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ВВЕДЕНИЕ

Нуклеозидфосфорилазы, включающие пири�
мидин� и пуриннуклеозидфосфорилазы, катали�
зируют обратимый фосфоролиз пуриновых и пи�
римидиновых нуклеозидов и участвуют в запас�
ных путях синтеза природных нуклеозидов [1–3].

При реакции фосфоролиза, катализируемой
нуклеозидфосфорилазами, гликозидная связь в
пуриновых и пиримидиновых нуклеозидах рас�
щепляется под действием ионов фосфата, в ре�
зультате реакции образуются соответствующее
свободное основание и рибозо�1�фосфат. Нук�
леозидфосфорилазы обладают также гликозил�
трансферазной активностью, перенося остаток
углевода с одного основания на другое. В связи с
этим они находят широкое применение для син�
теза аналогов нуклеозидов [4].

Как показали рентгеноструктурные исследо�
вания, по типу пространственной организации
нуклеозидфосфорилазы относятся к одному из
двух семейств [5]. Первому семейству принадле�
жат пуриннуклеозидфосфорилазы и уридинфос�
форилаза, ко второму – остальные пиримидин�
фосфорилазы. Для всех нуклеозидфосфорилаз
второго семейства характерны гомодимерная чет�
вертичная структура и двухдоменное строение
субъединицы. Степень гомологии между белками
этого семейства достигает 40%.

Интерес к изучению структуры и свойств нук�
леозидфосфорилаз связан с их вовлеченностью в
метаболизм противораковых и противовирусных
препаратов – аналогов нуклеозидов. Важным с
терапевтической точки зрения является тот факт,
что нуклеозидфосфорилазы вовлекаются в фос�
форолиз различных аналогов пиримидиновых
нуклеозидов, используемых как антивирусные
или противоопухолевые агенты. Ингибиторы пи�
римидинфосфорилаз могут усиливать фармако�
логическое действие этих лекарств [6–8].

Тимидинфосфорилаза (ТФ) высоко специ�
фична к нуклеозидам, содержащим в качестве уг�
леводной компоненты 2'�дезоксирибозу, она ка�
тализирует превращение тимидина и 2'�дезокси�
уридина в соответствующие основания и 2�α�D�
дезоксирибозу�1�фосфат.

Тимидинфосфорилаза вовлечена в процесс ан�
гиогенеза, поэтому в тканях злокачественных
опухолей, где ангиогенез протекает постоянно и
очень интенсивно [9, 10], концентрация ТФ по�
вышена по сравнению с нормальными тканями
[11]. Развитие и рост опухолей зависят от запас�
ного пути синтеза нуклеозидов. Ингибирование
данного пути синтеза, катализируемого нуклео�
зидфосфорилазами, является одной из стратегий
борьбы с раковыми заболеваниями, поэтому ТФ
может служить белком�мишенью для поиска ин�
гибиторов – потенциальных противоопухолевых
препаратов. 
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оксиуридином (N3F�ddU) в нуклеозидсвязывающем центре. Описаны аминокислотные остатки,
вовлеченные в связывание лигандов, и сеть водородных связей в активном центре, включающем
большое число связанных молекул воды. При сравнении структуры комплекса тимидинфосфори�
лаза/N3F�ddU со структурой комплекса пиримидиннуклеозидфосфорилазы из St. Аureus с природ�
ным субстратом – тимидином (PDB_ID: 3H5Q) показано, что субстрат и ингибитор в нуклеозид�
связывающем кармане ориентированы по�разному. Предполагается, что на позицию N3F�ddU мо�
жет влиять присутствие азидогруппы, для которой предпочтительно гидрофобное окружение.
В обеих структурах конформации активного центра субъединиц являются открытыми.
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Среди ингибиторов ТФ особое место занима�
ют аналоги природных нуклеозидов, содержащих
заместители в углеводной компоненте. Многие
нуклеозиды, в которых углеводные оксигруппы
замещены на фтор или азидогруппу, обладают вы�
сокой цитостатической активностью, а также ак�
тивны против вирусов герпеса, гепатита С, гриппа.
Присутствие атома фтора и азидогруппы в угле�
водном кольце нуклеозида влияет на фармакине�
тические свойства и распределение препарата в
тканях [12]. Аналоги нуклеозидов, содержащие
азидогруппу в рибозном кольце и являющиеся
ингибиторами обратной транскриптазы, приме�
няются в качестве лекарственных средств при ле�
чении синдрома иммунодефицита человека [13].

Изучение пространственной структуры ком�
плексов аналогов природных нуклеозидов, при�
меняемых в качестве фармакологических препа�
ратов, с ферментами, вовлеченными в обменные
процессы с участием этих соединений, позволяет
на атомном уровне выяснить характер взаимо�
действия нуклеозидов с ферментом, что важно
как для рационального дизайна новых ингибито�
ров, так и для конструирования мутантных форм
фермента с измененной специфичностью. 

В настоящее время пространственные структуры
ряда пиримидиннуклеозидфосфорилаз установле�
ны в интервале разрешений от 2.1 до 3.0 Å: ТФ из
Escherichia coli (как в свободной форме, так и в
комплексах) [14, 15], пиримидиннуклеозидфос�
форилазы из Bacillus stearothemophilus (BsPyNP) в
комплексе с фосфатом и ингибитором псевдо�
уридином [16], тимидинфосфорилазы человека в
комплексе с малой молекулой�ингибитором [17]
и в комплексе с тимином [18], а также пирими�
диннуклеозидфосфорилазы из St. Aureus в ком�
плексе с одним из субстратов реакции – тимиди�
ном (PDB_ID: 3H5Q; разрешение 1.94 Å). Описа�
но двудоменное строение субъединиц фермента;
в активных центрах субъединиц локализованы
участки, в которых связываются оба субстрата ре�
акции: ионы фосфата и нуклеозид; показано, что
субъединицы фермента могут иметь открытую
или закрытую конформацию [15, 16].

В настоящей работе выращены кристаллы и
определены пространственные структуры ТФ из
E. coli со связанным ионом сульфата и комплекса
ТФ с ионом сульфата и ингибитором 3'�азидо�2'�
фтор�2',3'�дидезоксиуридином (ТФ/N3F�ddU) при
разрешении 1.55 и 1.50 Å соответственно. В ак�
тивном центре каждой субъединицы комплекса
локализованы ион сульфата, занимающий фос�
фатсвязывающий сайт, и ингибитор N3F�ddU в
нуклеозидсвязывающем сайте. Описано ближай�
шее окружение лигандов и конформационные
изменения, сопровождающие связывание инги�
битора.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение ТФ. Рекомбинантная ТФ E. сoli
получена в бактериальном штамме E. coli
BL21(DE3)/pER_Thy1. На первой стадии очистки
супернатант подвергался двойному высаливанию
сульфатом аммония, после чего белок очищали
последовательно анионообменной хроматогра�
фией на сорбенте Sepharose Q HP и гидрофобной
хроматографией на сорбенте PhenylSepharose HP
[19, 20]. 

Определение кинетических параметров. Каждая
реакционная смесь (1 мл, 50 мМ фосфата калия,
pH 7.0) содержала: от 0.06 до 1.80 мМ тимидина,
0.36 мг/л ТФ и ингибитор. Для каждого экспери�
мента готовилось 15 реакционных смесей с раз�
ным содержанием тимидина и одинаковым со�
держанием ингибитора. Реакция велась одну ми�
нуту при комнатной температуре. Концентрация
тимина и тимидина определялась высокоэффек�
тивной жидкостной хроматографией в изократи�
ческом методе. Элюент 26% метанола в воде, дли�
на волны 254 нм, детектор Waters 2489. Колонка
MZ PerfectSil 100 ODS�3.5 мкм, 150 × 4.6 мм. Ки�
нетические параметры определялись по методу
Эйзенталя и Корниш�Боудена. Константа инги�
бирования рассчитывалась для каждого из трех
экспериментов исходя из наблюдаемой макси�
мальной скорости реакции при данной концен�
трации ингибитора и максимальной скорости без
ингибитора, после чего вычислялось среднее зна�
чение.

Выращивание кристаллов. Кристаллы, исполь�
зованные для установления пространственной
структуры тимидинфосфорилазы из E. coli в сво�
бодном виде – ТФ и в комплексе с ингибитором –
ТФ/N3F�ddU, выращены в невесомости методом
встречной диффузии через слой геля при исполь�
зовании сульфата аммония в качестве осадителя.
Кристаллы комплекса ТФ с нуклеозидом 3'�ази�
до�2'�фтор�2',3'�дидезоксиуридином (N3F�ddU)
получены сокристаллизацией при двадцатикрат�
ном избытке лиганда [20]. Кристаллы выращены
в оборудовании Японского аэрокосмического
агентства JAXA [21] по методике [20]. Раствор
белка с концентрацией 22 мг/мл в буфере 0.02 M
KH2PO4, pH 7.3 содержал 0.04% NaN3, 4 мM 3'�N3�
2'�F�2',3'�ddU (1 : 20). Состав раствора осадителя:
30%�ный сульфат аммония в 0.05 M Na�цитрат�
ном буфере pH 6.0, 0.04% NaN3, 4 мM 3'�N3�2'�F�
2',3'�ddU (1 : 20).

Сбор и обработка дифракционных данных. Ди�
фракционные наборы от выращенных кристал�
лов собраны на синхротроне SPring 8 (Япония)
при температуре 100 К на станции BL41XU с
CCD�детектором MAR225HE. Дифракционные
данные от одного кристалла получены методом
вращения. Длина волны составляла 0.8 Å. Рассто�
яние кристалл–детектор 188 мм, угол качания
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0.5°, угол вращения 180°. Обработку набора экс�
периментальных интенсивностей проводили с
помощью программы HKL�2000 [22]. Наборы об�
работаны до разрешения 1.55 и 1.50 Å соответ�
ственно для ТФ и ТФ/N3F�ddU. В независимой
части кристаллической ячейки (пр. гр. P43212) на�
ходится одна субъединица димерной молекулы
фермента. Статистические характеристики набо�
ров приведены в табл. 1.

Решение и уточнение структуры. Структуры
ТФ без ингибитора и ТФ в комплексе с N3F�ddU
установлены соответственно при разрешении
1.55 и 1.50 Å методом молекулярного замещения с
помощью программы Phaser [23]. В качестве стар�
товых использовали координаты ТФ из E. coli, ис�
следованной при разрешении 2.6 Å (PDB_ID:
2TPT). Уточнение проведено по программе Ref�
mac [24]. Ручную правку моделей проводили при
помощи программы Coot [25], используя карты
электронной плотности, рассчитанные с коэф�
фициентами 2|Fo|–|Fc| и |Fo|–|Fc|. 

На картах электронной плотности в обеих
структурах локализовано значительное число мо�
лекул воды и ионов сульфата, в том числе распо�
ложенных в функционально важных участках мо�
лекулы. Из�за присутствия сульфата аммония в
составе осадителя, в обоих видах кристаллов фос�
фатсвязывающий карман активного центра ока�
зался занятым ионом сульфата, который является
структурным аналогом фосфата. В кристаллах
комплекса ТФ/N3F�ddU в нуклеозидсвязываю�
щем кармане активного центра локализован нук�
леозид 3'�N3�2'�F�2',3'�ddU с полной степенью за�
селенности (рис. 1). Ион сульфата, локализован�
ный в фосфатсвязывающем субсайте активного

центра с заселенностью, близкой к единице, рас�
сматривается далее как имитирующий положе�
ние фосфата. В катализируемой ферментом реак�
ции фосфат выступает в качестве атакующего
нуклеофила. Статистические характеристики
уточнения приведены в табл. 1. Координаты
структур депонированы в Protein Data Bank
(PDB_ID: 4EAF, 4EAD). 

Таблица 1. Кристаллографические данные и парамет�
ры съемки кристаллов

PDB_ ID 4EAF 4EAD

Обработка набора

Пространственная группа P43212 P43212

Параметры ячейки, Å, 
град

a = b = 129.9,
c = 67.8
α = β = γ = 90

a = b = 129.9,
c = 67.8
α = β = γ = 90

Разрешение, Å 30.00–1.55 
(1.59–1.55)

30.00–1.50 
(1.54–1.50)

Количество независи�
мых рефлексов

82144 92521

Полнота набора, % 97.2 (93.4) 99.8 (99.2)

I/σ(I) 32.9 (2.9) 35.6 (3.2)

Rmrgd�F, % 6.4 (38.4) 6.2 (32.8)

Уточнение

Разрешение, Å 1.55 1.50

Количество рефлексов, 
использованных при 
уточнении

77911 87704

Количество рефлексов, 
использованных при 
расчете Rfree

4120 4617

Rcryst/Rfree, % 15.8/20.7 14.5/19.2

Количество уточненных 
атомов

3929 3985

Количество уточненных 
молекул воды

443 519

B�фактор, Å2

Средний 30.9 26.7

Основной цепи 26.8 21.8

Боковых цепей и моле�
кул воды

34.5 30.7

RMSD

Длины связей, Å 0.006 0.008

Углы, град 1.102 1.443

Карта Рамачандрана

Наиболее благоприят�
ные области, %

98.6 98.2 

Допустимые области, % 1.4 1.6

Запрещенные области, % 0 0.2 

* В скобках приведены значения для последней оболочки.

Рис. 1. Участок молекулы ТФ со связанным лигандом
N3F�ddU. Электронная плотность лиганда N3F�ddU
рассчитана с коэффициентами |Fo|–|Fc| при σ = 2.0.
При расчете карт электронной плотности лиганд был
исключен. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение взаимодействия аналогов природ�
ных нуклеозидов с ферментами, расщепляющи�
ми гликозидную связь, в том числе с нуклеозид�
фосфорилазами, представляет особый интерес,
поскольку производные нуклеозидов находят
широкое применение в качестве лекарственных
средств, а многие ферменты фосфоролиза вовле�
чены в метаболизм лекарственных препаратов на
основе нуклеозидов. Нуклеозиды, содержащие
азидогруппу в рибозном кольце, применяются
при лечении ряда вирусных заболеваний. При�
сутствие заместителей в рибозном кольце оказы�
вает влияние на скорость расщепления гликозид�
ной связи нуклеозидфосфорилазами. Тимидин�
фосфорилаза с высокой скоростью расщепляет
нуклеозиды – производные дезоксирибозы. В то
же время введение заместителей в рибозное коль�
цо оказывает влияние на скорость катализируе�
мой реакции. Замена 2'�ОН группы урацила ато�
мом фтора сильно понижает скорость реакции
[26]. Атом фтора в 2'�положении рибозы изменяет
конформацию рибозного кольца и, уменьшая
длину гликозидной связи, повышает ее устойчи�
вость к действию фермента [27]. 

Исследование влияния 3'�N3�2'�F�2',3'�ddU на
скорость расщепления гликозидной связи тими�
дина тимидинфосфорилазой показало, что дан�
ный нуклеозид является неконкурентным инги�
битором. Эксперименты по определению кине�
тических параметров фосфоролиза тимидина
тимидинфосфорилазой проводились и без инги�
битора 3'�азидо�2'�фтор�2',3'�дидезоксиуридина,
и в его присутствии (табл. 2). Обнаружено, что
константа Михаэлиса остается постоянной, а
максимальная скорость реакции уменьшается.
Такая зависимость характерна для неконкурент�
ных ингибиторов. Для иллюстрации результатов
приведены графики Лайнуивера–Берка (рис. 2).
Средняя константа ингибирования составила
0.94 ± 0.11 мМ. Кроме того, разбавление реакци�
онной смеси приводило к повышению удельной
активности фермента, что говорит об обратимо�
сти ингибирования.

Полученные в данной работе кристаллографи�
ческие данные говорят о связывании ингибитора

с тем же активным центром, с которым связыва�
ется тимидин, что характерно при конкурентном
ингибировании. Можно предположить, что ки�
нетика фосфоролиза в присутствии N3F�ddU
имеет сложный характер. 

На рис. 3 показана молекула ТФ в комплексе
ТФ/N3F�ddU, которая представляет собой димер
S�образной формы, составленный из идентичных
субъединиц, связанных кристаллографической
осью симметрии второго порядка; именно димер
является биологически активной формой ТФ.
Степень гомологии ТФ с другими нуклеозидфос�
форилазами можно видеть на рис. 4. Вторичная
структура субъединиц в исследованных соедине�
ниях такая же, как в ТФ из E. coli, установленной
ранее при разрешении 2.6 Å (PDB_ID: 2ТРТ) [16].
В каждой из субъединиц ТФ полипептидная цепь
(рис. 5) образует два домена: малый домен (ами�
нокислотные остатки 1–65, 161–193), сформиро�
ванный шестью α�спиралями H1–H4, H9–H10
(α�домен), и большой домен (аминокислотные
остатки 66–160, 194–440), состоящий из одинна�
дцати α�спиралей (H5–H8, H11–H17) и четырех
β�слоев (α/β�домен). Если топологию полипеп�
тидной цепи представить согласно классифика�
ции CATH [28], С�концевой участок большого
домена (аминокислотные остатки 337–433) мож�
но рассматривать как самостоятельный, третий
домен, составленный из двух α�спиралей и шести
β�лент (рис. 6). Между доменами локализован
большой карман. Домены соединены тремя гиб�
кими петлями (66–71, 155–160, 194–197), что да�
ет возможность доменам смещаться друг относи�
тельно друга. 

Активный центр ТФ, в котором находятся
фосфатсвязывающий и нуклеозидсвязывающий
карманы, расположен в большой полости между
α� и α/β�доменами (рис. 7). Со стороны α/β�до�
мена полость ограничена спиралями Н5, Н6, Н11

Таблица 2. Кинетические параметры фосфоролиза ти�
мидина при разных концентрациях ингибитора 3'�N3�
2'�F�2',3'�ddU

Концентра�
ция Ci, мМ Km, мМ kcat, 1/с Ki, мМ

0 0.32 ± 0.05 214 ± 9

0.19 0.35 ± 0.03 174 ± 9 0.83 ± 0.23

0.40 0.32 ± 0.03 148 ± 6 0.90 ± 0.20

0.60 0.35 ± 0.05 138 ± 8 1.09 ± 0.18

40

10 200–10

80

100

120

20

60

–20

1/V, мин/мкмоль
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0.60 мМ

0.40 мМ

0.19 мМ

0 мМ

Рис. 2. Графики Лайнуивера–Берка для фосфоролиза
тимидина при концентрациях 3'�азидо�2'�фтор�2',3'�
дидезоксиуридина 0, 0.19 и 0.40 0.60 мМ.



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 58  № 6  2013

ПРОСТРАНСТВЕННАЯ СТРУКТУРА ТИМИДИНФОСФОРИЛАЗЫ 847

Рис. 3. Димер ТФ в комплексе с ионом  и 3'�N3�2'�F�2',3'�ddU (N3F�ddU) в активном центре. Выделены молекулы
лигандов и зона контакта субъединиц.

SO2
4
+

Рис. 4. Сравнение аминокислотных последовательностей тимидинфосфорилаз из E. coli (TYPH_ECOLI), человека
(TYPH_HUMAN) и пиримидиннуклеозидфосфорилаз из Staphylococcus aureus (PDP_STAAC) и Bacillus stereothermophi�
lus (PDP_GEOSE). Более светлым выделены α�спирали, более темным – β�ленты. Звездочками внизу отмечены оди�
наковые остатки, одной или двумя точками – когда не во всех четырех структурах остаток одинаковый, или похожие
остатки. Одна или две точки – степень похожести/количество совпадающих.
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и β�лентами (82–86, 108–113). Со стороны α�до�
мена ее ограничивают спирали Н9 и Н10. В фор�
мировании междоменной полости участвуют по�
движные петли 113–121, 206–212, 367–381 боль�
шого домена и петля 173–179 малого. Петли 113–
121, 206–212 со стороны α/β�домена и петля 173–
179 из α�домена формируют один из входов в ак�
тивный центр; другой вход ограничен протяжен�
ной нерегулярной петлей С�концевого домена
367–381 и междоменной петлей 155–160.

Интерфейс между двумя идентичными субъ�
единицами димера образован главным образом
аминокислотными остатками α�спиралей Н3
(остатки 35–50) α�доменов; аминокислотные
остатки Ser35, Glu36, Gly37 обеих субъединиц,

связанных в кристаллической структуре осью
второго порядка, образуют межсубъединичные
водородные связи: OG_Ser35… OE2_Glu36';
OE2_Glu36…N_Gly37'. В области контакта субъ�
единиц находятся также петли 173–178, связыва�
ющие α�спирали H9 и H10 в α�доменах. Остатки
Asp172, Ile173, Ala175 из одной субъединицы и
остатки Gln5, Arg12, Gln38 из другой участвуют в
образовании четырех пар водородных связей
между субъединицами димера, связанными кри�
сталлографической осью второго порядка:
O_Asp172…NE2_Gln5'; O_Ile173…NE2_Gln38';
N_Ala175…NE2_Gln5'; O_Ala175…NH2_Arg12'
(рис. 3). 

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

H1 H2 H3 H4
β

H5 H6

61 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120

β γ β
A B

121 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180

181 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240

241 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

301 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360

361 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420

421 425 430 435 440

H7 H8 H9 H10
β β βββ γ

B

H11A
β

A

H13С
β

H14H12
βββ

С H17
β

С H17
β

A
ββ

D

βββ ββββ
С D

β γ
СH16H15

Рис. 5. Вторичная структура полипептидной цепи ТФ/N3F�ddU. Н1–Н17 – спирали; А, В, С, D – ленты, принадлежа�
щие к разным β�слоям; β, γ – повороты в петлях; � – остатки, контактирующие с лигандами (GOL 505, GOL 509, SO4
503, SO4 504, SO4 502, ONP 501, GOL 507, SO4 506, SO4 510, GOL 508, SO4 511).
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ФОСФАТ� И НУКЛЕОЗИДСВЯЗЫВАЮЩИЕ 
СУБСАЙТЫ В АКТИВНОМ ЦЕНТРЕ

Катализируемая ТФ реакция фосфоролиза
гликозидной связи осуществляется посредством

нуклеофильной атаки одним из атомов кислорода
фосфата С1'�углеродного атома нуклеозида [29].
Оба участника реакции, ион фосфата и нуклео�
зид, связываются в активном центре фермента.
Реакция фосфоролиза подчиняется кинетике
Михаэлиса–Ментен и протекает по упорядочен�
ному bi�bi�механизму; при этом ион фосфата
присоединяется первым, а из образовавшихся
продуктов 1�фосфорибоза уходит последней [29]. 

Расположение иона сульфата, имитирующего
фосфат, и молекулы лиганда N3F�ddU в субъеди�
нице комплекса ТФ/N3F�ddU показано на рис. 6.
Лиганды находятся по разные стороны полости
активного центра: ион сульфата преимуществен�
но координируют аминокислотные остатки боль�
шого домена, а нуклеозид – малого.

Фосфатсвязывающий карман расположен
между двумя β�лентами вблизи С�концевого
участка центрального β�слоя α/β�домена. Бли�
жайшее окружение сульфат�иона, занимающего
фосфатсвязывающий центр, представлено на
рис. 8. Ион сульфата находится рядом со спираля�
ми Н5 и Н6, β�лентами А (82–86) и В (108–113)
большого домена и спиралью Н9 малого домена
(рис. 5). С аминокислотными остатками Ser86 (А),
Ser95 (Н6), Ser113 (B), Thr123 (H7), Lys84 (A) он
связан как непосредственно, так и через молеку�
лы воды; с His85, Lys191, Asp92 – через молекулы
воды. Большинство аминокислотных остатков,
участвующих в связывании сульфата, относятся к
α/β�домену. Исключение представляет Lys191,
находящийся в спирали Н10 α�домена. Рядом с
сульфатом локализовано девять молекул воды,
вовлеченных в систему водородных связей. Таким

Рис. 6. Ион сульфата, молекула лиганда 3'�N3�2'�F �
2',3'�ddU и связанные с ними молекулы воды в актив�
ном центре субъединицы комплекса ТФ/3'�N3�2'�F�
2',3'�ddU. Разными оттенками серого выделены три
домена субъединицы. Толстые черные линии – свя�
занные лиганды, тонкие – боковые цепи аминокис�
лотных остатков ближайшего окружения, черные
сферы – молекулы воды, пунктирные линии – водо�
родные связи.

1

2

3

4

Рис. 7. Подвижные петли, ограничивающие активный центр фермента в комплексе ТФ/N3F�ddU. Петли 1 (114–121),
3 (206–212), 4 (367–381) относятся к большому домену, петля 2 (173–179) – к малому домену. Связанные лиганды и
аминокислотные остатки ближайшего окружения обозначены как на рис. 6.
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образом, окружение иона  полностью поляр�
но. Предполагается, что положительно заряжен�
ные остатки лизина обеспечивают требуемую для
атаки ориентацию нуклеофила (фосфат�иона);
остаток гистидина может регулировать степень
нуклеофильности фосфата посредством дониро�
вания или акцептирования протона на разных
стадиях реакции; остатки серина, треонина, аспа�
рагина, выступая как доноры электронной пары,
могут усиливать нуклеофильные свойства фосфа�
та. Отметим, что аминокислотные остатки, нахо�
дящиеся в ближайшем окружении сульфат�иона,
инвариантны в пиримидиннуклеозидфосфори�
лазах второго семейства. Опыты по точечному
мутагенезу показали необходимость некоторых
из них (His 85) для активности фермента [30].

Лиганд N3F�ddU локализован в нуклеозидсвя�
зывающем кармане (рис. 5, 8), который образован
аминокислотными остатками спиралей Н9
(Tyr168, Arg 171) и Н10 (Ile183, Ser 186, Lys190),
находящимися на обращенной в междоменную
полость поверхности α�домена, а также спиралью
Н11 (Leu220) и β�лентой А (His85). Остаток His85
через одну молекулу воды связан с сульфатом, а
через другую – с 3'�N3�2'�F�2',3'�ddU большого
α/β�домена. Кроме аминокислотных остатков,
относящихся к упорядоченным участкам поли�
пептидной цепи, в ближайшее окружение лиган�
да входят аминокислотные остатки из подвижных
участков: Thr87 (петля 87–94 α/β�домена);
Leu117, Thr 120 (консервативная петля 113–121
α/β�домена с большим содержанием остатков
глицина), Met211, Phe210 (петля 206–213 α/β�до�
мена) и Val177 из петли 173–179 малого домена.
Как отмечалось выше, петля 173–179 является ча�
стью межсубъединичного интерфейса. 

SO2
4
+ Кольцо пиримидинового основания образует

стэкинг�взаимодействие с остатком Tyr168, важ�
ного для активности фермента. Известно, что му�
тация гомологичного остатка тирозина в ТФ че�
ловека на фенилаланин понижает каталитиче�
скую активность фермента, а замена на аланин
полностью ее уничтожает [30].

Атом азота N3 пиримидинового цикла образу�
ет водородную связь с Ser186 (H10). Атом кисло�
рода О2 пиримидинового основания связан водо�
родными связями с Arg171 (cпираль H9 малого
домена), атом кислорода О4 – с Lys190 (спираль
H10 малого домена). Эти связанные с пиримиди�
новым основанием аминокислотные остатки
способны стабилизировать переходное состояние
катализируемой реакции, компенсируя посред�
ством передачи протона отрицательный заряд на
уходящей группе (пиримидиновом основании)
после расщепления гликозидной связи.

Атом кислорода O5' дидезоксирибозы через
молекулу воды связан с Thr120 из петли 113–121
большого домена. Азидная группа в 3'�положе�
нии погружена в гидрофобный карман, образо�
ванный боковыми цепями Leu220 (спираль Н11)
и Phe210 (петля 204–214) α/β�домена и остатками
Ile183, Ile187 спирали Н10 α�домена. Атом фтора
в 2'�положении дидезоксирибозы сближен с этим
же гидрофобным кластером и одновременно со�
седствует с двумя молекулами воды. Торсионный
угол гликозидной связи между рибозным коль�
цом и пиримидиновым основанием (O4'�C1'�N1�
C2) равен –111.70°, что соответствует антикон�
формации [31].

Наложение исследованных структур свобод�
ной ТФ и комплекса ТФ/N3F�ddU по Сα�атомам
показало, что связывание нуклеозида сопровож�
дается конформационными изменениями фер�
мента, включающими небольшие сдвиги боковых

Рис. 8. Ближайшее окружение сульфат�иона и молекулы ингибитора 3'�N3�2'�F�2',3'�ddU в активном центре комплек�
са ТФ/N3F�ddU. Толстые линии – лиганды, тонкие – аминокислотные остатки, сферы – молекулы воды, штриховые
линии – водородные связи.
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цепей аминокислотных остатков, координирую�
щих пиримидиновый цикл, и вытеснением не�
скольких молекул воды из активного центра. Зна�
чительно меняет положение боковой радикал
Phe210 (рис. 9). Поворот шестичленного цикла
фенилаланина на ~25° позволяет разместиться
азидной группе и атому фтора рибозного цикла в
гидрофобном кармане между большим и малым
доменами, образуемом остатками Ile183, Ile187,
Leu220, Phe210. Атомы азота пиримидинового
цикла располагаются на расстояниях менее 4 Å от
атомов фенильного цикла остатка Phe210, конце�
вой атом азота азидной группы находится на рас�
стояниях 3.36 и 3.39 Å соответственно от
CG2_Thr87 (петля 86–94, большой домен) и
CD2_Leu220 (α�спираль 213–231, большой до�
мен). 

Боковая цепь Leu117 поворачивается на ~75° во�
круг связи Cα�Cβ, в результате атом CD1_ Leu117
сближается с атомами С5, С6 пиримидинового
цикла. Остаток Leu117 находится в подвижной
петле с высоким содержанием глицина. Эта пет�
ля, соединяющая одну из лент β�слоя α/β�домена
со спиралью Н7 того же домена, инвариантна во
всех пиримидинфосфорилазах. 

Наряду с фосфатом и нуклеозидом в активном
центре локализовано большое количество свя�
занных молекул воды (рис. 8). Многочисленные
водородные связи между аминокислотными
остатками из ближайшего окружения лигандов и
локализованными в активном центре молекула�
ми воды формируют единую систему активного
центра. Некоторые аминокислотные остатки вза�
имодействуют с обоими лигандами одновремен�
но (объединяют оба центра связывания) и явля�
ются общими для обоих центров связывания. На�
пример, атом фтора нуклеозида через молекулу
воды (909) связан с NE2_His85. His85 через две
молекулы воды связан водородной связью с
NZ_Lys190, координирующим атом О4 пирими�
динового основания, а через молекулу воды (669) –
с одним из кислородов сульфата и с остатком
Lys191. Таким образом, расположенные рядом
остатки Lys190 и Lys191 являются общими для
обоих центров, в которых локализованы лиганды.
Однако оба лиганда, потенциальные участники
катализируемой реакции, заметно удалены друг
от друга: расстояние между атомом С1' дидезок�
сирибозы (центром нуклеофильной атаки) и бли�
жайшим атомом кислорода сульфата (атакующим
нуклеофилом) равно 10.8 Å. Поскольку при таком
расстоянии реакция между обоими компонента�
ми невозможна, описанная конформация не яв�
ляется активной.

В [15, 16] дано описание нескольких различ�
ных конформаций активного центра, в том числе
конформаций с лигандами, находящимися на
меньшем расстоянии друг от друга, и предложен
возможный механизм сближения лигандов, обес�

печивающий протекание катализируемой реак�
ции. На основе результатов рентгеновского ис�
следования и компьютерного моделирования [15]
на примере ТФ E. coli показано, что сближение
лигандов происходит посредством перемещения
и поворота доменов друг относительно друга.
Конформация активного центра, при которой
оба лиганда сближены, а входы в активный центр
закрыты из�за перемещения ряда нерегулярных
петель, получила название закрытой (активной
конформации), а конформацию с удаленными
друг от друга сайтами связывания предложено на�
зывать открытой [15, 16]. 

Открытая конформация субъединиц найдена в
моноклинной кристаллической форме ТФ из
E. coli (PDB_ID: 1AZY); оба субстратсвязываю�
щих центра в этой форме ТФ не содержат связан�
ных лигандов. В кристаллической структуре 2TPT
[15] (орторомбическая форма), где в фосфатсвя�
зывающем сайте локализован ион сульфата, кон�
формация субъединицы ТФ частично закрытая
[15]. Примером закрытой конформации является
структура одной из кристаллографически незави�
симых субъединиц пиримидиннуклеозидфосфо�
рилазы Bacillus stearothermophilus (BsPyNP), со�
держащей в активном центре фосфат и псевдо�
уридин [16]. В этой структуре оба лиганда
находятся на расстоянии 5 Å, а доступ в полость
активного центра ограничен из�за смещения пе�

Рис. 9. Конформационные изменения в субъединице
ТФ при связывании ингибитора N3F�ddU. Показано
изменение положения боковых радикалов Phe210 и
Leu117 в комплексе ТФ/N3F�ddU (черные линии) по
сравнению с их положением в свободном ферменте
(светлые линии). 
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тель 113–121 и 367–381 в полость междоменного
кармана.

Совмещение структуры BsPyNP (PDB_ID:
1BRW), которая соответствует закрытой конфор�
мации, со структурой комплекса ТФ/N3F�ddU
показывает значительную разницу в положении
нерегулярных петель, ограничивающих полость
активного центра (рис. 10а). При совмещении
структур по Сα�атомам малого домена сдвиг меж�
ду Сα�атомами гомологичных остатков фенил�
аланина, расположенных в петле 206–213,
(Phe210 в структуре ТФ/N3F�ddU и Phe207 в
BsPyNP) составляет 6.17 Å. Ближайшее расстоя�
ние между Сα�атомами Phe210 (207) и Asp 178

(175) из петли 173–181 в структуре ТФ/N3F�ddU
составляет 8.69 Å, а в BsPyNP эти остатки сближе�
ны до расстояния 5.14 Å. В структуре ТФ/N3F�
ddU Сα�атомы остатков Ala373 подвижной петли
367–381 и Ile173 из петли 173–179, расположен�
ных на разных сторонах полости активного цен�
тра, находятся на расстоянии 13.44 Å, тогда как в
BsPyNP эти петли заметно сближены; расстояние
между Сα�атомами гомологичных остатков равно
6.64 Å. Результаты сравнения структур BsPyNP и
ТФ/N3F�ddU показывают, что конформация
субъединицы в комплексе ТФ/N3F�ddU не явля�
ется закрытой.

Сравнение структур ТФ и ТФ/N3F�ddU со
структурой открытой формы ТФ из E. coli
(PDB_ID: 1AZY) по Cα�атомам показало, что α�
спирали малого домена в комплексе ТФ/N3F�ddU
несколько сдвинуты в сторону большого домена
относительно их положения в открытой форме.
Следовательно, карман между доменами в ком�
плексе ТФ/N3F�ddU в некоторой степени закры�
вается (рис. 10б). Кроме того, заметно смещаются
петли 113–121 и 367–381. Среднее значение rmsd
при сравнении структур ТФ/N3F�ddU и открытой
формы ТФ из E. coli по Сα�атомам равно 1.04 Å,
максимальные отклонения между Сα�атомами
наблюдаются для Leu117 (4.00 Å), Ile173 (3.707 Å),
Ser374 (3.134 Å), Phe48 (3.542 Å), Asp13 (3.680 Å).
Пространственное строение ТФ/N3F�ddU и ТФ
из E. coli, содержащей в активном центре только
ион сульфата (PDB_ID: 2TPT), практически оди�
наково (rmsdсред = 0.324 при сравнении структур
ТФ/N3F�ddU и 2TPT по Сα�атомам), т.е. в обеих
структурах субъединицы находятся в одинаковой
степени “открытости”.

Совмещение структуры комплекса ТФ/3'N3�
2'F�2',3'�ddU с гомологичной структурой ТФ из
St. аureus, содержащей в активном центре при�
родный субстрат – тимидин (PDB_ID: 3H5Q),
позволило сравнить положение субстрата и инги�
битора в нуклеозидсвязывающем сайте. Как по�
казано на рис. 11, положения субстрата и ингиби�
тора в нуклеозидсвязывающем сайте обоих фер�
ментов частично перекрываются. При этом, хотя
ориентация обоих лигандов различна, плоскости
пиримидиновых оснований практически совпа�
дают. Атомы кислорода и атом азота N3 пирими�
динового основания в обеих структурах связаны
водородными связями с гомологичными амино�
кислотными остатками лизина, аргинина и сери�
на (Lys190, Arg 171, Ser186 в структуре ТФ/N3F�
ddU; Lys187, Arg168, Ser183 – в 3H5Q). Однако
пиримидиновые кольца повернуты друг относи�
тельно друга таким образом, что в ТФ/N3F�ddU с
гуанидиновой группой Arg171 связан атом О2 ос�
нования, c Lys190 – атом O4. Напротив, в ком�
плексе ТФ St. аureus/тимидин с атомом О2 осно�

(а)

(б)

Рис. 10. Сравнение конформации субъединиц в ком�
плексах BsPyNP/псевдоуридин (черный цвет) и
ТФ/N3F�ddU (серый цвет). Видна разница в положе�
нии подвижных петель и α�спиралей малого домена.
Совмещение проводилось по элементам вторичной
структуры (а). Сравнение конформации субъединиц
в открытой форме ТФ из E. coli (PDB_ID: IAZY, чер�
ный цвет) и в комплексе ТФ/N3F�ddU (серый
цвет) (б). 
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вания связан Lys187 (Lys190 в ТФ/N3F�ddU), а с
О4 – Arg168 (Arg171 в ТФ/N3F�ddU). В результате
рибозные кольца в сравниваемых структурах ока�
зываются в разном окружении. Атом кислорода
рибозы О5' в ТФ St. Аureus посредством молекулы
воды связан водородными связями с атомом кис�
лорода основной цепи Thr84 (Thr 87 в ТФ/N3F�ddU),
а в комплексе ТФ/N3F�ddU – с OG1_Thr120
(Thr117 в ТФ St. Аureus). Атом О4' в ТФ St. Аureus
через молекулу воды связан с His82 (His85 в
ТФ/N3F�ddU), в то время как атом O4' в ТФ/N3F�
ddU находится на расстояниях 3.27 и 4.18 Å соот�
ветственно от CG1_Val177 и OH_Tyr168. Замести�
тели в 3'�положении рибозных колец, 3'�ОН груп�
па в тимидине и 3'�азидогруппа ингибитора про�
тивоположно направлены. При этом азидная
группа ингибитора погружена в гидрофобный
карман, формируемый остатками Ile183, Ile187,
Leu220, Phe210. В ТФ St. Аureus в том же кармане
располагается метильная группа пиримидиново�
го основания тимидина, а ближайшим соседом 3'�
ОН группы тимидина является атом OH_Tyr165,
3.61 Å (Tyr168 в ТФ/N3F�ddU). 

Несколько различаются и конформации обоих
нуклеозидов: торсионный угол гликозидной свя�
зи в тимидине равен –148.88°, а в 3'�N3�2'�F�2',3'�
ddU –111.70°. Таким образом, замена 3'�гидрок�
сильной группы рибозы на азидогруппу и введе�
ние атома фтора в 2'�положение изменяют поло�
жение ингибитора в активном центре по сравне�
нию с положением субстрата. Очевидно, что в
случае сближения лигандов ориентация нуклео�
фила относительно гликозидной связи будет раз�
личаться для обоих соединений, что скажется и
на скорости катализируемой реакции. 

Совмещение структур ТФ/N3F�ddU и ТФ
St. Аureus/тимидин показало открытую конфор�
мацию субъединиц в обеих молекулах. Этот факт
свидетельствует о том, что присутствие лиганда, в
том числе субстрата в нуклеозидсвязывающем
кармане, не является достаточным условием для
перехода к закрытой конформации. Возможно,
что конформация субъединиц зависит также от
условий кристаллизации (природы осадителя –
полиэтиленгликоль или сульфат аммония) и от
межмолекулярных контактов в кристаллической
решетке.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований (грант № 13�04�01100�а, 12�02�
12053�офи_м), ЦНИИМаш Роскосмоса и Про�
граммы 9 отделения химии и материаловедения
РАН.
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