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ВЛИЯНИЕ МИКРОГРАВИТАЦИИ НА КРИСТАЛЛИЗАЦИЮ 
КАРДИОТОКСИНА ИЗ ЯДА ОЧКОВОЙ КОБРЫ Naja naja
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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.
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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].
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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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