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N-гликозилазы человека SMUG1 и MBD4 катализируют удаление из ДНК остатков урацила, обра-
зующихся в результате дезаминирования цитозина или ошибок репликации. Для однонуклеотидных
полиморфных вариантов (SNP) SMUG1 (G90C, P240H, N244S, N248Y) и каталитического домена
MBD4cat (S470L, G507S, R512W, H557D) методом молекулярной динамики получены структуры
фермент-субстратных комплексов. Экспериментально установлено, что SNP-варианты SMUG1
N244S и N248Y обладают повышенной каталитической активностью по сравнению с ферментом
дикого типа, по-видимому, за счет ускорения диссоциации комплекса фермента с продуктом и уве-
личения числа оборотов фермента. У остальных вариантов SMUG1 (G90C, P240H) и всех вариантов
MBD4cat, в которых замены аминокислот нарушали область связывания с субстратом и/или актив-
ный центр, каталитическая активность была значительно ниже, чем у ферментов дикого типа.

Ключевые слова: репарация ДНК, урацил-ДНК-гликозилаза человека, MBD4, SMUG1, однонук-
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ВВЕДЕНИЕ
Появление урацила в ДНК – одно из наиболее

распространенных повреждений этой молекулы.
Урацил образуется либо при дезаминировании ци-
тозина (как спонтанном [1–3], так и ферментатив-
ном [4, 5]), либо при ошибочной вставке остатка
уридина во время репликации [6]. Несмотря на то,
что частота гидролитического дезаминирования
цитозина на два порядка меньше, чем, например,
частота апуринизации (70–200 против 104 случаев
в одной клетке в сутки [3]), такие повреждения от-
носятся к сильно мутагенным из-за того, что ре-
пликативные ДНК-полимеразы не способны от-
личать урацил и тимин в ДНК. Таким образом, в
ходе дальнейшей репликации U/G-пара считы-
вается как A/T, что в результате приводит к заме-
не исходной пары C/G на T/A. Однако во всех
живых организмах существует эффективный ме-
ханизм поиска и удаления урацила из ДНК [7].

Урацил в ДНК человека узнается и удаляется
несколькими ДНК-гликозилазами: урацил-ДНК-
гликозилазой (UNG2), тимин-ДНК-гликозилазой
(TDG), специфичной к одноцепочечной ДНК мо-

нофункциональной урацил-ДНК-гликозилазой
(SMUG1) и метил-CpG-связывающим фермен-
том 4 (MBD4) [8, 9]. Первые три фермента относят-
ся к первому, второму и третьему подсемействам
структурного суперсемейства урацил-ДНК-глико-
зилаз (семейство UDG), а белок MBD4 – к семей-
ству “спираль-шпилька-спираль” (семейство HhH)
[8, 10]. Необходимо отметить, что четыре ДНК-гли-
козилазы человека, обладающие способностью
удалять урацил, имеют специализированную суб-
стратную специфичность, связанную с биологиче-
ской функцией этих ферментов: UNG2 и SMUG1 в
основном удаляют урацил из одно- и двухцепочеч-
ной ДНК, а TDG и MBD4 – производные урацила,
возникающие в процессах эпигенетической моди-
фикации ДНК [8].

В исследованиях субстратной специфичности
SMUG1 [11, 12] обнаружено, что фермент в 700 раз
эффективнее работает на двухцепочечных, чем од-
ноцепочечных урацилсодержащих ДНК-суб-
стратах, причем преимущественно удаляет ура-
цил из U/G-пар. Кроме того, предполагается,
что SMUG1 – основной фермент, удаляющий
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5-гидроксиметилурацил (5hmU) из ДНК [11–13].
Считается, что 5hmU образуется в качестве ин-
термедиата в многостадийном процессе активно-
го деметилирования, где 5-метилцитозин (5mC)
гидроксилируется диоксигеназами TET с образо-
ванием 5-гидроксиметилцитозина (5hmC), а по-
следующее дезаминирование 5hmC под действием
фермента AID/APOBEC приводит к образованию
5hmU.

В настоящее время трехмерная структура
SMUG1 человека (hSMUG1) неизвестна, поэто-
му, используя в качестве матрицы структуры
GmeSMUG1 из Geobacter metallireducens (PDB
Acc. No 5H98 и 5H9I) [14] и xSMUG1 из Xenopus
laevis (PDB Acc. No 1OE4 и 1OE5) [11], Кузнецо-
ва и др. [15] методом гомологичного моделиро-
вания получили структуру hSMUG1. При сравне-
нии полученной модельной структуры с данными
мутационного анализа [16–18] были идентифици-
рованы аминокислотные остатки, участвующие в
связывании ДНК, узнавании поврежденного нук-
леотида и катализе [15]. Установлено, что амино-
кислотные остатки Asn85 и His239 катализируют
гидролиз N-гликозидной связи. Расположенное в
активном центре фермента азотистое основание
образует π-π-стэкинг с Phe98, а также специфиче-
скую водородную связь с Asn163. Несколько ами-
нокислотных остатков, Gly87–Met91, отвечают за
узнавание заместителя в C5-положении пирими-
динового основания. В hSMUG1 последователь-
ность His239–Lys249, называемая интеркалирую-
щей петлей, служит “клином”, проникающим в
двойную спираль ДНК в области поврежденного
нуклеотида [16]; при этом остаток Arg243 встраива-
ется в дуплекс на место поврежденного нуклеотида.

Основной субстрат MBD4 ‒ ДНК, содержа-
щая неканонические пары T/G и U/G [19, 20].
Также показано, что MBD4 эффективно удаляет
5hmU в двухцепочечных CpG-динуклеотидах
in vitro [21, 22]. Кроме того, ферменты AID/APOBEC
могут напрямую дезаминировать 5mC, превра-
щая его в тимин и тем самым формируя мисматч
T/G ‒ субстрат MBD4 [23].

ДНК-гликозилаза человека MBD4 содержит
два домена: 5mC-связывающий и ДНК-гликози-
лазный (MBD4cat). В настоящее время известна
кристаллическая структура обоих доменов [21, 24, 25].
Установлено, что каталитический домен, MBD4cat,
состоит из 138 а.о., образующих 9 α-спиралей.
Структура MBD4cat довольно консервативна и от-
носится к семейству “спираль-шпилька-спи-
раль” (HhH). Опубликованы [21, 25] структуры
каталитического домена с 12-звенными ДНК-
дуплексами, содержащими пары 5hmU/G, T/G и
AP/G. Все комплексы и свободный белок имеют
сходную кристаллическую упаковку, из чего можно
сделать вывод, что при связывании ДНК домен
MBD4cat не претерпевает серьезных конформаци-

онных изменений. Показано, что все дуплексы
ДНК в комплексе с ферментом изогнуты в обла-
сти поврежденного нуклеотида на ~38°. При ана-
лизе структурных данных показано, что MBD4cat

связывается с ДНК тремя участками: петлями
Leu466–Gly471 и Lue503–Leu511 и Gly-богатой
шпилькой из HhH-мотива (Leu534–Gly541), взаи-
модействуя преимущественно с цепью ДНК, содер-
жащей удаляемое основание. Петля Leu466–Gly471
проникает в ДНК через малую бороздку и остаток
Arg468 заполняет пространство в дуплексе, осво-
божденное после выворачивания поврежденного
нуклеотида. Гуанидиновая группа этого амино-
кислотного остатка взаимодействует с 5′-фосфатной
группой нуклеотида, расположенного с 5′-стороны
от вырезаемого основания, и с 3′-фосфатной
группой поврежденного нуклеотида. Вывернутое
основание удерживается в кармане, образован-
ном остатками Leu466, Leu447 и Lys562 [26]. Дан-
ные о функциональной роли аминокислотных
остатков активных центров SMUG1 и MBD4cat

были использованы при анализе базы данных
NCBI dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/)
однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) в соот-
ветствующих белках. Действительно, SNP-ассоци-
ированные аминокислотные замены в ферментах
репарации широко распространены в человеческой
популяции [27, 28], более того роль SNP в белок-
кодирующей области генов ферментов системы
эксцизионной репарации оснований ДНК в вос-
приимчивости к болезням активно обсуждается
в настоящее время в ряде публикаций [29–43].
Однако в настоящее время остается неизвестным,
как аминокислотные замены, вызванные SNP,
могут влиять на эффективность удаления повре-
ждений из ДНК ферментами SMUG1 и MBD4cat.

В связи с этим целью работы было определе-
ние влияния некоторых SNP-ассоциированных
аминокислотных замен в первичных структурах
MBD4cat и SMUG1 на ферментативную актив-
ность этих белков. Для каждой ДНК-гликозилазы
были выбраны четыре варианта мутантных форм,
содержащих замены в области ДНК-связывающе-
го и каталитического центров. Исследуя накопле-
ние продуктов реакции с помощью электрофореза
в ПААГ, оценивали эффективность удаления ура-
цила из модельных ДНК-субстратов ферментами
дикого типа и их мутантными формами. Учиты-
вая, что стадии связывания ДНК-субстрата, узна-
вания урацила и образования каталитического
комплекса происходят в миллисекундном и се-
кундном диапазонах времени, для регистрации
этих процессов использовали метод “останов-
ленного потока”. Конформационные изменения
ферментов в комплексах с ДНК-субстратами реги-
стрировали по изменению интенсивности флуо-
ресценции остатков Trp. Анализ кинетических
данных позволил выявить стадии ферментатив-
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ного процесса MBD4cat и SMUG1, которые наи-
более подвержены влиянию SNP-ассоциирован-
ных аминокислотных замен.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выбор потенциально важных SNP. Используя
базу данных dbSNP NCBI (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/SNP/), мы отобрали полиморфные ва-
рианты в экзонах генов, кодирующих MBD4cat и
SMUG1 человека. Последующий анализ потен-
циальной важности SNP был основан на принци-
пе изменения химической природы боковой
группы аминокислоты, кодируемой соответству-

ющим триплетом нуклеотидов, и пространствен-
ным расположением аминокислотного остатка
вблизи ДНК-связывающего сайта и/или актив-
ного центра фермента (рис. 1). Для каждого
фермента выбрали по четыре SNP (табл. 1) для
изучения их влияния на активность ДНК-глико-
зилаз. Потенциальная важность выбранных вари-
антов была проверена по базе данных BioMuta,
содержащей данные по ассоциированным с он-
кологическими заболеваниями однонуклеотидным
вариациям в геноме (https://hive.biochemistry.
gwu.edu/biomuta/proteinview/Q53HV7 для hSMUG1
и https://hive.biochemistry.gwu.edu/biomuta/
proteinview/O95243 для MBD4).

Рис. 1. Пространственное расположение аминокислотных остатков в структуре SMUG1 (а) и MBD4cat (б), подверга-
ющихся заменам в случае отобранных SNP (см. табл. 1).
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Моделирование структуры фермент-субстрат-
ного комплекса, содержащего полиморфные вари-
анты белков. Для определения влияния амино-
кислотных замен, вызванных SNP, на структуру
фермента в составе фермент-субстратного ком-
плекса была использована программа UCSF
Chimera (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/). В
структуре фермента дикого типа заменяли соот-
ветствующие аминокислотные остатки следую-
щим образом: боковую цепь изучаемого остатка
удаляли из исходного файла PDB и реконструиро-
вали новую боковую цепь, используя библиотеку
ротамеров [44]. Затем модели фермент-субстрат-
ных комплексов с замененными аминокислотными
остатками оптимизировали методом молекуляр-
ной динамики с использованием модифицирован-
ного силового поля AMBER ff99 [45–47] и
программы BioPASED [47]. Для этого белки урав-
новешивали при 50 K с использованием неявной
гауссовой модели воды [48] и затем в течение 100 пс
температуру увеличивали до 300 К. После этого в
течение 6.5 нс проводили оптимизацию структуры
фермент-субстратного комплекса при постоян-
ной температуре 300 K. Общая потенциальная
энергия и общее среднеквадратичное отклонение
(RMSD) были стабильными во время моделиро-
вания.

ДНК-субстраты. Олигодезоксирибонуклео-
тиды были синтезированы на автоматическом
ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800 (“Биоссет”,
Россия) с использованием коммерческих амидо-
фосфитов 2′-дезоксирибонуклеозидов и CPG-
носителей (“GlenResearch”, США) (табл. 2). Син-
тезированные олигонуклеотиды очищали ВЭЖХ

на ионообменной колонке PRP-X500 (12–30 мкм)
размером 3.9 × 300 мм (“Hamilton”, США) и затем
обращеннофазовой хроматографией на колонке
Bondapak C18 (15–20 мкм) размером 3.9 × 300 мм
(“Waters”, Ирландия).

Для расчета концентрации олигонуклеотидов
в исходном растворе использовали коэффициент
молярного поглощения олигонуклеотидов или их
конъюгатов при длине волны 260 нм.

Ферменты дикого типа и их мутантные формы.
Мутации в кодирующей последовательности ге-
нов MBD4cat и SMUG1 были созданы с использо-
ванием набора для сайт-направленного мутагене-
за QuikChange XL (“Stratagene”, США). Каталити-
ческий домен ДНК-гликозилазы человека MBD4cat

(аминокислотные остатки 426–580), полноразмер-
ная гликозилаза человека SMUG1 и их полиморф-
ные варианты были выделены из клеток Escherichia
coli Rosetta 2, трансформированных плазмидой
pET29b-MBD4cat или pET28c-hSMUG1 соответ-

Таблица 1. Замены аминокислотных остатков, вызванные SNP, их положение и функциональная роль в струк-
туре фермента и встречаемость при онкологических заболеваниях

Фермент Замена Положение в структуре фермента и функциональная роль
Онкологическое 

заболевание
(по базе BioMuta)

SMUG1

G90C Входит в состав участка Gly87–Met91, отвечающего за узнавание 
заместителя в C5-положении пиримидинового основания Рак легкого

P240H Входят в состав интеркалирующей петли His239–Lys249, высту-
пающей в роли “клина” и встраивающейся в двойную спираль 
ДНК в области поврежденного нуклеотида

Меланома

N244S Рак легкого

N248Y Рак печени

MBD4cat

S470L Входит в состав петли Leu466–Gly471, участвующей в связыва-
нии ДНК Рак молочной железы

G507S Входит в состав петли Leu503–Leu511, участвующей в связыва-
нии ДНК Колоректальный рак

R512W Примыкает к петле Leu503–Leu511, участвующей в связывании 
ДНК Колоректальный рак

H557D Расположен на поверхности и приводит к смене заряда этого 
участка белка Рак молочной железы

Таблица 2. Модельные ДНК-субстраты, использован-
ные в работе

a Сокращения: FAM – 6-карбоксифлуоресцеин, BHQ1 – ту-
шитель флуоресценции.

Субстрат Последовательностьa

U 5′-GCTCAUGTACAGAGCTG-3′
3′-CGAGTGCATGTCTCGAC-5′

FRET-U 5′-FAM-GCTCAUGTACAGAGCTG-3′
3′-CGAGTGCATGTCTCGAC-BHQ1-5′
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ственно, по методикам, описанным ранее [15, 17,
21, 49, 50].

Электрофорез в ПААГ. Все эксперименты по
исследованию ферментативной реакции проводи-
ли в буферном растворе (RB), содержащем 50 мМ
Трис-HCl, pH 7.5, 50 мМ KCl, 1 мМ EDТА,
1 мМ дитиотреит и 7% глицерина, при 25°C.
Продукты анализировали электрофорезом в
20%-ном ПААГ, содержащем 7 М мочевину, с ис-
пользованием FRET-U-субстрата. Зависимость
степени превращения субстрата от времени опре-
деляли следующим образом. К 20 мкл RB, содер-
жащего 10 мкМ FRET-U-субстрат, добавляли
20 мкл 2.0 мкМ фермента в том же буфере. Реак-
ционную смесь быстро перемешивали и через
определенные промежутки времени отбирали
аликвоты объемом 2 мкл, которые переносили в
предварительно подготовленные пробирки, со-
держащие 2 мкл раствора 7 М мочевины, 25 мМ
EDTA и 0.1% ксиленцианола. Затем добавляли
1 мл 2%-ного раствора LiClO4 в ацетоне, выдер-
живали 30 мин при ‒20°С и центрифугировали
10  мин (14000 × g). Осадок промывали ацетоном,
высушивали, растворяли в 10 мкл буферного рас-
твора, содержащего 1.0 мкМ АР-эндонуклеазу
Nfo и инкубировали при 25°C в течение 1 мин для
гидролиза фосфодиэфирных связей в АР-сайтах.
Реакцию останавливали добавлением раствора
7 М мочевины, 25 мкМ EDTA и 0.1% ксиленциа-
нола. Полученные образцы наносили на ПААГ и
проводили электрофорез при 50 В/см. Количество
образующегося продукта определяли путем скани-
рования геля на приборе E-Box (“VILBER”, Фран-
ция) и обработки данных в программном пакете
Gel-Pro Analyzer 4.0 (“Media Cybernetics”, США).

Ферментативную активность полиморфных
вариантов определяли относительно активности
фермента дикого типа, которую принимали рав-
ной 1.

Анализ предстационарной кинетики. Анализ ки-
нетики взаимодействия ферментов с модельны-
ми ДНК-субстратами (табл. 2) проводили в RB
при 25°С. Флуоресцентный сигнал регистрирова-
ли на спектрометре “остановленного потока”
SX20 (“Applied Photophysics”, Великобритания).
В работе использовали несколько типов флуорес-
центной регистрации процесса фермент-суб-
стратного взаимодействия. Конформационные
изменения фермента в процессе взаимодействия
с U-субстратом регистрировали по изменению
собственной флуоресценции белка, обусловлен-
ной остатками Trp. Ферменты MBD4cat и SMUG1
содержат соответственно 8 и 4 остатка Trp. Воз-
буждение интенсивности флуоресценции остат-
ков Trp проводили при длине волны 290 нм, реги-
страцию флуоресценции – при более 320 нм
(фильтр WG-320; “Schott”, Германия). Мертвое
время прибора составляло 1.0 мс. Каждую кине-

тическую кривую усредняли, как минимум, по
четырем повторам.

Наблюдаемую константу скорости рассчиты-
вали путем обработки кинетических кривых по
уравнению (1):

(1)
где f(t) – наблюдаемая интенсивность флуорес-
ценции в момент времени t, f0 – фоновый уровень
сигнала, f1 и f2 – коэффициенты, k1 и k2 ‒ кажу-
щиеся константы скорости.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние замен аминокислотных остатков на 

структуру фермент-субстратных комплексов
Модели мутантных форм построены на основе

структур комплексов SMUG1 [15] и MBD4cat [25]
дикого типа с ДНК. Время симуляции составляло
6.5 нс. Как видно на рис. 2, анализируемые мута-
ции не вносили значительных изменений в об-
щую структуру фермент-субстратного комплек-
са, тем не менее некоторые замены могут приво-
дить к локальным изменениям. Так, в случае
полиморфных вариантов фермента SMUG1 мож-
но отметить, что замена G90C (рис. 2а) приводит
к увеличению объема бокового радикала, что со-
провождается локальным “раздвиганием” окру-
жения, но не вызывает значительных перестроек
в укладке этой области белка. При замене P240H
(рис. 2б) имидазольное кольцо гистидина может
образовать стэкинг с индольным кольцом Trp251
и водородную связь с Arg140, что приводит к ста-
билизации этой области, не вызывая в ней значи-
тельных конформационных изменений. При заме-
нах N244S и N248Y (рис. 2в и г) остатки аспарагина,
расположенные в ДНК-связывающем канале фер-
мента, теряют сеть контактов, образованныx между
карбоксамидной группой Asn с ДНК, что может
сопровождаться дестабилизацией фермент-суб-
стратного комплекса.

Замена S470L в MBD4cat (рис. 2д) приводит к
тому, что в области контакта с сахарофосфатным
остовом ДНК появляется гидрофобный амино-
кислотный остаток лейцина. Можно предполо-
жить, что нахождение гидрофобного остатка в за-
ряженном окружении энергетически невыгодно
и может ослаблять связывание фермента с суб-
стратом. Замена G507S MBD4cat (рис. 2е) не вно-
сит серьезных изменений в общую конформацию
фермента, но имеет сильное локальное влияние.
Так, из-за появления в ДНК-связывающей обла-
сти гидроксиметильной группы серина могут воз-
никнуть дополнительные водородные связи с
ДНК, что усилит связывание фермента c ДНК и,
следовательно, снизит скорость оборота фермен-
та из-за уменьшения константы диссоциации с
продуктом реакции. Замена R512W в MBD4cat

− −= + ⋅ +1 2
0 1 2f( )  f  f  e  f ,ek t k tt
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(рис. 2ж) приводит, с одной стороны, к потере
водородных связей с ДНК, образованных боко-
вой цепью аргинина, а с другой стороны, к встра-
иванию индольного остатка триптофана в гидро-

фобную область белка. В этом случае происходит
смещение петли, сформированной остатками
Ala488–Ser520, наружу белковой глобулы. Также
можно предположить, что эта замена ослабляет

Рис. 2. Сравнение структур фермент-субстратных комплексов для ферментов дикого типа (голубой) и их полиморф-
ных вариантов (красный). В структурах показано внеспиральное положение уридина и аминокислотные остатки, под-
вергающиеся заменам для отобранных SNP, а именно: SMUG1 G90C (а), P240H (б), N244S (в) и N248Y (г);
MBD4cat S470L (д), G507S (е), R512W (ж) и H557D (з).
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связь фермента и ДНК за счет уменьшения по-
верхностного положительного заряда в ДНК-свя-
зывающем канале. Замена положительно зара-
женного His557 (рис. 2з), взаимодействующего с
сахарофосфатным остовом ДНК, на отрицательно
заряженный аспартат приведет к “отталкиванию”
петли Val550‒Asp560 от ДНК, ее деформации и,
скорее всего, дестабилизации фермент-субстрат-
ного комплекса.

Эффективность удаления урацила полиморфными 
вариантами SMUG1 и MBD4cat

Методом электрофореза в ПААГ показано, что
эффективность удаления урацила ферментами ди-
кого типа и их полиморфными вариантами значи-
тельно отличается (рис. 3).

Действительно, на основании анализа кинети-
ческих кривых накопления продуктов реакции
при взаимодействии SMUG1 и его вариантов с
FRET-U-субстратом (рис. 4а) и сравнения отно-
сительной активности (рис. 4в) показано, что за-
мены N244S и N248Y приводят к повышению
скорости оборота фермента. Ранее сообщалось
[15], что для фермента дикого типа скорость лими-
тирующая стадия ферментативного процесса ‒
диссоциация комплекса фермента с продуктом,
поэтому нарушение прямых взаимодействий
между аминокислотными остатками в позициях
244 и 248 и ДНК приводит к дестабилизации
фермент-субстратного комплекса и сопровожда-
ется повышением скорости оборота фермента. Од-
нако замена P240H ‒ остатка, играющего роль
“клина” в составе интеркалирующей петли His239–
Lys249, встраивающейся в двойную спираль ДНК в
области поврежденного нуклеотида, ‒ приводит к
значительному снижению каталитической актив-
ности фермента. Согласно модели фермент-суб-

стратного комплекса, His240 образует сеть кон-
тактов с Arg140 и Trp251, что может приводить к
ограничению конформационной подвижности
всей петли His239–Lys249 и тем самым препят-
ствовать формированию каталитически компе-
тентного состояния фермента в комплексе с суб-
стратом. Замена G90C, расположенная на участке
Gly87–Met91, отвечающем за узнавание заместите-
ля в C5-положении пиримидинового основания,
также значительно снижает эффективность удале-
ния урацила.

Необходимо отметить, что активность MBD4cat с
заменами S470L, G507S и R512W составляла не
более 30% от таковой для фермента дикого типа,
а мутация H557D приводила к снижению актив-
ности до 50% (рис. 4б и в). Таким образом, в слу-
чае всех тестируемых вариантов MBD4cat наблю-
дается значительное снижение активности за счет
нарушения локальных взаимодействий в области
ДНК-связывающего канала.

Анализ кинетики образования фермент-
субстратных комплексов методом 

“остановленного потока”
Кинетические кривые, характеризующие из-

менение интенсивности флуоресценции Trp при
взаимодействии SMUG1 дикого типа с U-суб-
стратом (рис. 5а), содержат фазу падения интен-
сивности флуоресценции до ~0.3 с и фазу роста с
выходом на плато к 5 с с начала реакции. Ранее
показано [15, 18], что падение сигнала на началь-
ном участке кинетической кривой соответствует
образованию первичных неспецифических кон-
тактов с ДНК, а фаза роста интенсивности флуо-
ресценции Trp в интервале 0.5‒10 с ‒ стадиям
гидролиза N-гликозидной связи и диссоциации
комплекса фермента с продуктом реакции. Уста-

Рис. 3. Ферментативная активность SMUG1 (а) и MBD4cat (б) дикого типа (WT) и их полиморфных вариантов в отно-
шении FRET-U-субстрата. [FRET-U-субстрат] = 5.0 мкМ, [фермент] = 1.0 мкМ.
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Рис. 4. Эффективность удаления урацила из FRET-U-субстрата под действием SMUG1 (а) и MBD4cat (б) дикого типа
(WT) и их полиморфных вариантов. в ‒ Сравнительный анализ полученных результатов представлен относительно
активности соответствующего фермента дикого типа, принятой за 1.
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новлено, что диссоциация комплекса фермент-
продукт ‒ скорость лимитирующая стадия фер-
ментативного процесса. Полученные кинетические
кривые аппроксимировали по уравнению (1), что
позволило рассчитать значения кажущихся кон-
стант скорости обоих процессов (табл. 3).

Сравнение кинетических кривых и наблюдае-
мых констант скорости для SMUG1 дикого типа с
таковыми для полиморфных вариантов показы-
вает, что в случае U-субстрата изменения интен-
сивности флуоресценции Trp на начальном
участке имеют похожий вид для всех вариантов,
кроме G90C. Таким образом, в случае мутантной
формы G90C нарушается прохождение началь-
ной стадии ферментативной реакции: связыва-
ния субстрата и узнавания урацила. В то же время
замена P240H, которая также приводит к сниже-
нию каталитической активности фермента, не
влияет на стадию связывания ДНК, так как на ки-
нетических кривых присутствует стадия падения
интенсивности флуоресценции остатков Trp. По-
видимому, блокирование ферментативной актив-
ности в случае P240H происходит на стадии пере-
хода фермента в составе комплекса с субстратом в
каталитически компетентную конформацию.
Интересно отметить, что для более активных ва-
риантов SMUG1, N248Y и N244S, кажущаяся
константа фазы роста интенсивности k1 была со-
ответственно в 1.7 и 2.1 раза выше, чем для фер-
мента дикого типа.

На рис. 5б представлены кинетические кривые
изменения интенсивности флуоресценции остат-
ков Trp при взаимодействия MBD4cat дикого типа
и его полиморфных вариантов с U-субстратом.
Согласно данным Petronzelli и соавт. [51], падение
интенсивности флуоресценции Trp во временном

интервале 2 мс–10 с характеризует образование
первичного комплекса и поиск модифицирован-
ного основания, а рост в интервале 10–100 с соот-
ветствует образованию каталитически компетентной
конформации фермента и началу процесса накоп-
ления продукта. Как и в случае SMUG1, скорость
лимитирующая стадия ферментативного процесса
‒ диссоциации комплекса фермент-продукт [51].
Интересно отметить, что замены S470L и H557D
не оказывали влияния на значения наблюдаемых
констант скорости в условиях эквимолярного со-
отношения фермент-субстрат. В то же время в
случае избытка субстрата (рис. 4в) ферментатив-
ная активность этих мутантов MBD4cat снижает-

Рис. 5. Кинетические кривые изменения интенсивности флуоресценции остатков Trp при взаимодействии SMUG1 (а)
и MBD4cat (б) дикого типа (WT) и полиморфных вариантов с U-субстратом (базовые линии искусственно смещены
относительно друг друга для улучшения восприятия данных; это не сказывается на расчете значений кажущихся кон-
стант).
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Таблица 3. Кажущиеся константы скорости реакции
SMUG1 и MBD4cat дикого типа и полиморфных вари-
антов с модельными ДНК-субстратами

Фермент k1, с–1 k2, с–1

SMUG1 
WT 14.4 ± 0.3 1.2 ± 0.1
G90C ‒ ‒
P240H 16.0 ± 0.4 ‒
N244S 12.5 ± 0.4 2.5 ± 0.5
N248Y 7.0 ± 1.0 2.0 ± 0.8

MBD4cat 

WT 0.28 ± 0.02 0.020 ± 0.002
S470L 0.22 ± 0.01 0.018 ± 0.001
G507S ‒ ‒
R512W 15.5 ± 0.4 0.010 ± 0.001
H557D 0.25 ± 0.02 0.024 ± 0.003
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ся, что свидетельствует о замедлении скорость
лимитирующей стадии ‒ диссоциации фермент-
субстратного комплекса. В случае варианта
G507S, наименее активного среди всех проанали-
зированных (рис. 4в), изменения интенсивности
флуоресценции остатков Trp не зарегистрирова-
ны (рис. 5б), что может быть связано со значи-
тельной дестабилизацией фермент-субстратного
комплекса, так как остаток Gly507 входит в состав
петли Leu503–Leu511, участвующей в связывании
ДНК. В случае варианта R512W, содержащего до-
полнительный остаток Trp в области петли
Leu503–Leu511, которая участвует в связывании
ДНК, зарегистрирован этап взаимодействия этой
петли с ДНК. Действительно, в случае R512W, в от-
личие от всех других вариантов, на начальном
участке кинетической кривой происходило значи-
тельное уменьшение интенсивности флуоресцен-
ции Trp, что, по-видимому, характеризует конфор-
мационную перестройку петли Leu503–Leu511 при
образовании фермент-субстратного комплекса; в
случае всех других мутантных форм MBD4cat этот
переход не удавалось зарегистрировать.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, на основании полученных
данных по активности полиморфных вариантов
двух урацил-ДНК-гликозилаз человека: SMUG1
и MBD4 ‒ можно сделать вывод, что природные
варианты этих ферментов могут различаться по
эффективности удаления остатков урацила из
ДНК. Показано, что повышенная ферментатив-
ная активность полиморфных вариантов N248Y и
N244S SMUG1 обусловлена ускорением лимити-
рующей стадии процесса ‒ диссоциации ком-
плекса фермент-продукт. Для всех других про-
анализированных нами SNP-вариантов выявлена
сниженная активность по сравнению с фермента-
ми дикого типа, что может негативно отражаться
на репарации геномной ДНК у носителей этих
полиморфизмов.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ
№ 16-14-10038 и частичной поддержке бюджетного
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE ACTIVITY OF THE POLYMORPHIC 
VARIANTS OF HUMAN URACIL-DNA-GLYCOSYLASE SMUG1 AND MBD4

I. V. Alekseeva1, A. S. Bakman1, 2, D. A. Iakovlev1, N. A. Kuznetsov1, *, and O. S. Fedorova1, **
1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
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Human N-glycosylases SMUG1 and MBD4 catalyze the removal of uracil residues from DNA resulting from
cytosine deamination or replication errors. For polymorphic variants of SMUG1 (G90C, P240H, N244S,
N248Y) and the catalytic domain MBD4cat (S470L, G507S, R512W, H557D), the structures of enzyme-sub-
strate complexes were obtained by molecular dynamics. It was experimentally found that SNP variants of
SMUG1, N244S and N248Y, had increased catalytic activity compared to the wild-type enzyme, probably
due to the acceleration of the dissociation of the enzyme-product complex and an increase in the enzyme
turnover rate. All other SNP variants of SMUG1 (G90C, P240H) and MBD4cat, wherein amino acid substi-
tutions disrupted the substrate binding region and/or active site, had significantly lower catalytic activity than
the wild-type enzymes.

Keywords: DNA repair, human uracil-DNA glycosylase, MBD4, SMUG1, polymorphic variant, active site,
catalysis
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