все образцы исследовали при 100%-ной
влажности, но при таких условиях поверхность
частично или полностью была покрыта слоем во-
ды из образца, поэтому в течение эксперимента
давление в камере опускалось до 980 Па, что поз-
воляло полностью изучить их морфологию, а так-
же значительно улучшало отношение сигнала к
шуму при получении изображений.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Флуоресцентная микроскопия. На рис. 1 пред-

ставлено сравнение флуоресцентных фотогра-
фий ядер нейронов на всех четырех типах матрик-
сов без обработки (левая колонка) и после обра-
ботки плазмой (правая колонка).

Флуоресцентная микроскопия выявила, что
адгезия нейрональной культуры на каждом из че-
тырех типов матриксов была разной. На губчатом
матриксе ГН нейроны располагались неравномер-
но, в основном на поверхности и в виде небольших
монослойных скоплений (рис. 1а). Небольшое ко-
личество клеток на поверхности матрикса может
быть связано с их проникновением в поры матрик-
са. На более плотных губчатых матриксах ГО
(рис. 1в) адгезия была значительно более равно-
мерной и без выраженных скоплений клеток.

На нетканом матриксе НН клетки распределя-
лись равномерным монослоем по всей поверхно-
сти без кластеризации (рис. 1д). Расстояние меж-
ду клетками варьировалось в диапазоне от 5 до
50 мкм. Однако на ориентированном нетканом
матриксе НО адгезия нейронов была неравно-

мерной, в виде скоплений близкорасположенных
друг к другу клеток (рис. 1ж).

Обработка плазмой в течение 60 мин привела к
улучшению адгезии клеток нейрональной культу-
ры на всех типах матриксов. По результатам мик-
роскопических исследований незначительное
увеличение среднего количества клеток после
плазменной обработки наблюдалось на ориенти-
рованных матриксах ГО* и НО* (рис. 1г, 1з соот-
ветственно), тогда как на неориентированных
матриксах ГН* и НН* увеличение адгезии клеток
было существенным (рис. 1б, 1е соответственно).

Для количественной оценки адгезии клеток
нейрональной культуры подсчитывали среднее
количество клеток в 10 полях зрения на каждом
типе матриксов. Программное обеспечение
ImageJ (NIST, США) [19] использовали для циф-
рового анализа изображений на первом этапе. За-
тем был проведен статистический анализ с помо-
щью GraphPad Prizm 9.4.1 (681) (La Jolla, Кали-
форния, США). Нормальность распределения
оценивали с помощью теста Колмогорова–
Смирнова. На последнем этапе анализа применя-
ли непараметрический критерий ANOVA Краске-
ла–Уоллиса с последующим множественным
сравнением и апостериорным критерием Данна
со значением P < 0.05.

Результаты подсчета клеточных ядер на всех
матриксах представлены на рис. 2. Статистически
значимые различия наблюдались между группа-
ми ГН и ГН*. Между другими группами статисти-
чески значимых различий выявлено не было.

Для количественной оценки увеличения адге-
зии нейрональной культуры были подсчитаны
среднее количество клеток по всем полям зрения
для каждого матрикса (табл. 2) и процент увели-
чения количества клеток.

Согласно полученным результатам плазмен-
ная обработка наилучшим образом повлияла на
адгезию на неориентированных матриксах: для
матрикса ГН среднее количество клеток увеличи-
лось на 230%, для матрикса НН – на 64%. Тогда
как для ориентированных матриксов увеличение
адгезии составило 3% для ГО и 25% для НО.

Растровая электронная микроскопия в режиме
естественной среды. Параллельно с флуоресцент-
ной микроскопией адгезированные на матриксах
нейроны исследовали с помощью метода ЕРЭМ.
Поскольку ЕРЭМ позволяет визуализировать

Таблица 2. Среднее количество клеток по полям зрения

Образец Количество
клеток Образец Количество 

клеток
Прирост 

клеток, %

ГН 22.2 ГН* 73.30 230
ГО 92.5 ГО* 95.50 3
НО 71.2 НО* 89.1 25
НН 64.2 НН* 105.6 64



986

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 68  № 6  2023

АЗИЕВА и др.

клетки только на поверхности матриксов, этот
метод использовали только для качественной
оценки клеточной адгезии.

Обнаружили заметную разницу в распределе-
нии клеток на поверхности всех типах образцов
до и после плазменной обработки (рис. 3). Оба

губчатых матрикса – неориентированный (ГН,
рис. 3а) и ориентированный (ГО, рис. 3в) – де-
монстрируют морфологию, близкую к исходным
образцам (без клеток).

После процедуры плазменной обработки на-
блюдались уменьшение пористости и резкое из-

Рис. 1. Сравнение флуоресцентных фотографий ядер нейрональной культуры на матриксах, не обработанных (левая
колонка) и обработанных плазмой в течение 60 мин (правая колонка): а – ГН, б – ГН*, в – ГО, г – ГО*, д – НН,
е – НН*, ж – НО, з – НО* (табл. 1).

50 мкм

(а) (б)

(в) (г)

(д) (е)

(ж) (з)

50 мкм

50 мкм 50 мкм

50 мкм 50 мкм

50 мкм 50 мкм
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менение морфологии поверхности в обоих образ-
цах: неориентированном ГН* (рис. 3б) и ориен-
тированном ГО* (рис. 3г). Такие изменения
указывают на превосходную адгезию клеток и их
пролиферацию в образцах после обработки плаз-
мой. Аналогичное поведение клеток наблюдалось
на неориентированном нетканом матриксе НН
до и после обработки плазмой (рис. 3д, 3е соот-
ветственно). На матриксе НН клетки в основном
находятся на пересечениях волокон. После обра-
ботки плазмой целые волокна покрываются вне-
клеточным матриксом (ВКМ), и распределение
клеток становится более однородным. Адгезия
клеток в ориентированном нетканом матриксе
НО совершенно иная (рис. 3ж). Волокна в этом
матриксе плотно упакованы, а размеры пор отно-
сительно малы для проникновения клеток в тол-
щу образца. В результате на поверхности образца
НО образуется относительно толстый клеточный
слой. Не было обнаружено заметной разницы в
количестве клеток на нетканом ориентирован-
ном матриксе НО* после плазменной обработки
(рис. 3з). И в этом случае проявлялся относитель-
но толстый слой клеток на поверхности матрикса
с небольшими порами размером ~10 мкм и тре-
щинами.

ОБСУЖДЕНИЕ
Материалы на основе синтетических полиме-

ров, как правило, плохо смачиваются водой,
склеиваются и имеют низкую адгезию различных
веществ на поверхности. Плазмохимическая мо-
дификация материалов подвергает изменениям
лишь обрабатываемую поверхность и приповерх-
ностный слой, толщина которого может состав-
лять от десятков нанометров до единиц микро-
метров. Обработка плазмой приводит в основном
к изменению поверхностных контактных свойств
материалов – увеличению смачиваемости и адге-
зии, при этом не происходит существенных изме-
нений физико-механических характеристик [20].
При обработке материалов плазмой в атмосфере
воздуха происходит образование кислородосо-
держащих полярных групп на поверхности мате-
риала (верхний слой – 10 нм и менее) без наруше-
ния объемных свойств [21, 22].

Кроме того, происходит изменение атомного
состава, связанное с потерей низкомолекулярных
соединений за счет окисления и обрыва полимер-
ных цепей на верхних слоях материала [23]. Ука-
занные выше процессы могут приводить к изме-
нению рельефа поверхности – шероховатости
материала, что в свою очередь сводится к увели-
чению удельной поверхности, а также свободной
поверхностной энергии за счет увеличения вкла-
да полярных групп [24, 25]. Применение плазмо-
химической обработки также позволяет значи-
тельно улучшить адгезию клеточных культур на
поверхности матриксов [26].

Исследования взаимодействия между остео-
бластподобными клетками MC3T3-E1 и пленка-
ми ПЛА, обработанными воздушной плазмой,
показали, что воздушная плазма может значи-
тельно усиливать как клеточную адгезию, так и
клеточную пролиферацию [27–29].

Аналогичные результаты получены в настоя-
щем исследовании: адгезия культуры первичных
нейрональных клеток мыши на различных мат-
риксах ПЛА после обработки плазмой в атмосфе-
ре воздуха увеличивается. Количественные ре-
зультаты флуоресцентной микроскопии показа-
ли, что плазменная обработка является наиболее
эффективной для адгезии клеток на неориенти-
рованных матриксах, а именно образцах ГН* и
НН*. Среднее количество клеток увеличилось на
230% в случае неориентированного губчатого
матрикса (ГН*) и на 64% в случае неориентиро-
ванного нетканого матрикса (НН*). Это также
подтверждается исследованиями ЕРЭМ.

Флуоресцентная микроскопия не показала за-
метных изменений числа клеток на обработан-
ных плазмой ориентированных губчатых матрик-
сах ГО* по сравнению с необработанными ориен-
тированными матриксами ГО, увеличение
составило всего 3%. Однако с помощью ЕРЭМ
был получен другой результат: отчетливо види-
мый толстый монослой покрывал всю поверх-
ность матрикса. Происхождение этого слоя мо-
жет быть объяснено двумя способами:

– более узкие поры ориентированного губчатого
матрикса препятствуют проникновению клеток
вглубь и также препятствуют проникновению плаз-
мы, в результате чего происходит интенсивный рост
клеток только в областях, близких к поверхности;

– на поверхности губчатого матрикса присут-
ствуют фрагменты ВКМ, а не клеточные ядра, ко-
торые наблюдались на флуоресцентных микро-
фотографиях.

Увеличение количества клеток на ориентиро-
ванном нетканом матриксе после обработки

Рис. 2. Среднее количество клеток на матриксах до
(темные столбцы) и после (светлые столбцы) обра-
ботки плазмы.
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Рис. 3. Сравнение ЕРЭМ-изображений образцов матриксов с нейрональной культурой, не обработанных (левая ко-
лонка) и обработанных плазмой в течение 60 мин (правая колонка): а – ГН, б – ГН*, в – ГО, г – ГО*, д – НН, е – НН*,
ж – НО, з – НО* (табл. 1).
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плазмой (НО*) составило 25% по сравнению с не-
обработанным образцом (НО), что значительно
больше, чем в случае образцов пары ГО–ГО*, что
скорее всего связано с ограничением, накладыва-
емым относительно малым размером пор.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С помощью флуоресцентной микроскопии и

ЕРЭМ была изучена адгезия клеток первичной
нейрональной культуры на различных типах мат-
риксов на основе ПЛА: ориентированных и не-
ориентированных нетканых и губчатых матрик-
сах до и после обработки плазмой в воздушной
среде. Установлено, что во всех типах матриксов
плазменная обработка увеличивает адгезию кле-
ток к матриксу. Наиболее выраженный эффект
(увеличение адгезии клеток более чем в 2 раза)
обнаружен на неориентированных губчатых мат-
риксах. Относительно большое увеличение адге-
зии также наблюдалось на неориентированных
нетканых матриксах. На ориентированных губча-
тых и нетканых матриксах также наблюдалось
увеличение адгезии клеток после обработки плаз-
мой, но оно было менее выраженным. Исследо-
вание ЕРЭМ продемонстрировало равномерное
покрытие поверхности ориентированных губча-
тых и нетканых матриксов, что, предположитель-
но, связано с наличием ВКМ.

Таким образом, изменение топографии по-
верхности и гидрофильности полимерных мат-
риксов позволяет повысить клеточную адгезию
культур нейронов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 21-13-
00321 “Деформационное поведение биоразлагае-
мых матриксов различного типа при механиче-
ских нагрузках”).
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С помощью методов двумерной дифракции и рентгеновской рефлектометрии проведены исследо-
вания, посвященные изучению молекулярных механизмов взаимодействия противоопухолевого
антибиотика доксорубицина с липидными моделями клеточных мембран. В качестве модельных
систем использованы монослои четырех видов фосфолипидов, относящихся к основным компо-
нентам мембран животных клеток. Получена новая информация о процессах повреждения кри-
сталлической решетки фосфолипидных монослоев под действием доксорубицина. Установлено,
что действие доксорубицина на монослои анионных фосфолипидов определяется электростатиче-
ским взаимодействием: положительно заряженные молекулы доксорубицина встраиваются между
отрицательно заряженными функциональными группами фосфолипида. В случае нейтральных
фосфолипидов основная роль принадлежит гидрофобному взаимодействию: молекулы доксоруби-
цина координируются с углеводородными хвостами фосфолипида в неупорядоченных областях.

DOI: 10.31857/S0023476123600842, EDN: AAUWIR

ВВЕДЕНИЕ
Развитие новых подходов к изучению молеку-

лярной организации биологических мембран
остается актуальной задачей, несмотря на много-
численные фундаментальные исследования в
этой области. Это объясняется важнейшей ролью
биомембран в структурной и функциональной
организации клеток, а также возможностью ак-
тивного воздействия на клетку через мембрану.
Адекватной моделью клеточных мембран явля-
ются упорядоченные липидные монослои, сфор-
мированные на поверхности жидкой субфазы в
ленгмюровской ванне [1]. Для изучения подоб-
ных объектов широко привлекаются поверхност-
но-чувствительные рентгеновские методы, что
позволяет получать информацию о механизмах
функционирования клеточных мембран на моле-
кулярном уровне [2–6].

Наиболее часто в исследованиях органических
пленок на поверхности жидкости применяется
метод рентгеновской дифракции в скользящей
геометрии, позволяющий изучать кристалличе-
скую структуру двумерных молекулярных систем

в латеральном направлении [3]. Еще одна рентге-
новская методика, которая успешно использует-
ся в исследованиях на жидкости, – метод рентге-
новской рефлектометрии [4]. Такие измерения
дают информацию о распределении профиля
электронной плотности и позволяют локализо-
вать отдельные химические компоненты биоор-
ганической пленки по ее толщине.

В представленных исследованиях методы
рентгеновской дифракции в скользящей геомет-
рии и рентгеновской рефлектометрии были ис-
пользованы для выявления молекулярных меха-
низмов изменения структуры липидных моделей
клеточных мембран под действием антибиотика
доксорубицина.

Доксорубицин – полусинтетический антибио-
тик антрациклинового ряда – занимает важное
место в химиотерапии онкологических заболева-
ний [7]. Благодаря широкому спектру действия
доксорубицин является компонентом стандарт-
ных схем комбинированной химиотерапии мно-
гих опухолей (в том числе, опухолей молочной
железы, легких, желудка и пр.) и лейкозов [8]. Ос-
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новным механизмом цитотоксического действия
доксорубицина считают нарушение взаимодей-
ствия фермента топоизомеразы II с ДНК, что
приводит к торможению репликации ДНК и ин-
гибированию пролиферации клеток. Кроме того,
доксорубицин способствует образованию актив-
ных форм кислорода (свободных радикалов), об-
ладающих высокой цитотоксичностью. В частно-
сти, действие свободных радикалов приводит к
окислению липидов, входящих в состав цито-
плазматических мембран. Полагают, что именно
окислительное повреждение мембран является
причиной кардиотоксичности доксорубицина,
которая имеет кумулятивный характер и ограни-
чивает применение этого препарата в клинике [9,
10]. Еще одним важным механизмом цитотокси-
чеcкого действия доксорубицина является его
способность внедряться в липидные слои клеточ-
ных мембран, что приводит к нарушению их ор-
ганизации и изменению текучести и в конечном
счете к апоптозу клеток. В то же время, поскольку
основные мишени цитотоксического действия
доксорубицина локализованы внутри клетки, его
взаимодействие с клеточными мембранами и
проникновение внутрь клетки имеют определяю-
щее значение для реализации противоопухолево-
го эффекта [11].

С начала 1980-х гг. большое внимание уделяет-
ся исследованиям, направленным на выяснение
различий в доставке доксорубицина к резистент-
ным/чувствительным раковым клеткам [11–17].
Как показано в [12, 13, 17], восприимчивость кле-
ток к доксорубицину во многом определяется
биофизическими свойствами мембраны (упаков-
ка липидов, текучесть мембраны, электрический
заряд), взаимодействием доксорубицина с липи-
дами. Взаимодействие доксорубицина с липид-
ными молекулами широко изучалось в модель-
ных экспериментах с использованием липидных
бислоев на твердых подложках, липосом и т.д.
[15–19]. Многочисленные опубликованные ис-
следования посвящены выявлению особенностей
взаимодействия доксорубицина с ленгмюровски-
ми монослоями, состоящими из синтетических
фосфолипидов [20–22], а также липидов, выде-
ленных из раковых клеток [12]. Наиболее часто в
таких исследованиях применяются брюстеров-
ская микроскопия, метод изотерм сжатия и флуо-
ресцентная микроскопия, что позволяет детально
охарактеризовать морфологию монослоя, его
термодинамические свойства, фазовое поведение
и т.д. Однако изменения в структуре монослоя,
вызванные действием доксорубицина, еще не
рассматривались систематически.

Механизмы действия доксорубицина на фосфо-
липидные монослои обусловлены тем, что моле-
кулы доксорубицина в водных растворах заряже-
ны положительно (при нейтральных значениях
рН). С другой стороны, часть молекулы доксору-

бицина в виде планарной структуры ароматиче-
ских колец обладает выраженными гидрофобны-
ми свойствами. Таким образом, в зависимости от
химического строения и структуры фосфолипида
возможно как электростатическое, так гидрофоб-
ное взаимодействие. В связи с этим в представ-
ленных исследованиях экспериментальные изме-
рения были проведены для четырех различных
типов фосфолипидов. Изучали монослои дипаль-
митоилфосфатидилглицерина (ДПФГ), который
выбрали в качестве одного из основных отрица-
тельно заряженных фосфолипидов в клеточных
мембранах. Чтобы выяснить роль состояния гид-
рофобной части монослоя, в частности ненасы-
щенности ацильной цепи молекул липида, прове-
ли измерения на монослоях фосфолипида с двумя
ацильными цепями ненасыщенной жирной кис-
лоты – диолеоилфосфатидилсерин (ДОФС).
Кроме того, рентгеновские эксперименты были
выполнены для двух нейтральных фосфолипи-
дов: дипальмитоилфосфатидилхолин (ДПФХ) –
основной компонент клеточных мембран живот-
ных клеток, а также дипальмитоилфосфатидил-
этаноламин (ДПФЭ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Формирование монослоя фосфолипида 

на поверхности жидкости
Использовали следующие реактивы: 1,2-dipal-

mitoyl-sn-glycero-3-[phospho-rac-(1-glycerol) sodi-
um salt (ДПФГ), 1,2-Di-(cis-9-octadecenoyl)-sn-
glycero-3-phospho-L-serine sodium salt (ДОФС),
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
(ДПФЭ), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline (ДПФХ).

Растворы ДПФГ и ДПФЭ были приготовлены
в концентрации 0.45 мг/мл с использованием
смеси хлороформ:метанол (9:1). ДОФС и ДПФХ
растворяли в хлороформе в концентрации 0.42 мг/мл.
Для формирования монослоя раствор фосфоли-
пида наносили на поверхность чистой воды в
ленгмюровской ванне. После испарения раство-
рителя (через 15 мин) слой поджимали до поверх-
ностного давления π = 25 мН/м.

Для каждого фосфолипида было выполнено
по три серии измерений:

1) монослой формировали на поверхности
раствора доксорубицина. Концентрация доксо-
рубицина в субфазе составляла 1.255 × 10−4 M,
выбранное значение соответствует концентрации
доксорубицина в плазме крови крыс при введе-
нии препарата NanoDox, в состав которого вхо-
дит доксорубицин;

2) монослой формировали на поверхности чи-
стой воды. После поджатия слоя фосфолипида до
давления π = 25 мН/м, под монослой с помощью
шприца вводили 300 мкл раствора доксорубицина
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(концентрация 1.47 × 10−3 M). Монослой оставля-
ли на 40 мин до начала рентгеновских измерений;

3) контрольные измерения для монослоя,
сформированного на поверхности чистой воды.

Рентгеновские измерения
Измерения с помощью метода рентгеновской

дифракции в скользящей геометрии и рентгенов-
ской рефлектометрии проведены на станции
ID10 (Европейский центр синхротронного излу-
чения ESRF, Франция). Было использовано из-
лучение с длиной волны 0.563 Å. При измерении
картин двумерной дифракции угол падения излу-
чения на поверхность воды составлял 0.8 × θC
(θС – критический угол полного внешнего отра-
жения для воды). В каждой серии эксперимен-
тальные исследования проводили в течение 3 ч
после поджатия слоя. Перед каждым новым изме-
рением ленгмюровскую ванну сдвигали в попе-
речном направлении на 200 мкм, что позволило
снизить радиационные повреждения фосфоли-
пидного слоя. Поверхностное давление поддер-
живалось постоянным во время измерений.

Анализ экспериментальных данных
Для анализа экспериментальных кривых рент-

геновской рефлектометрии использовали при-
ближение “свободной формы”, позволяющее
проводить поиск профиля распределения элек-
тронной плотности без каких-либо ограничений
на форму профиля. Такой подход имеет ряд суще-
ственных преимуществ при решении обратных
задач рентгеновской рефлектометрии для систем
со сложными границами раздела и заведомо не-
известной структурой. Возможности метода были
продемонстрированы в исследованиях периоди-
ческих многослойных структур [23], тонкопле-
ночных систем [24], а также полимерных тонких
пленок на поверхности жидкости [25].

В классическом подходе к анализу экспери-
ментальных данных рентгеновской рефлектомет-
рии планарную систему представляют в виде на-
бора слоев, где каждый слой определяется тремя
параметрами: толщиной, оптической константой
и толщиной переходного слоя [26]. Влияние гра-
ниц раздела на кривую отражения моделируется
ослабляющими коэффициентами типа Нево-
Кроше для интенсивности френелевского отра-
жения. Такой способ учета шероховатостей гра-
ниц применим только для фиксированной фор-
мы профиля с нормальным распределением вы-
сот шероховатости и справедлив только для
малых значений шероховатости. Специфика
классического подхода заключается в том, что
корректное решение удается найти в том случае,
если используется адекватная модель планарной
системы. По сути в рамках классического подхода

проводится тестирование гипотезы о соответ-
ствии структуры образца выбранной модели с
уточнением ее параметров в некоторых пределах.
В случае значительных структурных перестроек в
образце либо для неизвестной структуры образца
принятая модель становится недостаточной для
описания реальной структуры и требует усложне-
ния путем введения дополнительных подслоев,
при этом появляется новая степень свободы фор-
мы профиля.

В приближении “свободной формы” планар-
ная система представляется в виде массива тон-
ких ламелей заданного химического состава и
плотности по аналогии с методом “Groove-Track”
[27]. Все ламели имеют одинаковую толщину dmin,
величина которой определяется максимальным
угловым диапазоном (θmax) экспериментально
полученной кривой зеркального отражения:

, где  – мак-
симальная длина вектора рассеяния, на котором
наблюдается значимая картина зеркального отра-
жения; λ – длина волны падающего излучения.
Число ламелей определяется максимальной тол-
щиной образца. Варьируемым параметром явля-
ются числовые кодификаторы ламелей, значение
которых определяется возможными вариациями
базовых материалов планарной системы. Таким
образом, в расчете прямой задачи рентгеновской
рефлектометрии используется массив ламелей
равной толщины, для каждой из которых в ком-
плексном показателе преломления сохраняется
соотношение Крамерса–Кронига и наследуются
свойства плотности и химического состава ба-
зовых материалов системы [23]. Для предотвра-
щения появления выбросов и осциллирующего
поведения профиля распределения электрон-
ной плотности вблизи истинного решения в
процессе независимого варьирования большо-
го числа несвязанных ламелей используется ре-
гуляризация Тихонова. Критерий согласия в
этом случае дополняется средним значением
квадрата производной второго порядка от про-
филя: , где  –
числовой кодификатор ламели,  – параметр ре-
гуляризации.

Верификацию стабильности и корректности
восстановления профиля распределения элек-
тронной плотности в ленгмюровских пленках
проводили для монослоев четырех фосфолипи-
дов – ДПФХ, ДПФЭ, ДПФГ, ДОФС, сформиро-
ванных на поверхности чистой воды при давлении
25 мН/м. Экспериментальные кривые рентгенов-
ского отражения для всех четырех монослоев
имеют характерную форму с ярко выраженными
осцилляциями (рис. 1а). Небольшие различия на-
блюдаются в периоде осцилляций (позициях ин-
терференционных минимумов), что связано с
различной длиной углеводородных хвостов и раз-

( )=min maxπ/ zd q ( ) =max max4π sin(θ )/λzq

− += +  − + −2 2
1 1GOF χ Λ ( 2 )i i ip p p ip

Λ
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личным химическим составом головной группы.
Результаты анализа экспериментальных данных
рентгеновской рефлектометрии представлены на
рис. 1б в виде профилей распределения электрон-
ной плотности по глубине структуры, нормиро-
ванных на значение в водной субфазе. На всех
профилях четко различаются две области: область
голов молекул фосфолипидов (HG) на глубине
20–35 Å с повышенной электронной плотностью,
а также область хвостов фосфолипидов (TG) на
глубине до 20 Å с плотностью, сравнимой или
меньшей, чем плотность водной субфазы. По-
скольку модель фосфолипидного монослоя полу-
чена в приближении свободной формы, она не
параметризована в традиционном представлении

толщин слоев голов и хвостов молекул; физиче-
ски значимой является сама форма профиля. Ко-
личественные оценки этих параметров, для их
сравнения со структурой липидной молекулы и
результатами других исследований, получаются
из анализа первых производных профиля как рас-
стояния между экстремумами (табл. 1).

Как видно из рис. 1а, использование прибли-
жения “свободной формы” для определений мо-
лекулярной организации липидных монослоев,
сформированных на поверхности жидкости, поз-
воляет добиться хорошего согласия между теоре-
тической кривой и экспериментальными данны-
ми. Полученные профили распределения элек-
тронной плотности не содержат артефактов
восстановления и являются физически значимы-
ми с полным соответствием общепринятой моде-
ли ленгмюровского слоя. Количественные пара-
метры моделей адекватно отражают различия в
структурах четырех липидов и демонстрируют
высокую чувствительность к деталям структуры.
Таким образом, предложенный подход позволяет
получать информацию о молекулярной организа-
ции ленгмюровкого слоя, а также о структурных
изменениях в монослое, возникающих при взаи-
модействии молекул монослоя с компонентами

Рис. 1. Кривые рентгеновской рефлектометрии для монослоев фософлипидов – ДПФХ, ДПФЭ, ДПФГ, ДОФС, сфор-
мированных на поверхности чистой воды. Сплошные линии – расчетные кривые отражения, соответствующие наи-
лучшему совпадению (а). Распределение электронной плотности в монослоях фософлипидов – ДПФХ, ДПФЭ,
ДПФГ, ДОФС. Профили распределения электронной плотности нормированы на значение плотности воды. Для на-
глядности кривые смещены по вертикали (б).
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Таблица 1. Параметры монослоев фосфолипидов, по-
лученные из анализа экспериментальных данных
рентгеновской рефлектометрии

DTG, Å DHG, Å ρTG/ρsub ρHG/ρsub

ДПФХ 16.6 8.8 0.96 1.26
ДПФЭ 17.9 8.7 0.97 1.34
ДПФГ 18.0 8.7 0.94 1.34
ДОФС 13.9 9.2 0.88 1.25
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жидкой субфазы, включая полное разрушение
пленки.

Подчеркнем, что экспериментальные измере-
ния, а также анализ данных рентгеновской ре-
флектометрии в биоорганических слоях, сформи-
рованных на поверхности жидкости, представля-
ют собой достаточно нетривиальную задачу. Это
связано с самой спецификой формирования та-
ких систем, когда органические и биоорганиче-
ские молекулы, сохраняющие свою подвижность,
могут свободно распределяться в приповерхност-
ных слоях жидкой субфазы. Кроме того, функци-
онально значимые молекулы, присутствующие в
жидкой субфазе, могут концентрироваться под
слоем, оказывая заметное влияние на упаковку
молекул в слое, и/или встраиваться в слой. Все
эти факторы существенно затрудняют процесс
математической обработки и интерпретации дан-
ных рентгеновской рефлектометрии при иссле-
довании биоорганических систем на жидкости.
В связи с этим методы анализа кривых отраже-
ния, не требующие какой бы то ни было априор-
ной информации о распределении электронной
плотности в планарной системе, представляют
особый интерес для развития рентгеновской на-
нодиагностики молекулярных слоев на поверх-
ности жидкой субфазы.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Отрицательно заряженные фосфолипиды

Монослой ДПФГ. Наглядное представление о
резких нарушениях молекулярной организации
слоя ДПФГ под действием доксорубицина дают
результаты измерений с помощью метода рентге-
новской дифракции в скользящей геометрии.
В случае, когда монослой ДПФГ формировали на
растворе доксорубицина в первом измерении, за-

писанном через 40 мин после поджатия слоя, не
удалось зарегистрировать ни одного дифракци-
онного пика, что однозначно указывает на силь-
ное повреждение кристаллической структуры мо-
нослоя. Во второй серии измерений, когда моно-
слой ДПФГ формировали на чистой воде, а затем
под монослой вводили раствор доксорубицина,
также наблюдалось разрушение двумерной упа-
ковки монослоя (рис. 2). Через 40 мин после вве-
дения раствора доксорубицина под монослой
ДПФГ еще можно было наблюдать картину ди-
фракционного рассеяния, которая оказалась
идентична картине рассеяния, наблюдаемой для
монослоя ДПФГ на чистой воде (рис. 2а). Однако
с течением времени картина заметно размывается
и спустя еще 30 мин дифракционный пик стано-
вится трудно различимым на фоне шума (рис. 2б).

Экспериментальные кривые рентгеновской
рефлектометрии, записанные в этих измерениях,
имеют четкую осцилляционную структуру и по
форме схожи между собой (рис. 3а). Эти кривые
заметно отличаются от кривой рентгеновской ре-
флектометрии для монослоя ДПФГ на чистой во-
де. Отметим, что в первой серии изменения на
кривых наблюдались сразу после поджатия слоя.
В измерениях, которые были проведены в тече-
ние последующих 3 ч, изменений формы кривой
отмечено не было, что свидетельствует о стабиль-
ности слоя, сформировавшегося на растворе док-
сорубицина. В случае, когда раствор доксоруби-
цина вводили под монослой ДПФГ, первая кри-
вая была записана через 1 ч после введения
доксорубицина. В течение последующих 2 ч изме-
рений форма кривой менялась незначительно.

Реконструированный профиль распределения
электронной плотности в обеих сериях измере-
ний имеет сходный характер: в монослое можно
выделить область хвостов, плотность которой
меньше, чем плотность водной субфазы, а толщи-

Рис. 2. Двумерные картины дифракционного рассеяния от монослоя ДПФГ до (а) и после (б) введения доксору-
бицина.
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на DTG составляет 8.2 и 10 Å в первой и второй се-
рии измерений соответственно. Также на профи-
ле хорошо видна область голов с повышенной
электронной плотностью толщиной DHG = 10 Å в
первой серии и DHG = 12 Å во второй серии. Плав-
ные переходы между областью хвостов и голов
молекул фосфолипида, а также на верхней и ниж-
ней границах связаны с наличием шероховатости
поверхности жидкости и дисперсией наклона
хвостов липидных молекул.

Обращает на себя внимание сильное размытие
профиля распределения электронной плотности
у верхней границы монослоя. Сопоставляя эти
результаты с данными контрольных измерений
для слоя ДПФГ на чистой воде (серая линия на
рис. 3), можно сделать заключение, что в резуль-
тате взаимодействия доксорубицина с монослоем
ДПФГ происходит заметное уменьшение толщи-
ны области хвостов монослоя, а также сильное
размытие верхней границы и некоторое увеличе-
ние толщины области голов. Отметим, что в обла-
сти голов фосфолипида сохраняется достаточно
высокое значение электронной плотности.

Монослой ДОФС. Известно, что монослои не-
насыщенных липидов не обладают дальним по-
рядком, поскольку наличие в углеводородном
хвосте двойных связей приводит к ослаблению
межмолекулярных взаимодействий в области
гидрофобных хвостов. Поэтому дифракционные
измерения не дают какой-либо информации о ла-
теральной организации в монослое ДОФС, име-
ющем две ацильные цепи ненасыщенной жирной

кислоты в цис-конфигурации. Важная информа-
ция об изменениях в монослое ДОФС была полу-
чена при измерениях с помощью рентгеновской
рефлектометрии. На рис. 4а показаны кривые
рентгеновского отражения для монослоя ДОФС
до и после введения доксорубицина, соответству-
ющие профили электронной плотности пред-
ставлены на рис. 4б. Как видно, доксорубицин су-
щественно изменяет молекулярную упаковку в
монослое ДОФС. Примечательно, что эти изме-
нения очень похожи как для насыщенного ДФПГ,
так и для ненасыщенного ДПФХ: размытие гра-
ницы раздела воздух/монослой, уменьшение тол-
щины хвостовой области и увеличение электрон-
ной плотности в области головной группы. По-
видимому, взаимодействие доксорубицина с от-
рицательно заряженными монослоями происхо-
дит по сходному механизму.

На основании экспериментальных данных,
полученных для монослоев фосфолипидов с от-
рицательно заряженными головными группами
(ДПФГ и ДОФС), можно предположить, что вза-
имодействие доксорубицина с анионными фос-
фолипидами происходит преимущественно за
счет электростатических сил: положительно заря-
женные молекулы доксорубицина встраиваются
между отрицательно заряженными головками
молекул фосфолипидов. Это оказывает выражен-
ное влияние на молекулярную организацию мо-
нослоя, заметно разрыхляя плотную упаковку уг-
леводородных хвостов. В результате в смешанном
слое фосфолипид/доксорубицин существенно

Рис. 3. Кривые рентгеновской рефлектометрии для монослоя ДПФГ: экспериментальные данные и соответствующие
расчетные кривые до (1) и после (2) введения доксорубицина (а). Распределение электронной плотности до (1) и
после (2) введения доксорубицина. Профили распределения электронной плотности нормированы на значение плот-
ности воды. Для наглядности кривые смещены по вертикали. Серой линией показан профиль электронной плотности
до введения доксорубицина (б).
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увеличивается разброс углов наклона хвостов мо-
лекул фосфолипида, при этом в области голов со-
храняется достаточно высокое значение элек-
тронной плотности. Важно подчеркнуть, что в
случае отрицательно заряженного монослоя спо-
собность доксорубицина встраиваться между по-
лярными головками фосфолипидных молекул не
зависит от ненасыщенности ацильной цепи. Со-
гласно данным дифракционных измерений моле-
кулы доксорубицина встраиваются в конденси-
рованный монослой насыщенного ДПФГ так же
эффективно, как и в жидкий монослой ДОФС с
двумя ацильными цепями ненасыщенной жир-
ной кислоты.

Необходимо учитывать, что доксорубицин яв-
ляется амфифильным соединением, содержащим
как гидрофобную, так и гидрофильную части; по-
этому координация с углеводородными хвостами
молекул фосфолипидов может играть важную
роль во взаимодействии доксорубицина с липид-
ным монослоем [11, 12]. Представленные данные
рентгеновской рефлектометрии не дают прямой
информации о локализации гидрофобной части
молекулы доксорубицина (ароматические циклы
и метильные группы). Тем не менее полученные
результаты, прежде всего наблюдаемое уменьше-
ние толщины и плотности в области хвостов, сви-
детельствуют о том, что проникновения доксору-
бицина в гидрофобную часть монослоев ДПФГ
или ДОФС не происходит.

Нейтральные фосфолипиды

Исследованные нейтральные фосфолипиды
относятся к цвитер-ионным соединениям с раз-
деленными положительными и отрицательными
зарядами в головной группе (в целом электроней-
тральной). Отрицательный заряд локализован на
фосфатной группе, а положительный – на амино-
группе.

Монослой ДПФЭ. Измерения для монослоя
ДПФЭ проводили в течение 2 ч после введения
доксорубицина, в этот период наблюдались лишь
слабые изменения на двумерных картах дифрак-
ционного рассеяния: интенсивность брэгговско-
го пика незначительно снижалась со временем.
Этот результат заметно отличается от данных для
монослоя ДПФГ, когда брэгговский пик полно-
стью исчезал в течение 1 ч. Двумерные карты ди-
фракционного рассеяния для монослоя ДПФЭ, а
также интегральная интенсивность дифракцион-
ного отражения в зависимости от компонент век-
тора рассеяния qxy и qz представлены на рис. 5; со-
ответствующие структурные параметры приведе-
ны в табл. 2. Согласно полученным данным после
введения доксорубицина параметры решетки в
монослое ДПФЭ несколько увеличились по срав-
нению с монослоем ДПФЭ на чистой воде, также
наблюдалось некоторое увеличение наклона
ацильных цепей от вертикали. Эти изменения,
хотя незначительные, указывают на “разрыхле-
ние” липидной упаковки в монослое ДПФЭ, что
может быть связано с конформационными моди-

Рис. 4. Кривые рентгеновской рефлектометрии для монослоя ДОФС: экспериментальные данные и соответствующие
расчетные кривые до (1) и после (2) введения доксорубицина (а). Распределение электронной плотности до (1) и
после (2) введения доксорубицина. Профили распределения электронной плотности нормированы на значение плот-
ности воды. Для наглядности кривые смещены по вертикали. Серой линией показан профиль электронной плотности
до введения доксорубицина (б).
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фикациями полярной группы молекул ДПФЭ в
присутствии доксорубицина.

Измерения с помощью метода рентгеновской
рефлектометрии, проведенные на монослое
ДПФЭ в течение 2 ч после введения доксоруби-
цина, не показали каких-либо изменений. Более
того, форма кривых рентгеновской рефлектомет-
рии оказалась практически идентичной кривой
для монослоя ДПФЭ на чистой воде (рис. 6). Дан-
ные рентгеновских исследований, полученные для

ДПФЭ, однозначно указывают на то, что распре-
деление электронной плотности в монослое ДПФЭ
после введения доксорубицина оставалось неиз-
менным, а двумерная решетка монослоя имеет
практически такую же структуру, как и в монослое
ДПФЭ на чистой воде. Таким образом, можно сде-
лать вывод, что доксорубицин не вызывал суще-
ственных изменений молекулярной упаковки в
монослое ДПФЭ: проникновение гидрофобной
части молекулы доксорубицина в область углево-

Рис. 5. Двумерные картины дифракционного рассеяния от монослоя ДПФЭ до (а) и после (б) введения доксорубици-
на. Интегральная интенсивность дифракционного отражения в зависимости от компонент вектора рассеяния qxy и qz
до (в и г) и после (д и е) введения доксорубицина.
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дородных хвостов было затруднено благодаря
плотной упаковке фосфолипидных молекул.

Монослой ДПФХ. Для фософолипида дипаль-
митоил-фосфатидилхолина результаты рентге-
новских измерений представлены на рис. 7 и 8.
Как хорошо видно на рис. 8, после введения рас-
твора доксорубицина под монослой ДПФХ на-
блюдаются резкие изменения на кривых отраже-
ния со временем – заметно уменьшается ампли-
туда осцилляций. В случае, когда монослой
ДПФХ формировали на растворе доксорубицина
(данные не представлены), уже на первой кривой
были заметны существенные отличия от данных
для монослоя ДПФХ на чистой воде. Весьма при-
мечательно, что при резких изменениях, наблю-
даемых на кривых рентгеновского отражения,
картина дифракционного рассеяния на монослое
ДПФХ в обоих случаях мало отличалась от дан-
ных, полученных для монослоя ДПФХ на чистой
воде (рис. 7).

При обсуждении результатов, полученных для
монослоя ДПФХ, следует учесть два фактора. Во-

первых, в положительно заряженной триметил-
аммониевой группе гидрофильных головок моле-
кул ДПФХ атом азота окружен тремя метильны-
ми группами, что обусловливает более сильное
экранирование положительного заряда на азоте.
Это в свою очередь снижает степень ион-диполь-
ного отталкивания между молекулами доксору-
бицина и головками ДПФХ по сравнению с моле-
кулами ДПФЭ.

Во-вторых, полярные группы в молекулах
ДПФХ имеют более сложный химический состав
и конформацию благодаря наличию внутримоле-
кулярных водородных связей [28]. В монослоях
ДПФХ при поджатии наблюдается одновремен-
ное существование двух фаз: кристаллические до-
мены неправильной формы в окружении неупо-
рядоченной фазы. При увеличении поверхност-
ного давления выше фазового перехода (обычно
при π ~ 10–15 мН/м) кристаллические домены
сливаются вместе, однако при давлении 25 мН/м
в монослое все еще присутствуют неупорядочен-
ные области с менее плотной упаковкой молекул.

Таблица 2. Параметры решетки для монослоя ДПФЭ до и после введения доксорубицина

a = b, Å
Угол наклона 

углеводородных 
хвостов, град

Площадь на 
углеводородную 

цепь, Å2

Направление 
наклона

До введения доксорубицина 4.82 9.2 20.22 NN
После введения доксорубицина 4.84 11.1 20.44 NN

Рис. 6. Кривые рентгеновской рефлектометрии для монослоя ДПФЭ: экспериментальные данные и соответствующие
расчетные кривые до (1) и после (2) введения доксорубицина (а). Распределение электронной плотности до (1) и
после (2) введения доксорубицина. Профили распределения электронной плотности нормированы на значение плот-
ности воды. Для наглядности кривые смещены по вертикали. Серой линией показан профиль электронной плотности
до введения доксорубицина (б).
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Можно предположить, что на кристаллические
домены с плотной упаковкой фосфолипидных
молекул доксорубицин не оказывает заметного
действия, тогда как в неупорядоченных областях
доксорубицин может встраиваться между моле-

кулами фосфолипида. Действительно, в экспери-
ментальных измерениях сохранение молекуляр-
ной организации в кристаллических доменах
подтверждается отсутствием изменений на дву-
мерных картах дифракционного рассеяния. В не-

Рис. 7. Двумерные картины дифракционного рассеяния от монослоя ДПФХ до введения доксорубицина, через 40 мин
и через 3 ч после введения.
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Рис. 8. Кривые рентгеновской рефлектометрии для монослоя ДПФХ: экспериментальные данные и соответствующие
расчетные кривые до введения доксорубицина (1), а также спустя различные интервалы после введения доксорубици-
на: 30 мин (2), 1 (3), 8 ч (4) (а). Распределение электронной плотности до (1) и после (2, 3, 4) введения доксорубицина.
Профили распределения электронной плотности нормированы на значение плотности воды. Для наглядности кри-
вые смещены по вертикали. Серой линией показан профиль электронной плотности до введения доксорубицина (б).

Плотность, отн. ед.

2

3

4

2

3

4

1

1

R*Qz, отн. ед.4

Qz, Å�1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0 2010 30 400.7 0.8

Глубина, Å 
50 60



1000

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 68  № 6  2023

НОВИКОВА и др.

упорядоченных областях благодаря наличию “по-
тенциально свободного” объема в углеводород-
ной части монослоя у молекул доксорубицина
появляется возможность проникать в гидрофоб-
ную часть монослоя за счет взаимодействия аро-
матических колец доксорубицина с углеводород-
ными хвостами фосфолипида.

В рамках таких предположений o взаимодей-
ствии доксорубицина с монослоем ДПФХ, экспе-
риментальную кривую рентгеновского отраже-
ния можно рассматривать как сумму кривых от
упорядоченной и неупорядоченной областей.
При этом важно учесть, что в этих областях замет-
но различаются углы наклона углеводородных
хвостов молекул ДПФХ, следовательно, заметно
различаются периоды толщинных осцилляций.
Понятно, что на кривых с различным значением
периода толщинных осцилляций угловое поло-
жение минимумов и максимумов будет смещено
друг относительно друга; и при сложении таких
кривых на результирующей кривой рентгенов-
ского отражения осцилляции могут заметно “раз-
мываться” вплоть до полного исчезновения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Методы двумерной дифракции и рентгенов-
ской рефлектометрии были использованы для
изучения процессов структурной реорганизации
липидных моделей клеточных мембран под дей-
ствием противоопухолевого антибиотика доксо-
рубицина. Проведенные исследования выявили
существенное влияние доксорубицина на моно-
слои отрицательно заряженных фосфолипидов –
ДФПГ и ДОФС. Изменения носили одинаковый
характер как для насыщенного фосфолипида
ДФПГ, так и для ненасыщенного ДОФС. Из это-
го можно сделать вывод, что механизмы действия
антибиотика доксорубицина на монослои анион-
ных фосфолипидов определяются в основном
электростатическим взаимодействием: положи-
тельно заряженные протонированные амино-
группы доксорубицина встраиваются между от-
рицательно заряженными полярными головками
фосфолипидов. Такой характер взаимодействия
может заметно затруднить транспорт доксоруби-
цина через клеточную мембрану. В случае ней-
тральных фосфолипидов превалирует гидрофоб-
ное взаимодействие: молекулы доксорубицина
координируются с углеводородными хвостами
фосфолипида в неупорядоченных областях, что
позволяет доксорубицину проникать в гидрофоб-
ную область монослоя.

Обнаруженные закономерности представля-
ют интерес для биомедицинских исследований,
посвященных изучению механизмов цитотокси-
чеcкого действия доксорубицина, а также при-
чин формирования множественной лекарствен-

ной резистентности к противоопухолевым пре-
паратам.
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Исследована минерализация карбонатом кальция многослойных оболочек эмульсионных капсул,
сформированных методом послойной сборки полиэлектролитов. Найдены оптимальные условия
создания микрокапсул с ядром из масла ши и органико-неорганической оболочкой из синтетиче-
ских полиэлектролитов и карбоната кальция. Исследованы морфология оболочки, стабильность
капсул в водной суспензии при нагревании, а также проведена оценка их цитотоксичности в отно-
шении клеток фибробластов человека. Показано, что минерализация эмульсионных полиэлектро-
литных капсул карбонатом кальция в форме ватерита приводит к укреплению стенок капсул и по-
вышению их биосовместимости.
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ВВЕДЕНИЕ
Одними из наиболее перспективных носите-

лей лекарственных веществ при различных спо-
собах их введения в организм считаются поли-
мерные нано- и микрокапсулы [1–3]. Это обу-
словлено их высокой стабильностью, широким
выбором материалов оболочки, в том числе био-
совместимых и биоразлагаемых, а также возмож-
ностью высокой степени загрузки функциональ-
ным веществом. Особый интерес вызывают
эмульсионные полимерные капсулы (т.е. капсу-
лы с ядром из капель дисперсной фазы эмульсии)
с характеристиками, контролируемыми условия-
ми синтеза. Такие системы перспективны прежде
всего для доставки малорастворимых в воде со-
единений. Между тем до 40% новых фармаколо-
гически активных веществ обладают плохой рас-
творимостью в воде, из-за чего снижается их био-
доступность [4, 5].

Эмульсионные капсулы получают методами
in situ-полимеризации поверхностно-активных ве-
ществ на границе раздела фаз, комплексной ко-
ацервации, выпаривания растворителя и другими
[6]. При этом довольно простым и удобным спо-
собом создания и модификации поверхности
оболочек эмульсионных капсул стала послойная
сборка полиэлектролитов (так называемый метод
“layer-by-layer”, LbL) [7–9]. Технология LbL поз-

воляет регулировать толщину и проницаемость
многослойных оболочек, а также включать в их
состав различные функциональные компонен-
ты – наночастицы, красители, белки и т.д., бла-
годаря чему этот подход обладает огромным по-
тенциалом для разработки новых средств до-
ставки терапевтических и диагностических
агентов [10–12].

Несмотря на целый ряд работ по созданию
эмульсионных капсул с использованием послой-
ной сборки полиэлектролитов [8], проблемой
остается механическая нестабильность оболочек
таких капсул. Ранее было показано [13–15], что
одним из способов повышения механической
прочности полых полиэлектролитных оболочек
является включение в их состав неорганического
материала с помощью in situ-синтеза. Было про-
демонстрировано, что синтез наночастиц диок-
сида кремния [13] или диоксида титана [14], а так-
же магнетита, гидроксиапатита или фторида ит-
трия [15] на полиэлектролитных слоях, а точнее –
в матрице полиэлектролитных слоев из-за их
проницаемости – способствует укреплению сте-
нок капсулы и сохранению формы оболочки при
высыхании не только на воздухе, но и в вакууме.
В [16] внутри многослойной полиэлектролитной
плоской пленки синтезирован карбонат кальция
и показано увеличение модуля Юнга по сравне-
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нию с неминерализованной пленкой почти в
3 раза, а твердость повысилась примерно в 50 раз.

CaCO3 обладает биосовместимостью и биораз-
лагаемостью (растворим в слабокислых средах че-
ловеческого организма), что наряду с доступно-
стью и дешевизной делает его привлекательным
материалом для создания средств доставки ле-
карств [17, 18]. Он также может служить источни-
ком кальция в живых системах. При этом среди
наиболее распространенных кристаллических
модификаций карбоната кальция ватерит харак-
теризуется пористой морфологией и развитой
внутренней структурой, что служит преимуще-
ством для загрузки биологически активных ве-
ществ [18].

Синтез пористых микрочастиц ватерита для их
использования в качестве носителей лекарств
обычно проводят методом массовой кристалли-
зации в смеси водных растворов хлорида кальция
и карбоната натрия [18]. Для минерализации
плоских полиэлектролитных пленок использова-
ли их инфильтрацию попеременно в растворах
CaCl2 и Na2CO3, в результате чего в пленке обра-
зовался преимущественно аморфный CaCO3 [16].
Цель настоящей работы – укрепление стенок
многослойных полиэлектролитных эмульсион-
ных капсул путем минерализации их оболочек
карбонатом кальция. Для этого предлагаем ис-
пользовать разработанный в [16] способ синтеза
CaCO3 в плоских полиэлектролитных пленках,
адаптируя его к полиэлектролитным оболочкам
эмульсионных капсул. Кроме того, одна из задач
настоящего исследования – показать возмож-
ность повышения биосовместимости оболочек
эмульсионных капсул путем их модификации
карбонатом кальция.

В качестве материала ядер капсул выбрали
масло ши, которое в последнее время привлекает
все большее внимание благодаря обнаруженным
антиоксидантной активности и противовоспали-
тельным свойствам [19]. Температура плавления
масла ши, близкая температуре тела человека, с
одной стороны, делает его перспективным ком-
понентом медицинских и косметических средств,
но с другой – усложняет технологию приготовле-
ния и манипуляции с эмульсионными системами
на его основе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Для изготовления капсул исполь-
зовали гуммиарабик (GA), гидрохлорид полиал-
лиламина (PAH, 120–200 кДа), полистиролсуль-
фонат натрия (PSS, 70 кДа) (все – Sigma-Aldrich,
Германия), масло ши (O&3, Великобритания),
хлорид кальция CaCl2·2H2O (Carl Roth, Герма-
ния), карбонат натрия Na2CO3, безводный (Th. Gey-

er, Германия). Воду очищали с помощью системы
Millipore Direct-Q3 UV.

Способ приготовления капсул. Эмульсионные
капсулы получали по методике, описанной в [20]
и адаптированной к эмульгированию масла ши,
поддерживая его в жидком состоянии (рис. 1).
Эмульгирование 0.6 мл расплавленного масла ши
в 6 мл водного раствора гуммиарабика (1 мас. %)
проводили при 60°C в течение 3 мин с примене-
нием ультразвукового гомогенизатора Hielscher
UP400S (максимальная мощность 400 Вт, рабочая
частота 24 кГц, амплитуда 30%). После формиро-
вания эмульсии из системы удаляли избыток GA
путем центрифугирования при 5500 g (1 мин), су-
пернатант отбирали микропипеткой. Затем на
поверхность стабилизированных гуммиарабиком
капель масляной фазы последовательно наноси-
ли PAH и PSS методом послойной адсорбции,
поддерживая в системе температуру ~60°C (рис. 1).
Для этого в пробирки с отделенными центрифу-
гированием капсулами заливали предварительно
нагретый водный раствор PAH (2 мг/мл) в 0.15 М
NaCl, систему выдерживали 7 мин при непрерыв-
ном встряхивании шейкером (700 об./мин). Затем
избыток PAH удаляли, а систему дважды промы-
вали предварительно нагретой деионизованной
водой, используя центрифугирование при 5500 g
(1 мин) и отбор супернатанта микропипеткой.
Далее к капсулам добавляли предварительно на-
гретый водный раствор PSS (2 мг/мл) в 0.15 М
NaCl, при этом перемешивание, центрифугиро-
вание и промывание проводили аналогично ста-
дии нанесения PAH. Таким способом формиро-
вали один бислой полиэлектролитов, данную
методику использовали при нанесении последу-
ющих бислоев.

Для минерализации полиэлектролитной обо-
лочки к отделенным центрифугированием капсу-
лам сначала добавляли водный раствор хлорида
кальция (рис. 1) с концентрацией 1, 0.5, 0.1 или
0.05 М, время выдержки системы на шейкере ва-
рьировалось от 5 до 15 мин (интенсивность встря-
хивания 700 об./мин). Далее систему промывали
деионизованной водой, используя центрифуги-
рование при 5500 g (1 мин). Затем проводили та-
кую же процедуру для раствора карбоната натрия
(рис. 1), концентрация соли 1 : 1 соответствовала
концентрации добавленного на предыдущей ста-
дии раствора хлорида кальция и использовалось
то же время выдержки системы на шейкере.

Методы исследования. ζ-потенциал капсул
измеряли методом электрофоретического рас-
сеяния света с помощью анализатора частиц
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Велико-
британия). Оценку устойчивости оболочек к раз-
рушению проводили, наблюдая за высвобожде-
нием свободного масла при выдержке водной
суспензии капсул в пробирке типа Эппендорф
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при 50°C в течение 16 дней в сушильном шкафу
(Binder FED 53, Германия).

Исследование морфологии и микроструктуры
оболочек проводили методом сканирующей
электронной микроскопии (СЭМ) с использова-
нием установок Thermo-Fisher Scientific Phenom
XL (Thermo Scientific, США) и JSM-7401F (JEOL,
Япония).

Рентгенограмму порошка высушенных в су-
шильном шкафу капсул с минерализованной
оболочкой получали с помощью дифрактометра
Rigaku Minif lex 600, Япония (CuKα, λ = 1.5406 Å),
размер шага 0.7 град/мин при 40 кВ и 15 мА. Фа-
зовый состав определяли методом полнопро-
фильного анализа Ритвельда с использованием
программного обеспечения HighScore Plus.

Оценка цитотоксичности капсул. Клетки им-
мортализованных фибробластов человека линии
BJ-5ta культивировали в пластиковых культу-
ральных матрасах в среде DMEM (Gibco, США),
содержащей 10% эмбриональной бычьей сыво-
ротки (Gibco, США) и 40 мкг∙мл-1 гентамицина
(ПанЭко, Россия), в СО2-инкубаторе при 37°С в
увлажненной атмосфере, содержащей 5% СО2.
По достижении 80% конфлюентного монослоя
клетки рассевали с помощью раствора 0.25%
трипсина – 0.02% этилендиаминтетрауксусной кис-
лоты (Gibco, США). Жизнеспособность клеток
после инкубации с PAH, неминерализованными
эмульсионными капсулами и капсулами, моди-
фицированными CaCO3, оценивали с помощью
МТТ-теста [21]. Капсулы с маслом ши и оболоч-
кой GA/(PAH/PSS)4 (1% об./об.), такие же капсу-

лы, модифицированные CaCO3 (1% об./об.), и
раствор PAH добавляли к клеткам в трех повто-
рах в диапазоне концентраций PAH 0.00078–
0.1 мг/мл. Через 2 ч после инкубации проводили
полную замену культуральной среды на свежую,
поскольку известно, что обычно максимальное
накопление веществ в клетках происходит в тече-
ние этого периода [22, 23]. Клетки инкубировали
в стандартных условиях и фиксировали их со-
стояние каждые 24 ч с помощью инвертирован-
ного микроскопа Nikon Diaphot, оснащенного
камерой Levenhuk M1400Plus. Через 72 ч в каж-
дую лунку вносили по 50 мкл раствора 3-(4,5-ди-
метилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бро-
мида (МТТ) (Sigma-Aldrich, США) в концентра-
ции 1 мг/мл в среде для культивирования клеток
и инкубировали в течение 4 ч. После развития
окраски среду удаляли, выпавшие кристаллы
формазана растворяли в 100 мкл диметилсуль-
фоксида (Amreso, США) и измеряли оптическую
плотность раствора при 540 нм с помощью план-
шетного фотометра (Bio-Rad, США). Жизнеспо-
собность клеток определяли в процентах от необ-
работанного контроля.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В [20] было показано, что при эмульгировании

растительного масла с витамином E в водном рас-
творе GA на поверхности капель дисперсной фа-
зы эмульсии под действием ультразвуковой кави-
тации образуется устойчивая оболочка из попе-
речно сшитого полимера. В данной работе для
использования масла ши в виде жидкости такое

Рис. 1. Схема формирования эмульсионных капсул с одним полиэлектролитным бислоем и in situ-синтеза CaCO3.
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же эмульгирование проводили при 60°C. При
охлаждении системы наблюдалась коагуляция
капсул, поэтому последующие слои PAH и PSS
также наносили при нагревании системы. В ре-
зультате после формирования одного бислоя кап-
сулы демонстрировали достаточно равномерное
распределение в водной фазе при встряхивании.

Минерализацию полиэлектролитных оболо-
чек проводили, выдерживая капсулы в растворе
CaCl2 для адсорбции ионов Ca2+ на нескомпен-
сированных отрицательно заряженных группах
полианиона. Затем оболочки отмывали от не-
связавшихся ионов, и капсулы помещали в рас-
твор Na2CO3 для осуществления взаимодействия
ионов кальция с карбонат-ионами (рис. 1). В ре-
зультате происходило образование карбоната
кальция, и при всех использованных концентра-
циях солей и временах выдержки системы минера-
лизованные капсулы равномерно распределялись
в водной среде, не формируя видимых глазом
крупных агрегатов. Агрегативная устойчивость
капсул подтверждается их высоким по модулю
значением ζ-потенциала: если до минерализации
ζ-потенциал капсул составлял около –36 мВ, то
после 5 мин выдержки оболочек в растворах со-

лей – ниже –50 мВ, а после 15 мин – ниже –60 мВ
(табл. 1). Высокий отрицательный заряд капсул
можно объяснить возможным частичным вытес-
нением на поверхность оболочки полианиона,
образующего верхний полимерный слой, и вы-
свобождением его анионных групп в результате
формирования твердого карбоната кальция.

Для оценки влияния минерализации оболочки
на стабильность эмульсионных полиэлектролит-
ных капсул водные суспензии капсул выдержива-
ли при нагревании в течение 16 дней. В результате
в случае оболочек с одним или двумя бислоями
PAH/PSS происходило существенное снижение
по модулю значения ζ-потенциала капсул (табл. 1),
их коагуляции и разрушении оболочек – в си-
стеме наблюдалось выделение масляной фазы
(рис. 2а, 2б). Такое поведение системы можно
объяснить увеличением подвижности полимер-
ных цепей при нагревании, что приводит к струк-
турным перестройкам оболочки, снижающим аг-
регативную стабильность капсул.

Для капсул, модифицированных CaCO3 с ис-
пользованием солевых растворов низких концен-
траций (0.05 и 0.1 М), после выдержки при нагре-
вании также наблюдалось частично высвобож-

Таблица 1. ζ-потенциал капсул с маслом ши до и после минерализации оболочки, а также в результате длитель-
ной выдержки суспензии при нагревании

Состав оболочки капсул GA/PAH/PSS GA/(PAH/PSS)2
GA/(PAH/PSS)2CaCO3,
минерализация 5 мин

GA/(PAH/PSS)2CaCO3,
минерализация 15 мин

ζ-потенциал свежеприготов-
ленных капсул, мВ

–36.4 ± 1.2 –36.2 ± 2.3 –53.3 ± 2.2 –61.9 ± 2.3

ζ-потенциал после выдержки 
системы при 50°C 16 дней, мВ

–23.2 ± 1.1 –15.8 ± 1.5 –58.0 ± 8.6 –59.0 ± 3.4

Рис. 2. Суспензии капсул с маслом ши после выдержки при 50°C в течение 16 дней, образцы с составом оболочки: а –
GA/PAH/PSS, б – GA/(PAH/PSS)2, в – GA/(PAH/PSS)2CaCO3 – 5 мин, г – GA/(PAH/PSS)2CaCO3 – 15 мин, где 5 и
15 мин – время инкубации эмульсионных капсул в растворах солей CaCl2 и Na2CO3 в процессе минерализации обо-
лочки.

(а) (б) (в) (г)
Масляная фаза
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денное масло ши (и при 5, и при 15 мин
минерализации). Увеличение концентрации со-
лей до 0.5 М предотвращает высвобождение мас-
ла ши независимо от времени инкубации капсул в
растворах CaCl2 и Na2CO3 (5 или 15 мин) (рис. 2в,
2г). На рис. 2в, 2г видны скопление капсул на гра-
нице раздела воздух/вода и отсутствие выделив-
шегося масла в отличие от поверхности суспен-
зии неминерализованных капсул (рис. 2а, 2б).
ζ-потенциал капсул остается практически без
изменения в результате длительной выдержки
системы при нагревании и составляет пример-
но ‒50…–60 мВ (табл. 1). Такие высокие по моду-
лю значения свидетельствуют о высокой агрега-
тивной устойчивости системы, которая, по-види-
мому, обусловлена “замораживанием”структуры
оболочки в результате минерализации.

В соответствии с полученными результатами
дальнейшее исследование было проведено для
капсул с оболочкой, минерализованной с исполь-
зованием 0.5 М растворов солей.

СЭМ-изображение капсул с двумя бислоями
PAH/PSS представлено на рис. 3а. Хорошо вид-
на структура “ядро–оболочка” с твердым ядром
из масла ши. Морфология минерализованных
CaCO3 полиэлектролитных капсул (рис. 3б) су-
щественно отличается от исходной, видно фор-
мирование наноструктурированной развитой
поверхности. В основном размер минерализо-
ванных капсул составляет примерно от 3 до
10 мкм (рис. 3в). Оценка изменения размера
капсул в результате минерализации затруднена
ввиду высокой полидисперсности образцов
эмульсионных капсул.

СЭМ-исследование также подтвердило, что
минерализованные капсулы по-прежнему содер-
жат масло ши – под воздействием электронного
пучка с ускоряющим напряжением 10 кВ из кап-
сулы с составом оболочки GA/(PAH/PSS)2CaCO3
(время минерализации оболочки 15 мин) наблю-
далось высвобождение масла (рис. 4).

Пористая структура минерализованной обо-
лочки позволяет предположить, что карбонат
кальция находится в виде структурной модифи-
кации ватерита. Для подтверждения этого эмуль-
сионные микрокапсулы с оболочкой, содержа-
щей два бислоя PAH/PSS и минерализованной
инкубацией в 0.5 М растворах солей в течение
5 мин, были исследованы методом порошковой
рентгеновской дифракции (рис. 5). Рентгено-
грамма демонстрирует пики, соответствующие
кристаллическим фазам CaCO3 кальцита (№ 01-
083-0578) и ватерита (№ 00-025-0127). Согласно
базе данных JCPDS отражения 104 (2θ = 29.41°) и
116 (2θ = 48.52°) соответствуют наиболее интен-
сивным пикам тригональной кристаллической
структуры кальцита, а 110 (2θ = 24.92°), 112 (2θ =
= 27.00°), 114 (2θ = 32.78°), 300 (2θ = 43.80°) и 118
(2θ = 49.99°) – пикам гексагональной кристалли-
ческой структуры ватерита. Результаты обработ-
ки методом Ритвельда дают фазовый состав 98.4%
ватерита и 1.6% кальцита. Таким образом, в отли-
чие от плоских полиэлектролитных пленок, при
минерализации которых происходило формиро-
вание в основном аморфного CaCO3 [16], на по-
лиэлектролитных оболочках эмульсионных кап-
сул преимущественно образуется ватерит. Воз-
можно, это обусловлено существенно меньшей
толщиной исходных полиэлектролитных оболо-
чек по сравнению с пленками (1–4 бислоя
PAH/PSS оболочек и 20–60 бислоев PAH/PSS в
пленках), в результате чего в случае капсул рост
CaCO3 с формированием кристаллического вате-
рита происходит преимущественно на поверхно-
сти полиэлектролитных слоев.

Выводы о влиянии на биосовместимость
эмульсионных полиэлектролитных капсул мине-
рализации их оболочки ватеритом делали на ос-
новании результатов МТТ-анализа капсул. Для
сравнения также брали раствор PAH, так как из-
вестно, что среди полиэлектролитов именно по-
ликатионы отличаются цитотоксичностью [24].

Рис. 3. СЭМ-изображения капсул с маслом ши и оболочкой состава: а – GA/(PAH/PSS)2, б – GA/(PAH/PSS)2CaCO3
(время минерализации 15 мин), в – общий вид минерализованных капсул.

2 мкм 2 мкм 40 мкм(а) (б) (в)

Масло ши

Полимерная
оболочка
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По результатам МТТ-теста выявлено, что PAH и
капсулы с четырьмя бислоями PAH/PSS облада-
ют цитотоксической активностью в отношении
клеток линии BJ-5ta: IC50 РАН – 0.0061 мг/мл, а
капсул с (PAH/PSS)4 – 0.014 мг/мл (рис. 6). В слу-
чае PAH отмечалось существенное увеличение
количества живых клеток в диапазоне 0.0008–
0.004 мг/мл, что свидетельствует о биосовмести-
мости поликатиона в данном интервале концен-
траций. Минерализованные капсулы не проявля-
ли значительной токсичности: при концентрации
0.1 мг/мл (по РАН) капсул выживало 74% клеток,

а при уменьшении концентрации и полиэлектро-
литных, и модифицированных CaCO3 капсул до
0.002 мг/мл РАН наблюдалась выживаемость
>90% клеток. То есть эксперименты на фибро-
бластах человека показали, что в результате мине-
рализации ватеритом капсулы становятся био-
совместимыми во всем диапазоне исследуемых
концентраций.

Рис. 4. СЭМ-изображение высвобождения масла из минерализованной карбонатом кальция полиэлектролитной мик-
рокапсулы под воздействием электронного пучка: капсула после выдержки под пучком в течение 5 (а) и 15 с (б).

10 мкм 10 мкм

(а) (б)

Рис. 5. Порошковая рентгенограмма образца эмуль-
сионных полиэлектролитных микрокапсул, минера-
лизованных карбонатом кальция.
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Рис. 6. Значения выживаемости клеток линии BJ-5ta
после инкубации с капсулами состава оболочки
GA/(PAH/PSS)4CaCO3, 1 об. % (1), GA/(PAH/PSS)4,
1 об. % (2) и раствором РАН (3) в диапазоне концен-
траций РАН 0.0008–0.1 мг/мл, выраженные в об. %, в
сравнении со средним значением выживаемости кон-
трольных клеток, инкубированных без добавления
образцов. Данные представляют собой среднее значе-
ние ± стандартное отклонение (n = 3).

1

2

3
20

0

40

60

120

100

80

10�2

РАН, мг/мл

Выживаемость, %

10�3 10�1



1008

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 68  № 6  2023

БУСЛЕНКО и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе показано, что полиэлектролитные

капсулы с ядром из масла ши могут быть получе-
ны ультразвуковым эмульгированием с формиро-
ванием оболочки из поперечно сшитого гуммиа-
рабика и последующим нанесением бислоев
PAH/PSS методом послойной сборки. При этом
все стадии синтеза эмульсионных капсул должны
проводиться при нагревании системы выше тем-
пературы плавления масла для поддержания его в
жидком состоянии.

Инкубация эмульсионных полиэлектролит-
ных капсул поочередно в растворах хлорида каль-
ция и карбоната натрия приводит к минерализа-
ции оболочек, способствующей их укреплению.
Показано, что в отличие от исходных полимер-
ных капсул с маслом ши оболочки с одним или
двумя бислоями PAH/PSS, минерализованными
0.5 М растворами солей, устойчивы к длительной
выдержке водной суспензии капсул при нагрева-
нии выше температуры плавления масла. Так как
масло ши плавится вблизи температуры тела че-
ловека, выбранные условия можно рассматри-
вать в качестве модельной системы нахождения
капсул внутри организма. Кроме того, устойчи-
вость разработанных оболочек открывает пер-
спективы их применения для модификации ни-
тей нетканых медицинских материалов.

Выявлено, что минерализация оболочек
эмульсионных полиэлектролитных капсул в вы-
бранных условиях приводит к формированию
карбоната кальция структурной модификации
ватерита. При этом развитая поверхность мине-
рализованных капсул может способствовать ад-
сорбции водорастворимых лекарств на оболочке,
в то время как масляное ядро будет содержать ли-
пофильные соединения. Таким образом, разра-
ботанная система перспективна в качестве ком-
плексного носителя лекарственных веществ раз-
личной природы. Кроме того, существуют
подходы для получения исходных эмульсионных
капсул субмикронных размеров [20]. Такие моди-
фицированные ватеритом биосовместимые кап-
сулы могут быть рассмотрены в качестве потен-
циальных носителей противораковых препаратов
за счет пассивной адресной доставки посред-
ством эффекта повышенной проницаемости и
удержания. При этом растворение ватерита в об-
ласти раковой опухоли, обладающей понижен-
ным значением рН, будет способствовать локаль-
ному высвобождению инкапсулированного пре-
парата.

Авторы выражают благодарность В.В. Артемо-
ву за получение СЭМ-изображений.

Оптимизация синтеза эмульсионных капсул и
разработка способа минерализации полиэлектро-
литных эмульсионных капсул карбонатом кальция
проведены в рамках Государственного задания

НИЦ “Курчатовский институт”, структурные ис-
следования систем – Государственного задания
ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН. Ра-
бота выполнена с использованием оборудования
РЦ НИЦ “Курчатовский институт” (Центра оп-
тической микроскопии и спектроскопии), а так-
же оборудования ЦКП ФНИЦ “Кристаллогра-
фия и фотоника” РАН.
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