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Знание природы межмолекулярных взаимодействий и аминокислотных остатков, их обеспечиваю-
щих, дает возможность целенаправленно менять устойчивость межмолекулярных комплексов.
В данной работе на примере никазы Nt.BspD6I продемонстрировано влияние гидрофобных взаи-
модействий на способность белка к олигомеризации и необходимость химической и геометриче-
ской комплементарности интерфейсных поверхностей при образовании устойчивых гомокомплек-
сов.
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В основе механизма объединения субъединиц
в единую функциональную структуру лежат
принципы молекулярного распознавания. Физик
Г.Р. Крейн (H.R. Crane) сформулировал два
принципа межмолекулярного узнавания еще до
открытия атомной структуры первых биомолекул
[1]. Согласно этим принципам, биомолекулы вза-
имодействуют через интерфейсные поверхности,
обеспечивающие связь с необходимым субстра-
том, формируя множество слабых взаимодей-
ствий, таких как образование водородной связи,
электростатические и гидрофобные взаимодей-
ствия. Образующиеся комплексы могут суще-
ствовать долгое время, если интерфейсные по-
верхности имеют геометрическое соответствие и
комплементарность химических групп [2, 3]. Ес-
ли эти принципы нарушаются, то образующийся
комплекс будет слабым и сможет существовать
непродолжительное время.

Эти же принципы обеспечивают прочность и
гомокомплексов. Стереохимическое соответ-
ствие является одним из ключевых параметров
для белок-белковых взаимодействий [4, 5]. Даже
при отсутствии электростатической и гидрофоб-
ной комплементарности белки, имеющие геомет-
рическую комплементарность, могут образовы-
вать комплексы [6]. 

На процесс образования гомокомплексов бел-
ка могут оказывать влияние и мутации опреде-
ленных аминокислотных остатков в молекуле
белка. Например, точечная мутация в положении
Glu6 в b-цепи гемоглобина A на Val6 в гемоглоби-
не S способствует его агрегации и приводит к сер-
повидно-клеточной анемии [7]. Поэтому иссле-
дование влияния определенных остатков на про-
цесс олигомеризации является актуальной
задачей.

В данном сообщении представлены сведения о
влиянии цистеинов на процесс олигомеризации
никующей эндонуклеазы Nt.BspD6I (никазы).
Цистеиновые остатки в белковых молекулах со-
ставляют не более 1.9% от общего содержания
аминокислотных остатков (а.о.). Однако в ре-
зультате высокой реакционной способности
тиольных групп цистеинов эти остатки часто вхо-
дят в состав активных центров ферментов. 

Объектами исследования в работе, представ-
ленной в этой статье, является никаза Nt.BspD6I,
которая была найдена в термофильном штамме
Bacillus species D6 [8], и ее мутантные формы, по-
лученные методом сайт-направленного мутаге-
неза. Cогласно кристаллическим структурам ни-
казы дикого типа [9], Сys-free-никазы [10] и S11C
Cys-free-никазы [11], установленным методом
рентгеноструктурного анализа с высоким разре-
шением (1.8–1.9 Å), в молекуле никазы присут-
ствуют четыре цистеиновых остатка (Cys11,Сокpащение: а.о. – аминокислотные остатки.
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Cys160, Cys508 и Cys578), которые не образуют
дисульфидные связи и не входят в активный
центр никазы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Методика выделения и очистки никазы дико-
го типа и ее мутантных форм детально представ-
лена в работах [10–12]. Основные этапы методи-
ки представлены ниже. 

Образцы никаз нарабатывали в экспрессион-
ном штамме E. coli BL21(DE3)/pRARE-M.SscL1I,
содержащем ДНК-метилтрансферазу, которая
защищает ДНК от гидролиза никазой. Биомассу
выращивали в среде LB, содержащей 40 мкг/мл
канамицина и 10 мкг/мл хлорамфеникола в тече-
ние 3 ч при 37°С до оптической плотности
Аλ590 = 0.6 О.Е. Потом культуру охлаждали до
20°С. Индукцию проводили добавлением ИПТГ
до концентрации 1 мМ. Биомассу нарабатывали
при 20°С в течение ночи до поздней логарифми-
ческой фазы при интенсивной аэрации и осажда-
ли центрифугированием при 18000 g, 30 мин при
4°С (центрифуга CR 22GIII, Hitachi, Япония).
Осадок ресуспендировали при 4°С в буфере
(0.02 M K-фосфатный буфер, pH 7.5, 7 мM β-мер-
каптоэтанола, 1 мM ЭДТА), содержащем 1 мM
фенилметилсульфонилфторида. Клетки разру-
шали ультразвуком до снижения оптической
плотности в 10 раз при помощи дезинтегратора
УЗД-1 У4.2 (СССР) и центрифугировали (18000 g,
30 мин, 4°C). Полученный лизат очищали в два
этапа при помощи колоночной хроматографии
низкого давления с использованием прибора Bio-
Logic LP System (Bio-Rad, США). Сначала ис-
пользовали афинную хроматографию на Ni-NTA-
agarose (QIAGEN, Германия), а потом фракции,
содержащие никазу, наносили на колонку с фос-
фоцеллюлозой Р11 (Whatman, США). Фракции с
максимальной концентрацией никазы переводи-
ли в буфер для хранения (10 мM Трис-HCl,
pH 7.5, 150 мM KCl, 0.1 мM ЭДТА, 0.1 мM дитио-
треитола, 50% глицерина (v/v)). 

Идентификацию олигомерных форм никазы
проводили с помощью электрофореза в нативных
условиях [13]. Образцы белка смешивали с загру-
зочным буфером (10 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 15%
глицерина, 1% Кумасси бриллиантового синего
G-250) и анализировали в 8%-м полиакриламид-
ном геле (75 : 1), содержащем 200 мМ Трис-HCl
(pH 8.8), в течение 40 мин. Катодный буфер со-
держал 100 мМ гистидина (pH 8.0) и 0.02% Кумас-
си бриллиантового синего G-250, анодный
буфер – 100 мМ Трис-HCl (pH 8.8). 

Для поиска участков на поверхности молекулы
никазы, склонных к агрегации, был использован
Aggrescan3D (A3D) (https://bitbucket.org/lcbio/ag-
grescan3d), автономный мультиплатформенный
пакет Python [14]. Это один из хорошо зарекомен-
довавших себя прогностических инструментов,
который позволяет обнаруживать пространствен-
но-соседние аминокислоты, склонные к агрега-
ции [15, 16]. Он может работать как в статиче-
ском, так и в динамическом режиме. В качестве
входных данных требуется только файл PDB
структуры белка. 

Aggrescan3D использует экспериментально
полученную шкалу внутренней склонности к аг-
регации для природных аминокислот и проеци-
рует эту шкалу на трехмерную структуру белка.
Внутренняя склонность к агрегации каждой кон-
кретной аминокислоты в белке модулируется ее
специфическим структурным контекстом.
Склонность к агрегации рассчитывается для сфе-
рических областей с центром на каждом остатке
углерода Cα. Это обеспечивает уникальное струк-
турно скорректированное значение агрегации
(показатель A3D, Aggrescan 3D score) для каждой
аминокислоты в структуре [16]. По умолчанию
для идентификации остатков, участвующих в
формировании участков, склонных к агрегации,
Aggrescan3D использует радиус сферы 10 Å. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ.
Ранее было показано, что никаза Nt.BspD6I

дикого типа (далее wt-никаза) при концентраци-
ях белка ниже 50 мкг/мл существует в форме мо-
номера, а при концентрациях выше 50 мкг/мл об-
разует олигомерные гомокомплексы, преимуще-
ственно гомодимеры [17]. Белок-белковые
гомокомплексы классифицируют по аффинно-
сти на облигатные и не облигатные [18]. Гомо-
комплексы никазы не являются облигатными,
так как при концентрациях ниже 50 мкг/мл моле-
кулы никазы являются стабильными в форме мо-
номера. 

Нами показано, что замена всех цистеиновых
остатков (11, 160, 508 и 578) на серин в молекуле
никазы усиливает ее способность к олигомериза-
ции по сравнению с wt-никазой [10]. Возможной
причиной усиления олигомеризации Сys-free-
никазы являются конформационные изменения
в области N-концевого домена, индуцированные
заменой цистеинов. Возвращение Cys11 из Сys-
free-никазы наоборот привело к потере способ-
ности S11C Cys-free-никазы к олигомеризации
[11], что является, вероятно, следствием конфор-
мационных изменений в области межмолекуляр-
ных контактов, обеспечивающих олигомериза-
цию молекул никазы. 
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Авторы работы [17] на основании электроста-
тического поля молекулы никазы представили
модель гомодимера wt-никазы, в которой взаи-
модействуют положительно заряженная область
одной молекулы никазы с отрицательно заряжен-
ной областью другой молекулы. Известно, что
олигомеры, образующиеся в результате элек-
тростатических взаимодействий между субъ-
единицами, при высоких концентрациях соли не-
стабильны [19, 20]. В данной работе была иссле-
дована устойчивость олигомерных комплексов
wt-никазы при разных концентрациях соли
(рис. 1). Как видно из рис. 1, гомокоплексы ника-
зы стабильны и при высоких концентрациях KCl.

На основании этих данных следует, что в оли-
гомеризацию никазы, кроме электростатических
взаимодействий, заметный вклад вносят и гидро-
фобные взаимодействия, что препятствует разру-
шению олигомеров никазы в присутствии высо-
ких концентраций соли. 

Структуры wt-никазы BspD6I (PDB ID:
2EWF), Cys-free BspD6I (PDB ID: 5LIZ) и S11C
Cys-free BspD6I (PDB ID: 5LIQ) никаз были про-
анализированы в статическом режиме на предмет
обнаружения областей, склонных к агрегации, с
учетом окружающих а.о. в радиусе 10 Å. Выбор
этих структур обусловлен тем, что Cys-free-ника-
за олигомеризуется значительно сильнее wt-ни-
казы, а S11C Cys-free-никаза не олигомеризуется
вовсе. Кроме того, повышенная олигомеризация
Cys-free-никазы вызывала заметное снижение ее
ферментативной активности по сравнению с ни-
казой дикого типа в два раза, а с S11C Cys-free-ни-
казой – в 16 раз [10, 11]. A3D-анализ кристалличе-
ских структур молекул wt- и мутантных форм ни-
казы в одинаковой ориентации выявил область,
склонную к агрегации (рис. 2). Как видно из
рис. 2, область, склонная к агрегации, изменяет
свою геометрию и размер в зависимости от пол-
ного отсутствия цистеинов или возвращения од-
ного из цистеинов (Сys11) в молекуле никазы.
Никаза дикого типа демонстрирует среднее поло-
жение между Cys-free- и S11C Cys-free-никазами
по размеру гидрофобного участка и степенью

гидрофобности а.о., ее образующих. Остатки,
входящие в область, склонную к агрегации, в Cys-
free-никазе имеют ярко красный цвет, что отра-
жает их высокую величину гидрофобности. Этот
факт согласуется с ранее установленной нами по-
вышенной олигомеризацией Cys-free-никазы по
сравнению с дикой никазой. 

В S11C Cys-free-никазе гидрофобный участок
в позиции « front» заметно меньший по размеру,
чем в Cys-free-никазе. При этом в позиции «back»
в S11C Cys-free-никазе отсутствует область,
склонная к агрегации. Полученные данные отра-
жают низкую вероятность олигомеризации моле-
кул S11C Cys-free-никазы, что и наблюдалось при
исследовании функциональной активности ни-
казы, зависящей от степени ее олигомеризации
[11]. 

В табл. 1 представлены величины оценки гид-
рофобности/гидрофильности а.о. в области,
склонной к агрегации, в структурах молекул ис-
следованных никаз. 

В молекуле Cys-free-никазы область, склонная
к агрегации, включает шесть гидрофобных а.о.
(Leu53, Pro54, Gln55, Phe56, Leu57, Gly 58), при-
надлежащих L1-петле в N-концевом узнающем
домене никазы. Как видно из рис. 2, размер этой
области в позициях «front» и «back» достаточно
большой и включает те же а.о. и с той же степенью
гидрофобности. В случае wt-никазы область,
склонная к агрегации, также включает шесть гид-
рофобных а.о., четыре из которых те же, что и в
Cys-free-никазе (Leu53, Phe56, Leu57, Gly 58), но
с более низкой величиной оценки гидрофобно-
сти. Еще два остатка Ala66 и Phe67 в wt-никазе,
входящие в область, склонную к агрегации, от-
сутствуют в Cys-free-никазе. Остаток Phe67 при-
сутствует в S11C Cys-free-никазе, но его величина
гидрофобности почти в четыре раза выше, чем в
wt-никазе. Следует отметить, что остатки Pro54 и
Gln55 в дикой никазе гидрофильные, а замена
всех цистеинов на серин индуцирует конформа-
ционные изменения в области этих остатков та-
ким образом, что эти остатки становятся гидро-
фобными. 

Рис. 1. Олигомерный состав wt-никазы с концентрацией 3 мкМ при разных концентрациях  KСl.    Цифры слева: 1 −
мономер, 2 − димер, 3 − тример; БСA – бычий сывороточный альбумин. Электрофорез проведен в 8 %-м  нативном
полиакриламидном геле.
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Рис. 2. Визуализация оценки гидрофобности аминокислотных остатков, наложенной на структуру
А-цепей wt-, Cys-free- и S11C Cys-free-никаз. «Front» и «back» – область, склонная к агрегации. Остатки,
склонные к агрегации (гидрофобные), окрашены в градиенты красного цвета; растворимые остатки
(гидрофильные) окрашены в градиенты синего цвета. Чем ярче цвет, тем больше величина оценки
гидрофобности/гидрофильности. Белым цветом окрашены остатки, не влияющие на агрегацию и
имеющие оценку гидрофобности, равную нулю или около нуля. 

В S11C Cys-free-никазе гидрофобный участок
включает только три а.о., причем только два из
них (Phe56 и Leu57) те же, что и в Cys-free-никазе,
а третий (Phe67) отсутствует в ней, но присутству-
ет в никазе дикого типа. Сопоставление величин
гидрофобности а.о., представленное в табл. 1, по-
казало, что замена всех цистеинов на серин при-
водит к повышению гидрофобности всех остат-
ков, образующих область, склонную к олигоме-
ризации никазы. Возвращение одного цистеина
(Cys11) сопровождается уменьшением величины
гидрофобности Phe56 в 2 раза по сравнению с ве-

личиной гидрофобности этого остатка в Cys-free-
никазе. Гидрофобный Gly58 с возвращением
Cys11 становится гидрофильным. 

Совокупность представленных данных по изу-
чению гидрофобных взаимодействий, а также ин-
терфейсной поверхности взаимодействующих
молекул объясняет нестабильность межмолеку-
лярного комплекса S11C Cys-free-никазы. Отсут-
ствие олигомеров в S11C Cys-free-никазе объяс-
нимо снижением числа гидрофобных остатков,
способных к агрегации, и величины их гидрофоб-
ности (табл. 1). 
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ВЫВОДЫ
Представленные результаты исследования

позволяют сделать следующие выводы. 
1. Гидрофобные взаимодействия обеспечива-

ют устойчивость гомокомплексов никазы. 
2. Анализ кристаллических структур никазы

дикого типа и ее мутантных форм с использова-
нием Aggrescan3D выявил в молекуле никазы гид-
рофобную область, склонную к агрегации, в L1
петле N-концевого узнающего домена. Замена
всех цистеинов на серин в молекуле никазы уве-
личивает гидрофобную область, тем самым повы-
шая способность к олигомеризации белка. 

3. Установлено, что характер олигомеризации
никазы определяется изменением геометрии гид-
рофобной области, склонной к агрегации. Чем
больше гидрофобная область и выше величина
гидрофобности аминокислотных остатков, ее об-
разующих, тем выше способность белка к олиго-
меризации. 
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 The Nature of Intermolecular Interactions Affecting Oligomerization 
of Nt.BspD6I Nickase
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Knowledge of the nature of intermolecular interactions and amino acid residues unveiling their origin is nec-
essary to enable alteration of the stability of intermolecular complexes. In this work, using Nt.BspD6I nickase
as an example, it was shown that hydrophobic interactions have an influence on the protein’s ability to oligo-
merization and that chemical and geometric complementarity of external surfaces is a necessary condition for
the formation of stable homo complexes.
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