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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.
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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.

(a)

(б)
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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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