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Фермент 8�оксогуанин�ДНК�N�гликозилаза (OGG1) в эукариотических клетках отвечает за удаление из
ДНК 8�оксогуанина (oxoG) – одного из самых часто встречающихся окисленных азотистых оснований.
Фермент последовательно катализирует гидролиз N�гликозидной связи (ДНК�гликозилазная активность) и
разрыв цепи ДНК с 3′�стороны от повреждения по механизму β�элиминирования (лиазная активность).
Также фермент проявляет лиазную активность в отношении субстратов, содержащих апурин�апиримиди�
новые (AP�) сайты – остатки дезоксирибозы без азотистого основания. Фермент OGG1 высокоспецифичен
к основанию напротив повреждения: он удаляет oxoG и расщепляет AP�сайты напротив C, но не напротив
A. Активность фермента также заметно снижается при аминокислотных заменах, стерически препятствую�
щих связыванию oxoG, вывернутого из спирали ДНК в активный центр фермента. Ранее молекулярно�ди�
намическими методами была исследована конформационная динамика таких мутантных вариантов белка
OGG1 человека в комплексе с субстратной ДНК, содержащей пару oxoG:C, и выдвинуто предположение,
что активность фермента зависит от заселенности определенных популяций конформеров каталитических
остатков Lys249 и Asp268. В настоящей работе проведено молекулярно�динамическое исследование белка
OGG1 человека в комплексе с ДНК, содержащей пару oxoG:A, и мутантных вариантов белка OGG1 в комп�
лексе с ДНК, содержащей пару AP:C. Показано, что низкая активность фермента сопровождается сниже�
нием заселенности популяций с остатками Lys249 и Asp268, расположенными оптимально для катализа.
Для мутантных вариантов белка OGG1 экспериментально измерены константы скорости отдельных стадий
реакции и показано, что их относительные значения согласуются с результатами моделирования. Таким об�
разом, заселенность популяций каталитически компетентных конформеров остатков Lys249 и Asp268 в ак�
тивном центре фермента служит решающим фактором активности фермента OGG1.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: повреждение ДНК, репарация ДНК, 8�оксогуанин�ДНК�N�гликозилаза, субстрат�
ная специфичность.
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Окисление макромолекул в клетках аэроб�
ных организмов происходит со значительной
частотой под действием активных форм кисло�
рода, возникающих как побочные продукты
нормального метаболизма, а также в результате
воздействия ионизирующей радиации [1, 2].
Окислительные повреждения митохондриаль�
ной и ядерной ДНК напрямую связаны с болез�

нями и старением. Активные формы кислорода
могут вызывать разрывы сахарофосфатного ос�
това, образование апурин�апиримидиновых
(AP�) сайтов (остатков дезоксирибозы без азо�
тистого основания) и предмутагенное повреж�
дение гетероциклических оснований [1–3].

Одно из наиболее часто встречающихся в
природе поврежденных азотистых оснований –
8�оксогуанин (oxoG). Наличие кетогруппы при
C8 приводит к тому, что свободный нуклеозид 8�
оксо�2′�дезоксигуанозин (oxodG) предпочти�
тельно существует в син�конформации, в отли�
чие от канонических пуриновых дезоксирибо�
нуклеозидов [4]. Эта конформация также стаби�
лизируется при образовании хугстеновской па�
ры с A, а в паре с C oxodG принимает анти�кон�
формацию, близкую к канонической паре G:C

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : AP�сайт – апурин�апири�
мидиновый сайт; OGG1 – 8�оксогуанин�ДНК�гликозила�
за; oxoG – 8�оксогуанин; oxodG – 8�оксо�2′�дезоксигуа�
нозин; МД – молекулярная динамика; WT – дикий тип.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
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[5–7]. Формирование устойчивой пары oxoG:A
объясняет мутагенность этого повреждения с
преимущественным образованием трансверсий
G→T [8, 9]. Уровень эндогенного oxoG в ДНК
составляет ~1 oxoG на 106 G, и показана воз�
можность его повышения в несколько раз при
генотоксическом стрессе [10]. Еще более много�
численны в ДНК AP�сайты, которые образуют�
ся в результате спонтанного гидролиза N�глико�
зидной связи, а также возникают как интерме�
диаты в процессе эксцизионной репарации ос�
нований [3]. Число AP�сайтов, присутствующих
в любой момент времени в клетках человека,
составляет ~1 на 105 оснований [11].

За удаление oxoG из генома человека и дру�
гих эукариот отвечает 8�оксогуанин�ДНК�гли�
козилаза (OGG1, КФ 3.2.2.23) – фермент, гид�
ролизующий N�гликозидную связь в нуклеози�
дах oxoG в составе ДНК [12–15]. Фермент
OGG1 также катализирует β�элиминирование с
разрывом связи C3′–O3′ как после удаления ос�
нования oxoG, так и в спонтанно возникших
AP�сайтах (рис. 1). У бактерий такую же функ�
цию выполняет фермент Fpg, последователь�
ность которого, однако, не гомологична после�
довательности полипептида OGG1 [16, 17]. Рас�
щепление гликозидной связи ферментом OGG1
проходит по механизму нуклеофильного заме�
щения с образованием ковалентного интерме�
диата (основания Шиффа) между ε�аминогруп�
пой абсолютно консервативного остатка Lys249
и C1′ поврежденного нуклеотида [18, 19]. Еще
один абсолютно консервативный остаток,
Asp268, по всей видимости, участвует в коорди�
нации или протонировании остатка дезоксири�
бозы [20, 21] (рис. 1).

Структура OGG1 человека установлена для
белка в свободном виде, в комплексе с ДНК, со�
держащей oxoG, AP�сайт или неповрежденное
основание G, и в комплексах, моделирующих
конформеры, возникающие в ходе реакции
[20–29] (PDB�коды: 1EBM, 1FN7, 1HU0, 1KO9,
1LWW, 1LWV, 1LWY, 1M3H, 1M3Q, 1N39, 1N3A,
1N3C, 1YQK, 1YQL, 1YQM, 1YQR, 2I5W, 2NOB,
2NOE, 2NOF, 2NOH, 2NOI, 2NOL, 2NOZ). Од�
нако любые статичные структуры не дают пол�
ного понятия о конформационных ансамблях
промежуточных ДНК�белковых комплексов в
ходе узнавания повреждения. Такую информа�
цию может дать метод молекулярной динамики
(МД). Ранее с его помощью был изучен процесс
выворачивания поврежденного основания из
ДНК ферментом OGG1 [26, 30, 31], поведение
основания в активном центре фермента после
гидролиза N�гликозидной связи [24] и искаже�
ния, вносимые в структуру предкаталитическо�
го комплекса аминокислотными заменами, сте�
рически блокирующими центр связывания
oxoG в молекуле фермента [32]. В последнем ис�
следовании было показано, что можно выделить
четыре стабильных конформации активного
центра, отличающиеся положением и ориента�
цией каталитических аминокислотных остатков
Lys249 и Asp268. Одна из них превалирует в
комплексе белка OGG1 дикого типа с ДНК, со�
держащей пару oxoG:C, а остальные преимуще�
ственно заселены в неактивных или малоактив�
ных мутантных вариантах белка. В настоящей
работе для анализа каталитической компетент�
ности разных конформаций активного центра
проведено моделирование фермента OGG1 ди�
кого типа в комплексе с ДНК, содержащей пару
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Рис. 1. Механизм расщепления поврежденной ДНК ферментом OGG1. Депротонированная ε�аминогруппа остатка
Lys249 атакует атом C1′ с образованием ковалентного интермедиата – основания Шиффа (1). Происходит расщепление
остова ДНК по механизму β�элиминирования (2), после чего основание Шиффа гидролизуется с высвобождением фер�
мента и образованием конечного продукта – одноцепочечного разрыва ДНК, содержащего на 3′�конце α,β�ненасыщен�
ный γ�гидроксиальдегид (3)



КОНФОРМАЦИОННАЯ ДИНАМИКА ФЕРМЕНТА OGG1

oxoG:A, из которой oxoG удаляется примерно
на два порядка хуже по сравнению с оптималь�
ным субстратом oxoG:C. Также проведено моде�
лирование фермента дикого типа и мутантных
вариантов с заменами, стерически блокирую�
щими центр связывания oxoG, в комплексе с
ДНК с парой AP:C. Показано, что активность
фермента и в этих случаях коррелирует с засе�
ленностью одной из конформаций, которую, та�
ким образом, можно считать каталитически
компетентной.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Подготовка моделей. Третичная структура
комплекса ДНК�гликозилазы OGG1 человека с
ДНК (PDB�код 1EBM) включает в себя двуце�
почечную ДНК длиной 15 п.н. (рис. 2, а) с парой
oxoG:C. Основание oxoG вывернуто в активный
центр фермента и находится в анти�конформа�
ции [20]. В исходной структуре отсутствуют во�
семь N�концевых аминокислотных остатков, не
включенных в модель, и внутренний участок
Gly80–Lys82, который брали из структуры сво�
бодного белка OGG1 (PDB�код 1KO9 [23]). Та�
ким образом была получена модель WT�oxoG:C.
Для получения модели WT�oxoG:A атомную
структуру нуклеозида dA выравнивали со струк�
турой dC по атомам O4′, C1′ и N1/N9 с исполь�
зованием алгоритма Кабша [33] и встраивали в
модель вместо dC. Аналогичным образом осу�
ществляли аминокислотные замены: обратную
замену Q249K вместо инактивирующей мутации

K249Q [20], а также C253I, C253L и Q315W. В со�
ответствии с известным механизмом реакции и
опубликованными данными моделирования ме�
тодом QM/MM некоторые аминокислотные ос�
татки моделировали в нестандартных зарядовых
состояниях: Cys253 в виде тиолат�аниона,
Lys249 с нейтральной ε�аминогруппой и Asp268
с нейтральной карбоксильной группой [20, 21,
26]. Замену oxoG на AP�сайт проводили удале�
нием атомов основания и заменой азота, обра�
зующего гликозидную связь, на атом кислорода.
Восстановление недостающих атомов водорода
и боковых цепей аминокислотных остатков и
проверку моделей на отсутствие ошибок постро�
ения проводили в автоматическом режиме в
программе BioPASED [34].

Молекулярная динамика и анализ траекторий.
Точечные заряды и другие параметры силового
поля для аминокислотных остатков в нестандарт�
ных зарядовых состояниях базировались на со�
ответствующих параметрах из пакета AMBER 99
[35]. Параметры для oxoG были взяты из работы
Perlow�Poehnelt et al. [36], для AP�сайта — пре�
доставлены проф. К. Симмерлингом (Универ�
ситет штата Нью�Йорк, Стони�Брук, США).
Все подготовленные структуры оптимизировали
в течение 500 шагов в программе BioPASED ме�
тодом сопряженных градиентов (алгоритм
Флетчера) до достижения значений градиента
потенциальной энергии порядка 10−1 ккал/моль
и значений изменения координат порядка 10−4 Å
и затем в течение 150 пс методом МД с посте�
пенным разогревом от 50 до 300 К. Шаг интег�
рирования составлял 1 фс. Моделирование про�
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Рис. 2. а – Последовательность и нумерация нуклеотидов ДНК�субстрата, использованного для моделирования (X0 –
oxoG или AP�сайт); б – критические расстояния и углы в активном центре фермента OGG1, образованные каталитичес�
кими остатками Lys249 и Asp268. R – oxoG для субстрата, содержащего oxoG, или OH для субстрата, содержащего AP�
сайт. Обозначены атомы, между которыми измеряются критические расстояния и углы
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водили в рамках канонического NVT�ансамбля.
В качестве модели сольватации выбрали модель
неявного растворителя, позволяющую реализо�
вать более эффективную выборку в конформа�
ционном пространстве благодаря отсутствию
динамического трения явных молекул воды [37].
Структуры моделировали в программе
BioPASED, использующей силовое поле, произ�
водное от ff99SB [34], в течение 10 нс с учетом
водородных связей (множитель 2,5) и искус�
ственными ограничениями потенциала силово�
го поля для тяжелых атомов, введенными
для стабилизации комплекса белок–ДНК:
0,001 ккал/Å2 для атомов белка, 0,25 ккал/Å2

для атомов крайних нуклеотидов ДНК и
0,0025 ккал/Å2 для остальных атомов ДНК. Для
нейтрализации отрицательного заряда системы
использовали метод масштабирования зарядов
фосфатных групп c множителем 0,2 [38, 39]. За�
пись координат системы осуществляли каждые
2 пс.

Полученные траектории анализировали с
помощью программы MDTRA [40]. Для визуа�
лизации траекторий и структур использовали
программы VMD [41], RasMol [42] и PyMol
(«Schrödinger», США). Траектория для модели
WT�oxoG:C была получена ранее в идентичных
условиях [32] и использована для сравнительно�
го анализа без изменений. Анализ времени ста�
билизации траекторий методом обратного куму�
лятивного усреднения [43] и кластеризацию мо�
делей проводили при помощи скриптов на язы�
ке R, для построения дендрограмм использова�
ли пакет iTOL [44].

Олигонуклеотиды и ферменты. В работе ис�
пользовали полинуклеотидкиназу фага Т4 («Био�
сан», Новосибирск) и урацил�ДНК�гликозилазу
из E. coli («New England Biolabs», США). Выде�
ление рекомбинантного белка OGG1 дикого ти�
па и его мутантных вариантов и определение
концентрации активной формы фермента было
описано ранее [32]. Для исследования активнос�
ти фермента использовали синтезированные в
лаборатории медицинской химии ИХБФМ СО
РАН олигодезоксирибонуклеотиды: OG23 5′�
CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT�3′ (X = oxoG);
U23 5′�CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT�3′ (X =
= Ura); C23 5′�AGAGGAAAGGAGCGAAGGGA�
GAG�3′. Для получения субстрата в цепи OG23
и U23 вводили радиоактивную метку с исполь�
зованием γ[32P]�ATP и полинуклеотидкиназы по
стандартной методике [45] и проводили отжиг с
двукратным молярным избытком цепи C23.
Субстрат с цепью U23 затем обрабатывали в те�
чение 30 мин при 37 °C урацил�ДНК�гликозила�
зой в буфере, содержавшем 50 мМ Tris�HCl
(рН 7,5), 100 мМ NaCl, 1 мМ этилендиаминтет�

раацетат натрия и 1 мМ дитиотреитол, и немед�
ленно использовали для проведения реакции.

Определение кинетических параметров реак�
ций, катализируемых ферментом OGG1. Стандарт�
ная реакционная смесь содержала 50 мМ Tris�
HCl (рН 7,5), 100 мМ NaCl, 1 мМ этилендиамин�
тетраацетат натрия, 1 мМ дитиотреитол,
0,1 мг/мл БСА. Для определения активности
фермента OGG1 и его мутантных вариантов ис�
пользовали 50 нМ субстрат и 1–1000 нМ фер�
мент, реакцию проводили в течение 10 мин при
37 °C. В случае субстрата oxoG:C реакцию оста�
навливали добавлением NaOH до концентрации
100 мМ, после чего пробы прогревали в течение
2 мин при 95 °C, нейтрализовали добавлением
эквимолярного количества HCl и добавляли рав�
ный объем денатурирующего раствора: 80%�ный
(v/v) формамид, 20 мМ этилендиаминтетрааце�
тат натрия, 0,1%�ный (w/v) ксиленцианол и
0,1%�ный (w/v) бромфеноловый синий. В случае
субстрата AP:C реакцию останавливали добавле�
нием равного объема денатурирующего раство�
ра. Продукты реакции анализировали методом
электрофореза в 20%�ном ПААГ в присутствии
8 М мочевины [45]. Константы скорости реак�
ции kex и kAP определяли в условиях кинетики
одного оборота при 13 °C и концентрациях
субстрата 10 нМ и фермента 200 нМ, а констан�
ту kcl – в условиях кинетики фазы всплеска при
37 °C и концентрациях субстрата 100 нМ и фер�
мента 5 нМ, как описано ранее [46, 47]. Статис�
тическую достоверность различий между кажу�
щимися константами скорости для разных вари�
антов оценивали по критерию Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Конформационная динамика активного центра
фермента OGG1 в комплексе с субстратом
oxoG:A. В предыдущих работах по моделирова�
нию МД комплекса OGG1–ДНК было выявле�
но, что фермент дикого типа отличается от ма�
лоактивных или вовсе неактивных мутантных
вариантов C253I, C253L и Q315W по заселен�
ности определенных конформаций активного
центра [32] (рис. 2, б). В активном центре фер�
мента OGG1 присутствуют каталитические ос�
татки Lys249, который осуществляет нуклео�
фильную атаку по атому C1′, и Asp268, который
удерживает атом O4′ поврежденного нуклеоти�
да. Как показывает моделирование методом
QM/MM, оба остатка преимущественно суще�
ствуют в нейтральном зарядовом состоянии [20,
21, 26]. Для активного центра фермента дикого
типа характерны значения угла Nζ[Lys249]–
–C1′[oxoG]–N9[oxoG] в области 75°, оптималь�
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ные для нуклеофильной атаки в направлении
C1′→N9, а также присутствие протонированной
карбоксильной группы Asp268 вблизи O4′ и от�
сутствие ее альтернативной связи с фосфатом с
3′�стороны от поврежденного нуклеотида [32].
Замены C253I, C253L и Q315W уменьшают объ�
ем активного центра и вызывают его искажение
при связывании oxoG. В результате популяция
конформеров, характерных для белка дикого ти�
па, значительно снижается (C253I) или пол�
ностью исчезает (C253L, Q315W), и преимуще�
ственно заселяются конформации с альтерна�
тивной связью Asp268 и поворотом Lys249 на
~35° от оптимального угла атаки [32]. Схожие
изменения выявляются в статичных структурах
и в МД других мутантных вариантов (R46Q,
R131Q, R154H, Q315F) со стерически заблоки�
рованным активным центром [28, 48], а также в
МД при связывании oxoG в каталитически не�
благоприятной син�конформации [49].

Остается неясным, насколько изменения
конформации активного центра, выявленные
для трех мутантных вариантов белка, отражают
особенности снижения активности фермента
OGG1 в других случаях. Для ответа на этот воп�
рос было проведено исследование МД белка
OGG1 дикого типа в комплексе с ДНК, содер�
жащей пару oxoG:A (WT�oxoG:A), в сравнении с
ранее построенной моделью с парой oxoG:C
(WT�oxoG:C). Фермент OGG1 демонстрирует
высокую специфичность к основанию напротив
повреждения, предпочитая удалять oxoG из пар
oxoG:C, но не из oxoG:A [19, 50]. Нуклеозид dA
моделировали в анти�конформации, в которой
он существует в паре oxoG:A в ДНК [5, 6], пос�
кольку из�за тесного окружения белком основа�
ния напротив oxoG его вращение вокруг N�гли�
козидной связи стерически затруднено. Анализ
RMSD тяжелых атомов методом обратного ку�
мулятивного усреднения [43] показал, что обе
траектории стабилизируются приблизительно к
5 нс, поэтому далее для анализа конформаций в
активном центре использовали последние 5 нс.

Модель WT�oxoG:А показала низкое откло�
нение позиций тяжелых атомов, не превышаю�
щее 1,6 Å (рис. 3, а, б). Как и в модели WT�
oxoG:C, основание oxoG было вывернуто в кар�
ман, образуемый остатками Phe319 и Cys253, и
удерживалось водородными связями с Gln315 и
Gly42. Модели WT�oxoG:A и WT�oxoG:C не от�
личались по своим взаимодействиям с основа�
нием oxoG (рис. 4, а).

Контакты аминокислотных остатков Asn149,
Arg154 и Arg204 с противоположной цепью ДНК
осуществлялись в моделях WT�oxoG:C и WT�
oxoG:A похожим образом (рис. 4, б, в). В модели
WT�oxoG:C комплементарный цитозин C(0) обра�

зовывал водородную связь Oδ1[Asn149]…N4[C(0)],
а атомы Nη1 и Nη2 остатков Arg154 и Arg204 на�
ходились в положениях, позволяющих в разных
комбинациях образовывать водородные связи с
O2 и N3 C(0) (рис. 4, б). В модели WT�oxoG:A на
протяжении всей траектории наблюдалась связь
Oδ1[Asn149]…N6[A(0)], a гуанидиновая группа
Arg204 взаимодействовала с N3 и N1 основания
A(0) либо с образованием водородных связей, ли�
бо за счет катион�π�взаимодействий (рис. 4, в).
Боковой радикал Arg154 в модели WT�oxoG:A
отклонялся от A(0) и образовывал связи с ДНК с
5′�стороны от него. Однако в целом можно ска�
зать, что белок OGG1 может стабильно взаимо�
действовать как с C, так и с A напротив oxoG.
Маловероятно, что дестабилизация взаимодей�
ствий с основанием напротив повреждения слу�
жит причиной низкой активности фермента
OGG1 по отношению к субстратам oxoG:A.

Иная картина была выявлена при анализе
конформаций каталитических остатков в актив�
ном центре (рис. 4, г, д). Расстояние Nζ[Lys249]–
–C1′[oxoG] в модели WT�oxoG:A держалось на
~0,25 Å больше, чем в oxoG:C. Угол
Nζ[Lys249]–C1′[oxoG]–N9[oxoG] также ста�
бильно отличался (105° в модели WT�oxoG:A
против 75° в модели WT�oxoG:C). Карбоксиль�
ная группа Asp268 в обеих моделях находилась
вблизи O4′. Это позволяет сделать вывод, что
решающим параметром, снижающим актив�
ность фермента OGG1 при наличии A напротив
повреждения, служит неблагоприятная ориен�
тация аминогруппы Lys249.

Конформационная динамика активного центра
фермента OGG1 в комплексе с субстратами, со�
держащими AP�сайт. Аминокислотные замены,
которые стерически затрудняют связывание
oxoG в предназначенном для этого кармане в
структуре белка OGG1, приводят к искажению
активного центра в области каталитических ос�
татков Lys249 и Asp268 и инактивации фермента
[28, 32, 48]. Замещение oxoG на AP�сайт должно
приводить к появлению дополнительного сво�
бодного пространства для объемных заместите�
лей, образующих стенки активного центра.
Можно ожидать, что активность мутантных ва�
риантов на таком субстрате должна снижаться в
меньшей степени. Для проверки этой гипотезы
было проведено моделирование МД комплексов
такой ДНК с ферментом дикого типа (модель
WT�AP) и тех же самых мутантных вариантов
(модели C253I�AP, C253L�AP и Q315W�AP).
Напротив повреждения во всех случаях находи�
лось основание C. Все модели в целом уравнове�
шивались к 7–7,5 нс (рис. 3, в–к). Среднеквад�
ратичное отклонение позиций тяжелых атомов
остова белка и ДНК не превышало 1,8 Å. Одна�
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ко из�за отсутствия oxoG активный центр фер�
мента был более мобильным (рис. 3, ж–к).

В структуре комплекса WT�oxoG:C и основан�
ных на ней моделях МД вывернутое из ДНК осно�

вание oxoG зажато между ароматическим кольцом
остатка Phe319 и боковым радикалом остатка
Cys253 и стабилизировано водородными связями
O[Gly42]…N7[oxoG0], Oε1[Gln315]…N1[oxoG0] и
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Рис. 3. Среднеквадратичное отклонение положений атомов в ходе моделирования. Расчет проводили по всем тяжелым атомам
(C, N, O и P) полипептидного и нуклеотидного остова (а–е) или по всем тяжелым атомам остатков Lys249, Asp268 и AP0 (ж–к).
Названия моделей приведены на графиках. Светлыми линиями показаны графики скользящего среднего по 50 точкам
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Oε1[Gln315]…N2[oxoG0] (рис. 4, а). Во всех моде�
лях, содержащих AP�сайт, эти взаимодействия
отсутствуют, и остатки активного центра прояв�
ляют значительно бóльшую подвижность. Ос�
татки Leu253 и Ile253 в моделях C253L�AP и
C253I�AP выдвигаются в активный центр, одна�
ко, не находя преграды в виде oxoG, не приво�
дят к его деформации (рис. 5, а). Контакты с
противоположной цепью ДНК, не содержащей
AP�сайта, в целом соответствовали тем, что наб�
людались в модели WT�oxoG:C.

Несмотря на отсутствие деформации актив�
ного центра, в моделях с AP�сайтом каталити�
чески важные аминокислотные остатки Lys249 и
Asp268 фиксировались вблизи поврежденного
нуклеотида хуже, чем в модели WT�oxoG:C, что
согласуется с меньшей активностью фермента в
отношении AP�субстратов [19]. Это было в
большей степени характерно для мутантных ва�
риантов фермента: в моделях C253I�AP и
C253L�AP остаток Asp268 часто взаимодейство�
вал с O1P[dG–1], теряя контакт с O4′ AP�сайта в
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Рис. 4. Структура и динамика активного центра фермента OGG1 в комплексе с субстратом oxoG:A. а – Схема взаимодей�
ствия аминокислотных остатков белка OGG1 с основанием oxoG. Указаны средние значения расстояний между атомами
N и O, образующими водородную связь, в ходе МД; б – взаимодействия белка OGG1 с основанием C напротив повреж�
дения, выявленные методом рентгеноструктурного анализа в структуре 1EBM [20]; в – взаимодействия белка OGG1 с ос�
нованием A напротив повреждения, выявленные в ходе МД. Указаны расстояния в ангстремах, соответствующие возмож�
ному образованию водородной связи; г – репрезентативные структуры из траекторий WT�oxoG:C (атомы углерода пока�
заны черным цветом) и WT�oxoG:A (атомы углерода показаны белым), иллюстрирующие взаимное расположение ката�
литических остатков Lys249 и Asp268 и поврежденного нуклеотида oxoG0. Стрелкой отмечен поворот ε�аминогруппы ос�
татка Lys249; д – значения расстояния Nζ[Lys249]–C1′[oxoG0] и угла Nζ[Lys249]–C1′[oxoG0]–N9[oxoG0] для моделей бел�
ка OGG1 в комплексе с субстратом oxoG:C (черные точки) и oxoG:A (серые точки). Линии соответствующих цветов от�
мечают медианные значения распределений
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последние 2–2,5 нс. Вариант Q315W�AP демон�
стрировал более стабильную динамику, в целом
соответствующую поведению модели дикого ти�
па. Угол атаки аминогруппы Lys249 в случае AP�
сайта не играет критической роли, т.к. из�за эпи�
меризации полуацетальный гидроксил при атоме
С1′ не имеет однозначной пространственной
ориентации. Однако каталитически значимым
остается расстояние Nζ[Lys249]–C1′[AP0], кото�
рое вследствие повышенной мобильности актив�
ного центра сильно флуктуировало во всех моде�
лях, содержащих AP�сайт [32]. Таким образом,
для анализа были выбраны три каталитически
значимых расстояния: Nζ[Lys249]–C1′[AP0],
Oδ2[Asp268]–O4′[AP0] и Oδ2[Asp268]–O1P[dG–1].
Для минимизации эффектов избыточной под�
вижности остатков в отсутствие азотистого ос�
нования рассматривались более стабильные
последние 2,5 нс динамики. Распределение по�
пуляций этих расстояний показало, что благо�
приятная для катализа конформация складыва�
ется главным образом в модели дикого типа
(рис. 6, а–в), где расстояние между атомом C1′
AP�сайта и аминогруппой Lys249 лежит в облас�
ти < 3,5 Å. В модели C253I�AP (рис. 6, г–е) при
общем увеличении этого расстояния (~5,5 Å)
возникала стабильная водородная связь между

Asp268 и фосфатной группой dG–1, поэтому
предположительно активность этого мутанта в
отношении субстратов, содержащих AP�сайт,
будет снижена в наибольшей степени. Популя�
ция конформаций модели C253L�AP распада�
лась на два выраженных кластера по ориента�
ции Asp268 (рис. 6, ж–и), а в модели Q315W�AP,
напротив, была довольно компактной (рис. 6,
к–м). Расстояние Nζ(Lys249)–C1′[AP0] в обоих
случаях составляло в среднем 4,5 Å. Таким обра�
зом, расположение каталитически важной ами�
ногруппы Lys249 в активном центре фермента
OGG1 оказывается решающим и в случае
субстратов, содержащих AP�сайт.

На основе трех указанных физических рас�
стояний была проведена кластеризация моделей
для определения их схожести друг с другом
(рис. 5, б). Для оценки дистанции между моде�
лями использовали расстояние между центрами
распределений в евклидовом пространстве, рас�
стояние Махаланобиса (расстояние между цент�
рами распределений с учетом корреляции меж�
ду переменными) и расстояние Ходжеса–Лема�
на (медиана попарных расстояний между всеми
точками двух выборок). Во всех случаях модели
C253L�AP и Q315W�AP были ближе всего друг к
другу, а модель C253I�AP отстояла дальше всего
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Рис. 5. Структура и динамика активного центра фермента OGG1 в комплексе с субстратом AP:C. а – Репрезентативные
структуры из траекторий WT�AP (атомы углерода показаны белым цветом) и C253I�AP (атомы углерода показаны чер�
ным), иллюстрирующие взаимное расположение каталитических остатков Lys249, Asp268 и AP�сайта; б – кластеризация
моделей по значениям расстояний Nζ[Lys249]–C1′[AP0], Oδ2[Asp268]–O4′[AP0] и Oδ2[Asp268]–O1P[dG–1] в пространстве
Махаланобиса. Числа соответствуют длинам ветвей дендрограммы
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от них и от модели дикого типа. В целом резуль�
таты моделирования позволяют предположить,
что в отношении субстратов, содержащих AP�
сайт, активность мутантных вариантов будет вы�
ше, чем в отношении субстратов с oxoG, а ак�

тивность вариантов C253L и Q315W – выше,
чем активность C253I.

Кинетические параметры реакции, катализи�
руемой мутантными вариантами фермента OGG1.
Для оценки влияния замен аминокислотных ос�
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Рис. 6. Гистограммы распределения значений расстояний Nζ[Lys249]–C1′[AP0] (а, г, ж, к), Oδ2[Asp268]–O4′[AP0] (б, д, з, л)
и Oδ2[Asp268]–O1P[dG–1] (в, е, и, м) для моделей WT�AP (а–в), C253I�AP (г–е), C253L�AP (ж–и) и Q315W�AP (к–м)
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татков в активном центре фермента OGG1 на
его активность были получены и выделены в
чистом виде варианты белка, несущие замены
C253I, C253L и Q315W. Как и ожидалось, они
обладали заметно сниженной активностью по
отношению к удалению oxoG из ДНК (рис. 7, а;
табл. 1).

Фермент OGG1 последовательно катализи�
рует реакцию гидролиза N�гликозидной связи и
β�элиминирования, при этом второй этап реак�
ции протекает намного медленнее первого [19,
46, 47, 51]. В связи с этим в литературе кинети�
ческий механизм действия фермента OGG1
обычно описывают двухступенчатой схемой, в
которой скорость реакции лимитируется по�
следней стадией:

k1             kex                     kcl

E + S     ES → EP1 → E + P2.
k−1

Константа kex в данном случае отражает ско�
рость гидролиза N�гликозидной связи, а конс�

танта kcl представляет собой комбинированный
параметр скорости β�элиминирования и распа�
да фермент�субстратного комплекса. Для фер�
мента дикого типа измеренные значения kex и kcl

составляли (9,7 ± 0,9) × 10−2 мин−1 и (0,5 ± 0,1) ×
× 10−2 мин−1 соответственно, что согласуется с
литературными данными. Замены C253I и
C253L примерно на порядок снижали значение
kex (табл. 1), а замена Q315W приводила к пол�
ной инактивации фермента. Такие последствия
вполне ожидаемы для мутаций, мешающих свя�
зыванию oxoG в активном центре фермента.
Влияние замен на kcl было менее выраженным,
однако эта константа также снижалась пример�
но в 5 раз (табл. 1). Очевидно, конформацион�
ные искажения, возникающие из�за стеричес�
ких взаимодействий oxoG с объемными группа�
ми, влияют и на эффективность реакции β�эли�
минирования. Интересно, что в качестве воз�
можного акцептора для уходящего в реакции β�
элиминирования протона при C2′ ряд авторов
рассматривает само основание oxoG, удержива�
емое в активном центре фермента в анионной

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  2  2020

234

Рис. 7. Активность вариантов фермента OGG1. а – Расщепление субстрата, содержащего пару oxoG:C; б – расщепление
субстрата, содержащего пару AP:C. Графики построены по данным трех независимых экспериментов

Варианты фермента

OGG1 WT

C253I

C253L

Q315W

Таблица 1. Значения кажущихся констант скоростей последовательных стадий реакции расщепления ферментом OGG1
ДНК�субстрата, содержащего пару oxoG:C

kc1 (мутант) : kc1 (WT)

1

0,2 ± 0,1

0,2 ± 0,1

−

kc1, мин−1

(0,5 ± 0,1) × 10−2

(0,11 ± 0,06) × 10−2

(0,11 ± 0,07) × 10−2

нет реакции

kex (мутант) : kex (WT)

1

0,09 ± 0,01

0,13 ± 0,01

−

kex, мин−1

(9,7 ± 0,9) × 10−2

(0,90 ± 0,05) × 10−2

(1,3 ± 0,1) × 10−2

нет реакции

↓↑
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форме после первой стадии реакции [24]. В та�
ком случае эффективность β�элиминирования
может снижаться не только за счет конформа�
ционных искажений дезоксирибозы в активном
центре, но и из�за снижения сродства свободно�
го oxoG к белку OGG1.

При наличии в ДНК�субстрате AP�сайта ак�
тивность мутантных вариантов была также сни�
жена, но в меньшей степени, чем в случае
субстрата с oxoG (рис. 7, б; табл. 2). Реакция в
этом случае сводится только к процессу β�эли�
минирования, причем, очевидно, акцептором
протона не может выступать выщепленное ос�
нование oxoG. Кажущаяся константа kAP, опре�
деленная методом кинетики одного оборота, в
этом случае имеет физический смысл констан�
ты скорости реакции β�элиминирования, не ос�
ложненной высвобождением продукта. Замены
C253I, C253L и Q315W оказывали небольшое
влияние на значение kAP, снижая его примерно
вдвое (табл. 2), что согласуется с отсутствием не�
обходимости связывания основания в активном
центре. Для фермента дикого типа и вариантов
C253I и C253L эти значения были в 2,4–5,0 раз
выше, чем kcl для oxoG�субстратов, что свиде�
тельствует о вкладе как β�элиминирования, так
и распада фермент�субстратного комплекса в
комбинированную константу kcl при наличии
поврежденного основания в субстрате.

Как видно из рис. 7 и табл. 1 и 2, активность
мутантных вариантов фермента OGG1 в отно�
шении AP�субстратов была выше, чем в отно�
шении oxoG�субстратов. Это согласуется с дан�
ными по активности других бифункциональ�
ных ДНК�гликозилаз, для которых замены в
активном центре зачастую полностью подавля�
ют ДНК�гликозилазную активность, но прак�
тически не затрагивают AP�лиазную актив�
ность, несмотря на участие в катализе одних и
тех же аминокислотных остатков [52, 53]. Такая
разница в последствиях аминокислотных замен
обычно объясняется частичным внеспираль�
ным расположением AP�сайта и пластичностью
активного центра ферментов. Также можно за�
метить, что относительная активность разных
мутантных вариантов фермента OGG1 в отно�
шении oxoG� и AP�субстратов различалась: для
oxoG�субстратов активность мутантных вари�
антов можно расположить в порядке
C253L � C253I >> Q315W, а для AP�субстратов –
в порядке Q315W > C253L � C253I. Для обоих
субстратов константы скорости для C253L и
C253I достоверно не отличались друг от друга. В
случае Q315W с AP�субстратом значение kAP

было достоверно выше, чем для C253I (p < 0,01).
Относительная активность достаточно хорошо
согласуется с заселенностью популяций кон�

формеров, выгодных для катализа, что можно
считать частичным экспериментальным под�
тверждением результатов МД.

Таким образом, молекулярно�динамическое
исследование белка OGG1 в комплексе с различ�
ными субстратными ДНК позволяет предполо�
жить, что заселенность популяций каталитичес�
ки компетентных конформеров остатков Lys249
и Asp268 служит одним из главных факторов, оп�
ределяющих его ферментативную активность. В
этом отношении ДНК�гликозилаза OGG1 чело�
века оказывается схожей с бактериальной 8�ок�
согуанин�ДНК�N�гликозилазой Fpg, несмотря
на отсутствие гомологии этих белков на уровне
как первичной, так и третичной структуры. В
случае Fpg основными параметрами активного
центра, способствующими эффективному ката�
лизу, оказываются конформации остатков Pro1 и
Glu2, выполняющих те же функции, что и Lys249
и Asp268 у фермента OGG1 [54, 55]. Результаты
работы согласуются с сообщениями в литературе
о том, что и мутации, препятствующие продук�
тивному связыванию oxoG в кармане внутри
белковой глобулы OGG1, и связывание oxoG в
неблагоприятной ориентации вызывают кон�
формационные изменения, которые распростра�
няются более чем на 10 Å и достигают каталити�
ческих аминокислотных остатков [48, 49]. Опре�
деление критических для катализа расстояний и
углов позволяет использовать геометрию актив�
ного центра для предсказания активности при�
родных вариантов белка OGG1, что может ока�
заться важным для предсказания индивидуаль�
ного риска развития онкологических заболева�
ний и ответа опухолей на химио� и радиотера�
пию, повреждающую ДНК. Исследования в этом
направлении в данный момент продолжаются.

Финансирование. Исследование поддержано
грантом Российского научного фонда № 18�74�
00052 (моделирование, ферментативная кинети�
ка) и частично проектами базового бюджетного
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Варианты фермента

OGG1 WT

C253I

C253L

Q315W

Таблица 2. Значения кажущейся константы скорости реак�
ции расщепления ферментом OGG1 ДНК�субстрата, со�
держащего пару AP:C

kAP(мутант) : kAP(WT)

1

0,40 ± 0,05

0,46 ± 0,08

0,59 ± 0,08

kAP, мин−1

(1,2 ± 0,1) × 10−2

(0,48 ± 0,05) × 10−2

(0,55 ± 0,09) × 10−2

(0,71 ± 0,07) × 10−2
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8�Oxoguanine�DNA N�glycosylase (OGG1) is a eukaryotic DNA repair enzyme responsible for the removal of
8�oxoguanine (oxoG), one of the most abundant oxidative DNA lesions. OGG1 catalyzes two consecutive reactions,
i.e., N�glycosidic bond hydrolysis (DNA glycosylase activity) and DNA strand cleavage 3′ to the lesion by β�elimina�
tion (lyase activity). The enzyme also possesses the lyase activity on substrates containing apurinic/apyrimidinic (AP)
sites (base�free deoxyribose moieties). OGG1 is highly specific to a base opposite the lesion, efficiently excising oxoG
and cleaving AP sites located opposite C but not opposite A. The enzyme activity is also profoundly decreased by
amino acid substitutions that sterically interfere with binding of oxoG, everted from the DNA helix, in the enzyme
active center. Earlier, the molecular dynamics approach was used to study conformational dynamics of such human
OGG1 mutants complexed with substrate DNA containing oxoG:C pair. It was suggested that the enzyme activity
depends on population density of certain conformers of two OGG1 catalytic residues, Lys249 and Asp268. Here we
report the results of the molecular dynamics study of human OGG1 complexed with DNA containing oxoG:A pair
and OGG1 mutants complexed with DNA containing AP:C pair. We found that low enzyme activity is associated with
a decrease in the populations of certain conformers of Lys249 and Asp268 with optimal configuration for catalysis.
The experimentally measured rate constants for OGG1 mutants show a good agreement with the models. We con�
clude that the population density of catalytically competent conformations of Lys249 and Asp268 in the OGG1 active
site is the major determinant of its enzymatic activity.
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