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ДНК-связывающие гистоноподобные HU-
белки – это небольшие (молекулярная масса мо-
номера около 10 кДа) положительно заряженные 
белки, относящиеся к классу белков, ассоцииро-
ванных с бактериальным нуклеоидом (nucleoid 
associated protein, NAP), которые участвуют в под-
держании суперскрученности и компактизации 
геномной ДНК прокариотической клетки [1, 2] 
(Н означает гистоноподобные, U – U13, штамм E. 
сoli, из которого белок был первоначально выде-
лен) [3].

HU-белки присутствуют во всех бактериях 
и регулируют разнообразные ДНК-зависимые 
процессы, включая репликацию, транскрипцию, 
рекомбинацию, репарацию и адаптацию [4–7]. В 
зависимости от качественного и количественно-
го состава других NAP спектр функций и роль 
НU-белков у разных микроорганизмов может 

существенно различаться [8]. Например, нокаут 
генов HU-белка существенно нарушает способ-
ность к росту и адаптации E. сoli, но не убивает 
эту бактерию [9, 10], тогда как для ряда других 
бактерий, например B. subtilis, потеря НU-белка 
летальна [11]. 

Важность НU-белка для нормального функ-
ционирования бактериальной клетки была уста-
новлена довольно давно, однако принципиаль-
ная возможность использования этого белка в 
качестве мишени для фармакологической ин-
тервенции была впервые продемонстрирована 
только в 2014 г., когда Bhowmick и соавторы по-
казали, что полученные с помощью молекуляр-
ного докинга низкомолекулярные ингибиторы 
ДНК-связывающей способности НU-белка из М. 
tuberculosis нарушают структуру нуклеоида и жиз-
неспособность бактерии [12]. С учетом того, что в 
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геноме М. tuberculosis присутствуют гены несколь-
ких NAP [13, 14], продукты которых могут ком-
пенсировать отсутствие НU-белка, можно предпо-
ложить, что влияние ингибиторов на бактерии, в 
которых НU-белок является единственным пред-
ставителем класса NAP, будет более эффектив-
ным. К таким бактериям относятся микоплазмы 
(Mollicutes)  – паразитические микроорганизмы, 
редуцированный геном и ограниченные биосин-
тетические возможности которых делают потерю 
НU-белка летальной [15].

Известно, что для рационального дизайна низ-
комолекулярных ингибиторов с помощью моле-
кулярного докинга необходима пространственная 
структура белка-мишени. Причем точность рас-
четов существенно повышается с  увеличением 
разрешения структурных данных [16]. Методом 
рентгеноструктурного анализа (РСА)  нами по-
лучена пространственная структура НU-белка из 
микоплазмы S. melliferum (код PDB 5CVX) с мак-
симальным для НU-белков разрешением (1,36 Å) 
[17]. Нам также удалось получить кристаллы НU-
белка из микоплазмы M. gallisepticum с пределом 
дифракции 2,91 Å [18], однако полученные данные 
не позволили определить структуру белка. Для ис-
следования структуры HUMgal был использован 
метод спектроскопии ядерного магнитного резо-
нанса (ЯМР) [19].

Для исследования белков методом ЯМР-
спектроскопии используют препараты реком-
бинантных белков, меченные изотопами, для 
получения которых экспрессию проводят на 
«минимальных» средах, в которых в качестве 
источника азота используют соли аммония, со-
держащие изотоп 15N, а в качестве источника 
углерода – глюкозу или глицерин, содержащие 
изотоп 13С. В связи с высокой стоимостью изотоп-
ных меток при переходе на минимальные среды 
проводят дополнительную оптимизацию условий 
экспрессии в целях подбора условий, позволяю-
щих получить максимальное количество рекомби-
нантного белка с минимального объема среды. 

Следует отметить, что после проведения гете-
роядерной ЯМР-спектроскопии высокого разреше-
ния для НU-белка в свободной форме, меченного 
13C,15N-изотопами, можно в дальнейшем исследо-
вать его комплексы с ДНК и/или ингибиторами, 
используя препарат, меченный только относитель-
но недорогим 15N-хлоридом аммония. Результаты 
подобных экспериментов позволят выявить ами-
нокислотные остатки белка, участвующие в обра-
зовании комплекса с ДНК или ингибитором, что 
поможет в уточнении механизма действия и опти-
мизации ингибиторов. 

В настоящей работе подобраны условия бакте-
риальной экспрессии двух рекомбинантных НU-
белков, меченных изотопами, из микоплазм S. 
melliferum (HUSpm) и M. gallisepticum (HUMgal), 
а также оптимальные условия проведения ЯМР-
экспериментов с белками в свободной форме и 
комплексом HUSpm с ДНК. Продемонстрирова-
но, что получаемые белки и их комплексы с двух-
цепочечной ДНК (дцДНК) могут быть успешно 
использованы для структурно-динамических ис-
следований с помощью ЯМР-спектроскопии вы-
сокого разрешения. 

Материалы и методы
Получение рекомбинантных белков

Создание штаммов продуцентов на основе 
клеток E. coli BL21(DE3) RIPL (Stratagene) для 
экспрессии рекомбинантных белков HUSpm и 
HUMgal на богатой среде LB было описано в [17] 
для HUSpm и в [18] для HUMgal. Для введения 
изотопных меток 15N, 13C использованы реаген-
ты фирмы «CIL» (США). Подбор оптимальных 
условий экспрессии проводили на минимальной 
среде в отсутствие изотопных меток, при этом 
использовали автоиндукцию [20] в течении 24, 
48 и 72 ч, а также химическую индукцию в те-
чение ночи (примерно 16 ч) с помощью ИПТГ 
(0,02; 0,2 и 1 мМ). Индукцию (автоиндукцию) 
проводили при температуре 18, 25 и 32°С и кача-
нии (180 об/мин). Для препаративной наработки 
белков, меченных изотопами, штаммы-проду-
центы сначала высевали в богатую среду LB, со-
держащую 100 мкг/мл ампициллина и 50 мкг/мл 
хлорамфеникола, и наращивали при 37°C в тече-
ние ночи. Затем культуры разводили в 50 раз ми-
нимальной средой М9 (6 г Na2HPO4, 3 г KH2PO4, 
0,5 г NaCl на 1 л), содержащей 100 мкг/мл ам-
пициллина, 2 мМ MgSO4, 0,1 мМ CaCl2, 0,001% 
тиамин-хлорида, 0,0002% дрожжевого экстракта, 
а также 0,2 мг/мл 15NH4Cl и 0,4% необогащенной 
глюкозы (15N-мечение) или 0,2 мг/мл 15NH4Cl и 
0,4% [U-13С]-глюкозы (15N и 13C-мечение), и культи-
вировали при 37°С до ОD600 = 0,8 о.е. После этого 
снижали температуру культивирования до 25°C и 
добавляли ИПТГ до концентрации 0,4 мМ. После 
16 ч индукции клетки собирали центрифугиро-
ванием и хранили при –70°C. Выделение реком-
бинантных белков HUSpm и HUMgal, меченных 
изотопами, проводили, как описано соответствен-
но в [17] и [18]. Выделенный белок переводили в 
50 мМ NH4CO3 (рН 7,5), используя обессолива-
ющие колонки РД10 (GE healthcare), после чего 
образцы белка замораживали и лиофилизировали 
на центрифуге «SpeedVac». Уровень экспрессии, 
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результаты каждой стадии выделения белка и чи-
стоту полученных препаратов контролировали с 
помощью электрофореза в 15%-м ДСН-ПААГ по 
методу Laemmli [21].

Получение комплекса HUSpm с дцДНК

Для получения ДНК-дуплекса JrA25/JrD22 эк-
вимолярные количества олигонуклеотидов JrA25 
(5ˊ-CGTAGCAAGAAAGACTCAACTGCAC-3ˊ, 
подчеркнута трехнуклеотидная вставка) и JrD22 
(5ˊ-GTGCAGTTGAGTCCTTGCTACG-3ˊ) («Син-
тол», Москва) смешивали в буфере для проведения 
ЯМР (25 мМ Na2HPO4/NaH2PO4; рН 7,5). Смесь 
прогревали в течение 5 мин на водяной бане при 
температуре 90°С, понижали температуру до 60°С 
в течении 30 мин, после чего олигонуклеотидный 
дуплекс быстро охлаждали во льду. Затем 50 пмоль 
дуплекса смешивали с разным количеством димера 
HUSpm, (0, 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400 пмоль) 
в буфере для ЯМР в объеме 5 мкл. После инкубации 
в течение 5 мин при комнатной температуре полу-
ченные образцы наносили на 2%-й агарозный гель, 
приготовленный на 1ТАЕ-буфере. Разделение 
комплекса белок–ДНК и свободной ДНК проводи-
ли с помощью горизонтального электрофореза при 
напряжении 80 В. Визуализацию проводили путем 
окрашивания геля бромистым этидием с последу-
ющим фотографированием в УФ-свете с помощью 
системы гель-документации («Bio-Rad»). 

ЯМР-спектроскопия

ЯМР-спектроскопию высокого разрешения 
НU-белков, меченных изотопами 13C и 15N, про-
водили при температуре 308°К на спектрометре 
«Varian NMR-system 700 MГц» («Varian-Agilent», 
США), оснащенном градиентным 1H/13C/15N-
датчиком (оборудование предоставлено РЦ МКБ 
Курчатовского комплекса НБИКС-технологий). В 
ЯМР-ампулу (5 мм) помещали 500 мкл 1 мМ рас-
твора Hu-белка в 25 мМ Na2HPO4/NaH2PO4; рН 7,5 
(HUSpm) или рН 6,7 (HUMgal), содержащего 9/1 
H2O/D2O (v/v) и 0,1 мM NaN3. Для получения ком-
плекса HUSpm с ДНК белок предварительно сме-
шивали с ДНК-дуплексом JrA25/JrD22 при 20%-м 
молярном избытке последнего по отношению к 
димеру белка. Для образцов НU-белков были на-
коплены двумерные гетероядерные ЯМР-спектры 
1H/15N-HSQC и 1H/13С-HSQC-CT [19]. 

Результаты и обсуждение

Получение меченных изотопами 
рекомбинантных НU-белков

Клонирование генов, создание экспрессирую-
щих конструкций на основе модифицированных 

плазмидных векторов серии pET и получение 
штаммов продуцентов кратко описаны в работе 
[17] для HUSpm и [18] для HUMgal. Модифици-
рованные векторы позволяли экспрессировать 
целевые белки, содержащие на N-конце  после-
довательности 6-гистидиновых тагов, слитые с 
сайтами расщепления TEV-протеазы. В таблице 
приведено сравнение плазмид, созданных  для 
экспрессии рекомбинантных НU-белков мико-
плазм. В случае HUSpm сайт расщепления TEV-
протеазы следовал непосредственно за 6-гисти-
диновым кластером, тогда как в случае HUMgal 
между этими последовательностями были вве-
дены 7 дополнительных аминокислотных остат-
ков DYDIPTT. Разделение N-концевого шестиги-
стидинового тага и сайта TEV-протеазы данной 
аминокислотной последовательностью было ре-
комендовано компанией Invitrogen – основным 
производителем коммерчески-доступной TEV-
протеазы.

В рамках данной работы требовалось по-
добрать условия экспрессии рекомбинантных 
белков, меченных изотопами, позволяющие по-
лучать максимальное количество целевого про-
дукта с минимального объема ростовой среды, а 
также оптимизировать условия выделения реком-
бинантных белков. 

В предыдущих работах при наработке мико-
плазменных НU-белков (HUSpm и HUMgal) на 
богатой среде LB использовали следующие усло-
вия индукции рекомбинантной экспрессии: куль-
тивация клеток при 37°С до ОД600 = 0,8 и индукция 
1 мМ ИПТГ при 25°С в течение ночи (16 ч). При 
переходе на экспрессию белков на минимальной 
среде штаммы-продуценты сначала наращивали 
на богатой среде LB при 37°С, затем культуры 
разводили средой М9, содержащей 0,0002% дрож-
жевого экстракта, что способствовало более эф-
фективному синтезу целевого белка, практически 
без снижения уровня включения изотопных меток 
(15N и 13С). 

При подборе условий индукции рекомбинант-
ных белков в минимальной среде использовали 
химическую индукцию с помощью ИПТГ в кон-
центрации от 0,02 до 1 мМ. В этом случае клетки 
сначала культивировали при 37°С до ОD600 = 0,8, 
а перед добавлением индуктора температуру сни-
жали до 18, 25 или 32°С и проводили индукцию в 
течение 16 ч, после чего уровень экспрессии це-
левых белков оценивали с помощью ДСН-ПААГ-
электрофореза  (рис. 1). 

Кроме того, был использован альтернативный 
метод – автоиндукция. При автоиндукции в среде 
изначально присутствуют глюкоза, лактоза и гли-
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церин в специально подобранных соотношениях, 
обеспечивающих небольшую, но постоянную ак-
тивацию lac-промотора. Мы использовали комби-
нацию 5052 (0,5%-й глицерин, 0,05%-я глюкоза и 
0,2%-я лактоза), разработанную Studier [21]. Ав-
тоиндукцию проводили при тех же температурах, 
что и индукцию с помощью ИПТГ. Через 24, 48 
и 72 ч автоиндукции уровень экспрессии целевых 
белков анализировали с помощью ДСН-ПААГ-
электрофореза (рис. 2).

Результаты экспериментов по подбору опти-
мальных условий индукции НU-белков (на приме-
ре HUSpm), представленные на рис. 1, 2, показы-
вают, что при понижении температуры индукции 
(автоиндукции) до 18°С во всех случаях наблюда-
лось  явное снижение уровня экспрессии целево-
го белка, тогда-как при 32°С уровень экспрессии 
был примерно таким же, как при 25°С (автоиндук-
ция в течение 24 и 72 ч) или слегка пониженным 
(химическая индукция и автоиндукции в течение 
48 ч). Наилучший выход рекомбинантных белков 
наблюдался при химической индукции или авто-
индукции в течение 24 ч. При сравнимых выхо-

дах целевых белков для препаративной наработки 
белка была выбрана индукция при помощи ИПТГ, 
так как в этом случае для введения 13C-изотопной 
метки можно было использовать только [U-13C]-
глюкозу, тогда как при автоиндукции  потребо-
вались бы и  [U-13C]-глюкоза,  и более дорогой 
[U-13C]-глицерин. 

Оценка влияния величины концентрации 
ИПТГ на уровень экспрессии показала, что мак-
симальный уровень индукции HUSpm достига-
ется при концентрации ИПТГ в диапазоне 0,2–
1,0 мМ, а при уменьшении концентрации ИПТГ 
до 0,02 мМ уровень экспрессии целевого белка 
падает (рис. 1). Аналогичные результаты были 
получены при оптимизации условий экспрессии 
белка HUMgal (данные не приведены).

Таким образом, были подобраны оптимальные 
условия для препаративной наработки НU-белков 
(HUSpm и HUMgal), меченных изотопами. Уста-
новлено, что НU-белки имеют высокий уровень 
экспрессии на минимальной среде в достаточно 
широком диапазоне условий. Хорошая «экспрес-
сируемость» данного класса белков определяется 

Рис. 1. Экспрессия HUSpm в штамме E. coli BL21(DE3)
RIPL через 16 ч индукции с помощью ИПТГ (результаты 
разделения в 15%-м ДСН-ПААГ). Сверху приведены 
концентрация ИПТГ и температура индукции, справа – 

маркеры молекулярных весов (К – контроль)

Сравнение экспрессионных векторов созданных для  получения рекомбинантных                                                  
HU-белков микоплазм

Особенности экспрессионных векторов HUSpm HUMgal

Коммерческие плазмиды, в которые были введены 
модификации.

pET21d pET22b

N-концевая последовательность рекомбинантного 
белка (коммерческий вектор, с таким же 6хгис-TEV 
тагом)

MGSDKIHHHHHH
ENLYFQ*GHM…
(pSpeedET)

MSYYHHHHHHDYD 
IPTTENLYFQ*GAM…
(pFAST-BacHT A,B,C)

Сайт рестрикции, использованный для 
клонирования в рамку с 6хгис-TEV тагом

Nde1 Nco1

Сайт TEV-протеазы выделен курсивом, место расщепления TEV-протеазы отмечено знаком (*), дополнительные 
аминокислоты, остающиеся на N-конце после обработки TEV-протеазой подчеркнуты. 

Рис. 2. Экспрессия HUSpm в штамме E. coli BL21(DE3)
RIPL при автоиндукции смесью  5052 [21] (результаты 
разделения в 15%-м ДСН-ПААГ). Сверху приведены 
время и температура индукции, справа – маркеры                 

молекулярных весов
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тем, что НU-белки не обладают токсичностью в 
отношении клеток E. coli, более того, эти малень-
кие положительно заряженные белки помогают 
бактериальным клеткам адаптироваться к стрессо-
вым условиям [7].

Общая схема выделения рекомбинантных НU-
белков (HUSpm [17] и HUMgal [18]) сводилась к 
последовательному проведению двух металлохе-
латных аффинных хроматографий (МХАХ), раз-
деленных обработкой TEV-протеазой, в результате 
чего при проведении второй МХАХ целевой про-
дукт был не способен сорбироваться на Ni-NTA-
агарозе. При проведении первой МХАХ после 
нанесения осветленного бактериального лизата 
на колонку проводили дополнительную промыв-
ку буферным раствором, содержащим 1 М NaCl. 
Данная модификация стандартного протокола 
способствовала полному удалению фрагмен-
тов бактериальной ДНК, выделяющихся с НU-
белками. Известно, что гистоноподобные белки 
связывают разные виды нуклеиновых кислот с 
константами связывания Кd от 10–6 до 10–9 [22], 
поэтому в стандартных условиях лизиса бакте-
риальных клеток, несмотря на присутствие 0,5 М 
NaCl и 0,5% (v/v) Тритона Х100, а также обработ-
ку ультразвуком, НU-белки присутствуют в виде 
комплексов с ДНК. Результаты основных этапов 
выделения НU-белков (на примере HUSpm) при-
ведены на рис. 3. Сравнение препаратов HUSpm 

до и после обработки TEV-протеазой (дорожки 
5 и 6 электрофореграммы) показывает, что на-
блюдается полное отщепление тага, несмотря 
на отсутствие рекомендованной компанией 
«Invitrogen» аминокислотной последовательно-
сти DYDIPTT, разделяющей N-концевой 6-ги-
стидиновый таг и сайт TEV-протеазы. Кроме 
того, сравнение препаратов HUSpm, получен-
ных  после первой МХАХ (дорожки 5 и 6) с пре-
паратами  белка после второй МХАХ (дорож-
ки 7 и 8, HUSpm, не связавшийся с колонкой), 
демонстрирует, что в результате второй МХАХ 
происходит освобождение целевого белка не 
только от отщепленного 6-гистидинового тага и 
содержащей 6-гистидиновый таг TEV-протеазы, 
но и от большинства белков, выделяющихся 
вместе с целевым продуктом за счет неспецифи-
ческой сорбции на Ni-NTA-агарозе.  

Таким образом, степень чистоты HUSpm, вы-
деленного описанным выше способом, позволяла 
использовать белок для структурных исследова-
ний даже без дополнительной очистки с помощью 
гель-фильтрации. Второй микоплазменный НU-
белок (HUMgal) выделяли аналогично (данные не 
приведены). Финальные выходы рекомбинантных 
белков с 1 л культуры составляли 5,5 и 6,0 мг  со-

Рис. 3. Электрофоретический анализ (по Лэммли) 
препаратов HUSpm, получаемых на разных стадиях 
выделения рекомбинантного белка. Дорожки: 1 – стан-
дарты молекулярных масс (Fermentas SM0431, указана 
приблизительная мол. масса в кДа); 2 – остатки клеток 
после лизиса; 3 – осветленный лизат, нанесенный на 
колонку Ni-NTA; 4 – проскок через колонку; 5 – элю-
ированный белок; 6 – смесь элюированного белка и 
TEV-протеазы после 24 ч инкубации; 7, 8 – НU-белок 
с удаленным гистидиновым тагом, не связавшийся с 
Ni-NTA агарозой; 9 –  белки, связавшиеся с Ni-NTA 
агарозой, включая  TEV-протеазу и отщепленный 6-ги-

стидиновый таг

Рис. 4. Электрофоретический анализ в 2%-м агароз-
ном геле подвижности олигонуклеотидного дуплекса 
JrA25/JrD22 (дорожка 1) и комплексов JrA25/JrD22 (50 
пмоль на дорожку) с увеличивающимися количествами 
HUSpm: 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300 и 400 пмоль  на до-
рожки 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 и 9 соответственно. Структура  

дуплекса приведена под электрофореграммой



232 ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2016. Т. 57. № 4

Рис. 5. Гетероядерные ЯМР-спектры рекомбинантных НU-белков, меченных изотопами 13C и 15N, из S. Melliferum 
(HUSpm) и M. gallisepticum (HUMGal): а – 1H/15N-HSQC (с сигналами от групп  15NH и 15NH2), б – 1H/13С-HSQC-CT 
(область с сигналами от 13CH3-групп) (HUMgal, рН 6,7; 35°С); в – 1H/15N-HSQC (HUSpm, рН 7,2; 35°С) в свобод-

ном состоянии; г – с добавлением ДНК-дуплекса JrA25/JrD22

ответственно для HUSpm и HUMgal при чистоте 
более 95%. 

Подбор условий получения комплекса HUSpm          
с дцДНК для ЯМР-экспериментов

ДНК-связывающие способности белков тра-
диционно исследуют с помощью метода тор-
можения в геле, основанного на том, что белок, 
связываясь с ДНК, тормозит ее миграцию сквозь 
полиакриламидный гель в процессе электрофо-
реза в нативных условиях [23]. Визуализация ре-
зультатов с помощью олигонуклеотидов, мечен-
ных радиоактивно  или флуресцентно, позволяет 
использовать в таких экспериментах  пикомоляр-
ные или субмикромолярные концентрации ДНК 
и белка. При структурных исследованиях с помо-
щью ЯМР-спектроскопии используются препара-
ты белков, имеющие миллимолярные концентра-
ции, поэтому для подбора оптимальных условий 
получения комплекса HUSpm с дцДНК можно 
использовать электрофорез в агарозном геле с 
последующей визуализацией свободной и свя-
занной с белком ДНК  с помощью окрашивания 
бромистым этидием. НU-белки не имеют спец-
ифичности к какой-то определенной нуклеотид-

ной последовательности [24], но обладают повы-
шенной специфичносттью к дцДНК, содержащей 
какие-либо дефекты (неспаренные нуклеотиды, 
одноцепочечные разрывы и т.п. [22]). Использо-
ван олигонуклеотидный дуплекс, содержащий в 
одной цепи вставку из трех неспаренных нуклео-
тидов (рис. 4). Анализ электрофоретической под-
вижности образцов ДНК, смешанных с разными 
количествами  HUSpm, представленный на рис. 4, 
показал, что при добавлении эквимолярного ко-
личества белка примерно половина ДНК находит-
ся в виде комплекса, а при более чем двукратном 
избытке белка появляются высокомолекулярные 
агрегаты, формирование которых во время прове-
дения ЯМР-экспериментов было бы нежелатель-
но. Поэтому при получении комплекса HUSpm с 
олигонуклеотидным дуплексом JrA25/JrD22 ис-
пользовали 20%-й молярный избыток ДНК по от-
ношению к димеру белка. 

Гетероядерная ЯМР-спектроскопия 
рекомбинатных HU белков из S. melliferum 

(HUSpm) и M. gallisepticum (HUMgal) 

Для контроля эффективности разработанной 
процедуры экспрессии и очистки рекомбинант-
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ных НU-белков,  меченных изотопами 13С и 15N 
(HUSpm и HUMgal), накоплены обзорные двумер-
ные гетероядерные ЯМР-спектры 1H/15N-HSQC и 
1H/13С-HSQC-CT (рис. 5), позволяющие подтвер-
дить аминокислотный состав и свернутость бел-
ков, а также их гомогенность и чистоту. Наблюда-
емое число 1H/15N-кросс-пиков в ЯМР-спектрах 
обоих НU-белков (рис. 5 а, в) соответствовало 
ожидаемому с учетом аминокислотной последо-
вательности и медленных обменных процессов 
(возможной cis/trans изомерии пептидных связей 
Xxx-Pro). Спектры свидетельствовали о наличии 
не более 5 мол.% примеси пептидной природы, 
что свидетельствует о высокой степени чистоты 
полученных белковых препаратов. Характерная 
дисперсия химических сдвигов 1H/15N-кросс-
пиков от амидных групп основной цепи (рис. 5 а, 
в), а также 1H/13С-кросс-пиков от метильных бо-
ковых групп (рис. 5 б) указывает на то, что белки 
HUMgal и HUSpm структурированы и имеют в со-
ставе как  α-спиральные участки, так и β-тяжи, что 
соответствует характерному строению НU-белков 
[2, 8]. Для HUSpm наблюдалось существенное 
уширение сигналов от ряда амидных групп ос-
новной цепи, что указывает на наличие медлен-
ных (в микро-милисекундном диапазоне) обмен-

ных процессов, происходящих в структуре белка. 
Сдвиг положения и уширения ряда 1H/15N-кросс-
пиков в спектре 1H/15N-HSQC белка HUSpm (рис. 
5, г) свидетельствует о том, что при добавлении 
ДНК-дуплекса (при соотношении белок/дуплекс, 
равном ~2/1) конформация и динамика белка пре-
терпевают изменения и происходит формирова-
ние функционального комплекса димера HUSpm 
с ДНК-дуплексом JrA25/JrD22.

Таким образом, создана высокоэффективная 
система бактериальной экспрессии и протокол 
очистки рекомбинантных НU-белков, меченных 
изотопами 13C и 15N, из микоплазм S. melliferum 
(HUSpm) и M. gallisepticum (HUMgal), которые 
пригодны для структурных исследований с помо-
щью ЯМР-спектроскопии высокого разрешения, 
а также подобраны условия проведения ЯМР-
экспериментов и получены обзорные двумер-
ные гетероядерные ЯМР-спектры 1H/15N-HSQC 
и 1H/13С-HSQC-CT свободных форм НU-белков 
(HUSpm и HUMGal), а также спектр 1H/15N-HSQC 
HUSpm в присутствии ДНК-дуплекса. Поскольку 
НU-белки из разных организмов имеют сходное 
строение, разработанные методики универсаль-
ны и применимы для всех представителей данно-
го семейства.

Работа выполнена при поддержке РНФ (проект № 15-14-00063).
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PREPARATION OF THE RECOMBINANT НU-PROTEINS FROM 
S. MELLIFERUM AND M. GALLISEPTICUM AND OF THEIR 
COMPLEXES WITH DS-DNA FOR STRUCTURAL NMR EXPERIMENTS 

D.A. Altukhov1, Y.K. Agapova1, A.V. Vlaskina1, D.A. Korzhenevskiy1,                              
A.Y. Nikolaeva1, A.M. Frank-Kamenetskaya1, E.V. Bocharov2, T.V. Rakitina1,2*

(1National research centre  «Kurchatov Institute», Moscow, Russia; 2Federal Research 
Centre «Fundamentals of Biotechnology» RAS, Moscow, Russia, Shemyakin Institute of 
Bioorganic chemistry RAS, Moscow, Russia; *e-mail: taniarakitina@yahoo.com)

We created a high-performance system for expression of 13C,15N-double-labeled recombi-
nant НU-proteins from mycoplasms S. melliferum (HUSpm) and M. gallisepticum (HUM-
gal), and a purifi cation protocol that yields protein samples suitable for structure studies 
by high-resolution NMR. Using these proteins we optimized the conditions of NMR experi-
ments and obtained two-dimensional heteronuclear 1H/15N-HSQC and 1H/13С-HSQC-CT 
NMR spectra of free НU-proteins (HUSpm and HUMGal), and 1H/15N-HSQC spectrum 
of a complex between HUSpm and a double-stranded DNA (ds-DNA). The techniques we 
created are applicable for the studies of НU-proteins from other organisms. They allow 
analyzing structure and dynamics of free proteins and of their conformational changes 
induced by binding of various ds-DNAs or of DNA binding inhibitors.

Key words: DNA binding, histone-like НU-proteins, bacterial expression system, NMR.

Сведения об авторах: Алтухов Дмитрий Алексеевич – инженер-исследователь Национального 
исследовательского центра «Курчатовский институт» (altuhovd@mail.ru); Агапова Юлия 
Константиновна – лаборант-исследователь Национального исследовательского центра 
«Курчатовский институт» (agapova.jk@gmail.com); Власкина Анна Валентиновна – ст. науч. сотр. 
Национального исследовательского центра «Курчатовский институт», канд. хим. наук (annavlaski-
na@yandex.ru); Корженевский Дмитрий Андреевич – науч. сотр. Национального исследовательского 
центра «Курчатовский институт», канд. биол. наук (igra-voina@yandex.ru); Николаева Алена 
Юрьевна – инженер-исследователь Национального исследовательского центра «Курчатовский 
институт» (aishome@mail.ru); Франк-Каменецкая Анастасия Михайловна – лаборант-исследователь 
Национального исследовательского центра «Курчатовский институт» (a_frank93@mail.ru); Бочаров 
Эдуард Валерьевич – ст. науч. сотр. отдела структурной биологии Института биоорганической 
химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, канд. хим. наук (edvbon@mail.ru); 
Ракитина Татьяна Владимировна – нач. лаб. Белковая фабрика Национального исследовательского 
центра «Курчатовский институт», ст. науч. сотр. Института биоорганической химии им. академиков 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, канд. хим. наук (taniarakitina@yahoo.com).




