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Кристаллы фосфорибозилпирофосфатсинтетазы из термофильной бактерии Thermus thermophilus
(Tth PRPPS1 HB27), использованные для получения дифракционного набора, выращены методом
висячей капли. Для сбора дифракционных данных кристаллы переносили в криораствор и замора-
живали в парах жидкого азота. От выращенных кристаллов на синхротроне ESRF (Франция, стан-
ция ID23-1) при температуре 100 K собран дифракционный набор до разрешения 2.6 Å, пригодный
для рентгеновского исследования пространственной структуры фермента.
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ВВЕДЕНИЕ

Фосфорибозилпирофосфатсинтетазы (PRPPS,
КФ 2.7.6.1) широко распространены в прокарио-
тических и эукариотических организмах, участ-
вуют в ряде важных биохимических процессов,
приводящих к биосинтезу пуриновых и пирими-
диновых оснований [1, 2]. Эти ферменты ката-
лизируют перенос β, γ-пирофосфатной группы
аденозинтрифосфата (АТФ) на гликозильный
гидроксил рибоза-5-фосфата (Rib-5P), что при-
водит к образованию 5-фосфорибозилпирофос-
фата (PRPP) и аденозинмонофосфата (АМФ) [3].

Образующийся в результате реакции PRPP яв-
ляется промежуточным соединением при био-
синтезе пуриновых и пиримидиновых нуклеоти-
дов, аминокислот – гистидина и триптофана,
а также кофермента NAD [2]. PRPP участвует не
только в основном (de novo), но и в запасном пу-
тях биосинтеза пуриновых и пиримидиновых
нуклеотидов и выступает регулятором обоих
процессов [4–6]. Поэтому PRPP относится к ме-
таболитам, постоянно востребованным клеткой,
а PRPPS – к ключевым ферментам, необходимым
для жизни организма.

PRPP-синтетазы относят к одному из трех
классов в зависимости от типа четвертичной
структуры, механизма регуляции активности и от
специфичности к донору пирофосфатного остат-
ка [7–9]. Между тремя классами PRPPS степень
идентичности аминокислотных остатков доволь-
но низкая. К первому классу относятся ряд бак-
териальных ферментов и ферменты млекопи-
тающих, в том числе человека [10–12]. Среди
ферментов первого класса сравнение аминокис-
лотных последовательностей PRPPS показывает
высокую степень гомологии [13]. Степень иден-
тичности между ферментами из E. coli и B. subtilis
достигает 49.53% (сходство 84.76%), между E. coli
и PRPP-синтетазой человека идентичность 47.50%
(сходство 80.32%). PRPPS, относящиеся к перво-
му классу, имеют гексамерную четвертичную
структуру, обладают строгой избирательностью
по отношению к донору пирофосфатного остат-
ка, а также к природе углеводного фрагмента, их
активность зависит от ионов фосфата и регулиру-
ется аллостерически за счет связывания молеку-
лы АДФ или гуанозиндифосфата (ГДФ) в алло-
стерическом центре. В качестве донора пирофос-
фата они используют только АТФ.
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Перспективы биотехнологического примене-
ния термофильных PRPPS вызывают интерес к изу-
чению их пространственных структур. Ранее из
термофильного штамма Thermus thermophilus
HB27 были выделены две фосфорибозилпиро-
фосфатсинтетазы, PRPPS1 и PRPPS2, кодируе-
мые соответственно генами TT_C1184 и ТТ_С1274.
Оба фермента, относящиеся к первому классу,
различаются по аминокислотной последователь-
ности и по ряду свойств [14].

Пространственная структура фосфорибозил-
пирофосфатсинтетазы из термофильной бакте-
рии Thermus thermophilus (Tth PRPPS2 HB27) уста-
новлена с разрешением 1.85 Å (PDB_ID: 7AWO)
при использовании дифракционного набора,
собранного от ромбоэдрических кристаллов
(пр. гр. R32), выращенных с применением в со-
ставе осадителя сульфата лития [15], и с разреше-
нием 2.2 Å (PDB_ID: 5T3O) по дифракцион-
ным наборам от тетрагональных кристаллов
(пр. гр. Р41212), выращенных с применением
сульфата аммония в составе осадителя [16].

В настоящей работе описаны условия получе-
ния кристаллов Tth PRPPS1 HB27, от которых со-

бран дифракционный набор до разрешения 2.6 Å,
пригодный для решения пространственной
структуры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Фосфорибозилпирофосфатсинтетаза из тер-

мофильной бактерии Thermus thermophilus (Tth
PRPPS1 HB27) получена, как описано ранее [14].

Кристаллизация. Кристаллы TthPRPPS1 HB27,
использованные для получения дифракционного
набора, выращены методом висячей капли (рис. 1)
из раствора белка с концентрацией 12.3 мг/мл.
Белковый раствор содержал 20 мМ Трис, pH 8.5,
1 мМ АТР, 1 мМ МgCl2, 5% glycerol, 0.04% NaN3.
Состав осадителя: 5% PEG 1500, 0.45 M KCl, 0.1 M
citric acid, pH 5.0, 5 мM MgCl2, 0.04% NaN3. Кри-
сталлы достигали максимального размера в тече-
ние недели. Для сбора дифракционных данных
кристаллы переносили в криораствор, содержа-
щий: 20% glycerol, 5% PEG 1500, 0.45 M KCl, 0.1 M
citric acid, pH 5.0, 5 мM MgCl2, 0.04% NaN3, и за-
мораживали в парах жидкого азота.

Сбор и обработка дифракционных данных. Ди-
фракционный набор до разрешения 2.6 Å собран
на синхротроне ESRF (Франция, станция ID23-1)
при температуре 100 K. В качестве детектора ис-
пользовали Pilatus6MF. Дифракционные данные
получали от одного кристалла методом вращения
при расстоянии между кристаллом и детектором
400 мм и длине волны 0.96772 Å; углы качания и
вращения 0.1° и 360° соответственно. Обработку
набора экспериментальных интенсивностей про-
водили с помощью программы iMosflm [17]. Ста-
тистические характеристики дифракционных
данных приведены в табл. 1. Кристаллы относят-
ся к пр. гр. P3121. В независимой части ячейки со-
держится шесть субъединиц гексамерной моле-
кулы фермента.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Термофильные фосфорибозилпирофосфат-

синтетазы Thermus thermophilus HB27, Tth PRPPS1
и Tth PRPPS2, относятся к классу 1 фосфорибо-
зилпирофосфатсинтетаз, молекулы которых
имеют гомогексамерную четвертичную структу-
ру, а их активность регулируется не только в ак-
тивном, но и в аллостерическом центрах [14]. Раз-
работаны методики выделения термофильных
фосфорибозилпирофосфатсинтетаз Tth PRPPS1
и Tth PRPPS2, и исследована зависимость актив-
ности ферментов от концентрации ионов метал-
ла, неорганического фосфата и температуры [14].
Синтетазы Tth PRPPS1 и Tth PRPPS2 различают-
ся и по первичной структуре, и по своим свой-
ствам [14], хотя аминокислотные последователь-
ности обоих белков имеют высокую степень

Рис. 1. Кристалл фосфорибозилпирофосфатсинтета-
зы Thermus thermophilus Tth PRPPS1.

Таблица 1. Статистические характеристики дифрак-
ционного набора

Параметры обработки данных

Пространственная группа P3121
a, c, Å 110.2, 343.1
α, γ, град 90, 120
Разрешение, Å 2.6
Количество независимых 
рефлексов

70267

Полнота набора, % 93.52
I/σ(I) 2.643
Rmrgd-F, % 18.8
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гомологии, несколько различаясь по длине поли-
пептидной цепи. Полипептидная цепь Tth PRPPS1
включает в себя 307, а Tth PRPPS2 – 310 амино-
кислотных остатков (а.о.); 152 а.о. идентичны
в обеих последовательностях, степень идентич-
ности 48.875% (рис. 2).

Ранее было идентифицировано несколько сег-
ментов полипептидной цепи, которые необходи-
мы для функции синтетазы PRPP. Они в основ-
ном расположены в гибких частях полипептид-
ной цепи; это пирофосфатсвязывающая петля
(петля PPI, а. о. 170–175, здесь и далее номера со-
ответствуют последовательности Tth PRPPS2),
рибоза-5-фосфатсвязывающая петля (петля R5P,
а.о. 220–227) и гибкая петля (а.о. 95–102) [18, 19].
В синтетазах PRPP, относящихся к классу 1, ак-
тивный центр расположен в щели между N- и C-
концевыми доменами. В N-концевом домене он
ограничен а. о. гибкой петли, а в C-концевом
домене – остатками из петли PPI и петли R5P.
А. о. гибкой петли участвуют в связывании суб-
страта АТФ в активном сайте и ингибитора АДФ
в регуляторном сайте соседней субъединицы.
А. о. петли R5P взаимодействуют с ионом фосфа-
та (сульфата в Tth PRPPS2, PDB_ID: 7AWO). Еще
одна петля, каталитическая гибкая петля, содер-
жит а. о., необходимые для каталитической ак-
тивности фермента.

Сравнение аминокислотных последователь-
ностей ферментов Tth PRPPS2 и Tth PRPPS1 по-
сле их выравнивания (рис. 2) показало, что во
всех четырех сегментах полипептидной цепи, не-
обходимых для функции синтетазы PRPP, после-
довательности а. о. различаются. Аминокислоты
часто разделяют на группы в соответствии с гид-
рофобностью или гидрофильностью их боковых
радикалов, их заряженностью. Если следовать та-
кой классификации, то большинство различий в
четырех сравниваемых фрагментах аминокислот-
ных последовательностей Tth PRPPS2 и Tth PRPPS1
касается аминокислот с гидрофобным незаря-
женным радикалом. Например, наблюдаются за-

мены: Ile – Val, Ala – Gly, Ile – Leu, Phe – Met,
Pro – Gly, Leu – Ala. Но есть и другие несоответ-
ствия. В петле R5P и каталитической гибкой пет-
ле а. о. Glu222 (петля R5P) и Asp193, Asp199 (ката-
литическая петля) фермента Tth PRPPS2 с отри-
цательно заряженными боковыми радикалами
заменены в Tth PRPPS1 остатками с гидрофоб-
ными незаряженными радикалами (Glu222,
Asp193, Asp199 соответственно на Ile220, Ala191,
Pro197). В гибкой петле 95–104 Tth PRPPS2
Ala103 заменен на Glu101 (Tth PRPPS1) с заря-
женным боковым радикалом. В каталитических
петлях сравниваемых ферментов можно отметить
замены аминокислот с гидрофильным незаря-
женным радикалом на аминокислоту с заряжен-
ным радикалом. Например, Thr200 (Tth PRPPS2)
на Arg198 (TthPRPPS1) или Ser201, Thr203
(Tth PRPPS1) на Arg203, Arg205 (Tth PRPPS2).

Два а. о. из гибкой петли (Arg97 и Lys100,
Tth PRPPS2), участвующие в связывании суб-
страта (АТФ) в активном центре, инвариантны в
обеих последовательностях. Остатки Ser224,
Thr225, Gly227 петли R5P, координирующие ион
сульфата в Tth PRPPS2, также инвариантны. Ин-
вариантны Asp170 (Asp168 в Tth PRPPS1) из пиро-
фосфатсвязывающей петли и Asp220 (Asp218 в
Tth PRPPS1) из рибоза-5-фосфатсвязывающей
петли, участвующие в связывании иона металла.
В каталитических петлях остатки лизина и арги-
нина (Lys194 и Arg196 в Tth PRPPS2; Lys192 и
Arg194 в Tth PRPPS1), необходимые для протека-
ния реакции [13], также сохраняются.

Как показали исследования [14], ферменты
Tth PRPPS1 и Tth PRPPS2 отличаются друг от друга
как по величине ферментативной активности,
так и по температурной зависимости активности.
Оказалось, что белки Tth PRPPS1 и Tth PRPPS2
заметно различаются по максимальной скорости
реакции образования АМФ и фосфорибозилпи-
рофосфата. При одинаковой температуре (75°C)
скорость катализа Tth PRPPS2 в среднем в 26 раз
выше, чем для Tth PRPPS1. Ферментативная ак-

Рис. 2. Сравнение аминокислотных последовательностей ферментов Tth PRPPS2 (Q5SHU3) и Tth PRPPS1 (Q5SI31).
Черными линиями подчеркнуты каталитически значимые участки молекулы.
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тивность Tth PRPPS1 сильно возрастает с ростом
температуры. Максимальная скорость фермента-
тивной реакции наблюдается при 75°С. Актив-
ность белка Tth PRPPS2 также возрастает с тем-
пературой, достигая максимального значения
при 85°С (в 16 раз выше, чем при 36°С), а при
92°С падает почти в 2 раза [14].

Tth PRPPS2, имеющая высокий температур-
ный максимум, содержит большое число остат-
ков аланина (43 остатка, 13.9%), что характерно,
как показано в [20], для белков термофильных ор-
ганизмов. Синтетазы Tth PRPPS1 и Tth PRPPS2
различаются по числу остатков аланина в поли-
пептидной цепи, число остатков аланина в поли-
пептидной цепи Tth PRPPS1 несколько ниже
(36 остатков, 11.7%). Для сравнения в мезофиль-
ных штаммах E. сoli PRPPS – 33 остатка аланина
(10.48%) и в В. subtilis – 28 (8.83%).

Известно, что PRPP-синтетазы, относящиеся
к классу 1, активируются ионами магния и фос-
фата. Предполагается, что MgATФ является ис-
тинным субстратом фермента. Кроме того, ионы
магния непосредственно связываются с фермен-
том в аллостерическом центре. Механизм связы-
вания ионов магния и фосфата был изучен для
PRPP-синтетазы из E. coli [21, 22].

Показана разная зависимость активности обо-
их ферментов от концентрации ионов магния.
Для фермента Tth PRPPS1 активность достигает
максимального значения при концентрации
ионов магния 0.5 мМ; при дальнейшем повыше-
нии концентрации ионов магния активность
уменьшается. Максимум активности для Tth PRPPS1
наблюдался при двукратном недостатке магния
по отношению к ATФ. Для Tth PRPPS2 скорость
значительно возрастает при избытке магния, до-
стигая максимального значения при концентра-
ции Mg2+, равной 5 мМ [14].

Изучение зависимости активности Tth PRPPS1
и Tth PRPPS2 от концентрации фосфата также
показало значительные различия между обоими
белками [14]. Для Tth PRPPS2 максимальная ак-
тивность наблюдалась при концентрации фосфа-
та 20 мМ, после чего происходило ингибирование
активности фермента избытком фосфата. Макси-
мальную активность для Tth PRPPS1 наблюдали
при концентрации фосфата 100 мМ.

Таким образом, оба фермента – Tth PRPPS1 и
Tth PRPPS2, принадлежащие первому классу
фосфорибозилпирофосфатсинтетаз, характери-
зуются высоким температурным максимумом
активности. Исследование пространственной струк-

туры позволит проследить особенности строения
молекулы Tth PRPPS1.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 21-13-
00429) и Министерства науки и высшего образо-
вания в рамках Государственного задания ФНИЦ
“Кристаллография и фотоника” РАН в организа-
ции сбора данных рентгеновской дифракции.
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