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ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА СТАБИЛЬНОСТЬ
ТРИМЕРНОЙ ФОРМЫ 2'-ДЕЗОКСИУРИДИН-5'-

ТРИФОСФАТНУКЛЕОТИДГИДРОЛАЗЫ Escherichia coli
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Фермент 2'-дезоксиуридин-5′-трифосфатнуклеотидгидролаза (Dut), гидролизующий dUTP до
dUMP и пирофосфата, предотвращает ошибочное включение dUMP в ДНК из метаболического пу-
ла dUTP и рассматривается как перспективная фармакологическая мишень для антиметаболитной
терапии. Активный фермент Dut представляет собой тример, связывающий субстрат в межсубъеди-
ничной области. С использованием высокоскоростной наномасштабной дифференциальной ска-
нирующей флуориметрии (nanoDSF) нами изучено влияние различных физико-химических факто-
ров на стабильность тримера Dut Escherichia coli. В отличие от мономерных белков температурная
денатурация Dut происходит в два этапа, первый из которых соответствует распаду тримера до мо-
номерных субъединиц. Показано, что основной вклад в стабилизацию тримера вносят гидрофоб-
ные взаимодействия и водородные связи на интерфейсах взаимодействия между субъединицами.
Тример Dut частично стабилизируется при связывании нуклеотидных лигандов. В целом метод nan-
oDSF удобен для скрининга низкомолекулярных соединений, способных дестабилизировать ак-
тивный тример Dut.
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В процессе жизнедеятельности организма
ДНК постоянно подвергается спонтанной хими-
ческой модификации даже при нормальных фи-
зиологических условиях [1]. Для предотвращения
неблагоприятных последствий повреждения ДНК
в клетке существуют системы репарации, кото-
рые узнают и удаляют поврежденные звенья
ДНК, сохраняя генетическую информацию [2].
Кроме того, неканонические нуклеотиды в ге-
номной ДНК могут появляться в результате
включения ДНК-полимеразами из пула моно-
нуклеотидов, где они возникают при поврежде-
нии или присутствуют как метаболиты. Послед-
нее особенно характерно для dUMP – основания
Ura в норме в геномной ДНК отсутствуют, но мо-
гут появляться либо за счет дезаминирования ос-
нований Cyt, либо (с гораздо более высокой ча-

стотой) при включении dUMP из пула dUTP –
метаболического предшественника dTTP [3, 4].

Для предотвращения ошибочного включения
dUMP в ДНК клеточный пул dUTP строго кон-
тролируется 2'-дезоксиуридин-5'-трифосфатнук-
леотидгидролазой (Dut; [КФ 3.6.1.23]), которая
катализирует реакцию гидролиза dUTP до dUMP
и пирофосфата [5, 6]. Отсутствие активности Dut
приводит к дисбалансу внутриклеточного пула
dUTP/dTTP, в результате чего в геномной ДНК
накапливается dUMP. Удаление dUMP система-
ми репарации приводит к образованию большого
числа однонуклеотидных брешей и, во многих
случаях, двухцепочечных разрывов, что приводит
к гибели активно делящихся клеток [3, 4]. Штам-
мы Escherichia coli с дефицитом гена dut нежизне-
способны в отсутствие рекомбинации [7–9], а
мыши с нокаутом dut (dut–/–) погибают на ранней
стадии эмбрионального развития [10]. В связи с1 Эти авторы внесли равный вклад в выполнение работы.
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этим белок Dut в настоящее время рассматрива-
ется как перспективная фармакологическая ми-
шень для антиметаболитной терапии инфекций и
злокачественных новообразований.

Анализ последовательностей и простран-
ственных структур белков Dut показывает, что их
можно разделить на два класса – гомотримерные,
обнаруживаемые в большинстве живых организ-
мов, и реже встречающиеся гомодимерные [5, 6].
Хорошо изученные ферменты Dut E. coli и чело-
века относятся к белкам первого класса. Получе-
ние кристаллических структур Dut высокого раз-
решения, в том числе в комплексе с субстратом
[11–18], позволило установить многие аспекты
каталитического механизма этого фермента. Гид-
ролиз субстрата инициируется нуклеофильной
атакой по атому Pα dUTP молекулой воды, акти-
вированной консервативным остатком Asp ак-
тивного центра фермента. Связывание субстрата
в каталитически компетентной конформации до-
стигается за счет взаимодействия трифосфатного
фрагмента субстрата с ионом Mg2+, выступаю-
щим в роли кофермента, и микроокружением ак-
тивного центра [15, 19, 20]. Формирование сим-
метричного гомотримера критически важно для
каталитической активности Dut, поскольку связы-
вание субстрата происходит в межсубъединичной
области, и каждый активный центр сформирован
консервативными аминокислотными остатками
всех трех субъединиц [21]. В последнее время раз-
работка соединений, направленных на дестаби-
лизацию белковых комплексов, представляет со-
бой активно развивающуюся область фармаколо-
гической химии [22, 23], и малые молекулы,
дестабилизирующие тример Dut, могли бы послу-
жить основой для конструирования новых лекар-
ственных средств.

Несмотря на то что механизм действия триме-
ра Dut хорошо охарактеризован, само образова-
ние активного тримера изучено гораздо хуже.
В настоящей работе с использованием метода вы-
сокоскоростной наномасштабной дифференци-
альной сканирующей флуориметрии (nanoDSF
[24–26]) исследовано влияние различных физи-
ко-химических факторов на стабильность триме-
ра Dut E. coli.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. В работе использовали штаммы

E. coli BL21(DE3) Star (F– ompT hsdSB (rB
–mB

–) gal
dcm lon rne131 λDE3) (“ThermoFisher Scientific”,
США) и DH5α (F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1
gyrA96 deoR nupG purB20 ϕ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rK

–mK
+), λ–) (“New England Bi-

olabs”, США), плазмиды pBlueScript II SK(–)
(“Agilent Technologies”, США) и pET-23с(+)
(“Merck”, Германия), рестриктазы BamHI, EcoRV,

FauNDI, ДНК-лигазу бактериофага T4 (все “Си-
бэнзим”, Россия), dUTP, dUMP, dAMP, dCMP,
dGMP и dTMP (“Биосан”, Россия).

Клонирование гена dut E. coli. Последователь-
ность гена dut E. coli была амплифицирована с
одиночной колонии штамма DH5α с исполь-
зованием праймеров 5'-TTTTTTGATAT-
CATATGAAAAAAATCGACGTTAAGATTC-3' и
5'-TTTTTTGATATCGGATCCTGACGACCAGAGT-
GACCAAAG-3' и клонирована в вектор pBlue-
Script II SK(–) по сайту EcoRV. После подтвер-
ждения последовательности секвенированием по
Сэнгеру фрагмент размером 456 п.н., содержащий
ген dut, переклонировали в вектор pET-23с(+) по
фланкирующим целевой ген сайтам NdeI (FauNDI)
и BamHI. Полученная плазмида pET-23c-Dut ко-
дирует белок Dut, несущий на C-конце пептид
His6, под промотором РНК-полимеразы бакте-
риофага T7.

Выделение белка Dut. Клетки E. coli BL21(DE3)
Star, трансформированные плазмидой pET-23c-
Dut, выращивали при 37°C на среде LB в присут-
ствии соответствующего антибиотика до оптиче-
ской плотности OD600 = 0.8. Экспрессию индуци-
ровали добавлением изопропил-β-D-1-тиогалак-
топиранозида до концентрации 1 мМ. Клетки
культивировали в течение 3 ч при 37°C, затем оса-
ждали центрифугированием при 6000 g в течение
20 мин при 10°C. Дальнейшие процедуры прово-
дили на льду или при 4°C. Биомассу ресуспенди-
ровали в 50 мМ Трис-HCl-буфере (pH 7.5), содер-
жащем 500 мM NaCl (буфер A). Клетки разруша-
ли ультразвуком, суспензию центрифугировали
при 14000 g в течение 30 мин при 4°C. Суперна-
тант пропускали через фильтр с размером пор
0.45 мкм и наносили на сорбент IMAC SepFast
(“BioToolomics”, Великобритания), насыщенный
ионами Ni2+. Сорбент промывали буфером A и
проводили элюцию градиентом 50–500 мМ ими-
дазола в буфере A. Фракции, содержащие целе-
вой белок, разбавляли 4 объемами буфера B
(50 мМ Трис-HCl pH 7.5, 1 мМ дитиотреитол и
1 мМ EDTА) и наносили на сорбент Q-сефарозу
(“Danaher”, США), уравновешенную буфером B
с добавлением 100 мМ NaCl. Сорбент промывали
буфером B и вели элюцию градиентом 100–1000 мМ
NaCl в буфере B. Наиболее гомогенные фракции,
содержащие целевой белок, объединяли, диали-
зовали против буфера, содержащего 50 мM Tрис-
HCl (pH 7.5), 100 мM NaCl, 50%-ный глицерин,
хранили при –20°C. Концентрацию белка опре-
деляли спектрофотометрически на приборе
NanoDrop One (“ThermoFisher Scientific”). Выход
целевого белка составил 17.4 мг с 1 л культуры.

Кинетика гидролиза dUTP. Реакционная смесь
содержала 0.5 нМ Dut (по мономерной форме),
50 мM Трис-HCl (pH 7.5), 5 мM MgCl2 и 100 мM
NaCl, концентрацию dUTP варьировали в диапа-
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зоне 0.5–100 мкМ. Реакцию вели при 37°С в тече-
ние 5 мин и останавливали прогреванием в течение
2 мин при 95°С. Продукты реакции анализировали
методом высокоэффективной обращеннофазо-
вой жидкостной хроматографии с использованием
хроматографа Милихром А-02, оборудованного
колонкой ProntoSIL-120-5-C18 (“Эконова”, Рос-
сия). Буфер для нанесения пробы содержал 50 мМ
ацетат триэтиламмония, для элюции использова-
ли 0–50%-ный градиент ацетонитрила при ско-
рости подачи 150 мкл/мин и температуре 35°С.
Поглощение измеряли на длине волны 260 нм.
Хроматограммы анализировали в программе
МультиХром-СПЕКТР путем измерения площа-
ди под пиками dUMP и dUTP. Скорости образо-
вания продукта описывали уравнением Миха-
элиса–Ментен, параметры уравнения определя-
ли из данных пяти независимых экспериментов
нелинейной регрессией гиперболической функ-
ции в программе SigmaPlot v11.0 (SPSS, США).

Измерения методом высокоскоростной nanoDSF.
Зависимость собственной флуоресценции белка
от температуры измеряли при возбуждении на
длине волны 280 нм и испускании на длинах волн
330 и 350 нм на установке Tycho (“Nanotemper
Technologies”, Германия) в буфере, содержащем
25 мМ Na-фосфатный буфер (pH 7.5) и 1 или
5 мкМ Dut (по тримерной форме). Измерения
производили в капилляре объемом 10 мкл при
скорости нагрева 0.5°C/c. В качестве основного
измеряемого параметра использовали соотноше-
ние флуоресценции на длинах волн 350 и 330 нм
(F350/F330), которое не зависит от концентрации
белка и чувствительно к окружению остатков Trp
[27]. Влияние концентрации NaCl изучали в том
же буфере, но с равномерно возрастающей кон-
центрацией NaCl от 0 до 1 М с шагом 100 мМ и
концентрацией Dut 5 мкМ. Влияние гидрофоб-
ных взаимодействий исследовали в том же буфе-
ре, дополнительно содержащем 100 мМ NaCl и
этанол в концентрации 0–20%. Влияние молеку-
лярного краудинга изучали аналогичным спосо-
бом, при этом массовую долю полиэтиленгликоля
со средней молекулярной массой 4000 Да (ПЭГ 4000)
варьировали от 0 до 30%. Значение pH, оптималь-
ное для тримеризации, подбирали, используя Na-
фосфатный буфер с диапазоном pH 4.0–8.8 в при-
сутствии 100 мМ NaCl. При изучении связывания
dNMP с тримером Dut в смеси присутствовали
100 мМ NaCl и, при необходимости, 5 мМ MgCl2;
лиганды добавляли в концентрации 0–30 мМ
(dUMP) или 10 мМ (прочие dNMP). Все данные
получены по результатам двух–четырех незави-
симых экспериментов. Параметры плавления
рассчитывали с использованием программы Mol-
tenProt [26] и собственного программного обес-
печения прибора Tycho.

Структурный анализ. Межмолекулярные взаи-
модействия в тримере Dut анализировали с исполь-
зованием программ PISA [28] и GETAREA [29]. Для
визуализации структур использовали программу
PyMol (“Schrödinger”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Клонирование гена dut и выделение 
рекомбинантного белка Dut E. coli

Ген dut амплифицировали из геномной ДНК
E. coli и клонировали в вектор pET-23c для после-
дующей продукции белка с C-концевым гексаги-
стидиновым пептидом. Анализ структур тримера
Dut в свободном виде и в комплексе с dUTP и его
аналогами [11, 12, 14, 15, 17, 18] показывает, что
пептид His6 на C-конце мономера не будет ме-
шать ассоциации субъединиц в тример и прояв-
лению ферментативной активности. Индуциро-
ванный синтез Dut в клетках E. coli штамма
BL21(DE3) Star при 37°С проходил эффективно с
высоким содержанием белка в растворимой
фракции. После металлхелатной аффинной хро-
матографии и анионообменной хроматографии
целевой белок молекулярной массой ~18 кДа
(расчетная молекулярная масса мономера Dut
17.7 кДа) был более чем на 95% гомогенен (рис. 1а).
Значения кинетических параметров реакции гид-
ролиза dUTP, измеренных в условиях стационар-
ной кинетики методом высокоэффективной об-
ращеннофазовой жидкостной хроматографии
(рис. 1б) составили 7.2 ± 0.2 с–1 для kcat и 0.63 ± 0.08 мкМ
для KM, что близко к опубликованным данным
[15, 19, 20] и свидетельствует об эффективной
сборке Dut в каталитически активный тример.

Характеристика температурной денатурации 
белка Dut методом nanoDSF

Факторы, влияющие на стабильность тримера
Dut, изучали с использованием метода nanoDSF,
основанного на переходах интенсивности флуо-
ресценции белка при повышении температуры
[24–26]. Формально денатурация белка в режиме,
характерном для высокоскоростной nanoDSF
(>10°C/мин), не является равновесной, но из-за
очень малых объемов анализируемого образца
процесс приближается к равновесному, что поз-
воляет использовать температуру перехода между
состояниями с разной флуоресценцией как вели-
чину, характеризующую плавление белковой гло-
булы. Флуоресценция белков обусловлена в ос-
новном флуоресценцией боковых радикалов
остатков Trp, а ее изменение при плавлении – из-
менением окружения (в основном, полярности
окружения) этих остатков [30]. Известные струк-
туры тримера Dut демонстрируют уникальное
расположение триптофанов: каждый мономер
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Dut содержит всего один остаток Trp, которые
при сборке белка в тример располагаются в меж-
субъединичной полости, контактируя друг с дру-
гом (рис. 2а). Доступная растворителю поверх-
ность каждого остатка составляет 12.9 Å2 (5.4% от-
носительно усредненной доступности в трипептиде
Gly-Trp-Gly), что позволяет классифицировать
Trp в тримере Dut как внутренний. Таким обра-
зом, можно ожидать, что с повышением темпера-
туры интенсивность флуоресценции Trp будет
меняться при распаде тримера Dut, а затем при
денатурации мономера.

На рис. 2б показаны кривые изменения флуо-
ресценции белка Dut при плавлении. В отличие
от мономерного белка – бычьего сывороточного
альбумина (БСА; рис. 2б, врезка), у которого на-
блюдался единственный температурный переход
при 62.1 C, на кривых плавления Dut присутство-
вали два перехода, первый из которых сопровож-
дался повышением, а второй – снижением флуо-
ресценции. Ввиду того, что мономер Dut содер-
жит единственный остаток Trp, весьма вероятно,
что первый переход (и соответствующая ему тем-
пература плавления Т1) представляет собой дис-
социацию субъединиц тримера Dut, в то время
как второй переход (Т2) представляет собой плав-
ление мономерных субъединиц. Альтернативные
объяснения первого температурного перехода
(например, общее изменение структуры внутрен-
ней части тримера без распада всего комплекса)
маловероятны ввиду большого изменения флуо-
ресценции, которое почти в 2 раза превосходит
изменение при втором переходе или при плавле-

нии БСА. Температуры T1 и T2, определенные в
соответствии с равновесной моделью трех состо-
яний и не предполагающей равновесия эмпири-
ческой моделью трех состояний [26], отличались
незначительно (T1 = 62.5 C, T2 = 76.7 C для равно-
весной модели, T1 = 61.2 C, T2 = 78.8 C для эмпи-
рической модели для кривой на рис. 2б). Далее
использовали эмпирическую модель, поскольку
она давала меньшее отклонение от эксперимен-
тальных данных. При использовании двух кон-
центраций белка (1 и 5 мкМ) профили флуорес-
ценции совпадали (рис. 2б), что указывает на ста-
бильность тримера в этом концентрационном
диапазоне в начальных условиях. Помимо точек
температурных переходов, при анализе кривых
плавления принимали во внимание значение
максимума флуоресценции, который зависит от
концентрации и удельной интенсивности флуо-
ресценции промежуточного состояния (мономе-
ра Dut).

Тример Dut преимущественно стабилизируется 
гидрофобными взаимодействиями

и водородными связями

Для изучения факторов, влияющих на ста-
бильность тримера Dut, сначала определили за-
висимость вида кривых плавления от ионной си-
лы раствора (рис. 3). Рост концентрации NaCl
(0–±1000 мМ) сопровождался заметным повыше-
нием значения T1 c (61.2 до 75.8 C). Наблюдалось
также изменение T2, однако оно имело меньший
масштаб (повышение с 79.7 до 84.4 C). Значения

Рис. 1. Выделение и ферментативная активность Dut. а – Фотография геля, окрашенного кумасси голубым, после ана-
лиза препарата Dut (дорожка 2) электрофорезом в системе Лэммли. 1 – Набор маркеров молекулярной массы. б – За-
висимость скорости реакции гидролиза dUTP ферментом Dut от концентрации субстрата. Приведены средние значе-
ния и стандартная ошибка, вычисленные по пяти независимым экспериментам, кривая соответствует зависимости
Михаэлиса–Ментен v = kcat[E]0[S]/(KM+[S]).
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максимума флуоресценции при этом снижались
практически симметрично с повышением T1
(рис. 3б). Такая картина характерна для ситуации,
при которой с ростом ионной силы относительная
концентрация промежуточного состояния снижа-
ется из-за сближения T1 и T2 при незначительном
изменении удельной интенсивности флуоресцен-
ции промежуточного состояния. Таким образом,
возрастание ионной силы раствора ведет к стаби-
лизации тримера Dut.

Совершенно иная картина наблюдалась при
повышении гидрофобности раствора за счет уве-
личения концентрации в нем этанола. Влияние
этанола на стабильность тримера Dut исследова-
ли в диапазоне концентраций 0–20% (v/v), где от-
сутствует явное влияние на структуру и раствори-
мость глобулярных белков [31]. При концентра-
ции этанола 30% и выше в растворе Dut
наблюдалось выпадение осадка. При повышении
концентрации этанола наблюдалось выраженное
снижение температуры диссоциации тримера – с
65.4 до 48.2°C (рис. 3в). При этом снижалось так-
же значение максимума флуоресценции, что,
очевидно, объясняется повышением гидрофоб-
ности окружения остатков Trp в водно-органиче-
ском растворителе. На начальных участках кри-
вых плавления (T ≤ 40°C) флуоресценция образцов
с разным содержанием этанола не отличалась,
что подтверждает низкую доступность остатков
Trp в составе тримера для растворителя. Эти дан-
ные свидетельствуют о значительном снижении

стабильности тримерной формы Dut при повы-
шении концентрации этанола. В совокупности с
повышением стабильности тримера при возрас-
тании ионной силы это говорит о критической
роли гидрофобных взаимодействий для ассоциа-
ции субъединиц Dut.

Вклад в стабилизацию тримера могут вносить
также водородные связи, однако из-за того, что
при сольватации поверхности они замещаются на
связи с водой, в среднем каждая водородная связь
на интерфейсах в белок-белковых комплексах
вносит лишь около –0.5 ккал/моль [28]. Водород-
ные связи, необходимые для межсубъединичного
взаимодействия, могут появляться или исчезать
при изменении состояния ионизации боковых
радикалов аминокислотных остатков. Для уста-
новления pH-оптимума существования Dut в
тримерном состоянии измеряли профили темпе-
ратурной диссоциации тримера Dut в диапазоне
pH 4.0–8.8 (рис. 3г). Значения T1 увеличивались с
повышением pH и достигали стабильности при
pH ≥ 6.4. Дестабилизация тримера при снижении
pH была сходной с дестабилизацией при увеличе-
нии гидрофобности среды. Как и в случае NaCl,
значения максимальной флуоресценции изменя-
лись практически симметрично с изменением T1,
однако это изменение имело меньшую амплиту-
ду. Таким образом, максимальная стабильность
тримера Dut наблюдается при околофизиологи-
ческих значениях pH. Наблюдаемое значение pH
для перехода между менее стабильной и более

Рис. 2. а – Расположение остатков Trp в структуре Dut (номер в базе данных Protein Data Bank 6HDE [18]). б – График
зависимости интенсивности флуоресценции Dut от температуры при концентрациях белка по тримеру 1 мкМ (темно-
серые точки) и 5 мкМ (светло-серые точки) в отсутствие NaCl. Точками обозначены результаты отдельных измерений,
линиями – сглаженный профиль зависимости. На врезке изображен аналогичный график денатурации бычьего сыво-
роточного альбумина в тех же условиях.
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Рис. 3. Факторы, влияющие на стабильность тримера Dut. а – Кривые плавления Dut при различных концентрациях
NaCl (0–1000 мМ, шаг 100 мМ). б–д – Графики зависимости температуры диссоциации тримера Dut (T1, черные
кружки) и максимума флуоресценции (белые кружки) от концентрации NaCl (б), концентрации этанола (в), pH (г) и
концентрации ПЭГ 4000 (д). Для удобства сравнения оси T1 и F350/F330 на графиках б–д имеют одинаковый масштаб.
Приведены средние значения и стандартная ошибка, вычисленные по двум–четырем независимым экспериментам.
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стабильной формой тримера составляет около
5.7, что ближе всего к значению pKa бокового ра-
дикала His (~6.0). В структуре Dut остатки His76 и
His94 образуют межсубъединичные водородные
связи с остатками Ser100 и Asp137/Thr139, соот-
ветственно. Возможно, изменение состояния их
ионизации влияет на стабильность тримера.

Расчеты на основе опубликованных струк-
тур подтверждают важную роль гидрофобных
взаимодействий и водородных связей в стаби-
лизации тримера Dut (табл. 1). Образование
тримера сопровождается значительным выигры-
шем в предсказанной энергии сольватации/десоль-
ватации поверхности (–25.7 ± 3.0 ккал/моль на
каждый из трех интерфейсов взаимодействия).
Также на интерфейсах наблюдается значи-
тельное число водородных связей, энергетиче-
ский вклад которых в стабилизацию тримера
несколько уступает гидрофобным взаимодей-
ствиям (–17.5 ± 3.6 ккал/моль из расчета –
0.5 ккал/моль/связь [28]). Число солевых мости-
ков на интерфейсах взаимодействия в тримере
Dut невелико и с учетом того, что каждый из них
в среднем вносит –0.3 ккал/моль, они лишь не-
значительно стабилизируют комплекс. Интерес-
но, что гибкие “хвосты” каждой субъединицы в
кристаллической структуре тримера демонстри-
руют определенную гетерогенность взаимодей-
ствия с соседними субъединицами, что проявля-
ется в кажущейся неэквивалентности интерфей-
сов (табл. 1) и теоретически может вызывать
вариабельность микроскопических констант вза-
имодействия каждого из трех активных центров с
субстратом.

Живые клетки содержат высокие концентра-
ции различных макромолекул, что зачастую при-
водит к усилению межмолекулярных взаимодей-
ствий за счет снижения объема, доступного моле-
кулам белка (эффект молекулярного краудинга).
Для анализа этого эффекта в молекулярно-био-
логических системах часто используют инертные
неструктурированные высокомолекулярные со-
единения, например, полиэтиленгликоль. Добав-
ление ПЭГ 4000 практически не влияло на ста-
бильность тримера Dut, однако вызывало сниже-

ние максимума флуоресценции, сравнимое с
эффектом этанола (рис. 3д). Возможно, это связа-
но с меньшей доступностью воды для остатков
Trp в мономере Dut в условиях молекулярного
краудинга.

Стабильность тримера Dut в присутствии 
нуклеотидных лигандов

Сродство Dut к продукту реакции – dUMP, и к
ряду других несубстратных нуклеотидных лиган-
дов составляет порядка 0.2–10 мМ [17, 19]. Для
определения влияния лигандов в нуклеотидсвя-
зывающем центре на стабильность тримера Dut
оценили температурную денатурацию Dut в при-
сутствии 0.1–30 мМ dUMP (рис. 4а). В возрастаю-
щих концентрациях dUMP умеренно стабилизи-
ровал тример (T1 повышалась с 66.2°C в отсут-
ствие dUMP до 72.8 C в присутствии 30 мМ
dUMP). Параллельно с этим снижался макси-
мальный уровень флуоресценции. Поскольку в
структуре Dut в нуклеотидсвязывающем центре
находится также каталитический ион Mg2+,
сравнили плавление Dut в присутствии и в от-
сутствие MgCl2, однако профили денатурации
оказались практически идентичными (данные
не приведены).

Сравнение влияния разных dNMP на стабиль-
ность тримера Dut при фиксированной концен-
трации (10 мМ) показало, что степень стабилиза-
ции убывает в порядке dUMP > dAMP > dTMP ~
~ dGMP ~ dCMP. При этом наибольшее влияние
на максимальную флуоресценцию оказывали dT-
MP и dCMP, слабо стабилизирующие тример.
Возможное взаимодействие лигандов нуклеотид-
ной и другой природы с мономером Dut требует
отдельного исследования. Общая флуоресценция
образцов в присутствии лигандов снижалась в 4–
5 раз, что, очевидно, связано с поглощением
растворами нуклеотидов на длине волны 280 нм,
использованной для возбуждения флуоресцен-
ции Dut.

Таким образом, нами показано, что метод высо-
коскоростной наномасштабной дифференциаль-
ной сканирующей флуориметрии можно успешно

Таблица 1. Теоретически рассчитанные характеристики интерфейсов взаимодействия между субъединицами
тримера Duta

a Расчетные значения по структуре 6HDE [18], полученные в программе PISA [28].
б Энергия сольватации без учета вклада водородных связей и ионных взаимодействий.

Субъединицы, 
образующие 
интерфейс

Площадь, Å2 ΔG° образования, 
ккал/мольб

Число водородных 
связей

Число солевых 
мостиков

A + B 2326.3 –27.8 37 6
B + C 2085.0 –22.3 41 5
A + C 1847.4 –27.0 27 3
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применять для анализа стабильности каталитиче-
ски активной тримерной формы белка Dut – жиз-
ненно важного фермента бактерий и эукариот.
Основной вклад в стабилизацию тримера вносят
гидрофобные взаимодействия и водородные свя-
зи. В настоящее время существует большой инте-
рес к поиску низкомолекулярных соединений,
разрушающих или стабилизирующих интерфей-
сы белок-белковых взаимодействий, как возмож-
ных фармакологических средств [22, 23]. Метод
nanoDSF дает удобный инструмент для скринин-
га соединений на способность нарушать стабиль-
ность тримера Dut с целью поиска новых антиме-
таболитов для борьбы с бактериальными инфек-
циями.

Исследование поддержано Программой раз-
вития Томского государственного университета
(Приоритет-2030). Структурный анализ выпол-
нен при поддержке Министерства науки и выс-
шего образования РФ (соглашение 075-15-2022-263).
Секвенирование ДНК выполнено сотрудниками
ЦКП “Геномика” СО РАН.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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Рис. 4. Стабильность тримера Dut в присутствии нуклеотидных лигандов. а – Графики зависимости температуры дис-
социации тримера Dut (T1, черные кружки) и максимума флуоресценции (белые кружки) от концентрации dUMP.
б, в – Температура диссоциации тримера Dut (б) и максимум флуоресценции (в) в присутствии разных dNMP (10 мМ).
Оси T1 и F350/F330 имеют тот же масштаб, что и на рис. 3. Приведены средние значения и стандартная ошибка, опре-
деленные по трем–четырем независимым экспериментам.
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Factors Affecting the Stability of the Trimer 
of 2'-deoxyuridine-5'-triphosphate Nucleotide Hydrolase from Escherichia coli

A. V. Yudkina1, 2, E. A. Kovalenko3, A. V. Endutkin1, E. P. Panferova1, A. A. Kirilenko3, 
A. A. Kokhanenko3, and D. O. Zharkov1, 2, *
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Novosibirsk, 630090 Russia
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To prevent erroneous incorporation of dUMP into DNA from the dUTP metabolic pool, all living cells con-
tain 2′-deoxyuridine-5′-triphosphate nucleotide hydrolase (Dut), an enzyme that hydrolyzes dUTP to dUMP
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СТАБИЛЬНОСТЬ ТРИМЕРА DUT E. coli 339

and pyrophosphate. Dut is considered a promising pharmacological target for antimetabolite therapy. Enzy-
matically active Dut is a trimer that binds the substrate at the interface between the subunits. Here we use
high-speed nanoscale differential scanning f luorometry (nanoDSF) to study how various physicochemical
factors affect the stability of the E. coli Dut trimer. Unlike for monomeric proteins, thermal denaturation of
Dut occurred in two stages, the first of which corresponds to the dissociation of the trimer to monomeric sub-
units. Hydrophobic interactions and hydrogen bonds at the interfaces between subunits contributed most to
trimer stabilization. The Dut trimer was partially stabilized upon binding of nucleotide ligands. In general,
nanoDSF is a convenient assay for screening low molecular weight compounds for their ability to destabilize
the active Dut trimer.

Keywords: dUTPase, protein–protein interactions, oligomerization, differential scanning f luorimetry
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