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ПРОСТРАНСТВЕННАЯ СТРУКТУРА РЕКОМБИНАНТНОЙ 
ТЕРМОФИЛЬНОЙ РИБОКИНАЗЫ Thermus speсies 2.9
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Пространственная структура рекомбинантной термофильной рибокиназы Thermus speсies 2.9 уста-
новлена при разрешении 2.4 Å с использованием кристаллов, выращенных в невесомости методом
встречной диффузии, и дифракционного набора, полученного на источнике синхротронного излу-
чения SPring-8 (Япония). В активном центре фермента локализована молекула аденозиндифосфата
и описано ее окружение. Показано, что пространственная структура рибокиназы Thermus species 2.9
весьма сходна со структурами других представителей ферментов этого семейства.
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ВВЕДЕНИЕ

Рибокиназа из термофильного штамма бакте-
рий Thermus species 2.9 (Th. sp. 2.9) относится к се-
мейству углеводных рибокиназ (EC 2.7.1.15). Бел-
ки этого семейства катализируют фосфорилиро-
вание рибозы посредством переноса γ-фосфата
аденозинтрифосфата (АТФ) на 5'-гидроксиме-
тильную группу сахара [1, 2]. Реакция протекает в
присутствии АТФ и ионов магния [3, 4]. D-рибо-
за является широко распространенным углево-
дом, вовлечена в производство энергии, является
компонентом РНК и ДНК, входит в состав ко-
факторов многих ферментов. Через внешнюю
клеточную мембрану рибоза диффундирует в пе-
риплазму, где связывается с рибозасвязывающи-
ми белками, транспортирующими ее через внут-
реннюю мембрану [5]. Катализируемое рибоки-
назой фосфорилирование 5'-гидроксиметильной
группы является первой ступенью, вовлекающей
рибозу в дальнейшие метаболические превраще-
ния [6–8]. Продукт реакции D-рибоза–5-фосфат
используется для синтеза нуклеотидов, трипто-
фана и гистидина или вовлекается в пентозафос-
фатный путь. Рибоза-5-фосфат инкорпорируется
в АТФ или другие высокоэнергетические со-
единения. Фосфорибозилпирофосфатсинтетаза
катализирует превращение рибоза-5-фосфата в
5-фосфорибозил-1-пирофосфат (5-PRPP), кото-

рый вовлечен в биосинтетические реакции, при-
водящие к биосинтезу пуриновых и пиримиди-
новых оснований, кофакторов ферментов и
аминокислот гистидина и триптофана [9, 10]. Ри-
бокиназа участвует также в биохимических про-
цессах, обеспечивающих повторное использова-
ние освобождающейся при расщеплении нуклео-
тидов рибозы [11].

Интерес к структуре и свойствам рибокиназ
возрос в связи с применением этих белков в кас-
кадной стратегии энзиматического синтеза био-
логически активных производных нуклеозидов,
который протекает при последовательном действии
рекомбинантной рибокиназы, фосфопентамута-
зы, нуклеозидфосфорилазы [12–16]. Многие про-
изводные нуклеозидов, модифицированные по
гетероциклическому основанию и углеводной
группе, являются важными терапевтическими
препаратами против вирусных инфекций и зло-
качественных опухолей [17, 18]. Широкое ис-
пользование каскадной стратегии ограничено
высокой субстратной специфичностью использу-
емых ферментов и их недостаточной стабильно-
стью. Часть этих ограничений можно обойти, ис-
пользуя ферменты из термофильных организмов.
Ферменты термофильных микроорганизмов ме-
нее чувствительны к структуре субстрата, актив-
ны при температуре 70–80°C и существенно по-
вышают скорость реакции, увеличивая раствори-
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мость гетероциклических субстратов [19–21]. В
[22] было показано, что рекомбинантная рибоки-
наза из термофильного штамма Th. sp. 2.9 как ка-
тализатор первой ступени реакции каскадного
синтеза имеет ряд преимуществ. Фермент имеет
максимум активности при 85°С, углеводным суб-
стратом данной рибокиназы кроме D-рибозы мо-
жет служить 2-дезокси-D-рибоза. Знание про-
странственной структуры дает возможность ра-
ционального конструирования новых мутантных
форм фермента с более широкой селективно-
стью, наиболее удобных для биотехнологическо-
го применения. В настоящей работе при разреше-
нии 2.4 Å установлена пространственная структу-
ра рекомбинантной термофильной рибокиназы
Th. sp. 2.9 в комплексе с аденозиндифосфатом
(АДФ). Структура решена с использованием ди-
фракционного набора, полученного на синхро-
троне SPring-8 (Япония) для кристаллов, выра-

щенных в невесомости методом встречной
диффузии. Показано, что по типу укладки поли-
пептидной цепи фермент сходен с другими белка-
ми семейства рибокиназ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Кристаллизация и сбор дифракционных данных.

Для кристаллизации использовали препарат ре-
комбинантной рибокиназы, полученной и очи-
щенной по методике [21]. Кристаллы были выра-
щены в невесомости методом встречной диф-
фузии из растворов белка с концентрацией
11.7 мг/мл в 0.25 М Трис-буфере, рН 8.0, содержа-
щем 50 мМ КCl, 1 мМ АТФ, 5 мМ MgCl2, 5% гли-
церина, 0.04% NaN3 [23]. Концентрация сульфата
аммония в осадителе (Na-цитратный буфер,
рН 5.5, содержащий 45 мМ KCl, 0.1 М Na-цитра-
та, pH 5.5, 5мМ MgCl2, 5 мМ АТФ, 0.04% NaN3)
была увеличена до 15.5% в отличие от концентра-
ции, используемой в [23].

Дифракционный набор для кристалла, пред-
варительно замороженного в токе жидкого азота,
собран при 100 K на станции BL41XU синхротро-
на SPring-8 (Япония), оснащенной детектором
EIGER. Для сбора данных использовали метод
вращения, длина волны составляла 0.8 Å, угол
вращения 360°, угол качания 0.1°, расстояние
кристалл–детектор 400 мм. Набор был обработан
с использованием программы iMosflm [24]. Кри-
сталлы фермента описываются пр. гр. P21, содер-
жат четыре молекулы в независимой части ячей-
ки, a = 44.210, b = 155.550, c = 83.040 Å, β = 98.20°.
Статистика набора представлена в табл. 1.

Решение и уточнение структуры. Структура ри-
бокиназы Th. sp. 2.9 в комплексе с АДФ определена
методом молекулярного замещения с помощью
программы BALBES [25]. В качестве стартовой мо-
дели использованы координаты рибокиназы Vibrio
cholerae O395 в комплексе с рибозой, АДФ и ионом
натрия (PDB_ID: 4XDA) [26].

Уточнение структуры проведено по программе
REFMAC [27]. Ручную правку модели осуществ-
ляли с помощью программы Coot [28], используя
карты электронной плотности, рассчитанные с
коэффициентами 2|Fo| – |Fc| и |Fo| – |Fc|. Также с по-
мощью программы Coot с использованием карт
электронной плотности были локализованы мо-
лекулы воды и АДФ. Молекула АДФ, вписанная в
карту электронной плотности, приведена на рис. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Кристаллы для определения пространствен-

ной структуры рекомбинантной рибокиназы из
термофильного штамма бактерий Th. sp. 2.9 были
выращены в невесомости методом встречной
диффузии по технологии [29] из растворов белка,

Таблица 1. Статистические характеристики экспери-
ментального набора рентгеновских данных и результа-
ты уточнения структуры рибокиназы Th. sp. 2.9

* В скобках приведены значения для последнего слоя.

Обработка набора
Пространственная группа P21

a, b, c, Å 44.2, 155.6, 83.0
β, град 98.2
Разрешение, Å 30.0–2.40 (2.53–2.40)*
Количество независимых 
рефлексов

41928

Полнота набора, % 96.9 (97.7)
I/σ(I) 5.29 (4.47)
Rmrgd–F, % 7.7 (14.0)

Уточнение
PDB_ID 6ZNX
Разрешение, Å 30.00–2.40 (2.46–2.40)
Количество рефлексов 39758
Rcryst, % 23.0
Rfree,% 27.1
Количество атомов 8553

B-фактор, Å2

Средний 36.21
RMS

По длинам связей, Å 0.007
По углам, град 1.635

Карта Рамачандрана
Наиболее благоприятные 
области

97.1%

Допустимые области 2.9%
Запрещенные области 0.0%
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содержащих ионы магния и АТФ после оптими-
зации концентрации осадителя в условиях [23].
В результате разрешение дифракционного набо-
ра выращенных кристаллов было повышено с
2.87 до 2.4 Å.

Пространственная структура рибокиназы
Th. sp. 2.9 решена методом молекулярного заме-
щения с использованием в качестве стартовой
модели координат рибокиназы Vibrio cholerae
(PDB_ID: 4XDA) и уточнена при разрешении
2.4 Å. Статистические параметры набора и ре-
зультаты уточнения приведены в табл. 1. Кри-
сталлы фермента (пр. гр. Р21) содержат четыре
молекулы белка (A, B, C, D) в независимой части
элементарной ячейки (рис. 2). В каждой молекуле
фермента локализована связанная в активном
центре молекула АДФ с заселенностью, близкой
к единице.

При совмещении по Сα-атомам четырех моле-
кул фермента, расположенных в независимой ча-
сти ячейки, величина среднеквадратичного от-
клонения между парами молекул A–B, A–C, A–D
равна соответственно 0.587, 0.760 и 0.570 Å. Зна-
чительные отклонения заметны на участках, со-
единяющих большой и малый домены, в сегмен-
тах, соединяющих стрэнды малого домена, и в
петле, соединяющей спирали α5 и α6.

Укладка полипептидной цепи в молекуле рибоки-
назы Th. sp. 2.9. Пространственные структуры из-
вестны для ряда белков семейства рибокиназ, в
том числе рибокиназы человека и ряда микроб-
ных рибокиназ: из E. coli, Vibrio cholera O395,
Leishmania donovani, Thermotoga maritima [26, 30,

31]. Показано, что, хотя идентичность аминокис-
лотных последовательностей между белками этого
семейства менее 30%, рибокиназы сходны типом
укладки полипептидной цепи, имеют два общих
мотива в аминокислотной последовательности, а
субъединица фермента состоит из двух доменов.
Еще одной чертой, общей для большинства рибо-
киназ с известной структурой, является димерное
строение биологически активной формы фер-
мента.

Типичная для рибокиназ укладка полипептид-
ной цепи обнаружена и в молекуле термофиль-
ной рибокиназы Th. sp. 2.9. Полипептидная цепь
молекулы рибокиназы Th. sp. 2.9, содержащая 301
аминокислотный остаток (а.о.), включает в себя
13 β-стрэндов, 10 α-спиралей и 3 η-спирали
(η-спирали 310). Как и во всех белках семейства
рибокиназ, молекула состоит из двух доменов:
большого каталитического глобулярного α/β-до-
мена и выступающего из него малого β-домена,

Рис. 1. Электронная плотность молекулы АДФ, рас-
считанная с коэффициентами |Fo| – |Fc| при 2σ.

Рис. 2. Укладка мономеров в решетке кристаллов
комплекса рибокиназы Th. sp. 2.9 с АДФ (а); незави-
симая часть элементарной ячейки кристаллов ком-
плекса рибокиназы Th. sp. 2.9 с АДФ – четыре моно-
мера белка A, B, C, D (б).

(а)

(б)
D

A

ВС
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который представляет собой изогнутый четырех-
стрэндовый β-слой (рис. 3). Малый β-домен обра-
зован двумя вставками в центральную α/β-уклад-
ку. Каждая из вставок состоит из пары антипарал-
лельных β-стрэндов β2–β3 (а.о. 8–36) и стрэндов
β6–β7 (а.о. 90–108). Большой домен состоит из
центрального β-слоя, образованного девятью
β-стрэндами, которые с обеих сторон окружены
α-спиралями. Первые шесть параллельных β-
стрэндов домена вместе с примыкающими α-
спиралями имеют топологию классического
NAD-связывающего домена Россмана [32], ха-
рактерную для белков, связывающих нуклеоти-
ды. Однако в рибокиназе к этому слою примыка-
ют еще три стрэнда, соединенные друг с другом
короткими поворотами. Три С-концевые β-cтрэн-
да, продолжающие центральный слой (β11–β13),
антипараллельны и соединены короткими пово-
ротами типа шпильки. Обе стороны C-концевого
участка большого домена закрыты α-спиралями 6
и 7 с одной стороны и 8 и 9 с другой. Большой и
малый домены соединены короткими неупорядо-
ченными участками, которые дают возможность
доменам двигаться друг относительно друга. На
коротких переходных участках, соединяющих
стрэнд β1 большого домена со стрэндом β2 мало-
го домена или стрэнд β3 малого домена со спира-
лью α1 большого домена, повышенное содержа-
ние остатков глицина и пролина, они входят в
один из двух общих для всего семейства мотивов
аминокислотных последовательностей [11].
Остатки глицина востребованы по стерическим и

конформационным причинам. Они увеличивают
пространство для возможного изменения взаим-
ного расположения доменов, а остатки пролина
способствуют изменению направления поли-
пептидной цепи. Повышенное содержание про-
лина и глицина наблюдается и в переходных меж-
ду доменами участках β7–η2 и β5–β6. Темпера-
турные факторы а.о. фрагмента 85–89,
соединяющего стрэнды β5 и β6, и фрагмента
Pro108-Pro116 между стрэндом β7 и спиралью η2
выше среднего по структуре.

Для сравнения на рис. 4 представлены после-
довательности и распределение элементов вто-
ричной структуры в мономерах рибокиназы
Th. sp. 2.9 и E. coli. Cтепень идентичности амино-
кислотных последовательностей между этими
ферментами превышает 40%. При совмещении
по Cα-атомам субъединицы А рибокиназы Th. sp. 2.9
с субъединицей E. coli среднеквадратичное откло-
нение равно 1.445 Å. Распределение элементов
вторичной структуры, а также количество а.о. в
α-спиралях и β-стрэндах практически одинаковы
в обоих белках.

Активный центр фермента, включающий в се-
бя центры связывания рибозы и АДФ, располо-
жен на участке поверхности каталитического
α/β-домена, находящегося между большим и ма-
лым доменами (рис. 5). Известно, что катализи-
руемая ферментом реакция протекает посред-
ством нуклеофильной атаки атомов кислорода
О5' гидроксиметильных групп рибозы γ-фосфата
АТФ [11]. Нуклеофильные свойства кислорода
гидроксиметильной группы рибозы увеличива-
ются благодаря водородной связи между гидрок-
сильной группой и остатком аспарагиновой кис-
лоты, действующей как каталитическое основа-
ние. В молекуле рибокиназы E. coli – это Asp255,
в рибокиназе Th. sp. 2.9 – Asp248. Атомы азота ос-
новной цепи остатков глицина, окружающие
остаток аспарагиновой кислоты, участвуют в об-
разовании анионной дыры, стабилизирующей
переходное состояние реакции [11]. Сближение
субстратов, необходимое для протекания реак-
ции, – результат перехода фермента из открытого
в закрытое состояние сразу после связывания ри-
бозы [30]. Конформационные изменения, обес-
печивающие этот переход, сопровождаются дви-
жением доменов. В закрытой конформации ма-
лый домен изолирует от растворителя область
активного центра, в котором связана рибоза. По-
этому малому домену приписывают роль крыш-
ки, контролирующей доступ растворителя к ак-
тивному центру.

О строении участка молекулы, в котором про-
исходит связывание рибозы, можно судить, срав-
нивая структуру молекулы рибокиназы Th. sp. 2.9
и структуру комплекса рибокиназы E. coli с рибо-
зой и АДФ [11]. Связывание рибозы имеет место

Рис. 3. Укладка полипептидной цепи в мономере
комплекса рибокиназы Th. sp. 2.9 с АДФ. Элементы
вторичной структуры обозначены стрелками (β-стрен-
ды) и спиралями: α и 310 (η) – спирали.
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на поверхности большого домена, расположен-
ной наиболее близко к сегменту, связывающему
большой и малый домены. В прямых контактах с
рибозой в рибокиназе E. coli участвуют а.о. стрэн-
да β1 Asn14, Asp16 (Asn9, Asp11 в Th. sp. 2.9), Gly42
(Gly37 в Th. sp. 2.9), расположенные между β3 и
α1, остатки спирали α1 Lys43 и Asn46 (Lys38 и
Asn41 в Th. sp. 2.9), Glu143 (Glu135 в Th. sp. 2.9),
расположенные между α8 и α3, и Asp255 (Asp248
в Th. sp. 2.9) спирали α7. Почти все перечислен-
ные а.о. относятся к α/β-домену и взаимодей-
ствуют с полярной стороной рибозного кольца.
Гидрофобная поверхность сахарного кольца вза-
имодействует в основном с алифатическими бо-
ковыми цепями внутренней стороны малого до-
мена. Отметим, что в рибокиназе рибоза связана
с областью большого домена, который имеет то-
пологию Россмана, и в большинстве белков свя-
зываются нуклеотиды. Все взаимодействующие с
рибозой а.о. инвариантны не только в структурах
рибокиназ из E. coli и Th. sp. 2.9, но и входят в
один из аминокислотных мотивов, характеризу-
ющих семейство рибокиназ [11, 30]. Хотя некото-
рые рибокиназы, в том числе рибокиназы Th. sp. 2.9
и E. coli, могут использовать дезоксирибозу как

Рис. 4. Сравнение аминокислотных последовательностей и вторичных структур рибокиназ Th. sp. 2.9 и E. coli. Элемен-
ты вторичной структуры α и 310 (η) спирали и β-cтрэнды обозначены спиралями и стрелками соответственно. Черным
цветом выделены идентичные в обоих белках аминокислотные остатки, звездочками – аминокислотные остатки,
участвующие в связывании молекул рибозы и АДФ.
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Рис. 5. Молекула АДФ в активном центре субъедини-
цы рибокиназы Th. sp. 2.9.
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субстрат [33], в рибокиназе E. сoli это приводит к
потере трех водородных связей с а.о. Asn14, Asp16,
Gly42 (Asn9, Asp11, Gly37 в Th. sp. 2.9 соответ-
ственно), что объясняет предпочтительность ри-
бозы как субстрата. В рибокиназе из E. coli свя-
занная рибоза почти полностью закрыта малым
доменом, который действует как крышка над
центром связывания, а также второй субъедини-
цей димера.

Молекула АДФ, локализованная в молекуле
рибокиназы Th. sp. 2.9, образовалась в результате
гидролиза АТФ, присутствующего в кристаллиза-
ционном растворе, и занимает в активном центре
положение, схожее с положением молекулы АДФ
в субъединице рибокиназы E. coli. Молекула АДФ
локализована в полости между двумя доменами,
но непосредственно связана только с а.о., находя-
щимися на поверхности α/β-домена (рис. 5). По
сравнению с рибозасвязывающим центром АДФ-
связывающий участок находится на большем рас-
стоянии от переходного участка между двумя до-
менами сегмента. Поэтому при переходе к закры-
той конформации фермента молекула АДФ не
накрывается полностью малым доменом и оста-
ется доступной для растворителя. В связывании
молекулы АДФ участвуют а.о. нескольких фраг-
ментов вторичной структуры: пяти спиралей (α1,
α5, α7, α8, α9) и двух стрэндов (β12 и β13). Осно-

вание аденина локализовано в петле, соединяю-
щей стрэнд β13 со спиралью α7 (а.о. 235–245)
(рис. 5). Оксигруппы рибозного фрагмента рас-
положены по одну сторону рибозного кольца.
Оксигруппа при втором атоме углерода образует
прямую водородную связь с атомом OD2_Asp272
спирали α8, а через молекулу воды – с азотом ос-
новной цепи Phe236 стрэнда β13. Вторая гидрок-
сильная группа рибозы связана с атомом кисло-
рода основной цепи Gly222 стрэнда β12. Фосфат-
ные группы молекулы АДФ направлены в
сторону центра связывания рибозы. Атомы кис-
лорода α-фосфатной группы связаны непосред-
ственно с атомом азота основной цепи Gly219 и
OG1_Тhr217 (стрэнд β11), а через молекулу H2O –
c атомом азота основной цепи Glu180 спирали α5.
Один из атомов кислорода β-фосфата связан с
атомом азота амидогруппы Asn79, который нахо-
дится между стрэндом β10 и спиралью α5, а через
молекулу воды – с OE2_Glu182 (α5) и Nε_Lys38
(α1) (рис. 6). Почти все а.о., непосредственно
участвующие в связывании АДФ в рибокиназах
Th. sp. 2.9 и E. coli, инвариантны в обоих белках.
Имеется только одна замена. Со второй оксигруп-
пой рибозного кольца в рибокиназе Th. sp. 2.9
связан остаток Asp272, а в рибокиназе E. coli соот-
ветствующую позицию занимает His279.

Особенности пространственной структуры ри-
бокиназы Th. sp. 2.9. Несмотря на значительное

Рис. 6. Ближайшее окружение молекулы АДФ в ак-
тивном центре рибокиназы Th. sp. 2.9 с АДФ.
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сходство пространственных структур рибокиназы
Th. sp. 2.9 и E. coli, оба фермента различаются чет-
вертичной структурой. Фермент из E. coli, как и
большинство рибокиназ с известной простран-
ственной структурой, функционирует как димер,
в котором субъединицы связаны посредством
взаимодействия малых доменов – их β-стрэнды
образуют связь, называемую β-claspstructure [34].
В кристаллах рибокиназы E. сoli (пр. гр. Р6122) в
независимой части элементарной ячейки содер-
жится один мономер, а димер, являющийся
функционально активной формой фермента,
образуется при действии оси второго порядка.
Граница раздела между молекулами димера
формируется вследствие взаимодействий меж-
ду β-слоями малых доменов. Упакованные почти
перпендикулярно друг другу, они образуют сплю-
щенный баррель. Такая структура была названа
β-claspstructure [34]. Непосредственно в катализе
обе субъединицы димера функционируют неза-
висимо, однако при переходе фермента в закры-
тое состояние вторая субъединица димера закры-
вает часть активного центра, где связывается ри-
боза, что обеспечивает надежную изоляцию
активного центра от растворителя во время реак-
ции. Анализ расположения молекул в независи-
мой части элементарной ячейки рибокиназы
Th. sp. 2.9 показывает, что связь между протоме-
рами через малые домены отсутствует. Однако
анализ кристаллической упаковки, проведенный
с использованием сервиса PISA [35], показывает,
что димер может быть образован путем объедине-
ния субъединиц A и D после применения опера-
тора –x, y – 1/2, –z + 1 или путем объединения
субъединиц B и C после применения оператора
x – 1, y, z. Данные димеры структурно аналогич-
ны (рис. 7), площади контактирующих поверх-
ностей, как и энергия формирования ком-
плекса, согласно сервису PISA близки (3810 Å2

и –28.9 ккал/моль и 3410 Å2 и –29.9 ккал/моль со-
ответственно), однако количество водородных
связей различается (табл. 2). Четыре молекулы
рибокиназы Th. sp. 2.9, расположенные в незави-
симой части элементарной ячейки, несколько
различаются взаимным расположением большого
и малого доменов. В молекулах А, В, С, D расстоя-
ние между Сα-атомами а.о. Gly100 малого домена
и Val241 большого домена равно 7.42, 12.33, 18.1 и
5.71 Å соответственно. Оба а.о. расположены на
противоположных участках полипептидной цепи,
ограничивающей активный центр, и могут характе-
ризовать степень его открытости. Большая подвиж-
ность а.о. малого домена в рибокиназе Th. sp. 2.9
может вносить вклад в различия кинетических
параметров между рибокиназами Th. sp. 2.9 и
E. coli, как это показано в [22].

Работа выполнена при поддержке ОКР “МКС
(Наука)” в рамках Федеральной космической
программы 2016–2025 в части решения и уточне-

ния структуры белка, а также Министерства нау-
ки и высшего образования РФ в рамках Государ-
ственного задания ФНИЦ “Кристаллография и
фотоника” РАН в части анализа пространствен-
ной структуры.
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