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Получены кристаллы и определены трехмерные структуры мутантных форм уридинфосфорилазы
из Shewanella oneidensis MR-1 по остатку треонина активного центра. Показано, что петля 161–179,
ответственная за узнавание нуклеозида, участвует в стабилизации гексамерной структуры белка, а
ее разупорядочение существенно облегчает проникновение молекулы нуклеозида в активный центр
фермента. Обсуждается роль конформационных изменений в функционировании фермента.
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ВВЕДЕНИЕ

Уридинфосфорилаза (УФ, КФ 2.4.2.3) − клю-
чевой фермент пиримидинового обмена [1–3].
УФ катализирует расщепление гликозидной свя-
зи C–N в уридине с образованием урацила и ри-
бозо-1′-фосфата. Этот фермент участвует в ката-
болизме пиримидиновых нуклеозидов, играет
важную роль в гомеостатической регуляции кон-
центрации уридина в плазме, он обнаружен в
большинстве тканей и опухолей практически
всех живых организмов. Интерес к исследованию
молекулярных основ действия УФ базируется на
данных о том, что в клетках злокачественных но-
вообразований у человека наблюдается повы-
шенный уровень активности УФ [4]. Показано,
что экспрессия УФ в некоторых опухолях в 2–
4 раза выше по сравнению с соседними нормаль-
ными тканями [5]. Изучение структурно-функ-
циональной взаимосвязи в УФ может существенно
упростить дизайн высокоэффективных ингибито-
ров данного фермента, позволяющих подавить
развитие и метастазирование опухоли.

К настоящему времени решены кристалличе-
ские структуры семи представителей УФ бакте-
рий. Все эти ферменты формируют гексамерные
молекулы с точечной симметрией 32. На основа-
нии структурных исследований для УФ было сде-

лано предположение, что связывание нуклеозида
происходит в открытой конформации фермента
[6]. Доступ в активный центр мономера в откры-
той конформации обеспечивается за счет смеще-
ния петли, предшествующей C-концевой α-спи-
рали, и частичного разупорядочения этих участ-
ков цепи. Ранее аналогичные конформационные
изменения структуры мономеров были установ-
лены для пуриновых нуклеозидфосфорилаз [7].

Несмотря на активное исследование УФ из
разных источников, молекулярный механизм ре-
акции, катализируемой этим белком, остается не
до конца выясненным. Особый интерес пред-
ставляет остаток треонина активного центра, ин-
вариантный в структурах УФ [8], который по дан-
ным рентгеноструктурного анализа (РСА) осу-
ществляет непосредственный контакт с обоими
субстратами − уридином и ионом фосфата [6].
Для более детального изучения роли этого остат-
ка в функционировании УФ ранее были получе-
ны две мутантные формы УФ из Shewanella onei-
densis MR-1 (SoУФ) по остатку треонина 91 ак-
тивного центра, замененного на аланин и серин
(T91A и T91S соответственно), и исследованы их
ферментативные характеристики [9]. В настоя-
щей работе получены кристаллы этих мутантов и
определены их пространственные структуры ме-
тодом РСА. В результате исследования выявлены
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конформационные изменения для мутантной
формы T91A, проявляющиеся как разупорядоче-
ние функциональной петли 161–179, которая
включает в себя остатки, участвующие в связыва-
нии основания нуклеозида. Такие конформаци-
онные изменения приводят к повышению до-
ступности активного центра молекулы белка для
нуклеозида даже по сравнению с открытой фор-
мой фермента. В работе обсуждается роль этих
изменений в связывании субстратов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение мутантных форм уридинфосфорила-
зы. Мутантные формы УФ из Sh. oneidensis MR-1
по остатку треонина активного центра (T91S и
T91A) были получены ранее, их ферментативные
характеристики приведены в [9]. Рекомбинант-
ные белки выделены в гомогенном состоянии по
методике, описанной в [8], их первичные струк-
туры подтверждены методом MALDI-TOF/TOF-
масс-спектрометрического анализа их триптиче-
ских гидролизатов.

Концентрацию белка определяли по методу
Бредфорда [10] с окраской реагентом “Bio-Rad
Protein Assay” (“Bio-Rad”, США). В качестве
стандарта использовали раствор бычьего сыворо-
точного альбумина (“Sigma”, США). Фермента-
тивную активность рекомбинантных УФ и их му-
тантных форм определяли в калий-фосфатном
буфере по методике [11].

Сохранение мутантными формами SoУФ чет-
вертичной структуры подтверждали методом ана-
литической гель-фильтрации на колонке Tricorn
10/300 c сорбентом Superdex 200 с использовани-
ем прибора AKTA FPLC (“GE Healthcare”, Вели-
кобритания) в 10 мM натрий-фосфатном буфере,
pH 7.4, содержащем 150 мM NaCl. В качестве бел-
ков-маркеров использовали набор “Gel Filtration
Calibration Kits” (GE Healthcare Life Sciences, Ве-
ликобритания), а также рекомбинантную SoУФ
из Sh. oneidensis MR-1.

Кристаллизацию мутантных форм SoУФ про-
водили методом “висячей капли” посредством
диффузии в парах при комнатной температуре в
термостатированной комнате с использованием
стандартных наборов для кристаллизации (скри-
нинга) глобулярных белков компании Hampton
Research. Для кристаллизации использовали лио-
фильно высушенный препарат, растворенный в
деионизированной воде (MilliQ) с концентраци-
ей 20 мг/мл. Раствор белка центрифугировали не-
посредственно перед кристаллизацией на микро-
центрифуге в течение 10 мин со скоростью
18000 об./мин для удаления инородных частиц и
агрегатов. Для приготовления каждой капли ис-
пользовалось 2.0 мкл раствора белка, который
смешивался с противораствором в соотношении

1:1. Объем противораствора в резервуаре состав-
лял 400 мкл. Кристаллизацию проводили в пла-
стиковых планшетах для висячих капель “Linbro”
фирмы Hampton Research с использованием си-
ликонированных стекол диаметром 22 мм фирмы
Hampton Reseаrch. Кристаллы мутантной формы
T91S были получены с использованием буфера
0.1 М Bis-Tris (рН 6.5), содержащего 0.2 М суль-
фата аммония и полиэтиленгликоль (ПЭГ) 3350
(25 мас. %), в качестве противораствора. Кри-
сталлы мутантной формы T91A получены с ис-
пользованием раствора 1.0 М моногидрата суль-
фата лития с добавлением ПЭГ 8000 (2 мас. %).
Кристаллы, пригодные для РСА, вырастали в те-
чение одной–двух недель.

Сбор и обработка дифракционных данных. На-
боры дифракционных данных собраны до разре-
шения 1.65 и 1.90 Å для T91S и T91A соответственно
на станции белковой кристаллографии “Белок”
синхротрона Национального исследовательского
центра “Курчатовский институт“ при температу-
ре 100 K. Перед сбором данных кристаллы поме-
щали в крио-растворы, приготовленные из кри-
сталлизационных растворов с добавлением 25%
глицерина. Обработку дифракционных данных
проводили по программам XDS и XSCALE [12].

Решение и уточнение структур мутантов.
Структуры решены методом молекулярного за-
мещения по программе MOLREP [13] с использо-
ванием в качестве стартовой модели нативной
УФ из Shewanella oneidensis MR-1 [6], из которой
предварительно были удалены молекулы воды.
Кристаллографическое уточнение структуры
проводили по программе REFMAC5 [14]. Ис-
правление моделей структур с визуальным кон-
тролем параметров стереохимии проводили по
программе COOT [15]. Структура T91S решена с
разрешением 1.65 Å и уточнена до значения
Rwork = 19.4%. Уточнение структуры мутантной
формы T91S проводили с учетом двойникования.
Структура T91A решена с разрешением 1.90 Å и
уточнена до значения Rwork = 15.6%. Рисунки при-
готовлены по программе CCP4MG [16]. Кристал-
лографические расчеты были проведены с ис-
пользованием комплекса программ CCP4 [17].
Межмолекулярные контакты в олигомерах ана-
лизировали по программе PISA [18]. В табл. 1
приведены статистические характеристики набо-
ров рентгеноструктурных данных и уточненных
структур.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Кристаллы мутантных форм T91A и T91S вы-
ращены, как указано выше, в различных услови-
ях. Для всех кристаллографически независимых
мономеров обеих структур электронная плот-
ность подтверждает замены аминокислотного
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остатка в положении 91. В активном центре
структуры T91S локализованы молекула урацила
в одном мономере, сульфат-ионы в четырех
мономерах и молекула глицерина в двух мономе-
рах. Кроме того, в этой структуре локализованы
два сульфат-иона, расположенные на оси третье-
го порядка гексамерной молекулы фермента.
В структуре T91A надежно идентифицированы
четыре молекулы глицерина, шесть ионов суль-
фата и ион лития, расположенный на некристал-
лографической оси симметрии, связывающей не-
зависимые мономеры. Однако в этой структуре
не удается найти ионы сульфата, расположенные
на оси третьего порядка. Несмотря на то что в не-
зависимой части элементарной ячейки структуры
мутанта T91S содержится шесть кристаллографи-
чески независимых мономеров, а в структуре му-
танта T91A – два мономера, функциональными
олигомерами в обеих структурах являются сход-
ные гексамерные структуры.

Гексамер Т91S сформирован шестью кристал-
лографически независимыми мономерами и имеет
некристаллографическую симметрию 32 (рис. 1).
Гексамер T91S состоит из трех димеров, связан-
ных некристаллографической осью третьего

порядка. Мономеры в димере связаны некри-
сталлографическими осями симметрии второго
порядка. Все мономеры находятся в закрытой
конформации. Петля, предшествующая конце-
вой α-спирали (остатки 220–235), частично разу-
порядочена во всех мономерах. На оси некри-
сталлографической симметрии третьего порядка
с двух сторон гексамера локализованы ионы суль-
фата, координированные остатками аргининов
175 трех мономеров.

Гексамер T91A состоит из несимметричных
димеров, связанных кристаллографической осью
третьего порядка (рис. 2). Оба независимых мо-
номера (А и D) находятся в открытой конформа-
ции. Отметим, что остатки петли 161–179 в моно-
мере A не локализованы. Эта петля содержит
глутамин 163 и аргинин 165, участвующие в свя-
зывании основания нуклеозида, а также арги-
нин 175, связывающий ион сульфата/фосфата на
оси третьего порядка. Во втором мономере (мо-
номере D) эта петля локализована на картах элек-
тронной плотности, но атомы соответствующих
остатков имеют более высокие температурные
факторы (около 40 Å2) по сравнению со средним
температурным фактором по молекуле (19.6 Å2).

Таблица 1. Кристаллографические данные и статистические характеристики наборов рентгеноструктурных дан-
ных и уточнения структур

* В скобках приведены значения для последнего слоя.
** Заселенности доменов 0.085, 0.411, 0.137, 0.225, 0.051, 0.091.

Структура Мутант T91S Мутант T91A

Станция сбора данных Станция Белок, 
Курчатовский институт

Станция Белок, 
Курчатовский институт

Пространственная группа P21 P3
a, b, c, Å; α, β, γ, град 91.40, 95.49, 91.41; 90, 120.1, 90 91.66, 91.66, 47.56; 90, 90, 120
Разрешение, Å 1.65 (1.75–1.65)* 1.90 (2.02–1.90)
Полнота набора, % 97.4 (88.9) 99.4 (98.5)
Повторяемость 4.9 6.4
I/σ(I) 8.8 (3.08) 15.6 (3.24)
Rmeas, % 13.9 (54.9) 12.3 (68.8)
CC(1/2), % 99.3 (88.3) 99.8 (86.9)
Среднее значение B-фактора для всех атомов, Å2 14.3 19.6
Число двойниковых доменов кристалла 6** 1
Rwork, % 19.4 15.6
Rfree, % 23.3 22.1
Число мономеров в независимой части ячейки 6 2
Число уточняемых атомов белка 10946 3590
Число уточняемых молекул воды 839 295
R.m.s.d. от идеальной геометрии, по длинам 
валентных связей Å

0.020 0.016

R.m.s.d. от идеальной геометрии по валентным 
углам, град

2.1 2.3
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Такое структурное различие мономеров и приво-
дит к несимметричности гексамерной молекулы.
Подобно мономерам в структуре T91S три моно-
мера в T91А (мономер D и его симметричные ко-
пии) образуют контакты в области оси третьего
порядка (рис. 2).

По оценкам программы PISA [18] гексамеры
мутантных форм УФ стабильны. Энергии диссо-
циации гексамеров равны 70.6 и 36.0 ккал/моль
для T91S и T91A соответственно. Такая разница в
энергии диссоциации объясняется вкладом свя-
зывания двух сульфат-ионов, присутствующих на
оси третьего порядка в структуре T91S (около
26.0 ккал/моль), и упорядочением в этой структу-
ре петли 161–179.

В структурах обоих мутантов остаток аргинина
175 в мономерах с упорядоченной петлей 161–179
принимает участие в стабилизации гексамеров за
счет водородных связей с карбонильными атома-
ми кислорода соседних мономеров (рис. 3). Кро-
ме того, аргинин 175 образует солевые мостики с
атомами ионов сульфата, расположенными на
оси третьего порядка. Отметим, что в структуре
T91A ионы сульфата на кристаллографической
оси не выявлены. Сравнение структур T91A и
T91S в области связывания этого сульфат-иона
показано на рис. 3. Связывание одного иона суль-
фата на оси третьего порядка приводит к увеличе-
нию свободной энергии диссоциации гексамера
на 13 ккал/моль.

Сравнение мономера D структуры T91S в за-
крытой конформации и мономера А структуры
T91A в открытой конформации с разупорядочен-
ной петлей 161–179 приведено на рис. 4. Смеще-
ние петли в районе остатка 224 от активного цен-
тра, наблюдаемое в открытой конформации, мо-
жет обеспечивать доступ молекулы нуклеозида в
активный центр фермента. Дополнительное разу-

Рис. 1. Ход полипептидной цепи в гексамерной моле-
куле T91S. Гексамер образован шестью кристаллогра-
фически независимыми мономерами.

Рис. 2. Ход полипептидной цепи в гексамерной моле-
куле T91A. Кристаллографически независимые мо-
номеры A и D показаны как модели с β-слоями и α-
спиралями. Димеры, связанные с исходным димером
кристаллографической осью третьего порядка, пока-
заны в виде ленточной модели с разными оттенками.
В мономере A обозначены номера остатков, между
которыми не локализована петля (160–180).

Рис. 3. Сравнение структур T91A (мономеры A, E и C;
темный цвет) и T91S (мономеры A; светлый цвет) для
области связывания сульфат-иона на оси третьего по-
рядка гексамера.
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порядочение петли 161–179 в структуре мономера
в открытой конформации значительно облегчает
встраивание молекулы нуклеозида в активный
центр фермента.

Анализ структур УФ из PDB, решенных с раз-
решением выше 2 Å, показал, что все УФ из бак-
терий образуют гексамеры. В большинстве струк-
тур гексамеры имеют некристаллографическую
ось симметрии третьего порядка. В таких структу-
рах гексамеры симметричны и аналогичны струк-
туре гексамера T91A. Однако для четырех бактери-
альных УФ из семи исследованных были получены
кристаллические модификации, содержащие в
структуре гексамеры с кристаллографической
осью третьего порядка. При этом кристаллогра-
фически независимые мономеры в димерах могут
быть как симметричными (E. coli, PDB_ID 1rxy;
Yersinia pseudotuberculosis, PDB_ID 4ny1), так и не-
симметричными (структуры мутантной формы
T91А из Shewanella oneidensis и УФ из Salmonela ty-
phimurium (PDB_ID oxf, 3hsw, 1y1t)). В случае
формирования несимметричного димера одна из
молекул димера частично разупорядочена (отсут-
ствуют остатки в районе петли 161–179).

Считается, что субстраты способны проникать
в активный центр фермента, находящегося в от-
крытой конформации, и связываться там. Однако
сравнение структур мономеров в закрытой кон-
формации из симметричных димеров и структур
мономеров несимметричных димеров с разупоря-
доченной петлей 161–179 (на примере структур
мономеров мутантных форм T91S и T91А) пока-
зывает, что проникновение молекулы нуклеозида
в активный центр существенно облегчается в слу-
чае разупорядоченной петли 161–179 в несиммет-
ричных гексамерах (рис. 4).

Можно предположить, что встраивание суб-
страта в активный центр УФ происходит именно
в мономеры с разупорядоченной петлей в районе
остатков 161–179. При этом объемная молекула
нуклеозида встраивается в активный центр пер-
вой и стабилизирует петлю в районе остатков
161–179 (два остатка из этой петли, глутамин и ар-
гинин, образуют связи с атомами основания).
Связывание нуклеозида приводит к стабилиза-
ции мономера УФ в открытой конформации. Да-
лее происходит связывание фосфат-иона в актив-
ном центре фермента, приводящее к изменению
конформации мономера на закрытую. Одновре-
менно с этим гексамерная молекула стабилизиру-
ется за счет связывания сульфат/фосфат-ионов
на оси третьего порядка. Ферментативная реак-
ция происходит в мономерах в закрытой конфор-
мации. Благодаря меньшему размеру (по сравне-
нию с нуклеозидом) продуктов реакции выход
основания нуклеотида и рибозофосфата из ак-
тивного центра не требует разупорядочения пет-
ли в районе остатков 161–179.

Присутствие ионов фосфата/сульфата на оси
третьего порядка в структуре гексамера (рис. 4)
может стабилизировать структуру за счет взаимо-
действия этих ионов с остатками аргинина 175
трех мономеров. По-видимому, ионы фосфа-
та/сульфата принимают участие в разупорядоче-
нии петли в районе 186 остатка.

Таким образом, на основании анализа трех-
мерных структур мутантов T91A и T91S показано,
что конформационные изменения, связанные с
разупорядочением гибкой петли в районе остат-
ков 161–179 бактериальной УФ, играют важную
роль в связывании субстрата и осуществлении
ферментативной реакции.

Работы в части кристаллизации мутантных
форм УФ, сбора дифракционных наборов данных
проведены в рамках выполнения работ по Госу-
дарственному заданию Института биохимии им.
А.Н. Баха, ФНИЦ “Фундаментальные основы
биотехнологии”, в части получения мутантных
форм УФ, определения каталитической активно-
сти белка, решения, уточнения и анализа трех-
мерных структур мутантов – при поддержке Рос-
сийского фонда фундаментальных исследований
(грант № 18-04-00784а). При проведении иссле-
дований использовали оборудование Центра кол-
лективного пользования “Промышленные био-
технологии” Федерального исследовательского
центра “Фундаментальные основы биотехноло-
гии” РАН.

Рис. 4. Сравнение мономера A структуры T91A (тем-
ный цвет) и мономера D структуры T91S (светлый
цвет). Мономер А структуры T91A находится в откры-
той конформации (остаток 224 смещен в сторону от
остатка 165, N-концевой фрагмент последней α-спи-
рали упорядочен). В этой структуре не локализована
петля 160–180. Мономер D структуры T91S находится
в закрытой конформации (остаток 224 смещен в сто-
рону остатка 165, N-концевой фрагмент последней α-
спирали упорядочен). В этой структуре не локализо-
вана петля 232–234. Для структуры T91A показаны
остатки активного центра.
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