
КРИСТАЛЛОГРАФИЯ, 2011, том 56, № 5, с. 944–951

944

ВВЕДЕНИЕ

Выращивание кристаллов белков в условиях
невесомости является одним из способов, позво�
ляющих повысить качество дифракционной кар�
тины кристаллов [1, 2]. В невесомости благодаря
отсутствию конвекционных потоков транспорт
вещества к растущему кристаллу осуществляется
преимущественно посредством диффузии. От�
сутствие седиментации и сферическая геометрия
диффузионного поля способствуют росту наибо�
лее изометричных кристаллов. При отсутствии
силы тяжести вокруг растущего кристалла уста�
навливается стабильный концентрационный гра�
диент молекул белка и примесей, обеспечиваю�
щий, с одной стороны, усиленную сегрегацию
примесей, с другой – позволяющий белковым
молекулам включаться в кристаллизационную
решетку в оптимальной ориентации [3, 4].

Благодаря стабильному концентрационному
градиенту вокруг кристалла в невесомости сни�
жается вероятность вторичной нуклеации, что
позволяет избежать срастания кристаллов и обра�
зования друз. Отмечены случаи, когда в невесо�
мости удавалось получать монокристаллы вместо
двойников в наземных условиях [5].

Выращивание кристаллов белков в невесомо�
сти проводится в специально разработанном для
этих целей оборудовании, но при этом использу�

ются те же методы, что и на Земле. Однако было
показано, что наиболее распространенный при
единичной гравитации метод диффузии паров
растворителя в условиях микрогравитации имеет
определенные недостатки: из�за присутствия сво�
бодной поверхности при увеличении размера
кристалла в капле вокруг него возникают конвек�
ционные потоки (конвекция Марангони), отри�
цательно влияющие на качество кристалла [6].

Поэтому для экспериментов в невесомости
предпочитают использовать метод свободной
диффузии через поверхность раздела белковый
раствор/раствор осадителя, а также метод встреч�
ной диффузии. Метод свободной диффузии был
использован нами при выращивании кристаллов
белков на Международной космической станции
(МКС) в кристаллизаторе Модуль 1 [7, 8]. В на�
стоящей работе описано выращивание кристал�
лов фосфопантетеин аденилилтрансферазы из
Mycobacterium tuberculosis (РРАТ Mt), тимидин�
фосфорилазы (ТФ) из из Escherichia coli, карбок�
сипептидазы Т (КПТ) из Thermoactinomyces vulgar�
is и ее мутантных форм, а также кристаллов ком�
плексов этих белков с функциональными
лигандами и ингибиторами методом встречной
диффузии в капилляре на МКС в кристаллизаци�
онном модуле Kibo японского аэрокосмического
агентства (JAXA). Эксперименты проведены при
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участии сотрудников японского аэрокосмическо�
го агентства JAXA. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Приготовление фосфопантетеин аденилил�
трансферазы из Mycobacterium tuberculosis. Реком�
бинантная РРАТ Mt была приготовлена так, как
описано в [9]. Авирулентный штамм�продуцент
E. coli ER2566/pER_PPAT культивировали в среде
YT, содержащей 50 мг/мл ампициллина, и выра�
щивали при 37°С. Клетки отделяли центрифуги�
рованием. После дезинтегрирования ультразву�
ком гомогенат центрифугировали. Cодержащий
белок супернатант фракционировали последова�
тельно на Sepharose Q XL, на Sepharose Q HP в
градиенте NaCl. Очистку белка завершали гель�
фильтрацией на Sepharose S 200. Раствор белка в
HEPES/HCl буфере, pH 8, хранили заморожен�
ным при температуре –80°. 

Рекомбинантная карбоксипептидаза Т из Ther�
moactinomyces vulgaris (КПТwt) была получена пу�
тем клонирования гена КПТ в Е. сoli с последую�
щей ренатурацией белка из телец включения и
очисткой аффинной хроматографией на п�ами�
нобензилянтарной кислоте, связанной с активи�
рованной сефарозой [10].

Мутантные варианты гена pro�cpT получали по
стандартной схеме направленного ПЦР мутаге�
неза, наличие мутаций подтверждали секвени�
рованием гена. Экспрессию мутантных форм
проводили в клетках E. coli BL21(DE3)pLysS,
согласно инструкции производителя Novagene.
Активацию проКПТ5 проводили с использова�
нием субтилизина. Активированную КПТ5 очи�
щали на колонке с аффинным сорбентом CABS�
сефарозой и концентрировали на мембране Мил�
липор [11]. КПТ5 содержала следующие замены в
центре первичной специфичности: G215S,
A251G, T257A, D260G, T262D. 

Рекомбинантная тимидинфосфорилаза E. сoli
была получена в бактериальном штамме E. coli
BL21(DE3)/pER�Thy1. На первой стадии очистки
супернатант подвергался двойному высаливанию
сульфатом аммония. Дальнейшая очистка белка
проведена посредством анионообменной хрома�
тографии на сорбенте Sepharose Q HP и гидро�
фобной хроматографией на сорбенте Phenyl
Sepharose HP [12]. 

Первоначальные условия кристаллизации для
всех белков были найдены с использованием ме�
тода диффузии паров растворителя. Найденные
условия были модифицированы применительно
к методу встречной диффузии посредством ва�
рьирования концентраций белка и осадителя.

Кристаллизация методом встречной диффузии в
капилляре. Использовали стеклянные капилляры
фирмы Confocal Science Inc. длиной 60 мм и внут�

ренним диаметром 0.3 или 0.5 мм c присоединен�
ной к каждому из них силиконовой трубкой, на�
полненной агарозным гелем. Для оптимизации
условий использовали капилляры с внутренним
диаметром 0.3 мм, для экспериментов в невесо�
мости и контрольных наземных экспериментов
использовали капилляры с внутренним диамет�
ром 0.5 мм. 

Для заполнения капилляра каплю белкового
раствора объемом 3–5 мкл (капилляр диаметром
3 мм) или 8–10 мкл (капилляр диаметром 0.5 мм)
помещали на поверхность силиконированного
стекла и, прикасаясь концом капилляра к капле,
вводили раствор в капилляр. Удаленный от рас�
твора конец капилляра герметически закрывали,
погружая его в пластилиновую замазку. На конец
капилляра с раствором надевали силиконовую
трубку длиной 15 мм, заполненную 1%�ным ага�
розным гелем (рис. 1). При постановке экспери�
мента в наземных условиях раствор осадителя по�
мещали в пробирку (так называемый GT�метод)
[13]. Трубку острым лезвием укорачивали до же�
лаемой длины, после чего капилляр с трубкой
опускали в пробирку с завинчивающейся проб�
кой, содержащую 1 мл раствора осадителя. При
этом трубка с гелем целиком погружалась в рас�
твор (рис. 2). Через каждые 4–6 дней капилляр
вынимали из пробирки и под микроскопом на�
блюдали за появлением кристаллов и их ростом;
цифровой камерой, присоединенной к микро�
скопу, фотографировали кристаллы в капиллярах.

Заполнение капилляров и сборка кристаллизаци�
онного бокса JСB для отправки на МКС. Для прове�
дения кристаллизационного эксперимента в не�
весомости были приготовлены растворы белков и
осадителей, состав и концентрация компонентов
в которых соответствовала найденным оптималь�
ным условиям для роста кристаллов.

Предполетное заполнение капилляров приго�
товленными растворами, сборка, герметизация и
упаковка кристаллизационных боксов японского
аэрокосмического агентства (JCB – JAXA Crystal�
lization Box) для отправки на МКС проводилась
представителями японского аэрокосмического
агентства JAXA по протоколу, разработанному в
JAXA [14]. 

Стеклянный капилляр диаметром 0.5 мм и
длиной 60 мм заполняли белковым раствором до

Капилляр

Трубка с агарозным гелем

Рис. 1. Капилляр с раствором белка и с присоединен�
ной к капилляру силиконовой трубкой, заполненной
агарозным гелем.
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высоты 30 мм, один конец капилляра запечатыва�
ли пластилином, на другой одевали заполненную
1%�ным агарозным гелем силиконовую трубку,
предварительно в течение суток вымоченную в
растворе осадителя. В каждый из двух соединен�
ных между собой пластиковых цилиндров емко�
стью 180 мкл вносили половинный объем осади�
теля и в каждый цилиндр вставляли заполненный
белковым раствором капилляр с присоединенной
к нему трубкой. При этом раствор осадителя, ча�
стично вытесняясь из цилиндра, заполнял весь
его объем. Нижние отверстия обоих цилиндров
(дно цилиндров) закрывали пробками с микроот�
верстиями для удаления воздуха и избытка рас�
твора, затем тщательно герметизировали с помо�
щью клея. По шесть цилиндров с капиллярами
помещали в полиэтиленовые футляры, содержа�
щие небольшое количество воды, футляры герме�
тизировали и укладывали в контейнеры (рис. 3).
Контейнеры доставляли на космодром в термо�
изолированной сумке. Контроль за температурой
осуществляли с помощью пластиковых пакетов,
содержащих гексадекан и гептадекан.

Использованные в полетах условия роста кри�
сталлов белков и их комплексов с функциональ�
ными лигандами и ингибиторами, в которых по�
лучены кристаллы наилучшего качества, приве�
дены в табл. 1.

Визуальная оценка морфологии кристаллов и их
расположения в капиллярах. После завершения
полета боксы с капиллярами просматривали и
фотографировали под микроскопом Олимпус, не
доставая их из пластиковых пакетов, после чего
снова помещали в контейнеры и отправляли на

синхротрон SРring 8 (Япония) для распаковки и
получения дифракционных наборов.

Приготовление консервирующих растворов и
криорастворов для выгрузки и съемки кристаллов.
Для каждого вида кристаллов были приготовлены
соответствующие крио� и консервирующие рас�
творы. Консервирующие растворы для выгрузки
кристаллов содержали повышенный процент
растворителя по сравнению с маточным раство�
ром, в котором выросли соответствующие кри�
сталлы. Растворы для заморозки кристаллов пе�
ред съемкой содержали компоненты той же кон�
центрации, что и консервирующие растворы,
плюс 20–25% глицерина. 

Получение дифракционных наборов на синхро�
троне SРring 8. Для выгрузки кристалла капилля�
ра под микроскопом разрезали таким образом,
чтобы выбранный для сбора данных кристалл на�
ходился в коротком отрезке капилляра. Кристалл
удаляли из капилляра, осторожно вымывая его в
каплю консервирующего раствора током консер�
вирующего раствора через плотно прижатый к ка�
пилляру наконечник пипетки. Кристалл из кон�
сервирующего раствора вылавливали нейлоно�
вой петлей на магнитном держателе, на
несколько секунд переносили в содержащий гли�
церин криораствор, после чего замораживали в
парах азота. Дифракционные наборы при темпе�
ратуре 100 К собирали на синхротроне SPring�8
(Япония), станция BL41XU. В качестве детектора
использовались CCD�детекторы MX225HE или
QUANTUM�315. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Целью экспериментов, проведенных совмест�
но с японским аэрокосмическим агентством
JAXA, было выращивание в условиях невесомо�
сти методом встречной диффузии кристаллов
белков высокого дифракционного качества. 

Главная особенность метода встречной диффу�
зии, предложенного Гарсиа�Руисом и Морено
[15], состоит в том, что при кристаллизации сме�
шивание раствора белка с раствором осадителя

Капилляр
Дно Цилиндр 

с осадителемцилиндра

Рис. 3. Кристаллизационный бокс JAXA (JCB): шесть
капилляров уложены в бокс, помещенный в гермети�
зированный пластиковый пакет.

Рис. 2. GT�метод кристаллизации: капилляр с наде�
той на него гелевой трубкой в пробирке с раствором
осадителя. 
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происходит не непосредственно через поверх�
ность раздела между растворами белка и осадите�
ля, а через слой геля, помещенного между ними.
Сам процесс кристаллизации происходит в ка�
пилляре. Благодаря введению гелевой пробки за�
медляется процесс диффузии осадителя в белко�
вый раствор и даже при единичной гравитации в
капилляре уменьшаются конвекционные потоки
[4]. Вдоль капилляра устанавливаются разнона�
правленные концентрационные градиенты белка
и осадителя. Кристаллы, появляющиеся на раз�
ных расстояниях от входа в капилляр, растут при
разных соотношениях концентраций белка и оса�
дителя, благодаря чему в одном капилляре удает�
ся протестировать несколько условий роста. 

Для проведения экспериментов по росту кри�
сталлов методом встречной диффузии в невесо�
мости испанскими исследователями был предло�
жен кристаллизационный бокс Granada Crystalli�
zation box (GCB) [16]. В GCB кристаллы
выращивали непосредственно в тонкостенном
рентгеновском капилляре, один конец которого
был запечатан вакуумной смазкой, а другой по�
гружен в пропитанный буферным раствором слой
агарозного геля, находящегося в пластиковом
боксе и покрытого раствором осадителя. Пласти�
ковый бокс вмещал шесть капилляров. 

Японские исследователи предложили моди�
фицированный вариант кристаллизационного

Таблица 1. Условия кристаллизации белков в невесомости в полетах JAXA1–JAXA3

Белок, концентрация Состав раствора белка Состав раствора осадителя Размеры кри�
сталла, мм

PPAT Mt,
конц. 12 мг/мл

10 мM HEPES, pH 8.0,
0.15 M NaCl, 1 мМ ДТТ

40 мM какодилат, рН 5.5, 20 мM MgCl2,
20 мM [Co(NH3)6]Cl3, 15% MPD

0.15–0.25

PPAT Mt/CоА,
конц. 12 мг/мл

10 мМ HEPES, рН 8.0,
0.15 М NaCl, 14 мМ СоА.
1 мМ ДТТ 

20 мM какодилат, рН 5.5, 5 мМ MgCl2,
0.075М NaCl, 12 % МПД, 5 мМ HEPES рН 8.
20 мМ гексамина кобальта, 14 мМ СоА. 

0.15–0.30

PPAT Mt/DPCoA,
конц. 16 мг/мл

10 мМ HEPES, рН 8.0,
0.15 М NaCl, 14 мМ DPСоА,
1 мМ ДТТ

20 мM какодилат, рН 5.5, 5 мМ MgCl2,
0.075 М NaCl, 15 %�ный МПД, 5 мМ 
HEPES рН 8. 20 мМ гексамина кобальта, 
14 мМ DPСоА

0.20–0.45

PPAT Mt/ATP (I),
конц. 12 мг/мл

10 мМ HEPES, рН 8.0,
0.15 М NaCl, 14 мM АТР,
1 мМ ДТТ 

20 мM какодилат, рН 5.5, 5 мМ MgCl2, 
0.075 М NaCl, 12 %�ный МПД, 5мМ 
HEPES рН 8. 20 мМ гексамина кобальта, 
14 мМ АТР

0.20–0.35

PPAT Mt/ATP (II),
конц. 10 мг/мл

10 mM HEPES, pH 8.0,
0.15M NaCl, 14 мM ATP

0.1 M NaAc, pH 5.0, 10 мM MgCl2, 5 мM 
HEPES pH 8.0, 0.075 M NaCl, 14 мM ATP, 
1.1 M сульфат аммония

0.05–0.20

КПТ wt,
конц. 10 мг/мл

250 mM NaCl, 10 мM
Mes/NaOH, pH 6

1.6 M (NH4)2SO4, 5% MPD, 50 мM
Mes/NaOH pH6.0

0.35–0.45

КПТ wt/Z�L�Lys,
конц. 10 мг/мл

250 мM NaCl, 1 мM CaCl2,
10 мM Mes/NaOH, pH 6.0

1.4 M (NH4)2SO4, 5% MPD, 50 мM
Mes/NaOH, pH 6.0, 18 мг/мл Z�L�Lys

0.15–0.35

КПТ wt/BOC�L�Leu,
конц. 10 мг/мл

250 мM NaCl, 1 мM CaCl2,
10 мM Mes/NaOH, pH 6.0

1.4 M (NH4)2SO4, 5% MPD, 50 мM
Mes/NaOH, pH 6.0, 2.4 мM BOC�L�Leu

0.20–0.35

КПТ 5,
конц. 11.4 мг/мл

250 мM NaCl, 1 мM CaCl2,
1 мМ ZnAc, 10  мM
Mes/NaOH, pH 6.0

1.2 M (NH4)2SO4, 250 мM NaCl, 5% MPD,
1 мM CaCl2, 1мМ ZnAc, 50 мM Mes/NaOH, 
pH 6.0

0.1–0.4

КПТ 5, Z�L�Lys,
конц. 11.4 мг/мл

250 мM NaCl, 1 мM CaCl2,
1 мМ ZnAc, 10  мM
Mes/NaOH, pH 6.0

1.2 М (NH4)2SO4, 5% MPD, 50 мM
Mes/NaOH, pH 6.0, 1 мМ CaCl2,
Z�Lys 18 мг/мл

0.3–0.4

КПТ 5/BOC�L�Leu,
конц. 11.4 мг/мл

250 мM NaCl, 1 мM CaCl2,
1 мМ ZnAc, 10 мM
Mes/NaOH, pH 6.0

1.4 М (NH4)2SO4, 5% MPD, 50 мM
Mes/NaOH, pH 6.0, 1 мМ CaCl2, 1 мМ 
ZnAc BOC�L�Leu 2.4 мг/мл

0.3–0.4

Тимидинфосфорилаза
из E. coli, конц. 10 мг/мл

0.1 M KH2PO4, pH 7.3,
0.04% NaN3

25 % (NH4)2SO4, 0.1 M цитрат Na, pH 5.5, 
0.04% NaN3

0.15–0.4

Тимидинфосфорилаза
из E. coli/ингибитор 1,
конц. 17 мг/мл 

0.025 M KH2PO4, pH 7.3, 
0.04% NaN3, 2 мM 3'�NH2�2'�
F�2’,3'�ddT 

30% (NH4)2SO4, 0.1 M цитрат Na, pH 5.5, 
0.04% NaN3, 2 мM 3'�NH2�2'�F�2',3'�ddT 

0.15–0.5

Тимидинфосфорилаза
из E. coli/ингибитор 2,
конц. 35 мг/мл

0.05 M KH2PO4, pH 7.3, 
0.04% NaN3, 4 мM 3'�NH2�
2',3'�ddT 

25%, (NH4)2SO4, 0.1 M цитрат Na, pH 5.5, 
0.04% NaN3, 4 мM 3'�NH2�2',3'�ddT 

0.5

12*
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устройства для метода встречной диффузии, на�
званного JАХА Crystallization box (JBC) [14]. Вме�
сто хрупких рентгеновских капилляров для кри�
сталлизации используются толстостенные стек�
лянные капилляры диаметром 0.3 или 0.5 мм.
Агарозный гель полимеризуется в длинной сили�
коновой трубке, после чего трубка с гелем разре�
зается на части длиной до 1.5 мм. Отрезок трубки
с гелем одевается на конец капилляра. Капилляр
с трубкой, через которую должен диффундиро�
вать осадитель, погружают в малый объем раство�
ра осадителя, находящегося в цилиндрической
трубке, оба отверстия которой тщательно герме�
тизируют. Длину одетой на капилляр силиконо�
вой трубки с гелем можно изменять, что позволя�
ет регулировать начальное время кристаллизации.
Модифицированный таким образом вариант ме�
тода имеет ряд преимуществ. Поскольку трубка с
гелем присоединяется отдельно к каждому капил�
ляру, для них можно выбрать разные осадители.
Малый объем геля в трубке позволяет уменьшить
объем осадителя, необходимый для проведения
эксперимента. Последнее обстоятельство особен�
но важно в тех случаях, когда для получения кри�
сталлов комплексов белка с нековалентно связан�

ными лигандами в раствор осадителя необходимо
добавлять дорогостоящий лиганд. 

Для оценки изменений концентрации белка и
осадителя в любой точке капилляра в зависимо�
сти от времени H. Tanaka и др. была разработана
расчетная программа (1�D simulation program)
[13]. В качестве математической модели для опи�
сания диффузии белка и осадителя в геле и в ка�
пилляре были использованы дифференциальные
уравнения, описывающие одномерный диффузи�
онный процесс, причем коэффициент диффузии
оценивается, исходя из данных о молекулярном ве�
се и исходной концентрации белка и осадителя.
Рассчитанные таким методом концентрации белка
и осадителя, при которых появились кристаллы,
можно использовать как стартовые условия кри�
сталлизации для последующих экспериментов.

В данной работе первоначальный поиск усло�
вий кристаллизации белков проводили методом
диффузии паров растворителя в висячей капле.
Найденные условия оптимизировали примени�
тельно к методу встречной диффузии в капилля�
рах диаметром 0.3 мм, в которые вносили по 3 мкл
белкового раствора, после чего капилляры поме�
щали в пробирку с завинчивающейся крышкой,
содержащую 0.5–1.0 мл раствора осадителя. 

Кристаллизационные эксперименты на МКС
проводили в экспериментальном модуле Kibo
японского аэрокосмического агентства, исполь�
зуя кристаллизационный бокс JBC [14].

На МКС в период полетов JAXA1�JAXA3 мето�
дом встречной диффузии были выращены кри�
сталлы РРАТ Mt и ее комплексов с функциональ�
ными лигандами, карбоксипептидазы Т из КПТ
wt, ее мутантной формы КПТ5 со встроенным
центром первичной специфичности карбокси�
пептидазы В, тимидинфосфорилазы из E. coli, а
также кристаллы комплексов этих белков.

В табл. 1 перечислены закристаллизованные
белки и их комплексы с лигандами и приведены
условия кристаллизации, при которых выросли
кристаллы, использованные при получении ди�
фракционных наборов. Фотографии ряда кри�
сталлов представлены на рис. 4–7.

PPAT из Mycobacterium tuberculosis участвует в
процессе биосинтеза кофермента А (CoA), ката�
лизируя предпоследнюю стадию синтеза – обра�
зование дефосфокофермента А (DPCoA) из 4'�
фосфопантетеина и АТФ. Катализируемая РРАТ
реакция является ключевой, ее скорость регули�
руется конечным продуктом цикла – кофермен�
том А. Последний, образуя комплекс с РРАТ, ин�
гибирует действие фермента. Поскольку кофер�
мент А необходим для жизнедеятельности
вызывающей туберкулез микобактерии, РРАТ
представляет удобную мишень для приготовле�
ния антитуберкулезных лекарств, особенно при�
нимая во внимание, что в организмах млекопита�
ющих биосинтез кофермента А осуществляется

(б)

(а)

Рис. 4. Кристаллы PPAT Mt: а – свободного фермента,
б – комплекса c DPCoA.
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бифункциональным ферментом, отличным от
бактериальных РРАТ. Наряду с кристаллами сво�
бодного фермента на МКС были получены кри�
сталлы комплексов РРАТ с природным ингибито�
ром коферментом А, с продуктом реакции – де�
фосфокоферментом А и с субстратом – АТФ.

АТФ является одним из субстратов катализи�
руемой РРАТ� реакции. Комплекс РРАТ Mt/АТФ
был выращен при использовании двух различных
осадителей: сульфата аммония в одном случае и
2�метил�2,4�пентандиола (МПД) в присутствии
гексамина кобальта в другом. Сравнение структур
кристаллов, выращенных с разными осадителя�
ми, позволит определить, насколько ослабление
водородных связей, вызванное присутствием ор�
ганического растворителя (МПД), влияет на ха�
рактер межмолекулярных связей в кристалличе�
ской решетке. Комплекс РРАТ/АТФ был закри�
сталлизован в присутствии ионов магния,
которые необходимы для протекания реакции. 

Данные о строении комплекса РРАТ/СоА важ�
ны для понимания механизмов ингибирования
фермента. CоА не принимает непосредственного
участия в катализируемой РРАТ�реакции, но яв�
ляется природным ингибитором фермента. Когда

концентрация СоА повышается, он образует ком�
плекс с РРАТ, тем самым прерывая процесс био�
синтеза на предпоследней стадии. 

Ранее при первоначальном поиске условий
кристаллизации методом диффузии паров рас�
творителя авторами были выращены кристаллы
комплекса РРАТ Mt/СоА, с использованием ко�
торых пространственная структура была установ�
лена при разрешении 2.1 Å [9]. Собранные в на�
стоящей работе наборы дают возможность повы�
сить разрешение данной структуры до 1.59 Å. 

Установление пространственной структуры
свободного РРАТ и его комплексов с субстратами
и продуктами реакции позволит проследить кон�
формационные изменения, сопровождающие
ферментативную реакцию, что необходимо для
понимания ее механизма. Кроме того, данные о
пространственной структуре белка�мишени и его
комплексов являются структурной основой для
направленного поиска специфических ингибито�
ров фермента – потенциальных антитуберкулез�
ных лекарств.

Рекомбинантная бактериальная карбоксипеп�
тидаза из Thermoactinomyces vulgaris (КПТ) пред�
ставляет особый интерес как удобный объект для

(б)

(а)

Рис. 5. Кристаллы PPAT Mt: а – комплекса с CoA, б –
комплекса с АТФ.

(б)

(а)

Рис. 6. Кристаллы карбоксипептидазы Т: а – КПТ wt,
б – КПТ 5.
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изучения структурных основ специфичности это�
го семейства ферментов. Направленное измене�
ние специфичности важно не только в теоретиче�
ском плане для понимания особенностей фер�
ментативного катализа, но и является одной из
актуальных задач инженерной энзимологии. 

КПТ имеет строение активного центра, сход�
ное с карбоксипептидазами А и В млекопитаю�
щих, но отличается от них более широкой специ�
фичностью, отщепляя, хотя и с различной скоро�
стью, С�концевые остатки положительно
заряженных, отрицательно заряженных, а также
гидрофобных аминокислот. Мутант КПТ5 содер�
жит пять замен в субстрат�связывающем центре
S1’, что делает этот центр сходным по строению с
S1’центром карбоксипептидазы В. Однако при
исследовании свойств мутанта оказалось, что, не�
смотря на введенные замены, КПТ5 сохраняет
специфичность карбоксипептидазы Т. Этот ре�
зультат подтверждает предположение о том, что
специфичность фермента зависит не только от
природы аминокислотных остатков, непосред�
ственно контактирующих с субстратом, но и от
остатков, которые удалены от связанного суб�
страта. 

Чтобы сравнить расположение боковых цепей
аминокислотных остатков, связывающихся в
S1’центре в обеих формах фермента, были выра�
щены пригодные для структурного исследования
кристаллы комплексов КПТwt и КПТ5 с произ�
водными лейцина и лизина (BOC�L�Leu, Z�L�Lys).

Рис. 7. Кристалл свободной тимидинфосфорилазы из
E. coli.

Таблица 2. Характеристики выращенных в невесомости белковых кристаллов и собранных от них рентгеноди�
фракционных наборов

Кристаллы
белков

Разрешение, Å Простран�
ствення 
группа

Параметры ячейки,
Å, град

Полнота
набора, %

Rmerge 
(I), % I/sigma

наземн. косм.

PPAT кристаллы
отсутствуют

1.6 H32 a = b = 98.67, c = 113.85,
α = β = 90.00, γ = 120.00

91.0 4.4 48.538

PPAT/CoA 1.8 1.4 H32 a = b = 98.88, c = 114.86,
α = β = 90.00, γ = 120.00

98.2 4.8 58.095

PPAT/dpCoA 1.8 1.5 H32 a = b = 99.22, c = 115.85,
α = β = 90.00, γ = 120.00

98.8 4.9 53.602

PPAT/ATP 1.8 1.5 H32 a = b = 99.75, c = 114.78,
α = β = 90.00, γ = 120.00

95.5 6.6 35.159

PPAT/ATP + Mg >5 1.81 P321 a = b = 106.472, c = 71.323,
α = β = 90, γ = 120

91.1 6.7 15.786

КПТ5 1.4 1.09 P6322 a = b = 158.101, c = 104.584,
α = β = 90, γ = 120

97.3 4.5 20.306

КПТ5/Z�L�Lys 1.9 1.4 P6322 a = b = 158.243, c = 104.657,
α = β = 90, γ = 120

98.2 6.3 46.182

КПТ5/BOC�L�
Leu

1.7 1.4 P6322 a = b = 157.866, c = 104.516,
α = β = 90, γ = 120

96.4 5.1 49.325

КПТ wt/Z�L�Lys кристаллы
отсутствуют

1.21 P6322 a = b = 158.093, c = 104.072,
α = β = 90, γ = 120

98.5 10.6 12.602

КПТ wt/BOC�L�
Leu

кристаллы
отсутствуют

1.12 P6322 a = b = 157.914, c = 104.068,
α = β = 90, γ = 120

99.0 8.3 18.790

ТФ >2 1.52 P43212 a = b = 129.951, c = 67.809,
α = β = γ = 90

97.0 5.7 41.443

ТФ/ингибитор 1 >2 1.7 P43212 a = b = 129.691, c = 67.905,
α = β = γ = 90

99.5 5.2 59.295

ТФ/ингибитор 2 кристаллы
отсутствуют

1.85 P43212 a = b = 130.561, c = 68.160,
α = β = γ = 90

99.9 14.1 14.892
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Определение пространственной структуры КПТ
и ее мутантных форм, содержащих замены в суб�
страт�связывающем центре и его окружении даст
возможность выявить удаленные структурные де�
терминанты специфичности фермента. Выра�
щенные ранее в наземных условиях кристаллы
КПТ5 дифрагировали до разрешения 2.1 Å [11].
Выращенные в невесомости кристаллы КПТ5 ди�
фрагировали до разрешения 1.09 Å.

ТФ катализирует катаболическую реакцию
фосфоролиза пиримидиновых нуклеозидов в
бактериальных клетках. ТФ используется при
синтезе пуриновых и пиримидиновых дезокси�
нуклеотидов, многие из которых являются лекар�
ственными препаратами.

Тимидинфосфорилаза играет важную роль в
клетке, будучи стимулятором роста новых крове�
носных сосудов. Уровень этого фермента заметно
повышен в клетках ряда опухолей. Поэтому в насто�
ящее время ведется активный поиск специфиче�
ских ингибиторов тимидинфосфорилазы и изучает�
ся их взаимодействие с ферментом. Кристаллы вы�
ращивали, модифицируя условия, приведенные в
[17]. В данной работе наряду с кристаллами сво�
бодного белка выращены кристаллы комплексов
ТФ с двумя ингибиторами – 3�амино�2�фтор�2,3�
дидезокситимидином (ингибитор 1) и 3�амино�
2,3�дидезокситимидином (ингибитор 2).

Как уже упоминалось, параллельно в тех же усло�
виях и в том же оборудовании, которое применялось
на МКС, были выращены кристаллы на Земле. 

Морфологию наземных и космических кри�
сталлов оценивали сначала визуально под микро�
скопом. По морфологии наземные и космиче�
ские кристаллы в большинстве случаев не отлича�
лись друг от друга. Дифракционные наборы от
космических и наилучших наземных кристаллов
были собраны на синхротроне SРring 8 при тем�
пературе 100 К. Некоторые характеристики со�
бранных дифракционных наборов представлены
в табл. 2.

Все космические кристаллы дифрагировали до
более высокого разрешения. В некоторых случа�
ях, например, в случае комплекса тимидинфос�
форилазы с 3�амино�2,3�дидезокситимидином, в
наземных капиллярах кристаллы отсутствовали, а
выросшие в невесомости кристаллы дифрагиро�
вали до 1.85 Å. Все наборы, собранные от косми�
ческих кристаллов, имели лучшие характеристи�

ки, чем соответствующие наземные, и оказались
пригодными для установления пространственной
структуры соответствующих белков при высоком
разрешении.

Работа выполнена при финансовой поддержке
ЦНИИМаш Роскосмоса и Российского фонда
фундаментальных исследований (грант № 10�04�
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