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Поврежденные азотистые основания ДНК удаляются в процессе эксцизионной репарации оснований. Этот
ферментативный процесс начинается с действия одной из ДНК"гликозилаз, которые находят и удаляют
поврежденные гетероциклические основания путем гидролиза N"гликозидных связей с образованием апу"
ринового/апиримидинового сайта (AP"сайта). Затем апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза APE1 гид"
ролизует фосфодиэфирную связь с 5′"стороны от АР"сайта с образованием одноцепочечного разрыва в
ДНК. Снижение функциональной активности отдельных ферментов BER связано с повышенным риском
развития сердечно"сосудистых, нейродегенеративных и онкологических заболеваний. В данной работе про"
ведена разработка и апробация метода флуоресцентного анализа для измерения активности ключевых
ДНК"гликозилаз и AP"эндонуклеазы человека в клеточных экстрактах. Эффективность флуоресцентных
ДНК"зондов проверяли с помощью очищенных ферментов. Перспективные конструкции зондов были ис"
пытаны для определения активности ферментов в экстрактах клеточных линий A549, MCF7, HeLa, WT"7,
HEK293T и HKC8. Показано, что общий уровень активности ферментов, отвечающих за репарацию АР"
сайтов, удаление урацила и 5,6"дигидроурацила, был выше в линиях раковых клеток по сравнению с нор"
мальной линией клеток почек человека HKC8.
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донуклеаза.
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Окисление, алкилирование, дезаминирова"
ние, апуринизация/апиримидинизация, обра"
зование разрывов цепей ДНК – это неполный
спектр процессов, которые приводят к повреж"
дению структуры ДНК [1–7]. С одной стороны,
такие повреждения ДНК могут инициировать

процесс опухолевой трансформации клеток. С
другой стороны, этот же спектр повреждений
возникает при химио" и лучевой терапии опухо"
левых заболеваний [8–10]. Поэтому система за"
щиты клетки от повреждений – ферментатив"
ная система репарации ДНК выполняет важную
роль в протекании процессов образования и
деградации новообразований. Многочисленные
исследования показали, что активность некото"
рых ферментов репарации ДНК влияет на ток"
сичность генотоксинов и/или повреждающих
факторов, в том числе, используемых в ходе хи"
мио" и лучевой терапии онкологических заболе"
ваний [11, 12]. Также известно, что нарушения
работы ферментов репарации ДНК вызывают
тяжелые последствия в организме человека и
часто ведут к возникновению рака и преждевре"
менному старению [13, 14]. Считается, что глав"
ную роль в одном из путей репарации ДНК, экс"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : OGG1 – 8"оксогуанин"
ДНК"гликозилаза; AAG – алкиладенин"ДНК"гликозила"
за; APE1 – АР"эндонуклеаза человека; MBD4 – метилци"
тозин"связывающий домен 4 человека; TDG – тимин"
ДНК"гликозилаза; NEIL1 – эндонуклеаза VIII; NTHL1 –
эндонуклеаза II; АР"сайт – апуриновый/апиримидиновый
сайт; F"сайт – остаток (2R,3S)"2"(гидроксиметил)"3"гид"
рокситетрагидрофурана; εА – 1,N6"этеноаденозин;
oxoG – 8"оксогуанозин; DHU – 5,6"дигидроуридин.
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цизионной репарации оснований (BER), игра"
ют ДНК"гликозилазы, которые узнают различ"
ные модифицированные и неправильно спарен"
ные основания и катализируют их удаление [15,
16]. Затем апуриновая/апиримидиновая эндо"
нуклеаза (АР"эндонуклеаза) удаляет оставший"
ся фрагмент 2′"дезоксирибозы. Основная задача
этих ферментов состоит в том, чтобы быстро и
точно определить местоположение модифици"
рованного основания или апуринового/апири"
мидинового сайта среди огромного количества
неповрежденных азотистых оснований и ини"
циировать процесс репарации.

Показано, что клетки и нокаутные живот"
ные, лишенные различных ДНК"гликозилаз,
становятся более чувствительными к воздей"
ствию факторов, приводящих к повреждению
ДНК [17–19]. Генно"инженерное удаление из
клеток АР"эндонуклеазы приводит к их гибели,
что свидетельствует о критической роли этого
фермента в процессе восстановления неповреж"
денной структуры ДНК [20–22].

Необходимо отметить, что в последнее время
интенсивно развиваются методы определения
активности ферментов репарации в клеточных
экстрактах [23–29]. Для определения фермента"
тивной активности ДНК"гликозилаз было пред"
ложено несколько различных подходов. Эти
подходы обычно связаны с регистрацией флуо"
ресцентного сигнала, генерируемого ДНК"зон"
дами, содержащими поврежденный нуклеотид,
который является субстратом для фермента"ми"
шени [30–32]. Как правило, в качестве источни"
ков сигнала используются разнообразные флуо"
ресцентные красители, например, взаимодей"
ствующие по принципу резонансной передачи
энергии флуоресценции (FRET) или изменяю"
щие интенсивность флуоресценции аналоги азо"
тистых оснований, расположенные в одноцепо"
чечных или двухцепочечных ДНК"зондах [33].
Например, в работе [23] используются ДНК"зон"
ды, дополнительно модифицированные биоти"
ном для иммобилизации на магнитных наночас"
тицах. Реакционную смесь, содержащую ДНК"
зонд и разное количество фермента (AAG и/или
APE1), выдерживали 1 ч, после чего регистриро"
вали интенсивность флуоресценции раствора.
Авторы [23] подтверждают, что данные наночас"
тицы деградируют со скоростью 2% в сутки. Та"
ким образом, использование таких конструкций
осложняется контролем качества данных нано"
частиц и контролем концентрации флуоресцент"
ного ДНК"зонда на поверхности этих наночас"
тиц. В другой работе [30] для анализа активности
ферментов OGG1 и AAG использовали специа"
лизированное оборудование, позволяющее реги"
стрировать сигнал на уровне одной молекулы.

Реакционную смесь выдерживали 1,5 ч, а затем
по значению флуоресцентного сигнала, возникаю"
щего за счет образования продуктов реакции,
определяли специфическую активность. Недав"
но для определения низких концентраций ура"
цил"ДНК"гликозилазы был предложен метод,
основанный на использовании терминальной
дезоксинуклеотидилтрансферазы, с помощью
которой в образце происходило образование
флуоресцентных кластеров меди [34]. Были раз"
работаны также другие способы усиления сигна"
ла для определения активности урацил"ДНК"
гликозилазы [35–37]. Однако, несмотря на оби"
лие различных вариантов регистрации фермен"
тативной активности в клеточных экстрактах,
некоторые упомянутые способы включают в се"
бя выполнение большого количества подготови"
тельных этапов, специализированного оборудо"
вания или требуют использования других фер"
ментов, таких как ДНК"полимераза, ДНК"ника"
за, рибонуклеаза и даже AP"эндонуклеаза.

Кроме того, необходимо отметить, что коли"
чественное определение активности ферментов,
как правило, основано на сравнении уровня флу"
оресцентного сигнала в реакционной смеси через
определенное время с уровнем сигнала, который
получен для очищенного препарата этого же фер"
мента. Однако множественные литературные
данные [38–43] свидетельствуют о том, что актив"
ность ферментов репарации значительно изменя"
ется при взаимодействии с другими белками и
ферментами, которые могут присутствовать в
клеточном экстракте и отсутствуют в «калибро"
вочных кривых». Таким образом, одно и то же ко"
личество фермента будет приводить к разному из"
менению флуоресцентного сигнала в контроль"
ной реакционной смеси и клеточном экстракте.

В настоящей работе проведена апробация ме"
тода определения активности основных фермен"
тов эксцизионной репарации оснований (ДНК"
гликозилазы и AP"эндонуклеазы человека) в
экстрактах различных клеточных линий челове"
ка. Основная цель этой работы – это разработка
простого в использовании метода измерения ак"
тивности ферментов BER в клеточных экстрак"
тах. Преимущество представленного FRET"ана"
лиза перед другими заключается в простоте, ос"
нованной на использовании небольшого коли"
чества клеток и синтетического FRET"меченого
ДНК"дуплекса, содержащего специфический
поврежденный нуклеотид. Новизна данной ра"
боты заключается в анализе не только амплитуды
изменения сигнала через определенное время,
но и скорости расщепления ДНК"зонда.

В ходе работы был синтезирован ряд флуо"
ресцентных ДНК"зондов, содержащих в качест"
ве повреждения такие нуклеотиды, как F"сайт,
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5,6"дигидроуридин (DHU), 1,N6"этеноаденозин
(εA), 8"оксогуанозин (oxoG) и уридин (табл. 1).
Эффективность данных зондов определена с по"
мощью очищенных препаратов нескольких
ДНК"гликозилаз и АР"эндонуклеазы человека.
Перспективные конструкции были использова"
ны для определения активности ферментов в
экстрактах клеточных линий A549, MCF7, HeLa,
WT"7, HEK293T и HKC8. В качестве контроля
неспецифического расщепления ДНК"зондов
использовали дуплекс, не содержащий повреж"
денных нуклеотидов, что позволило оценить ус"
тойчивость используемых зондов к неспецифи"
ческим эндо" и экзонуклеазам в клеточных
экстрактах. Было показано, что флуоресцентные
ДНК"зонды можно использовать для измерения
активности нескольких ДНК"гликозилаз и АР"
эндонуклеазы APE1 человека. Чувствительность
анализа позволяет измерить активность некото"
рых ферментов в экстракте, содержащем
106 клеток. Анализ различных раковых и нерако"
вых клеточных линий выявил различия в актив"
ности ключевых ферментов BER.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Структура ДНК8зондов. ДНК"зонды содер"
жали FRET"пару красителей FAM/BHQ1 и пов"
режденный нуклеотид, обеспечивающий специ"

фичность к определенному ферменту или груп"
пе ферментов (табл. 1). При удалении повреж"
денного азотистого основания, входящего в сос"
тав ДНК"зонда, происходит либо образование
AP"сайта (в случае действия монофункциональ"
ных ДНК"гликозилаз, таких как UNG2,
SMUG1, MBD4, TDG и AAG), либо образова"
ние разрыва в цепи, содержащей повреждение
(в случае действия бифункциональных ДНК"
гликозилаз, таких как OGG1, NEIL1 и NTHL1).
Фермент APE1 также образует одноцепочечный
разрыв в цепи, содержащей F"сайт. После обра"
зования разрыва происходит плавление корот"
ких участков ДНК"продукта и пространствен"
ное отдаление FRET"красителей FAM и BHQ1
друг от друга, что приводит к значительному
росту флуоресцентного сигнала FAM.

Клеточные линии. Для анализа активности
ферментов репарации ДНК с помощью ДНК"
зондов использовали клетки человека различ"
ных линий: A549, HeLa, MCF7, WT"7, HEK293T
и HKC8 (табл. 2). Клетки линий HEK293T, A549,
WT"7, HeLa, HKC8 культивировали в среде
DMEM («Gibco», «ThermoFisher Scienific»,
США), клетки линии MCF7 культивировали в
среде RPMI"1640 («Gibco», «ThermoFisher
Scienific») с 10%"ной фетальной сывороткой те"
лят («Gibco», «Thermo FS»), 100 мкг/мл стрепто"
мицина и 100 ед./мл пенициллина в атмосфере
5%"ного CO2 при 37 °C.
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Целевой фермент

APE1

OGG1

UNG2, SMUG1, MBD4, TDG

NEIL1, NTHL1

AAG

Неспецифическое расщепление

Таблица 1. Последовательность ДНК"зондов, использованных в работе, содержащих специфическое повреждение для
различных ДНК"гликозилаз и AP"эндонуклеазы

Последовательность ДНК"зонда

5′"FAM" GCTCA(F)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT(G)CATGTCTCGAC"5′

5′"FAM"GCTCA(oxoG)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT (C) CATGTCTCGAC"5′

Тип I
5′"FAM"GCTCA(U)GTACAGAGCTG"3′
3′"CGAGT(G)CATGTCTCGAC"BHQ1"5′

Тип II
5′"FAM"GCTCA(U)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT(G)CATGTCTCGAC"5′

5′"FAM"GCTCA(DHU)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT (G) CATGTCTCGAC"5′

5′"FAM"GCTCA(εεA)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT (T)CATGTCTCGAC"5′

5′"FAM"GCTCA(С)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT(G)CATGTCTCGAC"5′

Поврежденный нуклеотид

F

oxoG

U

DHU

εεA

C

Примечание. FAM – остаток 6"карбоксифлуоресцеина, BHQ1 – тушитель флуоресценции «black hole quencher».



АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ ЭКСЦИЗИОННОЙ РЕПАРАЦИИ ОСНОВАНИЙ

Клетки механически снимали с поверхности
культурального флакона, осаждали центрифуги"
рованием (1000 об/мин, 2 мин), ресуспендиро"
вали в растворе PBS и также осаждали центри"
фугированием (1000 об/мин, 2 мин). Данную
процедуру повторяли два раза.

Подсчет клеток проводили, используя авто"
матический счетчик клеток Countess II
Automated Cell Counter («Thermo FS»). Для это"
го 10 мкл клеточной суспензии смешивали с
10 мкл трипанового синего, 10 мкл смеси поме"
щали в кассету для подсчета клеток (Bio"Rad,
США).

Подготовка клеточного экстракта. Для анали"
за активности ферментов репарации ДНК ис"
пользовали 1×106 клеток. Лизис клеток прово"
дили в CHAPS буфере (10 мМ Tris"HCl, pH 7,5,
1 мМ MgCl2, 1 мМ EDTA, 0,5%"ный CHAPS,
10%"ный глицерин, 0,1 мМ PMSF, 0,5 мМ β"
меркаптоэтанол). Общую концентрацию белка
измеряли по методу Бредфорда (концентрация
белков, как правило, составляла 1–2 мкг/мкл).
Клеточный экстракт хранили при –80 °C и раз"
мораживали непосредственно перед работой.

Определение активности ферментов в клеточ8
ном экстракте. Пробы готовили в 100 мкл буфер"
ного раствора (50 мМ Tris"HCl, pH 7,5, 50 мМ
KCl, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ДТТ, 7%"ный глицерин),
содержащего 70 мкл экстракта клеток. ДНК"
зонд, содержащий определенный тип повреж"
денного нуклеотида (табл. 1), добавляли к кле"
точному экстракту до конечной концентрации
1 мкМ. После быстрого перемешивания ДНК"
зонда и клеточного экстракта проводили реги"
страцию FRET"сигнала, используя прибор
FLUOstar Omega («BMG Labtech», Германия).
Длина волны возбуждения флуоресценции сос"
тавляла λex = 485 нм, регистрацию эмиссии про"
водили на длине волны λem = 520 нм. Макси"
мальное время реакции составляло 2000 с, тем"
пература 37 °С. Каждый эксперимент проводили
трижды. Амплитуду FRET"сигнала после инку"
бирования реакционной смеси в течение 2000 с
использовали для определения относительной
активности ферментов в разных клеточных ли"
ниях.

Кинетический анализ рекомбинантных фер8
ментов методом «остановленного потока». Кине"
тические кривые, характеризующие взаимодей"
ствие рекомбинантных ферментов с ДНК"зон"
дом, были получены на спектрометре останов"
ленного потока SX.18MV («Applied Photophysics
Ltd.», Великобритания) с регистрацией FRET"
сигнала, как описано ранее [44–47]. Длина вол"
ны возбуждения флуоресценции FAM составля"
ла λex = 494 нм, и регистрацию FRET"сигнала
проводили при λem > 515 нм с использованием

светофильтра OG"515 («Schott», Германия). Все
эксперименты проводили при 25 °С в буфере,
состоящем из 50 мМ Тris"HCl, рН 7,5, 50 мМ
KCl, 1,0 мМ ЭДТА, 1,0 мМ DTT, 5,0 мМ MgCl2 и
7%"ного глицерина.

Раствор, содержащий ДНК"гликозилазы
или смесь ДНК"гликозилазы и AP"эндонуклеа"
зы в буфере, быстро смешивали в реакционной
камере с раствором ДНК"зонда. Мертвое время
прибора – 1,4 мс. Концентрация ферментов и
ДНК"зонда составляла 1,0 мкМ во всех экспе"
риментах. Указанные концентрации реагентов
соответствуют концентрациям в реакционной
кювете после смешивания. Как правило, каж"
дую кинетическую кривую, представленную на
рисунках, воспроизводили несколько раз. Из"
мерение FRET"сигнала характеризует измене"
ние расстояния между красителем FAM и туши"
телем BHQ1 как в процессе конформационных
изменений ДНК"зонда при образовании ката"
литического комплекса фермент–ДНК, так и
при последующем расщеплении ДНК и диссо"
циации комплекса фермент–продукт.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для регистрации каталитической активнос"
ти ДНК"гликозилаз и АР"эндонуклеазы были
разработаны ДНК"субстраты, несущие повреж"
денный нуклеотид, обеспечивающий специ"
фичность к данному ферменту и FRET"пару
красителей на концах дуплекса. Для оценки
чувствительности использовали два типа ДНК"
субстратов (рис. 1): тип I ДНК"субстратов
(рис. 1, а) содержал красители FAM и BHQ1 на
5′"концах олигонуклеотидов, а тип II ДНК"
субстратов (рис. 1, б) содержал FAM на 5′"конце
и BHQ1 на 3′"конце олигонуклеотидов, форми"
рующих дуплекс.

Необходимо отметить, что анализ активнос"
ти монофункциональных ДНК"гликозилаз, об"
разующих в ДНК"дуплексе АР"сайт, представ"
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Название

A549

HeLa

MCF7

WT"7

HEK293T

HKC8

Таблица 2. Клеточные линии человека, использованные в
работе

Происхождение клеточной линии

карцинома легкого

карцинома шейки матки

карцинома молочной железы

карцинома почки

эмбриональные клетки почки

клетки почки
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ляет нетривиальную задачу по сравнению с би"
функциональными ДНК"гликозилазами и АР"
эндонуклеазой, которые формируют одноцепо"
чечный разрыв в модельном ДНК"субстрате.
Поэтому чувствительность обоих типов ДНК"
субстратов была проанализирована при исполь"
зовании монофункциональных ДНК"гликози"
лаз MBD4 и TDG (рис. 2). Взаимодействие
MBD4 и TDG с модельными дуплексами, содер"
жащими в качестве повреждения уридин, при"
водило к удалению урацила и образованию АР"
сайта (рис. 1, стадия 1), этот процесс сопровож"
дается медленным ростом FRET"сигнала
(рис. 2, a). Сравнение кинетических кривых с
ранее полученными данными для MBD4 пока"
зывает, что медленный рост FRET"сигнала в ин"
тервале времени 100–3000 с совпадает с медлен"
ным накоплением продуктов реакции и, по"ви"
димому, характеризует скорость"лимитирую"
щую стадию диссоциации комплекса фермента
с продуктом реакции, содержащим АР"сайт
[48].

Второй тип ДНК"субстрата (рис. 1, б), содер"
жащий красители на одном конце ДНК"дуплек"
са, обладал большей амплитудой изменения
FRET"сигнала и, соответственно чувствитель"
ностью, при взаимодействии с MBD4 и TDG.
Поэтому в последующих экспериментах с учас"
тием АР"эндонуклеазы APE1 использовали этот
модельный субстрат. Взаимодействие MBD4 и
TDG с данным субстратом в присутствии APE1
приводило к значительному ускорению и при"
мерно двукратному увеличению амплитуды фа"
зы роста FRET"сигнала (рис. 2, б), что свиде"
тельствует об образовании одноцепочечного
разрыва по АР"сайту, катализируемого АР"эндо"
нуклеазой. Кроме того, ранее было показано,
что АР"эндонуклеаза APE1 стимулирует актив"
ность ДНК"гликозилаз в условиях множествен"
ного оборота фермента [38–43]. Таким образом,
присутствие АР"эндонуклеазы в реакционной
смеси позволяет увеличить амплитуду измене"
ний FRET"сигнала при взаимодействии с моно"
функциональными ДНК"гликозилазами и по"
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Рис. 1. Принципиальная схема анализа процессов взаимодействия монофункциональных ДНК"гликозилаз с модельны"
ми FRET"субстратами: (а) тип I, (б) тип II. Стадия 1 – удаление поврежденного основания X и образование АР"сайта.
Стадия 2 – расщепление АР"сайта АР"эндонуклеазой APE1, которое ведет к пространственному отдалению флуорофора
FAM и тушителя BHQ1 и значительному росту FRET"сигнала.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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высить чувствительность модельного суб"страта
к данным ферментам. На основании получен"
ных данных далее в работе с клеточными
экстрактами использовали ДНК"субстраты ти"
па II.

Полученные данные показывают, что в слу"
чае ДНК"зонда типа I чувствительность к рас"
щеплению ДНК невысока, но все же достаточ"
на для обнаружения этого процесса in vitro. Од"
нако даже такая низкая чувствительность поз"
воляет регистрировать процесс образования
AP"сайта, который сопровождается увеличени"
ем гибкости дуплекса ДНК после удаления ура"
цила монофункциональными ДНК"гликозила"
зами и уменьшением расстояния между краси"
телями. ДНК"зонд типа II обладает более высо"
кой чувствительностью к расщеплению ДНК
из"за более короткого расстояния между флуо"
рофором и тушителем. Кроме того, в случае од"
новременного действия ДНК"гликозилазы и
AP"эндонуклеазы, который реализуется в кле"
точном экстракте, амплитуда изменения
FRET"сигнала дополнительно увеличивается
~ в 2 раза (рис. 2, б). Поэтому для оценки фер"
ментативной активности в клеточных экстрак"
тах, в которых присутствуют оба фермента, бы"
ли выбраны более чувствительные ДНК"
субстраты типа II.

Для определения активности определенных
ферментов репарации были использованы
ДНК"субстраты типа II, содержащие опреде"
ленный поврежденный нуклеотид (табл. 1). В
качестве поврежденных нуклеотидов были выб"
раны модификации, возникающие при окисли"
тельном стрессе (8"оксогуанозин и 5,6"дигид"
роуридин), дезаминировании (уридин), алки"
лировании (1, N6"этеноаденозин) и апуриниза"
ции/апиримидинизации (АР"сайт). Набор
ДНК"зондов, содержащих эти повреждения,
позволил охарактеризовать активность всех
ключевых ферментов репарации человека. Для
определения активности 8"оксогуанин"ДНК"
гликозилазы OGG1 использовали ДНК"зонд,
содержащий остаток 8"оксогуанозина (oxoG"
зонд). Для исследования ДНК"гликозилаз
UNG2, SMUG1, MBD4 и TDG, специфически
узнающих урацил в ДНК, в составе ДНК"зон"
дов присутствовал уридин (U"зонд), для ДНК"
гликозилаз NEIL1 и NTHL1 ДНК"зонд содер"
жал остаток 5,6"дигидроуридина (DHU"зонд), а
для алкиладенин"ДНК"гликозилазы AAG в
составе ДНК"дуплексов был остаток 1, N6"эте"
ноаденозина (εA"зонд). ДНК"зонд, содержа"
щий в составе аналог AP"сайта – остаток
(2R,3S)"2"(гидроксиметил)"3"гидрокситетра"
гидрофурана (F"зонд), являлся субстратом для
AP"эндонуклеазы APE1. Поскольку в общих

клеточных экстрактах содержатся экзо" и эндо"
нуклеазы, которые могут неспецифически гид"
ролизовать ДНК"зонд, для контроля такого
расщепления использовали ДНК"дуплекс, не
содержащий поврежденных нуклеотидов в сво"
ей структуре (С"зонд) (табл. 1).

Для анализа активности ферментов репара"
ции ДНК с помощью ДНК"зондов были выбра"
ны клетки опухолевых линий человека различ"
ного гистологического происхождения (табл.
2). Все подготовленные образцы содержали
клеточный экстракт и ДНК"зонд с определен"
ным поврежденным нуклеотидом. На рис. 3
приведены кинетические кривые изменения
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Рис. 2. Кинетические кривые изменения FRET"сигнала
при взаимодействии MBD4 и TDG с модельными ДНК"
субстратами типа I и типа II, содержащими в качестве пов"
реждения уридин. а – Сравнение чувствительности ДНК"
субстратов типа I и типа II при взаимодействии с MBD4 и
TDG; б – влияние АР"эндонуклеазы APE1 на взаимодей"
ствие MBD4 и TDG с U"субстратом типа II.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в
электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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FRET"сигнала, соответствующие расщеплению
ДНК"зондов в клеточном экстракте каждой ли"
нии. Для всех линий клеток расщепление ДНК"
зондов, содержащих F"сайт, уридин и 5,6"ди"

гидроуридин, проходило до 2000 с и сопровож"
далось значительным ростом амплитуды FRET"
сигнала, характеризующим активность соответ"
ствующих ферментов (табл. 1). Необходимо от"
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Рис. 3. Изменения FRET"сигнала, характеризующие активность ферментов в клеточных экстрактах линий A549 (а),
MCF7 (б), HeLa (в), WT"7 (г), HEK293T (д), HKC8 (е). Буквенное обозначение ДНК"зондов соответствует табл. 1.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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метить, что расщепление неповрежденного
дуплекса (С"зонд) сопровождалось небольшим
ростом FRET"сигнала, что свидетельствует о
значительно более медленном неспецифичес"
ком расщеплении ДНК. Для защиты от экзо"
нуклеазного расщепления используют различ"
ные подходы: шпилечные структуры, модифи"
цированные концевые нуклеотиды или фос"
фатные группы. Однако полученные данные
свидетельствуют о том, что использование не"
большого количества клеток позволяет пренеб"
речь вкладом неспецифического расщепления
ДНК"зондов за время проведения анализа. Та"
ким образом, предлагаемый метод определения
активности позволил сопоставить специфичес"
кое и неспецифическое расщепление и заклю"
чить, что в случае F", U" и DHU"зондов можно
пренебречь деградацией ДНК"зонда клеточны"
ми нуклеазами и, соответственно, использовать
стандартные олигонуклеотиды без введения до"
полнительных защитных конструкций в струк"
туру ДНК"зонда.

При этом для всех клеточных линий при ис"
пользовании oxoG" и εА"зондов, расщепляемых
ферментами OGG1 и AAG, соответственно,
после незначительного роста FRET"сигнала на
начальном участке кинетических кривых проис"
ходило его уменьшение в диапазоне времени до
2000 с. Такое изменение FRET"сигнала не соот"
ветствует модели прямого расщепления ДНК"
зонда ни за счет специфического расщепления
ферментами OGG1 и AAG, ни за счет неспеци"
фической деградации, так как в обоих случаях
такое расщепление должно сопровождаться
ростом FRET"сигнала (рис. 1, б). Полученные
данные могут свидетельствовать как о более

сложных взаимодействиях данных зондов с фер"
ментами, находящимися в клеточном экстракте,
так и о том, что концентрация OGG1 и AAG в
клеточном экстракте слишком мала для измере"
ния активности этих ферментов в клеточном
экстракте, полученном из 106 клеток. Таким об"
разом, можно предположить, что в полученных
клеточных экстрактах концентрация OGG1,
единственной ДНК"гликозилазы, которая отве"
чает за удаление 8"оксогуанина, и AAG, един"
ственной ДНК"гликозилазы, которая отвечает
за удаление метилированных нуклеотидов, зна"
чительно ниже, чем концентрация урацил"
ДНК"гликозилаз UNG2, SMUG1, MBD4 и
TDG, а также ДНК"гликозилаз NEIL1 и
NTHL1, отвечающих за удаление поврежденных
пиримидиновых нуклеотидов.

Для сравнения относительной активности
ферментов в клеточных экстрактах разных ли"
ний использовали амплитуду изменения FRET"
сигнала через 2000 с после начала регистрации.
Как видно на рис. 4, а, неспецифическое рас"
щепление С"зонда происходит с близкой эф"
фективностью во всех линиях клеток. Более зна"
чительный рост FRET"сигнала наблюдался для
F", U" и DHU"зондов. Сравнение амплитуд
FRET"сигнала в случае F"зонда выявило не"
большие различия между клеточными линиями,
не превышающими коэффициент 1,5 (между
клеточными линиями HKC8 и HEK293T). Сле"
довательно, этот результат показывает, что уро"
вень активности AP"эндонуклеазы незначи"
тельно варьирует среди использованных клеточ"
ных линий.

В случае анализа активности NEIL1 и
NTHL1 с использованием DHU"зонда разли"
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Рис. 4. Относительная активность ферментов репарации в экстрактах клеточных линий A549, MCF7, HeLa, WT"7,
HEK293T и HKC8. а – Амплитуда изменения FRET"сигнала; б – начальная скорость роста FRET"сигнала на кинетичес"
ких кривых.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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чия в амплитудах FRET"сигнала были более
значительными и достигли коэффициента 2
при сравнении клеток HKC8 и A549. Анализ
суммарной урацил"ДНК"гликозилазной актив"
ности, характеризующей концентрацию фер"
ментов UNG2, SMUG1, MBD4 и TDG, выявил
пятикратное увеличение амплитуд FRET"сиг"
нала во всех линиях раковых клеток по сравне"
нию с клетками почки человека HKC8. Напро"
тив, уровень урацил"ДНК"гликозилазной ак"
тивности в эмбриональных клетках почки
HEK293T был выше, чем в клеточной линии
HKC8, только в 3,8 раза. Интересно отметить,
что, в целом, уровень репарационной активнос"
ти для всех ДНК"зондов оказался ниже в клет"
ках линии HKC8.

Для сравнения активности ферментов в раз"
личных экстрактах также использовали началь"
ную скорость расщепления ДНК"зондов, кото"
рую оценивали как наклон начального участка
кинетических кривых (рис. 4, б). Анализ началь"
ного участка кинетических кривых может быть
выполнен в условиях стационарного протека"
ния процесса расщепления ДНК"зонда. Однако
в случае анализа экстракта клеточной линии
HKC8 при взаимодействии с ДНК"субстратами,
содержащими урацил, изменения FRET"сигна"
ла имели двухфазный характер (рис. 3, е), что не
позволило определить начальную скорость рас"
щепления U"зонда. Такое отклонение от стацио"
нарного протекания процесса может быть обус"
ловлено сложными белок"белковыми взаимо"
действиями ферментов, участвующих на на"
чальных этапах пути BER, взаимным влиянием
этих ферментов на активность друг друга, а так"
же присутствием в клеточном экстракте нес"
кольких ферментов с одинаковой субстратной
специфичностью. Сравнение начальных ско"
ростей расщепления ДНК"зондов во всех ос"
тальных случаях показало, что скорость расщеп"
ления F"сайта отличается между клеточными
линиями не более чем в три раза для клеток A549
и HeLa соответственно. В случае DHU"зонда
четырехкратная разница была отмечена между
клетками WT"7 и HeLa. Следует отметить, что
активность ферментов, катализирующих рас"
щепление F"сайта и DHU в клетках почки чело"
века HKC8, имела среднее значение, по сравне"
нию с опухолевыми линиями. Из"за нестацио"
нарной кинетики в случае клеточного экстракта
HKC8 с ДНК"зондом, содержащим урацил, наб"
людаемая константа скорости расщепления U"
зонда не была рассчитана. Тем не менее, разли"
чие в активности урацил"ДНК"гликозилаз сре"
ди других клеточных линий не превышало ко"
эффициент 2.

В данной работе был апробирован флуорес"
центный метод определения активности ключе"
вых ферментов репарации человека в экстрактах
клеточных линий HKC8, WT"7, A549, MCF7,
HEK293T и HeLa. Для этого создан ряд флуо"
ресцентных ДНК"зондов, содержащих различ"
ные типы поврежденных нуклеотидов ДНК, в
том числе повреждения ДНК, возникающие при
химио" и лучевой терапии онкологических забо"
леваний. Использование ДНК"зондов позволи"
ло оценить относительную активность ряда
ДНК"гликозилаз и АР"эндонуклеазы человека в
здоровых клетках и клетках опухолевых линий.
Показано, что неспецифическая деградация
ДНК"зондов в общем клеточном экстракте про"
исходит значительно медленнее, чем специфи"
ческое расщепление ДНК, содержащей повреж"
денный нуклеотид. При этом уровень активнос"
ти ферментов репарации, процессирующих F",
DHU" и U"зонды, был выше в раковых линиях
по сравнению с нормальными клетками почки
человека HKC8.

Полученные результаты могут стать основой
для создания статистической библиотеки дан"
ных об относительной активности ферментов
репарации ДНК в индивидуальных линиях ра"
ковых клеток, а также клеток опухолевых тка"
ней человека. В перспективе такая молекуляр"
ная характеристика клеток может помочь выяс"
нить механизмы, лежащие в основе онкогенеза
и развития опухолевых заболеваний, а также
проводить коррекцию методов терапии с целью
повышения ее эффективности.
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DNA glycosylases remove modified, damaged, or mismatched bases from DNA by hydrolyzing the N"glycosidic
bonds and generating an apurinic/apyrimidinic site (AP"site) in DNA. In most cases, the incision reaction of the AP"
site is catalyzed by special enzymes called AP"endonucleases. The decrease in the functional activity of individual
BER enzymes has been associated with an increased risk of cardiovascular, neurodegenerative, and oncological dis"
eases. Here, we report the fluorescence"based assay for measuring the activity of key human DNA glycosylases and
AP endonuclease. The efficacy of fluorescent DNA probes was tested by means of purified enzymes. Promising con"
structs were chosen to determine the activity of enzymes in the extracts of cell lines A549, MCF7, HeLa, WT"7,
HEK293T, and HKC8. It was shown that the level of activity of repair enzymes was higher in cancer cell lines com"
pared to a normal human kidney cell line.

Keywords: enzymatic activity, fluorescence, DNA probe, DNA glycosylase, AP endonuclease


