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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

aPu –  2-аминопурин; 

AAG –  алкиладенин-ДНК-гликозилаза; 

АР-сайт –  апуриновый-апиримидиновый сайт; 

APE1 – АР-эндонуклеаза человека; 

BER –  эксцизионная репарация оснований; 

Cy3 – цианиновый флуоресцентный краситель; 

Cy5 – цианиновый флуоресцентный краситель; 

C
Py 

пироллоцитозин; 

Dab – дабцил; 

DHU –  5,6-дигидроурацил; 

HEPES – 4-(2-гидроксиэтил)пиперазин-1-этансульфоновая кислота; 

F-сайт –  2-гидроксиметил-3-гидрокситетрагидрофуран; 

Fapy – 2,6-диамино-4-окси-формамидопиримидин; 

FAM – 6-карбоксифлуоресцеин; 

Fpg –  формамидопиримидин-ДНК-гликозилаза Escherichia coli; 

FRET –  резонансный перенос энергии флуоресценции; 

HhH-GPD –  аминокислотная последовательность, образующая 

структуру «спираль-шпилька-спираль»; 

H2tH – аминокислотная последовательность, образующая 

структуру «спираль-двойной поворот-спираль»; 

hOGG1 –  8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза человека; 

MutY аденин-ДНК-гликозилаза Escherichia coli; 

MBD4 – метилцитозин-связывающий домен 4 человека; 

NTP –  нуклеозид-трифосфат; 

Nth – эндонуклеаза III Escherichia coli; 

Nei – эндонуклеаза VIII Escherichia coli; 

NEIL1 – эндонуклеаза VIII человека; 

oxoGua –  7,8-дигидро-8-оксогуанин; 

PDB ID – идентификационный номер в банке данных 

кристаллических структур; 

Tris –  трис-(гидроксиметил)аминометан; 
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ВВЕДЕНИЕ 

Окисление, алкилирование, дезаминирование, апуринизация/апиримидизация, 

образование разрывов цепей ДНК – это неполный спектр процессов, которые приводят к 

повреждению структуры ДНК [1]. Известно, что в геноме одной клетки человека 

спонтанно возникает более 20 000 повреждений в день. Для противостояния процессам 

повреждения ДНК каждый живой организм имеет специализированную систему защиты 

геномной ДНК от повреждений – систему репарации ДНК, которая состоит из десятков 

ферментов, обладающих уникальной специфичностью к различным повреждениям ДНК 

[2]. Таким образом, система защиты клетки от повреждений выполняет функцию 

сохранения генетической информации и стабильного поддержания жизнедеятельности 

организма. Выделяют несколько путей репарации ДНК: эксцизионная репарация 

оснований отвечает за поиск в ДНК, распознавание и удаление необъемных повреждений 

азотистых оснований, например, окисленные и алкилированные азотистые основания, 

урацил в ДНК, АР-сайты [3]; эксцизионная репарация нуклеотидов отвечает за репарацию 

объемных повреждений ДНК, таких как пиримидиновые димеры, аддукты азотистых 

оснований с ароматическими соединениями [4]; репарация мисматчей распознает и 

удаляет неправильно спаренные азотистые основания [5]; гомологичная рекомбинация и 

негомологичное соединение концов отвечает за удаление двойных разрывов ДНК [6]. 

Считается, что по пути эксцизионной репарации оснований ДНК удаляется 

большинство необъемных повреждений азотистых оснований и АР-сайты [7-9]. Удаление 

одного повреждения требует действия как минимум 4 ферментов: специфической ДНК-

гликозилазы, АР-эндонуклеазы, репарационной ДНК-полимеразы и ДНК-лигазы [10, 11]. 

Ключевыми ферментами в этом цикле являются ДНК-гликозилазы – их задача быстро и 

точно определить местоположение модифицированного основания среди огромного 

количества неповрежденных оснований и инициировать процесс репарации. Несмотря на 

большой интерес к исследованию механизмов и выяснению природы высокой 

специфичности ферментов репарации, непонятным остается вопрос, каким образом они 

осуществляют поиск и узнавание поврежденных оснований в ДНК. 

Задача осложняется тем, что каждый организм имеет несколько ДНК-гликозилаз, 

которые специализируются на узнавании и удалении одного или нескольких 

поврежденных оснований. Например, у E.coli обнаружено восемь ДНК-гликозилаз, у 

человека – одиннадцать. В последние годы получено большое число данных о структурах 

ДНК-гликозилаз, их комплексов с интермедиатами и субстратами (см. обзоры [12-17]). 

Однако, несмотря на достигнутые успехи в области структурных и биохимических 
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исследований некоторых ДНК-гликозилаз, существующих данных недостаточно для 

детального представления о механизмах поиска ферментами поврежденных оснований и 

их последующего удаления из ДНК. Существенный вклад в понимание этих механизмов 

могут внести исследования предстационарной кинетики процесса с регистрацией 

конформационных переходов ферментов и ДНК-субстратов. 

Таким образом, основной целью данной работы являлось определение 

молекулярно-кинетических механизмов конформационных изменений фермента и ДНК в 

ходе специфического узнавания повреждений в процессах, катализируемых про- и 

эукариотическими ДНК-гликозилазами и АР-эндонуклеазами и выявление общих 

закономерностей образования каталитически активных комплексов ферментами, 

принадлежащими к разным структурным семействам. 

Для достижения поставленной цели необходимо решить следующие задачи: 

 Разработать комплексную методологию изучения молекулярно-кинетических 

механизмов в ходе узнавания повреждений про- и эукариотическими ферментами 

эксцизионной репарации оснований ДНК, основанную на предстационарном 

кинетическом, термодинамическом и мутационном анализах конформационных 

изменений ферментов и ДНК-субстратов. 

 Провести систематическое исследование широкого круга ферментов репарации 

ДНК человека и E. coli,  ̶ ДНК-гликозилаз, принадлежащих к двум разным 

структурным семействам HhH-GDP и H2tH, и АР-эндонуклеазы в ходе полного 

ферментативного цикла взаимодействия с ДНК-субстратами разной степени 

специфичности. Для этого провести анализ конформационной динамики ферментов 

по изменению интенсивности флуоресценции остатков Trp белков дикого типа, а 

также мутантных форм ферментов, содержащих дополнительные остатки Trp, 

введенные методом сайт-направленного мутагенеза. Использовать для выяснения 

природы конформационных переходов в молекуле ДНК модельные системы ДНК-

субстратов, содержащие флуоресцентные аналоги азотистых оснований, в том 

числе новые, а также FRET-красители. 

 Проанализировать механизмы конформационной подстройки активных центров 

ферментов, входящих в одно структурное семейство; установить ключевые стадии 

ферментативных процессов, обеспечивающие высокую субстратную 

специфичность и ответственные за узнавание поврежденных нуклеотидов в ДНК, 

определить и детализировать функциональную роль отдельных аминокислотных 

остатков, входящих в активные центры и участки связывания субстратов. 



9 

 

 Установить кинетические особенности узнавания повреждений ДНК ферментами, 

принадлежащими к разным структурным семействам. 

 Применить методологию получения термодинамических параметров из 

кинетических данных к процессам с участием короткоживущих фермент-

субстратных комплексов; выявить термодинамические особенности трансформации 

фермент-субстратных комплексов. 

 Разработать и апробировать тест-систему для определения активности ключевых 

ферментов эксцизионной репарации оснований и провести скрининг 

потенциальных ингибиторов ферментов. 

Сопоставление конформационных изменений ряда ферментов и ДНК-субстратов с 

данными о структурах свободных ферментов, их комплексов с субстратами и 

интермедиатами позволило построить молекулярно-кинетические модели процесса 

взаимодействия ферментов репарации ДНК с ДНК-субстратами. Полученные модели 

позволили соотнести конформационные переходы взаимодействующих молекул с 

элементарными актами ферментативного процесса и установить стадии, которые вносят 

наибольший вклад в обеспечение специфичности фермента к ДНК-субстратам. 

Полученные данные внесли значительный вклад в понимание структурно-динамических 

принципов, лежащих в основе протекания ферментативных процессов, обеспечивающих 

высокоэффективное функционирование системы репарационно-защитного комплекса 

живых организмов и поддержание целостности ДНК. 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Основные пути химической модификации ДНК в клетках 

Клеточная ДНК в процессе своего функционирования постоянно подвергается 

воздействию различных экзо- и эндогенных факторов, среди которых можно выделить 

высокореакционные клеточные метаболиты, алкилирующие соединения, 

ультрафиолетовое и ионизирующее излучение и т.д., которые могут приводить к 

химической модификации нуклеотидов (далее повреждения ДНК) (рис. 1) [18-21]. 

Одними из наиболее часто встречающихся повреждений ДНК являются продукты, 

образующиеся при действии активных форм кислорода (АФК), таких как ˙О2־, Н2О2 и 

˙ОН. АФК образуются в живых организмах в процессе клеточного дыхания, кроме того, 

они могут возникать при воздействии на клетки ультрафиолетового или ионизирующего 

излучения, различных химических агентов, например органических и неорганических 

перекисей, свободных радикалов и ионов кислорода, оксокомплексов металлов в высоких 

валентных состояниях и других [22]. Известно, что с возрастом происходит увеличение 

внутриклеточной концентрации активных форм кислорода, что приводит к повышенному 

окислению всех макромолекул клетки, включая ДНК [23-25]. В результате окисления 

ДНК создается более ста различных форм повреждений как углеводного скелета 

молекулы, так и азотистых оснований. Среди азотистых оснований окислению 

преимущественно подвержен гуанин (Gua), поскольку он обладает наименьшим 

окислительно-восстановительным потенциалом [26-31]. Установлено более чем 20 

продуктов окисления гуанина [32, 33], при этом основными продуктами модификации 

являются 7,8-дигидро-8-oксогуанин (8-оксогуанин, oxoGua) и 2,6-диамино-4-окси-5-

формамидопиримидин (FapyG) [34-37]. В ДНК oxoGua имеет син-конформацию в отличие 

от гуанина, который находится в анти-конформации [38]. Как следствие, oxoGua способен 

образовывать не только Уотсон-Криковскую пару с цитозином (Cyt), но и Хугстеновскую 

пару с аденином (Ade), что в процессе репликации приводит к образованию мутации в 

неповрежденной цепи (пара oxoGua/Ade). Последующая репликация приводит к мутации 

G/C → T/A [39-41]. Данное свойство, вместе с большим количеством образуемого oxoGua 

объясняет высокий мутагенный потенциал этого повреждения, что обуславливает наличие 

развитого механизма (GO-система) по удалению oxoGua у всех видов живых существ [42-

44]. 
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Рис. 1. Примеры повреждений ДНК. Окисленные азотистые основания: 8-OHG – 7,8-дигидро-8-

гидроксигуанин; oxoGua – 7,8-дигидро-8-оксо-гуанин; FapyGua – 2,6-диамино-4-гидрокси-5-

формамидопиримидин; mFapyGua – N7-метил-FapyGua; Tg – тиминовый гликоль; Sp – 

спироиминодигидантоин; Gh – гуанидиногидантоин; Ia – иминоалантион; 5-OHU – 5-

гидроксиурацил; DHU – 5,6-дигидроурацил; 5-OHC – 5-гидроксицитозин; DHT – 5,6-

дигидротимин. Алкилированные азотистые основания: εA – 1,N6-этеноаденин; εC – 3,N4-

этеноцитозин; 3mAde – N3-метиладенин; 3mGua – N3-метилгуанин; 7mGua – N7-метилгуанин; Hx 

– гипоксантин. Азотистые основания, являющиеся субстратами суперсемейства урацил-ДНК-

гликозилаз: Ura – урацил; Т – тимин; 5mСyt – 5-метилцитозин; 5hmCyt – 5-гидроксиметилцитозин; 

5fCyt – 5-формилцитозин; 5caCyt – 5-карбоксицитозин. 

 

Еще одним источником повреждений ДНК является спонтанный гидролиз N-

гликозидных связей, который приводит к образованию в каждой клетке человека в день 

~10 000 апуриновых/апиримидиновых (АР) сайтов, имеющих как мутагенный потенциал 

вследствие отсутствия кодирующего азотистого основания, так и ведущих к образованию 

одноцепочечных разрывов [45-47]. Кроме того, со скоростью 100-500 случаев в день в 

каждой клетке происходит дезаминирование экзоциклических аминогрупп Cyt, Ade и Gua, 

что приводит к образованию урацила (Ura), гипоксантина (Hx) и ксантина (Xt) 

соответственно [48-50]. Известно, что действие алкилирующих агентов на ДНК приводит 

к алкилированию азотистых оснований [51]. При этом, более 80% образовавшихся 

аддуктов составляют метилированные по N7 гуанин (N7mGua) и по N3 аденин (N3mAde) 
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[52]. Данные повреждения блокируют репликацию ДНК и поэтому летальны для клетки 

[53]. 

Дополнительным путем возникновения повреждений в ДНК является их 

целенаправленное введение в процессах химио- и лучевой терапии. Так, в настоящее 

время для цитотоксической химиотерапии опухолевых заболеваний используется ряд 

лекарственных препаратов, действующими веществами в которых, как правило, являются 

химические соединения, приводящие к повреждению ДНК. Наиболее часто используемой 

группой химиотерапевтических препаратов являются алкилирующие агенты. В основе их 

цитотоксического эффекта лежит формирование алкилированных оснований ДНК. В то 

же время повреждения ДНК, образующиеся при лучевой терапии, являются, как правило, 

продуктами, образующимися при действии АФК. 

Известно, что повреждения генетического аппарата способны приводить к развитию 

сердечнососудистых, нейродегенеративных и онкологических заболеваний [36, 54-57]. 

Кроме того, показано, что окислительный стресс, вызывающий накопление 

окислительных повреждений ДНК, приводит к ускоренному развитию дегенеративных 

процессов организма [58-61]. 

 

1.2. Эксцизионная репарация оснований 

Узнавание и удаление необъемных повреждений азотистых оснований происходит 

по пути эксцизионной репарации оснований (BER), который инициируется ДНК-

гликозилазами (рис. 2). Существует два каталитических типа данных ферментов: моно- и 

бифункциональные. Монофункциональные ДНК-гликозилазы расщепляют N-

гликозидную связь с модифицированным основанием и приводят к образованию АР-сайта 

(рис. 2, путь 1) [62, 63]. Бифункциональные ДНК-гликозилазы кроме расщепления N-

гликозидной связи с модифицированным основанием способны удалять 3'-фосфатную 

группу путем β-элиминирования, образуя в ДНК одноцепочечный разрыв (рис. 2, путь 2). 

Кроме того, некоторые бифункциональные ДНК-гликозилазы способны осуществить 

вторую реакцию β-элиминирования, приводящую к разрыву связи с 5'-фосфатной группой 

(рис. 2, путь 3). 
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Рис. 2. Схема эксцизионной репарации оснований [64]. 

 

Все три варианта продуктов ДНК-гликозилаз являются субстратами 

апуриновой/апиримидиновой эндонуклеазы, которая путем гидролиза фосфодиэфирной 

связи, расположенной с 5′-стороны от АР-сайта, вносит разрыв в рибозофосфатный остов, 

(рис. 2, путь 1), либо удаляет оставшийся дезоксирибофосфатный остаток (рис. 2, путь 2), 

или фосфатную группу (рис. 2, путь 3). В результате действия АР-эндонуклеазы на 3'-

конце разрыва образуется гидроксильная группа [9, 65]. На следующих этапах по этому 3'-

концу происходит присоединение комплементарного нуклеотида репарационными ДНК-

полимеразами, и, затем, ДНК-лигаза заканчивает процесс, восстанавливая целостность 

дезоксирибофосфатного остова. 

Известно, что нарушения работы ферментов репарации ДНК вызывают тяжелые 

последствия в организме человека и часто ведут к возникновению рака и 

преждевременному старению [66-69]. Показано, что клетки и нокаутированные животные, 

лишенные различных ДНК-гликозилаз, становятся более чувствительными к воздействию 

факторов, приводящих к повреждению ДНК [70-73]. В то же время генно-инженерное 
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удаление из клеток АР-эндонуклеазы приводит к их гибели, что свидетельствует о 

критической роли этого фермента в процессе восстановления неповрежденной структуры 

ДНК [74]. 

 

1.3. Классификация ДНК-гликозилаз 

ДНК-гликозилазы можно классифицировать на основании их субстратной 

специфичности к различным типам повреждений (дезаминирование, окисление и 

алкилирование), по типу каталитической активности (моно- и бифункциональные) или на 

основании гомологичности структурных доменов (таблица 1). Нужно отметить, что 

субстратная специфичность и тип каталитической активности фермента не зависит от 

принадлежности к определенному структурному семейству. Можно предположить, что 

процессы узнавания поврежденного основания в ДНК ферментами одного структурного 

семейства имеют общие закономерности и особенности, поэтому рассмотрим 

классификацию ДНК-гликозилаз по структурной гомологии. 

Сравнение множества структур ДНК-гликозилаз дает возможность выделить шесть 

структурных семейств, имеющих общие архитектурные домены: HhH-GPD, H2tH, UDG, 

AAG, ALK и T4 Endo V (таблица 1) [15]. Отличительной особенностью семейства HhH-

GPD является последовательность, образующая структуру «спираль-шпилька-спираль» 

(helix-hairpin-helix, HhH), за которой следует петля, содержащая остатки Gly, Pro и Asp 

(GPD) [75, 76]. Семейство H2tH также содержит характерный мотив, содержащий 

структуру «спираль-два поворота-спираль». На основании гомологии последовательности, 

структурного соответствия и субстратной специфичности выделяют суперсемейство 

урацил-ДНК-гликозилаз UDG [14, 50, 77]. Семейства AAG, ALK и T4 Endo V называются 

в соответствии со структурным подобием эукариотической алкиладенин-ДНК-

гликозилазе AAG, прокариотической алкилпурин-ДНК-гликозилазе AlkD и ДНК-

гликозилазе T4 Endo V, отвечающей за удаление циклобутановых пиримидиновых 

димеров [12, 15, 78]. 
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Таблица 1. Структурные семейства ДНК-гликозилаз 

Структурное 

семейство 

Структура представителя (номер в базе данных PDB)* Тип повреждений Каталитическая 

активность 

Субстратная 

специфичность 

HhH-GDP 

(3G0Q) 

Алкилирование, 

окисление 

пуринов и 

пиримидинов, 

основание Ade в 

мисматчах 

A/oxoG и A/G 

Гидролиз N-

гликозидной связи 

AlkA: 3mA, 3mG, 7mG, 

εA, Hx, Xa 

MutY: A/oxoG, A/G 

MBD4: T/G, U/G, εС, 

5hmU 

(1P59) 

 Гидролиз N-

гликозидной 

связи, 

реакция β-

элиминирования 

3′-фосфатной 

группы 

OGG1: oxoG, FapyG, 

FapyA 

Nth: Tg, Ug, DHU, 5-

OHU, 5-OHC, urea 
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H2tH 

(1R2Y) 

Окисление 

пуринов и 

пиримидинов 

Гидролиз N-

гликозидной 

связи, 

Реакция β-

элиминирования 

3′- и 5′-фосфатных 

групп 

Fpg: oxoG, Fapy, 

7mFapyG, Sp, Gh, Tg, 

Ug, DHT, DHU, 5-OHU, 

5-OHC, FU, urea 

NEIL1: Tg, DHT, DHU, 

5-OHU, 5-OHC, 5fU, 

5hmU, FapyG, FapyA, 

urea, oxoA, Gh, Sp, Ia 

Nei: Tg, DHT, DHU, 5-

OHU, 5-OHC, 5fU, 

5hmU Ug, oxoG, 

7mFapyG, 5,6dhC, 5-

OHT 
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UDG, класс I 

(1EMH) 

Дезаминирование 

Cyt 

Гидролиз N-

гликозидной связи 

hUNG, Udg E. coli: ssU, 

U/G, U/A 

UDG, класс II 

(5HF7) 

Дезаминирование 

Cyt, 

основание Thy и 

продукты 

эпигениетических 

маркеров 5fC, 

5caC, 5hmU в 

мисматче с 

основанием Gua 

Гидролиз N-

гликозидной связи 

TDG, MUG: T/G, U/G, 

U/A, 5fC, 5caC, 5hmU, 5-

OHU 
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UDG, класс 

III 

(1OE5)[79] 

Дезаминирование 

Cyt, 

продукты 

эпигениетических 

маркеров 5fU, 

5hmU 

Гидролиз N-

гликозидной связи 

hSMUG1: ssU, U/G, U/A, 

5hmU, 5-OHU, 5fU 
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AAG 

(1EWN) 

Алкилирование Гидролиз N-

гликозидной связи 

AAG: 3mA, 7mG, εA, Hx 
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ALK 

(3JX7) 

Алкилирование Гидролиз N-

гликозидной связи 

AlkD: 3mA, 3mG, 7mG 
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T4 Endo V 

(1VAS) 

УФ-излучение Гидролиз N-

гликозидной 

связи, 

реакция β-

элиминирования 

3′-фосфатной 

группы 

Пиримидиновый димер 

* Нуклеотид, удаляемый в ходе ферментативного процесса, окрашен в синий цвет, нуклеотид, расположенный в комплементарной 

цепи напротив удаляемого, окрашен в черный цвет. 
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1.3.1. Семейство HhH-GPD 

Структурное семейство включает в себя ДНК-гликозилазы, общей особенностью 

которых является характерный структурный мотив «спираль-шпилька-спираль» (helix-

hairpin-helix, HhH), за которым следует петля, содержащая остатки Gly, Pro и 

консервативный для всего семейства остаток Asp [64, 80, 81]. Несмотря на объединяющий 

структурный мотив, ферменты, входящие в это семейство, имеют значительные отличия в 

субстратной специфичности. По этому принципу выделяют несколько характерных 

ферментов: эукариотическая 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза OGG1 (удаление oxoG), про- 

и эукариотическая эндонуклеаза III (Endo III или Nth) и NTH1 (удаление окисленных 

пиримидиновых оснований), про- и эукариотическая аденин-ДНК-гликозилаза MutY и 

MYH (удаление основания Ade, расположенного напротив oxoG), прокариотическая 3-

метиладенин-ДНК-гликозилаза AlkA (удаление алкилированных оснований), 

эукариотический метил-СpG-связывающий фермент MBD4 (удаление оснований Ura и 

Thy в паре U/G и T/G). Эти белки не обладают высокой гомологичностью 

аминокислотных последовательностей кроме области с HhH-мотивом, однако имеют 

очень похожую трехмерную структуру и консервативный для всех каталитически важный 

остаток Asp. 

Несмотря на консервативный каталитический Asp, представители семейства HhH-

GPD отличаются по типу каталитической активности. Так, ДНК-гликозилазы AlkA [82] и 

MBD4 [83, 84] обладают только N-гликозилазной активность и являются 

монофункциональными ферментами. MutY долгое время не могли однозначно отнести к 

классу моно- или бифункциональных ДНК-гликозилаз [85-88]. В настоящее время 

предложен механизм ферментативной реакции, в котором N-гликозидная связь 

разрывается при атаке молекулой воды (монофункциональный тип ДНК-гликозилаз) [89-

91]. ДНК-гликозилазы OGG1 и Endo III катализируют как гидролиз N-гликозидной связи, 

так и реакцию β-элиминирования 3′-фосфатной группы (АР-лиазная активность) и 

являются бифункциональными ферментами [92, 93]. Интересно отметить, что все члены 

структурного семейства HhH-GPD имеют схожую архитектуру активного центра, что 

свидетельствует об общих закономерностях протекания каталитической реакции. При 

этом появление АР-лиазной активности обусловлено присутствием в активном центре 

бифункциональных ДНК-гликозилаз остатка Lys. Более того, показано, что сайт-

направленное введение остатка Lys (S120K) в активный центр монофункциональной 

аденин-ДНК-гликозилазы MutY превращает фермент в бифункциональную гликозилазу 

[94]. 
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Первый член семейства HhH-GPD Nth был обнаружен, как фермент E. coli, имеющий 

эндонуклеазную активность [95], однако позже было показано, что это бифункциональная 

ДНК-гликозилаза, обладающая N-гликозилазной и АР-лиазной активностями [75]. 

Практически во всех живых организмах обнаружены гомологи Nth, основная функция 

которых заключается в удалении из ДНК фрагментированных остатков пуриновых 

оснований, окисленных или восстановленных пиримидиновых оснований, таких как 

тимингликоль, урацилгликоль, 5,6-дигидроурацил, 5,6-дигидротимин, 5-гидрокси-5,6-

дигидротимин, 5-гидрокси-5,6-дигидроурацил, 5-гидроксиурацил, 5-гидроксицитозин, 

аллоксан, мочевину, 6-гидрокси-5-гидроурацил, 5,6-дигидроксицитозин, 6-гидрокси-5-

гидроцитозин и продукты фрагментации этих повреждений [96-102]. Функции Nth в 

клетке могут быть компенсированы ДНК-гликозилазой Nei, что было подтверждено при 

использовании мышей, нокаутированных по гену Nth1 [103, 104]. 

Удаление остатков oxoG из ДНК эукариот осуществляет фермент 8-оксогуанин-

ДНК-гликозилаза (OGG1). В клетках человека в процессе транскрипции гена Ogg1 

образуется две формы мРНК, которые кодируют белки, состоящие из 345 (α-форма) и 424 

(β-форма) аминокислот [105-109]. Причем у обеих форм hOGG1 совпадают N-концевые 

316 аминокислот [110]. Анализ локализации в клетке этих форм фермента OGG1 показал, 

что α-hOGG1 находится в ядрах, а β-hOGG1 – в митохондриях [110]. Наиболее изученная 

ядерная форма OGG1 высоко консервативна и охарактеризована в клетках человека, 

дрожжах Saccharomyces cerevisiae, растениях Arabidopsis thaliana, дрозофиле Drosophila 

melanogaster и других [111]. Фермент OGG1 так же, как и Nth, является 

бифункциональной ДНК-гликозилазой [109, 112-114]. Установлено, что N-гликозилазная 

реакция (удаление oxoG) и последующая реакция β-элиминирования (разрыв 

фосфодиэфирной связи с 3'-стороны от образовавшегося АР-сайта), протекают со 

скоростями, отличающимися друг от друга в несколько раз [115-117]. При этом 

лимитирующей стадией всего ферментативного процесса является реакция β-

элиминирования. Установлено, что OGG1 сканирует ДНК в поиске поврежденного 

основания, при этом сильно изгибая остов молекулы ДНК [118]. Фермент OGG1 способен 

высокоэффективно дискриминировать ДНК-субстраты, содержащие напротив oxoGua 

различные азотистые основания и наиболее специфичен к oxoG/C-паре [119, 120]. 

Мутации по аминокислотным остаткам, узнающим Cyt напротив oxoGua, не уменьшают 

активность фермента на паре oxoG/С и приводят к значительному увеличению активности 

фермента на парах oxoG/А, oxoG/Т и oxoG/G нуклеотидов [121]. Кроме того, было 

показано [113, 117, 120], что остаток oxoG, образующийся в N-гликозилазной реакции, 
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выступает как кофактор реакции β-элиминирования, осуществляемой OGG1. После 

разрыва N-гликозидной связи по механизму SN1 атом N9 остатка oxoG остается в форме 

аниона и присоединяет к себе протон от C2′-атома, инициируя тем самым реакцию β-

элиминирования.  

Аденин-ДНК-гликозилаза MutY была впервые идентифицирована в E.coli в качестве 

фермента, удаляющего аденин из пары A/G [122]. Гомологи MutY широко 

распространены в бактериях, однако у эукариот встречаются значительно реже [75]. 

Показано, что MutY входит в GO-систему, которая противодействует накоплению и 

мутагенному влиянию oxoG в ДНК [42, 123, 124]. Основная биологическая функция про- 

и эукариотических аденин-ДНК-гликозилаз заключается в удалении аденина, 

расположенного напротив oxoG [22, 125-127]. 

Метиладенин-ДНК-гликозилаза AlkA специфически удаляет такие повреждения как 

3mA и 7mG, а также, в гораздо меньшей степени, Hx и εA [128-131]. Кроме того, AlkA 

узнает алкилированные по кислороду О2-метилцитозин (2(O)mC) и О2-метилтимин 

(O(2)mT) [132], а также окисленные производные тимина, такие как 5-

гидроксиметилурацил (5hmU) и 5-формилурацил (5fU) [133]. В более поздней работе [134] 

было показано, что 5fU репарируется AlkA с такой же эффективностью, как и 7mG, 

являющимся одним из основных субстратов этого фермента, а 5hmU был исключен из 

списка субстратов. AlkA также удаляет из ДНК 8-метилгуанин (8mG), который является 

достаточно нестабильным алкилированным производным. В ходе исследований было 

выяснено, что эффективность репарации 8mG сравнима с эффективностью репарации 

7mG и зависит от типа основания, расположенного напротив повреждения [135]. Карман 

активного центра имеет форму туннеля, образованного ароматическими боковыми 

радикалами Phe18, Trp218, Tyr222, Tyr239, Trp272 и Tyr273. Предполагают, что AlkA имеет 

широкую субстратную специфичность за счет π-донорно-акцепторных взаимодействий 

этих аминокислотных остатков с поврежденными основаниями. Этот стерически 

нечувствительный метод узнавания повреждений позволяет AlkA располагать в активном 

центре алкилированные пиримидины и пурины [136, 137]. Эффективность удаления 

поврежденных оснований коррелирует с химической лабильностью N-гликозидной связи в 

дестабилизированных алкилированных основаниях, а не селективного узнавания и 

связывания субстратов. Считается, что AlkA может связывать поврежденные и 

неповрежденные основания похожим образом, но только нуклеотиды с ослабленной N-

гликозидной связью эффективно удаляются [138, 139]. Действительно, алкилированные 

основания, как 3,N4-этеноцитозин (εC) и 1,N6-этеноаденин (εA), которые не являются 
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электронно-дефицитными и имеют стабильную гликозидную связь, удаляются AlkA очень 

неэффективно [140, 141]. Кроме того, дополнительным фактором, увеличивающим 

эффективность AlkA к заряженным алкилированным повреждениям, является химический 

механизм ферментативной реакции. Гидролиз N-гликозидной связи происходит по 

механизму SN1 с образованием промежуточного карбокатиона остатка 2′-десоксирибозы и 

аниона основания, при этом каталитический остаток Asp238 стабилизирует карбокатион, а 

положительно заряженное поврежденное основание (например, 7mG) стабилизирует 

переходное состояние, повышая эффективность каталитической стадии [82, 142]. 

Еще одним ферментом, относящимся к HhH-GPD семейству ДНК-гликозилаз, 

является метилцитозин-связывающий домен 4 человека MBD4. MBD4 содержит два 

домена – метилцитозинсвязывающий и гликозилазный. Основная субстратная 

специфичность по отношению к U/G паре позволяет отнести MBD4 к урацил-ДНК-

гликозилазам. Однако фермент обладает активностью по отношению к Thy в паре с Gua, 5-

гидроксиметилурацилу (5hmU), 3,N
4
-этеноцитозину (εC) и ряду галоген-замещенных 

производных Ura [143, 144]. Присутствие метилцитозинсвязывающего домена в 

совокупности с активностью по отношению к продукту дезаминирования 5mC 

свидетельствуют об участии MBD4 в процессах активного деметилирования ДНК, 

имеющего большое значение в эпигенетической регуляции экспрессии генов. Как и в 

случае других ДНК-гликозилаз, гидролиз N-гликозидной связи происходит по механизму 

SN1 [83], в активном центре MBD4 оксокарбениевый интермедиат стабилизирован 

каталитическим остатком Asp534. 

Некоторые члены семейства HhH-GPD (Nth и MutY) содержат железосерный кластер 

типа [4Fe-4S]
2+

. Исследование свойств этого домена в ферментах репарации показало, что 

в белках данного класса он устойчив к окислению и восстановлению и осуществляет 

структурные функции, в отличие от железосерного кластера в электронпереносящих 

ферментах [145-148]. Nth содержит последовательность Cys-X6-Cys-X2-Cys-X5-Cys, 

которая формирует железосерный кластер. Белок MutY содержит последовательность 

Cys-X6-Cys-X2-Cys-X7-Cys, образующую железосерный домен, который является 

необходимым как для специфического распознавания субстрата, так и для каталитической 

активности фермента [146, 148-150]. Интересным оказалось то, что денатурированный 

белок, не содержащий железа, может ренатурировать при добавлении ионов железа с 

образованием активного фермента. Фермент, не содержащий железосерный домен, теряет 

каталитическую активность. Более того, он не связывается специфически с субстратом и 
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способен только к слабому узнаванию ДНК. Это говорит о критической роли этого домена 

для специфического узнавания поврежденной пары нуклеотидов. 

 

1.3.2. Семейство H2tH 

Семейство H2tH ДНК-гликозилаз содержит группу гомологичных ферментов, 

имеющих структурное и функциональное сходство с формамидопиримидин-ДНК-

гликозилазой (Fpg или MutM) и эндонуклеазой VIII (Endo VIII или Nei) [13, 64, 151]. Fpg 

способен удалять широкий спектр модифицированных пуринов и имеет высокую 

специфичность к oxoG и Fapy производным Gua и Ade [152, 153]. Кроме того, Fpg 

удаляет различные окисленные пиримидины, такие как 5-оксицитозин и 5-оксиурацил, 

продукты кольцевой фрагментации тимина, тимингликоль и 5,6-дигидротимин. В то же 

время Nei обладает субстратной специфичностью, аналогичной Nth семейства HhH-GPD, 

и удаляет из ДНК окисленные пиримидины [154]. Известны три эукариотических ДНК-

гликозилазы этого семейства: NEIL1, NEIL2 и NEIL3 [103, 155-159]. NEIL1 узнает 

широкий спектр поврежденных оснований, включающий Gh, Sp, Tg, 5-OHU, DHU, Fapy, 

DHT, 5fU, 5hmU, 5-OHC, остаток мочевины и АР-сайты [96, 160-169]. NEIL2 эффективно 

удаляет окисленные производные Cyt, 5-OHU, Gh и Ia, но не способен удалять Tg или 

oxoG [159, 163, 170, 171]. NEIL3 предпочитает различные окисленные пурины и 

пиримидины в одноцепочечной ДНК и ДНК, содержащей выпетливание [172-174]. 

ДНК-гликозилазы семейства H2tH являются бифункциональными ферментами и 

способны гидролизовать N-гликозидную связь поврежденного основания и 

катализировать последовательное расщепление фосфодиэфирных связей со стороны 3′- и 

5′-атомов углерода остатка 2′-дезоксирибозы путем β-элиминирования (АP-лиазная 

активность), что приводит к удалению остатка рибозы в форме 4-оксо-2-пентеналя и 

образованию однонуклеотидного пробела с остатками фосфатных групп на 3′- и 5′-концах 

ДНК [13, 175-178]. В качестве каталитически активного нуклеофила все ДНК-гликозилазы 

семейства H2tH используют N-концевой аминокислотный остаток Pro1, исключение 

составляет NEIL3, использующий Val1 [159, 175, 179, 180]. Показано, что ферменты 

состоят из двух доменов, соединенных гибким линкером [13, 151]. При этом N-концевой 

домен содержит характерный антипаралелльный β-слой, а С-концевой домен образован 

четырьмя -спиралями, две из которых входят в состав домена «спираль-два поворота-

спираль» (H2tH), а также две -складки, формирующие цинковый палец. ДНК связывается 

в положительно заряженной бороздке, расположенной на стыке двух доменов, что 

сопровождается «закрытием» доменов белка. При этом рибозо-фосфатный остов ДНК 



27 

 

изгибается в месте повреждения, а поврежденное основание выворачивается из дуплекса в 

активный центр фермента. Молекула белка претерпевает структурные изменения, 

связанные с перемещением некоторых аминокислотных остатков (Phe110, Arg108 и 

Met73, нумерация для Fpg из B. stearothermophilus) в полость дуплекса, образующуюся 

после выворачивания поврежденного основания. Узнавание поврежденного основания 

происходит за счет множественных взаимодействий между аминокислотными остатками, 

расположенными в ДНК-связывающей бороздке и активном центре, с рибозо-фосфатным 

остовом ДНК. 

 

1.3.3. Суперсемейство UDG 

Основными источниками урацила в ДНК являются процессы дезаминирования 

цитозина, в результате которого образуется пара G/U, и включения dUMP во время 

репликации ДНК. Репликация ДНК, содержащей урацил, приводит к мутации G/C → A/T. 

Оценка скорости спонтанного дезаминирования позволила оценить, что в геноме одной 

клетки человека, содержащей примерно 10
10

 пар оснований, ежедневно возникает 

несколько сотен оснований урацила [14]. Репарация урацила в ДНК проходит по пути 

эксцизионной репарации оснований, инициатором которого являются 

монофункциональные урацил-ДНК-гликозилазы [50, 80, 181, 182]. Урацил-ДНК-

гликозилазы были обнаружены практически во всех живых организмах: археях, 

бактериях, эукариотах и больших ДНК-вирусах. 

Суперсемейство характеризуется наличием консервативных структурных мотивов 

(N-концевой мотив A и C-концевой мотив B), которые присутствуют в большинстве этих 

ферментов [77]. Однако отличия в этих структурных элементах у ряда ферментов 

позволяет разделить суперсемейство на шесть структурных классов. Так, для классов I-V 

характерны отличия в консервативных участках, соответствующих каталитической петле 

(мотив А) и интеркалирующей петле (мотив В), содержащей специфический 

аминокислотный остаток Leu. Ферменты, входящие в классы IV-VI имеют четыре 

консервативных цистеиновых остатка, которые формируют железо-серный кластер [4Fe-

4S]. При этом в классе VI мотив А представлен HhH-доменом, а интеркалирующая петля 

отсутствует и мотив В представлен только [4Fe-4S] кластером. 

Нужно отметить, что в эукариотах представлены урацил-ДНК-гликозилазы классов 

I, II и III. Остальные три класса (IV-VI) найдены в термофильных и гипертермофильных 

эубактериях и археях. Эти ферменты могут удалять Ura из U/G мисматча, кроме того, 

члены классов IV и VI, но не класса V могут удалять Ura из одноцепочечной ДНК. Кроме 



28 

 

того, на сегодняшний день наиболее изученными урацил-ДНК-гликозилазами являются 

ферменты классов I, II и III. При этом совокупность структурных и биохимических 

данных, полученных для ферментов этих классов, позволила выявить общие особенности 

узнавания поврежденного нуклеотида и протекания каталитической стадии для всего 

суперсемейства UDG. 

 

1.3.3.1. Класс I 

Типичными представителями класса I являются про- и эукариотические ДНК-

гликозилазы Udg и UNG. Эти ферменты включают высоко консервативную 

аминокислотную последовательность, достигающую 40,3% между белками дрожжей и 

человека [183]. Нужно отметить, что за счет альтернативного сплайсинга и двух 

различных мест старта транскрипции в клетках высших эукариот выделяют 

митохондриальную UNG1 и ядерную UNG2 изоформы белка [184]. Основная 

биологическая функция членов класса I заключается в высокоспецифичном и селективном 

удалении основания Ura из ДНК, при этом эффективность удаления уменьшается в ряду 

ssU > U/G > U/A [185]. 

У членов класса I можно выделить пять консервативных мотивов: (1) каталитическая 

петля (мотив А); (2) Pro-богатая петля, которая отвечает за сжатие рибозофосфатного 

остова с 5′-стороны от повреждения; (3) Ura-специфический мотив; (4) петля Gly-Ser, 

которая сжимает рибозофосфатного остова с 3′-стороны от повреждения; (5) 

интеркалирующая петля, содержащая специфический аминокислотный остаток Leu, 

который встраивается в ДНК со стороны малой бороздки (мотив В). Для сравнения в 

таблице 2 приведена последовательность мотивов для урацил-ДНК-гликозилаз человека, 

E. coli и вируса коровьей оспы. 

Все ДНК-гликозилазы класса I эффективно удаляют основание Ura из 

одноцепочечной и двухцепочечной ДНК независимо от основания, расположенного 

напротив Ura в комплементарной цепи. Ферменты обладают высокой специфичностью по 

отношению к Ura и имеют незначительную активность по отношению к другим 

природным пиримидиновым основаниям ДНК (Cyt и Thy), а также к основанию Ura в 

РНК. Данные о структуре свободных ферментов и их комплексов с ДНК позволили 

определить строение кармана активного центра, в котором располагается поврежденное 

основание, и установить причины высокой селективности ферментов к основанию Ura 

[186-191]. 
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Таблица 2. Консервативные мотивы урацил-ДНК-гликозилаз E. coli, человека и вируса 

коровьей оспы, принадлежащих классу I* 

 Udg из E. coli hUNG vUNG 

Каталитическая 

петля 

62-GQDPYH-67 143-GQDPYH-148 66-GIDPYP-71 

Pro-богатая петля 84-AIPPS-88 165-PPPPS-169 84-FTKKS-88 

Ura-

специфический 

мотив 

120-LLLN-123 201-LLLN-204 117-IPWN-120 

Петля Gly-Ser 165-GS-166 246-GS-247 160-KT-161 

Интеркалирующая 

петля 

187-HPSPLSAHR-195 268-HPSPLSVYR-276 181-HPAARDR-187 

Аминокислотные 

остатки, входящие 

в активный центр 

D64, Y66, F77, N123, 

H187, L191 

D145, Y147, F158, 

N204, H268, L272 

D68, Y70, F79, 

N120, H181, R185 

* Согласно кристаллическим структурам PDB ID 2EUG, 1AKZ и 4DOF для Udg из E. coli , 

hUNG и vUNG соответственно. 

 

Ura-связывающий карман активного центра состоит из аминокислотных остатков, 

входящих в разные консервативные мотивы фермента. Например, у Udg из E. coli Ura-

связывающий карман образован остатками Gln63, Asp64 и Tyr66 (каталитическая петля), 

Phe77 (активный центр), Ser88 (Pro-богатая петля), Asn123 (Ura-специфический мотив) и 

His187 (интеркалирующая петля) (рис. 3). 

Ura-связывающий карман не способен разместить большие пуриновые основания из-

за его компактного размера, что способствует повышению специфической селективности 

фермента. Дискриминация Thy и других С5-замещенных пиримидиновых оснований 

достигается за счет консервативного остатка Tyr66 (Udg из E. coli), который расположен 

рядом с C5 положением пиримидинового нуклеотида. Расстояние между атомом Cδ1 

Tyr66 и C5 Ura составляет 3,5 Å (PDB ID 2EUG), поэтому присутствие метильной группы 

или другого объемного заместителя в этом положении приводит к значительным 

стерическим затруднениям. Действительно, замена Y147A у hUNG (аналог Tyr66 у Udg из 

E. coli) приводит уменьшению селективности по отношению к Ura и появлению 

способности удалять Thy [192, 193]. 
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Дискриминация Cyt основана на образовании сети специфических водородных 

связей, которые образуются с атомами O2, N3 и O4 основания Ura, но не с основанием 

Cyt. Основную роль в данном случае играет остаток Asn123 (Udg из E. coli), боковая 

амидная группа которого образует контакты с N3 и O4 основания Ura. Введение замены 

N204D у hUNG (аналог Asn123 у Udg из E. coli) приводит к появлению активности по 

отношению к основанию Cyt [192, 193]. 

 

 

 

Рис. 3. Структура Ura-связывающего кармана Udg из E. coli (PDB ID 2EUG). Водородные связи и 

ван-дер-ваальсовые контакты аминокислотных остатков и Ura показаны пунктирной линией 

(расстояния приведены в Å). 

 

Таким образом, высокая селективность ферментов класса I к основанию Ura 

достигается за счет множественных специфических контактов в кармане активного центра 

фермента. Поэтому, можно предположить, что специфический поиск Ura в ДНК должен 

включать тестовое выворачивание нуклеотидов в активный центр. 

Данные, полученные на основе Рамановской спектроскопии, показывают, что 

неспецифическое связывание неповрежденной ДНК приводит к компрессии дуплекса за 

счет уплотнения стэкинга между азотистыми основаниями [194]. Компрессия дуплекса 

вызвана взаимодействием Pro-богатой петли с цепью дуплекса, расположенной с 5'-

стороны от уридина, и «встречным» взаимодействием интеркалирующей и Gly-Ser петель 

с цепью дуплекса, расположенной с 3'-стороны от уридина [189]. При этом гидроксильные 

боковые группы трех консервативных остатков Ser169, Ser247 и Ser270 (hUNG), по 

одному в каждом из перечисленных мотивов участвуют в формировании полярных 

контактов с рибозофосфатным остовом поврежденной цепи дуплекса. В комплексе 
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фермент-ДНК также образуются гидрофобные контакты с остатками Pro167, Pro168, 

Pro271 и Ser273 (hUNG). 

Показано [195, 196], что при связывании ДНК, содержащей Ura, также наблюдается 

эффект сжатия ДНК, который вызван взаимодействием остатков Ser88 и Ser189 (Udg из E. 

coli) с фосфатными группами с 5'- и 3'-стороны от уридина. Показано, что замена остатков 

Ser88, Ser189 и Ser192 приводит к значительной потере каталитической активности, что 

свидетельствует об их роли в процессе узнавания поврежденного нуклеотида [197]. При 

этом остатки Asn123 и His187 образуют сеть водородных связей с урацилом и 

ответственны за «вытягивание» основания из дуплекса ДНК. Замена этих аминокислот на 

глицин (особенно остаток Asn123) приводила к замедлению стадии выворачивания 

урацила [198]. Роль остатка Leu191, находящегося на месте вывернутого урацила в 

дуплексе ДНК, подверглась особому анализу, поскольку существует несколько 

возможных вариантов действия этой аминокислоты [182, 188]. С одной стороны, Leu191 

может вытеснять урацил из двойной спирали, с другой – встраиваться в дуплекс уже после 

выворачивания урацила и тем самым стабилизировать внеспиральное положение 

основания. Замены L191A и L191G приводили к резкому уменьшению скорости 

выворачивания основания Ura из дуплекса, что свидетельствует об активном участии 

Leu191 в выворачивании поврежденного нуклеотида. 

На основании данных [199] был предложен механизм специфического узнавания 

повреждения, который включает неспецифическое связывание ферментом ДНК-субстрата. 

Следует отметить, что ДНК-связывающий центр ферментов UNG образует контакты 

преимущественно с рибозо-фосфатным остовом цепи ДНК, содержащей основание Ura. В 

этом комплексе происходит локальное сжатие фосфатных групп одной из цепей ДНК. 

Встраивание остатка Leu191 (Udg из E. coli) со стороны малой бороздки ДНК приводит к 

выворачиванию Ura из двойной спирали в активный центр фермента, в котором 

происходит верификация повреждения путем образования сети контактов между 

аминокислотными остатками Ura-связывающего кармана и азотистым основанием. 

Образование каталитически компетентного состояния приводит к расщеплению N-

гликозидной связи с образованием промежуточных интермедиатов: катиона оксокарбения 

и аниона основания Ura. При этом отрицательный заряд аниона Ura стабилизируется 

водородной связью с His187 (Udg из E. coli). Последующая атака молекулой воды, 

активированной остатком Asp64 (Udg из E. coli) за счет оттягивания протона и 

формирования гидроксильного иона, приводит к образованию АР-сайта и свободного 

основания Ura. 
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1.3.3.2. Класс II 

В качестве представителей класса II можно выделить мисматч-специфическую 

урацил-ДНК-гликозилазу MUG из E. coli и тимин-ДНК-гликозилазу человека TDG. Эти 

ферменты активны по отношению к U/G и T/G мисматчам, но практически неактивны по 

отношению к паре U/A [200, 201]. Нужно отметить, что биологической функцией TDG 

помимо удаления оснований Ura и Thy из мисматчей и защиты от возникновения мутаций 

является регуляция экспрессии генов за счет активного деметилирования ДНК [202-204]. 

Известно, что 5-метилцитозин (5mCyt), образующийся при специфическом 

метилировании ДНК высших эукариот [205], является важным маркером экспрессии 

генов, инактивации Х-хромосом и подавления транспозонов и ряда других процессов 

развития организма [206-208]. В клетках млекопитающих деметилирование 5mCyt 

происходит либо путем его дезаминирования ферментами AID/APOBEC с образованием 

мисматча T/G [202, 209, 210], либо путем специфического окисления метильной группы 

5mCyt ферментами TET с образованием 5-гидроксиметицитозина (5hmCyt), 5-

формилцитозина (5fCyt) и 5-карбоксицитозина (5caCyt) [211-214]. Было показано, что 

TDG удаляет основания Thy, 5fCyt, 5caCyt, расположенные напротив Gua примерно с 

одинаковой эффективностью [215, 216]. 

Ферменты, принадлежащие классу II, имеют структурное сходство с ферментами 

класса I. Однако представители этих классов имеют низкую степень гомологии 

аминокислотной последовательности и используют различные механизмы узнавания 

поврежденного нуклеотида [200, 217-221]. 

Нужно отметить, что консервативная для класса I каталитическая петля (-GQDPY-) 

отличается для ферментов класса II (-GINPG-). Замена остатка Tyr, который обеспечивает 

селективность ферментов класса I к основанию Ura за счет стерических затруднений с 

заместителями в С5-положении, на остаток Gly у ферментов класса II приводит к 

появлению активности в отношении основания Thy [200]. Дискриминация основания Cyt в 

активном центре происходит благораря образованию водородных связей с остатком 

Asn191 (TDG), также как у ферментов класса I. 

Замена консервативного каталитического остатка Asp у ферментов класса I на 

остаток Asn в классе II (-GINPG- вместо -GQDPY-) свидетельствует об изменении 

каталитического механизма. Роль карбоксильной группы Asp у ферментов класса I 

заключается в связывании и активации молекулы воды. В то же время амидная группа Asn 

у ферментов класса II может координировать молекулу воды, но не способна ее 

активировать [188]. Кроме того, замена N140D (TDG) приводит к уменьшению 



33 

 

каталитической активности, хотя отрицательно заряженный Asp должен стабилизировать 

промежуточный карбокатион, как это показано для ферментов класса I. Поэтому можно 

предположить, что ферменты класса II катализируют гидролиз N-гликозидной связи по 

механизму SN2 [222]. 

В каталитическом механизме, установленном для ферментов класса I, 

консервативный остаток His268 (hUNG) интеркалирующей петли (-HPSPLSVYR-) 

стабилизирует отрицательный заряд промежуточного аниона основания Ura за счет 

образования водородной связи с атомом O2 Ura [62, 186]. У ферментов класса II остаток 

His заменен на Met (прокариотические ДНК-гликозилазы MUG) или Asn (ДНК-

гликозилазы млекопитающих TDG) [200]. 

Кроме того, представители класса II, в отличие от класса I, взаимодействуют с 

комплементарной цепью ДНК, более того эти ферменты проявляют активность только на 

двухцепочечной ДНК. Такие дополнительные взаимодействия с комплементарной цепью 

обеспечивают специфичность по отношению к основанию, расположенному напротив 

поврежденного нуклеотида и увеличивают селективность ферментов по отношению к 

мисматчам U/G и T/G [204]. Было показано, что три аминокислотных остатка 

интеркалирующей петли Gly143, Leu144 и Arg146 (MUG из E. coli) встраиваются в 

дуплекс ДНК со стороны малой бороздки и выступают в роли клина, выталкивающего 

основание Ura в активный центр фермента [200]. За счет образования специфических 

водородных связей между остатками Gly143 и Ser145 (MUG из E. coli) и основанием Gua 

происходит имитация Уотсок-Криковских контактов в фермент-субстратном комплексе. 

Однако в случае TDG в роли клина выступает остаток Arg275, замена которого на Ala или 

Leu приводит к значительному снижению каталитической активности TDG [223, 224]. 

В работе [225] был предложен механизм действия TDG, включающий образование 

неспецифического первичного комплекса. По-видимому, в этом комплексе, как и в случае 

ферментов класса I, происходит образование контактов между ДНК-связывающим 

центром фермента и рибозофосфатным остовом, которые способствуют локальному 

нарушению структуры дуплекса. В случае присутствия основания Ura под действием 

интеркалирующих аминокислотных остатков происходит его выворачивание в активный 

центр фермента. При этом в кармане активного центра происходит специфическое 

узнавание основания Ura, а встраивание в дуплекс аминокислотных остатков, 

взаимодействующих с основанием, расположенным в комплементарной цепи, 

обеспечивает высокую селективность к паре U/G. 
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Несмотря на описанные отличия активных центров ферментов, принадлежащих 

классу I и II, которые приводят к значительным отличиям как механизма специфического 

узнавания повреждения, так и каталитической эффективности этих ферментов, их общей 

особенностью является выворачивание удаляемого основания Ura (а также Thy и других в 

случае TDG) в активный центр. 

 

1.3.3.3. Класс III 

Еще один класс урацил-ДНК-гликозилаз, отличающийся от класса I, включает 

ферменты SMUG (Single-strand specific Monofunctional Uracil-DNA Glycosylase) [226-228]. 

Представители урацил-ДНК-гликозилаз класса III найдены только в высших эукариотах 

[79, 229]. Первоначально было установлено, что члены этого класса высокоселективны по 

отношению к одноцепочечной ДНК [228], но позже было обнаружено, что они обладают 

высокой активностью в отношении двухцепочечных ДНК-субстратов, содержащих U/G и 

U/A пары [79, 229]. Ферменты также способны удалять окисленный 5-

гидроксиметилурацил (5hmUra), 5-формилурацил (5fUra) и 5-гидроксиурацил (5hoUra), но 

в отличие от ферментов класса II неактивны по отношению к Thy (5-метилурацил) [226, 

230-233]. 

Интересно отметить (рис. 4а), что выравнивание консервативных мотивов А и В для 

классов I, II и III показало, что интеркалирующая петля у класса III содержит 

консервативный для класса I остаток His239 (hSMUG1). В то время как каталитическая 

петля содержит остаток Asn85 (hSMUG1), координирующий молекулы воды, который 

консервативен в классе II (рис. 4б) [14, 50, 77]. Мутационный и структурный анализ 

показали, что в hSMUG1 Asn85 и His239 принимают участие в каталитической реакции 

гидролиза N-гликозидной связи. 

Высокая селективность по отношению к основанию достигается за счет образования 

множественных контактов с аминокислотными остатками, формирующими карман 

активного центра. В hSMUG1 последовательность 239–249 служит клином, проникающим 

в двойную спираль ДНК [79, 232, 234]. Phe98 образует стэкинг с вывернутым 

пиримидиновым основанием и стабилизирует его расположение в кармане активного 

центра. При этом происходит образование водородных связей между остатком Asn163 и 

основанием, которое отвечает за дискриминацию Ura и Cyt. Область Gly87-Met91 

отвечает за узнавание заместителя в C5-положении пиримидина либо через образование 

водного мостика (в случае Ura), либо через образование прямых водородных связей (в 

случае 5hoUra, 5hmUra и 5fUra) (рис. 4б) [232]. 
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Образование каталитического комплекса приводит к расщеплению N-гликозидной 

связи поврежденного основания по диссоциативному SN1 механизму, аналогично 

ферментам класса I [232, 235]. 

 

а 

 

б 

 

 

 

Рис. 4. (а) Выравнивание последовательности каталитической и интеркалирующей петель для 

представителей I, II и III классов (номера соответствуют аминокислотным остаткам hSMUG1). (б) 

Взаимодействия функционально важных остатков в кармане активного центра hSMUG1, 

консервативные области класса I и II показаны квадратными скобками. Водородные связи Asn85, 

Asn163 и His239 с основанием Ura и молекулой воды обозначены пунктирными линиями. Phe98 

образует стэкинг с основанием Ura. В области С5-положения Ura расположен остаток Gly87. 

 

1.3.4. Семейство Endo V 

Ультрафиолетовый свет приводит к повреждению оснований ДНК по нескольким 

механизмам, включая как генерирование АФК, которые приводят к окислительному 

повреждению оснований, так и образование продуктов фотолиза, наиболее часто 

приводящих к образованию циклобутановых пиримидиновых димеров. Пиримидиновые 

димеры в ДНК удаляются ДНК-фотолиазой, которая восстанавливает циклобутановое 

кольцо, используя энергию видимого света [236]. Однако у бактериофагов семейств 

Myoviridae (T4, RB69, RB70, 44RR2.8t, KVP40) и Phycodnaviridae (Chlorella virus) 

обнаружена ДНК-гликозилаза (T4 Endo V), обладающая специфичностью к 

пиримидиновым димерам и инициирующая их удаление по пути эксцизионной репарации 
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оснований [237-241]. Нужно отметить, что подобная последовательность, кодирующая 

белок, была также обнаружена в геноме ряда бактерий Brucella, Prochlorococcus, 

Bordetella, Haemophilus, Pasteurella [242-244]. Кроме того, фермент, обладающий 

специфичностью к пиримидиновым димерам, обнаружен у Micrococcus luteus [245-247], 

Bacillus sphaericus [248], Neisseria mucosa [249] и Paramecium bursaria chlorella virus-1 

[250-253]. 

Установлено, что Т4 Endo V гидролизует N-гликозидную связь 5′-пиримидинового 

остатка в димере. Между образовавшимся АР-сайтом и N-концевым остатком Thr2 

формируется основание Шиффа, которое приводит к удалению 3′-фосфатной группы по 

реакции β-элиминирования [254, 255]. Показано, что Glu23 является донором протона в 

процессе каталитической реакции, а остатки Arg3, Arg22 и Arg26 обеспечивают 

электростатическую стабилизацию каталитического комплекса [256-258]. 

Установлены кристаллические структуры свободного фермента Т4 Endo V [259, 

260], комплекса неактивной мутантной формы с ДНК, содержащей пиримидиновый димер 

[261] и ковалентного комплекса фермента с ДНК, содержащей АР-сайт [262]. Показано, 

что фермент, состоящий из 138 аминокислотных остатков, содержит три α спирали, 

которые располагаются параллельно двойной спирали ДНК в фермент-субстратном 

комплексе. Фермент образует множественные контакты с рибозофосфатным остовом 

ДНК. Причем с 3′-стороны от повреждения образуются контакты с поврежденной цепью 

дуплекса, в то время как с 5′-стороны от повреждения фермент взаимодействует с 

комплементарной цепью, что приводит к изгибу ДНК-дуплекса в области повреждения 

примерно на 60°. В каталитическом комплексе фермент выворачивает аденозин, 

расположенный напротив тиминового димера, для того, чтобы обеспечить доступ 

каталитического аминокислотного остатка Thr2 к С1′-атому 5′-Thy в димере. Вывернутое 

основание Ade располагается в гидрофобном кармане фермента, при этом фермент не 

образует специфических контактов ни с основанием Ade, ни с 3′-Thy в димере. Следует 

отметить, что выворачивание основания в случае данного структурного семейства 

обеспечивает доступ каталитических аминокислотных остатков к поврежденному 

нуклеотиду, но не служит для специфического узнавания повреждения, как было показано 

для других структурных семейств [263]. 

Поиск и узнавание повреждения, скорее всего, происходит в ходе 1D-диффузии 

фермента вдоль двойной спирали ДНК с образованием контактов между заряженными 

аминокислотными остатками на поверхности белка и рибозофосфатным остовом [264, 

265]. Известно, что образование примидинового димера приводит к нарушению стэкинга 
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между комплементарными основаниями Ade и небольшому изгибу ДНК примерно на 10°, 

а в фермент-субстратном комплексе изгиб достигает 60° [266-268]. Специфичность к 

данному повреждению, вероятно, достигается за счет того, что поврежденная ДНК 

способна принимать фермент-индуцированный изгиб. При этом Т4 Endo V также 

связывает ДНК, содержащую AP-сайты, что свидетельствует о том, что встраивание 

каталитического аминокислотного остатка Thr в дуплекс также играет важную роль в 

процессе специфического узнавания поврежденного нуклеотида [269]. 

 

1.3.5. Семейство AAG 

В настоящее время известно большое число алкилированных аддуктов ДНК, 

которые возникают как в ходе клеточного метаболизма, так и при химиотерапии [270-

272]. Атомы N7 и N3 пуриновых оснований, расположенные в большой и малой 

бороздках двойной спирали, наиболее часто вступают в реакцию с электрофилами, 

приводящими к алкилированию азотистых оснований. Причем N7-положение гуанина 

является наиболее нуклеофильным [273]. Нужно отметить, что N7-алкилирование гуанина 

приводит к появлению положительного заряда и дестабилизации N-гликозидной связи. В 

результате этого происходит спонтанная апуринизация или раскрытие пуриноваго кольца 

с образованием например, 5-N-метил-2,6-диамино-4-гидроксиформамидопиримидина 

(mFapyG). N-Гликозидная связь N3-метиладенина (3mAde) также неустойчива и имеет 

период полураспада примерно 24 ч при 37°C [274]. Активные формы альдегидов и 

эпоксидов, образующиеся в результате перекисного окисления липидов, приводят к 

образованию этеноаддуктов азотистых оснований, таких как 1,N6-этеноаденин (εA), 1,N2- 

и N2,3-этеногуанин (1,N2-εG и N2,3-εG) и 3,N4-этеноцитозин (εC) [275, 276]. В целом, 

алкилированные повреждения ДНК вызывают геномную нестабильность вследствие 

мутаций и разрывов цепей ДНК. Кроме того, цитотоксический эффект 3mAde вызван 

нарушением контактов между ДНК-полимеразой и N3-положением Ade в малой бороздке 

[277, 278]. 

ДНК-гликозилазы, специфичные к алкилированным повреждениям ДНК, были 

обнаружены во всех живых организмах от архей и бактерий до высших эукариот. 

Структурное строение алкилпурин-ДНК-гликозилаз позволяет разделить эти ферменты на 

три структурных семейства: 1) семейство AAG, включающее алкиладенин-ДНК-

гликозилазу человека, 2) семейство ALK, включая прокариотические ДНК-гликозилазы 

AlkC и AlkD и 3) семейство HhH-GPD, содержащее все остальные алкиладенин-ДНК-

гликозилазы [82, 142, 279, 280]. Несмотря на разную архитектуру, AAG и ферменты 
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семейства HhH-GPD имеют структурно подобные активные центры, содержащие 

функционально гомологичные аминокислотные остатки, взаимодействующие с 

вывернутым азотистым основанием. Тогда как ферменты семейства ALK значительно 

отличаются как по структуре, так и по механизму узнавания повреждения (см раздел 

Семейство ALK) [281]. 

Алкиладенин-ДНК-гликозилаза человека (AAG) узнает в ДНК алкилированные 

основания, такие как 3mAde и 7mGua, циклические аддукты ɛA и ɛG, а также 

дезаминированный гуанин (гипоксантин, Hx) и деазотированное производное гуанина 

(оксанин Oxa), и удаляет их путем гидролиза N-гликозидной связи [141, 282-289]. Одним 

из нерешенных в настоящее время вопросов является природа механизма, 

обеспечивающего специфическое узнавание широкого спектра поврежденных оснований 

[290-292]. 

Анализ кристаллических структур комплексов AAG с ДНК [280, 290] показал, что в 

процессе образования каталитически активного фермент-субстратного интермедиата 

происходит ряд конформационных перестроек фермента и ДНК-субстрата, результатом 

которых может являться специфическая дискриминация между поврежденными и 

неповрежденными основаниями. Установлено, что ДНК-связывающий центр фермента 

состоит из основных аминокислотных остатков, боковые цепи которых образуют 

электростатические контакты с рибозофосфатным остовом с каждой из сторон 

относительно поврежденного нуклеотида. В каталитическом комплексе основание εA 

вывернуто из двойной спирали и расположено в кармане активного центра между 

остатками Tyr127 и Tyr159, с которыми образует стэкинг. Кроме того, образуется 

водородная связь между атомом N амидной связи основной цепи His136 и атомами N6 или 

О6 в εA и Hx соответственно [290]. При этом остаток Tyr162 встраивается в ДНК-дуплекс 

со стороны малой бороздки и стабилизирует внеспиральное положение поврежденного 

основания. 

Нужно отметить, что эффективность образования фермент-субстратного комплекса 

значительно отличается для ДНК, содержащей различные типы повреждений [284, 293-

295]. Так, например, основания εA и Hx образуют одинаковые специфические контакты в 

активном центре фермента. Тем не менее, площадь ван-дер-ваальсовых взаимодействий 

εA с «сэндвичем» из остатков Tyr127 и Tyr159 должна быть больше, чем в случае Hx. Это 

приводит к тому, что AAG более эффективно связывает ДНК, содержащую εA по 

сравнению с ДНК, содержащей Hx. 
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Кроме того, скорость гидролиза N-гликозидной связи у разных повреждений также 

значительно отличается. Одним из факторов высокой ферментативной активности AAG 

по отношению к алкилированным субстратам по сравнению с неалкилированными 

является результатом повышенной лабильности гликозидной связи в некоторых 

поврежденных основаниях [296, 297]. Так, заряженные основания, например 7mGua и 

3mAde, удаляются AAG с большей эффективностью, чем незаряженные основания, 

например, εA и Hx [284, 298, 299]. Было показано [300, 301], что гидролиз N-гликозидной 

связи происходит по механизму SN1 и включает образование катиона оксокарбения и 

аниона основания. Поэтому в случае положительно заряженных оснований 7mGua и 

3mAde сразу происходит образование нейтрального основания, что стабилизирует 

переходное состояние и увеличивает скорость гидролиза. 

Показано [284, 287, 298, 302], что эффективность удаления повреждений 

значительно зависит как от типа основания, расположенного напротив повреждения, так и 

от природы оснований, расположенных с 3′- и 5′-стороны от повреждения. Однако для 

разных повреждений и по данным из разных источников эта зависимость значительно 

отличается. Так, например, для Hx эффективность его удаления в зависимости от типа 

основания, расположенного напротив, уменьшается в ряду T>C>A>G [284] или T>G>C>A 

[287, 298], в то время как для εA получен ряд A>C>G>T [284] или C>A>T>G [298]. 

Поскольку каталитическая стадия происходит после выворачивания поврежденного 

основания из ДНК, необходимо принимать во внимание соотношение между 

стабильностями пар в случае различных оснований, расположенных напротив 

повреждения. Известно [303], что Hx образует по две водородные связи со всеми 

природными основаниями. Однако термическая стабильность модельных дуплексов [303], 

содержащих различные основания напротив Hx, увеличивалась в ряду: G>T>A>C. 

Необходимо отметить, что ферментативная активность AAG по отношению к Hx 

уменьшается в ряду T>G>C>A. Таким образом, на эффективность действия фермента, 

помимо стабильности модифицированных пар нуклеотидов, должны оказывать влияние 

дополнительные факторы. Среди них можно отметить тот факт, что, хотя фермент не 

образует прямые контакты с Thy, расположенным напротив повреждения, но атом O 

карбонильной группы Tyr162 находится в непосредственной близости от атома О2 Thy 

(2.4 Å (1F6O, [280]) и 2.5 Å (1EWN, [290])). Поэтому, скорее всего, стерические контакты 

между остатком Tyr162 и основаниями, расположенными напротив повреждения, также 

являются дополнительным фактором дискриминации. Кроме того, недавно была получена 

структура AAG с одноцепочечным олигонуклеотидом, содержащим 3,N4-этеноцитозин 
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[292]. Авторы предположили, что на начальных стадиях узнавания Tyr162 может 

образовывать стэкинг с основанием, расположенным в комплементарной цепи. 

Совокупность перечисленных взаимодействий, скорее всего, обеспечивает 

дискриминацию различных оснований, расположенных напротив повреждения. 

 

1.3.6. Семейство ALK 

Недавно в B. cereus были идентифицированы две алкилпурин-ДНК-гликозилазы 

AlkC и AlkD, которые проявляли высокою специфичность к 3mA и 7mG, и представляли 

новое структурное семейство ДНК-гликозилаз [304-306]. Белок AlkD полностью состоит 

из повторов HEAT – параллельных пар коротких α-спиралей, которые обычно участвуют 

во взаимодействиях с белками, а не нуклеиновыми кислотами. AlkD является первым 

белком, имеющим подобное строение, взаимодействующим с ДНК и имеющим 

ферментативную активность [281]. Кристаллические структуры AlkD в комплексе с ДНК 

показали, что ДНК связывается в положительно заряженном канале фермента, при этом 

цепь дуплекса, содержащая поврежденный нуклеотид, расположена с противоположной 

стороны от поверхности ДНК-связывающего центра [307-309]. Три аминокислотных 

остатка активного центра Asp113, Trp109 и Trp187 взаимодействуют с остатком 2′-

дезоксирибозы нуклеотида, комплементарного повреждению. Индольные кольца обеих 

боковых цепей Trp образуют серию С-H/π-взаимодействий с остатком 2′-дезоксирибозы 

неповрежденного нуклеотида, что приводит к потере комплементарных взаимодействий с 

повреждением и локальному плавлению цепей дуплекса. Было показано, что в ходе 

реакции поврежденное основание сохраняет стэкинг в дуплексе, не выворачивается и не 

образует прямых контактов с белком. Таким образом, для узнавания поврежденного 

нуклеотида AlkD не использует специфические контакты с самим повреждением, а 

реакция гидролиза N-гликозидной связи происходит спонтанно [309]. 

 

1.4. Классификация АР-эндонуклеаз 

AP-эндонуклеазы гораздо менее многочисленны, чем ДНК-гликозилазы и делятся на 

два структурных семейства на основании сходства с прокариотическими ферментами: 

экзонуклеазой III (Exo III или Xth) и эндонуклеазой IV (Endo IV или Nfo) (таблица 3) [9]. 

Члены семейства Xth в основе структуры имеют двухслойный β-лист, фланкированный α-

спиралями, и являются Mg
2+

-зависимыми ферментами [310]. Члены семейства Nfo 

содержат структурное ядро в виде β-бочонка, окруженное α-спиралями и имеют в 

активном центре три иона металла [311]. 
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Впервые Xth был описан как 3′→5′ экзонуклеза, позже было установлено, что Xth 

обладает АР-эндонуклеазной, 3′-фосфатазной, 3′-фосфодиэстеразной активностями [312]. 

Xth способен узнавать в ДНК не только АР-сайт, но и ряд его структурных аналогов, 

таких как восстановленный или окисленный AP-сайт или мочевино-

дезоксирибонуклеотидов, а также некоторые поврежденные азотистые основания [313, 

314]. 

Nfo также является металлоферментом, но, в отличие от Xth, в качестве кофактора 

содержит три иона Zn
2+

, прочно связанных в активном центре фермента [315]. Однако Nfo 

не имеет экзонуклеазной активности, но имеет специфичность к ряду поврежденных 

азотистых оснований [171, 316, 317]. 

Все живые организмы имеют одну или две АР-эндонуклеазы, являющиеся 

гомологами Nfo или Xth. Так, например, установлено, что в дрожжах в качестве основной 

АР-эндонуклеазы выступает гомолог Nfo (Apn1p), тогда как гомолог Xth (Apn2p) является 

дополнительным ферментом [21, 318]. У млекопитающих обнаружены две AP-

эндонуклеазы APE1 и APE2, которые являются гомологами фермента Xth [313, 315, 319]. 

APE1 обладает высокой АР-эндонуклеазной активностью, однако 3′→5′ экзонуклезная 

активность APE1 значительно ниже, чем у Xth [7, 9, 313, 320-322]. Кроме AP-сайтов APE1 

также узнает в ДНК некоторые поврежденные азотистые основания, такие как DHU, DHT, 

5hoU, U, εA, αA, αС, αТ, 5-гидроксигидантоин, 5-гидрокси-5-метилгидантоин и другие 

[171, 323, 324]. Установлено, что 3′→5′ экзонуклезная активность APE2 выше, чем его AP-

эндонуклеазная активность и может представлять собой основную биологическую 

функцию этого фермента [325]. 

Необходимо отметить, что каталитический механизм гидролиза 5′-фосфодиэфирной 

связи установлен для представителей как семейства Xth [315, 326, 327], так и семейства 

Nfo [311, 328, 329]. Показано, что реакция гидролиза 5′-фосфодиэфирной связи 

начинается с нуклеофильной атаки фосфатной группы атомом кислорода воды, что 

сопровождается образованием переходного комплекса, содержащего атом фосфора, 

связанный с пятью атомами кислорода. Последующий разрыв связи P-O3′ приводит к 

образованию гидроксильной и фосфатной групп на 3′- и 5′-концах разрыва. 

Несмотря на то, что АР-эндонуклеазы семейств Xth и Nfo имеют близкую 

субстратную специфичность, они значительно отличаются механизмами узнавания 

повреждений ДНК. Согласно рентгеноструктурным данным [311, 328], в комплексе Nfo с 

ДНК, содержащей F-сайт, рибозофосфатный остов дуплекса изогнут примерно на 90°, а 

поврежденный нуклеотид вывернут в активный центр фермента. Кроме того, нуклеотид, 
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расположенный напротив повреждения, также вывернут из двойной спирали. Карман 

активного центра Nfo стерически исключает связывание нормальных нуклеотидов в β-

конфигурации, но не α-аномерных нуклеотидов. Напротив, в комплексе APE1 с ДНК угол 

изгиба рибозофосфатного остова составляет только ~35°. При этом также происходит 

выворачивание поврежденного нуклеотида в активный центр, а нуклеотид, 

расположенный напротив повреждения, сохраняет стэкинг с соседними основаниями в 

дуплексе ДНК [327]. 
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Таблица 3. Структурные семейства АР-эндонуклеаз 

Структурное 

семейство 

Xth Nfo 

Структура 

представителя 

(номер в базе 

данных 

PDB)* 

(1DE8) 
(1QUM) 

* Нуклеотид, удаляемый в ходе ферментативного процесса, окрашен в синий цвет, нуклеотид, расположенный в комплементарной 

цепи напротив удаляемого, окрашен в черный цвет. 
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1.5. Заключение 

Общий механизм эксцизионной репарации оснований включает в себя удаление 

поврежденного азотистого основания ДНК-гликозилазами. Безусловно, ДНК-гликозилазы, 

узнающие различные модифицированные и неправильно спаренные основания и 

инициирующие ферментативный цикл восстановления повреждения, играют важную роль 

в сохранении целостности ДНК. После действия гликозилаз, АР-эндонуклеаза 

гидролизует фосфодиэфирную связь с 5′-стороны от АР-сайта с образованием 3'-

гидроксильной группы. Кроме того, способность АР-эндонуклеазы узнавать не только АР-

сайт, но и ряд поврежденных азотистых оснований позволяет рассматривать и сравнивать 

функциональные особенности ДНК-гликозилаз и АР-эндонуклеаз как ферментов, 

обладающих специфическими механизмами узнавания повреждений в ДНК. Основная 

задача этих ферментов состоит в том, чтобы быстро и точно определить местоположение 

модифицированного основания или АР-сайта и инициировать процесс репарации. 

В ходе последних трех десятилетий проводились исследования различных 

представителей ферментов репарации ДНК, направленные на понимание того, каким 

образом происходит поиск и узнавание единичных повреждений азотистых оснований 

ДНК среди огромного числа немодифицированных оснований, какую роль играют 

конформационные изменения в ферменте и ДНК в узнавании и превращении субстрата. 

Однако до настоящего времени одной из актуальных проблем в области репарации ДНК 

остается выяснение механизмов, обеспечивающих высокоточное узнавание 

поврежденных оснований. 

В обзоре литературы представлена структурная классификация ДНК-гликозилаз и 

АР-эндонуклеаз, которая направлена на выяснение общих закономерностей узнавания 

повреждений этими ферментами. Несмотря на то, что ДНК-гликозилазы и АР-

эндонуклеазы разных семейств имеют совершенно разную структуру ДНК-связывающего 

центра, активного центра и функциональных групп аминокислотных остатков, 

участвующих в специфическом узнавании поврежденного нуклеотида и катализе, 

практически все они обладают общими особенностями при взаимодействии с 

субстратами. Например, все ДНК-гликозилазы (за исключение недавно открытого 

семейства ALK) и АР-эндонуклеазы, для которых в настоящее время установлена 

структура, изгибают ДНК и выворачивают поврежденный нуклеотид либо 

комплементарный к нему из двойной спирали ДНК. При этом, как правило, 

поврежденный нуклеотид располагается в кармане активного центра фермента, где 

происходит его окончательная верификация. В образовавшуюся полость в дуплексе ДНК 
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встраиваются некоторые аминокислотные остатки фермента, которые могут выступать 

как в роли специфического «клина», выталкивающего поврежденный нуклеотид, так и в 

качестве неспецифических остатков, стабилизирующих внеспиральное положение 

нуклеотида. 

Значительные конформационные перестройки фермента и ДНК, скорее всего, 

обусловлены необходимостью адаптировать конформацию активного центра к 

специфическому для данного фермента повреждению и хорошо согласуются с моделью 

индуцированного соответствия, подразумевающей последовательные конформационные 

изменения фермента и субстрата, которые приводят к образованию каталитически 

компетентного состояния и протеканию каталитических стадий. Поэтому существенный 

вклад в понимание механизмов специфического фермент-субстратного взаимодействия 

могут внести исследования предстационарной кинетики и термодинамики 

ферментативного процесса с регистрацией конформационных превращений 

взаимодействующих молекул в режиме реального времени. 

В связи с этим в рамках диссертационной работы разработана комплексная 

методология изучения механизмов узнавания повреждений ферментами эксцизионной 

репарации оснований ДНК, основанная на кинетическом, термодинамическом и 

мутационном анализе изменений конформации ферментов и ДНК и впервые проведено 

систематическое исследование молекулярно-кинетических механизмов процессов, 

катализируемых рядом про- и эукариотических ферментов эксцизионной репарации 

оснований ДНК. 
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2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

В работе были использованы: акриламид, N,N'-метиленбисакриламид, мочевина, 

трисоксиметиламинометан (Tris), дитиотреит (DTT), глицерин, персульфат аммония, 

тетраборат натрия, этилендиаминтетрауксусная кислота (EDTA), имидазол одно- и 

двузамещенный фосфат натрия, одно- и двузамещенный фосфат калия, хлорид натрия, 

хлорид калия, хлорид магния, хлорид кальция, хлорид марганца, хлорид цинка, хлорид 

меди, сульфат никеля (Sigma, США); агар, пептон, триптон, дрожжевой экстракт (BD, 

США); изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ) (Thermo Fisher Scientific, США); 

ацетонитрил, уксусная кислота (Panreac, США). Также были использованы отечественные 

реактивы степени чистоты ос.ч. Все растворы готовили на дважды дистиллированной 

воде. 

Олигонуклеотиды были синтезированы в Лаборатории биомедицинской химии 

ИХБФМ СО РАН на автоматическом ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800 (Биоссет, 

Новосибирск, Россия) с использованием коммерческих амидофосфитов 2′-

дезоксирибонуклеозидов и CPG-носителей (GlenResearch, США) (таблица 4). Структуры 

всех модифицированных нуклеотидов приведены на рис. 5. Синтезированные 

олигонуклеотиды очищали с помощью ВЭЖХ на ионнообменной колонке (PRP-X500 

Hamilton Company (12–30 мкм) 3.9×300 мм) и последующей обращенно-фазовой 

хроматографией (Bondapak C18 (15–20 мкм) 3.9×300 мм, Waters, Ирландия). Гомогенность 

олигонуклеотидов проверяли с помощью денатурирующего электрофореза в 20% ПААГ. 

Концентрацию олигонуклеотидов измеряли по оптической плотности растворов при 

длине волны 260 нм в электронных спектрах поглощения и рассчитывали по закону 

Бугера-Ламберта-Бера, исходя из коэффициентов молярной экстинкции, рассчитанных в 

приближении метода ближайших соседей [330]. 

Олигонуклеотиды, содержащие апуриновый/апиримидиновый сайт, были получены 

согласно [331]. Для этого олигонуклеотиды, содержащие уридин (0,1 мкмоль) 

обрабатывали урацил-ДНК-гликозилазой Udg из E. coli (15 ед. акт.) (СибЭнзим, Россия) в 

150 мкл буфера (20 мМ Tris-HCl, 1 мМ EDTA, 1 мМ дитиотреит, 0,1 мг/мл BSA, pH 8,0). 

Реакционную смесь выдерживали 14 ч при 37°С. Для выделения продукта реакции, 

содержащего AP-сайт, использовали обращенно-фазовую хроматографию (Nucleosil 100-

10 C18) в буферном растворе 0,1 М TEA-Ac, pH 7,0 и линейном градиенте 0–20% 

ацетонитрила. Присутствие AP-сайта в выделенном продукте и его чистоту проверяли 

методом гель-электрофореза. Для проверки количественного образования AP-сайта, 

образец олигонуклеотида (0,1 о.е.) обрабатывали 10 % пиперидином в воде при 95°С и 
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проводили разделение продуктов реакции в 20% ПААГ. Во всех случаях исходный 

олигонуклеотид был количественно расщеплен по AP-сайту. 

Субстраты и лиганды ферментов представляли собой ДНК-дуплексы, состоящие из 

олигонуклеотидов (таблица 4). ДНК-субстратом называется ДНК-дуплекс, который после 

связывания в активном центре фермента претерпевает химические превращения. ДНК-

лигандом называется ДНК-дуплекс, который может связаться в активном центре 

фермента, но не претерпевает химических превращений. Сокращенное название ДНК-

субстратов и ДНК-лигандов представлено в виде X
Y
/NZ, где X – это модифицированный 

или неправильно спаренный нуклеотид, на который направлено действие фермента и 

который может претерпевать химические изменения в ходе ферментативного процесса. N 

– это нуклеотид, расположенный в комплементарной цепи напротив X. Индекс 
Y
 

обозначает флуорофор, используемый для регистрации протекания ферментативного 

процесса, например индекс 
aPu

 обозначает, что регистрацию взаимодействия фермента с 

данным ДНК-субстратом проводили по изменению интенсивности флуоресценции 

остатка aPu, индекс 
FAM/BHQ1

 обозначает, что регистрацию взаимодействия фермента с 

данным ДНК-субстратом проводили по изменению FRET-сигнала между флуорофором 

FAM и тушителем BHQ1. В случае использования ДНК-дуплексов, содержащих 

флуорофор в положении N, а также при регистрации интенсивности флуоресценции 

остатков Trp фермента в сокращенном названии ДНК-дуплекса индекс 
Y
 отсутствует. 

Индекс Z обозначает число нуклеотидных звеньев, входящих в ДНК-дуплекс. Для 

изучения экзонуклеазной активности АР-эндонуклеазы APE1 использовали ДНК-дуплекс, 

состоящий из 28-ми и 15-ти звенных олигонуклеотидов, и содержащий одноцепочечный 

участок со стороны 5′-конца длинной цепи (таблица 4). 

  



48 

 

Таблица 4. ДНК-субстраты и ДНК-лиганды, использованные в работе 

Сокращенное название Последовательность 

X/N12 

X = oxoG, DHU, U, AP, F, G 

N = C, G, A 

5′-CTCTCXCCTTCC-3′ 

3′-GAGAGNGGAAGG-5′ 

X
aPu

/N12 

X = oxoG, AP, F, G 

N = C, G 

5′-CTCTCX(aPu)CTTCC-3′ 

3′-GAGAGN C GAAGG-5′ 

aPu
X/C12 

X = oxoG, G 

5′-CTCT(aPu)XCCTTCC-3′ 

3′-GAGA C CGGAAGG-5′ 

X
FAM/Dab

/C12 

X = F, G 

5′-FAM-CTCTCXCCTTCC-3′ 

3′-Dab-GAGAGCGGAAGG-5′ 

X
FAM

/N12 

X = oxoG, G, F 

N = A, G, C 

5′-FAM-CTCTCXCCTTCC-3′ 

 3′-GAGAGNGGAAGG-5′ 

oxoG
Cy3/Cy5

/C12 5′-Cy3-CTCTC(oxoG)CCTTCC-3′ 

3′-Cy5-GAGAG C GGAAGG-5′ 

X/N13, 

X = DHU, AP, F, G 

N = A, G, C, T, tC
O

 

5′-TCTCTCXCCTTCC-3′ 

3′-AGAGAGNGGAAGG-5′ 

X
aPu

/N13, 

X = DHU, AP, F, G 

N = A, G, C, T 

5′-TCTCTCX(aPu)CTTCC-3′ 

3′-AGAGAGN C GAAGG-5′ 

U/G17 5′-GCTCAUGTACAGAGCTG-3′ 

3′-CGAGTGCATGTCTCGAC-5′ 

U
aPu

/G17 5′-GCTCAU(aPu)TACAGAGCTG-3′ 

3′-CGAGTG C ATGTCTCGAC-5′ 

X
FAM/BHQ1

/G17 

X = DHU, U, AP, F, G 

5′-FAM -GCTCAXGTACAGAGCTG-3′ 

3′-BHQ1-CGAGTGCATGTCTCGAC-5′ 

X/C
Py

17 

X = oxoG, G, F 

5′-TCTCTCTC X CCTTCCTT-3′ 

3′-AGAGAGAG(CPy)GGAAGGAA-5′ 

F/G17 5′-TCTCTCTCFCCTTCCTT-3′ 

3′-AGAGAGAGGGGAAGGAA-5′ 

U/G28 5′-GTGTCACCACTGCTCAUGTACAGAGCTG-3′ 

3′-CACAGTGGTGACGAGTGCATGTCTCGAC-5′ 

Exo-A/T 5'-CAGCTCTGTACGTGA-3' 

3'-GTCGAGACATGCACTCGTCACCACTGTG-5' 

Exo-aPu
1
/N 

N = A, G, C, T 

5'-CAGCTCTGTACGTG(aPu)-3' 

3'-GTCGAGACATGCAC N CGTCACCACTGTG-5' 

Exo-aPu
2
/T 5'-CAGCTCTGTACGT(aPu)A-3' 

3'-GTCGAGACATGCA C TCGTCACCACTGTG-5' 

Exo-aPu
4
/T 5'-CAGCTCTGTAC(aPu)TGA-3' 

3'-GTCGAGACATG C ACTCGTCACCACTGTG-5' 

Exo-aPu
6
/T 5'-CAGCTCTGT(aPu)CGTGA-3' 

3'-GTCGAGACA T GCACTCGTCACCACTGTG-5' 

Exo-aPu
2
-X/N 

N = A, G, C, T 

X = F, G, C, T, oxoG, 

U, 5mC, p,A 

5'-CAG TCTGTACGT(aPu)X-3' 

3'-GTCGAGACATGCA C NCGTCACCACTGTG-5' 
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Рис. 5. Структуры использованных в работе нуклеотидов. (а) Поврежденные нуклеотиды и 

уридин, (б) флуоресцирующие аналоги азотистых оснований и (в) объемные красители, 

использованные для образования FRET-пар. 
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Для получения препаратов ферментов hOGG1 и MutY использовали плазмидный 

вектор pET-28c, содержащий вставку гена соответствующего фермента. Продуктом 

экспрессии был полноразмерный белок, содержащий последовательность (His)6 на N-

конце. Ферменты были выделены из линии клеток E. coli Rosetta II (DE3), 

трансформированных плазмидой, несущей вставку соответствующего фермента. Культуру 

клеток E. coli Rosetta II (DE3) выращивали в среде LB (1 л), содержащей 25 мкг/мл 

канамицина, при 37°С до оптической плотности среды 0,6–0,7 при длине волны 600 нм. 

После этого температуру понижали до 25°С (комнатной) и индуцировали транскрипцию 

вставки добавлением изопропил-β-D-тиогалактопиранозида до 0,2 мМ. После индукции 

культуру инкубировали в течение 16 ч. Затем клетки осаждали центрифугированием (10 

мин при 12 000 об./мин) и готовили суспензию клеток в 30 мл лизис-буфера (20 мМ 

HEPES-NaOH, pH 7,8, 40 мМ NaCl). Клетки лизировали при помощи френч-пресса (French 

Press Cell, Thermo Fisher Scientific, США). Все последующие процедуры проводили при 

4°С. Клеточный лизат центрифугировали (40 мин при 30000 об./мин), супернатант 

наносили на колонку I (Q-Sepharose Fast Flow, Amersham Biosciences, Швеция) и 

промывали буферным раствором 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,8, 200 мМ NaCl. Фракции, 

содержащие белок, собирали и наносили на колонку II (HiTrap-Helating™, Amersham 

Biosciences, Швеция) в буферном растворе 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,8, 500 мМ NaCl и 20 

мМ имидазол. Хроматографию проводили в линейном градиенте 20 → 500 мМ имидазола. 

Оптическую плотность раствора регистрировали при длине волны 280 нм. Чистоту белка 

определяли с помощью гель-электрофореза. Фракции, содержащие целевой белок, 

диализовали в буфере (20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,5, 1 мМ EDТА, 1 мМ дитиотреит, 

250 мМ NaCl, 50% глицерин) и хранили при –20°С. 

Каталитический домен ДНК-гликозилазы человека MBD4
cat

 (аминокислотные 

остатки 426–580) был выделен из клеток E. coli Rosetta II (DE3), трансформированных 

плазмидой pET29b-MBD4
cat

 как описано ранее [84, 332]. Плазмида pET29b-MBD4
cat

, 

содержащая ген MBD4
cat

, была любезно предоставлена М.К. Сапарбаевым (Groupe 

«Réparation de l'ADN», Université Paris-Sud XI, Institut Gustave Roussy, Франция). Культуру 

клеток E. coli Rosetta II (DE3) выращивали в среде LB (1 л), содержащей 50 мкг/мл 

канамицина, при температуре 37°С до оптической плотности 0,6–0,7 при длине волны 600 

нм. После этого температуру понижали до 20°С и индуцировали транскрипцию, добавляя 

изопропил-β-D-тиогалактопиранозид до 0,2 мМ. После индукции клетки инкубировали в 

течение 16 ч, затем осаждали центрифугированием (10 мин при 12000 об./мин) и готовили 

суспензию клеток в 30 мл буферного раствора 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,8, 50 мМ KCl. 
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Клетки лизировали при помощи френч-пресса (French Press Cell, Thermo Fisher Scientific, 

США). Все последующие процедуры проводили при 4°С. Клеточный лизат 

центрифугировали (40 мин при 30000 об./мин), супернатант наносили на колонку I (Q-

Sepharose Fast Flow, Amersham Biosciences, Швеция) и промывали буферным раствором 20 

мМ HEPES-NaOH, pH 7,8, 50 мМ KCl. Фракции, содержащие белок, собирали и наносили 

на колонку II (HiTrap-Helating™, Amersham Biosciences, Швеция) в буферном растворе 20 

мМ HEPES-NaOH, pH 7.8, 500 мМ NaCl и 20 мМ имидазол. Хроматографию проводили в 

линейном градиенте 20 → 500 мМ имидазола. Оптическую плотность раствора 

регистрировали при длине волны 280 нм. Чистоту белка определяли с помощью гель-

электрофореза. Фракции, содержащие белок MBD4
cat

, диализовали в буфере (20 мМ 

HEPES-NaOH, pH 7,5, 1 мМ EDТА, 1 мМ дитиотреит, 250 мМ NaCl, 50% глицерин) и 

хранили при –20°С. 

ДНК-гликозилаза Nth была выделена из линии клеток E. coli JM105, 

трансформированных плазмидой pNth10 [101, 333]. Культуру клеток E. coli JM105 

выращивали в среде 2×YT (1 л), содержащей 50 мкг/мл ампициллина, при температуре 

37°С до оптической плотности 0,6–0,8 при длине волны 600 нм. После этого температуру 

понижали до 30°С и индуцировали транскрипцию добавлением изопропил-β-D-

тиогалактопиранозида до 0,1 мМ. После индукции культуру клеток инкубировали в 

течение 16 ч. Затем клетки осаждали центрифугированием (10 мин, 12000 об/мин) и 

готовили суспензию клеток в 30 мл буферного раствора 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,8, 40 

мМ NaCl. Клетки лизировали при помощи френч-пресса (French Press Cell, Thermo Fisher 

Scientific, США). Все последующие процедуры проводили при 4°С. Лизат клеток 

центрифугировали (40 мин при 30 000 об/мин), супернатант наносили на колонку I (Q-

Sepharose Fast Flow, Amersham Biosciences, Швеция) и промывали буферным раствором 

20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,8, 250 мМ NaCl. Фракции, содержащие белок, собирали, 

разбавляли в два раза буферным раствором и наносили на колонку II (HiTrap-Heparin™, 

Amersham Biosciences, Швеция). Хроматографию проводили в линейном градиенте 

100 → 1500 мМ NaCl, оптическую плотность раствора регистрировали при длине волны 

280 нм. Степень чистоты белка определяли с помощью гель-электрофореза. Фракции, 

содержащие Nth, диализовали в буфере 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,5, 1 мМ EDТА, 1 мМ 

дитиотреитол, 250 мМ NaCl, 50% глицерин и хранили при –20°С. 

Фермент Fpg был выделен из линии клеток E. coli B834(DE3), трансформированных 

плазмидой pET-13a, несущей ген фермента Fpg. Культуру клеток E. coli B834(DE3) 

выращивали в среде 2×YT (1 л), содержащей 25 мкг/мл канамицина, при 37°С до 
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оптической плотности среды 0,6–0,7 при длине волны 600 нм. После добавления 

изопропил-β-D-тиогалактопиранозида до 50 мкМ культуру инкубировали в течение 6 ч 

при 37°С. Затем клетки осаждали центрифугированием (10 мин, 12000 об/мин) и готовили 

суспензию клеток в 40 мл лизис-буфера (100 мМ Tris-HCl, pH 8,0, 1 мM EDTA). К 

суспензии добавляли фенилметилсульфонилфторид (1 мМ) и инкубировали с лизоцимом 

(0,5 мг/мл) в течение 30 мин при комнатной температуре. После этого добавляли NaCl (до 

1 M) и инкубировали 30 мин при перемешивании на магнитной мешалке. Для 

количественного лизиса клеток полученную суспензию обрабатывали ультразвуком (10 

импульсов по 30 с, 22 ГГц). После каждого импульса суспензию клеток охлаждали в ванне 

со льдом в течение 90 с. Полученную после лизиса суспензию центрифугировали (20 мин 

при 12 000 об./мин, 4°С), супернатант собирали и инкубировали с 0,01 % 

полиэтиленимином в течение 20 мин на льду. Суспензию центрифугировали (20 мин при 

12 000 об./мин, 4 °С), супернатант разбавляли в 4 раза буферным раствором 20 мМ 

HEPES-NaOH, pH 7,5, 1 мМ EDTA, 1 мМ дитиотреит. Полученный раствор наносили на 

катионообменную колонку I (50 мл, Fractogel EMD SOˉ3, Merck), затем колонку 

промывали 100 мл буферного раствора. После этого фермент элюировали с колонки 

100 мл буферного раствора содержащим, 1 М NaCl. Собранную фракцию разбавляли в 5 

раз и наносили на катионообменную колонку II (HiTrap-Heparin™, Amersham Biosciences, 

Швеция). Хроматографию проводили в линейном градиенте 200 → 800 мМ NaCl, 

оптическую плотность раствора регистрировали при длине волны 280 нм. Степень 

чистоты белка Fpg определяли с помощью гель-электрофореза. Фракции, содержащие 

белок Fpg, диализовали в буфере 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,5, 1 мМ EDTA, 1 мМ 

дитиотреит, 250 мМ NaCl, 50 % глицерин и хранили при –20°С. 

ДНК-гликозилаза Nei была выделена из линии клеток E. coli Rosetta II (DE3), 

трансформированных плазмидой pET-24b, несущей ген фермента. Культуру клеток E. coli 

Rosetta II (DE3) наращивали в среде LB (1 л), содержащей 50 мкг/мл ампициллина, при 

температуре 37°С до оптической плотности 0,6–0,7 при длине волны 600 нм. После этого 

температуру понижали до 30°С и индуцировали транскрипцию добавлением изопропил-β-

D-тиогалактопиранозида до 0,2 мМ. После индукции культуру клеток инкубировали в 

течение 8 ч. Затем клетки осаждали центрифугированием (10 мин, 12000 об/мин) и 

готовили суспензию клеток в 30 мл буферного раствора 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,8, 40 

мМ NaCl. Клетки лизировали при помощи френч-пресса (French Press Cell, Thermo Fisher 

Scientific, США). Все последующие процедуры проводили при 4°С. Лизат клеток 

центрифугировали (40 мин при 30 000 об/мин), супернатант наносили на колонку I (Q-



53 

 

Sepharose Fast Flow, Amersham Biosciences, Швеция) и промывали буферным раствором 

20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,8, 40 мМ NaCl. Фракции, содержащие белок, собирали и 

наносили на колонку II (HiTrap-Heparin™, Amersham Biosciences, Швеция). 

Хроматографию проводили в линейном градиенте 40 → 1500 мМ NaCl, оптическую 

плотность раствора регистрировали при длине волны 280 нм. Степень чистоты белка 

определяли с помощью гель-электрофореза. Фракции, содержащие белок Nei, 

диализовали в буфере 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,5, 1 мМ EDТА, 1 мМ дитиотреитол, 

250 мМ NaCl, 50% глицерин и хранили при –20°С.  

ДНК-гликозилаза NEIL1 была выделена из линии клеток E. coli Rosetta II (DE3), 

трансформированных плазмидой pET-22b, несущей ген фермента. Культуру клеток E. coli 

Rosetta II (DE3), выращивали в среде LB (1 л), содержащей 50 мкг/мл ампицилина, при 

37°С до оптической плотности среды 0,6–0,7 при длине волны 600 нм. После добавления 

изопропил-β-D-тиогалактопиранозида до 0,1 мМ культуру инкубировали в течение 16 ч 

при 20°С. Затем клетки осаждали центрифугированием (10 мин, 12000 об/мин) и готовили 

суспензию клеток в 30 мл буферного раствора 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,8, 40 мМ NaCl. 

Клетки лизировали при помощи френч-пресса (French Press Cell, Thermo Fisher Scientific, 

США). Все последующие процедуры проводили при 4°С. Лизат клеток центрифугировали 

(40 мин при 30 000 об/мин), супернатант, содержащий 100 мМ NaCl, наносили на колонку 

I (Q-Sepharose Fast Flow, Amersham Biosciences, Швеция) и промывали буферным 

раствором 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,8, 100 мМ NaCl. После этого фермент элюировали с 

колонки 100 мл буферного раствора содержащим, 0,5 М KCl. Собранную фракцию 

разбавляли в 2 раза и наносили на колонку II (HiTrap-Heparin™, Amersham Biosciences, 

Швеция). Хроматографию проводили в линейном градиенте 200 → 1500 мМ NaCl, 

оптическую плотность раствора регистрировали при длине волны 280 нм. Степень 

чистоты белка определяли с помощью гель-электрофореза. Фракции, содержащие белок 

NEIL1, диализовали в буфере 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,5, 1 мМ EDТА, 1 мМ 

дитиотреитол, 250 мМ NaCl, 50% глицерин и хранили при –20°С.  

АP-эндонуклеаза АРЕ1 была выделена из линии клеток E. coli Rosetta II (DE3), 

трансформированных плазмидой pET-11а, несущей ген AР-эндонуклеазы человека. 

Культуру клеток E. coli Rosetta II (DE3) выращивали в среде LB (1 л), содержащей 50 

мкг/мл ампициллина, при температуре 37°С до оптической плотности 0,6–0,7 при длине 

волны 600 нм. После этого температуру понижали до 20°С и индуцировали транскрипцию 

добавлением изопропил-β-D-тиогалактопиранозида до 0,2 мМ. После индукции культуру 

клеток инкубировали в течение 16 ч. Затем клетки осаждали центрифугированием (10 
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мин, 12000 об/мин) и готовили суспензию клеток в 30 мл буферного раствора I (20 мМ 

HEPES-NaOH, pH 7,8), содержащего 40 мМ NaCl. Клетки лизировали при помощи френч-

пресса (French Press Cell, Thermo Fisher Scientific, США). Все последующие процедуры 

проводили при 4°С. Лизат клеток центрифугировали (40 мин при 30 000 об/мин), 

супернатант наносили на колонку I (Q-Sepharose Fast Flow, Amersham Biosciences, 

Швеция) и промывали буферным раствором I (20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,8), содержащим 

40 мМ NaCl. Фракции, содержащие белок APE1, собирали и наносили на колонку II 

(HiTrap-Heparin™, Amersham Biosciences, Швеция). Хроматографию проводили в 

буферном растворе I и линейном градиенте 40 → 600 мМ NaCl, оптическую плотность 

раствора регистрировали при длине волны 280 нм. Степень чистоты белка APE1 

определяли с помощью гель-электрофореза. Фракции, содержащие белок APE1, 

диализовали в буфере 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7,5, 1 мМ EDТА, 1 мМ дитиотреитол, 

250 мМ NaCl, 50% глицерин и хранили при –20°С.  

Концентрацию ферментов измеряли по оптической плотности растворов при длине 

волны 280 нм в электронных спектрах поглощения и рассчитывали по закону Бугера-

Ламберта-Бера, исходя из коэффициентов молярной экстинкции (таблица 5). 

 

Таблица 5. Коэффициенты молярной экстинкции ферментов при длине волны 280 нм [334] 

Фермент Коэффициент молярной 

экстинкции, М
-1

×см
-1

 

hOGG1 68420 

Nth 18888 

MutY 77328 

MBD4
cat

 54493 

Fpg 32100 

Nei 32680 

NEIL1 32930 

APE1 56818 

 

Долю активного фермента в препаратах бифункциональных ДНК-гликозилаз 

определяли с помощью метода боргидридного восстановления основания Шиффа [120, 

335-338], образующегося между 1'-атомом углерода поврежденного нуклеотида и 

каталитической группой в активном центре фермента, например аминогруппа лизина Lys 

у ферментов структурного семейства HhH-GPD и иминогруппа пролина Pro1 у ферментов 
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структурного семейства H2tH). Для этого реакционную смесь (10 мкл), содержащую 

2 мкМ фермента и различные концентрации специфического ДНК-субстрата (0–5 мкМ) в 

буфере (25 мМ фосфат калия, pH 6,8, 100 мМ NaCl, 100 мМ NaBH4) выдерживали в 

течение 1 ч при 25°С. После этого реакционную смесь разделяли в 12 % ПААГ. Гель 

окрашивали красителем «coomassie brilliant blue» (Merck, Германия). Для ДНК-гликозилаз 

человека OGG1 и NEIL1 доля активного белка составляла 65-80%, для бактериальных 

ДНК-гликозилаз Fpg, Nei и Nth доля активного белка составляла 80-90 %. Во всех 

экспериментах использовали концентрацию активного белка. 

Введение метки 
32

Р по 5'-концу олигонуклеотидов проводили согласно [339]. Для 

этого 30 пмоль олигонуклеотида в 30 мкл буферного раствора 50 мМ Tris-HCl, pH 7,6, 

10 мM MgCl2, 5 мM дитиотреит, 30 пмоль [γ-
32

P]-ATP (уд. акт. 3,3 мкКи/пмоль) 

выдерживали 60 мин с 10–20 ед. акт. полинуклеотидкиназы фага Т4 при 37°С. 

Реакционную смесь осаждали 10-кратным объемом 2% LiClO4 в ацетоне. Меченый 

олигонуклеотид выделяли электрофорезом в денатурирующем 20% ПААГ, 

радиоактивную полосу выявляли радиоавтографией и вырезали из геля. Далее 

олигонуклеотид переносили электроэлюцией на бумажный фильтр DE-81 (Whatman, 

Великобритания), откуда смывали нагретым до 56°С раствором 3 М LiClO4 и осаждали 

2 %-ным раствором LiClO4 в ацетоне. Осадок трижды промывали 200 мкл ацетона, 

высушивали в вакууме и растворяли в 100 мкл дважды дистиллированной воды. 

Концентрация полученного раствора меченого олигонуклеотида не превышала 2,5×10
-7

 М. 

Для получения кинетических зависимостей степени расщепления субстрата от 

времени использовали следующую методику. К 10 мкл буферного раствора, содержащего 

32
P-меченый субстрат и эквимолярное количество комплементарной цепи, добавляли 

10 мкл 2,0–4,0 мкМ фермента в том же буферном растворе. После быстрого 

перемешивания реакционной смеси из нее отбирали аликвоты объемом 2 мкл, которые 

помещали в предварительно подготовленные пробирки, содержащие 3 мкл раствора 7 М 

мочевины, 0,1 % бромфенолового синего и 0,1 % ксиленцианола (и 100 мМ ЭДТА в 

случае APE1). Все эксперименты с участием белков были выполнены в буферном 

растворе 50 мМ Tris-HCl, pH 7,5, 50 мМ KCl, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ дитиотреит, 7 % глицерин 

(и 5 мМ MgCl2 в случае APE1). 

Эксперименты, в которых продукты реакции подвергали щелочной обработке, были 

выполнены по описанной выше методике. В этом случае после отбора проб, их разделяли 

на две части. Одну из них обрабатывали 0,2 М NaOH при 37°С в течение 15 мин. Раствор 

нейтрализовали эквивалентным количеством соляной кислоты и наносили на ПААГ. 
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Для анализа накопления продуктов реакции в миллисекундном и секундном 

диапазонах времени методом «прерывания реакции» использовался микрообъемный 

прибор «quench-flow» RQF-3 (KinTek Corp., Austin, TX, США). Для остановки реакции в 

качестве тушителя использовали раствор 7 М мочевины. После смешения с тушителем 

образцы собирали и осаждали путем добавления 10 объемов 2% раствора LiClO4 в 

ацетоне. Осадок дважды промывали 100 мл ацетона, сушили, растворяли в 3 мкл раствора 

7 М мочевины, 0,1 % бромфенолового синего и 0,1 % ксиленцианола. 

Электрофорез в ПААГ проводили при напряжении 50 В/см. Количество 

образующегося продукта определяли путем радиографии геля на рентгеновскую пленку 

Agfa CP-BU New (Agfa-Geveart, Бельгия) в течение 10–20 ч при температуре -10°С или 

сканирования радиоавтографа на приборе Molecular Imager FX phosphorimager (Bio-Rad, 

США). 

Степень расщепления субстрата определяли, обрабатывая радиоавтограф, 

предварительно переведенный в цифровую форму, в программном пакете Gel-Pro 

Analyzer 4.0 (Media Cybernetics, США). Степень накопления продуктов рассчитывали как 

отношение площадей пиков продуктов к сумме площадей пиков продуктов и пика 

исходного олигонуклеотида. Ошибка определения, как правило, не превышала 20%. 

Наблюдаемую константу скорости накопления продуктов реакции kcat рассчитывали 

путем обработки кинетических кривых по уравнению (1). 

 

[Продукт] = A[1 – exp(–kcatt)] ,       (1) 

где A - амплитуда, kcat – наблюдаемая константа скорости накопления продукта. 

 

Флуоресцентные кинетические кривые были зарегистрированы на 

спектрофотометрах остановленной струи SX.18MV и SX20 (Applied Photophysics, 

Великобритания). В качестве источника возбуждения использовалась катодная 

ксеноновая лампа. Мертвое время приборов составляло 1,38 мс и 1,0 мс соответственно 

для SX.18MV и SX20. Каждую кинетическую кривую получали, усредняя, как минимум, 

три экспериментальные кривые. 

В таблице 6 приведены длины волн возбуждения и испускания флуоресценции всех 

использованных в работе флуорофоров, а также длины волн в максимуме спектра 

оптического поглощения тушителей. Поскольку в качестве детектора интегральной 

интенсивности флуоресценции использовался ФЭУ с установленным светофильтром 

(Schott filter и Corion filter). Светофильтр подбирали таким образом, чтобы он имел 
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поглощение при длине волны возбуждающего света и пропускание в области максимума 

испускания флуоресценции данного флуорофора (таблица 6). 

Необходимо отметить, что собственная флуоресценция белков обусловлена 

присутствием остатков аминокислот триптофана и тирозина. При возбуждении при длине 

волны 290 нм основной вклад (> 90%) в флуоресценцию белка обеспечивают остатки Trp. 

Длина волны максимумов в спектрах возбуждения флуоресценции остатков Trp и 

aPu отличается на 20 нм, что приводит к незначительному возбуждению остатков Trp при 

облучении при длине волны возбуждения aPu (310 нм) и вкладу флуоресценции Trp в 

интегральный сигнал, регистрируемый ФЭУ. Для того чтобы уменьшить вклад 

флуоресценции Trp в случае регистрации флуоресценции остатков aPu перед ФЭУ 

устанавливали светофильтр LG-370, пропускающий свет с длинной волны более 370 нм и 

отрезающий испускание остатков Trp с максимумом в области 345 нм. 

 

Таблица 6. Длины волн возбуждения и испускания флуоресценции для флуорофоров, 

использованных в работе* 

Флуорофор/тушитель Длина волны 

возбуждения, нм 

Длина волны в 

максимуме 

испускания, нм 

Светофильтр 

Trp 290 345 WG-320 

aPu 310 360 LG-370 

C
py 

344 450 LG-370 

tC
O 

360 460 GG-395 

3HC 375 420 и 530 GG-395 

FAM 494 525 OG-515 

Cy3 550 570 OG-570 

Cy5 645 670 RG-645 

BHQ1 534 -- -- 

Dab 453 -- -- 

* Для тушителей флуоресценции BHQ1 и Dab приведена длина волны в максимуме 

спектра оптического поглощения. 

 

При регистрации собственной флуоресценции белков увеличение концентрации 

субстрата приводило к эффекту внутреннего поглощения, связанному с поглощением 

света азотистыми основаниями олигонуклеотидов при длине волны возбуждающего света 
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(290 нм). Этот эффект сопровождался понижением интенсивности флуоресценции при 

увеличении концентрации олигонуклеотидов в растворе. При обработке полученных 

данных проводили коррекцию эффекта внутреннего поглощения по уравнению (2): 

 

F = Fэксп×10
0,5×А

 , (2) 

где F – интенсивность флуоресценции с учетом эффекта внутреннего поглощения, Fэксп – 

экспериментальное значение флуоресценции, А – оптическая плотность субстрата/лиганда 

при длине волны 290 нм. 

 

При облучении белков ультрафиолетовым светом происходит деградация остатков 

триптофана, которая сопровождается уменьшением интенсивности флуоресценции 

(бличинг). Для коррекции кинетических кривых использовали уравнение (3): 

 

F = ((Fэксп – F0)×e
(kbleach×t)

) + F0 , (3) 

где F – интенсивность флуоресценции с учетом бличинга, Fэксп – экспериментальное 

значение флуоресценции, F0 – значение фоновой флуоресценции, kbleach – константа 

бличинга. 

 

Количественную обработку результатов экспериментов проводили путем 

оптимизации параметров, входящих в кинетические схемы. Для этого использовали метод 

нелинейной регрессии, включающий численное интегрирование дифференциальных 

уравнений, описывающих кинетику процесса (Origin 7.0 (OriginLab, США) и DynaFit 

(BioKin, США)) [340]. 

Для расчета наблюдаемых констант скорости, характеризующих изменение 

интенсивности флуоресценции, использовали уравнение (4): 





N

i

iibc )tkexp(AFF
0  ,

       (4) 

где i – номер стадии, Аi – амплитуда изменения сигнала, ki – наблюдаемая константа 

скорости. 

 

Для расчета констант скорости конформационных переходов получали набор 

кинетических кривых для разных концентраций субстрата при разных температурах. 

Регистрацию проводили в условиях, близких к одному обороту фермента, то есть при 

концентрациях фермента и субстрата одного порядка. При регистрации флуоресценции 
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Trp концентрация ферментов, как правило, была равна 1,0–2,0 мкМ, а концентрация ДНК 

варьировалась в диапазоне 0,5–4,0 мкМ. При регистрации флуоресценции аналогов 

оснований и FRET-красителей концентрация ДНК-дуплексов была равна 1,0 мкМ, а 

концентрация ферментов варьировалась в диапазоне 0,5–4,0 мкМ. 

Для определения минимальной кинетической схемы, описывающей взаимодействие 

фермента с субстратом, и расчета констант скорости всех элементарных стадий данной 

схемы использовали программу DynaFit (BioKin, США) [340]. Количественную обработку 

результатов экспериментов проводили путем оптимизации значений параметров, 

входящих в кинетические схемы. Эффективность и точность определения параметров для 

исследуемого процесса зависела от числа параметров граничных условий. Кинетические 

кривые разбивали на несколько временных диапазонов таким образом, что каждый 

следующий диапазон полностью включал предыдущий, например от 2 мс до 1, 10, 100 с и 

так далее. Это давало возможность постепенно усложнять и оптимизировать модель 

взаимодействия фермента с субстратом. Начальный диапазон кривых, как правило, 

отражал стадии связывания и давал возможность определить их константы скорости. При 

обработке следующего временного диапазона ранее использованный механизм 

усложняли, например, к нему добавляли еще одну равновесную или неравновесную 

стадию, при этом фиксировали константы, определенные для начальных стадий. После 

расчета констант скорости добавленных стадий осуществляли общую коррекцию 

значений констант скорости путем одновременной оптимизации всех параметров 

системы. Такой пошаговый подход позволил дискриминировать различные схемы 

фермент-субстратного взаимодействия и определить константы скорости и константы 

равновесия элементарных стадий, входящих в эти схемы. 

При проведении термодинамического анализа для каждой температуры были 

определены значения индивидуальных констант скорости прямых и обратных реакций 

равновесных и неравновесных стадий (ki и k-i, где i – номер стадии), и получены 

константы равновесия отдельных стадий многостадийного процесса образования 

фермент-субстратных промежуточных комплексов Ki (ki/k-i), сопровождающихся 

конформационными перестройками в ферменте и ДНК. 

Для каждой i-ой равновесной стадии были получены зависимости между 

термодинамической константой равновесия (Ki) и температурой. Стандартные 

термодинамические параметры i-й равновесной стадии определяли с помощью уравнения 

Вант–Гоффа (5) [341, 342]: 
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ln(Ki) = -Gi°/RT = -Hi°/RT + Si°/R ,      (5) 

где Gi° – стандартная свободная энергия Гиббса, Hi° – стандартная энтальпия и Si° – 

стандартная энтропия. 

 

Из зависимости величины константы скорости необратимой химической стадии ki от 

температуры, описываемой с помощью уравнения Эйринга (6) теории переходного 

состояния [341], рассчитаны значения стандартной энтальпии активации (H°
,‡

) и 

стандартной энтропии активации (S°
,‡

): 

 

ln(ki/T) = ln(kB/h) + S°
,‡

/R - H°
,‡
/RT ,      (6) 

где kB и h – постоянные Больцмана и Планка соответственно, R – газовая постоянная, T – 

абсолютная температура в градусах Кельвина, ki – константа скорости химической стадии. 

 

Масс-спектрометрический анализ реакционных смесей проводили с помощью 

микропоточной хроматографии с масс-спектрометрическим детектором ESI/MS LC/MSD 

Trap XCT (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Для этого готовили реакционную смесь 

(10 мкл), содержащую 2 мкМ фермента и 2–4 мкМ специфического ДНК-субстрата в 

буфере 25 мМ фосфат калия, pH 6,8, 100 мМ NaCl. После начала реакции через 

определенное время в реакционную смесь добавляли концентрированный раствор NaBH4 

до конечной концентрации 100 мМ и выдерживали в течение 1 ч при 25°С для 

восстановления основания Шиффа [120, 335-338], образующегося между 1'-атомом 

углерода поврежденного нуклеотида и каталитической группой в активном центре 

фермента (Lys249 у hOGG1 и Pro1 у Fpg). Затем образцы (3 мкл) реакционных смесей 

наносили на колонку Zorbax 300SB-C18 0,3×150 мм (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) 

и проводили хроматографию в линейном градиенте ацетонитрила от 2% до 50%, 

содержащего 0,05% муравьиной кислоты. Хроматографию проводили в течение 20 мин 

при скорости потока 10 мкл/мин. Массовый анализ проводили в режиме сканирования в 

течение 1 с в массовом диапазоне m/z 350–2200. Масс-спектрометр работал в режиме 

регистрации положительных ионов. Азот использовался в качестве осушающего газа (4 

л/мин), гелий использовался в качестве распыляющего газа (10,0 psi), температура сушки 

составляла 300°С. Молекулярные массы интермедиатов рассчитывали, используя наборы 

экспериментальных m/z величин, определенные для каждого анализируемого образца. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Кинетические и термодинамические особенности механизмов узнавания и 

удаления повреждений ДНК про- и эукариотическими ДНК-гликозилазами и АР-

эндонуклеазами 

 

3.1 Принципы исследования конформационной динамики в процессах белково-

нуклеиновых взаимодействий, особенности и ограничения методов 

Протекание любого ферментативного процесса происходит при образовании 

фермент-субстратного комплекса, в котором формируются специфические контакты 

между взаимодействующими молекулами, необходимые для протекания каталитической 

реакции. Согласно модели индуцированного соответствия Кошланда [343, 344], для 

образования специфических контактов происходят последовательные конформационные 

преобразования фермента и субстрата, которые приводят к формированию каталитически 

активного комплекса. Таким образом, взаимодействие фермента с субстратом можно 

схематически разделить на ряд последовательных превращений. При столкновении 

молекул фермента и субстрата происходит образование первичного комплекса, затем 

путем взаимной конформационной подстройки фермента и субстрата образуется 

каталитически активный комплекс, в котором осуществляется каталитическая стадия. 

После этого происходит диссоциация комплекса фермента с образовавшимся продуктом 

реакции и фермент может участвовать в следующем ферментативном цикле. 

В настоящее время понимание механизмов ферментативных реакций в основном 

базируется на статических структурных данных, получаемых из рентгеноструктурного 

анализа и ЯМР-спектроскопии, данных стационарной кинетики, позволяющих сравнить 

специфичность фермента к субстратам и скорость их превращения и анализа строения 

интермедиатов и продуктов превращения субстратов. 

Несомненно, структурные методы вносят большой вклад в понимание природы 

ферментативного катализа, но они могут дать информацию лишь об определенном, 

фиксированном состоянии фермента и субстрата в определенной точке ферментативного 

процесса, например в каталитическом комплексе. Для каталитически активных ферментов 

удается получить только кристалл свободного фермента и кристалл комплекса фермента с 

продуктом реакции. Направленная замена каталитически активных аминокислотных 

остатков фермента позволяет значительно углубить исследование и закристаллизовать 

каталитически активный комплекс, то есть момент реакции, когда структуры фермента и 

субстрата полностью подготовлены для каталитического акта, однако катализ не может 
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свершиться, поскольку отсутствует функционально важный аминокислотный остаток. 

Существует еще ряд способов получить кристаллы «промежуточных» комплексов 

фермента и субстрата, например, внести модификацию в субстрат, которая не повлияет на 

связывание с ферментом, но предотвратит протекание каталитической реакции. В 

последнее время также большое развитие получил «бескристальный» метод определения 

структуры – ядерный магнитный резонанс на атомах 
15

N, 
13

C и 
2
H. Но использование 

ЯМР, как правило, ограничивается небольшими молекулами (до 20 кДа) в силу сложной 

интерпретации данных. 

Существенным недостатком статических структурных данных является 

ограниченное число возможных состояний фермент-субстратного комплекса, которые 

удается зарегистрировать этими методами. Кроме того, рентгеноструктурные данные не 

всегда подтверждаются в равновесных условиях в растворе, особенно когда для 

получения кристаллов комплексов используют ковалентные сшивки между компонентами 

комплекса. Но более того, зная совокупность процессов, которые должны произойти для 

образования каталитического комплекса, остается непонятной последовательность этих 

событий, какова природа взаимодействий на начальных стадиях узнавания субстрата, 

образование каких контактов приводит к дискриминации субстрата и «не субстрата», 

какие взаимодействия обеспечивают специфичность фермента. 

Для ответов на эти вопросы необходимо понимание конформационной динамики в 

процессе взаимодействия. Действительно, существенный вклад в понимание механизмов 

специфического фермент-субстратного взаимодействия могут внести исследования 

предстационарной кинетики и термодинамики ферментативного процесса с регистрацией 

конформационных превращений взаимодействующих молекул. Таким образом, анализ 

конформационной динамики является связующим звеном всех подходов к изучению 

механизма действия ферментов. 

Анализ конформационной подвижности структуры фермента и субстрата при их 

взаимодействии представляет собой трудную и нетривиальную задачу, требующую 

применения широкого спектра методов исследования и использования различных 

подходов.  

Флуоресцентная спектроскопия широко применяется для изучения фермент-

субстратных взаимодействий [345, 346]. Конформационные превращения белков 

регистрируются по изменению их собственной флуоресценции, возникающей за счет 

остатков аминокислот триптофана и тирозина [347]. Если в белке содержание этих 

аминокислот примерно одинаково, то флуоресценция белка обусловлена, в основном, 
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остатками триптофана. Тирозин дает вклад в спектр испускания только тогда, когда он 

находится в белке в большом избытке по отношению к триптофану. Флуоресценция 

триптофана очень чувствительна к полярности окружающей среды, а также тушится 

различными молекулами, включая ДНК. Максимумы испускания флуоресценции белков 

зависят от локального окружения остатков триптофана в молекуле полипептида. 

Например, сдвиг в коротковолновую область интерпретируют как результат 

экранирования триптофановых остатков от водной фазы. В то же время процесс 

денатурации приводит к длинноволновому сдвигу в спектре испускания флуоресценции и, 

приблизительно, к одной и той же величине максимума в спектре испускания всех белков. 

Положение максимума в спектре флуоресценции изменяется, если остатки триптофана 

вовлечены во взаимодействие, что позволяет следить за процессом связывания белком 

ДНК [199, 348-350]. Однако необходимо иметь в виду, что большинство белков содержит 

несколько остатков Trp, находящихся в различном окружении, поэтому спектральные 

свойства каждого из них могут различаться. Таким образом, данные, полученные при 

регистрации изменений интенсивности остатков Trp, в общем случае, позволяют сделать 

заключение лишь об общей конформационной динамике фермента. 

В нуклеиновых кислотах конформационные переходы можно регистрировать с 

помощью флуоресцентных аналогов гетероциклических оснований [351-358]. 

Флуоресценция большинства из этих аналогов тушится соседними основаниями, причем 

эффективность тушения зависит от природы соседних оснований и конформации ДНК. 

Для исследования фермент-субстратных взаимодействий наиболее широкое применение 

нашел 2-аминопурин (aPu) [120, 199, 337, 349, 359-361]. 2-Аминопурин образует 

стабильную пару с тимином и менее стабильную – с цитозином [362-364]. По сравнению 

со свободным нуклеотидом интенсивность флуоресценции aPu в составе ДНК снижается 

из-за стэкинга с соседними основаниями [365, 366]. Помимо aPu достаточно широко 

используются аналоги цитозина, например пирролоцитозин (C
Py

) [367-370] и 1,3-диаза-2-

оксофеноксазин (tC
О
) [371-377]. Флуоресценция пирролоцитозина тушится в составе 

двуцепочечной ДНК по сравнению с одноцепочечной структурой [378, 379]. Таким 

образом, использование субстратов, содержащих флуоресцирующие аналоги азотистых 

оснований, позволяет зарегистрировать конформационные изменения ДНК-субстратов в 

процессе образования фермент-субстратного комплекса. Неотъемлемой частью этого 

этапа является выбор наиболее чувствительной модельной системы ДНК-субстратов, в 

которой флуоресцентная группа может быть расположена с 5′-, 3′-стороны от 

повреждения либо в комплементарной цепи напротив повреждения. На основании 
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экспериментального сравнительно анализа таких модельных субстратов для регистрации 

протекания ферментативного процесса выбирается вариант, обладающий максимальной 

чувствительностью к конформационным изменениям в ДНК. 

Еще одним способом изучения конформационных переходов в ДНК, 

использованным в работе, является метод резонансного переноса энергии флуоресценции 

(FRET), позволяющий регистрировать изменение расстояния между остатками донора и 

акцептора флуоресценции, расположенными в разных частях молекулы. При этом пары 

флуоресцентных красителей могут быть расположены как на разных концах, так и с одной 

стороны ДНК-субстратов, что позволяет эффективно зарегистрировать процессы, 

приводящие к изменению расстояния между красителями. При этом первый вариант 

позволяет эффективно регистрировать изгибание ДНК при образовании комплекса с 

ферментом, в то время как второй вариант расположения красителей более чувствителен к 

каталитической стадии и последующей диссоциации комплекса фермент-продукт, 

приводящей к удалению донора и акцептора флуоресценции [380-384]. 

Поскольку стадии узнавания ферментом субстрата протекают на малых временах, то 

их изучение требует специальных методов. При изучении кинетики ферментативных 

процессов наибольшее распространение нашли струевые методы, позволяющие 

регистрировать быстропротекающие стадии. Комбинация метода остановленной струи с 

флуориметрией позволяет получать подробную информацию о механизмах белково-

нуклеинового узнавания. При этом можно не только проводить анализ кинетических 

особенностей образования специфических белково-нуклеиновых комплексов и определять 

кинетические схемы, описывающие процессы взаимодействия. Изучение поведения самих 

сигналов флуоресценции во времени позволяет делать выводы о природе каждого 

конформационного перехода на пути ферментативной реакции, начиная от стадий 

узнавания и связывания субстрата, заканчивая образованием продуктов реакции [385, 

386]. 

Для исследования различных стадий ферментативного процесса развит и 

использован подход постадийного усложнения субстрата, разработанный ранее в работах 

работах д.х.н. Г.А. Невинского [387-389]. В качестве специфического субстрата 

используется дуплекс, содержащий в одной из цепей поврежденный нуклеотид, 

обеспечивающий формирование всех возможных контактов и специфических связей 

между ферментом и поврежденной ДНК. В случае ДНК-гликозилаз специфическими 

субстратами служат олигонуклеотиды, несущие поврежденное основание, например 8-

оксогуанин, 5,6-дигидроурацил, гипоксантин, 1,N6-этеноаденин, урацил и др. Для АР-
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эндонуклеаз таким субстратами являются дуплексы, несущие АР-сайт или его аналоги, 

например остаток 2-оксиметил-3-окси-тетрагидрофурана (F-сайт). Нужно отметить, что 

для ДНК-гликозилаз дуплексы, содержащие АР-сайт, который является промежуточным 

продуктом реакции, используются как упрощенная модель взаимодействия с субстратом, 

в которой отсутствуют стадии специфического узнавания поврежденного основания. 

Однако, такие дуплексы используются для понимания кинетических особенностей 

протекания реакции β-элиминирования, катализируемой некоторыми ДНК-гликозилазами. 

В то же время использование нереакционноспособного аналога АР-сайта, содержащего 

вместо 2'-дезоксирибозы остаток 2-оксиметил-3-окси-тетрагидрофурана, позволяет 

охарактеризовать только стадии связывания ДНК-гликозилаз с поврежденной ДНК. 

Дуплекс, несущий F-сайт, имеет все особенности AP-сайта, но не способен расщепляться 

под действием ДНК-гликозилаз, поскольку не содержит в 1'-положении гидроксильную 

группу. В качестве неспецифического субстрата используются дуплексы 

олигонуклеотидов, не содержащих модифицированных нуклеозидов. 

Переход от неспецифического дуплекса ДНК (наиболее простые неспецифические 

взаимодействия) к дуплексу, содержащему F-сайт (специфическое связывание, аналог 

продукта для ДНК-гликозилаз, субстрат для АР-эндонуклеаз) или АР-сайт 

(специфическое связывание, реакция β-элиминирования, катализируемая некоторыми 

ДНК-гликозилазами или гидролиз фосфодиэфирной связи, катализируемый АР-

эндонуклеазами), а затем специфическому ДНК-субстрату, содержащему поврежденное 

основание (полный ферментативный цикл реакций, катализируемый ДНК-гликозилазами) 

приводит к дополнительным взаимодействиям между реагирующими молекулами и, как 

следствие этого, к дополнительным конформационным изменениям как в молекуле 

фермента, так и в молекуле субстрата. Этот подход позволяет соотнести 

конформационные изменения в биополимерах с взаимодействиями конкретных остатков в 

процессе образования специфического фермент-субстратного комплекса. 

Кроме того, использование мутантных форм ферментов, содержащих замены 

аминокислотных остатков, входящих в активный центр фермента, позволяет определить 

функциональную роль этих остатков на различных стадиях превращения фермент-

субстратного комплекса. 

 

Рассмотрим данные, полученные для ряда ДНК-гликозилаз и АР-эндонуклеаз 

человека и E. coli, относящихся к различным структурным семействам. 
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3.2. Конформационные изменения ДНК-гликозилаз структурного семейства 

HhH-GPD и ДНК в процессе их взаимодействия 

 

3.2.1. 8-Оксогуанин-ДНК-гликозилаза человека hOGG1 

8-Оксогуанин-ДНК-гликозилаза человека hOGG1, как и эндонуклеаза III, 

принадлежит структурному семейству HhH [121]. Фермент обладает очень высокой 

специфичностью по отношению к 8-оксогуанину и эффективно отличает его от гуанина, 

несмотря на то, что 8-оксогуанин имеет лишь два дополнительных атома [109, 390]. В 

случае окисленного основания hOGG1 катализирует реакцию разрыва N-гликозидной 

связи и реакцию β-элиминирования (рис. 6) [112, 113, 115, 116]. В роли каталитических 

аминокислот выступают Lys249 и Asp268 [391, 392]. Замещение Lys249 на Gln приводит к 

полному исчезновению у hOGG1 N-гликозилазной и АP-лиазной активностей. Тем не 

менее, мутант K249Q сохраняет способность распознавать oxoGua- и АР-сайты и прочно с 

ними связываться [391, 393, 394]. 

 

 

 

Рис. 6. Химические стадии процесса катализа hOGG1 (стадия 1: гидролиз N-гликозидной связи и 

удаление поврежденного основания с образованием АР-сайта; стадия 2: β-элиминирование 3'-

фосфатной группы). 

 

Согласно данным о структуре свободного фермента и его комплексов с ДНК, в 

фермент-субстратном комплексе рибозофосфатный остов ДНК изогнут примерно на 70° в 

месте поврежденного нуклеотида (рис. 7) [121, 395-398]. Поврежденный нуклеотид 

вывернут из спирали ДНК и основание oxoGua располагается в активном центре 

фермента. При этом аминокислоты Arg154 и Arg204 встраиваются в цепь ДНК и образуют 

водородные связи со стоящим напротив oxoGua основанием Cyt. Дополнительно 

аминокислоты Asn149 и Tyr203 встраиваются в цепь на место вывернутого основания 

oxoGua [121]. В каталитически активном комплексе ароматическое кольцо Tyr203 

расположено в пространстве между основанием Cyt, находящимся напротив oxoGua в 

комплементарной цепи, и основанием с его 5′-стороны. Это приводит к нарушению 
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стэкинга между данными основаниями и стабилизирует изогнутое состояние ДНК. 

Структурные данные показывают, что ДНК связывается в канале фермента, имеющем 

единственный положительно заряженный остаток His270, который образует водородную 

связь с 5′-фосфатной группой поврежденного нуклеотида [391]. 

Неспецифическое связывание hOGG1 с неповрежденной ДНК также приводит к 

изгибанию рибозофосфатного остова и выворачиванию неповрежденного нуклеотида. 

Согласно структуре неспецифического комплекса (PDB ID 1YQK), неповрежденный 

нуклеотид частично выворачивается из дуплекса в экзо-сайт фермента [396]. В данном 

случае остаток His270 и основание ДНК образуют π-π-контакт между плоскостями 

ароматических остатков. Однако позже была получена структура неспецифического 

комплекса фермента с ДНК (PDB ID 3IH7), в которой неповрежденный нуклеотид 

находится в активном центре фермента, а остаток His270, как и в случае с поврежденным 

основанием, образует водородную связь с 5′-фосфатной группой [398]. Несмотря на 

формирование такого комплекса, hOGG1 не способен катализировать реакцию гидролиза 

N-гликозидной связи, приводящей к удалению неповрежденного основания, что 

свидетельствует о высокой селективности фермента. 

 

а 

 

б 

 

 

Рис. 7. Схематическое изображение пространственной структуры комплекса hOGG1 с ДНК. (а) 

Структура комплекса фермента hOGG1 с дуплексом ДНК, содержащим oxoG (PDB ID 1EBM) 

[121]. (б) Функционально важные аминокислотные остатки, участвующие в образовании 

специфических контактов между ферментом и ДНК. 
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Ранее в работах [117, 120] методом «остановленной струи» с регистрацией 

флуоресценции остатков Trp белка и остатков 2-аминопурина, встроенных в ДНК, было 

показано, что взаимодействие hOGG1 с ДНК, содержащей oxoG, сопровождается 

взаимными конформационными изменениями фермента и ДНК. Было показано, что 

субстратная специфичность hOGG1 достигается за счет многоступенчатого механизма 

узнавания специфического сайта, каждая стадия которого сопровождается изменением 

конформации и в молекуле фермента, и в ДНК-субстратах (схема 1). Было показано, что 

образование первичного комплекса приводит к «разрыхлению» двойной спирали ДНК-

дуплекса и быстрому выворачиванию поврежденного основания. Вторая и третья стадии 

процесса связывания субстрата отражают встраивание аминокислотных остатков Asn149, 

Tyr203, Arg154 и Arg204 в полость дуплекса. На третьей стадии формируется 

каталитически активный комплекс, в котором последовательно происходят химические 

стадии ферментативного процесса. Завершает ферментативный цикл равновесная стадия 

диссоциации комплекса фермент-продукт. 

 

Схема 1 

, 

где E – hOGG1; OG – oxoG-субстрат; (E•OG)n – различные фермент-субстратные 

комплексы, образующиеся в ходе узнавания 8-оксогуанина; E•AP – комплекс E с АР-

сайтом, образующимся в результате N-гликозилазной реакции; E•P – комплекс Е с 

продуктом реакции Р, образующимся в результате АР-лиазной реакции; ki и k-i – 

константы скорости прямых и обратных реакций отдельных стадий. 

 

3.2.1.1. Конформационные изменения мутантных форм hOGG1 и ДНК 

Для выяснения роли некоторых аминокислотных остатков фермента и более точного 

определения молекулярной природы процессов, происходящих на стадиях связывания 

ДНК, узнавания повреждения и каталитической реакции использовали мутантные формы 

фермента. Для этого был выбран ряд аминокислотных остатков (Phe45, Arg154, Tyr203, 

Arg204, Lys249, Asp268, His270 и Phe319), которые согласно рентгеноструктурным 

данным участвуют в образовании специфических связей как с поврежденной, так и с 

неповрежденной ДНК, и могут выполнять ключевую роль в процессах узнавания 

повреждения [121, 396-398]. 
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Так, в активном центре фермента ароматическое кольцо остатка Phe319 образует 

стэкинг с плоскостью oxoGua, однако в комплексе с неповрежденным дуплексом, когда 

основание Gua находится в экзо-сайте, плоскости Phe319 и Gua перпендикулярны (рис. 8а 

и б). Ранее было показано [399], что замена Phe319Ala приводит к полной инактивации 

hOGG1, что свидетельствует о важной роли Phe319 в процессе образования каталитически 

активного комплекса. 

Другая аминокислота активного центра Phe45 находится вблизи вывернутого 

основания oxoGua. Расстояние между ароматическим кольцом Phe45 и плоскостью 

oxoGua почти в 2 раза меньше, чем в комплексе с неповрежденным основанием Gua, 

расположенным в экзо-сайте [121, 396]. 

Остаток His270 взаимодействует с 5'-фосфатной группой вывернутого в активный 

центр основания oxoGua (рис. 8а). При этом His270 образует стэкинг с основанием, 

расположенным в экзо-сайте (рис. 8б). Структурные исследования подтверждают [397], 

что мутация His270Ala приводит к уменьшению степени связывания ДНК за счет 

дестабилизации фермент-субстратного комплекса. Показано [399], что мутация His270Ala 

полностью инактивирует фермент по отношению к oxoG-субстрату. Однако активность по 

отношению к AP-субстрату остается сравнимой с ферментом дикого типа. 

Предполагается, что удерживание вывернутого азотистого основания oxoGua в 

активном центре происходит за счет образования водородной связи между карбонильной 

группой Gly42 и атомом водорода при N7 основания [121, 396], которого нет в случае Gua 

(рис. 8а). Это взаимодействие обеспечивает дискриминацию немодифицированного и 

модифицированного основания ферментом hOGG1. 

Tyr-203 является одним из четырех аминокислотных остатков hOGG1 (Tyr203, 

Asn149, Arg154 и Arg204), который встраивается в ДНК после выворачивания 

поврежденного основания [121]. В каталитически активном комплексе ароматическое 

кольцо Tyr203 встроено между двумя азотистыми основаниями в комплементарной цепи, 

что приводит к нарушению стэкинга и изгибу цепи ДНК (рис. 8б). Аминокислотные 

остатки Arg154 и Arg204 образуют водородные связи с основанием Cyt, расположенным 

напротив oxoGua. 

Известно, что Lys249 и Asp268 являются абсолютно консервативными 

аминокислотными остатками у бифункциональных ДНК-гликозилаз структурного 

семейства HhH и выполняют каталитические функции [115, 393]. Было показано, что 

замена этих остатков инактивирует N-гликозилазную и AP-лиазную активность фермента 

[391, 393, 394]. 
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Для определения и уточнения функциональной роли аминокислотных остатков 

Phe45, Arg154, Tyr203, Arg204, Lys249, Asp268, His270 и Phe319 были использованы 

девять мутантных форм, содержащих замены этих аминокислотных остатков Phe45Trp, 

Arg154Ala, Tyr203Ala, Tyr203Trp, Arg204Ala, Lys249Gln, Asp268Ala, His270Trp и 

Phe319Trp [400, 401]. 

 

а  

 

б 

 

в 

 

 

Рис. 8. Специфические контакты, обеспечивающие узнавание поврежденного основания в 

активном центре hOGG1. (а) Комплекс hOGG1 с ДНК-дуплексом, содержащим oxoGua, основание 

oxoGua расположено в активном центре, показано расположение аминокислотных остатков Gly42, 

Phe45, His270, Phe319, формирующих карман активного центра, и каталитических остатков Asp-

268 и Gln-249 (Lys-249) (PDB ID: 1YQR, [396]). (б) Комплекс hOGG1 с неповрежденным ДНК-

дуплексом, основание Gua расположено в экзо-сайте, показано расположение аминокислотных 

остатков Phe45, His270, Phe319 и каталитических остатков Asp-268 и Lys-249 (PDB ID: 1YQK, 

[396]). (в) Комплекс hOGG1 с ДНК-дуплексом, содержащим oxoGua, показаны аминокислотные 

остатки Asn149, Arg154, Tyr203 и Arg204 (PDB ID: 1EBM, [121]). 

 

Каталитическая активность мутантных форм фермента hOGG1 

Относительная каталитическая активность мутантных форм фермента при 

взаимодействии с oxoG/C12-субстратом была определена прямым анализом накопления 

продуктов реакции методом гель-электрофореза (рис. 9а). Замена каталитических 

аминокислотных остатков Lys249 и Asp268 приводит к полной потере N-гликозилазной и 

АР-лиазной активности. Кроме того, замены аминокислотных остатков, встраивающихся 

в ДНК-дуплекс (Tyr203Ala, Arg154Ala и Arg204Ala), а также His270Trp приводят к 

значительному снижению каталитической активности. В то же время замены Tyr203 на 

остаток Trp, а также ароматических аминокислотных остатков Phe45 и Phe319, 

формирующих карман активного центра, значительно меньше влияют на ферментативную 

активность. Для этих мутантных форм (Tyr203Trp, Phe45Trp и Phe319Trp) были получены 

кинетические зависимости накопления продуктов N-гликозилазной реакции и реакции β-
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элиминирования (рис. 9б и в). Для выяснения механизмов влияния перечисленных выше 

мутаций на аффинность к ДНКсубстратам и скорость каталитической стадии была 

исследована конформационная динамика мутантных форм hOGG1 и ДНК-субстратов в 

ходе их взаимодействия. 

 

а 

 

б 
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Рис. 9. Относительная активность hOGG1 WT и мутантных форм фермента. Анализ продуктов N-

гликозилазной реакции и реакции β-элиминирования через 15 мин при взаимодействии hOGG1 

WT и мутантных форм фермента с oxoG/C12-субстратом (а). Зависимость концентрации продуктов 

N-гликозилазной реакции (б) и реакции β-элиминирования (в) от времени при взаимодействии 

hOGG1 WT и мутантных форм фермента с oxoG/C12-субстратом. Концентрации фермента и ДНК-

субстрата составляли 2,0 мкМ и 1,0 мкМ соответственно. 

 

Взаимодействие с неповрежденной ДНК 

Изменения интенсивности флуоресценции остатков Trp в процессе связывания 

фермента hOGG1 дикого типа и мутантных форм с неповрежденным ДНК-дуплексом 

G/C12 даже в случаях введения новых остатков триптофана были слишком слабыми для их 
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корректного количественного анализа (рис. 10а). Это свидетельствует о том, что молекула 

фермента не претерпевает значительных конформационных перегруппировок при 

образовании первичного неспецифического комплекса с G/C12. В то же время, 

значительный рост интенсивности флуоресценции aPu, зарегистрированный при 

использовании G
aPu

/C12 дуплекса, однозначно указывает на нарушение Уотсон-

Криковских связей и/или стэкинга при образовании неспецифического комплекса 

фермент/ДНК (рис. 10б). Кроме того, согласно ранее полученным данным [120], в этот 

момент времени может происходить частичное выворачивание основания Gua из двойной 

спирали и встраивание в экзо-сайт фермента. 

 

а
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Рис. 10. Конформационные изменения фермента и ДНК при образовании первичного 

неспецифического комплекса. Изменения интенсивности флуоресценции Trp (а) и aPu (б) в 

процессе взаимодействия hOGG1 дикого типа и мутантных форм с неповрежденными ДНК 

дуплексами G/C12 и G
aPu

/C12. Концентрации hOGG1 и ДНК-лигандов составляли 2,0 мкМ и 1,0 

мкМ соответственно. 

 

 

Кинетика изменения интенсивности флуоресценции aPu была описана с 

использованием уравнения (4), где i = 2. Константы скорости первой и второй фаз 

изменения интенсивности флуоресценции aPu были определены для hOGG1 WT и всех 

мутантных форм (таблица 7). Разницу в величине интенсивности флуоресценции aPu для 

hOGG1 WT и мутантных форм можно объяснить различием способности связывать 

неповрежденную ДНК, а также разной степенью нарушения структуры двойной спирали в 

комплексе с ферментом. 
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Таблица 7. Наблюдаемые константы скорости, характеризующие конформационные 

изменения G
aPu

/C12-лиганда в процессе его взаимодействия с ферментом дикого типа и 

мутантными формами hOGG1. 

Фермент k1
obs

, s
-1

 k2
obs

, s
-1

 

WT 436 ± 3 26.6 ± 0.7 

H270W 630 ± 25 25.5 ± 1.4 

Y203W 436 ± 5 18.0 ± 0.5 

Y203A -
 

- 

K249Q 142 ± 2 38.9 ± 0.4 

F45W 320 ± 8 17.2 ± 0.1 

F319W 246 ± 9 3.7 ± 0.1 

 

Взаимодействие с ДНК, содержащей АР-сайт 

При взаимодействии с AP/C12-субстратом интенсивность флуоресценции Trp 

мутантных форм hOGG1 медленно уменьшалась в течение 10 с (рис. 11а). Поскольку 

hOGG1 катализирует реакцию β-элиминирования (АР-лиазная активность) с очень низкой 

эффективностью, то такое уменьшение флуоресценции Trp должно отражать только этап 

связывания ДНК. Наблюдаемые константы скорости изменения интенсивности Trp 

флуоресценции были получены с использованием уравнения (4), где i = 1 (таблица 8). Как 

видно из таблицы 8 значения наблюдаемой константы скорости примерно одинаковы для 

hOGG1 WT и всех мутантов, за исключением hOGG1 His270Trp (спад Trp флуоресценции 

отсутствует) и hOGG1 Lys249Gln (константа скорости в 1,7 раза меньше, чем у WT). 

 

а

 

б

 

 

Рис. 11. Экспериментальные и теоретические кинетические кривые, характеризующие 

конформационные изменения фермента (а) и ДНК-субстрата (б) в процессе взаимодействия 

hOGG1 дикого типа и мутантных форм с ДНК дуплексами АР/C12 и АР
aPu

/C12, содержащими АР-

сайт. Концентрации hOGG1 и ДНК-субстратов составляли 2,0 мкМ и 1,0 мкМ соответственно. 
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Таблица 8. Наблюдаемые константы скорости, характеризующие конформационные 

изменения фермента hOGG1 и ДНК-субстратов в процессе их взаимодействия 

Фермент Флуоресценция Trp, 

k
obs

, s
-1

 

Флуоресценция aPu, 

k1
obs

, s
-1

 

Флуоресценция aPu, 

k2
obs

, s
-1

 

WT 1,50 ± 0,01 15,6 ± 0,3 0,75 ± 0,02 

H270W -
 

21,8 ± 0,6 0,96 ± 0,02 

Y203W 1,18 ± 0,01 9,6 ± 0,1 0,12 ± 0,01 

Y203A 1,69 ± 0,02 14,3 ± 0,3
 

- 

K249Q 0,86 ± 0,01 14,5 ± 0,3 0,74 ± 0,01 

F45W 1,31 ± 0,01 15,3 ± 0,5 1,03 ± 0,02 

F319W 1,17 ± 0,01 16,1 ± 0,2 0,75 ± 0,02 

 

Связывание AP
aPu

/C12-субстрата и встраивание аминокислотных остатков hOGG1 в 

ДНК-дуплекс приводит к хорошо выраженным изменениям флуоресценции aPu, 

характеризующим конформационные переходы ДНК (рис. 11б). Небольшое увеличение 

интенсивности флуоресценции aPu (до 100 мс) для hOGG1 WT и всех мутантов должно 

быть связано с увеличением гидрофильности среды вокруг остатка aPu. Этот рост, скорее 

всего, связан с частичным плавлением дуплекса и/или взаимодействием с гидрофильными 

аминокислотами Arg154, Arg204 и Asn149. Следует отметить, что, согласно 

рентгеноструктурным данным [402], в комплексе hOGG1 с ДНК, содержащей F-сайт, 

остаток Asn149 находится на расстоянии 3,5 Å от основания aPu. Кроме того, встраивание 

остатка Tyr203 в дуплекс приводит к смещению основания, которое находится в 

комплементарной цепи напротив основания aPu. 

Обработку кинетических кривых, характеризующих изменение интенсивности 

флуоресценции aPu, проводили с использованием уравнения (1) с i = 2. Как видно из 

таблицы 8 наблюдаемые константы скорости первой ступени увеличения сигнала k1
obs

 

изменяются в довольно узком диапазоне от 9,6 с
-1

 до 21,8 с
-1

 для всех белков.  

Второй зарегистрированный процесс, который приводит к уменьшению 

интенсивности флуоресценции, связан с переходом остатка аPu в более гидрофобное 

окружение. Наблюдаемые константы скорости k2
obs

 этой стадии для мутантов hOGG1 WT 

и His270Trp, Phe45Trp, Phe319Trp, Lys249Gln лежат в диапазоне от 0,74 с
-1

 до 1,03 с
-1

, 

тогда как для мутантной формы Tyr203Trp это значение в шесть раз ниже, чем у WT, и 

равно 0,12 с
-1

. Более того, на рис. 11б видно, что при удалении бокового радикала Tyr в 

случае замены Tyr203Ala не проитекает вторая стадия связывания AP
aPu

/C12-субстрата. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что вторая фаза связывания AP
aPu

/C12-
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субстрата, приводящая к уменьшению интенсивности флуоресценции aPu, характеризует 

процесс полного встраивания Tyr203 в спираль ДНК. 

 

Взаимодействие с ДНК, содержащей oxoG 

Взаимодействие между hOGG1 WT и ДНК-дуплексом oxoG/C12 приводит к 

снижению сигнала Trp флуоресценции в течение 10 с (рис. 12а). В наших предыдущих 

исследованиях [117] было показано, что эта фаза состоит из трех этапов, которые были 

связаны с образованием каталитического комплекса фермент-ДНК. Последующее 

увеличение интенсивности Trp связано с химическими стадиями ферментативного 

процесса и диссоциацией комплекса фермент-продукт. При взаимодействии hOGG1 WT и 

ДНК-дуплексом oxoG
aPu

/C12 было зарегистрировано увеличение интенсивности 

флуоресценции aPu в течение первых 20 мс (рис. 12б). Согласно [120], в этом интервале 

времени основание oxoGua выворачивается из дуплекса в активный центр фермента, 

оставляя в дуплексе свободное пространство. На следующем этапе, в течение 20 мс–100 с, 

происходит двухступенчатое снижение флуоресценции aPu, характеризующее 

последовательное встраивание аминокислотных остатков Tyr203, Asn149, Arg154 и Arg204 

в это свободное пространство ДНК. Каталитические стадии и диссоциация комплекса 

фермент-продукт приводят к увеличению интенсивности флуоресценции aPu на временах 

более 100 с. 
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Рис. 12. Экспериментальные и теоретические кинетические кривые, характеризующие 

конформационные изменения фермента (а) и ДНК-субстрата (б) в процессе взаимодействия 

hOGG1 дикого типа и мутантных форм с ДНК дуплексами oxoG/C12 и oxoG
aPu

/C12. Концентрации 

hOGG1 и ДНК-субстратов составляли 2,0 мкМ и 1,0 мкМ соответственно. 
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Для уточнения роли отдельных аминокислотных остатков в каталитичесом процессе 

было исследовано поведение кинетических кривых изменения флуоресценции Trp и aPu 

при различных концентрациях мутантных форм фермента и ДНК и рассчитаны 

кинетические параметры отдельных стадий. 

Tyr203. Из рис. 6а видно, что замена Tyr203Ala приводила к почти полной потере N-

гликозилазной и AP-лиазной активностей. Зарегистрированные изменения интенсивности 

флуоресценции Trp (рис. 13а), по-видимому, отражают “попытку” образования фермент-

субстратного комплекса. При этом незначительный рост интенсивности флуоресценции 

aPu на временах < 10 мс (рис. 13б) свидетельствует о том, что отсутствие Tyr203 приводит 

к потере способности эффективно распознавать поврежденное основание и индуцировать 

как начальное плавление дуплекса ДНК, так и последующее выворачивание основания 

oxoGua. 
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Рис. 13. Экспериментальные кинетические кривые, характеризующие конформационные 

изменения фермента (а) и ДНК-субстрата (б) в процессе взаимодействия hOGG1 Tyr203Ala с ДНК 

дуплексами oxoG/C12 и oxoG
aPu

/C12. 

 

Кинетические кривые, полученные для взаимодействия hOGG1 Tyr203Trp с 

oxoG/C12-субстратом, характеризуются дополнительным уменьшением интенсивности 

флуоресценции Trp в интервале времени 1–20 с по сравнению с hOGG1 WT, что 

свидетельствует о том, что именно остаток Trp203 отвечает за это изменение (рис. 14а). 

Можно предположить, что Trp203 участвует в распознавании основания oxoGua, и его 

встраивание в дуплекс ДНК происходит в интервале времени от 1 до 20 с. Такое поведение 

флуоресценции Trp позволяет заключить, что аминокислоты Asn149, Arg154, Arg204 и Tyr-



77 

 

203 последовательно встраиваются в дуплекс ДНК и последняя аминокислота – это 

Tyr203. 

Сравнение изменений интенсивности флуоресценции aPu (рис. 14б) и накопления 

продуктов реакции (рис. 9), полученные для hOGG1 Tyr203Trp, указывает на наличие 

корреляции между временами протекания конформационных переходов ДНК и 

каталитических стадий. 

Кинетика флуоресценции Trp и aPu (рис. 14) в процессе, катализируемом hOGG1 

Tyr203Trp, описывается такой же кинетической схемой (схема 1), что и для фермента 

дикого типа. Константы скорости, соответствующие этой кинетической схеме, 

представлены в таблице 9. Сравнение значений констант равновесия K1, K2 и K3, а также 

констант скорости каталитических стадий (k4 и k5), полученных как по регистрации 

флуоресценции Trp, так и aPu, указывают на небольшое снижение эффективности 

образования комплекса фермент-субстрат. В совокупности, эти данные свидетельствуют о 

том, что Tyr203 важен как для распознавания поврежденного нуклеотида, так и для 

формирования каталитического компетентного состояния. 
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Рис. 14. Экспериментальные и теоретические кинетические кривые, характеризующие 

конформационные изменения фермента (а) и ДНК-субстрата (б) в процессе взаимодействия 

hOGG1 Tyr203Trp с ДНК дуплексами oxoG/C12 и oxoG
aPu

/C12. 
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Таблица 9. Константы скорости и равновесия, характеризующие взаимодействие hOGG1 дикого типа и мутантных форм с ДНК-субстратом, 

содержащим oxoG, полученными на основе анализа изменений интенсивности флуоресценции Trp и aPu 

 oxoG/C12 oxoG
aPu

/C12 

Константы WT 
a 

K249Q Y203W F319W F45W WT 
a 

K249Q Y203W F319W F45W 

k1 ×10
-8

, M
-1

с
-1 

2,6 ± 0,1
 

1,7 ± 0,4 5,4 ± 1,0 2,2 ± 0,1 6,9 ± 1,8 1,2 ± 0,1
 

0,3 ± 0,1 0,66 ± 0,04 0,6 ± 0,2 0,5 ± 0,1 

k-1, с
-1

 130 ± 1 290 ± 60 520 ± 110 240 ± 10 500 ± 45 120 ± 10 62 ± 12 130 ± 7 260 ± 40 103 ± 9 

K1
 b
, M

-1
 2,0×10

6
 0,6×10

6
 1,0×10

6
 0,9×10

6
 1,4×10

6
 1,0×10

6
 0,5×10

6
 0,5×10

6
 0,2×10

6
 0,5×10

6
 

k2, с
-1

 13,3 ± 0,2 5,0 ± 0,5 7,4± 1,0 31,9 ± 1,2 12,1 ± 2,0 1,4 ± 0,1 1,4 ± 0,1 0,3 ± 0,1 4,1 ± 1,5 1,4 ± 0,1 

k-2, с
-1

 1,16 ± 0,02 2,8 ± 0,2 1,2 ± 0,2 0,5 ± 0,1 2,3 ± 0,6 1,5 ± 0,1 1,1 ± 0,2 1,3 ± 0,3 2,5 ± 0,8 1,4 ± 0,2 

K2 11,5 1,8 6,2 63,8 5,3 0,9 1,3 0,2 1,6 1,0 

k3, с
-1

 0,012 ± 0,001 0,26 ± 0,01 0,010 ± 0,001 0,08 ± 0,01 0,009 ± 0,001 0,10 ± 0,01 5,4 ± 1,1 0,28 ± 0,04 0,9 ± 0,2 0,48 ± 0,09 

k-3, с
-1

 0,07 ± 0,01 0,52 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,8 ± 0,1 0,4 ± 0,1 0,013 ± 0,002 0,8 ± 0,1 0,022 ± 0,008 0,5 ± 0,2 0,38 ± 0,04 

K3 0,17 0,5 0,08 0,1 0,02 7,7 6,7 12,7 1,8 1,3 

k4, с
-1

 0,06 ± 0,02 -
 

0,03 ± 0,01 0,018 ± 0,002 0,05 ± 0,01 0,029 ± 0,001 -
 

0,015 ± 0,004 0,015 ± 0,004 0,034 ±0,002 

k5 ×10
3
, с

-1
 6,4 ± 0,7 - 4,2 ± 0,9 1,8 ± 0,1 0,4 ± 0,1 3,6 ± 0,2 - 3,0 ± 0,7 1,9 ± 0,1 4,4 ± 0,1 

KEP, μM 0,88 - 0,3 ± 0,1 1,1 ± 0,1 1,3 ± 0,4 7,0 ± 1,1 - 1,0 ± 0,2 
- 

-
 

Kbind
 с
, M

-1
 2,9×10

7
 2,2×10

6
 8,0×10

6
 6,5×10

7
 8,8×10

6
 9,2×10

6
 5,3×10

6
 2,1×10

6
 1,3×10

6
 1,6×10

6
 

K1×K2×K3 3,9×10
6
 0,54×10

6
 0,50×10

6
 6,1×10

6
 0,15×10

6
 6,9×10

6
 4,3×10

6
 1,3×10

6
 0,58×10

6
 0,65×10

6
 

a
 Данные работ [117] и [120]. 

b
 Ki = ki/k-i. 

с
 Kbind = K1 + K1×K2 + K1×K2×K3 
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His270. Согласно данным работ [121, 397, 399], остаток His270 играет важную роль в 

формировании каталитически активного комплекса с ДНК, содержащей oxoG, за счет 

образования водородных связей между остатком имидазола и 5'-фосфатной группой 

поврежденного нуклеотида. Кроме того, специфическое взаимодействие между His270 и 

Asp322 открывает карман активного центра и облегчает процесс встраивания 

поврежденного основания в активный центр. Как видно из рис. 9, hOGG1 His270Trp 

полностью потерял каталитическую активность в отношении ДНК, содержащей oxoG. 

При этом изменения интенсивности флуоресценции Trp аналогичны изменениям, 

полученным для hOGG1 Tyr203Ala, что свидетельствует об одинаковой природе 

конформационных перестроек, происходящих при «попытке» этих мутантных форм 

вывернуть поврежденное основание. Такие изменения флуоресценции Trp подтверждают 

предположение, что hOGG1 His270Trp не способен специфически связывать ДНК, 

содержащую oxoG, и образовывать каталитический комплекс (рис. 15а). Кроме того, 

небольшой рост интенсивности флуоресценции aPu на начальном участке кинетических 

кривых (рис. 15б) также свидетельствует о том, что отсутствие His270 приводит к потере 

специфических взаимодействий между ароматическими плоскостями остатка His270 и 

поврежденного основания и, как следствие этого, к потере способности эффективно 

выворачивать повреждение из дуплекса ДНК. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 15. Экспериментальные кинетические кривые, характеризующие конформационные 

изменения фермента (а) и ДНК-субстрата (б) в процессе взаимодействия hOGG1 His270Trp с ДНК 

дуплексами oxoG/C12 и oxoG
aPu

/C12. 
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Phe 319. В активном центре hOGG1 ароматический остаток Phe319 находится в 

стэкинге с His270 [395]. Однако при образовании каталитического комплекса с ДНК 

ароматическое кольцо Phe319 образует стэкинг с основанием oxoGua [121]. 

Как следует из анализа кинетики накопления продуктов реакции (рис. 9), hOGG1 

Phe319Trp обладает сниженной примерно в 2 раза N-гликозилазной и AP-лиазой 

активностями по сравнению с ферментом дикого типа. Действительно, при 

взаимодействии с oxoG/C12-субстратом интенсивность флуоресценции Trp для hOGG1 

Phe319Trp уменьшается более медленно, чем в случае hOGG1 WT (рис. 16а). Возможно, 

процесс образования стэкинга между основанием oxoGua и остатком Trp319 в hOGG1 

Phe319Trp является не столь эффективным, как в случае Phe319 в hOGG1 WT, и это 

приводит к наблюдаемому уменьшению амплитуды изменений интенсивности 

флуоресценции. Кинетические кривые хорошо описываются схемой 1. Сравнение 

полученных констант скорости (таблица 9) показывает, что hOGG1 Phe319Trp более 

эффективно образует комплекс с oxoG/C12-субстратом (Kbind и K1 × K2 × K3), но 

каталитически он менее активен (k4 и k5), чем фермент дикого типа. Основной эффект 

замещения Phe319Trp наблюдается на второй и третьей стадиях связывания. Полученные 

данные позволяют сделать вывод о том, что взаимодействие с остатком Phe319 происходит 

на этих равновесных стадиях образования каталитически компетентного фермент-

субстратного коиплекса. 
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Рис. 16. Экспериментальные и теоретические кинетические кривые, характеризующие 

конформационные изменения фермента (а) и ДНК-субстрата (б) в процессе взаимодействия 

hOGG1 Phe319Trp с ДНК дуплексами oxoG/C12 и oxoG
aPu

/C12. 
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При взаимодействии hOGG1 Phe319Trp с oxoG
aPu

/C12-субстратом на начальном 

участке кинетических кривых до 10 мс происходило лишь небольшое увеличение 

интенсивности флуоресценции aPu (рис. 16б), что указывает на низкую эффективность 

процесса выворачивания поврежденного основания. В интервале времени 10–100 мс 

интенсивность флуоресценции aPu не изменяется, затем происходит медленной спад в 

диапазоне 100 мс–100 с. Медленное уменьшение интенсивности флуоресценции aPu на 

этих временах может быть связано с низкой скоростью встраивания остатков Arg154, 

Arg204, Tyr203 и Asn149 и медленным образованием каталитически активного комплекса. 

Следует отметить, что константы прямой и обратной скорости второй и третьей стадий 

связывания больше, чем константы скорости для фермента WT, что свидетельствует о 

неустойчивости промежуточных фермент-субстратных комплексов. 

Lys249. Замена функциональной группы каталитической аминокислоты Lys249Gln 

приводит к полной потере N-гликозилазной и AP-лиазной активности (рис. 9). Формы 

флуоресцентных кинетических кривых, характеризующих конформационные изменения 

hOGG1 Lys249Gln (рис. 17а) и ДНК-субстрата (рис. 17б) в ходе их взаимодействия, 

значительно отличаются от форм, полученных для фермента дикого типа. Образование 

специфического комплекса с hOGG1 Lys249Gln, зарегистрированное по изменению 

интенсивности флуоресценциеи Trp, происходит значительно медленнее (~10 с), чем в 

случае hOGG1 WT (~1 c). При этом увеличение флуоресценции aPu, соответствующее 

локальному плавлению дуплекса и выворачиванию из двойной спирали основания 

oxoGua, происходит также медленнее и занимает около 100 мс вместо 20 мс для фермента 

WT. Минимальная кинетическая схема, описывающая наблюдаемые изменения 

интенсивности флуоресценции Trp и aPu, содержала только стадии связывания, входящие 

в предложенную ранее схему 1. Полученные значения констант скорости представлены в 

таблице 9. Как видно из таблицы 9, образование первичного комплекса (k1), 

зарегистрированное по изменению интенсивности флуоресценции aPu, происходит в 4 

раза медленнее, чем для hOGG1 WT. При этом следующая стадия, характеризующаяся 

уменьшением интенсивности флуоресценции aPu в процессе встраивания 

аминокислотных остатков Tyr203, Asn149, Arg154 и Arg204 в ДНК, протекает с той же 

скоростью, как в случае hOGG1 WT и завершается за время менее 10 с (k3 в 54 раза 

больше для hOGG1 Lys249Gln, чем для WT). Тем не менее, равновесная константа 

образования каталитического комплекса (E•OG)3 (K1×K2×K3) в 7 раз меньше по сравнению 

с ферментом WT. 
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Эти результаты свидетельствуют о том, что конформация фермента, содержащего 

замену Lys249Gln, не является оптимальной для связывания специфического ДНК-

субстрата, и процесс распознавания специфического сайта протекает менее эффективно, 

чем в случае фермента WT. Более того, полученные данные позволяют предположить, что 

замена Lys249Gln затрудняет полную подстройку структуры активного центра к 

каталитически активной форме. 
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Рис. 17. Экспериментальные и теоретические кинетические кривые, характеризующие 

конформационные изменения фермента (а) и ДНК-субстрата (б) в процессе взаимодействия 

hOGG1 Lys249Gln с ДНК дуплексами oxoG/C12 и oxoG
aPu

/C12. 

 

Phe45. Замена Phe45 на Trp приводит к уменьшению каталитической активности 

фермента (рис. 9). Изменения интенсивности флуоресценции Trp и aPu свидетельствуют о 

замедлении стадий связывания ДНК до 30–40 с (рис. 18). Тем не менее, кинетические 

кривые описывались схемой 1, что позволило рассчитать значения констант скорости, 

входящих в эту схему (таблица 9). Сравнение данных, представленных в таблице 9, 

показывает, что замена Phe45Trp приводит к значительному изменению константы 

равновесия K3 третьей стадии связывания (0,02 и 0,17 для Trp и 1,3 и 7,7 для aPu 

соответственно), которая отвечает за окончательную подстройку структуры комплекса 

фермент-субстрат, необходимую для достижения каталитически активного состояния. Эти 

изменения могут быть результатом локального нарушения строения кармана активного 

сайта из-за замены остатка Phe на более объемный остаток Trp. Тем не менее, константы 

скорости k4, характеризующие 1-ую каталитическую стадию hOGG1 Phe45Trp и hOGG1 
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WT, имели близкие значения, тогда как константа скорости 2-ой каталитической стадии k5 

была выше для hOGG1 WT. 
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Рис. 18. Экспериментальные и теоретические кинетические кривые, характеризующие 

конформационные изменения фермента (а) и ДНК-субстрата (б) в процессе взаимодействия 

hOGG1 Phe45Trp с ДНК дуплексами oxoG/C12 и oxoG
aPu

/C12. 

 

Таким образом, на основании кинетического анализа каталитической ативности 

мутантных форм фермента, а также их конформационной динамики можно сделать вывод 

о том, что для контроля субстратной специфичности hOGG1 использует 

многоступенчатый механизм распознавания специфического сайта, сопровождающийся 

изменениями конформации как фермента, так и ДНК-субстрата. Данный механизм 

схематически изображен на рис. 19. Первая стадия процесса связывания ДНК, 

соответствующая образованию комплекса (E•OG)1 и протекающая до 20 мс, представляет 

собой неспецифическое связывание. Данные, полученные как для hOGG1 Tyr203Ala, так и 

для Tyr203Trp, показывают, что локальное нарушение структуры ДНК происходит при 

непосредственном участии Tyr203. В то же время мутация Tyr203Trp показывает, что 

полная вставка остатка Trp203 в ДНК происходит на более поздней стадии процесса 

взаимодействия (t > 1 с). Эти данные свидетельствуют о том, что снижение 

флуоресценции Trp на временах менее 1 с не связаны с встраиванием остатка Trp203 в 

ДНК. Поэтому, можно предположить, что уменьшение интенсивности флуоресценции Trp 

на временах до 1 с связано с образованием водородных связей между аминокислотными 

остатками Arg154 и Arg204 и основанием Cyt, расположенным напротив основания 

oxoGua. Это предположение подтверждается тем, что обе замены Arg154Ala и Arg204Ala 
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приводят к значительному снижению активности фермента (рис. 9) за счет потери 

способности нарушать локальную структуру дуплекса (рис. 12а). Взаимодействие с 

Arg154 и Arg204 «вытягивают» основание Cyt в сторону малой бороздки ДНК и приводят 

к дестабилизации водородных связей между основаниями Cyt и oxoGua. Существенная 

зависимость активности фермента от природы основания, расположенного напротив 

повреждения, также является подтверждением важности Arg154 и Arg204 в 

специфическом узнавании пары oxoGua/Cyt. Цитозин является предпочтительным 

противоположным основанием по сравнению с A, G или T, поскольку только основание 

Cyt способно образовывать водородные связи с боковыми цепями Arg154 и Arg204 [7, 23]. 

Более того, замена Arg154His [403] в hOGG1 или присутствие остатка Met в этом 

структурном положении у CacOgg [404] приводит к потере селективности к основанию, 

расположенному напротив повреждения. 

В случае мутантной формы Tyr203Ala на первом участке кинетических кривых не 

происходит рост интенсивности флуоресценции aPu, что свидетельствует о том, что 

остаток Tyr203 необходим на этом этапе и служит «клином», встраивающимся в 

дестабилизированный остатками Arg154 и Arg204 дуплекс ДНК. Эти данные 

свидетельствуют о функции остатка Tyr203, как аминокислоты, выступающей в роли 

детектора поврежденного основания. 

Встраивание Tyr203 в дуплекс также зависит от контактов, формируемых остатком 

His270, который также участвует в локальном нарушении структуры дуплекса. Замена 

His270Trp приводит лишь к небольшому увеличению интенсивности флуоресценции aPu 

до 10 мс. Локальное плавление дуплекса, происходящее с участием His270, способствует 

частичной вставке Tyr203 и последующему выворачиванию oxoGua из цепи ДНК в экзо-

сайт. Кроме того, данные, полученные для hOGG1 Lys249Gln показывают, что остаток 

Lys249 важен на начальной стадии образования первичного комплекса hOGG1, что хорошо 

согласуется со структурными данными [392], которые показывают, что Lys249 участвует в 

специфическом узнавании цепи ДНК-дуплекса, содержащей повреждение. 

Вторая стадия связывания поврежденной ДНК на рис. 19 соответствует 

образованию комплекса (E•OG)2 и временному диапазону от ~ 20 мс до 1 с. Во время этой 

стадии основание oxoGua выворачивается в карман активного центра фермента, где 

образует стэкинг с ароматическим кольцом Phe319. Этот вывод основан на изменениях 

флуоресценции aPu, зарегистрированных для hOGG1 Phe319Trp (рис. 12 и 16). Анализ 

структурных данных [397] показал, что помимо Phe319 в специфическом взаимодействии 

с oxoG в кармане активного центра участвуют аминокислотные остатки His270 и Gln315. 
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Отсутствие водородных связей His270 с 5'-фосфатной группой поврежденного нуклеотида 

приводит к уменьшению ДНК-связывающей способности фермента и, как следствие, этого 

значительной потере ферментативной активности (рис. 9 и [399]). После полного 

выворачивания основания oxoGua из спирали ДНК происходит полное встраивание 

аминокислотных остатков Arg154, Arg204 и Asn149 и формирование контактов с 

основанием Cyt. 

 

Рис. 19. Схематический механизм структурных перестроек в процессе взаимодействия hOGG1 и 

поврежденной ДНК.  

Стадия 1: вытягивание основания Cyt остатками Arg154 и Arg204, «вклинивание» остатка Tyr203 в 

ДНК-спираль, электростатическое взаимодействие между Lys249 и фосфатной группой 

поврежденного нуклеотида, выворачивание основания oxoGua в экзо-сайт фермента и 

взаимодействие His270 с частично вывернутым основанием oxoGua. 

Стадия 2: выворачивание основания oxoGua в активный центр, образование стэкинга между 

основанием oxoGua и ароматическим кольцом Phe319, взаимодействие His270 с фосфатной 

группой вывернутого поврежденного нуклеотида, образование водородных связей между Arg154, 

Arg204, Asn149 и основанием Cyt. 

Стадия 3: полное встраивание Tyr203 в ДНК, взаимодействие oxoGua с Gly42. 

Стадия 4: гидролиз N-гликозидной связи, катализируемый остатком Asp268. 

Стадия 5: реакция β-элиминирования, катализируемая остатком Lys249. 

Стадия 6: диссоциация комплекса фермент-продукт. 
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Третья стадия связывания ДНК, соответствующая образованию комплекса (E•OG)3, 

протекает во временном интервале 1–20 с. Как следует из данных для hOGG1 Tyr203Trp, в 

этот момент времени происходит полное встраивание Tyr203 в дуплекс (рис. 14). 

Кинетические данные, полученные в этом исследовании для мутанта hOGG1 Phe45Trp, 

показывают, что третья стадия связывания главным образом связана с окончательной 

подстройкой комплекса фермент-субстрат, необходимой для достижения каталитически 

активного состояния. 

Полученные кинетические данные позволили уточнить роль остатков Lys249 и 

Asp268 в каталитической активности hOGG1. Общепринятая догма химического 

механизма hOGG1 заключается в том, что аминогруппа боковой цепи Lys249 принимает 

непосредственное участие как в расщеплении N-гликозидной связи, так и в реакции β-

элиминирования. Это предположение основано на том, что Lys249 образует основание 

Шиффа с C1'-атомом рибозы. Однако полученные нами данные свидетельствуют о том, 

что остаток Lys249 непосредственно участвует в процессе локального нарушения 

структуры ДНК и выворачивания основания oxoGua за счет электростатических 

взаимодействий с ДНК-фосфатными группами на начальном этапе взаимодействия в 

течение первых 20 мс. Более того, существование таких взаимодействий подтверждается 

как рентгеноструктурными данными для комплекса hOGG1 с неповрежденной ДНК (рис. 

8б) [396], так и результатами химической модификации [405]. Потеря электростатических 

взаимодействий между Lys249 и фосфатной группой, расположенной с 3'-стороны от 

основания oxoGua, у мутантной формы Lys249Gln приводит к нарушению специфических 

контактов в активном центре фермента и, как следствие этого, нарушению оптимальной 

конформации, необходимой для протекания каталитической реакции. 

Недавно с использованием двойной мутантной формы Lys249Cys Cys253Lys hOGG1 

было показано [392], что именно остаток Asp268 является каталитической аминокислотой 

в реакции гидролиза N-гликозидной связи поврежденного основания. Согласно этим 

данным, образование основания Шиффа между Lys249 и C1'-дезоксирибозой 

поврежденного нуклеотида должно происходить после расщепления N-гликозидной связи 

с поврежденным основанием, как это было показано для другого члена структурного 

семейства HhH-GPD аденин-ДНК-гликозилазы MutY [87, 406]. Таким образом, 

основываясь на литературных данных и данных настоящей работы, можно сделать вывод 

о том, что мутация Lys249Gln приводит к потере ферментативной активности из-за 

нарушения локальной структуры активного центра фермента, а не вследствие потери 

функциональной нуклеофильной аминогруппы Lys249. 
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3.2.1.2. FRET анализ процессов изгибания ДНК 

Для более детального исследования процесса узнавания и связывания ДНК-

субстратов ферментом hOGG1 в данной работе применен метод резонансного переноса 

энергии флуоресценции (FRET) [380]. Для этого на разные концы дуплекса 

олигонуклеотидов были введены пары флуоресцентных красителей Cy3/Cy5 и FAM/Dab. 

В работе использовали два типа FRET-субстратов: первый тип содержал пару 

донор–тушитель (G
FAM/Dab

/C12- и F
FAM/Dab

/C12-лиганды), второй тип — пару донор–

акцептор (oxoG
Cy3/Cy5

/C12-субстрат). Из представленных на рис. 20а и б спектров FRET-

субстратов, видно, что образование дуплексов G
FAM/Dab

/C12 и F
FAM/Dab

/C12 приводит к 

уменьшению интенсивности флуоресценции FAM по сравнению с одноцепочечными 

олигонуклеотидами FAM-G и FAM-F соответственно. Такое уменьшение интенсивности 

флуоресценции связано с эффектом тушения флуоресценции FAM остатком Dab. 

Добавление к дуплексам G
FAM/Dab

/C12 и F
FAM/Dab

/C12 фермента hOGG1 приводит к 

дальнейшему уменьшению интенсивности флуоресценции FAM. Такой эффект, вероятнее 

всего, обусловлен изгибанием дуплекса, вследствие чего происходит дополнительное 

сближение остатков флуорофора и тушителя. 

 

Рис. 20. Спектры флуоресценции (а) G
FAM/Dab

/C12- и (б) F
FAM/Dab

/C12-лигандов. Представлены 

спектры испускания флуоресценции олигонуклеотида, содержащего FAM (FAM-G и FAM-F), их 

дуплексов с комплементарной цепью, содержащей тушитель флуоресценции Dab, и комплексов с 

hOGG1. Кинетика изменения интенсивности флуоресценции FAM при взаимодействии дуплексов 

G
FAM/Dab

/C12 (в) и F
FAM/Dab

/C12 (г) с ферментом hOGG1. 
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Кинетика изменения FRET-сигнала для дуплекса G
FAM/Dab

/C12, представленная на 

рис. 20в, свидетельствует о том, что вслед за быстрым (0,02 с) разрыхлением ДНК, 

приводящим к небольшому росту сигнала флуоресценции и зарегистрированным ранее по 

флуоресценции aPu [120], происходит медленное падение сигнала (1/2  5 с), вероятно, 

связанное с изгибанием спирали ДНК. По-видимому, эти структурные изменения в ДНК 

свидетельствуют о процессах, в результате которых распознается поврежденное 

основание. 

Анализ кинетической кривой для дуплекса F
FAM/Dab

/C12 показал, что изгибание 

дуплекса, в котором отсутствует азотистое основание, проходит быстрее (1/2  2 с), чем в 

случае неспецифической ДНК. Сопоставляя данные, полученные для F
aPu

/C12-лиганда 

[120], с кинетикой изгибания F
FAM/Dab

/C12 (рис. 20г), можно заключить, что процессы 

встраивания аминокислотных остатков и изгибания дуплекса протекают одновременно. 

Использование расщепляемого субстрата oxoG
Cy3/Cy5

/C12 также позволило 

зарегистрировать стадию изгибания дуплекса (рис. 21). Однако в данном случае, в 

отличие от дуплекса F
FAM/Dab

/C12, изгибание дуплекса oxoG
Cy3/Cy5

/C12 не приводило к 

значительным изменениям интенсивности флуоресценции Сy5. Как видно из 

кинетических кривых (рис. 21, вставка), в течение первых 10 с реакции происходило 

слабое увеличение интенсивности флуоресценции, что, согласно данным [117, 120], 

обусловлено образованием каталитически активного комплекса. Падение интенсивности 

сигнала Cy5 на временах более 400 секунд вызвано распадом комплекса фермент-продукт. 

 

 

 

Рис. 21. Процесс взаимодействия hOGG1 с дуплексом oxoG
Cy3/Cy5

/C12 и кинетические кривые 

изменения интенсивности флуоресценции. 
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3.2.1.3. Масс-спектрометрический анализ интермедиатов ферментативного 

процесса 

Механизм расщепления поврежденной ДНК включает последовательное 

образование ковалентных промежуточных комплексов фермента и ДНК в виде основания 

Шиффа (рис. 22). Как видно из рис. 22, в ходе взаимодействия hOGG1 с oxoG/C12-

субстратом возможно образование двух стабильных ковалентных аддуктов. Чтобы 

определить характерные времена образования и исчезновения этих промежуточных 

продуктов, проводился MS/ESI масс-спектрометрический анализ реакционной смеси через 

определенные промежутки времени (рис. 23) при двукратном избытке oxoG/C12-субстрата 

над ферментом, при этом в реакционную смесь добавляли NaBH4 через 0–1000 с после 

начала реакции [380]. 

 

 

 

Рис. 22. Основные стадии реакции, катализируемые hOGG1: стадия 1 – удаление поврежденного 

основания (реакция гидролиза N-гликозидной связи), стадия 2 – реакция β-элиминирования 3′-

фосфатной группы, стадия 3 – регенерация свободного фермента. Показаны стабильные 

ковалентные аддукты, образующиеся после восстановления основания Шиффа NaBH4. 

 

Масс-спектр MS-ESI свободного фермента hOGG1 содержал набор положительно 

заряженных ионных пиков, которые соответствовали молекулярному весу 

немодифицированного белка (42340 Да) (рис. 23а). Как видно из рис. 23б, в течение 

первых 30 с протекает N-гликозилазная реакция и образуется ковалентный фермент-

субстратный комплекс, в котором аминогруппа Lys249 формирует основание Шиффа c 

остатком 2′-дезоксирибозы. Молекулярный вес восстановленного аддукта I равен 45697. 

Вторая каталитическая реакция – β-элиминирование – протекает медленно и 

заканчивается лишь к 1000 с. В ходе проведенного анализа не удалось зарегистрировать 
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аддукт II, соответствующий ковалентному комплексу с ДНК после реакции -

элиминирования 3′-фосфатной группы (рис. 22). Полученные данные подтверждают 

результаты [113, 117, 119, 393], свидетельствующие о том, что скорость-лимитирующей 

стадией процесса, катализируемого hOGG1, является реакция β-элиминирования. 

 

 

 

Рис. 23. МS/ESI-спектры интермедиатов, образующихся в процессе взаимодействия фермента 

hOGG1 и oxoG/C12-субстрата при t = 0, 30, 600 и 1000 с (а – г соответственно). 

 

3.2.1.4. Термодинамические параметры ферментативного процесса 

Термодинамические параметры взаимодействия hOGG1 WT с ДНК, содержащей 

oxoG, предоставили очень важную информацию для понимания и идентификации 

ключевых этапов процесса поиска повреждений в ДНК и распознавания oxoG [407]. 

Термодинамический анализ процесса взаимодействия 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы 

человека hOGG1 с поврежденной и неповрежденной ДНК проведен на основе 

кинетических данных, полученных при разных температурах. Для регистрации 

конформационных изменений фермента и ДНК-субстрата использовали разные типы и 
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расположение флуорофоров. По изменению интенсивности флуоресценции остатка aPu, 

расположенного с 3'-стороны от основания оxoGua зарегистрированы конформационные 

изменения поврежденной цепи ДНК-дуплекса. Кроме того, для регистрации 

конформационных изменений комплементарной цепи ДНК-дуплекса использовали 

флуоресцентный аналог цитозина tC
O
, расположенный напротив основания oxoGua. 

Методом гель-электрофореза с использованием радиоактивно-меченого субстрата были 

получены данные о скорости накопления продуктов при разных температурах. Для 

каждого из этих вариантов регистрации процесса взаимодействия фермента и ДНК были 

получены кинетические кривые, характеризующие конформационные изменения ДНК-

субстрата при каждой температуре. На рис. 24 для каждого типа регистрации приведена 

концентрационная серия характерных кинетических кривых и их зависимость от 

температуры. 

Кинетические кривые, полученные при регистрации интенсивности флуоресценции 

aPu, для каждой из температур описывали схемой 1, что позволило рассчитать значения 

констант скорости (таблица 10). Характерные времена накопления продуктов N-

гликозилазной реакции и реакции β-элиминирования совпадают с характерными 

временами увеличения флуоресценции aPu в интервале 30–1000 с, что указывает на то, 

что изменения флуоресценции в этот временной интервал характеризуют химические 

стадии ферментативной реакции. Необходимо отметить, что интенсивность 

флуоресценции tC
O
, расположенного напротив основания oxoGua, изменялась 

незначительно при образовании фермент-субстратного комплекса, что не позволило 

выделить отдельные стадии образования каталитического комплекса, как в случае других 

флуорофоров. Рост интенсивности флуоресценции tC
O
 на временах более 100 с 

характеризовал каталитические стадии ферментативного процесса и последующую 

диссоциацию комплекса фермент-продукт. Тем не менее, полученные кинетические 

кривые, характеризующие взаимодействие hOGG1 WT с oxoG/tC
O

12-субстратом, удалось 

описать кинетической схемой 2. 
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Рис. 24. Взаимодействие hOGG1 WT с ДНК, содержащей oxoG. (а) изменения интенсивности 

флуоресценции aPu при взаимодействии hOGG1 с 
aPu

oxoG/C12-субстратом при различных 

концентрациях hOGG1 WT при 25°C; (б) изменения интенсивности флуоресценции aPu при 

взаимодействии hOGG1 WT с 
aPu

oxoG/C12-субстратом при различных температурах; (в) изменения 

интенсивности флуоресценции tC
O
 при взаимодействии hOGG1 WT с oxoG/tC

O
12-субстратом при 

различных концентрациях hOGG1 WT при 25°C; (г) изменения интенсивности флуоресценции tC
O
 

при взаимодействии hOGG1 WT с oxoG/tC
O

12-субстратом при различных температурах; 

зависимость концентрации продуктов N-гликозилазной реакции (д) и реакции β-элиминирования 

(е) от времени при различных температурах при взаимодействии hOGG1 WT с oxoG/C12-

субстратом. Концентрации фермента и oxoG/C12-субстрата составляли 2,0 мкМ и 1,0 мкМ 

соответственно. 
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Схема 2 

, 

где E – hOGG1; OG – oxoG/tC
O

12-субстрат; E•OG – фермент-субстратный комплекс; E•AP 

– комплекс E с АР-сайтом, образующимся в результате N-гликозилазной реакции; E•P – 

комплекс Е с продуктом реакции Р, образующимся в результате АР-лиазной реакции; K1 и 

KP – равновесные константы, характеризующие стадии образования фермент-

субстратного комплекса и диссоциацию комплекса фермент-продукт; k2 и k3 – константы 

скорости N-гликозилазной реакции и реакции β-элиминирования. 

 

Из литературных данных известно, что hOGG1 WT способен дискриминировать 

oxoG-субстраты по основанию, расположенному напротив повреждения, и имеет 

большую специфичность к паре oxoG/С [115, 116, 120]. Влияние основания, 

расположенного напротив повреждения, на образование каталитически компетентного 

фермент-субстратного комплекса обусловлено прямыми контактами аминокислотных 

остатков фермента с этим основанием [121]. Так, аминокислоты Arg154 и Arg204 

встраиваются в цепь ДНК и образуют водородные связи со стоящим напротив oxoGua 

основанием Cyt. остатки аминокислот Asn149 и Tyr203 встраиваются в дуплекс на место 

вывернутого основания oxoGua. В каталитически активном комплексе ароматическое 

кольцо Tyr203 расположено в пространстве между основанием Cyt, находящимся 

напротив oxoGua в комплементарной цепи, и основанием с его 5′-стороны. Вследствие 

высокой чувствительности фермента к природе основания, расположенного напротив 

oxoGua, был проведен анализ влияния на ферментативную активность hOGG1 WT 

флуоресцентного аналога цитозина - tC
O
. Активность фермента при взаимодействии с 

oxoG/tC
O

12-субстратом была определена прямым анализом накопления продуктов реакции 

методом гель-электрофореза (рис. 25). Видно, что эффективность каталитических стадий 

значительно снижается по сравнению с oxoG/C12-субстратом. Поэтому данные, 

полученные при регистрации интенсивности флуоресценции tC
O
, не могут быть напрямую 

соотнесены с данными по другим типам флуоресценции. 
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Рис. 25. Зависимость концентрации продуктов N-гликозилазной реакции (а) и реакции β-

элиминирования (б) от времени при взаимодействии hOGG1 WT с oxoG/C12- и oxoG/tC
O

12-

субстратами. Концентрации фермента ДНК-субстратов составляли 2,0 мкМ и 1,0 мкМ 

соответственно. 
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Таблица 10. Константы скорости, характеризующие взаимодействие hOGG1 дикого типа с 
aPu

oxoG/C12- и oxoG/tC
O

12-субстратами при 

разных температурах 

ДНК-

субстрат 
Константы 

Температура 

10°С 15°С 20°С 25°С
 

30°С 

a
P

u
o
x
o
G

/C
1

2
 

k1, M
-1

с
-1

 (1,3 ± 0,7)×10
7
 (2,2 ± 1,0)×10

7
 (1,7 ± 0,8)×10

7
 (1,9 ± 1,0)×10

7
 (2,0 ± 1,0)×10

7
 

k-1, с
-1 

230 ± 80 390 ± 50 360 ± 20 410 ± 70 520 ± 120 

k2, с
-1

 8,3 ± 3,8 15,6 ± 4,2 26,6 ± 6,0 53,5 ± 20,3 72,4 ± 31,4 

k-2, с
-1

 6,1 ± 0,2 11,8 ± 0,2 19,6 ± 1,7 37,9 ± 11,1 40,5 ± 12,5 

k3, с
-1

 0,087 ± 0,017 0,12 ± 0,03 0,19 ± 0,07 0,4 ± 0,1 0,3 ± 0,1 

k-3, с
-1

 0,011 ± 0,001 0,018 ± 0,001 0,007 ± 0,002 0,02 ± 0,003 0,002 ± 0,001 

k4, с
-1

 0,005 ± 0,001 0,007 ± 0,001 0,014 ± 0,002 0,026 ± 0,003 0,041 ± 0,007 

k5, с
-1

 0,0006 ± 0,0001 0,0012 ± 0,0001 0,001 ± 0,0001 0,001 ± 0,001 0,0037 ± 0,007 

      

o
x
o
G

/t
C

O
1

2
       

K1, M (1,2 ± 0,3)×10
-5

 (1,1 ± 0,2)×10
-5

 (0,9 ± 0,3)×10
-5

 (0,7 ± 0,2)×10
-5

 (0,1 ± 0,4)×10
-5

 

k2, с
-1

 0,007 ± 0,003 0,011 ± 0,002 0,010 ± 0,002 0,017 ± 0,006 0,014 ± 0,006 

k3, с
-1

 0,00010 ± 0,00003 0,00014 ± 0,0001 0,00034 ± 0,00006 0,00052 ± 0,00018 0,0016 ± 0,0008 

Kp, M (1,1 ± 0,4)×10
-6

 (0,9 ± 0,1)×10
-6

 (1,2 ± 1,0)×10
-6

 (1,3 ± 2,7)×10
-6

 (2,0 ± 2,2)×10
-6
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Используя значения констант скорости прямых и обратных реакций, для каждой i-ой 

равновесной стадии были получены значения константы равновесия (Ki). Зависимость 

ln(Ki) от 1/T имела линейный вид (рис. 26а) и с помощью уравнения Вант-Гоффа [341] 

позволила рассчитать стандартную энтальпию и энтропию всех равновесных стадии. 

Рассчитанные значения термодинамических параметров Нi° и Si° отдельных стадий 

многостадийного ферментативного процесса представлены в таблице 11. Там же 

приведены значения стандартной свободной энергии Гиббса Gi° для 298 K. Кроме того, 

из зависимости величин констант скорости необратимых стадии, характеризующих 

гидролиз N-гликозидной связи k4 и реакцию β-элиминирования k5, от температуры (рис. 

26б), описываемой уравнением Эйринга для теории переходного состояния [341], 

рассчитаны значения стандартной энтальпии активации (H°
,‡

) и стандартной энтропии 

активации (S°
,‡

). 

Для определения термодинамических параметров процесса образования 

неспецифического комплекса использовали 
aPu

G/C12-лиганд. Полученные для каждой из 

температур в диапазоне 10–30°С кинетические кривые (рис. 27а и б) описывали схемой 3. 

На основании полученных значений констант скорости были рассчитаны 

термодинамические параметры связывания неповрежденной ДНК (рис. 27в), которые 

приведены в таблице 12. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 26. Зависимость ln(Ki) (а) и ln(ki/T) (б) от 1/T в соответствии с уравнениями Вант-Гоффа и 

Эйринга, характеризующая взаимодействие hOGG1 WT с 
aPu

oxoG/C12-субстратом. 

  



97 

 

Таблица 11. Термодинамические параметры взаимодействия hOGG1 WT с hOGG1 дикого 

типа с 
aPu

oxoG/C12-субстратом 

Параметр 

Номер 

стадии 

∆G°i298,  

ккал/моль 

∆H°i,  

ккал/моль 
∆S°i, кал/K*моль 

1 -6,4 -2,8 ± 0,7 11,2 ± 2,4 

2 -0,2 2,1 ± 0,9 7,7 ± 3,3 

3 -1,8 23,2 ± 7,8 85,4 ± 26,6 






3

1

i

i  

-8,4 22,5 ± 9,4 104,3 ± 32,3 

4 19,6 18,6± 1,1 -3,5 ± 3,9 

5 21,0 13,0 ± 1,9 -27,0 ± 6,7 

 

 

Таблица 12. Термодинамические параметры взаимодействия hOGG1 WT с hOGG1 дикого 

типа с 
aPu

G/C12-лигандом 

Параметр 

Номер 

стадии 

∆G°i298, 

ккал/моль 

∆H°i, 

ккал/моль 

∆S°i, 

кал/(Kмоль) 

1 -7,7 -2,4 ± 0,2 18,0 ± 0,7 

2 0,8 -12,7 ± 1,2 -44,7 ± 4,1 

 
-6,9 -15,1 ± 1,4 -26,7 ± 4,8 

 

 

Схема 3 

, 

где E – hOGG1, G – 
aPu

G/C12-лиганд, (E•G)i – комплексы фермента с неповрежденным 

ДНК-дуплексом. 
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Рис. 27. Взаимодействие ДНК-гликозилазы hOGG1 WT c 
aPu

G/C12-лигандом. (а) Изменения 

интенсивности флуоресценции aPu при взаимодействии hOGG1 с 
aPu

G/C12-лигандом при 

различных концентрациях hOGG1 при 25°C; (б) Изменения интенсивности флуоресценции aPu 

при взаимодействии hOGG1 с 
aPu

G/C12-лигандом при различных температурах; (в) зависимость 

ln(Ki) от 1/T в соответствии с уравнением Вант-Гоффа. 

 

Совокупный анализ термодинамических данных, полученных для неповрежденной 

ДНК и ДНК, содержащей oxoG, позволяет заключить, что в обоих случаях первой стадией 

является образование неспецифического комплекса, сопровождающееся «плавлением» 

цепи ДНК [120, 386, 400], что следует из эффекта возрастания интенсивности 

флуоресценции aPu как для 
aPu

G/C12-лиганда, так и 
aPu

oxoG/C12-субстрата. Кроме того, в 

ходе первой стадии происходит сканирование повреждения путем вставки в двойную 

спираль ДНК «клина» в виде аминокислотного остатка Tyr203 и выворачивание 

оснований Gua и oxoGua из спирали ДНК в экзо-сайт, что характеризуется энергетически 

выгодными изменениями энтальпии и энтропии (таблицы 11 и 12). Эта стадия имеет 
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близкие значения термодинамических параметров как для 
aPu

G/C12-лиганда, так и для 

ДНК-субстратов, содержащих oxoG. 

В случае взаимодействия hOGG1 с 
aPu

G/C12-лигандом регистрируется вторая стадия, 

которая так же характеризуется возрастанием интенсивности флуоресценции aPu и 

заканчивается к ~0,2 c. Из рис. 27 видно, что, в отличие от 
aPu

oxoG/C12-субстрата, в случае 

aPu
G/C12-лиганда на больших временах не происходит падения интенсивности 

флуоресценции aPu, что указывает на отсутствие внедрения остальных аминокислотных 

остатков фермента (Asn149, Arg154 и Arg204) в ДНК-спираль. Эта стадия в случае 

aPu
G/C12-лиганда благоприятна по энтальпийному вкладу, но неблагоприятна по 

изменению энтропии, что может быть следствием образования новых энергетически 

выгодных контактов, но структурно более жесткого комплекса. Такой результат 

согласуется со сделанным ранее выводом на основе мутационного анализа о том, что на 

этой стадии происходит изгибание цепи ДНК и более глубокое внедрение остатка Tyr203 

внутрь двойной спирали [400]. В целом, образование комплекса hOGG1 с 

неповрежденным 
aPu

G/C12-лигандом является термодинамически выгодным процессом с 

G°298 = -6,9 ккал/моль. 

В случае взаимодействия hOGG1 с ДНК, содержащей oxoG, вторая стадия узнавания 

повреждения является энергетически нейтральной в случае регистрации 

конформационных изменений ДНК-субстратов, и проигрыш энтальпии компенсируется 

ростом энтропии. Увеличение энтропии при взаимодействии ДНК-связывающих белков с 

ДНК, как правило, обусловлено двумя факторами: десольватацией полярных групп в 

области контакта белок-ДНК [408] и вытеснением высокоупорядоченных 

«кристаллических» молекул воды из бороздок ДНК [410]. На этой стадии, начиная с 0,2 с, 

происходит падение интенсивности флуоресценции aPu, что означает внедрение 

дополнительных остатков аминокислот внутрь спирали ДНК. Важно отметить, что это 

внедрение происходит сразу же после выворачивания основания из спирали. 

Следовательно, эта стадия очень важна для дискриминации между основаниями Gua и 

oxoGua. Учитывая данные рентгеноструктурного анализа [113, 121, 391, 396, 397], можно 

сделать вывод, что на этой стадии основание oxoGua помещается в активный центр, где 

формируется стэкинг с Phe319, а также образуются водородные связи между остатками 

Arg154, Arg204 и Asn149 фермента и остатком Cyt противоположной цепи ДНК, а His270 

образует водородные связи с фосфатной группой oxoG [400, 407]. 

Последняя третья стадия узнавания поврежденного основания приводит к 

формированию каталитически компетентной конформации hOGG1. На этой стадии 
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основание oxoGua полностью находится внутри активного центра и образует контакт с 

Gly42, а Tyr203 целиком встроен внутрь спирали ДНК. В активном центре происходят 

локальные перегруппировки, необходимые для осуществления каталитической стадии 

гидролиза N-гликозидной связи. В случае 
aPu

oxoG/C12-субстрата формирование 

каталитического комплекса характеризуется большой эндотермичностью за счет 

изменения энтальпии, что компенсируется существенным ростом энтропии. Рост 

энтропии происходит благодаря дегидратации области контакта белок-ДНК и 

образованию более компактного фермент-субстратного комплекса. 

Таким образом, на основании полученных термодинамических данных можно 

заключить, что связывание hOGG1 с неповрежденной ДНК приводит к локальному 

плавлению дуплекса и выворачиванию основания Gua из двойной спирали, однако это 

основание не встраивается внутрь активного центра, в отличие от основания oxoGua, как 

это следует из кинетического поведения интенсивности флуоресценции 2-аминопурина. 

Образование второго и третьего комплексов hOGG1 c ДНК, содержащей oxoG, 

происходит с положительными изменениями энтальпии и энтропии. Неблагоприятные 

вклады в изменение энтальпии могут давать различные процессы, например, 

десольватация полярных групп белка [408]. Это может происходить при связывании белка 

с малой бороздкой ДНК, из которой при этом удаляются молекулы воды, находившиеся в 

высокоструктурированном квазикристаллическом состоянии. Такое связывание 

характеризуется положительным изменением энтальпии, компенсируемым за счет роста 

энтропии, то есть является энтропийно-стимулируемым [410]. Именно такой тип 

взаимодействия предполагается для образования комплекса hOGG1 c ДНК, содержащей 

oxoG, при котором арильная группа остатка Tyr203 hOGG1 вставляется в ДНК-спираль со 

стороны малой бороздки [121], что подтверждается характером изменения 

термодинамических параметров. 

Другой причиной положительного изменения ∆H° может быть перестройка 

структуры ДНК. Сравнение изменений энтальпии и энтропии при образовании широкого 

набора белково-нуклеиновых комплексов показывает [408], что в этих комплексах ДНК 

изогнута и деформирована, что приводит к неблагоприятному изменению энтальпии, 

компенсируемому за счет роста энтропии. В соответствии со структурными данными 

[121] в каталитически активном комплексе hOGG1 в районе поврежденного нуклеотида 

спираль ДНК изогнута примерно на 70°. Такое изгибание ДНК должно происходить на 

второй и третьей стадиях взаимодействия hOGG1 с ДНК, содержащей oxoG, давая 

соответствующие вклады в изменения ∆H° и ∆S°. 
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3.2.2. Эндонуклеаза III Nth из E. coli 

Эндонуклеаза III (Nth) из E. coli впервые описана как нуклеаза, которая образует 

одноцепочечный разрыв в двойной цепи ДНК, поврежденной УФ-излучением [95]. 

Дальнейшие исследования показали, что Nth обладает широкой субстратной 

специфичностью и наиболее активен по отношению к окисленным пиримидинам, таким 

как тимин-гликоль [102, 410, 411]. Фермент Nth содержит [4Fe-4S] кластер [412]. Было 

показано, что фермент обладает двумя активностями и, аналогично своему структурному 

гомологу hOGG1, катализирует гидролиз N-гликозидной связи с образованием свободного 

модифицированного основания (N-гликозилазная активность), после чего происходит 

разрыв фосфодиэфирной связи со стороны 3'-атома углерода остатка 2'-дезоксирибозы 

путем β-элиминирования с образованием в ДНК одноцепочечного разрыва (АР-лиазная 

активность) (рис. 6) [413, 414]. Бифункциональная активность Nth связана с наличием в 

активном центре фермента остатков Lys120 и Asp138 [413, 415-417]. 

Регистрация степени расщепления ДНК-дуплексов, содержащих DHU и АР-сайт, 

путем разделения продуктов реакции в полиакриламидном геле показала, что скорость N-

гликозилазной реакции равна либо превышает скорость АР-лиазной реакции, и АР-

лиазная реакция является лимитирующей стадией каталитического процесса (рис. 28). 

 

 

 

Рис. 28. Степень расщепления ДНК-дуплексов, содержащих DHU и АР-сайт. Концентрация ДНК-

дуплексов и Nth равна 1,0 мкМ. 

 

Наиболее информативным подходом для исследования взаимных конформационных 

изменений, происходящих в процессе фермент-субстратного взаимодействия, является 

получение комбинации данных, полученнных путем анализа изменений собственной 

триптофановой флуоресценции фермента и флуоресценции флуорофоров, включенных в 

модельные ДНК-дуплексы. Анализ рентгеноструктурных данных [418, 419] показал (рис. 
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29а), что два остатка триптофана фермента Nth из E. coli (Trp132 и Trp178) расположены 

вдали от ДНК-связывающего центра. Остаток Trp178 находится в достаточно жестко 

организованном FeS-домене фермента, что может ограничивать его подвижность, а также 

стабилизировать его микроокружение в процессе взаимодействия с ДНК. Остаток Trp132 

расположен на поверхности белка с противоположной стороны от ДНК-связывающего 

канала. Сравнение структуры свободного Nth из E. coli и комплекса Nth из G. 

stearothermophilus с дуплексом ДНК, содержащим F-сайт (рис. 29б), косвенно 

свидетельствует о том, что при образовании комплекса с ДНК не происходит 

значительных конформационных превращений в области остатка Trp132. Из-за этих 

структурных особенностей расположения остатков Trp в ферменте Nth дикого типа не 

удалось зарегистрировать изменения интенсивности флуоресценции Trp в процессе 

взаимодействия Nth с ДНК-субстратами. Поэтому для исследования процесса 

взаимодействия фермента с ДНК-субстратами использовали олигонуклеотиды, 

содержащие флуоресцирующие аналоги оснований – 2-аминопурин aPu, пирролоцитозин 

C
py

, 3-гидроксихромон 3HC и 1,3-диаза-2-оксофеноксозин tC
O
 [377]. 

 

а 

  

б 

 

 

Рис. 29. Структура свободного фермента Nth из E. coli (а, PDB ID 2ABK) и структура комплекса 

Nth из G. stearothermophilus с дуплексом ДНК, содержащим F-сайт (б, PDB ID 1P59). Показан 

[4Fe-4S] кластер (желтые и фиолетовые шары), боковые радикалы каталитических 

аминокислотных остатков Lys120 и Asp138, а также остатки Trp132 и Trp178 (синий цвет). В 

комплексе F-сайт расположен в активном центре фермента, показаны каталитические остатки 

Lys121 и Asp139 (номера соответствуют Lys120 и Asp138 Nth из E. coli). 
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Рис. 30. Зависимость интенсивности флуоресценции аналогов оснований от строения модельных 

ДНК-дуплексов, содержащих флуорофор с 5′- или 3′-стороны от поврежденного основания DHU 

либо в комплементарной цепи напротив повреждения. Влияние положения остатка aPu (а) на 

активность Nth по сравнению с дуплексом, не содержащим aPu (время реакции 60 с при 25°С) и 

(б) на чувствительность к конформационным изменениям ДНК, происходящим в процессе 

взаимодействия с Nth. (в) Чувствительность aPu, C
py

 и tC
O
, расположенных в комплементарной 

цепи напротив DHU, к конформационным изменениям ДНК, происходящим в процессе 

взаимодействия с Nth. 

 

Был проведен выбор оптимального строения модельных ДНК-дуплексов, 

содержащих флуорофор с 5′- или 3′-стороны от поврежденного основания либо в 

комплементарной цепи напротив повреждения. В первую очередь, методом разделения 

продуктов реакции гель-электорофорезом установлено влияние положения флуорофоров 

на активность фермента. Было показано (рис. 30а), что остаток aPu, имеющий 

наименьшие отличия от природных пуриновых оснований по сравнению с другими 

флуорофорами, не оказывал влияния на активность Nth. Однако, нужно отметить, что 
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ДНК-дуплексы, содержащие с 5′-стороны от DHU флуорофоры C
py

, tC
O
 и 3HC, приобрели 

устойчивость к действию фермента (данные не приводятся). Таким образом, введение 

этих модифицированных нуклеотидов с 5′-стороны от повреждения приводит к полной 

потере активности фермента Nth, и такие модельные ДНК-дуплексы не могут быть 

использованы в дальнейшей работе. Далее анализировали чувствительности флуорофоров 

к конформационным изменениям ДНК, происходящим в процессе взаимодействия с Nth. 

Из рис. 30б видно, что остаток aPu, расположенный с 3′-стороны от DHU, позволяет 

зарегистрировать большее число конформационных переходов в ДНК. Аналогичный 

анализ для флуорофоров, расположенных напротив DHU, показал (рис. 30в), что остаток 

tC
O
 имеет более выраженные изменения интенсивности флуоресценции по сравнению с 

aPu и C
py

. 

Таким образом, в качестве модельных ДНК-субстратов были выбраны конструкции 

в которых aPu расположен с 3′-стороны от повреждения, а 1,3-диаза-2-оксофеноксазин tC
O
 

расположен в комплементарной цепи напротив повреждения. 

 

3.2.2.1. Конформационные изменения поврежденной цепи ДНК 

Конформационные изменения поврежденной цепи ДНК были зарегистрированы по 

изменению интенсивности флуоресценции остатков 2-аминопурина, расположенного с 3′-

стороны от повреждения. Образование неспецифического комплекса Nth с 

неповрежденной ДНК (C
aPu

/G12-лиганд) не приводило к изменению интенсивности 

флуоресценции aPu, что свидетельствует о незначительном влиянии фермента на 

структуру ДНК. 

При взаимодействии Nth с дуплексом F
aPu

/G12, сначала интенсивность флоресценции 

не изменялась, а начиная t  0,1 c наблюдали уменьшение интенсивности флуоресценции 

вплоть до 10 с (рис. 31а). Падение интенсивности флуоресценции aPu может быть связано 

с увеличением гидрофобности окружения в области остатка aPu и характеризует 

встраивание в дуплекс аминокислотных остатков фермента. Данный процесс хорошо 

описывается одностадийным равновесием (схема 4). Значения констант скорости реакций, 

соответствующих схеме 4, представлены в таблице 13. 

При взаимодействии Nth с дуплексом, содержащим АР-сайт (AP
aPu

/G12-субстрат), 

после образования каталитически активного комплекса протекает реакция β-

элиминирования, ведущая к накоплению ДНК-продукта, и последующая стадия 

диссоциации комплекса с продуктом. При этом на кинетических кривых можно выделить 

4 области изменения интенсивности флуоресценции aPu: 1) небольшой рост 
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интенсивности флуоресценции до 0,2 с, 2) падение до 3 с, 3) повторный рост до 20 с и 4) 

плато (рис. 31б). Эти кривые удовлетворяют кинетической схеме, которая включает 2 

стадии комплексообразования, необратимую каталитическую реакцию и обратимую 

стадию высвобождения продукта из активного центра фермента (схема 5). Значения 

констант скорости реакций, соответствующих схеме 5, представлены в таблице 13. 

а

 

б

 

в

 

 

 

Рис. 31. Экспериментальные и теоретические кинетические кривые изменения интенсивности 

флуоресценции остатков aPu, полученные при взаимодействии Nth с ДНК-дуплексами, 

содержащими F-сайт (а), АР-сайт (б) и DHU (в). Концентрация ДНК-дуплексов = 1,0 мкМ, 

концентрация Nth указана на рисунке. 

 

 

Схема 4 

 

, 

где E – фермент, F – нерасщепляемый аналог субстрата F
aPu

/G12, E•F – комплекс фермента 

с аналогом субстрата. 
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Схема 5 

, 

где E – фермент, АР - AP
aPu

/G12- и АР
tCo

/tC
O

12-субстраты, (E•AP)n – фермент-субстратные 

комплексы, E•P – комплекс фермент-продукт, P – продукт реакции. 

 

При переходе от AP
aPu

/G12-субстрата к DHU
aPu

/G12-субстрату, содержащему остаток 

5,6-дигидроурацила, из кривых флуоресценции, отражающих конформационные 

изменения ДНК (рис. 31в), видно, что по сравнению с AP
aPu

/G12-субстратом имеет место 

замедление фазы падения интенсивности флуоресценции, которая протекает в интервале 

времени 20–40 с. Это свидетельствует о том, что процесс выворачивания поврежденного 

основания DHU из ДНК и его встраивание в активный центр фермента замедляет время 

образования каталитически активного комплекса. Рост интенсивности флуоресценции на 

более длинных временах характеризует необратимую стадию катализа и высвобождение 

продукта (схема 6). Константы скорости реакций, соответствующих данной схеме, 

приведены в таблице 13. 

 

Схема 6 

, 

где E – фермент, DHU – DHU
aPu

/G12- и DHU
tCo

/tC
O

12-субстраты, (E•DHU)n – фермент-

субстратные комплексы, E•P – комплекс фермент-продукт, P – продукт реакции. 

 

Таблица 13. Значения констант скорости, характеризующие взаимодействие фермента Nth 

с ДНК-субстратами, содержащими 2-аминопурин с 3′-стороны от повреждения 

Константы F
aPu

/G12 AP
aPu

/G12 DHU
aPu

/G12 

k1, M
-1

×c
-1

 (0,13 ± 0,01)×10
6
 (3,6 ± 0,8)×10

6
 (95 ± 5)×10

6
 

k-1, c
-1

 0,30 ± 0,03 5,6 ± 1,4 670 ± 30 

k2, c
-1

  0,5 ± 0,1 0,29 ± 0,09 

k-2, c
-1

  0,03 ± 0,02 0,04 ± 0,02 

k3, c
-1

  0,38 ± 0,02 0,054 ± 0,009 

KP, M  (1,1 ± 0,6)×10
-5

 (1,6 ± 0,6)×10
-5
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Как видно из таблицы 13, константы скорости 1-й стадии для F
aPu

/G12, АР
aPu

/G12, 

DHU
aPu

/G12, различаются в пределах 3-х порядков. Причина таких различий состоит в 

том, что для DHU
aPu

/G12 первая стадия, характеризующая образование первичного 

комплекса и сопровождающаяся нарушением структурры дуплекса в области 

поврежденного основания и флуорофора приводит к появлению фазы быстрого роста 

интенсивности флуоресценции aPu. В то же время для F
aPu

/G12 и АР
aPu

/G12, у которых 

основание aPu не имеет контактов с поврежденным основанием в силу его отсутствия, эта 

стадия не может быть зарегистрирована и соответственно на кинетических кривых 

отражены процессы дальнейшей перестройки структуры ДНК-дуплекса, которые 

проходят на более поздних временах и имеют меньшее значение константы скорости. 

 

3.2.2.2. Конформационные изменения комплементарной цепи ДНК 

При взаимодействии Nth с неповрежденным дуплексом (G/tC
O

12-лиганд), 

содержащим остаток гуанина напротив флуорофорной группы 1,3-диаза-2-

оксофеноксазина, наблюдалось увеличение интенсивности флуоресценции, с выходом на 

плато к 10–15 секундам (рис. 32а). Такой рост описывается одностадийным равновесием и 

может характеризовать процесс неспецифического связывания фермента с ДНК-

дуплексом (схема 7). Значения констант скорости реакций, соответствующих схеме 7, 

представлены в таблице 14. 

 

Схема 7 

, 

где E – фермент, G – неспецифический лиганд G/tC
O

12, содержащий остаток гуанина, E•G 

– комплекс фермента с неповрежденным ДНК-дуплексом. 

 

Для F/tC
O

12-лиганда, содержащего F-сайт напротив 1,3-диаза-2-оксофеноксазина, 

наблюдается падение интенсивности флуоресценции на временах ≤ 10 мс, по-видимому, 

связанное с образованием неспецифического фермент-субстратного комплекса (рис. 32б). 

Далее можно выделить стадию роста интенсивности флуоресценции tC
O
, которая выходит 

на плато к 7 с. Такие изменения описываются двумя равновесными стадиями (схема 8). 

Значения констант скорости реакций, соответствующих схеме 8, представлены в таблице 

14. 
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Рис. 32. Экспериментальные и теоретические кинетические кривые изменения интенсивности 

флуоресценции остатков tC
O
, полученные при взаимодействии Nth с неповрежденным ДНК-

дуплексом (а) и дуплексами, содержащими F-сайт (б), АР-сайт (в) и DHU (г). Концентрация ДНК-

дуплексов равна 1,0 мкМ, концентрация Nth указана на рисунке. 

 

Схема 8 

, 

где E – фермент, F – нерасщепляемый аналог субстрата F/tC
O

12, (E•F)n – комплексы 

фермента с аналогом субстрата. 

 

В случае АР/tC
O

12-субстрата, содержащего AP-сайт напротив tC
O
, наблюдалось 2 

стадии падения интенсивности флуоресценции: первое падение на временах ≤ 10 мс, и 

второе – на временах ≤ 2 с (рис. 32в). Эти изменения флуоресценции соответствуют 

стадии неспецифического связывания и образованию каталитически активного комплекса 

фермента с субстратом. Дальнейший рост интенсивности флуоресценции вплоть до 40–50 
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с с выходом на плато характеризует необратимую стадию катализа и высвобождение 

продукта реакции из фермент-субстратного комплекса. Кинетическая схема, 

удовлетворяющая таким изменениям, аналогична той, что была предложена ранее для 

дуплекса, содержащего 2-аминопурин (схема 5). Константы скорости реакций, 

соответствующие данной схеме, приведены в таблице 14. 

 

Таблица 14. Значения констант скорости, характеризующие взаимодействие фермента Nth 

с ДНК-субстратами, содержащими остаток оксофеноксазина напротив повреждения
 

Константы G/tC
O

12 F/tC
O

12 AP/tC
O

12 DHU/tC
O

12 

k1, M
-1

×c
-1

 (3,8 ± 0,9)×10
3
 (180 ± 20)×10

6
 (77 ± 17)×10

6
 (98 ± 18)×10

6
 

k-1, c
-1

 0,20 ± 0,01 78 ± 16 356 ± 45 139 ± 10 

k2, c
-1

  0,09 ± 0,03 5 ± 2 6,4 ± 1,4 

k-2, c
-1

  1,0 ± 0,1 0,6 ± 0,1 2,6 ± 0,1 

k3, c
-1

   0,13 ± 0,01 0,078 ± 0,003 

KP, M   (14,6 ± 4,6)×10
-5

 (11,3 ± 0,4)×10
-5

 

Ka, M
-1

  0,210
6
 1,8×10

6
 1,7×10

6
 

а
 Ka = K1×K2, Ki = ki/k-i. 

 

Для DHU/tC
O

12-субстрата, содержащего напротив DHU остаток 1,3-диаза-2-

оксофеноксазина, при концентрациях Nth 0,5–4,0 мкМ также зарегистрировано 

двухстадийное уменьшение интенсивности флуоресценции. Из рис. 32г видно, что первое 

падение происходит на временах менее 20 мс и соответствует стадии неспецифического 

связывания. Затем в диапазоне времени 0,1–1 с происходит второе падение, которое 

должно характеризовать образование каталитически активного комплекса. Дальнейший 

рост интенсивности флуоресценции до 300 с связан с необратимой каталитической 

стадией и высвобождением продукта. В случае дуплекса, содержащего остаток 

оксофеноксазина, полученная кинетическая схема аналогична схеме, полученной для 

взаимодействия фермента с дуплексом, содержащим 2-аминопурин (схема 6). Значения 

констант скорости для дуплекса, содержащего остаток 5,6-дигидроурацила, приведены в 

таблице 14. 

Совокупный анализ полученных данных показал, что ДНК претерпевает 

множественные конформационные превращения в процессе образования фермент-

субстратного комплекса. Сравнение данных для дуплексов, несущих различные 
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повреждения в комбинации с разными типами флуоресцентных меток, позволяет 

детализировать стадии ферментативного процесса. 

В случае ДНК-дуплексов, содержащих F- и АР-сайты, остаток aPu, расположенный с 

3′-стороны от отсутствующего основания, имеет прямой контакт с водным раствором, то 

есть, в составе этих дуплексов aPu находится в гидрофильном окружении. Поэтому 

образование первичного столкновительного комплекса с молекулой фермента, вероятно, 

вызывающее локальное «плавление» цепи ДНК, не сказывается на интенсивности 

флуоресценции aPu. По этой причине процесс связывания фермента с таким субстратом 

содержал лишь одну равновесную стадию, а не две, как в случае tC
O
-метки. Переход aPu в 

гидрофобное окружение, сопровождающийся уменьшением интенсивности 

флуоресценции aPu, свидетельствует о встраивании остатка Gln41 в двойную спираль, 

которое происходит после выворачивания поврежденного нуклеотида. При этом в случае 

AP
aPu

/G12-субстрата этому предшествует стадия стабилизации вывернутого АР-сайта, 

выраженная незначительным ростом интенсивности флуоресценции aPu на начальном 

участке кинетической кривой на временах менее 0,2 с. В случае ДНК-дуплекса, 

содержащего DHU, остаток aPu экранируется от водного раствора поврежденным 

основанием. Поэтому стадия выворачивания основания DHU и его внеспиральная 

стабилизация в активном центре фермента приводит к хорошо выраженному быстрому 

росту интенсивности флуоресценции aPu в начальный момент времени (до 10 мс). 

Уменьшение интенсивности флуоресценции aPu, следующее за этой стадией, как и в 

случае с F- и АР-дуплексами, указывает на встраивание остатка Gln41 в двойную спираль. 

Однако этот процесс происходит в 5–10 раз медленнее, заканчиваясь лишь к 30 с, что 

свидетельствует о том, что этот процесс более энергетически затратен, чем в случае АР-

сайта. 

Сравнение данных, полученных при использовании в качестве флуоресцентного 

маркера tC
O
 позволило проанализировать конформационные изменения комплементарной 

цепи ДНК. Однако закономерности изменения интенсивности флуоресценции tC
O
 не 

такие однозначные, как в случае aPu [371]. Так, в одноцепочечном состоянии 

интенсивность флуоресценции tC
O
 зависит от природы азотистых оснований с 3′- и 5′-

стороны, а в дуплексе эта зависимость практически исчезает. Тем не менее, интенсивность 

флуоресценции tC
O
, расположенного между основаниями гуанина, как в нашем случае, 

уменьшается в одноцепочечном состоянии по сравнению с дуплексом. Исходя из этого, 

можно предположить, что уменьшение интенсивности флуоресценции на начальном 

участке кинетических кривых в случае ДНК-дуплексов, содержащих F-сайт, АР-сайт и 
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DHU, может характеризовать процесс изгибания ДНК или вставку остатка Leu81 и 

одновременное выворачивание поврежденного нуклеотида из дуплекса. Нужно отметить, 

что эти процессы происходят до встраивания Gln41 в дуплекс, которое было 

зарегистрировано по изменению интенсивности aPu. 

Вторая фаза связывания ДНК-дуплекса, содержащего F-сайт, приводит к росту 

интенсивности флуоресценции tC
O
. С другой стороны, вторая фаза, наблюдаемая с 

расщепляемыми AP- и DHU-субстратами, сопровождается уменьшением сигнала 

флуоресценции tC
O
. Сравнение структуры ДНК в непосредственной близости от 

повреждений в случаях F-сайта и восстановленного основания Шиффа с АР-сайтом [419] 

указывает на то, что F-сайт расположен глубже в кармане активного центра фермента, что 

приводит к уменьшению расстояния между соседними основаниями и возможному 

стэкингу с частью ароматического кольца остатка tC
O
. Это приводит к появлению фазы 

роста в случае F-сайта. В то же время образование каталитически компетентного 

комплекса приводит к релаксации этого состояния и сопровождается дальнейшим 

снижением интенсивности флуоресценции. 

Сравнение значений констант скорости k3
aPu

 and k3
tCo

, полученных по измерениям 

флуоресценции aPu и tC
O
 (таблицы 13 и 14) свидетельствуют о том, что скорость-

лимитирующей стадией ферментативного процесса является гидролиз N-гликозидной 

связи поврежденного основания. 

Медленный рост интенсивности флуоресценции tC
O
 в процессе связывания 

неповрежденного дуплекса и образования неспецифического комплекса также может 

свидетельствовать о частичном плавлении ДНК-дуплекса. Нарушение структуры ДНК в 

неспецифическом комплексе может быть результатом попыток фермента вывернуть 

азотистое основание независимо от того, повреждено оно или нет. Выворачивание 

неповрежденного азотистого основания в неспецифическом комплексе было доказано для 

другого фермента этого же структурного семейства HhH-GPD – 8-оксогуанин-ДНК-

гликозилазы человека hOGG1 [396, 398]. Анализ всех доступных структур комплексов 

ДНК-гликозилаз с неповрежденной ДНК свидетельствуют о том, что аминокислотные 

остатки ферментов, выполняющие функцию сенсора повреждения, уже в 

неспецифическом комплексе встроены в ДНК [396, 420-425]. Сравнение 

пространственной структуры ДНК-связывающего домена ферментов Nth и hOGG1 

показывает (рис. 33), что аминокислотным остаткам Arg154 и Arg204, отвечающим за 

вытягивание основания Cyt у hOGG1, соответствуют остатки Arg78 и Arg84 в Nth. При 

этом ключевому остатку Tyr203 у hOGG1, вклинивающемуся в ДНК-дуплекс на 
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начальной стадии узнавания повреждения, пространствено соответствует Leu82 в G. 

Stearothermophilus. Кроме того, у Nth также есть «функциональный» аналог остатка 

Asn149. Это Gln42 в Nth из G. stearothermophilus. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что у Nth из E. coli остаток Leu81 

выполняет функцию сенсора поврежденного нуклеотида, и попытки его встраивания в 

дуплекс в случае взаимодействия с неповрежденной ДНК приводят к росту интенсивности 

флуоресценции tC
O
. Анализ активности мутантной формы Nth Leu81Ala, проведенный в 

недавних работах [17, 426, 427], показал, что данная замена приводит к потере 

способности фермента узнавать поврежденный нуклеотид и его полной каталитической 

инактивации. При этом пространственное совпадение остатков Tyr203 и Leu81 в 

структурах hOGG1 и Nth подтверждают их «функциональную» гомологию. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 33. Сравнение пространственной структуры ДНК-связывающих центров hOGG1 (розовый, 

PDB ID 1FN7 [113]) и Nth из G. Stearothermophilus (зеленоватый, PDB ID 1P59, [419]) с ДНК, 

содержащей F-сайт. (а) Остатки аргинина, взаимодействующие с фосфатными группами 

комплементарной цепи ДНК. Arg154 и Arg204 в hOGG1 выделены красным цветом, Arg78 и Arg84 

в Nth выделены зеленым цветом. (б) Пространственное соответствие остатков Tyr203 и Gln149 

(красный) в hOGG1 и остатков Leu82 и Gln42 (зеленый) в Nth. 

 

Таким образом, совокупность полученных для Nth кинетических и 

термодинамических данных, а также анализ мутантных форм Nth позволила установить 

молекулярно-кинетический механизм фермент-субстратного взаимодействия и выяснить 

природу стадий, обеспечивающих высокую специфичность узнавания ферментами 
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поврежденного участка в молекуле ДНК (рис. 34). Как и в случае hOGG1, образование 

каталитически компетентного комплекса протекает через последовательность стадий, 

сопровождающийся изменением конформаций молекул Nth и ДНК-субстратов. Из анализа 

зависимостей от времени интенсивностей флуоресценции фермента и ДНК, а также 

качественного характера этих изменений сделан вывод о природе отдельных стадий. 

Предложены кинетические схемы и определены константы скорости реакций, 

приводящих к специфическому узнаванию поврежденных оснований и их удалению из 

ДНК. Остаток Leu81 выполняет функцию сенсора поврежденного нуклеотида и участвует 

в процессе поиска поврежденного нуклеотида на этапе образования неспецифического 

комплекса. В неспецифическом комплексе происходит изгибание ДНК-дуплекса и его 

частичное плавление. Выворачивание поврежденного нуклеотида из дуплекса ДНК и 

встраивание остатка Gln41 происходят на второй стадии взаимодействия. Показано, что 

фермент выворачивает более объемный нуклеотид, содержащий основание DHU, 

медленнее, чем АР-сайт. Эти процессы приводят к образованию каталитически 

компетентного комплекса, в котором осуществляются каталитические стадии гидролиза 

N-гликозидной связи и реакция β-элиминирования 3′-фосфатной группы. 

 

 
 

Рис. 34. Схематический механизм структурных перестроек в процессе взаимодействия Nth и 

поврежденной ДНК. В качестве структурных моделей для E, (E•S)2 и (E•P) использованы 

пространственные структуры 2ABK [418], 1P59 [419] и 1ORN [419] соответственно. 
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3.2.3. Метилцитозин-связывающий домен 4 человека MBD4 

ДНК-гликозилаза MBD4 содержит два домена – метилцитозин-связывающий и ДНК-

гликозилазный. Каталитический N-гликозилазный домен MBD4
cat

 состоит из 138 

аминокислотных остатков (остатки 426–580), образующих 9 α-спиралей, которые 

формируют глобулярную структуру и карман активного центра [428]. Структура MBD4
cat

 

позволяет отнести его к семейству «спираль-шпилька-спираль» (HhH), названному так из-

за мотива α7-петля-α8, характерного для различных белков этого семейства. 

Основным субстратом MBD4 является ДНК, содержащая некомплементарные пары 

G•T либо G•U (рис. 35) [429]. MBD4 также активен в отношении 5-гидроксиметилурацила 

(5-hmU) [83]. Считается, что 5-hmU образуется в качестве интермедиата в 

многостадийном пути активного деметилирования, в котором 5-meC гидроксилируется 

TET-диоксигеназами с образованием 5-гидроксиметилцитозина (5-hmC). Затем 5-hmC 

дезаминируется дезаминазой AID с образованием 5-hmU и удаляется при участии MBD4 в 

процессе эксцизионной репарации оснований [430]. MBD4 активен и в отношении 

некоторых галогенированных субстратов: 5-ClU и 5-BrU, образующихся при 

воспалительных процессах, и 5-FU, который может возникать при химиотерапии [431]. 

Более того, фермент активен по отношению к 3,N
4
-этеноцитозину (εC), который 

образуется при перекисном окислении липидов и метаболизме винилхлорида [143]. 

 

 

 

Рис. 35. Гидролиз N-гликозидной связи и удаление поврежденного основания с образованием АР-

сайта, катализируемый MBD4. 

 

В настоящее время определены структуры MBD4
cat

 в свободном состоянии и в комплексах с 

ДНК-дуплексами, содержащими пары 5-hmU/G, T/G и AP/G [84, 432]. Как показано на рис. 36а, в 

комплексе с продуктом реакции фермент взаимодействует преимущественно с пятью 

нуклеотидами поврежденной цепи ДНК. Образование фермент-субстратного комплекса не 

приводит к значительным конформационным перестройкам по сравнению со свободным белком 

(рис. 36б). В то же время ДНК-дуплексы в комплексе с MBD4
cat

 изогнуты в области 

модифицированного нуклеотида, нуклеотид вывернут из двойной спирали, а азотистое основание 

находится в активном центре. MBD4
cat

 образует прямые контакты с пятью фосфатными группами, 
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расположенными с 5′- и 3′-стороны от вывернутого нуклеотида [432]. Два аминокислотных 

остатка, Arg468 и Leu508, встраиваются в ДНК через малую бороздку и заполняют пространство в 

дуплексе, которое образуется после выворачивания модифицированного нуклеотида. 

Предполагается, что гидролиз N-гликозидной связи протекает по механизму нуклеофильного 

замещения [83]. Нуклеофильная атака на С1-атом осуществляется либо координированной в 

активном центре фермента молекулой воды, либо карбоксильной группой Asp560 [83, 432]. 

Поэтому для понимания кинетических особенностей узнавания повреждения представлось 

интересным изучить конформационные изменения как самого фермента MBD4
cat

, так и ДНК-

субстратов в процессе их взаимодействия [433]. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 36. Схематическое изображение пространственной структуры комплекса MBD4
cat

 с ДНК (а) 

функционально важные аминокислотные остатки, участвующие в образовании специфических 

контактов между ферментом и ДНК [432]. (б) Сравнение структур свободного фермента MBD4
cat

 

(розовый, PDB ID 4E9E, [84]) и комплекса фермента MBD4
cat

 с ДНК (зеленый, PDB ID 4DK9, 

[432]). АР-сайт (черный) вывернут из дуплекса и расположен в активном центре фермента, 

аминокислотные остатки Arg468 и Leu508 (синий) встроены в дуплекс ДНК. 

 

3.2.3.1. Конформационные изменения MBD4
cat

 при взаимодействии с ДНК-

субстратами разной длины 

Взаимодействие MBD4
cat

 с 28-звенным ДНК-дуплексом 

На рис. 37а представлены кинетические кривые изменения интенсивности 

флуоресценции остатков Trp в процессе взаимодействия MBD4
cat

 с 28-звенным U/G28-
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субстратом. Поскольку MBD4
cat

 образует контакты лишь с пятью нуклеотидами ДНК, 

использование в качестве субстрата 28-звенного ДНК-дуплекса приводит к значительному 

вкладу в кинетику процесса стадии поиска остатка урацила в ДНК. Действительно, на 

полученных кинетических кривых видно, что фаза уменьшения интенсивности 

флуоресценции Trp наблюдается в широком диапазоне времени 2 мс–10 с. Затем следует 

фаза роста интенсивности флуоресценции Trp в диапазоне времени 10–100 с. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 37. Кинетика взаимодействия MBD4
cat

 с U
Trp

/G28-субстратом. (а) Экспериментальные 

кинетические кривые изменения интенсивности флуоресценции остатков Trp и расчетные кривые, 

полученные путем обработки данных согласно схеме 9. [MBD4
cat

] = 2,0 мкМ, концентрация 

U
Trp

/G28 изменяется от 1,0 до 4,0 мкМ. (б) Зависимость концентрации продуктов N-гликозилазной 

реакции от времени при взаимодействии MBD4
cat

 с U/G28-субстратом. [MBD4
cat

] = 4,0 мкМ, 

концентрация U/G28 изменяется от 0,25 до 2,0 мкМ. 

 

Анализ накопления продуктов реакции путем разделения реакционной смеси 

электрофорезом в ПААГ (рис. 37б) показывает, что процесс характеризуется двумя 

фазами: быстрой (до ~200 c) и медленной (до 1600 с и выше). На начальном участке 

кинетических кривых до 200 с наблюдается «скачок», за которым следует медленный 

рост. Такой вид кривых свидетельствует о существовании скорость-лимитирующей 

стадии после каталитической реакции. Увеличение концентрации U/G28-субстрата с 0,25 

мкМ до 1,0 мкМ приводит к увеличению степени расщепления субстрата на стадии 

«скачка» до 0,7 мкМ. Однако при дальнейшем увеличении концентрации U/G28-субстрата 

до 2,0 мкМ степень расщепления незначительно увеличивается до 0,9 мкМ, что 

свидетельствует о насыщении активной формы фермента ДНК-субстратом. Таким 

образом, данные о степени накопления продуктов реакции показывают, что концентрация 
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активной формы фермента равна примерно 1,0 мкМ. Достаточно низкая удельная 

активность каталитического домена MBD4
cat

 (~ 25% от общей концентрации фермента), 

по-видимому, связана с особенностями структурной сборки полипептида в 

функциональный белок в процессе экспрессии гена в клетках E. coli и согласуется с 

данными работы [434]. 

Таким образом, можно предположить, что падение интенсивности флуоресценции 

Trp в интервале времени 2 мс – 10с характеризует образование первичного комплекса и 

поиск модифицированного основания, а рост в интервале (10–100) с характеризует 

образование каталитически-компетентной конформации фермента и начало процесса 

накопления продукта. Необходимо отметить, что фаза роста интенсивности 

флуоресценции Trp (10 – 100 с) на рис. 37а совпадает по времени с началом накопления 

продуктов реакции на рис. 37б. Скорость-лимитирующей стадией ферментативного 

процесса, скорее всего, является стадия диссоциации комплекса фермент-продукт, что 

согласуется с выводами, сделанными ранее в работе [143]. 

Количественный анализ кинетических кривых, полученных для процесса взаимодействия 

MBD4
cat

 c 28-звенным ДНК-субстратом, позволил определить минимальную кинетическую схему 

9, удовлетворительно описывающую экспериментальные данные. Две равновесные стадии, 

входящие в схему 9, характеризуют первичное связывание ДНК и последующий процесс 

перестройки конформации фермента, приводящий к образованию каталитически компетентного 

комплекса, в котором происходит необратимая реакция гидролиза N-гликозидной связи. 

Завершает ферментативный цикл равновесная стадия диссоциации комплекса фермента и ДНК-

продукта. Константы скорости и равновесия, характеризующие стадии, входящие в схему 9, 

представлены в таблице 15. Используя константы скорости элементарных стадий, получены 

значения стационарных параметров ферментативного процесса Km и kcat, которые хорошо 

согласуются с данными [84, 434]. 

 

Схема 9 

, 

где Е – фермент MBD4
cat

, U – ДНК-субстрат, (E•U)1 и (E•U)2 – комплексы фермента с 

субстратом, (E•P) – комплекс фермента с продуктом, Р – продукт превращения субстрата, 

ki и k-i – константы скорости прямых и обратных стадий равновесных стадий, k3 – 

константа скорости каталитической стадии, Kp – равновесная константа диссоциации 

комплекса ЕР. 
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Таблица 15. Константы скорости и равновесия процессов взаимодействия MBD4
cat

 с 

различными субстратами, полученные из анализа флуоресцентных данных 

Субстраты 

 

Константы 

U/G28 U/G17 U/G12 F/G12 

k1×10
-6

, с
-1

∙М
-1

 7,0±2,0 12,0±3,0 0,5±0,2
 

10,0±4,0 

k-1, с
-1

 30±10 45±20 3,3±0,5 8,0±4,0 

a
K1×10

-6
, M

-1
 0,2±0,1 0,3±0,1 0,15±0,06 1,2±0,8 

k2, с
-1

 2,1±0,3 3,0±1,0 0,18±0,04 0,08±0,01 

k-2, с
-1

 0,38±0,05 0,23±0,05 0,12±0,01 0,03±0,01 

a
K2 5,5±1,1 13,0±5,0 1,5±0,3 2,7±0,9 

k3, с
-1

 0,056±0,007 0,046±0,002 < 0,01  

KP, М (1,0±0,2)×10
-7

 (1,5±0,2)×10
-7

   

б
Kd, М 6,6×10

-7
 2,7×10

-7
 2,6×10

-6
 2,2×10

-7
 

в
Km, М 7,4×10

-7
 3,2×10

-7
   

г
kcat, с

-1
 4,6×10

-2
 4,2×10

-2
   

a 
K1 = k1/k-1, K2 = k2/k-2, 

б 
Kd = 1/Kass, Kass = K1 + K1×K2 

в 
Km = (k2k3 + k-1k-2 + k-1k3)/k1(k2 + k-2 + k3) 

г 
kcat = k2k3/(k2 + k-2 + k3) 

 

На основании данных (е0 = 4,0 мкМ, s0 = 0,5 мкМ, рис. 37б), используя зависимость 

Vst = Δ[P]/Δt, где [P] – прирост концентрации продукта Р за время t, была получена 

оценка фактической скорости стационарной фазы реакции Vst  (3,2±1,2)10
-5

 мкМ/c. 

Ожидаемое значение максимальной скорости каталитической реакции, оцененное по 

формуле Vmax = kcat×е0, где е0 –исходная концентрация фермента, с учетом 25% активности 

фермента равно 4,6×10
-2

 мкМ/c. Это означает, что лимитирующей является не химическая 

стадия, а, вероятно, диссоциация комплекса фермента с продуктом реакции, что 

коррелирует с наличием «скачка» на кинетических кривых накопления продукта. 

 

Взаимодействие MBD4
cat

 с 17-звенным ДНК-дуплексом 

Кинетические кривые, полученные при взаимодействии MBD4
cat

 с более коротким 

17-звенным ДНК-субстратом, имеют две фазы изменения интенсивности флуоресценции 

Trp, как и в случае с 28-звенным дуплексом (рис. 38а). Анализ продуктов реакции с 
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помощью разделения реакционной смеси методом гель-электрофореза (рис. 38б) показал, 

что кривые накопления продуктов в случае U/G17-субстрата имеют выраженный «скачок» 

в интервале времени до 200 с и последующее медленное увеличение концентрации 

продукта. Замедление накопления продуктов реакции свидетельствует о том, что процесс 

диссоциации комплекса фермент-продукт является скорость-лимитирующим, как это 

было показано для U/G28-субстрата. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 38. Кинетика взаимодействия MBD4
cat

 с U/G17-субстратом. (а) Экспериментальные 

кинетические кривые изменения интенсивности флуоресценции остатков Trp и расчетные кривые, 

полученные путем обработки данных согласно схеме 9. [MBD4
cat

] = 2,0 мкМ, концентрация U/G17 

изменяется от 1,0 до 4,0 мкМ. (б) Зависимость концентрации продуктов N-гликозилазной реакции 

от времени при взаимодействии MBD4
cat

 с U/G17-субстратом. [MBD4
cat

] = 4,0 мкМ, концентрация 

U/G17 изменяется от 0,25 до 2,0 мкМ. 

 

Анализ флуоресцентных кинетических кривых, представленных на рис. 38а, показал, 

что они описываются минимальной кинетической схемой 9. Константы скорости и 

равновесия, характеризующие эти стадии, представлены в таблице 15. Интересно 

отметить, что уменьшение неспецифического участка дуплекса U/G17-субстрата на 11 

нуклеотидов, по сравнению с U/G28-субстратом, не приводит к значительным изменениям 

констант скорости образования и распада первичного комплекса (E•U)1. Тем не менее, 

уменьшение длины дуплекса привело к увеличению константы равновесия K2, 

характеризующей образование каталитического комплекса (E•U)2, в 2,4 раза по сравнению 

с U/G28-субстратом (13,0 и 5,5 соответственно). Это должно быть связано с уменьшением 

времени поиска поврежденного нуклеотида, который происходит как путем 1Д-диффузии 

вследствие скольжения и небольших «прыжков» (hopping) [181, 426, 435] фермента по 
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цепи ДНК, так и 3Д-диффузии, включающей множественные акты ассоциации-

диссоциации. 

Как и в случае U/G28-субстрата, для U/G17-субстрата фактическая стационарная 

скорость накопления продукта Vst составляет  (6,2±0,9)10
-5

 мкМ/с для е0 = 4,0 мкМ, s0 = 

0,5 мкМ. При этом Vmax = 4,2×10
-2

 мкМ/с. Таким образом, Vst меньше Vmax почти в 1000 

раз. Это различие, а также наличие «скачка» на кинетических кривых накопления 

продукта реакции (рис. 38б) свидетельствует о том, что диссоциация комплекса фермента 

с продуктом реакции лимитирует скорость ферментативного процесса. 

 

Взаимодействие MBD4
cat

 с 12-звенным ДНК-дуплексом 

На рис. 39 представлены кинетические кривые изменения интенсивности 

флуоресценции остатков Trp, соответствующие процессу взаимодействия MBD4
cat

 с 

двенадцатизвенным U/G12-субстратом. Как видно из рис. 39а, кинетические кривые имеют 

две фазы: падение интенсивности (10–500 мс) и рост с выходом на плато (0,5–10 с). 

Кинетика накопления продуктов ферментативной реакции, изученная методом разделения 

реакционной смеси электрофорезом в ПААГ (рис. 39б), свидетельствует о том, что 

каталитическая стадия ферментативного процесса проходит на временах более 1000 с, то 

есть значительно медленнее стадий, соответствующих изменению интенсивности Trp. 

Следовательно, изменения интенсивности флуоресценции остатков Trp, 

зарегистрированные в интервале времени до 200 с, скорее всего, отражают начальные 

конформационные изменения фермента в ходе образования фермент-субстратного 

комплекса и дальнейшую перестройку конформации фермента. При этом каталитически 

компетентное состояние формируется неэффективно, и реакция гидролиза N-гликозидной 

связи значительно замедляется по сравнению с 17- и 28-звенными субстратами. Поэтому 

для анализа серии кинетических кривых использовали только равновесные стадии 

связывания ДНК, характеризующие образование комплексов (E•U)1 и (E•U)2 в схеме 9. 

Константы скорости, характеризующие эти стадии и полученные путем анализа 

кинетических кривых изменения интенсивности флуоресценции фермента, представлены 

в таблице 15. 
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Рис. 39. Кинетика взаимодействия MBD4
cat

 с U/G12-субстратом. (а) Экспериментальные 

кинетические кривые изменения интенсивности флуоресценции остатков Trp и расчетные кривые, 

полученные путем обработки данных согласно схеме 9 (стадии 1 и 2). [MBD4
cat

] = 2,0 мкМ, 

концентрация U/G12 изменяется от 1,0 до 3,0 мкМ. (б) Зависимость концентрации продуктов N-

гликозилазной реакции от времени при взаимодействии MBD4
cat

 с U/G12-субстратом. [MBD4
cat

] = 

4,0 мкМ, концентрация U/G12 изменяется от 2,0 до 20,0 мкМ. 

 

Сравнение констант скорости взаимодействия MBD4
cat

 с 12- и 17-звенным 

субстратами показывает, что при уменьшении длины дуплекса на 5 нуклеотидов 

происходит значительное уменьшение скорости как процесса образования первичного 

комплекса (E•U)1, характеризуемого константой скорости k1, так и его распада, k-1, в 24 и 

14 раз соответственно. При этом константа ассоциации фермента и ДНК-субстрата с 

образованием комплекса (E•U)1, K1, уменьшается лишь в два раза. Можно предположить, 

что неспецифический участок U/G17-субстрата выполняет функцию матрицы, с которой в 

условиях быстрого равновесия образуется первичный комплекс (E•U)1, что позволяет 

ферменту производить эффективный поиск поврежденного участка. Действительно, 

константа образования k2 каталитического комплекса (E•U)2 в 17 раз больше в случае 

U/G17-субстрата, чем U/G12-субстрата. Таким образом, увеличение неспецифического 

участка дуплекса на пять нуклеотидов в U/G17-субстрате по сравнению с U/G12-

субстратом приводит к уменьшению общей константы диссоциации Kd в 10 раз (таблица 

15). Отсутствие в U/G12-субстрате неспецифического участка ДНК, по-видимому, 

препятствует образованию правильно ориентированной активной конформации фермента. 
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Взаимодействие MBD4
cat

 с аналогом продукта 

Удаление модифицированного основания ферментом MBD4 приводит к 

образованию АР-сайта в ДНК. Для того, чтобы идентифицировать природу 

конформационных изменений фермента и ДНК, происходящих в процессе связывания 

продукта ферментативной реакции, содержащего AP-сайт, был использован его 

стабильный аналог F-сайт. Взаимодействие MBD4
cat

 с F/G12-лигандом должно приводить 

к формированию комплекса, имитирующего комплекс фермента с продуктом реакции 

после осуществления каталитической стадии ферментативного процесса. 

Кинетические кривые изменения интенсивности флуоресценции Trp при 

взаимодействии MBD4
cat

 и F/G12-лиганда имеют двухфазный профиль (рис. 40), как и в 

случае взаимодействия с U/G12-субстратом (рис. 39). Можно предположить, что 

уменьшение и последующий рост интенсивности флуоресценции Trp имеют такую же 

природу, как и в случае ДНК-дуплекса, содержащего уридин. Таким образом, полученные 

данные показывают, что независимо от природы модифицированного нуклеотида в 

процессе взаимодействия MBD4
cat

 с ДНК происходит первичное связывание и дальнейшая 

перестройка конформации фермента, ведущие к образованию каталитически активного 

комплекса. Полученные кинетические кривые удовлетворительно описываются 

двухстадийной равновесной кинетической схемой 10. Константы скорости, 

характеризующие эти стадии, представлены в таблице 15. 

 

 

 

Рис. 40. Кинетика взаимодействия MBD4
cat

 с F/G12-лигандом. Экспериментальные кинетические 

кривые изменения интенсивности флуоресценции остатков Trp и расчетные кривые, полученные 

путем обработки данных согласно схеме 10. [MBD4
cat

] = 2,0 мкМ, концентрация F/G12 изменяется 

от 1,0 до 4,0 мкМ. 
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Сравнение констант скорости и равновесия (таблица 15), характеризующих 

взаимодействие MBD4
cat

 с U/G12-субстратом и F/G12-лигандом показывает, что 

образование первичного комплекса происходит примерно в десять раз более эффективно с 

аналогом продукта реакции. Нужно отметить, что константы равновесия второй стадии 

отличаются менее чем в два раза. Таким образом, можно сделать заключение, что поиск и 

связывание поврежденного участка ДНК ферментом MBD4
cat

 происходит более 

эффективно в случае дестабилизированного F-сайтом ДНК-дуплекса. 

 

Схема 10 

, 

где Е – фермент MBD4
cat

, F – F/G12-лиганд, (E•F)1 и (E•F)2 – комплексы фермента с 

F
Trp

/G12-лигандом, ki и k-i – константы скорости прямых и обратных стадий равновесных 

стадий. 

 

3.2.3.2. Сравнительный анализ конформационных изменений фермента и ДНК 

Для того, чтобы уточнить природу процессов, происходящих при образовании 

каталитического комплекса и зарегистрированных по изменению интенсивности остатков 

Trp, использовали модельные ДНК-дуплексы, несущие флуоресцентные остатки (aPu и 

FRET-пару FAM/BHQ1) в качестве «сенсоров» конформационных изменений ДНК. 

Использование U
aPu

/G17-субстрата, несущего остаток aPu с 3′-стороны от уридина, 

позволило зарегистрировать конформационные изменения в ДНК, происходящие, 

вероятно, в результате выворачивания поврежденного нуклеотида из ДНК и встраивания в 

образовавшуюся полость остатков Arg468 и Leu508. Как видно из рис. 41, на 

кинетической кривой, характеризующей взаимодействие MBD4
cat

 и U
aPu

/G17-субстрата, 

имеется фаза быстрого роста (1–50 мс) интенсивности флуоресценции aPu, 

свидетельствующая о дестабилизации центральной части дуплекса на начальных этапах 

фермент-субстратного взаимодействия. 
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Рис. 41. Сравнение кинетических кривых, зарегистрированных по изменению интенсивности 

флуоресценции остатков Trp, aPu или FRET-сигнала в процессе взаимодействия MBD4
cat

 с ДНК-

дуплексами U/G17, U
aPu

/G17, F
aPu

/G12 и U
FAM/BHQ1

/G17 и по накоплению продуктов реакции. 

Показаны экспериментальные и теоретические кинетические кривые. Концентрация ДНК-

субстратов равна 1,0 мкМ, [MBD4
cat

] = 2,0 мкМ. 

 

Использование U
FAM/BHQ1

/G17-субстрата, содержащего красители FAM и BHQ1 на 5′-

концах олигонуклеотидов, формирующих дуплекс позволило зарегистрировать 

конформационные изменения дуплекса, связанные с изменением расстояния между 

красителями. Видно (рис. 41), что на начальном участке кинетической кривой (1–50 мс) 

происходит небольшое уменьшение FRET-сигнала, означающему уменьшении расстояния 

между эмиттером флуоресценции FAM и тушителем BHQ1 и свидетельствующее об 

изгибании дуплекса. Сравнение с кинетической кривой изменения интенсивности 

флуоресценции остатков Trp показывает, что в этот момент времени (< 100 мс) фермент 

не претерпевает значительных конформационных изменений. Поэтому можно 

предположить, что в процессе первичного связывания ДНК происходит изгибание 

спирали и частичное плавление центральной части дуплекса. По-видимому, именно такие 

индуцированные ферментом изменения структуры дуплекса позволяют MBD4
cat

 

проводить дискриминацию модифицированных и немодифицированных оснований в 

процессе скольжения по двойной спирали ДНК. 

Интересно отметить, что фаза роста интенсивности флуоресценции остатков Trp 

(10–100 с), совпадающая с начальным накоплением продукта реакции, не приводит к 

изменению FRET-сигнала. В то же время, диссоциация комплекса фермента с продуктом 

реакции, являющаяся скорость лимитирующей стадией, приводит к медленному росту 

FRET-сигнала в интервале времени 100–3000 с, а также к медленному накоплению 

продуктов реакции в этом временном диапазоне (рис. 41). 
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Интересно отметить, что изменения интенсивности флуоресценции aPu при связывании 

ДНК-дуплексов, содержащих урацил (U
aPu

/G17) и F-сайт (F
aPu

/G12), происходят разнонаправленно 

(рост и падение) и в разные интервалы времени (t < 0,1 c и 0,1 c< t < 1 c соответственно). Фаза 

роста интенсивности флуоресценции aPu для UaPu17-субстрата, отражающая локальное плавление 

дуплекса при образовании первичного комплекса, не может быть зарегистрирована в случае 

F
aPu

/G12-лиганда, поскольку расположенный с 3′-стороны от F-сайта остаток aPu уже находится в 

менее гидрофобном окружении, чем в канонической ДНК. Однако при взаимодействии MBD4
cat

 с 

F
aPu

/G12-лигандом регистрируется хорошо выраженное уменьшение интенсивности 

флуоресценции aPu на более поздних временах (до 1 с). Уменьшение интенсивности 

флуоресценции aPu, связанное с увеличением гидрофобности окружения остатка aPu, скорее 

всего, свидетельствует о встраивании аминокислотных остатков фермента MBD4
cat

 (Arg468 и 

Leu508) в дуплекс на этих временах. 

 

Таким образом, основываясь на данных полученных в работе и рентгеноструктурного 

данных [84, 432], можно предположить, что при взаимодействии MBD4
cat

 с ДНК в начальный 

момент времени происходит образование первичного комплекса, в котором аминокислотные 

остатки фермента образуют систему неспецифических контактов с рибозо-фосфатным остовом, 

позволяющую ферменту за счет тепловых движений двигаться вдоль двойной спирали в поиске 

поврежденного нуклеотида. Известно, что поиск ферментами специфических сайтов в молекуле 

ДНК происходит путем сочетания одномерной (1Д) и трехмерной (3Д) диффузии: без 

диссоциации фермент-субстратного комплекса за счет «скольжения» фермента и небольших 

«прыжков» по цепи ДНК, и путем множественных актов диссоциации-ассоциации соответственно 

[426, 435]. Длина участков 1Д-диффузии отличается для разных ДНК-гликозилаз. Было показано, 

что урацил-ДНК-гликозилаза UNG между актами диссоциации способна перемещаться на длину 

примерно соответствующую 4-м нуклеотидам [436]. В случае 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы 

hOGG1 это расстояние может составлять от 60 [437] до 400 [438] нуклеотидов. 

Сравнение флуоресцентных кинетических кривых для 12-, 17- и 28-звенных ДНК-

субстратов свидетельствует о том, что с увеличением длины дуплекса происходит замедление 

фазы уменьшения интенсивности флуоресценции Trp, характеризующей поиск 

модифицированного основания в процессе скольжения или перепрыгивания MBD4
cat

 по цепи 

ДНК. При использовании флуоресцентно меченых U
aPu

/G17- и U
FAM/BHQ1

/G17-субстратов было 

показано, что в первичном комплексе происходит изгибание ДНК-дуплекса и его локальное 

плавление. В последующий момент времени происходит выворачивание поврежденного 

нуклеотида из дуплекса и встраивание аминокислотных остатков Arg468 и Leu508 фермента 

MBD4
cat

 в образовавшуюся полость, как и в случае ДНК-гликозилаз hOGG1 и Nth структурного 

класса HhH-GPD. Поэтому, эти аминокислоты могут выполнять функцию детекторов в процессе 

поиска поврежденного нуклеотида. 
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Результаты, полученные при использовании F
aPu

/G12, показывают, что встраивание 

аминокислотных остатков Arg468 и Leu508 в ДНК-дуплекс предшествует фазе роста 

интенсивности флуоресценции Trp. Встраивание аминокислотных остатков в ДНК 

обеспечивает специфическое узнавание модифицированного основания. Фаза роста 

интенсивности флуоресценции Trp характеризует образование каталитически активного 

комплекса и во всех случаях заканчивается к 100–200 с, что совпадает с начальным 

скачком накопления продуктов реакции. Диссоциация комплекса фермента с продуктом 

реакции является скорость лимитирующей стадией всего ферментативного процесса. 

Наблюдаемая скорость каталитической реакции заметно увеличивается с увеличением 

длины дуплекса. Это указывает на возможное участие соседних с модифицированным 

основанием неповрежденных участков ДНК в формировании правильно ориентированной 

и активной конформации MBD4
cat

. 
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3.2.4. Аденин-ДНК-гликозилаза MutY из E. coli 

В процессе репликации основание oxoGua может образовывать пару Хугстеновского 

типа с Ade (пара oxoG/A). Последующая репликация приводит к мутации G/C → T/A [39, 

40]. Это объясняет высокий мутагенный потенциал oxoGua и обуславливает наличие 

развитого механизма (GO-система) по удалению этого повреждения у всех видов живых 

организмов [42, 124]. Защитная GO-система в E.coli состоит из трех ферментов: Fpg 

(MutM) – формамидопиримидин-ДНК-гликозилазы, катализирующей гидролиз N-

гликозидной связи поврежденного основания oxoGua и последующие реакции β-

элиминирования 3′- и 5′-фосфатных групп [177, 178, 439]; MutY – аденин-ДНК-

гликозилазы, удаляющей основание Ade в паре oxoG/А [125, 126]; и MutT – фосфатазы, 

расщепляющей 8-oxo-dGTP. 

Фермент MutY проявляет высокую специфичность в процессе узнавания oxoG/А-

пары в ДНК. Константа специфичности (kcat/Km) для oxoG/А-пары более чем в 100 раз 

выше, чем в случае G/A-пары [125, 126]. Очевидно, что эффективность дискриминации 

поврежденного участка ДНК достигается за счет специфических взаимодействий 

фермента и ДНК. В настоящее время известны кристаллические структуры фермента 

MutY в свободном состоянии и в комплексе с ДНК [145, 406, 440, 441], из которых 

следует, что MutY принадлежит структурному семейству HhH-GPD. Согласно 

рентгеноструктурным данным, установлено, что в каталитически активном комплексе 

дуплекс ДНК изогнут примерно на 55°, аденин вывернут из двойной спирали и 

располагается в активном центре фермента, образованном аминокислотными остатками 

Arg26, Leu28, Trp30, Arg31, Leu46, Glu43, Val51, Tyr126, Glu188, Ile191, Glu192, (номера 

аминокислотных остатков соответствуют MutY из Geobacillus stearothermophilus, рис. 

42а). Аминокислотные остатки Gln48 и Tyr88 встроены в ДНК-дуплекс и стабилизируют 

изгиб рибозофосфатного остова и внеспиральное положение аденозина. Необходимо 

отметить, что MutY образует множество контактов с обеими цепями ДНК-дуплекса (рис. 

42б). Аминокислотные остатки Gln48, Thr49, Leu86, Tyr88, Ser308 образуют прямые 

контакты с основанием oxoGua, которое находится в дуплексе, и, тем самым, 

обеспечивают высокую специфичность фермента к oxoG/А-паре. После образования 

каталитически активного комплекса основание Ade протонируется по N7 атому 

аминокислотным остатком Glu43, что приводит к разрыву N-гликозидной связи по SN1 

механизму [442, 443]. Использование аналога аденозина, содержащего замену атома N7 на 

группу C7-H [444], а также замена Glu43 [145, 441], приводили к полной потере 

каталитической активности MutY. В работе [443] было показано, что после разрыва N-
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гликозидной связи промежуточный оксокарбениум-ион скорее всего образует 

ковалентную связь с остатком Asp144. При этом свободное основание Ade уходит из 

активного центра, а остаток Glu43 координирует молекулу воды, которая выступает 

нуклеофилом в последующей реакции замещения карбоксильной группы остатка Asp144 

(рис. 43). Остаток Tyr126 участвует в образовании водородной связи с остатком Glu43 и 

приводит к его правильной координации в активном центре, кроме того, за счет 

электростатических взаимодействий дополнительно стабилизирует промежуточный 

оксокарбениум-ион. 

 

а

 

б  

 

Рис. 42. Схематическое изображение пространственной структуры комплекса MutY с ДНК. (а) 

Структура комплекса аденин-ДНК-гликозилазы MutY из Geobacillus stearothermophilus с ДНК-

дуплексом, содержащим oxoG/А-пару (PDB ID 3GOQ) [441]. (б) Аминокислотные остатки, 

участвующие в образовании специфических контактов MutY с ДНК-дуплексом и каталитической 

реакции гидролиза N-гликозидной связи с основанием Ade. 

 

До недавнего времени оставался открытым вопрос, каким образом происходит 

эффективная дискриминация ферментом MutY oxoG/A пары от oxoG/C пары. В работе 

[445] было показано, что в комплексе MutY с ДНК, содержащей oxoG/C-пару, основание 

Cyt частично выворачивается из дуплекса ДНК и располагается в экзо-сайте фермента, 

образуя прямые контакты с аминокислотными остатками Lys163, Cys164 и Arg167. 

Дальнейшее выворачивание и встраивание Cyt в активный центр блокируется 

аминокислотными остатками активного центра. Интересно отметить, что замена 

каталитического аминокислотного остатка Asp144 снимает такую блокировку и в 

комплексе мутантной формы Asp144Asn MutY с oxoG/C-дуплексом основание Cyt 

располагается в активном центре [445]. 
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Рис. 43. Химические стадии процесса катализа MutY. Стадия 1: протонирование N7 Ade, разрыв 

N-гликозидной связи, образование ковалентной связи с остатком Asp144; стадия 2: замещение 

карбоксильной группы остатка Asp144 гидроксильной группой молекулы воды и образование АР-

сайта [443]. 

 

Исследование предстационарных характеристик процесса связывания дуплекса 

ДНК, содержащего пару oxoG/A было ранее выполнено в работе [446]. Для этого 

использовали метод остановленной струи с регистрацией интенсивности флуоресценции 

2-аминопурина (aPu), расположенного с 5′-стороны от Ade (aPu-A/oxoG-субстрат) или 

oxoGua (A/aPu-oxoG-субстрат). В качестве контрольной последовательности использовали 

С/aPu-oxoG-дуплекс. В случае A/aPu-oxoG-субстрата интенсивность флуоресценции aPu 

быстро возрастала в течение 50 мс, что свидетельствовало о потере стэкинга между 

основаниями aPu и oxoGua за счет дестабилизации дуплекса ДНК (kobs
1
 = 108 c

-1
). 

Кинетическая кривая, полученная для aPu-A/oxoG-субстрата, отражала процесс 

выворачивания основания Ade и характеризовалась константой скорости kobs
2
 = 16 с

-1
. 

Кроме того, авторам удалось выделить из этой кинетической кривой еще одну фазу 

изменения интенсивности флуоресценции с (kobs
3
 = 1,9 с

-1
), которая была отнесена к 

изомеризации структуры фермента, стабилизирующей вывернутое основание Ade. После 

образования каталитически активного комплекса происходила каталитическая стадия 

реакции с константой скорости kcat = 0,25 с
-1

. В результате исследований [447-449] было 

показано, что константа N-гликозилазной реакции равна 0,17 с
-1

 и близка к значению, 

приведенному выше. Кроме того, установлено, что скорость-лимитирующей стадией всего 

ферментативного процесса является диссоциация комплекса фермент-продукт. Эта стадия 

во всех трех работах [447-449] характеризуется константой скорости, лежащей в 

диапазоне 0,24–0,42 с
-1

. 
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3.2.4.1. Сравнительный анализ конформационных изменений MutY и ДНК 

Взаимодействие MutY с ДНК, содержащей пару oxoG/A 

Представлось интересным изучить подробно конформационные изменения как 

самого фермента MutY, так и ДНК-субстратов в процессе их взаимодействия [450]. В ходе 

этих исследований показано, что связывание MutY с oxoG/А12-субстратом 

характеризуется трехстадийным изменением интенсивности флуоресценции Trp (рис. 

44а). Быстрое первоначальное снижение интенсивности флуоресценции в интервале 

времени до 0,25 с описывалось двумя обратимыми кинетическими стадиями и, скорее 

всего, отражало процесс узнавания и связывания белка с ДНК-дуплексом. Третья стадия 

характеризуется небольшим увеличением интенсивности флуоресценции в интервале 

времени до 25 с. 

 

а

 

б

 

в

 

 

 

Рис. 44. Кинетические кривые, полученные при взаимодействии MutY c ДНК, содержащей пару 

oxoG/A. (а) Изменение интенсивности флуоресценции остатков Trp. (б) Накопление продукта 

реакции по данным электрофореза в ПААГ. (в) Изменение интенсивности флуоресценции FAM. 
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Методом разделения реакционной смеси электрофорезом в ПААГ (рис. 44б) было 

показано, что удаление основания Ade и накопление продукта реакции, содержащего АР-

сайт, также происходит в интервале времени до 25 с. Несмотря на то, что накопление 

ДНК-продукта происходит быстро и затрудняет точную регистрацию скорости 

каталитической стадии реакции с помощью электрофореза в ПААГ, соотнесение по 

времени позволяет считать, что третья стадия, зарегистрированная по изменению 

интенсивности флуоресценции Trp, относится к каталитической стадии ферментативного 

процесса. Необходимо отметить, что независимо от концентрации oxoG/А12-субстрата на 

начальном участке кинетических кривых, характеризующих накопление ДНК-продукта, 

наблюдается «скачок» до величины ~0,6 мкМ (рис. 44б), что позволило рассчитать долю 

активной формы фермента в используемом препарате. Указанная на рисунках 

концентрация соответствует концентрации активной формы фермента MutY в 

реакционной смеси. Кроме того, такой вид кинетических кривых свидетельствует о 

существовании скорость-лимитирующей стадии после каталитической реакции. 

Действительно, согласно [448] MutY имеет большее сродство к ДНК-продуктам, 

содержащим аналог АР-сайта напротив oxoG или G, чем к ДНК-дуплексам, содержащим 

пары oxoG/A и G/A. Таким образом, скорость лимитирующей стадией ферментативного 

процесса, катализируемого MutY, является диссоциация комплекса фермент-продукт. 

Количественный анализ кинетических кривых, полученных в случае взаимодействия 

MutY c oxoG/А12-субстратом (рис. 44а), позволил определить минимальную 

кинетическую схему 11, удовлетворительно описывающую экспериментальные данные. 

Две равновесные стадии, входящие в схему 11, характеризуют первичное связывание ДНК 

и последующий процесс перестройки конформации фермента, приводящий к образованию 

каталитически компетентного комплекса. Последняя необратимая стадия характеризует 

реакцию гидролиза N-гликозидной связи и последующую скорость-лимитирующую 

диссоциацию комплекса фермент-продукт. Константы скорости и равновесия, 

характеризующие стадии, входящие в схему 11, представлены в таблице 16. 
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Таблица 16. Константы скорости кинетических стадий взаимодействия MutY c ДНК-субстратами 

Константы oxoG/А12 G/А12 oxoG/С12 oxoG
FAM

/А12 G
FAM

/А12 oxoG
FAM

/C12 F
FAM

/G12 

k1×10
-6

, M
-1

с
-1 

 130 ± 30 220 ± 10 90 ± 30 710 ± 110 680 ± 130 270 ± 40 900 ± 300 

k-1, с
-1

  46 ± 13  1,4 ± 0,9  90 ± 20 10 ± 4  180 ± 50 35 ± 6 230 ± 60 

K1×10
-6

, M
-1

 2,8 160 1,0 71 3,8 7,7 3,9 

k2, с
-1

  16 ± 8  0,9 ± 0,3  3,5±1,1 26 ± 6 48 ± 9 9,2 ± 2,8 40 ± 10 

k-2, с
-1

  7,3 ±1,3  0,3 ± 0,2  9,0± 1,4 2,5 ± 1,4  0,03 ±0,02 9,9 ±2,6 0,004 ± 0,003 

K2  2,2 3,0 0,4 10,4 1,6×10
3
 0,93 1,0×10

4
  

k3, с
-1

  0,051 ± 0,004 - - 0,7 ± 0,4  0,3 ± 0,1 0,19 ± 0,07 0,8 ± 0,6 

k-3, с
-1

  - - - 0,13 ± 0,04  0,002 ± 0,001 0,13 ±0,05 0,3 ± 0,2 

K3  - - - 5,4 1,5×10
2
 1,5 2,7  

 

Ki = ki/k-i 
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Схема 11 

, 

где Е – MutY, S – oxoG
Trp

/А12-субстрат, (E•S)1 и (E•S)2 – комплексы фермента с 

субстратом, Р – продукт превращения субстрата, ki и k-i – константы скорости прямых и 

обратных стадий равновесных стадий, k3 – константа скорости каталитической стадии. 

 

Регистрация конформационных изменений ДНК при связывании с ферментом MutY 

проводилась с oxoG
FAM

/А12-субстратом. Анализ кинетических кривых показал, что 

наблюдаемый процесс протекает по трехстадийному механизму, описываемому схемой 

12. Константы скорости, соответствующие этой схеме, представлены в таблице 16. При 

взаимодействии с MutY на начальном участке кинетических кривых в интервале времени 

до 15 мс происходило падение интенсивности флуоресценции FAM (рис. 44в), вероятно, 

характеризующее образование первичного столкновительного комплекса. Константа 

скорости образования первичного комплекса k1, зарегистрированная по флуоресценции 

FAM, в 5,5 раз больше константы, полученной при регистрации флуоресценции Trp. 

 

Схема 12 

, 

где Е – MutY, S – oxoG
FAM

/А12- и G
FAM

/А12-субстраты, (E•S)i – комплексы фермента с 

субстратом, ki и k-i – константы скорости прямых и обратных стадий равновесных стадий. 

 

В интервале времени 15–200 мс происходило увеличение интенсивности 

флуоресценции FAM, свидетельствующее о конформационных изменениях ДНК, 

связанных с узнаванием пары oxoG/A. Интересно отметить, что процессы связывания 

ДНК и узнавания пары oxoG/A, происходящие на второй стадии, сопровождаются 

взаимосогласованными конформационными изменениями фермента и ДНК. Константы 

скорости образования второго комплекса k2, зарегистрированные по флуоресценции Trp и 

FAM, отличаются менее чем в 2 раза. 

Уменьшение интенсивности флуоресценции FAM в интервале времени 0,2–25 с 

совпадает с ростом интенсивности флуоресценции Trp, характеризующим 
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каталитическую стадию реакции. Однако, как было показано методом разделения 

реакционной смеси электрофорезом в ПААГ, MutY полностью теряет способность 

удалять основание Ade в oxoG
FAM

/А12-субстрате. Скорее всего, при взаимодействии MutY 

с ДНК-дуплексом, содержащим на 5′-конце остаток FAM, происходит нарушение 

образования сети контактов в активном центре фермента и затруднение образования 

каталитически активной конформации фермент-субстратного комплекса. 

 

Взаимодействие MutY с ДНК, содержащей пару G/A 

При взаимодействии фермента MutY с G/А12-субстратом были зарегистрированы 

конформационные изменения фермента (рис. 45а). Анализ флуоресцентных кинетических 

кривых, показал, что они описывали минимальной кинетической схемой 13. Константы 

скорости и равновесия, характеризующие эти стадии, представлены в таблице 16. 

 

а 

 

б 

 

в

 

 

 

Рис. 45. Кинетические кривые, полученные при взаимодействии MutY c ДНК, содержащей пару 

G/A. (а) Изменение интенсивности флуоресценции остатков Trp. (б) Накопление продукта реакции 

по данным электрофореза в ПААГ. (в) Изменение интенсивности флуоресценции FAM. 
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Как видно из рис. 45а, уменьшение интенсивности флуоресценции Trp на начальном 

участке кинетических кривых имеет значительно меньшую амплитуду изменений по 

сравнению с oxoG/А12-субстратом. Тем не менее, сравнение полученных констант 

скорости для G/А12- и oxoG/А12-субстратов (таблица 16) показывает, что константы 

скорости образования первичного комплекса (E•S)1 (k1) отличаются менее, чем в 2 раза. 

Это указывает на то, что при образовании первичного комплекса происходит 

формирование неспецифических контактов между ДНК-связывающим центром фермента 

и ДНК-дуплексом. 

 

Схема 13 

, 

где Е – MutY, S – G/А12- и oxoG/C12-субстраты, (E•S)i – комплексы фермента с 

субстратом, ki и k-i – константы скорости прямых и обратных стадий равновесных стадий. 

 

Вторая фаза уменьшения интенсивности флуоресценции Trp проходила в интервале 

времени 0,5–5 с и была значительно медленнее, чем для oxoG/А12-субстрата. Можно 

предположить, что на этой стадии происходит дискриминация оснований Gua и oxoGua. 

Эти данные согласуются с результатами работы [446], показывающими, что нарушение 

структуры дуплекса в области основания oxoGua при образовании комплекса фермента с 

ДНК, содержащей oxoG/A-пару, протекает на начальном этапе взаимодействия. С 

основанием oxoGua в активном центре взаимодействуют аминокислотные остатки Gln48, 

Thr49, Leu86, Tyr88, Ser308. Нужно отметить, что Tyr88 является структурным аналогом 

Tyr203 у 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы человека hOGG1, который выполняет функцию 

«сенсора» поврежденного участка ДНК и играет ключевую роль при узнавании 

поврежденного основания [400]. Кроме того, остаток Ser308 образует водородные связи с 

атомом О8 и группой N7-H основания oxoGua и, скорее всего, отвечает за специфичность 

MutY по отношению к oxoG/A-паре. Поэтому, можно предположить, что вторая стадия 

взаимодействия характеризует образование специфических контактов между 

аминокислотными остатками Tyr88 и Ser308 и oxoG/A-парой. В случае G/A-пары 

отсутствие специфических взаимодействий с Ser308 приводит к замедлению стадии 

образования каталитического комплекса, характеризуемого константой скорости k2, 

примерно в 18 раз (таблица 16). Действительно, ДНК, содержащая пару G/A, хоть и 
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является субстратом для MutY, однако скорость удаления аденина из пары G/A 

значительно меньше, чем из пары oxoG/A (рис. 45б). Поэтому на кинетических кривых 

(рис. 45а) отсутствовал рост интенсивности флуоресценции Trp, характеризующий 

протекание каталитическ стадии реакции. 

Изменения интенсивности флуоресценции FAM (рис. 45в), происходящие при 

связывании G
FAM

/А12-субстрата имеют одинаковый профиль с кривыми, полученными для 

oxoG
FAM

/А12-субстрата, что свидетельствует о схожих конформационных изменениях 

ДНК в обоих случаях. Для анализа серии кинетических кривых использовали схему 12. Из 

данных таблицы 16 видно, что константы образования первичного комплекса k1 имеют 

близкие значения для oxoG
FAM

/А12- и G
FAM

/А12-субстратов. Однако константы 

равновесия, характеризующие образование второго и третьего комплекса (K2 и K3 

соответственно), значительно отличаются для субстратов, содержащих G/A- и oxoG/A-

пары, что подтверждает предположение о том, что на этих стадиях происходит 

дискриминация оснований oxoGua и Gua. 

 

Взаимодействие MutY с ДНК, содержащей пару oxoG/C 

Специфические контакты, образующиеся с основанием oxoGua, являются одним из 

наиболее важных факторов в процессе узнавания oxoG/A-пары в ДНК. Кроме того, 

фермент MutY обладает уникальной специфичностью к основанию Ade, расположенному 

напротив oxoGua и не удаляет другие азотистые основания. В работе [445] было показано, 

что высокая специфичность обеспечивается за счет частичного выворачивания основания, 

расположенного напротив oxoGua, в экзо-сайт фермента, в котором происходит 

дискриминация Ade и других азотистых оснований. Поэтому для анализа 

конформационных изменений фермента и ДНК при узнавании основания, 

расположенного напротив oxoGua, использовали ДНК-дуплекс, содержащий oxoG/C-пару. 

Как видно на рис. 46а, при взаимодействии MutY с oxoG/C12-субстратом происходит 

двухстадийное изменение интенсивности флуоресценции Trp, которое описывали 

кинетической схемой 13. Константы скорости (k1), характеризующие образование 

первичного комплекса (E•S)1 для oxoG/А12- и oxoG/C12-субстратов, незначительно 

отличаются друг от друга (таблица 16), что подтверждает предположение о том, что в 

первичном комплексе происходит образование неспецифических контактов между ДНК-

связывающим центром фермента и ДНК-дуплексом. Тем не менее, константа скорости 

диссоциации (k-1) первичного комплекса (E•S)1 примерно в 2 раза больше для oxoG/C12-

субстрата по сравнению с oxoG/А12-субстратом, что свидетельствует об отсутствии 
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стабилизирующих контактов с основанием Cyt, которые образуются с Ade. Кроме того, 

константа скорости образования второго комплекса (E•S)2 k2 в 4,7 раза меньше в случае 

oxoG/C12-субстрата, по сравнению с oxoG/А12-субстратом, что приводит к уменьшению в 

5,5 раз константы K2, отражающей стабильность второго комплекса (E•S)2. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 46. Кинетические кривые изменений интенсивности флуоресценции остатков Trp (а) и FAM 

(б), полученные при взаимодействии MutY c ДНК, содержащей пару oxoG/C. 

 

Интересно отметить, что кинетические кривые, характеризующие конформационные 

изменения ДНК при взаимодействии с oxoG
FAM

/C12-субстратом (рис. 46б) отличаются от 

кривых, полученных для oxoG
FAM

/А12- и G
FAM

/А12-субстратов. Как видно на рис. 46б, в 

случае oxoG
FAM

/C12-субстрата исчезает фаза роста интенсивности флуоресценции FAM. 

Анализ кинетических кривых по схеме 12 показал, что константа образования второго 

комплекса (E•S)2 K2 для oxoG
FAM

/C12-субстрата уменьшается в 11 раз по сравнению со 

значением, полученным для oxoG
FAM

/А12-субстрата (таблица 16). 

Таким образом, данные, полученные для oxoG
FAM

/C12-субстрата, показывают, что на 

второй стадии взаимодействия MutY с ДНК-субстратом происходит не только 

дискриминация оснований Gua и oxoGua, но и основания, расположенного напротив. 

 

Взаимодействие MutY с ДНК, содержащей пару F/G 

Удаление основания Ade из ДНК-субстрата приводит к образованию AP-сайта. 

Диссоциация комплекса фермент-продукт является скорость-лимитирующей стадией 

всего ферментативного процесса. Для понимания природы высокого сродства фермента 

MutY к ДНК-продукту был проведен анализ конформационных изменений ДНК, 
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содержащей F-сайт. На кинетических кривых (рис. 47) можно выделить три области 

изменения интенсивности флуоресценции FAM. Анализ кинетических кривых показал, 

что наблюдаемый процесс, как и в случае oxoG
FAM

/А12-субстрата, протекает по 

трехстадийному механизму (схема 12). Константы скорости, соответствующие этой схеме, 

представлены в таблице 16. Нужно отметить, что константа скорости образования 

первичного комплекса k1 незначительно отличается для F
FAM

/G12- и G
FAM

/А12-субстратов, 

что подтверждает предположение о том, что на первой стадии взаимодействия происходит 

образование неспецифических контактов между ДНК-связывающим центром фермента и 

ДНК-дуплексом. Поскольку узнавание основания, расположенного напротив oxoGua, 

происходит на второй стадии взаимодействия, то, как и следовало ожидать, константа 

равновесия этой стадии K2 значительно отличается для F
FAM

/G12- и G
FAM

/А12-субстратов. 

 

 

 

Рис. 47. Кинетические кривые изменения интенсивности флуоресценции остатка FAM, 

полученные при взаимодействии MutY c ДНК, содержащей пару F/G. 

 

Таким образом, полученные данные позволяют заключить, что узнавание 

специфической пары оснований oxoGua/Аde происходит последовательно. На первой 

стадии образуются неспецифические контакты между ДНК-связывающим центром 

фермента и ДНК. На второй стадии происходит дискриминация оснований Gua и oxoGua, 

а также узнавание основания, расположенного напротив oxoGua.  
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3.3. Конформационные изменения ДНК-гликозилаз структурного семейства 

H2tH и ДНК в процессе их взаимодействия  

3.3.1. Эндонуклеаза VIII Nei из E. coli 

Эндонуклеаза VIII (Nei) является одной из основных ДНК-гликозилаз в клетках 

Escherichia coli, удаляющих широкий набор окисленных или восстановленных 

пиримидиновых оснований [154, 451]. Продуктами окисления пиримидиновых оснований 

ДНК являются тимингликоль, 5,6-дигидротимин, 5,6-дигидроурацил, остаток мочевины, 

5-формилурацил, 5-оксиметилурацил, 5-гидроксицитозин, 5-гидроксиурацил и 

урацилгликоль и другие. Nei катализирует гидролиз N-гликозидной связи поврежденного 

основания (N-гликозилазная активность) с образованием свободного модифицированного 

основания и последующие реакции β-элиминирования 3'- и 5'-фосфатных групп 

образовавшегося апуринового/апиримидинового сайта (АР-лиазная активность), образуя в 

ДНК одноцепочечный разрыв (рис. 48) [452, 453]. 

 

 

 

Рис. 48. Химические стадии процесса катализа Nei. Стадия 1: гидролиз N-гликозидной связи и 

удаление поврежденного основания с образованием АР-сайта; стадия 2: β-элиминирование 3'-

фосфатной группы; стадия 3: β-элиминирование 5'-фосфатной группы. 

 

Анализ рентгеноструктурных данных свободного фермента и его комплекса с ДНК 

показал, что взаимодействие Nei с ДНК приводит к конформационным изменениям как в 

молекуле белка, так и в молекуле субстрата (рис. 49) [454, 455]. В фермент-субстратном 

комплексе происходит изгибание рибозо-фосфатного остова ДНК примерно на 45°, 

поврежденное основание выворачивается из дуплекса и располагается в активном центре 

фермента, а в образовавшуюся полость встраиваются аминокислотные остатки Gln69, 

Leu70 и Tyr71. Такие изменения структуры взаимодействующих молекул приводят к 

образованию специфических контактов (рис. 49б), результатом которых является 

высокоэффективное узнавание и связывание поврежденных участков ДНК. 
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Рис. 49. Схематическое изображение пространственной структуры комплекса Nei с ДНК. (а) 

Структура ковалентного комплекса фермента Nei с дуплексом ДНК, содержащим АР-сайт (PDB 

ID 1K3W) [455]. (б) Функционально важные аминокислотные остатки, участвующие в 

образовании специфических контактов между ферментом и ДНК. 

 

Фермент Nei содержит 4 остатка Trp (Trp26, Trp74, Trp176, и Trp256), которые, как 

показано ранее [338], позволили зарегистрировать конформационные изменения фермента 

в процессе связывания ДНК. Нужно отметить, что Trp74 и Trp176 расположены внутри 

глобулы фермента, в то время как Trp26 и Trp256 находятся на поверхности (рис. 50). При 

этом образование фермент-субстратного комплекса, которое вызывает значительное 

движение N- и С-концевых доменов фермента (рис. 50), приводит также к изменению 

локального окружения всех четырех остатков Trp. Таким образом, все четыре остатка Trp 

могут вносить вклад в зарегистрированное изменение интенсивности флуоресценции 

[338]. 

Полученные данные о кинетике изменения интенсивности флуоресценции Trp в ходе 

фермент-субстратного взаимодействия [338] позволили сделать вывод о том, что молекула 

фермента подвергается последовательным конформационным изменениям (схема 14). На 

первой стадии происходит первичное связывание ДНК, содержащей повреждение (схема 

14). Изгибание ДНК, выворачивание поврежденного основания в активный центр 

фермента, встраивание в образовавшееся пространство ДНК-спирали аминокислотных 

остатков Gln69, Leu70 и Tyr71, и образование каталитически компетентного состояния 
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должны происходить в ходе второй и третьей стадии. После этого происходит гидролиз 

N-гликозидной связи, β-элиминирование 3'- и 5'-фосфатных групп, и диссоциация 

комплекса фермента с продуктом превращения ДНК. Полученные данные, 

характеризующие конформационные изменения фермента, не позволили определить 

природу процессов, происходящих в ходе узнавания повреждения и образования 

каталитического комплекса. 

 

 

 

Рис. 50. Пространственное расположение N- и С-концевых доменов фермента Nei в свободном 

состоянии (зеленый, PDB ID 1Q39) и в комплексе с ДНК (розовый, PDB ID 1K3W). Остатки Trp 

выделены зеленым цветом в случае свободной формы фермента и красным цветом в случае 

комплекса с ДНК. 

 

Схема 14 

, 

где E – Nei; DHU – DHU-субстрат; (E•DHU)n – различные фермент-субстратные 

комплексы, образующиеся в ходе узнавания 5,6-дигидроурацила; E•P – комплекс Е с 

продуктом реакции Р; ki и k-i – константы скорости прямых и обратных реакций отдельных 

стадий. 
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3.3.1.1. Конформационные изменения ДНК 

Для уточнения природы процессов, происходящих на стадиях в схеме 14, были 

зарегистрированы конформационные изменения ДНК, содержащей DHU [368]. Для этого 

использовали флуоресцентные аналоги гетероциклических оснований ДНК – 2-

аминопурин (aPu), пирролоцитозин (C
Рy

), 1,3-диаза-2-оксофеноксазин (tС
О
) и 3-

гидроксихромон (3HC). Как видно из рис. 51, основание, расположенное с 5′-стороны от 

поврежденного нуклеотида, взаимодействует только с аминокислотным остатком Leu70, 

тогда как основание, расположенное напротив поврежденного нуклеотида образует 

контакты также с Gln69 и Tyr71. Таким образом, были выбраны следующие 

перспективные положения для встраивания флуоресцентных меток: с 5′-стороны от DHU 

либо напротив DHU в комплементарной цепи. 

 

 

 

Рис. 51. Взаимодействие триады аминокислотных остатков Gln69, Leu70 и Tyr71 с ДНК в 

активном центре. Стрелками показаны расстояния между Tyr71 Cε2 или Gln69 Nε2 и N3 основания 

Ade (синий), расположенного напротив поврежденного нуклеотида (3.8 Å или 2.9 Å 

соответственно); между Tyr71 Oη и O4' (3.6 Å); между Leu70 Cδ1 и C2 основания Ade (синий), 

расположенного напротив поврежденного нуклеотида (4,5 Å) или С4 основания Ade (красный), 

расположенного с 5′-стороны от поврежденного нуклеотида (3.7 Å). 

 

В экспериментах с флуоресцентно-мечеными ДНК-субстратами в качестве контроля 

ферментативной активности использовали DHU/G12-субстрат, который позволил 

зарегистрировать конформационные изменения фермента (рис. 52а). Минимальная 

кинетическая схема, описывающая наблюдаемые изменения интенсивности 

флуоресценции Trp, была идентична схеме 14 и содержала три равновесные стадии, 

которые характеризовали связывание субстрата, необратимую стадию, включающую 

гидролиз N-гликозидной связи и последовательные реакции β-элиминирования 3′- и 5′-

фосфатных групп, и последующую равновесную стадию диссоциации комплекса 
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фермент-продукт. Константы скорости элементарных стадий, соответствующие этой 

кинетической схеме, приведены в таблице 17. Константы скорости были использованы 

для получения профиля образования и расходования фермент-субстратных комплексов, 

входящих в схему 14 (рис. 52б). Следует отметить, что образование первого фермент-

субстратного комплекса (E•S)1
Trp

 происходило в течение первых 50 мс. Максимум 

концентрации второго комплекса (E•S)2
Trp

 был достигнут через 0,6 с, тогда как 

каталитически активный комплекс (E•S)3
Trp

 формировался через 5–10 с после начала 

взаимодействия. Необратимые каталитические реакции и последующее высвобождение 

продукта приводят к росту интенсивности флуоресценции Trp на временах более 20 с. 

При этом кинетика образования комплекса фермент-продукт E•P, регистрируемая по 

изменению интенсивности флуоресценции Trp, хорошо согласуется с кинетикой 

накопления продуктов реакции, зарегистрированной методом гель-электрофореза (рис. 

52б). 

 

а

 

б

 

 

Рис. 52. Взаимодействие Nei с DHU/G12-субстратом. (а) Экспериментальные и теоретические 

кинетические кривые, характеризующие конформационные изменения фермента. (б) Сравнение 

кинетики изменения интенсивности флуоресценции Trp, накопления продуктов реакции и 

профиля образования и расходования фермент-субстратных комплексов, входящих в схему 14. 
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Таблица 17. Константы скорости и равновесия, характеризующие взаимодействие Nei с 

ДНК-субстратом, содержащим DHU, полученными на основе анализа кинетики 

флуоресценции Trp, 3HC, tC
O
 и C

Py
 

Константы DHU/G12 DHU/3HC12 DHU/tC
O

12 DHU/C
Рy

12
 

k1, M
-1

c
-1

 (10,5±6,2)×10
6
 (53±10)×10

6
 (200±70)×10

6
 (115±30)×10

6
 

k-1, c
-1

 6,1±3,4 69±22 380±150 246±44 

k2, c
-1

 9,5±2,4 3,9±1,7 0,46±0,16 0,52±0,11 

k-2, c
-1

 1,6±0,2 4,8±1,5 0,005±0,002 2,5±0,2 

k3, c
-1

 0,4±0,1 0,30±0,08 - - 

k-3, c
-1

 0,9±0,2 0,4±0,1 - - 

kcat, c
-1

 0,056±0,027 0,014±0,003 0,035±0,015 0,040±0,028 

KP, M (6,5±3,4)×10
-6

 (0,16±0,08)×10
-6

 (6,0±2,5)×10
-6

 (3,6±2,1)×10
-6

 

 

Используя в качестве контроля данные о конформационных изменениях фермента, 

проводили регистрацию конформационных изменений ДНК-субстратов. В качестве 

субстратов использовали дуплексы, содержащие флуоресцентный краситель (aPu, C
Py

, 

3HC) c 5′-стороны от поврежденного основания DHU (рис. 53а). Взаимодействие Nei с 

aPu
DHU/G12-субстратом не приводило к изменениям флуоресценции на временах до 100 с, 

несмотря на то, что фермент расщепляет этот субстрат с хорошей эффективностью (рис. 

53б). Следовательно, aPu не обладает чувствительностью к процессам, проходящим на 

стадиях образования комплекса с Nei. Увеличение интенсивности флуоресценции aPu на 

временах более 100 с является результатом уменьшения эффективности тушения 

флуоресценции вследствие потери стэкинга остатка aPu с соседним основанием при 

протекании каталитических стадий и диссоциации комплекса фермент-продукт. 

Связывание Nei с 
Cpy

DHU/G12-субстратом приводило к небольшому увеличению 

флуоресценции C
Py

 до 10 с (рис. 53а). В отличие от ДНК-субстратов, содержащих aPu и 

C
Py

, 
3HC

DHU/G12-субстрат позволил зарегистрировать по меньшей мере четыре фазы 

изменения интенсивности флуоресценции (рис. 53а). Однако анализ накопления 

продуктов реакции методом гель-электрофореза показал, что встраивание флуорофоров 

C
Py

 и 3HC в ДНК приводят к полной потере ферментативной активности (рис. 53б). Таким 

образом, введение в ДНК-дуплекс стерически более объемных флуоресцентных 

красителей C
Py

 и 3HC с 5'-стороны от DHU препятствует достижению каталитически 

компетентного состояния фермента. 
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Рис. 53. Взаимодействие Nei с DHU-субстратами, содержащими флуоресцентные аналоги 

оснований aPu, C
Рy

 и 3HC c 5′-стороны от основания DHU. (а) Сравнение флуоресцентных 

кинетических кривых, характеризующих взаимодействие Nei с DHU/G12, 
3HC

DHU/G12, 
Cpy

DHU/G12 

и 
aPu

DHU/G12. Вертикальные линии ограничивают временные диапазоны конформационных 

изменений фермента, соответствующие кинетическим стадиям в схеме 14. (б) Влияние 

флуоресцентных групп на ферментативную активность Nei. Концентрации фермента и ДНК-

субстрата составляли 2,0 мкМ и 1,0 мкМ соответственно. 

 

Поэтому на следующем этапе работы был проведен анализ конформационной 

динамики ДНК-субстратов, несущих флуоресцентные метки (C
Рy

, aPu, tC
O
 или 3HC) 

напротив поврежденного основания DHU. Кинетические кривые, полученные для этих 

субстратов, представлены на рис. 54а. Из этого рисунка видно, что для всех субстратов 

наблюдаются изменения интенсивности флуоресценции во всем регистрируемом 

диапазоне времени. При этом, как показано на рис. 54б, флуоресцентные основания C
Рy

 и 

aPu не оказывают влияния на активность Nei, в то время как tC
O
 и 3HC приводят к 

небольшому замедлению ферментативного процесса. 

При взаимодействии Nei с DHU/aPu12-субстратом интенсивность флуоресценция 

aPu изменялась очень незначительно (рис. 54а), что свидетельствует о недостаточной 

чувствительности aPu, расположенного в комплементарной цепи, к конформационным 

изменениям ДНК, индуцируемым Nei. 

Использование DHU/C
Рy

12-субстрата позволило зарегистрировать три фазы 

изменений интенсивности флуоресценции C
Py

 (рис. 54а). Для получения кинетической 

схемы и расчета соответствущих ей констант скорости были проведены эксперименты при 

разных концентрациях Nei (рис. 55а). На основании анализа полученных данных 

определена минимальная кинетическая схема 15 и рассчитаны значения констант 

скорости (таблица 17). На рис. 55б показан профиль образования и расходования фермент-

субстратных комплексов. Быстрое увеличение интенсивности флуоресценции C
Py

 в 
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течение 10 мс соответствует началу первой стадии, обнаруженной по флуоресценции Trp. 

Постепенное уменьшение флуоресценции C
Py

 между 10 мс и 10 с включает образование 

комплексов (E•S)2
Trp

 и (E•S)3
Trp

. Последующее выраженное снижение интенсивности 

флуоресценции C
Py

 на временах более 90 с связано с диссоциацией комплекса фермент-

продукт E•P
Trp

. 

 

а 

 

б

 

 

Рис. 54. Взаимодействие Nei с DHU-субстратами, содержащими напротив основания DHU 

флуоресцентные аналоги оснований aPu, C
py

, tC
O
 и 3HC. (а) Сравнение флуоресцентных 

кинетических кривых, характеризующих взаимодействие Nei с DHU/G12, DHU/3HC12, DHU/tC
O

12, 

DHU/C
py

12 и DHU/aPu12. Вертикальные линии ограничивают временные диапазоны 

конформационных изменений фермента, соответствующие кинетическим стадиям в схеме 14. (б) 

Влияние флуоресцентных групп на ферментативную активность Nei. Концентрации фермента и 

ДНК-субстрата составляли 2,0 мкМ и 1,0 мкМ соответственно. 

 

Схема 15 

, 

где E – Nei; DHU – DHU-субстрат; (E•DHU)n – различные фермент-субстратные 

комплексы, образующиеся в ходе узнавания 5,6-дигидроурацила; E•P – комплекс Е с 

продуктом реакции Р; ki и k-i – константы скорости прямых и обратных реакций отдельных 

стадий. 
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Рис. 55. Взаимодействие Nei с DHU/C
py

12-субстратом. (а) Экспериментальные и теоретические 

кинетические кривые, характеризующие конформационные изменения ДНК. (б) Сравнение 

кинетики изменения интенсивности флуоресценции C
Py

 и профиля образования и расходования 

фермент-субстратных комплексов, входящих в схему 15. 
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Рис. 56. Взаимодействие Nei с DHU/tC
O

12-субстратом. (а) Экспериментальные и теоретические 

кинетические кривые, характеризующие конформационные изменения ДНК. (б) Сравнение 

кинетики изменения интенсивности флуоресценции tC
O
 и профиля образования и расходования 

фермент-субстратных комплексов, входящих в схему 15. 

 

Используя краситель tC
O
, так же, как и в случае C

Py
, удалось зарегистрировать три 

фазы изменения интенсивности флуоресценции, характеризующие конформационные 

переходы в субстрате DHU/tC
O

12 (рис. 54а). Необходимо отметить, что в случае tC
O
 эти 

фазы протекают в других временных диапазонах, то есть, по своей природе отличаются от 

фаз, полученных при использовании C
Py

, однако коррелируют с первыми тремя фазами, 

наблюдаемыми по флуоресценции Trp. Начальное небольшое увеличение флуоресценции 

tC
O
 в течение 0,6 с совпадает с образованием комплексов (E•S)1

Trp
 и (E•S)2

Trp
 (рис. 54а), 
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тогда как уменьшение интенсивности флуоресценции tC
O
 в интервале времени 1–30 с 

хорошо коррелирует с образованием комплекса (E•S)3
Trp

. Каталитические стадии и 

диссоциация комплекса фермента с продуктом реакции E•P
Trp

 незначительно влияют на 

флуоресценцию tC
O
. Полученные кинетические данные удовлетворительно описывались 

схемой 15, содержащей две равновесные стадии образования каталитического комплекса. 

Значения констант скорости, соответствующие схеме 15, представлены в таблице 17. 

В отличие от DHU/C
py

12- и DHU/tC
O

12-субстратов, при взаимодействии Nei с 

DHU/3HC12 было зарегистрировано четыре фазы изменения интенсивности 

флуоресценции 3HC (рис. 54а). Следовательно, конформационные изменения 

DHU/3HC12-субстрата практически совпадали с конформационными изменениями 

фермента. Быстрое начальное увеличение интенсивности флуоресценции 3HC связано с 

образованием первичного комплекса (E•S)1
Trp

. Вторая фаза увеличения интенсивности 

флуоресценции 3HC характеризует окончание образования (E•S)1
Trp

 и (E•S)2
Trp

. В 

интервале времени 1–50 с происходит небольшое уменьшение интенсивности 

флуоресценции. В этот момент времени образуется каталитически активный комплекс 

(E•S)3
Trp

. В процессе диссоциации комплекса фермент-продукт E•P
3HC

 происходит 

дальнейшее уменьшение интенсивности флуоресценции 3HC и ее выход на начальный 

уровень. Полученные кинетические кривые (рис. 57а) описывали схемой 14. Значения 

полученные констант скорости представлены в таблице 17. 
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Рис. 57. Взаимодействие Nei с DHU/3HC12-субстратом. (а) Экспериментальные и теоретические 

кинетические кривые, характеризующие конформационные изменения фермента. (б) Сравнение 

кинетики изменения интенсивности флуоресценции 3HC, накопления продуктов реакции и 

профиля образования и расходования фермент-субстратных комплексов, входящих в схему 14. 
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Сравнение констант скорости (таблица 17) для процессов, зарегистрированных при 

использовании разных флуорофоров (Trp, C
Py

, tC
O
 и 3HC), показало, что флуорофоры, 

расположенные напротив повреждения в ДНК, быстрее реагируют на первоначальное 

связывание с Nei. Константа скорости k1, которая характеризует конформационное 

изменение ДНК, по меньшей мере в 5 раз превышает ту же константу скорости для 

конформационного изменения фермента. Вероятно, это связано с тем, что изменение 

интенсивности флуоресценции остатков Trp происходит только при значительных 

конформационных изменениях белка, таких как движение С- и N-доменов фермента. 

Константы скорости k2 второй стадии связывания, полученные в случаях Trp и 3HC, 

отличаются незначительно (в 2,4 раза), что указывает на то, что оба флуорофора 

характеризуют последовательно скоординированный процесс изгибания ДНК, 

выворачивания основания DHU и встраивание аминокислотных остатков фермента в 

ДНК-дуплекс. Интересно отметить, что константы скорости k3 третьей стадии связывания, 

полученные в случаях Trp и 3HC, и константы скорости k2 второй стадии связывания, в 

случае C
Py

 и tC
O
, имеют близкие значения, что указывает на то, что перестройки 

активного центра, необходимые для достижения каталитически компетентного состояния, 

требуют взаимных одновременных конформационных изменений фермента и ДНК. 

Константы скорости каталитической стадии kcat незначительно уменьшаются (~1,5 раза) в 

случаях DHU/C
py

12- и DHU/tC
O

12-субстратов по сравнению с DHU/G12-субстратом. Для 

DHU/3HC12-субстрата это значение отличается от DHU/G12-субстрата в 4 раза, что 

соответствует качественным данным, полученным при анализе продуктов реакции 

методом гель-электрофореза (рис. 54б). 

Таким образом, регистрация флуоресценции Trp и флуорофоров в ДНК позволила 

зарегистрировать сопряженную конформационную динамику фермента и ДНК в ходе 

ферментативного процесса и детализировать природу стадий узнавания повреждения. 

Начальный рост интенсивности флуоресценции Trp, а также начальное увеличение 

интенсивности флуоресценции 3HC до 6 мс, вероятно, характеризуют быстрый процесс 

«закрытия» N- и С-доменов фермента при образовании первичного неспецифического 

комплекса. Сравнение кинетических кривых показывает, что за время первого изменения 

интенсивности флуоресценции Trp (до 0,6 с) протекают два конформационных изменения 

ДНК, зарегистрированных по 3HC (плато от 0,006 до 0,02 с и увеличения интенсивности 

до 1,0 с). Эти фазы кинетики флуоресценции 3HC могут отражать изгибание спирали 

ДНК, выворачивание из спирали основания DHU и последующую вставку 

аминокислотных остатков Gln69, Leu70 и Tyr71 в спираль ДНК, поскольку эти процессы 
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приводят к увеличению гидрофобности среды вблизи остатка 3HC. Следующий рост 

интенсивности флуоресценции Trp (в интервале времени от 1 до 10 с) приводит к 

незначительному изменению флуоресценции 3HC. В этом интервале времени происходит 

подстройка структуры активного центра, необходимая для достижения каталитически 

компетентного состояния. Последнее изменение интенсивностей флуоресценции Trp и 

3HC на временах более 10 с является результатом каталитических стадий и диссоциации 

комплекса фермент-продукт, которые приводят к появлению более 

гидратированногоокружения 3HC в ДНК-продукте. 

 

3.3.1.2. Конформационные изменения мутантных форм Nei при взаимодействии 

с ДНК 

С целью дальнейшего уточнения природы специфических стадий связывания ДНК 

использовали стратегию включения дополнительного остатка Trp в разные части 

молекулы фермента [456]. Для замены были выбраны аминокислотные остатки Glu2, 

Leu70, Tyr71, Phe121, Phe230 и Pro253, которые участвуют в связывании ДНК и 

каталитических стадиях. Методом сайт-направленного мутагенеза были получены 

мутантные формы Nei, содержащие замены Glu2Gln, Leu70Ser, Leu70Trp, Tyr71Trp, 

Phe121Trp, Phe230Trp и Pro253Trp. В большинстве случаев специфические аминокислоты 

были замещены флуоресцентным остатком Trp, что позволило установить как наличие 

конформационных переходов вблизи этих остатков в ходе ферментативного процесса, так 

и роль этих аминокислотных остатков в узнавании поврежденной ДНК. 

Остатки Leu70 и Tyr71, которые встраиваются в ДНК-дуплекс (рис. 58а), могут 

выступать в роли «клина» и играть важную роль в начальном распознавании и 

последующем выворачивании поврежденного основания. Результаты 

рентгеноструктурного исследования показали, что и Leu70, и Tyr71 имеют прямые 

контакты с основаниями ДНК, расположенными как напротив, так и с 5'- и 3'-сторон от 

поврежденного нуклеотида (рис. 51). Остаток Phe121 расположен в пептидном линкере, 

соединяющем N- и С-домены фермента, образующие сайт связывания ДНК, и 

взаимодействует с фосфатными группами ДНК (рис. 58б). Остаток Phe230 расположен в 

кармане активного центра фермента и образует контакт с 5'-фосфатной группой 

поврежденного нуклеотида (рис. 58в). Остаток Pro253 расположен в ДНК-связывающем 

сайте фермента и взаимодействует с двумя фосфатными группами нуклеотидов, 

расположенных с 5'-стороны от поврежденного нуклеотида (рис. 58г). Замена 
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каталитического остатка Glu2 инактивирует фермент и может позволить провести 

регистрацию только стадий связывания ДНК-субстрата. 

 

а 

 

б 

 

в 

 

г 

 

 

Рис. 58. Специфические контакты, обеспечивающие узнавание поврежденного основания в 

активном центре Nei. Контакты, образующиеся при взаимодействии ДНК с аминокислотными 

остатками Gln69, Leu70 и Tyr71 (а), Phe121 (б), Phe230 (в) и Pro253 (г). Стрелками показаны 

расстояния между (а) Tyr71 Cε1 и N3 основания Ade, расположенным напротив поврежденного 

нуклеотида (3,8 Å); Tyr71 Oη и O4' нуклеотида (3,6 Å); Leu70 Cδ1 и N9 оснований Ade и Gua (4,2 

Å и 3,7 Å соответственно); Gln69 Nε2 и N3 основания Ade, расположенным напротив 

поврежденного нуклеотида (3,8 Å и 2,9 Å соответственно); Gln69 Nε2 и N2 основания Gua (3,1 Å); 

(б) Phe230 Cζ и O-атомом фосфатной группы (3,7 Å); (в) Phe121 Cε1 или Cζ и O-атомом 

фосфатных групп (оба 3,5 Å); (г) Pro253 Cδ и O-атомом фосфатной группы, и Pro253 Cγ и O-

атомом фосфатной группы (оба 3,4 Å). 
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Относительную активность мутантных форм ферментов определяли прямым 

анализом кинетики накопления продуктов реакции методом гель-электрофореза (рис. 59). 

Анализ продуктов реакции показал, что ферментативная активность в отношении 

DHU/G12- и АР/G12-субстратов практически не зависит от замены остатков Tyr71, Phe121, 

Phe230 и Pro253 на остаток Trp. Максимальный эффект влияния на ферментативную 

активность получен в случае замены Leu70 на Ser и Trp. У данных мутантных форм 

практически полностью отсутствовала АР-лиазная активность в случае АР/G12-субстрата. 

В то время как активность в отношении DHU/G12-субстрата снижалась более чем в пять 

раз по сравнению с ферментом дикого типа. 

 

 

 

Рис. 59. Относительная активность Nei WT и мутантных форм фермента. Анализ продуктов N-

гликозилазной реакции и реакций β-элиминирования через 30 с при взаимодействии Nei WT и 

мутантных форм фермента с DHU/G12- и AP/G12-субстратами. 

 

Изменения интенсивности флуоресценции Trp, характеризующие конформационные 

перестройки фермента, были зарегистрированы при взаимодействии мутантных форм с 

DHU/G12- и AP/G12-субстратами (рис. 60). Как видно на рис. 60, для всех мутантных форм 

фермента имеются различия в амплитуде и форме флуоресцентных кинетических кривых. 

Вид полученных кинетических кривых позволяет заключить, что снижение 

ферментативной активности, вызванное заменой аминокислот, приводит к уменьшению 

амплитуды изменений интенсивности флуоресценции Trp. Следует отметить, что замена 

Glu2Gln, полностью инактивирующая ферментативную активность, одновременно 

приводит к практически полной потере каких-либо изменений интенсивности 

флуоресценции Trp. Кроме того, как упоминалось ранее [338], в случаях взаимодействия 

Nei дикого типа с неповрежденной ДНК или с ДНК, содержащей нерасщепляемый аналог 

АР-сайта (F-сайт), не удалось зарегистрировать изменение интенсивности флуоресценции 
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Trp. Полученные данные свидетельствуют о том, что амплитуда изменений 

интенсивности флуоресценции Trp связана с протеканием каталитических стадий 

ферментативного процесса. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 60. Экспериментальные кинетические кривые, характеризующие конформационные 

изменения фермента в процессе взаимодействия Nei дикого типа и мутантных форм с (а) 

DHU/G12- и (б) АР/G12-субстратами. 

 

Более того, для мутантных форм Nei Tyr71Trp, Nei Phe121Trp, Nei Phe230Trp и Nei 

Pro253Trp, сохранивших ферментативную активность, наблюдается различное поведение 

интенсивности флуоресценции Trp на начальном участке кинетической кривой (до 5 с), 

который характеризует стадии узнавания повреждения и образования каталитического 

комплекса. Такие различия с формой кинетической кривой, полученной для фермента 

дикого типа, свидетельствуют о вкладе в интенсивность флуоресценции нового остатка 

Trp и позволяют сделать заключение о наличии конформационных изменений фермента в 

области данной аминокислоты. 

Для расчета констант скорости, характеризующих ферментативный процесс, были 

получены концентрационные серии кинетических кривых, отражающие взаимодействие 

мутантных форм фермента с DHU/G12- (рис. 61) и AP/G12-субстратами (рис. 62). 

Экспериментальные данные, полученные для Nei Tyr71Trp, Nei Phe121Trp, Nei Phe230Trp 

и Nei Pro253Trp при различных концентрациях ДНК-субстратов, хорошо описывались 

предложенной ранее схемой 14. В то же время экспериментальные данные для мутантов 

Leu70Trp и Leu70Ser удовлетворительно описывались упрощенной схемой 16. В отличие 

от кинетической схемы 14 она содержит одну равновесную стадию связывания фермента с 

ДНК, одну необратимую каталитическую стадию и равновесную стадию диссоциации 
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комплекса фермент-продукт. Значения констант скорости и равновесия, полученные для 

DHU/G12- и AP/G12-субстратов, приведены в таблицах 18 и 19 соответственно. 

 

Схема 16 

, 

где E – Nei; DHU – DHU-субстрат; E•DHU – фермент-субстратный комплекс; E•P – 

комплекс Е с продуктом реакции Р; ki и k-i – константы скорости прямых и обратных 

реакций отдельных стадий. 
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Рис. 61. Экспериментальные и теоретические кинетические кривые, характеризующие 

конформационные изменения (а) Nei Leu70Ser, (б) Nei Leu70Trp, (в) Nei Tyr71Trp, (г) Nei 

Pro253Trp, (д) Nei Phe230Trp и (е) Nei Phe121Trp в процессе взаимодействия с ДНК дуплексами 

DHU/G12-субстратом. 
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Рис. 62. Экспериментальные и теоретические кинетические кривые, характеризующие 

конформационные изменения (а) Nei Leu70Ser, (б) Nei Leu70Trp, (в) Nei Tyr71Trp, (г) Nei 

Pro253Trp, (д) Nei Phe230Trp и (е) Nei Phe121Trp в процессе взаимодействия с ДНК дуплексами 

AP/G12-субстратом. 
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Таблица 18. Константы скорости и равновесия, характеризующие взаимодействие Nei дикого типа и мутантных форм с DHU/G12-субстратом 

Константы L70S L70W Y71W  F121W  F230W  P253W WT [338] 

k1, M
−1

с
−1 

(0,09 ± 0,02)×10
6
 (0,06 ± 0,01)×10

6
 (21 ± 3) × 10

6
 (39 ± 11)×10

6
 (30 ± 2)×10

6
 (27 ± 2)×10

6
 (36 ± 7)×10

6
 

k−1, с
−1

 1 ± 0,1 0,4 ± 0,1 330 ± 30 120 ± 31 310 ± 45 310 ± 26 410 ± 20 

K1, M
−1

 0,9×10
5
 1,5×10

5
 0,63×10

5
 3×10

5
 0,97×10

5
 0,87×10

5
 0,88×10

5
 

k2, с
−1

   16 ± 3 17 ± 4 21 ± 3 23 ± 3 27 ± 2 

k−2, с
-1

   2,5 ± 0,1 0,55 ± 0,25 1,2 ± 0,1 0,8 ± 0,1 1,8 ± 0,3 

K2   6,4 31 17,5 28,7 15 

k3, с
−1

   0,4 ± 0,1 0,58 ± 0,15 0,82 ± 0,04 1,0 ± 0,03 1,6 ± 0,1 

k−3, с
−1

   1,1 ± 0,1 0,89 ± 0,14 0,66 ± 0,06 1,2 ± 0,1 1,5 ± 0,2 

K3   0,36 0,65 1,2 0,83 1,1 

Kass, M
−1

   1,45×10
5
 6×10

6
 2×10

6
 2×10

6
 1,45×10

6
 

kcat, с
−1

 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,03 0,14 ± 0,03 0,26 ± 0,09 0,38 ± 0,01 0,4 ± 0,03 0,35 ± 0,02 

Kp, M (1,0 ± 0,2)×10
−6

 (0,7 ± 0,5)×10
−6

 (0,4 ± 0,1)×10
−6

 (0,6 ± 0,1)×10
−6

 (0,6 ± 0,2)×10
−6

 (0,63 ± 0,08)×10
−6

 (0,7 ± 0,1)×10
−6

 

Ki = ki/k−i, i – номер стадии, Kass = K1×K2×K3. 
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Таблица 19. Константы скорости и равновесия, характеризующие взаимодействие Nei дикого типа и мутантных форм с AP/G12-субстратом 

Константы L70S  L70W  Y71W  F121W F230W P253W WT [338] 

k1, M
−1

с
−1 

(0,09 ± 0,01)×10
6
 (0,11 ± 0,02)×10

6
 (14 ± 2)×10

6
 (16 ± 1)×10

6
 (18 ± 8)×10

6
 (18 ± 3)×10

6
 (12 ± 1)×10

6
 

k−1, с
−1

 0,9 ± 0,03 0,6 ± 0,05 170 ± 17 132 ± 12 81 ± 32 130 ± 28 260 ± 10 

K1, M
−1

 1×10
5
 1,8×10

5
 0,8×10

5
 1,2×10

5
 2,2×10

5
 1,4×10

5
 0,5×10

5
 

k2, с
−1

   21 ± 2 35 ± 3 25 ± 6 37 ± 4 30 ± 1 

k−2, с
-1

   1,4 ± 0,1 0,9 ± 0,3 1,0 ± 0,3 1,9 ± 0,5 4,4 ± 0,2 

K2   15 39 25 19 6,8 

k3, с
−1

   0,13 ± 0,01 0,8 ± 0,1 0,9 ± 0,1 0,35 ± 0,02 2,1 ± 0,1 

k−3, с
−1

   1,0 ± 0,1 3,0 ± 0,6 4,7 ± 1,1 1,9 ± 0,2 1,1 ± 0,1 

K3   0,13 0,27 0,19 0,18 1,9 

Ka, M
−1

 1×10
5
 1×10

5
 1,6×10

5
 12,6×10

5
 10,5×10

5
 4,9×10

5
 6,5×10

5
 

kcat, с
−1

 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,007 0,29 ± 0,03 0,41 ± 0,05 1,0 ± 0,1 0,45 ± 0,08 0,79 ± 0,03 

Kp, M (0,18 ± 0,02)×10
−6

 (0,2 ± 0,1)×10
−6

 (0,11 ± 0,01)×10
−6

 (1,5 ± 0,4)×10
−6

 (1,1 ± 0,6)×10
−6

 (1,4 ± 0,2)×10
−6

 (1,8 ± 0,3)×10
−6

 

Ki = ki/k−i, i – номер стадии, Ka = K1×K2×K3. 

 



159 

 

Сравнение данных, приведенных в таблицах 18 и 19, показывает, что замена 

Phe121Trp приводит к увеличению общей константы связывания Kass с DHU/G12-

субстратом в четыре раза по сравнению с ферментом дикого типа. При этом образование 

каталитического комплекса (E•DHU)3 происходит менее эффективно, чем для фермента 

дикого типа. Поскольку остаток Phe121 находится в линкерном пептиде, соединяющем 

два домена белка, которые образуют ДНК-связывающий центр, и взаимодействует с 

фосфатными группами, то его влияние на образование каталитического комплекса 

свидетельствует о том, что формирование этих контактов за счет окончательной 

подстройки доменов происходит на этой стадии. Более того, по-видимому, мутантная 

форма Nei Phe121Trp имеет пониженную активность (значение kcat примерно в два раза 

меньше, чем для WT) по сравнению с ферментом дикого типа за счет потери и/или не 

оптимального формирования контактов с ДНК остатком Trp. 

Остаток Phe230 является одной из аминокислот, образующих карман активного 

центра, в котором располагается вывернутое поврежденное основание. Более того, Phe230 

взаимодействует с 5'-фосфатной группой поврежденного нуклеотида. Тем не менее, 

замена Phe230Trp практически не влияет на активность фермента, что свидетельствует о 

том, что остаток Trp может выполнять аналогичные контакты с вывернутым основанием, 

как и остаток Phe. 

Мутантная форма Nei Pro253Trp имеет активность близкую к ферменту дикого типа. 

Остаток Pro253 расположен в ДНК-связывающем центре фермента, поэтому отсутствие 

влияния замены Pro253Trp на протекание стадий связывания ДНК-субстрата может 

указывать на две возможности: остаток Trp способен образовывать те же контакты с ДНК, 

что и Pro253 или контакты между Pro253 и рибозофосфатным остовом субстрата не имеют 

большого значения для образования каталитически компетентного состояния. 

Данные рентгеноструктурного анализа [455] и анализа мутантных форм фермента 

[427] свидетельствуют о том, что Tyr71 может выполнять функцию сенсора 

поврежденного основания за счет вклинивания между азотистыми основаниям ДНК. 

Однако замена Tyr71Trp лишь незначительно уменьшала каталитическую активность. 

Кроме того, согласно [427], мутантная форма Nei Tyr71Ala также сохраняет 

каталитическую активность близкую к ферменту дикого типа. Эти данные 

свидетельствуют о том, что контакты, образованные остатком Tyr71, не являются 

необходимыми для формирования каталитического комплекса. Тем не менее, замена 

Tyr71Trp приводит к уменьшению амплитуды изменений интенсивности флуоресценции 

Trp по сравнению с WT. Сравнение констант скорости показывает, что замена Tyr71Trp 
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влияет на вторую и третью стадии образования фермент-субстратных комплексов в схеме 

14 и в целом снижает константу связывания ДНК Kass в четыре (для AP/G12-субстрата) и 

десять (для DHU/G12-субстрата) раз по сравнению с WT. 

Полученные данные показывают, что замена остатка Leu70 сильно влияет как на 

стадию связывание ДНК-субстрата, так и на каталитическую стадию. Замены Leu70Ser и 

Leu70Trp приводят к значительному (~5–10 раз) снижению каталитической активности и 

уменьшению амплитуды изменения интенсивности флуоресценции Trp. Медленное, по 

сравнению с WT, уменьшение интенсивности флуоресценции Trp (~ 0,2 с у WT и ~10 с у 

Leu70Trp) в процессе связывания ДНК-субстратов указывает на то, что остаток Leu70 

важен на самой ранней стадии образования комплекса фермент-субстрат. Скорее всего, 

замена Leu70 нарушает систему специфических контактов, которые важны для 

первичного узнавания повреждения. 

Связывание ДНК-субстратов мутантными формами Nei Leu70Ser и Nei Leu70Trp 

протекает примерно в 300 раз медленнее, чем первая стадия связывания для других 

мутантных форм, а также фермента дикого типа. Более того, константа связывания Nei 

Leu70Ser и Nei Leu70Trp DHU/G12-субстратом в десять раз ниже, чем в других случаях 

(сравнение K1 для Nei Leu70Ser и Nei Leu70Trp и Ka для других мутантных форм и 

фермента WT, таблица 18). Кроме того, значение kcat в четыре раза ниже, чем для 

фермента WT. Тем не менее, поскольку обе мутантные формы имеют остаточную 

каталитическую активность, можно сделать вывод о том, что вторая и третья стадии 

связывания в схеме 14, ведущие к образованию каталитически активного фермент-

субстратного комплекса, проходят очень неэффективно при замене остатка Leu70. Таким 

образом, полученные данные свидетельствует о том, что остаток Leu70 является 

«сенсором» повреждения и играет ключевую роль в процессе поиска и выворачивания 

поврежденного основания из дуплекса ДНК. 

 

Таким образом, совокупность полученных данных, характеризующих 

конформационные изменения фермента и ДНК-субстратов, а также мутационный анализ 

позволили предложить молекулярно-кинетический механизм узнавания повреждения 

ферментом Nei (рис. 63). Стадия (1) соответствует быстрому первоначальному 

связыванию ДНК и образованию неспецифического комплекса фермент-субстратного 

комплекса, в котором N- и С-домены фермента находятся в закрытом положении. В этом 

комплексе происходит вклинивание остатка Leu70 в ДНК-дуплекс, которое является 

ключевым процессом узнавания поврежденного участка ДНК. Стадия (2) включает изгиб 



161 

 

двойной спирали в месте поврежденного основания, выворачивание DHU из дуплекса и 

встраивание Tyr71 в ДНК-дуплекс. Остаток Tyr71 необходим для стабилизации 

вывернутой конформации поврежденного основания. Кроме того, на стадии (3) в процессе 

подстройки активного центра для достижения каталитически-компетентного состояния 

остаток Tyr71 также принимает участие. На этой стадии образуются контакты между 

Phe121 и рибозофосфатным остовом ДНК. Формирование каталитического комплекса 

приводит к гидролизу N-гликозидной связи и последующей реакции β-элиминирования 3′- 

и 5′-фосфатных групп (4). Завершает ферментативный цикл диссоциация комплекса 

фермент-продукт (стадия 5). 

 

 

 

Рис. 63. Схематический механизм структурных перестроек в процессе взаимодействия Nei и 

поврежденной ДНК. В качестве структурных моделей для свободного фермента E и всех 

комплексов с ДНК ((E•S)i и (E•P)) использованы пространственные структуры 1Q39 [454] и 1K3W 

[455] соответственно. 
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3.3.2. Формамидопиримидин-ДНК-гликозилаза Fpg из E. coli 

В прокариотических клетках окисленные азотистые основания, в том числе oxoG, 

репарируются ферментом формамидопиримидин-ДНК-гликозилазой (Fpg-белком) [13, 152, 

457]. Fpg состоит из двух доменов, связанных между собой полипептидом [458]. N-

концевой домен включает -сэндвичевый кор и длинную альфа-спираль, которая 

заканчивается участвующими в катализе остатками Glu2 и Pro1 [175, 177]. C-

терминальный домен состоит в основном из альфа-спиралей и содержит два 

консервативных для Fpg-белков структурных мотива: H2tH (helix-two turn-helix) и 

цинковый палец. Молекула белка имеет положительно заряженный канал, в котором 

происходит связывание ДНК. Для того, чтобы прошел каталитический акт, поврежденное 

основание должно быть вывернуто из цепи ДНК и помещено в активный центр фермента 

(рис. 64). Это достигается благодаря изгибанию цепи ДНК в месте расположения 

поврежденного основания. После выворачивания поврежденного основания из цепи ДНК 

образующееся свободное пространство заполняется аминокислотными остатками Met73, 

Arg108 и Phe110 белка [458]. При этом с 3'-стороны от oxoGua встраиваются остатки 

Met73 и Phe110, в то время как с 5'-стороной взаимодействует остаток Arg108 (рис. 64). В 

каталитически компетентном состоянии атом C1′ становится доступным для атаки 

нуклеофильной группой фермента, в роли которой выступает остаток Pro1, что в конечном 

итоге ведет к гидролизу N-гликозидной связи и образованию основания Шиффа [177]. 

После чего происходит разрыв фосфодиэфирной связи со стороны 3′-атома углерода 

остатка 2′-дезоксирибозы путем β-элиминирования и образуется одноцепочечный разрыв. 

Затем фермент Fpg катализирует вторую реакцию β-элиминирования, которая приводит к 

удалению остатка рибозы в форме 4-оксо-2-пентеналя и образованию однонуклеотидного 

пробела с остатками фосфатных групп на 3′- и 5′-концах ДНК [175, 177, 178] (аналогично 

Nei, рис. 48). Согласно работам [178, 439, 459, 460], лимитирующей стадией процесса 

является гидролиз N-гликозидной связи. 

В цикле работ [337, 381, 460, 462] наблюдение за конформационными изменениями 

Fpg дикого типа, мутантных форм Phe110Trp и Phe110Ala и ДНК-субстратов осуществляли 

по изменению интенсивности флуоресценции остатков Trp и aPu соответственно. Для 

выяснения природы стадий ферментативного процесса, сопровождающихся изменениями 

конформаций фермента и ДНК, использовали 12-ти звенные дуплексы, содержащие 

остатки oxoG, АР-сайт и F-сайт. В качестве контроля использовали дуплекс с 

неповрежденным нуклеотидом G. Такое постадийное усложнение субстрата, 

заключающееся в переходе от неспецифического дуплекса ДНК (G-лиганд, наиболее  
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Рис. 64. (а) Структура комплекса фермента Fpg из Bacillus stearothermophilus с дуплексом ДНК, 

содержащим oxoG (PDB ID 1R2Y) [461]. (б) Функционально важные аминокислотные остатки 

фермента Fpg из Escherichia coli, участвующие в образовании специфических контактов между 

ферментом и ДНК [458]. 

 

простые взаимодействия) к специфическому oxoG-субстрату (полный ферментативный 

цикл реакций) позволило проследить конформационные изменения,происходящие в 

молекуле фермента и субстрата. Данные, полученные для G- и F-лигандов и AP-субстрата, 

послужили основой для анализа наиболее сложного процесса взаимодействия фермента со 

специфическим oxoG-субстратом. Основное отличие oxoG-субстрата состоит в том, что к 

стадиям связывания добавляется процесс узнавания основания oxoGua и его 

взаимодействие с активным центром фермента. 

Совокупность данных, представленных в работах [337, 381, 460, 462], позволила 

сделать заключение о том, что образование каталитически активного комплекса фермента 

Fpg со специфическим ДНК-субстратом проходит в результате не менее пяти стадий 

(схема 17), в ходе которых происходят взаимосогласованные конформационные 

превращения белковой молекулы и ДНК. Первичное неспецифическое связывание 

приводит к формированию столкновительного комплекса с ДНК. Образование второго 

комплекса играет ключевую роль в процессе распознавания поврежденного участка ДНК. 

Используя мутантную форму Fpg, содержащую замену Phe110 на флуоресцентный 

остаток Trp, были идентифицированы стадии, включающие движение Phe110 в ходе 
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конформационных перестроек фермента. Показано, что вторая и третья стадии в схеме 17 

особенно чувствительны к замене Phe110Trp, что свидетельствует об участии Phe110 на 

этих стадиях узнавания и связывания поврежденного дуплекса. Кроме того, в случае 

мутантной формы Phe110Ala не удалось зарегистрировать конформационные изменения 

фермента при взаимодействии с oxoG-субстратом. В то же время замена Phe110Ala не 

влияла на активность относительно AP-субстрата. Эти данные свидетельствуют о том, что 

Phe110 необходим для поиска и выворачивания основания oxoGua. В том случае, когда в 

сайте связывания фермента находится дуплекс, содержащий oxoG, происходит третья 

стадия процесса – выворачивание поврежденного основания. Эта стадия приводит к 

формированию полости в дуплексе ДНК. Четвертая стадия характеризует процесс 

внедрения аминокислотных остатков Met73 и Arg108 в образовавшуюся в ДНК полость. 

После этого происходит подстройка конформации активного центра фермента и 

осуществление каталитических стадий процесса. Завершает ферментативный цикл 

равновесная стадия диссоциации комплекса фермент-продукт. 

 

Схема 17 

, 

где E – Fpg; OG – oxoG-субстрат; (E•OG)n – различные фермент-субстратные комплексы, 

образующиеся в ходе узнавания 8-оксогуанина; E•P – комплекс Е с продуктом реакции Р; 

ki и k-i – константы скорости прямых и обратных реакций отдельных стадий. 

 

3.3.2.1. PELDOR анализ процессов изгибания ДНК 

Определение угла изгиба ДНК-дуплексов, вызванное как самим поврежденным 

нуклеотидом, так и индуцированное Fpg в равновесных условиях, (рис. 65) проведено 

методом двойного электрон-электронного резонанса (Pulsed ELectron DOuble Resonance, 

PELDOR). Метод PELDOR позволяет рассчитать расстояние между двумя спиновыми 

метками и широко применяется в структурных исследованиях ДНК [463]. 

Проведен анализ влияния F-сайта на структуру ДНК-дуплекса и показано, что 

введение F-сайта приводит к уменьшению среднего расстояния между спиновыми 

метками на 0,09 нм и 0,13 нм в случае 12-ти и 13-ти звенных дуплексов ДНК (таблица 20) 

[464]. Это уменьшение, скорее всего, связано с изгибом дуплекса в месте вставки (рис. 

65б) и может быть достигнуто при угле изгиба около 20°. Однако при увеличении длины 

дуплекса до 17 нуклеотидов, приводящих к повышению тепловых флуктуаций, 



165 

 

регистрация влияния F-сайта затрудняется. Нужно также отметить, что oxoG практически 

не влияет на структуру ДНК-дуплекса. 

 

а

 

 

б

 

в

 

 

Рис. 65. Схематические представления спин-меченой молекулы ДНК, (а) не содержащей 

повреждений, (б) содержащей поврежденный нуклеотид и (в) в составе комплекса фермент-ДНК. 

Угол изгиба молекулы ДНК ϴ можно рассчитать согласно формуле cosϴ = (r
2
–r1

2
–r2

2
)/(2r1r2). 

 

На следующем этапе работы проведен анализ индуцированных ферментом 

структурных изменений в дуплексах ДНК (рис. 65в) [465]. Показано, что Fpg изгибает 

неповрежденный 13-ти звенный дуплекс (образцы G/C13 и G/C13/Fpg, таблица 20). Эти 

данные показывают, что образование неспецифического комплекса фермент-ДНК 

сопровождается структурными изменениями ДНК, в результате которых, вероятно, 

происходит обнаружение поврежденного основания. В случае неповрежденного 17-ти 

звенного дуплекса не удалось зарегистрировать индуцированный Fpg изгиб ДНК, то есть 

величины rmax для свободного дуплекса и в составе комплекса были близки. Однако при 

образовании комплекса происходит уширение функции распределения расстояний на 0,2 

нм. Согласно рентгеноструктурным данным, в ДНК-связывающем центре Fpg образуются 

контакты с восемью нуклеотидами. Таким образом, на 17-ти звенном дуплексе G/C17 

возможно образование набора комплексов фермент-ДНК, в которых Fpg распределен по 

всей длине дуплекса, что приводит к уширению функции распределения расстояний, но не 

сдвигу ее максимума. Для ДНК-дуплексов F/C13 и F/C17, содержащих F-сайт, было 
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зарегистрировано существенное уменьшение расстояния в комплексах с Fpg (таблица 20), 

что хорошо согласуется с данными рентгеноструктурного анализа [13, 420, 458]. 

 

Таблица 20. Расстояние между спиновыми метками в ДНК-дуплексах, содержащих G, 

oxoG и F-сайт, а также в комплексе с Fpg 

Образец rmax (нм)*  (нм) 

G/C12 4,35 0,98 

F/C12 4,26 0,95 

G/C13 4,96 1,12 

oxoG/C13
 4,96 1,15 

F/C13 4,83 1,12 

F/C13/Fpg 4,6 1,2 

G/C13/Fpg 4,78 1,1 

G/C17
 6,0 1,2 

oxoG/C17 6,02 1,25 

F/C17 5,98 1,23 

F/C17/Fpg 5,76 1,2 

G/C17/Fpg 5,99 1,4 

*Параметры rmax и  характеризуют расстояние, соответствующее максимуму 

распределения, и ширине на полувысоте в функции распределения Гауса. 

 

Таким образом, анализ расстояний в модельных ДНК-дуплексах показал, что 

присутствие F-сайта в дуплексе приводит к его изгибу примерно на 20°, в то время как 

нуклеотид, содержащий поврежденное основание oxoG, не влияет на общую структуру 

дуплекса. Кроме того, в равновесных условиях показано, что Fpg приводит к 

дополнительному изгибанию ДНК-дуплекса, содержащего F-сайт, и индуцирует изгиб 

неповрежденной ДНК при образовании неспецифического комплекса. 

 

3.3.2.2. Анализ накопления продуктов реакции в миллисекундном и секундном 

диапазонах времени методом «прерывания реакции» 

Методом «прерывания реакции» («quench-flow») показано, что кинетические кривые 

накопления продуктов ферментативной реакции характеризуются наличием «скачка» 

(“burst”) в диапазоне времени до 1 с (рис. 66) [466]. При этом в предстационарном периоде 

реакции в условиях «одного оборота фермента» активность Fpg по отношению к 

oxoG/C12- и АР/C12-субстратам была одинакова, то есть, разрыв цепи в обоих ДНК-

субстратах происходил с одинаковыми скоростями, тогда как в стационарном периоде 

реакция с АР/C12-субстратом протекала в два раза быстрее, чем с oxoG/C12-субстратом. 

Эти данные свидетельствуют о том, что лимитирующей стадией ферментативного 

процесса является высвобождение фермента из комплекса с продуктом. 
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Рис. 66. Накопление продуктов реакции в процессе взаимодействия Fpg с (а) oxoG/C12- и (б) 

АР/C12-субстратами. Приведены серии кривых, в которых концентрация одного из компонентов 

(Fpg или ДНК-субстрат) была равна 2,0 мкМ, а концентрация второго компонента варьировалась 

(концентрация показана справа от кривых). Остановку реакции проводили раствором 7 М 

мочевины. 

 

Схема 18 описывает минимально возможный кинетический механизмом реакции, с 

помощью которой начальный «скачок» накопления продуктов ферментативной реакции 

можно объяснить медленной диссоциацией комплекса фермент-продукт [467, 468]. 

Согласно этой схеме наблюдаемая концентрация продукта равна сумме концентраций 

свободного продукта реакции P и комплекса фермент-продукт E•P. Следует отметить, что 

амплитуда скачка, полученная путем линейной экстраполяции участка кривых к нулевому 

времени, оказалась значительно меньше, чем соответствующая концентрация фермента, 

что косвенно свидетельствует о том, что стадия образования комплекса фермент-продукт 

может быть обратимой. Поэтому анализ кинетических кривых был проведен с 

использованием кинетической схемы 19, включающей обратимое образование комплекса 

фермент-продукт. В этом случае уменьшение амплитуды скачка по сравнению с 

начальной концентрацией фермента может быть вызвано тем, что величина k-2, сравнима с 

величиной k2. 

 

Схема 18 

, 

где E – Fpg; S – oxoG/C12- и АР/C12-субстраты; E•S – фермент-субстратный комплекс; E•P 

– комплекс Е с продуктом реакции Р; ki и k-i – константы скорости прямых и обратных 

реакций отдельных стадий. 
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Схема 19 

, 

где E – Fpg; S – oxoG/C12- и АР/C12-субстраты; E•S – фермент-субстратный комплекс; E•P 

– комплекс Е с продуктом реакции Р; ki и k-i – константы скорости прямых и обратных 

реакций отдельных стадий. 

 

Анализ кинетических данных согласно схеме 19 позволил рассчитать значения 

констант скорости (таблица 21). Нужно отметить, что константы скорости k2 имеют 

близкие значения для oxoG/C12- и АР/C12-субстратов. В то время как скорость-

лимитирующая константа диссоциации комплекса фермент-продукт E•P (k3) была в 1,7 

раза выше для АР/C12-субстрата, что указывает на то, что высвобождение продукта в этом 

случае происходит быстрее. 

 

Таблица 21. Константы скорости, характеризующие взаимодействие Fpg c oxoG/C12- и 

АР/C12-субстратами 

Константы oxoG/C12 АР/C12 

k1, M
–1

×с
–1 

(640 ± 40)×10
6
 (840 ± 110)×10

6
 

k–1, с
–1

 560 ± 30 290 ± 90 

k2, с
–1

 2,5 ± 0,2 2,1 ± 0,1 

k–2, с
–1

 0,3 ± 0,1 0,3 ± 0,1 

k3, с
–1

 0,003 ± 0,001 0,005 ± 0,001 

 

Сравнение характерных времен образования и расходования различных ферментных 

комплексов ДНК (рис. 67) показывает, что комплекс E•OG
Q
, полученный по данным 

«quench-flow», соответствует комплексам E•OG1
Trp

 и E•OG2
Trp

. Начало накопления 

комплекса E•OG3
Trp

 совпадает с появлением комплекса E•P
Q
. Согласно полученным 

раннее данным [120], при образовании комплекса E•OG2
Trp

 происходит дестабилизация 

локальной структуры ДНК, а комплекс E•OG3
Trp

, скорее всего, связан с выворачиванием 

поврежденного основания из спирали ДНК. Комплекс E•OG4
Trp

 был приписан к процессу 

встраивания аминокислотных остатков Met73 и Arg108 в образовавшуюся полость в ДНК. 

Действительно, по данным «quench-flow», химическая реакция протекает в комплексе 

E•OG3
Trp

. С одной стороны это свидетельствует о том, что уже на этой стадии 
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поврежденный нуклеотид должен быть полностью вывернут в активный центр, а 

каталитический остаток Pro1 имеет доступ к атому C1′. То есть гидролиз N-гликозидной 

связи и образование основания Шиффа происходят в комплексе E•OG3
Trp

. Тогда 

комплексы E•OG4
Trp

 и E•OG5
Trp

 были бы обнаружены в виде комплекса E•P
Q
 в 

экспериментах «quench-flow». Альтернативный вариант интерпретации данных, 

полученных методом «quench-flow» заключается в том, что воздействие «тушителя» (7 М 

мочевины) ферментативной реакции на различные фермент-субстратные комплексы 

E•OGi
Trp

 может быть различным. При этом после выворачивания поврежденного 

основания в комплексе E•OG3
Trp

 воздействие «тушителя» замедляется настолько, что 

диссоциация комплекса фермент-субстрат происходит медленнее внутримолекулярных 

конформационных перестроек, ведущих к образованию каталитически компетентного 

состояния и протекания химических стадий. 

 

 

Рис. 67. Сравнение профилей образования и расходования фермент-субстратных комплексов, 

зарегистрированных по изменению интенсивности флуоресценции Trp (индекс Trp, схема 17) и 

данных метода «quench-flow» (индекс Q, схема 19). 

 

Для оценки времени диссоциации фермент-субстратного комплекса под 

воздействием мочевины в качестве «тушителя» использовали модельный комплекс Fpg и 

F/C12-лиганда. Методом «остановленного потока» были зарегистрированы изменения 

интенсивности флуоресценции Trp и aPu (рис. 68), характеризующие изменение 

структуры свободного фермента и его комплекса с F/C12- и F
aPu

/C12-лигандами. В 

качестве контроля денатурации белковой глобулы смешивали раствор фермента и 7 М 

мочевину. Как видно на рис. 68, это приводит к однофазному уменьшению интенсивности 

флуоресценции Trp в интервале времени до 1 с, что, по-видимому, отражает разрушение 

собственной структуры белка. Кинетика денатурации комплекса Fpg•F
aPu

/C12-лиганда 
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также имела одну фазу увеличения флуоресценции aPu, что указывает на разрушение 

комплекса фермент-ДНК в течение примерно 0,5 с. При этом изменение интенсивности 

флуоресценции Trp при смешивании комплекса Fpg•F/C12-лиганд с мочевиной имеет две 

фазы, которые, вероятно, соответствуют диссоциации комплекса фермент-ДНК (до 0,2 с) 

и последующей медленной денатурации белка (до 5 с). Можно предположить, что 

фермент теряет каталитически компетентную конформацию до того, как происходит 

диссоциация комплекса с ДНК и, тем более, денатурация белковой глобулы. Однако 

полученные данные показывают, что на нарушение белковой структуры существенное 

влияние оказывает образование комплекса с ДНК, что поддерживает предположение о 

существовании этапа фермент-субстратного взаимодействия, после протекания которого 

добавление в реакционную смесь «тушителя» не влияет на достижение каталитической 

конформации. 

 

 

Рис. 68. Изменения интенсивности флуоресценции Trp и aPu, характеризующие нарушение 

структуры фермента и его комплекса с F/C12- и F
aPu

/C12-лигандами. 

 

3.3.2.3. Масс-спектрометрический анализ интермедиатов ферментативного 

процесса 

Еще одним вопросом, возникшим при анализе данных «quench-flow», является 

природа скорость-лимитирующего процесса, характеризуемого константой скорости k3. 

Механизм расщепления поврежденной ДНК с помощью Fpg включает последовательное 

образование трех ковалентных промежуточных комплексов фермента и ДНК (рис. 69). 

Чтобы определить характерные времена образования и исчезновения этих 

промежуточных продуктов, был использован масс-спектрометрический анализ MS-ESI 

реакционных смесей Fpg с oxoG/C12- или АР/C12-субстратами после восстановления 

основания Шиффа обработкой NaBH4. Как видно из рис. 69а, в ходе взаимодействия Fpg с 
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oxoG/C12- или АР/C12-субстратами возможно образование трех стабильных ковалентных 

аддуктов. Для масс-спектрометрической регистрации аддуктов ферментативную реакцию 

проводили в условиях одного оборота фермента, при этом в реакционную смесь 

добавляли NaBH4 через 0–200 с после начала реакции (рис. 69б). 

Масс-спектр MS-ESI свободного фермента Fpg содержал набор одиночных ионных 

пиков с зарядами от +32 до +46, которые соответствовали молекулярному весу 

немодифицированного белка (30160 Да) (рис. 70а). В течение первых 100 с после начала 

реакции с oxoG/C12-субстратом как серия одиночных пиков был зарегистрирован только 

продукт восстановления первого ковалентного комплекса (аддукт I, 33517 Да). Следует 

отметить, что в ходе проведенного анализа не удалось зарегистрировать аддукт II (31754 

Да), соответствующий ковалентному комплексу с ДНК после реакции -элиминирования 

3′-фосфатной группы. В следующей временной точке (120 с) были зарегистрированы 

аддукт III (30240 Да) и свободный фермент. Последующий анализ реакционной смеси (200 

с) показал присутствие свободного Fpg, содержащего небольшое количество аддукта III. 

Анализ масс-спектров, полученных для АР/C12-субстрата, представлен на рис. 70б. В этом 

случае реакция протекала быстрее, что согласуется как с литературными данными о 

стационарной кинетике Fpg [459], так и данными «quench-flow» (k3, таблица 21). Аддукты 

I и III были обнаружены уже через 15 с после начала ферментативного процесса, через 50 

с был зарегистрирован только аддукт III и свободный Fpg. Медленный гидролиз аддукта 

III заканчивался лишь к 100 с. 

Таким образом, полученные данные (рис. 70) показывают, что регенерация 

свободного фермента из комплекса с остатком рибозы, приводящего к аддукту III, 

происходит достаточно медленно и при протекании стационарной фазы реакции может 

лимитировать скорость ферментативного процесса. Кроме того, присутствие свободного 

основания oxoGua в активном центре также влияет на ограничение скорости регенерации 

свободного фермента. 
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Рис. 69. (а) Основные стадии реакции, катализируемые Fpg: стадия 1 – удаление поврежденного 

основания (реакция гидролиза N-гликозидной связи), стадия 2 – реакция β-элиминирования 3′-

фосфатной группы, стадия 3 – реакция β-элиминирования 5′-фосфатной группы и стадия 4 – 

регенерация свободного фермента. Показаны стабильные ковалентные аддукты, образующиеся 

после восстановления основания Шиффа NaBH4. (б) Структура и молекулярный вес 

восстановленных ковалентных аддуктов, образующихся в ходе реакции Fpg с oxoG/C12- и АР/C12-

субстратами. 
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Рис. 70. Масс-спектры MS-ESI реакционной смеси Fpg с oxoG/C12- (а) и АР/C12-субстратом (б) в 

разные моменты времени. Показано время ферментативной реакции до добавления в раствор 

NaBH4. 
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Полученные масс-спектрометрические данные свидетельствуют о том, что 

лимитирующей стадией процесса является распад ковалентного аддукта III Fpg с остатком 

рибозы, образующимся в результате протекания реакций  -элиминирования 3′- и 5′-

фосфатных групп. Кроме того, скорость гидролиза аддукта фермента с остатком рибозы 

зависит от присутствия/отсутствия в активном центре фермента удаленного в ходе 

гликозилазной реакции остатка 8-оксогуанина. Присутствие свободного основания 

oxoGua в активном центре фермента снижает скорость распада ковалентного аддукта III 

Fpg с остатком рибозы и тем самым, снижает скорость оборота фермента [466]. 

 

3.3.2.4. Термодинамические параметры ферментативного процесса 

Кинетические закономерности процесса, катализируемого ДНК-гликозилазой Fpg из 

E.coli, при разных температурах изучены c использованием флуоресцирующего аналога 

основания – пирролоцитозина C
Py

, расположенного напротив поврежденного нуклеотида в 

противоположной цепи [369]. Для этого получены кинетические кривые, 

характеризующие взаимодействие Fpg с 17-звенными ДНК-дуплексами X/C
Py

17, где X – 

это oxoG, F-сайт или нативный гуанозин G. 

Для регистрации изменений интенсивности флуоресценции C
Py

, происходящих в 

процессе связывания неповрежденной ДНК, использовали G/C
Py

17-лиганд. Как видно на 

рис. 71а, процесс связывания G/C
Py

17-лиганда завершается за 0,1 с и характеризуется 

увеличением интенсивности флуоресценции C
Py

, что свидетельствует о дестабилизации 

Уотсон-Криковских взаимодействий и/или стэкинга в первичном неспецифическом 

комплексе фермент-ДНК. Локальное «плавление» двойной спирали в неспецифическом 

комплексе также было показано ранее в работе с использованием неповрежденного 

дуплекса с остатком aPu (G
aPu

/C12-лиганд, [120]). Исходя из данных, полученных при 

структурном и мутационном анализе Fpg, можно высказать предположение о природе 

процессов, протекающих на этой стадии. Так, согласно рентгеноструктурным данным 

[469], в комплексе Fpg из G. stearothermophilus с неповрежденной ДНК три 

аминокислотных остатка (Arg77, Met112 и Phe-114, которые являются аналогами Met73, 

Arg108 и Phe110 в Fpg из E. coli [470]) встраиваются в спираль ДНК и вызывают её изгиб. 

При этом в таком неспецифическом комплексе основание Gua частично выворачивается 

из ДНК, но не достигает каталитического центра фермента. Кроме того, в работах [381, 

382, 471] при использовании ряда мутантных форм Fpg показано, что остаток Phe110 

играет ключевую роль в поиске и первичном узнавании поврежденного участка ДНК 

путем вклинивания в двойную спираль. Полученные для каждой температуры 
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концентрационные серии кинетических кривых описаны схемой 20, что позволило 

рассчитать значения констант скорости (таблица 22). 

Для определения параметров образования каталитического комплекса использовали 

модельный дуплекс F/C
Py

17, содержащий F-сайт. Отсутствие C1' гидроксильной группы 2'-

дезоксирибозы в случае F-сайта исключает протекание каталитических реакций β-

элиминирования. Поэтому ДНК-дуплекс, содержащий F-сайт, является удобной моделью 

для изучения стадий специфического связывания ДНК. Согласно рентгеноструктурным 

данным в комплексе с Fpg, ДНК, содержащая F-сайт, изгибается в месте поврежденного 

нуклеотида, а аминокислотные остатки Met73, Arg108 и Phe110 встроены в дуплекс [470]. 

Кинетические кривые, полученные при исследовании взаимодействия Fpg с F/C
Py

17-

лигандом (рис. 71б), характеризовались увеличением интенсивности флуоресценции C
Py

 в 

течение 1 с. Таким образом, можно заключить, что встраивание аминокислотных остатков 

Met73, Arg108 и Phe110 в дуплекс ДНК приводит к увеличению интенсивности 

флуоресценции C
Py

. Экспериментальные кривые были описаны кинетической схемой 21. 

Константы скорости элементарных стадий связывания Fpg с F/C
Py

17-лигандом приведены 

в таблице 22. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 71. Изменения интенсивности флуоресценции C
Py

 при взаимодействии Fpg с (а) G/C
Py

17- и (б) 

F/C
Py

17-лигандами при различных температурах. 
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Схема 20 

, 

где E – Fpg; G – G/C
Py

17-лиганд; E•G – фермент-субстратный комплекс; ki и k-i – константы 

скорости прямых и обратных реакций отдельных стадий. 

 

Схема 21 

, 

где E – Fpg; F – F/C
Py

17-лиганд; (E•F)i – фермент-субстратные комплексы; ki и k-i – 

константы скорости прямых и обратных реакций отдельных стадий. 

 

Изменение интенсивности флуоресценции C
Py

 при взаимодействии Fpg с oxoG/C
Py

17-

субстратом регистрировали в интервале времени от 1,5 миллисекунд до 1000 секунд для 

различных концентраций Fpg в широком интервале температур 10, 15, 20, 25, 30°C при 

постоянной концентрации ДНК-дуплекса (рис. 72). 

Из рис. 72 видно, что сначала происходит двухфазный рост интенсивности 

флуоресценции C
py

, а затем ее падение. Положение обоих максимумов на кинетических 

кривых сдвигается в сторону меньших времен с ростом концентрации фермента и 

температуры. Это, по-видимому, указывает на то, что интенсивность флуоресценции C
Py

 

возрастает с увеличением гидрофобности окружения, что происходит при сближении 

молекул фермента и ДНК в комплексе по мере удаления молекул воды из области 

контакта. Показано, что кинетические кривые могут быть описаны схемой 17, полученной 

ранее путем регистрации изменений интенсивности флуоресценции остатков Trp в Fpg 

[462]. 

Для каждой температуры определены значения индивидуальных констант скорости 

прямых и обратных реакций равновесных и неравновесных стадий (ki и k-i, где i – номер 

стадии), и рассчитаны константы равновесия отдельных стадий многостадийного 

процесса образования фермент-субстратных промежуточных комплексов Ki (ki/k-i), 

сопровождающихся конформационными перестройками в ферменте и ДНК (таблица 23). 

Для каждой i-ой равновесной стадии получены зависимости между термодинамической 

константой равновесия (Ki) и температурой в соответствии с уравнением Гиббса (ур. 5). 

Все зависимости ln(Ki) от 1/T были линейными (рис. 73а). 
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Рассчитанные значения термодинамических параметров Нi° и Si° отдельных 

стадий многостадийного ферментативного процесса схематически изображены на рис. 73б 

и представлены в таблице 24. Там же приведены значения стандартной свободной энергии 

Гиббса Gi° для 298 K (ур. 5). Кроме того, из зависимости величины константы скорости 

необратимой химической стадии k6 от температуры, описываемой с помощью уравнения 

Эйринга (ур. 6) теории переходного состояния [341], рассчитаны значения стандартной 

энтальпии активации (H°
,‡

) и стандартной энтропии активации (S°
,‡

). 

 

а

 

б

 

 

Рис. 72. Изменения интенсивности флуоресценции C
Py

 при взаимодействии Fpg с oxoG/C
Py

17-

субстратом (а) при различных концентрациях фермента ([oxoG/C
Py

17] = 1,0 мкM) при 25°C и (б) 

при различных температурах ([oxoG/C
Py

17] = [Fpg] = 1,0 мкM). 
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Таблица 22. Константы скорости, характеризующие взаимодействие Fpg с G/C
Py

17- и F/C
Py

17-лигандами при разных температурах 

 

ДНК-

лиганд 
Константы 

Температура 

10°С 15°С 20°С 25°С 30°С 
G

/C
P

y
1

2
 

k1, M
-1

s
-1 

(1,3 ± 0,9)×10
7
 (1,2 ± 0,7)×10

7
 (1,1 ± 0,6)×10

7
 (1,0 ± 0,6)×10

7
 (1,4 ± 0,7)×10

7
 

k-1, s
-1

 68 ± 25 74 ± 9 70 ± 6 81 ± 5 112 ± 13 

K1, M
-1

 1,9×10
5
 1,6×10

5
 1,6×10

5
 1,2×10

5
 1,3×10

5
 

      

      

F
/C

P
y
1

2
 

k1, M
-1

s
-1 

(1,0 ± 0,5)×10
7
 (0,9 ± 0,3)×10

7
 (0,8 ± 0,2)×10

7
 (0,8 ± 0,2)×10

7
 (0,7 ± 0,1)×10

7
 

k-1, s
-1

 35 ± 5 36 ± 10 39 ± 6 43 ± 5 42 ± 6 

K1, M
-1

 2,9×10
5
 2,5×10

5
 2,1×10

5
 1,9×10

5
 1,7×10

5
 

k2, s
-1

 1,0 ± 0,3 0,5 ± 0,2 0,4 ± 0,1 0,6 ± 0,1 0,4 ± 0,1 

k-2, s
-1

 5,3 ± 0,3 2,2 ± 0,4 1,6 ± 0,2 1,7 ± 0,2 1,1 ± 0,1 

K2 0,19 0,23 0,25 0,35 0,36 

Ki = ki/k-i 
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Таблица 23. Константы скорости, характеризующие взаимодействие Fpg с oxoG/C
Py

17-субстратом при разных температурах 

 

Константы 
Температура 

10°С 15°С 20°С 25°С 30°С 

k1, M
-1

с
-1 

(3,5 ± 0,3)×10
7
 (4,5 ± 0,8)×10

7
 (4,6 ± 0,6)×10

7
 (4,3 ± 0,4)×10

7
 (3,7 ± 0,3)×10

7
 

k-1, с
-1

 183 ± 37 250 ± 160 270 ± 47 293 ± 24 275 ± 22 

k2, с
-1

 8,0 ± 0,2 9,2 ± 2,8 9,7 ± 0,1 10,0 ± 0,1 6,9 ± 0,5 

k-2, с
-1

 18,4 ± 1,1 18,3 ± 2,9 21,4 ± 0,4 20,0 ± 0,2 15,2 ± 0,3 

k3, с
-1

 0,24 ± 0,06 0,26 ± 0,11 0,30 ± 0,03 0,32 ± 0,01 4,1 ± 0,2 

k-3, с
-1

 1,2 ± 0,2 1,3 ± 0,5 1,1 ± 0,2 1,2 ± 0,1 9,7 ± 1,0 

k4, с
-1

 5,0 ± 1,4 5,9 ± 1,7 1,8 ± 0,5 0,9 ± 0,1 0,97 ± 0,3 

k-4, с
-1

 0,15 ± 0,04 0,4 ± 0,2 0,15 ± 0,05 0,08 ± 0,01 0,3 ±0,2 

k5, с
-1

 0,048 ± 0,03 0,09 ± 0,07 0,3 ± 0,1 0,35 ± 0,02 0,6 ± 0,2 

k-5, с
-1

 0,052 ± 0,02 0,02 ± 0,01 0,09 ± 0,04 0,015 ± 0,003 0,018 ± 0,006 

k6, с
-1

 0,014 ± 0,002 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,023 ± 0,002 0,035 ± 0,008 

Kp, M (4,9 ± 1,0)×10
-6

 (5,7 ± 1,2)×10
-6

 (6,2 ± 1,3)×10
-6

 (7,4 ± 2,0)×10
-6

 (7,9 ± 0,4)×10
-6
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Таблица 24. Термодинамические параметры взаимодействия ДНК-гликозилазы Fpg с G/C
Py

12- и F/C
Py

12-лигандами и oxoG/C
Py

12-субстратом
а
 

[369]
 

ДНК 

Параметр 

 

Номер 

стадии 

∆G°i298, 

ккал/моль 

∆H°i, 

ккал/моль 

∆S°i, 

кал/(Kмоль) 
Процесс 

G/C
Py

12 1 -7,0 -3,8 ± 0,9 10,9 ± 3,2 
Неспецифическое связывание, локальное «плавление» участка спирали 

ДНК, дегидратация 

F/C
Py

12 

1 -7,2 -4,0 ± 0,3 10,8 ± 1,0 
Неспецифическое связывание, локальное «плавление» участка спирали 

ДНК, дегидратация 

2 0,7 6,7 ± 0,3 20,3± 0,9 Изгибание цепи ДНК и вставка внутрь цепи остатков аминокислот Fpg 






2

1

i

i   
-6,5 2,7 ± 0,4 31,1± 1,3  

oxoG/C
Py

12 

1 -7,0 -3,2 ± 0,4 12,7 ± 1,5 
Неспецифическое связывание, локальное «плавление» участка спирали 

ДНК, дегидратация 

2 0,4 0,3 ± 0,8 -0,3 ± 2,7 
Вставка в спираль ДНК «клина» – остатка аминокислоты Phe110 с целью 

дискриминации поврежденного и неповрежденного участков ДНК 

3 0,8 6,3 ± 1,7 18,4 ± 5,8 Изгибание цепи ДНК 

4 -1,5 -15,5 ± 3,9 -46,9 ± 13,5 

Выворачивание основания oxoGua в активный центр Fpg одновременно с 

вставкой аминокислот Arg108 и Met73 в освободившуюся полость в 

спирали ДНК  

5 -1,9 31,2 ± 5,5 111,1 ± 18,6 
Окончательная подстройка активного центра к структуре каталитически 

компетентного состояния, дегидратация бороздок ДНК 






5

1

i

i   

-9,2 19,1 ± 12,3 95,0 ± 42,1  

6 19,6 6,0 ± 1,4 -45,5 ± 4,7 Переходное состояние каталитической химической стадии 

7 -7,0 -4,1 ± 0,3 9,6 ± 0,9 Образование комплекса фермент-продукт 
 

a
Ошибка определения ± 1 ст. отклонение. ∆∆G°i298 = RT(∆Ki/Ki) ≤ 0,1 ккал/моль. 
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Рис. 73. Взаимодействие ДНК-гликозилазы Fpg c G/C
Py

17-лигандом и oxoG/C
Py

17-субстратом. (а) 

Зависимость ln(Ki) от 1/T в соответствии с уравнением Вант-Гоффа для G/C
Py

17-лиганда и 

oxoG/C
Py

17-субстрата. (в) Вклады изменений энтальпии и энтропии для каждой стадии связывания 

ДНК. Вставка представляет собой увеличенный масштаб для 2-ой стадии. 

 

Совокупный анализ кинетических и термодинамических данных о 

конформационных превращениях фермента Fpg и ДНК, протекающих в ходе их 

взаимодействия, позволяет расширить представление о природе молекулярных процессов, 

происходящих на стадиях связывания субстрата, узнавания поврежденного основания и 

его удаления из ДНК (таблица 24), полученное ранее при исследовании процесса при 

одной температуре [337, 369, 381, 382, 460, 462, 466]. 

В таблице 24 приведена наиболее вероятная интерпретация природы 

конформационных переходов, протекающих в составе фермент-субстратных комплексов 

вдоль координаты реакции на пути превращения в каталитически-компетентное 

состояние, основанная на совокупности полученных данных. 

Первая стадия в схеме 17 характеризует первичное неспецифическое связывание 

молекулы фермента с ДНК. Эта стадия имеет близкие термодинамические параметры для 

ДНК-дуплексов, содержащих G, F-сайт и oxoG. Уменьшение энтальпии, 

свидетельствующее об образовании энергетически выгодных контактов, сопровождается 

увеличением энтропии, вероятно, из-за локального «плавления» двойной спирали и 

конформационных изменений ДНК-связывающего центра в молекуле Fpg, включающих 

попытку вклинивания остатка Phe110 в дуплекс [381, 382, 422, 471]. 

Вторая стадия характеризует вставку в спираль ДНК «клина» – остатка Phe110, 

этот процесс является ключевым этапом распознавания поврежденного участка ДНК, а 

остаток Phe110 выполняет функцию «сенсора» повреждения. Эта стадия энергетически 

нейтральна. 
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Третья стадия приводит к росту энтальпии вследствие изгибания цепи ДНК, 

которая компенсируется ростом энтропии за счет дегидратации. 

Четвертая стадия характеризуется отрицательным изменением энтальпии и 

энтропии. Такие изменения позволили изменить предыдущую интерпретацию природы 

процессов, происходящих на этой стадии. Поскольку на этой стадии должно происходить 

как образование новых энергетически выгодных контактов в фермент-субстратном 

комплексе, так и его стабилизация, то на этой стадии должно происходить выворачивание 

основания oxoGua в активный центр фермента и последующее встраивание остатков 

Arg108 и Met73 в дуплекс ДНК. Такие конформационные изменения приводят к 

образованию контактов между аминокислотами активного центра и основанием oxoGua, а 

также между Arg108 и Met73 и ДНК, что приводит к отрицательному изменению 

энтальпии. Как следствие этих контактов, структура комплекса становится более жесткой 

и стабильной, что объясняет отрицательное изменение энтропии. Такая стабилизация 

фермент-субстратного комплекса также косвенно подтверждается данными «quench-

flow», свидетельствующими об образовании прочного фермент-субстратного комплекса в 

ходе образования каталитически компетентного состояния. 

Пятая стадия включает окончательную подстройку активного центра к структуре 

каталитически компетентного состояния и характеризуется ростом энтальпии, которая 

компенсируется ростом энтропии. Такое положительное изменение энтропии, 

происходящее на этой стадии, наиболее вероятно, связано с десольватацией 

взаимодействующих функциональных групп фермента и ДНК и дополнительной 

дегидратацией малой и большой бороздок ДНК. 

Шестая стадия представляет необратимые химические стадии ферментативного 

процесса. 

Седьмая стадия отражает диссоциацию из комплекса фермента с продуктом 

реакции. При этом каталитический остаток Pro1 остается в виде основания Шиффа с 

остатком рибозы. Гидролиз этого основания является скорость лимитирующей стадией 

всего ферментативного процесса. 

 

Необходимо отметить, что суммарное изменение энергии Гиббса, равное G298 = 

Gi298 = -9,2 ккал/моль, в пределах экспериментальной ошибки согласуется с величиной  

-10,9 ккал/моль, полученной ранее в работе [387] методом SILC (“stepwise increased ligand 

complexity”). Как видно из таблицы 24, энергетика первой стадии образования комплексов 

Fpg с oxoG/C
Py

17-субстратом и G/C
Py

17- и F/C
Py

17-лигандами, а также с продуктом реакции 

одинакова. Это означает, что данная стадия представляет собой один и тот же процесс, 
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независящий от последовательности ДНК и относящийся к неспецифическому 

связыванию ДНК ферментом Fpg. Суммарные величины Hi и Si, характеризующие 

общий процесс связывания Fpg с oxoG/C
Py

17-субстратом, отличаются от аналогичных 

величин, полученных для F/C
Py

17-лиганда, который моделирует АР-сайт, интермедиат 

превращения oxoG/C
Py

17-субстрата. Сравнение этих величин приводит к заключению, что, 

хотя по сравнению с АР-сайтом узнавание остатка oxoG более выгодно (G = -2,7 

ккал/моль), однако оно невыгодно с точки зрения изменения энтальпии (H = 16,4 

ккал/моль) и выгодно за счет роста энтропии (S = 63,9 кал/(Kмоль)). Такое различие 

можно объяснить дополнительными затратами энергии при формировании активным 

центром каталитически-компетентной структуры. С другой стороны, при связывании 

ферментом oxoG/C
Py

17-субстрата в составе комплекса белок-ДНК образуется большее 

число контактов, чем при связывании АР-сайта. Этот процесс индуцирует дегидратацию 

области контакта, что ведет к возрастанию энтропии. Дегидратация области контакта 

белок-ДНК может протекать и на более ранних стадиях взаимодействия, включая 

образования первичного неспецифического комплекса, последовательно приводящих к 

компактизации структуры комплексов Fpg-ДНК. Нужно отметить, что изменения 

сольватации в области контакта ДНК-процессирующих ферментов и их субстратов в 

целом имеют решающее значение для достаточно большого числа ферментов [472]. 

Таким образом, из полученных термодинамических данных [369] следует, что 

стадии узнавания, соответствующие конформационным переходам в каталитически-

компетентное состояние фермента Fpg, протекают со значительными затратами энергии 

(энтальпии). Эти затраты энергии компенсируются увеличением энтропии за счет 

десольватации полярных групп и удаления молекул воды из бороздок ДНК, что приводит 

к формированию прочносвязанного фермент-субстратного комплекса. Полученные 

результаты существенно уточняют и детализируют механизм узнавания повреждений в 

ДНК формамидопиримидин-ДНК-гликозилазой Fpg. 
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3.3.3. Эндонуклеаза VIII человека NEIL1 

Эндонуклеаза VIII человека NEIL1 является гомологом фермента Nei [151, 473]. 

NEIL1 обладает широкой субстратной специфичностью, удаляя из ДНК как 

пиримидиновые, так и пуриновые окисленные поврежденные основания [96, 155, 156, 161, 

162, 165, 474]. NEIL1 является бифункциональной ДНК-гликозилазой, способной 

катализировать гидролиз N-гликозидной связи и последующие реакции β-элиминирования 

3′- и 5′-фосфатных групп, аналогично другим рассмотренным ферментам структурного 

семейства H2tH (рис. 48) [13, 176]. NEIL1, так же как Nei и Fpg, использует в качестве 

каталитической аминокислоты N-концевую аминогруппу Pro1, которая атакует C1' атом 

поврежденного нуклеотида, что приводит к образованию основания Шиффа в ходе 

каталитического процесса [159, 179, 180]. 

Сравнение аминокислотных последовательностей NEIL1, Fpg и Nei показывает 

высокую степень гомологии ферментов (рис. 74). В настоящее время известна 

кристаллическая структура NEIL1 в свободном состоянии [475, 476]. Сравнение 

структуры NEIL1 со структурами комплексов Fpg и Nei с поврежденной ДНК показывает 

также высокую степень структурного соответствия (рис. 75). Необходимо иметь в виду, 

что белки семейства H2tH разделяются на две группы, отличающиеся структурной 

организацией аминокислотных остатков, которые вставляются в ДНК после 

выворачивания поврежденного нуклеотида. В случае Nei эти остатки расположены 

последовательно на одной петле (Gln69-Leu70-Tyr71), а в случаях NEIL1 (Met80, Arg117 и 

Phe119) и Fpg (Met73, Arg108 и Phe110) эти остатки расположены удаленно друг от друга 

в аминокислотной последовательности. 

NEIL1 содержит четыре остатка Trp (рис. 74). Как видно из рис. 75, Trp122 и Trp258 

расположены внутри белковой глобулы. Trp128 находится в линкерной 

последовательности, соединяющей N- и С-концевые домены фермента и должен быть 

чувствителен к перемещению доменов в процессе связывания ДНК. Trp279 находится в 

ДНК-связывающей канавке и также может быть чувствительным к трансформации 

фермент-субстратного комплекса. 
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Рис. 74. Сравнение последовательностей NEIL1, Fpg и Nei. Остатки Trp выделены синим; 

аминокислоты, встраивающиеся в ДНК, выделены красным. 

 

Высокая гомология структуры NEIL1, Fpg и Nei позволяет предположить, что NEIL1 

в процессе образования каталитического комплекса аналогичным образом претерпевает 

конформационные перестройки, связанные с узнаванием поврежденного нуклеотида, 

изгибанием ДНК, выворачиванием поврежденного основания в активный центр фермента 

и встраиванием аминокислотных остатков в ДНК. Поэтому для регистрации взаимных 

конформационных изменений NEIL1 и ДНК в процессе их взаимодействия был 

использован такой же подход, как в случаях Nei и Fpg. В качестве ДНК-субстратов для 

регистрации конформационных изменений фермента по изменению интенсивности 

флуоресценции Trp использовали серию дуплексов, которые в центральной части 

содержали неповрежденный нуклеотид либо модифицированные нуклеотиды: F-сайт, АР-

сайт или 5,6-дигидроуридин. Для регистрации конформационных изменений ДНК 

использовали ДНК-дуплексы, содержащие красители FAM и BHQ1 на 5′-концах 

олигонуклеотидов, формирующих дуплекс. 
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Рис. 75. Сравнение структуры NEIL1 (зеленый, синим цветом показаны остатки Trp, PDB ID 

1TDH) с (а) Fpg из E. coli (серый, черным цветом показаны остатки Trp, PDB ID 1K82) и (б) Nei из 

E. coli (серый, черным цветом показаны остатки Trp, PDB ID 1K3W). 

 

3.3.3.1. Конформационные изменения NEIL1 при взаимодействии с ДНК 

Образование комплекса с неповрежденным G/C12-лигандом приводило к быстрому 

уменьшению интенсивности флуоресценции Trp на начальном участке кинетических 

кривых и последующему более медленному росту на временах до 0,1 с (рис. 76а). 

Полученные кинетические кривые хорошо описывались схемой 22, содержащей две 

равновесные стадии, и позволили рассчитать значения констант скорости, 

характеризующих эти стадии (таблица 25). 

Интересно отметить, что кинетика образования комплекса с неповрежденной ДНК 

для NEIL1 и Nei имеет одинаковые фазы изменения интенсивности флуоресценции Trp 

(рис. 76б). Несмотря на то, что эти два белка содержат остатки Trp в разных частях 

белковой глобулы, такое сходство может свидетельствовать о том, что как NEIL1, так и 

Nei могут претерпевать аналогичные конформационные перегруппировки в ходе 

образования комплекса с неповрежденной ДНК. При этом константа скорости k1, 

характеризующая образование первичного комплекса (E•S)1 для эукариотического белка 

примерно в 10 раз больше, чем для Nei (таблица 25 и данные в [338]). 
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Рис. 76. (а) Экспериментальные и теоретические (гладкие линии) кинетические кривые изменения 

интенсивности флуоресценции остатков Trp, полученные при взаимодействии NEIL1 с 

неповрежденным ДНК-дуплексом G/C12. (б) Сравнение кинетических кривых, полученных для 

NEIL1 и Nei. Концентрация ферментов равна 1,0 мкМ, концентрация G/C12-лиганда составляла 2,0 

мкМ. 

 

Схема 22 

, 

где E – NEIL1; S – G/C12- и F/G12-лиганды; (E•S)i – фермент-субстратные комплексы; ki и 

k-i – константы скорости прямых и обратных реакций отдельных стадий. 

 

Таблица 25. Значения констант скорости, характеризующие конформационные 

перестройки NEIL1 в процессе взаимодействия с ДНК-дуплексами 

Константы G/C12 F/G12 АР/G12 DHU/G12 

k1, M
–1

×с
–1

 (300 ± 40)×10
6
 (250 ± 30)×10

6
 (180 ± 30)×10

6
 (840 ± 60)×10

6
 

k–1, с
–1

 180 ± 10 150 ± 30 210 ± 20 140 ± 40 

k2, с
–1

 4,1 ± 1,5 3,9 ± 1,0 20 ± 1 9,4 ± 1,4 

k–2, с
–1

 25 ± 1 17 ± 1 0,7 ± 0,1 0,15 ± 0,03 

k3, с
–1

   0,26 ± 0,01 14 ± 1 

k–3, с
–1

   0,016 ± 0,002 90 ± 10 

k4, с
–1

   0,10 ± 0,01 1,0 ± 0,2 

k–4, с
–1

   - 0,04 ± 0,01 

k5, с
–1

   - 0,08 ± 0,01 

Kа, М
-1 

(2,0 ± 0,3)×10
6
 (2,2 ± 0,6)×10

6
 (4,5 ± 0,5)×10

8
 (1,0 ± 0,7)×10

9
 

KP, M   (3,6 ± 0,1)×10
–6

 (1,1 ± 0,3)×10
–6

 

 𝐾а =  ∑ ∏ 𝐾𝑗
𝑗=𝑖
𝑗=1

𝑁
𝑖=1 , 𝐾𝑗 =  

𝑘𝑗

𝑘−𝑗
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В процессе образования комплекса между NEIL1 и F/G12-лигандом происходит 

двухфазное уменьшение интенсивности флуоресценции Trp в течение 0,1–0,2 с (рис. 77). 

При связывании F/G12-лиганда интенсивность флуоресценции Trp сначала быстро 

уменьшалась, как в случае G/C12-лиганда, тогда как вторая фаза изменений отличалась 

направленностью для поврежденной и неповрежденной ДНК, что указывает на то, что на 

этой стадии происходи узнавание F-сайта. Тем не менее, полученные кинетические 

кривые также хорошо описывались схемой 22, содержащей две равновесные стадии, и 

позволили рассчитать значения констант скорости. Как видно из таблицы 25, константы 

скорости, относящиеся к первой и второй стадий реакции, для G/C12- и F/G12-лигандов 

имеют близкие значения. Однако, несмотря на близкую общую стабильность комплексов 

с поврежденной и неповрежденной ДНК, природа второго комплекса (E•S)2 в этих 

случаях должна иметь различия. Интересно отметить, что кинетические кривые, 

полученные для NEIL1, отличались от кривых, полученных ранее для Nei [338] и Fpg 

[462] (рис. 77б). Это различие указывает на то, что специфическое узнавание F-сайта 

имеет индивидуальные особенности, которые могут включать в себя как индивидуальное 

распределение остатков Trp в белке, так и возможные отличия в природе формируемых 

контактов между конкретным ферментом и ДНК. 

Взаимодействие NEIL1 с AP/G12-субстратом приводит к образованию 

каталитического комплекса, в котором последовательно протекают две реакции β-

элиминирования 3'- и 5'-фосфатных групп. Действительно, конформационные изменения 

NEIL1 в процессе связывания с AP/G12-субстратом в целом имели более выраженные 

изменения интенсивности флуоресценции Trp, чем в случае F/G12-лиганда (рис. 78а). 

Переход от F/G12-лиганда к расщепляемому AP/G12-субстрату не менял тенденций 

изменения интенсивности флуоресценции на ранних стадиях реакции. При этом, 

образование каталитически компетентного комплекса, включающее изгибание ДНК, 

выворачивание повреждения, встраивание аминокислотных остатков и подстройка 

структуры активного центра, протекали в течение ~10 с (рис. 78а). Кинетические кривые 

имели выраженный минимум, который, как и в случаях Fpg и Nei (рис. 78б), 

соответствовал формированию каталитического комплекса, а последующий рост 

интенсивности флуоресценции отражал диссоциацию комплекса фермент-продукт. 

Минимальная кинетическая схема (схема 23), описывающая наблюдаемые изменения 

интенсивности флуоресценции Trp, содержала три равновесные стадии с последующей 

необратимой каталитической стадией и равновесной стадией диссоциации комплекса 

фермент-продукт. 
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Рис. 77. (а) Экспериментальные и теоретические (гладкие линии) кинетические кривые изменения 

интенсивности флуоресценции остатков Trp, полученные при взаимодействии NEIL1 с F/G12-

лигандом. (б) Сравнение кинетических кривых, полученных для NEIL1, Fpg и Nei. Концентрация 

ферментов равна 1,0 мкМ, концентрация F/G12-лиганда составляла 2,0 мкМ. 

 

а

 

б

 

Рис. 78. (а) Экспериментальные и теоретические (гладкие линии) кинетические кривые изменения 

интенсивности флуоресценции остатков Trp, полученные при взаимодействии NEIL1 с AP/G12-

субстратом. (б) Сравнение кинетических кривых, полученных для NEIL1, Fpg и Nei. Концентрация 

ферментов равна 1,0 мкМ, концентрация AP/G12-субстрата составляла 2,0 мкМ. 

 

 

Схема 23 

, 

где E – NEIL1; AP – AP/G12-субстрат; (E•AP)n – различные фермент-субстратные 

комплексы; E•P – комплекс Е с продуктом реакции Р; ki и k-i – константы скорости прямых 

и обратных реакций отдельных стадий. 

 



 190 

Сравнение констант скорости в таблице 25 для F/G12-лиганда и AP/G12-субстрата 

показывает, что вторая стадия взаимодействия протекает значительно эффективнее (k2 и k-

2) в случае расщепляемого АР-сайта, чем в случае F-сайта. При этом общая константа 

связывания ДНК-дуплекса Kсвяз, содержащего АР-сайт, была в 200 раз больше, чем для F-

сайта. 

Интересно отметить, что такой же кинетический механизм (схема 23) получен для 

Nei [338], тогда как кинетическая схема для Fpg содержала еще одну обратимую стадию 

[462]. Тем не менее, как показано на рис. 78б, кинетические кривые для NEIL1, Fpg и Nei, 

полученные в одинаковых условиях, значительно отличаются друг от друга, однако общей 

особенностью всех кинетических кривых является локальный минимум интенсивности 

флуоресценции Trp в процессе образования каталитического комплекса. 

Кинетические кривые, характеризующие взаимодействие NEIL1 с DHU/G12-

субстратом, имели форму, схожую с кривыми, полученными для АР/G12-субстрата (рис. 

79а). Тем не менее, на начальном участке кинетических кривых (~30 мс) в случае 

DHU/G12-субстрата происходило дополнительное небольшое увеличение интенсивности 

флуоресценции Trp, для описания которого в кинетическую схему была введена 

дополнительная равновесная стадия (схема 24). По-видимому, на этой стадии образуются 

контакты с поврежденным нуклеотидом, которые в случае с DHU приводят к 

дополнительной конформационной подстройке фермента. Необходимо отметить, что 

стадия, непосредственно предшествующая каталитической реакции, имеет близкие 

значения константы равновесия для АР/G12- и DHU/G12-субстратов (14,7 и 24,5 

соответственно), хотя присутствие поврежденного основания примерно в 4 раза 

увеличивает константу как прямой, так и обратной реакции (таблица 25). Как и для 

АР/G12-субстрата, образование каталитического комплекса приводит к уменьшению 

интенсивности флуоресценции Trp. Однако в случае DHU/G12-субстрата минимум 

интенсивности флуоресценции Trp на кинетических кривых сдвигается в большие 

времена (примерно на 20 с для 3,0 мкМ концентрации ДНК-субстратов). При этом из 

кинетических кривых невозможно выделить отдельные химические стадии процесса, 

характеризующие N-гликозилазную реакцию и две последовательные реакции β-

элиминирования. Они регистрируются, как одна стадия, характеризуемая константой 

скорости лимитирующей реакции. Сравнение кинетических кривых, полученных для 

ДНК-гликозилаз структурного семейства H2tH NEIL1, Fpg и Nei, показывает (рис. 79б), 

что, несмотря на общие закономерности образования каталитического фермент-

субстратного комплекса, изменения интенсивности флуоресценции Trp в каждом случае 
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определяются индивидуальными особенностями расположения остатков Trp в глобуле 

фермента. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 79. (а) Экспериментальные и теоретические (гладкие линии) кинетические кривые изменения 

интенсивности флуоресценции остатков Trp, полученные при взаимодействии NEIL1 с DHU/G12-

субстратом. (б) Сравнение кинетических кривых, полученных для NEIL1, Fpg и Nei. Концентрация 

ферментов равна 1,0 мкМ, концентрация DHU/G12-субстрата составляла 2,0 мкМ. 

 

Схема 24 

, 

где E – NEIL1; DHU – DHU/G12-субстрат; (E•DHU)n – различные фермент-субстратные 

комплексы; E•P – комплекс Е с продуктом реакции Р; ki и k-i – константы скорости прямых 

и обратных реакций отдельных стадий. 

 

3.3.3.2. Конформационные изменения ДНК 

Для регистрации конформационных изменений ДНК в процессе взаимодействия с 

NEIL1 использовали ДНК-дуплексы, содержащие пару FAM/BHQ1. Как показано на рис. 

80а и б, изменения сигнала FRET при взаимодействии NEIL1 с C
FAM/BHQ1

/G17- и 

F
FAM/BHQ1

/G17-лигандами приводят к медленному снижению интенсивности 

флуоресценции на временах до 500 с. Уменьшение сигнала FRET должно отражать 

уменьшение расстояния между остатком FAM и тушителем флуоресценции BHQ1 из-за 

изгибания ДНК в комплексе с ферментом. Интересно отметить, что быстрые 

конформационные изменения молекулы фермента в течение 0,2 с, обнаруженные по 

изменению интенсивности флуоресценции Trp, были разными в случаях неповрежденного 

дуплекса и ДНК, содержащей F-сайт. Тем не менее, эти конформационные изменения 
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белка в обоих случаях индуцировали медленное снижение FRET-сигнала, 

свидетельствующее о том, что связывание неповрежденного дуплекса и ДНК, 

содержащую F-сайт, приводит к аналогичным конформационным изменениям ДНК-

дуплекса. Кинетические кривые, полученные для C
FAM/BHQ1

/G17- и F
FAM/BHQ1

/G17-

лигандов, были описаны схемой 22 (таблица 26). Константы скорости образования 

первичного комплекса (E•S)1 имеют схожие значения, в то время как образование второго 

комплекса в случае F
FAM/BHQ1

/G17-лиганда проходит в 7,5 раза быстрее. 

 

Таблица 26. Значения констант скорости, характеризующие конформационные 

перестройки ДНК в процессе взаимодействия с NEIL1 

Константы C
FAM/BHQ1

/G17 F
FAM/BHQ1

/G17 AP
FAM/BHQ1

/G17 DHU
FAM/BHQ1

/G17 

k1, M
–1

×с
–1

 (0,5 ± 0,2)×10
6
 (0,6 ± 0,4)×10

6
 (3,6 ± 1,1)×10

6
 (7,0 ± 2,0)×10

6
 

k–1, с
–1

 3,1 ± 1,8 8,0 ± 5,0 18,8 ± 5,6 20 ± 9 

k2, с
–1

 0,02 ± 0,01 0,15 ± 0,06 3,7 ± 0,7 3,3 ± 1,8 

k–2, с
–1

 0,05 ± 0,02 0,04 ± 0,01 1,7 ± 0,2 1,6 ± 0,9 

k3, с
–1

 - - 0,11 ± 0,02 0,07 ± 0,02 

Kа, М
-1 

(3,9 ± 0,6)×10
5
 (3,6 ± 0,7)×10

5
 (5,6 ± 0,5)×10

5
 (9,0 ± 2,0)×10

5
 

Kа = K1 + K1×K2, Ki = ki/k-i 

 

Взаимодействие NEIL1 с расщепляемыми AP
FAM/BHQ1

/G17- и DHU
FAM/BHQ1

/G17-

субстратами приводит к образованию каталитического комплекса, последующим 

каталитическим реакциям и диссоциации комплекса фермент-продукт, и, как следствие 

этого, к удалению флуорофора и тушителя друг от друга. Как видно на кинетических 

кривых (рис. 80в и г) связывание обоих ДНК-субстратов приводит к уменьшению FRET-

сигнала на временах до 1 с. Следует отметить, что FRET-сигнал не изменяется в этом 

временном интервале в процессе взаимодействия NEIL1 с нерасщепляемыми ДНК-

лигандами. Это указывает на то, что узнавание расщепляемых сайтов в ДНК-субстратах 

происходит на начальных стадиях связывания ДНК. Каталитические реакции и 

диссоциация комплекса фермент-продукт приводят к увеличению сигнала FRET из-за 

увеличения расстояния между красителями FAM и BHQ1. 
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б

 

в

 

г

 

 

Рис. 80. Экспериментальные и теоретические (гладкие линии) кинетические кривые изменения 

интенсивности флуоресценции FAM, полученные при взаимодействии NEIL1 с (а) C
FAM/BHQ1

/G17-

лигандом, (б) F
FAM/BHQ1

/G17-лигандом, (в) AP
FAM/BHQ1

/G17-субстратом, (г) DHU
FAM/BHQ1

/G17-

субстратом. 

 

Наблюдаемые изменения FRET-сигнала описывались минимальной кинетической 

схемой 25. В этой схеме первая и вторая стадия характеризуют связывание субстрата и 

образование каталитически активного комплекса (E•S)2, а необратимая стадия включает в 

себя каталитические реакции и последующую диссоциацию комплекса фермент-продукт. 

Сравнение констант скорости (таблица 26) показывает, что образование первичного 

комплекса (E•S)1 происходит примерно в 10 раз быстрее для расщепляемых ДНК-

субстратов, чем для ДНК-лигандов. Более того, образование второго каталитического 

комплекса (E•S)2 заметно ускоряется в ряду C
FAM/BHQ1

/G17 < F
FAM/BHQ1

/G17 < 

AP
FAM/BHQ1

/G17 ~ DHU
FAM/BHQ1

/G17. Константы скорости k3, характеризующие 

каталитическую реакцию и диссоциацию комплекса фермент-продукт, равны 0,11 с
-1

 и 

0,07 с
-1

 для AP
FAM/BHQ1

/G17- и DHU
FAM/BHQ1

/G17-субстратов соответственно, и хорошо 
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согласуются с константой скорости каталитических реакций, рассчитанной с 

использованием флуоресценции Trp (0,1 с
-1

 и 0,08 с
-1

 для AP/G12- и DHU/G12-субстратов 

соответственно). В пределах ошибки эксперимента эти цифры примерно одинаковы. Эти 

данные означают, что реакции β-элиминирования фосфатных групп поврежденного 

нуклеотида являются скорость-лимитирующими стадиями ферментативного процесса. 

 

Схема 25 

, 

где E – NEIL1; S – AP
FAM/BHQ1

/G17- и DHU
FAM/BHQ1

/G17-субстраты; (E•S)n – различные 

фермент-субстратные комплексы; E•P – комплекс Е с продуктом реакции Р; ki и k-i – 

константы скорости прямых и обратных реакций отдельных стадий. 

 

3.3.3.3. Сравнительный анализ конформационных изменений фермента и ДНК 

Для того, чтобы сопоставить конформационные изменения фермента и ДНК, 

происходящие при образовании каталитического комплекса и уточнить время 

прохождения процессов выворачивания поврежденного основания и встраивания 

аминокислотных остатков в ДНК, использован ДНК-дуплекс, несущий остаток aPu с 3′-

стороны от DHU (рис. 81). Как видно из рис. 81, интенсивность флуоресценции aPu 

уменьшается в интервале времени от 1,0 мс до 3,0 с и свидетельствует об образовании 

гидрофобного окружения в области aPu, которое может быть связано с процессом 

встраивания аминокислотных остатков фермента в ДНК. Более того, это изменение 

совпадает по времени с окончанием фазы уменьшения интенсивности флуоресценции Trp 

и FAM, характеризующим образование каталитического комплекса. Нужно отметить, что 

флуоресценция aPu оказалась нечувствительной к процессам, протекающим на стадиях 

образования первичного комплекса, в котором происходит локальное плавление дуплекса, 

а также к процессу выворачивания поврежденного основания из ДНК, поскольку эти 

процессы должны сопровождаться ростом интенсивности флуоресценции. Это 

свидетельствует о том, что утратившее ароматичность основание DHU само по себе 

способствует формированию гидрофильного окружения в области aPu, что затрудняет 

регистрацию конформационных изменений, индуцируемый ферментом. 
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Рис. 81. Сравнение кинетических кривых, зарегистрированных по изменению интенсивности 

флуоресценции остатков Trp, aPu или FRET-сигнала в процессе взаимодействия NEIL1 с ДНК-

дуплексами DHU/G12, DHU
aPu

/G12 и DHU
FAM/BHQ1

/G17. Концентрация ДНК-субстратов и NEIL1 

равна 1,0 мкМ. 

 

Таким образом, процесс узнавания поврежденного нуклеотида ферментом NEIL1 

имеет общие особенности с поведением прокариотических ферментов Fpg и Nei, что 

может свидетельствовать об общей модели узнавания повреждения членами структурного 

семейства H2tH. Первая стадия (схема 24) характеризует образование неспецифического 

комплекса. При этом видно (рис. 81), что в течение первых 30 мс не происходит 

значительных изменений интенсивности флуоресценции Trp. Следовательно, процессы, 

протекающие на стадиях образования неспецифического комплекса и распознавания 

поврежденного нуклеотида, не приводят к значительным изменениям конформации в 

областях фермента, в которых расположены остатки Trp. Вторая стадия в механизме, 

предложенном для NEIL1, как и в случае Fpg и Nei, скорее всего, связана с 

интеркалированием между основаниями ДНК аминокислоты-сенсора. Поскольку такими 

аминокислотами являются Phe110 у Fpg и Leu70 у Nei, то, основываясь на гомологии 

последовательностей этих ферментов, можно заключить, что таким аминокислотным 

остатком у NEIL1 является Phe119. Вклинивание Phe119 в дуплекс инициирует 

выворачивание поврежденного основания в активный центр фермента и сопровождается 

встраиванием остатков Met80 и Arg117 в образовавшуюся полость на следующей стадии 

ферментативного процесса. Сравнение кинетических кривых, полученных с 

использованием DHU
aPu

/G12 и DHU
FAM/BHQ1

/G17-субстратов, показывает, что встраивание 

аминокислотных остатков фермента в ДНК также происходит одновременно с изгибанием 

дуплекса. Последняя стадия должна характеризовать подстройку структуры фермент-

субстратного комплекса для достижения каталитически компетентного состояния. 

Согласно термодинамическим данным, полученным для Fpg, на этой стадии происходит 
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компактизация фермент-субстратного комплекса и вытеснение молекул воды из области 

контакта фермента и ДНК-субстрата. Формирование каталитически компетентного 

комплекса индуцирует протекание химических стадий процесса и последующей 

диссоциации комплекса фермента с продуктом. 
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3.4. АР-эндонуклеаза человека APE1 

Одними из наиболее часто встречающихся повреждений ДНК являются 

апуриновые/апиримидиновые сайты (АР-сайты) [9, 45], которые образуются в ДНК при 

спонтанном или катализируемом ДНК-гликозилазами гидролизе N-гликозидных связей 

[1]. Ежедневно в каждой клетке организма человека может возникать до 10 000 АР-сайтов. 

Высокая мутагенность АР-сайтов связана как с отсутствием кодирующего азотистого 

основания, так и с их повышенной способностью вызывать одноцепочечные разрывы 

ДНК [477, 478]. 

Ключевой фермент системы эксцизионной репарации оснований (ЭРО) – 

апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза человека APE1 – отвечает за поиск и 

инициирование процесса удаления АР-сайтов из ДНК [92, 479]. Основной 

физиологической функцией фермента является гидролиз фосфодиэфирной связи в ДНК с 

5′-стороны от АР-сайта, в результате чего происходит разрыв рибозофосфатного остова с 

образованием фрагментов цепи, содержащих 3′-гидроксильную группу и 2′-

дезоксирибозо-5′-фосфат [65, 480]. Однако было показано, что фермент способен узнавать 

в качестве субстратов не только АР-сайты, но и некоторые поврежденные основания, 

например 5,6-дигидроурацил и альфа-аномер аденозина [317]. Кроме того, фермент APE1 

обладает 3′-фосфодиэстеразной, 3′-5′-экзонуклеазной и 3′-фосфатазной активностями [323, 

480]. 

Анализ кристаллических структур свободного фермента APE1 [326, 481, 482] и его 

ковалентных комплексов с ДНК [315, 327, 483] показал, что для осуществления катализа в 

комплексе АРЕ1-ДНК образуются контакты, которые приводят к выворачиванию AР-

сайта из двойной спирали (рис. 82а). На рис. 82б представлена схема контактов в 

фермент-субстратном комплексе APE1 с ДНК, содержащей F-сайт, у которого отсутствует 

OH-группа в положении С1′ дезоксирибозы (PDB ID 1DE8). Видно, что аминокислотные 

остатки фермента взаимодействуют преимущественно с одной цепью дуплекса, как 

правило, с образованием водородных связей и электростатических контактов между 

фосфатными группами ДНК и боковыми радикалами аминокислот, а также с амидными 

группами пептидных связей белка. Остатки Arg73, Ala74 и Lys78 контактируют с 

фосфатными группами комплементарной цепи с 5'-стороны от AP-сайта. Остатки Tyr128 и 

Gly127 располагаются в малой бороздке ДНК, что приводит к ее расширению примерно 

на ~ 2 Å. Активный центр фермента образован остатками Asp308, His309, Glu96, Asp210, 

Tyr171, Asn212 и Asn174. Стабилизация внеспиральной конформации АР-сайта 

осуществляется остатками Met270 и Arg177. Меt270 встраивается в малую бороздку ДНК, 

тем самым вытесняя основание, расположенное напротив АР-сайта. Остаток Arg177 
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встраивается со стороны большой бороздки ДНК и образует водородную связь с 

фосфатной группой, расположенной с 3′-стороны от AР-сайта. В фермент-субстратном 

комплексе, находящемся в каталитически компетентном состоянии, остаток фосфата, 

расположенный с 5′-стороны от АР-сайта, координирован остатками Asn174, Asn212 и 

His309. Каталитическая реакция начинается с нуклеофильной атаки атома кислорода 

молекулы воды, координированной прямо или опосредованно через ион Mg
2+

 остатком 

Asp210 [327, 483]. Предложены также альтернативные механизмы катализа [484, 485], 

согласно которым остаток Tyr171 в фенолатной форме взаимодействует с гидролизуемой 

фосфатной группой или остаток His309 выступает в качестве нуклеофильного основания. 

 

а 

 

б

 

 

Рис. 82. (а) Структура комплекса АР-эндонуклеазы APE1 с F-субстратом (PDB ID 1DE8) [327]. (б) 

Функционально важные аминокислотные остатки, участвующие в образовании специфических 

контактов между ферментом и ДНК. 

 

Способы координации и функциональная роль ионов металлов в связывании 

субстрата, расщеплении и высвобождении продукта активно обсуждаются в ряде работ 

[326, 481, 482, 486-490]. На сегодняшний день получены данные о нескольких 

кристаллических структурах APE1, содержащих в активном центре ионы Sm
3+

, Pb
2+

 или 

Mg
2+

. При этом идентифицированы два сайта связывания металла: «A-сайт» и «B-сайт». 

Более того, предложен механизм «подвижного иона металла», когда один ион Mg
2+

 

перемещается из «B-сайта» в «A-сайт» при расщеплении субстрата [487]. Последние 
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структурные исследования APE1 показали, что движение иона Mg
2+

 облегчается за счет 

конформационной пластичности остатка Glu96 в активном центре фермента [490]. Было 

показано, что в комплексе фермента с продуктом реакции ион Mg
2+

 координирован 

непосредственно остатком Glu96, группой 3'-OH, немостиковым атомом кислорода 

гидролизованной 5'-фосфатной группы и тремя молекулами воды, одна из которых 

связана с Asp70 [491]. 

Ранее методом «остановленной струи» с регистрацией изменения интенсивности 

флуоресценции остатков триптофана [492, 493], входящих в состав фермента, и 2-

аминопурина [494], расположенного с 3′- или 5′-стороны от АР-сайта, был установлен 

кинетический механизм взаимодействия АРЕ1 с ДНК-субстратами (схема 26). В качестве 

субстратов использовали ДНК-дуплексы, содержащие нативный АР-сайт или его аналог 

F-сайт. Показано, что взаимодействие АРЕ1 с субстратами включает, как минимум, две 

стадии связывания ДНК и узнавания АР-сайта, которые приводят к образованию 

каталитически компетентного комплекса. В этом комплексе происходит необратимая 

стадия каталитического гидролиза 5'-фосфодиэфирной связи АР-сайта. Последняя стадия 

кинетического механизма характеризует равновесный процесс диссоциации комплекса 

фермента с продуктом реакции. 

 

Схема 26 

, 

где Е – фермент, S – ДНК-субстрат, (E•S)1 и (E•S)2 – комплексы фермента с субстратом, Р 

– продукт превращения субстрата, E•P – комплекс фермента с продуктом, ki и k-i – 

константы скорости прямых и обратных стадий равновесных стадий, k3 – константа 

скорости каталитической стадии, Kp – равновесная константа диссоциации комплекса Е•Р. 

 

Следует отметить, что, согласно рентгеноструктурным данным, связывание ДНК 

приводит лишь к незначительным структурным перестройкам APE1 (рис. 83). Сравнение 

структуры свободного APE1 (PDB ID 4LND) и комплекса APE1 с ДНК, содержащей F-

сайт (PDB ID 1DE8), показывает, что один из семи остатков триптофана молекулы 

фермента (Trp280) расположен в ДНК-связывающем центре фермента и образует 

водородную связь с фосфатной группой ДНК. Таким образом, наблюдаемые изменения 

флуоресценции Trp, скорее всего, характеризуют конформационные изменения фермента 

в области Trp280. 
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Рис. 83. Сравнение структуры свободного APE1 (розовый, PDB ID 4LND) и комплекса APE1 с 

ДНК, содержащей F-сайт (фиолетовый, PDB ID 1DE8). 

 

3.4.1. Влияние ионов Mg
2+

 на связывание ДНК и катализ 

Для выяснения эффективности связывания APE1 с ДНК-дуплексом, содержащим F-

сайт, были получены кинетические кривые при различных концентрациях Mg
2+

, 

характеризующие образование фермент-субстратного комплекса и каталитическую 

стадию. Изменения интенсивности флуоресценции Trp при взаимодействии APE1 с F/G13-

субстратом имели характерные фазы падения и роста (рис. 84а), которые, согласно 

предыдущим работам [492-494], относятся к стадиям связывания ДНК и последующей 

каталитической реакции и диссоциации комплекса фермент-продукт. 

Начальное двухфазное уменьшение интенсивности флуоресценции Trp относится к 

процессу образования специфического комплекса фермент-субстрат, в котором происходит 

каталитический гидролиз межнуклеотидной фосфодиэфирной связи. После 

каталитической реакции происходит диссоциация комплекса фермент-продукт, которая 

ведет к увеличению интенсивности флуоресценции. Взаимодействие APE1 с F/G13-

субстратом в присутствии даже небольшой концентрации ионов Mg
2+

 приводило к 

увеличению интенсивности флуоресценции Trp на конечных участках кинетических 

кривых. Однако, кинетическая кривая, полученная при взаимодействии aпo-APE1 с F/G13-

субстратом в отсутствие ионов Mg
2+

, не содержала этой фазы роста сигнала, что указывает 

на отсутствие каталитической стадии. Действительно, анализ накопления продуктов 

реакции методом гель-электрофореза показал, что скорость каталитической реакции 

сильно зависит от концентрации Mg
2+

, и в отсутствие ионов Mg
2+ 

APE1 теряет 

каталитическую активность (рис. 84б). 
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Рис. 84. Влияние ионов Mg
2+

 на взаимодействие APE1 с F/G13-субстратом. (а) Кинетические 

кривые изменения интенсивности флуоресценции Trp. (б) Накопление продукта реакции, 

определенное методом гель-электрофореза в 20%-ом ПААГ. 

 

Проведен анализ степени накопления продуктов реакции при взаимодействии APE1 

с ДНК-дуплексами X/G13, содержащими в качестве повреждения DHU, αА (α-аномер 

аденозина) и εA (1,N6-этеноаденозин). Как видно на рис. 85а, ДНК-субстрат, содержащий 

основание DHU, расщепляется с большей эффективностью, чем αА и εA. Поэтому для 

определения влияния ионов Mg
2+

 на процессы связывания и катализа использовали 

DHU/G13-субстрат. Так же, как и в случае F/G13-субстрата, при отсутствии ионов Mg
2+

 

была зарегистрирована только фаза уменьшения интенсивности флуоресценции, 

отражающая образование фермент-субстратного комплекса (рис. 85б). С ростом 

концентрации ионов Mg
2+

 происходило ускорение этого процесса и появление фазы роста 

на более поздних временах реакции, свидетельствующее о протекании каталитической 

реакции и последующей диссоциации комплекса фермент-продукт. Действительно, 

начало фазы роста интенсивности на поздних временах согласуется с началом накопления 

продуктов реакции, зарегистрированного методом гель-электрофореза (рис. 85в). 

Нужно отметить, что профиль кинетических кривых, полученных для DHU/G13-

субстрата, отличается от аналогичных данных для F/G13-субстрата появлением 

дополнительной фазы роста и последующего падения интенсивности флуоресценции в 

диапазоне времени 0,1–1,0 с. По-видимому, эти изменения интенсивности флуоресценции 

Trp отражают взаимодействие между активным центром фермента и поврежденным 

основанием. Полученные кинетические кривые обрабатывали, как сумму экспонент по 

уравнению (4). 

  



 202 

а

 

б

 

в

 

 

 

Рис. 85. (а) Скорость накопления продуктов реакции при взаимодействии APE1 с ДНК-

дуплексами X/G13, (б) влияние ионов Mg
2+

 на взаимодействие APE1 с DHU/G13-субстратом. (в) 

Накопление продукта реакции, определенное методом гель-электрофореза. 

 

В случае F/G13-субстрата кинетические кривые изменения интенсивности 

флуоресценции Trp были получены в присутствии или в отсутствие ионов Mg
2+

 и 

проанализированы с помощью трех- ([Mg
2+

] = 0,05–5,0 мМ) или двухэкспоненциальных 

([Mg
2+

] = 0,0 мМ) уравнений (4) (i = 2 или 3 соответственно). Зависимости значений 

наблюдаемых констант скорости от концентрации ионов Mg
2+

, характеризующие стадии 

связывания ДНК, представлены на рис. 86а и б. Из рис. 86а следует, что наблюдаемая 

константа скорости k1
Trp

 первой быстрой фазы не зависит от концентрации Mg
2+

. Как 

показано в работах [492, 493], быстрая начальная фаза соответствует неспецифическому 

связыванию ДНК, поэтому полученные данные свидетельствуют о том, что ионы Mg
2+

 не 

участвуют в образовании неспецифического комплекса фермент-ДНК. 

Зависимость наблюдаемой константы скорости k2
Trp

 второй фазы от концентрации 

ионов Mg
2+

 имела гиперболический вид (рис. 86б), что характерно для процессов 

комплексообразования. Поэтому данная зависимость была обработана по уравнению (7). 
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При этом были получены следующие параметры: k20 = 0,9 ± 0,1 с
-1

, k2max = 2,6 ± 0,4 с
-1

, 

KD
Mg2+

 = 1,1 ± 0,5 мМ. 

 

k2
Trp

 = k20 + (k2max[Mg
2+

])/(KD
Mg2+

+[Mg
2+

]) ,      (7) 

где k20 – константа скорости при [Mg
2+

] = 0,0 мМ, k2max – константа скорости при 

насыщающей концентрации ионов Mg
2+

, KD
Mg2+

 – константа диссоциации для комплекса 

Mg
2+

 с APE1. 

 

а

 

б

 

в

 

г

 

 

Рис. 86. Зависимость наблюдаемых констант скорости k1
Trp

 (а), k2
Trp

 (б), kcat
Trp

 (в), kcat
ПААГ

 (г) от 

концентрации Mg
2+

. 

 

Наблюдаемые константы скорости kcat
Trp

 третьей фазы на кинетических кривых 

соответствуют каталитической реакции. Параметры каталитической стадии также были 

определены прямым анализом накопления продукта методом гель-электрофореза. 

Константы скорости накопления продукта kcat
ПААГ

 были определены для каждой 

концентрации ионов Mg
2+

 путем обработки кинетических кривых по уравнению (1). 
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Зависимости констант скорости kcat
Trp

 и kcat
ПААГ

 от ионов Mg
2+

 имели линейный вид и 

позволили рассчитать коэффициент активации APE1 ионами Mg
2+

 по уравнению (8). 

Необходимо отметить, что в анализируемом диапазоне концентраций ионов Mg
2+

 в обоих 

случаях коэффициент активации B = 0,033 ± 0,001 M
-1

с
-1

. 

 

kcat
Trp

 = kcat
ПААГ

 = В[Mg
2+

] ,        (8) 

где В – коэффициент, пропорциональный фракции APE1, активированной ионом Mg
2+

. 

 

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что активация APE1 

ионами Mg
2+

 связана со специфическими взаимодействиями ионов двухвалентного 

металла в активном центре фермента, которые не только ускоряют образование 

каталитически компетентного комплекса, но и обеспечивают эффективное протекание 

каталитической реакции гидролиза фосфодиэфирной связи. 

 

3.4.2. Влияние ионов K
+
 на связывание ДНК и катализ 

Одной из возможных причин влияния ионов Mg
2+

 на скорость связывания ДНК 

могут быть электростатические взаимодействия между ионами Mg
2+

, ферментом и ДНК. 

Чтобы определить роль неспецифического электростатического эффекта на процесс 

взаимодействия APE1 с F/G17-субстратом в реакционную смесь, содержащую 5,0 мМ 

Mg
2+

, добавляли различную концентрации одновалентных катионов K
+
 (рис. 87а). 

Наблюдаемая константа скорости k1
Trp

 связывания F/G17-субстрата уменьшалась в 

13,5 раз по мере увеличения концентрации ионов K
+
 от 0 до 250 мМ (136,5 ± 0,8 с

-1
 и 10,1 

± 0,4 с
-1

 соответственно, рис. 87б). Эти данные показывают, что увеличение ионной силы 

приводит к нарушению контактов между ферментом и ДНК, тем самым препятствуя 

образованию комплекса. Следует отметить, что наблюдаемая константа скорости 

каталитической стадии (kcat
Trp

) незначительно увеличивалась с 0,62 ± 0,01 с
-1

 до 0,86 ± 0,01 

с
-1

 при увеличении концентрации соли от 0 до 50 мМ. Последующее увеличение 

концентрации вело к 18-кратному уменьшению kcat
Trp

 до значения 0,048 ± 0,003 с
-1

 при 250 

мМ K
+
 (рис. 87г). Таким образом, полученные данные свидетельствуют о значительном 

вкладе электростатических взаимодействий при связывании ДНК с APE1 и образовании 

каталитического комплекса. Более того, эти данные позволяют сделать заключение о том, 

что увеличение констант скорости образования каталитического комплекса (E•S)2 и 

каталитической реакции при увеличении концентрации ионов Mg
2+

 является следствием 

специфической роли Mg
2+

 в этих процессах, поскольку эффект ионов Mg
2+

 наблюдается 

при значительно более низких концентрациях этого катиона. 
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Рис. 87. Влияние одновалентных катионов K
+
 на активность APE1. (а) Кинетические кривые 

изменения интенсивности флуоресценции Trp. Зависимость наблюдаемых констант скорости k1
Trp

 

(б) и kcat
Trp

 (в), рассчитанных по уравнению (1) от концентрации ионов K
+
. Теоретические кривые 

на панелях (б) и (в) представлены для того, чтобы продемонстрировать тенденцию изменения 

наблюдаемых констант скорости. 

 

3.4.3. Влияние природы металла на связывание ДНК и катализ 

Анализ конформационных изменений APE1 

Для выяснения влияния природы двухвалентного металла на процессы связывания 

ДНК и катализ были использованы Mg
2+

, Ca
2+

, Ni
2+

, Mn
2+

, Zn
2+

 и Cu
2+

 (рис. 88). 

Следует отметить, что инкубирование APE1 с EDTA приводит к образованию апо-

фермента, который не содержит ионов металла в активном центре. Тем не менее, апо-

фермент способен связывать F/G13-субстрат (рис. 88а). На кинетических кривых во всем 

диапазоне концентраций ДНК видна начальная фаза уменьшения интенсивности 

флуоресценции Trp. Однако при низких концентрациях ДНК (0,25–1,0 мкМ) также 

хорошо разрешена фаза роста, за которой следует фаза снижения интенсивности 

флуоресценции. Отсутствие фазы роста интенсивности флуоресценции Trp в конце 

кинетических кривых, а также отсутствие накопления продукта, зарегистрированное 
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методом гель-электрофореза (рис. 89), свидетельствуют о полной инактивации APE1 

обработкой EDTA. Для анализа полученных кинетических кривых использовали схему 27, 

содержащую три равновесные стадии связывания F/G13-субстрата. Константы скорости 

отдельных стадий реакции представлены в таблице 27. 
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Рис. 88. Влияние ионов металлов на взаимодействие APE1 с F/G13-субстратом: (а) EDTA, ионы 

двухвалентных металлов отсутствуют, (б) Ca
2+

, (в) Mg
2+

, (г) Mn
2+

, (д) Ni
2+

 и (е) Zn
2+

. 
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Схема 27 

, 

где Е – фермент, F – F/G13-субстрат, (E•F)i – комплексы фермента с субстратом, ki и k-i – 

константы скорости прямых и обратных стадий равновесных стадий. 

 

 

а

 

б

 

 

Рис. 89. Влияние ионов двухвалентных металлов на накопление продукта реакции. (а) Накопление 

продукта реакции, зарегистрированное методом гель-электрофореза. (б) Зависимость 

наблюдаемой константы скорости накопления продукта реакции kcat
ПААГ

 от природы металла. 

[APE1] = [F/G13] = 1,0 мкМ, [MeCl2] = 5,0 мМ. 

 

По сравнению с процессом связывания ДНК апо-ферментом (рис. 88а), в 

присутствии ионов Ca
2+

 на кинетических кривых исчезает промежуточная фаза роста 

интенсивности флуоресценции (рис. 88б), а кинетические кривые удовлетворительно 

описываются схемой 28, содержащей две равновесные стадии (таблица 27). 

 

Схема 28 

, 

где Е – фермент, F – F/G13-субстрат, (E•F)i – комплексы фермента с субстратом, ki и k-i – 

константы скорости прямых и обратных стадий равновесных стадий. 
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Таблица 27. Константы скорости и равновесия отдельных стадий взаимодействия АРЕ1 с F/G13-субстратом в присутствии различных 

двухвалентных ионов металлов 

 

Константы Mg
2+

 Mn
2+ 

Ni
2+

 Zn
2+

 Ca
2+

 EDTA 

k1, M
-1

с
-1 

(90±10)×10
6 

(40±7)×10
6
 (50±15)×10

6
 (35±8)×10

6
 (70±20)×10

6
 (100±10)×10

6
 

k-1, с
-1

 10,1±4,3 28±12 45±17 75±20 50±16 32±15 

K1, М 8,9×10
6
 1,4×10

6
 1,1×10

6
 0,47×10

6
 1,4×10

6
 3,1×10

6
 

k2, с
-1

 43,1±8,5 34,8±12,7 5,7±0,6 8,2±0,9 9,4±2,4 14±6 

k-2, с
-1

 7,1±1,6 2,6±1,0 0,03±0,02 0,04±0,03 (1,9±1,0)×10
-3

 22±12 

K2 6,1 13,4
 

190
 

205
 

4950
 

0,6 

k3, с
-1

      6,3±1,9 

k-3, с
-1

      (1,2±0,8)×10
-2

 

K3      525 

kcat, с
-1

 0,30±0,10 0,30±0,10 0,055±0,007 0,041±0,004   

kcat
ПААГ

, с
-1

 0,28±0,01 0,19±0,07 0,11±0,01 0,05±0,01 -
 

- 

Kp, М (7,2±0,4)×10
-6

 (8,4±0,3)×10
-6

 (6,6±1,7)×10
-6

 (4,5±1,3)×10
-6

   

Константы равновесия для стадий связывания рассчитаны по формуле Ki = ki/k-i 

 



 209 

В присутствии ионов Cu
2+

 в реакционной смеси APE1 полностью теряет 

способность связывать ДНК, поскольку на кинетических кривых не происходило 

изменений интенсивности флуоресценции Trp. Такой ингибирующий эффект, скорее всего, 

связан с сильным взаимодействием ионов Cu
2+

 с азотистыми основаниями и фосфатными 

группами, как было описано ранее [495]. 

Как показано на рис. 88в–е, кинетические кривые изменения интенсивности 

флуоресценции Trp, характеризующие процесс взаимодействия APE1 с F/G13-субстратом в 

присутствии ионов Mg
2+

, Ni
2+

, Mn
2+

 и Zn
2+

 имеют схожую форму. После фазы уменьшения 

интенсивности флуоресценции на начальном участке кинетических кривых, 

характеризующем связывание ДНК и образование каталитического комплекса, происходит 

рост интенсивности флуоресценции в интервале времени более 10 с, который 

свидетельствует о протекании каталитической реакции и диссоциации комплекса фермент-

продукт. Следует отметить, что в присутствии ионов различных металлов связывание 

ДНК, а также каталитическая реакция и диссоциация комплекса фермент-продукт 

протекали в разных временных интервалах. Для анализа кинетических кривых 

использовали схему 26, предложенную в работах [492-494]. Константы скорости, 

полученные в ходе анализа, приведены в таблице 27. 

Следует отметить, что константа равновесия первой стадии связывания ДНК K1 

имеет примерно одинаковые значения для aпo-APE1 и APE1 в присутствии ионов Mg
2+

 

(8,9×10
6
 M

1
 и 3,1×10

6
 M

1
 соответственно, таблица 27). Эти данные согласуются с тем, 

что наблюдаемая константа скорости связывания ДНК k1
Trp

 не зависит от концентрации 

Mg
2+

 (рис. 86а) и подтверждают вывод о том, что присутствие иона Mg
2+

 в активном 

центре фермента не влияет на первоначальное связывание ДНК. По сравнению с 

результатами, полученными в присутствии ионов Mg
2+

, константы скорости прямой 

реакции k1 были примерно в два раза ниже для ионов Ni
2+

, Mn
2+

 и Zn
2+

, а константы 

скорости обратной реакции k-1, как минимум, в три раза выше для ионов Ni
2+

, Mn
2+

, Ca
2+

 и 

Zn
2+

. Поэтому значения равновесной константы K1, характеризующей первую стадию 

связывания ДНК в присутствии этих ионов металлов, были по меньшей мере в 6,4 раза 

ниже (0,47–1,4×10
6
 M

1
), чем K1 в присутствии Mg

2+
 (8,9×10

6
 M

1
). Эти данные 

свидетельствуют о том, что первоначальное неспецифическое связывание ДНК 

незначительно ингибируется ионами Ni
2+

, Mn
2+

, Ca
2+

 и Zn
2+

, вероятно, из-за их 

способности напрямую взаимодействовать с ДНК и индуцировать структурные изменения, 

связанные с нарушением комплементарных взаимодействий и стэкинга [495]. Более того, 

увеличение значения константы скорости k1 образования комплекса (E•F)1 коррелирует с 

уменьшением аффинности этих ионов к азотистым основаниям ДНК: Cu
2+

 ≫ Zn
2+ 

> Mn
2+ 

> 
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Ni
2+ 

> Ca
2+ 

> Mg
2+

 [495, 496]. Известно, что взаимодействие ионов металлов с азотистыми 

основаниями нарушает водородные связи между парами оснований, и, тем самым, 

дестабилизируют двойную спираль ДНК. В то же время катионы с более высокой 

специфичностью связывания фосфатных групп стабилизируют двойную спираль ДНК за 

счет нейтрализации зарядов рибозо-фосфатного остова. 

Вторая стадия связывания ДНК в схеме 26 характеризует образование каталитически 

компетентного комплекса фермент-ДНК. На этой стадии должны образовываться 

специфические контакты с ионом металла, расположенном в активном центре. 

Необходимо отметить, что константа скорости прямой реакции k2, как минимум, в 4,6 раза 

выше для иона Mg
2+

 по сравнению с другими металлами, за исключением Mn
2+

 (таблица 

27). Константа скорости обратной реакции k-2 имела самую высокую величину, а 

равновесная константа K2 была наименьшая, в случае апо-APE1, что указывает на то, что 

ион металла необходим для стабилизации комплекса (E•F)2. При этом, суррогатные ионы 

металлов стабилизируют комплекс (E•F)2 лучше, чем природный кофактор Mg
2+

. 

Величина константы KD2 была по меньшей мере в 30 раз выше для ионов Mg
2+

 по 

сравнению с Са
2+

, Zn
2+

 и Ni
2+

, тогда как образование каталитического комплекса (E•F)2 в 

присутствии Mg
2+

 или Mn
2+

 характеризуется достаточно близкими константами скорости 

и равновесия (таблица 27). Также нужно отметить, что константа равновесия Kp, 

характеризующая диссоциацию комплекса фермент-продукт, не зависит от природы иона 

металла (таблица 27). 

Способность ионов располагаться в активном центре фермента может зависеть от их 

ионных радиусов. Эффективные ионные радиусы ионов для координационного числа 6 

составляют 1,0 Å для Ca
2+

, 0,74 Å для Zn
2+

, 0,73 Å для Cu
2+

, 0,72 Å для Mg
2+

, 0,69 Å для 

Ni
2+

 и 0,67–0,83 Å для Mn
2+

 [497]. Самый большой ион (Ca
2+

), по-видимому, не может 

правильно координироваться в металл-связывающем центре фермента и не может 

выполнять каталитическую функцию (рис. 88б и 89). Согласно полученным данным по 

изменению флуоресценции Trp (рис. 88) и прямой регистрации продуктов (рис. 89) 

эффективность ионов металлов в процессе гидролиза фосфодиэфирной связи уменьшается 

в ряду Mg
2+ 

> Mn
2+ 

> Ni
2+ 

> Zn
2+

, который согласуется с более ранними исследованиями в 

стационарных условиях [498, 499]. 

 

Анализ конформационных изменений ДНК 

Для анализа конформационных изменений ДНК в процессе взаимодействия с APE1 

использовали X
FAM/BHQ1

/G17-субстраты, где X = C, F-сайт и DHU (рис. 90). Дуплекс 

С
FAM/BHQ1

/G17 использовали в качестве контроля конформационных изменений, 
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происходящих при образовании неспецифического комплекса. Как видно из рис. 90, 

взаимодействие APE1 с С
FAM/BHQ1

/G17-лигандом приводит к небольшому росту 

интенсивности флуоресценции FAM в интервале времени до 100 мс. При взаимодействии 

APE1 с F
FAM/BHQ1

/G17-субстратом в присутствии ионов Mg
2+

 на начальном участке (до 20 

мс) кинетических кривых происходит быстрое уменьшение интенсивности 

флуоресценции FAM, за которым следует фаза роста в интервале времени от 50 мс до 5 с. 

Начальное уменьшение интенсивности флуоресценции FAM свидетельствует об 

уменьшении расстояния между FAM и тушителем BHQ1 вследствие изгибания ДНК в 

комплексе с APE1. Увеличение интенсивности флуоресценции FAM на следующем этапе 

отражает каталитическую стадию и высвобождение расщепленного ДНК-продукта из 

комплекса с ферментом. Действительно, в случае взаимодействия каталитически 

неактивной формы aпo-APE1 с F
FAM/BHQ1

/G17-субстратом была зарегистрирована только 

фаза падения интенсивности флуоресценции FAM, отражающая образование фермент-

субстратного комплекса. Кроме того, в качестве субстрата был использован дуплекс 

DHU
FAM/BHQ1

/G17, содержащий в качестве повреждения основание DHU. Как видно на 

рис. 90, в случае взаимодействия фермента с DHU
FAM/BHQ1

/G17-субстратом происходит 

уменьшение интенсивности флуоресценции FAM на начальном участке кинетических 

кривых (до 1 с), отражающее образование комплекса. При этом в присутствии ионов Mg
2+

 

не была зарегистрирована фаза роста, характеризующая каталитическую стадию, что 

свидетельствует о более медленном расщеплении DHU
FAM/BHQ1

/G17-субстрата, чем 

F
FAM/BHQ1

/G17-субстрата, что хорошо согласуется с данными [492, 500]. 

 

 

 

Рис. 90. Сравнение конформационных изменений X
FAM/BHQ1

/G17-субстратов при взаимодействии с 

APE1 (в присутствие 5,0 мМ Mg
2+

) и апо-APE1 (в присутствии 1 мМ EDTA). 
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При исследовании кинетики взаимодействия APE1 с F
FAM/BHQ1

/G17-субстратом 

показано, что двухзарядные ионы металлов оказывают влияние как на стадию образования 

фермент-субстратного комплекса, так и на каталитическую реакцию (рис. 91). Полученные 

кинетические кривые были описаны двухэкспоненциальным уравнением (1). Следует 

отметить, что константы скорости образования комплексов, k1
FAM

, в случае апо-APE1 и в 

присутствии ионов Mg
2+

 имеют близкие значения, тогда как суррогатные металлы 

вызывали небольшое снижение константы скорости образования каталитического 

комплекса (рис. 91б). При этом константа скорости каталитической стадии kcat
FAM

 

уменьшалась в  ряду Mg
2+ 

≈ Mn
2+ 

> Ni
2+ 

> Zn
2+

 > Ca
2+

, Cu
2+

, EDTA (рис. 91в). 

 

а

 

б

 

в

 

 

 

Рис. 91. Влияние ионов металлов на взаимодействие APE1 с F
FAM/BHQ1

/G17-субстратом. (а) 

Экспериментальные кинетические кривые и теоретические кривые, полученные по уравнению (1). 

Зависимость значения k1
FAM

 (б) и kcat
FAM

 (в) от природы ионов металлов. 
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3.4.4. Активация APE1 ионом Mg
2+

 в составе комплекса с ДНК 

Для определения скорости встраивания иона Mg
2+

 в активный центр фермента F/G13- 

и F
FAM/BHQ1

/G17-субстраты предварительно инкубировали с апо-APE1 для формирования 

комплекса фермент-субстрат и затем смешивали с буфером, содержащим 5,0 мМ MgCl2 

или без него (рис. 92). Регистрировали изменения интенсивности флуоресценции Trp или 

FAM для обнаружения конформационных изменений фермента или ДНК-субстрата 

соответственно, которые могут быть вызваны связыванием иона Mg
2+

 в активном центре 

фермента. Кинетическая кривая, полученная при взаимодействии комплекса апо-APE1-

F/G13 с ионами Mg
2+

, имела одну фазу роста сигнала в интервале времени 0,5–20,0 с, 

которая соответствует каталитической реакции. Этот результат показывает, что 

встраивание ионов Mg
2+

 в активный центр aпo-APE1 приводит к образованию 

каталитически активного состояния фермента без индукции изменений флуоресценции 

Trp. То есть изменение интенсивности флуоресценции Trp происходит только при 

конформационных изменениях, происходящих при связывании ДНК-субстрата и 

диссоциации продукта. Это свидетельствует о том, что остаток Trp280, расположенный в 

ДНК-связывающем канале, вносит наибольший вклад в изменения флуоресценции Trp. 

 

 

 

Рис. 92. Активация aпo-APE1 ионами Mg
2+

 в комплексах с F/G13- и F
FAM/BHQ1

/G17-субстратами. 

Один шприц содержал смесь aпo-APE1 (1,0 мкМ) и F/G13- или F
FAM/BHQ1

/G17 (1,0 мкМ) в буфере 

(50 мМ Tris-HCl, рН 6,8, 50 мМ KCl, 1,0 мМ EDTA, 1,0 мМ DDT). Второй шприц содержал тот же 

буфер с или без 5,0 мМ MgCl2. 

 

В то же время, встраивание иона Mg
2+

 в активный центр aпo-APE1 в комплексе с 

F
FAM/BHQ1

/G17-субстратом приводит к быстрому начальному уменьшению (в пределах 5 

мс) интенсивности флуоресценции FAM. Это указывает на то, что связывание иона Mg
2+

 с 

ферментом протекает быстро и вызывает дополнительный изгиб дуплекса вследствие 

образования прямых связей между ионом Mg
2+

, 5'-фосфатной группой F-сайта и 
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аминокислотными остатками активного центра Asp308, Glu96 и Asp70. Гидролиз 5'-

фосфодиэфирной связи F-сайта приводит к высвобождению продукта и сопровождается 

увеличением интенсивности флуоресценции FAM в интервале времени 0,2–10,0 с. Фаза 

роста флуоресценции FAM практически совпадает с фазой увеличения флуоресценции 

Trp, что указывает на то, что оба изменения флуоресценции соответствуют одному и тому 

же процессу диссоциации комплекса фермент-продукт. 

 

3.4.5. Влияние ионов металлов на структуру APE1 и ДНК-субстрата 

Для определения степени изменения конформаций ДНК и APE1, вызванных 

связыванием ионов металлов, был использован метод кругового дихроизма (CD). Спектры 

CD F/G13-субстрата были получены в присутствии 5,0 мМ MеCl2. Как видно из рис. 93а, 

F/G13-субстрат имеет классический спектр В-формы ДНК и состоит из положительной 

полосы на 275 нм, характеризующей стэкинг азотистых оснований, и отрицательной 

полосы на 236 нм, вызванной спиральной формой дуплекса. Спектры CD показывают, что 

использованные ионы двухзарядных металлов в условиях эксперимента не приводят к 

существенному изменению конформации F/G13-субстрат. CD-спектры APE1 содержат две 

отрицательные полосы около 208 и 222 нм, которые являются характеристиками α-

спиральной структуры белка (рис. 93б) [501, 502]. Полоса в области 222 нм вызвана 

наличием водородных связей в α-спирали и практически не зависит от длины спирали. С 

другой стороны, интенсивность отрицательной полосы в области 208 нм уменьшается при 

уменьшении длины спирали. Как видно из рис. 93б, отрицательная полоса в области 208 

нм уменьшается в присутствии ионов металла, что указывает на то, что они индуцируют 

структурные перестройки фермента. Следует отметить, что ионы Сu
2+

 и Ni
2+

 значительно 

увеличивают шум в диапазонах длин волн 200–300 и 200–230 нм, что препятствует 

регистрации CD-спектров в присутствии этих ионов. 

Таким образом, впервые получены данные о динамике конформационных 

превращений АР-эндонуклеазы человека и ДНК-субстратов в ходе их взаимодействия в 

присутствии моно- и бивалентных ионов металлов (K
+
, Mg

2+
, Mn

2+
, Ca

2+
, Zn

2+
, Cu

2+
, Ni

2+
). 
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а

 

б

 

 

Рис. 93. Спектры кругового дихроизма F/G13-субстрата (а) и APE1 (б) в отсутствие и присутствии 

ионов металлов. 

 

Таким образом, при исследовании влияния ионов металлов на ферментативный 

процесс, катализируемый АРЕ1, пказано, что первая стадия связывания субстрата и 

образования первичного фермент-субстратного комплекса не зависит от концентрации и 

природы двухвалентных ионов металлов. Однако эффективность образования первичного 

комплекса значительно уменьшается с ростом концентрации моновалентных ионов K
+
, 

что свидетельствует о существенном вкладе неспецифических электростатических 

взаимодействиях на этой стадии ферментативного процесса. Показано, что образование 

каталитического комплекса, а также скорость каталитической реакции зависят от 

концентрации Mg
2+

, а природа металла влияет как на процессы связывания ДНК, так и на 

каталитический гидролиз 5'-фосфодиэфирной связи. Так, ионы Cu
2+

 полностью лишают 

фермент APE1 ДНК-связывающей способности, вероятно, за счет взаимодействия с 

азотистыми основаниями и рибозо-фосфатным остовом ДНК. В присутствии ионов Ca
2+

 

APE1 полностью теряет каталитическую активность, хотя фермент способен связывать 

ДНК-субстрат. По-видимому, это связано с тем, что за счет большого ионного радиуса 

ионы Ca
2+

 не могут правильно разместиться в активном центре фермента. Каталитическая 

активность фермента зависит от природы металла и уменьшается в ряду Mg
2+

 > Mn
2+

 > 

Ni
2+

 > Zn
2+

. Анализ CD-спектров показал, что ионы металлов вызывают структурные 

перестройки фермента, которые, по-видимому, могут приводить к уменьшению 

каталитической активности. 
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3.4.6. Влияние pH на связывание ДНК и катализ 

Был проведен анализ влияния pH на стадии образования каталитического комплекса 

и реакцию гидролиза фосфодиэфирной связи. Как видно из рис. 94а, увеличение pH 

приводило к ускорению как фазы падения интенсивности флуоресценции Trp, так и фазы 

роста. Для расчета наблюдаемых констант скорости полученные кинетические кривые 

описывали уравнением (4, i = 2). Наблюдаемая константа скорости k1
Trp

 связывания F/G13-

субстрата увеличивалась более чем в 100 раз при изменении pH от 5,5 до 9,0 (рис. 94б). 

Эти данные свидетельствуют о том, что изменение степени поляризации аминокислотных 

остатков ДНК-связывающего центра, такких как Arg73, Lys78, Glu96, Arg 156, Arg177,  

 

а

 

б

 

в

 

 

 

Рис. 94. Влияние pH на изменение интенсивности флуоресценции Trp в ходе взаимодействия 

APE1 с F/G13-субстратом. (а) Экспериментальные кинетические кривые и теоретические кривые, 

полученные по уравнению (1). Зависимость значения k1
Trp

 (б) и kcat
Trp

 (в) от pH. Теоретические 

кривые на панели (в) представлены для того, чтобы продемонстрировать тенденцию изменения 

наблюдаемой константы скорости. 
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Arg181, Asp210, Lys276, Asp308 и His309 (рис. 82), имеет важное значение для 

образования фермент-субстратного комплекса. При этом протонирование полярных групп 

аминокислотных остатков в более кислых pH препятствует образованию комплекса. 

Кроме того, с ростом pH выше значения 7,5 значительно увеличивается 

наблюдаемая константа каталитической стадии kcat
Trp

, что свидетельствует о том, что 

депротонирование аминокислот в активном центре значительно ускоряет реакцию 

гидролиза фосфодиэфирной связи. 

Увеличение наблюдаемой константы скорости kcat
ПААГ

 более чем в 10 раз при 

увеличении pH от 5,5 до 9,0 наблюдалось также в экспериментах по регистрации 

продуктов реакции методом гель-электрофореза (рис. 95). 

Поскольку активный центр фермента включает остатки Asp308, His309, Glu96, 

Asp210, Tyr171, Asn212 и Asn174, среди которых His309 и Tyr171 имеют pKa 6,6 и 9,6 

соответственно, то в использованном диапазоне pH эти два остатка могут изменить 

полярность. Нужно отметить, что и His309, и Tyr171 координируют расщепляемую 

фосфатную группу, расположенную с 5′-стороны от АР-сайта. Таким образом, 

полученные данные свидетельствуют, что скорость гидролиза фосфодиэфирной связи 

увеличивается при депротонировании His309 и, возможно, Tyr171. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 95. Влияние pH на скорость накопления продуктов реакции в ходе взаимодействия APE1 с 

F/G13-субстратом. (а) Экспериментальные кинетические кривые и теоретические кривые, 

полученные по уравнению (3). (б) Зависимость значения kcat
ПААГ

 от pH. 
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3.4.7. Взаимодействие мутантных форм APE1 с ДНК 

С целью выяснения роли отдельных аминокислот в проявлении каталитической 

активности АРЕ1 были исследованы некоторые мутантные формы фермента, содержащие 

единичные замены аминокислот. Для замены были выбраны потенциально важные для 

катализа и связывания ДНК аминокислотные остатки Asp210 и Asp308, расположенные в 

активном центре фермента и непосредственно участвующие в формировании 

каталитически компетентного состояния фермент-субстратного комплекса. Было 

показано, что замена Asp210Asn приводит к полной потере каталитической активности 

(рис. 96а), при этом мутантная форма APE1 способна связывать ДНК (рис. 96б). Однако 

образование фермент-субстратного комплекса происходит значительно медленнее и 

заканчивается в течение 1 с, тогда как для фермента дикого типа этот процесс происходит 

за 0,1 с. Эти данные показывают, что остаток Asp210 не только выполняет важную роль в 

протекании каталитической реакции, но и участвует в процессе связывания ДНК и 

образования каталитического комплекса. Замена Asp308Ala не приводит к уменьшению 

каталитической активности фермента, что свидетельствует о том, что в составе активного 

центра остаток Asp308 не участвует в процессах, связанных с осуществлением 

каталитической реакции (рис. 96а). Однако, как видно на рис. 96б, замена Asp308Ala 

приводит к значительному уменьшению амплитуды изменения интенсивности 

флуоресценции Trp, и соответственно снижает эффективность образования 

каталитического комплекса. 

 

а
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Рис. 96. (а) Относительная активность APE1 WT и мутантных форм Asp308Ala и Asp210Asn. 

Анализ продуктов реакции проводили через 30 с при взаимодействии APE1 WT и мутантных 

форм Asp308Ala и Asp210Asn с F/G13-субстратом. (б) Экспериментальные кинетические кривые, 

характеризующие конформационные изменения фермента в процессе взаимодействия с F/G13-

субстратом. 
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3.4.8. Экзонуклеазная каталитическая активность APE1 

Несмотря на то, что в процессе связывания ДНК и гидролиза 5'-фосфодиэфирной 

связи в ходе АР-эндонуклеазной реакции APE1 претерпевает конформационные 

превращения, которые регистрируются по изменению интенсивности флуоресценции Trp 

(рис. 97, F/G17-субстрат), при исследовании 3'-5' экзонуклеазной активности не 

происходило изменения интенсивности флуоресценции Trp (рис. 97, Exo-A/T-субстрат). 

 

 

 

Рис. 97. Изменение интенсивности флуоресценции Trp при осуществлении АР-эндонуклеазной и 

3'-5' экзонуклеазной активностей. 

 

Поэтому, для определения скорости отщепления нуклеотида в процессе 3'-5' 

экзонуклеазной реакции, катализируемой APE1, были использованы дуплексы, 

содержащие остаток 2-аминопурина в первом, втором, четвертом и шестом положении от 

3'-конца олигонуклеотида Exo-aPu
i
/T (i = 1, 2, 4 и 6). После образования фермент-

субстратного комплекса и протекания каталитического акта происходит выщепление 

свободного нуклеотида с 3'-конца олигонуклеотида. Таким образом, наблюдая за 

флуоресценцией aPu, можно судить о накоплении в реакционной смеси продуктов 

реакции. При этом ферменту требуется различное время для удаления нуклеотида, 

содержащего 2-аминопурин, что позволяет охарактеризовать как скорость удаления 

нуклеотидов, расположенных на 3'-конце последовательности, так и скорость 

перемещения фермента в направлении 3'→5'. 

Как видно на рис. 98а, взаимодействие АРЕ1 с дуплексами Exo-aPu
i
/T приводит к 

возрастанию интенсивности флуоресценции aPu. В зависимости от местоположения aPu в 

дуплексе Exo-aPu
i
/T рост интенсивности флуоресценции происходит со сдвигом во 

временной шкале от 2 с для Exo-aPu
1
/T до 500 с для Exo-aPu

6
/T при [APE1] = 1 мкМ. Для 

соотнесения изменения интенсивности флуоресценции с процессом удаления нуклеотида 
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были получены зависимости степени расщепления 
32

Р-меченого Exo-aPu
1
/T-субстрата от 

времени. Кинетические зависимости накопления продуктов реакции (рис. 98б),  
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Рис. 98. (а) Изменение интенсивности флуоресценции aPu при взаимодействии АРЕ1 с дуплексами 

Exo-aPu
i
/T. (б) Скорость накопления продуктов реакции в ходе взаимодействия APE1 с Exo-

aPu
1
/T-субстратом. (в) Радиоавтограф геля и (г) профиль накопления и расходования 

промежуточных укороченных продуктов реакции в ходе отщепления нуклеотидов. (д) 

Соотнесение флуоресцентных кинетических кривых с накоплением и расходованием укороченных 

продуктов реакции. Концентрация [Exo-aPu
i
/T] = 1 мкМ, концентрация АРЕ1 = 2 мкМ. 
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представляющих суммарный набор укороченных олигонуклеотидов (рис. 98в), 

показывают, что экзонуклеазная активность APE1 приводит к эффективному 

расщеплению олигонуклеотида в течение примерно 200 с. Кроме того, полученные 

электрофоретические данные позволили получить профиль накопления и расходования 

укороченных промежуточных продуктов реакции (рис. 98г). Сравнение флуоресцентных 

кинетических кривых, полученных с использованием дуплексов Exo-aPu
i
/T с 

накоплением и расходованием укороченных продуктов реакции, соответствующих i-тому 

положению, показывает, что фаза быстрого роста интенсивности флуоресценции 

соответствует выщеплению нуклеотида, содержащего aPu (рис. 98д). 

Для каждого из исследуемых дуплексов Exo-aPu
i
/T получена концентрационная 

серия кривых (рис. 99). При взаимодействии АРЕ1 с дуплексами Exo-aPu
i
/T происходит 

образование первичного фермент-субстратного комплекса, выщепление первого 

нуклеотида, далее происходит дислокация фермента к n-1 нуклеотиду, его выщепление и 

т.д. В случае субстратов Exo-aPu
2
/T, Exo-aPu

4
/T и Exo-aPu

6
/T, требующих перемещения 

фермента вдоль укороченного продукта реакции, время, необходимое для удаления 

нуклеотида, содержащего основание aPu, возрастало до 1000–10000 с. Поскольку в ходе 

множественных оборотов фермента и перемещения по укороченной цепи происходит 

разупорядочивание ферментативного процесса, кинетические кривые, полученные для 

Exo-aPu
2
/T, Exo-aPu

4
/T и Exo-aPu

6
/T, описывались многоэкспоненциальной (ур. (3), i > 

3) функцией, что значительно затрудняло получение количественных параметров 

процессов с участием этих субстратов. 

Для определения величины наблюдаемой константы скорости экзонуклеазной 

реакции каждую кинетическую кривую аппроксимировали суммой экспонент. При этом 

для Exo-aPu
1
/T кинетические кривые описывались двухэкспоненциальным уравнением (4, 

i = 2). Наблюдаемая константа скорости k1
aPu

, соответствующая фазе максимального роста 

интенсивности флуоресценции aPu и характеризующая скорость удаления нуклеотида 

aPu, характеризовалась гиперболической зависимостью от концентрации APE1 (рис. 

100а). Такая зависимость свидетельствует о том, что каталитической стадии удаления 

нуклеотида предшествует стадия образования фермент-субстратного комплекса (схема 

29). Используя уравнение (9), была рассчитана константа связывания субстрата K1 ((1,4 ± 

0,2)×10
6
 М

-1
) и константа скорости каталитической стадии k2 (0,096 ± 0,004 с

-1
). 

Наблюдаемая константа скорости k2
aPu

, характеризующая вторую медленную стадию, не 

зависела от концентрации APE1 и, по-видимому, отражает процесс выхода нуклеотида, 

содержащего aPu, из активного центра фермента (рис. 100б). 

k1
aPu

 = K1[APE1]k2/(K1[APE1]+1)       (9) 
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Рис. 99. Изменение интенсивности флуоресценции aPu при взаимодействии АРЕ1 с 

дуплексами Exo-aPu
i
/T. Концентрация субстрата 1 мкМ, диапазон изменения 

концентрации фермента указан на рисунке. 
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Рис. 100. Зависимость наблюдаемых констант скорости k1
aPu

 (а) и k2
aPu

 (б) от концентрации APE1 

при взаимодействии с Exo-aPu
1
/T. 
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Схема 29 

, 

где Е – фермент, S – Exo-aPu
1
/T-субстрат, E•S – каталитически активный комплекс 

фермент-субстрат, E•P – комплекс фермента с укороченным продуктом реакции K1 – 

константа образования каталитического комплекса и k2 – константа скорости удаления 

нуклеотида, содержащего aPu. 

 

Поскольку эффективность 3'-5' экзонуклеазной реакции зависит от термической 

стабильности ДНК-дкплексов [321, 503], была проведена оценка влияния стабильности 

концевой пары на выщепление первого нуклеотида. Для этой цели были использованы 

дуплексы Exo-aPu
1
/N, содержащие напротив aPu азотистые основания цитозина, тимина, 

аденина или гуанина (N = C, Т, A и G соответственно). На рис. 101 представлены 

кинетические кривые взаимодействия АРЕ1 с дуплексами Exo-aPu
1
/N. Видно, что 

скорость выщепления 2-аминопурина зависит от природы стоящего напротив нуклеотида 

и уменьшается в ряду G > A > C > T. 

 

а

 

б

 

 

Рис. 101. (а) Изменение интенсивности aPu при взаимодействии АРЕ1 с Exo-aPu
1
/N-субстратами. 

(б) Значения наблюдаемых констант скоростей ki
aPu

. 

 

Экспериментальные данные были количественно обработаны суммой двух 

экспонент (ур. 4, i = 2). Как видно из рис. 101б, от природы стоящего напротив нуклеотида 

зависит только значение наблюдаемой константы скорости первой фазы k1
aPu

. Значение 

наблюдаемой константы скорости второй фазы k2
aPu

 не зависело от природы стоящего 

напротив нуклеотида и составило величину, равную (3,4 ± 0,2)×10
-3

 с
-1

. Первая стадия 
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роста интенсивности флуоресценции отражает выщепление нуклеотида, содержащего 

остаток 2-аминопурина, как было показано в экспериментах с радиоактивно меченым 

субстратом. Вторая стадия роста интенсивности флуоресценции отражает, по-видимому, 

процесс диссоциации отщепленного нуклеотида. 
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Рис. 102. Изменение интенсивности флуоресценции aPu при взаимодействии АРЕ1 с дуплексами 

Exo-aPu
2
-X/N, содержащими неповрежденные (а) или поврежденные (б) нуклеотиды. 

Концентрация [АРЕ1] = [Exo-aPu
2
-X/N] = 1 мкM. (в) Значения наблюдаемых констант скоростей 

k1
aPu

. 

 

Значение наблюдаемой константы скорости k1
aPu

 (с
-1

) изменяется в ряду G (0,13) > A 

(7,5×10
-2

) > C (5,0×10
-2

) ≥ T (4,0×10
-2

). Таким образом, из представленных данных видно, 

что природа нуклеотидов концевой пары значительно влияет на скорость выщепления 

концевого нуклеотида. Основание aPu образует две водородные связи с тимином и одну 

водородную связь с цитозином, в то время как с пуриновыми основаниями образование 

таких пар невозможно. Таким образом, можно предположить, что образование 

каталитически активного комплекса фермента с дуплексами, содержащими aPu/G и aPu/А 
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пары, происходит быстрее вследствие отсутствия комплементарных взаимодействий 

между концевыми нуклеотидами, что приводит к увеличению скорости выщепления 3′-

концевого нуклеотида. 

Для выяснения влияния природы концевого нуклеотида на скорость его удаления 

использовали набор дуплексов Exo-aPu
2
-X/N, в которых aPu располагается во втором 

положении от 3'-конца, а X представляет собой нуклеотид, содержащий либо 

неповрежденное основание аденин (A), гуанин (G), цитозин (C), тимин (T), либо 

модифицированное основание, такое как 8-оксогуанин (oxoG), урацил (U), метилцитозин 

(5mC), альфа-аденозин (A), либо является остатком тетрагидрофурана (F) или фосфата 

(p).  

На рис. 102а представлены экспериментальные данные зависимости интенсивности 

флуоресценции aPu от времени при взаимодействии АРЕ1 с дуплексами Exo-aPu
2
-X/N. 

Интересно, что скорость выщепления aPu, расположенного после G/C и C/G пары, была 

выше, чем в случаях A/T и T/A пары. Скорость выщепления 2-аминопурина, 

расположенного после поврежденной X/N пары, уменьшается в ряду: F/G ≥ αA/T > 

oxoG/C = U/G > meC/G ≥ p/C (рис. 102б). Экспериментальные данные были количественно 

обработаны по уравнению (1). Значения наблюдаемых констант скорости kobs, 

соответствующих отщеплению остатка 2-аминопурина, приведены в таблице 28 и на рис. 

102в. 

 

Таблица 28. Значения наблюдаемой константы скорости kobs, соответствующей удалению 

остатка aPu из дуплекса Exo-aPu
2
-X/N 

Пара X/N kobs, с
-1

 

F/G (4,6 ± 0,05)×10
-3

 

oxoG/C (1,7 ± 0,07)×10
-3

 

p/C (5,3 ± 0,6)×10
-4

 

5mC/G (8,9 ± 0,5)×10
-4

 

U/G (1,9 ± 0,06)×10
-3

 

αA/T (3,3 ± 0,04)×10
-3

 

A/T (9,9 ± 0,6)×10
-4

 

T/A (9,2 ± 0,5)×10
-4

 

C/G (2,1 ± 0,07)×10
-3

 

G/C (2,9 ± 0,05)×10
-3
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Видно, что взаимодействие АРЕ1 с дуплексами, содержащими F-сайт и альфа-

аденозин, приводит в наибольшему значению наблюдаемой константы скорости. 

Интересно, что значения наблюдаемых констант для дуплексов, содержащих oxoG/C, U/G 

и C/G пару практически одинаковы и находятся в пределах (1,7–2,1)×10
-3

 с
-1

, тогда как 

значение наблюдаемой константы скорости для дуплекса, содержащего G/C пару, немного 

выше и составляет 2,9×10
-3

 с
-1

. Следует отметить, что реакция гидролиза 3′-фосфатной 

группы (3′-фосфатазная активность) имеет наименьшую величину наблюдаемой 

константы скорости (5,3 ± 0,6)×10
-4

 с
-1

, что согласуется с литературными данными [504, 

505], показывающими, что 3′-фосфатазная активность APE1 примерно в 200 раз слабее, 

чем АР-эндонуклеазная активность. 

 

3.4.9. Термодинамические параметры ферментативного процесса 

Для уточнения природы процессов, происходящих на последовательных стадиях 

узнавания F-сайта в ДНК-субстрате, катализа и диссоциации комплекса фермента с 

продуктом, выполнен постадийный термодинамический анализ взаимодействия APE1 с 

F/G17-субстратом. Получены кинетические кривые, характеризующие взаимодействие 

APE1 с F/G17-субстратом в условиях одного оборота фермента при температуре от 10 до 

37°С. На рис. 103а приведен пример концентрационной серии кинетических кривых, 

полученных при 25°С. Согласно полученным ранее данным [492, 493], уменьшение 

интенсивности флуоресценции Trp на начальном участке кинетических кривых 

характеризует образование каталитически компетентного комплекса. Каталитическая 

стадия процесса, приводящая к образованию продуктов и последующей диссоциации 

комплекса фермент–продукт, сопровождается увеличением интенсивности 

флуоресценции Trp на более поздних временах (начиная примерно от 1 с). Как видно из 

кинетических кривых (рис. 103б), обе фазы изменения интенсивности флуоресценции 

зависят от температуры. 

Анализ кинетических кривых изменения интенсивности флуоресценции белка 

показал, что минимальный кинетический механизм взаимодействия АРЕ1 с F/G17-

субстратом включает двухстадийное равновесное связывание, необратимое образование 

комплекса фермент–продукт и равновесную диссоциацию этого комплекса, который, как 

и ранее [14–16], описывается схемой 26. Константы скорости прямых и обратных реакций, 

характеризующие взаимодействие APE1 с F/G17-субстратом при разных температурах, 

приведены в таблице 29. 
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б

 

 

Рис. 103. (а) Экспериментальные и теоретические кинетические кривые, характеризующие 

конформационные изменения APE1 при взаимодействии c F/G17-субстратом при 25°С. [APE1] = 

1,0 мкМ, концентрация F/G17-субстрата изменяется в диапазоне от 0,5 до 2,5 мкМ. (б) Изменения 

интенсивности флуоресценции Trp в процессе взаимодействия APE1 и F/G17-субстрата при 

различных температурах. [APE1] = 1,0 мкМ, [F/G17] = 2,0 мкМ. 

 

Как показано на рис. 104, зависимости ln(Ki) и ln(k3/Т) от 1/Т имеют линейный вид, 

что позволяет рассчитать термодинамические параметры равновесных стадий по 

уравнению Вант–Гоффа (5) и параметры переходного состояния каталитической стадии 

по уравнению Эйринга (6). Полученные данные представлены в таблице 30. 

 

а

 

б

 

 

 

Рис. 104. Зависимости ln(Ki) (а) и ln(k3/Т) (б) от 1/Т. 
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Таблица 29. Константы скорости отдельных стадий взаимодействия АРЕ1 с F/G17-субстратом и константы диссоциации комплекса фермент-

продукт при разной температуре 

 

Константы 
Температура 

10°С 15°С 20°С 25°С
 

30°С 37°С 

k1, M
-1

с
-1 

(5,1 ± 2,1)×10
6 

(16,0 ± 3,4)×10
6
 (46,0 ± 12,0)×10

6
 (100 ± 12)×10

6
 (190 ± 32)×10

6
 (520 ± 20)×10

6
 

k-1, с
-1

 3,3 ± 0,4 7,3 ± 3,6 12,0 ± 5,1 11,0 ± 2,5 19,0 ± 5,2 47,0 ± 13,0 

K1
*
, M 1,5×10

6
 2,2×10

6
 3,8×10

6
 9,1×10

6
 10,0×10

6
 11,1×10

6
 

k2, с
-1

 4,2 ± 2,6 3,7 ± 1,2 8,2 ± 3,9 8,8 ± 4,4 15,0 ± 1,8 24,0 ± 9,0 

k-2, с
-1

 5,7 ± 1,9 5,5 ± 2,9 19,0 ± 3,7 27,0 ± 4,2 40,0 ± 6,6 93,0 ± 17,4 

K2
 

0,74 0,67 0,43 0,33 0,37 0,26 

kcat, с
-1

 1,4 ± 0,6 2,0 ± 0,7 2,5 ± 1,2 4,6 ± 2,2 6,6 ± 2,2 9,2 ± 1,0 

Kp, M (13,5 ± 3,9)×10
-6

 (10,6 ± 1,9)×10
-6

 (7,2 ± 1,8)×10
-6

 (6,6 ± 2,3)×10
-6

 (6,9 ± 1,2)×10
-6

 (4,2 ± 0,6)×10
-6

 

 

Константы равновесия для стадий связывания рассчитаны по формуле Ki = ki/k-i. 
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Таблица 30. Термодинамические параметры взаимодействия АРЕ1 с F/G17-субстратом 

Параметр 

 

 

Стадия (номер) 

∆G°i,298, 

ккал/моль 

∆H°i, 

ккал/моль 

∆S°i, 

кал/(мольК) 

Первичное связывание ДНК (1) -9,2 14,3 ± 2,2 79,0 ± 7,6 

Специфическое узнавание F-сайта 

(2) 
0,5 -6,8 ± 1,2 -24,6 ± 4,0 

Суммарное значение параметров для 

стадий связывания 






2

1

i

i  

-8,7 7,5 ± 3,4 54,4 ± 11,7 

Переходное состояние 

каталитической стадии (3) 
16,6 12,2 ± 0,8 -14,8 ± 2,8 

Образование комплекса фермент–

продукт (4) 
-7,0 6,8 ± 1,0 46,6 ± 3,5 

Стандартная ошибка ± 1 SD. Ошибка определения энергии Гиббса, ∆∆G°i298 = 

RT(∆Ki/Ki) ≤ 0,1 ккал/моль. 

 

Согласно полученным данным, образование первичного фермент-субстратного 

комплекса (первая стадия в схеме 26) характеризуется положительным изменением 

стандартной энтальпии (14,3 ккал/моль) и положительным изменением энтропии (79,0 

кал/(моль×К)). Поскольку увеличение энтропии при взаимодействии ДНК-связывающих 

белков с ДНК обусловлено либо десольватацией полярных групп в области контакта 

белок–ДНК [408], либо вытеснением высокоупорядоченных «кристаллических» молекул 

воды из бороздок ДНК [409], то можно заключить, что на этой стадии происходит 

образование связей между аминокислотными остатками ДНК-связывающего центра и 

ДНК-дуплексом. Среди них можно отметить взаимодействие между фосфатными 

группами ДНК-дуплекса с 5′- и 3′-стороны от F-сайта и остатками Arg73, Ala74, Lys78, 

Trp280, Asn222, Asn226 и Asn229 (рис. 82). Кроме того, в этот момент времени, вероятно, 

происходит встраивание остатка Arg177 в ДНК-дуплекс со стороны большой бороздки и 

образование водородной связи с фосфатной группой, расположенной с 3′-стороны от F-

сайта. Остаток Met270 встраивается в ДНК-дуплекс со стороны малой бороздки и также 

может вытеснять «кристаллическую» воду. 
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Вторая стадия взаимодействия APE1 c F-субстратом, представляющая собой 

специфическую перегруппировку комплекса (E•S)1, характеризуется отрицательным 

значением изменения как энтальпии (∆H°2 = -6,8 ккал/моль), так и энтропии (-24,6 

кал/(мольК)). Отрицательное значение ∆H°2 свидетельствует о стабилизации комплекса 

при образовании новых, энергетически выгодных связей между взаимодействующими 

атомами, а отрицательное значение ∆S°2 – об увеличении его жесткости, т.е. об 

уменьшении внутренних степеней свободы. Эти результаты свидетельствуют о том, что 

данная стадия включает процесс выворачивания F-сайта в активный центр фермента и 

стабилизации этого состояния с помощью остатков Arg177 и Met270, которые 

встраиваются в большую и малую бороздки ДНК соответственно. Кроме того, в этот 

момент происходит, вероятно, образование связей между фосфатной группой, 

расположенной в 5′-направлении от F-сайта, остатками Asn174, Asn212 и His309 и ионом 

Mg
2+

, расположенными в активном центре фермента. 

Для третьей, каталитической, стадии были рассчитаны значения изменений 

энтальпии (∆H

) и энтропии (∆S


) активации процесса образования переходного 

комплекса. Полученное значение для энтальпии активации равно 12,2 ккал/моль. 

Необходимо отметить, что это значение относится к стадии гидролиза фосфодиэфирной 

связи ферментом APE1 и лежит в диапазоне величин 6,0–18,6 ккал/моль, полученных для 

каталитических стадий реакций разрыва N-гликозидной связи и β-элиминирования 

фосфатных групп, осуществляемых ДНК-гликозилазами Fpg и hOGG1 [369, 407]. 

Интересно отметить, что термодинамические параметры стадии образования 

комплекса фермента с продуктом реакции коррелируют с параметрами образования 

первичного комплекса. Как и первая стадия, этот процесс характеризуется 

положительными значениями изменений стандартных значений энтальпии и энтропии 

(6,8 ккал/моль и 46,6 кал/(мольК) соответственно). Это свидетельствует о том, что 

основной вклад в термодинамические параметры этой стадии вносят те же 

взаимодействия, которые происходят на первой стадии связывания АРЕ1 с ДНК-

субстратом – неспецифические контакты между ДНК-связывающим центром и 

рибозофосфатным остовом ДНК-дуплекса. Однако комплекс фермента с продуктом E•Р 

можно считать истинным неспецифическим комплексом, тогда как образование 

первичного комплекса (E•S)1 в случае короткого ДНК-субстрата включает некоторые 

элементы специфического узнавания F-сайта. Поэтому образование комплекса (E•S)1 по 

сравнению с комплексом E•Р энергетически более выгодно (G°298 = -2,2 ккал/моль, 

H° = 7,5 ккал/моль, S° = 32,4 кал/(мольК)).  



 231 

3.5 Практическое применение данных о молекулярно-кинетических 

механизмах ферментов репарации 

Практическим приложением полученных данных об особенностях взаимодействия 

ферментов репарации с ДНК является разработка метода, позволяющего определить их 

активность в биологических образцах, включая лизаты клеток, содержащих небольшое 

количество ферментов. Разработка таких методов имеет большое значение для 

диагностирования уровня репарационно-защитного статуса конкретного организма. 

Кроме того, использование высокочувствительного метода определения специфической 

активности востребовано для быстрого, поточного поиска низкомолекулярных 

соединений, оказывающих влияние на эту активность. При этом активаторы ферментов 

репарации могут быть рассмотрены как средства, позволяющие проводить профилактику 

возникновения заболеваний, вызванных накоплением мутаций в геноме, в том числе и 

опухолевую трансформацию клеток, тогда как ингибиторы данных ферментов могут быть 

использованы, например, при химио- и лучевой терапии онкологических заболеваний, 

поскольку уменьшение репарационной устойчивости организма необходимо для более 

эффективного протекания лечения. 

Для создания высокочувствительного специфического метода определения 

активности ключевых ферментов репарации, включая ДНК-гликозилазы и АР-

эндонуклеазу необходимо: 

1) создать ряд флуоресцентных ДНК-зондов, содержащих различные типы 

поврежденных оснований ДНК, в том числе повреждения ДНК, встречающиеся при 

химио- и лучевой терапии онкологических заболеваний, которые будут обеспечивать 

максимальную чувствительность к специфическим ферментам; 

2) ДНК-зонды должны содержать модификации, повышающие их устойчивость 

к неспецифическим эндо- и экзонуклеазам и позволяющие их использование в общем 

клеточном лизате, в качестве неспецифического контроля использовать ДНК-зонды, не 

содержащие специфического повреждения; 

3) определить эффективность данных зондов с использованием очищенных 

препаратов ферментов и провести апробацию метода на лизатах культивируемых клеток. 

 

3.5.1. Определение активности ферментов репарации 

В рамках разработанной концепции был создан ДНК-зонд F
FAM/Dab

/G13, 

использованный для определения активности APE1. Принципиальная схема метода 

представлена на рис. 105а. ДНК-зонд F
FAM/Dab

/G13 представляет собой дуплекс 

олигонуклеотидов, несущих FRET пару FAM/Dab. Один из олигодезоксирибонуклеотидов 
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несет флуоресцентный краситель на 5′-конце, а комплементарный 

олигодезоксирибонуклеотид несет краситель на 3′-конце. Флуоресцентные красители 

подобраны таким образом, что спектр испускания флуоресценции одного красителя 

(флуоресцеин, FAM) перекрывается со спектром поглощения второго красителя (дабцил, 

Dab). Образование дуплекса приводит к пространственному сближению флуорофора FAM 

и тушителя флуоресценции Dab, в результате чего происходит эффективное тушение 

флуоресценции. В качестве специфического сайта был использован F-сайт. 

Взаимодействие APE1 и F
FAM/Dab

/G13 приводит к расщеплению рибозо-фосфатного остова 

ДНК по специфическому сайту. В результате, вследствие нестабильности 

образовавшегося в качестве продукта реакции дуплекса, его цепи в растворе расходятся, 

что приводит к пространственному разделению флуорофора и тушителя. Интенсивность 

флуоресценции увеличивается по мере накопления продукта реакции. Как видно на рис. 

105б, F
FAM/Dab

/G13 обладает высокой чувствительностью к низким концентрациям 

очищенного препарата APE1. 

Таким образом, апробация данного ДНК-зонда показала перспективность его 

использования для определения низких концентраций APE1. Тем не менее, для 

использования данного подхода необходимо повысить устойчивость ДНК-зонда к 

действию неспецифических экзонуклеаз. 

 

а 

 

б

 

 

Рис. 105. (а) Принципиальная схема метода определения активности APE1 и (б) эффективность 

ДНК-зонда F
FAM/Dab

/G13. 
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Согласно данным о механизме действия АРЕ1 [9, 92, 326, 327], замены 3′-концевого 

мостикового атома кислорода в фосфатной группе нуклеотида, расположенного с 5-

стороны от АР-сайта, на иминогруппу NH с образованием N3′-P5′-фосфорамида или 

одного из немостиковых атомов кислорода на атом серы, аминогруппу NH2 или остаток 

тетраметилгуанидина (Tmg) (рис. 106, таблица 31) должны привести к нарушению 

контактов с ионом Mg
2+

 и аминокислотными остатками активного центра, что может 

уменьшить скорость каталитической реакции. Поскольку APE1 обладает 3′-5′-

экзонуклеазной активностью, то для блокирования этого процесса в 3′-концевую 

межнуклеотидную фосфатную группу в некоторых случаях введены замены атомов О на S 

или Tmg (таблица 31). Синтез модифицированных амидофосфитов и олигонуклеотидов 

совместно проведен в лаборатории органического синтеза, лаборатории биомедицинской 

химии и лаборатории химии нуклеиновых кислот ИХБФМ. 

 

 

 

Рис. 106. Химическая модификация 5′-фосфатной группы F-сайта с образованием аналогов, 

устойчивых к действию АРЕ1. 

 

Оценку эффективности расщепления олигонуклеотидов проводили путем 

разделения продуктов реакции методом гель-электрофореза. Наблюдаемые константы 

скорости расщепления дуплексов олигонуклеотидов, имеющих замену только в 

фосфатной группе, расположенной с 5′-стороны от F-сайта уменьшаются в ряду F
O

/G
O

 > 

F
3′N

/G
O

 > F
N
/G

O
 > F

S
/G

O
 (рис. 107а). Интересно отметить, что N3′-P5′-фосфорамидная 

межнуклеотидная связь 1b в ДНК-дуплексе F
3′N

/G
O

 расщепляется примерно в 30 раз 

медленнее, чем фосфодиэфирная связь 1а в нативном ДНК-дуплексе F
O

/G
O

. В то же время 

динуклеотиды, содержащие тиофосфат 1с или фосфорамид 1d, расщепляются более чем 

на три порядка медленнее немодифицированного динуклеотида. Таким образом, данные 
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типы модификаций фосфатной группы в составе дуплексов олигонуклеотидов могут быть 

использованы для связывания и ингибирования активности фермента APE1. 

 

Таблица 31. Модификации фосфатной группы, использованные в работе 

Сокращенное название Последовательность олигонуклеотида и сайт 

модификации 
F

O
, X = O, Y = O

–
, Z = O

–
 

F
3′N

, X = NH, Y = O
–
, Z = O

–
 

F
S
, X = O, Y = S

–
, Z = O

–
 

F
SS

, X = O, Y = S
–
, Z = S

–
 

F
N
, X = O, Y = NH2, Z = O

–
 

F
NB

, X = O, Y = NH2, Z = Tmg* 

F
BB

, X = O, Y = Tmg, Z = Tmg  

G
O
, Z = O 

G
S
, Z = S

–
 

G
B
, Z = Tmg 

 
* Tmg –тетраметилгуанидиновая группа N=C(NMe2)2. 

 

Таким образом, эндонуклеазная активность АРЕ1 значительно снижена по 

одношению к ДНК-дуплексам, содержащим модифицированные фосфатные группы с 5′-

стороны от F-сайта. Однако анализ продуктов расщепления данных дуплексов после 

выдерживания реакционных смесей более 12 ч свидетельствовал о протекании 3′-5′-

экзонуклеазного отщепления 3′-концевого нуклеотида. Для того, чтобы уменьшить 

скорость отщепления 3′-концевого нуклеотида, в олигонуклеотидах была 

модифицирована межнуклеотидная фосфатная группа, ближайшая к 3′-концу (таблица 

31). В качестве защитной модификации использовали тетраметилфосфорилгуанидиновую 

группу (Tmg) [506]. Было показано, что такая модификация приводит к блокированию 3′-

5′-экзонуклеазной активности фермента APE1 в интервале времени более 12 ч. Кроме 

того, Tmg была протестирована как защитная модификация фосфатной группы с 5′-

стороны от F-сайта 1e (рис. 106). Данные, полученные методом разделения продуктов 

реакции в ПААГ, показали, что дуплекс, содержащий динуклеотид 1е, обладает высокой 

устойчивостью к действию эндонуклеазной активности фермента APE1 в течение 3 ч (рис. 

107б). 

 

 

 

 

 

 



 235 

а

 

б

 

в

 

 

 

Рис. 107. Эндонуклеазная активность APE1 при взаимодействии с дуплексами олигонуклеотидов, 

несущими модифицированную фосфатную группу (а) только с 5′-стороны от F-сайта или (б) как с 

5′-стороны от F-сайта, так и 3′-межнуклеотидную фосфатную группу. [APE1] = [ДНК-дуплекс] = 

1,0 мкМ. (в) Отностительная эффективность расщепления модифицированных ДНК-дуплексов. 

 

Для того, чтобы оценить эффективность связывания фермента APE1 с 

модифицированными ДНК-дуплексами регистрировали изменения интенсивности 

флуоресценции Trp (рис. 108). Уменьшение интенсивности флуоресценции в начальный 

момент времени (до 0,1 с) характеризует процесс образования фермент-субстратного 

комплекса, в котором происходит каталитическая реакция расщепления межнуклеотидной 

фосфатной группы. После чего происходит диссоциация комплекса фермента с продуктом 

реакции, которая сопровождается ростом интенсивности флуоресценции в интервале 

времени 0,1–10 с. Как видно из рис. 108, взаимодействие APE1 с дуплексами F
N
/G

O
 и 

F
NB

/G
B
 сопровождается только фазой уменьшения интенсивности флуоресценции до 0,1 с, 

свидетельствующей об образовании фермент субстратного комплекса. В то же время 

взаимодействие APE1 с дуплексом F
BB

/G
B
 не приводит к изменению интенсивности 
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флуоресценции. Это указывает на то, что объемная Tmg модификация фосфатной группы 

с 5′-стороны от F-сайта блокирует процесс образования комплекса фермент-ДНК. 

Таким образом, полученные данные показывают, что использование объемных 

заместителей для предотвращения каталитической реакции приводит к потере 

специфичности фермента и такие модификации не могут быть использованы в ДНК-

зондах в непосредственной близости от специфического сайта. Однако такие заместители 

могут эффективно блокировать экзонуклеазную активность ферментов. Проведенный 

скрининг модификаций фосфатной группы показал, что они могут быть использованы для 

повышения устойчивости ДНК-зондов, разрабатываемых для определения активности 

ферментов репарации в общих лизатах клеток, содержащих неспецифические эндо- и 

экзонуклеазы. 

 

 

 

Рис. 108. Кинетические кривые изменения интенсивности флуоресценции остатков Trp при 

взаимодействии APE1 с модифицированными ДНК-дуплексами. [APE1] = [ДНК-дуплекс] = 1,0 

мкМ. 

 

3.5.2. Поиск и разработка соединений, оказывающих влияние на активность 

ферментов репарации 

В связи с тем, что функционирование ферментативных систем репарации ДНК 

является одним из ключевых факторов в процессах лечения опухолевых заболеваний 

методами химио- и лучевой терапии, еще одним направлением использования стабильных 

ДНК-дуплексов, несущих специфический сайт, является селективное ингибирование 

ферментов репарации ДНК. Поэтому для одного из перспективных ингибиторов фермента 

APE1, дуплекса F
N
/G

O
, была оценена способность ингибирования реакции расщепления 

дуплекса F
O

/G
O

. Для этого в реакционную смесь APE1 и F
O

/G
O

 в различных 

концентрациях добавляли дуплекс F
N
/G

O
. Как видно на рис. 109а скорость расщепления 

немодифицированного субстрата F
O

/G
O

 значительно уменьшалась в присутствии F
N
/G

O
.  
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Рис. 109. Степень расщепления дуплекса F
O
/G

O
 АР-эндонуклеазой APE1 в присутствии дуплексов 

F
N
/G

O
 (а) и G/C (б). (в) Зависимость наблюдаемой константы скорости расщепления дуплекса 

F
O
/G

O
 от концентрации дуплексов F

N
/G

O
 и G/C. [APE1] = [F

O
/G

O
] = 1,0 мкМ. 

 

В качестве контроля специфического ингибирования фермента APE1 дуплексом F
N
/G

O
 

использовали дуплекс G/C13, который не содержит модифицированных нуклеотидов. Как 

видно на рис. 109б, такой дуплекс практически не приводит к уменьшению 

ферментативной активности APE1. Зависимость наблюдаемой константы скорости 

расщепления субстрата F
O

/G
O

 от концентрации ингибитора F
N
/G

O
 позволила оценить 

значение IC50 = 2,5×10
-7

 М (рис. 109в), которое хорошо согласуется с константой 

ассоциации фермента APE1 с ДНК-дуплексами, несущими F-сайт [492, 493]. При этом для 

дуплекса G/C13 величина IC50 = 8,0×10
-6

 М (рис. 109в) и согласуется с величиной 

константы связывания неспецифического дуплекса [492]. Таким образом, замена атома O 

в фосфатной группе с 5′-стороны от F-сайта на NH не изменяет сродство фермента APE1 к 

дуплексу. При этом каталитическая активность APE1 значительно снижена, и фермент 

может оставаться в комплексе с F
N
/G

O
, что приводит к уменьшению общей 

ферментативной активности APE1 в реакции. Таким образом, ингибирующая активность 
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дуплекса F
N
/G

O
 связана со специфическими взаимодействиями фермента APE1 с F-

сайтом. Полученные данные свидетельствуют о том, что на величину константы 

ингибирования в значительно меньшей степени влияют неспецифические взаимодействия 

с рибозофосфатным остовом ДНК-дуплекса. 

Кроме того, в ходе выполнения работ д.ф.-м.н. Ю.Н. Воробьевым проведен 

рациональный дизайн структур потенциальных ингибиторов 8-оксогуанин-ДНК-

гликозилазы человека hOGG1. Предлагаемые соединения, являющиеся аналогами 

гетероциклических оснований нуклеиновых кислот, синтезированы в лаборатории 

органического синтеза ИХБФМ СО РАН. Библиотеку полученных соединений 

использовали для определения эффекта ингибирования. Было показано, что 6-амино-4-

хлоропиразоло[3,4-d]пиримидин является эффективным ингибитором фермента hOGG1 

(рис. 110). Концентрация соединения, которая вызывает 50% снижение активности 

hOGG1, равна 12,5 мкМ. В настоящее время найденное соединение является первым и 

единственным в мире ингибитором фермента hOGG1. 

 

 

 

Рис. 110. Cтепень ингибирования hOGG1 различными концентрациями 6-амино-4-

хлоропиразоло[3,4-d]пиримидина. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Выяснение механизмов узнавания повреждений в ДНК ферментами репарации 

представляет собой трудную и нетривиальную задачу, требующую применения широкого 

спектра методов исследования и использования различных подходов. 

1. В рамках настоящей работы разработана и апробирована комплексная 

методология изучения механизмов узнавания повреждений ферментами эксцизионной 

репарации оснований ДНК, основанная на кинетическом, термодинамическом и 

мутационном анализах изменений конформации ферментов и ДНК. 

Кинетический анализ конформационных изменений ферментов и ДНК при 

образовании и превращении фермент-субстратных комплексов включал использование 

методов предстационарной кинетики, поскольку процессы узнавания повреждений 

являются быстрыми. Конформационные переходы фермента регистрировались по 

изменению как собственной флуоресценции, обусловленной, преимущественно, 

присутствием природного набора остатков Trp в молекуле, так и флуоресценции 

введенных методом сайт-направленного мутагенеза дополнительных остатков Trp в 

различные домены молекулы, принимающие участие в специфических белково-

нуклеиновых взаимодействиях. Чтобы регистрировать конформационные превращения в 

ДНК-субстратах, использовали модельные ДНК-дуплексы, содержащие 

флуоресцирующие аналоги азотистых оснований, которые располагались либо с 5′-, 3′-

стороны от поврежденного нуклеотида, либо в комплементарной цепи напротив 

повреждения. Проведена апробация различных флуорофоров и их положения в составе 

ДНК. Кроме того, анализировалось качественное поведение сигнала флуоресцентной 

метки, позволяющее судить о характере изменения ее окружения. Изгибание ДНК-

субстрата при образовании комплекса с ферментом, каталитические стадии реакции и 

диссоциация комплекса фермент-продукт регистрировались методом FRET, который 

чувствителен к изменению расстояния между донором и акцептором флуоресценции. В 

отдельных случаях изгибание спирали ДНК доказывали с помощью метода PELDOR. 

Для соотнесения конформационных изменений в ДНК с взаимодействиями 

конкретных остатков в процессе образования специфических фермент-субстратных 

комплексов использовали подход постадийного усложнения субстрата, разработанный 

ранее в работах д.х.н. Г.А. Невинского [387-389]. Переход от неповрежденного дуплекса 

ДНК, отражающего наиболее простые, неспецифические взаимодействия, к 

специфическому ДНК-субстрату, характеризующему полный ферментативный цикл, 

позволил выявить природу взаимодействий между реагирующими молекулами и 

соотнести их с взаимодействиями конкретных химических групп. 
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Термодинамический анализ основывался на исследовании ферментативных 

процессов методом остановленной струи с флуориметрической детекцией при различных 

температурах. Данная методология позволила определить термодинамические параметры 

Но и So равновесных стадий формирования промежуточных короткоживущих белково-

нуклеиновых комплексов и интермедиатов из зависимостей ln(K) от 1/Т по уравнению 

Вант-Гоффа. Несмотря на общеизвестность самого принципа определения величин Но и 

So равновесных процессов, в литературе до настоящего времени, за исключением наших 

работ [369, 407, 507] и работы проф. K.A. Джонсона, опубликованной в 2017 году [508], 

отсутствовали данные о практическом применении такого подхода к многостадийным 

быстропротекающим процессам, возможно, вследствие трудоемкости получения и 

сложности обработки данных. 

Мутационный анализ основывался на использовании мутантных форм ферментов (9 

мутантных форм для hOGG1, 7 для Nei и 2 для APE1), содержащих замены 

аминокислотных остатков, входящих в активный центр фермента и участки связывания с 

субстратом, что позволяло определять функциональную роль этих остатков на различных 

стадиях превращения фермент-субстратного комплекса. 

Масс-спектрометрический анализ интермедиатов ферментативного процесса, 

катализируемого ферментами Fpg и hOGG1 подтвердил, что скорость-лимитирующей 

стадией является реакция β-элиминирования фосфатной группы. Более того, регенерация 

ДНК-гликозилазы Fpg из комплекса с остатком рибозы происходит медленно и также 

может лимитировать скорость ферментативного процесса в стационарном режиме 

реакции. 

Совокупность данных, полученных с использованием всех подходов и 

характеризующих конформационные изменения как ферментов и их мутантных форм, так 

и модельных ДНК-дуплексов, содержащих модификации разной степени специфичности 

и различные флуорофоры, позволила установить детальные молекулярно-кинетические 

механизмы узнавания специфических сайтов в ДНК, образования каталитически 

компетентных комплексов и протекания химических стадий реакции. Разработанная в 

работе методология может быть распространена для изучения не только ДНК-

процессирующих ферментов, но и белок-белковых взаимодействий, а также 

взаимодействий ферментов с низкомолекулярными субстратами (пептидами, 

аминокислотами, нуклеотидами и т.д.) или низкомолекулярными соединениями, 

выступающим в роли ингибиторов или активаторов ферментативных процессов. 

2. Проведено систематическое исследование молекулярно-кинетических механизмов 

процессов, катализируемых рядом про- и эукариотических ферментов эксцизионной 
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репарации оснований ДНК (hOGG1, Nth, MBD4, MutY, Fpg, Nei, NEIL1 и АРЕ1), 

ответственных за сохранение стабильности генетической информации живых организмов. 

Показано, что высокая субстратная специфичность ферментов, относящихся к разным 

структурным семействам, и дискриминация поврежденных и неповрежденных 

нуклеотидов обеспечивается в результате последовательной взаимосогласованной 

подстройки конформаций ферментов и ДНК в составе фермент-субстратных комплексов. 

В пределах каждого структурного класса определена функциональная роль 

аминокислотных остатков, входящих в активные центры ферментов. Впервые проведено 

детальное сравнение про- и эукариотических ДНК-гликозилаз структурных семейств 

H2tH и HhH-GPD, а также АР-эндонуклеазы, структурно и каталитически отличной от 

ДНК-гликозилаз, показавшее, что процессы распознавания повреждений ДНК этими 

ферментами, включающие стадии изгибания ДНК, выворачивания поврежденного 

нуклеотида и встраивания аминокислотных остатков ферментов в ДНК-дуплекс, имеют 

общие кинетические и термодинамические особенности. 

ДНК-гликозилазы структурного семейства HhH-GPD (hOGG1, Nth, MutY, MBD4) 

Ферменты, входящие в структурное семейство HhH-GPD, значительно отличаются, 

как по размеру, так и по общей компоновке глобулы белка. Такие отличия связаны, в том 

числе, со специфическими функциями этих ферментов. Так, например, MutY обладает 

уникальной специфичностью по отношению к oxoG/А-паре и образует развитую сеть 

контактов с обеими цепями ДНК. Фермент MBD4 содержит лишь N-гликозилазный 

каталитический домен, взаимодействующий, в основном, с поврежденной цепью ДНК. 

Тем не менее, полученные данные о последовательности стадий образования 

каталитически компетентных комплексов этими ферментами позволяют выделить общие 

особенности, указанные ниже. 1) На первом этапе происходит неспецифическое 

связывание, образование водородных связей между боковыми группами аминокислотных 

остатков (Arg154 и Arg204 у hOGG1, Arg78 и Arg84 у Nth и, возможно, Arg468 у MBD4) и 

нуклеотидом, расположенным напротив поврежденного основания, что приводит к 

дестабилизации уотсон-криковских водородных связей в поврежденном участке ДНК-

дуплекса. Кроме того, на этой стадии происходит вклинивание аминокислотного остатка-

сенсора (Tyr203 у hOGG1, Leu81 у Nth, Tyr88 у MutY и, возможно, Leu508 у MBD4) в 

дестабилизированный остатками аргинина дуплекс ДНК, что приводит к частичному 

выворачиванию поврежденного основания из цепи ДНК. У hOGG1 частично вывернутое 

основание образует контакты с His270 и Lys249 (Lys120 у Nth). 2) В случае hOGG1 

происходит выворачивание oxoGua в карман активного центра фермента с образованием 

стэкинга с ароматическим кольцом Phe319, окончательное формирование контактов между 
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аминокислотными остатками Arg154, Arg204 и Asn149, которые встраиваются в дуплекс, и 

основанием Cyt. У Nth в роли этих остатков выступают Arg78, Arg84 и Gln41, а у MutY – 

Gln48 и, возможно, Arg50 и Arg91. 3) На последнем этапе происходит полное встраивание 

Tyr203 у hOGG1 (Leu81 у Nth, Tyr88 у MutY и, возможно, Leu508 у MBD4) в двойную 

спираль ДНК и окончательная подстройка конформации фермент-субстратого для 

достижения каталитически активного состояния. 

ДНК-гликозилазы структурного семейства H2tH (Fpg, Nei, NEIL1) 

Последовательные стадии образования каталитически компетентного комплекса 

ферментами, принадлежащими к структурному семейству H2tH, включают: 1) 

образование первичного неспецифического комплекса между ферментом и ДНК-

субстратом, сопровождающееся локальным «плавлением» ДНК-дуплекса; 2) ранняя 

стадия узнавания повреждения в дуплексе ДНК путем дополнительной дестабилизации 

двойной спирали в результате вклинивания аминокислоты-сенсора (Phe110 у Fpg, Leu70 у 

Nei, Phe119 у NEIL1); 3) изгибание ДНК-дуплекса; 4) выворачивание поврежденного 

нуклеотида из двойной спирали в активный центр фермента с одновременным 

встраиванием в дуплекс нескольких аминокислотных остатков, стабилизирующих 

внеспиральное положение повреждения остатками (Met73 и Arg108 у Fpg, Gln69 и Tyr71 у 

Nei, Met80 и Arg117 у NEIL1) и 5) компактизация фермент-субстратного комплекса и 

подстройка структуры активного центра для достижения каталитически компетентного 

состояния. 

АР-эндонуклеаза APE1 

Согласно полученным данным, на первой стадии взаимодействия образуются связи 

между фосфатными группами ДНК-дуплекса с 5′- и 3′-стороны от F-сайта и остатками 

Arg73, Ala74, Lys78, Trp280, Asn222, Asn226 и Asn229. Кроме того, в этот момент 

времени, вероятно, остаток Arg177 встраивается в ДНК-дуплекс со стороны большой 

бороздки, что ведет к образованию водородной связи с фосфатной группой, 

расположенной с 3′-стороны от F-сайта. Одновременно в ДНК-дуплекс со стороны малой 

бороздки встраивается остаток Met270. Вторая стадия взаимодействия APE1 c F-

субстратом включает выворачивание F-сайта в активный центр фермента и стабилизацию 

этого состояния с помощью остатков Arg177 и Met270, которые встраиваются в большую 

и малую бороздки ДНК соответственно. Кроме того, в этот момент происходит 

образование связей между фосфатной группой, расположенной с 5′-стороны от F-сайта, 

остатками Asn174, Asn212 и His309 и ионом Mg
2+

, расположенными в активном центре 

фермента, ведущее к формированию каталитически компетентного состояния. 
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Изучено влияние одно- и двухзарядных ионов металлов на процесс образования 

каталитического комплекса и скорость гидролиза фосфодиэфирной связи. Показано, что 

замена атомов кислорода на серу или аминогруппу в фосфатной группе нуклеотида, 

расположенного с 5′-стороны от F-сайта, значительно уменьшает скорость 

ферментативного гидролиза модифицированных олигонуклеотидов. 

3. Термодинамический анализ быстропротекающих стадий образования 

каталитически компетентных состояний ферментов в составе комплексов с поврежденной 

ДНК для ДНК-гликозилаз, принадлежащих к структурным семействам HhH-GPD и H2tH, 

и АР-эндонуклеазы показал, что субстратная специфичность ферментов обеспечивается 

путем многостадийного образования специфических связей, сопряженного с 

конформационными перестройками, ведущими к последовательной компактизации 

структуры белково-нуклеинового комплекса. Такое изменение структуры фермента и 

ДНК требует дополнительных затрат энергии, которые компенсируются за счет роста 

энтропии системы вследствие десольватации полярных групп в области контакта белок-

ДНК и удаления молекул воды из области контактов, в том числе «кристаллической» 

воды, расположенной в бороздках ДНК. 

4. На основании результатов, полученных в ходе исследований, разработан и 

апробирован высокочувствительный метод определения активности одного из ключевых 

ферментов репарации ДНК – APE1. Разработанный подход к созданию специфических 

ДНК-зондов может быть расширен для определения активности других ферментов 

репарации ДНК, например ДНК-гликозилаз hOGG1, NEIL1 и AAG, выполняющих 

важную роль при удалении повреждений ДНК, с целью диагностирования уровня 

репарационно-защитного статуса конкретного организма. Кроме того, специфические 

ДНК-зонды могут быть использованы для быстрого, поточного поиска 

низкомолекулярных соединений, оказывающих селективное влияние на активность 

ферментов репарации ДНК. Ингибиторы данных ферментов могут быть использованы для 

уменьшения репарационной устойчивости организма и повышения эффективности химио- 

и лучевой терапии, направленной на повреждение ДНК. Найдено низкомолекулярное 

соединение, являющееся первым и единственным в мире ингибитором важнейшего 

фермента репарации человека hOGG1. 
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ВЫВОДЫ 

1. Разработана комплексная методология изучения механизмов узнавания 

повреждений про- и эукариотическими ферментами эксцизионной репарации оснований 

ДНК, основанная на предстационарном кинетическом, термодинамическом и 

мутационном анализах конформационных изменений ферментов и ДНК-субстратов и 

включающая: 

а) анализ конформационных изменений ферментов по изменению интенсивности 

флуоресценции остатков Trp ферментов дикого типа, а также мутантных форм ферментов, 

содержащих дополнительные остатки Trp, введенные методом сайт-направленного 

мутагенеза; 

б) использование для выяснения природы конформационных переходов в молекуле 

ДНК модельной системы ДНК-субстратов, содержащих флуоресцентные аналоги 

азотистых оснований и/или FRET-красителей, и основанной на постадийном усложнении 

их строения; 

в) получение термодинамических параметров быстропротекающих стадий, 

приводящих к узнаванию поврежденного нуклеотида; 

г) использование мутантных форм ферментов, содержащих замены функционально 

важных аминокислотных остатков, входящих в активный центр или участвующих в 

связывании субстратов, что позволяет определять их функциональную роль на различных 

стадиях превращения фермент-субстратных комплексов. 

2. С помощью разработанной методологии впервые проведено систематическое 

исследование широкого круга ферментов репарации ДНК человека и E.coli, ДНК-

гликозилаз, принадлежащих к разным структурным семействам, а также АР-

эндонуклеазы, которая структурно и каталитически отличается от ДНК-гликозилаз (всего 

8 ферментов и 18 мутантных форм): 

а) показано, что элементарные акты всех изученных ферментативных процессов 

сопровождаются взаимосвязанными последовательными конформационными 

перестройками взаимодействующих молекул;  

б) установлены молекулярно-кинетические механизмы взаимодействия ферментов с 

ДНК-субстратами; 

в) установлены ключевые стадии ферментативных процессов, обеспечивающие 

высокую субстратную специфичность и ответственные за узнавание поврежденных 

нуклеотидов в ДНК; 

г) определена и детализирована функциональная роль отдельных аминокислотных 

остатков, входящих в активные центры и участки связывания субстратов. 



 245 

3. При сравнении молекулярно-кинетических механизмов, полученных для про- и 

эукариотических ДНК-гликозилаз и АР-эндонуклеазы человека, установлено, что 

ферменты обладают общими кинетическими особенностями распознавания повреждений 

ДНК, включающими стадии дестабилизации дуплекса, изгибания ДНК, выворачивания 

поврежденного нуклеотида и встраивания аминокислотных остатков активного центра 

ферментов в ДНК-дуплекс. 

4. Впервые проведен термодинамический анализ быстропротекающих процессов 

узнавания поврежденного нуклеотида. Сравнение термодинамических параметров 

равновесных стадий молекулярно-кинетических механизмов, установленных для 

ферментов hOGG1, Fpg и APE1, позволило выявить общие термодинамические 

особенности трансформации фермент-субстратных комплексов, включающие 

десольватацию полярных аминокислотных остатков активного центра, дегидратацию 

бороздок ДНК и компактизацию структуры комплексов в ходе образования каталитически 

компетентных состояний. 

5. Создана тест-система для определения активности АР-эндонуклеазы человека 

APE1. Апробирован набор модификаций концевых и межнуклеотидных фосфатных групп, 

повышающих устойчивость ДНК-зонда. Впервые показано, что 6-амино-4-

хлоропиразоло[3,4-d]пиримидин является эффективным ингибитором важнейшего 

фермента репарации человека hOGG1. 
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