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1 ВВЕДЕНИЕ 

ДНК как носитель генетической информации постоянно находится под воздей-

ствием экзогенных и эндогенных факторов, что влияет на её целостность. Повреждения 

ДНК различной химической природы, которые возникают как следствие таких факторов, 

могут приводить к мутациям и клеточной смерти. Один из самых частых типов поврежде-

ний ДНК — окислительные повреждения, которые возникают прежде всего под воздей-

ствием активных форм кислорода (АФК). В клетке АФК появляются из нескольких источ-

ников: в следствие утечки электронов из электрон-транспортной цепи в митохондриях 

(ксантин оксидаза, цитохромы P450, пероксидазы и др.) или при окислении низкомолеку-

лярными метаболитами, а также под действием внешних источников (ксенобиотики, УФ-

излучение). 

Чаще всего с АФК реагируют основания пуринового ряда, давая в качестве окисли-

тельных продуктов: 8-оксогуанин (8-oxoG), 2,6-диамино-4-гидрокси-5-формамидопирими-

дин (FapyG), 8-оксоаденин (8-oxoA), 4,6-диамино-5-формамидопиримидин (FapyA) и др. 

Одно из наиболее распространённых окислительных повреждений — это 8-oxoG, которое 

часто используется как маркер окислительного стресса. Присутствие 8-oxoG в ДНК оказы-

вает мутагенное влияние вследствие того, что в син-конформации 8-oxoG образует Хугсти-

новскую пару с аденином. Как итог, при наличии в ДНК 8-oxoG после 1-го раунда репли-

кации может возникать трансверсия G//C→T//A, которая представляет собой одну из ос-

новных причин возникновения рака у человека с сигнатурами SBS18 и SBS36. Для борьбы 

с этими последствиями практически все живые организмы имеют специализированную 

ферментативную систему — «GO-систему», которая состоит из 3-х ферментов: 1) 8-оксогу-

анин-ДНК-гликозилаза (Fpg у бактерий и OGG1 у эукариот), которая удаляет 8-oxoG из 

пары 8-oxoG//C, 2) 8-oxoG//A-специфичная аденин-ДНК-гликозилаза, удаляющая аденин 

из пары 8-oxoG//A (MutY у бактерий и MUTYH у эукариот), 3) 8-оxoGTPase (MutT у бакте-

рий и MTH1 у эукариот), которая предотвращает включение 8-oxoG в ДНК из пула окис-

ленных нуклеозидтрифосфатов, гидролизуя d(8-oxoG)TP. 

Тем не менее, основания пиримидинового ряда тоже реагируют с АФК, хоть и с 

меньшей частотой. Пиримидины образуют иной ряд повреждений, подвергаясь действию 

АФК. Это обусловлено не только отличием пиримидинового кольца от пуринового, но, в 

частности, и наличием метильной группы в 5-м положении для T и 5-meC. Наиболее рас-

пространенными примерами таких повреждений служат тимингликоль (Tg) и урацилгли-

коль (Ug), дигидротимин (h₂T) и дигидроурацил (h₂U), 5-гидроксиурацил (ohU) и 5-гидрок-

сицитозин (hoC). Присутствие окисленных пиримидинов в ДНК может привести к образо-

ванию мисматчей и апурин-апиримидиновых сайтов (АП-сайтов),— все эти повреждения 
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приводят к таким мутагенным повреждениям ДНК как мисматчи или апурин-апиримиди-

новые сайты (АП-сайты), которые также приводят к трансверсиям. Для удаления этого ряда 

повреждений у прокариот есть 2 фермента с перекрывающейся субстратной специфично-

стью: эндонуклеаза VIII (Nei) и эндонуклеаза III (Nth), в то время как у эукариот за это от-

ветственен фермент NTHL1. 

Сегодня ДНК-гликозилазы разделены на структурные суперсемейства, внутри кото-

рых у разных ферментов может быть различная субстратная специфичность, но основным 

критерием для классификации остаётся именно структурное сходство (структурные мо-

тивы, домены). Интересно, что такие ферменты как Fpg и Nei находятся в одном суперсе-

мействе — H2tH или «спираль–2 поворота–спираль» — и, помимо структурного сходства, 

эти ферменты имеют высокую гомологию в аминокислотной последовательности, а также 

одинаковые механизмы удаления повреждённого основания из ДНК. При этом субстратная 

специфичность для ферментов отличается: для Fpg основной субстрат in vivo — окислен-

ные пурины, такие как 8-oxoG и FapyG (хотя не меньшая активность проявляется и на окис-

ленных пиримидинах in vitro), для Nei же наоборот, основные субстраты in vivo — окислен-

ные пиримидины, например Tg, при том что Nei также способен удалять окисленные пу-

рины, но с меньшей эффективностью. 

Анализ нокаутов по генам Fpg или Nei бактерии E. coli показал, что рост колоний 

ухудшается при наличии в питательной среде антибиотиков, блокирующих синтез белка 

(макролиды: кларитромицин, эритромицин; тетрациклины: доксициклин, миноциклин) или 

синтез клеточной стенки (пептидные и гликопептидные: бацитрацин, ванкомицин; β-лак-

тамные: амоксициллин, цефокситин) относительно клеток дикого типа. Таким образом, бо-

лее детальное изучение механизмов распознавания и удаления окислительных поврежде-

ний из ДНК имеет помимо большого фундаментального ещё и практический интерес, по-

скольку исследование механизмов работы таких ферментов откроет путь к разработке ин-

гибиторов этих ферментов для преодоления проблемы антибиотикорезистентности. 

Цель настоящей работы заключалась в детальном изучении механизмов узнавания 

и удаления окислительных повреждений из ДНК формамидопиримидин-ДНК-гликозила-

зой (Fpg) и эндонуклеазой VIII (Nei) — репрезентативными ферментами двух главных 

групп суперсемейства «спираль–2 поворота–спираль», сходными по структуре, но имею-

щими разную субстратную специфичность. 

Были поставлены следующие задачи: 

1. Оценить электростатический потенциал активного центра Fpg Escherichia coli ди-

кого типа и каталитически неактивного мутантного варианта Fpg E2Q с помощью конъюги-



7 

 

рованной к двуцепочечному олигонуклеотиду нитроксильной спин-метки с использова-

нием методов спектроскопии непрерывного ЭПР и модуляции огибающей сигналов элек-

тронного спинового эха (ESEEM). 

2. Определить функциональную роль тетрапептидной петли 219–222 Fpg 

Lactococcus lactis в узнавании окислительного повреждения ферментом дикого типа и его 

мутантными вариантами с рандомизированными заменами аминокислотных остатков 

петли. 

3. Установить пространственную структуру ковалентных конъюгатов Nei E. coli с 

ДНК и определить ключевые структурные особенности, отвечающие за способность Nei 

удалять повреждённые основания напротив всех канонических оснований. 

Научная новизна работы. Был разработан новый методический подход к экспери-

ментальной оценке электростатического потенциала в активном центре ДНК-гликозилазы, 

связанной с ДНК-субстратом, основанный на нитроксильной спин-метке и методах непре-

рывного ЭПР и ESEEM. Впервые экспериментально зарегистрировано смещение pKa спин-

метки в активном центре инактивирующего мутанта E2Q Fpg E. coli относительно фер-

мента дикого типа, отражающее изменение электростатики каталитической диады амино-

кислотных остатков Pro1‒Glu2.  

Получена и охарактеризована библиотека мутантных вариантов Fpg L. lactis с ран-

домизированными заменами в тетрапептидной петле 219–222 и установлен специфический 

вклад петли в узнавание 8-оксогуанина.  

Впервые получены кристаллические структуры ковалентных конъюгатов Nei E. coli 

с ДНК, содержащей C, G или T напротив повреждения. Установлено, что пиримидиновые 

основания напротив повреждения переходят в син-конформацию относительно N-глико-

зидной связи, тогда как пуриновые основания сохраняют анти-конформацию и образуют 

водородную связь с остатком Gln69 интеркалирующей петли 69–71. Количественно охарак-

теризован стерический вклад в дискриминацию комплементарного основания ферментом 

Nei E. coli через серию ДНК-субстратов с модифицированными по C5-положению пирими-

динами. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Ферменты суперсемейства 

«спираль–2 поворота–спираль» вовлечены в процессы распознавания и удаления широкого 

ряда наиболее распространённых повреждений ДНК — окислительных повреждений ДНК. 

Понимание детальных молекулярных механизмов узнавания и удаления повреждений по-

тенциально открывает 2 области практического применения: со стороны белковой инжене-

рии, результаты работы будут полезны для создания ферментов с заданной субстратной 

специфичностью, а также со стороны здравоохранения для разработки ингибиторов таких 
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ферментов с целью уменьшения антибиотикорезистентности патогенных микроорганиз-

мов. 

Положения, выносимые на защиту  

1. Разработана методика регистрации электростатического потенциала в актив-

ном центре ДНК-гликозилаз в комплексе с ДНК-субстратом, основанная на ковалентной 

конъюгации нитроксильной спин-метки с субстратом и регистрации сдвига pKa спин-метки 

методами непрерывного ЭПР и ESEEM (модуляции огибающей сигналов электронного 

спинового эха). 

2. Инактивирующая замена остатка Glu2 на Gln в белке Fpg приводит к прояв-

лению буферной ёмкости активного центра в диапазоне pH 7,00–7,37 и смещению pKa спин-

метки в основную сторону на 0,5 ± 0,1, что отражает изменение электростатического потен-

циала активного центра и свидетельствует об участии остатка Glu2 в переносе протона в 

ходе реакции. 

3. Тетрапептидная петля в C-концевом домене белка Fpg, несмотря на свою не-

высокую консервативность, вносит ключевой вклад в узнавание окисленных пуринов: ран-

домизация её аминокислотного состава приводит к резкому падению эффективности уда-

ления 8-оксогуанина при сохранении общей структуры белка, сродства к ДНК и активности 

по отношению к альтернативным субстратам (АП-сайт, 5-гидроксиурацил). 

4. Способность Nei E. coli узнавать все канонические основания напротив по-

вреждения обусловлена тем, что белок образует неспецифичную водородную связь с ато-

мом N3 пуриновых оснований и разворачивает пиримидиновые основания вокруг N-глико-

зидной связи, исключая возможность специфичных контактов. 

 

Степень достоверности и апробация результатов.  

Ovcherenko S. S.*, Bulgakov N. A.*, Litvinov I. A., Shernyukov A. V., Kuznetsov D. A., 

Endutkin A. V., Zharkov T. D., Kupryushkin M. S., Kirilyuk I. A., Zharkov D. O., Bagryanskaya 

E. G. Probing electrostatics in a DNA repair enzyme with a pH-sensitive nitroxyl spin label // J. 

Phys. Chem. B. – 2026. – V. 130. – No. 13. – P. 3603–3616. DOI: 10.1021/acs.jpcb.5c07587 

* — равный вклад 

Bulgakov N. A., Amanova M. M., Endutkin A. V., Makasheva K. A., Coste F., 

Castaing B., Golyshev V. M., Lomzov A. A., Yudkina A. V., Zharkov D. O. Randomization of 

the damaged base-capping loop rewires substrate specificity in formamidopyrimidine–DNA gly-

cosylase // Biochemistry. – 2026. – V. – No. – P. – DOI.  
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Bulgakov N. A., Endutkin A. V., MacCarthy C., Shevtsov M. B., Kapranov I. A., 

Yudkina A. V., Borshchevskiy V. I., Zharkov D. O. Unique structural mode for opposite-base tol-

erance in endonuclease VIII // DNA Repair. – 2026. – V. – No. – P. – DOI: 

10.1016/j.dnarep.2026.103962 

 

Структура и объем работы 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, экспериментальной части, ре-

зультатов и их обсуждения, заключения, выводов и списка цитированной литературы. Ра-

бота изложена на 146 страницах, содержит 48 рисунков и 21 таблицу. Библиография вклю-

чает 277 литературных источников. 

 

Личный вклад соискателя.  

Автором лично и в полном объёме проводились следующие работы: сайт-направлен-

ный мутагенез для получения мутантного варианта Fpg E. coli E2Q, наработка и выделение 

всех белков E. coli, все биохимические эксперименты (за исключением кинетики фермента 

Nei), участие в обработке данных ЭПР, подготовка ковалентных конъюгатов Nei с ДНК и 

их кристаллизация с последующим установлением их кристаллических структур, анализом 

и депонированием в базу данных Protein Data Bank. 

Отдельные эксперименты и расчёты выполнены соавторами: получение и анализ 

спектров непрерывного ЭПР и ESEEM — к. ф.-м. н. С. С. Овчеренко (НИОХ СО РАН); 

синтез нитроксильных спин-меток — к. х. н. И. А. Кирилюк (НИОХ СО РАН); синтез оли-

гонуклеотидов для ЭПР-экспериментов — к. х. н. Т. Д. Жарков (ИХБФМ СО РАН); моле-

кулярно-динамическое моделирование комплексов Fpg E. coli со спин-мечеными лиган-

дами — к. х. н. А. В. Шернюков (НИОХ СО РАН), молекулярно-динамическое моделиро-

вание мутантных вариантов Fpg L. lactis — к. ф.-м. н. В. М. Голышев и к. ф.-м. н. А. А. 

Ломзов (ИХБФМ СО РАН); выделение мутантных вариантов Fpg L. lactis — К. А. Мака-

шева и к. б. н. А. В. Юдкина (ИХБФМ СО РАН); комплементационный тест — М. М. Ама-

нова (ИХБФМ СО РАН); сбор дифракционных данных на станции BL02U17 (SSRF) — И. 

А. Капранов и д. ф.-м. н. В. И. Борщевский (МФТИ); кинетика Nei — к. х. н. А. В. Ендуткин 

(ИХБФМ СО РАН). 
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2 ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

2.1 Основные типы повреждений ДНК и причины их возникновения 

ДНК, хранящая всю генетическую информацию и представляющая собой наиболее 

долгоживущий биополимер клетки, постоянно находится под действием эндогенных и эк-

зогенных факторов, что приводит к образованию повреждений, причём число известных 

типов таких повреждений на два порядка превышает число канонических оснований [1]. 

Природа образуемых повреждений крайне разнообразна — от окисления и дезаминирова-

ния оснований ДНК до образования АП-сайтов и ковалентных сшивок между цепями ДНК 

или цепью ДНК и белками. Накопление таких повреждений приводит к образованию мута-

ций в клетке, что в отсутствие репарации неминуемо ведёт к клеточной гибели [1,2]. 

2.1.1 Активные формы кислорода и азота и повреждения ДНК, образующиеся 

под их воздействием 

Аэробный метаболизм, обеспечивающий клетку энергией за счёт переноса электро-

нов по дыхательной цепи на молекулярный кислород, неизбежно сопровождается образо-

ванием активных форм кислорода (АФК) — частично восстановленных интермедиатов 

между O₂ и H₂O, повреждающих в том числе и ДНК самой клетки за счет высокой реакци-

онной способности [3]. Образование АФК можно представить в виде упрощенной 

схемы [4]: 

O2  •O2
–  H2O2  •OH  H2O 

Молекулярный кислород (O2) в основном (триплетном, 3O2) состоянии значительно 

уступает по реакционной способности синглетному кислороду (1O2). Переход в возбуждён-

ное синглетное состояние требует затрат энергии, поэтому такое возбуждение, как правило, 

обусловлено воздействием УФ-облучения или присутствием фотосенсибилизаторов, 

например флавинсодержащих молекул или хлорофиллов [5]. 

Следующая частица в ряду восстановления кислорода — супероксид-анион-радикал 

(•O2
–). Он несколько более реакционноспособен, чем молекулярный кислород, что видно 

при сравнении стандартных восстановительных потенциалов одноэлектронного восстанов-

ления: –0,33 В для кислорода и +0,89 В для супероксид-анион-радикала [5]. Источники его 

образования разнообразны: ферментативные реакции (реакции с участием ксантинокси-

дазы), окисление распространённых восстановителей в клетке (глицеральдегида, флавин-

содержащих молекул, тиоловых групп цистеинов и др.) [6], взаимодействие с гемсодержа-
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щими белками (гемоглобин, миоглобин) [7]. Однако наиболее значимый источник суперок-

сид-анион-радикала — митохондриальная электрон-транспортная цепь, в частности ком-

плексы I, II и III [8]. 

При получении ещё одного электрона и пары протонов супероксид-анион-радикал 

превращается в перекись водорода (H2O2) — относительно слабый окислитель. Однако 

опасность перекиси водорода заключается в её способности при одноэлектронном восста-

новлении образовывать чрезвычайно реакционноспособную частицу — гидроксильный ра-

дикал (•OH), восстановительный потенциал которого значительно выше, чем у перекиси 

(+2,31 В вместо +0,39 В). Образование гидроксильного радикала существенно облегчается 

в присутствии ионов переходных металлов (Fe2+, Cu+, Mn2+) или при УФ-облучении [5]. 

С АФК реагируют все азотистые основания ДНК, однако их подверженность окис-

лению определяется окислительно-восстановительным потенциалом. Среди канонических 

оснований наименьшим потенциалом окисления обладает гуанин [9], поэтому его окислен-

ная форма — 8-oxoG (Рисунок 1) — представляет собой наиболее распространённый мар-

кер окислительного стресса [10]. Помимо этого, присутствие 8-oxoG в ДНК наиболее мута-

генно, поскольку 8-oxoG способен образовывать 2 стабильные пары оснований в ДНК: 8-

oxoG//C (классическая Уотсон-Криковская пара, где 8-oxoG находится в нативной анти-

конформации) и 8-oxoG//A (Хугстиновская пара, где 8-oxoG находится в син-конформации) 

[11]. Именно неканоническая пара 8-oxoG//A приводит к наибольшему количеству транс-

версий G//C → T//A в клетке [11]. 

Атака гидроксильного радикала по С8 положению пуринового кольца приводит к 

образованию двух основных продуктов окисления гуанина: 8-oxoG или FapyG (Рисунок 1). 

Аденин подвергается окислению аналогичным образом. Под действием синглетного кисло-

рода гуанин окисляется с образованием спироиминодигидантоина, циануровой и оксалуро-

вой кислот. 
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Рисунок 1. Схема окисления гуанина под действием АФК (по [2]). 

  
Пиримидиновые основания также подвергаются окислению АФК, хотя и с меньшей 

частотой. Спектр их повреждений отличается от пуриновых, что обусловлено как различи-

ями в структуре кольца, так и наличием метильной группы в 5-м положении у тимина (T) и 

5-метилцитозина (5-meC) (Рисунок 2) [12]. Соответственно, набор основных окислитель-

ных повреждений для тимина и цитозина во многом совпадает (Рисунок 3А-П). 

 

  

 
Рисунок 2. Взаимодействие тимина с гидроксильным радикалом приводит к образованию 3-х различных ра-
дикалов (по [2]). 
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Оксид азота (II) •NO, несмотря на радикальную природу, выполняет важную сиг-

нальную функцию в клетке [13] и образуется из аргинина и кислорода под действием NO-

синтазы [14]. Высокая реакционная способность •NO обусловила развитие различных ме-

ханизмов его деактивации в клетке [15]. Значительно более опасным производным является 

пероксинитрит ONO2
–, который преимущественно образуется при взаимодействии •NO с 

супероксид-анион-радикалом (хотя возможен и его синтез из азотистой кислоты и перекиси 

водорода): 

•NO + •O2
–  ONO2

–  •NO2 + •OH  NO3
– 

Пероксинитрит — основной агент среди активных форм азота, повреждающий ос-

нования ДНК, причём наиболее часто атакуется гуанин. Спектр образуемых под действием 

пероксинитрита продуктов включает 8-oxoG и 8-нитрогуанин, а при дальнейшем окислении 

— спироиминодигидантоин и оксазолон [16] (Рисунок 3XXIX, XXXI, XXXII). Пероксинит-

рит неустойчив: при протонировании он разлагается с образованием гидроксильного ради-

кала и диоксида азота NO2 [12]. 

Стоит упомянуть, что в ходе метаболических реакций в клетке образуется диоксид 

углерода CO2, который как кислотный оксид реагирует с водой с образованием карбонат-

ных ионов HCO3
– и CO3

2–. Эти ионы способны взаимодействовать с гидроксильным ради-

калом, образуя карбонат-анион-радикал CO3
•–. Хотя карбонат-анион-радикал менее реакци-

онноспособен, чем •OH, он тем не менее способен повреждать ДНК, приводя к образованию 

не только 8-oxoG, но и спироиминодигидантоина [17] (Рисунок 3XXXII). 

Таким образом, в процессе нормального клеточного метаболизма образуется боль-

шое число низкомолекулярных высокореакционных соединений, которые при взаимодей-

ствии с ДНК неизбежно реагируют с образованием разнообразного спектра повреждений.  
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2.1.2 Дезаминирование азотистых оснований 

Помимо модификации колец азотистых оснований различными радикалами воз-

можны реакции с участием экзоциклических групп. Наиболее подвержена таким реакциям 

аминогруппа: при дезаминировании она гидролитически замещается на карбонильную 

Рисунок 1. Наиболее распространенные окислительные повреждения азотистых оснований. 
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группу. Экзоциклическая аминогруппа присутствует в цитозине, аденине и гуанине, при-

чём дезаминирование цитозина протекает легче всего (в клетке млекопитающего в сутки 

происходит ~100–500 событий дезаминирований цитозина на геном, тогда как аденин дез-

аминируется примерно на два порядка медленнее) [1]. Кроме pH среды и температуры, ско-

рость дезаминирования значительно увеличивают экзогенные факторы: УФ-излучение [18], 

гидросульфит натрия [19] и азотистая кислота/оксид азота (III) [20,21]. Потеря амино-

группы у тимина приводит к появлению в ДНК урацила, у аденина — к образованию гипо-

ксантина, у гуанина — ксантина (Рисунок 3XXIV, XXV). Присутствие таких оснований по-

вышает частоту мутаций: дезаминированные основания образуют нехарактерные пары при 

репликации, что приводит к транзициям G//C → A//T или наоборот, в зависимости от того, 

какое основание было дезаминировано [22] (Рисунок 3).  

2.1.3 Алкилирование и продукты электрофильного присоединения 

Азотистые основания ДНК, благодаря наличию нуклеофильных центров, вступают 

в реакции с электрофилами, и алкилирование представляет собой характерный пример та-

ких реакций. В качестве алкилирующих агентов могут выступать как экзогенные ксенобио-

тики, так и эндогенные электрофилы. К экзогенным относятся канцерогены (например, ме-

тилхлорид — один из распространённых мутагенов, образующийся при горении биомассы 

[23], N-нитрозосоединения и алифатические эпоксиды), а также противоопухолевые препа-

раты — моно- и бифункциональные алкилирующие агенты: метилметансульфонат (MMS), 

N-метил-N′-нитро-N-нитрозогуанидин (MNNG), темозоломид, хлорамбуцил, мелфалан, 

иприт, а также препараты платины (цисплатин), образующие с ДНК внутри- и межцепочеч-

ные сшивки [24,25]. Внутриклеточным источником метильных групп служит S-аденозил-

метионин — кофермент ферментативных реакций метилирования [1,26], способный в мень-

шей степени самостоятельно метилировать ДНК [27,28]. Ещё одним источником алкилиру-

ющих агентов в клетке является перекисное окисление липидов: образующиеся при этом 

активные карбонильные соединения (малоновый альдегид, 4-гидроксиноненаль, акролеин) 

также ведут себя как электрофилы по отношению к ДНК [29]. 

Атака электрофильными агентами затрагивает следующие атомы: в аденине — N1, 

N3, N6 и N7; в гуанине — N1, N2, N3, N7 и O6; в цитозине — N3, N4 и O2; в тимине — N3, 

O2 и O4 [30]. Характер образующегося повреждения зависит от природы электрофила. При 

атаке простыми алкилирующими агентами возникают моноалкилированные основания: 

наиболее распространенный образующийся продукт — N7-метилгуанин (N7-meG), сам по 

себе слабо мутагенный, но склонный к спонтанной депуринизации с образованием АП-сай-
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тов; N3-метиладенин (N3-meA), который блокирует репликативные ДНК-полимеразы и яв-

ляется основным цитотоксическим продуктом алкилирования; O⁶-метилгуанин (O⁶-meG) и 

O⁴-метилтимин (O⁴-meT) обладают выраженным мутагенным потенциалом, поскольку O⁶-

meG при репликации образует пару с тимином, вызывая характерные трансверсии G//C → 

A//T [24,25]. Взаимодействие ДНК с бифункциональными электрофилами — активными 

метаболитами винилхлорида (хлорацетальдегидом, хлорэтиленоксидом), а также с уже упо-

мянутыми продуктами перекисного окисления липидов — приводит к образованию экзо-

циклических аддуктов с дополнительным пятичленным кольцом: 1,N⁶-этеноаденина (εA), 

3,N⁴-этеноцитозина (εC), N²,3-этеногуанина (εG) и 1,N²-этеногуанина (Рисунок 4) [24,25]. 

Малоновый альдегид и 4-гидроксиноненаль дополнительно дают аддукты, содержащие от 

двух до четырёх конденсированных циклов; некоторые из них, в частности M₁G (Рису-

нок 4), способны образовывать как межцепочечные сшивки ДНК, так и ДНК-белковые 

сшивки, что дополнительно затрудняет продвижение репликативного аппарата [29]. 

Поскольку электрофильная атака затрагивает атомы, участвующие в образовании 

водородных связей между основаниями, она нарушает формирование правильных компле-

ментарных пар, что приводит к транзициям и трансверсиям в ДНК [31]. 

Рисунок 2. Продукты электрофильного присоединения активных карбонильных соединений к азотистым 
основаниям ДНК (по [2]). 
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2.1.4 Апурин-апиримидиновые сайты 

Помимо мутагенных модификаций оснований, описанных выше, важным типом по-

вреждений ДНК являются апурин/апиримидиновые сайты (АП-сайты). Они образуются как 

ферментативно — при удалении повреждённого основания ДНК-гликозилазами [32], так и 

спонтанно за счет гидролиза N-гликозидной связи в водной среде в ходе жизнедеятельности 

клетки, что делает АП-сайт самым распространенным спонтанным повреждением в клетке 

[33]. Несмотря на то, что механизм спонтанной потери основания одинаков для всех нук-

леотидов, апуринизация протекает в ~20 раз быстрее апиримидинизации [34], а гуанины 

теряются в ~1,5 раза чаще аденинов [35]. Скорость образования АП-сайтов возрастает при 

понижении pH [36] и генотоксическом стрессе [35]. В клетке E. coli АП-сайт возникает при-

мерно один раз за поколение (при делении раз в час при 37°C) [22]. В значительно большем 

геноме млекопитающих стационарное число АП-сайтов при физиологических условиях 

оценивается ~0,1–1 на 106 нуклеотидов [35].  

В клетке АП-сайты существуют в равновесии между открытой альдегидной и закры-

той полуацетальной формой [37]. Вследствие своей химической природы АП-сайты крайне 

реакционноспособны. Альдегидные АП-сайты могут подвергаться окислению по различ-

ным положениям рибозного кольца с образованием окисленных вариантов лишенных ос-

нования повреждений, таких как 2-дезоксириболактонфосфат [38,39], 2,3-дигидрокси-4-ок-

собутил фосфат [40], 5′-(2-фосфорил-1,4-диоксобутан) [41,42] и других. 

Кроме того, фосфодиэфирная связь при АП-сайте нестабильна и легко подвергается 

β-элиминированию под действием нуклеофильных агентов и/или ионов металлов с образо-

ванием одноцепочечного разрыва [43], что может привести к аресту репликативной вилки. 

Как альдегидные, так и окисленные АП-сайты электрофильны, и легко могут захватывать 

нуклеофильные молекулы в клетке, такие как белки (что приводит к образованию ДНК-

белковых сшивок [44]), другие основания ДНК (что приводит к образованию сшивок нук-

леиновых кислот), низкомолекулярные нуклеофильные агенты клетки (например, полиа-

мины) или ксенобиотики. Таким образом, несмотря на распространенность АП-сайтов, они 

крайне цитотоксичные и мутагенные повреждения. Цитотоксичность АП-сайтов обуслов-

лена их склонностью к образованию разрывов ДНК и формированию различных классов 

других блокирующих повреждений. В то время как мутагенность АП-сайтов обусловлена 

прежде всего отсутствием кодирующего основания: при наличии АП-сайта в матричной 

цепи ДНК-полимераза не может корректно подобрать комплементарный нуклеотид. Выбор 

включаемого нуклеотида зависит от внутренних свойств ДНК-полимеразы и условий в 

клетке. Эксперименты in vitro показали, что напротив АП-сайта ДНК-полимеразами се-
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мейств A и B чаще всего включается дезоксиаденозинмонофосфат — закономерность, по-

лучившая название «Правило А» [45], однако это правило далеко не универсально, осо-

бенно в отношении эукариотических транслезионных ДНК-полимераз. Таким образом, для 

предотвращения этих последствий АП-сайт должен быть быстро отрепарирован (см. разд. 

2.2.4) [2].  

2.1.5 Повреждения ДНК, образующиеся под воздействием физических факто-

ров 

2.1.5.1 Ультрафиолетовое излучение 

Ультрафиолетовое (УФ-) излучение представляет собой значимый физический фак-

тор, повреждающий ДНК. УФ-спектр принято разделять на три области: UVC (100–280 нм), 

UVB (280–320 нм) и UVA (320–400 нм). UVC и большая часть UVB поглощаются озоновым 

слоем, тогда как UVB и UVA достигают поверхности Земли и воздействуют на живые ор-

ганизмы [46]. Механизмы повреждения ДНК зависят от длины волны: UVB поглощается 

азотистыми основаниями непосредственно (максимум поглощения ДНК ≈ 260 нм) и вызы-

вает прямые фотохимические реакции между соседними основаниями, тогда как UVA дей-

ствует преимущественно опосредованно — через возбуждение эндогенных фотосенсиби-

лизаторов (флавинов, порфиринов) и последующую генерацию АФК, главным образом 

синглетного кислорода [46]. 

Наиболее распространёнными повреждениями, возникающими под действием УФ-

излучения, являются димеры соседних пиримидиновых оснований, причем в подавляющем 

большинстве случаев в димеризацию будет вовлечено основание тимина. Реакционная спо-

собность тимина обусловлена двойной связью C5–C6 в кольце [47], которая легко подвер-

гается фотоиндуцированному циклоприсоединению с аналогичной связью C5=C6 или кар-

бонильной группой C4=O соседнего пиримидина [48,49]. В результате чего образуются два 

основных класса фотоповреждений — циклобутановые пиримидиновые димеры [47,50], 

которые представляют собой большинство фотоповреждений, и пиримидин-пиримидоно-

вые [6–4] фотопродукты (Рисунок 5), составляющие примерно четверть от общего числа 

фотопродуктов [51]. Такие повреждения объёмны, искажают структуру ДНК-дуплекса, 

вследствие чего они затрудняют репликацию [52].  
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2.1.5.2 Ионизирующее излучение 

Ионизирующее излучение оказывает на ДНК одно из наиболее опасных мутагенных 

воздействий, поскольку повреждает молекулу двумя путями. Прямое воздействие приводит 

к ионизации самих азотистых оснований и остатков дезоксирибозы [53]. Опосредованное 

действие связано с ионизацией окружающих молекул, в первую очередь воды (радиолиз), в 

результате которого в клетке образуются высокореакционноспособные гидроксильные ра-

дикалы (•OH), гидратированные электроны (e⁻aq) и атомарный водород (H•), а также более 

стабильный пероксид водорода [12,53,54]. В клетках млекопитающих на опосредованный 

путь приходится около 60–70% всех вызванных излучением повреждений ДНК, где ключе-

вой повреждающий агент — это именно •OH [53]. 

Поскольку при действии ионизирующего излучения локальная концентрация •OH и 

других АФК значительно возрастает, спектр возникающих повреждений существенно рас-

ширяется по сравнению с фоновым окислительным стрессом. В ДНК возникают как одно- 

(оц-), так и двухцепочечные (дц-) разрывы [54–57], окислительные модификации оснований 

(8-oxoG, тимингликоль, формамидопиримидины FapyG и FapyA, 5-гидроксицитозин и др., 

Рисунок 3), АП-сайты, а также ковалентные сшивки ДНК–белок [53]. При дозе 1 Гр таких 

излучений как рентгеновские лучи, γ-излучение в клетке млекопитающего образуется ори-

ентировочно 1000–2000 модифицированных оснований, около 1000 оц-разрывов, ~150 

сшивок ДНК–белок и порядка 40 дц-разрывов [53,58]. 

Характерную особенность радиационного повреждения, отличающей его от повре-

ждений эндогенной природы, представляет собой кластерность: в пределах 1–2 витков 

двойной спирали ДНК может возникать несколько повреждений одновременно (локально 

множественно повреждённые сайты) [53,58]. Такие кластерные повреждения представляют 

особую проблему для систем эксцизионной репарации оснований, так как одновременное 

Рисунок 3. Циклобутановые пиримидиновые димеры (слева) и пиримидин-пиримидоновые [6–4] фотопро-
дукты (справа) (по [2]). 
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действие ДНК-гликозилаз на противоположных цепях способно превратить два близкорас-

положенных модифицированных основания в двухцепочечный разрыв [59,60]. 

2.1.6 Мисматчи 

Следует также отметить, что не все ошибки, возникающие в ДНК, сводятся к хими-

ческой модификации оснований. Мисматчи — это пары канонических оснований, но не от-

носящиеся к классическим Уотсон–Криковским парам оснований (Wobble-пары, например 

G//T, A//C) — возникают при ошибках в работе ДНК-полимераз в ходе репликации [61,62], 

а также как следствие спонтанного дезаминирования 5-метилцитозина в тимин, что форми-

рует G//T пару в составе двойной спирали [1,63]. В отсутствие своевременной репарации 

такие мисматчи фиксируются как точечные мутации уже в следующем раунде репликации 

[61]. 

2.2 Репарация повреждений ДНК 

Как упоминалось в предыдущем разделе, повреждения ДНК разнообразны по своей 

природе: от малых модификаций оснований и мисматчей, практически не искажающих 

структуру двойной спирали, до межцепочечных сшивок и двуцепочечных разрывов, суще-

ственно нарушающих структуру ДНК и затрудняющих репликацию и транскрипцию. Для 

устранения всего разнообразия повреждений в клетке функционируют системы репарации, 

обеспечивающие поддержание целостности генома. 

Ниже рассмотрены преимущественно прокариотические системы репарации на при-

мере E. coli. Эукариотические механизмы в целом аналогичны и основаны на работе гомо-

логичных белков, различаясь главным образом составом привлекаемых вспомогательных 

факторов и сложностью регуляции. 

2.2.1 Реактивация 

Наиболее простой путь исправления повреждения ДНК — прямая реактивация. В 

этом случае специфичный фермент непосредственно восстанавливает нативную структуру 

повреждённого основания без вырезания нуклеотида из цепи. 

Первым обнаруженным ферментом репарации ДНК была светозависимая фотолиаза, 

катализирующая прямое расщепление циклобутановых пиримидиновых димеров (см разд. 

2.1.5.1, Рисунок 5) обратно до двух пиримидинов [64]. Для исправления пиримидин-пири-

мидиновых [6–4] фотосшивок (Рисунок 3) необходима другая фотолиаза из того же семей-

ства, действующая по аналогичному механизму [2]. 

Другой пример прямой реактивации — метилтрансферазы O6-AGT I и O6-AGT II, 

которые удаляют метильные группы с O6-метилгуанина и O4-метилтимина, перенося их на 
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цистеин в активном центре метилтрансферазы [65]. К ферментам прямой репарации отно-

сится также AlkB, действующий преимущественно на N1-метиладенин и N3-метилцитозин. 

Используя α-кетоглутарат и Fe(II) в качестве кофакторов, AlkB окисляет метильную группу 

через промежуточное образование N1-гидроксиметиладенина или N3-гидроксиметилци-

тозина, высвобождая нативное основание и молекулу формальдегида. 

Благодаря отсутствию необходимости в разрыве ДНК, привлечении дополнитель-

ных белков и ресинтезе повреждённого участка прямая реактивация является одним из 

наиболее быстрых и точных путей репарации, полностью восстанавливающим исходное 

основание за один каталитический цикл. 

2.2.2 Мисматч репарация 

Мисматч-репарация — высококонсервативная система, играющая важную роль в 

поддержании целостности генома. Мисматч-репарация ответственна за исправление некор-

ректно спаренных нуклеотидов в ДНК (мисматчей).  

Репарация инициируется связыванием димера MutS с мисматчем в ДНК [66]. Затем 

димер MutL присоединяется к комплексу MutS–ДНК и гидролизует молекулу АТФ, что 

служит сигналом для активации MutH [67]. MutH вносит оц-разрыв в неметилированную 

цепь ДНК с 5ʹ-стороны ближайшей последовательности GATC (причём эта последователь-

ность может располагаться с любой стороны от мисматча) [68]. MutL также стимулирует 

геликазу II [69], которая за счёт гидролиза АТФ расплетает ДНК, формируя одноцепочеч-

ный участок. Этот шаг необходим, поскольку последующие экзонуклеазы обладают высо-

кой специфичностью именно к одноцепочечной ДНК [70]. В зависимости от расположения 

разреза относительно мисматча привлекаются разные экзонуклеазы: с 3ʹ→5ʹ-активностью 

— ExoI [71] или ExoX [72], с 5ʹ→3ʹ-активностью — ExoVII или RecJ [71]. После удаления 

повреждённого участка холофермент ДНК-полимераза III достраивает цепь на образовав-

шемся одноцепочечном участке, а NAD⁺-зависимая ДНК-лигаза LigA устраняет остав-

шийся одноцепочечный разрыв [73,74]. 

2.2.3 Эксцизионная репарация нуклеотидов 

Наряду с фотореактивацией, фотоповреждения могут репарироваться и без участия 

света, по пути эксцизионной репарации нуклеотидов (ЭРН) [75,76]. В клетках эукариот путь 

фотореактивации отсутствует, и именно ЭРН представляет собой основную систему репа-

рации фотоповреждений. Однако ЭРН устраняет значительно более широкий спектр повре-

ждений, сильно искажающих структуру ДНК. Помимо циклобутановых пиримидиновых 
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димеров и [6-4]-фотопродуктов (Рисунок 5), к субстратам ЭРН относятся АП-сайты, разно-

образные объёмные аддукты: полициклические аддукты с ароматическими углеводородами 

(например, BPDE–N²-dG, образующийся при метаболической активации бензпирена), ад-

дукты препаратов платины (внутрицепочечные сшивки Pt-d(GpG) и Pt-d(ApG) от циспла-

тина), псораленовые моно- и диаддукты, межцепочечные сшивки (как от бифункциональ-

ных алкилирующих агентов типа иприта, так и индуцированные продуктами перекисного 

окисления липидов), ДНК-белковые сшивки и даже участки тройных спиралей [77,78]. Об-

щая черта всех субстратов ЭРН — это не конкретная химическая природа повреждения, а 

выраженное искажение геометрии двойной спирали, которое и распознаётся комплексом 

белков ЭРН [78]. 

ЭРН инициируется димеризацией белка UvrA, сопряжённой с гидролизом АТФ [79]. 

Димер (UvrA)₂ специфически связывается с повреждённой ДНК, узнавая широкий спектр 

искажений её структуры [80,81]. Связывание (UvrA)₂ с АТФ повышает его специфичность 

к повреждённой ДНК примерно в 4 раза, а при дополнительном взаимодействии с UvrB 

константа ассоциации возрастает суммарно в ~20 раз (для псораленового аддукта — от Kₐ 

= 5×10⁷ М⁻¹ до ~1×10⁹ М⁻¹) [82].  

Сегодня принято считать основную функцией (UvrA)₂ доставку белка UvrB к повре-

ждениям, нарушающим спиральную укладку дцДНК: после формирования стабильного 

комплекса UvrB–ДНК (UvrA)₂ диссоциирует, и футпринт на ДНК сокращается с ~33 до ~19 

пар оснований [83]. Примечательно, что все конформационные перестройки при образова-

нии комплексов (UvrA)₂, (UvrA)₂·UvrB, (UvrA)₂·UvrB–ДНК и UvrB–ДНК требуют гидро-

лиза АТФ. Поиск повреждения происходит при движении комплекса (UvrA)₂·UvrB вдоль 

ДНК; при обнаружении объёмного повреждения ДНК дополнительно раскручивается и из-

гибается за счёт гидролиза АТФ, после чего β-шпилька UvrB вклинивается между цепями 

ДНК, что стабилизирует комплекс UvrB–ДНК и выворачивает повреждённое основание из 

спирали [84]; (UvrA)₂ при этом диссоциирует с затратой АТФ [85]. К сформированному 

комплексу UvrB–ДНК привлекается эндонуклеаза UvrC, которая вносит одноцепочечный 

разрыв с 3ʹ-стороны, примерно на расстоянии в 5 нуклеотидов от повреждения, а затем вто-

рой разрыв с 5ʹ-стороны, примерно на расстоянии в 8 нуклеотидов от повреждения [85]. 

Далее ДНК-геликаза II (UvrD) помогает высвободить UvrC и повреждённую цепь 

ДНК, оставляя UvrB на участке с брешью. После этого ДНК-полимераза I (PolI) связывается 

с ДНК со стороны свободного 3ʹ-конца, вытесняя UvrB в ходе синтеза недостающего фраг-

мента ДНК [86]. Оставшийся одноцепочечный разрыв зашивает NAD⁺-зависимая ДНК-ли-

газа LigA [74]. 
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2.2.4 Эксцизионная репарация оснований 

В отличие от объёмных, сильно искажающих структуру ДНК повреждений, репари-

руемых по пути ЭРН, значительная часть возникающих в ДНК повреждений представляет 

собой точечные модификации оснований — продукты дезаминирования, окисления и алки-

лирования (см. разд. 2.1), которые слабо искажают геометрию двойной спирали и, зачастую, 

по форме близки к каноническим основаниям. Тем не менее, именно такие повреждения 

составляют подавляющее большинство всех возникающих в геноме модификаций и, в от-

сутствие репарации, способны приводить к мутациям и клеточной гибели. За их распозна-

вание и удаление ответственна система эксцизионной репарации оснований (ЭРО), которая, 

подобно другим описанным выше системам репарации, представляет собой многоступен-

чатый мультиферментный процесс с последовательной сменой ферментов на субстрате. 

Первый этап ЭРО (Рисунок 6) — действие ДНК-гликозилаз, которые узнают повре-

ждённое основание в ДНК и гидролизуют N-гликозидную связь между ним и сахарофос-

фатным остовом, удаляя повреждённое основание, но оставляя сахарофосфатный остов ин-

тактным. Поскольку модификации оснований ДНК разнообразны по своей химической 

природе (см. раздел 2.1) в клетке существует целый набор ДНК-гликозилаз, специфичных 

к определённым типам повреждений (см. раздел «ДНК-гликозилазы»). 

В зависимости от того, является ли ДНК-гликозилаза моно- или бифункциональной, 

в результате её действия в ДНК образуется либо апурин-/апиримидиновый (АП-) сайт, либо 

Рисунок 4. Общая схема эксцизионной репарации оснований. 
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однонуклеотидная брешь, ограниченная фосфатами. В первом случае — после работы мо-

нофункциональной ДНК-гликозилазы — к АП-сайту привлекаются АП-эндонуклеазы 

(Xth/ExoIII или Nfo/EndoIV у E. coli) [2,87], которые вносят разрыв с 5ʹ-стороны АП-сайта; 

при этом на 3ʹ-конце разрыва остаётся свободная OH-группа, а на 5ʹ-конце — остаток 2ʹ-

дезоксирибозо-5ʹ-фосфата (dRP) [88]. Во втором случае — после действия бифункциональ-

ной ДНК-гликозилазы, обладающей сопутствующей АП-лиазной активностью, — на 3ʹ-

конце образующегося разрыва оказывается не OH-группа, а блокирующий фосфат (в случае 

только реакции β-элиминирования — α,β-ненасыщенный альдегид, в случае реакций β,δ-

элиминирования — фосфат). Такой 3ʹ-блок также удаляется ферментом Xth/ExoIII, облада-

ющим 3ʹ-фосфатазной и 3ʹ-фосфодиэстеразной активностями, что высвобождает 3ʹ-OH-

группу, необходимую для последующей работы ДНК-полимеразы [88]. 

Свободная 3ʹ-OH-группа служит точкой старта для ДНК-полимеразы I (PolI), кото-

рая достраивает образовавшуюся брешь [89]. Здесь возможны два альтернативных пути 

дальнейших событий. При короткозаплаточном пути ЭРО dRP-лиазная активность белков 

RecJ или Fpg удаляет единственный блокирующий остаток dRP, и ДНК-полимераза I встра-

ивает один нуклеотид. При длиннозаплаточном пути ЭРО PolI вытесняет цепь с 5ʹ-стороны 

от разрыва, синтезируя участок длиной 2–20 нуклеотидов и формируя одноцепочечный сви-

сающий конец (flap), который затем удаляется 5ʹ→3ʹ-экзонуклеазной активностью той же 

PolI. В обоих случаях финальным этапом является лигирование оставшегося одноцепочеч-

ного разрыва NAD⁺-зависимой ДНК-лигазой LigA [11]. 

2.3 ДНК-гликозилазы 

2.3.1 Общий механизм поиска повреждения 

Узнавание повреждения ДНК-гликозилазой — многостадийный процесс, селектив-

ность которого нарастает на каждом последующем шаге [90,91]. Несмотря на существенные 

структурные и эволюционные различия между суперсемействами ДНК-гликозилаз (см. 

разд. 2.3.3), общая последовательность этих шагов консервативна. Известны редкие исклю-

чения, при которых отдельные элементы схемы существенно модифицированы (например, 

AlkC и AlkD из Bacillus cereus, репарирующие алкилированные основания без их вывора-

чивания из спирали [92]), но они не получили широкого эволюционного распространения. 
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В общем, механизм поиска поврежденного основания ДНК-гликозилазой можно раз-

бить на последовательные шаги.  

Шаг 1 — неспецифическое связывание с ДНК и поиск повреждения. Подобно мно-

гим другим ДНК-связывающим белкам, ДНК-гликозилазы взаимодействуют неспецифично 

с отрицательно заряженным сахарофосфатным остовом за счёт положительно заряженной 

ДНК-связывающей поверхности и способны скользить вдоль двойной спирали [93,94] (Ри-

сунок 7А). Прямые наблюдения отдельных молекул методом флуоресцентной микроскопии 

полного внутреннего отражения (TIRFM) показали, что в отсутствие повреждения ДНК-

гликозилазы (Fpg, Nei и Nth E. coli) преимущественно перемещаются между молекулами 

субстрата посредством трёхмерной диффузии, тогда как после обнаружения и удаления по-

вреждения около трети ферментов остаётся на ДНК и продолжает одномерный поиск сле-

дующего сайта [95].  

Локальные конформационные особенности повреждённого участка ДНК служат 

структурным сигналом, повышающим сродство фермента к повреждённому сайту на ран-

них стадиях поиска. Так, повреждение ДНК может дестабилизировать спаривание основа-

ний или вызвать другие локальные изменения в структуре ДНК дуплекса. Несмотря на то, 

что субстраты ЭРО представляют собой небольшие повреждения, не сильно искажающие 

структуру ДНК (в отличие, например, от субстратов ЭРН), структура ДНК в месте наличия 

поврежденного основания может все же отличаться от интактной из-за нарушения образо-

вания Уотсон-Криковских пар. Атипичные взаимодействия положительно заряженных 

аминокислотных остатков активного центра фермента при скольжении вдоль сахарофос-

фатного остова ДНК в месте повреждения служат достаточной причиной для первичного 

отбора повреждений относительно гигантского избытка неповрежденных оснований ДНК. 

Это увеличивает сродство ДНК-гликозилазы к субстрату. Так, дестабилизирующие дей-

ствие поврежденного основания было проиллюстрировано в структуре ДНК, содержащей 

8-oxoG: несмотря на формирование Уотсон-Криковской пары C//8-oxoG, температура плав-

Рисунок 5. Упрощенная схема поиска и удаления поврежденного основания ДНК-гликозилазой. 
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ления олигомерных ДНК дуплексов падала на ~7–15°C относительно неповрежденного суб-

страта [96]. Кроме того, с помощью анализа химических сдвигов 31P ЯМР в растворе была 

зарегистрирована отличная конформация фосфата с 3′-стороны от окисленного нуклеозида 

(Рисунок 8) в олигомерной ДНК [97]. Более того, регистрация скорости обмена имино-про-

тонов с растворителем методом CLEANEX-PM ЯМР показала, что пара 8-oxoG//C даже 

устойчивее нативной G//C во внутриспиральном положении (константа равновесия внеспи-

ральной формы в 1,1–2,5 раз ниже), тогда как Хугстиновская пара син-8-oxoG//A, напротив, 

демонстрирует на 3–4 порядка бόльшую склонность к выворачиванию 8-oxoG из спирали 

[98]. 

 
Рисунок 8. Конформационная лабильность сахаро-фосфатного остова при наличии 8-oxoG в ДНК 

(PDB ID:5L06 и 6ALU, по [97]). 

6ALUАналогичная конформационная лабильность характерна и для другого распро-

странённого субстрата ДНК-гликозилаз — тимингликоля (Tg). В отличие от ароматических 

канонических оснований, Tg представляет собой насыщенный гидратированный продукт с 

двумя хиральными центрами (C5 и C6), что лишает его замкнутой π-системы и нарушает 

плоскую геометрию пиримидинового кольца (Рисунок 9). Как следствие, Tg практически 

не способен участвовать в стэкинге с соседними основаниями: температура плавления до-

декамерного дцОДН, содержащего Tg, оказывается на 13°C ниже по сравнению с неповре-

ждённым аналогом [99]. Двумерная ЯМР-спектроскопия показала, что в паре Tg//A в кон-

тексте 5ʹ-ATgA-3ʹ тимингликоль находится преимущественно во внеспиральном положе-

нии [100], а в контексте 5ʹ-GTgC-3ʹ повреждённый участок заметно разупорядочен [101]. 

Таким образом, уже в отсутствие фермента, Tg демонстрирует выраженную тенденцию к 

внеспиральному состоянию — свойство, которое, как и в случае 8-oxoG, может использо-

ваться ДНК-гликозилазами для эффективного узнавания повреждения на фоне избытка ин-

тактной ДНК. 
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Рисунок 9. Нарушение стекинга внутри дцДНК из-за неплоского строения Tg (PDB ID: 2KH5, по [100]). 

Шаг 2 — переход в промежуточный комплекс с изгибом ДНК. При обнаружении 

потенциального субстрата фермент образует более прочный комплекс с ДНК, сопровожда-

ющийся изгибом двойной спирали в месте повреждения на 45–90° (в зависимости от кон-

кретной гликозилазы) и дополнительной локальной дестабилизацией дуплекса (Рису-

нок 7Б) [11]. Такое искажение облегчает последующее выворачивание повреждённого нук-

леотида из спирали. Вероятность успешного перехода на этот этап тем выше, чем легче 

повреждённый участок подвергается деформации; таким образом, внутренняя конформа-

ционная нестабильность ДНК, обусловленная наличием повреждённого основания, напря-

мую способствует его узнаванию [90,102]. 

Шаг 3 — выворачивание повреждённого нуклеотида в активный центр. На заклю-

чительном этапе узнавания повреждённый нуклеотид выворачивается из спирали в специ-

ализированный субстрат-связывающий карман фермента, где стабилизируется множе-

ственными контактами с фосфатными группами остова и боковыми группами аминокислот 

активного центра. Образующаяся в ДНК полость заполняется одним или несколькими ами-

нокислотными остатками фермента, интеркалирующими в место выворачивания, что пре-

пятствует обратному встраиванию основания и дополнительно стабилизирует изогнутую 

конформацию [103]. Выворачивание необходимо по стерическим соображениям: атом C1ʹ, 

по которому происходит нуклеофильная атака при гидролизе N-гликозидной связи, в на-

тивной B-форме ДНК недоступен для каталитических групп фермента (Рисунок 7Г). Сам 

каталитический акт — гидролиз N-гликозидной связи и, для бифункциональных фермен-

тов, последующее β- или β,δ-элиминирование сахарофосфатного остова — рассмотрен в 

разделе «Общий механизм катализа удаления повреждённого основания» (Рисунок 7Д). 
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2.3.2 Общий механизм катализа удаления поврежденного основания 

По типу нуклеофила, атакующего C1ʹ дезоксирибозы, и, как следствие, по типу об-

разующегося в ДНК продукта (см. разд. 2.2.4) ДНК-гликозилазы делятся на моно- и би-

функциональные. У монофункциональных ферментов нуклеофилом служит молекула 

воды, активированная боковым радикалом аспартата или глутамата активного центра; гид-

ролиз N-гликозидной связи приводит к высвобождению повреждённого основания и обра-

зованию АП-сайта. У бифункциональных ферментов нуклеофилом выступает атом азота — 

ε-аминогруппа лизина (например, Lys249 у hOGG1) или α-аминогруппа N-концевого 

остатка (Pro1 у Fpg и Nei E. coli); образующееся основание Шиффа далее таутомеризуется 

в енамин и инициирует расщепление сахарофосфатного остова по механизму β- или β,δ-

элиминирования, что и составляет АП-лиазную активность бифункциональных ферментов. 

Чем выше нуклеофильность атакующего атома азота, тем глубже протекает элиминирова-

ние (Рисунок 10) [104]. 

Независимо от природы нуклеофила, общий механизм гидролиза N-гликозидной 

связи для ДНК-гликозилаз всех суперсемейств описывается как диссоциативный (SN1-по-

добный) с выраженным оксокарбениевым характером переходного состояния: связь C1ʹ–N 

разрывается раньше образования связи с нуклеофилом, а на C1ʹ развивается частичный по-

ложительный заряд, стабилизируемый через кислород O4ʹ сахара. Ключевую роль в ката-

лизе играет активация уходящей группы — протонирование повреждённого основания или 

электростатическая стабилизация его уходящей формы — что существенно ускоряет реак-

цию по сравнению с неферментативным гидролизом [104,105].  
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2.3.3 Разнообразие ДНК-гликозилаз 

Сегодня ДНК-гликозилазы разделены на несколько суперсемейств на основании 

структурных особенностей. Кроме того, ДНК-гликозилазы отличаются по спектру удаляе-

мых ими повреждений: некоторые (как например Fpg или Nei, Таблица 1) обладают широ-

кой субстратной специфичностью, а есть и такие, которые способны узнавать и выщеплять 

лишь одно конкретное повреждение (например Ung, см. разд. 2.3.3.2, Таблица 1, Таблица 2). 

В таблице 1 приведены основные суперсемейства ДНК-гликозилаз: α/β укладка, спи-

раль‒шпилька‒спираль (Helix‒hairpin‒Helix, HhH) и спираль‒2 поворота‒спираль (Helix‒

Рисунок 6. Общий механизм удаления поврежденного основания ДНК-гликозилазами (по [104]). 
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two turns‒Helix, H2tH), а также HEAT-like repeat и спираль-поворот-спираль (Helix‒turn‒

Helix). Далее будут рассмотрены основные особенности каждого суперсемейства. 

  
Таблица 1. Наиболее изученные представители различных суперсемейств ДНК-гликозилаз в клетках E. coli 
и у человека. 

E. coli Человек 
Субстратная специ-

фичность Суперсемейство 

Ung UNG 
U из любого ДНК-

контекста α/β 

Nth NTHL1 
Окисленные пирими-

дины HhH 

– OGG1 Окисленные пурины HhH 

MutY MUTYH 
A или 2-OH-A напро-

тив G или 
8-oxoG; 

HhH 

Tag – 
Алкилированные по 

кольцу пурины HhH 

AlkA – 
Алкилированные по 

кольцу пурины, гипо-
ксантин 

HhH 
 

Fpg – Окисленные пурины H2tH 

Nei – 
Окисленные пирими-

дины H2tH 

– 
NEIL1 
NEIL2 
NEIL3 

Окисленные пурины и 
пиримидины H2tH 

YcaQ – 
Межцепочечные 

сшивки HtH_42 

AlkD (B. cereus) – 

N3-meA, N7-meG, ад-
дукты ДНК и цикло-
пропилпирролоиндо-

лов 

HEAT-like repeat 

 

2.3.3.1 ДНК-гликозилазы, которые не выворачивают основание 

В начале XXI века были охарактеризованы 2 новых суперсемейства, включающие 

монофункциональные ДНК-гликозилазы, которые не выворачивают поврежденное основа-

ние, в отличие от ферментов других суперсемейств (см разд. 2.3.2) [92,106]. 

2.3.3.1.1 Суперсемейство HEAT-like repeat 

Первым из новых было изучено и охарактеризовано суперсемейство HEAT-like 

repeat (HLR). Акроним HEAT обозначает четыре белка, в которых этот мотив был впервые 

описан: huntingtin, elongation factor 3, protein phosphatase 2A и TOR [106]. Суперсемейство 

HLR было охарактеризовано путем получения кристаллической структуры фермента AlkD, 

который включал лишь HEAT-подобные повторы — пара антипараллельных α-спиралей, 

соединенных петлями переменной длины. Сам по себе фермент образует правостороннюю 

суперспираль — соленоид с отчётливой вогнутой и выпуклой поверхностями, при том во-

гнутая поверхность необходима для связывания с дцДНК [106]. Интересно, что субстраты 
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для AlkD это 3-метиладенин (N3-meA) и 7-метилгуанин (N7-meG) [107], а также фермент 

удаляет значительно более объёмные аддукты природных генотоксинов из класса цикло-

пропилпирролоиндолов: ятакемицин, дуокармицин и CC-1065 [108,109]. Гомологичный 

AlkD фермент AlkC избирательно удаляет N3-алкилпурины (N3-meA, N3-meG), тогда как 

активность на N7-meG пренебрежимо мала [110,111]. Что еще более удивительно, AlkD 

практически не изгибает ДНК для осуществления катализа [112,113], а вот AlkC напротив 

изгибает ДНК на ~60° без последующего выворачивания поврежденного основания [111]. 

2.3.3.1.2 Суперсемейство HTH_42 

Суперсемейство HTH_42 или AlkZ-like включает ДНК-гликозилазы, которые со-

стоят из трёх тандемных мотивов «крылатая спираль–поворот–спираль» (winged helix-turn-

helix, wHtH ― α/β-мотивы с характерными «крыльями» из β-шпилек), образующих поло-

жительно заряженную вогнутую поверхность, геометрически комплементарную дуплекс-

ной ДНК [92]. Суперсемейство HTH_42 включает 2 подсемейства: AZL (AlkZ-like) объеди-

няет белки, ассоциированные с кластерами генов биосинтеза (КГБ) природных генотокси-

нов; каждый представитель AZL специфичен к аддуктам антибиотика, синтезируемого ор-

ганизмом-хозяином, и обеспечивает самозащиту, например AlkZ (Streptomyces sahachiroi) 

— репарирует межцепочечные сшивки ДНК, образованные азиномицином [92]; подсемей-

ство YcaQ-like охватывает белки, не ассоциированные с КГБ, первый охарактеризованный 

член подсемейства, расщепляющий межцепочечные сшивки, образованные например азо-

тистыми ипритами [114]. 

2.3.3.2 Суперсемейство α/β-укладка (урацил-ДНК-гликозилазы) 

Удаление урацила (см разд 2.1.2) из ДНК осуществляет целое суперсемейство (со-

стоящее из 6 семейств, Таблица 2) ДНК-гликозилаз — урацил-ДНК-гликозилаз (или супер-

семейство α/β-укладка), обладающих схожей субстратной специфичностью и схожим стро-

ением. И хотя гомология аминокислотных последовательностей представителей различных 

семейств урацил-ДНК-гликозилаз не велика, тем не менее последовательности аминокис-

лот, формирующие активный центр, остаются довольно консервативными [115]. 

Таблица 2. Представители семейств из суперсемейства ДНК-гликозилаз α/β-укладка. 

Семейство Представители Субстраты 
Семейство 1 (UNG) UNG1/UNG2 (человек), Ung (E. coli) U в оц/дцДНК 

Семейство 2 (MUG/TDG) TDG (человек), MUG (E. coli) U//G, T//G, 5fC 
Семейство 3 (SMUG1) SMUG1 (позвоночные) U, 5-hmU, 5fU 

Семейство 4 UDGa (термофилы), UdgX 
(M. smegmatis) U в дцДНК 

Семейство 5 (UDGb) UDGb (термофилы) U, гипоксантин, ксантин 
Семейство 6 (HDG) HDG M. acetivorans гипоксантин 
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Наиболее изученный представитель данного суперсемейства — UNG из семейства 1 

(урацил-ДНК-гликозилазы человека и E. coli практически идентичны как по аминокислот-

ному составу, так и по общей укладке, за исключением неупорядоченных элементов на N-

конце человеческих ферментов, ответственных за локализацию в клетке) [115]. UNG — мо-

нофункциональная ДНК-гликозилаза, которая представляет собой однодоменный белок с 

массой 25 кДа, состоящий из β-листа из 4-х параллельных тяжей, окруженного как мини-

мум 2-мя α-спиралями [115]. Эти структурные особенности и послужили сигнатурой для 

суперсемейства. В отличие от ДНК-гликозилаз других суперсемейств, UNG проявляет ак-

тивность не только на дцДНК, но и на оцДНК. Интересно, что полученные структуры фер-

мента в апоформе и с лигандом (ДНК) практически не отличаются (PDB ID: 1AKZ, 1SSP, 

RMSD = 1,251), тем не менее, изменение положения мотивов все же происходит: формиру-

ется более компактный активный центр [116]. При этом, как только повреждение найдено, 

фермент изгибает ДНК всего на ~20°, после чего Leu272 выталкивает урацил из спирали, 

заполняя возникающую брешь (см. разд. 2.3.2). В активном центре находится урацил-свя-

зывающий карман, окружение в котором позволяет узнавать урацил относительно осталь-

ных пиримидинов посредством стерических ограничений и специфической сети водород-

ных связей. Далее остаток Asp145 активирует молекулу воды, которая нуклеофильно ата-

кует С1′, замещая при этом поврежденное основание, что приводит к гидролизу N-

гликозидной связи. Примечательно, что в структуре UDG с ДНК [PDB ID 1SSP] удаленный 

урацил остался внутри урацил-связывающего кармана [116].  

2.3.3.3 Суперсемейство спираль–шпилька–спираль или Nth 

ДНК-гликозилазы суперсемейства спираль‒шпилька‒спираль (Helix‒hairpin‒Helix, 

HhH) обладают уникальной способностью узнавать и удалять структурно разнородные мо-

дифицированные азотистые основания [117]. Типичная архитектура ферментов суперсе-

мейства HhH включает два домена. N-концевой домен содержит шестиспиральную бочку, 

в составе которой расположен мотив HhH-GPD, обеспечивающий контакт с ДНК посред-

ством взаимодействия с фосфатным остовом. C-концевой домен несёт кластер [4Fe-4S] (ис-

ключение составляет фермент OGG1, у которого кластер [4Fe-4S] отсутствует [118]), коор-

динированный четырьмя консервативными остатками цистеина, и формирует часть ДНК-

связывающей бороздки. Между доменами располагается каталитический сайт. Такая дву-

доменная организация, при которой ДНК «зажимается» между доменами, а повреждённое 

основание выворачивается из двойной спирали в активный центр фермента, является общей 

чертой всего суперсемейства. Мотив HhH-GPD структурного суперсемейства представляет 

собой две α-спирали, соединённые шпилькой, за которыми следует глицин-пролиновая 
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петля и каталитически необходимый остаток аспаргиновой кислоты, который либо напря-

мую активирует каталитический нуклеофил (молекулу воды), либо стабилизирует переход-

ное состояние [119]. 

К суперсемейству HhH относятся несколько семейств ДНК-гликозилаз: Nth (эндо-

нуклеаза III), OGG1 (8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза человека), MutY/MUTYH (аденин-

ДНК-гликозилаза), AlkA (3-метиладенин-ДНК-гликозилаза II), MBD4, а также недавно 

описанные ферменты, такие как TAG — 3-метиладенин-ДНК-гликозилаза I, принадлеж-

ность которой к суперсемейству была установлена лишь после определения её трёхмерной 

структуры [120] (Таблица 3). 

 
Таблица 3. Наиболее изученные представители суперсемейства ДНК-гликозилаз HhH. 

E. coli Человек Субстраты 

Nth (EndoIII) NTHL1 
Окисленные пиримидины: Tg//A, 

ohC//G, ohU//G, h2U//A, h2T//A 

MutY MUTYH A//8-oxoG (основной), A//G (слабо) 

AlkA — 
N3-meA, N3-meG, N7-meG, O²-meC, 

O²-meT 

TAG — N3-meA 

— OGG1 8-oxoG//C, FapyG//C, 8-oxoA//C 

— MBD4 
T//G и U//G в CpG-сайтах (продукты 

дезаминирования N5-meC и C) 
 

Все представители суперсемейства HhH — бифункциональные ДНК-гликозилазы, 

то есть обладающие еще и AП-лиазной активностью (см разд. 2.3.2, Рисунок 7):  

Несмотря на общую архитектуру и каталитический механизм (удаление поврежден-

ного основания → образование основания Шиффа → β-элиминирование), ферменты HhH-

суперсемейства распознают принципиально различные субстраты (Таблица 3). Структур-

ная основа этого разнообразия заключается в строении «кармана» для повреждённого ос-

нования и наличии дополнительных доменах/мотивах. 

2.3.3.4 Суперсемейство спираль–два поворота–спираль или Fpg/Nei 

Суперсемейство спираль–два поворота–спираль (Helix–two turn-–Helix, H2tH) объ-

единяет бифункциональные ДНК-гликозилазы, распространённые среди бактерий и неко-

торых эукариот. Принадлежность к суперсемейству определяется консервативной трёхмер-

ной укладкой, общим механизмом катализа и характерным набором структурных мотивов 

— прежде всего мотивом «спираль-два поворота-спираль» в C-концевом домене, представ-

ляющим собой пару α-спиралей, разделённых петлёй из двух последовательных поворотов 

[121,122]. К суперсемейству относятся бактериальные ферменты: Fpg (формамидопирими-
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дин-ДНК-гликозилаза, также известная как MutM по названию гена mutM) и Nei (эндо-

нуклеаза VIII, EndoVIII), а также эукариотические NEIL1, NEIL2 и NEIL3, которые отлича-

ются спектром узнаваемых оснований, но сохраняют общую архитектуру с H2tH-мотивом 

(Таблица 4) [123]. 

Прототипическим представителем суперсемейства служит формамидопиримидин-

ДНК-гликозилаза Escherichia coli (EcoFpg, UniProt P05523), продукт гена mutM, состоящий 

из 269 аминокислотных остатков [124]. Субстраты EcoFpg — прежде всего 8-oxoG, а также 

FapyG и FapyA: продукты раскрытия имидазольного кольца пурина при окислительном 

стрессе (см. разд. 2.1.1, Рисунок 3, Таблица 4) [125]. Второй хорошо охарактеризованный 

бактериальный фермент — эндонуклеаза VIII E. coli (EcoNei, UniProt P50465, 263 аминок-

силотных остатка (а. о.), ген nei). Её мишени: окисленные пиримидины: тимингликоль (Tg), 

5,6-дигидроурацил (h2U), 5-гидроксиурацил (ohU), 5-гидроксицитозин (ohC), а кроме того 

спироимидогидантоины (Sp, Gh) — продукты последующего окисления 8-oxoG (Таблица 4) 

[126]. Среди других бактериальных гомологов структурно охарактеризованы: BstFpg из 

Bacillus stearothermophilus (UniProt P84131, 274 а. о.); LlaFpg из Lactococcus lactis (UniProt 

P42371, 273 а. о.); TthFpg из Thermus thermophilus (UniProt O50606, 267 а. о.). 

 

Таблица 4. Субстратная специфичность ферментов суперсемейства H2tH. 

E. coli Человек 
Основные субстраты (и структурные предпочте-

ния) 

EcoFpg 

Нет прямого 
гомолога 

(функциональ-
ную роль вы-

полняет 
OGG1) 

8-oxoG, FapyG, FapyA [127] 

EcoNei 

Эволюцион-
ный предше-
ственник бел-

ков NEIL 

Tg, h2U, ohU, ohC, Sp, Gh [126,128] 

— NEIL1 
Tg, h2U, ohU, ohC, FapyG, FapyA, Sp, Gh (Широкий 

профиль; предпочитает bubble-ДНК, оцДНК) 
[129,130] 

— NEIL2 
ohU, ohC, h2U (Более узкий профиль; строго предпо-

читает участки bubble-ДНК) [131] 

— NEIL3 
Sp, Gh (Специфичен к продуктам сильного окисле-

ния; предпочитает оцДНК, fork-структуры и G-квад-
руплексы) [132,133] 

 

Все ферменты суперсемейства имеют общую двудоменную архитектуру (Рису-

нок 11): N-концевой домен — β-сэндвич с каталитически важными остатками активного 

центра; C-концевой домен содержит мотив H2tH и мотив цинкового пальца (см. подразд. 
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«ММотив спираль‒2 поворота‒спираль» и «Мотив цинкового пальца»). Кристаллические 

структуры представителей суперсемейства приведены в таблице 5. 

 
Рисунок 11. Кристаллическая структура LlaFpg в комплексе с дцДНК, содержащей нерасщепляемый кар-
боциклический аналог FapyG (PDB ID: 1XC8). Оранжевым обозначена каталитическая диада остатков Pro‒
Glu; бежевым обозначен N-концевой домен; розовым обозначены остатки, формирующие мотив спираль–
2 поворота–спираль; серым обозначены остатки, формирующие петлю, координирующую повреждение; 
зелёным обозначены остатки, формирующие мотив цинкового пальца; синим обозначено вывернутое по-
врежденное основание ДНК. 

 
Таблица 5. Полученные структуры кристаллических комплексов ДНК-гликозилаз суперсемейства 

H2tH в апо-форме и в комплексе с ДНК. 

Фермент Организм Форма Общее количе-
ство структур 

Диапазон разреше-
ний (Å) 

Fpg Bacilus strearatermofilus Комплекс с ДНК 42 1,60 – 2,60 
Fpg Escherichia coli Комплекс с ДНК 1 2,10 
Nei Escherichia coli Апо-форма 3 2,05 – 2,80 
Nei Escherichia coli Комплекс с ДНК 6 1,25 – 2,60 
Fpg Lactococcus lactis Комплекс с ДНК 22 1,65 – 2,55 
Fpg Thermus thermophilus Апо-форма 1 1,90 

NEIL1 Homo sapiens Апо-форма 3 1,48 – 2,60 
NEIL1 Homo sapiens Комплекс с ДНК 23 2,30 – 2,91 
NEIL3 Homo sapiens Апо-форма 3 2,21 – 2,60 
NEIL3 Mus musculus Апо-форма 2 2,00 
NEIL3 Mus musculus Комплекс с ДНК 2 2,00 – 2,28 

 

2.3.3.4.1 Структурные мотивы 

Для детального понимания механизма взаимодействия ДНК-гликозилаз H2tH с суб-

стратами будет рассмотрена структурная организация ферментов этого суперсемейства. 
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Рисунок 12. Выравнивание последовательностей наиболее изученных бактериальных представителей супер-
семейства H2tH. Жёлтым обозначена каталитическая диада PE; фиолетовым обозначены остатки аминокис-
лот, координирующие фосфаты в ДНК; голубым обозначены остатки интеркалирующей триады; розовым 
обозначены остатки, формирующие мотив спираль–2 поворота–спираль; оранжевым обозначены остатки 
тетрапептидной петли, координирующей поврежденные основания; синим обозначены остатки цистеинов, 
координирующие цинк в цинковом пальце. Выравнивание аминокислотных последовательностей было по-
строено относительно фиксированного выравнивания струткур FoldMason [134] с помощью алгоритма 
MAFFT в режиме L-INS-i [135]. 

 

Мотив спираль‒2 поворота‒спираль 

Две из четырёх α-спиралей C-концевого домена формируют H2tH-мотив, который 

вместе с мотивом цинкового пальца образует ДНК-связывающую поверхность этого до-

мена (Рисунок 11, Рисунок 12). H2tH-мотив контактирует исключительно с фосфодиэфир-

ным остовом ДНК — с фосфатами P0, P−1 и P−2 (P0 — фосфат с 3′-стороны от повреждённого 

основания), не образуя прямых водородных связей с основаниями [123]. Связывание ДНК 

не сопровождается крупномасштабными конформационными перестройками домена, од-

нако сама ДНК сильно изогнута в области повреждения (~60°), и именно геометрия этого 

изгиба определяет ориентацию H2tH-мотива относительно фосфатного остова. 

Ключевым контактным остатком служит абсолютно консервативный аспарагин 

(Asn168 в EcoFpg, Рисунок 12): его боковая цепь образует водородную связь с фосфатом 
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P−1, а амидная группа основной цепи — с P0, формируя бидентатный контакт с двумя по-

следовательными фосфатами (Рисунок 14). Вместе с тремя другими консервативными 

остатками — Lys56 и His70 N-концевого домена и Arg258 мотива цинкового пальца — оста-

ток Asn168 образует кооперативную сеть водородных связей с остовом ДНК; к ней примы-

кает консервативный остаток Lys57, образующий солевые мостики с P−1 и P−2. Помимо свя-

зывания ДНК, остаток Asn168 играет структурную роль и в активном центре: в EcoNei его 

амидный азот образует водородную связь с Oε2 каталитического остатка Glu2, напрямую 

сопрягая ДНК-связывающий мотив с каталитической диадой остатков Pro1–Glu2 (Рисунки 

12, 13, 14) [123]. 

Помимо статического захвата фосфатов, H2tH-мотив непосредственно участвует в 

элементарном шаге сканирования: асимметрия его контактов с целевой и комплементарной 

цепями ДНК обеспечивает поцепочечное перемещение фермента (см. разд. 2.3.3.4.2) [136]. 

Мотив цинкового пальца 

C-концевой домен содержит характерный цистеиновый (Cys)₄-цинковый палец: ион 

Zn²⁺ координируется четырьмя остатками цистеина, а несущая его β-шпилька контактирует 

с фосфатами по обе стороны от повреждённого нуклеозида [137]. Мотив абсолютно необ-

ходим для формирования каталитически компетентного комплекса: мутации координиру-

ющих а. к. о. цистеина [138]; EcoFpg Cys→Ala/His/Ser [139] снижают сродство к ДНК и 

полностью подавляют каталитическую активность. 

Абсолютно консервативный остаток аргинина (Arg258 в EcoFpg, Arg264 в BstFpg, 

Arg260 в LlaFpg, Arg252 в EcoNei) контактирует с фосфатами с обеих сторон от повреждён-

ного нуклеозида, сближая 5′- и 3′-фосфаты до 5,4 Å (в отличие от 6,7 Å в B-ДНК); такое 

локальное сжатие остова механически облегчает выворачивание основания в активный 

центр [137]. 

Мутации ключевых остатков цинкового пальца и остатков прилегающих к нему по-

зициях (в EcoNei — Arg171 в β-повороте, Gln261 в основании пальца) снижают на 3–4 по-

рядка величину kcat/KM на ДНК-субстратах, содержащих повреждение, причём мутантный 

вариант Q261A формирует ковалентный интермедиат белок–ДНК, но не активен на стадии 

β-элиминирования [140]. Это указывает на аллостерическую роль мотива цинкового 

пальца: он передаёт сигнал от участка распознавания повреждения к каталитическому цен-

тру. 

Структурный элемент β-шпильки, контактирующий с фосфатами, сохранён у всего 

суперсемейства, но способ его стабилизации варьируется: бактериальные Fpg и Nei исполь-

зуют цистеиновый (Cys)₄-цинковый палец, человеческий NEIL1 — «бесцинковый палец», 

стабилизированный сетью водородных связей (PDB ID: 1TDH; [141]), в то же время NEIL2 
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— (Cys)₂(His)₂, PDB ID: 6VJI [142]. Функциональная роль β-шпильки по взаимодейсвию с 

фосфатами остова ДНК остаётся неизменной. 

Роль пролин–глутаминовой петли в катализе 

Пролин-глутаминовая петля ДНК-гликозилаз H2tH принимает прямое участие в уда-

лении поврежденного основания из ДНК, с последующим β- и β/δ-элиминированием (Рису-

нок 13). 

 
Рисунок 13. Каталитический механизм удаления поврежденного основания из ДНК ДНК-гликозилазами су-
персемейства H2tH. 

 
Остаток Рro1 является каталитическим нуклеофилом: его α-аминогруппа атакует C1′ 

дезоксирибозы повреждённого нуклеозида, замещая повреждённое основание и формируя 

ковалентный аминальный интермедиат, который далее перегруппировывается в основание 

Шиффа (см. разд. 2.3.3.4.3). Ключевая роль остатка Pro1 подтверждена структурно — на 

множестве ковалентных комплексов фермент–ДНК, полученных восстановлением проме-

жуточного основания Шиффа боргидридом натрия (см. Таблица 5), — и функционально: 

замена остатка Pro1→Glu1 в LlaFpg снижала способность расщеплять дцОДН с 8-oxoG//C 

в 700–2000 раз при сохранении связывания с ДНК и способности образовывать основание 

Шиффа с АП-сайтом [143]; замена остатка Pro1→Thr1 в EcoFpg инактивировала фермент 

при сохранении способности формировать основание Шиффа [144]. 

В BstFpg [145] остаток Glu2 действует как N-кэп [146] спирали αE — карбоксильная 

группа взаимодействует с амидными группами остатков Gly173 и Tyr176, стабилизируя 

макродиполь спирали, направленный к ДНК; и стабилизирует оксокарбениевый ион — по-

ложительный заряд на C1', возникающий при удалении повреждённого основания. Серия 

из четырёх высокоразрешенных структур LlaFpg (PDB: 1NNJ, 1PJJ, 1PJI, 1PM5; 1.80–

1.90 Å,) показала, что карбоксильная группа остатка Glu2 имеет одно и то же положение во 
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всех комплексах и формирует водородные связи с C4'-OH раскрытого дезоксирибозного 

кольца [147]. Это подтвердилось и для комплекса. Молекулярно-динамическое (МД-) мо-

делирование мутанта E2Q показало, что протонирование остатка Glu2 играет ключевую 

роль в дискриминации: при протонированном остатке Glu2 свободная энергия связывания 

значительно ниже для 8-oxoG, чем для G, тогда как при депротонированном остатке Glu2 

различие нивелируется [148]. Стоит отметить, что мутантные варианты BstFpg E2Q и 

EcoFpg E2Q не проявляют гликозилазной активности, но при этом сохраняют лиазную ак-

тивность [137,149]. Таким образом, остаток Glu2 выступает как общий кислотный катали-

затор: карбоксильная боковая группа способствует раскрытию кольца дезоксирибозы и 

формированию основания Шиффа с остатком Pro1. 

В ковалентном комплексе EcoNei с ДНК [123] остаток Glu2 формирует сильную во-

дородную связь с C4'-OH раскрытого дезоксирибозного кольца (расстояние 2.57 Å), стаби-

лизируя его конформацию. 

Интеркалирующая петля 

Для того, чтобы стабилизировать вывернутое поврежденное основание в ДНК-гли-

козилазах присутствуют остатки, которые интеркалируют внутрь образовавшейся полости 

в ДНК (см. разд. 2.3.2, Рисунок 12, Рисунок 14). Этот структурный мотив организован три-

адой аминокислот, но для Fpg и Nei организация первичной последовательности отлична: 

петля сформирована тремя аминокислотными остатками, однако их расположение в струк-

туре различается. 
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Рисунок 14. Схема активного центра Fpg и Nei: сравнение остатков интеркалирующей триады и каталити-
ческой диады, взаимодействующих с сахарофосфатным остовом ДНК. А ― схема активного центра 
EcoFpg; Б ― схема активного центра EcoNei [121]. 

 

В Fpg интеркалирующую петлю образует триада Phe/Met/Arg (Phe114/Met77/Arg112 

в BstFpg, Phe110/Met73/Arg108 в EcoFpg; [143,145,150]). Остаток фенилаланина активно 

внедряется в стэкинг двойной спирали с 5′-стороны от цитозина, комплементарного повре-

ждению, искривляя целевую пару на 28–44°; Fpg механически «прощупывает» деформиру-

емость каждой пары — режим, зафиксированный в серии структур «интеркалирующих 

комплексов» (interogation comples, IC) IC1–IC3 (PDB: 2F5N, 2F5P, 2F5O) [151]. Исследова-

ние методом остановленной струи показывает, что соотношение прямой и обратной кон-

стант внедрения клина даёт уже на этой стадии >70-кратную разницу при взаимодействи 

фермента с 8-oxoG//C относительно G//C — клин не столько стабилизирует связывание 

фермента с ДНК, сколько замедляет сканирование для более тщательной проверки [152] 

(Рисунок 14). 

Мутантный анализ подтверждает роль клина: F114A/F110A лишают фермент спо-

собности искривлять пару 8-oxoG//C и узнавать повреждение при сохранении активности 

на АП-сайтах, тогда как F110W, наоборот, «проверяет» все пары подряд, образуя множе-

ство переходных комплексов [152]. 
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Остаток метионина (Met77 в BstFpg/Met73 в EcoFpg) заполняет полость, возникаю-

щую при выворачивании повреждённого основания; мутант M77A теряет способность ста-

билизировать вывернутый нуклеозид [153]. Остаток аргинина (Arg112 в BstFpg/Arg108 в 

EcoFpg) дополнительно заполняет ту же полость и формирует ключевые водородные связи 

с комплементарным цитозином (см. подразд. «Распознавание комплементарного основа-

ния», Рисунок 14). 

Внутриспиральное узнавание 

Несмотря на минимальное химическое различие между 8-oxoG и G (один атом кис-

лорода при C8 и протон при N7), ДНК-белковые интерфейсы (для 2х типов комплексов: 

комплекс с неповрежденной ДНК с G//C — IC и комплекс с поврежденной ДНК с 8-oxoG//C 

— encounter complex (EC)) отличались перестройкой конформации сахарного остатка по-

вреждённого нуклеозида: вместо C2'-эндо (характерной для G в B-ДНК) наблюдалась C4'-

экзо конформация, вызванная стерическим столкновением между группой C8=O 8-oxoG и 

атомом C2' дезоксирибозы. Это столкновение сокращает расстояние C8―C2' с ~3,0 Å в сво-

бодной ДНК до ~2,6 Å, что достаточно для детекции ферментом [153,154]. 

Поврежденное основание в EC остаётся внутри спирали, однако геометрия его взаи-

модействия с Phe114 и Met77 из BstFpg количественно отличается от ситуации в парном IC, 

что интерпретируется как следствие ослабленного стэкинга и изменённого электронного 

окружения 8-oxoG (Рисунок 15). Таким образом, распознавание нормального и повреждён-

ного оснований происходит до стадии выворачивания и обеспечивается механическим от-

кликом пары на деформацию, навязываемую остатками-зондами [153,154]. 

 

 
 
Рисунок 15. Сравнение взаимодействий интеркалирующей триады BstFpg с ДНК: А ― взаимодействие фер-
мента с парой G//C внутри спирали ДНК в IC (PDB ID: 2F5O) [151] Б ― взаимодействие фермента с парой 8-
oxoG//С внутри спирали ДНК в EC (PDB ID: 3GO8) [154]. Молекулы воды показаны красными звездочками; 
нековалентные взаимодействия ключевых остатков (триада M77, R112, F114 и R264), дискриминирующих G 
от 8-oxoG внутри спирали ДНК, молекул воды и поврежденного основания в пределах 3,5 Å показаны жел-
тыми пунктирными линиями. 
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Вычислительные данные подтвердили, что пары 8-oxoG//C в свободной ДНК обла-

дают динамическим поведением, существенно отличающимся от G//C: 8-oxoG демонстри-

рует повышенную подвижность и тенденцию к переходу в син-конформацию, что может 

быть детектировано ферментом при внутриспиральном вклинивании [155]. 

Распознавание комплементарного основания 

Помимо распознавания самого повреждённого основания, ДНК-гликозилазы супер-

семейства H2tH проявляют чувствительность и к основанию, спаренному с повреждённым: 

оно остаётся в спирали после выворачивания повреждённого нуклеозида в активный центр 

и непосредственно контактирует с ферментом. В Fpg эту функцию выполняет один остаток 

— Arg112 (B. stearothermophilus) / Arg109 (L. lactis) / Arg108 (E. coli) — единственный ами-

нокислотный остаток, формирующий специфические контакты с комплементарным осно-

ванием [145]. МД-симуляции дополнительно показали, что в ходе выворачивания повре-

жденного остатка Arg112 проникает в стопку спирали в позицию вывернутого основания и 

формирует бидентатные водородные связи с O2 и N3 цитозина, напрямую конкурируя с 8-

oxoG (Рисунок 16) [150,154]. 

 

 
Рисунок 16. Формирование псевдо-Уотсон-Криковского взаимодействия между остатком Arg108 EcoFpg и 
остатком C ДНК напротив повреждения (PDB ID:1K82, по [150]). 

 

Эти взаимодействия объясняют убывание субстратной специфичности к основанию 

напротив повреждения в ряду, установленному группой Grollman для Fpg: 8-oxoG//С > 8-

oxoG//G > 8-oxoG//C >> 8-oxoG//A [128]. Биологическое значение этого ряда состоит в ко-

ординации с GO-системой: эффективное исключение 8-oxoG//A из числа субстратов 

предотвращает фиксацию G//C → T//A трансверсий, которая возникнет при репликации. 

Репарация 8-oxoG//A представляет собой специфичную задачу для MutY, удаляющего аде-

нин из Хугстиновской пары 8-oxoG//A [156]. 
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Nei E. coli демонстрирует аналогичное предпочтение по комплементарному основа-

нию: для h2U//G kcat/KM в 2300 раз выше, чем для h2U//A [140]. В Nei распознавание основа-

ния напротив выполняет триада остатков Gln69/Leu70/Tyr71 в ином структурном располо-

жении: остаток Tyr71 вклинивается в ДНК и обеспечивает изгиб, остатки Leu70 и Gln69 

заполняют полость вывернутого основания и контактируют с комплементарным аденином 

(Рисунок 14) [140]. Тройная замена а. к. о. QLY→AAA снижает kcat/KM реакции на 3–6 по-

рядков, делеция а. к. о. ΔQLY приводит к снижению kcat/KM ниже предела обнаружения; оба 

мутанта способны образовывать ковалентный интермедиат, но не способны проводить по-

следующую реакцию β-элиминирования [140].  

Вычислительные данные подтверждают общий способ связывания всех окисленных 

пуринов (8-oxoG, FapyG, FapyA) в активном центре EcoFpg: все они занимают сходные по-

зиции, формируя стэкинг с остатком Met73 и контакты с остатками Arg108 и Phe110 интер-

калирующей петли [157,158]. 

Петля, координирующая повреждение 

Основываясь на выравнивании последовательностей ДНК-гликозилаз (Рисунок 12), 

можно заметить, что петля, координирующая повреждение, представлена только для под-

семейства Fpg, но не Nei, что также подтверждается при наложении и анализе кристалли-

ческих структур ковалентных конъюгатов соответствующих ферментов с ДНК 

[137,143,145,147,150]. 

При более детальном анализе структур комплексов Fpg с ДНК (как ковалентных 

конъюгатов, так и нековалентных комплексов), можно заметить особенность: петля, при 

отсутствии повреждённого азотистого основания, разупорядочена и не наблюдается в кри-

сталлических структурах как для ДНК с АП-сайтом, так и для ковалентных комплексов, где 

повреждение уже удалено [143,147,151]. Однако, петля становится упорядоченной, когда 

возможна координация O6 кислорода 8-oxoG за счёт связывания амидными группами пеп-

тидного остова петли (Рисунок 11) [125,137]. 
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Рисунок 17. Формирование кармана, связывающего повреждение тетрапептидной петлёй в кристаллических 
структурах Fpg с поврежденной ДНК. Упорядоченная форма тетрапептидной петли при наличии повреждён-
ного основания: А ― координирование FapyG петлей LlaFpg (PDB ID: 1XC8) [125]; Б ― координирование 8-
oxoG петлёй BstFpg (PDB ID: 1R2Y) [137]; В ― координирование hoU (PDB ID: 1R2Z) петлёй BsrFpg [137]. 
Желтыми пунктирными линиями показаны водородные связи между амидными атомами азота остова петли 
и повреждением в ДНК. 

 

2.3.3.4.2 Поиск повреждения ДНК-гликозилазами суперсемейства «спираль–2 пово-

рота–спираль» 

Одномерная диффузия 

Fpg в одномолекулярных экспериментах перемещаются вдоль вытянутой λ-ДНК в 

реальном времени [159]. Количественная модель сканирования, построенная по одномоле-

кулярным данным, показывает, что за одно связывание (τ ≈ 1,2 с) фермент сканирует 450–

600 п.н. с охватом 60–75 % оснований; на повреждённых субстратах коэффициент диффу-

зии падает примерно в 10 раз, а время жизни комплекса увеличивается до 3,5 с — прямое 

кинетическое подтверждение задержки фермента на повреждении [95,160]. 

Поцепочечное перемещение фермента вдоль ДНК 

BstFpg закристаллизован в неотклоненном (IC) и отклонённом (slanted complex, SC) 

состояниях, различающихся смещением на один нуклеотид по одной из цепей при сохра-

нении контактов на другой (Рисунок 18) [136]. Оба состояния имеют близкие энергетиче-
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ские минимумы (Δ ≈ 0,6 ккал/моль, барьер перехода ≈ 2,3 ккал/моль; мутация R112A са-

мопроизвольно переводит фермент в SC), что независимо подтверждается расчётом по-

тенциалов средней силы на высокомолекулярной ДНК. Таким образом, благодаря боль-

шому количеству закристаллизованных комплексов BstFpg с ДНК (Таблица 5) удалось за-

регистрировать как именно происходит поиск повреждения — это не одновременное пе-

ремещение фермента по обеим цепям ДНК, а последовательность полушагов по цепям по-

очерёдно, энергетически выгодная за счёт сохранения части контактов с ДНК на каждом 

промежуточном этапе.  

 

Распознавание повреждения в активном центре 

После обнаружения деформированной пары при сканировании повреждённое осно-

вание выворачивается из дуплекса в активный центр фермента. Верификация повреждения 

происходит на каждом этапе выворачивания и реализуется как многоступенчатый «дина-

мический чекпойнт» — на каждом шаге геометрически близкий немодифицированный G 

отбраковывается специфическими контактами активного центра. 

Энергетический барьер выворачивания 8-oxoG из связанной с Fpg ДНК в 3–5 раз 

ниже, чем в случае канонического G (вычислительные оценки: 4–7 ккал/моль для 8-oxoG 

против 11–22 ккал/моль для G [154,161]) — что соответствует кинетической дискримина-

ции в 4–5 порядков. Расчёты допускают два пути выворачивания повреждения: через малую 

(6-7 ккал/моль) и через большую (3-4 ккал/моль) бороздки [162]). Это полностью согласу-

ется с имеющимися кристаллографическими данными: интеркалирующая триада остатков 

Met/Arg/Phe Fpg вклинивается в ДНК со стороны малой бороздки и заполняет полость, об-

разовавшуюся на месте вывернутого нуклеотида, тогда как само повреждённое основание 

Рисунок 7. Поцепочечное перемещение BstFpg вдоль ДНК: неотклонённом (IC) и отклонённом (SC) ком-
плексах (по [136]). 
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оказывается экспонированным в сторону большой бороздки перед фиксацией в активном 

сайте фермента [151]. 

Ключевые точки дискриминации в ходе выворачивания детально проанализированы 

в работах [161,163] и распределены по углу экструзии проверяемого основания относи-

тельно оси спирали ДНК. Если активный центр не достигает каталитически компетентной 

конформации (как при попадании в него немодифицированного G), срабатывает «поздний 

чекпоинт» — возврат основания во внутриспиральное состояние [164]: 

Стадия I (~40°) — первичная дискриминация по протонированию N7: N7-H 8-oxoG 

не образует H-связь с амидом остова остатка Gly264 BstFpg (Gly259 в EcoFpg) и контакти-

рует с фосфатом P+1; для канонического G формируются H-связь N7→NH-Gly264 и катион-

π-стэкинг Arg263–G, удерживающие β-шпильку цинкового пальца ближе к остову ДНК 

[161]. 

Стадия II (~90°) — критическая точка дискриминации: абсолютно консервативный 

остаток аспарагина H2tH-мотива (Asn168 в EcoFpg) образует H-связь с экзоциклическим 

O8 8-oxoG (отсутствующим у G); параллельно Уотсон-Криковская грань 8-oxoG стабили-

зируется двумя H-связями с фосфатом P+1 [161]. 

Стадия III (~150°) — а. к. о. Pro1 как каталитический нуклеофил, протонированный 

при физиологическом pH (расчётный pKa ≈ 9,3), образует H-связь с экзоциклическим O8 8-

oxoG. Аналогичный контакт остатка Pro1 с атомом N7 канонического G даёт менее благо-

приятный энергетический минимум — N7 геометрически менее доступен. На участке 

150°→280° свободная энергия системы 8-oxoG падает примерно на 14 ккал/моль; для G 

профиль на этом отрезке остаётся практически плоским, что явно указывает на предпочте-

ние выворачивания поврежденного нуклеотида из ДНК, а не нативного [161]. 

Стадия IV (~260–280°) — прекаталитический комплекс: вывернутый 8-oxoG фик-

сируется сетью H-связей N7-HN-Ser219 и O6 ⟷ амиды остова петли (а. к. о. 217-221 в 

EcoFpg), координирующей повреждение; одновременно остатки Asn168 и Arg258 EcoFpg 

удерживают нуклеотид, связывая P0 и P−1. Для неповрежденного основания G активный 

центр работает как анти-фильтр: депротонированный N7 отталкивается от карбонильной 

группы остатка Ser219, H-связи с петлей не формируются, и G смещается в альтернативное 

положение к остаткам Arg79 и Gly77 [161]. 

2.3.3.4.3 Каталитический механизм удаления повреждения 

В каталитическом процессе удаления повреждения выделяют четыре стадии: (1) нук-

леофильная атака α-аминогруппы остатка Pro1 на C1′ дезоксирибозы повреждённого нук-

леозида с образованием аминального интермедиата и вытеснением повреждённого основа-
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ния (вероятно, по механизму SN1 — через оксокарбениевый ионный интермедиат, стабили-

зированный взаимодействием с остатком Glu2); (2) перегруппировка аминального интер-

медиата в основание Шиффа (имин); (3) β-элиминирование — разрыв 3′-фосфодиэфирной 

связи; (4) δ-элиминирование — разрыв 5′-фосфодиэфирной связи, завершающее удаление 

сахарного остатка. Каталитические стадии осуществляются с минимальной перестройкой 

макромолекулярного остова [145]. 

Структурная картина каталитической компетентности активного центра подробно 

описана для ковалентного комплекса BstFpg с ДНК (PDB: 1L1Z, 1,70 Å), полученного вос-

становлением основания Шиффа боргидридом натрия. В нём чётко видна ковалентная связь 

между остатком Pro1 и атомом С1′ дезоксирибозы, а также упорядоченная молекула воды 

на расстоянии 3,5 Å от C2′, идеально ориентированная для отрыва pro-S-протона H2′β 

(диастереотопного протона на той же грани сахара, что и уходящий 3′-фосфат) — потенци-

альный общий основный катализатор β-элиминирования. Петля, координирующая повре-

ждение (βF-α10, остатки Val222–Tyr225 в BstFpg; см. подразд. «Петля, координирующая 

повреждение»), четырьмя последовательными амидными группами основной цепи обра-

зует водородные связи с O6 8-oxoG, формируя структуру, функционально аналогичную ок-

сианионной лунке сериновых протеаз — она активирует повреждённое основание как ухо-

дящую группу, связывая распознавание с катализом. β- и δ-элиминирование облегчаются 

обширными контактами атомов кислорода 3′- и 5′-фосфатных групп с положительно заря-

женными остатками Arg264 и Lys60 и H-донором остатка Tyr242 (нумерация BstFpg), элек-

тростатически стабилизирующими анионы уходящих фосфатных групп [145]. 

По совокупности данных, полученных с помощью предстационарной кинетики, а 

также методом остановленной струи с временным интервалом от 2 мс до 10 с можно выде-

лить следующие стадии [90,165–167]: 

1.  E+S→(E·S)₁ — первичное неспецифическое связывание (K₁ = 3,6 × 10⁵ М⁻¹ для 8-

oxoG). 

2. (E·S)₁→(E·S)₂ — начальная дестабилизация ДНК вокруг повреждённого нуклеотида, 

формирование излома. 

3. (E·S)₂→(E·S)₃ — внедрение а. к. о. клина, дестабилизация целевой пары оснований. 

4. (E·S)₃→(E·S)₄ — выворачивание 8-oxoG из дуплекса в активный центр фермента. 

5. (E·S)₄→(E·S)₅ — тонкая подгонка активного центра; заполнение полости в дуплексе 

остатками R и M. 

6. (E·S)₅→(E·P) — каталитические стадии (расщепление N-гликозидной связи + β/δ-

элиминирование). Обратимы на начальном этапе. 

7. (E·P)→E+P — высвобождение продукта. Лимитирующая стадия общего цикла. 
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Для неповреждённой ДНК процесс не продвигается далее стадий 2–3. Для неспеци-

фичных субстратов (h₂U) стадии 3–4 упрощены.  

Лимитирующая стадия каталитического цикла Fpg не химическая реакция, а регене-

рация фермента (стадия 7) — высвобождение продукта и возврат белка в исходную катали-

тически компетентную конформацию [167]. Более того, обнаружено, что химическая ста-

дия вырезания основания обратима. Укладка петли распознавания соответствует стадиям 

4–5 кинетической схемы (минутная временная шкала) и представляет собой энтропийно-

движимый процесс. 

Биологическая целесообразность такой кинетической организации очевидна: при 

крайне низкой частоте повреждений в геноме (~1 на 10⁶–10⁷ нуклеотидов) фермент тратит 

подавляющую часть времени на поиск и распознавание, а не на каталитический оборот. 

Оптимизация скоростей стадий поиска и распознавания, а не скорости каталитического 

оборота, максимизирует эффективность фермента in vivo. 

2.3.3.4.4 Обобщённая модель действия ДНК-гликозилаз 

Интеграция структурных, кинетических, термодинамических и одномолекулярных 

данных позволяет сформулировать обобщённую модель взаимодействия Fpg/Nei с ДНК как 

трёхфазный процесс на трёх временных шкалах:  

Фаза сканирования (~миллисекунды на основание) — неспецифическое связыва-

ние и одномерная диффузия с непрерывным внедрением аминокислотного клина (остаток 

Phe110 в EcoFpg, Tyr71 в EcoNei) и тестированием деформируемости нуклеотидной пары 

(см. раздел «Поиск повреждения»).  

Фаза распознавания (секунды на выворачивание, минуты на упорядочение петли) 

— выворачивание основания при сниженном барьере (4–7 ккал/моль для 8-oxoG против 11–

22 ккал/моль для G) и многоступенчатый динамический чекпоинт, верифицирующий по-

вреждение по N7, O8, Arg108 (в EcoFpg) и геометрии прекаталитического сайта (см. раздел 

«Распознавание повреждения в активном центре»).  

Фаза катализа (~минуты на оборот) — SN1-замещение с последующим β/δ-элими-

нированием. Лимитирующая стадия всего цикла не удаление повреждения, а регенерация 

фермента. Такая кинетическая организация отражает эволюционную оптимизацию Fpg/Nei 

для поиска и распознавания, а не для каталитического оборота: при крайне низкой плотно-

сти повреждений в геноме (~1 на 10⁶–10⁷ нуклеотидов) скорость каталитического оборота 

не лимитирует функцию фермента in vivo. 
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2.4 Заключение 

Суперсемейство ДНК-гликозилаз H2tH — одно из наиболее детально охарактеризо-

ванных среди всех систем эксцизионной репарации оснований. Установлена общая архи-

тектура ферментов [122,145], описаны ключевые функциональные элементы — мотив спи-

раль‒2 поворота‒спираль, цинковый палец, интеркалирующая петля, пролин‒глутамино-

вая каталитическая диада и петля, координирующая повреждение — и сформулирован об-

щий механизм действия: от одномерной диффузии с активным интеркалированием фенил-

аланинового/тирозинового клина [151] до многостадийной верификации повреждения в ак-

тивном центре [161] и последовательного β/δ-элиминирования с регенерацией фермента как 

лимитирующей стадией каталитического цикла [166]. 

Вместе с тем, при более пристальном рассмотрении оказывается, что ряд принципи-

альных аспектов этого механизма сохраняет нетривиальную степень неопределённости. 

Так, представления о состояниях протонирования каталитической диады остатков Pro1–

Glu2 и об электростатике вокруг активного центра опираются преимущественно на моле-

кулярно-динамическое моделирование [148] и анализ pH-зависимостей кинетических пара-

метров, тогда как прямые экспериментальные оценки pKa каталитически значимых остат-

ков в составе комплекса фермент–ДНК остаются единичными, а вклад отдельных остатков 

в электростатическое окружение — скорее реконструированным, чем измеренным. Петля, 

координирующая повреждение, взаимодействует с 8-oxoG в активном центре не через бо-

ковые радикалы, а через амидные протоны пептидного остова остатков 222–225 (в BstFpg), 

формируя структуру, аналогичную оксианионной лунке сериновых протеаз [137,145]; такая 

организация делает эту петлю особенно чувствительной к конформации (из-за последую-

щей координации повреждения), однако вклады основной цепи и боковых радикалов петли 

в каталитическую эффективность и распознавание разных окисленных оснований напротив 

разных комплементарных оснований до сих пор не изучены систематически. Наконец, если 

для Fpg структурная основа специфичности по комплементарному основанию раскрыта че-

рез псевдо-Уотсон-Криковское взаимодействие остатка Arg с цитозином напротив 8-oxoG 

[145,150] и хорошо согласуется с наблюдаемым порядком kcat/KM по парам 8-

oxoG//(T/G/C/A) [128], то для Nei аналогичная картина отсутствует: кинетические данные 

[140] показывают, что активность EcoNei на паре h2U//A примерно в 2300 раз ниже, чем на 

паре h2U//G, — т. е. дискриминация по комплементарному основанию у Nei действительно 

реализуется, и наименее благоприятное основание напротив — аденин. Однако какой 

именно аминокислотный остаток фермента её обеспечивает, и как геометрия ковалентного 
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комплекса Nei меняется при варьировании комплементарного основания остается не яс-

ным, так как прямых кристаллографических данных, отвечающих на эти вопросы, опубли-

ковано не было. 

Совокупность этих нерешённых вопросов показывает, что полная физико-химиче-

ская картина действия ДНК-гликозилаз суперсемейства спираль‒2 поворота‒спираль, не-

смотря на продвинутость имеющейся модели, требует дальнейшего экспериментального 

уточнения. 
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3 Материалы и методы 

3.1 Материалы 

3.1.1 Реактивы 

В работе были использованы: бычий сывороточный альбумин (БСА; «New England 

Biolabs», США), этилендиаминтетраацетат (EDTA), 1,4-дитиотреитол (DTT), ампициллин, 

канамицин, агароза, мочевина, бакто-триптон, бакто-дрожжевой экстракт, бакто-агар, фор-

мамид, борная кислота (H3BO3), 2-амино-2-гидроксиметилпропан-1,3-диол (Tris), N,N′-

метиленбисакриламид, N,N,N′,N′-тетраметилэтилендиамин (TEMED), гидрофосфат натрия 

(Na2HPO4), дигидрофосфат натрия (NaH2PO4), хлорид натрия (NaCl), хлорид калия (KCl), 

сульфат аммония ((NH4)2SO4), изопропил-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ), 2-меркапто-

этанол, фенилметилсульфонил фторид (PMSF), кумасси бриллиантовый синий R-250, кра-

ситель ксиленцианол, краситель бромфеноловый синий, (все — «MP Biomedicals», США), 

набор ДНК-маркеров 1 kb, дезоксинуклеотидтрифосфаты: dATP, dGTP, dCTP, dTTP и их 

смесь (dNTP) («Сибэнзим», Россия), глицерин, додецилсульфат натрия (SDS), («PanReac», 

Испания), 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота (HEPES), акриламид 

(все — «Диаэм», Россия), набор для выделения плазмидной ДНК, набор для очистки плаз-

мидной ДНК гель-электрофорезом («Qiagen», Германия), боргидрид натрия (NaBH4), ли-

монная кислота, цитрат натрия, метанол, уксусная кислота, (все — «Реахим», Россия), бро-

мистый этидий («Helicon», Россия), γ-[32P]ATP с удельной активностью 1,00 МБк/мкл (Ла-

боратория биотехнологии ИХБФМ СО РАН), остальные реактивы и растворители квали-

фикации х. ч. и о. с. ч. отечественного производства. Тетраоксид осмия OsO4 был любезно 

предоставлен д. х. н. Соколовым М. Н. (заведующий лабораторией синтеза комплексных 

соединений ИНХ СО РАН). Для работы с бактериальными клетками использовали однора-

зовую культуральную посуду фирмы «Becton Dickinson», США. Для скрининга условий 

кристаллизации использовались наборы условий: Index, Crystall screen 1/2 («Hampton re-

search», США) или JCSGplus, PACTpremier, SG1 («Molecural Dimentions», Великобрита-

ния). Для всех процедур использовалась бидистиллированная или деионизированная вода 

класса milliQ (18,2 мОм/см), за исключением приготовления микробиологических сред, 

проводившегося с использованием дистиллированной воды. 

3.1.2 Буферы и смеси 

В работе были использованы следующие буферы и смеси (далее по тексту приво-

дятся без расшифровки состава): 
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 Раствор для окрашивания с кумасси: 

40%-ный метанол (v/v), 10%-ная уксусная кислота (v/v), 

1 мг/мл кумасси бриллиантовый синий R-250. 

 Буфер для элюции ДНК из акриламидного геля: 

100 мМ Tris-HCl (pH 8,0), 1 мМ EDTA. 

 FDLB (×2):   

80% формамид, 20 мМ Na-EDTA, 0,1% ксиленцианол, 0,1% бромфеноловый 

синий. 

 LB: 

10 г/л бакто-триптона, 5 г/л бакто-дрожжевого экстракта, 10 г/л NaCl. 

 SLB (×2): 

2%-ный (w/v) SDS, 10%-ный (v/v) глицерин, 5%-ный (v/v) 2-меркаптоэтанол, 

62,5 мМ Tris-HCl (pH 6,8), 0,1%-ный (w/v) бромфеноловый синий. 

 SOC: 

20 г/л бакто-триптона, 5 г/л бакто-дрожжевого экстракта, 20 мМ глюкоза, 

10 мМ NaCl, 2,5 мM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4. 

 TAE (×1): 

40 мM Tris-ацетат (pH 8,0), 1 мМ EDTA. 

 TBE (×1): 

90 мМ Tris, 90 мМ H3BO3, 2 мМ EDTA. 

 TE (×1): 

10 мМ Tris-HCl (pH 8,0), 1 мМ EDTA. 

3.1.3 Ферменты 

В работе использовали полинуклеотидкиназу бактериофага T4 производства «Био-

сан» (Россия), полимеразу Q5 High Fidelity Hot Start («New England Biolabs», США), урацил-

ДНК-гликозилазу UNG («Сибэнзим», Россия), рестриктазу MalI («Сибэнзим», Россия) или 

ее изошизомер DpnI («Agilent», США), ДНК-полимеразу Pfu (любезно предоставлена Ната-

льей Торгашевой, лаборатория геномной и белковой инженерии ИХБФМ СО РАН). Дикий 

тип Fpg E. coli, Fpg L. lactis и Nei E. coli, а также мутантный вариант Fpg E. coli E2Q были 

выделены соискателем самостоятельно по описанным методикам в разд. 3.2.3. Варианты 

ДНК-гликозилазы Fpg L. lactis, несущие мутации по а. к. о. тетрапептидной петли 219-222 

были предоставлены руководителем работы. В работе были изучены следующие мутантные 

формы фермента по положениям 219-222 (Таблица 6). 
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Таблица 6. Варианты ДНК-гликозилазы Fpg L. lactis, несущие мутации по аминокислотным остаткам тетра-
пептидной петли 219-222. 

Номер 
а. к. о. Fpg 

L. lactis 

А. к. о. 
дикого 

типа Fpg 
L. lactis 

А. к. о. мутантных форм Fpg L. lactis 

219 I E R R N W 

220 R D Q S P P 

221 T M H A H G 

222 Y M G D G R 
 

3.1.4 Олигодезоксирибонуклеотиды 

Для получения мутантного варианта Fpg E. coli E2Q, экспериментов по измерению 

констант Михаэлиса и констант скорости для LlaFpg, а также выполнения экспериментов с 

Nei использовались олигодезоксирибонуклеотиды (ОДН), синтезированные в лаборатории 

биомедицинской химии ИХБФМ СО РАН (Таблица 7). ОДН для ЭПР-экспериментов были 

синтезированны в лаборатории химии нуклеиновых кислот ИХБФМ СО РАН к. х. н. Жар-

ковым Т. Д. (Таблица 7). 
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Таблица 7. ОДН, использовавшиеся в работе. 

Название 
олигонук-

леотида 
Последовательность олигонуклеотида, 5′→3′ Модификация 

 

Олигонуклеотиды для Fpg E. coli   

E2Q_frw GAGATATACATATGCCTCAATTACCCGAAGTTGAAACC  
 

E2Q_rev GGTTTCAACTTCGGGTAATTGAGGCATATGTATATCTC  
 

10-NO• CTCTCCCTTC-[X] 
X = нитроксильная 

спин-метка 

 

NO•-11 [X]-TCCTTTCCTCT 
X = нитроксильная 

спин-метка 

 

comp22 AGAGGAAAGGACGAAGGGAGAG  
 

comp23-1 AGAGGAAAGGACCGAAGGGAGAG  
 

comp23-2 AGAGGAAAGGAGCGAAGGGAGAG  
 

TAMRA-

comp22 
[X]-AGAGGAAAGGACGAAGGGAGAG X = TAMRA 

 

TAMRA-

comp23 
[X]-AGAGGAAAGGACCGAAGGGAGAG X = TAMRA 

 

Олигонуклеотиды для Fpg L. lactis   

23oG CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT, X = 8-oxoG 
 

23U CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT X = U 
 

23ohU CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT X = ohU 
 

23F CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT X = THF 
 

23compC AGAGGAAAGGAGCGAAGGGAGAG - 
 

23compA AGAGGAAAGGAGAGAAGGGAGAG - 
 

Олигонуклеотиды для Nei E. coli   

xtal-mod CCAGGATGAAGCC 
Селективное окисле-

ние Т в Tg с помощью 
OsO4 

 

xtal-comp-C GGCTTCCTCCTGG  
 

xtal-comp-G GGCTTCGTCCTGG  
 

xtal-comp-T GGCTTCTTCCTGG  
 

kin-ohU AGAGGAAAGGAGXGAAGGGAGAG X = ohU 
 

kin-comp-T CTCTCCCTTCTCTCCTTTCCTCT  
 

kin-comp-
EtU 

CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT X = 5-этинилурацил 

 

kin-comp-
AlkU 

CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT X = 5-(окта-1,7-диин-1-
ил)-урацил 

 

 

Для синтеза всех ОДН использовались коммерчески доступные амидофосфиты 

(Glen Research, США). ОДН, содержащие спиновую нитроксильную метку, прикрепленную 

к 5′- или 3′-концу через гексаметиленовый линкер, были получены также к. х. н. Жарковым 

Т. Д. (Рисунок 19): 
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Рисунок 19. Конъюгированная нитроксильная спин-метка. 

  
Таблица 8. дцОДН и молярные соотношения оцОДН, использовавшиеся для ЭПР-экспериментов и капил-
лярного термофореза. 

Название 
дцДНК 

Олигонук-
леотиды 

Структура дцДНКa 

gap1-NO• 
10-OH 
NO•-11 
comp22 

                     метка 
                         | 
(1,0625)   5′-CTCTCCCTTC TCCTTTCCTCT-3′  (1) 
(1,0625)   3′-GAGAGGGAAGCAGGAAAGGAGA-5′ 

gap2-NO• 
10-OH 
NO•-11 

comp23-1 

                      метка 
                          | 
(1,0625)   5′-CTCTCCCTTC  TCCTTTCCTCT-3′ (1) 
(1,0625)   3′-GAGAGGGAAGCCAGGAAAGGAGA-5′ 

NO•-gap1 
10-NO• 
OH-11 
comp22 

                  метка 
                  | 
(1)   5′-CTCTCCCTTC TCCTTTCCTCT-3′    (1,0625) 
      3′-GAGAGGGAAGCAGGAAAGGAGA-5′    (1,0625) 

NO•-gap2 
10-NO• 
OH-11 

comp23-1 

                  метка 
                  | 
(1)   5′-CTCTCCCTTC  TCCTTTCCTCT-3′   (1,0625) 
      3′-GAGAGGGAAGCCAGGAAAGGAGA-5′   (1,0625) 

 

Все ОДН подвергались очистке с помощью обращеннофазовой высокоэффективной 

жидкостной хроматографии на колонке LiChrosorb RP-18 (Merck, США) и, при необходи-

мости, с помощью электрофореза в 20%-м денатурирующем полиакриламидном геле 

(ПААГ). 

3.1.5 Нитроксильные спиновые метки 

Синтез 2-(2-((2,5-диоксопирролидиноокси)карбонил)фенил)-2,5,5-триметил-4-(пир-

ролидино)-2,5-дигидро-1Н-имидазол-1-оксила (Рисунок 20А) и 2-(4-(2-гидроксиэтилкарбо-

моил)фенил)-2,5,5-триметил-4-(пирролидино)-2,5-дигидро-1Н-имидазол-1-оксила (Рису-

нок 20Б) выполнялся в НИОХ СО РАН им. Ворожцова в лаборатории азотистых соедине-

ний к.х.н. И. А. Кирилюком. 
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Рисунок 20. Структуры нитроксильных спин-меток, использованных в работе. 

 

3.1.6 Плазмиды и бактериальные штаммы 

В работе использовали плазмиды для суперпродукции белков на основе векторов 

pFLAG-CTC-Fpg-Lla (для суперпродукции Fpg L. lactis, любезно предоставлена проф. Бер-

траном Кастаном, университет Орлеана, Франция), pET_24b(+) (для суперпродукции вари-

антов Fpg E. coli и WT Nei E. coli).  

В работе использовали штаммы E. coli: XL1-Blue, (электрокомпетентные клетки), 

DH5α, BL21(DE3), Rosetta2, T7express (химически компетентные клетки). Все штаммы 

предоставлены руководителем работы. Все клетки хранили в 20%-ном растворе глицерина 

при –70°С до использования. 

3.1.7 Хроматографические сорбенты и колонки 

Для очистки радиоактивно меченых ОДН после введения метки использовали сор-

бент С18 NenSorb («PerkinElmer Life Sciences», США).  

Для очистки рекомбинантных белков использовали хроматографические колонки 

«HiTrap SP HP», «HiTrap Heparin HP» и «monoQ 5/50» (все — «GE Healthcare», США). 
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3.2 Методы 

3.2.1 Сайт-направленный мутагенез 

Получение мутантного варианта Fpg E. coli E2Q осуществляли методом сайт-

направленного мутагенеза. Реакционная смесь объемом 25 мкл включала 50 мкг плазмиды 

pET_24b(+), содержащую ген Fpg E. coli, по 0,5 мкМ каждого праймера (E2Q_frw, E2Q_rev, 

Таблица 8), 0,2 мМ смесь всех дезоксинуклеозидтрифосфатов (dNTP), коммерчески доступ-

ный реакционный буфер для ДНК-полимеразы Pfu («Agilent», США) и 1 единицу активно-

сти ДНК-полимеразы Pfu. Программа для проведения ПЦР состояла из следующих циклов: 

1 цикл нагрева смеси до 95°С в течение 30 с, 30 циклов: нагрев до 95°С в течение 10 с, затем 

нагрев до 62°С в течение 30 с, после нагрев до 72°С в течение 3-х минут. Для проверки 

наработки линеаризованной плазмиды использовали аликвоту 5 мкл из реакционной смеси 

и наносили на 1%-й агарозный гель с 0,05% бромистого этидия. После подтверждения нара-

ботки целевого гена в условиях ПЦР, 5 мкл реакционной смеси использовали для трансфор-

мации ультракомпетентных клеток NEB5α. Из 3–5 колоний выделялись плазмиды для по-

следующего секвенирования целевой области, содержащей мутацию в гене Fpg E. coli, по 

методу Сенгера в ЦКП «Геномика» ИХБФМ СО РАН. Плазмида, содержащая ДНК мутант-

ного варианта Fpg E. coli E2Q, использовалась для дальнейшей наработки мутантного белка 

(см раздел 3.2.3). 

3.2.2 Выделение плазмидной ДНК 

Для выделения плазмидной ДНК в колбу, содержащую 3–5 мл среды LB и ампици-

лин в концентрации 100 мкг/мл, вносили колонию трансформированных клеток и выращи-

вали на качалке при 250 об./мин в течение ночи (16–18 ч) при 37°С. Выделение плазмидной 

ДНК из клеточной суспензии проводили щелочным лизисом по протоколу производителя 

с использованием набора QIAGEN Plasmid Mini Kit («Agilent», США). Выделенные плаз-

миды анализировали гель-электрофорезом в 1%-м геле. При необходимости подтверждали 

наличие мутаций секвенированием по Сэнгеру в ЦКП «Геномика» ИХБФМ СО РАН. 

3.2.3 Наработка и выделение белков Fpg и Nei 

Для выделения белка Fpg L. lactis использовали плазмиду pFLAG-CTC-Lla-Fpg, для 

Fpg E. coli и Nei E. coli использовали плазмиду pET_24b(+), несущие соответствующий ген, 

которые трансформировали в штамм E. coli BL21(DE3), Rosetta2 или T7. Из ампициллин-

устойчивых колоний трансформированных клеток (плазмидой pFLAG-CTC-Lla-Fpg) или 
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канамицин-устойчивых колоний трансформированных клеток (плазмидой pET_24b(+)) вы-

ращивали ночную культуру, которую инокулировали в 2–4 л среды LB (см. разд. 3.1.2), со-

держащей ампициллин или канамицин в концентрации 100 мкг/мл. Клеточную культуру 

выращивали при 37°C при постоянном перемешивании (240 об./мин) до оптической плот-

ности OD595 = 0,4. При достижении необходимого значения оптической плотности, темпе-

ратуру снижали до 16°С и растили клеточную культуру до OD595 = 0,6. Cуперпродукцию 

белка индуцировали добавлением изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) до 

100 мкМ, индукция продолжалась 16 ч при постоянном перемешивании (240 об./мин). 

Клетки собирали центрифугированием при 12×103 g в течение 30 мин при 4°С. Клеточный 

осадок ресуспендировали в 100 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 1 мМ EDTA. Клеточные сериновые 

протеазы ингибировали добавлением PMSF до 1 мМ концентрации и последующем непре-

рывном перемешивании в течение 30 мин на льду. Далее добавляли NaCl до 1 М при посто-

янном перемешивании в течение 30 мин на льду. Лизис клеток проводили ультразвуком на 

приборе УДН-2Т с суммарным импульсом 3–4 минуты (импульс — 30 с, пауза — 40–60 с), 

выдерживая клетки на льду. Клеточный дебрис отделяли центрифугированием 12×103g 

30 мин при 4°С. Белок из супернатанта осаждали сульфатом аммония до 80% насыщения в 

течение 2 ч на льду. Собирали белок центрифугированием 14×103 g 30 мин при 4°С. Белко-

вый осадок хранили на –70°С до последующего хроматографического выделения целевого 

белка.  

Для очистки белковый осадок растворяли в буфере А, содержащем 100 мM Tris- HCl 

(pH 7,5), 1 мM EDTA, 1 мМ DTT. Перед нанесением на колонку, раствор фильтровали с 

использованием фильтра Millex HV («Millipore», США) с размером пор 0,22 или 0,45 мкм. 

Раствор наносили на предварительно уравновешенную буфером А колонку «HiTrap SP HP», 

содержащую смолу SP-сефароза (5 мл), колонку промывали 20 мл буфера А и элюировали 

белок градиентом концентрации NaCl от 100 мМ до 1 М в буфере А, общим объемом 25 мл 

(примерно 5 объемов колонки). Выделение проводили с использованием системы AKTA 

purifier («GE Healthcare», США). Фракции собирали с использованием коллектора фракций 

Frac-920 («GE Healthcare», США). Фракции основного пика поглощения на 280 нм, содер-

жащие целевой белок, элюировались при ~600 мМ NaCl. Анализ фракций осуществляли 

электрофорезом в системе Лэммли с последующей визуализацией белков окрашиванием 

кумасси (см. разд. 3.1.2). Фракции, содержащие целевой белок, объединяли, разбавляли бу-

фером А до 100 мМ NaCl и наносили на предварительно уравновешенную тем же буфером 

колонку «HiTrap Heparin HP», содержащую гепарин-сефарозу (5 мл). Белок с колонки элю-

ировали градиентом концентрации NaCl от 100 мМ до 1 М в буфере А. Фракции целевого 

белка элюировались при ~600 мМ NaCl. Анализ фракций осуществляли электрофорезом в 
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буферной системе Лэммли с последующим окрашиванием кумасси. Для визуализации ре-

зультатов использовали гель-документирующую систему Infinity ST5 («Vilber Lourmat», 

Франция). Фракции, содержащие целевой белок со степенью чистоты более 95% объеди-

няли и диализировали против буфера для хранения фермента, содержащего 50% глицерина 

(v/v), 1 мМ DTT, 1 мМ EDTA, 400 мМ NaCl, 100 мМ Tris-HCl (pH 7,5). Концентрацию вы-

деленного белка определяли спектрофотометрически на приборе NanoDrop («Thermo Fisher 

Scientific», Нидерланды). Полученный белок хранили при –20°С до последующих экспери-

ментов. 

3.2.4 Выделение и очистка ОДН 

Для очистки ОДН от нецелевых продуктов ОДН проводили гель-электрофорез в 

20%-м полиакриламидном геле (ПААГ) в денатурирующих условиях (8 М мочевина). Вод-

ный раствор ОДН (около 4 опт. ед. А260), смешивали с формамидом в отношении 1:1 и 

наносили на гель. После разделения продуктов целевую полосу с ОДН детектировали под 

УФ-лампой с длиной волны 254 нм на флюоресцирующей подложке, после чего вырезали 

соответствующий фрагмент геля, измельчали гель и дважды элюировали буфером для элю-

ции из геля (см разд. 3.1.2) при 10°С минимум 2 раза по 2 ч. От фрагментов акриламидного 

геля очищались с помощью центрифугирования итогового раствора 5 мин при 6000 g, зачем 

отбирали супернатант, содержащий ОДН. Далее раствор, содержащий целевой ОДН, очи-

щали обращеннофазовой хроматографией на сорбенте С18 NenSorb («PerkinElmer Life 

Sciences», США). Для этого перед нанесением образца сорбент упаковывали в колонку, сма-

чивали 1 мл метанола, промывали водой, а затем уравновешивали 3 мл буфера, содержа-

щего 100 мМ Tris-HCl pH 7,5, 1 мМ EDTA. После уравновешивания колонки наносили об-

разец. Колонку с образцом промывали последовательно 3 мл буфера, содержащего 100 мМ 

Tris -HCl pH 7,5, 1 мМ EDTA, и 3 мл воды. ОДН элюировали с колонки 60% метанолом в 

воде. Раствор ОДН в водно-спиртовой смеси упаривали досуха в вакуумном испарителе 

(CentriVap, «Labconco», США) и растворяли в необходимом объеме 0,1×ТЕ, выход и кон-

центрацию очищенного ОДН определяли спектрофотометрически с использованием 

NanoDrop («Thermo Fisher Scientific», Нидерланды). В случае, если ОДН содержал радио-

активную метку, концентрация меченного ОДН определялась путем нанесения нормиро-

ванных по концентрации аликвот реакционной смеси после кинирования и после очистки с 

помощью обращеннофазовой хроматографии на сорбенте С18 NenSorb на 20% денатуриру-

ющий ПААГ с последующим сравнением интенсивностей образцов в программе 

QuantityOne (BioRad, США). 
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3.2.5 Введение радиоактивной метки на 5′-конец ОДН 

При необходимости введения радиоактивной метки на 5′-конец ОДН использовали 

стандартную методику [168]. Реакцию проводили в буфере, содержащем 70 мМ Tris-HCl 

(pH 7,5), 10 мМ MgCl2, 5 мМ DTT. На 200 пмоль ОДН в объеме 20 мкл добавляли 20 ед. акт. 

полинуклеотидкиназы фага Т4 и 2 МБк [γ-32P]ATP. После инкубации в течение 60 мин при 

37°C, реакцию останавливали прогреванием в течение 5 мин при 95°C. Из реакционной 

смеси отбирали аликвоты по 0,5 мкл для дальнейшего определения выхода меченого ОДН. 

Меченый ОДН отделяли от не вступившего в реакцию [γ-32P]ATP обращеннофазовой хро-

матографией на колонке с сорбентом C18 Nensorb («PerkinElmer», США) (см. разд. 3.2.4).  

3.2.6 Селективное окисление тимина до тимингликоля с помощью тетраок-

сида осмия 

Для окисления тимина в ОДН до тимингликоля использовали 662 нмоль ОДН xtal-

mod (см. разд. 3.2.4, Таблица 7) и 8,3 мкмоль OsO4 в 10 мл 5% раствора пиридина в воде. 

Реакция протекала при комнатной температуре 30 мин при постоянном перемешивании. По 

окончанию реакции избыток OsO4 экстрагировали в 2 мл хлороформа, водный раствор с 

ОДН отделяли делительной воронкой и упаривали досуха в вакуумном испарителе 

(CentriVap, «Labconco», США). После, высушенный оцОДН растворялся в 100 мкл 0,1× TE 

(см. разд. 3.1.2), разделяли продукты реакции окисления с помощью электрофореза в 20%-

м денатурирующем ПААГ и очищали с помощью обращеннофазовой хроматографии на ко-

лонке с сорбентом C18 Nensorb (см. разд. 3.2.4). Таким образом был получен итоговый пре-

парат ОДН, содержащий до 80% тимингликоля. 

3.2.7 Получение двуцепочечного ОДН 

Отжиг проводили с полуторакратным молярным избытком немеченой комплемен-

тарной цепи в следующем режиме: 2 мин при 95°C, 5 мин при 37°C, 30 мин при комнатной 

температуре. Полученные дцОДН хранили при –20°C. 

Для получения дцОДН для ЭПР экспериментов использовались молярные соотно-

шения оцОДН из таблицы 8, отжиг проводили путем смешивания оцОДН при комнатной 

температуре и термостатированием на льду 2–3 часа.  

3.2.8 Капиллярный термофорез 

Реакционная смесь объемом 10 мкл содержала 50 нМ дцОДН, меченный TAMRA 

(gap1-NO•, gap2-NO•, NO•-gap1, или NO•-gap2, Таблица 8), 20 мМ Tris‒HCl (pH 7,5), 

100 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, 1 мМ DTT, 10% глицерин и 10–20 мкМ Fpg E. coli. Измерения 
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проводили с помощью прибора Monolith NT.115 («NanoTemper Technologies», Германия) в 

канале, детектирующем красное/зеленое свечение на средней мощности облучающего ла-

зера. Для количественной обработки данных использовали программу SigmaPlot 11.0 

(SPSS, США). 

3.2.9 Подготовка образцов для ЭПР экспериментов 

Точное значение рН в растворах было измерено перед каждым экспериментом с ис-

пользованием прибора Starter 3100 Bench pH Mer с микроэлектродом («Mler Toledo», Швей-

цария).  

Для построения рН-зависимых калибровочных кривых водорастворимой спин-

метки (см. разд. 3.1.5, Рисунок 20), использовали 100 нМ спин-метку в 25 мМ Na-

фосфатном буфере (рН 4,93) или использовали 25 мМ Na-фосфатный буфер (рН 5,85–8,15) 

и 100 мМ NaCl.  

Для построения рН-зависимых калибровочных кривых ОДН NO•-11 (см. разд. 3.1.4, 

Таблица 8), использовали 100 нМ ОДН в 25 мМ Na-фосфатном буфере (рН 4,90–8,60) и 

100 мМ NaCl.  

Для построения рН-зависимых калибровочных кривых дцОДН gap1-NO•, использо-

вали 100 нМ дцОДН в 50 мМ Na-фосфатном буфере (рН 4,58 или рН 9,92) и 100 мМ NaCl 

или в 20 мМ Na-фосфатном буфере (рН 5,85–8,15) и 100 мМ NaCl. 

Для построения рН-зависимых калибровочных кривых дцОДН gap2-NO•, использо-

вали 100 нМ дцОДН в 50 мМ Na-фосфатном буфере (рН 4,58 или рН 9,92) и 100 мМ NaCl 

или в 10 мМ Na-фосфатном буфере (рН 5,66–7,96) и 100 мМ NaCl. 

Для получения спектров непрерывного ЭПР комплексов Fpg E. coli WT или мутант-

ного варианта Fpg E. coli E2Q с дцОДН gap1-NO• или gap2-NO• соответствующие образцы 

дцОДН со спин-меткой готовились в 50 мМ Na-фосфатном буфере (рН 6,60–8,14) и 100 мМ 

NaCl и затем смешивались с одним из вариантов EcoFpg и инкубировались на льду в тече-

ние 30 мин. 

3.2.10 Исследование доступности растворителя к радикальному центру спин-

метки в комплексе EcoFpg-ДНК методом модуляции огибающей сигна-

лов электронного спинового эха (ESEEM) 

ESEEM эксперименты выполнялись на сконструированном широкополосном им-

пульсном ЭПР-спектрометре в Х-диапазоне [169] в сотрудничестве с к.ф-м.н. Овчеренко 

С. С. в лаборатории магнитной радиоспектроскопии НИОХ СО РАН им. Н. Н. Ворожцова. 

Образцы содержали Fpg E. coli W или мутантного варианта Fpg E. coli E2Q, дцОДН gap1-
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NO• или gap2-NO•, 50 мМ Na-фосфатный буфер (рН 7,76) и 100 мМ NaCl. После чего к ним 

добавлялись дейтерированная вода и дейтерированный глицерин (глицерин-d8) до конеч-

ной концентрации, приведенной в таблице 9. 

 

Таблица 9. Соотношение дейтерированных воды и глицерина в смеси для ESEEM. 

Образец Растворитель (% D2O, % глице-
рин-d8) 

NO•-11 50% 50% 
gap1-NO• 50% 50% 
gap2-NO• 50% 50% 

WT EcoFpg–gap1-NO• 13,6% 50% 

WT EcoFpg–gap2-NO• 13,6% 50% 

E2Q EcoFpg–gap1-NO• 9,3% 50% 

E2Q EcoFpg–gap2-NO• 9,3% 50% 
 

Итоговые реакционные смеси объемом 20 мкл помещались в кварцевые пробирки 

(внутренний диаметр 1,9 мм, внешний диаметр 2,9 мм) и подвергались ESEEM. Использо-

валась 3-х импульсная схема ESEEM. Спектры были получены при 9,7 ГГц частоте микро-

волн, индуктивного поля 354,8 мТ (в соответствии с максимумом интенсивности снятого 

эхо-ЭПР спектра используемого радикала), 700 Гц частоты повторений, 16 нс длительности 

каждого из 3-х импульсов, интервал между 1-м и 2-м импульсами — 200 нс, между 2-м и 3-

м импульсами — 260 нс. В ходе эксперимента время варьировалось от 4 нс до 5260 нс. 

Мощность каждого импульса составляла 15 Вт. Эксперименты проводились при 80 К. 

3.2.11 Получение спектров непрерывного электронного-парамагнитного резо-

нанса 

Спектры получали в сотрудничестве с Овчеренко С. С. в лаборатории магнитной ра-

диоспектроскопии НИОХ СО РАН им. Н. Н. Ворожцова в Х-диапазоне (9 ГГц) с помощью 

ELEXSYS E580 спектрометра («Bruker», США), оборудованном ER 4119HS резонатором и 

ER 4131VT термостатом. Образцы объемом 20 мкл помещались в капилляры (общий объем 

50 мкл). Спектры для калибровочных кривых (водорастворимой спин-метки (см. разд. 

3.1.5), ОДН NO•-11, дцОДН gap1-NO• и gap2-NO• (см разд. 3.1.4)) были получены при 

9,87 ГгЦ частоте микроволн, 2 мВ силе микроволн, 10,24 мс временной константе, 20 мс 

времени конверсии, 1024 точки, 100 кГц частоте модуляции, 0,02 мТ (водорастворимой 

спин-метки) или 0,05 мТ (ОДН NO•-11, дцОДН gap1-NO• и gap2-NO•) амплитуды модуля-

ции. Параметры для непрерывных ЭПР спектров комплексовFpg E. coli WT или мутантного 
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варианта Fpg E. coli E2Q с дцОДН gap1-NO• или gap2-NO• были получены при 9,87 ГГЦ 

частоте микроволн, 20 мВ силе микроволн, 10,24 мс временной константе, 29,40 мс времени 

конверсии, 1024 точки, 100 кГц частоте модуляции, 0,05 мТ амплитуде модуляции. Все экс-

перименты выполнялись при 25°С. Непрерывные ЭПР спектры моделировались с исполь-

зованием программы EasySpin v5.2.36 [170]. 

3.2.12 Молекулярная динамика 

Молекулярно-динамическое моделирование Fpg E. coli в комплексе со спин-мечен-

ными олигами было выполнено в НИОХ СО РАН им. Ворожцова в лаборатории магнитной 

радиоспектроскопии к. х. н. А. В. Шернюковым. Симуляция выполнялась в программном 

пакете Amber24 [171] с использованием силовых полей: ff14SB [172] для белков, parmbsc1 

[173] для ДНК, модифицированного GAFF 1.81 [174] для спиновой метки, zinc AMBER 

(ZAFF, [175]) для иона Zn2+ в Fpg E. coli.  

Свободный дуплекс gap1-NO• релаксировали методом моделируемого отжига в им-

плицитном растворителе с последующей симуляцией в эксплицитной воде длительностью 

100–500 нс на конфигурацию; для анализа использовались последние 50 нс траекторий. 

Визуализация результатов выполнялась в PyMol v3.0.3 («Schrödinger», США). 

МД моделирование мутантных вариантов LlaFpg по тетрапептидной петле 219–222 

выполнено в сотрудничестве с к.ф.-м.н. В. М. Голышевым и к.ф.-м.н. А. А. Ломзовым (ла-

боратория структурной биологии ИХБФМ СО РАН). Стартовые структуры комплексов 

LlaFpg–ДНК строили на основе кристаллической структуры 1XC8 [125]: полный комплекс 

белок–ДНК с реальной последовательностью, использованной в экспериментах (включая 

8-oxoG), предсказывали в AlphaFold3 [176] и совмещали с экспериментальной структурой 

1XC8 по Cα-атомам. При необходимости целевой нуклеотид заменяли на другой повре-

ждённый, а торсионный угол χ подстраивали, переводя 8-oxoG, ohU или остающийся напро-

тив повреждения аденин в анти- либо син-конформацию; остатки 219–222 заменяли в 

UCSF Chimera [177]. Таким образом, каждый вариант LlaFpg моделировали в 11 комплек-

сах — 8-oxoG(анти)//C(анти), 8-oxoG(син)//C(анти), ohU(анти)//C(анти), 

ohU(син)//C(анти), ohU(анти)//A(анти), ohU(син)//A(анти), ohU(анти)//A(син), 

ohU(син)//A(син), АП//C, АП//A(анти), АП//A(син), — что в сумме составило 66 траекто-

рий. В качестве замены альдегидного АП-сайта использовали (3-гидрокситетрагидрофу-

ран-2-ил)метилфосфат (THF). 

Состояния протонирования задавали для pH 7,5 с помощью pdb2pqr v3.7.1 [178], 

кроме Pro1 (моделировали депротонированным) и Glu2 (протонированным) — в соответ-

ствии с их предкаталитическими состояниями ионизации [179]. Использовали силовое поле 
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AMBER: ff19SB [180] для белка, OL21 [181] для нативной ДНК и modXNA [182] для 8-oxoG 

и ohU; параметры для THF взяты из [183]; для Zn2+ применяли frcmod.ionskm_1264_opc, а 

для Na+ — параметры Li/Merz [184]. Системы сольватировали водой OPC (слой 12 Å) с пе-

риодическими граничными условиями при 100 мМ Na+; минимизацию проводили по про-

токолу [185]. МД моделирование выполняли при 310K в NPT-ансамбле в течение 100 нс на 

комплекс; для анализа использовали последние 50 нс каждой траектории. 

Взвешенную сумму популяций конформаций сегмента 219IR…ST228 рассчитывали с 

весом wi для каждого кадра траектории: 

𝑤௜= ቐ

1, 𝑟𝑚𝑠𝑑௜ ≤ 𝜇௢௫௢ீ(௦௬௡):஼

𝑒
-
൫௥௠௦ௗ೔-ఓ೚ೣ೚ಸ(ೞ೤೙):಴൯

మ

ଶఙ೚ೣ೚ಸ(ೞ೤೙):಴
మ

, 𝑟𝑚𝑠𝑑௜>𝜇௢௫௢ீ(௦௬௡):஼

 

Индекс устойчивости корреляции между конформацией петли и активностью фер-

мента оценивали методом анализа чувствительности с подвыборками Монте-Карло [186]: 

выборку прореживали, случайным образом удаляя k точек без возвращения, в 500 незави-

симых повторах. Рассчитывали долю устойчивых выборок (RFk) и определяли точки из-

лома (kcrit), при которых корреляция перестаёт быть значимой, для уровней значимости α = 

0,05, 0,01, 0,005 и 0,001. Индекс устойчивости корреляции (доля точек данных, которую 

можно удалить до потери значимости корреляции) рассчитывали как RI = kcrit/N, где N — 

число точек данных в анализе (в нашем случае N=30). 

3.2.13 Получение субстратов, содержащих АП-сайт 

ОДН, содержащие АП-сайты, получали непосредственно перед экспериментом. Для 

этого дцОДН 23U//compC, дцОДН 23U//compA, либо оцОДН 23U (см. разд. 3.1.4, Таб-

лица 7), содержащие урацил, были обработаны 2 ед. акт. UNG в буфере, содержащем 20 мМ 

Tris-HCl (pH 8,0), 1 мМ EDTA и 1 мМ DTT, при 37°C в течение 30 мин. Полученная смесь, 

содержащая ОДН с АП-сайтом (23АП//compC, или 23АП//compA, или оц-23АП), использо-

валась для дальнейших экспериментов. Оценку глубины протекания реакции производили 

путем обработки аликвоты 100 мМ NaOH 2 мин при 95°C и разделением продуктов реакции 

с помощью ПААГ гель-электрофореза. 

3.2.14 Получение ДНК-белковых сшивок 

Для аналитического получения ДНК-белковых сшивок (для LlaFpg), реакционная 

смесь содержала 50 нМ радиоактивно меченного (см. разд. 3.2.5) дцОДН 23АП//compC (см. 

разд. 3.1.4, Таблица 7) и 10-ти кратный избыток фермента WT Fpg E. coli или WT Fpg L. lac-

tis) 25 мМ Na-фосфатный буфер, 100 мМ NaBH4, 1 мМ EDTA, 1 мМ DTT. Реакция проте-

кала 30 мин при 37°С, остановка реакции осуществлялась добавлением равного объема SLB 
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(см. разд. 3.1.2) и прогревом образцов в течение 1 мин при 95°С. Продукты реакции разде-

ляли с помощью гель-электрофореза в буферной системе Лэммли и анализировали радио-

люминесцентным сканированием экрана Image Screen K («Kodak», США) с использованием 

прибора Typhoon FLA 9500 («GE Healthcare», США). Для количественной обработки дан-

ных использовали программу «Quantity One» v 4.6.3 («Bio-Rad», США) и SigmaPlot 11.0 

(SPSS, США). 

Для получения ДНК-белковой сшивки в препаративных количествах реакционная 

смесь содержала 5 мкМ дцОДН для кристаллизации (см. разд. 3.1.4, Таблица 7), 5-ти крат-

ный молярный избыток Nei E. coli, 25 мМ Na-фосфатный буфер, 50 мМ NaCl, 50 мМ 

NaBH4, 1 мМ EDTA, 1 мМ DTT, реакция протекала 30 мин при 37°С. Для остановки реак-

ции добавляли раствор глюкозы до конечной концентрации 400 мМ и инкубировали смесь 

в течение 10 мин при 37°С. Далее полученную ДНК-белковую сшивку очищали хромато-

графически. 

3.2.15 Хроматографическое выделение ДНК-белковой сшивки 

Для получения гомогенного препарата ДНК-белковой сшивки Nei с ДНК реакцион-

ную смесь растворяли в буфере А, содержащем 50 мM Tris-HCl (pH 7,5), 100 мМ NaCl, 5 мМ 

MgCl2 и 1 мМ DTT. Перед нанесением на колонку, раствор фильтровали с использованием 

фильтра Millex HV («Millipore», США) с размером пор 0,22 или 0,45 мкм. Раствор наносили 

на предварительно уравновешенную буфером А колонку «MonoQ 5/50 GL column» 

(«Danaher», США, 1 мл) (см. разд. 3.2.3), колонку промывали 5 мл буфера А и элюировали 

ДНК-белковую сшивку градиентом концентрации NaCl от 100 мМ до 1 М в буфере А об-

щим объемом 10 мл. Выделение проводили с использованием системы AKTA purifier («GE 

Healthcare», США). Фракции собирали с использованием коллектора фракций Frac-920 

(«GE Healthcare», США). Фракции основного пика поглощения на 280 нм, содержащие це-

левую ДНК-белковую сшивку, элюировались при ~460 мМ NaCl. Фракции анализировали 

гель-электрофорезом в буферной системе Лэммли с последующим окрашиванием кумасси. 

Фракции, содержащие целевую ДНК-белковую сшивку, объединяли и концентрировали с 

помощью центрифужных концентраторов Amicon («Millipore», США) до 1,7–2,8 мг/мл. 

3.2.16 Кристаллизация ДНК-белковых сшивок Nei E. coli и сбор дифракцион-

ных данных 

Кристаллы ДНК-белковых сшивок были получены при 21°С методом сидячей капли: 

ДНК-белковые сшивки, полученные в разд. 3.2.15, смешивались с 0,1 М Na-цитратным бу-
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фером (рН 6,0–7,0) и 1,0–2,4 М (NH4)2SO4. Для кристаллизации использовались 96-ти лу-

ночные планшеты с 3-мя каплями («Molecural Dimentions», Великобритания), смешивание 

раствора ДНК-белковой сшивки и раствора осадителя и отсаживание капель осуществлял 

робот NT8v4 («Formulatrix», Индонезия). Суммарный объем капель составлял 300 нл, сме-

шивание раствора ДНК-белковой сшивки и раствора осадителя осуществлялось в соотно-

шениях: 1:2, 1:1 и 2:1. Кристаллы вырастали за одну-две недели. Сбор дифракционных дан-

ных осуществлялся на станции BL02U17 Шанхайского источника синхротронного излуче-

ния (Shanghai Synchrotron Radiation Facility, SSRF) в сотрудничестве с И. А. Капрановым и 

д. ф-м. н. В. И. Борщевским из центра исследований молекулярных механизмов старения и 

возрастных заболеваний (CMM) при МФТИ. 

3.2.17 Обработка дифракционных данных и получение модели кристалличе-

ской структуры ДНК-белковых сшивок Nei E. coli 

С помощью программы XDS [187] обрабатывались (интегрировались интенсивности 

всех рефлексов, а также осуществлялся подсчёт статистики на каждой оболочке) наборы 

дифракционных имиджей для определения набора имиджей с лучшим статистически зна-

чимым разрешением (СС(1/2)≥12,5, I/σ≥1), в результате чего был получен файл 

XDS_ASCII.HKL. 

Далее в программе Aimless (часть пакета программ CCP4, [188]) проводилось шка-

лирование интегрированных данных (XDS_ASCII.HKL) с получением значений разреше-

ния модели кристаллической структуры, основываясь на статистике ((СС(1/2)≥12,5), с по-

лучением итогового mtz-файла.  

В CCP4cloud [189] с помощью MR phaser [190] проводилось молекулярное замеще-

ние, с использованием полиаланиновой модели кристаллической структуры ДНК-белковых 

сшивок Nei E. coli из Protein Data Bank (PDB ID: 1K3W). С помощью modelcraft [191,192] 

была перестроена модель с учетом реальных боковых радикалов аминокислотных остатков 

последовательности.  

На следующем шаге осуществлялось уточнение модели, которое проводилось с по-

мощью Refmac5 [193] и чередовалась с достроением модели в Coot [194], до финальных 

значений R≤0,1×финального разрешения, Rfree≃R+0,05. 

Качество финальных моделей проверяли с помощью phenix.molprobity [195]. 

После валидации полученные структуры были депонированы лично соискателем в 

Protein Data Bank [196]. 
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Для анализа финальных структур и последующей визуализации данных использова-

лись программы: Pymol («Schrödinger», США), PDBePISA [197], 3DNA [198], MDTRA [199] 

и ProteinTools [200]. 

3.2.18 Анализ каталитической активности Nei E. coli на двуцепочечном ДНК-

субстрате  

Для определения активности Nei E. coli на дцОДН (см. разд. 3.1.4, Таблица 7) реак-

ционная смесь объемом 10 мкл содержала: 50 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 100 мМ NaCl, 1 мМ 

EDTA, 1 мМ DTT, 50 нМ радиоактивно меченного (см. разд. 3.2.5) дцОДН и 5 нМ Nei 

E. coli. Реакцию проводили 5 мин при 37°С и останавливали добавлением 5 мкл FDLB (см. 

разд. 3.1.2). Продукты реакции анализировали электрофорезом в 20%-м ПААГ в денатури-

рующих условиях с последующей визуализацией радиолюминесцентным сканированием 

экрана Image Screen K («Kodak», США) системой Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare, США). 

Результаты обрабатывали с использованием программы «Quantity One» v 4.6.3 («Bio-Rad», 

США) и SigmaPlot 11.0 (SPSS, США). 

3.2.19 Определение кинетических параметров Nei E. coli на дцОДН  

Для определения кинетических параметров Nei E. coli на радиоактивномеченном 

дцОДН (см. разд. 3.2.5) в условиях стационарной кинетики Михаэлиса–Ментен использо-

вали реакционную смесь суммарного объема 10 мкл, содержащую 50 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 

100 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, 1 мМ DTT, 3‒100 нМ радиоактивно меченного (см. разд. 3.2.5) 

дцОДН (см. разд. 3.1.4, Таблица 7) и 2 нМ Nei E. coli (для субстратов ohU//T), 4 нМ Nei 

E. coli (для субстратов ohU//EtU) или 5 нМ Nei E. coli (для субстратов ohU//AlkU). Смесь 

инкубировали 5 мин при 37°С и останавливали реакцию добавлением 5 мкл FDLB (см. разд. 

3.1.2). Продукты реакции анализировали электрофорезом в 20%-м ПААГ в денатурирую-

щих условиях и визуализировали как описано в разд. 3.2.5. Количество образуемого про-

дукта не превышало 15% от общей концентрации субстрата. Значения констант KM и kcat 

получали с помощью аппроксимации на кривую нелинейной регрессии гиперболической 

функции в программе SigmaPlot v11.0 (SPSS, CШA). 

3.2.20 Анализ термической денатурации вариантов Fpg L. lactis с помощью вы-

сокоскоростной дифференциальной сканирующей флуориметрии 

Анализируемая смесь содержала один из мутантных вариантов белка LlaFpg (Таб-

лица 6) в концентрации 5 мкМ, 50 мM Tris-HCl (pH 7,5), 100 мM NaCl, 1 мM EDTA, 1 мM 

DTT. Смесь объемом 10 мкл отбирали с помощью стеклянного капилляра и анализировали 
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с помощью прибора Tycho NT.6 («NanoTemper», Германия). Термическую денатурацию 

проводили в режиме повышения температуры с 35°С до 95°С со скоростью 30°С/мин. В 

ходе анализа при возбуждении на длине волны 290 нм следили за изменением флуоресцен-

ции остатков ароматических аминокислот (Trp и Tyr) в составе фермента на длинах волн 

330 нм и 350 нм, а также за их соотношением. Положение точки перегиба кривых денату-

рации, соответствующее температуре плавления (Tm) белковой глобулы в модели двух со-

стояний, рассчитывали с помощью встроенного программного обеспечения прибора.  

3.2.21 Оптимизация условий стационарной кинетики ферментативной реак-

ции, катализируемой мутантными вариантами Fpg L. lactis  

Для определения кинетических параметров ферментативной реакции в условиях ста-

ционарной кинетики Михаэлиса–Ментен необходимо было подобрать оптимальные кон-

центрации мутантных форм ДНК-гликозилаз, при которых доля образуемого продукта в 

процессе инкубации не превышала 20%. Для этого реакцию проводили при 37°С в течение 

5 мин в смеси общим объемом 10 мкл, содержащей 50 нМ ОДН-субстрат (23АП//compC, 

или 23АП//compA, или оц-23АП, или 23ohU//compC (см. разд. 3.1.4)), 50 мМ Tris-HCl 

(pH 7,5), 100 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, 1 мM DTT и один из мутантных вариантов фермента 

Fpg L. lactis (Таблица 6), концентрации которого варьировались от 0,5 нМ до 2000 нМ. За-

тем реакцию останавливали добавлением равного объема FDLB (10 мкл) и прогреванием 

при 80°С в течение 1 мин и последующей инкубацией на льду до нанесения проб на гель. 

Продукты реакции анализировали электрофорезом в 20%-м ПААГ в денатурирующих усло-

виях и визуализировали как описано ранее в разд. 3.2.5. В результате были получены сле-

дующие оптимальные для условий стационарной кинетики концентрации мутантных вари-

антов ДНК-гликозилазы Fpg (Таблица 10). 

 
Таблица 10. Концентрации вариантов LlaFpg для субстратов в условиях кинетики Михаэлиса-Ментен. 

Мутантная форма Fpg 
L. lactis 

Оптимальная концентрация фермента для ДНК-субстрата, нМ 

23АП//compC 23АП//compA 23ohU//compC 

EDMM 0,5 1 2 

RSAD 0,5 2 5 

RQHG 3 5 5 

NPGR 1 2 2 

WPHG 0,5 2 2 

WT 0,5 0,5 2 
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3.2.22 Определение кинетических параметров вариантов Fpg L. lactis с заме-

нами остатков 219-222 в реакции с субстратами 23АП//compС, 

23АП//compA и 23ohU//compС 

Для определения кинетических параметров мутантных вариантов ДНК-гликозилазы 

Fpg L. lactis с заменами а. о. 219–222 EDMM, NPGR, RSAD, RQHG, WPHG, а также фер-

мента WT на соответствующем радиоактивно меченом дц-ДНК-субстрате (см. разд. 3.1.4) 

в условиях стационарной кинетики Михаэлиса–Ментен, реакционная смесь суммарного 

объема 20 мкл содержала: 50 мM Tris-HCl (pH 7,5), 100 мM NaCl, 1 мM EDTA, 1 мM DTT, 

фермент в оптимальной концентрации (см. разд. 3.2.21) и изотопно разбавленный ДНК-

субстрат, содержащий во всех реакциях 5 нМ γ[32P]-меченую компоненту (см. разд. 3.2.5), 

в то время как общая концентрация ДНК-субстрата варьировалась от 5 нМ до 500 нМ. Ре-

акцию проводили 5 мин при 37°С. Реакцию останавливали добавлением равного объема 

FDLB (см. разд. 3.1.2) и прогреванием в течение не более 1 мин при 80°С (для субстратов 

23АП//compС и 23АП//compA) или 1 мин при 95°С (для субстрата 23ohU//compС) с после-

дующей инкубацией образцов на льду. Продукты реакции анализировали электрофорезом 

в 20%-м ПААГ в денатурирующих условиях и визуализировали как описано в разд. 3.2.5. 

Обсчет количества образуемого продукта вели как описано в разд. 3.2.18. Полученные дан-

ные из 3–6 независимых экспериментов аппроксимировали на кривую нелинейной регрес-

сии гиперболической функции (𝑣=
௞మ[ா][ௌ]

௄ಾ+[ௌ]
, в координатах зависимости скорости реакции от 

концентрации субстрата) в программе SigmaPlot v11.0 (SPSS, CШA). В случаях, когда насы-

щение фермента субстратом не было достигнуто, было невозможно определить отдельно 

значения KM и k2, поэтому определяли отношение 
௞మ

௄ಾ
 (константу эффективности KSP), кото-

рое получали с помощью расчета тангенса угла наклона линейного участка зависимости 

скорости реакции от концентрации субстрата. 

3.2.23 Определение кинетической константы k2 вариантов Fpg L. lactis с заме-

нами остатков 219-222 в реакции с 8-oxoG-содержащим субстратом в 

условиях кинетики одного оборота 

Для определения параметра k2 мутантных вариантов ДНК-гликозилазы Fpg L. lactis 

с заменами а. к. о. 219–222 (Таблица 6) в реакции расщепления флуоресцентно меченого 

дц-ДНК-субстрата 23oG–FAM//compC (см. разд. 3.1.4) в условиях кинетики одного оборота 

реакционная смесь объемом 90 мкл содержала: 2 мкМ фермент, 200 нМ дцОДН, 50 мМ 
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Tris-HCl (pH 7,5), 100 мМ NaCl, 1 мM EDTA, 1 мM DTT. Реакцию проводили при 37°С, от-

бирая аликвоты по 10 мкл через определенные промежутки времени с начала реакции (от 

30 с до 24 ч для мутантных форм Fpg). Реакцию останавливали, добавляя равный объем 

раствора 80%-го формамида с 20 мМ Na-EDTA и прогревая при 95°С в течение 1 мин. По-

скольку фаза всплеска WT ДНК-гликозилазы Fpg L. lactis отличалась на несколько поряд-

ков от мутантных форм, то для определения k2 использовали временной интервал реакций 

от 1 с до 30 с. Продукты реакции анализировали электрофорезом в 20%-м ПААГ в денату-

рирующих условиях как описано в разд. 3.2.5. Полученные данные из 3–6 независимых экс-

периментов аппроксимировали на кривую экспоненциального роста (y =a(1-exp(-k2t)), в ко-

ординатах зависимости количества продукта от времени) в программе SigmaPlot v11.0 

(SPSS, CШA). 

3.2.24 Комплементационный тест: рифампициновый форвард-тест в E. сoli 

CC104 fpg mutY 

Работа выполнялась совместно с М. М. Амановой ЛГБИ ИХБФМ СО РАН. Частоту 

форвардных мутаций к устойчивости к рифампицину определяли по описанной ранее ме-

тодике [201] с использованием штаммов E. coli CC104 (F′ (lacproB lacI378 lacZ503) ara 

Δ(lacproB)XIII rpsL) и CC104 fpg mutY (CC104 fpg::mini-Tet mutY::Kan); последний штамм 

использовали либо нетрансформированным, либо трансформированным плазмидой 

pFLAF-CTC-Fpg-Lla, несущей вставку одного из вариантов гена LlaFpg (n = 5 для каждого 

штамма; эксперименты выполняли в разные дни, отдельно засевая независимые колонии из 

замороженного стока). Достоверность наблюдаемых межштаммовых различий оценивали 

методом множественных сравнений ANOVA. 

Чтобы получить плазмиду, экспрессирующую неактивный LlaFpg (pFLAF-CTC-Fpg-

LlaΔH2TH), из плазмиды pFLAF-CTC-Fpg-Lla с помощью эндонуклеазы рестрикции 

HindIII удаляли 210-нуклеотидный фрагмент. Удаление приводит к утрате аминокислотных 

остатков 144–213, охватывающих ДНК-связывающий мотив H2tH и α-спираль, предше-

ствующую тетрапептидной петле. Полученный делеционный вариант фермента полностью 

лишён каталитической активности и используется как отрицательный контроль в компле-

ментационном тесте. Рестрикция ферментом HindIII и лигирование выполнялась 

М. М. Амановой.  

Для подтверждения продукции гетерологичного белка в клетках, осадки клеток, вы-

росшие в 20-мл LB, лизировали ультразвуком в 1 мл буфера TE (×1), с добавлением 200 мМ 

NaCl. Для подтверждения продукции мутантных белков in vivo (по аналогии с протоколом 

[202]) реакционная смесь (10 мкл) содержала 50 нМ соответствующего меченого дуплекса 
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8-oxoG//C, 50 мМ Tris–HCl (pH 7,5), 6 мМ EDTA, 1 мМ DTT и 5 мкл лизата. Реакцию про-

водили в течение 30 мин и анализировали глубину протекания реакции с помощью разде-

ления продуктов в 20%-м денатурирующем ПААГ с последующей визуализацией как опи-

сано в разд 3.2.5.  
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4 Результаты и обсуждение 

4.1 Изучение электростатического потенциала в активном центре 

EcoFpg с помощью pH-чувствительной нитроксильной спин-метки, 

конъюгированной с ДНК-лигандом 

Каталитический механизм ДНК-гликозилаз суперсемейства H2tH в целом хорошо 

изучен и подробно описан в Литературном обзоре (см. разд. 2.3.3.4.3). Его функциональное 

ядро — N-концевой пролин-глутаматный дипептид Pro1–Glu2: аминогруппа остатка Pro1 

атакует C1′ повреждённого нуклеотида, а остаток Glu2 — по совокупности структурных, 

кинетических и расчётных данных — переносит протон на O4′ дезоксирибозы и одновре-

менно стабилизирует переходное состояние. Сама нуклеофильная атака идёт в направлении 

C1′ → O4′ с участием молекулы воды [145,150,203]. Молекулярно-динамические и кван-

тово-механическое (КМ/ММ) расчёты pKa остатков Pro1 и Glu2 демонстрируют, что взаим-

ная активация остатков Pro1 и Glu2 запускает катализ [179]. Однако, прямого эксперимен-

тального подтверждения изменённой ионизации остатков Pro1–Glu2 в составе активного 

центра до сих пор получено не было. 

Прямое измерение состояний ионизации отдельных остатков в белок–ДНК-комплек-

сах методически затруднено. ЯМР требует больших количеств изотопно-меченного белка 

и ограничен массой комплекса (~30–50 кДа); традиционные расчётные методы (Пуассон–

Больцман, pKa-предсказание) опираются на статические структуры и эмпирические потен-

циалы [204,205]. Альтернатива таким методам — ЭПР-спектроскопия с использованием 

pH-чувствительных нитроксильных спин-меток. Радикальный центр такой метки содержит 

ионизуемую группу с pKa в физиологическом диапазоне; протонирование меняет распреде-

ление спиновой плотности и регистрируется как сдвиг изотропной константы сверхтонкого 

взаимодействия AN в спектре [206,207]. Метки этого типа уже применялись для измерения 

поверхностного потенциала липидных бислоёв и локальной электростатики в белках и пеп-

тидах [208–210]; однако, к ферментам, «работающим» с нуклеиновыми кислотами, они до 

настоящей работы не применялись. 

Таким образом, в рамках текущей работы был разработали подход, чтобы экспери-

ментально оценить ионизированное состояние каталитической пары остатков Pro1–Glu2 в 

EcoFpg с помощью встраивания нитроксильной pH-чувствительной спин-метки в ДНК-ли-

ганд. Метка сконструирована на основе 4-пирролидино-2,5-дигидроимидазол-1-оксила: эти 

нитроксиды имеют pKa в диапазоне 7,0–7,5 и повышенную устойчивость к восстановлению 

в биологических средах [211]. Синтез сукцинимид-активированного предшественника 
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метки и её ковалентное присоединение к 5′- или 3′-концу ДНК через гексаметиленовый 

аминолинкер описаны в разделе «Материалы и методы» (см. разд. 3.1.4). В качестве ДНК-

лиганда был выбран дцДНК-дуплекс с одно- или двунуклеотидной брешью (Таблица 8), 

имитирующий продукт β/δ-элиминирования EcoFpg: такой лиганд формирует достаточно 

стабильный комплекс с ферментом, что ранее показано для родственного BstFpg, для кото-

рого получены кристаллические структуры с однонуклеотидной брешью в составе ДНК 

[145]. Размещение метки именно в брешь сближает её с активным центром. Сравнение pH-

зависимости спектров для комплексов фермента WT и каталитически неактивного мутанта 

E2Q позволяет напрямую отнести наблюдаемые электростатические изменения к состоя-

нию ионизации каталитической пары а. к. о. Pro1–Glu2. 

4.1.1 Связывание EcoFpg с дцДНК-лигандами, содержащими брешь со спин-

меткой 

Для размещения спин-метки вблизи активного центра EcoFpg были сконструиро-

ваны четыре варианта дцДНК-дуплексов на основе последовательности (Рисунок 21), для 

которой ранее были подробно кинетически охарактеризованы удаления повреждённых ос-

нований [128,212]. Конструкции дцОДН со спин-меткой были организованы следующим 

образом: брешь длиной один или два нуклеотида, сформированная на этапе сборки дуп-

лекса из 1 комплементарной цепи и двух более коротких цепей, и спин-метка, ковалентно 

присоединённая через гексаметиленовый аминолинкер к 5′- или 3′-концу ОДН, фланкиру-

ющего брешь. Такой набор позволяет одновременно проверить какое из положений метки 

обеспечивает максимальное сближение с дипептидом Pro1–Glu2 и при этом сохраняется 

приемлемая стабильность дуплекса. Карман связывания и узнавания повреждения у Fpg, по 

структурным данным, достаточно просторный и пластичный [150] — это давало основание 

ожидать, что хотя бы одна из конструкций обеспечит требуемое сближение. 

 
Рисунок 21. Схематичное изображение использованных дцДНК-дуплексов со спин-меткой. Положение нит-
роксильной спин-метки указано квадратом с точкой внутри. 

Сродство EcoFpg к каждой из четырёх спин-меченных конструкций (gap1-NO•, gap2-

NO•, NO•-gap1, NO•-gap2) оценено методом микромасштабного термофореза. Для детекции 
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связывания на 5′-конец комплементарной цепи каждого дуплекса введён флуоресцентный 

краситель TAMRA. Связывание EcoFpg с каждой из конструкций давало выраженное изме-

нение профиля термодиффузии (Рисунок 22), позволяющее определить Kd. Полученные 

значения Kd для четырёх дуплексов находились в диапазоне 2,3–3,7 мкМ (Таблица 11): дуп-

лексы с однонуклеотидной брешью связывались несколько прочнее, чем с двунуклеотид-

ной, а положение метки (5′- или 3′-сторона бреши) на сродство практически не влияло. По 

порядку величины эти значения согласуются с литературными данными по аффинности 

EcoFpg к неповреждённой дцДНК (0,25–12 мкМ) и к продукту β/δ-элиминирования (1,8–

2,0 мкМ), полученными для субстратов разной длины и последовательности другими мето-

дами (анализом электрофоретической подвижности и кинетикой остановленной струи 

[128,165,213]). Систематические количественные расхождения с этими данными ожида-

емы: микромасштабный термофорез регистрирует сродство в условиях термодиффузион-

ного градиента, в отличие от подвижности комплекса в неденатурирующем ПААГ электро-

форезе (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA) и кинетики остановленной струи. Из 

оценённых Kd следовало, что при концентрациях фермента и ДНК более 10 мкМ доля ком-

плексов превысит 50% — этого достаточно для последующих ЭПР-измерений. 

 
Рисунок 22. Связывание EcoFpg со спин-мечеными ДНК-дуплексами, анализируемое методом микромас-
штабного термофореза. А — Пример флуоресцентных кривых термодиффузии для дуплекса gap1-NO• при 
варьировании концентрации фермента. Б — Кривая связывания для gap1-NO•; показано среднее ± стандарт-
ное отклонение трёх независимых экспериментов, линия — аппроксимация моделью однократного связыва-
ния. 
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Таблица 11. Константы диссоциации комплексов EcoFpg с дцДНК, содержащими одно- или двунуклеотид-
ную брешь со спин-меткой. 

Вариант дцДНК Kd, мкМ ᵃ 
gap1-NO•-TAMRA 2,5 ± 0,4 
gap2-NO•-TAMRA 3,0 ± 0,3 
NO•-gap1-TAMRA 2,3 ± 0,6 
NO•-gap2-TAMRA 3,7 ± 0,6 

ᵃ Среднее ± стандартная ошибка трёх независимых экспериментов. 

 

Для выбора оптимальной конструкции для последующих ЭПР-измерений в составе 

комплекса с ферментом дополнительно методом непрерывного ЭПР X-диапазона была оце-

нена доля дуплексной формы каждого из четырёх меченных ОДН: наибольшая доля дуп-

лексного состояния (около 86% при pH 7,5) наблюдалась для gap1-NO• и gap2-NO•; эти две 

конструкции и были выбраны для дальнейших экспериментов. Приоритетным субстратом 

послужил gap1-NO•: он сочетал максимальную долю дуплекса с наиболее воспроизводи-

мым формированием комплекса с ферментом. 

4.1.2 Доступность растворителя к радикальному центру спин-метки в ком-

плексе EcoFpg–ДНК по данным ESEEM 

Для проверки того, что радикальный центр спин-метки в комплексе EcoFpg–ДНК 

действительно расположен на границе фермент–ДНК, а не экспонирован в раствор, доступ-

ность растворителя была измерена методом ESEEM. Метод чувствителен к концентрации 

дейтерированных молекул растворителя в радиусе ~5 Å от радикального центра и ранее 

применялся для оценки гидратации модельных мембранных систем [214]. После калиб-

ровки ответа метода на свободной спин-метке в смесях H₂O/D₂O с глицерином/глицерином-

d8 (см. разд. 3.2.10) был установлен линейный отклик ESEEM-амплитуды на объёмные 

доли дейтерированных компонентов (Таблица 9): 

A = αobs×(0.942×d(D2O) + 1.271×d(глицерин-d8)) 

где d(D₂O) и d(глицерин-d8) — объёмные доли D₂O и глицерина-d8 соответственно, 

αobs — наблюдаемый фактор доступности растворителя, а коэффициенты 0,942 и 1,271 по-

лучены из линеаризации экспериментальной зависимости. 

Эксперименты выполнены в водно-глицериновой смеси 1:1 (v/v) для свободного оц-

ОДН NO•-11, для дуплексов gap1-NO• и gap2-NO•, а также для комплексов этих дуплексов 

с EcoFpg WT и каталитически неактивным мутантом EcoFpg E2Q. Для всех образцов с фер-

ментом долю связанной с белком метки независимо оценивали по данным непрерывного 

ЭПР при комнатной температуре (см. разд. 3.2.11) и использовали для коррекции αobs на 

вклад несвязанной фракции: 
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 αFpg–ДНК = 
ఈ೚್ೞ-ఈ೚್ೞ,ДНК×(ଵ-௣)

௣
 

где αobs,DNA — αobs для соответствующего ДНК-лиганда без фермента, а p — доля 

метки в составе комплекса. 

Для свободных NO•-11, gap1-NO• и gap2-NO• значения αobs составили ~0,8 (Таб-

лица 12), что отвечает радикальному центру, преимущественно экспонированному в рас-

твор. Связывание EcoFpg — как WT, так и E2Q — существенно снижало доступность метки 

растворителю: значения αFpg–DNA для всех четырёх комплексов лежали в узком диапазоне 

0,41–0,52, без значимой зависимости от длины бреши (1 или 2 нт) или варианта фермента. 

Отсюда следует, что в комплексе EcoFpg–ДНК спин-метка существенно изолирована от 

объёмного растворителя и располагается на границе раздела белок–ДНК. Однако ESEEM 

по построению регистрирует только степень изоляции от растворителя, а не положение 

метки относительно конкретных остатков белка — формально метка может находиться на 

любой обводнённой границе раздела фермент–ДНК. Для прямой оценки её положения от-

носительно дипептида Pro1–Glu2 было выполнено независимое МД-моделирование (см. 

разд. 3.2.12), описанное далее. 

 

Таблица 12. Доступность растворителя к радикальному центру спин-метки в свободных ДНК-лигандах и в 
комплексах с EcoFpg по данным ESEEM. Эксперименты при pH 8,14. 

Образец 
Растворитель 

(% D₂O, % 
глицерин-d8) 

Амплитуда 
ESEEM а αobs 

Доля метки, 
связанной с 
ферментом 

(p) б 
αFpg–DNA 

в 

NO•-11 50%, 50% 82,7 ± 5,0 0,75 ± 0,04 – – 

gap1-NO• 50%, 50% 89,3 ± 5,4 0,81 ± 0,05 – – 

gap2-NO• 50%, 50% 89,3 ± 5,4 0,81 ± 0,05 – – 

EcoFpg-WT–
gap1-NO• 13,6%, 50% 52,6 ± 3,2 0,69 ± 0,04 0,42 0,52 ± 0,06 

EcoFpg-WT–
gap2-NO• 13,6%, 50% 49,0 ± 2,9 0,64 ± 0,04 0,45 0,43 ± 0,06 

EcoFpg-E2Q–
gap1-NO• 9,3%, 50% 48,2 ± 2,9 0,67 ± 0,04 0,35 0,41 ± 0,06 

EcoFpg-E2Q–
gap2-NO• 9,3%, 50% 46,0 ± 2,8 0,64 ± 0,04 0,47 0,45 ± 0,06 

а Ошибка оценивалась как 6% от значения амплитуды ESEEM. 
б Оценено из спектров непрерывного ЭПР X-диапазона при комнатной температуре. 
в Доступность растворителя для метки, связанной с ферментом, скорректированная на долю свободной метки. 
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4.1.3 Молекулярно-динамическое моделирование положения спин-метки в 

комплексе EcoFpg–ДНК 

Для независимой оценки того, насколько близко радикальный центр спин-метки 

подходит к каталитической паре остатков Pro1–Glu2 в комплексе EcoFpg–ДНК, были вы-

полнены расчёты МД. Спин-метка содержит стереогенный центр и амидную связь с затор-

моженным вращением, поэтому для каждого комплекса рассматривались четыре её конфи-

гурации — R-trans, S-trans, R-cis и S-cis. Стартовой структурой для комплекса EcoFpg–gap1-

NO• послужила кристаллическая структура ковалентного комплекса EcoFpg с ДНК (PDB 

ID: 1K82) [150]. Из неё реконструировали геометрию комплекса с брешь-содержащей ДНК: 

разорвали ковалентную связь C1′–N(P1) в восстановленном основании Шиффа, смоделиро-

вали 3′-конец как продукт β/δ-элиминирования и встроили спин-метку на 5′-конец нуклео-

тида, фланкирующего брешь, с последующей минимизацией энергии. Траектории длитель-

ностью 200 нс при 300 K в эксплицитной воде получены для всех четырёх конфигураций 

метки; для наиболее энергетически выгодной R-trans конфигурации дополнительно 

набрана расширенная траектория длительностью 1,6 мкс. 

Во всех четырёх независимых траекториях спин-метка занимала примерно одно и то 

же положение на границе фермент–ДНК. Подвижность гексаметиленового линкера в ком-

плексе была существенно ограничена, и метка следовала за движением белка как единое 

целое (Рисунок 23). Несмотря на наличие однонуклеотидной бреши, дцДНК сохраняла за-

крытую B-форму на протяжении всех траекторий — это согласуется с экспериментально 

оценённой долей дуплексной формы для gap1-NO• (~86%). На расширенной траектории 

1,6 мкс ДНК дополнительно сдвигалась в сторону кармана узнавания повреждения, и ради-

кальный центр оказывался в области 3′-гидроксила нуклеотида, фланкирующего брешь. 

Распределения расстояний от радикального центра до каталитических остатков, рассчитан-

ные по последним 50 нс траектории, оказались унимодальными и составили 8,9 ± 0,5 Å до 

атома азота N-концевой аминогруппы остатка Pro1 и 14,0 ± 0,7 Å до атомов карбоксильной 

группы остатка Glu2 (Oε1, Oε2). Доступность растворителя, рассчитанная для смоделиро-

ванного ансамбля по той же геометрии, что и в ESEEM-эксперименте, составила 0,56 — в 

пределах ошибки экспериментально измеренного значения 0,52 ± 0,06. 

Таким образом, МД моделирование подтверждает, что в комплексе EcoFpg–gap1-

NO• радикальный центр спин-метки находится на расстоянии 9–14 Å от каталитической 

пары остатков Pro1–Glu2; при этом метка не входит непосредственно в активный центр, что 

согласуется с регистрируемой в ESEEM остаточной (не нулевой) доступностью раствори-
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телю. Такое позиционирование оптимально для регистрации электростатического потенци-

ала, создаваемого ионизуемыми остатками активного центра, без прямого участия метки в 

каталитическом цикле. 

 
Рисунок 23. МД-ансамбль для комплекса EcoFpg–gap1-NO• в R-trans конфигурации спин-метки. Белок 
EcoFpg окрашен зелёным, петля связывания повреждённого нуклеотида — розовым, ДНК — оранжевым, 
спин-метка ― голубым. Левая панель — наложение 500 снимков последних 50 нс расширенной 1,6-мкс тра-
ектории. Правая панель (область, выделенная рамкой) — увеличенное изображение положения спин-метки 
относительно P1 и E2 с указанием средних расстояний между интересующими атомами. 

4.1.4 Сдвиг pKa в окружении спин-метки при инактивирующей мутации E2Q 

как индикатор изменения электростатики активного центра EcoFpg 

Сродство EcoFpg к меченным дуплексам и положение спин-метки на границе фер-

мент–ДНК вблизи каталитической пары остатков Pro1–Glu2 установлены, что позволяет 

перейти к ключевому эксперименту — измерению pH-зависимости спектров ЭПР для ком-

плексов с ферментом WT и его каталитически неактивным мутантом E2Q. Сравнение этих 

pH-зависимостей позволяет напрямую отнести наблюдаемые электростатические измене-

ния к остатку Glu2 и через него — к ионизационному состоянию каталитической пары 

остатков Pro1–Glu2. 

Спектры непрерывного ЭПР X-диапазона были зарегистрированы для всех четырёх 

комбинаций «вариант фермента × лиганд» (EcoFpg WT и EcoFpg E2Q с gap1-NO• и gap2-

NO•) в диапазоне pH 6,60–8,14. Этот диапазон выбран по двум соображениям. Первое: pKa 

свободной спин-метки в составе ДНК-дуплекса находится в пределах 7,7–7,8, и регистрация 

её перехода между протонированной и депротонированной формами требует охвата как ми-

нимум одной единицы pH в обе стороны от pKa. Второе: расчётные оценки pKa остатка Pro1 

в комплексе Fpg–ДНК лежат в диапазоне 5–7,5, а pKa остатка Glu2 — в диапазоне 5,5–7,5 

[179], то есть ионизация каталитической пары ожидается именно в выбранном окне. Ниж-

няя (pH 6,60) и верхняя (pH 8,14) границы заданы сохранением структурной и каталитиче-

ской стабильности EcoFpg. 
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Спектры комплексов содержали вклад как самой связанной формы, так и остаточных 

свободных одноцепочечных и дуплексных компонентов. Из каждого спектра поэтому вы-

читался спектр дуплексного лиганда той же концентрации без фермента; pH-зависимости 

спектров для свободных gap1-NO• и gap2-NO• оказались одинаковы (Рисунок 24), и в каче-

стве общей базовой линии для всех четырёх образцов использовался спектр gap2-NO• — 

это минимизировало ошибку вычитания. Данные на рисунке 24 аппроксимировались урав-

нением Хендерсона–Хассельбаха: 𝐴ே=
஺ಿ(ோ)+஺ಿ൫ோு+൯×ଵ଴೛಼ೌ-೛ಹ

ଵ+ଵ଴೛಼ೌ-೛ಹ
 

 
Рисунок 24. Зависимость AN (усреднённая константа сверхтонкого взаимодействия с атомом азота) от pH для 
спектров непрерывного ЭПР свободной спин-метки и конъюгированной с ДНК. Спин-метка в составе различ-
ных соединений обозначена фигурами различных цветов: свободная спин-метка — перевёрнутые зеленые 
треугольники, NO•-11 — черные квадраты, gap1-NO• — синие треугольники и gap2-NO• — красные кружки. 
 

Полученные после вычитания спектры комплексов приведены на рисунке 25; харак-

терная анизотропия спектров и положение крайних компонент сверхтонкой структуры за-

висели от pH. 
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Рисунок 25. Спектры непрерывного ЭПР X-диапазона комплексов EcoFpg WT–gap1-NO•, EcoFpg WT–gap2-
NO•, EcoFpg-E2Q–gap1-NO• и EcoFpg-E2Q–gap2-NO• после процедуры вычитания базовой линии при pH 6,60 
(чёрный), 7,00 (красный), 7,20 (жёлтый), 7,37 (синий), 7,76 (зелёный) и 8,14 (фиолетовый). Для наглядности 
спектры смещены к одному и тому же центральному положению. Концентрация комплексов — 50 мкМ. 

 

Расстояние между низкополевым и высокополевым компонентами спектра прямо 

отражает значение Z-компоненты тензора сверхтонкого взаимодействия с азотом ANzz, чув-

ствительной к состоянию ионизации спин-метки. Зависимости ANzz от pH для всех четырёх 

комплексов аппроксимировались уравнением Хендерсона–Хассельбаха: 

𝐴ே=
஺ಿ೥೥(ோ)+஺ಿ೥೥൫ோு+൯×ଵ଴೛಼ೌ-೛ಹ

ଵ+ଵ଴೛಼ೌ-೛ಹ
, с фиксированными значениями ANzz(R) = 3,592 мТ и 

ANzz(RH⁺) = 3,401 мТ, отвечающими, соответственно, депротонированной и протонирован-

ной формам спин-метки. Для трёх из четырёх комплексов одна-единственная pKa удовле-

творительно описывала весь набор данных: 6,80 ± 0,03 для EcoFpg WT–gap1-NO•, 

7,20 ± 0,06 для EcoFpg WT–gap2-NO• и 7,23 ± 0,06 для EcoFpg E2Q–gap2-NO• (Рисунок 26). 

Близость pKa для двух комплексов с двунуклеотидной брешью говорит о том, что в этой 

геометрии радикальный центр спин-метки расположен слишком далеко от дипептида P1–

E2/E2Q, чтобы регистрировать вклад его ионизации в локальный электростатический по-

тенциал. 

Принципиально иное поведение демонстрировал комплекс EcoFpg-E2Q–gap1-NO• 

(Рисунок 26). При pH ниже 7,00 значения ANzz для него совпадали со значениями для ана-

логичного комплекса с ферментом WT. В диапазоне pH 7,00–7,37 на pH-зависимости ANzz 

регистрировался отчётливый перегиб (показан стрелкой на рисунке 26Б), после которого 
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значения для E2Q-комплекса плавно переходили на ту же кривую, что и для обоих ком-

плексов с двунуклеотидной брешью. Аппроксимация всей кривой одной pKa в этом случае 

была неудовлетворительной; данные хорошо описывались сигмоидальной функцией с 

двумя pKa — это соответствует наличию буферной ёмкости в окрестности pH 7,2, как ранее 

наблюдалось для гидратированных поверхностей сшитых полимеров и мезопористых ма-

териалов с ионизуемыми группами вблизи радикального центра спин-метки [215,216]. 

Сдвиг pKa, регистрируемый pH-чувствительной нитроксильной спин-меткой, рас-

кладывается на полярностный и электростатический вклады: ΔpKa = ΔpKaᵖᵒˡ + ΔpKaᵉˡ. Элек-

тростатический вклад связан с поверхностным потенциалом ψ соотношением 

ΔpKaᵉˡ = 
௘ట

௟௡ (ଵ଴)௞்
 (e — элементарный заряд, k — постоянная Больцмана, T — температура) 

[206,217]. При сравнении комплексов EcoFpg-WT и EcoFpg-E2Q с gap1-NO• в первом при-

ближении полярностным вкладом можно пренебречь: рентгеноструктурные сравнения ком-

плексов WT и E2Q показывают, что замена не вызывает заметных конформационных пере-

строек активного центра [137], а замена COO⁻ → CONH₂ практически изоморфна по объ-

ёму, то есть гидрофобное окружение и геометрия кармана в окрестности спин-метки сохра-

няются. В этом приближении весь наблюдаемый сдвиг следует относить к электростатиче-

скому вкладу: смещение pKa метки в основную сторону на ~0,5 ± 0,1 единицы при pH > 7,37 

отвечает изменению локального поверхностного потенциала на величину ψ ≈ –30 ± 6 мВ 

при переходе от EcoFpg-WT к EcoFpg-E2Q. Это значение — верхняя оценка чисто электро-

статического вклада: остаточный сдвиг ΔpKaᵖᵒˡ, связанный с заменой ориентированного ди-

поля карбоксилата на диполь амидной группы, в данной схеме не отделяется от электроста-

тического и должен учитываться при дальнейших количественных сравнениях. 
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Рисунок 26. А — Зависимость расстояния между низкополевым и высокополевым компонентами спектра 
непрерывного ЭПР от pH для комплексов EcoFpg WT–gap1-NO• (чёрные квадраты), EcoFpg E2Q–gap1-NO• 
(красные кружки), EcoFpg WT–gap2-NO• (синие треугольники) и EcoFpg E2Q–gap2-NO• (перевёрнутые зелё-
ные треугольники) при pH 6,60–8,14. Красной стрелкой отмечен перегиб на кривой EcoFpg E2Q–gap1-NO• 
при pH 7,2, отсутствующий у трёх других комплексов. Б — Значения ANzz, рассчитанные из расстояний на 
панели А для комплексов и из изотропных значений AN для свободных дуплексов (gap1-NO• — оранжевые 
треугольники влево, gap2-NO• — фиолетовые ромбы) из Рисунка 23. Сплошные линии — аппроксимации 
уравнением Хендерсона–Хассельбаха (см. формулу в тексте) с ANzz(R) и ANzz(RH⁺) как варьируемыми пара-
метрами для свободных дуплексов и фиксированными значениями ANzz(R) = 3,592 мТ, ANzz(RH⁺) = 3,401 мТ 
для комплексов; 
 

На спектрах приведена регистрация непосредственно только спин-метки, а наблю-

даемая по сдвигу ANzz величина — это pKa самой нитроксильной группы в её локальном 

электростатическом окружении. Эта pKa интегрально отражает потенциал, создаваемый 

всеми заряженными группами в радиусе порядка дебаевской длины вокруг радикального 

центра, и потому не равна pKa какого-либо одного остатка белка или ДНК. Природа репор-

тёра объясняет, почему систематический разбор данных требует не одной, а серии кон-

трольных измерений. 

Полученный набор pKa образует естественный градиент влияния электростатиче-

ского окружения на спин-метку (Рисунок 25 и Рисунок 26Б). Свободная метка в составе 

дцДНК-дуплекса даёт pKa 7,7–7,8, но при связывании EcoFpg WT с gap2-NO• наблюдаемая 

pKa составляет 7,20 ± 0,06 — снижение на ~0,5 единицы по сравнению со свободным дуп-

лексом отражает электростатический вклад белок-связывающего канала в целом, без зна-

чимого вклада со стороны дипептида Pro1–Glu2 (метка слишком удалена от него в этой 

геометрии). Сокращение бреши на один нуклеотид (gap1-NO• с EcoFpg WT) даёт дополни-

тельный сдвиг: до 6,80 ± 0,03 — именно эта прибавка ~0,4 единицы и относится к электро-

статическому вкладу остатков активного центра. Замена остатка Glu2 на изоморфный по 
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объёму, но электронейтральный остаток Gln2 (gap1-NO• с EcoFpg E2Q) приводит к появле-

нию буферного плеча в окрестности pH 7,2, частично возвращающего систему к «даль-

нему» отклику gap2-комплексов: выпадение карбоксильной группы остатка Glu2 убирает 

приблизительно ту же добавку, которую даёт сближение метки с активным центром на одну 

позицию. 

Появление буферного плеча у E2Q-комплекса связано именно с ионизацией остатка 

Pro1, что опирается на отсутствие в окрестности спин-метки других потенциально титруе-

мых групп с pKa в интервале от 6 до 9. Четыре цистеина EcoFpg координируют ион Zn²⁺ 

цинкового пальца C-домена (остатки Cys243, Cys246, Cys263, Cys266) [150] и в составе тет-

раэдрической координации имеют резко сдвинутые pKa (как правило, < 5), фактически вы-

падая из титрования в физиологическом окне. Остатков гистидина в активном центре 

EcoFpg нет вообще. Поверхностные остатки Lys/Arg ДНК-связывающего канала к замене 

E2Q нечувствительны, и при сравнении WT/E2Q в одинаковых комплексах с ДНК вклад от 

них не регистрируется. Перераспределение pKa в окрестности спин-метки, регистрируемое 

только в комплексе EcoFpg-E2Q–gap1-NO• и только в узком pH-диапазоне 7,00–7,37, наибо-

лее естественно интерпретируется как отклик на изменённую ионизацию P1. 

Замены каталитического остатка Glu2 (E2Q, E2K, E2G) описаны как соматические 

мутации в опухолях и как редкие герминальные варианты в популяции для всех трёх H2tH-

гомологов EcoFpg у человека — NEIL1, NEIL2 и NEIL3, причём наиболее частой из них 

является именно E2Q [218,219]. Полученные в работе данные — первое прямое экспери-

ментальное свидетельство того, что эта замена перераспределяет ионизационное состояние 

каталитической пары и инактивирует фермент по крайней мере отчасти через утрату акти-

вации N-концевого остатка пролина, а не исключительно через прямое выпадение остатка 

Glu2 из переноса протона на O4′. 

Таким образом, представленный подход с конъюгацией спин-метки позволил полу-

чить прямое экспериментальное подтверждение того, что в активном центре EcoFpg иони-

зация каталитической пары остатков Pro1–Glu2 отличается от референсных значений изо-

лированных аминокислот и зависит от наличия остатка Glu2. Более того, разработанный 

подход — pH-чувствительная нитроксильная спин-метка, ковалентно встраиваемая в брешь 

ДНК-лиганда, в сочетании с ESEEM-контролем доступности растворителя и МД модели-

рованием положения метки — не привязан к Fpg: он переносится на Nei, человеческие 

NEIL1–NEIL3 и вообще на любой белково-нуклеиновый комплекс, для которого удаётся 

собрать лиганд с меткой вблизи интересующего центра. 
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4.2 Изучение механизма распознавания окислительного повреждения 

ДНК путём анализа мутантных вариантов LlaFpg с рандомизиро-

ванными заменами в тетрапептидной петле 219–222 

ДНК-гликозилазы суперсемейства H2tH распознают широкий спектр повреждённых 

при окислительном стрессе пуриновых и пиримидиновых оснований ДНК (см. разд. 

2.3.3.4). Для ферментов этого суперсемейства определено более 120 структур — как в сво-

бодном состоянии, так и в комплексах с ДНК, — однако механизмы распознавания субстра-

тов по-прежнему до конца не понятны (см. разд. 2.3.3.4.2). Главная причина — особое стро-

ение сайта связывания повреждённого основания: он формируется преимущественно гиб-

кой петлёй, остающейся неструктурированной или частично структурированной в боль-

шинстве комплексов фермент–ДНК [220,221]. Связывание ДНК с ДНК-гликозилазой про-

исходит на границе между доменами в положительно заряженной бороздке фермента, на 

дне которой располагается глубокий карман, обеспечивающий комплементарность фер-

мента при связывании с субстратом [150]. 

Структурные данные не показывают прямого взаимодействия Fpg с атомом O8 8-

oxoG, который непосредственно отличает повреждение от канонического основания. В не-

скольких структурах LlaFpg и BstFpg, связанных со специфическими или неспецифиче-

скими, содержащими основание субстратами (8-oxoG или ohU), петля частично разупоря-

дочена — определяемые остатки или боковые радикалы разрешены не полностью или вовсе 

отсутствуют [125,137,203]. В комплексах Fpg, не содержащих целевого основания (т. е. с 

аналогом АП сайта или сшитых после вырезания основания), петля всегда разупорядочена 

[143,145,150]. При этом, по литературным данным, полная делеция тетрапептида, связыва-

ющего повреждённое основание, в EcoFpg приводит к утрате активности по отношению к 

8-oxoG, но лишь минимально влияет на активность в отношении других субстратов — 

FapyG, FapyA, спириминогидантоина и гуанидиногидантоина (см. разд. 2.3.3.4.1). Петля, 

следовательно, по-разному вовлечена в распознавание разных субстратов даже в пределах 

группы окисленных пуринов. 

Только три структуры указывают на прямое взаимодействие петли и окислительного 

повреждения. Структура комплекса LlaFpg с дцДНК, содержащей карбоциклический 

FapyG (нерасщепляемый аналог), демонстрирует, что тетрапептидная петля 219–222 LlaFpg 

координирует именно O6 FapyG амидными группами пептидного остова [125]. Каталити-

чески инактивированный мутант BstFpg E2Q в комплексе с ДНК, содержащей 8-oxoG или 

5,6-дигидроурацил (h2U), демонстрирует ту же координацию: тетрапептидная петля 222–

225 связывает либо O6 8-oxoG, либо O4 h2U [137] (Рисунок 27).  
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На основании этих структур было сформулировано предположение, что несмотря на 

появление атома кислорода в 8-м положении гуанина, координация повреждённого основа-

ния происходит за счёт взаимодействия амидов пептидного остова и O6 8-oxoG; роль такого 

распознавания в общей субстратной специфичности фермента стала предметом проверки. 

В качестве объекта исследования был выбран LlaFpg: разрешение его структуры в ком-

плексе с FapyG (1,95 Å) [125] выше разрешения структуры BstFpg с 8-oxoG (2,34 Å) [137] и 

позволяет более чётко детектировать ориентацию боковых радикалов а. к. о. и нуклеотидов, 

что важно при внесении мутаций в последовательность тетрапептидной петли и анализе 

вклада таких мутаций. 

 
Рисунок 27. Ориентация повреждённого основания в структурах комплекса LlaFpg с ДНК, содержащей кар-
боциклический аналог FapyG (А; PDB ID 1XC8, [125]), и комплекса BstFpg с ДНК, содержащей 8-oxoG (Б; 
PDB ID 1R2Y, [137]). На нижних изображениях показаны только повреждение и связывающая его петля; рас-
стояния между атомом O6 и атомами азота амидных групп основной цепи указаны в Å. 

 

4.2.1 Анализ консервативности петли LlaFpg, отвечающей за распознавание 

повреждения 

Для проверки гипотезы о вкладе тетрапептидной петли в распознавание повреждён-

ного основания была проанализирована консервативность ее состава в Fpg. Чтобы исклю-

чить влияние других гликозилаз суперсемейства H2tH (бактериальный Nei, животные NEIL 

и растительный/грибной MMH), последовательности отбирали по строгим критериям: N-

концевой домен должен идентифицироваться в базе данных консервативных доменов NCBI 
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как специфический хит семейства cd08966 (EcoFpg-like_N) [222]; вблизи C-конца должен 

присутствовать мотив -CXXCQ-, относящийся к цинковому пальцу; для обеспечения так-

сономической сбалансированности выборки оставляли не более одной последовательности 

на таксономическое семейство (уровень family по NCBI Taxonomy). Было получено 428 по-

следовательностей Fpg. Консервативность анализировали в программах WebLogo [223] и 

AMAS со стандартным набором свойств аминокислот по Тейлору [224,225], допуская до 

2% атипичных остатков в каждой позиции выравнивания. 

Распределение длин петли в 428 последовательностях, консенсусный состав по ре-

зультатам выравнивания и степень консервативности физико-химических свойств амино-

кислот, картированная на последовательность LlaFpg, представлены на рисунке 28. Хотя 

петля длиной четыре остатка была представлена в 345 последовательностях из 428 (81%), 

длина петли варьировала от 2 до 9 остатков (Рисунок 28А). Консервативность собственно 

последовательности петли тоже умеренная: во второй позиции (остаток Arg220 в LlaFpg) 

встречается широкий набор полярных и заряженных а. к. о., а в первой (остаток Ile219) и 

четвёртой (остаток Tyr222) — преимущественно гидрофобные и ароматические. Для та-

кого, казалось бы, важного структурного мотива размер и последовательность оказались 

довольно вариабельны на фоне других, каталитически важных структурных элементов су-

персемейства H2tH, таких как N-концевая каталитическая петля, ДНК-связывающий спи-

раль–два поворота–спираль мотив и мотив цинкового пальца (Рисунок 28В). 

 
Рисунок 28. А — Распределение длин петли, ответственной за связывание повреждения, в 428 последователь-
ностях Fpg. Б — Консенсусный состав петли (sequence logo), построенный в WebLogo [223] на основании 
выравнивания тех же 428 последовательностей. Высота столбцов отражает информативность позиции в битах 
(max log220 ≈ 4,32), высота буквы — частоту, взвешенную на информативность. Стрелки указывают положе-
ние остатков петли LlaFpg (219IRTY222) в выравнивании. В — Сохранение физико-химических свойств амино-
кислот в тех же 428 белках Fpg, картированное на последовательность LlaFpg. Показана степень консерватив-
ности (СК), 0 ≤ СК ≤ 10, где 0 означает отсутствие консервативности, а 10 — абсолютную консервативность 
[224]. Элементы вторичной структуры (α-спирали в виде зигзагов и β-тяжи в виде стрелок) схематически по-
казаны в верхней части графика. Красные, синие, пурпурные и зелёные горизонтальные полосы обозначают 
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N-концевую каталитическую спираль, мотив спираль–два поворота–спираль, тетрапептидную петлю и мотив 
цинкового пальца соответственно. 

 

В структурах LlaFpg петля и её продолжение приблизительно до остатка Thr228 при-

нимают две разные конформации. Одна наблюдается в структуре LlaFpg с нерасщепляемым 

карбоциклическим аналогом FapyG [125]: тетрапептид 219IRTY222 организован так, чтобы 

удерживать экзоциклический атом кислорода пиримидинового кольца основания, а боко-

вые цепи самой петли практически полностью экспонированы в растворитель. Вторая кон-

формация обнаружена в структуре LlaFpg в комплексе с тетрагидрофураном (PDB ID 1PJJ) 

[147]: петля отведена от ДНК, и это единственный комплекс LlaFpg–ДНК без повреждён-

ного основания, в котором остов петли полностью прослеживается. В остальных структу-

рах LlaFpg без целевого основания петля разупорядочена. Имеющиеся структурные данные 

согласуются с моделью, в которой тетрапептидная петля упорядочивается вокруг повре-

ждённого основания при связывании истинного субстрата и разупорядочивается в его от-

сутствие. 

Анализ консервативности петли, участвующей в распознавании повреждения у Fpg, 

показал, что в большой выборке гомологов последовательность и даже длина исследуемого 

тетрапептида весьма вариабельны. Руководствуясь этим наблюдением, а также описанным 

выше отсутствием контактов боковых цепей с повреждённым основанием в области петли, 

было принято решение провести рандомизацию a. к. o. петли in silico, заместить данный 

участок тетрапептидами со случайной последовательностью и проанализировать послед-

ствия таких замен. 

4.2.2 Получение мутантных вариантов LlaFpg по составу тетрапептидной 

петли и проверка их укладки 

Были сгенерированы и выделены пять мутантных вариантов LlaFpg, в которых тет-

рапептидная петля 219IRTY222 была заменена на рандомизированные последовательности 
219EDMM222, 219NPGR222, 219RQHG222, 219RSAD222 и 219WPHG222 ( Таблица 6, далее — мутант-

ные варианты по петле; подбор последовательностей и предварительная характеризация 

выполнены К. А. Макашевой и к. б. н. А. В. Юдкиной ЛГБИ ИХБФМ СО РАН). Два из пяти 

мутантных вариантов — NPGR и WPHG — содержат остаток Pro во второй позиции; пеп-

тидная связь, предшествующая остатку Pro, не имеет N–H-донора, что исключает образо-

вание одной из четырёх потенциальных водородных связей между амидными группами 

петли и O6 повреждённого основания. 

На стадии дизайна мутантов для каждой из пяти выбранных рандомизированных по-

следовательностей было выполнено гомологическое моделирование с помощью сервера 
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SwissModel [226] и структуры LlaFpg (код PDB 1XC8) в качестве шаблона. Целью модели-

рования было убедиться, что выбранные тетрапептиды не вносят очевидных стерических 

конфликтов с соседними структурными элементами петли и не предполагают существен-

ной перестройки остова петли, и ни один из пяти вариантов таких конфликтов не показал. 

Все пять мутантных вариантов LlaFpg были экспрессированы и очищены по протоколу, 

разработанному ранее для EcoFpg (см. разд. 3.2.3); гомогенность препаратов была проана-

лизирована с помощью ПААГ ЭФ в буферной системе Лэммли. Степень чистоты всех пре-

паратов составляла не менее 95% (Рисунок 27А). 

Дополнительно общее качество полученных белковых препаратов и трёхмерная ор-

ганизация белковых глобул были проверены методом высокоскоростной дифференциаль-

ной сканирующей флуориметрии (Рисунок 29Б). Кривые денатурации всех мутантных ва-

риантов имели общую форму, согласующуюся с кривой WT, а их температуры плавления 

(Tm) лежали в узком диапазоне 56,8–59,0°C (Таблица 13). Tm WT LlaFpg оказалась на 3–5°C 

ниже, чем у каждого из мутантов. Такое смещение, по-видимому, отражает повышенную 

жёсткость рандомных тетрапептидов по сравнению с природной петлёй: нативная последо-

вательность 219IRTY222 функционально подвижна и из-за чего возникает энтропийный 

«штраф», тогда как случайные четыре остатка с большей вероятностью образуют локально 

более стабильную (хотя и каталитически непродуктивную) укладку. Так или иначе, ни один 

из мутантов не дестабилизирован относительно WT, и общая организация белковой гло-

булы у них сохранена. 

 
Рисунок 29. Анализ степени чистоты и термостабильности мутантных вариантов LlaFpg по петле 219–222. 
А — Гель, окрашенный кумасси, после электрофореза препаратов LlaFpg WT и мутантных вариантов в си-
стеме Лэммли; M — маркеры подвижности белков; стрелки указывают молекулярную массу в кДа. Расчёт-
ная масса целевого белка составляет 30,7 кДа. Б — Кривые термической денатурации мутантных вариантов 
LlaFpg по данным высокоскоростной дифференциальной сканирующей флуориметрии, представленные как 
первая производная отношения интенсивностей флуоресценции при 350 нм и 330 нм по температуре. Вари-
анты LlaFpg обозначены линиями разных цветов: EDMM — красная, RSAD — зелёная, RQHG — розовая, 
NPGR — синяя, WPHG — жёлтая, WT — чёрная. 
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Таблица 13. Температуры плавления LlaFpg WT и мутантных вариантов по петле 219–222, рассчитанные из 
данных высокоскоростной дифференциальной сканирующей флуориметрии. 

Фермент Tm, °C 
WT 53,8 

EDMM 56,8 
NPGR 57,8 
RQHG 59,0 
RSAD 57,1 
WPHG 57,5 

4.2.3 Влияние замен остатков в тетрапептидной петле LlaFpg на каталитиче-

скую эффективность расщепления АП-сайта 

Помимо удаления повреждённых оснований, Fpg расщепляет АП-сайты по меха-

низму β- и β/δ-элиминирования, которое инициируется нуклеофильной атакой α-амино-

группы N-концевого остака пролина Pro1 по C1′ остатка дезоксирибозы (см. разд 2.3.3.4.3) 

[227,228]. Кристаллические структуры комплексов Fpg с нерасщепляемыми аналогами АП-

сайтов показывают, что повреждённый нуклеотид оказывается во внеспиральном положе-

нии, но не образует прямых контактов с тетрапептидной петлёй, которая в большинстве 

этих структур разупорядочена [143,145,150]. Активность мутантных вариантов на суб-

страте, содержащем АП-сайт, соответственно, позволяет проверить, как замены в петле ска-

зываются на стадиях каталитического цикла, в которых сама петля непосредственно не 

участвует, — нуклеофильной атаке остатка Pro1 и последующих реакциях β/δ-элиминиро-

вания. 

Активность мутантных вариантов LlaFpg была измерена на дцДНК-субстрате, со-

держащем АП-сайт напротив цитозина АП//C, полученном обработкой соответствующего 

урацил-содержащего дуплекса урацил-ДНК-гликозилазой Ung E. coli. Практически все му-

тантные варианты были способны расщеплять АП-сайт содержащий субстрат, хотя и мед-

леннее фермента WT (Рисунок 30Б). Исключением был мутантный вариант RQHG, для ко-

торого расщепление было самым слабым, но всё же детектируемым (Рисунок 30А). 
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Рисунок 30. А — Радиоавтограф геля после разделения продуктов ферментативной реакции LlaFpg WT и 
мутантных вариантов с дцДНК-субстратом, содержащим АП//C. Б — Накопление продуктов β/δ-элиминиро-
вания АП-сайта во времени. Данные для вариантов LlaFpg обозначены кружками разных цветов: WT — го-
лубым, EDMM — красным, NPGR — зелёным, RQHG — синим, RSAD — жёлтым, WPHG — розовым. При-
ведены средние значения ± стандартная ошибка среднего из трёх независимых экспериментов; концентрация 
субстрата 50 нМ, концентрация фермента 5 нМ. 

Для определения кинетических параметров в условиях кинетики Михаэлис–Ментен 

для каждого мутантного варианта была подобрана концентрация фермента, обеспечиваю-

щая линейное накопление продукта во времени (расщепление субстрата ≤ 20% за 5 мин — 

приближение начальных скоростей v0 при стационарном режиме [E] ≪ [S]) (Рисунок 31А); 

значения концентраций варьировали от 0,5 нМ до 5 нМ. Значения KM и kcat, полученные 

аппроксимацией зависимостей v0 от [S]0 уравнением гиперболической функции (Рисунок 

31Б), приведены в таблице 14. Варианты EDMM, NPGR и WPHG сохраняли около поло-

вины от активности WT по константе специфичности kcat/KM; уменьшение этой величины 

было связано как с увеличением KM (EDMM и WPHG), так и с падением kcat (NPGR). Со-

гласно данным по накоплению продукта расщепления АП-сайта во времени (Рисунок 28Б), 

вариант RQHG проявил наихудшую активность — kcat/KM для него было в ~15 раз меньше, 

чем у WT, причём замены сильнее сказались на скорости катализа (kcat), чем на сродстве. 

Для варианта RSAD накопление продукта было самым быстрым, но насыщение субстратом 

в условиях эксперимента не достигалось. Тогда kcat/KM определяли из наклона линейной 

зависимости v0 от [S]0 (приближение [S] ≪ KM); полученное значение оказалось примерно 

в 7 раз меньше, чем у WT, тогда как сами kcat и KM для RSAD напрямую сравнивать с осталь-

ными вариантами было невозможно. В целом можно отметить, что ожидаемо, белок WT 

обладал большей активностью на субстрате АП//С относительно мутантных вариантов, од-

нако, для практически всех мутантных вариантов kcat/KM лежала в пределах одного порядка 

в сравнении с WT. Таким образом, мутации в тетрапептидной петле не оказывают суще-

ственного влияния на эффективность катализа. 
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Рисунок 31. А — Пример радиоавтографа геля после разделения продуктов ферментативных реакций вари-
анта NPGR LlaFpg для подбора оптимальных условий регистрации в режиме Михаэлис–Ментен. Б — пример 
зависимости скорости накопления продукта от концентрации субстрата АП//C для варианта NPGR LlaFpg 
(1 нМ); данные аппроксимированы уравнением нелинейной регрессии гиперболической функции. Приведены 
средние значения ± стандартная ошибка среднего трёх независимых экспериментов. 

 
Таблица 14. Кинетические константы расщепления субстрата АП//C вариантами LlaFpg в условиях стацио-
нарной кинетикиа. 

Вариант 
LlaFpg 

KM, нМ kcat, с−1 
kcat/KM, 

мкМ−1·с−1 
Относитель. 

WTб 
WT 71 ± 22 0,10 ± 0,01 1,4 ± 0,5 1,00 

EDMM 230 ± 120 0,16 ± 0,04 0,70 ± 0,40 0,49 
NPGR 62 ± 23 0,042 ± 0,005 0,68 ± 0,26 0,48 
RQHG 170 ± 130 0,016 ± 0,005 0,094 ± 0,078 0,07 
RSAD n/sв n/s 0,20 ± 0,04 0,14 
WPHG 140 ± 70 0,13 ± 0,02 0,93 ± 0,49 0,66 

а Значение ± стандартная ошибка среднего из 3–4 независимых экспериментов. 
б Соотношение kcat/KM мутантного варианта и WT LlaFpg на том же субстрате. 
в n/s — насыщение субстратом не было достигнуто; kcat/KM определено из наклона линейной зависимости v0 
от [S]0 (приближение [S] ≪ KM). 
 

Чтобы убедиться, что мутации в тетрапептидной петле не изменяют сам механизм 

расщепления АП-сайта, для каждого мутантного варианта была проведена реакция образо-

вания ДНК-белковой сшивки. Промежуточный интермедиат — основание Шиффа (альди-

миновая связь) между α-иминогруппой остатка Pro1 и C1′ дезоксирибозы — необратимо 

восстанавливается боргидридом натрия до стабильного третичного амина [229]. Как видно 

на рисунке 32, в присутствии NaBH4 все мутантные варианты, как и LlaFpg и EcoFpg WT, 

образуют медленно мигрирующую полосу, соответствующую ковалентному комплексу 

фермент–ДНК. Замены в петле, следовательно, не затрагивают каталитическую химию ре-

акции: фермент атакует C1′ дезоксирибозы α-иминогруппой остатка Pro1. 
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Рисунок 32. Радиоавтограф геля после разделения продуктов образования ДНК-белковой сшивки (E·S) с по-
мощью боргидрида натрия между LlaFpg и EcoFpg WT и мутантными вариантами LlaFpg с субстратом АП//C. 

 

Для оценки сродства мутантных вариантов LlaFpg к ДНК, содержащей АП-сайт, был 

применён метод задержки в геле (EMSA) их комплексов с дцДНК-дуплексами, содержа-

щими нерасщепляемый структурный аналог полуацетальной формы АП-сайта — THF, 

напротив C или A (Рисунок 33А). В присутствии всех вариантов LlaFpg в неденатурирую-

щем ПААГ возникала полоса, мигрирующая выше свободного дуплекса и соответствующая 

комплексу Fpg–дцДНК; при повышении концентрации белка появлялась ещё более мед-

ленно мигрирующая полоса, по-видимому, соответствующая неспецифическому связыва-

нию второй молекулы фермента с неповреждённой частью дуплекса. Значения Kd опреде-

ляли из степени образования быстро-мигрирующего (специфичного) комплекса, аппрокси-

мируя кривые связывания моделью одноцентровой гиперболической функции (Рису-

нок 33Б; Таблица 15). Все мутантные варианты сохраняли сродство к ДНК того же порядка, 

что и WT LlaFpg: значения Kd лежали в диапазоне 0,4–3,3 нМ для THF//C и 0,6–3,9 нМ для 

THF//A. Это ожидаемо, поскольку основная часть взаимодействий в комплексе Fpg–ДНК 

образована электростатическими контактами с фосфодиэфирным остовом ДНК [213], а тет-

рапептидная петля в эти контакты вклада не вносит. 

Для двух из пяти мутантов — EDMM и WPHG — формально измеренные величины 

Kd комплексов с субстратом THF//C оказались в 4–5 раз ниже, чем для WT (0,4–0,5 по срав-

нению с 2,2 нМ для WT). Поскольку «активная фракция» при низкой каталитической ак-

тивности должна, наоборот, завышать кажущуюся Kd, это аномалия указывает скорее на 

иное: мутанты, не способные эффективно завершить катализ на повреждённом субстрате, 

медленнее диссоциируют от THF-аналога и в равновесном EMSA это регистрируется как 

кажущееся повышение сродства. Различия между вариантами в условиях EMSA, иными 



93 

 

словами, могут отражать не только сродство, но и время удержания на лиганде; важно от-

метить, что ни у одного из мутантных вариантов сродство к повреждённой ДНК не подав-

лено. 

 
Рисунок 33. Связывание мутантных вариантов LlaFpg c ДНК-субстратом, содержащим THF//C. А — Радио-
автограф геля, демонстрирующий связывание дцДНК с нерасщепляемым аналогом АП-сайта (THF); концен-
трация фермента указана под изображением геля. Б — Кривая связывания варианта RQHG с ДНК-дуплексом, 
содержащим THF//C. Приведены средние значения ± стандартное отклонение из трёх независимых экспери-
ментов; данные аппроксимированы уравнением гиперболической функции связывания. 

 

Таблица 15. Константы диссоциации комплексов вариантов LlaFpg с дцДНК-дуплексами THF//C и THF//Aa. 

Фермент Kd(THF//C), нМ Kd(THF//A), нМ 
WT 2,2 ± 0,5 1,2 ± 0,4 

EDMM 0,5 ± 0,2 1,4 ± 0,4 
NPGR 3,0 ± 1,1 3,9 ± 0,6 
RQHG 3,3 ± 1,3 3,8 ± 1,0 
RSAD 1,5 ± 0,4 1,3 ± 0,3 
WPHG 0,4 ± 0,2 0,6 ± 0,2 

a Значение ± стандартная ошибка среднего из 3–4 независимых экспериментов. 

 

Таким образом, на стадиях каталитического цикла, в которых тетрапептидная петля 

непосредственно не участвует (нуклеофильная атака остатка Pro1 на C1′ и β/δ-элиминиро-

вание), мутантные варианты LlaFpg сохраняют сродство к повреждённой ДНК, базовый ка-

талитический механизм и активность того же порядка, что и WT (за исключением RQHG, 

для этого мутантного варианта снижение активности было примерно на 1,2 порядка), а зна-

чит мутации в петле не приводят к инактивации фермента. 

4.2.4 Влияние замен в тетрапептидной петле LlaFpg на специфичность к осно-

ванию напротив АП-сайта 

В реакциях с 8-oxoG-содержащими субстратами Fpg демонстрирует выраженную 

специфичность к основанию напротив повреждения: расщепление ДНК-субстрата с 8-
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oxoG//C протекает в значительно большей степени, чем на аналогичном субстрате, но с 8-

oxoG//A, поскольку удаление 8-oxoG из последней пары приведёт к фиксации мутации G//C 

→ T//A [11,12]. Основную роль в распознавании основания напротив выполняет остаток 

Arg (Arg109 в LlaFpg), который проникает внутрь дуплекса после выворачивания 8-oxoG из 

спирали и образует водородные связи с остатком цитозина, оставшимся внутри (см. разд. 

2.3.3.4.1) [143,145,150]. Данные кинетики остановленного потока и МД расчёты указывают, 

что в случае аденина такие водородные связи не образуются [90,179]. Однако Fpg проявляет 

меньшее предпочтение к основанию напротив повреждений, которые отличаются от 8-oxoG 

[127]. Предпочтение C над A отражает поэтому (по-крайней мере отчасти) способность фер-

мента стабилизировать внеспиральное положение повреждения в каталитически компе-

тентном состоянии и предотвращать его возвращение в дуплекс (см. разд. 2.3.3.4.1). 

Чтобы определить, как замены в тетрапептидной петле LlaFpg сказываются на спе-

цифичности к основанию напротив повреждения, в условиях стационарной кинетики были 

измерены кинетические параметры расщепления дцДНК-субстрата с АП//A (Таблица 16). 

Для WT LlaFpg значения kcat/KM для субстратов АП//C и АП//A различались в пределах 

ошибки измерения — фермент WT на этом субстрате не обнаруживает выраженного пред-

почтения C над A, в отличие от субстратов с 8-oxoG (см. далее). Вариант EDMM по актив-

ности на АП//A стал сравним с ферментом WT, тогда как на субстрате, содержащем АП//C, 

был менее активен. Вариант RSAD продемонстрировал лишь умеренное снижение актив-

ности: 4-кратное снижение kcat/KM относительно WT, но в меньшей степени, чем на суб-

страте АП//C, поэтому суммарно расщеплял АП//A несколько эффективнее. Варианты 

NPGR, RQHG и WPHG были более чем в 10 раз менее активны на АП//A по сравнению с 

диким типом. NPGR и WPHG при этом проявляли заметное предпочтение АП//C над АП//A, 

тогда как для RQHG падение активности было сравнимым на обоих субстратах. При попар-

ном сравнении активностей на АП//C и АП//A для всех шести вариантов LlaFpg линейной 

корреляции выявить не удалось (коэффициент корреляции Пирсона r = 0,561, p = 0,247) 

(Рисунок 34); статистическая мощность для n = 6 невелика, поэтому такое значение p сле-

дует трактовать как отсутствие тесной взаимосвязи, но не как её доказательство. Мутанты 

по петле, таким образом, сохраняют способность расщеплять АП-сайты и напротив C, и 

напротив A, но единой закономерности по предпочтению одного основания над другим не 

прослеживается (Рисунок 34). 
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Таблица 16. Кинетические константы расщепления субстрата АП//A вариантами LlaFpg в условиях стацио-
нарной кинетикиа. 

Фермент KM, нМ kcat, с−1 
kcat/KM, 

мкМ−1·с−1 
Относител.

WTб 
Относител. 

АП//Cв 
WT 150 ± 80 (2,5 ± 0,5) × 10−1 1,7 ± 0,9 1,00 1,19 

EDMM 33 ± 14 (5,7 ± 1,0) × 10−2 1,7 ± 0,8 1,04 2,47 
NPGR 60 ± 42 (7,9 ± 1,6) × 10−3 0,13 ± 0,10 0,08 0,19 
RQHG 33 ± 16 (4,2 ± 0,6) × 10−3 0,13 ± 0,06 0,08 1,35 
RSAD 110 ± 40 (4,6 ± 0,6) × 10−2 0,42 ± 0,16 0,25 2,09 
WPHG n/sг n/s 0,10 ± 0,02 0,06 0,11 

а Значение ± стандартная ошибка среднего из 3–4 независимых экспериментов. 
б Соотношение kcat/KM для мутантных вариантов относительно WT LlaFpg для того же субстрата. 
в Соотношение kcat/KM для субстрата АП//A относительно АП//C для того же фермента. 
г n/s — насыщение субстратом не было достигнуто; kcat/KM определено из тангенса угла наклона прямой на 
графике v0 от [S]0. 
 

 
Рисунок 34. Корреляция между активностью вариантов LlaFpg на субстратах АП//A и АП//C. Данные для 
вариантов LlaFpg обозначены кружками разных цветов: WT — голубым, EDMM — красным, NPGR — зелё-
ным, RQHG — синим, RSAD — жёлтым, WPHG — розовым. 

4.2.5 Влияние замен в тетрапептидной петле LlaFpg на эффективность удале-

ния 5-гидроксиурацила 

Хотя 8-oxoG, FapyG и FapyA считаются основными субстратами для Fpg на основа-

нии биохимических и генетических данных [124,230–234], фермент способен удалять и ряд 

окисленных пиримидинов из ОДН субстратов (см. разд. 2.3.3.4). Из высокомолекулярной 

ДНК, повреждённой γ-излучением или H2O2, эти повреждения, однако, не удаляются, не-

смотря на то, что окисленные пиримидины присутствуют там в заметных количествах [235]. 

К таким «неспецифическим» субстратам относятся, в частности, 5,6-дигидроурацил (h2U) и 

5-гидроксиурацил (ohU): на модельных дцДНК они удаляются ферментом так же эффек-

тивно, как и 8-oxoG, но в составе геномной ДНК, вероятно, остаются нетронутыми 

[90,212,232,236]. 
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Чтобы оценить, влияют ли замены в тетрапептидной петле на узнавание окисленных 

пиримидинов, в условиях стационарной кинетики на дцДНК-субстрате с ohU//C были из-

мерены кинетические параметры всех мутантных вариантов LlaFpg (Рисунок 35, Таб-

лица 17). Все мутантные варианты сохраняли каталитическую эффективность того же по-

рядка, что и WT: EDMM, NPGR и WPHG — в 3,4–4,3 раза ниже по kcat/KM; для RSAD и 

RQHG падение активности было более выраженным, в 7,7 и 17 раз соответственно. Актив-

ности на субстратах ohU//C и АП//C для всех шести вариантов LlaFpg оказались согласо-

ванными (Рисунок 36, коэффициент корреляции Пирсона r = 0,870, p = 0,0243); с учётом 

малого количества вариантов LlaFpg (n = 6) эту корреляцию следует рассматривать как ил-

люстративную, но согласованное изменение активности на двух разных типах субстрата у 

одних и тех же мутантов хорошо видно из самих данных. 

 
Рисунок 35. Радиоавтограф геля после разделения продуктов ферментативной реакции LlaFpg WT и мутант-
ных вариантов с дцДНК-субстратом, содержащим ohU//C, после 60 мин инкубации; концентрация субстрата 
50 нМ, концентрация фермента 5 нМ. 

 
Таблица 17. Кинетические константы расщепления субстрата ohU//C диким типом и мутантными вариантами 
LlaFpg в условиях стационарной кинетикиa. 

Фермент KM, нМ kcat, с−1 
kcat/KM, 

мкМ−1·с−1 
Относител. 

WTb 
Относител. 

АП//Cc 
WT 130 ± 40 (1,8 ± 0,2) × 10−1 1,4 ± 0,5 1,00 1,03 

EDMM 38 ± 15 (1,4 ± 0,2) × 10−2 0,37 ± 0,16 0,26 0,53 
NPGR 22 ± 7 (9,1 ± 0,6) × 10−3 0,41 ± 0,13 0,29 0,61 
RQHG 51 ± 22 (4,6 ± 0,5) × 10−3 0,090 ± 0,040 0,06 0,96 
RSAD 31 ± 17 (5,8 ± 0,7) × 10−3 0,19 ± 0,10 0,13 0,94 
WPHG 43 ± 15 (1,4 ± 0,1) × 10−2 0,33 ± 0,12 0,23 0,35 

a Значение ± стандартная ошибка среднего из 3–4 независимых экспериментов.  
б Соотношение kcat/KM для мутантных вариантов относительно WT LlaFpg для того же субстрата.  
в Соотношение kcat/KM для субстрата ohU//C относительно АП//C для того же фермента. 
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Рисунок 36. Корреляция между активностью вариантов LlaFpg на субстратах АП//C и ohU//С. Данные для 
вариантов LlaFpg обозначены кружками разных цветов: WT — голубым, EDMM — красным, NPGR — зелё-
ным, RQHG — синим, RSAD — жёлтым, WPHG — розовым. 

Дополнительно в условиях стационарной кинетики была проанализирована актив-

ность всех вариантов на дцДНК-субстрате с ohU//A (Таблица 18). В отличие от пар АП//C, 

АП//A и ohU//C, пара ohU//A стабилизирована водородными связями [237], что должно за-

труднить выворачивание повреждённого нуклеотида из спирали. WT LlaFpg на ohU//A был 

в ~2,5 раза менее активен, чем на ohU//С или АП//A, в основном за счёт более высокого KM. 

Как и на ohU//C, активность мутантных вариантов снижалась умеренно: от 1,6 раза у WPHG 

до 7,1 раза у NPGR. Активности на ohU//C и ohU//A для шести вариантов выглядели согла-

сованными (Рисунок 37А, r = 0,853, p = 0,0308), тогда как между активностью на ohU//A и 

АП//A явной согласованности не наблюдалось (Рисунок 37Б, r = 0,490, p = 0,323). 

 
Таблица 18. Кинетические константы расщепления субстрата ohU//A диким типом и мутантными вариантами 
LlaFpg в условиях стационарной кинетикиа. 
 

Фермент KM, нМ kcat, с−1 
kcat/KM, 

мкМ−1·с−1 
Отн. 
WTб 

Отн. 
АП//Aв 

Отн. 
ohU//Cг 

WT 330 ± 80 (1,9 ± 0,2) × 10−1 0,58 ± 0,15 1,00 0,34 0,41 
EDMM 97 ± 39 (1,6 ± 0,2) × 10−2 0,16 ± 0,07 0,28 0,10 0,44 
NPGR n/sд n/s 0,082 ± 0,009 0,14 0,63 0,20 
RQHG 270 ± 110 (4,1 ± 0,7) × 10−2 0,15 ± 0,07 0,26 1,17 1,68 
RSAD n/s n/s 0,15 ± 0,02 0,26 0,35 0,78 
WPHG 73 ± 15 (2,6 ± 0,2) × 10−2 0,35 ± 0,07 0,61 3,50 1,06 

а Значение ± стандартная ошибка среднего из 3–5 независимых экспериментов. 
б Соотношение kcat/KM для мутантных вариантов относительно WT LlaFpg для того же субстрата. 
в Соотношение kcat/KM для субстрата ohU//A относительно АП//A для того же фермента. 
г Соотношение kcat/KM для субстрата ohU//A относительно ohU//C для того же фермента. 
д n/s — насыщение субстратом не было достигнуто; kcat/KM определено из тангенса угла наклона прямой на 
графике v0 от [S]0. 
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Рисунок 37. А — Корреляция между активностью вариантов LlaFpg на субстратах ohU//A и ohU//С. Б — 
Корреляция между активностью вариантов LlaFpg на субстратах АП//A и ohU//A. Данные для вариантов 
LlaFpg обозначены кружками разных цветов: WT — голубым, EDMM — красным, NPGR — зелёным, RQHG 
— синим, RSAD — жёлтым, WPHG — розовым. 

Хотя отдельные варианты заметно различались по каталитической эффективности 

(наибольшее снижение у RQHG и RSAD), в целом активность всех вариантов LlaFpg на ohU 

и на АП-сайте изменялась в существенно меньшей степени, чем на 8-oxoG, а основание 

напротив повреждения слабо сказывалось на эффективности катализа. Иными словами, при 

удалении ohU замены в тетрапептидной петле влияют на активность LlaFpg значительно 

слабее, чем это требовалось бы, если бы петля играла критическую роль в распознавании 

данного субстрата; в этом отношении ohU распознаётся LlaFpg скорее как АП-сайт, чем как 

специфическое повреждённое основание. 

4.2.6 Влияние замен в тетрапептидной петле LlaFpg на эффективность удале-

ния 8-oxoG 

После того как было показано, что в отсутствие требований к узнаванию повреждён-

ного основания (АП-сайт) и при удалении окисленного пиримидина (ohU) активность му-

тантных вариантов LlaFpg снижается лишь умеренно, был проверен ключевой вопрос: как 

замены в тетрапептидной петле сказываются на удалении целевого субстрата Fpg — 8-

oxoG. 

Активность мутантных вариантов LlaFpg на дцДНК-субстрате с 8-oxoG//C была из-

мерена в условиях стационарной кинетики (Рисунок 38). При концентрации фермента 5 нМ 

и субстрата 50 нМ за 60 мин WT LlaFpg расщеплял субстрат на половину, тогда как для 

всех пяти мутантных вариантов накопление продукта было слабым: количества образовав-

шегося продукта оказалось недостаточно для надёжного определения KM и kcat в стационар-

ных условиях. 
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Рисунок 38. Радиоавтограф геля после разделения продуктов ферментативной реакции LlaFpg WT и мутант-
ных вариантов с дцДНК-субстратом, содержащим 8-oxoG//C, после 60 мин инкубации; концентрация суб-
страта 50 нМ, концентрация фермента 5 нМ. 

Поэтому, для характеристики каталитической стадии была применена кинетика од-

ного оборота: концентрация фермента (2 мкМ) на порядок превышала концентрацию суб-

страта (200 нМ), что обеспечивало, по существу, одно событие расщепления на молекулу 

фермента. В этих условиях зависимости накопления продукта от времени для всех мутант-

ных вариантов хорошо аппроксимировались моноэкспоненциальной функцией 

[P] = a (1 − exp(−kobs t)) (Рисунок 39А); полученные наблюдаемые константы скорости пер-

вого порядка kobs приведены в таблице 19. Для WT LlaFpg величина kobs составила 

(1,1 ± 0,2)×10−2 с−1, для всех пяти мутантных вариантов kobs оказалась на 2–3 порядка 

меньше — от ~5×10−5 с−1 для RSAD до ~10−4 с−1 для NPGR. Среди мутантных вариантов 

NPGR осуществлял катализ немного быстрее остальных, RSAD и EDMM — медленнее, од-

нако все пять величин kobs лежали в пределах одного порядка. Линейность kobs по концен-

трации фермента в указанных условиях не контролировалась, поэтому полученные вели-

чины следует рассматривать как нижнюю оценку каталитической константы химической 

стадии: при наличии вклада ассоциации или конформационного отбора истинная константа 

гидролиза может быть выше. Для целей настоящего раздела принципиален лишь масштаб 

различия между мутантными вариантами и диким типом, который сохраняется и при по-

правке на возможные кинетические артефакты. 

 
Таблица 19. Наблюдаемые константы скорости первого порядка kobs для мутантных вариантов и WT LlaFpg 
на субстрате 8-oxoG//C в условиях кинетики одного оборотаa. 

Фермент kobs, с−1 Относительно WT 
WT (1,1 ± 0,2) × 10−2 1,00 

EDMM (5,5 ± 0,6) × 10−5 5,0 × 10−3 
NPGR (1,0 ± 0,1) × 10−4 9,1 × 10−3 
RQHG (7,8 ± 0,5) × 10−5 7,1 × 10−3 
RSAD (4,6 ± 0,7) × 10−5 4,2 × 10−3 
WPHG (7,4 ± 0,8) × 10−5 6,7 × 10−3 

a Значение ± стандартная ошибка среднего из трёх независимых экспериментов. 
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Чтобы подтвердить, что выявленное in vitro снижение активности мутантных вари-

антов LlaFpg на субстратах, содержащих 8-oxoG, проявляется и в составе клеточной хро-

мосомы, был проведён комплементационный тест в штамме E. coli CC104 fpg mutY, у кото-

рого инактивированы две основные ферментативные системы защиты от мутагенного дей-

ствия 8-oxoG. Из-за этого штамм имеет повышенную в ~100 раз спонтанную частоту транс-

версий G//C → T//A, которые регистрируются по форвардному тесту устойчивости к ри-

фампицину. Введение в штамм плазмиды, кодирующей активный Fpg, восстанавливает 

удаление 8-oxoG и снижает частоту мутаций. Эксперименты с устойчивостью к рифампи-

цину выполнены М. М. Амановой. Отрицательным контролем служила плазмида pFlag-

LlaFpgΔH2TH, полученная из pFlag-WT-LlaFpg удалением 210-нуклеотидного фрагмента 

соответсвующим утрате а. к. о. 144–213, охватывающих ДНК-связывающий мотив H2tH и 

предшествующую тетрапептидной петле α-спираль — такой делеционный вариант полно-

стью теряет активность. Штамм CC104 fpg mutY был трансформирован плазмидой, кодиру-

ющей WT LlaFpg, делеционный вариант LlaFpgΔH2TH либо один из мутантных вариантов 

по тетрапептидной петле; контролем нормального уровня мутагенеза служил штамм CC104 

с интактными хромосомными копиями fpg и mutY, трансформированный pFlag-

LlaFpgΔH2TH (n = 5 для каждой комбинации). 

Введение плазмиды с диким типом LlaFpg снижало частоту мутаций в штамме 

CC104 fpg mutY приблизительно на два порядка, до уровня WT CC104 (Рисунок 39Б) что 

соответствует полной комплементации хромосомной активности Fpg. Введение плазмид со 

всеми пятью мутантными вариантами по тетрапептидной петле, как и плазмиды с делеци-

онным вариантом, не приводило к статистически значимому снижению частоты мутаций. 

Это согласуется с in vitro данными по кинетике одного оборота. Контроль продукции му-

тантных белков непосредственно в этих культурах E. coli не проводился, и формально 

нельзя исключить, что часть наблюдаемого эффекта связана с пониженным уровнем экс-

прессии или ускоренной деградацией отдельных мутантов in vivo; однако сродство к ДНК 

и каталитическая компетентность на АП-сайте у мутантных вариантов сохранены (см. разд. 

4.2.4), что указывает на потерю способности узнавать 8-oxoG наиболее вероятной, а значит 

и невозможность удаления этого повреждения из ДНК. 
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Рисунок 39. А — Накопление продукта во времени в условиях кинетики одного оборота под действием WT 
и мутантных вариантов LlaFpg (концентрация субстрата 200 нМ, концентрация фермента 2 мкМ) на субстрате, 
содержащем 8-oxoG//C. Данные для вариантов LlaFpg обозначены кружками разных цветов: WT — голубым, 
EDMM — красным, NPGR — зелёным, RQHG — синим, RSAD — жёлтым, WPHG — розовым. Приведены 
средние значения ± стандартная ошибка среднего из трёх независимых повторов. Б — Частота форвард-мута-
ций, приводящих к устойчивости к рифампицину в штамме CC104 fpg mutY, трансформированном плазмидой, 
кодирующей WT LlaFpg (WT), неактивный делеционный вариант LlaFpgΔH2TH (del) или один из мутантных 
вариантов по тетрапептидной петле. CC104 — дикий тип CC104, трансформированный плазмидой 
LlaFpgΔH2TH (контроль нормального уровня мутагенеза). 

Сравнение активностей пяти мутантных вариантов LlaFpg по тетрапептидной петле 

219–222 на четырёх типах субстратов (АП-сайт, 8-oxoG, ohU и их пары с C либо A напро-

тив) демонстрирует, что замены а. к. о. в этой петле резко снижают эффективность удале-

ния 8-oxoG: на 2–3 порядка по kobs в условиях кинетики одного оборота и до полной потери 

активности in vivo в комплементационном тесте, но не значительно затрагивают активность 

на АП-сайте и на окисленном пиримидине ohU. Сродство к ДНК и базовый каталитический 

механизм β/δ-элиминирования у мутантных вариантов при этом сохраняются. Эти наблю-

дения согласуются с моделью, в которой точная геометрия тетрапептидной петли в LlaFpg 

критична для распознавания именно 8-oxoG, тогда как удаление окисленного пиримидина 

ohU и расщепление АП-сайтов толерантны к её конформации. Низкая консервативность 

последовательности петли в гомологах Fpg тем самым не противоречит её центральной 

роли в распознавании 8-oxoG: распознавание обеспечивается амидами пептидного остова, 

а боковые цепи петли в этом контакте напрямую не участвуют, что и допускает значитель-

ную вариабельность последовательности при сохранении основной функции аминокислот-

ных остатков активного центра Fpg E. coli. 
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4.2.7 Конформация петли, связывающей повреждение, коррелирует с актив-

ностью LlaFpg 

Как обсуждалось выше, сегмент 219IR…ST228 петли, связывающей повреждение, в 

структурах LlaFpg принимает две различные конформации (Рисунок 40А): «активную», в 

которой петля замкнута вокруг экзоциклического атома кислорода повреждённого основа-

ния (карбоциклический аналог FapyG, PDB ID 1XC8 [125]), и «неактивную», в которой 

петля отведена от ДНК (комплекс с аналогом АП-сайта, PDB ID 1PJJ [147]); среднеквадра-

тичное отклонение координат (RMSD) между Cα-атомами этого сегмента в двух структурах 

составляет 4,1 Å. Активная укладка обнаружена также в BstFpg в комплексе с 8-oxoG- и 

h2U-содержащей ДНК [137] и устойчиво сохраняется в ходе МД моделирования LlaFpg и 

BstFpg [179,238]. Чтобы проверить, сопряжена ли конформация петли с каталитической ак-

тивностью фермента на конкретном субстрате, было проведено МД моделирование WT и 

всех мутантных вариантов LlaFpg со всеми субстратами, использованными в кинетических 

экспериментах в сотрудничестве с к.ф.-м.н. В. М. Голышевым и к.ф.-м.н. А. А. Ломзовым 

(лаборатория структурной биологии ИХБФМ СО РАН). 
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Рисунок 40. А — две конформации петли, связывающей повреждение, в LlaFpg в комплексе с ДНК, содержа-
щей повреждённое основание (1XC8, голубой) или аналог АП-сайта (1PJJ, зелёный). Б, В — распределение 
расстояний (RMSD) от сегмента 219IR…ST228 до структур 1XC8 и 1PJJ в ходе молекулярно-динамического 
моделирования WT LlaFpg в комплексе с ДНК 8-oxoG(син)//C (Б) или 8-oxoG(анти)//C (В). Г — корреляция 
между долей траектории, проведённой в активной конформации, и активностью вариантов LlaFpg (кружки — 
8-oxoG//C, треугольники — ohU//C, перевёрнутые треугольники — ohU//A, квадраты — АП//C, ромбы — 
АП//A; цветовая кодировка: голубой — WT, красный — EDMM, зелёный — NPGR, синий — RQHG, жёл-
тый — RSAD, пурпурный — WPHG). 

Поскольку ориентация 8-oxoG, ohU и остающегося напротив повреждения аденина 

может различаться, эти нуклеотиды моделировали как в стандартной анти-, так и в син-

конформации (для цитозина напротив повреждения принимали только анти-конформацию 

ввиду его прочных взаимодействий с остатком Arg109). Таким образом, каждый вариант 

LlaFpg был просчитан в 11 комплексах: 8-oxoG(анти)//C(анти), 8-oxoG(син)//C(анти), 

ohU(анти)//C(анти), ohU(син)//C(анти), ohU(анти)//A(анти), ohU(син)//A(анти), 

ohU(анти)//A(син), ohU(син)//A(син), АП//C, АП//A(анти), АП//A(син), что в сумме соста-

вило 66 траекторий. Полная структура белка во всех 66 расчётах в основном выходила на 

равновесие к 50 нс, что позволило анализировать более подвижную динамику петли на по-

следних 50 нс траектории (5000 кадров). Для этого в каждом кадре совмещали остатки, 
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фланкирующие гибкий участок (188ET…KL214 и 230KM…AE251), и вычисляли RMSD между 

Cα-атомами сегмента 219IR…ST228 в модели и в структурах 1XC8 и 1PJJ (Рисунок 40Б, В). 

Для предположительно биологически значимой модели — WT LlaFpg в комплексе с 8-

oxoG(syn)//C — оба распределения были одновершинными, причём конформация оказалась 

значительно ближе к 1XC8 (1,74 ± 0,37 Å), чем к 1PJJ (4,60 ± 0,13 Å) (Рисунок 40Б). При 

старте из структуры WT/8-oxoG(anti)//C (Рисунок 14В) МД давала распределение с двумя 

менее выгодными пиками по расстоянию до 1XC8 (3,10 ± 0,44 Å и 4,02 ± 0,28 Å) и одним 

пиком по расстоянию до 1PJJ (4,11 ± 0,31 Å). Принимая 1XC8 за «активную» конформа-

цию, а динамику WT/8-oxoG(syn)//C — за наиболее близкое к ней приближение, для каждой 

траектории, рассчитывали взвешенную сумму кадров, попадающих в «активный» диапазон 

(формула приведена в разделе 3.2.12); в случае конформационной неоднозначности в даль-

нейший анализ брали наибольшее значение. 

Сопоставление взвешенных сумм с относительной активностью вариантов LlaFpg на 

различных субстратах выявило значимую корреляцию (Рисунок 40Г, сплошная линия; 

r = 0,830, p < 0,001). Анализ порога чувствительности (kcrit) методом Монте-Карло со слу-

чайным прореживанием выборки (500 итераций) подтвердил, что значимость корреляции 

не обусловлена отдельными точками с высоким рычагом: индекс устойчивости корреляции 

(Robustnes Index, RI) составил 0,63 при α = 0,05, то есть более 60 % точек можно случайным 

образом удалить, прежде чем корреляция полностью исчезнет (Рисунок 16). В частности, 

значимость и сила корреляции не изменялись при исключении из анализа всех траекторий 

с 8-oxoG (Рисунок 14Г, пунктирная линия; r = 0,826, p < 0,001). При исключении всех тра-

екторий WT LlaFpg или всех траекторий WT вместе с траекториями 8-oxoG (Рисунок 40Г, 

длинный и короткий штрих соответственно) коэффициент корреляции снижался, но сама 

корреляция оставалась значимой (r = 0,444, p = 0,0263 и r = 0,513, p = 0,0209 соответ-

ственно). Таким образом, конформация петли, наблюдаемая в структуре 1XC8, действи-

тельно отражает активную конформацию LlaFpg как для 8-oxoG, так и для других субстра-

тов. 
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Рисунок 41. График чувствительности для корреляции между конформацией петли и активностью LlaFpg. 
Доля робастности (Robustness Fraction, RFk — доля случайно выбранных подвыборок размера N − k, для ко-
торых коэффициент корреляции Пирсона значим на заданном уровне α) отложена против числа удалённых 
точек (k). Наименьшее k, при котором RFk < 0,95, принимали за kcrit при расчёте индекса устойчивости корре-
ляции (RI). Приведены значения kcrit и RI для уровней значимости α = 0,05, 0,01, 0,005 и 0,001. 

4.2.8 Петля, связывающая повреждение, в контексте суперсемейства H2tH 

ДНК-гликозилазы суперсемейства H2tH распознают широкий спектр окисленных 

пуриновых и пиримидиновых оснований. В этой группе обычно выделяют шесть основных 

семейств, два из которых бактериальные (Fpg и Nei), а четыре встречаются у эукариот и их 

вирусов (NEIL1, NEIL2, NEIL3 и MMH) [239–241]. Хотя к настоящему моменту решено 

более сотни структур этих белков, как в свободном состоянии, так и в комплексах с ДНК 

(Таблица 5), механизмы узнавания субстратов по-прежнему понятны слабо. Главная при-

чина — особое строение сайта связывания повреждения, образованного преимущественно 

гибкой петлёй, которая в большинстве комплексов фермент–ДНК остаётся неупорядочен-

ной или упорядочена лишь частично. В суперсемействе H2tH, помимо Fpg, структуры фер-

мента в комплексе с ДНК, содержащей повреждённое основание, доступны для NEIL1 ми-

мивируса и человека [220,221,242], и во всех них петля, связывающая повреждение, разре-

шена не полностью. Более того, признаки разупорядоченности петля проявляет даже в ряде 

структур BstFpg и LlaFpg, связанных с их целевыми или неспецифическими субстратами с 

основанием (отдельные остатки или боковые цепи разрешены не полностью либо отсут-

ствуют) [125,137,151,203,243], и почти всегда разупорядочена (за исключением 1PJJ и род-

ственных структур) в комплексах Fpg с АП-сайтом или сшитых после вырезания основания 

[138,143,145,147,150,244]. С другой стороны, для NEIL1 предполагается, что важную роль 

в распознавании повреждения играют множественные способы взаимодействия с выверну-

тым основанием [242]. 
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Примечательно, что последовательность и конформация петли, связывающей повре-

ждение, у не-Fpg представителей суперсемейства H2tH полностью отличаются от таковых 

у Fpg: петля может быть укороченной или свёрнутой совершенно иначе (Рисунок 42). Ни 

одна из этих структур, по-видимому, не содержит тетрапептидной «покрывающей» петли, 

аналогичной петле Fpg. Даже в расширенном наборе структур NEIL1 человека в комплексе 

с ДНК, несущей различные окисленные основания [242], петля, связывающая повреждение, 

частично разупорядочена и взаимодействует с целевым основанием совершенно иначе, чем 

у Fpg. По опубликованным данным, полная делеция петли, связывающей повреждение, в 

EcoFpg отменяет вырезание 8-oxoG, но лишь минимально сказывается на активности в от-

ношении FapyG, FapyA, Sp, Gh и АП-сайтов [245]. Это ставит вопрос: что именно в 8-oxoG 

требует специального структурного элемента — тетрапептидной петли — для эффектив-

ного вырезания? 

 
Рисунок 42. Гомология последовательности и структуры в области петли у белков суперсемейства H2tH. А–
Ж — структуры петли и окружающих фрагментов ферментов семейства Nei, совмещённые с соответствую-
щим фрагментом структуры LlaFpg 1XC8 (зелёный на А–Ж, тетрапептидная петля LlaFpg окрашена чёрным): 
Nei E. coli (1Q3B [246], А, синий), NEIL1 человека (1TDH [141], Б, красный), NEIL1 мимивируса (3A42 [247], 
В, розовый), NEIL2 серого короткохвостого опоссума (8TH9 [248], Г, жёлтый), NEIL3 мыши (3W0F [249], Д, 
пурпурный), NEIL2/3 мимивируса (4MB7 [247], Е, оранжевый) и MMH Arabidopsis (3TWK [245], Ж, голубой). 
З — структурное выравнивание избранных ДНК-гликозилаз суперсемейства H2tH, выполненное методом 
jFATCAT в гибком режиме [250,251] на основе показанных записей PDB. Красными блоками отмечены фраг-
менты, структура которых сильно различается между представителями суперсемейства; зелёными блоками 
показана тетрапептидная петля белков Fpg; подчёркнута часть EcoFpg, удалённая в мутанте Δ212–228. 
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Совокупность полученных данных позволяет предположить, что природная после-

довательность тетрапептидной петли либо важна для правильного позиционирования 8-

oxoG в сайте связывания, либо тем или иным образом сопрягает связывание субстрата с 

каталитическим аппаратом фермента (остатки Pro1, Glu2 и Glu5). Примечательно, что уда-

ление каталитического остатка Pro1 делает пентапептид 220RTYSA224 подвижным и невиди-

мым на карте электронной плотности LlaFpg в комплексе с ДНК, содержащей карбоцикли-

ческий FapyG [125]. Кроме того, если на карбоциклических 8-oxoG и N7-бензил-FapyG при-

родная петля частично сомкнута вокруг атома O6 [203,252], то в комплексе с карбоцикли-

ческим MeHyd (5-гидрокси-5-метилгидантоином) — субстратом, отклоняющим а. к. о. Pro1 

от его нормального каталитического положения, — она полностью разупорядочена [243]. 

Эти наблюдения указывают, что петля может участвовать в катализе, например, сопрягая 

динамику сайта связывания повреждения и N-концевой α-спирали или влияя на pKa катали-

тических остатков. 

Вопрос каким образом мутантные варианты сохраняют способность удалять ohU, а 

делеционные мутанты сохраняют активность в отношении FapyG/FapyA, Gh и Sp, остаётся 

открытым. Поскольку Gh, Sp и (в меньшей степени) ohU и Fapy-производные дестабилизи-

руют дуплекс ДНК [237,253–258], взаимодействия с тетрапептидной петлёй для них могут 

быть необязательны, но важны для удержания относительно стабильного 8-oxoG во вне-

спиральном положении. Исследование EcoFpg методом остановленного потока с родствен-

ным пиримидиновым субстратом h2U показало, что h2U в комплексе фермент–субстрат 

примерно в 50 раз стабильнее в вывернутом состоянии, чем 8-oxoG [90]. Более того, струк-

туры NEIL1 человека в комплексе с дуплексами, несущими разные повреждения, вместе с 

расчётами методом квантовой/молекулярной механики выявили три метастабильные кон-

формации петли, две из которых каталитически компетентны, но различаются профилем 

свободной энергии разрыва N-гликозидной связи [242]. Можно предположить, что и у Fpg 

несколько конформаций петли способны поддерживать катализ для разных субстратов, од-

нако конформации, выгодные для удаления 8-oxoG, легче нарушаются мутациями в петле. 

4.2.9 Эволюция субстратной специфичности в суперсемействе H2tH 

Полученные результаты также проливают свет на возможные силы, направлявшие 

эволюцию суперсемейства H2tH-гликозилаз. Все представители этой группы, кроме Fpg, 

специфичны к удалению повреждённых пиримидинов и оснований с насыщенным кольцом 

— структурно разнородной группе повреждений, включающей те, что, вероятно, преобла-

дали в бескислородной атмосфере ранней Земли [259]. Таким образом, можно предполо-

жить, что гибкость и низкая консервативность остатков петли в суперсемействе в целом 
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отражают необходимость узнавать широкий набор атипичных оснований [260]. В этом сце-

нарии Nei возник первым, а белки Fpg представляют собой позднее приобретение у бакте-

рий, эволюционировавшее для репарации одного конкретного повреждения — 8-oxoG, ко-

торое, по-видимому, стало распространённым лишь после Великого кислородного события 

(~2,4–2,0 млрд лет назад) и почти всеобщего перехода к энергетическому метаболизму на 

основе O2. С другой стороны, археи и некоторые клады бактерий приспособили для репа-

рации 8-oxoG белки большого предкового суперсемейства спираль–шпилька–спираль 

(HhH) — OGG1, OGG2 и AGOG [117,261,262]. Специализация Fpg позволила получить 

очень эффективный фермент для репарации 8-oxoG (в каталитическом отношении гораздо 

более эффективный, чем OGG1), который тем не менее унаследовал от Nei способность 

вырезать широкий спектр повреждений, включая окисленные пиримидины.  

4.3 Анализ взаимодействия аминокислотных остатков активного цен-

тра Nei E. coli с основанием напротив повреждения 

4.3.1 Получение структур ковалентных конъюгатов Nei–ДНК с различными 

основаниями напротив повреждения 

Помимо специфичности к самому повреждению, ДНК-гликозилазы суперсемейства 

H2tH обладают предпочтением к основанию напротив повреждения — свойством, обуслов-

ленным архитектурой триады остатков интеркалирующей петли β4/β5 (см. разд. 2.3.3.4.1). 

Для Nei E. coli ранее были опубликованы биохимические кинетические данные, согласно 

которым фермент способен расщеплять субстраты с любым из четырёх канонических ос-

нований напротив окисленного остатка [140,246,263]. Структурный механизм такой широ-

кой толерантности оставался при этом неизвестным: единственная имеющаяся в Protein 

Data Bank структура EcoNei в комплексе с ДНК (далее — Nei-X:A, 1K3W) была получена 

восстановлением боргидридом натрия ковалентного интермедиата фермента с 13-нуклео-

тидным дцОДН с тупыми концами, содержащим A напротив восстановленного АП-сайта 

(2-дезоксирибит, dRbl), и связанным с EcoNei через C1′[dRbl]–N[P1] [123]. Таким образом, 

до сих пор выводы о возможном взаимодействии EcoNei с основанием напротив поврежде-

ния делались исключительно на основании кинетических данных. 

Из имеющихся кинетических данных вытекало ожидаемое объяснение: EcoNei фор-

мирует с каждым из четырёх оснований напротив повреждения специфический набор во-

дородных связей, обеспечивающий схожие каталитические параметры, однако прямых 

структурных данных, подтверждающих кинетические эксперименты до сих пор получено 
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не было. Для проверки этой гипотезы в рамках текущей работы были получены кристалли-

ческие структуры ковалентных конъюгатов EcoNei с дцОДН той же последовательности, 

что и в структуре 1K3W, но содержащих C, G или T (Таблица 7) напротив сшивки Nei–ДНК 

(далее — Nei-X:C, Nei-X:G и Nei-X:T соответственно). Дальнейший детальный анализ 

ДНК-белковых взаимодействий в полученных структурах и сравнение с опубликованной 

структурой Nei-X:A, а также биохимическая проверка смены конформации пиримидино-

вого нуклеозида напротив повреждения с помощью кинетики на субстратах с C5-замещён-

ными аналогами (Таблица 7) позволили установить механизмы толерантности EcoNei к 

природе основания напротив повреждения.  

В первую очередь была выделена рекомбинантная ДНК-гликозилаза EcoNei (см. 

разд. 3.2.3) [264], а также подготовлены необходимые субстраты для фермента. Для этого 

13-нуклеотидный дцОДН с одиночным остатком T в позиции (Таблица 7), соответствую-

щей повреждению, окислялся OsO4 до тимингликоля (Tg) (см. разд. 3.2.6) [264] по описан-

ной методике. смесь стереоизомеров Tg использовалась для дальнейших экспериментов без 

дополнительного разделения [265]. Tg-содержащий дуплекс был получен гибридизацией с 

комплементарной цепью, содержащей C, G или T в позиции напротив повреждения, и ин-

кубировался с EcoNei в присутствии NaBH4 для получения восстановленного основания 

Шиффа ковалентно сшитого через остаток Pro1 фермента и образующийся при удалении 

поврежденного основания дезоксирибит (dRbl) (см. разд. 3.2.14). Полученные ковалентные 

конъюгаты Nei–ДНК очищались с помощью ионообменной хроматографии на MonoQ (см. 

разд. 3.2.15) и использовались для кристаллизации. Сбор дифракционных данных осу-

ществлялся в сотрудничестве с И. А. Капрановым и д.ф.-м.н. В. И. Борщевским (ЦММ 

МФТИ). При индексировании и интегрировании дифракционных данных с помощью XDS 

[187] выбирались наборы с наилучшей статистикой (наборы с наибольшим разрешением 

при значениях CC1/2 12,5–15,0), далее интегрированные данные шкалировались с помощью 

Aimless [188] с получением итогового разрешения для будущих моделей (см. разд. 3.2.17). 

Фазовая проблема для всех трёх наборов данных решена методом молекулярного замеще-

ния в MRphaser [190] с использованием полиаланиновой модели структуры 1K3W (см. разд. 

3.2.17) [123] для минимизации модельного смещения. Построение реальных боковых ради-

калов аминокислотных остатков моделей осуществлялось с помощью modelcraft [191,192]. 

Для каждого набора данных получена пространственная группа P4322 с одной молекулой 

ковалентного конъюгата в элементарной ячейке. Далее выполнялась достройка моделей в 

Coot [194] а. к. о.–выбросов из неразрешенных областей карты Рамачандрана, выбор кон-

формеров боковых радикалов а. к. о., позиционирование нуклеотидов, молекул воды и 
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сульфат-ионов) и уточнение в Refmac5 [193] (см. разд. 3.2.17). Итоговые модели кристал-

лических структур имеют высокое разрешение: 1,75 Å (Nei-X:C), 1,85 Å (Nei-X:G) и 1,80 Å 

(Nei-X:T) (Таблица 20). Все три структуры депонированы в Protein Data Bank под иденти-

фикаторами 9VRM (Nei-X:C), 9VR3 (Nei-X:G) и 9VR4 (Nei-X:T). Все четыре комплекса 

(включая известный Nei-X:A) кристаллизовались в близких условиях и имеют одну про-

странственную группу, что снижает вероятность артефактов кристаллизации. Общий вид и 

наложение полученных структур приведены на рисунке 43. 
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Таблица 20. Сбор дифракционных данных и финальная статистика после уточнения структур ковалентных 
конъюгатов Nei-ДНК. 

 9VR3 9VR4 9VR5 
Комплекс Nei-X:G Nei-X:T Nei-X:C 

Длина волны (Å) 0,979 0,979 0,979 

Пространственная 
группа 

P4322 P4322 P4322 

Элементарная ячейка 
a (Å) 
b (Å) 
c (Å) 

α, β, γ (°) 

 
77,03 
77,03 
164,11 

90, 90, 90 

 
74,92 
74,92 
167,33 

90, 90, 90 

 
74,72 
74,72 

166.86 
90, 90, 90 

Диапазон разреше-
ний a (Å) 

45,38‒1,85 
(1,89‒1,85) 

44.76‒1,80 
(1,84‒1,80) 

44,64‒1,75 
(1,78‒1,75) 

Rpim
 b (%) 5,1 

(84,0) 
7,2 

(71,2) 
4,9 

(81,4) 

Рефлексыa: 
все 

уникальные 

 
918506 (18466) 

42300 (2227) 

 
1073884 (43154) 

45122 (2616) 

 
1132719 (30475) 

48567 (2555) 

CC½ (%) 99.9 (16,8) 99,8 (15,5) 99,9 (26,5) 
Избыточность 21,7 (8,3) 23,8 (16,5) 23,3 (11,9) 

<I>/<σ> 12,8 (1,0) 9,3 (1,2) 12,2 (1,0) 
Полнота (%) 99,4 (85,5) 100 (100) 99,9 (97,9) 

R-фактор: 
work (%) 
free (%) 

 
19,4 
23,7 

 
20,7 
23,7 

 
18,7 
21,6 

Количество атомов: 
белок 
ДНК 

растворитель 
Zn 

сульфаты 

 
2067 
444 
274 
1 
4 

 
2076 
451 
308 
1 
2 

 
2070 
467 
359 

1 
2 

B-фактор: 
вся структура 

белок 
ДНК 

растворитель 
Zn 

 
41,4 
33,9 
70,2 
50,4 
40,0 

 
39,0 
33,5 
61,0 
43,5 
27,4 

 
36,3 
30,7 
56,2 
42,5 
25,4 

Wilson B-фактор 27 24 23 
R.m.s.: 

связи (Å) 
углы (°) 

 
0,012 
1,83 

 
0,011 
1,64 

 
0,012 
1,78 

Карта Рамачандрана: 
наиболее разрешен-

ные (%) 
допустимые (%) 

 
96,0 
4,0 

 
96,8 
3,2 

 
97,2 
2,8 

Clash score 5,20 4,32 3,24 
a В скобках приведены значения для оболочки наивысшего разрешения 

b 𝑅௣௜௠=Σ୦Σ௜ ቀ
ଵ

௡೓-ଵ
ቁ

ଵ/ଶ |ூ೓೔-〈ூ೓〉|

ஊ౞ஊ౟〈ூ೓〉
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Рисунок 43. Структура комплексов Nei–ДНК и вид активного центра. А — Наложение структур EcoNei, ко-
валентно связанных с ДНК, содержащей A (структуры 1K3W — зелёный, и 1K3X — оранжевый [123]), C 
(Nei-X:C, голубой), G (Nei-X:G, пурпурный) и T (Nei-X:T, жёлтый) напротив повреждения. Б–Г — Крупный 
план сшивки dRbl–Pro1 для комплексов Nei-X:C (Б), Nei-X:G (В) и Nei-X:T (Г) с визуализацией эксперимен-
тальной электронной плотности (2Fo − Fc) на уровне 1σ. Д — Наложение, показывающее конформацию а. к. о. 
Pro1 и N-концевой части спирали αA. 

Поскольку Tg удаляется ферментом EcoNei в ходе реакции с образованием АП-сайта 

и последующего β-элиминирования, в полученных ковалентных конъюгатах поврежденное 

основание уже отсутствует — фермент остаётся ковалентно связан со стабилизированным 

dRbl остатком в позиции удаленного основания. Удаленный Tg отсутствует и в кармане 

связывания во всех четырёх структурах: Tg удалялся ещё на стадии формирования кова-

лентного интермедиата и далее на стадиях хроматографической очистки и концентрирова-

ния. 

Общая архитектура белковой части комплексов оказалась практически одинаковой 

во всех четырёх структурах, со среднеквадратичным отклонением (RMSD) Cα атомов 

между Nei-X:A [123] и новыми структурами 0,234 Å (Nei-X:C), 0,223 Å (Nei-X:G) и 0,247 Å 

(Nei-X:T) (Рисунок 43, Таблица 20). Как описывалось в разделе литературного обзора, по-

свящённом архитектуре H2tH-ферментов (см. разд 2.3.3.4.1), EcoNei состоит из двух доме-

нов — N-концевого (остатки 1–111) и C-концевого (остатки 135–262), соединённых линке-

ром. При связывании с ДНК происходит относительное смещение доменов на ~10° по углу 

между доменами и ~50° по торсионному углу [123,246]. При сравнении новых комплексов 

с Nei-X:A, междоменные углы и торсионные углы различались в пределах ±1° — замена 

основания напротив повреждения не вызывает глобальных конформационных перестроек 

белка. Локальные перестройки отдельных остатков (P1, R124, Q69) обсуждаются в соответ-

ствующих подразделах ниже. 
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В структуре Nei-X:A петля, формирующая часть кармана для связывания повре-

ждённого основания (остатки 215–222), не разрешена [123]; то же характерно для всех 

структур ДНК-гликозилаз суперсемейства H2tH в комплексе с ДНК, в которой повреждён-

ное основание уже удалено в стабилизированном интермедиате (см. разд. 4.2) 

[138,143,145,147,150,221,244,248,266,267]. В новых полученных нами структурах эта петля 

также не разрешена из-за отсутствующей электронной плотности, хотя удалось достроить 

остаток Gly222 во всех трёх случаях. Отсутствие электронной плотности в области остатков 

215–222 — общее свойство постреактивного состояния EcoNei, не зависящее от природы 

основания напротив повреждения. 

Кроме отсутствующей петли 215–222, во всех четырёх структурах наблюдается за-

метная подвижность петли, соединяющей β-цепи β5 и β6 в N-концевом домене (остатки 77–

88): B-факторы в этой области были максимальными в каждой из четырёх моделей, а боко-

вые радикалы принимали разнообразные конформации. Анализ кристаллических контактов 

с использованием сервера PISA [197] показал, что петля 77–88 не участвует в межмолеку-

лярных контактах ни в одной из четырёх структур. Наблюдаемая подвижность, следова-

тельно, связана с собственными тепловыми флуктуациями комплекса EcoNei–ДНК, а не с 

особенностями кристаллической упаковки. Петля 77–88 удалена от каталитического центра 

и от ДНК-связывающих остатков; её вклад в катализ и узнавание повреждения, по-види-

мому, отсутствует. 

Атипично для каталитического остатка Pro1 принимает две альтернативные конфор-

мации: в Nei-X:A (только в структуре 1K3W) кольцо остатка Pro1 расположено под углом 

53°–58° к кольцу остатка Pro1 во всех остальных структурах, что обусловлено наиболь-

шими изменениями в торсионных углах χ1 (N–Cα–Cβ–Cγ) и χ2 (Cα–Cβ–Cγ–Cδ) (Рису-

нок 43Д). Конформация остатка сахара dRbl и других каталитических остатков (Glu2, Glu5) 

при этом идентична во всех четырёх структурах, что указывает на отсутствие функциональ-

ного значения данной альтернативной конформации остатка Pro1 в 1K3W. 

4.3.2 ДНК-белковый интерфейс EcoNei 

Из 13 пар оснований ДНК-дуплекса в структуре Nei-X:A [123] не разрешены терми-

нальные пары (C+6:G(−6) и C−6:G(+6), Рисунок 44); кроме того, в 1K3X не разрешена вторая от 

3′-конца пара (C−5:G(+5)), а в 1K3W — остатки T(+3)–G(+5) комплементарной цепи. В получен-

ных нами структурах концы ДНК разрешены лучше: в Nei-X:C и Nei-X:T не разрешены 

лишь 5′- и 3′-концевые нуклеотиды поврежденной цепи, а в Nei-X:G дополнительно отсут-

ствует второй нуклеотид поврежденной цепи с 5′-конца. Лучшая разрешённость концов 

ДНК указывает на стабилизацию ДНК-белкового интерфейса в условиях кристаллизации и 



114 

 

в принятой пространственной группе. EcoNei полностью или частично покрывает остатки 

A+1–A−3 поврежденной цепи и C(−3)–C(+1), T(+3)–G(+6) комплементарной цепи, площадь кон-

такта составляет 703–736 Å² и 336–406 Å² соответственно (Рисунок 44). 

 
Рисунок 44. Организация ДНК-белковых взаимодействий в EcoNei. Схема контактов основана на кристалли-
ческой структуре EcoNei с ДНК [123]. Нумерация нуклеотидов: ноль — позиция повреждения или основания 
напротив; положительные и отрицательные номера отсчитываются от нулевой позиции в сторону 5′- и 3′-
конца цепи соответственно; номера в скобках — для неповреждённой цепи. Пунктирная линия обозначает 
ковалентную сшивку с остатком Pro1 в реакционном интермедиате. 

 
Рисунок 45. Покрытие белком EcoNei нуклеотидов ДНК в комплексах Nei–ДНК. Для анализа ДНК-белковых 
взаимодействий в Nei-X:A использовалась структура 1K3X [123], содержащая больше разрешённых нуклео-
тидов в сравнении с 1K3W. 
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Практически все ДНК-гликозилазы, включая EcoNei, изгибают ДНК в месте повре-

ждения (см. разд. 2.3.1), облегчая выворачивание повреждённого основания из спирали в 

активный центр (см. разд. 2.3.1). В структуре Nei-X:A угол скручивания между парами ос-

нований, фланкирующими повреждение, составляет ~45° [123]. В Nei-X:C и Nei-X:T этот 

угол несколько меньше — около 39°, а в Nei-X:G больше — около 52°. Ещё одно отличие 

Nei-X:G: ДНК в этом комплексе слегка раскручена, суммарное скручивание на сравнимом 

числе шагов пар оснований оказалась на 3°–5° меньше, чем в остальных структурах. Про-

межуточное значение угла скручивания в Nei-X:A не позволяет интерпретировать наблю-

даемую вариацию как простую дихотомию «пурин/пиримидин»; различия в деформации 

ДНК скорее отражают разное число и геометрию контактов основания напротив поврежде-

ния с интеркалирующей петлёй и разное количество водородных связей с остатком Gln69 в 

каждом из комплексов. 

Несмотря на разную природу основания напротив повреждения, основные ДНК-бел-

ковые контакты во всех четырёх структурах сохраняются (Рисунок 45). Некоторая нерегу-

лярность наблюдается во взаимодействиях с межнуклеозидными фосфатами шага 

G+2A+1/T(−1)C(−2) с 5′-стороны от повреждения: Nζ остатка Lys246 из мотива цинкового 

пальца образует слабую водородную связь с P+1 поврежденной цепи в Nei-X:A (только 

1K3W), Nei-X:C и Nei-X:G, но не в остальных структурах, оставаясь во всех случаях доста-

точно близко к этому фосфату для электростатических взаимодействий. Боковой радикал 

остатка Val88 «прижимается» к фосфату P−2 комплементарной цепи, принимая различные 

конформации; водородная связь амида остова остатка Val88 и кислорода фосфата нуклео-

тида C(−2) при этом сохраняется. Наиболее пластичная часть интерфейса сформирована 

остатком Arg124 междоменного линкера, взаимодействующим с фосфатной группой P−3 по-

врежденной цепи: в Nei-X:A и Nei-X:G боковой радикал остатка Arg124 принимает не-

сколько конформаций, в одной из которых образует одну или две сильные водородные 

связи с P−3 (через различные атомы гуанидиновой группы), тогда как в Nei-X:C и Nei-X:T 

он зафиксирован в единственной конформации («in»), сближенной с фосфатом P−3. 

С помощью модуля построения сетей водородных связей сервиса ProteinTools [200] 

в полученных структурах идентифицирован ряд устойчивых водородных сетей между бо-

ковыми радикалами, по-видимому, важных для функционирования белка. Наиболее значи-

мые сети образованы остатками (I) Arg7, Asp11, Thr49 и Tyr209 и (II) Glu5, Tyr169, Ser208 

и Arg212. Эти сети сходятся на N-концевой каталитической α-спирали (αA), связывая её с 

β-сэндвичем кора N-концевого домена, ДНК-связывающим мотивом «спираль–2 поворота–

спираль» (спирали αH и αI) и неразрешённой петлёй (215–222), формирующей карман для 

связывания повреждения (Рисунок 46А). Дополнительно, сеть из остатков Asn168, Arg171 
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и Ser250 расположена сразу за остатком Tyr268 и связывает ДНК, мотив H2tH и цинковый 

палец (Рисунок 46А). В совокупности эти три сети охватывают все функционально значи-

мые элементы EcoNei за исключением интеркалирующей петли 69QLY71. Ещё одна сеть 

включает остатки Arg124, Arg151 и Asp159 (Рисунок 46Б): Oδ2[Asp159] образует раздвоен-

ную водородную связь с гуанидиновой группой остатка Arg151, прочно фиксируя двупово-

ротную часть мотива H2tH, в которой расположен остаток Asp159, на C-концевом домене 

EcoNei. Остаток Arg124 принадлежит междоменному линкеру; ранее предполагалось, что 

пара остатков Arg124–Asp159 формирует ионный «замок», удерживающий «закрытую» 

конформацию белка после смыкания доменов на ДНК через изгиб в области остатков 

Gln123–Arg124 [246]. Новые структуры, однако, показывают, что этот замок недостаточно 

прочен: в Nei-X:C и Nei-X:T R124 обнаружен лишь в одной «in»-конформации, сближенной 

с P−3 (Рисунок 46Б) и не контактирующей с остатком Asp159; в Nei-X:A и Nei-X:G остаток 

Arg124 имеет несколько конформаций, одна из которых образует одну или две сильные во-

дородные связи с P−3 (с остатком Asp159 или без него), а остальные («out»-конформации) 

взаимодействуют с ДНК слабее, но контактируют с остатком Asp159. Наличие нескольких 

структур с разными основаниями напротив повреждения позволяет разделить идентифици-

рованные сети на две группы. Стабильные сети связывают все основные функциональные 

элементы EcoNei, принадлежащие обоим доменам белка, жёстко фиксируя каталитический 

остов вокруг повреждённого нуклеотида. Лабильная сеть остатков Arg124–Arg151–Asp159, 

напротив, перестраивается, компенсируя зависящие от природы основания напротив повре-

ждения вариации скрутки и изгиба ДНК; пластичность контактов остатков Arg124–Asp159–

ДНК может играть роль в инициации смыкания доменов при связывании ДНК, наблюдае-

мого у H2tH-ферментов [123,142,244,246,248,268], а также в обратном размыкании доменов 

при высвобождении продукта. 
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Рисунок 46. Сети водородных связей в структурах Nei-X:N. А — Сети, охватывающие каталитическую спи-
раль αA, β-сэндвич кора N-концевого домена, мотив H2tH, неразрешенную в структуре петлю 215–222 и цин-
ковый палец. На центральном структурном наложении цветовая схема та же, что и на рисунке 47А. Для ясно-
сти боковые цепи ДНК и аминокислотных остатков показаны только для Nei-X:A. На вставках — увеличен-
ные изображения локальных сетей водородных связей, отображённых на структуре Nei-X:A и переориенти-
рованных для лучшей видимости; цифры — межатомные расстояния между донорами и акцепторами в Å. Б 
— Различные взаимодействия остатков Arg124 междоменного линкера и Asp159 мотива H2tH с ДНК в четы-
рёх структурах. Конформации Arg124 обозначены как «in» и «out». 
 

4.3.3 Распознавание основания напротив повреждения 

Наиболее неожиданная особенность полученных структур обнаружилась при де-

тальном анализе взаимодействий EcoNei с основанием напротив повреждения (Рисунок 47). 

В Nei-X:A [123] Nε2 остатка Gln69 образует одну водородную связь с N3 аденина напротив 

повреждения. Атом N3 не специфичен для A и изостеричен N3 G и O2 пиримидинов; исходя 

из этого, можно было ожидать, что в новых комплексах сформируются водородные связи 
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Nε2[Gln69]–N3[G(0)], Nε2[Gln69]–O2[C(0)] и Nε2[Gln69]–O2[T(0)], стабилизирующие основа-

ние напротив повреждения вне зависимости от его природы. Ожидание оправдалось лишь 

частично. Только в комплексе Nei-X:G возникли предсказанные взаимодействия: остаток 

Gln69 образовал две водородные связи с G(0), Oε1[Gln69]–N2[G(0)] и Nε2[Gln69]–N3[G(0)] 

(Рисунок 47Б); петля и основание напротив повреждения практически не изменили своё 

положение по сравнению с Nei-X:A. Когда же в позицию напротив повреждения помеща-

лось пиримидиновое основание, оно поворачивалось на 180° вокруг N-гликозидной связи в 

син-конформацию, в результате чего O2 оказывался обращён в большую бороздку ДНК и 

не взаимодействовал с ферментом (Рисунок 47А, В). Основание T при этом сильнее накло-

нялось к экваториальной плоскости дезоксирибозного кольца с сопутствующим измене-

нием конформации сахара на O4′-эндо (Рисунок 47В), тогда как для dC, dG и dA сохранялся 

C4′-экзо. В Nei-X:C и Nei-X:T боковой радикал остатка Gln69, освободившись от взаимо-

действий с основанием напротив повреждения, выходил из бреши между A+1 и G−1 и обра-

зовывал водородную связь Oε1[Gln69]–N2[G−1] с экзоциклической аминогруппой G−1 (Ри-

сунок 47В). Это сопровождалось небольшим разворотом (~15°) G−1 вокруг N-гликозидной 

связи в пространство, освободившееся от бокового радикала остатка Gln69. Атом 

Nε2[Gln69], вместо взаимодействий с ДНК (что наблюдается в Nei-X:A [123] и Nei-X:G), 

образовывал водородные связи с Oη[Tyr71] или Oγ[Ser104], а также располагался на рас-

стоянии около 3,5 Å от молекул воды. Объёмные боковые радикалы остатков Leu70 и Tyr71 

во всех структурах оставались в бреши между A+1 и G−1, образуемой при изломе ДНК и 

выворачивании остатка сахара; остаток Tyr71 вклинивался между N(0) и T(−1), способствуя 

изгибанию ДНК. Прямых водородных связей между ферментом и атомами Уотсон–Кри-

ковской грани оснований C или T в полученных структурах не обнаружено; обращённый в 

большую бороздку атом N3 основания T гидратирован отдельной молекулой воды, а N4 

основания C формирует водный мостик через большую бороздку к N6 основания A+1. Ана-

лиз кристаллических контактов с использованием сервера PISA [197] подтвердил, что петля 
69QLY71 и основание напротив повреждения в Nei-X:C, Nei-X:G и Nei-X:T не вовлечены во 

взаимодействия с симметрическими молекулами кристалла; наблюдаемая ориентация пи-

римидинов, следовательно, не является артефактом упаковки. 
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Высокое разрешение полученных структур (1,75 Å и 1,80 Å для Nei-X:C и Nei-X:T 

соответственно) позволило однозначно установить ориентацию основания напротив повре-

ждения. EcoNei, таким образом, связывает дцОДН с пиримидиновым основанием напротив 

повреждения без специфических контактов с этим основанием: син-ориентация скрывает 

Уотсон–Криковскую грань пиримидина, направляя ребро C5=C6 внутрь спирали ДНК. По-

скольку все четыре структуры получены с одной и той же последовательностью дцОДН, 

Рисунок 8. Взаимодействие EcoNei с основанием напротив повреждения в ДНК. А–Г — Крупный план бреши 
в ДНК, возникающей после удаления повреждённого нуклеотида, и интеркалирующей петли 69QLY71 в ком-
плексах: А — Nei-X:C (голубой), Б — Nei-X:G (пурпурный), В — Nei-X:T (жёлтый) и Г — Nei-X:A (зелёный) 
[123]. Для А–В показана экспериментальная электронная плотность (2Fo − Fc) на уровне 1σ. Д — Конформа-
ции основания напротив повреждения C (атомы углерода — голубые) и T (атомы углерода — жёлтые). 
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нельзя полностью исключить, что наблюдаемая син-ориентация пиримидинов дополни-

тельно стабилизируется водородной связью Oε1[Gln69]–N2[G−1], доступной только при 

наличии G в позиции −1; решение структур с другими нуклеотидами в окружении повре-

ждения позволит проверить общность данного механизма. Из внутриспиральной ориента-

ции C5=C6 ребра вытекает прямое предсказание: введение объёмного заместителя в поло-

жение C5 пиримидинового кольца напротив повреждения должно стерически препятство-

вать размещению комплементарного нуклеотида в спирали и снижать эффективность рас-

щепления. 

4.3.4 Биохимическая проверка син-ориентации пиримидина напротив повре-

ждения 

Для биохимической проверки структурного вывода о син-ориентации пиримидино-

вого основания напротив повреждения была измерена активность EcoNei на субстратах, со-

держащих напротив повреждения T или два аналога урацила с объёмными заместителями 

у атома C5: 5-этинилурацил (EtU) и 5-(окта-1,7-диин-1-ил)-урацил (C8-AlkU) (см. разд. 

3.2.19) [269,270] (Таблица 21). Биохимические эксперименты выполнялись к. х. н. А. В. Ен-

дуткиным ЛГБИ ИХБФМ СО РАН. В качестве повреждения был выбран 5-гидроксиурацил 

(ohU): Tg имеет стереоизомеры, расщепляемые EcoNei с заметно различающейся эффек-

тивностью [271], тогда как для ohU уже опубликованы кинетические данные на 23-нуклео-

тидном дцОДН [140,246]. Ранее было показано, что ни сам EcoNei, ни его человеческие 

гомологи NEIL1 и NEIL2 не расщепляют дцОДН, содержащий EtU или C8-AlkU [272], то 

есть эти основания представляют собой нерасщепляемые модифицированные по C5 поло-

жению пиримидиновые нуклеозиды в позиции напротив повреждения, то есть не высту-

пают субстратами фермента. 

В одной временной точке (5 мин инкубации) количество продукта реакции расщеп-

ления для субстратов с EtU или C8-AlkU напротив повреждения оказалось примерно в 

3 раза ниже, чем для субстрата с T напротив повреждения (Рисунок 48А). В условиях ста-

ционарной кинетики (Рисунок 48Б, Таблица 21) для EtU и C8-AlkU напротив повреждения 

значение kcat снижалось в 1,7–2,1 раза по сравнению с T, тогда как KM увеличивалось в 2 

раза для EtU и в 4 раза для C8-AlkU. Константа специфичности kcat/KM снижалась в 4,1 раза 

для EtU и в 7,2 раза для C8-AlkU относительно T. Полученное значение kcat/KM для ohU//T 

(4,2×10⁻² нМ⁻¹·мин⁻¹) согласуется по порядку величины с ранее опубликованными данными 

для расщепления ohU EcoNei на 23-нуклеотидном дцОДН [140,246]. 
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Рисунок 48. Эффективность расщепления субстратов с 5-замещёнными пиримидиновыми основаниями 
напротив повреждения (ohU) ферментом EcoNei. А — Количество образования продукта реакции расщепле-
ния hoU ферментом Nei за 5 минут в зависимости от основания напротив повреждения. Б — Зависимость 
скорости накопления продукта от концентрации субстрата в стационарных условиях. Белые кружки — 
ohU//T, серые — ohU//EtU, чёрные — ohU//C8-AlkU. Данные аппроксимированы уравнением Михаэлиса–
Ментен. Для А и Б приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего трёх независимых экспери-
ментов. Для А ** p<0,01 (статистическая значимость различий определена с помощью t-критерия Стьюдента 
с поправкой Бонферрони). 

 
Таблица 21. Кинетические параметры EcoNei в условиях стационарной кинетики для субстратов, содержа-
щих различные 5-замещённые пиримидиновые основания напротив повреждения (ohU)а. 

Субстрат KM, нМ kcat, мин⁻¹ kcat/KM, 
нМ⁻¹·мин⁻¹ 

ohU//T 4,1 ± 0,6 0,17 ± 0,01 (4,2 ± 0,5)×10⁻² 

ohU//EtU 7,8 ± 0,9 0,087 ± 0,01 (1,1 ± 0,1)×10⁻² 

ohU//C8-AlkU 17 ± 3 0,098 ± 0,01 (5,7 ± 1,2)×10⁻³ 
а Среднее значение ± стандартная ошибка среднего трёх независимых экспериментов. 
 

Полученные кинетические данные согласуются со структурным выводом: введение 

объёмного заместителя в положение C5 пиримидинового кольца напротив повреждения 

снижает эффективность расщепления EcoNei, причём эффект более выражен для более объ-

ёмного C8-AlkU, чем для EtU. Примечательно, что KM возрастает заметно сильнее, чем па-

дает kcat (×4 против ×2 для C8-AlkU) — это указывает на преимущественное нарушение 

стадии связывания и выворачивания повреждённого нуклеотида (которое отражается в KM), 

а не химической стадии разрыва N-гликозидной связи (которая отражается в kcat). Такое 

распределение эффекта согласуется со стерической моделью: объёмный C5-заместитель 

пиримидина, обращённый внутрь спирали в син-конформации, создаёт препятствие именно 

на этапе посадки фермента на ДНК. Сохранение определённого уровня активности (а не 
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полное её исчезновение) указывает на то, что нуклеотид напротив повреждения, по-види-

мому, обладает некоторой свободой син-/анти-равновесия в растворе, и природные пири-

мидиновые основания или их аналоги могут также распознаваться в анти-конформации; 

тем не менее в кристалле комплементарный пиримидиновый нуклеотид принимает энерге-

тически наиболее выгодную син-конформацию. 

Таким образом, получены и решены дифракционные данные для структур ковалент-

ных конъюгатов EcoNei с дцОДН, содержащим C, G или T напротив повреждения, депони-

рованы три кристаллические структуры ковалентных конъюгатов EcoNei с дцОДН, содер-

жащим C, G или T напротив повреждения (Nei-X:C, Nei-X:G, Nei-X:T; PDB ID: 9VRM, 

9VR3, 9VR4). Сравнение этих структур с ранее описанной структурой Nei-X:A [123] позво-

лило установить пространственный механизм толерантности EcoNei к основанию напротив 

повреждения для использованной последовательности дцОДН. Оба пуриновых основания, 

A и G, распознаются единственной неспецифической водородной связью с N3, тогда как 

комплементарные пиримидины поворачиваются на 180° вокруг N-гликозидной связи в син-

конформацию и не образуют каких-либо специфических контактов с ферментом. Высокое 

разрешение для структур Nei-X:C и Nei-X:T (1,75 Å и 1,80 Å соответственно) позволило 

однозначно установить ориентацию основания. Биохимическое подтверждение этой струк-

турной интерпретации получено в кинетических экспериментах: введение объёмного заме-

стителя у C5 пиримидинового кольца напротив повреждения снижает константу специфич-

ности EcoNei в 4,1–7,2 раза, причём преимущественно за счёт KM, что согласуется с внеш-

неспиральной ориентацией ребра C5=C6 в син-конформации и стерическим препятствием 

связыванию. 

Анализ серии полученных структур позволил также идентифицировать стабильные 

и лабильные сети водородных связей в EcoNei. Стабильные сети охватывают все основные 

функциональные элементы фермента, принадлежащие обоим доменам, жёстко фиксируя 

каталитический остов вокруг повреждённого нуклеотида. Лабильная сеть с участием остат-

ков Arg124, Arg151 и Asp159 перестраивается, компенсируя зависящие от природы основа-

ния напротив повреждения вариации скрутки и изгиба ДНК, и может играть роль в смыка-

нии и размыкании доменов при связывании ДНК и высвобождении продукта. 

Поворот пиримидинового основания напротив повреждения в син-конформацию как 

механизм решения проблемы толерантности к комплементарному основанию ранее не был 

описан ни для одной ДНК-гликозилазы. Син-конформация пуриновых нуклеотидов в бел-

ково-ДНК-комплексах нередко наблюдается в ДНК-полимеразах, осуществляющих 

транслезионный синтез [273–276], где она позволяет использовать Хугстиновскую грань 
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основания для распознавания. Среди ДНК-гликозилаз син-конформация G напротив повре-

ждения зафиксирована в Fpg B. stearothermophilus (PDB ID: 1L2D [145]), MMH A. thaliana 

(PDB ID: 3TWM [245]) и NEIL1 мимивируса (PDB ID: 3VK7 [220]), однако все эти фер-

менты содержат триаду интеркалирующих остатков Fpg-типа (M/R/F петель β4/β5 и β7/β8), 

и атомы O6 и N7 син-dG в них изостеричны атомам N3 и O4 анти-dC, распознаваясь тем 

же остатком R интеркалирующей триады. В недавно решённой структуре NEIL1 человека 

с ДНК, содержащей мочевину [277] — структуре H2tH-семейства с A напротив поврежде-

ния — основание напротив повреждения остаётся в анти-конформации, а R вытеснен из 

контакта с ним; во всех остальных структурах NEIL1 человека с C напротив повреждения 

комплементарный C находится в анти-конформации и связан с R [221,242]. EcoNei, таким 

образом, является первым описанным примером белка, в кристалле которого внутриспи-

ральные пиримидины обычной B-ДНК принимают син-конформацию с маскировкой их Уо-

тсон–Криковской грани. Является ли наблюдаемая син-ориентация активно индуцирован-

ной EcoNei или пассивно допускаемой геометрией интеркалирующей петли 69QLY71 — во-

прос, требующий дальнейших экспериментов: молекулярной динамики, мутагенеза остатка 

Gln69, а также структур с другими нуклеотидными контекстами в окружении повреждения. 

Дальнейшие структурные исследования других ДНК-гликозилаз с различными основани-

ями напротив повреждения покажут, используется ли данный механизм более широко. 
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5 ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

На текущий момент, суперсемейство ДНК-гликозилаз «спираль–2 поворота–спи-

раль» изучено подробнее многих других белков репарации: известна пространственная ар-

хитектура ферментов, понятен общий механизм реакции, определены каталитические 

остатки, измерены константы отдельных стадий реакции. И всё же оставался открытым ряд 

вопросов касательно фундаментального функционирования фермента на каждой стадии ка-

тализа: как при образовании специфических контактов во время связывания с субстратом, 

так и во время непосредственно стадии катализа. В частности, экспериментально не были 

показаны состояния протонирования/депротонирования каталитической диады остатков 

Pro1–Glu2, таким образом ничего не было известно об электростатике активного центра 

фермента непосредственно во время катализа. Кроме того, несмотря на кристаллические 

данные с разрешенной петлёй, координирующей повреждение в Fpg, был неясен вклад ос-

новной цепи и боковых радикалов петли в каталитическую эффективность и распознавание 

разных окисленных оснований, а также неизвестны структурные основы субстратной спе-

цифичности Nei к основаниям напротив повреждения.  

Настоящая работа представляет собой исследование, которое дополняет существу-

ющие знания о механизмах работы ферментов Fpg/Nei, формируя целостную картину ката-

лиза, и закрывает поставленные вопросы с помощью прямых экспериментальных подходов: 

ЭПР-спектроскопия спин-метки, конъюгированной с ДНК-лигандом в комплексе с вариан-

тами Fpg, рандомизация функционально важной петли в Fpg и измерение кинетических па-

раметров мутантных вариантов фермента на ДНК-субстратах и рентгеновская кристалло-

графия серии ковалентных конъюгатов фермента Nei с ДНК. 

Впервые была разработана рН-чувствительная спин-метка со значением рКа близ-

ким к физиологическим значениям рН, а также методика конъюгирования метки к ДНК и 

измерен электростатический потенциал активного центра фермента дикого типа и инакти-

вированного варианта Fpg с помощью такого лиганда. Ионизация каталитической диады 

Pro1–Glu2 до сих пор оценивалась только методами МД-моделирования. Оказалось, что pH-

чувствительная нитроксильная спин-метка, помещённая в брешь ДНК-лиганда, пригодна 

как репортёр: она располагается в 9 Å от α-аминогруппы остатка Pro1 и регистрирует со-

здаваемый активным центром электростатический потенциал. Инактивирующая замена 

Glu2 → Gln сдвигает наблюдаемую pKa метки на 0,5 ± 0,1 единицы и создаёт буферное 

плечо при pH 7,00–7,37. Из чего следует, что такая замена меняет ионизационное состояние 

диады целиком, а не просто убирает акцептор протона. Разработанный экспериментальный 

подход без принципиальных изменений переносится на другие ферменты суперсемейства 

H2tH (EcoNei и человеческие NEIL1–NEIL3) и на белок-нуклеиновые комплексы в целом. 
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Более того, в будущем метод может быть усовершенствован (создание более компактных и 

структурно ригидных меток, объединение с продвинутыми протоколами ЭПР и ЯМР, а 

также МД). Углублённое понимание электростатических движущих сил в ферментативном 

катализе будет способствовать рациональному дизайну ингибиторов, нацеленных на пути 

репарации ДНК при онкологических заболеваниях, открывая путь к новым терапевтиче-

ским стратегиям. 

Петля, координирующая повреждённое основание, у Fpg слабо консервативна, хотя 

её делеция приводит к инактивации фермента на субстрате, содержащем 8-oxoG, но лишь 

минимально сказывается на активности в отношении FapyG, FapyA, Sp, Gh и АП-сайтов. В 

рамках текущей работы впервые было показано, что варианты Fpg L. lactis со случайными 

а. к. о. на месте тетрапептида 219IRTY222 сохранили укладку глобулы, наномолярное срод-

ство к ДНК и механизм β/δ-элиминирования, но активность мутантных вариантов упала на 

2–3 порядка на субстрате с целевым повреждением 8-oxoG. Другие окислительные повре-

ждения (такие как АП-сайт и 5-гидроксиурацил), мутантные варианты расщепляли с соиз-

меримой эффективностью, что и дикий тип Fpg. Помимо этого, частота мутаций с мутант-

ными вариантами в комплементационном тесте в штамме E. coli CC104 с делецией генов 

fpg и mutY не снижали частоту мутаций относительно делеционного штамма. На основании 

структурных данных можно предположить, что у Fpg несколько конформаций петли спо-

собны поддерживать катализ для разных субстратов, однако конформации, выгодные для 

удаления 8-oxoG, легче нарушаются мутациями в петле. Можно заключить, что узнавание 

8-oxoG выглядит как позднее приобретение суперсемейства H2tH, расширяющее способ-

ность Nei-подобных ферментов работать с широким набором окисленных пиримидинов. С 

более практической точки зрения, эволюционную пластичность тетрапептидной петли у 

ферментов H2tH можно использовать для изменения их субстратной специфичности к дру-

гим повреждённым или синтетическим неприродным основаниям, создавая новые инстру-

менты для биоаналитики и молекулярно-биологических методов. 

Кристаллизация ковалентных конъюгатов Nei E. coli с ДНК, содержащей C, G или T 

напротив повреждения, позволила получить ответ на вопрос, почему фермент способен уда-

лять окисленные основания из ДНК со схожей активностью с любым основанием напротив, 

а также была обнаружена уникальная особенность: пурины остаются в анти-конформации 

и удерживаются водородными связями с а. к. о. интеркалирующей триады, в то время как 

для пиримидинов не было обнаружено предсказанных взаимодействий из-за изменения 

конформации нуклеозида — пиримидиновые основания поворачиваются вокруг N-глико-

зидной связи в син-конформацию, прячут Уотсон–Криковскую грань в большую бороздку 
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и с белком не контактируют вовсе. При увеличении длины заместителя при С5 атоме в пи-

римидине константа специфичности падает в 4–7 раз, преимущественно за счёт KM. Для 

ДНК-гликозилаз такая особенность взаимодействия с комплементарным основанием 

напротив повреждения описана впервые. 

Таким образом, представленная работа не только формирует целостную картину ме-

ханизмов катализа ферментов суперсемейства «спираль–2 поворота–спираль», но и выстра-

ивает несколько очевидных продолжений для дальнейшей работы, связанной как с изуче-

нием механизмов реакции других ДНК-связывающих белков, так и с применением полу-

ченных данных для изменения свойств ферментов для прикладных целей. 
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6 ВЫВОДЫ 

1. Разработана методика на основе pH-чувствительной спиновой метки 2-(2-((2,5-ди-

оксопирролидинокси)карбонил)фенил)-2,5,5-триметил-4-(пирролидино)-2,5-дигидро-1Н-

имидазол-1-оксила, позволяющая определять электростатический потенциал внутри актив-

ного центра фермента при физиологических значениях pH с помощью импульсного ЭПР. С 

её использованием показано, что замена остатка Glu2 на Gln в формамидопиримидин-ДНК-

гликозилазе (Fpg) Escherichia coli смещает значение pKa метки в основную сторону на 

0,5 ± 0,1 по шкале pH и приводит к изменению характера кривых титрования при pH 7,00–

7,37, что отражает изменение электростатического потенциала активного центра при инак-

тивирующей замене и подтверждает важность остатка Glu2 как акцептора протона в ходе 

реакции. 

2. Варианты фермента Fpg Lactococcus lactis со случайной последовательностью 

петли 219–222, сохраняя общую стабильность белка, сродство к повреждённой ДНК и ка-

талитический механизм, теряют способность расщеплять субстраты, содержащие 8-оксогу-

анин, но не альтернативные субстраты (апурин-апиримидиновый сайт или 5-гидроксиура-

цил), что указывает на ключевой вклад этой петли в узнавание окисленных пуринов в ДНК. 

3. В кристаллических структурах ковалентных конъюгатов эндонуклеазы VIII (Nei) 

E. coli с ДНК, пуриновые нуклеотиды напротив повреждения сохраняют анти-конформа-

цию и образуют водородную связь между атомом N3 и остатком Gln69 интеркалирующей 

петли, тогда как пиримидиновые нуклеотиды находятся в син-конформации и контактов с 

белком вообще не образуют. Существование такой структуры в фермент-субстратном ком-

плексе в ходе реакции подтверждается снижением эффективности расщепления ДНК с ро-

стом объёма заместителя при C5 пиримидинового нуклеотида напротив повреждения. По-

добный способ адаптировать все канонические нуклеотиды в фермент-субстратном ком-

плексе уникален для Nei и объясняет способность этого фермента узнавать широкий спектр 

окислительных повреждений напротив их естественных комплементарных партнеров. 
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7 СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

1,N⁶-εA 1,N⁶-этеноаденин 

3,N⁴-εC 3,N⁴-этеноцитозин 

5-caC 5-карбоксицитозин 

5-fC 5-формилцитозин 

5-fU 5-формилурацил 

5-hmU 5-гидроксиметилурацил 

5-meC 5-метилцитозин 

6-4PP (6-4)-фотопродукт пиримидин-пиримидона 

8-oxoA 8-оксоаденин 

8-oxoG 8-оксогуанин; 2-амино-7,9-дигидро-1H-пурин-6,8-дион 

AlkA 3-метиладенин-ДНК-гликозилаза II 

AlkB ДНК-диоксигеназа AlkB E. coli 

AlkC 3-метиладенин-ДНК-гликозилаза AlkC (Bacillus cereus) 

AlkD 3-метиладенин-ДНК-гликозилаза AlkD (Bacillus cereus) 

AlkU 5-(α-этокси-α-карбамоилметил)урацил (модифицированное основание) 

AlkZ ДНК-гликозилаза AlkZ 

aPu 2-аминопурин 

AZL AlkZ-like, подсемейство ДНК-гликозилаз, родственных AlkZ 

BstFpg формамидопиримидин-ДНК-гликозилаза Bacillus stearothermophilus 

C8-AlkU 5-(окта-1,7-диин-1-ил)-урацил 

CLEANEX-PM phase-modulated CLEAN chemical EXchange, импульсная последователь-

ность ЯМР для измерения скорости обмена имино/амидных протонов с 

растворителем 

CPD cyclobutane pyrimidine dimer, циклобутановый пиримидиновый димер 

DEER double electron-electron resonance, двойной электрон-электронный резо-

нанс 

dNTP дезоксинуклеозидтрифосфат (смесь dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 

dRbl 2-дезоксирибит (восстановленный аналог АП-сайта) 

DTT 1,4-дитиотреитол (см. также ДТТ) 

DXL disulfide cross-linking, дисульфидный кросслинкинг 

EC encounter complex, комплекс встречи фермента с повреждённым сайтом 

ДНК 

EcoFpg формамидопиримидин-ДНК-гликозилаза E. coli 

EDTA этилендиамин-N,N,N′,N′-тетрауксусная кислота 
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EndoIII endonuclease III, эндонуклеаза III (Nth) 

EndoVIII endonuclease VIII, эндонуклеаза VIII (Nei) 

ESEEM electron spin echo envelope modulation, модуляция огибающей сигналов 

электронного спинового эха 

EtU 5-этинилурацил 

FAM 6-carboxyfluorescein, 6-карбоксифлуоресцеин (флуоресцентная метка) 

FapyA 4,6-диамино-5-формамидопиримидин 

FapyG 2,6-диамино-4-гидрокси-5-формамидопиримидин 

Fpg formamidopyrimidine-DNA glycosylase, формамидопиримидин-ДНК-

гликозилаза 

Gh guanidinohydantoin, гуанидиногидантоин 

H2tH helix-two turns-helix, спираль‒2 поворота‒спираль — структурный мо-

тив и суперсемейство ДНК-гликозилаз 

HEAT повтор, встречающийся в белках Huntingtin, EF3, PR65A, TOR (название 

суперсемейства) 

HEPES 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота 

HhH helix-hairpin-helix, спираль‒шпилька‒спираль — структурный мотив и 

суперсемейство ДНК-гликозилаз 

HLR HEAT-like repeat, HEAT-подобный повтор — структурный мотив и су-

персемейство ДНК-гликозилаз 

h₂T 5,6-дигидротимин 

h₂U 5,6-дигидроурацил 

IC interrogation complex, интеррогационный комплекс 

ICL interstrand cross-link, межцепочечная сшивка ДНК 

kcat каталитическая константа реакции 

Kd равновесная константа диссоциации 

KM константа Михаэлиса 

LigA NAD⁺-зависимая ДНК-лигаза E. coli 

LlaFpg формамидопиримидин-ДНК-гликозилаза Lactococcus lactis 

LRC lesion recognition complex, комплекс распознавания повреждения 

MBD4 methyl-CpG-binding domain protein 4, белок 4, содержащий метил-CpG-

связывающий домен 

MeHyd 5-гидрокси-5-метилгидантоином 

MMS метилметансульфонат 

MNNG N-метил-N′-нитро-N-нитрозогуанидин 
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MTH1 8-оксо-dGTPaза человека 

MutH эндонуклеаза MutH (система мисматч репарации E. coli) 

MutL белок MutL (система мисматч репарации E. coli) 

MutM формамидопиримидин-ДНК-гликозилаза E. coli (= Fpg) 

MutS белок-сенсор MutS (система мисматч репарации E. coli) 

MutT 8-оксо-dGTPaза E. coli 

MutY аденин-ДНК-гликозилаза E. coli 

MUTYH аденин-ДНК-гликозилаза человека 

NAD⁺ никотинамидадениндинуклеотид (окисленная форма) 

NCBI National Center for Biotechnology Information, Национальный центр био-

технологической информации (США) 

Nei endonuclease VIII, эндонуклеаза VIII E. coli 

NEIL1 Nei-like 1, Nei-подобная ДНК-гликозилаза 1 человека 

NEIL2 Nei-like 2, Nei-подобная ДНК-гликозилаза 2 человека 

NEIL3 Nei-like 3, Nei-подобная ДНК-гликозилаза 3 человека 

Nfo АП-эндонуклеаза IV E. coli (= EndoIV) 

Nth endonuclease III, эндонуклеаза III E. coli 

NTHL1 Nth-like 1, Nth-подобная ДНК-гликозилаза 1 человека 

N³-meA N3-метиладенин 

N³-meG N3-метилгуанин 

N⁷-meA N7-метиладенин 

N⁷-meG N7-метилгуанин 

OGG1 8-oxoguanine-DNA glycosylase 1, 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза 1 че-

ловека 

ohC 5-гидроксицитозин 

ohU 5-гидроксиурацил 

O⁴-meT O4-метилтимин 

O⁶-meG O6-метилгуанин 

PDB Protein Data Bank 

pKa отрицательный десятичный логарифм константы кислотности 

PMF potential of mean force, потенциал средней силы 

PMSF фенилметилсульфонилфторид 

PolI DNA polymerase I, ДНК-полимераза I E. coli 

RMSD root-mean-square deviation, среднеквадратичное отклонение координат 

SC slanted complex, наклонённый комплекс 
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SDS sodium dodecyl sulfate, додецилсульфат натрия 

SMUG1 single-strand-selective monofunctional UDG, одноцепочечно-специфич-

ная монофункциональная UDG 

Sp spiroiminodihydantoin, спироиминодигидантоин 

TAMRA тетраметилкарбоксиродамин (флуоресцентная метка) 

TDG thymine-DNA glycosylase, тимин-ДНК-гликозилаза 

TEMED N,N,N′,N′-тетраметилэтилендиамин 

Tg thymine glycol, тимингликоль (5,6-дигидрокси-5,6-дигидротимин) 

THF tetrahydrofuran, (3-гидрокситетрагидрофуран-2-ил)метилфосфат — 

нерасщепляемый аналог АП-сайта 

TIRFM total internal reflection fluorescence microscopy, флуоресцентная микро-

скопия полного внутреннего отражения 

Tris 2-амино-2-(гидроксиметил)-1,3-пропандиол 

Tₘ melting temperature, температура плавления 

UDG uracil-DNA glycosylase, урацил-ДНК-гликозилаза (общее название су-

персемейства) 

UDGa урацил-ДНК-гликозилаза семейства 4 (термофилы) 

UDGb урацил-ДНК-гликозилаза семейства 5 

UDGX урацил-ДНК-гликозилаза семейства 6 (M. smegmatis) 

Ug uracil glycol, урацилгликоль 

UNG uracil-N-glycosylase, урацил-ДНК-гликозилаза семейства 1 (человек, 

E. coli) 

UvrA субъединица UvrA эксцизионной репарации нуклеотидов E. coli 

UvrB субъединица UvrB эксцизионной репарации нуклеотидов E. coli 

UvrC субъединица UvrC эксцизионной репарации нуклеотидов E. coli 

UvrD DNA helicase II, ДНК-геликаза II E. coli 

WT wild-type, дикий тип (нативный, немутантный вариант фермента) 

Xth АП-эндонуклеаза III (ExoIII) E. coli 

YTM ятакемицин (природный генотоксин) 

εA 1,N⁶-этеноаденин 

εC 3,N⁴-этеноцитозин 

εG N²,3-этеногуанин 

а. к. о. аминокислотный остаток (аминокислотные остатки) 

АКС активные карбонильные соединения 

АП апуриновый-апиримидиновый 
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АТФ аденозин-5′-трифосфат 

АФК активные формы кислорода 

БСА бычий сывороточный альбумин 

ДНК дезоксирибонуклеиновая кислота 

дц двуцепочечный(ая) 

дцДНК двуцепочечная ДНК 

дцОДН двуцепочечный олигодезоксирибонуклеотид 

ИПТГ изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид 

КГБ кластер генов биосинтеза  

МД молекулярная динамика  

ОДН олигодезоксирибонуклеотид(ы), олигодезоксирибонуклеотидный 

оц одноцепочечный(ая) 

оцДНК одноцепочечная ДНК 

п. н. пар нуклеотидов 

п. о. пар оснований 

ПААГ полиакриламидный гель 

ПЦР полимеразная цепная реакция 

РНК рибонуклеиновая кислота 

СК степень консервативности 

УФ ультрафиолетовое (излучение) 

ЭПР электронный парамагнитный резонанс 

ЭРН эксцизионная репарация нуклеотидов (см. также NER) 

ЭРО эксцизионная репарация оснований (см. также BER) 

ЯМР ядерный магнитный резонанс 

В тексте также использовались одно- и трёхбуквенные обозначения аминокислот-

ных остатков и азотистых оснований по номенклатуре IUPAC, а также общепринятые со-

кращения единиц измерения системы СИ. 
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