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БФС бромфеноловый синий 
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ИПТГ изопропил-β-D-тиогалактопиранозид 

КД круговой дихроизм 

ПААГ полиакриламидный гель 

Трис трис-(гидроксиметил)аминометан 

ЭДТА этилендиаминтетраацетат, динатриевая соль 
этилендиаминтетрауксусной кислоты 
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AP-сайт апурин/апиримидиновый сайт 

APE1 апурин/апиримидиновая эндонуклеаза 1 

BER Base Excision Repair, эксцизионная репарация оснований 

DMS диметилсульфат 

F-сайт Остаток 2-оксиметил-3-окситетрагидрофурана или 

1,2-дидезоксирибозы 

HEPES N-2-гидроксиэтилпиперазин-N′-2-этансульфоновая кислота 

GHKL Gyrase, heat-shock protein 90, histidine kinase, MutL, 
семейство АТФаз 

Kdapp кажущаяся константа диссоциации 

LB бактериальная питательная среда Luna-Bertam 

LOS липоолигосахариды  
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MAC мембраноатакующий комплекс 

MMR Mismatch Repair, репарация неканонических пар 
нуклеотидов («мисматчей») 

MutL-CTD C-Terminal Domain of MutL, С-концевой домен белка MutL 
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RPA Replication Protein A, репликативный белок А 

PQS Putative G-Quadruplex Sequences, последовательности, 
потенциально образующие G-квадруплекс 

SSB Single-Strand Binding protein, белок, связывающий 
одноцепочечную ДНК 
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TRCF Transcription Repair Coupling Factor; фактор связи 
транскрипции и репарации 
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I. Введение 

I.1. Актуальность  

Поддержание стабильности генома является ключевым условием нормальной 

жизнедеятельности клетки. Нарушения функционирования систем репарации ДНК приводят к 

накоплению мутаций в генах, кодирующих белки, которые обеспечивают основные 

биологические процессы клетки. Кроме того, мутации нередко затрагивают регуляторные 

области генов, контролирующие клеточный цикл, апоптоз и пролиферацию у эукариот и 

адаптацию к внешним условиям прокариот. Особый интерес представляют GC-богатые области 

геномов, являющиеся «горячими» точками мутаций из-за высокого окислительно-

восстановительного потенциала гуанина, а также способности цитозина к дезаминированию. 

Многие G-богатые мотивы склонны к формированию G-квадруплексных (G4) структур, которые 

являются неканонической формой ДНК. Анализ баз данных геномов как прокариот, так и 

эукариот, показывает большое количество потенциальных G-квадруплекс-формирующих 

последовательностей (PQS - putative quadruplex sequences) [1]. Считается, что G4 обладают 

широким спектром биологических функций, связанных с эпигенетической регуляцией. В 

патогенных для человека бактериях есть примеры G4, выступающих в роли факторов, 

необходимых для антигенной изменчивости, которая способствует «ускользанию» организма от 

иммунного ответа человека [2]. PQS часто встречаются в промоторных областях геномов 

эукариот, поэтому G4 могут являться регуляторным элементом транскрипции генов, а 

нуклеотидные замены dG в PQS, способные регулировать стабильность G4, нередко 

ассоциируют с онкогенезом. Таким образом, G-квадруплексы являются важной структурной 

формой организации ДНК, и их изучение в настоящее время являетя актуальной задачей [3]. 

Предположительно, GC-богатые области и формируемые ими в определенных условиях G4 

являются барьером для репарации ДНК, поэтому мутации в GС-богатых областях генома 

появляются с высокой частотой [4]. Системные исследования особенностей взаимодействия 

таких участков генома с белками, ответственными за репарацию ДНК, отсутствуют. Научная 

проблема, на решение которой направлена данная работа, состоит в выяснении влияния GС-

богатого состава ДНК на функционирование белков из систем репарации ДНК прокариот и 

эукариот. Решение этой проблемы важно с фундаментальной точки зрения для понимания 

причин возникновения мутаций в PQS, а также могут быть полезны для поиска новых подходов 

к терапии различных заболеваний. 

I.2. Степень проработанности проблемы  

Интерес представляет GС-богатая регуляторная последовательность, локализующаяся 

перед промотором гена белка пилина (pilE) патогена Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae). 
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Бактерия использует гомологичную рекомбинацию для осуществления антигенной вариации, 

чтобы обойти иммунный ответ организма человека. Поверхностный белок PilE является 

основным компонентом пилей IV-типа, с помощью которых патоген перемещается и 

прикрепляется к эпителиальным клеткам организма-хозяина. По этой причине pilE - одна из 

мишеней антигенной вариации для блокирования ответа иммунной системы человека на этапе 

адгезии клеток патогена к эпителиальным клеткам. Перед промотором pilE обнаружена G-

богатая последовательность, способная in vitro формировать стабильный параллельный G4. 

Полагают, что именно стабилизация G4 инициирует гомологичную рекомбинацию гена pilE в 

клетках N. gonorrhoeae [5–9]. На этот процесс оказывают влияние белки системы репарации 

неканонических пар нуклеотидов или «мисматчей» (MMR) патогена: MMR-дефицитные штаммы 

N. gonorrhoeae демонстрируют повышенный уровень антигенной вариации и, как следствие, 

более эффективную адгезию к эпителиальным клеткам [9]. MMR – это пострепликативная 

система, консервативная для прокариот и эукариот, которая восстанавливает комплементарность 

пар нуклеотидов, возникающую после репликации ДНК. Ключевыми белками MMR 

N. gonorrhoeae являются MutS и MutL. MutS узнает «мисматч» в ДНК и привлекает эндонуклеазу 

MutL, которая вносит одноцепочечный разрыв в дочернюю цепь ДНК, инициируя процесс 

репарации. Механизм функционирования гомологов MutL из метилнезависимой системы MMR, 

которая реализуется в клетках большинства организмов (в том числе N. gonorrhoeae), до сих пор 

неясен. Также неизвестно, могут ли белки MMR в клетках N. gonorrhoeae влиять на антигенную 

вариацию через связывание с G-квадруплексом перед pilE. Взаимодействие G4 с белком MutL 

ранее изучено не было. Интерес к данной проблеме обусловлен возрастающей резистентностью 

патогена к антибиотикам, а также высокой степенью изменчивости антигенов. 

Важная задача исследования - изучить ограничения работы MMR не только в условиях 

образования G4, но и в условиях дуплексной ДНК при возникновении повреждения в GC-богатом 

контексте. 

Помимо генома прокариот, G4-образующие последовательности встречаются в промоторах 

онкогенов, мутации в которых часто коррелируют с развитием онкологических заболеваний. 

Одним из примеров является промотор гена обратной транскриптазы теломеразы человека 

(hTERT) – фермента, активного в стволовых, половых и раковых клетках, поддерживающего 

длину теломерных повторов [10]. Рассматриваемый участок некодирующей цепи промотора 

hTERT имеет GС-богатую последовательность, в определенных условиях in vitro формирующую 

G-квадруплексную структуру, роль которой не вполне ясна. Мутации в промоторе hTERT 

встречаются при множественных видах рака и часто представлены заменами G→A в матричной 

G-богатой цепи в позициях -124, -146 и двойной заменой -138/-139 относительно стартового 
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кодона. Их называют «драйверными», так как данные мутации образуют новые участки 

связывания факторов семейства ETS, действие которых повышает экспрессию гена hTERT [11]. 

Считается, что описанные выше «драйверные» мутации возникают случайно под действием 

условий окружающей среды, а специфичность их появления достигается за счет селекции: если 

такая мутация возникла, то потенциал к делению клетки становится неограниченным, клетка 

накопит мутации и переродится в опухолевую. Активация теломеразы, позволяющая 

поддерживать длину теломер и избегать запрограммированной смерти клетки после 

определенного количества делений, происходит в клетках всех типов опухолей. Однако 

существуют опухолевые поражения, в которых мутации в промоторе гена hTERT не обнаружены. 

Это дает основание предполагать, что кроме селекции за счет повышенного потенциала к 

делению существует специфическое нарушение в функционировании одной или нескольких 

систем репарации, реализующееся в типах клеток, в которых частота возникновения 

«драйверных» мутаций гена hTERT при перерождении приближается к 100%. Это наблюдается в 

случае рака мочевого пузыря, при глиобластомах и меланомах. Механизмы, с помощью которых 

факторы окружающей среды вызывают последующее развитие рака таких типов, недостаточно 

изучены. Высокий мутагенный потенциал GС-богатых областей ДНК способствует 

возникновению повреждений: наиболее распространенной модификацией является 

апурин/апиримидиновый участок (АР-сайт), который репарируется с помощью фермента 

апурин/апиримидиновой эндонуклеазы 1 (APE1) [12]. APE1 является компонентом системы 

эксцизионной репарации оснований (BER). Молекулярный механизм BER достаточно хорошо 

охарактеризован в клетках человека. В то же время влияние GC-богатого окружения и G4 на 

эффективность работы APE1 изучено недостаточно. 

I.3. Цели и задачи работы  

Целью данной работы является биохимическая характеристика взаимодействия ключевых 

белков систем репарации MMR прокариот и BER человека с GC-богатыми 

последовательностями и образуемыми ими G-квадруплексными структурами in vitro на примере 

регуляторных областей генов pilE и hTERT. 

Для достижения цели сформулированы следующие задачи: 

1. установить влияние G-квадруплекса, потенциально формирующегося регуляторной G-

богатой последовательностью перед геном pilE, на функционирование in vitro MutL 

Neisseria gonorrhoeae; 

2. охарактеризовать способность белка MutS Cereibacter sphaeroides узнавать 

неканоническую пару нуклеотидов в GC-богатой (82%) последовательности ДНК; 

3. выявить эволюционную консервативность G4-мотивов G-богатой области промотора 
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генов обратной транскриптазы теломеразы (TERT) млекопитающих; 

4. подтвердить формирование G-квадруплексной структуры in vitro в 68-звенном 

G-богатом участке промотора TERT человека и установить влияние стабильного аналога 

AP-сайта - остатка 1,2-дидезоксирибозы (F-сайта) в положениях, соответствующих 

«драйверным» мутациям, на стабильность G4; 

5. охарактеризовать эффективность связывания и гидролиза ферментом APE1 человека 

модельных одно- и двуцепочечных фрагментов ДНК, содержащих 

68-звенную G-богатую последовательность промотора hTERT с одним или двумя 

аналогами AP-сайта, локализованными в положениях, соответствующих «драйверным» 

мутациям. 

I.4. Объект исследования  

Рекомбинантные белки из системы MMR прокариот: MutL из Neisseria gonorrhoeae и MutS 

из Cereibacter sphaeroides; белок из системы BER человека - APE1. 

I.5. Предмет исследования 

Взаимодействие белков систем репарации MMR и BER с GC-богатыми участками (и 

образуемыми ими G-квадруплексными структурами) регуляторных областей прокариот и 

эукариот на примере G4-мотива перед промотором гена поверхностного белка пилина Neisseria 

gonorrhoeae и промоторной области гена обратной транскриптазы теломеразы человека. 

I.6. Научная новизна 

Новизна нашей идеи заключается в предположении, что антигенная вариация pilE Neisseria 

gonorrhoeae регулируется белком MutL из MMR путем связывания с G4. В ходе предварительных 

исследований нами была детально охарактеризована эндонуклеазная активность MutL 

N. gonorrhoeae на линейном ДНК-субстрате. Впервые продемонстрировано измененное 

функционирование белка MutL в области G4: сродство белка к G4 заметно выше, тогда как 

катализ гидролиза фосфодиэфирных связей MutL реализуется до и после, но не внутри G4. 

Впервые показано, что MutS из Cereibacter sphaeroides не способен эффективно узнавать 

«мисматч» в GC-богатом окружении ДНК, что подтверждает высокий мутагенный потенциал 

GС-богатых участков и делает их потенциальным ограничением для MMR. 

Научная новизна второй части работы заключается в выявлении причинно-следственных 

связей закрепления «драйверных» мутаций в промоторе hTERT и ограничений 

функционирования белка APE1 в GC-богатом контексте ДНК. В первую очередь, с помощью 

спектральных методов анализа было подтверждено образование G4 параллельной топологии 

G-богатой последовательностью промотора hTERT. Замена dG на стабильный аналог АР-сайта в 
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положениях, соответствующих «драйверным» мутациям, снижает термостабильность G4. 

Замены dC на стабильный аналог АР-сайта в комплементарной С-богатой цепи промотора hTERT 

в положениях -146 и -139/-139 приводят к образованию смеси ДНК-дуплексов и G4, то есть 

способствуют стабилизации G-квадруплексов в противоположной G-богатой цепи. 

Эффективность APE1-индуцируемого гидролиза ДНК, содержащей F-сайт, существенно 

снижается в условиях формирования G4, в то время как нуклеотидное окружение повреждения 

не влияет на этот процесс. Наши результаты свидетельствуют в пользу того, что закрепление 

«драйверных» мутаций в последовательности промотора hTERT может быть результатом 

сниженной активности APE1 в случае: (а) возникновения повреждения в положении -124 G-

богатой цепи в условиях образования G-квадруплексной структуры, (б) возникновения 

повреждений в положениях -146 и -138/-139 С-богатой цепи в условиях дуплексной ДНК. 

I.7. Теоретическая значимость работы  

Результаты работы существенно расширяют имеющиеся представления о 

функционировании систем репарации ДНК в GC-богатых регионах генома. Показано снижение 

способности белков MMR и BER узнавать и устранять повреждения в таких 

последовательностях. 

Неспособность MutS узнавать «мисматч» в GC-богатом окружении, говорит о ранее не 

изученном вкладе в мутагенный потенциал подобных последовательностей. Изменение 

эндонуклеазной активности MutL в G4 указывает на возможность белка принимать участие в 

регуляции процессов рекомбинации. Работа вносит вклад в формирование теоретических 

представлений о молекулярных механизмах ограничения эффективности репарации ДНК в GC-

богатых областях генома и роли взаимодействия белков системы MMR с нетипичными 

вторичными структурами ДНК, что выходит за рамки классического представления об этой 

системе репарации. 

Активность APE1 как эндонуклеазы напрямую зависит от стабильности G4-структуры, 

образованной матричной цепью промотора hTERT, тогда как двутяжевая GC-богатая 

последовательность не оказывает такого влияния. Результаты свидетльствуют в пользу гипотезы 

о том, что снижение эффективности BER в PQS промотора TERT человека может быть причиной 

закрепления «драйверных» мутаций в этой области и подтверждают вклад неканонических 

вторичных структур ДНК в процесс накопления соматических мутаций в регуляторных областях 

генома. 

I.8. Практическая значимость работы 

Полученные данные об изменении функционирования белков MMR прокариот в GC-
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богатых областях генома могут быть полезны для поиска новых подходов к терапии 

инфекционных заболеваний. Альтернативные мишени необходимы для рационального 

применения антибиотиков в связи с растущей тенденцией к развитию множественной 

резистентности патогенов. Методология, использованная для исследования консервативных 

G4-мотивов TERT-промоторов млекопитающих может быть использована для выявления PQS в 

других регионах генома, включая промоторы менее изученных онкогенов. Создание «библиотек» 

GC-богатых последовательностей регуляторных областей генома, склонных к накоплению 

мутаций, значительно упростит диагностику онкологических заболеваний на ранних стадиях. 

Данные о влиянии АР-сайтов на стабильность G4 вносят вклад в понимание роли этих 

модификаций как эпигенетических регуляторов, что может быть использовано для разработки 

новых методов таргетной терапии различных заболеваний, направленных на стабилизацию или 

дестабилизацию G4. Обнаруженное нами снижение эффективности репарации повреждений в 

GC-богатых областях генома стимулирует к изучению стратегий, направленных на регуляцию 

активности ферментов из систем репарации ДНК. Это может способствовать разработке новых 

противоопухолевых препаратов. 

I.9. Методология диссертационного исследования 

При проведении экспериментов использовали современные методы биоорганической 

химии и молекулярной биологии. Рекомбинантные белки MutS и MutL были выделены 

хроматографически на Ni-NTA-агарозе с последующей очисткой эксклюзионной 

хроматографией. АТФазная активность MutL изучена колориметрическим методом. 

Эффективность связывания белков с ДНК определялась методом «торможения в геле» или путем 

измерения интерферометрии биослоя. Анализ ферментативной активности белков проводили с 

помощью электрофоретического разделения продуктов реакции в полиакриламидном геле 

(ПААГ) в денатурирующих условиях. Структурные особенности модельных ДНК, 

представляющих собой GC-богатые участки исследуемых регуляторных последовательностей, 

определялись современными спектральными методами (спектроскопия кругового дихроизма и 

УФ-спектроскопия). Для биоинформатического анализа использовали базы данных, содержащие 

геномную информацию различных организмов. 

I.10. Личный вклад автора  

Автором сформулированы задачи и план экспериментальной работы. Лично получены 

препараты рекомбинантного белка MutL, проведена характеристика его активности. 

Спроектированы модельные ДНК различной длины с G4-мотивом перед pilE, исследованы их 

структура и взаимодействие с MutL. Для оценки влияния GC-богатого окружения на узнавание 
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«мисматча» белком MutS исследована ДНК-связывающая способность белка с ДНК разного GC-

состава и разработан подход к анализу зависимости эффективности комплексообразования от 

концентрации белка с использованием трех различных моделей. Спроектированы модельные 

ДНК различной длины, содержащие 68-звенную GC-богатую последовательность промотора 

hTERT с остатками 1,2-дидезоксирибозы (аналогами AP-сайта), локализованными в положениях, 

соответствующих «драйверным» мутациям. Спектральными методами анализа установлено 

влияние аналогов AP-сайта на термостабильность G4 модельных ДНК. Охарактеризована 

эффективность связывания и гидролиза ферментом APE1 человека модельных одно- и 

двуцепочечных фрагментов ДНК с одним или двумя аналогами AP-сайта. Проведен 

биоинформатический анализ баз данных для оценки консервативности G4-мотивов в промоторах 

hTERT млекопитающих. Вклад Савицкой В.Ю. в большинстве опубликованных работ является 

определяющим. 

I.11. Положения, выносимые на защиту 

1. Белок MutL из системы MMR Neisseria gonorrhoeae эффективно связывает 

G-квадруплекс, но не вносит одноцепочечный разрыв внутри G4-мотива. 

2. Белок MutS из системы MMR Cereibacter sphaeroides не способен эффективно узнавать 

неканоническую пару в GC-богатом окружении ДНК-дуплекса. 

3. 68-звенный участок G-богатой матричной цепи промотора hTERT образует 

G-квадруплекс параллельной топологии in vitro, стабильность которого снижается при 

наличии одного или двух остатков 1,2-дидезоксирибозы (стабильного аналога AP-сайта) 

в положениях, соответствующих «драйверным» мутациям. 

4. Фермент APE1 эффективно связывается с G-квадруплексной структурой 

G-богатого фрагмента промотора hTERT, содержащей остаток 

1,2-дидезоксирибозы, однако эндонуклеазная активность белка снижена в условиях 

формирования G4. 

I.12. Апробация работы 

Результаты исследований были представлены на 11 международных и всероссийских 

конференциях в виде устных и стендовых докладов. Работа была доложена на заседании кафедры 

химии природных соединений химического факультета МГУ имени М.В. Ломоносова. 

I.13. Публикации 

Результаты работы опубликованы в 6 статьях в российских и международных 

рецензируемых научных журналах, а также представлены в сборниках тезисов научных 

конференций. 
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I.14. Структура и объем  

Текст диссертации состоит из списка сокращений, введения, обзора литературы, 

материалов и методов, результатов, обсуждения, выводов, списка литературы, который включает 

214 источников. Объем диссертации 127 страниц, материал иллюстрирован 46 рисунками и 

содержит 13 таблиц. 

  



15 

II. Эксцизионная репарация ДНК прокариот и эукариот: сравнение механизмов, роль в 

поддержании целостности генома и реализации генетического разнообразия  

(Обзор литературы) 

II.1. Эксцизионная репарация ДНК в клетках различных организмов 

II.1.1. Основные типы и общий механизм эксцизионной репарации ДНК 

ДНК всех клеток организма постоянно подвергается множеству модификаций, 

источниками которых могут быть рентгеновские лучи, токсины, вирусы, бактерии, активные 

формы кислорода (ROS) и др. [13]. Поскольку такие модификации представляют значительную 

угрозу для нормального функционирования организма, специализированные ферменты и 

белковые комплексы различных систем репарации ДНК узнают и исправляют повреждения. 

Процесс репарации ДНК реализуется в клетках всех живых организмов и направлен на 

поддержание стабильности генома и сохранение целостности генетической информации [14]. В 

зависимости от типа повреждения ключевыми белками могут служить гликозилазы, 

эндонуклеазы и другие белки, способные специфически узнавать и удалять повреждения, а также 

вспомогательные белки, координирующие взаимодействия [15–17]. Дисфункция белков систем 

репарации ДНК приводит к накоплению мутаций, что может стать причиной различных 

заболеваний, включая рак, в случае человека [18]. Репарация повреждений ДНК играет ключевую 

роль в поддержании генетической стабильности не только в клетках эукариот, но и прокариот, 

способствуя развитию адаптации клеток к условиях окружающей среды [19]. Механизмы 

процессов репарации ДНК у высших и низших организмов часто схожи, а аминокислотные 

последовательности ключевых ферментов этих систем обладают высокой степенью 

консервативности, что подчеркивает важность процесса репарации ДНК для выживания и 

адаптации всех организмов [20]. Тем не менее, у эукариот системы репарации ДНК устроены 

сложнее, чем у прокариот, что связано с эволюционным развитием высших организмов [21]. Как 

у эукариот, так и у прокариот существуют системы эксцизионной репарации оснований (BER), 

нуклеотидов (NER) и «мисматчей» (MMR), которые устраняют повреждения, возникающие по 

разным причинам, таким как окислительный стресс, действие ультрафиолетового излучения, 

ошибки полимераз и др. [22]. Далее рассмотрим более подробно системы экцизионной репарации 

ДНК, функционирующие в большинстве живых организмов [23]. 

II.1.2. Эксцизионная репарация оснований и нуклеотидов 

BER – это эволюционно консервативный путь репарации ДНК, исправляющий необъемные 
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модификации, искажающие структуру молекулы ДНК [24]. Примерами являются повреждения, 

возникшие в результате окисления пуриновых или пиримидиновых оснований (окисление 

гуанина гидроксильными радикалами с образованием 8-оксогуанина), дезаминирования 

(превращение аденина, гуанина и цитозина в гипоксантин, ксантин и урацил, соответственно) 

или алкилирования (метилирование S-аденозил-L-метионином с преимущественным 

образованием 3-метиладенина) (Рис. 1А) [25]. 

 
Рисунок 1. Примеры модификаций, узнаваемых и репарируемых ферментами BER и NER. 

(А) Модифицированные формы цитозина (урацил), гуанина (8-оксогуанин) и аденина (3-
метиладенин). (Б) Циклобутан-пиримидиновый димер (ЦПД) и B[a]P-Gua: (+)-транс-
бенз[а]пирен-модифицированный гуанин.  

NER – более сложная система, исправляющая повреждения больших участков ДНК, 

включающих одно или несколько поврежденных оснований. Примером могут быть 

фотоповреждения по типу циклобутан-пиримидиновых димеров, такие какпиримидин-(6,4)-

пиримидиновые димеры, преимущественно образующиеся в ходе ковалентных «сшивок» тимина 

и цитозина (Рис. 1Б) [26–30]. 

В клетках эукариот белки эксцизионной репарации функционируют как в ядре, так и в 

митохондриях, защищая организм от неконтролируемого деления клеток, процессов старения и 

нейродегенеративных заболеваний в случае млекопитающих [29,31]. В отличие от эукариот 

бактериальные клетки не имеют обособленного ядра, поэтому BER и NER прокариот 

осуществляется в цитоплазме, где расположена их ДНК. Мутации в генах белков систем BER и 
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NER бактерий могут приводить к снижению устойчивости организма к действию УФ-света и 

повышенной чувствительности к окислительному и кислотному стрессам, что может снижать их 

выживаемость в неблагоприятных условиях [32,33]. 

Ферменты и белковые комплексы, участвующие в процессах BER и NER в клетках 

прокариот и эукариот, отличаются, однако основные этапы репарации у обоих типов организмов 

схожи. В клетках эукариот существуют гомологи прокариотических ферментов, которые 

выполняют аналогичные функции бактериальных ферментов BER и NER, однако часто 

репарация проходит с участием вспомогательных белков, адаптированных к более сложной 

клеточной структуре эукариот [28,34]. 

II.1.2.1. Механизм эксцизионной репарации оснований 

Инициация BER заключается в специфическом узнавании и удалении поврежденного 

основания ДНК-гликозилазой [35–37].Фермент сканирует ДНК путем последовательных актов 

связывания и диссоциации в поисках специфичного к нему повреждения. После обнаружения 

соответствующего основания образуется каталитически активный комплекс фермента с 

субстратом. Далее осуществляется гидролиз N-гликозидной связи с образованием 

апурин/апиримидинового участка (АР -сайта) (Рис. 2) [38].  

 
Рисунок 2. Инициация BER. Монофункциональные ДНК-гликозилазы узнают и удаляют 

модифицированное основание, что приводит к образованию АР-сайта, далее AP-эндонуклеаза 
расщепляет углеводофосфатный остов ДНК. В случае бифункциональной ДНК-гликозилазы ее 
АР-лиазной активности достаточно для удаления АР-сайта. 

Существует два типа ДНК-гликозилаз: монофункциональные и бифункциональные. 

Монофункциональные гликозилазы обладают только гликозилазной активностью, поэтому если 

в ходе репарации была задействована монофункциональная гликозилаза, то следующий шаг 

реализуется с помощью апурин/апиримидиновой эндонуклеазы (AP-эндонуклеазы), которая 
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расщепляет углеводофосфатный остов ДНК с 5′-стороны от AP-сайта, оставляя 3′-концевой 

гидроксил (ОН) и 5′-дезоксирибозофосфат (dRp) на образующихся фрагментах ДНК [39]. 

Бифункциональные гликозилазы могут провести репарацию без участия 

AP-эндонуклеазы, так как в дополнение к гликозилазной активности они обладают 

AP-лиазной функцией [40]. После расщепления N-гликозидной связи АР-сайт атакуется 

аминогруппой бифункциональной ДНК-гликозилазы с образованием основания Шиффа (имина). 

AP-лиазная функция фермента активируется, и происходит катализ расщепления 

углеводофосфатного остова ДНК с 3'-стороны от повреждения по механизму β-элиминирования 

[35]. 

У эукариот и у прокариот существуют гомологичные ДНК-гликозилазы, которые 

действуют в зависимости от типа повреждения. В таблице 1 приведены примеры известных 

гомологов, участвующих в BER эукариот и прокариот в ответ на определенное повреждения 

ДНК.  

Таблица 1. Примеры гомологичных ДНК-гликозилаз прокариот и эукариот [40]. 

Прокариоты Эукариоты Пример узнаваемой 
модификации ДНК 

Udg (урацил-ДНК-гликозилаза) 
[48]  

UNG (урацил-ДНК-
гликозилаза) [40] 
 

Дезоксиуридин (dU) [41] 

Fpg (MutM) 
(формамидопиримидин- 
ДНК-гликозилаза) [49] 

OGG1 
(8-оксогуанин- 
ДНК-гликозилаза) [37] 

8-Оксогуанин 
(8-oxoG) 

MutY [49] MUTY [50] Аденин (A) в паре с 8-oxoG 

AlkA (алкил-ДНК-гликозилаза) 
[51] 

MPG (3'-метиладенин- 
ДНК-гликозилаза) [52] 

3'-Метиладенин 

Nei [53] NEIL [54] Формамидопирими-дины (FapyG 
и FapyA) 

AP-эндонуклеаза, существующая в клетках прокариот и эукариот, удаляет 

AP-сайты, которые остаются после действия ДНК-гликозилаз. При расшифровке 

кристаллических структур комплекса человеческой AP-эндонуклеазы с ДНК, содержащей 1,2-

дидезоксирибозу (F-сайт, аналог AP-сайта), было показано, что фермент выворачивает AP-сайт 

из двойной спирали, размещая его в активном центре и изгибая ДНК на 35° [41,42]. Для 

катализируемого AP-эндонуклеазой расщепления ДНК необходим двухвалентный катион 

металла, наиболее оптимальным считается ион Mg2+ [43]. В клетках всех организмов AP-

https://www.zotero.org/google-docs/?TmLf7R
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эндонуклеаза обладает аминокислотными последовательностями, консервативными в высокой 

степени, а мутации в генах, кодирующих этот фермент, часто неблагоприятно влияют на 

функционирование клеток [44,45]. В клетках млекопитающих AP-сайт является типичным 

геномным повреждением, которое накапливается в количестве более 10000 в день в одной клетке 

[46]. Полиморфизм гена, кодирующего AP-эндонуклеазу в клетках человека, ассоциирован с 

различными онкологическими заболеваниями, включая гепатоцеллюлярную карциному [47]. 

После удаления АР-сайта BER может пойти двумя путями: «короткозаплаточный», в 

котором заменяется нуклеотид, и «длиннозаплаточный» – в котором заменяется несколько 

нуклеотидов в цепи ДНК. У бактерий «короткозаплаточный» путь репарации является 

доминирующим, а «длиннозаплаточный» механизм изучен гораздо хуже. Основную роль в 

«заполнении бреши», образовавшейся в ходе удаления АР-сайта, играет ДНК-полимераза β 

(POLβ), затем ДНК-лигаза восстанавливает целостность молекулы [19]. В случае эукариот выбор 

между «короткозаплаточным» и «длиннозаплаточным» путем BER зависит от 5′-dRр-конца [37]. 

Преобладающим также является «короткозаплаточный» путь BER, реализуемый с помощью 

фосфодиэстразной и полимеразной активностей POLβ. Затем ДНК-лигаза III (LIG3), работающая 

в комплексе с белками XRCC1 (от X-ray repair cross complementing 1) и PARP1 (от Poly [ADP-

ribose] polymerase 1), лигирует одноцепочечный разрыв [12,55]. «Длиннозаплаточный» путь 

оказывается более предпочтительным, например, при низких концентрациях АТФ. Тогда 

ресинтез новой цепи осуществляется ДНК полимеразой δ или ε, добавляющей 2-8 

комплементарных нуклеотидов в репарационный разрыв. В результате образуется 5′-

одноцепочечный фрагмент ДНК, не содержащий участков комплементарности (5′-»flap» 

участок), удаляемый PCNA-зависимой ((Proliferating Cell Nuclear Antigen - ядерный антиген 

пролиферирующих клеток) FEN1-эндонуклеазой (flap structure-specific endonuclease 1). Разрыв 

ДНК ликвидируется PCNA-зависимой ДНК-лигазой I [56]. 

II.1.2.2. Механизм эксцизионной репарации нуклеотидов 

Механизм NER для прокариот и эукариот также похож и заключается в том, что белки этой 

системы узнают поврежденный участок за счет объемности модификации, инициируя его 

удаление (вырезается обычно участок длиной в 12–30 нуклеотидов, таблица 2). Существуют два 

пути NER: общегеномная репарация (GG-NER) и репарация, сопряженная с транскрипцией (TC-

NER). TC-NER устраняет повреждения в транскрибируемой цепи «активных» генов и 

инициируется, когда такие повреждения препятствуют работе РНК-полимеразы [57]. В процессе 

общегеномной NER устраняются модификации, возникающие во всем геноме, включая 

нетранскрибируемые участки и области конденсированного хроматина у эукариот [58]. Эти два 
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пути отличаются стадией инициации и процессом обнаружения повреждения, однако затем 

репарация происходит по одному механизму. 

Таблица 2. Сравнение белков NER прокариот и эукариот [14,19]. 

Прокариоты Функции Эукариоты Функции 

UvrA узнает повреждения  XPC в комплексе 
с Rad23B 

узнает повреждения 

UvrВ расщепляет 
фосфодиэфирные связи 
в ДНК и «выпрямляет» 
поврежденный участок 

XPA стабилизирует поврежденный 
участок ДНК и помогает в 
образовании 
предрепарационного комплекса 

TFIIH (XPB и 
XPD) 

«разворачивают» ДНК вокруг 
поврежденного участка, 
обеспечивая доступ для 
вырезания поврежденных 
фрагментов 

UvrС гидролиз ДНК рядом с 
повреждением с двух 
сторон с удалением 
модифицированного 
участка 

XPF гидролиз ДНК с 5'-конца от 
повреждения 

XPG гидролиз ДНК с 3'-конца от 
повреждения 

UvrD хеликаза, которая 
помогает удалить 
поврежденный участок 
после расщепления 
ДНК 

ERCC1 участвует в хеликазной 
активности и помогает в 
процессе удаления 
поврежденных участков после 
их вырезания из ДНК 

У бактерий NER начинается с узнавания повреждения ДНК белковым комплексом UvrA-

UvrB [27]. При обнаружении повреждения UvrA высвобождается из комплекса, оставляя UvrB, 

связанный с поврежденным участком ДНК. Далее к комплексу присоединяется UvrC, и 

образующийся комплекс UvrBC, обладающий эндонуклеазной активностью, инициирует два 

разрыва в поврежденной цепи ДНК: один – с 5′-стороны от повреждения на расстоянии около 8 

нуклеотидов, и второй – с 3′-стороны на расстоянии 4–5 нуклеотидов. В результате удаляется 

олигонуклеотид длиной 12–13 звеньев [59]. Наконец, содержащий повреждение фрагмент ДНК 

высвобождается хеликазой UvrD [60]. Образовавшаяся OH группа на 3′-конце неповрежденного 

фрагмента ДНК используется ДНК-полимеразой I для репаративного синтеза ДНК, затем разрыв 

лигируется ДНК-лигазой. В клетках эукариот за реализацию NER отвечают белки с 

аналогичными функциями, устроенные сложнее (Таблица 2). 
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В эукариотических клетках, включая клетки человека, процесс NER более сложен [61]. В 

этом механизме задействовано свыше тридцати белков, которые постепенно образуют 

комплексы на участке поврежденной ДНК (Рис. 3). Несмотря на сложность NER, на сегодняшний 

день определены основные ферменты и белковые факторы, участвующие в процессе NER 

эукариот, а также изучены механизмы их действия [58]. Исследования показали, что XPC-

RAD23B является начальным фактором узнавания повреждений ДНК в клетках человека по 

механизму GG-NER [62]. Считается, что при сканировании ДНК в поисках повреждений XPC-

RAD23B, вступая в акты ассоциации-диссоциации с молекулой ДНК, формирует множество 

короткоживущих комплексов [63]. В случае обнаружения повреждения RAD23B высвобождается 

из ДНК-белкового комплекса, а фактор XPC формирует стабильный комплекс с ДНК, к которому 

привлекаются последующие белки NER [64]. Для узнавания некоторых повреждений могут также 

потребоваться дополнительные белковые факторы, например, UVDDB (от UV-damaged DNA-

binding protein) [65].  

Далее транскрипционный фактор TFIIH взаимодействует с комплексом XPC-ДНК. TFIIH 

состоит из множества субъединиц, включая XPB и XPD, проявляющих хеликазную и АТРазную 

активности, функции которых значительно отличаются в процессах транскрипции и репарации. 

Также в состав TFIIH входит комплекс CDK-активирующей киназы (циклин-зависимой киназы, 

англ. «cyclin-dependent kinase») САК [66]. В процессах транскрипции XPD взаимодействует с 

САК, что подавляет «ненужные» репарационные активности. Для «переключения» TFIIH на 

репарацию фактор XPA (от англ. «xeroderma pigmentosum complementation type A») связывается 

с комплексом TFIIH и высвобождает САК из комплекса с другими субъединицами [67]. 

Субъединица XPD становится способной взаимодействовать с ДНК и осуществлять проверку 

наличия в ней повреждения [68]. Остановка XPD на повреждении позволяет сформировать 

предрепарационный комплекс путем привлечения XPA и XPG. Эндонуклеаза XPG на этом этапе 

не гидролизует ДНК. На разных этапах NER фактор XPA контактирует с белками TFIIH, RPA, 

XPC, DDB2, ERCC1-XPF (от англ. «excision repair cross complementing‐group 1» и «xeroderma 

pigmentosum type F») и PCNA [69]. RPA служит для защиты ДНК от деградации нуклеазами [70]. 

Когда образуется стабильный комплекс факторов TFIIH, XPA, RPA и XPG, привлекается 

эндонуклеаза XPF-ERCC1, которая гидролизует ДНК с 5'-стороны на расстоянии 15–25 

нуклеотидов от повреждения. Образованная при этом свободная 3'-OH группа используется 

ДНК-полимеразами при репликативной застройке «бреши». Конформационные изменения 

комплекса факторовприводят к активации XPG, которая вносит в ДНК разрыв с 3'-стороны на 

расстоянии3–9 нуклеотидов от повреждения [58]. Свободный 5'-фосфат необходим для 

лигирования разрыва в ДНК при завершении процесса репарации [71]. Завершают процесс 
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репарации NER ДНК-полимеразы со вспомогательными белками (ДНК-полимеразы δ, ε и 

факторы RPA, PCNA и RFC у эукариот), встраивая в ДНК «правильный» нуклеотид, 

комплементарный основанию матрицы. ДНК-лигаза соединяет концы, восстанавливая 

целостность молекулы [72].  

 
Рисунок 3. Схематичный механизм реализации репарации NER в клетках эукариот. 

II.1.3. Репарация неканонических пар нуклеотидов или «мисматчей» 

Не менее распространенной в клетках прокариот и эукариот является система репарации 

«мисматчей» (MMR). MMR – это система, исправляющая ошибки «дочерней» цепи ДНК, 

возникающие при репликации, такие как неканонические пары нуклеотидов («мисматчи»). 

Несмотря на эволюционно консервативный механизм MMR, в разных организмах имеются свои 

особенности [73]. На сегодняшний наиболее детально процесс MMR изучен в организме E. coli, 

в клетках которого реализуется метилзависимый механизм удаления «мисматча» [74]. 

Ключевыми белками системы являются MutS - ДНК-сканирующий белок, узнающий «мисматч», 

MutL - белок, координирующий взаимодействия при образовании комплекса MutSL (комплекс 

MutS с MutL) на ДНК, и MutH - никующая эндонуклеаза, вносящая разрыв в дочернюю цепь, 

после образования тройного комплекса MutSLH на ДНК (Рис. 4, левая панель) [75,76]. В поисках 

неканонической пары ДНК, MutS «скользит» по молекуле, частично изгибая ДНК [77]. При 

обнаружении мисматча MutS прочно связывается с ДНК, изгибая ее на ~45-60°. АТФазная 

активность MutS обеспечивает его участие во всех ключевых стадиях MMR [78]. Связывание 

АТФ переводит MutS в конформацию «скользящего зажима», позволяя белку перемещается 

вдоль ДНК и взаимодействовать с MutL, инициируя дальнейшую репарацию [79,80]. Основная 

роль белка MutL в метилзависимом пути MMR - координация взаимодействий, образование 

тройного комплекса MutSLH и активация эндонуклеазы MutH [81]. За гидролиз дочерней цепи 
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ДНК, где, как правило, и возникает «мисматч» в ходе репликации, отвечает никующая 

эндонуклеаза MutH, которая обладает высокой специфичностью. MutH узнает 

последовательность 5'-Gm6ATC-3'/3'-CTAG↓-5' и вносит разрыв в неметилированную цепь 

монометилированной последовательности (где m6A – N6-метил-2'-дезоксиаденозин; стрелкой 

указано место гидролиза) [82]. Перед началом репликации ДНК остатки аденозина обеих цепей 

метилируются ферментом Dam-метилтрансферазой по сайтам 5'-Gm6ATC-3'/3'-CTAG↓-5', а 

сразу после репликации – некоторое время метилирована лишь материнская цепь [83]. 

Одноцепочечный разрыв служит сигналом для эксцизионной репарации, при которой удаляется 

фрагмент цепи ДНК, содержащей «мисматч». К ДНК в месте разрыва присоединяется ДНК-

хеликаза UvrD, которая расплетает ДНК до неканонической пары [84]. В зависимости от 

расположения разрыва (5' или 3'-сторона от «мисматча»), включаются специфические 

экзонуклеазы (RecJ/ExoVII или ExoI/ExoVII/ExoX, соответственно) для удаления дочерней цепи 

с «мисматчем». SSB-белок стабилизирует оставшийся одноцепочечный участок, ДНК-

полимераза III (Pol III) синтезирует корректную последовательность, и ДНК-лигаза ликвидирует 

разрыв [85]. Метилзависимый путь репарации «мисматчей» реализуется лишь в клетках E. coli и 

некоторых других γ-протеобактериях. В клетках эукариот и у большинства других прокариот 

механизм действия MMR является метилнезависимым, отсутствует MutH, а метилирование не 

влияет на процесс дискриминации цепей ДНК [86]. Бактериальные клетки, в которых MMR 

метилнезависимая, обладают гомодимерными MutS и MutL, последний из которых 

функционирует как никующая экзонуклеаза (Рис. 4, центральная панель) [87]. В случае эукариот 

за MMR отвечают гетеродимерные белки MutSα (MSH2–MSH6), MutSβ (MSH2–MSH3) и MutLα 

(MLH1 и PMS2), MutLβ (MLH1 и PMS1) (Рис. 4, правая панель) [88]. В отличие от MutL белок 

MutS из метилнезависимой MMR в большей степени консервативен с MutS E. coli. Поэтому 

первый этап репарации, состоящий из сканирования ДНК и обнаружения неканонической пары, 

похож независимо от того, является ли MMR метилзависимой или нет [89,90]. Гомологи MutL 

проявляют эндонуклеазную функцию, которая активируется после узнавания «мисматча» и 

формирования комплекса MutSL [91]. За реализацию одноцепочечного разрыва отвечает 

эндонуклеазный мотив MutL, высоко консервативный среди гомологов белка в клетках разных 

организмов [92]. Для гидролиза ДНК требуется координация ионов двухвалентных металлов. 

Ион Mg2+ является оптимальным, однако для некоторых организмов наиболее эффективно 

эндонуклеазная функция реализуется в присутствии Mn2+ и Zn2+ [86].  
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Рисунок 4. Механизмы MMR у E. coli (слева), других бактерий (в центре) и эукариот (справа). У бактерий гомодимерный MutS узнает 

«мисматчи» и образует комплекс с ДНК. Затем MutS привлекает MutL. Аналогично, у эукариот гетеродимерный MutSα привлекает MutLα после 
узнавания «ошибки». У γ-протеобактерий (включая E. coli) комплекс MutSL активирует эндонуклеазу MutH, которая катализирует гидролиз 
неметилированной дочерней цепи ДНК (метилзависимая MMR). У большинства прокариот и всех эукариот MutH отсутствует. У этих 
организмов гомологи MutL (гомодимер MutL у бактерий и гетеродимер MutLα у эукариот) обладают эндонуклеазной активностью и селективно 
гидролизуют вновь синтезированную цепь (метилнезависимый MMR).  
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Белки MutL в метилнезависимом пути MMR не имеют сайт-специфичности, поэтому могут 

гидролизовать ДНК в любом месте как «дочерней», так и «материнской» цепи ДНК. Это 

обстоятельно требует строгой регуляции активности MutL дополнительными факторами, чтобы 

избежать двуцепочечных разрывов, наиболее губительных для клетки. Механизм узнавания 

дочерней цепи у большинства организмов до сих пор неизвестен, однако предполагается, что 

белки MMR различают «материнскую» и «дочернюю» цепи с помощью специфических 

маркеров, образующихся во время репликации [93,94]. Например, во время репликации в 

эукариотах такими маркерами могут быть ошибочно включенные в ДНК рибонуклеотиды вместо 

дезоксирибонуклеотидов. После репликации эти рибонуклеотиды удаляются с помощью 

РНКазы, что позволяет системе MMR узнавать образовавшиеся одноцепочечные разрывы 

(«ники») и исправлять некомплементарную пару [95,96]. Одноцепочечные разрывы также 

образуются в процессе репликации, особенно это касается «отстающей» цепи ДНК, 

синтезируемой фрагментами Оказаки. Важную роль в дискриминации цепей приписывают PCNA 

у эукариот или β-«зажим» у прокариот (β-субъединица ДНК-полимеразы III). Эти белки 

локализуются на дочерней цепи ДНК во время репликации и служат платформой для связывания 

других белков, участвующих в репарации, усиливая их процессивность [97,98]. Полагают, что 

взаимодействие MutSL с β-«зажимом» способствует корректной ориентации белкового 

комплекса для внесения одноцепочечного разрыва в «дочернюю» цепь. 

После внесения одноцепочечного разрыва в ДНК в клетках прокариот включаются хеликаза 

(преимущественно UvrD), экзонуклеаза, ДНК-полимераза и ДНК-лигаза для завершения 

процесса репарации. В клетках эукариот завершение MMR осуществляется двумя путями: EXO1-

зависимым и EXO1-независимым [99]. В EXO1-зависимом механизме 5'-3'-экзонуклеаза EXO1 

удаляет участок дочерней цепи, содержащий ошибку, начиная с «ника» с 5'-стороны от 

«мисматча» [100]. Если «ник» расположен с 3'-стороны от некомплементарной пары, 

эндонуклеаза MutLα эукариот создает разрыв на 5'-стороне, обеспечивая начало EXO1-

зависимой репарации. В EXO1-независимом пути MutLα вносит разрыв с 5'-стороны от 

«мисматча», а ДНК-полимераза δ (Pol δ) синтезирует новый фрагмент ДНК, вытесняя 

ошибочную цепь с помощью своей экзонуклеазной активности [101]. Скорость EXO1-

независимой MMR ниже, поэтому предпочтительным является EXO1-зависимый механизм. 

Несмотря на различия в молекулярной организации BER, NER и MMR у прокариот и 

эукариот реализуются по единому принципу эксцизионной репарации: специфическое узнавание 

дефекта, локальное удаление поврежденного участка ДНК, ресинтез и последующее 

лигирование. Специфика каждого пути определяется типом повреждения и набором факторов, 

обеспечивающих его узнавание. 
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II.2. Роль систем репарации ДНК в патогенезе бактерий 

С развитием науки и медицины ученые стали чаще обращать внимание на проблему 

адаптации патогенных микроорганизмов, а именно на их устойчивость к антибиотикам, 

возникающую из-за различных факторов: работы эффлюксных систем, мутаций в генах-

мишенях, компенсаторных изменений, приобретения плазмид и др. [102–104]. Бактерии также 

используют механизмы, затрудняющие узнавание патогена иммунной системой, такие как 

антигенная изменчивость, регуляция экспрессии поверхностных белков или имитацию 

гликопротеинов клеток организма-хозяина [105]. Несмотря на разработку новых препаратов и 

вакцин быстрое развитие механизмов адаптации микроорганизмов остается серьезной 

проблемой. Экспрессия и изменчивость антигенов, а также синтез генов, ответственных за 

устойчивость к лекарственным препаратам, контролируются на уровне ДНК [106]. В этих 

процессах часто участвуют белки рекомбинации и репарации, поэтому фундаментальные 

исследования, направленные на изучение механизмов работы белков систем репарации в клетках 

бактерий, важно для разработки новых эффективных вакцин, иммунотерапии и 

усовершенствования антибиотикотерапии. 

Рассмотрим роль белков эксцизионной репарации в адаптации микроорганизмов на 

примере бактерии Neisseria gonorrhoeae. Этот организм является распространенным патогеном, 

способным вызывать серьезные заболевания у человека [106]. Бактерия демонстрирует 

способность развивать широкую и множественную устойчивость к различным антибиотикам, что 

осложняет лечение инфекционных заболеваний. Механизмы патогенеза, экологическая ниша, 

пути передачи, условия выживания и способы адаптации определяют характер модификаций, 

которые чаще возникают в ДНК патогенных организмов, и, как следствие, обуславливают 

развитие и специфику механизмов систем репарации, а также влияют на адаптацию систем 

репарации ДНК к специфическим условиям жизни каждой бактерии и роль белков репарации в 

патогенезе. N. gonorrhoeae представляет собой грамотрицательную бактерию, 

характеризующуюся наличием тонкого слоя пептидогликана и внешней мембраны, содержащей 

липополисахариды. Данный микроорганизм обитает исключительно в организме человека. 

N. gonorrhoeae поражает преимущественно слизистые оболочки мочеполовой системы и 

передается главным образом половым путем. По потребности в кислороде бактерия относится к 

облигатным аэробам. Существенной клинической особенностью N. gonorrhoeae является 

высокая устойчивость к антибиотикам, включая пенициллины, фторхинолоны и цефалоспорины, 

что существенно осложняет терапию гонококковой инфекции [107].  
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II.2.1. Репарационные пути в клетках бактерии Neisseria gonorrhoeae 

N. gonorrhoeae является патогеном человека и обитает в основном в организме хозяина 

[107]. Основные повреждения ДНК клетки патогена возникают в результате воздействия веществ, 

присутствующих в организме человека. N. gonorrhoeae обладает следующими системами 

репарации ДНК: прямое исправление повреждений, эксцизионная репарация оснований, 

эксцизионная репарация нуклеотидов, репарация «мисматчей», репарация очень коротких 

участков (VSP), репарация с участием систем рекомбинации (Таблица 3).   

Таблица 3. Системы репарации ДНК N. gonorrhoea [109]. 

Система 
репарации ДНК 

Ключевые ферменты, 
которые вовлечены в 

процесс репарации 

Возможная причина 
возникновения 

мутации 

Пример 
нарушения 

структуры ДНК 

Система прямой 
репарации ДНК 

O⁶-алкилуанин-ДНК-
алкилтрансфераза II (Ogt) алкилирующие агенты O⁴-метилтимин и 

O⁶-метилгуанин 

BER 
ДНК-гликозилазы (Nth, 
Tag, Ung, MutM, MutY), 
АР-эндонуклеаза (Xth) 

активные формы 
кислорода 

7,8-дигидро- 
8-оксогуанин 

NER UvrABCD; Mfd химические агенты 
(H₂O₂), УФ-излучение 

пиримидиновые 
димеры 

MMR MutS, MutL «ошибки» ДНК-
полимеразы 

неканонические 
пары нуклеотидов 

VSP Vsr-эндонуклеазы; ДНК-
полимераза I; MutS, MutL 

Дезаминирование 
5-метилцитозина 

неканонические 
G/T-пары 

Репарация с 
участием систем 
рекомбинации 

RecABCD; RecGORQN; 
RuvABC 

излучение различного 
типа, химические 

агенты 

двуцепочечные 
разрывы 
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Считается, что у N. gonorrhoeae отсутствует система SOS-репарации, которая активируется 

в ответ на серьезные повреждения ДНК, такие как остановка репликационной вилки [108]. Вместо 

транскрипционного репрессора LexA, который подвергается автопротеолизу в классическом 

варианте SOS-ответа и активирует транскрипцию генов белков репарации, в клетках 

N. gonorrhoeae был выявлен его функциональный аналог – белок NG1427. Предполагается, что 

NG1427 может участвовать в похожем на SOS-репарацию пути, отличающемся, однако, по 

механизму активации . 

В следующих разделах рассмотрим, как именно связана активность белков из систем 

репарации ДНК гонококка с их вирулентностью и способностью к адаптации. Автор диссертации 

является соавтором обзорной статьи [109], которая содержит информацию, описанную в 

разделах ниже. 

 II.2.2. Ключевые факторы вирулентности Neisseria gonorrhoeae  

Факторы вирулентности бактерий – это молекулы, обычно компоненты поверхности 

клетки, которые обеспечивают микроорганизму способность заражать организм хозяина и 

вызывать заболевание. Их изменчивость обеспечивает патогену возможность адаптироваться к 

условиям организма-хозяина и уклоняться от иммунного ответа. Роль белков систем репарации 

ДНК в обеспечении этих адаптационных механизмов активно обсуждается в последние годы. 

N. gonorrhoeae обладает рядом факторов вирулентности, которые позволяют ей успешно 

колонизировать слизистые оболочки, уклоняться от иммунного ответа и выживать в стрессовых 

условиях организма-хозяина [110]. Первым этапом патогенеза является прикрепление бактерий 

к эпителию слизистой оболочки. Важную роль в этом процессе играют пили IV-го типа (IV type 

pili – Tfp) – белковые нити бактерии, которые позволяют N. gonorrhoeae закрепляться на 

поверхности клетки-хозяина и перемещаться по ней [106]. Пили преимущественно состоят из 

белка пилина (PilE) и дополнительных белков (PilC), они являются необходимым фактором 

вирулентности бактерии, поэтому претерпевают антигенную вариацию, что приводит к 

экспрессии различных вариантов белка пилина. Ген pilE и кодируемый им белок можно 

разделить на вариабельные и консервативные области. Процесс антигенной вариации пилей 

заключается в переносе вариабельной кодирующей последовательности из неэкспрессируемого 

«молчащего» локуса (pilS) в локус экспрессии (pilE) без изменения донорского локуса. 

Последовательности pilS не имеют промотора, но значительно схожи с экспрессируемой 

последовательностью pilE, являясь источником вариабельной генетической информации (Рис. 

5А) [5].  
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Рисунок 5. Механизмы адаптации N. gonorrhoeae. (А) Антигенная вариация 

поверхностного белка пилина N. gonorrhoeae. Графическое изображение гена pilE (красный) и 
pilS (голубой) с гомологичными областями, представленными серым цветом. (Б) Фазовая 
вариация поверхностного белка Opa N. gonorrhoeae. Изменение количества пентамерных 
повторов в гене, кодирующем сигнальный пептид. В результате экспрессия Opa подавляется и 
антитела организма-хозяина не связываются с рецепторами клеток патогена. 

Другим важным фактором являются поверхностные белки Opa, участвующие в адгезии и 

инвазии путем связывания с рецепторами CEACAM иммунных клеток человека. Это оказывает 

влияние на нейтрофилы, изменяя процессы фагоцитоза и нарушая выработку активных форм 

кислорода. Тем не менее, экспрессия Opa не является необходимым фактором для адгезии и 

инвазии, поэтому контролируется механизмом фазовой вариации, включающим изменение числа 

пентамерных повторов (5′-CTCTT-3′) в гене, кодирующем сигнальный пептид (Рис. 5Б) [111]. 

Такая изменчивость может обеспечить N. gonorrhoeae способность сохраняться в организме 

хозяина продолжительное время и повторно инфицировать. 

Как и все грамотрицательные бактерии N. gonorrhoeae имеет липоолигосахариды (LOS) на 

поверхности внешней мембраны клетки, которые также необходимы для развития инфекции 

[110]. По структуре LOS N. gonorrhoeae подобны широко распространенным бактериальным 

липоолигосахаридам, однако не содержат полисахаридных цепей О-антигена, которые легко бы 

распознавались иммунной системой организма-хозяина при инфицировании. Более того, LOS N. 

gonorrhoeae подвергаются вариации фаз: в результате сдвига рамки считывания в генах 

гликозилтрансферазы липоолигосахариды бактерии приобретают различные углеводные 

фрагменты [112]. Например, экспрессия сиалированных липоолигосахаридов на поверхности 

клетки бактерии позволяет N. gonorrhoeae имитировать клетки организма-хозяина. У человека 

фрагменты сиаловой кислоты присутствуют на поверхности клеток и взаимодействуют с 

компонентами иммунной системы (с фактором Н – сывороточным гликопротеином системы 

комплемента) для предотвращения атаки на собственные клетки в результате активации 

альтернативного пути системы комплемента. Кроме того, как и другие бактериальные 
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липоолигосахариды, LOS N. gonorrhoeae содержит липид А, который, связываясь с белком 

каскада системы комплемента человека (C3b), вызывает деградацию последнего через 

опосредованный фактор I [113]. В результате этого каскад инактивируется, терминальный 

мембраноатакующий комплекс (MAC) не образуется, клетки патогена не подвергаются лизису, 

эффективно размножаясь в организме человека. Пориновые белки (PorA и PorB) – белки внешней 

мембраны клетки N. gonorrhoeae, являются наиболее распространенными белками в гонококках. 

Штаммы с преобладанием PorA вызывают более сложное течение заболевания, тогда как 

штаммы с преобладанием PorB на поверхности мембраны клеток патогена с большей 

вероятностью вызывают неосложненную инфекцию слизистых оболочек. Основная функция 

порина – перенос ионов и питательных веществ через внешнюю мембрану клетки бактерии. Для 

ускользания от иммунного ответа Por эффективно связывается с фактором Н, подавляя ответ 

системы комплемента человека. Более того, известно, что PorA взаимодействует с регуляторным 

белком системы комплемента эффективнее, чем PorB. С другой стороны, порин способен 

связываться с другим регуляторным участником системы комплемента – белком C4Bp, функции 

которого аналогичны функциям фактора Н, однако C4Bp защищает клетки хозяина от 

опсонизации в результате активации классического пути системы комплемента. Таким образом, 

N. gonorrhoeae эффективно колонизируется на поверхности эпителиальных клеток хозяина, 

избегая ответа системы комплемента человека (Рис. 6) [114]. 

 

 
Рисунок 6. Различные механизмы адаптации N. gonorrhoeae в ответ на активацию системы 

комплемента человека. 

Помимо уклонения от иммунитета N. gonorrhoeae обладает высокой устойчивостью к 

повреждающим агентам благодаря ферментам антиоксидантной защиты и системам репарации 

ДНК. Иммунные клетки атакуют бактерию, производя активные формы кислорода и азота, 

которые повреждают ДНК. Для противодействия этому N. gonorrhoeae экспрессирует каталазы, 

супероксиддисмутазу, глутатионпероксидазу и метионин-сульфоксидредуктазу, снижающие 
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уровень окислительного стресса. 

Представленные выше факторы вирулентности обеспечивают N. gonorrhoeae высокую 

степень адаптивности в условиях организма-хозяина. Центральным звеном такой адаптации 

выступает изменчивость белков наружной мембраны, антигенная и фазовая вариация которых 

лежат в основе иммунного уклонения. Все больше данных свидетельствует о том, что в 

управление этими процессами включаются белки систем репарации ДНК – как MMR, так и 

рекомбинационной и эксцизионной репарации. В следующем разделе рассмотрены 

молекулярные механизмы и экспериментальные данные, подтверждающие это участие. 

II.2.3. Роль белков систем репарации ДНК в адаптации и изменчивости Neisseria 

gonorrhoeae  

У N. gonorrhoeae важную роль не только поддержания стабильности генома, но и 

вирулентности, играют белки системы MMR [115].Репарация в клетках N. gonorrhoeae идет по 

метилнезависимому механизму (см. раздел 2.1. «Репарационные пути в клетках бактерии 

Neisseria gonorrhoeae») [116]. Было обнаружено, что в клетках этой бактерии хеликаза UvrD не 

является необходимым участником MMR, хотя в клетках штаммов N. gonorrhoeae с хорошо 

представленной UvrD за расплетание ДНК в процессе MMR отвечает именно она [33]. В 

настоящее время в литературе появляются новые данные о влиянии белков системы MMR на 

различные процессы адаптации и изменчивости N. gonorrhoeae и его родственного вида Neisseria 

meningitidis, системы репарации ДНК которых аналогичны, как и процессы фазовой и антигенной 

вариации [117,118]. Так, продемонстрировано, что снижение активности белков MMR 

способствует видовой изменчивости и адаптации бактерий к условиям окружающей среды 

[119].В работе показано, что нокауты генов mutS или mutL в штаммах N. meningitidis привели к 

резкому увеличению частоты появления спонтанной мутации устойчивости к рифампицину. 

Также описана природная клеточная линия, экспрессирующая ген мутантной формы белка MutL 

(32 аминокислотные замены по сравнению с ферментом дикого типа), которая обладает высокой 

частотой фазовых вариаций и быстро приобретает устойчивость к этому антибиотику. 

Изолированные клетки N. meningitidis, вырабатывающие мутантную форму MutS, также 

показывали высокую скорость изменчивости по данному признаку. Показано влияние белков 

MMR на вариацию поверхностного белка PorA. Штамм N. meningitides, лишенный белка MutS, 

демонстрировал снижение экспрессии гена, кодирующего PorA. Это позволило патогену 

выработать устойчивость к антибактериальной активности PorA-cпецифического 

моноклонального антитела, являющегося основным компонентом ряда вакцин, снижая их 

эффективность [120]. По некоторым данным белки системы MMR N. gonorrhoeae могут 

принимать участие в регуляции гомологичной рекомбинации pilE/pilS, лежащей в основе 
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антигенной вариации пилина [121]. Мутантные линии патогена с нокаутами генов mutS или mutL 

демонстрируют повышенную частоту антигенной вариации pilE [122]. Предполагаемые 

механизмы влияния белков MMR на антигенную вариацию пилей обсуждаются далее (см. раздел 

2.4. «Неканонические структуры ДНК и их влияние на патогенез и репарацию»).  

Значительную роль в процессе антигенной вариации N. gonorrhoeae играют белки системы 

рекомбинационной репарации, которые также участвуют в восстановлении двойных разрывов 

ДНК [123]. В клетках N. gonorrhoeae реализуются два пути гомологичной рекомбинации: 

RecBCD- и RecF-подобный [7]. Как и другие бактериальные гомологи комплекс RecBCD из N. 

gonorrhoeae инициирует рекомбинацию, связываясь с «тупым» концом поврежденной ДНК [124]. 

Субъединицы RecB и RecD являются хеликазами и расплетают ДНК до определенной 

последовательности, называемой Chi-сайтом (5′-GCTGGTGG-3′). Далее, эндонуклеаза RecB 

вносит одноцепочечный разрыв в цепь ДНК, содержащую Chi-сайт, и продолжает расплетать 

двойную спираль. Комплекс ферментов RecBCD привлекает рекомбиназу RecA на 

образовавшийся 3′-конец одноцепочечной ДНК, затем RecBCD распадается. Одноцепочечный 

фрагмент ДНК в комплексе с RecA связывается с гомологичной последовательностью, а вторая 

цепь ДНК-дуплекса вытесняется с образованием структуры Холлидея [125]. Разрушение этой 

структуры происходит с помощью белков RuvABC и RecG, гены которых также обнаружены в 

геноме N. gonorrhoeae [126].  

Мутации в recA могут нарушать процессы гомологичной рекомбинации, что снижает 

способность бактерии к репарации ДНК и может уменьшать эффективность антигенной 

изменчивости, необходимой для уклонения от иммунного ответа хозяина. Известно, что дефекты 

в последовательности гена recB (но не recD) гонококков приводят к нарушению репарации 

двуцепочечных разрывов ДНК, вызванных ионизирующим излучением [127]. В работе [7] 

показано, что выживаемость клеток N. gonorrhoeae, содержащих делеции генов ruvA, ruvC и recG, 

после воздействия на них H2O2 была резко снижена по сравнению с клетками дикого типа. 

Независимо от активности комплекса RecBCD гомологичная рекомбинация 

N. gonorrhoeae может происходить по так называемому RecF-подобному пути, в котором 

участвуют хеликаза RecQ, эндонуклеаза RecJ и белки RecO и RecR. Последние привлекают 

рекомбиназу RecA на одноцепочечный фрагмент репарируемой ДНК [128]. 

Механизм антигенной вариации пилина N. gonorrhoeae активно изучается. Известно, что в 

его реализации задействованы рекомбиназа RecA, ферменты RecF-подобного пути 

рекомбинации (RecOR, RecJ, RecQ), а также комплекс белков RuvABC и RuvG для разрушения 

структуры Холлидея [129]. Показано, что в результате делеций генов recA, recO и recR мутантные 

клеточные линии N. gonorrhoeae полностью теряли способность к антигенной вариации [130]. 

Нокауты генов ruvA, ruvB, ruvC, recQ или recG приводили к резко сниженной частоте этого 
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процесса [131]. Однако штаммы с инактивированными recB и recD демонстрировали ту же 

способность к вариации пилина, что и штаммы дикого типа [132]. Это свидетельствует в пользу 

того, что антигенная вариация пилей организма N. gonorrhoeae обусловлена гомологичной RecF-

подобной рекомбинацией и не зависит от активности комплекса RecBCD [133]. 

Пути эксцизионной репарации оснований и нуклеотидов в ДНК N. gonorrhoeae служат 

преимущественно для устранения повреждений, вызванных различными экзогенными 

факторами, позволяя патогену выживать в среде организма-хозяина в ходе его инфицирования. 

Тем не менее, окислительные повреждения – не самые частые модификации ДНК данного 

патогена. Кроме своей основной роли, белки NER вносят вклад в изменчивость пилина. Несмотря 

на то, что они не вовлечены в антигенную вариацию pilE, показано, что нокаут uvrD (но не 

uvrABC) значительным образом увеличивает вариацию белка PilC, входящего в состав пилей IV-

го типа [121]. Структурный белок PilC претерпевает фазовые вариации, однако по RecA-

независимому пути. В N. gonorrhoeae присутствуют два идентичных гена pilC1 и pilC2, которые 

способны «переключаться» между собой за счет сдвига рамки считывания в областях, 

кодирующих сигнальный пептид [134]. 

II.2.4. Неканонические структуры ДНК и их влияние на патогенез и репарацию 

Одним из малоизученных, но потенциально значимых факторов, влияющих на репарацию 

и адаптацию патогенов, являются неканонические структуры ДНК. 

G-квадруплексы (G4) – одна из таких структур, формирующаяся в богатых гуанином участках 

генома и способная оказывать влияние как на экспрессию генов, так и на работу белков 

репарации. В клетках N. gonorrhoeae эти структуры играют ключевую роль в регуляции 

антигенной вариации пилей. Как упоминалось выше антигенная вариации PilE – ключевого белка 

пилей IV-го типа происходит через перенос изменчивых последовательностей из неактивных 

«молчащих» локусов (pilS) в активный локус pilE без изменения самих pilS с помощью белков 

RecF-подобного пути рекомбинации. Для инициации этого процесса необходима короткая G-

богатая последовательность, расположенная примерно на расстоянии 350 пар нуклеотидов (п.н.) 

с 3′-конца от промотора pilE [135]. Эта последовательность способна образовывать параллельный 

G4 in vitro (Рис. 7) [136].  

https://www.zotero.org/google-docs/?ExYCBs
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Рисунок 7. Схематичное изображение регуляторного участка генома 

N. gonorrhoeae, представляющего собой G4-мотив и расположенного примерно на расстоянии 
350 п.н. выше промотора pilE. 

Точечные замены G (но не T [9]) в этой последовательности ДНК приводят к разрушению 

G4-ДНК и нарушению способности патогена к антигенной вариации пилина [123]. Формирование 

G4, по-видимому, регулируется небольшой некодирующей цис-РНК, промотор которой 

находится рядом с G-богатым мотивом и сохраняется у большинства штаммов N. gonorrhoeae 

[137,138]. Предполагается, что транскрипция этой РНК способствует образованию РНК-ДНК-

гибрида (R-петли) с C-богатой комплементарной цепью, что, в свою очередь, стабилизирует G4-

структуру в противоположной цепи. Таким образом, для инициации антигенной вариации 

необходима не только G4-образующая последовательность, но и транскрипционная активность 

промотора цис-РНК, однако стабильность R-петли не влияет на эффективность антигенной 

вариации (Рис. 8) [139]. 

Интересно, что формирование G4 сопровождается появлением одноцепочечных разрывов 

ДНК, которые, предположительно, инициализируют гомологичную рекомбинацию, однако 

точный фермент, вызывающий эти разрывы, пока не идентифицирован [140]. Добавление 

специфического лиганда, стабилизирующего G4, N-метилмезопорфирина (NMM), резко снижает 

частоту антигенной вариации pilE, вероятно, за счет конкуренции с белками RecF-пути за 

связывание с G4 [136]. 
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Рисунок 8. Стабилизация параллельного G-квадруплекса для инициации антигенной 

вариации pilE патогена N. gonorrhoeae. Гибридизация С-богатой последовательности ДНК с 
комплементарной цис-РНК стабилизирует структуру G4. 

Для последующего гомологичного обмена, помимо инициации разрыва, необходимо 

локальное расплетение двойной спирали вблизи G4. Одним из кандидатов на эту роль является 

хеликаза RecQ, нокаут гена которой приводит к снижению частоты антигенной вариации [8]. 

Однако точечная замена в хеликазном мотиве (D307A), нарушающая способность RecQ 

расплетать G4, но сохраняющая активность в отношении обычной ДНК, не приводит к снижению 

вариативности. Это указывает на то, что RecQ, вероятно, не участвует напрямую в разрушении 

G4, но облегчает процесс рекомбинации, расплетая соседние с G4 участки дуплекса. 

Таким образом, G-квадруплекс в N. gonorrhoeae может представлять собой 

функциональный регуляторный элемент, влияющие на активацию рекомбинационных белков и 

антигенную изменчивость. Это подчеркивает важную роль пространственной организации ДНК 

и структурных элементов генома в реализации вирулентных свойств бактерии.  

Помимо N. gonorrhoeae, формирование G4-структур продемонстрировано и у других 

бактерий, включая E. coli [141]. Они локализуются рядом c локусами транспортной РНК и могут 
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участвовать в регуляции вирулентных генов. В геноме Helicobacter pylori обнаружены 

консервативные G-богатые мотивы, способные формировать G4 in vitro, расположенные в генах 

[142], кодирующих белки-транспортеры ионов Ni2+ (nixA, niuB1/2, niuD). В Streptococcus 

pneumoniae идентифицированы три G4-мотива в кодирующих областях трех жизненно важных 

генов (recD, pmrA, hsdS) [143]. Предполагается участие этих мотивов в регуляции репарации, 

управлении экспрессией генов и реакцией на антибиотики. 

Таким образом, понимание причин формирования и разрушения G4 в геноме бактерий 

может открыть новые подходы к ингибированию антигенной изменчивости и, как следствие, к 

созданию более эффективных терапевтических стратегий. Особое значение приобретает 

изучение взаимодействия белков с G-квадруплексами, в частности, белков систем репарации 

ДНК, функции которых могут изменяться вблизи G4-структур. Учитывая вовлеченность G4 в 

регуляцию антигенной изменчивости, исследование вопроса о том, как белки репарации 

(например, MutL, RecQ, RecA) взаимодействуют с такими участками, может пролить свет на 

механизмы переключения между стабильностью и изменчивостью генома N. gonorrhoeae. Это 

особенно важно в контексте противомикробной терапии и разработки препаратов, направленных 

на ограничение эволюционного потенциала патогенов. 

II.3. Роль систем репарации ДНК в клетках человека 

Если в бактериях системы репарации совмещают функции поддержания геномной 

стабильности и адаптивной изменчивости, то в клетках человека репарационные механизмы 

жестко координируются с фазами клеточного цикла и преимущественно направлены на 

предотвращение накопления повреждений. Тем не менее, аналогичные принципы используются 

и для обеспечения генетического разнообразия, например, в процессе мейотической 

рекомбинации, который также опирается на работу белков репарации. Эукариотические клетки 

обладают более сложной структурой и многоуровневыми механизмами контроля за 

стабильностью генома на каждом этапе жизни, что особенно важно в контексте предотвращения 

канцерогенеза. 

II.3.1. Организация клеточного цикла человека и функционирование систем 

репарации ДНК 

Жизненный цикл эукариотической клетки состоит из нескольких последовательных фаз, 

каждая из которых имеет свои особенности как с точки зрения биохимических процессов, так и 

с точки зрения риска повреждения генома. Цикл деления клетки включает интерфазу и митоз 

[144]. Интерфаза, в свою очередь, делится на три фазы: G1 (период роста и подготовки к 

репликации), S (фаза синтеза, в ходе которой происходит репликация ДНК) и G2 (финальная 
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подготовка к митозу). Митоз – это фаза деления клетки, в ходе которой происходит равномерное 

распределение реплицированных хромосом между дочерними клетками [145]. Стоит отметить, 

что упаковка генетического материала в каждой фазе цикла деления не одинакова. Это 

обстоятельствозначительно влияет на возможность возникновения повреждений в ДНК и 

активации тех или иных путей репарации [146,147]. У человека наиболее часто делятся клетки 

эпителия, костного мозга, стволовые, эмбриональные и половые клетки. Напротив, клетки 

нервной ткани делятся значительно реже, и многие из них не вступают в деление после 

завершения эмбрионального периода. 

Фаза G1 (период роста клетки) является первой фазой интерфазы, в которой клетка активно 

готовится к репликации ДНК. На этом этапе хроматин находится преимущественно в 

конденсированном состоянии, что характеризуется высокой плотностью упаковки и 

формированием гетерохроматина [147]. Это способствует снижению доступности ДНК для 

внешних факторов и ограничивает вероятность возникновения мутаций. Однако даже в 

гетерохроматине возможны повреждения ДНК, поскольку низкомолекулярные окислительные 

агенты, такие как активные формы кислорода (АФК), способны проникать в эти области и 

вызывать окислительные модификации. Например, остатки 8-oxoG, могут образовываться в 

результате воздействия окислителей и являться причиной нестабильности генома (см. раздел 

1.2.1. «Механизм эксцизионной репарации оснований») [148]. При переходе фазы G1 в фазуS 

клетка должна пройти через проверочную точку («чекпоинт») G1, чтобы обеспечить контроль за 

целостностью генома. Эта стадия включает серию молекулярных механизмов, оценивающих 

повреждения ДНК и активирующих соответствующие пути репарации. Одним из ключевых 

белков, участвующих в этом процессе, является p53, который может инициировать репарацию, 

замедлить цикл или даже активировать апоптоз, если повреждения трудно исправляемые [149]. 

Белок p53 также может индуцировать экспрессию p21 – ингибитора циклин-зависимой киназы, 

что приводит к задержке клеточного цикла и предоставляет время для восстановления ДНК. На 

этом этапе также могут быть активированы киназы, такие как ATM и ATR, которые 

фосфорилируют и активируют эффекторные киназы, запуская каскад сигнальных событий, 

ведущих к задержке клеточного цикла и активации механизмов репарации ДНК. Активация ATM 

и ATR приводит к фосфорилированию и ингибированию фосфатазы Cdc25, что препятствует 

активации циклин-зависимой киназы и замедляет клеточный цикл [150]. Если клетка успешно 

исправляет повреждения, она может перейти в фазу S, где начинается репликация ДНК. 

В фазе S клетка начинает активный процесс репликации ДНК, что сопровождается 

деконденсацией хроматина и переходом его в более открытое состояние. Этот процесс требует 

активной работы систем репарации, так как именно на этом этапе ДНК наиболее подвержена 

повреждениям. Деконденсация хроматина увеличивает доступность ДНК не только для 
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репликационных комплексов, но и для различных факторов, таких как окислители, 

ультрафиолетовое излучение или химические агенты, что создает угрозу для стабильности 

генома [151]. В процессе репликации ДНК часто возникают «мисматчи» из-за ошибок ДНК-

полимераз при синтезе «дочерней» цепи на матрице исходной молекулы [152]. При расхождении 

цепей ДНК могут возникать промежуточные вторичные структуры (например, G4), которые 

могут приводить к остановке репликативной вилки, возникновению одноцепочечных или 

двуцепочечных разрывов [153]. Таким образом, активность белков систем репарации ДНК 

крайне важна в S-фазе клеточного деления, когда происходит репликация ДНК. 

Фаза G2 – это заключительная подготовка клетки к митозу, в ходе которой осуществляется 

коррекция ошибок, возникших в процессе репликации ДНК. К концу G2 хроматин снова 

начинает конденсироваться, но в начале фазы сохраняет значительную степень деконденсации 

для возможности осуществления репарации [154]. Клетка проверяет правильность и целостность 

реплицированной ДНК с помощью специализированных белков и комплексов, таких как циклин-

зависимые киназы и белки, участвующие в сигнальных путях апоптоза. На этом этапе также 

активно работают системы репарации, которые исправляют ошибки репликации или другие 

повреждения ДНК, возникшие в фазах G1 и S. Стоит отметить, что при переходе из фазы G2 в 

митоз клетка обязана пройти контрольную точку G2/M, регулируемую циклин-зависимыми 

киназами, обеспечивая проверку на наличие геномных повреждений [155]. 

В митозе клетка делится, и все процессы, связанные с делением хромосом, требуют 

особенно строгой координации. Все повреждения ДНК должны быть устранены до начала 

митоза, так как в митозе репарация ДНК ограничена, а наличие повреждений может привести к 

мутациям или неправильному распределению хромосом между «дочерними» клетками. В случае 

серьезных повреждений, которые не могут быть устранены, активируются сигнальные пути, 

ведущие к апоптозу, чтобы предотвратить деление клетки с дефектной ДНК [156]. 

Таким образом, активация систем репарации ДНК преимущественно происходит в 

интерфазе, когда клетка активно контролирует и исправляет повреждения генома. 

Репарационные механизмы у эукариот играют не только роль в рутинном восстановлении 

повреждений, но и имеют решающее значение в предотвращении канцерогенеза. Мутации в 

генах белков репарации могут выступать как драйверы опухолевого роста, а особенности 

строения ДНК – влиять на вероятность возникновения ошибок. 

II.3.2. Клиническое значение мутаций в генах белков систем эксцизионной репарации 

ДНК человека 

Мутации в генах, кодирующих белки систем эксцизионной репарации ДНК, таких как BER, 

NER и MMR, широко ассоциируются с развитием различных типов рака. Нарушение механизма 
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репарации поврежденной ДНК способствует мутагенезу и хромосомной нестабильности, 

повышая риск канцерогенеза (Таблица 4). 

В частности, полиморфизмы гена, кодирующего 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазу человека 

(OGG1), которая отвечает за репарацию окислительных повреждений, ассоциированы с риском 

развития рака различного типа, включая рак легких, печени и молочной железы. Это 

подтверждает связь между нарушением репарации окислительных повреждений и развитием 

онкологических заболеваний. Замена Ser326Cys в последовательности OGG1 часто 

рассматривается как фактор повышенного риска развития колоректального рака, рака легких, 

рака мочевого пузыря и других видов рака [157]. Установлено, что гомозиготы Cys/Cys имеют 

повышенный риск возникновения рака легких, особенно при совместном действии факторов, 

таких как курение [164]. В мета-анализах было обнаружено множество других генетических 

вариантов OGG1, включая «миссенс»- и «нонсенс»-замены, а также варианты в интронах и 3'-

нетранслируемой области (3'-UTR). 

Кроме того, в раковых клетках различного типа были обнаружены мутации и в APEX1 – 

гене, кодирующем эндонуклеазу человека, участвующую не только в гидролизе 

фосфодиэфирных связей, но и в других процессах (см. раздел 1.2.1. «Механизм эксцизионной 

репарации оснований»). Замена Asp148Glu в APEX1 рассматривается в контексте онкологически 

значимых вариантов, но для включения ее в стандартные клинические панели онкомаркеров для 

BER необходимы дальнейшие исследования [158]. Связь с раком молочной железы и толстой 

кишки обсуждается в мета‑анализах, но данные неоднозначны. В раковых клетках различных 

типов были выявлены полиморфизмы в XRCC1 – гене, кодирующем белок, который играет 

ключевую роль в системе эксцизионной репарации оснований, выступая в качестве 

молекулярного каркаса для сборки репарационного комплекса. Полиморфизмы Gln399Arg и 

Arg194Trp XRCC1 широко изучаются в контексте онкологической предрасположенности. Замена 

Gln399Arg в этом белке ассоциируется с изменением эффективности репарации ДНК и 

обсуждается в связи с повышенным риском рака легких, молочной железы и желудка, однако 

данные мета-анализов остаются противоречивыми из-за различий в популяциях и методах 

исследований [159]. Есть исследования, предполагающие влияние этих полиморфизмов в 

развитии острого миелоидного лейкоза. Включение XRCC1 Gln399Arg и Arg194Trp в 

клинические панели онкомаркеров требует дополнительных подтверждений, в том числе 

функциональные исследования и крупные когортные анализы [165]. Среди компонентов системы 

NER особое внимание привлекает полиморфизм ERCC2 (XPD) Lys751Gln, широко изученный в 

контексте канцерогенеза. Этот вариант ассоциирован с повышенным риском развития различных 

видов рака, включая рак легких у курящих пациентов европейского происхождения [160]. 

Экспериментальные данные показали, что данная аминокислотная замена снижает 
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эффективность удаления бензо[a]пирен–индуцированных повреждений ДНК, что указывает на 

ее функциональную значимость и вклад в снижение эффективности репарационного пути [166]. 

Благодаря стабильной ассоциации с повышенным онкологическим риском и функциональной 

обоснованности XPD Lys751Gln рассматривается как потенциальный биомаркер 

индивидуальной чувствительности к канцерогенам и может быть включен в состав 

предиктивных панелей, ориентированных на оценку персонализированных рисков. 

Таблица 4. Клиническое значение мутаций/полиморфизмов в генах белков систем 
эксцизионной репарации. 

Система 
репарации 

Ген или 
белок 

Мутация или 
полиморфизм 

Тип Повышенный риск/ 
ассоциированные опухоли 

BER OGG1 
[157] 

Ser326Cys  «миссенс» Рак легких, колоректальный рак, 
рак мочевого пузыря, рак 

молочных желез 

APE1 
[158] 

Asp148Glu  «миссенс» Рак молочных желез и толстой 
кишки 

XRCC1 
[159] 

Gln399Arg «миссенс» Рак легких, молочных желез и 
желудка 

Arg194Trp «миссенс» Острый миелоидный лейкоз 

NER ERCC2 
(XPD) 
[160] 

Lys751Gln ** «миссенс» Рак легких у курящих 

MMR MLH1 
[161] 

Arg687Trp * «миссенс» Синдром Линча (колоректальный 
рак) 

MSH2 
[162] 

A942+3T * сплайс-сайт  

MSH2 
[163] 

C2152T * «нонсенс» 

* входят в клинические панели онкомаркеров 
** могут входить в расширенные или исследовательские панели онкомаркеров 

Нарушения в системе репарации «мисматчей», отвечающей за исправление ошибок, 

возникающих в ходе репликации ДНК, также играют важную роль в возникновении 

канцерогенеза. В частности, мутации в генах белков MSH2 и MLH1 (а также MSH6 и PMS2), 

которые являются ключевыми компонентами этого пути, представлены различными и 

множественными вариантами и часто наблюдаются при синдроме Линча - наследственном 

заболевании, характеризующемся высоким риском развития рака толстой кишки, эндометрия, а 

также ряда других опухолей, включая рак молочной железы. Одним из наиболее изученных 

примеров наследуемых мутаций синдрома Линча является «миссенс»-вариант гена MLH1 
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C2059T (в белке - Arg687Trp) [161]. Эта мутация документирована как «мутация основателя»: у 

пациентов из Швеции и Финляндии встречается всегда с одним и тем же участком окружающей 

ДНК (гаплотипом). Это значит, что она произошла у одного предка и передается от него. С 

другой стороны, мутации MLH1 C2059T у носителей из Германии и Франции встречаются и на 

других гаплотипах, что говорит о независимом, повторном возникновении мутации в этих 

популяциях. В базе данных ClinVar она классифицирована как патогенная. Тестирование на 

наличие MLH1 C2059T пациентов североевропейского происхождения позволяет повысить 

эффективность диагностики и снизить затраты, исключив необходимость полного экзомного 

скрининга на первом этапе. 

Мутация гена MSH2 A942+3T является одной из наиболее часто описываемых патогенных 

вариантов, связанных с синдромом Линча [162]. Она приводит к дефекту сплайсинга и пропуску 

экзона 5 при процессинге пре-мРНК, что нарушает структуру и функцию белка MSH2. Мутация 

занесена в базы ClinVar и InSiGHT как клинически значимая и патогенная. Она признана 

«мутацией основателя» в популяции Ньюфаундленда, а также обнаружена в ряде 

латиноамериканских семей. Благодаря высокой частоте и диагностической значимости, вариант 

включен в панели для целевого скрининга при подозрении на синдром Линча.  

Замена C2152T в гене MSH2 представляет собой «нонсенс»-мутацию, вызывающую 

преждевременную остановку трансляции. Она зарегистрирована как «мутация основателя» в 

португальских и бразильских семьях, и ассоциирована с синдромом Линча. Этот вариант часто 

сопровождается ранним началом заболевания, микросателлитной нестабильностью и развитием 

множественных опухолей [163]. 

Таким образом, мутации в белках систем репарации BER, NER и MMR имеют важное 

значение в развитии генетической нестабильности и часто играют роль драйверов канцерогенеза. 

Поиск и функциональная характеристика таких мутаций не только позволяет глубже понять 

механизмы развития рака, но и открывает перспективы для разработки методов ранней 

диагностики и индивидуализированного подбора терапии. 

II.3.3. Роль белков систем эксцизионной репарации ДНК человека в поддержании 

генетического разнообразия 

Хотя основная функция систем эксцизионной репарации ДНК (BER, NER, MMR) 

заключается в предотвращении мутагенеза и поддержании стабильности генома, отдельные 

компоненты этих систем, а именно - специфические формы белков MMR, также играют 

ключевую роль в обеспечении генетического разнообразия в клетках зародышевой линии, 

участвуя в мейотической рекомбинации (Рис. 9А) [167]. Этот процесс сопровождается обменом 

участками ДНК между гомологичными хромосомами и происходит в клетках зародышевой 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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линии в ходе мейоза. Мейотическая рекомбинация необходима для формирования генетического 

разнообразия потомства, а также для корректного расхождения гомологичных хромосом на 

поздних стадиях мейоза.  

В ходе профазы I мейоза в клетках человека программированные двуцепочечные разрывы 

ДНК индуцируются ферментом SPO11 [168]. Эти разрывы являются стартовым сигналом для 

начала гомологичной рекомбинации, в процессе которой происходит обмен участками между 

гомологичными хромосомами – кроссинговер, критически важный для правильного 

расхождения хромосом и формирования генетически разнообразных гамет. Формирование 3′-

одноцепочечных выступающих концов в местах двуцепочечных разрывов необходимо для 

инициации гомологичной рекомбинации, и осуществляется с участием специализированных 

белков, обеспечивающих удаление нуклеотидов и формирование подходящего субстрата для 

последующего поиска гомологичной последовательности. Поиск гомологичного донора и 

внедрение цепи происходит при участии белков рекомбинации RAD51 и DMC1. Далее идет 

формирование промежуточных рекомбинационных структур, таких как D-петли и структуры 

Холлидея. Именно на этом этапе подключаются гомологи MMR: гетеродимер MSH4–MSH5 

(MutSγ), стабилизирующий D-петлю и структуры Холлидея [169], предотвращая их распад, и 

гетеродимер MLH1–MLH3 (MutLγ), который действует как эндонуклеаза, способствующая 

разрешению структуры Холлидея с протеканием кроссинговера [170]. Завершение рекомбинации 

происходит с участием белков EXO1 и BLM, которые регулируют длину и направление обмена. 

Таким образом, MutSγ и MutLγ – это специализированные формы белков, аналогичных 

белкам систем репарации «мисматчей» (MMR), адаптированные для участия в мейозе. Их 

активность строго ограничена клетками зародышевой линии и фазами мейоза, что отличает их 

от соматической формы MMR, где доминируют комплексы MSH2–MSH6 (MutSα), MSH2–MSH3 

(MutSβ), MLH1–PMS2 (MutLα) и др. Снижение активности MLH1, MLH3, MSH4 и MSH5 

ассоциированы с нарушением мейотической рекомбинации и могут приводить к анеуплоидиям, 

субфертильности, преждевременному истощению яичников и ухудшению качества 

сперматозоидов. Один из наиболее изученных вариантов – MSH5 Pro29Ser [171]. 

Аминокислотная замена снижает способность MSH5 взаимодействовать с MSH4, что нарушает 

формирование гетеродимера MutSγ. Генетические исследования в популяциях китайцев 

выявили, что носители аллеля Ser имеют повышенный риск азооспермии или олигозооспермии. 

Это доказывает функциональную значимость полиморфизма и обосновывает его перспективу в 

скрининге мужского бесплодия. 
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Рисунок 9. Участие белков систем эксцизионной репарации в поддержании генетического 

разнообразия. (А) MMR - разрешение структур Холлидея и D-петель в процессе кроссинговера в 
ходе профазы I мейоза в зародышевой линии клеток человека. (Б) MMR и BER - инициация 
разрывов в ДНК для реализации соматической гипермутации (SHM) и классовой перестройки 
иммуноглобулинов (CSR) в активированных B-клетках. 

Другой значимый пример – MLH3 C2531T (Pro844Leu) [172]. Исследователи из Ирана 

связывали этот полиморфизм с бесплодием у женщин: мутантный генотип ассоциировался с 

двукратным повышением риска бесплодия по сравнению с нативным. Аналогично, у мужчин с 

азооспермией или олигозооспермией носители Т-аллеля имели почти двукратный риск 

нарушения сперматогенеза. Рассматриваемый полиморфизм позволяет прогнозировать 

репродуктивную функцию и может использоваться для направленного генотипирования при 

диагностике бесплодия. Данное направление активно изучается: понимание молекулярных 

механизмов работы описанных ферментов может быть полезным для диагностики нарушений 

фертильности и разработки новых репродуктивных технологий. 

Помимо участия в мейотической рекомбинации системы репарации играют важную роль в 

соматических механизмах адаптации. Особое значение здесь имеет BER и MMR, белки которых 

вовлечены в соматическую гипермутацию (SHM) и классовую перестройку иммуноглобулинов 

(CSR) в активированных B-клетках (Рис. 9Б) [173]. SHM инициируется ферментом AID 

(активационно-индуцируемая цитидиндезаминаза), который дезаминирует цитозин до урацила 

(U) в вариабельных областях V(D)J-экзонов. Неканонические пары U/G распознаются 

компонентами систем BER или MMR. В случае BER фермент UNG удаляет урацил, а 

эндонуклеазы APEX1/APE2 гидролизуют АР-сайт. В случае NER белок MutS узнает «мисматч», 

привлекая MutL для внесения одноцепочечного разрыва. Последующее вовлечение низкоточных 



44 

ДНК-полимераз способствует накоплению точечных мутаций. Этот механизм лежит в основе 

вариабельности антител [174]. 

При CSR иммуноглобулинов возникновение повреждений инициируется по тому же 

принципу, однако AID действует на цитозины в S-регионах, богатых повторами и интенсивно 

транскрибируемых («switch»-области, расположенные перед консервативными экзонами 

тяжелой цепи антител) [175]. В этих областях формирование R-петель приводит к длительному 

«выпетливанию» одноцепочечной ДНК и высокой плотности AID-индуцированных остатков 

урацила в обеих цепях ДНК. В результате репарации U/G белками BER и MMR происходит 

накопление одноцепочечных разрывов в обеих цепях ДНК, которые конвертируются в 

двуцепочечные разрывы. Последующее действие белков системы репарации двуцепочечных 

разрывов, преимущественно пути NHEJ, обеспечивает перестройку консервативных участков 

тяжелой цепи иммуноглобулинов [176]. 

Таким образом, системы эксцизионной репарации ДНК у человека играют ключевую роль 

в обеспечении геномной стабильности, предотвращая накопление мутаций и развитие 

злокачественных трансформаций. Однако в отдельных случаях, например, в клетках 

зародышевой линии и в процессе созревания B-лимфоцитов, элементы этих систем также 

вовлечены в формирование генетического разнообразия – через участие в мейотической 

рекомбинации и соматической гипермутации иммуноглобулинов. У человека белки систем 

репарации задействованы в процессах, поддерживающих генетическое разнообразие в 

специализированных клеточных типах и в строго ограниченных условиях. В отличие от эукариот 

в клетках прокариотах функции репарации и поддержания разнообразия менее разделены 

(например, MMR N. gonorrhoeae может одновременно участвовать в контроле ошибок 

репликации и регулировании антигенной вариации). 

II.3.4. Влияние GС-состава ДНК на эффективность репарации ДНК 

К генетической нестабильности могут приводить не только мутации в генах, кодирующих 

белки систем репарации ДНК. Существенное влияние на эффективность этих систем оказывают 

и другие молекулярные факторы, среди которых особое значение имеет нуклеотидный состав 

ДНК. GC-богатые участки генома, широко распространенные в регуляторных областях, 

представляют собой уязвимые зоны, в которых высокая термодинамическая стабильность 

двойной спирали, обусловленная тремя водородными связями между гуанином и цитозином, 

затрудняет нормальное течение репликации, транскрипции и репарации. Эти участки способны 

служить барьерами для репликационной вилки и транскрипционных комплексов, что повышает 

риск возникновения одно- и двуцепочечных разрывов, а также требует дополнительного участия 

белков репарации. 
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GC-области особенно чувствительны к окислительному стрессу: G легко окисляется до 

8‑oxoG, устраняемого системой BER с участием фермента OGG1 [177]. Остатки С в составе C-

трактов склонны к дезаминированию, что может приводить к формированию «мисматчей», 

ликвидируемых системой MMR [178]. Повреждения и структурные затруднения, возникающие в 

GC-богатых регионах, активируют дополнительные репарационные каскады, что увеличивает 

нагрузку на клетку и может способствовать хромосомной нестабильности и канцерогенезу. 

Известно, что нуклеотидное окружение повреждения, которое должно быть распознано и 

удалено специфической системой репарации ДНК, может влиять на эффективность этого 

процесса. 

Так, эффективность OGG1 значительно снижается, если 8‑oxoG локализуется в GC-богатых 

областях генома [179].Причиной тому считают усиленное межплоскостное π‑взаимодействие 

гетероциклов, которое препятствует «выворачиванию» (flipping out) окисленного основания, что 

необходимо для узнавания и удаления модификации ферментом [180]. 

Для другого участника BER - APE1 влияние GC-богатого окружения AP-сайта четко не 

установлено, хотя показано, что в случае формирования G-богатой последовательностью 

стабильной G4-структуры, эффективность удаления повреждения APE1 изменяется [181]. Было 

также установлено, что полиаденозиновые и политимидиновые олигонуклеотиды, содержащие 

AP-сайт, чрезвычайно плохо расщепляются AP-эндонуклеазой [182]. 

Эффективность белков MMR в случае, когда «мисматч» расположен в GC-богатом 

окружении ранее не изучали. Однако в литературе есть данные о зависимости АТФазной 

активности гомолога MutSα человека от ближайшего окружения «мисматча», что также может 

снижать или повышать эффективность репарации [183]. В большинстве случаев АТФазная 

активность hMSH2-hMSH6 повышается при фланкировании некомплементарной пары 3′-

пуриновыми нуклеотидами и снижается при фланкировании 3′-пиримидиновыми, что особенно 

может быть заметно в GC-богатых регионах генома. 

Как уже упоминалось, некоторые GC-богатые последовательности при определенных 

условиях могут формироваться вторичные структуры, такие как 

G-квадруплексы, оказывающие значительное влияние на процессы репликации, транскрипции и 

репарации ДНК. И если влияние GC-богатого окружения повреждения в ДНК на функции белков 

систем репарации изучено мало, то взаимодействие этих белков с G4 является предметом 

интереса многих исследователей. 

II.3.5. Взаимодействие белков эксцизионной репарации ДНК человека с 

G-квадруплексами 

В геноме человека плотность на мегабазу GС-богатых последовательностей, вероятно 
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способных в определенных условиях к формированию G4, на порядок выше, чем у прокариот. 

Показано их наличие в промоторах онкогенов c-MYC, KRAS, TERT (Рис. 10) и в теломерах [2]. 

Эти структуры играют важную роль в регуляции транскрипции и репликации, однако могут 

создавать препятствия для работы систем репарации ДНК.  

 
Рисунок 10. Схематичное изображение GC-богатых промоторных регионов генов c-MYC, 

KRAS, TERT. TSS - точка начала транскрипции, ATG - стартовый кодон. Выделены G4-мотивы, 
указано положение G4-мотивов относительно стартового кодона.  

В последние годы накопились данные о взаимодействии ключевых белков репарации BER 

и MMR с G4-структурами, которые имеют важное значение для понимания механизмов 

поддержания геномной стабильности, а также свидетельствуют в пользу дополнительных 

функций белков систем репарации вблизи G4. 

Исследования показали, что OGG1 не способна эффективно удалять 8-oxoG из 

G-тетрад теломерных G4-структур как с антипараллельной (стабилизированных Na+), так и с 

гибридной или параллельной топологией (в присутствии K+). Хотя OGG1 демонстрирует 

сопоставимое сродство к G4- и дуплексной ДНК, содержащим 8-oxoG, каталитическая 

активность фермента в случае G4 практически отсутствует. Это связано с невозможностью 

ключевых конформационных изменений: в отличие от репарации 

8-oxoG в дуплексе (где происходит выворачивание поврежденного основания и изгиб ДНК), при 

взаимодействии с G4 таких структурных перестроек не наблюдается [184]. Интересно, что 

прокариотический аналог OGG1 – гликозилаза Fpg – сохраняет ограниченную способность 

удалять 8-oxoG из G4, хотя эффективность реакции снижается более чем на 40% по сравнению с 

дуплексом. Эти данные свидетельствуют о том, что жесткая архитектура G4, особенно в 

промоторных областях и теломерах, может служить барьером для репарации 8-oxoG, 

способствуя накоплению мутаций вG4-богатых участках генома. В работе [185] показано, что  

8-oxoG накапливается в G4-мотиве KRAS при окислительном стрессе: OGG1 связывается с этой 

областью, но неэффективно удаляет повреждение из G4-структуры. 
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Для изучения эндонуклеазной активности APE1 человека в G4-структурах обычно 

используют олигодезоксирибонуклеотиды, содержащие тетрагидрофуран (1,2- дидезоксирибоза, 

стабильный аналог AP-сайта). Присутствие тетрагидрофурана в различных позициях G4 часто 

приводит к снижению температуры плавления квадруплекса. Показано, что APE1 гидролизует 

AP-сайт в составе G4 теломерных повторов в 200 раз медленнее, чем в двуцепочечной ДНК, 

несмотря на сопоставимую эффективность связывания фермента с обоими типами субстратов 

[186]. APE1 взаимодействует с таким G4 через остатки лизина (K27/31/32/35) в 

неструктурированном N-концевом домене [187]. Ацетилирование этих лизинов снижает 

положительный заряд белка и подавляет его эндонуклеазную активность. Кристаллографические 

данные демонстрируют, что APE1 узнает AP-сайт в дуплексе не только через контакты с 

поврежденной цепью (включая фланкирующие нуклеотиды), но и с комплементарной цепью, что 

требует значительного изгиба ДНК для позиционирования повреждения в каталитическом 

центре фермента. Эти структурные требования не выполняются в случае G4, что объясняет 

низкую активность APE1 в отношении квадруплексов. 

Несмотря на низкую эффективность, APE1 гидролизует G4 с тетрагидрофураном как в 

петле, так и в G-тетраде, причем в последнем случае активность фермента в 5 раз выше [188]. 

Кинетический анализ показал, что лимитирующей стадией процесса является образование 

каталитически активного комплекса после первичного связывания APE1 с G4. Эффективность 

расщепления AP-сайта также зависит от топологии G4: активность APE1 выше в параллельных 

теломерных G4, чем в гибридных; антипараллельные (Na+-стабилизированные) теломерные G4 

расщепляются эффективнее, чем K+-координированные гибридные [189]. 

Современные исследования выявили, что 8-oxoG в составе G4-мотивов, вызванные 

окислительным повреждением гуаниновых остатков, могут выполнять функцию 

эпигенетических маркеров. Наиболее изученным примером является промоторная область гена 

VEGF, где образование 8-oxoG в некодирующей цепи усиливает экспрессию репортерного гена 

(находящегося под контролем этого промотора) через BER-зависимый механизм. G4-мотив 

промотора VEGF имеет пятый G-тракт, который выступает в роли запасного при повреждении 

одного из основных четырех G-трактов. Это способствует «выпетливанию» G-тракта с 

окислительным повреждением, тем самым делая его доступным для репарации системой BER. 

Ключевыми участниками процесса выступают белки OGG1 и APE1: предположительно, 

удаление 8-oxoG ферментом OGG1 и образование AP-сайта приводят к дестабилизации дуплекса 

и формированию G4-структуры за счет «запасного» G-тракта и «выпетливания» поврежденной 

области. Связывание APE1 с АР-сайтом способствует привлечению транскрипционных факторов 

(HIF-1α, AP-1) [2]. 

Многочисленные исследования, в том числе наши, продемонстрировали способность 



48 

гомологов MutS (в том числе и MutSα человека) из системы MMR специфически связываться с 

G-квадруплексными структурами [190–192]. Интересно, что сродство этих белков к G4-ДНК 

обычно в несколько раз превышает их сродство к «природному» субстрату - ДНК с G/T-парой. В 

отличие от канонического узнавания «мисматчей» в дуплексах, где критическую роль играет 

мотив Phe-X-Glu (с участием фенилаланина в межплоскостных взаимодействиях и глутамата в 

образовании водородных связей [193]), белок способен связываться с G4 даже при мутации 

Phe36Ala, хотя и с 20%-ным снижением сродства. Взаимодействие MutS с G4 практически не 

влияет на АТФазную активность белка, в то время как для узнавания G/T-пар эффективный 

гидролиз АТФ критически важен [191]. Эти данные свидетельствуют о принципиально ином 

механизме узнавания G4 белками MMR по сравнению с «мисматчами». Предположительно, 

связывание G4-MutS не является сигналом к активации MMR, однако может выполнять некую 

альтернативную роль. В работе [194] выявили, что MutSβ (MSH2-MSH3) и MutLβ (MLH1-PMS1), 

специфически связываясь с G4, образуют функциональный комплекс с хеликазой FANCl, 

разрушающей G4. Этот механизм играет ключевую роль в устранении транскрипционно-

репликационных конфликтов (TRCs), где G4-структуры, стабилизированные в R-петлях, 

блокируют репликацию. Важно, что взаимодействие белков MMR с G4 не активирует 

классический путь репарации «мисматчей», а направлено на поддержание репликационной 

процессивности через разрушение G4-структур, что подчеркивает их альтернативную функцию 

в защите генома. 

Тем не менее, системное изучение взаимодействия гомологов MutL с G4-образующими 

последовательностями ДНК практически отсутствуют, что делает данное направление 

исследований актуальным. 

Описанные наблюдения расширяют наши представления о многофункциональности систем 

BER и MMR, предполагая их участие в процессах, выходящих за рамки классической репарации 

повреждений ДНК. Однако точные молекулярные механизмы и физиологическое значение 

такого взаимодействия требуют дальнейшего изучения. 

*** 

Анализ данных литературы показывает, что эксцизионная репарация ДНК, включая 

системы BER, NER и MMR, является универсальным и высококонсервативным механизмом 

поддержания геномной стабильности у прокариот и эукариот. В то же время, накопленные 

экспериментальные данные свидетельствуют о том, что эффективность функционирования этих 

систем существенно зависит от локального нуклеотидного контекста и пространственной 

организации ДНК. Особое внимание в последние годы привлекают GC-богатые 

последовательности и формируемые ими G4-структуры, обладающие высокой 

термодинамической стабильностью и способностью к образованию различных топологических 
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состояний. Эти структуры широко представлены в регуляторных областях генов, включая 

промоторы, теломерные участки и сайты репликационного старта, и вовлечены в ключевые 

клеточные процессы – транскрипцию, репликацию и рекомбинацию. 

Ряд исследований показал, что G4 способны снижать эффективность узнавания и удаления 

поврежденных нуклеотидов, включая 8-oxoG и неканонические пары нуклеотидов, за счет 

ограничения доступа ферментов к повреждению, стабилизации дефектного нуклеотида в составе 

тетрад и конкуренции с другими белковыми факторами, взаимодействующими с G4. Эти 

эффекты зафиксированы как для ферментов BER (OGG1, APE1), так и для ключевых белков 

MMR (MutSα, MutSβ, MutLα). Несмотря на то, что для ряда белков репарации установлено их 

прямое связывание с G4-мотивами и снижение каталитической активности в таких участках, 

молекулярные механизмы этих взаимодействий остаются недостаточно изученными, а данные 

часто фрагментарны и зависят от конкретной модели и типа исследованной G4-структуры. 

Недостаточная эффективность BER и MMR в GC-богатых и G4-содержащих участках ДНК 

может способствовать накоплению мутаций, формированию нестабильных геномных зон и, как 

следствие, играть значимую роль как в адаптационных процессах бактерий, так и в развитии 

различных патологических состояний у человека, включая опухолевую трансформацию. В связи 

с этим актуальным является детальное исследование функционала белков BER и MMR в 

контексте 

GC-богатых последовательностей и G4-структур, с целью выявления специфических 

молекулярных особенностей их взаимодействия с неконаноническими элементами ДНК и 

определения факторов, лимитирующих эффективность репарации в таких участках. Полученные 

результаты могут не только расширить фундаментальные представления о работе систем 

репарации, но и предложить новые подходы к направленной модуляции этих процессов. 
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III. Материалы и методы 

Реактивы: ДМСО, АДФ, АТФ, ампициллин, трео-2,3-дигидрокси-1,4- димеркаптобутан 

(дитиотреит, ДТТ), додецилсульфат натрия (ДСН), Трис (трис- (гидроксиметил)аминометан), N-

2-гидроксиэтилпиперазин-N'-2-этансульфоновая кислота (HEPES), ЭДТА, красители 

бромфеноловый синий (БФС), ксиленцианол (КЦ) («Reanal», Венгрия), кумасси бриллиантовый 

синий G-250. Глицин («Хеликон», Россия). Хлориды магния, калия, кальция, марганца, цинка, 

кобальта, никеля. Персульфат аммония (ПСА), бромид этидия (Sigma-Aldrich, США), N,N,N',N'-

тетраметилэтилендиамин (TEMED), акриламид, N,N′-метиленбисакриламид, изопропил-β-D-

тиогалактопиранозид (ИПТГ), триптон, дрожжевой экстракт, агар, агароза, гидрофосфат натрия, 

β-меркаптоэтанол, имидазол, фенилметансульфонилфторид (PMSF), этанол, ацетат натрия, 

формамид, молибдат аммония, цитрат натрия, соляная кислота, тетраметил-4,4-

диаминотрифенилметан (малахитовый зеленый), уксусная кислота, Ni-NTA (никель-

нитрилотриуксусная кислота)-агароза (Novagen, Германия). 

Ферменты и белки: Бычий сывороточный альбумин (БСА) (Thermo Fisher Scientific, 

США), протеиназа K (~600–1000 ед. акт./мкл), наборы белков–маркеров молекулярной массы 

PageRuler™ (10–200 кДа), ДНК-маркеры OꞌGeneRulerTM 1 kb, 250-10000 п.н., ДНК-маркеры 

OꞌGeneRulerTM 20-200 п.н. протеиназа K (~600–1000 ед. акт./мкл), наборы белков–маркеров 

молекулярной массы PageRulerTM (10–200 кДа), апурин-апиримидиновая (AP) эндонуклеаза 1 

(APE1) (New England Biolabs, ca# M0282S), APE1-6His любезно предоставленная Жарковым Д.О. 

(Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, г. Новосибирск). 

Буферные растворы: 

TAE: 40 мМ Трис-CH3COOH (pH 7,5), 1 мМ ЭДТА; 

ТBЕ: 50 мМ Трис-HCl, 50 мМ борная кислота, 1 мМ ЭДТА (pH 8,3); 

TГ: 25 мМ Трис-HCl, 250 мМ глицин (pH 8,3), 0,1% (m/V) ДСН; 

STE: 10 мМ Трис-HCl (pH 8,0), 100 мМ NaCl, 100 мкМ ЭДТА (для промывания осадков 

клеток); 

LAP: 50 мМ Трис-HCl (pH 6,8), 2,5% (m/V) ДСН, 10% (V/V) глицерина, 0,5% (V/V) β-

меркаптоэтанола, 0,01% (m/V) БФС; 

А: 10 мМ HEPES-KOH (pH 8,0), 300 мМ KCl, 1 мМ β-меркаптоэтанол, 5 мМ имидазол, 10% 

(V/V) глицерина (для связывания MutL с Ni-NTA-агарозой); 

Б: 10 мМ HEPES-KOH (pH 8,0), 300 мМ KCl, 1 мМ β-меркаптоэтанол, 60 мМ имидазол, 10% 

(V/V) глицерина (для промывки Ni-NTA-агарозы от неспецифически связанных белков); 

В: 10 мМ HEPES-KOH (pH 8,0), 300 мМ KCl, 1 мМ β-меркаптоэтанол, 300 мМ имидазол, 

10% (V/V) глицерина (для элюирования MutL с Ni-NTA-агарозы); 
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Г: 10 мМ HEPES-KOH (pH 8,0), 300 мМ KCl, 1 мМ β-меркаптоэтанол, 50% (V/V) глицерина 

(для хранения MutL при -20ºC); 

Д: 10 мМ HEPES-KOH (pH 8,0), 300 мМ KCl, 1 мМ β-меркаптоэтанол, 10% (V/V) глицерина 

(для хранения MutL при -80ºC); 

PBS: 10 мМ Na2HPO4, 1,76 мM K2HPO4, 2,7 мМ KCl, 137 мМ NaCl (pH 7,4). 

Питательные среды: 

LB: 10 г триптона, 5 г NaCl, 5 г дрожжевого экстракта (pH 7,2) (на 1 л воды); 

LB-агар: 10 г триптона, 5 г NaCl, 5 г дрожжевого экстракта (pH 7,2), 15 г агара (на 1 л воды). 

Среду автоклавировали в автоклаве Tuttnauer 2540 MK (США), после охлаждения добавляли 

необходимое количество антибиотика.  

Клетки: Bl21(DE3)pLysS, XL1 Blue (Novagen, Германия). 

Плазмиды:  

Плазмидная конструкция pET15b, которая содержит ген белка репрессора lac-оперона, 

промотор и терминатор T7 РНК-полимеразы, ген устойчивости к ампициллину, и гены, 

кодирующие белки ngMutLwt или ngMutLcf (содержащий замены C171I, C251L, C528A, C600S и 

C631S), которые содержат нуклеотидную последовательность с шестью остатками His в N-

концевой области белков, были любезно предоставлены Rao D.N. (Индийский научный институт, 

г. Бангалор). Плазмида pUC-MMR для оценки эффективности гидролиза ДНК белками MutLwt и 

MutLcf любезно предоставлена проф. П. Фридхоффом (Институт биохимии Университета имени 

Ю. Либиха, г. Гиссен, Германия).  

Мини-колонки и микро-колонки для гель-фильтрации: NAP-5, Ultra MicroSpin G-50 (GE 

Healthcare Life Sciences, США).  

Колонки для аффинной хроматографии: HisTrapTM HP (GE Healthcare, США). 

Сорбенты для аффинной хроматографии: Ni2+-NTA-агароза (Qiagen, Германия).
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Олигонуклеотиды: олигонуклеотиды, используемые для приготовления ДНК-дуплексов, синтезированы компанией СИНТОЛ 

(Россия) амидофосфитным твердофазным методом. В таблицах 5-9 представлены последовательности ДНК, используемых в 

экспериментах для выявления особенностей взаимодействия белков систем репарации ДНК с GС-богатыми фрагментами регуляторных 

областей генома эукариот и прокариот. ДНК содержали флуоресцентную метку тетраметилродамин (TAMRA) на 5′- или 3′-конце. 

Таблица 5. Олигонуклеотидные последовательности 76-звенных контрольных ДНК. 

ДНК 
дуплекс Последовательность (5ꞌ-3ꞌ) 

76R/76M 5ꞌ-ATAGGACGCTGACACTGGTGCTTGGCAGCTGAGCCATATGCTCGAGTAACGCTCATAGGATCCAAGCGCGAAAGGA-3ꞌTAMRA 
3ꞌ-TATCCTGCGACTGTGACCACGAACCGTCGACTCGGTATACGAGCTCATTGCGAGTATCCTAGGTTCGCGCTTTCCT-5 

Таблица 6. Обозначения и последовательность олигонуклеотидов, используемых в экспериментах по установлению влияния G4 на 
функции MutL. 

ДНК Последовательность (5′-3′) 

19pilG4 AGGGTGGGTTGGGTGGGGA-TAMRA 

19T AGTGTGTGTTGTGTGTGGA-TAMRA 

19M_A TCCACACACAACACACACT 

41pilG4 ACGCGTTAGAATAGGGTGGGTTGGGTGGGGAATTTTCTATT-TAMRA 

41M AATAGAAAATTCCCCACCCAACCCACCCTATTCTAACGCGT 

95G4 
ATAGGACGCTGACACTGGTGCTTGGCAGCTGAGCCATATTTGGGTGGGTGGGTGGGTTGCTCGAGTAACGCTCATAGGATCCAAGCGCGAAAGGA-TAMRA 

95pilG4 
GTCGGAATTTGAGATTTTTGAATTTACGCGTTAGAATAGGGTGGGTTGGGTGGGGAATTTTCTATTTTTTAAAAAGCTCCGTTTTCTTGGAAAGC-TAMRA 

95M GCTTTCCAAGAAAACGGAGCTTTTTAAAAAATAGAAAATTCCCCACCCAACCCACCCTATTCTAACGCGTAAATTCAAAAATCTCAAATTCCGAC 
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Таблица 7. Обозначения и последовательность олигонуклеотидов, используемых в экспериментах по установлению влияния GС-
богатого состава на эффективность узнавания «мисматча» белком MutS. 
ДНК Последовательность (5′-3′) 

ssR(53%GC) 5ꞌ-CAGGCTTAGGCTGGAGCTGAAGCTTAGCTTAGGATCATCGAGGATCcAGTCCAGTGCAATTCAGCGGTACCCAATTCGCCCTATAGGCATCCAGGT-TAMRA-3ꞌ 

ssR(53%GC C→T)  5ꞌ-CAGGCTTAGGCTGGAGCTGAAGCTTAGCTTAGGATCATCGAGGATCTAGTCCAGTGCAATTCAGCGGTACCCAATTCGCCCTATAGGCATCCAGGT-TAMRA-3ꞌ 

ssR(82%GC)  5ꞌ-CTCCTCCGCGCGCCGCCAGCCGCCGCCTCGCCACCTCCGCGCGCTCCGCCTCCTCCTCGCCACGCCTCCTCCGCGCGCGCTCCACGGCCTTCCGCC-TAMRA-3ꞌ 

ssR(82%GC C→T)  5ꞌ-CTCCTCCGCGCGCCGCCAGCCGCCGCCTCGCCACCTCCGCGCGCTCCGCCTCTTCCTCGCCACGCCTCCTCCGCGCGCGCTCCACGGCCTTCCGCC-TAMRA-3ꞌ 

При синтезе фрагментов ДНК с F-сайтом (стабильным циклическим аналогом AP-сайта, 1,2-дидезоксирибозой) использовали 

коммерческий амидофосфит dSpacer CE Phosphoramidite (Glen Research, США, ca# 129821-76-7). 

Таблица 8. Используемые в работе олигонуклеотиды. Замена G→F отмечена красным цветом. 
ДНК Последовательность (5′-3′) 
96-G4 5′- GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGGGGACCCGGGAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
96-RF 5′- ACCTGGATGCCTATAGGGCGAATTGGGTACCGCTGAATTGCACTGGACTFGATCCTCGATGATCCTAAGCTAAGCTTCAGCTCCAGCCTAAGCCTG-3′-TAMRA 
96-G124F 5′- GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAFGGGGCTGGGCCGGGGACCCGGGAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
96-G138F 5′- GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGFGGACCCGGGAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
96-G139F 5′- GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGGFGACCCGGGAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
96-G138/139F 5′- GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGFFGACCCGGGAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
96-G146F 5′- GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGGGGACCCGGFAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
30-RF 5′- TGAATTGCACTGGACTFGATCCTCGATGAT-3′-TAMRA 
30-G124F 5′- CCGGAFGGGGCTGGGCCGGGGACCCGGGAG-3′-TAMRA 
30-G138F 5′- CCGGAGGGGGCTGGGCCGGFGACCCGGGAG-3′-TAMRA 
30-G139F 5′- CCGGAGGGGGCTGGGCCGGGFACCCGGGAG-3′-TAMRA 
30-G138/139F 5′- CCGGAGGGGGCTGGGCCGGFFACCCGGGAG-3′-TAMRA 
30-G146F 5′- CCGGAGGGGGCTGGGCCGGGGACCCGGFAG-3′-TAMRA 
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Таблица 9. Используемые в работе ДНК-дуплексы. Замена G→F или C→F отмечена красным цветом. 
ДНК-дуплекс Последовательность 

96-RF/96C 5′-ACCTGGATGCCTATAGGGCGAATTGGGTACCGCTGAATTGCACTGGACTFGATCCTCGATGATCCTAAGCTAAGCTTCAGCTCCAGCCTAAGCCTG-3′ -TAMRA 
3′-TGGACCTACGGATATCCCGCTTAACCCATGGCGACTTAACGTGACCTGACCTAGGAGCTACTAGGATTCGATTCGAAGTCGAGGTCGGATTCGGAC-5′ 

96-G124F/96C 5′-GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAFGGGGCTGGGCCGGGGACCCGGGAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
3′-CGGCGCCTTTCCTTCCCCTCCCCGACCCTCCCGGGCCTCCCCCGACCCGGCCCCTGGGCCCTCCCCAGCCCTGCCCCGCCCCAGGCGCGCCTCCTC-5′ 

96-G138F/96C 5′-GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGGFGACCCGGGAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
3′-CGGCGCCTTTCCTTCCCCTCCCCGACCCTCCCGGGCCTCCCCCGACCCGGCCCCTGGGCCCTCCCCAGCCCTGCCCCGCCCCAGGCGCGCCTCCTC-5′ 

96-G139F/96C 5′-GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGGGFACCCGGGAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
3′-CGGCGCCTTTCCTTCCCCTCCCCGACCCTCCCGGGCCTCCCCCGACCCGGCCCCTGGGCCCTCCCCAGCCCTGCCCCGCCCCAGGCGCGCCTCCTC-5′ 

96-G138/139F/96C 5′-GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGGFFACCCGGGAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
3′-CGGCGCCTTTCCTTCCCCTCCCCGACCCTCCCGGGCCTCCCCCGACCCGGCCCCTGGGCCCTCCCCAGCCCTGCCCCGCCCCAGGCGCGCCTCCTC-5′ 

96-G146F/96C 5′-GCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCTGGGAGGGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGGGGACCCGGFAGGGGTCGGGACGGGGCGGGGTCCGCGCGGAGGAG-3′-TAMRA 
3′-CGGCGCCTTTCCTTCCCCTCCCCGACCCTCCCGGGCCTCCCCCGACCCGGCCCCTGGGCCCTCCCCAGCCCTGCCCCGCCCCAGGCGCGCCTCCTC-5′ 

96-C124F/96G 5′-CTCCTCCGCGCGGACCCCGCCCCGTCCCGACCCCTCCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCFTCCGGGCCCTCCCAGCCCCTCCCCTTCCTTTCCGCGGC-3′-TAMRA 
3′-GAGGAGGCGCGCCTGGGGCGGGGCAGGGCTGGGGAGGGCCCAGGGGCCGGGTCGGGGGAGGCCCGGGAGGGTCGGGGAGGGGAAGGAAAGGCGCCG-5′ 

96-C138F/96G 5′-CTCCTCCGCGCGGACCCCGCCCCGTCCCGACCCCTCCCGGGTCFCCGGCCCAGCCCCCTCCGGGCCCTCCCAGCCCCTCCCCTTCCTTTCCGCGGC-3′-TAMRA 
3′-GAGGAGGCGCGCCTGGGGCGGGGCAGGGCTGGGGAGGGCCCAGGGGCCGGGTCGGGGGAGGCCCGGGAGGGTCGGGGAGGGGAAGGAAAGGCGCCG-5′ 

96-C139F/96G 5′-CTCCTCCGCGCGGACCCCGCCCCGTCCCGACCCCTCCCGGGTFCCCGGCCCAGCCCCCTCCGGGCCCTCCCAGCCCCTCCCCTTCCTTTCCGCGGC-3′-TAMRA 
3′-GAGGAGGCGCGCCTGGGGCGGGGCAGGGCTGGGGAGGGCCCAGGGGCCGGGTCGGGGGAGGCCCGGGAGGGTCGGGGAGGGGAAGGAAAGGCGCCG-5′ 

96-C138/139F/96G 5′-CTCCTCCGCGCGGACCCCGCCCCGTCCCGACCCCTCCCGGGTFFCCGGCCCAGCCCCCTCCGGGCCCTCCCAGCCCCTCCCCTTCCTTTCCGCGGC-3′-TAMRA 
3′-GAGGAGGCGCGCCTGGGGCGGGGCAGGGCTGGGGAGGGCCCAGGGGCCGGGTCGGGGGAGGCCCGGGAGGGTCGGGGAGGGGAAGGAAAGGCGCCG-5′ 

96-C146F/96G 5′-CTCCTCCGCGCGGACCCCGCCCCGTCCCGACCCCTFCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCCTCCGGGCCCTCCCAGCCCCTCCCCTTCCTTTCCGCGGC-3′-TAMRA 
3′-GAGGAGGCGCGCCTGGGGCGGGGCAGGGCTGGGGAGGGCCCAGGGGCCGGGTCGGGGGAGGCCCGGGAGGGTCGGGGAGGGGAAGGAAAGGCGCCG-5′ 

 

Концентрацию водных растворов олигонуклеотидов определяли на спектрофотометре NanoDrop ND-1000 (PeqLab, США) по закону 

Бугера-Ламберта-Бера: A = ε ∙ l ∙ c, где c – концентрация, М; A – оптическая плотность; ε – молярный коэффициент экстинкции, см–1·М–1; 

l – длина оптического пути, см. Молярные коэффициенты экстинкции (ε260) олигонуклеотидов рассчитывали, используя интернет-ресурс 

(https://eu.idtdna.com). Растворы ДНК-дуплексов готовили смешиванием в воде эквимолярного количества соответствующих 

олигонуклеотидов (с 5% избытков немеченной цепи) с последующим нагреванием до 90оС и медленным охлаждением в течение 

нескольких часов.

https://eu.idtdna.com/
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Выделение плазмидных ДНК. Клетки E. coli штамма XL1 Blue с плазмидой pUC-MMR 

инокулировали в 25 мл среды LB, содержащей ампициллин (150 мкг/мл), и культивировали 16–

18 ч при 37 °C (инкубатор Innova® 40, New Brunswick, Германия). Из полученной культуры 

отбирали 10 мл, осаждали клетки центрифугированием и ресуспендировали в 500 мл свежей 

среды LB с антибиотиком. Культивирование продолжали при интенсивной аэрации до 

достижения оптической плотности A600 = 1,2–1,5 О.Е. (примерно 8–9 ч); через 4 ч после начала 

выращивания дополнительно вносили ампициллин до конечной концентрации 50 мкг/мл. 

Клеточную массу собирали центрифугированием (4500 об/мин, 30 мин, 4 °C, центрифуга 

J6-HC, Beckmann, США). Осадки промывали буфером STE и повторно центрифугировали в тех 

же условиях. Полученную биомассу хранили при –20 °C. Плазмидную ДНК выделяли с помощью 

набора GeneJET Plasmid Miniprep Kit (ThermoFisher Scientific, США). Концентрацию ДНК 

определяли спектрофотометрически на приборе NanoDrop ND-1000 (PeqLab, США), используя 

закон Бугера–Ламберта–Бера. 

Трансформация компетентных клеток E. coli плазмидой, содержащей ген белков MutLwt 

и MutLcf (метод «теплового шока»). К 100 мкл компетентных клеток E. coli (штамм XL1 Blue), 

размороженных на льду, добавляли 100 нг плазмидной ДНК (1 мкл раствора). Смесь 

инкубировали на льду в течение 30 мин, затем подвергали тепловому шоку при 42 °C (1 мин) и 

снова переносили в лёд на 2 мин. Далее вносили 800 мкл среды LB и инкубировали клетки 1 ч 

при 37 °C для восстановления. Клетки осаждали центрифугированием (4200 об/мин, 5 мин, 25 

°C) и высевали на чашки Петри с агаризованной средой LB, содержащей 150 мкг/мл 

ампициллина. Культивирование вели 16–18 ч при 37 °C. 

Для длительного хранения трансформированных клеток готовили глицериновые стоки. Для 

этого единичную колонию с чашки засевали в 5 мл жидкой среды LB с ампициллином (150 

мкг/мл) и выращивали 16–18 ч при 37 °C. Полученную биомассу ресуспендировали в стерильном 

50% водном растворе глицерина, замораживали в жидком азоте и хранили при –80 °C. 

Выращивание трансформированных клеток и индукция биосинтеза белков MutLwt и 

MutLcf. Для биосинтеза белков MutL использовали клетки E. coli (штамм BL21(DE3)pLysS). 

Колонию трансформированных клеток (или биомассу из «глицеринового стока») переносили в 

10 мл среды LB (содержащей 150 мкг/мл ампициллина) и выращивали в течение 16–18 ч при 

37ºC. На следующий день полученную культуру помещали в 2 л среды LB (150 мкг/мл 

ампициллина) и инкубировали при интенсивной аэрации и 37 ºC до A600 = 0,8 О.Е. Затем 

добавляли водный раствор ИПТГ до концентрации 1 мМ и инкубировали клетки 3 ч при 28 ºС. 

После этого отделяли клетки от среды центрифугированием в центрифужных стаканах объемом 

500 мл (30 мин, 4000 об./мин, 4 ºС), ресуспендировали клеточный осадок в 35 мл буфера STE, 
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центрифугировали (в пробирке объемом 50 мл) 15 мин при 4200 об./мин и 4 ºС, удаляли жидкость 

над осадком и замораживали биомассу при –18 ºС. 

Анализ набора клеточных белков до и после индукции. Отбирали раствор выращенных 

клеток с A600 = 0,3 О.Е., центрифугировали 1 мин при 4000 об./мин и 

25 ºС, удаляли жидкость над осадком. Клетки ресуспендировали в 20 мкл буфера LAP, 

выдерживали 5 мин при 90 ºС, затем помещали пробирки в баню со льдом. Полученные образцы 

анализировали методом электрофореза в 8%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) с 0,1% (m/V) 

ДСН. Для визуализации зон белка гель окрашивали раствором PageBlue™ (Thermo Fisher 

Scientific, США) на основе кумасси бриллиантового синего G-250. 

Выделение белков MutLwt и MutLcf. Замороженные клетки размораживали на льду в 

течение 30 мин, после чего добавляли буфер А и PMSF до конечной концентрации 1 мМ. Клетки 

ресуспендировали и разрушали ультразвуком (15 циклов по 30 с с интервалами 30 с) в сосуде, 

охлаждаемом льдом. В полученный лизат повторно вносили PMSF до 1 мМ и отделяли 

неразрушенные фрагменты центрифугированием (18 000 об/мин, 30 мин, 4 °С). 

Для подготовки сорбента к 50 мл буфера А добавляли 500 мкл суспензии Ni-NTA-агарозы. 

Смесь инкубировали при медленном перемешивании 30 мин при 4 °С, затем центрифугировали 

(800 об/мин, 5 мин, 4 °С) и удаляли надосадочную жидкость. К осадку агарозы приливали 

клеточный лизат и инкубировали 1 ч при 4 °С с осторожным перемешиванием. Сорбент с 

иммобилизованным белком осаждали центрифугированием (800 об/мин, 5 мин, 4 °С) и удаляли 

супернатант. Осадок промывали 35 мл буфера Б, содержащего 1 мМ PMSF, при осторожном 

перемешивании с последующим центрифугированием в тех же условиях. Надосадочную 

жидкость отбирали, оставляя около 10 мл, осторожно ресуспендировали осадок в этом объеме и 

помещали (при 4 ºС) суспензию в хроматографическую колонку объемом 15 мл. После оседания 

сорбента позволяли жидкости стечь, к сорбенту добавляли 500 мкл буфера В с 1 мМ PMSF, 

перемешивали пипетированием и оставляли на 5 мин, затем собирали элюат в пробирку объемом 

1,5 мл. Элюцию буфером В повторяли 3 раза. Определяли концентрацию белка в растворе 

спектрофотометрически при длине волны 280 нм. 

Эксклюзионная хроматография. Для проведения эксклюзионной хроматографии 

использовали колонку Enrich SEC 650. Колонку уравновешивали буфером Д для выделения 

MutL, который затем служили элюентом. Объем наносимого на колонку препарата – 500 мкл. 

Расход элюента – 1 мл/мин. За ходом разделения следили по поглощению при 280. Концентрацию 

белка во фракциях определяли на приборе NanoDrop ND-1000 (PeqLab, США). Затем отбирали 

аликвоты по 5-10 мкл в отдельные пробирки и замораживали их в жидком азоте. Пробирки с 

аликвотами раствора белка хранили при –80 ºС и размораживали в бане со льдом 

непосредственно перед использованием. Концентрацию препаратов белков определяли на 
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спектрофотометре NanoDrop ND-1000 (PeqLab, США) по закону Бугера-Ламберта-Бера: A = ε ∙ l 

∙ c, где c – концентрация, М; A – оптическая плотность; ε – молярный коэффициент экстинкции, 

см–1·М–1; l – длина оптического пути, см. Для определения концентрации белков использовали 

теоретически рассчитанный молярный коэффициент экстинкции (ε280) для ngMutL – 19160 см–

1·М–1. Указанные в дальнейшем концентрации ngMutLwt и ngMutLcf рассчитаны на димер белка. 

Электрофорез по Лэммли использовался для анализа чистоты выделенных белков. 

Электрофорез проводили в электродном буфере TГ в пластинах размером 10×8 см. Разделяющий 

гель (8%): 7,73% (m/V) акриламида, 0,27% (m/V) N,N′-метиленбисакриламида, 0,1% (m/V) ДСН, 

375 мМ Трис-НСl (рН 8,8). Концентрирующий гель (4%): 3,87% (m/V) акриламида, 0,13% (m/V) 

N,N′-метиленбисакриламида, 0,1% (m/V) ДСН, 125 мМ Трис-НСl (рН 6,5). Электрофорез 

проводили при напряжении 200 В, силе тока 80 мА, напряженности поля 20 В/см в камере Mini-

PROTEAN® TetraSystem (Bio Rad, США). Пробы наносили на гель в объеме 20 мкл в буфере 

LAP. Перед нанесением на гель пробы прогревали в течение 5 мин при 95 °С, затем помещали в 

баню со льдом и после центрифугировали 5 мин при 14500 об./мин. Для визуализации белковых 

зон использовали краситель кумасси G-250.  

Спектры кругового дихроизма белка дикого типа и его мутантной формы 

регистрировали в диапазоне длин волн 200 – 250 нм при комнатной температуре. Исследуемые 

образцы находились в буфере PBS, содержащем 50 мМ KCl. Спектры кругового дихроизма 

регистрировали на спектрометре Chirascan (Applied Photophysics Ltd., Великобритания) в кювете 

с длиной оптического пути 0,02 см. 

Гидролиз плазмидной ДНК белками MutLwt и MutLcf. Плазмиду pUC-MMR 

(концентрация 10 нМ) инкубировали с белками MutLwt и MutLcf (концентрация 200-1000 нМ) в 

буфере для реакции гидролиза, содержащем 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl2 или 5 мМ MnCl2 в 

зависимости от эксперимента, при 37 °С в течение 1 часа. При проведении гидролиза в 

присутствии ZnCl2 его концентрация варьировалась от 5 до 1000 нМ. Реакцию останавливали 

добавлением к смеси 50 мМ ЭДТА. Для деградации белков в реакционную смесь добавляли 

протеиназу К (10 ед. акт.), инкубировали 20 мин при 

55 °С. Реакционные смеси анализировали методом электрофореза в 1%-ном агарозном геле, 

содержащем бромид этидия, при напряженности поля 10 В/см. Анализируемые образцы 

наносили на гель в специальном буфере (6Х DNA Loading Dye, ThermoFisher Scientific, США). 

Визуализацию флуоресцентных зон в геле, соответствующих ДНК, и обсчет данных проводили 

на приборе ChemiDoc MP (Bio-Rad, США), используя компьютерную программу Image Lab. 

Гидролиз линейных ДНК-дуплексов белками MutLwt и MutLcf. Линейные ДНК-дуплексы 

(концентрация 10 нМ) различной длины (в зависимости от эксперимента), содержащие метку 

TAMRA на одном из концов цепи ДНК, инкубировали с белками ngβ (до 0,75 мкМ) и MutLwt или 
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MutLcf (до 0,75 мкМ на димер) в буфере для реакции гидролиза, содержащем 1 мМ ДТТ, 0,5 мг/мл 

БСА, 10% глицерина (m/V), 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl2 или 5 мМ CaCl2 и/или 5 мМ MnCl2 (в 

зависимости от эксперимента), при 

37 °С в течение 60 мин. При проведении гидролиза в присутствии АТФ его концентрацию 

варьировали от 0,5 до 5 мМ. Реакцию останавливали добавлением к смеси 50 мМ ЭДТА. Для 

деградации белков в реакционную смесь добавляли протеиназу К (10 ед. акт.), инкубировали 20 

мин при 55 °С. Реакционные смеси анализировали методом электрофореза в 10%-ном ПААГ 

(18×22×0,15 см), содержащем 9,66% (m/V) акриламида и 0,34% (m/V) N,N′-

метиленбисакриламида и 7 М мочевину, в денатурирующих условиях в TBE-буфере в течение 4 

ч при напряжении от 200 до 400 В. Фотографии гелей получали с помощью прибора Typhoon 

FLA 9500 (GE Healthcare, Великобритания). Префорез и электрофорез проводили в течение 4 ч, 

используя напряжение от 200 до 400 В.  

Проверка ДНК-связывающей активности белков MutLwt и MutLcf. Для проверки ДНК-

связывающей активности белков MutLwt и MutLcf использовали ДНК (концентрация 10 нМ), 

содержащие на одной из цепей флуоресцентную метку TAMRA. Смеси объемом 20 мкл в буфере 

для реакции, содержащие 10 нМ ДНК, 1 мМ ДТТ, 100 мМ KCl, 0,5 мг/мл БСА инкубировали с 

белками MutLwt или MutLcf (до 750 нМ) в течение 10 мин во льду. Анализ формирования ДНК-

белковых комплексов проводили методом гель-электрофореза в 4%-ом ПААГ (18×22×0,15 см), 

содержащем 5,81% (m/V) акриламида и 0,19% (m/V) N,N′-метиленбисакриламида, в 

неденатурирующих условиях в TBE буфере при 4 °С (метод «торможения в геле») в течение 4 ч 

при напряжении 80 В. Префорез и электрофорез проводили в течение 4 ч при температуре 4 ºС 

при силе тока 15 мА и напряжении 100 В (напряженность 4,5 В/см). Фотографии гелей получали 

с помощью прибора Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare, Великобритания). Параметры связывания 

рассчитывали в программе Origin 2018b (9.55) с применением схемы Хилла, где Ymax – 

максимальная степень комплексообразования, Kd – константа диссоциации комплексов MutL-

ДНК, h – коэффициент Хилла. 

 ℎ𝐸𝐸 + 𝐿𝐿 → 𝐸𝐸ℎ𝐿𝐿𝐸𝐸𝑡𝑡 = 𝐸𝐸 + 𝐸𝐸𝐸𝐸 𝐿𝐿𝑡𝑡 = 𝐿𝐿 + 𝐸𝐸𝐸𝐸 

𝐾𝐾𝑑𝑑 =
𝐸𝐸 ∗ 𝐿𝐿
𝐸𝐸𝐸𝐸

 𝑌𝑌 =
𝑌𝑌𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 ∗ 𝐸𝐸ℎ

(𝐸𝐸ℎ + 𝐾𝐾𝑑𝑑ℎ)
 

Приготовление реагента для количественного определения фосфат-иона. 0,0812% 

малахитового зеленого, 2,32% поливинилового спирта, 5,72% молибдата аммония в 6 Н HCl 

смешивали с водой в соотношении 2:1:1:2.  

Определение АТФазной активности белков MutLwt и MutLcf. Смеси объемом 60 мкл в 

буфере для реакции, содержащие 50 нМ ДНК-дуплекса I, 5 мМ MgCl2, 50 мМ KCl, различные 
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концентрации АТФ (100 - 1000 мкМ), инкубировали с белками MutLwt и MutLcf (0,8 мкМ) при 

37 ºС в течение 2,5 ч. Каждые 30 мин из реакционной смеси отбирали пробы по 10 мкл и 

останавливали реакцию добавлением 50 мМ ЭДТА. После этого добавляли 80 мкл реагента для 

идентификации фосфат-иона и тщательно перемешивали. Затем добавляли 10 мкл 34% раствора 

цитрата натрия и перемешивали до стабилизации окраски, выдерживали растворы примерно 15 

мин, измеряли поглощение растворов при длине волны 590 нм на плашечном ридере Victor X5 

(PerkinElmer, США). С помощью калибровочной прямой, которая представляла из себя 

зависимость поглощения раствора, содержащего известное количество фосфат-иона, от 

концентрации фосфат-иона, определяли количество фосфата в исследуемых растворах. Для 

получения линейных калибровочных зависимостей в раствор добавляли 5 мкМ «фонового» 

фосфат-иона. Кинетические параметры рассчитывали в программе Origin 2018b (9.55) с 

применением схемы Михаэлиса-Ментен, где Vmax – максимальная скорость реакции, KM – 

константа Михаэлиса.  

𝐸𝐸 + 𝑆𝑆 ↔ 𝐸𝐸𝐸𝐸 → 𝐸𝐸 + 𝑃𝑃 𝜈𝜈 = 𝑉𝑉𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚∗𝑆𝑆
𝑆𝑆+𝐾𝐾𝑀𝑀

 

𝑉𝑉𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 = 𝐸𝐸0 ∗ 𝑘𝑘𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝐾𝐾𝑀𝑀 =
𝑘𝑘−1 + 𝑘𝑘2

𝑘𝑘1
 

Проверка ДНК-связывающей активности белка MutS. Для проверки ДНК-

связывающей активности белка MutS использовали ДНК-дуплексы (концентрация 10 нМ), 

длиной 96 п.н., которые содержат на одной из цепей флуоресцентную метку TAMRA. Смеси 

объемом 20 мкл в реакционном, содержащие 10 нМ ДНК-дуплекса, 1 мМ ДТТ, 100 мМ KCl, 0,5 

мг/мл БСА инкубировали с белком MutS (10-500 нМ) в течение 10 мин при 37 °С. Анализ 

формирования ДНК-белковых комплексов проводили методом гель-электрофореза в 6%-ом 

ПААГ в неденатурирующих условиях в TBE буфере при 

4 °С (метод «торможения в геле») в течение 4 ч при напряжении 80 В. Фотографии гелей 

получали с помощью прибора Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare, Великобритания). Для 

определения параметров связывания был написан код Python, позволяющий охарактеризовать 

комплексообразование тремя моделями: односубстратное (один сайт), двусубстратное (два 

сайта) и модель Хилла. 

Константы диссоциации (Kdapp) определяли на основании анализа зависимости 

концентрации комплекса белок-ДНК ([PL]) от концентрации белка при фиксированной 

концентрации ДНК. Эксперименты проводили в трех независимых повторах для каждой точки 

титрования. Концентрации выражали в молярных единицах (M). Для каждой концентрации белка 

рассчитывали среднее значение [PL] и стандартную ошибку среднего (SEM) по трем повторам. 

Аппроксимацию экспериментальных данных выполняли методом нелинейной регрессии с 
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использованием алгоритма наименьших квадратов (Python). Рассматривали несколько моделей 

связывания: 

Модель односубстратного связывания (1:1): 

[𝑃𝑃𝑃𝑃] =
𝐿𝐿0 ⋅ 𝑃𝑃

𝐾𝐾𝑑𝑑
𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 + 𝑃𝑃

 

где L0 - концентрация ДНК, P - концентрация белка, Kdapp - константа диссоциации. 

Модель Хилла: 

[𝑃𝑃𝑃𝑃] =
𝐿𝐿0 ⋅ 𝑃𝑃𝑛𝑛

𝐾𝐾𝑑𝑑
𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 + 𝑃𝑃𝑛𝑛

 

где n - коэффициент кооперативности. 

Модель двух независимых сайтов связывания: 

[𝑃𝑃𝑃𝑃] = 𝐿𝐿0(
𝑓𝑓1 ⋅ 𝑃𝑃

𝑘𝑘𝑑𝑑1
𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 + 𝑃𝑃

+
(1 − 𝑓𝑓1) ⋅ 𝑃𝑃
𝑘𝑘𝑑𝑑2
𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 + 𝑃𝑃

) 

kd1app и kd2app - константы диссоциации двух сайтов, f1 - доля первого сайта. 

Подбор параметров выполняли методом нелинейной регрессии с ограничением числа 

итераций (maxfev = 5000). Качество аппроксимации оценивали по коэффициенту детерминации 

(R²), рассчитываемому как: 

𝑅𝑅2 = 1 −
𝑆𝑆𝑆𝑆𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟
𝑆𝑆𝑆𝑆𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡

 

где SSres - сумма квадратов остатков, SStot – общая сумма квадратов отклонений от среднего 

значения. Погрешности параметров определяли как стандартные ошибки, рассчитанные из 

диагональных элементов ковариационной матрицы. По результатам аппроксимации 

предпочтение отдавали модели с наибольшим R² при минимальном числе параметров. 

Спектры кругового дихроизма ДНК. Олигонуклеотиды, содержащие и не содержащие 

мотив G4, нагревали в реакционном буфере (в зависимости от эксперимента) до 95 ºC, 

выдерживали при этой температуре 20 мин, затем медленно охлаждали до комнатной 

температуры. Двухцепочечные ДНК «отжигали» в реакционном буфере по стандартной 

методике. Спектры КД регистрировали в кварцевой кювете с длиной оптического пути 10 мм в 

интервале температур от 30 до 85 ºC с последовательным повышением температуры 

приблизительно на 5 ºC при средней скорости нагрева 0,5 ºС/мин на КД-спектрометре Chirascan 

(Applied Photophysics Ltd., Великобритания). Концентрация ДНК была выбрана для достижения 

оптической плотности 0,3–0,6 ОЕ260, что дает оптимальное соотношение сигнал/шум. Измерения 

проводились в диапазоне длин волн 230–360 нм при скорости сканирования 30 нм/мин при 

постоянном потоке сухого азота. Все спектры КД были скорректированы по базовой линии с 
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учетом вклада сигнала, вызванного соответствующим буфером. Спектры обрабатывали с 

помощью программного обеспечения Origin 9.85 (Electronic Arts, Redwood City, CA, USA). 

Профили плавления КД выявили температурную зависимость сигнала КД при 265 нм. 

Гидролиз олигонуклеотидов и ДНК-дуплексов белком APE1. Флуоресцентно-меченные 

препараты ДНК с концентрацией 100 нМ длиной 30 или 96 н.о. или п.н. (в зависимости от 

эксперимента), содержащие флуоресцентную метку TAMRA на 3′-конце ДНК, инкубировали с 

10 ед. акт. (0,36 пмоль, 36 нМ) APE1 (New England Biolabs) в реакционном буфере, содержащем 

1 мМ ДТТ, 0,5 мг/мл БСА, 5 мМ MgCl2 при 37 °С в течение 60 мин. Реакцию останавливали 

инактивацией фермента при 60 °С в течение 20 мин. Реакционные смеси анализировали методом 

электрофореза в 20%-ном ПААГ в денатурирующих условиях (TBE, 7 М мочевина) в течение 1 

ч при напряжении 800 В. Фотографии гелей получали с помощью прибора Typhoon FLA 9500 

(GE Healthcare, Великобритания). 

Анализ комплексообразования APE1 с ДНК. Так как фермент APE1, который был нам 

любезно предоставлен проф. Жарковым Д.О. (Институт химической биологии и 

фундаментальной медицины СО РАН, г. Новосибирск), содержит дополнительную 

аминокислотную последовательность с шестью остатками His, для анализа 

комплексообразования использовали биосенсоры с иммобилизованной на нем Ni-NTA-агарозой 

(ForteBio, США) и интерферометр BLItz (ForteBio, США). Биосенсор «насыщали» белком APE1 

(3,5 мкМ) в течение 5 мин, затем проводили стадию ассоциации ДНК, содержащий модификацию 

F, в концентрациях (10, 20, 50 и 100 нМ) в течение 5 мин. Эксперимент проводили при 

постоянном перемешивании (1000 об./мин) в реакционном буфере. Константу диссоциации 

комплексов рассчитывали в программе Origin 2021b (9.85) по следующим формулам:  

𝑅𝑅 = 𝑅𝑅𝑒𝑒𝑒𝑒(1 − 𝑒𝑒−(𝑘𝑘𝑎𝑎⋅𝐶𝐶+𝑘𝑘𝑑𝑑)(𝑡𝑡−𝑡𝑡0)), интегральное уравнение скорости ассоциации; 

𝑅𝑅 = 𝑅𝑅0 ⋅ 𝑒𝑒−𝑘𝑘𝑑𝑑(𝑡𝑡−𝑡𝑡0) + 𝑅𝑅(𝑡𝑡→∞), интегральное уравнение скорости диссоциации, где: 
𝑅𝑅 − отклик спектрометра в произвольный момент времени, сдвиг длины волны [нм]; 
𝑅𝑅𝑒𝑒𝑒𝑒 − отклик спектрометра, соответствующий стадии равновесия [нм]; 
𝑅𝑅0 − отклик спектрометра, соответствующий начальной стадии диссоциации [нм]; 
𝑅𝑅(𝑡𝑡→∞) − отклик спектрометра, соответствующий 𝑡𝑡 → ∞ [нм]; 
𝐶𝐶 − введенная концентрация аналита [нМ]. 

Биоинформатические методы 

Докинг и молекулярная динамика. 

Комплексообразование C-концевого домена ngMutL с β-субъединицей ДНК-полимеразы III 

исследовали методом молекулярного докинга с использованием пакета Schrodinger. В качестве 

исходных моделей использовали структуру β-«зажима» (Swiss-model, Q5FAJ1), а также PDB-
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структуру CTD-MutLwt (3NCV). Для моделирования варианта CTD-MutLcf внесли точечные 

замены C532A, C604S и C635S в обе цепи гомодимера CTD-MutLwt. Структуры подвергали 

подготовке с учетом «protonation state» и оптимизации геометрии. Для каждого комплекса было 

рассчитано 30 наиболее вероятных конформаций связывания с β-«зажимом». Полученные 

комплексы дополнительно подвергали оптимизации в водной среде методом молекулярной 

динамики в модуле Desmond для оценки стабильности комплекса и количества контактных 

взаимодействий между CTD-MutL и β-«зажимом». 

Влияния дефицита MMR Neisseria gonorrhoeae на антигенную вариацию pilE. Для 

локусов генов ngmutS и ngmutL, а также для дальнейшего анализа аллелей мы использовали 

плагин PubMLST. Используя последовательности генов ngmutS и ngmutL штамма N. gonorrhoeae 

MS11 (NCBI: WP_003688085.1 и WP_003688688.1) в качестве консенсуса, было обнаружено, что 

локусы NEIS2138 и NEIS1378, соответственно, представляют собой нуклеотидные 

последовательности. Все назначенные аллели ngmutS и ngmutL изолятов N. gonorrhoeae, 

представленные в базе данных, были собраны. Плагин PubMLST использовался для анализа 

полиморфизмов собранных аллелей ngmutS и ngmutL. Далее нуклеотидные последовательности 

этих аллелей были экспортированы в формат FASTA для трансляции в белковые 

последовательности и выравнивания в Jalview с использованием алгоритма ClustalW. Для поиска 

изолятов N. gonorrhoeae, в геноме которых отсутствует ген ngmutS или ngmutL, использовался 

плагин PubMLST «Gene present» (Наличие гена). В списке «Loci» были выбраны локусы гена 

NEIS2138 или NEIS1378 для ngmutS или ngmutL, соответственно. «Параметры и опции» не 

менялись: минимальный процент идентичности и выравнивания составлял 70% и 50% от общей 

длины выравнивания соответственно. Все идентификаторы изолятов, в геноме которых 

присутствовал ген ngmutS или ngmutL, были собраны и далее проанализированы с помощью 

плагина «Dataset» (Набор данных) для поиска тех изолятов, у которых аллель не был назначен. 

Анализируемые изоляты N. gonorrhoeae были разделены на три группы: (1) содержащие ген 

ngmutS или ngmutL с назначенным аллелем; (2) содержащие ген ngmutS или ngmutL с 

неназначенным аллелем; (3) без интересующего гена. В зависимости от типа гена – ngmutS (S) 

или ngmutL (L) – эти группы были обозначены как 1S или 1L, 2S или 2L и 3S или 3L, 

соответственно. Мы проанализировали изменчивость pilE в каждой группе с помощью плагина 

«BLAST» базы данных PubMLST. Нуклеотидная последовательность pilE штамма MS11 N. 

gonorrhoeae использовалась в качестве консенсусной (UniProtKB/Swiss-Prot: P02974.2). Затем 

нуклеотидные последовательности гена pilE каждой группы были экспортированы в FASTA для 

выравнивания с помощью алгоритма ClustalW. Результаты выравнивания были восстановлены в 

Jalview и проанализированы в Python для определения частоты вариаций для каждой позиции 

pilE. 
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Выявление консервативных G4-мотивов в области GC-богатого региона TERT 

промотора различных млекопитающих. Мы загрузили 1000 п.н. промоторных областей TERT, 

предшествующих TSS (кодирующим цепям), для 158 млекопитающих из базы данных COG от 

13 августа 2022 г. (https://github.com/nooroka/conserved_quadruplexes, дата обращения: 13 августа 

2022 г.). Во многих случаях координаты TSS не отображаются явно в записях GenBank, и нам 

пришлось определять их как самый близкий 5ꞌ-конец доступной мРНК для конкретного гена. С 

помощью программы QGRS, ищущего мотивы G4, соответствующие паттерну G3+ L1-30 G3+ L1-30 

G3+ L1-30 G3+, были найдены G4-мотивы в промоторных областях TERT у млекопитающих разных 

отрядов. Рассматривались только неперекрывающиеся мотивы G4. Максимальная длина 

последовательности составляла 45 нуклеотидов, минимальная длина G-тракта – три 

последовательных гуанозина, а длина петли – от 1 до 30 нуклеотидов. Координаты мотивов G4 

определялись на кодирующей цепи ДНК. Для достижения нашей цели – поиска консервативных 

мотивов G4 и нуклеотидных замен в них – мы выбрали картограф QGRS.  
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IV. Особенности взаимодействия белков систем репарации ДНК с G-богатыми 

фрагментами регуляторных областей генома эукариот и прокариот 

(Обсуждение результатов) 

Системы эксцизионной репарации ДНК (BER и MMR) обеспечивают ключевой вклад в 

поддержание стабильности генома как у прокариот, так и у эукариот. Однако их эффективность 

во многом зависит от нуклеотидного контекста вокруг повреждения и структурных особенностей 

ДНК. Особый интерес представляют GC-богатые участки, которые локализованы 

преимущественно в регуляторных областях генома. Такие участки распространены в геномах 

всех организмов. Многие из этих участков содержат повторяющиеся остатки dG (G-тракты), 

разделенные короткими вставками. Такие участки получили обозначение PQS (putative G-

quadruplex sequences), так как в одноцепочечном состоянии они склонны к формированию G-

квадруплексов. Сама по себе GС-богатая последовательность обладает большим мутагенным 

потенциалом за счет окисления гуанина и спонтанного дезаминирования цитозина. В GC-

богатых областях генома высокая термодинамическая стабильность и жесткость двойной 

спирали ухудшают доступность участков узнавания для белков, препятствуя необходимым 

локальным деформациям ДНК и правильной локализации ДНК-лиганда в центре связывания 

белка. В мутагенный потенциал GC-богатых последовательностей ДНК вносят вклад 

стабилизируемые ими вторичные структуры. Формирование G4 возможно в процессах, 

ассоциированных с расхождением цепей ДНК, например, репликации, транскрипции и 

репарации повреждений. Показано, что эти структуры играю значимую роль в регуляции 

биологических процессов, а также участвуют в контроле репликации и транскрипции [2]. 

 В нашей работе на первом этапе влияние GС-богатых последовательностей на 

функционирование систем репарации ДНК прокариот было изучено на примере 

последовательности, локализованной перед промотором гена pilE патогена N. gonorrhoeae и 

способной in vitro формировать стабильный параллельный G4, предположительно необходимый 

для инициации гомологичной рекомбинации (см. раздел II.2.2. «Ключевые факторы 

вирулентности Neisseria gonorrhoeae»). Белки системы MMR N. gonorrhoeae «сдерживают» этот 

процесс, но для понимания самого механизма регуляции данных все еще недостаточно (см. 

раздел II.2.3. «Роль белков систем репарации ДНК в адаптации и изменчивости Neisseria 

gonorrhoeae»).  

В клетках N. gonorrhoeae MMR функционирует по метилнезависимому принципу, 

ключевыми участниками процесса являются MutS (ngMutS) и MutL (ngMutL), обладающие 

специфической для данного организма активностью. Многие аспекты метилнезависимого пути 

репарации «мисматчей» остаются невыясненными, что подчеркивает необходимость 
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осуществления комплексного исследования функционала MMR. Стоит отметить, что не хватает 

данных о механизмах действия гомологов MutL, тогда как белки MutS структурно и 

функционально более консервативны от организма к организму, включая E. coli. Именно поэтому 

в рамках первого этапа данной работы было проведено комплексное исследование активности 

ключевого белка системы репарации «мисматчей» – ngMutL. 

IV. 1. Новые аспекты функционирования системы MMR по метилнезависимому пути 

Согласно базе данных National Center for Biotechnology Information (NCBI, США), ngMutL, 

как и другие бактериальные гомологи, является гомодимером в растворе и содержит 658 

аминокислотных остатков (а.о.) в мономере белка. Белок состоит из двух доменов – N-концевого 

(NTD - 366 а.о.) и C-концевого (CTD - 148 а.о.), которые соединены неструктурированным 

линкером из 144 а.о. [195]. Гомологи MutL, включая ngMutL, многофункциональны и обладают 

ключевыми активностями: АТФазной, ДНК-связывающей и эндонуклеазной. 

Домены, ответственные за реализацию АТФазной и ДНК-связывающей активности 

локализуются в NTD-ngMutL. Хотя кристаллическая структура полноразмерного ngMutL не 

решена, наличие рентгеноструктурного анализа N-концевого домена гомологов (например, 

ecMutL - PDB-код: 1B63) позволяет сервису AlphaFold Database получить модель NTD-ngMutL. 

Область, ответственная за эндонуклеазную функцию белка ngMutL, находится в C-концевом 

домене (CTD), его кристаллическая структура была получена в работе Namadurai et al. (PDB-код: 

3NCV) [196].  

 

Рисунок 11. Кристаллическая структура C-концевого домена ngMutL (PDB: 3NCV). Пять 
консервативных мотивов эндонуклеазного центра белка указаны красным, желтым, синим, 
фиолетовым и серым цветами. Металлсвязывающий мотив обозначен синим цветом.  

В каталитическом центре белка расположены пять консервативных мотивов (Рис. 11), 

включая металлсвязывающий - DMHAAAERVNYE (на рис. 11 обозначен синим), который играет 
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важную роль в координации ионов металлов при гидролизе ДНК, и мотив QHLLIP, 

ответственный за взаимодействие ngMutL с β-субъединицей ДНК-полимеразы III для усиления 

процессивности в ходе MMR (на рис. 11 показан зеленым цветом) [195]. Кроме того, ngMutL-CTD 

содержит димеризационный субдомен и регуляторный (внешний) субдомен, обращенный к 

растворителю. Некоторые а.о. консервативных мотивов критически важны для реализации 

эндонуклеазной функции гомологов MutL и функционирования системы MMR. Например, 

двойная замена аминокислотных остатков D491N и E497Q металлсвязывающего мотива 

DMHAAAERVNYE ngMutL существенно снижает эффективность гидролиза ДНК [92]. Многие 

гомологи MutL теряют активность in vivo при замене консервативных а.о. цистеинав мотивах, 

аналогичных SCHGSIRAGRR и CPHGRPT ngMutL (Рис. 12), однако причина инактивации до 

конца неясна [204]. 

 
Рисунок 12. Сравнение аминокислотных последовательностей гомологов MutL из разных 

организмов. Представлен фрагмент, содержащий два консервативных мотива С-концевого 
домена, включающий консервативные остатки цистеина.  

Считается, что остатки цистеина часто включены в металлсвязывающие мотивы такие, как, 

например, цинковый палец [197]. Каталитический центр ngMutL содержит два консервативных 

остатка цистеина (C604 и C635), роль которых во взаимодействии с ионами марганца и цинка не 

вполне изучена. 

IV. 1.1. Выделение белков ngMutLwt и ngMutLcf 

Для исследования функциональных особенностей ngMutL и установления роли 

консервативных а.о. цистеина были выделены в достаточном количестве препараты белков 

ngMutL дикого типа (ngMutLwt) и его мутантной формы (ngMutLcf), не содержащей а.о. цистеина 

(Рис. 13). В мутантной форме ngMutLcf все имеющиеся в диком типа белка 5 остатков Cys были 

заменены на другие аминокислотные остатки (C171I, C251L, C528A, C600S и C631S). В ходе 

широкомасштабного сравнения последовательностей гомологов MutL из разных организмов 

[198] выяснилось, что на месте C171 ngMutL в 40% исследуемых аминокислотных 

последовательностей гомологов находится I, на месте С251 – L, C528 – A (в 30% случаев). Два 

консервативных аминокислотных остатка цистеина были заменены на Ser. Для экспрессии 

рекомбинантных белков ngMutLwt и ngMutLcf в клетках E. coli штамма BL21(DE3) использовали 

плазмидную конструкцию pET15b, которая содержит ген lacI белка-репрессора lac-оперона, 

промотор и терминатор T7 РНК-полимеразы, ген устойчивости к ампициллину, и гены, 

кодирующие белки ngMutLwt или ngMutLcf с шестью остатками His в N-концевой области белков. 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?i2Sm0J
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Белки выделяли методом аффинной хроматографии на Ni-NTA-агарозе (Novagen, Германия), 

дополнительную очистку белков MutL, проводили методом эксклюзионной хроматографии на 

колонке Enrich SEC 650 (Biorad, США). Фракции, поглощающие при 280 нм (Рис. 13А), собирали 

и анализировали методом гель-электрофореза по Лэммли (Рис. 13Б). Видно, что молекулярная 

масса выделенных белков составляет примерно 72 кДа, что соответствует рассчитанной 

молекулярной массе MutL. 

 

 Рисунок 13. Очистка белка ngMutL методом эксклюзионной хроматографии. (А) 
Хроматограмма разделения белков ngMutLwt (кривая синего цвета) и ngMutLcf (кривая зеленого 
цвета); (Б) Анализ препаратов полученных белков после эксклюзионной хроматографии: М – 
смесь белков-маркеров молекулярной массы 10-180 кДа (ThermoFisher Scientific, США); 
Электрофорез в 8%-ном ПААГ с ДСН. Гель окрашен раствором кумасси бриллиантового синего 
G-250. 

IV.1.2. Сравнение вторичной структуры ngMutLwt и ngMutLcf 

Для оценки влияния замен аминокислотных остатков Cys на структуру белка ngMutLcf 

использовали метод кругового дихроизма (КД). Спектры КД для белка дикого типа и его 

мутантной формы регистрировали на спектрометре Chirascan (Applied Photophysics Ltd., 

Великобритания) в диапазоне длин волн 200–250 нм при комнатной температуре. Исследуемые 

образцы находились в буфере PBS (см. раздел III «Материалы и методы»), содержащем 50 мМ 

KCl. Следует отметить, что для полноразмерного белка ngMutL подобный эксперимент 

проводился впервые. Результаты показали, что спектры КД белков ngMutLwt и ngMutLcf не 

отличаются значительно и имеют по два максимума в области 208 и 222 нм, что характерно для 

белков с преобладанием α-спиралей в структуре (Рис. 14). Таким образом, можно полагать, что 

замена всех аминокислотных остатков цистеина в ngMutLwt не приводит к существенному 

изменению вторичной структуры белка ngMutLcf, поэтому полученный препарат можно 

использовать в дальнейших сравнительных экспериментах. 
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Рисунок 14. Спектры КД белков ngMutLwt (кривая синего цвета) и ngMutLcf (кривая 
зеленого цвета). 

IV.1.3. Характеристика и сравнение АТФазной активности белков ngMutLwt и 

ngMutLcf 

Связывание и гидролиз АТФ в АТФазном центре MutL способствует изменению 

конформации белка, что необходимо для взаимодействия с другими участниками системы 

репарации и реализации его эндонуклеазной активности [199]. Сравнительную характеристику 

АТФазной активности исследуемых белков определяли колориметрическим методом с 

использованием красителя малахитового зеленого. Метод был успешно использован ранее для 

определения каталитических констант Михаэлиса-Ментен для белка дикого типа [200]. В составе 

реакционной смеси присутствовали ионы молибдата (VI) в кислой среде и малахитовый зеленый, 

характеризующийся желтой окраской. При внесении фосфат-ионов происходит образование 

фосфомолибдатного комплекса, не обладающего собственным цветом, который связывает 

молекулы красителя. Этот процесс сопровождается изменением спектральных свойств раствора: 

окраска смещается с желтой к изумрудной. Количественная оценка реакции проводится по 

изменению оптической плотности при длине волны 590 нм, что отражает концентрацию фосфат-

ионов в реакционной среде. 

𝐻𝐻3𝑃𝑃𝑂𝑂4 + 12𝐻𝐻2𝑀𝑀𝑀𝑀𝑂𝑂4 → 12𝐻𝐻2𝑂𝑂 + 3𝐻𝐻+ + 𝑃𝑃𝑂𝑂4(𝑀𝑀𝑀𝑀𝑂𝑂3)123− 

Препараты белков ngMutLwt и ngMutLcf использовали в концентрации 0,8 мкМ в 

присутствии 50 нМ 76-звенного ДНК-дуплекса (см. раздел III. «Материалы и методы»), так как 

присутствие ДНК увеличивает эффективность гидролиза АТФ ферментом [200]. Концентрацию 
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АТФ варьировали от 100 до 1000 мкМ. АТФазная активность белков ngMutLwt и ngMutLcf была 

охарактеризована кинетическими параметрами, рассчитанными с помощью применения схемы 

Михаэлиса-Ментен (Таблица 10).  

Таблица 10. Параметры реакции гидролиза АТФ белками. 

Белок KM , мкМ Vmax, MЕ/мг ×103 

ngMutLwt 377±16 7,18±0,14 

ngMutLcf 354±16 5,7±0,12 

Полученные данные свидетельствуют о том, что замены а.о. цистеина ngMutL не оказывают 

влияния на сродство белка к АТФ (KM реакции гидролиза АТФ белками ngMutLwt и ngMutLcf 

одинаковы в пределах погрешности эксперимента), однако приводят к снижению каталитической 

активности, что проявляется в уменьшении максимальной скорости гидролиза примерно на 20%. 

IV. 1.4. Характеристика и сравнение эндонуклеазной активности белков ngMutLwt и 

ngMutLcf 

Белок ngMutL катализирует образование одноцепочечных разрывов ДНК в присутствии 

ионов Mn²⁺, что обеспечивается С-концевым доменом, содержащим два консервативных остатка 

Cys (C600 и C631) [200]. В первую очередь гидролитическую активность ферментов оценивали с 

использованием в качестве субстрата плазмидной ДНК pUC-MMR. Так как гомологи MutL не 

обладают специфичностью к «мисматчу», то во всех экспериментах, связанных с внесением 

разрыва в ДНК, были использованы субстраты без «мисматчей». Реакцию гидролиза ДНК 

белками MutL проводили в присутствии 5 мМ MnCl2 и 50 мМ КCl при 37 °С в течение 60 мин. 

Продукты гидролиза pUC-MMR белками ngMutLwt и ngMutLcf анализировали методом 

электрофореза в агарозном геле (Рис. 15А). В результате гидролиза ферментами суперскрученная 

форма плазмиды превращалась в «никованную» – содержащую одноцепочечный разрыв и 

обладающую меньшей электрофоретической подвижностью. Полученные данные показывают, 

что даже при замене консервативных Cys бесцистеиновая форма ngMutL сохраняет способность 

вносить одноцепочечные разрывы в плазмидную ДНК. Эффективность гидролиза за 60 мин 

сопоставима с активностью белка дикого типа (Рис. 15Б). Сравнение кинетики реакции показало, 

что ngMutLwt вносит разрывы с первых минут, тогда как активность ngMutLcf проявляется после 

5-й минуты (Рис. 16). При этом в диапазоне 10–30 мин эффективность гидролиза у мутантного 

белка была немного ниже, но к 60-й минуте различия нивелировались. 
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Рисунок 15. Сравнительный анализ эффективность гидролиза плазмиды pUC-MMR 

белками ngMutLwt и ngMutLсf при 37 °С в течение 60 мин. (А) Гидролиз плазмиды pUC-MMR 
белком ngMutLwt. Репрезентативная электрофореграмма в 1%-ном агарозном геле, содержащем 
бромид этидия. М – маркер длины ДНК в тысячах пар нуклеотидов (т.п.н.). Точками белого, 
красного и желтого цвета указано положение «никованной», линейной и суперскрученной форм 
плазмиды, соответственно. (Б) Процент «никованной» формы ДНК, полученной в результате 
реакции гидролиза плазмиды pUC-MMR белками ngMutLwt и ngMutLсf. Погрешности 
соответствуют 95%-ным доверительным интервалам (n = 3). 

 
Рисунок 16. Эффективность образования «никованной» формы ДНК в результате реакции 

гидролиза плазмиды pUC-MMR белками ngMutLwt (синий) и ngMutLсf (зеленый) при 37 °С в 
зависимости от времени реакции. Погрешности соответствуют 95% доверительным интервалам 
(n = 3). 
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Таким образом, замены цистеинов не оказывает существенного влияния на эндонуклеазную 

функцию, и ngMutLcf может применяться в дальнейших экспериментах. Это указывает на 

отсутствие критической роли этих остатков для реализации эндонуклеазной активности ngMutL 

in vitro и координации ионов металлов. 

IV.1.5. Эффективность гидролиза линейного субстрата белком ngMutL в присутствии 

β-субъединицы ДНК-полимеразы III 

У большинства бактериальных MutL выявлен консервативный мотив QXXIXP (X - любой 

а.о.), обеспечивающий взаимодействие с β-субъединицей ДНК-полимеразы III, что повышает 

эффективность гидролиза ДНК; такие белки относят к подсемейству I[201]. Считается, что это 

взаимодействие способствует сближению каталитического центра С-концевого домена MutL с 

субстратом. Существуют представители подсемейств II (например, MutL из Thermus 

thermophilus) и III (например, MutL из Aquifex aeolicus), лишенные консервативного мотива или 

содержащие его в измененной форме, они демонстрируют β-«зажим»-независимую 

эндонуклеазную активность (Рис. 17) [202]. 

 
Рисунок 17. Сравнение аминокислотных последовательностей гомологов MutL из разных 

организмов. Представлен фрагмент, содержащий консервативный мотив QXXIXP (показан 
желтым) С-концевого домена, обеспечивающий взаимодействие с β-субъединицей ДНК-
полимеразы III.  

Исследуемый белок ngMutL содержит консервативный мотив QHLLIP, поэтому для 

исследования гидролиза белками линейного ДНК-дуплекса необходимо было вносить в систему 

β-субъединицу ДНК-полимеразы III из N. gonorrhoeae (ngβ).Для характеристики гидролиза ДНК 

мы использовали линейный ДНК-дуплекс длиной 76 п.н., содержащий флуоресцентную метку - 

TAMRA на 3'-конце в «верхней» цепи (см. Раздел III. «Материалы и методы»). Мы 

проанализировали гидролиз линейного ДНК-дуплекса белком ngMutLwt (Рис. 18). Препарат ngβ 

был получен ранее научным сотрудником НИИ им. Белозерского МГУ Монаховой М.В. Условия 

эксперимента были выбраны в соответствии с данными работы [203]. Установлено, что ngMutLwt 

практически полностью гидролизует указанный выше субстрат в присутствии 5 мМ MgCl2 (для 

эффективного гидролиза АТФ), 5 мМ MnCl2, 0,5 мМ АТФ и ngβ (димер) в эквимолярном 
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количестве по отношению к димеру ngMutLwt при 37°С за 90 мин. На рис. 18 представлен 

репрезентативный результат электрофореза в 10%-ном ПААГ в денатурирующих условиях, где 

наблюдается зона, соответствующая коротким продуктам гидролиза линейного 76-звенного 

ДНК-дуплекса белком ngMutLwt. В качестве контрольных экспериментов проводили гидролиз 

субстрата белками ngMutLwt и ngβ отдельно в присутствии ионов Mg2+ или Mn2+. Отсутствие 

продукта реакции гидролиза в контрольных пробах свидетельствует об отсутствии 

неспецифических нуклеаз в препарате фермента, а также демонстрирует отсутствие гидролиза 

линейного субстрата белком ngMutLwt без ngβ. Исходя из этого, можно сделать однозначный 

вывод, что для эффективной реализации эндонуклеазной функции ngMutL на линейных 

двутяжевых ДНК-субстратах необходимо присутствие β-«зажима». Таким образом, исследуемый 

белок является β-«зажим»-зависимой эндонуклеазой, что было показано нами впервые. 

 
Рисунок 18. Гидролиз линейного 76-звенного ДНК-дуплекса (10 нМ), содержащего 

флуоресцентную метку TAMRA на 3'-конце «верхней» цепи, при 37 °С в течение 90 мин в 
присутствии 0,5 мМ АТФ. М – маркер длины ДНК (н.о. - нуклеотидные остатки). Представлен 
репрезентативный результат электрофореза в 10%-ном ПААГ в денатурирующих условиях (7 М 
мочевина, ТВЕ).  

Изучение гидролиза линейных ДНК-субстратов белком ngMutL в присутствии β-«зажима» 

ранее не проводилось, поэтому было необходимо подобрать оптимальные условия протекания 

реакции. Известно, что для реализации эндонуклеазной функции большинства гомологов MutL 

из различных организмов необходимы ионы двухвалентного марганца, однако имеются 

индивидуальные особенности. Мы провели сравнительную характеристику эффективности 

гидролиза линейного 76-звенного ДНК-дуплекса белком ngMutLwt (0,75 мкМ на димер белка) в 

присутствии эквимолярного количества ngβ (димер), 0,5 мМ АТФ и 5 мМ солей различных 

металлов, указанных на рис.19.  
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Рисунок 19. Влияние ионов различных двухвалентных металлов на гидролиз ДНК-

дуплекса длиной 76 п.н. (10 нМ). Реакционную смесь инкубировали в присутствии ngMutLwt (0,75 
мкМ на димер), ngβ (0,75 мкМ на димер), 0,5 мМ АТФ и 5 мМ Me2+ в течение 90 мин при 37 °С. 
Представлен репрезентативный результат электрофореза в 10%-ном ПААГ в денатурирующих 
условиях (7 М мочевина, буфер ТВЕ). 

Белок ngMutLwt проявляет наибольшую эндонуклеазную активность в присутствии Mn2+, 

подобно другим бактериальным гомологам MutL. Mg2+ активирует эндонуклеазную функцию 

ngMutL, но гораздо менее эффективно, чем Mn2+. Ионы Ca2+ не способствуют расщеплению 

дуплекса длиной 76 п.н., опосредованному ngMutL; что также верно для Cd2+, Co2+, Ni2+ и Zn2+. 

Комбинация 5 мМ MgCl2 и 5 мМ MnCl2 – является оптимальной, так как Mg2+ необходим для 

АТФазной активности ngMutL.  

Ранее показано, что повышение концентрации АТФ в реакционной смеси от 0,5 до 5 мМ 

снижает образование «никованной» формы плазмиды pUC-MMR белком ngMutLwt [200]. 

Согласно нашим исследованиям эффективность гидролиза линейного 76-звенного дуплекса была 

максимальной при 0,5–2 мМ АТФ, тогда как 5 мМ АТФ вызывал выраженное ингибирование 

(Рис. 20). В отсутствие АТФ гидролиз ДНК происходил, но менее эффективно, вероятно из-за 

недостаточных конформационных перестроек белка для взаимодействия с β‑«зажимом». 

Снижение активности ngMutL при высоких концентрациях АТФ может объясняться 

хелатированием ионов металлов, необходимых для катализа. Для последующих экспериментов 

была выбрана концентрация АТФ, равная 0,5 мМ. Нами проведено сравнение эффективности 

гидролиза линейного субстрата белками ngMutLwt и ngMutLcf в концентрации 0,75 мкМ на димер 

(Рис. 21). В выбранных условиях, а именно в присутствии 5 мМ MgCl2, 5 мМ MnCl2, 0,5 мМ АТФ 

и эквимолярном количестве димера ngβ при 37 °С в течение 90 мин, эффективность гидролиза 

линейного 76-звенного ДНК-дуплекса белком ngMutLcf резко снижена по сравнению с 

эффективностью расщепления субстрата белком дикого типа: степень гидролиза субстрата 
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составляет не более 15%. Кроме того, в диапазоне концентраций АТФ от 0 до 5 мМ повышение 

эндонуклеазной активности бесцистеинового варианта ngMutL не наблюдалось (Рис. 20 и 21). 

 
Рисунок 20. Зависимость гидролиза линейного 76-звенного ДНК-дуплекса, содержащего 

флуоресцентную метку TAMRA на 3'-конце «верхней» цепи, при 37 °С в течение 90 мин от 
концентрации АТФ (0-5 мМ). Степень гидролиза ДНК (в %) белками ngMutLwt (синие столбцы) 
и ngMutLcf (зеленые столбцы). Реакции проводили в присутствии 5 мМ MnCl2. Погрешности 
соответствуют 95%-ным доверительным интервалам (n = 3). 

 
Рисунок 21. Гидролиз линейного 76-звенного ДНК-дуплекса, содержащего 

флуоресцентную метку TAMRA на 3'-конце «верхней» цепи, при 37°С в течение 90 мин 
димерами ngMutLwt (0,75 мкМ) и ngMutLcf (0,75 мкМ) в присутствии эквимолярной концентрации 
димера ngβ, 5 мМ MgCl2, 5 мМ MnCl2 и 0,5 мМ АТФ. М – маркер длины ДНК (н.о.). Представлен 
репрезентативный результат электрофореза в 10%-ном ПААГ в денатурирующих условиях (7 М 
мочевина, ТВЕ). 



75 

Таким образом, замена всех а.о. Cys в ngMutL приводит к резкому снижению способности 

фермента гидролизовать линейный субстрат в присутствии β-«зажима», причем этот эффект не 

зависит от концентрации АТФ. 

IV.1.6. Анализ ДНК-связывающей активности ngMutL 

Замена всех Cys, включая консервативные, снижает гидролиз линейного субстрата в 

присутствии β‑«зажима», возможно, из-за менее эффективного связывания ДНК ngMutLcf. Ранее 

в нашей лаборатории было показано, что ngMutLwt эффективно связывает дуплекс длиной 76 п.н., 

и были подобраны условия такого комплексообразования [200]. Для проверки гипотезы было 

проведено сравнение эффективности связывания препаратов ngMutLwt и ngMutLcf с 76-звенным 

ДНК-дуплексом ДНК, меченным флуорофором TAMRA на 3'-конце (см. раздел III. «Материалы 

и методы»). Образование комплекса между ферментом и субстратом регистрировали методом 

«торможения в геле» (Рис. 22). При 100 мМ KCl ДНК-связывающая активность бесцистеинового 

варианта ngMutLcf достигает почти 100% в диапазоне 1–0,75 мкМ, что сопоставимо с 

активностью белка дикого типа. 

 
Рисунок 22. Анализ комплексообразования димера ngMutLcf (0,025 - 0,75 мкМ) с линейным 

76-звенным ДНК-дуплексом, содержащим флуоресцентную метку TAMRA на 3'-конце 
«верхней» цепи. Представлен репрезентативный результат электрофореза в 4%-ном ПААГ в 
неденатурирующих условиях в буфере TBE. 

Комплексообразование ngMutLwt и ngMutLcf с 76-звенным ДНК-дуплексом 

охарактеризовано кажущимися константами диссоциации с помощью модели Хилла (см. раздел 

III. «Материалы и методы»), равными в пределах погрешности эксперимента (Таблица 11). 
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Таблица 11. Константы диссоциации комплексов исследуемых белков с ДНК. 

Фермент ngMutLwt ngMutLcf 

Kdapp, нМ 117±7 118±6 

Коэффициент Хилла  2,9±0,2 3,1±0,4 

Таким образом, замена всех аминокислотных остатков Cys в белке ngMutL не влечет за 

собой снижение ДНК-связывающей активности белка, следовательно, а.о. цистеина не 

вовлечены во взаимодействие с ДНК-субстратом. Другой причиной резкого снижения 

эффективности гидролиза линейного субстрата белком ngMutLcf может быть изменение 

характера его взаимодействия с молекулярным партнером β-«зажимом».  

IV.1.7. Анализ взаимодействия ngMutL с β-субъединицей ДНК-полимеразы III 

β-субъединица ДНК-полимеразы III представляет собой гомодимер в растворе, образует 

кольцевую структуру и «скользит» по цепи ДНК, привлекая туда белковых партнеров. Основная 

роль β-«зажима» - усиливать процессивность ДНК-полимеразы III, однако он напрямую 

связывается и с другими белками, необходимыми для поддержания стабильности генома, 

например, с MutS и MutL. Белок-белковое взаимодействие ферментов с β-«зажимом» 

необходимо, например, для увеличения времени пребывания фермента на ДНК или для 

координации и регуляции его активности. На поверхности С-концевого домена β-«зажима» 

имеется гидрофобная область, с которой взаимодействует большинство белковых партнеров. В 

свою очередь, β-«зажим»-зависимые ферменты содержат достаточно консервативный β-

связывающий мотив, который взаимодействует с гидрофобной областью β-«зажима» (мотив 

QHLLIP в исследуемом белке ngMutL, см. раздел IV.1.5. «Эффективность гидролиза линейного 

субстрата белком ngMutL в присутствии β-субъединицы ДНК-полимеразы III»). И хотя данный 

мотив не содержит а.о. цистеина, их замена может косвенно влиять на белок-белковое 

взаимодействие, изменяя локальное расположение мотивов С-концевого домена ngMutL 

относительно друг друга. 

Комплексообразование C-концевого домена MutL с β-«зажимом» было исследовано нами 

методом молекулярного докинга с помощью пакета программ Schrodinger. В качестве моделей 

были выбраны swiss model β-«зажима» (Q5FAJ1), структура CTD-MutLwt (PDB: 3NCV) и CTD-

MutLcf. На первом этапе провели подготовку имеющихся PDB-структур, а также внесли точечные 

замены C532A, C635S, C604S в структуру CTD-MutLwt обеих цепей гомодимера для получения 

структуры CTD-MutLcf. Для CTD-MutLwt и CTD-MutLcf получены 30 наиболее вероятных 

вариантов комплексообразования с β-«зажимом». Показано, что связывание ngMutL с ngβ не 

нарушается в ходе введения замен, однако геометрия комплексов отличалась: в случае CTD-
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MutLwt комплексообразование с β-«зажимом» реализуется в основном за счет одного из 

мономеров MutL, тогда как у CTD-MutLcf оба мономера вовлечены в формирование комплекса 

(Рис. 23А и Б - до оптимизации в растворителе). Количество взаимодействий с β-«зажимом» 

составило 11 и 10 для CTD-MutLwt и CTD-MutLcf, соответственно. Стоит отметить, что ни один 

из остатков цистина CTD-MutLwt не вовлечен в формирование комплекса in silico. 

Полученные комплексы дополнительно оптимизировали в растворителе (воде) методом 

молекулярной динамики для проверки их устойчивости. В динамике количество взаимодействий 

β-«зажима» с CTD-MutLcf оказалось равным 6, в то время как для CTD-MutLwt - 14 (Рис. 23Б). 

Это говорит о значительном снижении прочности комплекса ngβ с CTD-MutLcf в присутствии 

растворителя. 

 

Рисунок 23. Результат молекулярного докинга ngβ с CTD-MutL. (А) Модель комплекса ngβ 
(зеленый) с CTD-MutLwt (синий) и CTD-MutLcf (красный). (Б) Количество взаимодействий CTD-
MutLcf и CTD-MutLwt с ngβ на каждый мономер (A и B). 

Таким образом, снижение эффективности гидролиза ДНК-дуплекса комплексом ngMutL-

ngβ в результате замен консервативных а.о. цистеина в белке MutL, может быть следствием менее 

эффективного комплексообразования между β-«зажимом» и CTD-MutLcf по сравнению с белком 

дикого типа. Хотя остатки цистеина CTD-MutL не участвуют непосредственно в 

комплексообразовании с β-«зажимом», они обеспечивают конформационную жесткость домена, 

необходимую для формирования энергетически выгодного взаимодействия белков. Их замена 

сопровождается значительным снижением устойчивости комплекса в условиях растворителя, что 

указывает на роль Cys в стабилизации функционального комплекса MutL–ngβ. 

**** 

Таким образом, в ходе предварительного исследования функционирования ngMutL было 

установлено, что белок представляет собой β-«зажим»-зависимую эндонуклеазу, то есть 

эндонуклеазная активность этого фермента существенно усиливается в присутствии β-
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субъединицы ДНК-полимеразы III. Продемонстрировано, что гидролиз ngMutL линейного 

субстрата реализуется только в присутствии двухвалентных катионов Mg²⁺ и Mn²⁺. Также АТФ в 

диапазоне концентраций до 2 мМ способствует эффективному гидролизу ДНК. Остатки цистеина 

значительным образом не вовлечены в АТФазную, ДНК-связывающую или эндонуклеазную 

активности, но могут быть необходимы для стабильного взаимодействия ngMutL с β-

субъединицей ДНК-полимеразы III в клеточных условиях. Результаты исследования 

опубликованы в работе с участием автора диссертации [200]. 

IV. 2. Биоинформатический анализ влияния полиморфизмов белков MMR на 

антигенную вариацию пилина 

В ходе комплексного исследования свойств ngMutL были подобраны оптимальные условия 

функционирования белка, которые использовались в дальнейшем для выявления влияния GС-

богатой последовательности на функционирование MMR на примере области, содержащей G4-

мотив и локализующейся перед промотором гена pilE патогена N. gonorrhoeae. Было предложено 

несколько вариантов механизма регуляции антигенной вариации pilE посредством MMR: 1) 

повышение эффективности антигенной вариации за счет общего увеличения мутаций из-за 

дисфункции MMR в таких областях; 2) регуляция белками MMR стабильности G4 и, как 

следствие, ингибирование чрезмерной вариативности pilE. 

IV.2.1. Оценка полиморфизма генов ngmutS и ngmutL в популяции Neisseria 

gonorrhoeae 

Для оценки общего вклада системы MMR в регуляцию антигенной изменчивости был 

проведен анализ полиморфизма генов ngmutS и ngmutL в популяции N. gonorrhoeae с 

использованием базы данных PubMLST – крупнейшего ресурса, содержащего информацию о 

многоочаговом типировании последовательностей в геномах и аллелях штаммов Neisseria. В 

результате анализа 15632 клинических изолятов, содержащих данные по локусу NEIS2138 

(ngmutS), было выявлено 342 аллельных варианта, включающих 867 полиморфных позиций в 

гене длиной 2697 нуклеотидов. Несмотря на наличие мутаций подавляющее большинство 

участков в последовательности ngmutS оказались высококонсервативными: доля позиций с 

вариативностью менее 10% составляет значительную часть. Самые распространенные аллели 

охватывают 13,4% всех изолятов, что свидетельствует о сильной селективной консервативности. 

Аналогичный анализ был проведен для локуса NEIS1378, кодирующего белок ngMutL, на 

выборке из 15975 изолятов. Обнаружено 310 аллельных вариантов, содержащих 460 

полиморфных позиций в гене длиной 2017 нуклеотидов. Наиболее вариабельным оказался 

участок в пределах 1370–1425 нуклеотидов, соответствующий линкерному домену белка 
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ngMutL, что может указывать на меньшую структурную значимость данного участка. Тем не 

менее, в целом ngmutL также демонстрирует высокую степень консервативности: доля 

вариабельных позиций составила 14,2% по всей популяции. 

IV.2.2. Связь между полиморфизмом белков MMR и антигенной вариацией пилина 

Для изучения влияния отсутствия или функционального дефекта компонентов MMR на 

вариабельность pilE – основного антигена, подвергающегося гомологичной рекомбинации – 

геномы изолятов, представленных в базе данных PubMLST, были классифицированы на группы: 

1. 1S / 1L – штаммы с присутствием соответствующего гена (ngMutS/ngMutL, 
соответственно) и назначенным аллелем; 

2. 2S / 2L – штаммы, у которых ген присутствует, но аллель не определен; 
3. 3S / 3L – штаммы, у которых ngmutS/ngmutL отсутствуют. 

Так как последовательности pilE демонстрируют высокую изменчивость и не всегда 

типированы в базе данных, для определения частоты вариаций была проведена реконструкция 

pilE из всех геномов с помощью BLAST (по консенсусной последовательности штамма MS11 - 

одного из наиболее распространенных штаммов 

N. gonorrhoeae), сравнение нуклеотидной и аминокислотной последовательности в программе 

Jalview и расчет частоты вариаций. Было установлено, что частота полиморфизмов pilE 

значительно увеличена в группах 3S и 3L (где отсутствуют соответствующие гены MMR, рис. 

24), по сравнению с группами (1) и (2). В частности, доля высоковариабельных позиций (>25%) 

возрастала, а доля консервативных позиций снижалась (особенно в группе 3L). Интересно, что 

одновременное отсутствие обоих генов MMR наблюдалось крайне редко (только у двух 

изолятов). Статистическая обработка данных (t-критерий Стьюдента) подтвердила значимые 

различия в количестве полиморфных сайтов между группами с отсутствием MMR и остальными 

(p << 0,05), в то время как между группами с присутствием гена, но неопределенным аллелем, и 

референсными (1S–2S, 1L–2L) статистически значимой разницы не выявлено. Это указывает на 

то, что именно отсутствие белков MutS и MutL, а не вариации в пределах аллелей, ассоциировано 

с усилением антигенной вариации. 

Таким образом, природные MMR-дефицитные штаммы действительно склонны к 

повышенной антигенной вариации pilE. 
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Рисунок 24. Полиморфизм гена pilE в группах всех изолятов N. gonorrhoeae. Количество 
позиций гена pilE с определенными нуклеотидными заменами в каждой группе изолятов N. 
gonorrhoeae как отношение консервативных (<10%) или вариабельных (>25%) замен к общей 
длине выравнивания. 

IV.3. Взаимодействие белка ngMutL с G4-мотивом регуляторной последовательности 

перед pilE 

Известно, что гомологи MutS обладают повышенным сродством к G4 по сравнению с ДНК 

канонического строения [122], однако для MutL подобных исследований не проводилось. Для 

проверки гипотезы о возможности белков MMR регулировать стабильность G4 и, как следствие, 

ингибировать чрезмерную антигенную вариацию pilE N. gonorrhoeae, было проведено 

экспериментальное исследование взаимодействия белка ngMutL с участком ДНК, содержащим 

G4-мотив перед промотором pilE. 

IV.3.1. Характеристика модельных субстратов, содержащих G4-мотив перед pilE 

Для анализа взаимодействия ngMutL с G4-мотивом были синтезированы олигонуклеотиды 

различной длины, содержащие GС-богатую последовательность, соответствующую 

регуляторному участку перед pilE N. gonorrhoeae (см. раздел II.2.4. «Неканонические структуры 

ДНК и их влияние на патогенез и репарацию»). Все последовательности, их сокращенные 

обозначения, а также соответствующие комплементарные цепи представлены в таблице 6 (см. 

раздел III. «Материалы и методы»). 

Для характеристики взаимодействия ngMutL с G4-мотивом были использованы модельные 

одноцепочечные ДНК-фрагменты, обозначенные как 19pilG4, 41pilG4 и 95pilG4, которые 
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различались по длине фланкирующих G4 участков (Рис. 25А). В качестве контрольных ДНК-

лигандов использовали ДНК-дуплексы, образованные в ходе добавления комплементарной 

С-богатой цепи к соответствующим олигонуклеотидам с последующей гибридизацией (см. 

раздел III. «Материалы и методы»). Они обозначены как 41pilG4/41M и 95pilG4/96M (Рис. 25Б). 

 

Рисунок 25. Структура и сокращенные обозначения модельных ДНК, использованных в 
исследовании. (А) Одноцепочечные модельные ДНК, содержащие G4-мотив регуляторного 
участка pilE. (Б) Двуцепочечные модельные ДНК. Наличие и локализация G4-мотива обозначены 
синим цветом. TAMRA на 3ꞌ-конце ДНК показана розовой звездочкой. 

Для формирования стабильного 19-звенного дуплекса, содержащего мотив (GGGT)₄, было 

необходимо ввести четыре замены G→T (олигонуклеотид 19T), чтобы полностью подавить 

возможное формирование G4 (Таблица 6, см. раздел III. «Материалы и методы»). 

Комплементарный олигонуклеотид 19M_A позволил получить стабильный контрольный 

дуплекс 19T/19M_A (Рис. 25Б). Модельный ДНК-дуплекс 95G4/76M образован 95-звенным 

олигонуклеотидом, содержащим (GGGT)4-мотив, и 76-звенным олигонуклеотидом, 

комплементарным фланкирующим областям G4-мотива 95-звенного ДНК-фрагмента. Ранее 

было показано, что конструкция 95G4/76M способна стабильно формировать параллельную G4-

структуру внутри дуплекса и сохранять структурную топологию в условиях, идентичных 
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физиологическим [192]. Данная система была выбрана как модель для последующего анализа 

гидролиза ДНК белком ngMutL. 

Для оценки стабильности образуемых G4-структур (19pilG4, 41pilG4 и 95pilG4) 

использовалась спектроскопия КД. Полученные спектры демонстрировали типичную для 

параллельной G4-структуры топологию: положительный пик при 265 нм и отрицательный – 

около 240 нм (Рис. 26А-В). Температуру плавления (Tпл) олигонуклеотидов определяли по 

температурной зависимости молярной эллиптичности при 265 нм как температуру середины 

кооперативного перехода, соответствующую точке перегиба сигмоидальной кривой 

денатурации. Увеличение длины участков, фланкирующих G4, сопровождалось снижением 

температуры плавления G4: Tпл для 19pilG4 составила 77±1 °C, для 41pilG4 – 66±1 °C, и для 

95pilG4 – 63±1 °C. Это связано с ростом энтропийного вклада от одноцепочечных участков, 

фланкирующих G4. Как и ожидалось, добавление комплементарной С-богатой цепи к ДНК-

фрагменту с G4-мотивом (во всех случаях кроме 19pilG4) приводило к полной перестройке 

спектра КД в спектр, типичный для B-формы ДНК с максимумом при ~ 280 нм. Это 

свидетельствует об образовании дуплекса даже в присутствии 100 мМ KCl, стабилизирующего 

G4 (Рис. 26Г).
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Рисунок 26. Спектры КД олигонуклеотидов 19pilG4 (A), 41pilG4 (Б) и 95pilG4 (В), зарегистрированные при различных 
температурах в 20 мМ буфере HEPES (pH 7,3), содержащем 5 мМ KCl и 140 мМ NaCl (концентрация олигонуклеотидов ~ 2 мкМ). 
Температура повышалась от 30 до 85 °C с шагом 5 °C; цветные линии показывают спектры КД при различных температурах. На вставках 
показаны «кривые плавления» при длине волны 265 нм. (Г) Спектры КД моделей двухцепочечной ДНК (концентрация ~ 2 мкМ), 
зарегистрированные при 37 °C в 20 мМ буфере HEPES (pH 8,0), содержащем 100 мМ KCl. Именно этот буфер впоследствии 
использовался для анализа взаимодействия ngMutL с ДНК, содержащей pilE G4.
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IV.3.2. Связывание ngMutL с одно- и двуцепочечными ДНК, содержащими G4-мотив 

регуляторной последовательности перед pilE 

Поскольку ДНК-связывающая активность белка ngMutL, являющегося ключевым 

компонентом системы MMR, существенно зависит от длины ДНК-субстрата, мы провели 

сравнительный анализ его взаимодействия с G4-содержащими олигонуклеотидами и 

соответствующими дуплексами различной длины. Образование комплекса между ngMutL и ДНК 

регистрировалась методом «торможения» в геле. На рис. 27А представлены графики зависимости 

связывания белка с одно- и двуцепочечными фрагментами длиной 41 и 95 звеньев, содержащими 

последовательность G4-мотива, от концентрации ngMutL.  

 

Рисунок 27. Связывание ngMutL с одноцепочечными и двухцепочечными модельными 
ДНК (20 нМ). Реакционные смеси инкубировали в течение 10 мин в бане со льдом с 15–1000 нМ 
ngMutL (на димер) в 20 мМ буфере HEPES (pH 8,0), содержащем 100 мМ KCl, 0,5 мг/мл БСА и 1 
мМ ДТТ. Комплексообразование анализировали в 6%-ном ПААГ в буфере TAE при 4 °C. (A) 
Зависимость комплексообразования в % от концентрации ngMutL. (Б) Значения Kdapp комплексов 
ngMutL-ДНК. Расчет проводился как минимум для трех независимых экспериментов. 
Погрешности соответствуют 95%-ным доверительным интервалам (n = 3). 

Взаимодействие охарактеризовано значениями кажущейся константы диссоциации (Kdapp, 

рис. 27Б). Видно, что при увеличении длины фланкирующих участков существенно возрастает 

сродство ngMutL к одноцепочечному ДНК-лиганду: Kdapp для 95pilG4 почти в 3 раза ниже, чем 
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для 41pilG4. Это подтверждает, что длина окружающих G4 участков важна для эффективного 

связывания белка. Интересно, что аналогичная зависимость сохраняется и для соответствующих 

дуплексных форм: Kdapp для 95-звенного дуплекса составила 123±8 нМ, тогда как для 41-звенного 

– 650±85 нМ. Более того, независимо от длины, ngMutL демонстрирует повышенное сродство к 

одноцепочечным G4-структурам, по сравнению с дуплексами. Это подчеркивает, что G4 сам по 

себе является более предпочтительной мишенью связывания для белка, чем каноническая B-

форма ДНК. 

Для короткой модели 19pilG4 не удалось достоверно рассчитать Kdapp из-за крайне слабого 

связывания. Тем не менее, при 25-кратном избытке белка наблюдалось образование комплекса 

(~30%), тогда как для 19-звенного дуплекса (19T/19M_A) комплексообразование отсутствовало 

(Рис. 28).  

 
Рисунок 28. Электрофореграммы комплексообразования ngMutL с 19pilG4 и с 

двуцепочечным 19T/19M_A. ДНК (20 нМ) инкубировали в течение 10 мин в бане со льдом с 
ngMutL в 20 мМ буфере HEPES (pH 8,0), содержащем 100 мМ KCl, 0,5 мг/мл БСА и 1 мМ ДТТ, 
а затем анализировали в 6%-ном ПААГ в буфере TAE при 4 °C. Над дорожками геля указана 
концентрация ngMutL в расчете на димер.  

Таким образом, повышенное сродство ngMutL к G4-структурам сохраняется при 

увеличении длины фланкирующих дуплексных участков, что свидетельствует о биологической 

значимости наблюдаемого эффекта и его потенциальной реализуемости в условиях геномного 

контекста. При образовании G4 в GC-богатом участке рядом с промотором pilE, ngMutL способен 

взаимодействовать с такой структурой, стабилизируя ее и препятствуя дальнейшему 

продвижению репликационно-рекомбинационной машины. Это может быть одним из 

механизмов подавления повышенной антигенной изменчивости. 

IV.3.3. Гидролиз белком ngMutL ДНК, содержащих G4-мотив регуляторной 

последовательности pilE 
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У бактерий, включая N. gonorrhoeae, белок MutL функционирует как «никующая» 

эндонуклеаза, активность которой зависит от взаимодействия с β-субъединицей ДНК-

полимеразы III, что было показано нами впервые (см. раздел IV.1.5. «Эффективность гидролиза 

линейного субстрата белком ngMutL в присутствии β-субъединицы ДНК-полимеразы III»). В 

данной части исследования была оценена способность ngMutL расщеплять модельную 

дуплексную ДНК, содержащую одиночный G4-мотив d(GGGT)₄ (конструкция 95G4/76M), 

стабилизированный за счет отсутствия комплементарного участка в противоположной цепи. Для 

сравнения использовался 76-звенный дуплекс с произвольной последовательностью (76R/76M). 

Эндонуклеазная активность ngMutL оценивалась в присутствии эквимолярного количества ngβ 

при наиболее оптимальных условиях (0,5 мМ АТФ, 5 мМ MgCl₂, 5 мМ MnCl₂, соотношение 

белок:ДНК составляло 25:1), при которых наблюдался эффективный, но не 100%-ый гидролиз 

контрольного субстрата для детекции продуктов различной длины (что доказывает 

неспецифичность внесения разрыва). Гидролиз оценивался по накоплению укороченных 3'-

TAMRA-меченных продуктов, разделенных в ПААГ в денатурирующих условиях (Рис. 29). 

Результаты показали, что дуплекс 76R/76M в данных условиях гидролизуется эффективно и 

неспецифично, тогда как степень расщепления 95G4/76M была существенно ниже. При этом 

расщепление происходило только до и после участка, содержащего G4, но не внутри него.  

 

Рисунок 29. Гидролиз ДНК (10 нМ) эндонуклеазой ngMutL. Реакционные смеси 
инкубировали в присутствии 0,5 мМ АТФ, 5 мМ MgCl2 и 5 мМ MnCl2 в течение 90 мин при 37 
°C, а затем анализировали в 12%-ном ПААГ, содержащем 7 М мочевину; использовали 0,25 мкМ 
ngMutL (на димер) в присутствии эквимолярного количества димера ngβ. Представлены 
электрофореграммы продуктов расщепления ДНК, меченных 3'-TAMRA: 76R/76M (дорожки 1–
2) и 95G4/76M (дорожки 3–4). Длины ДНК-маркеров M (в н.о.) указаны справа. 
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На следующем этапе был проведен сравнительный анализ гидролиза ngMutL субстратов 

76R/76M и 95G4/76M в условиях 100% расщепления контрольного субстрата (76R/76M). Этот 

эффект был достигнут при соотношении ДНК:белок = 1:75. Добавление в реакционную смесь 

АТФ в концентрации 0,5 мМ способствовало увеличению эффективности расщепления как 

канонического дуплекса, так и G4-содержащей ДНК (Рис. 30). В присутствии ATФ продукты 

гидролиза представляли собой короткие фрагменты (до 20 нуклеотидов), тогда как без него 

преобладали более длинные. По-видимому, гидролиз сопряжен с АТФ-зависимыми 

конформационными изменениями: ngMutL «скользит» вдоль ДНК, повторно взаимодействуя с 

субстратом после каждого акта расщепления. Аналогичный эффект наблюдался и при 

расщеплении G4-содержащего субстрата 95G4/76M: в присутствии АТФ усиливалось 

накопление коротких фрагментов, но сам G4 оставался интактным. Таким образом, даже при 

высоких концентрациях фермента и в присутствии всех необходимых кофакторов, ngMutL не 

расщепляет G4-структуру, что демонстрирует ее устойчивость к ферментативному гидролизу. 

 
Рисунок 30. Влияние АТФ на гидролиз 76R/76M и 95G4/76M (10 нМ) эндонуклеазой 

ngMutL. Реакционные смеси инкубировали в присутствии 0 или 0,5 мМ АТФ, 5 мМ MgCl2 и 5 
мМ MnCl2, 0,75 мкМ ngMutL (на димер) и эквимолярного количества димера ngβ в течение 90 
мин при 37 °C, а затем анализировали в 12%-ном ПААГ, содержащем 7 М мочевину. 
Представлена электрофореграмма продуктов расщепления ДНК, меченных 3′-TAMRA. 

IV.3.4. Влияние АТФ на связывание G4-содержащей ДНК белком ngMutL 

Дополнительные эксперименты по связыванию ngMutL с субстратами показали, что 

значительное повышение концентрации АТФ снижает сродство белка к каноническому дуплексу 

76R/76M, но на связывание с 95G4/76M влияет значительно меньше (Рис. 31). Это говорит о том, 

что взаимодействие ngMutL с G4 менее чувствительно к АТФ-зависимым регуляторным 

механизмам, чем с B-формой ДНК. При высоких концентрациях АТФ связывание ngMutL с 

дуплексной ДНК снижается, что связано с конформационными перестройками белка, 
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индуцированными избытком АТФ. Эти изменения могут уменьшать доступность центра 

связывания ngMutL с двойной спиралью и снижать эффективность контакта белка с дуплексом. 

В то же время G-квадруплекс представляет собой «выпетленную» структуру, контактные 

поверхности которой для MutL остаются доступными независимо от АТФ-индуцируемых 

перестроек. Это объясняет, почему высокая концентрация АТФ значительно меньше влияет на 

связывание белка с G4 и подтверждает его повышенное сродство к квадруплексам. Таким 

образом, в ходе этой части работы мы показали, что ngMutL обладает высоким сродством к G4, 

однако не проявляет способности к их гидролизу. Вероятно, взаимодействие MutL N. gonorrhoeae 

с G4-мотивом выполняет регуляторную функцию, потенциально блокируя доступ других белков, 

участвующих в инициации рекомбинации pilE/pilS, лежащей в основе уклонения патогена от 

иммунного ответа человека. Результаты исследования опубликованы в работе с участием автора 

диссертации [204]. 

 

Рисунок 31. Влияние АТФ на образование комплекса ngMutL с 76R/76M (синий) и 
95G4/76M (желтый) (концентрация ДНК-фрагментов 20 нМ). Реакционные смеси (20 мкл) 
инкубировали в течение 10 мин в бане со льдом с 500 нМ ngMutL (на димер) в 20 мМ буфере 
HEPES (pH 8,0), содержащем 100 мМ KCl, 0,5 мг/мл БСА, 5 мМ MgCl2 и 
1 мМ ДТТ. Образцы анализировали в 6%-ном ПААГ в буфере ТАЕ в течение 2–3 ч при 
температуре 4 °С. Погрешности соответствуют 95%-ным доверительным интервалам (n = 3). 

IV.4. Эффективность узнавания неканонической пары внутри GC-богатой 

последовательности при репарации «мисматчей» у прокариот 

Полученные ранее результаты, демонстрирующие высокую эффективность связывания 

ngMutL с G-квадруплексами при отсутствии гидролитической активности, позволяют 
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предположить, что участие этого белка в процессах, опосредованных G4, выходит за пределы 

классической функции в системе MMR. 

Взаимодействие гомологов MutS различных организмов с G4 довольно хорошо изучено, в 

том числе в работах нашей научной группы [192,205]. Известно, что все гомологи MutS обладают 

повышенным сродством к G4 по сравнению с природным субстратом («мисматчем»). В нашей 

лаборатории было обнаружено, что MutS из E.coli связывает модельный субстрат 95G4/76М в 

два раза более эффективно, чем контрольный 76-звенный дуплекс (76/76-GT), содержащий G/T-

пару. Для гомолога из системы репарации «мисматчей» из Cereibacter sphaeroides данный эффект 

выражен сильнее: Kdapp MutS-ДНК (дуплекс с GT-парой) более, чем в 10 раз превышает Kdapp, 

характеризующую взаимодействие белка с G4-ДНК (Таблица 12). Взаимодействие с G4 

наблюдали и для гомологов MutS человека [190,206]. 

Таблица 12. Значения кажущихся констант диссоциации комплексов MutS с модельными 
ДНК [192]. 

Белок MutS из ДНК Kdapp, нМ 

Escherichia coli 
76/95G4 31±4 

76/76-GT  70±10 

Cereibacter sphaeroides 
76/95G4 23±3  

76/76-GT  360±60 

Таким образом, эффективное комплексообразование ngMutS с G4 не ставится под 

сомнение. Однако клеточные линии N. gonorrhoeae, содержащие ген мутантной формы 

MutS(Phe36Ala), который частично сохраняет способность связывать G-квадруплексы, но 

значительно хуже узнает «мисматчи», демонстрировали повышенную антигенную вариацию 

пилина [122]. Этот эксперимент свидетельствует в пользу заключения, что MMR-опосредованная 

регуляция антигенной вариации пилина происходит не за счет взаимодействия MutS с G4, а за 

счет спонтанного накопления мутаций. Тем не менее, авторы исследования подчеркивают, что 

MutS(Phe36Ala) лишь частично сохраняет способность связывать G4 по сравнению с MutS 

дикого типа, поэтому утверждение требует дополнительных доказательств.  

Несмотря на регуляторные функции G4 эта структура может существовать в клетке 

ограниченное время в процессах, связанных с расхождением цепей ДНК. В остальном G4-мотивы 
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включены в дуплексную ДНК и представляют GC-богатые участки, которые обладают высоким 

мутагенным потенциалом. Такие участки склонны к накоплению «мисматчей» в ходе 

спонтанного дезаминирования цитозина и метилцитозина с образованием некомплементарных 

U/G- и T/G-пар. Последние в отсутствие репарации могут приводить к закреплению мутаций в 

следующем раунде репликации и формированию мутантного фенотипа, характерного не только 

для N. gonorrhoeae, но и других прокариот. Влияние GC-богатого состава ДНК-дуплекса на 

способность белка MutS узнавать «мисматч» ранее не изучалось. 

В работе в качестве объекта исследования был выбран гомолог MutS из Cereibacter 

sphaeroides (C. sphaeroides, ранее − Rhodobacter sphaeroides, штамм 2.4.1). C. sphaeroides широко 

используется как модельный организм для изучения фотосинтеза и регуляции метаболизма у 

прокариот. Этот вид характеризуется высокой «пластичностью» генома: бактерия обладает 

двумя хромосомами и несколькими плазмидами, что позволяет быстро адаптироваться к 

изменяющимся условиям среды. Уникальной особенностью является способность C. sphaeroides 

переключаться между различными типами дыхания и фотосинтетического метаболизма: она 

может расти аэробно, анаэробно и в условиях фототрофии [207]. Для данной работы 

немаловажно, что геном некоторых штаммов C. sphaeroides (в том числе штамма 2.4.1) содержит 

около 70% GC-пар, что делает его интересным объектом для изучения репарационных систем в 

контексте устойчивых вторичных структур ДНК и специфики узнавания повреждений. 

Использование гомолога MutS именно из этого организма позволяет проверить гипотезу о 

влиянии GC-богатого окружения на узнавание «мисматчей» в условиях, когда сам белок 

эволюционно адаптирован к высокому GC-составу генома.  

Для оценки эффективности узнавания «мисматча» в GC-богатом окружении ДНК 

использовали рекомбинантный белок MutS из C. sphaeroides (csMutS), который был выделен и 

очищен научным сотрудником НИИ ФХБ им. Белозерского МГУ к.х.н. Монаховой М.В. 

Модельные субстраты представляли собой 96-звенные ДНК-дуплексы, полученные в ходе 

гибридизации олигонуклеотидов ДНК (см. раздел III «Материалы и методы», таблица 7): с GC-

составом 53% и G/T-парой (R(GC53%)C→T), с GC-составом 53% и с канонической С/Т-парой 

(R(GC53%), с GC-составом 82% и G/T-парой (R(GC82%)C→T) и с GC-составом 82% и C/T-

парой (R(GC82%). Их схематичное изображение приведены на рисунке 32: розовой звездочкой 

указана флуоресцентная метка TAMRA. 

https://genomes.atcc.org/genomes/0fd3e404ff2c4845?utm_source
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Рисунок 32. Схематичное изображение модельных 96-звенных ДНК-дуплексов с 

различным GC-составом (53% или 82%), содержащих или не содержащих G/T-пару. 

Связывание ДНК белком csMutS проводили в присутствии 5 мМ MgCl2 и 100 мМ КCl при 

37 °С в течение 15 мин. В реакции использовали 1 мМ негидролизуемый аналог АТФ (аденозин-

5'-(β,γ-имидо)трифосфат, АТФγS) для предотвращения изменения конформации белка и, как 

следствие, его диссоциации с ДНК после связывания. Таким образом, мы исключили влияние 

ДНК последовательности на АТФазную активность csMutS, чтобы последнее не оказывало 

эффект на связывание белка с ДНК. ДНК-белковый комплекс анализировали методом 

«торможения» в 6%-ном ПААГ в неденатурирующих условиях в буфере TBE. 

Комплексообразование было охарактеризовано кажущимися константами диссоциации (Kdapp, 

нМ, таблица 13) с помощью трех моделей с последующим выбором наиболее подходящей по 

значению R2 (см. раздел III «Материалы и методы, Проверка ДНК-связывающей активности 

белка MutS»). Сравнение параметров связывания csMutS с ДНК различного GC-состава 

показывает, что характер взаимодействия определяется не только наличием «мисматча», но и 

нуклеотидным окружением. Для субстрата с GC-составом 53% наличие некомплементарной 

пары существенно повышает эффективность комплексообразования. Если для 

немодифицированной ДНК R(GC53%) связывание описывается моделью одного участка с 

относительно высокой кажущейся константой диссоциации (349±46 нМ), то введение замены 

C→T приводит к появлению более специфичного взаимодействия. Применение модели двух 

сайтов позволяет разделить вклад специфического узнавания и неспецифического 

взаимодействия с ДНК: одна из полученных констант (39±5 нМ) характеризует узнавание 

«мисматча», тогда как вторая (118±14 нМ) отражает взаимодействие с фланкирующими 

участками. Это согласуется с представлением о том, что MutS первоначально сканирует ДНК в 

режиме неспецифического связывания и стабилизируется при обнаружении искажений двойной 
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спирали. Модель Хилла, дающая интегральную оценку взаимодействия (154±18 нМ), не 

позволяет разделить эти компоненты, однако подтверждает повышение общего сродства к 

субстрату с «мисматчем». 

Таблица 13. Значения кажущихся констант диссоциации комплексов MutS с модельными 
ДНК.  

ДНК Kdapp, нМ R2 Модель 

R(GC53%)C→T 

39±5 
118±14 0,999 Два участка связывания 

154±18 0,999 Связывание по Хиллу 
(n 1,3±0,1) 

R(GC53%) 349±46 0,997 Один участок связывания 

R(GC82%)C→T 72±9 0,993 
Связывание по Хиллу 

(n 1,88±0,27) 

R(GC82%) 88±11 0,996 Связывание по Хиллу 
(n 1,76±0,14) 

Иная картина наблюдается при GC-составе ДНК, равном 82%. Как при наличии, так и при 

отсутствии «мисматча» взаимодействие корректно описывается только моделью Хилла, а 

различия в кажущихся константах диссоциации (72±9 и 88±11 нМ) находятся в пределах 

погрешности. Это указывает на то, что высокий GC-состав снижает эффективность узнавания 

«мисматча» белком csMutS. Полученные результаты хорошо согласуются с современной 

моделью непрямого узнавания, согласно которой MutS сканирует ДНК, проверяя ее гибкость и 

способность к изгибу на протяжении примерно двух витков спирали (~20 п.н.) [208]. Высокая 

жесткость GC-богатой ДНК, обусловленная тремя водородными связями в GC-парах и 

усиленным межплоскостным взаимодействием, даже при наличии «мисматча» не дает 

достаточного искажения структуры для дискриминации, и белок MutS связывается с любым GC-

богатым дуплексом примерно с одинаковой эффективностью. 

Учитывая высокую консервативность аминокислотной последовательности и структуры 

гомологов MutS, можно предположить, что GC-богатый состав ДНК может снижать 

эффективность репарации «мисматчей» в целом. 

*** 

В рамках этой части работы нами были выявлены новые аспекты функционирования 

ключевых белков метилнезависимой системы репарации «мисматчей» прокариот на примере 
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ngMutL и csMutS. Во-первых, установлены ранее не описанные особенности ngMutL: 

высококонсервативные остатки цистеина в белке играют важную роль при взаимодействии 

ngMutL с β-субъединицей ДНК-полимеразы III, которая усиливает процессивность к ДНК. Во-

вторых, впервые показано высокое сродство ngMutL к G4 параллельной топологии, 

образованного G-богатой регуляторной последовательностью перед промотором pilE. При этом, 

ngMutL не гидролизует фосфодиэфирные связи внутри G4, но при определенных условиях 

одноцепочечные разрывы наблюдаются во фланкирующих областях до и после G4. Это 

позволяет рассматривать ngMutL как потенциальный регулятор процесса антигенной вариации 

пилей. В-третьих, впервые продемонстрировано, что в GC-богатом контексте csMutS теряет 

способность дискриминировать ДНК, содержащую и не содержащую «мисматч»: белок 

связывается с ДНК с высокой эффективностью (Kd ~80 нМ) независимо от наличия повреждения, 

тогда как в GC-умеренном контексте (53%) дискриминация четко выражена (Kd 39 нМ против 

350 нМ). Данный результат получен на примере гомолога из бактерии Cereibacter sphaeroides 

(штамм 2.4.1), хромосомы которой имеют GC-состав 69%, что делает этот белок эволюционно 

адаптированным к функционированию в GC-богатом окружении. Тот факт, что даже в 

оптимальных условиях наблюдается потеря дискриминации «мисматчей», указывает на 

фундаментальный характер ограничений MMR в GC-богатых областях генома. Совокупность 

этих данных показывает, что функционирование MMR существенно зависит от локальной 

последовательности и структуры ДНК, демонстрируя необходимость дополнения классических 

моделей репарации с учетом влияния GC-богатых регионов и стабилизации G4 в определенных 

условиях. Полученные результаты не только уточняют молекулярные механизмы работы систем 

репарации в прокариотах, но и открывают перспективы для изучения их роли в изменчивости 

патогенов (Рис. 33). 
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Рисунок 33. Предполагаемые механизмы функционирования белков MMR в GC-богатых 

участках генома.  
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IV.5. Влияние GC-богатой последовательности на эффективность эксцизионной 

репарации эукариот 

Биоинформатические исследования показали, что в ДНК человека идентифицировано 95 

семейств PQS [209], часто локализованных в регуляторных элементах генома. Стабилизация G4-

структур даже на доли секунды, может модулировать репликацию ДНК, регулировать 

экспрессию генов, рекомбинацию, и репарацию. Считается, что PQS способствуют 

нестабильности генома, блокируя продвижение репликативной вилки и повышая вероятность 

мутаций, делеций и рекомбинационных событий [210]. Высокая мутагенность PQS связана как с 

вероятностью стабилизации G4, так и с повышенной чувствительностью GC-богатых ДНК к 

окислительным повреждениям. Примером PQS-содержащего регуляторного участка в геноме 

человека является GC-богатый промотор гена обратной транскриптазы теломеразы человека 

(hTERT), отвечающей за сохранение длины теломер в стволовых, половых и раковых клетках. 

Активация транскрипции гена в других типах клеток ассоциируется с развитием онкологии. 

Некодирующая матричная цепь ДНК промотора hTERT характеризуется высокой 

концентрацией GC-повторов. Интересующая нас область, локализованная в пределах позиций -

167 и -99 до старт-кодона, способна при определенных условиях образовывать тандемный G-

квадруплекс параллельной топологии (см. раздел II.3.5. «Взаимодействие белков эксцизионной 

репарации ДНК человека с G-квадруплексами»). Данная последовательность промотора hTERT 

включает 68-звенный GC-богатый фрагмент с 12 G-трактами [205]. В промоторе hTERT при 

различных типах рака часто обнаруживаются мутации, преимущественно замены G→A в 

матричной цепи в позициях -124 и -146, а также реже встречающаяся двойная замена в позициях 

-138/-139 относительно стартового кодона. Считается, что эти изменения создают новые участки 

связывания факторов ETS, усиливая транскрипцию hTERT [211]. 

Рассматриваемый 68-звенный участок матричной цепи промотора hTERT содержит 66% 

остатков dG, а кодирующей – 66% остатков dC, поэтому вероятность возникновения в нем 

поврежденных оснований вследствие окислительного стресса или спонтанного дезаминирования 

высока. За восстановление таких повреждений в ДНК отвечает система эксцизионной репарации 

оснований (BER), которая реализуется через удаление дефектного основания специфической 

ДНК-гликозилазой с формированием AP-сайта, последующее расщепление которого 

обеспечивается AP-эндонуклеазой APE1. Влияние GС-богатого состава на эффективность 

работы BER остается мало изученным, что обуславливает актуальность исследования. Нами 

было высказано предположение, что причиной закрепления указанных выше тканеспецифичных 

мутаций в промоторе hTERT может являться сниженная активность ключевого фермента BER - 

APE1 в GC-богатой области этого промотора. Таким образом, целью второй части работы 
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являлось изучение взаимодействия фермента APE1 человека с модельными фрагментами 

промотора hTERT, включающими замены G→F в матричной цепи (F – стабильный циклический 

аналог AP-сайта, 1,2-дидезоксирибоза) и C→F в кодирующей цепи в соответствующих 

«драйверным» мутациям положениях: -124, -146, -138/-139. Тетрагидрофурановый F‑аналог 

AP‑сайта используют в модельных системах для изучения BER как адекватную замену 

нестабильному AP‑сайту, поскольку F химически стабилен и имитирует отсутствие основания в 

ДНК, но не подвергается спонтанному гидролизу [212]. Основной задачей работы являлось 

выявление влияния положения модификаций на гидролитическую и ДНК-связывающую 

активность APE1 в различных условиях. 

IV.5.1. Консервативные последовательности PQS в промоторах TERT 

млекопитающих 

С применением биоинформатических методов был проведен сравнительный анализ 

областей с PQS в промоторах гена TERT у 141 вида млекопитающих, относящихся к 20 отрядам, 

из базы данных NCBI Orthologs (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, дата обращения: 13 августа 2022 

г.). Мы исследовали последовательности промоторного региона, охватывающего область длиной 

1000 п.н. до предполагаемого сайта начала транскрипции (TSS). Для поиска потенциальных G4-

мотивов в промоторных областях TERT использовали QGRS Mapper (см. раздел III. «Материалы 

и методы»). Сервис позволяет осуществить поиск G4 по фиксированному шаблону (G3+ L1–30 G3+ 

L1–30 G3+ L1–30 G3+, где Gn соответствует G-трактам с n последовательно расположенными dG (n ≥ 

3), а L – полупроизвольная последовательность из 1–30 нуклеотидов, соответствующая петлям 

квадруплекса). Такой подход делает результаты удобными для межвидового сравнения.  

Исследование показало, что некодирующая цепь обогащена G4-мотивами в большей 

степени, чем кодирующая. Причем данный эффект наиболее выражен в областях на расстоянии 

0–400 п.н. от TSS, в то время как удаленные от TSS участки содержат значительно меньше таких 

структур. Суммарное количество найденных G4-мотивов оказалось наименьшим в промоторных 

областях TERT грызунов и рукокрылых, тогда как у приматов, хищных, парнокопытных и других 

это значение было значительно выше (Рис. 34А). Несмотря на то, что PQS распространены в 

промоторных зонах TERT представителей разных отрядов млекопитающих, доля 

консервативных 

G4-мотивов варьируется. Большинство из них локализованы преимущественно на 

некодирующей цепи, при этом распределение оказалось специфичным для каждого отряда (Рис. 

34Б). 
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Рисунок 34. Количество G4-мотивов в последовательностях промоторных регионов TERT 

разных отрядов. (А) Количество найденных мотивов G4 для всех изученных отрядов 
млекопитающих. (Б) Число консервативных G4-мотивов в кодирующих (синие столбцы) и 
некодирующих, матричных (коричневые столбцы) цепях промоторных областей TERT в 
зависимости от типа отряда млекопитающих. 

Таким образом, G4-мотивы промоторных областей TERT сохраняются в ходе эволюции 

млекопитающих, но их частота, распределение по цепям и длина имеют специфические для 

отряда особенности. Эволюционная консервативность и локализация PQS в области промотора 

TERT приматов служит косвенным подтверждением функциональной значимости этих 

последовательностей. К ним относится интересующая нас 68-звенная GC-богатая область 

промотора гена обратной транскриптазы теломеразы человека. Исследование опубликовано в 

работе с участием автора диссертации [213]. 
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IV.5.2. Характеристики G-квадруплексной структуры, сформированной 

G-богатой последовательностью промотора hTERT  

Аномальная экспрессия TERT наблюдается в случае 85–90% от всех изученных на 

сегодняшний день видов рака. Этиология онкологических процессов основана на накоплении 

различных мутаций, локализованных как в соматических клетках, так и в зародышевых линиях. 

Функционально-генетические исследования выявили несколько точечных мутаций в области 

промотора hTERT (примерно от -180 до +1 от стартового кодона), получивших название 

«драйверных» (Рис. 35). 

Замены C→T в кодирующей цепи промотора hTERT чаще всего встречаются в позициях 

−124 и −146 п.н. относительно стартового кодона ATG гена hTERT. Эти мутации наблюдаются в 

60–80% случаев уротелиальной карциномы, 71% случаев меланомы, 83% случаев глиобластомы 

и различных других видах рака. Менее распространенная двойная замена CC→TT в позициях 

−138, −139 п.н. от стартового кодона встречается преимущественно в геномах клеток опухолей 

кожи. Онкологически значимые замены G→A (аналогичные описанным выше, но 

локализованные в G-богатой некодирующей цепи) кластеризуются в 68-нуклеотидном GС-

богатом регионе промотора hTERT, содержащем двенадцать G-трактов из трех или более 

последовательных dG, которые в определенных условиях позволяют формировать 

G-квадруплексные структуры [205]. Для анализа структурных особенностей G-богатого 

фрагмента промотора hTERT в качестве модельной системы был выбран одноцепочечный 96-

нуклеотидный фрагмент некодирующей цепи промотора hTERT, содержащий 68-звенную G-

богатую последовательность (включая двенадцать последовательных G-трактов) и 

фланкирующие 14-звенные области (обозначен 96-G4, см. III. «Материалы и методы», таблица 

8).
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Рисунок 35. Специфические для опухолевых клеток «драйверные» мутации в первичной структуре промотора hTERT, которые 
генерируют de novo сайты связывания факторов транскрипции ETS. Мутации локализованы в 68-звенном GС-богатом участке 
промоторного региона, содержащем двенадцать G-трактов, потенциально способных образовывать G4 в определенных условиях 
(G-тракты подчеркнуты).
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Спектры УФ-поглощения при 295 нм выявили характерные признаки формирования G-

квадруплексной структуры в 96-звенном фрагменте промотора hTERT (Рис. 36А). «Плавление» 

структуры (зависимость оптической плотности от температуры) сопровождалось гипохромным 

эффектом и сигмоидальной формой кривой, при этом температура плавления составила 54±1 °С 

в буфере, содержащем 20 мМ KCl, после длительной процедуры «отжига». Увеличение 

поглощения на низкотемпературных и высокотемпературных участках связано с разрушением 

взаимодействий в 14-звенных одноцепочечных фланкирующих областях. При снижении 

концентрации KCl до 5 мМ зависимости оптической плотности от температуры в диапазоне 20–

85 °С не наблюдалось.  

 
Рисунок 36. Оценка термической стабильности и топологии структуры G4, образованной 

одноцепочечным 96-звенным фрагментом промотора hTERT (96-G4), спектральными методами. 
(А) Зависимость изменения УФ-поглощения при 295 нм от температуры в диапазоне от 20 до 85 
°C. (Б) Спектры КД, зарегистрированные при различной температуре, возрастающей по 
направлению стрелки; значения температуры варьировались от 25 до 80 °C с интервалом 5 °C. 
Все измерения проводили в 8 мМ калий-фосфатном буфере (pH 7,1), содержащем 20 мМ KCl. 

Для подтверждения формирования G4 и определения его топологии регистрировали КД-

спектры в 8 мМ калий-фосфатном буфере (pH 7,1), содержащем 20 мМ KCl (Рис. 36Б). Спектры 

демонстрировали характерные признаки параллельной топологии G4: положительный пик при 

265 нм и отрицательный – около 240 нм, что исключает наличие анти-параллельной 

конформации. С помощью КД-спектров также была охарактеризована температура плавления 

олигонуклеотида 96-G4 (Tпл около 59 °С). Близкие значения этой величины, полученные методом 

УФ-и КД-спектроскопии, подтверждают надежность определения параметров структуры G4. 

Дополнительные сведения о формировании G-квадруплексов были получены в нашей 

лаборатории методом химического футпринтинга с использованием диметилсульфата (DMS), 

метилирующего N7-положение гуанина [205]. Так как этот атом недоступен в составе G4, 

снижение реакционной способности остатков гуанина по отношению к DMS служит показателем 

их участия в формировании квадруплексной структуры. Действительно, в одноцепочечном 
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фрагменте промотора hTERT было показано значительное снижение «чувствительности» 

остатков гуанина к модифицирующему агенту, входящих в квадруплексные мотивы G1, G2 и G3 

(Рис. 36А), по сравнению с их двуцепочечными аналогами. Эти данные свидетельствуют о 

вовлечении гуанинов из промотора hTERT в образование Хугстиновских пар и подтверждают 

формирование тандемной G-квадруплексной структуры. 

IV.5.3. Дизайн модельных фрагментов промотора hTERT 

Апуриновые/апиримидиновые сайты представляют собой одни из наиболее 

распространенных повреждений ДНК в клетках человека. Особый интерес вызывает роль AP-

сайтов в GC-богатых регионах, способных формировать G4. Высокая окисляемость остатков 

гуанина делает GC-богатые последовательности предрасположенными к образованию AP-

сайтов, что может изменять стабильность G4. С другой стороны, формирование G-квадруплексов 

может ингибировать активность APE1, отвечающей за репарацию AP-сайтов. Это в свою очередь 

приведет к накоплению повреждений и будет способствовать закреплению мутаций.  

Мы оценили влияние тандемной G4-структуры, сформированной 96-звенными 

одночепочечными фрагментами промотора hTERT, на эффективность функционирования APE1. 

В качестве субстратов были использованы 96-звенные фрагменты, содержащие замены G→F в 

положениях, соответствующих «драйверным» (-124, -138, -139, -146 и -138/139) и 

флуоресцентную метку TAMRA на 3′-конце (Рис. 37А, полная последовательность приведена в 

разделе III. «Материалы и методы» в таблице 9). В качестве контрольных ДНК были 

использованы олигонуклеотидные последовательности, представляющие собой: а) 96-звенный 

фрагмент промотора hTERT, не содержащий модификацию F (96-G4, таблица 8, рис. 37А), б) 

произвольная олигонуклеотидная последовательность, содержащая модификацию (96-RF, 

таблица 8). С учетом того, что все повреждения локализуются в G-трактах 5, 7 и 8 (центральный 
2G4-мотив, рис. 37), дополнительно были созданы укороченные по сравнению с 

96-звенными 30-звенные ДНК-фрагменты без фланкирующих мотивов 1G4 и 3G4 (содержащие 

только центральный 2G4-мотив) с флуоресцентной меткой TAMRA на 

3′-конце с аналогичными заменами G→F (Рис. 37Б). Эти укороченные модели позволяют оценить 

влияние соседних немодифицированных G4 на структуру субстратов и активность APE1. В 

качестве контроля использовали 30-звенные фрагменты с интактными G4-мотивами (30-G4) и 

соответствующие фрагменты с F, но неспособные образовывать G4 (30-RF) (таблица 8). 
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Рисунок 37. Схематическое изображение синтетических одноцепочечных ДНК, 

идентичных последовательности G-богатой цепи промотора hTERT и предполагаемая структура 
образуемых промотором hTERT последовательных параллельных квадруплексов. (А) Модельные 
96-звенные фрагменты, содержащие замены G→F в положениях, соответствующих 
«драйверным». (Б) 30-звенные олигонуклеотиды, содержащие только центральный мотив 2G4 
без фланкирующих мотивов 1G4 и 3G4 с аналогичными заменами G→F. Все олигонуклеотиды 
содержали флуоресцентную метку TAMRA на 3′-конце (розовая звездочка).  

IV.5.4. Влияние F-сайтов на топологию и термическую стабильность 

G-квадруплексной структуры, формируемой фрагментом промотора hTERT  

Топологию и термическую стабильность G4-структур, сформированных 96-звенными 

одноцепочечными ДНК с заменами G→F в различных позициях, анализировали с помощью 

спектроскопии КД в 20 мМ буфере Трис-HCl (pH 7,5), 1 мМ ЭДТА и 100 мМ KCl (буфер, 

используемый в дальнейшем для исследования APE1-индуцированного гидролиза модельных 

ДНК). Фрагмент 96-G4 демонстрировал КД-спектр с максимумом около 265 нм и минимумом 

около 240 нм, что характерно для G4 параллельной топологии. КД-спектр 96-звенного 

олигонуклеотида без G4-мотива (96-RF), но с модификацией, показывал положительный пик при 

280 нм, что указывает на отсутствие G4-структуры (Рис. 38A). Спектры КД 96-звенных 

модифицированных последовательностей промотора hTERT показали, что замены G→F внутри 

G4-мотива способствуют формированию антипараллельной (гибридной) топологии G4, 

проявляющейся положительным «плечом» при длинах волн >280 нм; единственным 

исключением был 96-G138/139F, демонстрирующий параллельную топологию. Значения Tпл 

модифицированных аналогов 96-звенного hTERT промотора (Рис. 38Б), полученные на 

основании температурной зависимости молярной эллиптичности при 265 нм, оказались ниже по 

сравнению с Tпл для немодифицированного фрагмента 96-G4 (разница составила от 3 до 8 °C). 

Дестабилизация G4 была менее выражена при замене G124F, вероятно, из-за возможной 



103 

стабилизации структуры за счет привлечения соседнего dG из длинного G-тракта с пятью 

остатками dG, тогда как замена G146F наоборот оказывала более выраженное 

дестабилизирующее влияние на G4, предположительно, из-за локализации модификации в G-

тракте, состоящем всего из трех остатков dG. 

 
Рисунок 38. Влияние аналога AP-сайта (F) в составе модельных олигонуклеотидов на 

топологию и термическую стабильность G4 hTERT. (A) Спектры КД 96-звенных G-богатых 
олигонуклеотидов промотора hTERT, содержащих замены G→F при 30 °C в 20 мМ буфере Трис-
HCl (pH 7,5), 1 мМ ЭДТА и 100 мМ KCl. (Б) Значения Tпл, определенные из данных 
температурных зависимостей молярной эллиптичности при 265 нм для G-квадруплексных 
структур соответствующих модельных фрагментов. 

Для выяснения влияния фланкирующих G4 на стабильность центрального квадруплекса 

были изучены спектры КД укороченных 30-звенных аналогов 96-звенных олигонуклеотидов, 

содержащих только центральный 2G4. КД-спектр 30-звенного контрольного олигонуклеотида без 

G4-мотива (30-RF) с F демонстрировал положительный пик при 280 нм, указывая на отсутствие 

G4-структуры (Рис. 39A). Спектры 30-G4 и 30-G139F однозначно свидетельствуют о 

формировании параллельной G4-структуры. Все остальные F-содержащие 30-звенные варианты 

с G4-мотивом центрального квадруплекса hTERT давали положительные «плечи» при длинах 

волн >280 нм, что указывает на присутствие антипараллельных G4 (Рис. 39A). Кривые 

«плавления», построенные на основе КД-спектров при различных температурах, показали, что 

30-звенные олигонуклеотиды формируют значительно более стабильные G4-структуры по 

сравнению с 96-звенными аналогами; разрушение немодифицированного 30-G4 было неполным 

даже при 80 °C. В то же время аналоги 30-G4 с F демонстрировали заметно меньшую 

термостабильность относительно немодифицированного 30-G4 с ΔTпл от >12 до >22 °C (Рис. 

39Б). Результаты КД показывают, что величина дестабилизирующего эффекта и изменения 
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топологии 2G4 в 30-звенном олигонуклеотиде зависят от положения аналога AP-сайта внутри G4. 

Замена dG на Fв наиболее коротком трехзвенном G-тракте (30-G146F) оказала наибольшее 

дестабилизирующее влияние (ΔTпл >22 °C) аналогично эффекту, наблюдаемому для 96-G146F. 

Замены G→F в первой или последней позиции 4- или 5-звенных G-трактов (30-G139F и 30-

G124F) вызывали меньшую дестабилизацию (ΔTпл >12 °C), так как поврежденные G-тракты 

сохраняли как минимум три последовательных гуанина для формирования G-тетрад. Замена dG 

на F в середине 4х-нуклеотидного G-тракта (30-G139F) или двойная замена (30-G138/139F) 

оставляла только два последовательных гуанина для формирования тетрад, что сильнее 

дестабилизировало 2G4 (ΔTпл >17 °C). 

 
Рисунок 39. Влияние положение аналога AP-сайта (F) на топологию и термостабильность 

центрального 2G4 hTERT. (A) Спектры КД 30-звенных фрагментов  промотора hTERT, 
содержащих замены G→F при 25 °C в 20 мМ буфере Трис-HCl (pH 7,5), 1 мМ ЭДТА и 100 мМ 
KCl. (Б) Значения Tпл, рассчитанные на основе зависимостей молярной эллиптичности от 
температуры для 30-звенных олигонуклеотидов при 265 нм. 

Таким образом, G→F в G-трактах центрального 2G4 hTERT промотора не разрушают 

структуру квадруплекса полностью, но оказывают дестабилизирующее влияние, которое зависит 

от положения модификации. Наличие фланкирующих G4 мотивов (1G4 и 3G4) снижают этот 

эффект, способствуя стабилизации тандемной структуры. 

IV.5.5. Влияние G4-мотивов промотора hTERT на функционирование APE1 

IV.5.5.1 Эффективность связывания APE1 с 96-звенными фрагментами промотора 

hTERT 

Для изучения взаимодействия APE1 с модельными субстратами с последовательностью 

GC-богатой области промотора hTERT в реальном времени была использована интерферометрия 
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слоя биомолекул (BLI). Препарат фермента был любезно предоставлен академиком Жарковым 

Д.О. (Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, г. Новосибирск). 

Фермент, содержащий дополнительную последовательность с шестью остатками гистидина, в 

концентрации 3,5 мкМ иммобилизовали на поверхности биосенсора с Ni-NTA-агарозой в течение 

5 мин. Ассоциацию фермента с 96-звенными олигонуклеотидами, содержащими и не 

содержащими G4 и замену/ы G→F, регистрировали в течение 300 с, затем проводили 

диссоциацию комплекса и анализировали в том же буфере на протяжении 600 с (см. «Материалы 

и методы», Рис. 40А).  

 

Рисунок 40. Связывание фермента APE1 с 96-звенными фрагментами промотора hTERT, 
содержащими и не содержащими G4 и замену/ы G→F. (А) Репрезентативные кривые 
ассоциации-диссоциации белково-нуклеинового комплекса, полученные методом измерения 
интерференции биослоя для 96-G138F. (Б) Константы диссоциации комплексов APE1-ДНК, 
определенные методом измерения интерференции биослоя с помощью программного 
обеспечения BLItz Pro 1.3.0.5 software (ForteBio). 
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Связывание APE1 проходило эффективно с 96-G124F, 96-G138F, 96-G139F, 96-G138,139F 

и 96-G146F, при этом значения констант диссоциации (Kd) составляли около 3 нМ и не зависели 

от положения F. Для немодифицированного 96-G4 комплекс с APE1 характеризовался схожим 

значением Kd (4,2±1,4 нМ). Напротив, сродство фермента к 96-RF, лишенного G4-мотива, было 

заметно более слабым: Kd оказалась на порядок выше по сравнению с субстратами, содержащими 

G4-мотивы (Рис. 40Б). 

IV.5.5.2 Эффективность гидролиза 96-звенных фрагментов промотора hTERT белком 

APE1 

Для оценки влияния G4-структуры промотора hTERT на эндонуклеазную активность APE1 

в качестве субстратов использовали описанные ранее одноцепочечные 96-звенные 

олигонуклеотиды с G4-мотивом промотора hTERT с заменами G→F (Рис. 41). Реакцию 

проводили при 37 °C в 20 мМ буфере Трис-HCl (pH 7,5), содержащем 100 мМ KCl в присутствии 

препарата APE1 (New England Biolabs, ca# M0282S) в количестве 10 ед. акт., согласно протоколу, 

что соответствовало 36 нМ концентрации рекомбинантного APE1, используемого при 

исследовании эффективности связывания модельных ДНК. 

 
Рисунок 41. Эффективность гидролиза 96-звенных фрагментов промотора hTERT, 

содержащих и не содержащих G4 и замену/ы G→F, катализируемого APE1. Реакционные смеси 
содержали 20 мМ Трис-HCl (pH 7,5), 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 1 мМ DTT, 0,5 мг/мл BSA, 100 
нМ одноцепочечный ДНК-фрагмент, меченный TAMRA с 3'-конца, и 10 ед. акт. (36 нМ) APE1. 
Реакции проводили при 37 °C в течение 60 мин и останавливали прогреванием при 60 °C в 
течение 20 мин. Погрешности соответствуют 95%-ным доверительным интервалам (n = 3). 

Установлено, что эффективность APE1-индуцированного гидролиза 96-звенных 
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фрагментов промотора hTERT с квадруплексными структурами была снижена от 1,5 до 10 раз по 

сравнению с контрольным олигонуклеотидом 96-RF, не формирующим G4. Конечный выход 

продуктов гидролиза зависел от положения модификации в G-тракте G4-мотива промотора 

hTERT. Локализация G→F в пятизвенном G-тракте (96-G124F), в меньшей степени 

дестабилизирующая G4-структуру по данным КД, в большей степени снижала активность APE1 

(выход ∼12% после 60 мин инкубации). Эффективность гидролиза модельных субстратов 

увеличивалась в ряду 96-G124F < 96-G139F ~ 96-G146F ~ 96-G138F < 96-G138,139F < 96-RF. Эта 

закономерность сохранялась на всем промежутке времени от 2 до 60 мин. 

IV.5.5.3 Эффективность гидролиза 30-звенных фрагментов промотора hTERT белком 

APE1 

Для детального анализа влияния положения аналога AP-сайта внутри G4 на способность 

APE1 расщеплять поврежденную ДНК мы исследовали гидролиз 30-звенных фрагментов 

промотора hTERT, включающих центральный G4 (2G4) и содержащих изучаемые нами варианты 

замен G→F. Условия эксперимента соответствовали тем, что применялись при изучении 

гидролиза 96-звенных одноцепочечных ДНК-фрагментов белком APE1. Эффективность 

гидролиза модельных субстратов уменьшалась в ряду: 30-G146F < 30-G138F ~ 30-G138,139F << 

30-G139F ~ 30-G124F. В отличие от 96-звенных модельных фрагментов, где соседние G4-мотивы 

частично маскировали эффект дестабилизации AP-сайтом центрального 2G4, в 30-звенных ДНК-

фрагментах влияние повреждения на устойчивость 2G4 проявлялось гораздо сильнее. Нами была 

обнаружена отчетливая обратная корреляция между стабильностью G4 и эффективностью 

расщепления ДНК белком APE1 (коэффициент Спирмена ρ = –0,973, p < 0,05). Выход продуктов 

ферментативной реакции варьировался от 3–7% у наиболее стабильных структур (30-G124F и 30-

G139F, Tпл 68 °C; минимальное дестабилизирующее действие замены G→F, локализованной в 

терминальных положениях 5- и 4-звенных G-трактов), до 50% у олигонуклеотидов 30-G138F и 

30-G138,139F (Tпл 63 °C; одинарная или двойная замена в центральной части 4-нуклеотидного 

тракта), и достигал 88% в случае наименее стабильного варианта 30-G146F (Tпл 58 °C). Таким 

образом, чем сильнее дестабилизирует квадруплексную структуру аналог AP-сайта внутри G4-

мотива 30-звенных фрагментов промотора hTERT, тем выше активность APE1. 

Таким образом, наличие AP-сайта дестабилизирует G4, однако степень этой 

дестабилизации зависит от локализации модификации и длины фланкирующих 

последовательностей. Образование и стабильность G-квадруплекса негативно влияет на 

активность APE1 человека (ключевого фермента BER) при удалении повреждения, 

локализованного в центральном 2G4-мотиве промотора hTERT. Эффективность гидролиза 

модельного субстрата с заменой G→F в -124 положении белком APE1 значительно снижена по 
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сравнению с другими субстратами независимо от длины фланкирующих последовательностей. 

Таким образом, снижение активности BER в PQS промотора hTERT в условиях стабилизации G4 

может быть одной из причин закрепления тканеспецифичной мутации в положении -124, которая 

является «драйверной». 

IV.5.6. Влияние GC-богатого состава промотора hTERT на способность белка APE1 

узнавать повреждение  

Влияние GC-богатого региона промотора hTERT изучали на ДНК-дуплексах, которые 

формировали гибридизацией 96-звенных одноцепочечных ДНК-фрагментов, содержащих и не 

содержащих G4 и с замену/ы G→F, с комплементарной С-богатой цепью (в которой напротив F 

расположен dC). Последовательности приведены в разделе III. «Материалы и методы» в таблице 

9 (флуоресцентная метка TAMRA находится на 3ꞌ-конце G-цепи и обозначена розовой 

звездочкой, рис. 42). 

 

Рисунок 42. Модельные ДНК-дуплексы, которые формировали гибридизацией 96-звенных 
одноцепочечных ДНК-фрагментов, содержащих и не содержащих G4 и с замену/ы G→F, в 
положениях, соответствующих «драйверным» мутациям, с комплементарной С-богатой цепью (в 
которой напротив F расположен dC). 

Спектры КД, полученные для этих ДНК, были типичными для двутяжевой ДНК с 

максимумом при ~ 280 нм: (Рис. 43А). APE1-индуцированный гидролиз этих субстратов 

проходил эффективно, независимо от положения F, и достигал 85-100%, что говорит об 

отсутствии влияния нуклеотидного окружения на этот процесс (Рис. 43Б). Таким образом, 
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определяющим фактором для активности эндонуклеазы APE1 является не последовательность 

ДНК, а формирование и стабильность G4-структуры. 

 

Рисунок 43. Влияние замен G→F на структуру двуцепочечных 96-звенных фрагментов 
промотора hTERT, содержащих и не содержащих G4 и их гидролиз ферментом APE1. (А) 
Спектры КД двухцепочечных 96-звенных GC-богатых фрагментов промотора hTERT, которые 
различаются по положению F, полученные при 30 °C в 20 мМ буфере Трис-HCl (pH 7,5), 1 мМ 
ЭДТА и 100 мМ KCl. (Б) Эффективность расщепления субстратов ферментом APE1 в течение 60 
мин. Реакционные смеси содержали 20 мМ Трис-HCl (pH 7,5), 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 1 мМ 
DTT, 0,5 мг/мл BSA, 100 нМ одноцепочечного ДНК-субстрата, меченного TAMRA по 3'-концу 
модифицированной цепи, и 10 ед. (36 нМ) APE1. Погрешности соответствуют 95%-ным 
доверительным интервалам (n = 3). 
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Мы исходили из гипотезы, что накопление AP-сайтов в G4-мотивах промотора hTERT 

может быть одной из причин повышенной частоты мутаций в этом участке генома. Однако 

подобные повреждения могут образовываться и в комплементарной 

C-богатой цепи – например, вследствие дезаминирования цитозина с превращением в урацил с 

последующим удалением последнего урацил-ДНК-гликозилазой с образованием АP-сайта в 

рамках пути BER. Мы предположили, что наличие F в С-богатой цепи hTERT промотора может 

способствовать формированию G4 из-за частичной дестабилизации дуплекса. Учитывая наши 

предыдущие данные о повышенном сродстве фермента APE1 к G4, мультиквадруплексная 

структура может действовать как «ловушка» для белка, снижая эффективность удаления AP-

сайта из комплементарной С-богатой цепи. Для проверки этой гипотезы были использованы 

двухцепочечные 96-звенные модельные фрагменты hTERT-промотора с модификациями F в С-

богатой цепи в позициях, соответствующих «драйверным» мутациям и флуоресцентной меткой 

TAMRA на 3ꞌ-конце С-цепи, отмеченной розовой звездочкой на рисунке 44. Их 

последовательность представлена в разделе III «Материалы и методы» (Таблица 9). 

 
Рисунок 44. Модельные двуцепочечные 96-звенные модельные фрагменты hTERT-

промотора с модификациями F в С-богатой цепи в позициях, соответствующих «драйверным» 
мутациям. 

Спектры КД (Рис. 45А) 96-звенных дуплексов с заменами C→F в позициях, 

соответствующих драйверным мутациям промотора hTERT, оказались характерными для смеси 

GC-богатых дуплексов и G4-структур (виден характерный пик при 260 нм), образованных G-

богатой цепью промоторного региона hTERT.  
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Рисунок 45. Влияние замены C→F в С-цепи промотора hTERT на структуру двуцепочечных 

96-звенных субстратов и их гидролиз APE1. (A) Спектры КД двухцепочечных 96-звенных GC-
богатых фрагментов промотора hTERT, которые различаются по положению замены C→F, 
полученные при 30 °C в 20 мМ буфере Трис-HCl (pH 7,5), 1 мМ ЭДТА и 100 мМ KCl. (Б) 
Расщепление модельных ДНК, содержащих замену/ы C→F в С-цепи двуцепочечного фрагмента 
промотора hTERT. Реакционные смеси содержали 20 мМ Трис-HCl (pH 7,5), 100 мМ KCl, 5 мМ 
MgCl2, 1 мМ DTT, 0,5 мг/мл BSA, 100 нМ одноцепочечной ДНК-субстрата, меченного 3'-
TAMRA, и 10 ед. акт. (36 нМ) APE1. Погрешности соответствуют 95% доверительным 
интервалам (n = 3). 

Далее мы исследовали, насколько эффективно APE1 расщепляет аналог AP-сайта в 
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указанных двуцепочечных ДНК-фрагментах, моделирующих участок промотора hTERT. Реакции 

проводили в буфере, содержащем 20 мМ Tрис-HCl (pH 7,5), 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl₂, 1 мМ DTT, 

0,5 мг/мл BSA, 100 нМ 3′-TAMRA-меченого субстрата и 10 ед. акт.(36 нМ) APE1, при 37 °C в 

течение 60 мин с последующей инактивацией фермента прогреванием до 60 °C в течение 20 мин. 

В случае дуплексов с единичной заменой C→F в C-богатой цепи фрагмента промотора hTERT 

эффективность расщепления определялась локализацией AP-сайта. Для дуплексов 96-

C124F/96G, 96-C138F/96G, 96-C139F/96G она достигала 80–90%, тогда как для 96-C138/139F/96G 

и 96-C146F/96G не превышала 40% (Рис. 45Б). Отчетливо видно, что по сравнению с 

двуцепочечными 96-звенными модельными фрагментами, содержащими AP-сайт в 

G-богатой цепи, картина сильно изменилась. В случае замен C146F и двойной С138/139F этот 

эффект может быть более значительным ввиду того, что замена C146F находится напротив G146, 

входящего в состав G-тракта из трех dG, облегчая формирование G4, а двойная замена С138/139F, 

несомненно, оказывает еще большее дестабилизирующее влияние на дуплекс, что приводит к 

стабилизации квадруплекса. С другой стороны, замены C124F, C138F и C139F, по всей 

видимости, не оказывают такого значительного влияния на смещение равновесия в сторону 

формирования G4. Во-первых, C138F и C139F находятся в центральной области модельного 

субстрата, а длинные фланкирующие последовательности, несмотря на дестабилизирующую 

дуплекс модификацию, препятствуют формированию G4 (этого нельзя сказать о наличии сразу 

двух таких модификаций). Во-вторых, замена C124F, находящаяся напротив G124, 

расположенного в G-тракте из пяти dG, не так сильно облегчает формирование G4, как 

модификация С146F, расположенная напротив G146, входящего в G-тракте из трех dG. 

*** 

В рамках этой части работы исследовано функционирование белка APE1 человека в GC-

богатом PQS-мотиве промотора hTERT. Показано, что 68-звенная G-богатая последовательность 

промотора в одноцепочечном состоянии in vitro формирует G4 параллельной топологии, 

стабильность которого снижается в результате замены одного или двух остатков G в положениях, 

соответствующих «драйверным» мутациям (-124, -146 и -139/-139 относительно стартового 

кодона), на аналог апурин/апиримидинового сайта - остаток 1,2-дидезоксирибозы. 

Эффективность расщепления модельных субстратов APE1 в условиях, стабилизирующих G4, 

снижена по сравнению с ДНК, не способной к формированию G4; десятикратное снижение 

наблюдается для субстрата с заменой G→F в позиции -124. При этом связывание ДНК-

фрагментов промотора hTERT с APE1 в 10 раз эффективнее, чем с ДНК, не содержащей G4-

мотив. Локализация замен G→F в условиях дуплекса не влияет на активность APE1. Введение 

замен C→F в С-богатую цепь промотора hTERT способствует частичной стабилизации G4 на G-
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цепи даже в присутствии комплементарной цепи, а эффективность гидролиза ДНК с 

модификациями F в положениях -146 и -138/-139 белком APE1 в два раза ниже по сравнению с 

другими модельными субстратами. Полученные данные позволяют предложить следующую 

гипотезу о механизмах закрепления «драйверных» мутаций в промоторе hTERT: (1) закрепление 

мутации в позиции -124 промотора hTERT может происходить по причине снижения 

эффективности BER в результате дисфункции APE1 в области PQS в условиях образования G4 

(например, в процессах расхождения цепей ДНК), (2) закрепление «драйверных» мутаций в 

позициях -146 и -138/139 промотора hTERT может происходить по причине возникновения AP-

сайтов в С-цепи, способствующих локальной стабилизации G4, и ингибированию APE1 даже в 

условиях существования ДНК-дуплекса (Рис. 46) [214]. 

 
Рисунок 46. Схематичное изображение гипотезы о влиянии неканонической структуры, 

формируемой G-богатой цепью фрагмента hTERT-промотора, на закрепление «драйверных» 
мутаций. 

V. Заключение 

В рамках проведенного исследования выявлены новые функциональные особенности 

ключевых белков систем репарации ДНК прокариот и эукариот в ходе их взаимодействия с GС-

богатыми областями генома. Результаты позволяют на новом уровне понять то, как системы 

поддержания геномной стабильности могут быть одновременно защитным и регуляторным 

факторами. 

Показано, что MutL Neisseria gonorrhoeae представляет собой «никующую» эндонуклеазу 

с ранее ограничено описанными свойствами: ее активность на линейных дуплексных системах 

зависит от концентрации двухвалентных катионов магния и марганца и регулируется β-

субъединицей ДНК-полимеразы III. Выявлено, что белок MutL способен специфически 

связываться с G-квадруплексами в регуляторных областях генома Neisseria gonorrhoeae, а 

именно с параллельным G4 перед pilE, необходимым для инициации антигенной вариации гена 

белка пилина. Этот факт открывает новое направление в изучении механизмов регуляции 

адаптации патогена через вторичные структуры ДНК посредством MMR. Неспособность белка 
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MutS узнавать «мисматч» в GC-богатом регионе дуплексной ДНК, показанная на примере 

гомолога из Cereibacter sphaeroides, подтверждает высокий мутагенный потенциал таких 

регионов. 

Анализ геномов позволил выявить консервативные G4-мотивы в области промотора гена 

обратной транскриптазы теломеразы для различных отрядов млекопитающих, включая 

приматов. Эволюционная консервативность PQS подтверждает их функциональную значимость 

в регуляторных областях генома. 

Спектральными методами на модельных ДНК, содержащих G-богатую последовательность 

промотора гена hTERT человека, продемонстрировано образование G4 параллельной топологии 

in vitro. 

Особое внимание заслуживает исследование роли апуриновых/апиримидиновых участков 

в GC-богатых последовательностях регуляторных областей, так как их возникновение может 

являться причиной закрепления «драйверных» мутаций в положениях -124, -146 и -138/-139 п.н. 

относительно стартового кодона. Наши данные показывают, что «искусственные» AP-сайты 

(остатки 1,2-дидезоксирибозы) в G-богатой (некодирующей) цепи промотора hTERT снижают 

термическую стабильность G4, тогда как эти же модификации в некоторых положениях 

комплементарной кодирующей C-цепи, наоборот, могут стабилизировать G-квадруплексы в 

противоположной цепи. Это указывает на то, что АР-сайты могут выступать в роли 

потенциальных эпигенетических модуляторов экспрессии генов, находящихся под контролем 

GC-богатых промоторов, таких, как hTERT. 

Мы установили, что в условиях образования G4-структур эффективность действия 

ключевого белка системы эксцизионной репарации оснований - апурин/апиримидиновой 

эндонуклеазы 1 человека при удалении стабильного аналога АР-сайта - остатков 1,2 -

дидезоксирибозы протекает менее эффективно. Тем не менее, GC-богатое нуклеотидное 

окружение модификации в дуплексной ДНК не оказывает заметного влияния на активность 

фермента. Закрепление «драйверных» мутаций в GC-богатом регионе hTERT промотора может 

быть результатом дисфункции APE1, и выражается в сниженной эффективности гидролиза ДНК 

при локализации повреждения в положении -124 G-богатой цепи в условиях образования 

G-квадруплексной структуры и в случае возникновения повреждения в положениях -146 и -138/-

139 С-богатой цепи hTERT промотора. 

Таким образом, настоящее исследование впервые комплексно демонстрирует взаимосвязь 

между структурными особенностями GC-богатых областей генома и ограничениями в работе 

систем репарации ДНК прокариот и эукариот. 
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VI. Выводы 

1. Белок MutS из Cereibacter sphaeroides не дискриминирует «мисматч» G/T в ДНК-дуплексе 

с составом GC-пар 82%: кажущиеся константы диссоциации комплексов белка с ДНК, 

содержащей и не содержащей некомплементарную пару, составляют 72±9 и 88±11 нМ, 

соответственно. MutS узнает «мисматч» G/T в ДНК-дуплексе с составом GC-пар 53%: 

кажущиеся константы диссоциации комплексов белка с дуплексом, содержащим пару 

G/T, составляет 39±5 нМ, а с каноническим дуплексом - 349±46 нМ. 

2. Белок MutL из Neisseria gonorrhoeae связывается с G-квадруплексом, образованным 

G-богатой последовательностью перед геном pilE, в 3-5 раз более эффективно по 

сравнению с ДНК-дуплексом. Фермент не гидролизует межнуклеотидные связи внутри  

G-квадруплекса, но вносит одноцепочечные разрывы во фланкирующие его дуплексные 

фрагменты. 

3. Анализ баз данных подтвердил эволюционную консервативность 

G-квадруплексных мотивов в промоторных областях гена обратной транскриптазы 

теломеразы (TERT) 141 вида млекопитающих, включая приматов. 

4. 68-звенный G-богатый фрагмент некодирующей цепи промотора TERT человека 

in vitro образует G-квадруплекс параллельной топологии, стабильность которого 

снижается в результате замены одного или двух остатков dG в положениях, 

соответствующих «драйверным» мутациям (-124, -146 и -139/-139 относительно 

стартового кодона), на аналог апурин/апиримидинового сайта - остаток 1,2-

дидезоксирибозы. 

5. Показано, что апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1 эффективно связывается с G-

квадруплексной структурой G-богатого фрагмента некодирующей цепи промотора TERT 

человека, содержащей остаток 1,2-дидезоксирибозы, но практически не гидролизует ДНК 

с модификацией в положении -124. Наблюдается двукратное снижение каталитической 

активности этого фермента в случае введения модификации в положения -146 и -138/-139 

С-богатой кодирующей цепи в составе ДНК-дуплекса. 
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