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ДИЗАЙН СТРУКТУРЫ ХИМЕРНОГО БЕЛКА ДНК-ЭКЗОТРАНСФЕРАЗЫ БЫКА  
И SSB-БЕЛКА E. COLI

Аннотация. С целью изучения влияния дополнительного ДНК-связывающего домена SSB-белка E. coli, присое-
диненного к транкированной и нативной ДНК-экзотрансферазе быка, на ДНК-аффинность и стабильность фермен-
та, проведен анализ траекторий молекулярной динамики и пространственных структур гомологичных моделей хи-
мерного белка с различными линкерами. Установлено, что более предпочтительным для присоединения SSB-белка 
является C-концевая последовательность фермента, при этом прогнозируемая стабильность транкированного хи-
мерного фермента выше, чем у нативного. Согласно данным молекулярной динамики, введение линкеров между 
дву мя белками для нативной (GGGGSGGGSGGGGS, GGGSGGGS и TCT) и транкированной (GGSGGGSGG, 
GGGGGG, GTGSGT и 5xGGGGS) формы фермента не только способствует повышению его стабильности, но и уве-
личивает взаимную подвижность ДНК-аффинных доменов. 
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DESIGN STRUCTURE OF FUSION PROTEIN  
OF BOVINE DNA EXOTRANSFERASE AND E. COLI SSB PROTEIN

Abstract. The analysis of the trajectories of molecular dynamics simulation and spatial structures of homologous models 
of fusion protein with various linkers was performed to understand the effect of the additional DNA-binding domain of the  
E. coli SSB protein attached to the truncated and native bovine DNA exotransferase on its stability and activity. It is found 
that the C-terminus of the enzyme is the preferred end for attachment of the E. coli protein, while the stability of the truncated 
fusion enzyme is higher than the native one. According to molecular dynamics data, introducing linkers between two proteins 
for the native (GGGGSGGGSGGGGS, GGGSGGGS, and TCT) and truncated (GGSGGGSGG, GGGGGG, GTGSGT, and 
5xGGGGS) forms of the enzyme not only improves its stability, but also increases the mutual mobility of DNA-affinity 
domains.
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Введение. ДНК-экзотрансфераза, или терминальная дезоксинуклеотидил-трансфераза (TdT) – 
фермент, который катализирует произвольное добавление нуклеотидов к 3′-концевой последова-
тельности одноцепочечной ДНК, используя дезоксинуклеотид-5′-трифосфаты в качестве суб-
страта [1]. TdT – один из ферментов, обеспечивающих формирование библиотек антител в клет-
ках иммунной системы. В частности, ДНК-экзотрансферазы отвечают за добавление небольшого 
числа нуклеотидов к неспаренным участкам ДНК во время перестройки гена [2]. TdT может ка-
тализировать полимеризацию нескольких сотен [3] или даже тысяч нуклеотидов независимо от 
природы праймера. TdT используются в молекулярной биологии для мечения 3′-концевых после-
довательностей ДНК модифицированными нуклеотидами (такими как ddNTP или радиоактивно 
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меченными нуклеотидами), а также для удлинения праймеров, секвенирования ДНК и в ка- 
честве маркера апоптоза [4]. Одним из перспективных направлений является ее использование 
для диагностики и лечения рака, связанного с ДНК-метилтрансферазой [5]. Помимо полимери-
зации нуклеотидов в растворе, TdT также может использоваться для синтеза полинуклеотидных 
щеток in situ методом прививки и для синтеза ДНК de novo [6]. Одной из ключевых особенностей 
TdT быка является его высокая активность и возможность экспрессии в клетках E. coli с сохра- 
нением активности [7]. Кроме того, транкирование TdT (удаление первых 161 N-концевых  
аминокислотных остатков) способствует существенному повышению активности фермента  
в растворе, содержащем ионы кобальта (ионы металлов являются неотъемлемой частью актив-
ного центра фермента), однако в растворе, содержащем ионы магния, эффективность фермента, 
наоборот, снижается [8].

Создание белков слияния TdT и ДНК-связывающих белков (SSB) является одним из перспек-
тивных способов для повышения активности и термостабильности фермента. Данный подход 
хорошо себя зарекомендовал при создании химерных полимераз путем слияния их с белками, 
связывающимися с ДНК семейства Sulfolobus solfataricus [9]. C целью рационального дизайна 
химерного белка (ориентация доменов и последовательность междоменного линкера) проведен 
структурный анализ ряда вариантов. В качестве ДНК-связывающего белка для слияния исполь-
зовали белок, связывающийся с одноцепочечной ДНК из E. coli (EcSSB). EcSSB связывается  
с одноцепочечной ДНК с высокой аффинностью, но с низкой специфичностью к последователь-
ности, что позволяет использовать различного вида, длины и семейства одноцепочечную ДНК  
в качестве субстратов [10]. К тому же он обладает высокой стабильностью, устойчивостью к те-
пловой (потеря 10 % активности после кипячения) и щелочной (белок не теряет активность при 
pH 10,0) денатурации, что так же должно способствовать увеличению стабильности химерного 
фермента [11]. 

Цель данной работы – дизайн химерного белка слияния ДНК-экзотрансферазы быка с бел-
ком, связывающимся с одноцепочечной ДНК из E. coli. Для достижения цели необходимо уста-
новить оптимальное взаимное расположение доменов, определить влияние транкирования фер-
мента на его структуру и свойства, а также установить оптимальную длину и аминокислотный 
состав пептидного линкера между двумя белками исходя из стабильности химерной молекулы 
по результатам молекулярной динамики. Гипотеза исследования заключается в том, что допол-
нительный ДНК-связывающий домен, присоединенный к TdT, обеспечит повышение аффинно-
сти фермента к одноцепочечной ДНК и положительно скажется на стабильности и активности 
фермента, а также создаст новые пути управления экзотрансферазной активностью in vitro, что 
имеет особое значения для создания энзиматического программируемого метода de novo синтеза 
ДНК в водных средах.

Материалы и методы исследования. Модели химерных ферментов построены методом го-
мологичного моделирования (комбинацией онлайн сервисов RaptorX, Robetta и программы 
Modeller 10.0) [12; 13] с использованием пространственных структур TdT мыши и EcSSB, пред-
ставленных в базе данных Protein Data Bank (идентификаторы в базе данных: 4I27, 2COE, 1QVC) 
в качестве шаблонов. Аминокислотные последовательности TdT быка и EcSSB получены из базы 
данных UniProt (идентификаторы в базе данных: P06526, P0AGE0 соответственно), а использо-
ванные линкеры выбраны из литературных источников, где они применялись для создания хи-
мерных полимераз с участием белков, связывающихся с ДНК [14; 15]. По аналогичной методике 
построены транкированные модели химерного фермента с удалением первых 161 N-кон цевых 
аминокислотных остатков. 

Валидацию полученных моделей проводили с помощью программы ChimeraX v 1.2 [16] (ви-
зуальная проверка моделей на правильное формирование функциональных доменов и фолдинга 
белка), а также при помощи онлайн сервиса SWISS-Model Structure Assessment (по карте распре-
деления двугранных углов и показателю QMEAN, описывающему основные геометрические 
аспекты белковой структуры) [17]. Дальнейшую валидацию моделей проводили с использовани-
ем метода молекулярной динамики (МД) в программе AMBER16 в силовом поле Amber (набор 
параметров ff14). 
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Модели ферментов подвергали процедуре автоматической подготовки для проведения МД: 
удаление атомов водородов и молекул воды, добавление ионов Na+ и Cl–, «растворение» получен-
ной модели в воде.

Перед проведением МД систему подвергали процедуре оптимизации: минимизация полной 
энергии, включающая в себя 20000 шагов с использованием метода сопряженных градиентов 
без ограничений на движение атомов. Нагрев осуществляли в течение 100 пс до температуры 
350 К (NVT ансамбль). Моделирование свободной динамики проводили в течение 10 нс (NPT 
ансамбль) при температуре в 300 К и постоянном давлении в 1 атм. Постоянную температуру 
поддерживали с использованием термостата Ланжевена (частота столкновений – 2 пс–1). Кон-
троль давления в ячейке осуществляли с помощью баростата Берендсена с характерным време-
нем 1,0 пс. Расчет осуществляли в явном растворителе (вода, модель TIP3P, размеры области мо-
делирования – 5,0 Å от поверхности белка). 

Компьютерное моделирование осуществляли на вычислительном комплексе ИБОХ НАН 
Беларуси (2 x Opteron 6378 2,4 GHz (32 ядра); 256 GB RAM; 2 x NVIDIA GeForce GTX TITAN).

Результаты МД анализировали с использованием функционала библиотек Python3: NumPy 
(численные расчеты), Pytraj (анализ траекторий МД), Matplotlib (графическое отображение). 

Результаты и их обсуждение. Результаты исследования пространственной структуры TdT 
с присоединенным по N-концевой последовательности ферментом EcSSB показали, что ДНК-
аффинный домен EcSSB не контактирует с ДНК, проходящей через ДНК-аффинный домен фер-
мента и, соответственно, практически не будет изменять аффинность белка к субстрату (рис. 1). 
Такое расположение EcSSB скорее всего связано с его большим объемом и стерическим влиянием 
N-концевой последовательности фермента. При исследовании транкированной модели взаимное 
расположение слитых белков осталось практически без изменений, что позволяет предположить, 
что объемность белка не дает расположиться ему на месте удаленного N-концевого фрагмента. 
Вместе с тем нужно отметить, что при таком слиянии возможно увеличение эффективности 
фермента за счет повышения константы ассоциации ДНК-белка, но в то же время сила взаимо-
действия EcSSB может оказаться слишком высокой, что в свою очередь приведет к отдалению 
ДНК от активного центра фермента TdT и снижению его продуктивности при низких концен-
трациях субстрата. 

В случае присоединения EcSSB по С-концевой последовательности фермента, ДНК-аффин-
ные домены окажутся на одной линии (рис. 2), вследствие чего модифицированная ДНК будет 
плавно переходить с одного ДНК-аффинного домена на другой, что, вероятно, изменит аффин-
ность к одноцепочечной ДНК и положительно скажется на активности фермента. При таком рас-
положении генов ДНК-аффинный домен EcSSB будет действовать как конвейер и способствовать 
удалению из активного центра TdT модифицированной ДНК и, тем самым, создавать градиент 
концентрации, который будет содействовать подходу нового субстрата. Также в пользу слияния 

Рис. 1. Модели химерного белка с присоединением EcSSB (серый) по N-концевой последовательности нативного 
фермента (I, синий), фермента с транкированным N-концевым фрагментом (II), красным цветом выделена ДНК  

и ДНК-аффинный домен EcSSB

Fig. 1. Models of a fusion protein with EcSSB (gray) attachment at the N-terminus of the native enzyme (I, blue),  
an enzyme with a truncated N-terminus (II), DNA and DNA-affinity domain of EcSSB are highlighted in red

 
I

 
II
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по С-концевой последовательности TdT играет существенное снижение активности EcSSB при 
мутации С-концевого фрагмента или его удалении, а также участие N-концевого фермента во 
взаимодействии с ДНК, которое положительно влияет на активность фермента в присутствии 
ионов некоторых металлов в растворе [8]. При исследовании транкированного и нативного хи-
мерного фермента методом МД взаимное расположение ДНК-аффинных доменов практически 
не изменилось, что говорит об энергетической и стерической выгодности данной пространствен-
ной структуры белка. 

По результатам МД видно, что транкирование химерного фермента повышает стабильность 
белка, выход на плато среднеквадратического отклонения (СКО) происходит быстрее, меньше 
флуктуация радиуса гирации, при этом структура белка имеет больший размер, что может быть 
связано с увеличением подвижности цепей фермента (рис. 3). Об этом также свидетельствует 

Рис. 2. Модели химерного белка с присоединением EcSSB (серый) по С-концевой последовательности нативного 
фермента TdT (I, синий) и фермента с транкированным N-концевым фрагментом (II). Красным цветом выделена 

ДНК и ДНК-аффинный домен EcSSB

Fig. 2. Models of a fusion protein with EcSSB (gray) attachment at the C-terminus of the native TdT enzyme (I, blue),  
and an enzyme with a truncated N-terminus (II). DNA and DNA affinity domain of EcSSB are highlighted in red

 
I

 
II

Рис. 3. Результаты расчета среднеквадратического отклонения, относительно начального положения (I), расстояния 
между ДНК-аффинными доменами (II), среднеквадратичной флуктуации атомов (III) и радиуса гирации (IV), для 
химерного фермента с присоединенным EcSSB к нативной (оранжевый) и транкированой форме (синий) TdT быка

Fig. 3. Results of calculation of root-mean-square deviation, towards first frame (I), distance between the DNA affinity 
domains (II), root-mean-square fluctuation of atoms (III), and radius of gyration (IV), for the fusion enzyme of EcSSB 

attachment to the native (orange) and truncated form (blue) bovine TdT
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характер изменения расстояния между аффинными центрами, среднеквадратичная флуктуация 
атомов (СКФ) и количество образованных и разрушенных водородных связей. Также необходимо 
отметить уменьшение расстояния между ДНК-аффинными доменами и увеличение их взаимной 
подвижности, которое может положительно сказаться на увеличении активности фермента.

По результатам МД нами установлено, что наилучшими показателями стабильности (незна-
чительные колебания СКО, радиуса гирации и изменения количества образованных и разрушен-
ных водородных связей), а также наименьшим радиусом гирации (5,3 Å) вкупе с высокой взаим-
ной подвижностью ДНК-аффинных доменов белков имеют линкеры GGGGSGGGSGGGGS  
и GGGSGGGS (таблица). Среди моделей со сниженной подвижностью ДНК-аффинных доменов 
подобными характеристиками обладает линкер TCT, использование которого привело к сближе-
нию аффинных доменов, несмотря на его большую длину (в меньшей степени это выражено  
у линкера 9хGGGS). Вероятно, это связано с образованием вторичной структуры линкера. Обрат-
ная ситуация наблюдается у линкера 5xGGGGS: при сопоставимой взаимной подвижности ДНК-
аффинных доменов, расстояние между ними наибольшее среди всех исследуемых моделей. При-
мечательно, что введение линкера, состоящего из 8 аминокислот или больше (кроме 3xGGGGS), 
между белками приводит к существенному повышению стабильности фермента TdT, а также  
к увеличению взаимной подвижности ДНК-аффинных доменов и увеличению количества водо-
родных связей, что также положительно сказывается на устойчивости фермента. 

Среди моделей, содержащих транкированные белки, наилучшими показателями стабильно-
сти и высокой взаимной подвижностью ДНК-аффинных доменов белков обладают линкеры 
GGSGGGSGG, GGGGGG и, с меньшей подвижностью, линкер 5xGGGGS. Среди ферментов со 
сниженной взаимной подвижностью ДНК-аффинных доменов подобными характеристиками об-
ладает линкер GTGSTG, что должно способствовать более непрерывному взаимодействию  
с ДНК. В отличие от нативного белка введение линкеров у транкированного фермента способ-
ствует более существенному изменению среднего расстояния между аффинными доменами, но 
не столь большому взаимному колебанию ДНК-аффинных доменов, при этом использование 
линкера ТСТ не приводит к их сближению, но существенно ограничивает подвижность. Следует 
отметить тот факт, что все исследованные модели транкированной формы демонстрируют ста-
бильность на протяжении всего in silico анализа, в отличие от моделей нативной формы, кото-
рым не всегда удавалось выйти на плато (по результатам расчета СКО) за время исследования 
либо они разрушались в процессе оптимизации (например, при использовании в качестве линке-
ра GTGSGT). Интересно также, что у разных линкеров транкированного фермента средний ра-
диус гирации практически не изменялся, при этом в большинстве случаев наблюдалось значи-
тельное изменение взаимного расстояния между ДНК-аффинными доменами. 

Заключение. Проведен анализ структур химерных белков TdT быка и EcSSB с различными 
линкерами. В результате анализа пространственных структур полученных моделей определено, 
что оптимальным местом для присоединения EcSSB является С-концевая последовательность 
фермента TdT быка как для нативной, так и для транкированной форм, так как в таком случае 
будет происходить эффективный переход субстрата с одного ДНК-аффинного домена белка на 
другой. 

Доказано, что транкирование химерного фермента, как и введение пептидных линкеров 
с длиной более восьми аминокислотных остатков повышает стабильность белка и существенно 
влияет на изменение взаимной подвижности и расстояния между ДНК-аффинными доменами. 
В то же время найдены оптимальные гибкие линкеры, GGGGSGGGSGGGGS, GGGSGGGS  
и TCT для нативного фермента и GGSGGGSGG, GGGGGG, GTGSGT и 5xGGGGS для транкиро-
ванного, которые не только повышают стабильность фермента, но и изменяют взаимную под-
вижность ДНК-аффинных доменов. 

Полученные результаты будут использованы для дизайна и гетерологической экспрессии хи-
мерного белка путем объединения генов TdT быка и EcSSB. 
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