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ПРЕДВАРИТЕЛЬНОЕ РЕНТГЕНОСТРУКТУРНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
ПУРИННУКЛЕОЗИДФОСФОРИЛАЗЫ ИЗ ГАЛОАЛКАЛОФИЛЬНОЙ 
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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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