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Аденин-ДНК-гликозилаза MutY – монофункциональный фермент, катализирующий гидролиз
N-гликозидных связей с остатками аденина, расположенными в ДНК напротив остатков 8-оксо-
гуанина. Проведен рациональный дизайн мутантных форм фермента с измененной каталитиче-
ской активностью. Анализ структур мутантных форм MutY, рассчитанных методом молекулярной
динамики, позволил сделать вывод, что некоторые мутантные формы MutY могут не только рас-
щеплять N-гликозидную связь, но и обладают АР-лиазной активностью, как в случае бифункцио-
нальных ДНК-гликозилаз. Методом сайт-направленного мутагенеза получены мутантные формы
MutY с заменами A120K или S124K и определена их каталитическая активность. Показано, что за-
мена S120K приводит к появлению дополнительной АР-лиазной активности, в то время как замена
A124K полностью инактивирует фермент.
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка ферментов с измененными свой-
ствами – одно из важных приложений, направ-
ленных на использование ферментов в биотехно-
логических и медицинских целях. В настоящее
время актуальны подходы, позволяющие найти
фермент с измененными или улучшенными свой-
ствами, такие как экспериментальный скрининг
природных ферментов из различных источников;
создание библиотек генов целевого фермента, име-
ющих случайно распределенные мутации, с после-
дующим скринингом ферментативных свойств и
рациональный дизайн ферментов с использова-
нием молекулярного моделирования и прогнози-
рования свойств [1, 2]. Действительно, можно
констатировать, что современные эксперимен-
тальные и вычислительные методы позволяют
создавать улучшенные формы ферментов [3]. На-
пример, достигнуты значительные успехи в улуч-
шении точности, процессивности, термостабиль-
ности и других параметров таких широко исполь-
зуемых в диагностических целях ферментов, как
ДНК-полимеразы [2].

Однако создание ферментов с измененными
свойствами по-прежнему сталкивается со значи-
тельными проблемами, поскольку функциональ-

ные свойства белков определяются не только их
относительно жесткой общей структурой, но, что
еще более важно, их динамическими свойствами
[4, 5]. В процессе фермент-субстратного взаимо-
действия в некоторых областях белковой глобулы
могут происходить согласованные перемещения
одних частей белковой молекулы относительно
других, при этом некоторые участки очень дина-
мичны, тогда как другие относительно статичны
[6–8]. Такие сложные взаимодействия образуют
динамическую кросс-корреляционную сеть, ко-
торая может иметь важное значение для аллосте-
рических переходов [9, 10], а при формировании
белок-белковых комплексов может выступать в
качестве эффекторов каталитической активности
[11, 12].

Последние 20 лет белковая инженерия актив-
но развивалась за счет появления новых техноло-
гий, среди которых можно отметить направлен-
ную эволюцию, например, с помощью техноло-
гии фагового дисплея [13, 14], и рациональный
дизайн, включающий сайт-направленный мута-
генез и создание химерных ферментов [2, 15].
Стремительное развитие генетических техноло-
гий привело к тому, что актуальными объектами
рационального дизайна стали ферменты, моди-
фицирующие нуклеиновые кислоты, необходи-
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мые для осуществления основных процессов ге-
нетической инженерии.

Структурно-ориентированная инженерия оста-
ется одним из важнейших подходов к созданию
ферментов с измененными свойствами. Действи-
тельно, высокая субстратная специфичность
и/или определенный тип каталитической актив-
ности, характерные для большинства ферментов,
могут препятствовать их использованию в прак-
тических приложениях. Поэтому важным пред-
ставляется направленное изменение субстратной
специфичности или каталитических свойств от-
дельных ферментов, процессирующих нуклеино-
вые кислоты.

Аденин-ДНК-гликозилаза MutY катализи-
рует удаление аденина из неканонической пары
с 7,8-дигидро-8-oксогуанином (oxoG) [16–20].
Помимо удаления аденин из пары oxoG:A MutY
способна также удалять аденин из пары G:A [21],
но со значительно меньшей скоростью [22]. Такая
уникальная специфичность MutY должна обеспе-
чиваться множественными контактами фермента
с oxoG:А- и G:A-парами нуклеотидов. В настоя-
щей работе нами проведен рациональный дизайн
аминокислотных остатков активного центра фер-
мента и создана мутантная форма аденин-ДНК-
гликозилазы MutY с измененной каталитической
активностью. Методом молекулярной динамики
получены модели мутантных форм фермента
MutY, которые не только гидролизуют N-глико-
зидную связь с аденином, но и потенциально
могут обладать новым типом каталитической ак-
тивности, а именно, катализировать разрыв
2'-дезоксирибофосфатного остова ДНК в сайте
узнавания ферментом. Методом сайт-направлен-
ного мутагенеза на основе данных моделирова-
ния получены мутантные формы MutY из E. coli,
содержащие замены A120K или S124K, и опреде-
лена их каталитическая активность. Показано,
что замена S120K приводит к появлению допол-
нительной активности, в то время как A124K пол-
ностью инактивирует фермент.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Молекулярное моделирование. В молекулярно-

динамических расчетах использовали структуру
MutY из Geobacillus stearothermophilus в комплек-
се с нерасщепляемым одиннадцатизвенным
ДНК-субстратом, содержащим 2'-фторо-2'-дез-
оксиаденозин (FLRC, PDB ID: 3G0Q) [23]. На ос-
новании этой структуры построены начальные
модели фермента дикого типа и мутантных форм
MutY из G. stearothermophilus , содержащих замены
Y126K и A130K, соответствующие заменам S120K
и A124K в MutY из E. coli. Были применены сило-
вые поля AMBER ff99SB-ildn для описания белка
[24–26] и bsc1 для ДНК [27, 28] с дополнительны-
ми параметрами для железо-серного кластера

[4Fe-4S]2+ и 8-оксогуанина [29, 30], модель воды
TIP3P и соответствующие параметры ионов [31,
32]. Протонирование аминокислотных остатков
оценивали с использованием опубликованных
данных и с помощью веб-сервера H++ [33]. Рас-
четы выполняли с помощью пакета ПО GRO-
MACS [34, 35]. Комплекс помещали в додекаэд-
рическую периодическую ячейку, заполняемую
молекулами воды и ионами, с минимальным рас-
стоянием 1.1 нм до границы ячейки. Радиус обре-
зания дальних взаимодействий составлял 1 нм,
электростатические взаимодействия рассчитыва-
ли методом PME [36], ковалентные связи с атома-
ми водорода обрабатывали методом LINCS [37],
шаг интегрирования составлял 2 фс. Релаксацию
системы выполняли последовательно в ансам-
блях NVT и NPT с гармоническими ограничени-
ями на подвижность тяжелых атомов фермент-
субстратного комплекса, длительностью 0.5 нс
для каждого этапа. После релаксации системы
генерировали независимые молекулярно-дина-
мические траектории длительностью 100 нс
троекратно для каждого варианта комплекса.
Использовали модифицированный термостат
Берендсена с установленной температурой 300 K
и баростат Паринелло–Рамана [38].

Олигодезоксирибонуклеотиды. Олигодезокси-
рибонуклеотиды синтезировали фосфитамид-
ным методом на синтезаторе ASM-700 (“Biosset
Ltd”, Россия) с использованием мономеров про-
изводства “Glen Research” (США). Олигодезок-
сирибонуклеотиды очищали с помощью ВЭЖХ
на ионообменной колонке (PRP-X500 “Hamilton
Company” 3.9 × 300 мм с размером частиц 12–30 мкм)
и последующей обращенно-фазовой хроматогра-
фии (Nucleoprep 100-20 C18 10 × 250 мм, “Mache-
rey-Nagel”, Германия). Чистоту олигонуклеоти-
дов проверяли с помощью электрофореза в дена-
турирующем 20%-ном полиакриламидном геле
(ПААГ). Концентрацию олигонуклеотидов изме-
ряли по оптической плотности растворов на дли-
не волны 260 нм в электронных спектрах погло-
щения и рассчитывали по закону Бугера–Лам-
берта–Бера, исходя из коэффициентов молярной
экстинкции, определенных в приближении ме-
тода ближайших соседей [39]. В качестве ДНК-
субстрата использовали олигодезоксирибонук-
леотидный дуплекс с последовательностью
CTCTC(oxoG)CCTTCC, содержащий аденин
напротив 8-оксогуанина.

Ферменты. MutY выделен из клеток штамма
BL21(DE3) E. coli, трансформированных плазми-
дой pET28c-MutY, как описано ранее [40]. Плаз-
мида pET28c-MutY, содержащая ген MutY, любез-
но предоставлена М.К. Сапарбаевым (Groupe
“Réparation de l’AND”, Université Paris-Sud XI, In-
stitut Gustave Roussy, France).
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Мутантные формы MutY с заменами S120K и
A124K получены методом сайт-направленного
мутагенеза. Правильность введения замен в ген
MutY проверена секвенированием. Мутантные
формы фермента очищали по следующей методике.
Культуру клеток E. coli BL21(DE3) выращивали в
среде LB (1 л), содержащей 25 мкг/мл канамици-
на, при температуре 37°С до оптической плотно-
сти 0.6–0.7 при длине волны 600 нм. После этого
индуцировали транскрипцию добавлением изо-
пропил-β-D-тиогалактопиранозида до 0.2 мМ и
инкубировали клетки в течение 16 ч. Затем клетки
осаждали центрифугированием (10 мин, 10000 g)
и готовили суспензию клеток в 30 мл буферного
раствора 20 мМ HEPES-NaOH pH 7.8, 40 мМ NaCl,
содержащего набор ингибиторов протеаз (“Com-
plete”, ФРГ). Клетки лизировали при помощи
френч-пресса. Все последующие процедуры про-
водили при 4°С. Лизат клеток центрифугировали
(40 мин, 40000 g), фермент выделяли хроматогра-
фией. Супернатант наносили на колонку I
(Q-Sepharose Fast Flow, “Amersham Biosciences”,
Швеция) и промывали буферным раствором, со-
держащим 20 мМ HEPES-NaOH pH 7.8, 200 мМ
NaCl. Фракции, содержащие белок MutY, собира-
ли и наносили на колонку II (HiTrap- Chelating™,
“Amersham Biosciences”) в буферном растворе
(20 мМ HEPES-NaOH pH 7.8, 500 мМ NaCl,
20 мМ имидазол). Хроматографию проводили в
линейном градиенте 20 → 500 мМ имидазола, оп-
тическую плотность раствора регистрировали
при длине волны 280 нм. Степень чистоты белка
определяли с помощью гель-электрофореза.
Фракции, содержащие мутантные формы MutY,
диализовали в 20 мМ HEPES-NaOH-буфере pH
7.5, содержащем 1 мМ EDТА, 1 мМ дитиотреит,
250 мМ NaCl, 50%-ный глицерин, и хранили при
–20°С. Концентрацию ферментов рассчитывали
из значений оптической плотности белка при
длине волны 280 нм и коэффициента молярной
экстинкции 77328 М–1см–1 [41].

Электрофорез в ПААГ. В экспериментах по
разделению продуктов реакции с помощью элек-
трофореза в ПААГ использовали олигонуклеоти-
ды, меченные 32P по 5'-концу. Все эксперименты
выполняли при 25°С в буферном растворе 50 мМ
Трис-HCl pH 7.5, 50 мМ KCl, 1 мМ EDTA, 1 мМ
дитиотреит, 7%-ный глицерин. Зависимости сте-
пени превращения субстратов от времени полу-
чали с использованием следующей методики.
К 10 мкл буферного раствора, содержащего
32P-меченый ДНК-субстрат, добавляли 10 мкл
2.0–8.2 мкМ фермента в том же буферном раство-
ре. Реакционную смесь быстро перемешивали и
через определенные промежутки времени отби-
рали аликвоты объемом 2 мкл, которые перено-
сили в пробирки, содержащие 2 мкл раствора 7 М
мочевины, 0.1% бромфенолового синего и 0.1%
ксиленцианола. Затем пробы делили пополам, к

одной части добавляли 1 мкл 1 М NaOH и инку-
бировали при 56°C в течение 15 мин для гидроли-
за фосфодиэфирных связей в АР-сайтах. Раствор
нейтрализовали 1 мкл 1 М HCl, наносили на ПААГ
и проводили электрофорез при напряженности
50 В/см. Накопление продуктов реакции в ПААГ
оценивали согласно [40].

Количество образующегося продукта опреде-
ляли путем сканирования радиоавтографа на
приборе Molecular Imager FX phosphorimager
(“Bio-Rad”, США) и обработки данных в про-
граммном пакете Gel-Pro Analyzer 4.0 (“Media Cy-
bernetics”, США). Степень накопления продуктов
рассчитывали как отношение площадей пиков
продуктов к сумме площадей пиков продуктов и
пика исходного олигонуклеотида. Ошибка опре-
деления степени превращения не превышала, как
правило, 20%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Степень изгибания сахарофосфатного остова 
в составе фермент-субстратных комплексов

Известно несколько кристаллических струк-
тур MutY: определены структуры фрагмента фер-
мента из E. coli в свободном виде [42, 43], мутант-
ных форм MutY из G. stearothermophilus в комплек-
се с различными олигонуклеотидными дуплексами
[23, 44–47], а также фрагментов MUTYH челове-
ка и мыши [48, 49]. Рентгеноструктурный анализ
MutY в свободном состоянии и в комплексе с
ДНК показал, что в каталитически активном
комплексе ДНК-дуплекс значительно изогнут.
Однако угол изгиба и степень деформации ДНК,
связанной в активном центре фермента, различа-
ются в структуре комплекса каталитически-ак-
тивного MutY и 2'-F-dA ДНК-субстрата (рис. 1,
FLRC, 3G0Q) и в структуре комплекса каталити-
чески неактивной мутантной формы MutY
D144N и ДНК-субстрата (рис. 1, LRC, 1RRQ).
Возможной причиной таких отличий может быть
как наличие у MutY механизма специфичного
связывания с субстратом через перенос электрона
и окисление кластера [4Fe-4S]2+ до [4Fe-4S]3+ по-
врежденной ДНК, так и эффект 2'-фтор-модифи-
кации нуклеотида в комплексе FLRC. Интересно
отметить, что в процессе молекулярной динами-
ки угол изгиба ДНК занимал среднее значение
между данными структурами в комплексах FLRC
и LRC соответственно (рис. 1).

Cтруктура сайта узнавания oxoG

Сайт узнавания oxoG в MutY образован кон-
сервативной петлей, содержащей аминокислот-
ные остатки Phe307-Ser308-His309. Остатки
Gln48, Thr49, Leu86, Tyr88, Ser308 образуют пря-
мые контакты с oxoG. При этом замена oxoG на G
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изменяет конформацию остатка Ser308, образую-
щего две водородные связи с атомами N7 и С8 oxoG,
и ни одной связи с гуанином (рис. 2). Показано,
что замена S308A приводит к пропорционально-
му снижению сродства фермента и к oxoG:A-, и к
G:A-субстратам с сохранением селективности, а
для утраты специфичности к oxoG-содержащей
ДНК требуется двойная замена F307A/S308A [47].
Однако по результатам молекулярной динамики

(MD) в комплексе MutY с ДНК, содержащей
G:A-пару, Ser308 также способен поддерживать
водородную связь с атомом N7 гуанина за счет
подвижности пептидного остова петли. При этом
и у фермента дикого типа, и у мутантных форм
изменяется конформация Phe307 с вращением
боковой цепи на ~90° относительно положения,
характерного для моделей с oxoG:A-парой или
кристаллографических структур. Таким образом,

Рис. 1. Сравнение степени изгиба сахарофосфатного остова субстрата через расстояние между атомами P, фланкиру-
ющими вывернутое основание нуклеотидов: желтый – кристаллографическая структура комплекса каталитически ак-
тивного MutY и 2′-F-dA ДНК-субстрата (FLRC, 3G0Q); розовый – каталитически неактивный MutY D144N и ДНК-
субстрат (LRC, 1RRQ); голубой – репрезентативный кадр из траектории молекулярной динамики (MD) комплекса
MutY и ДНК.
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Рис. 2. Иллюстрация сайтов узнавания oxoG, содержащих oxoG/А-пару (зеленый) или G/A-пару (голубой), на осно-
вании кристаллографических структур 6U7T и 6Q0C (а) и репрезентативных кадров MD-симуляции (б).
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молекулярно-динамические расчеты свидетель-
ствуют об участии Phe307 в распознавании целе-
вого субстрата.

Структура сайта узнавания 2′-дезоксиаденозина 
и механизм гидролиза N-гликозидной связи

В составе фермент-субстратных комплексов
2′-дезоксиаденозин вывернут из двойной спира-
ли и располагается в активном центре фермента,
образованном Arg26, Leu28, Trp30, Arg31, Leu46,
Glu43, Val51, Tyr126, Glu188, Ile191, Glu192, (но-
мера аминокислотных остатков соответствуют
MutY из G. stearothermophilus) (рис. 3а).

На основании рентгеноструктурных данных и
квантовомеханических расчетов предложен ката-
литический механизм гидролиза N-гликозидной
связи 2'-дезоксиаденозина [23, 47, 50, 51]. Пред-
полагается [50], что в активном центре фермента
аминокислотный остаток Glu43 находится в ней-
тральной форме (рис. 3б). Таким образом, опуб-
ликованные данные свидетельствуют о том, что в
каталитическом комплексе основание Ade прото-
нируется по N7 остатком Glu43, в результате чего
происходит разрыв N-гликозидной связи по ме-
ханизму SN1 [52, 53]. Существование этого меха-
низма подтверждается данными о том, что аналог
аденозина, в котором атом N7 заменен на группу

C7-H [54], а также замена Glu43 [23, 42] приводят к
полной потере каталитической активности MutY.

Выбор аминокислотных остатков 
активного центра MutY, 

необходимых для АР-лиазной активности

С целью расширения каталитических свойств
фермента при сохранении высокой субстратной
специфичности использовали структурную гомо-
логию активного центра монофункционального
MutY с бифункциональными ДНК-гликозилаза-
ми (рис. 4). Так, мутантную форму MutY S120K
(Y126K в MutY G. stearothermophilus) предложили по
аналогии с другими представителями структурно-
го семейства спираль-шпилька-спираль (HhH),
обладающими не только гликозилазной, но и АР-
лиазной активностью – бифункциональными
ДНК-гликозилазами hOGG1 и Nth из E. coli [56].
Действительно положение Ser120 в MutY из E. coli
соответствует положению каталитических остат-
ков Lys249 у hOGG1 и Lys120 в Nth.

Исходя из стерических соображений предло-
жена замена A124K (A130K в MutY G. stearothermo-
philus), в которой боковая цепь остатка лизина
также расположена в каталитическом центре
фермента. Необходимо отметить, что положение
Ala130 у MutY G. stearothermophilus соответствует

Рис. 3. Структура сайта узнавания 2′-дезоксиаденозина (а) (FLRC, 3G0Q) и механизм гидролиза N-гликозидной связи (б)
[53, Creative Commons Attribution License].
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пространственному положению остатка Cys253
ДНК-гликозилазы hOGG1, который стабилизи-
рует боковую цепь каталитического Lys249. При
этом фермент с двойной заменой K249C/C253K,
сохраняющей стабилизирующее взаимодействие
между остатками лизина и цистеина в активном
центре hOGG1, обладает частичной каталитиче-
ской активностью [57].

Создание и анализ модельных структур
MutY Y126K и MutY A130K

Для создания модельных структур комплексов
мутантных форм MutY Y126K и MutY A130K с
ДНК использовали кристаллическую структуру
MutY G. stearothermophilus в комплексе с ДНК-
субстратом, содержащим 2'-фторо-2'-дезоксиаде-
нозин (PDB ID: 3G0Q) [23].

В полученных нами MD моделях фермента ди-
кого типа сохраняется структура активного центра
с координацией N7 атома аденина боковыми це-
пями аминокислотных остатков Tyr126 и Glu43,
что хорошо согласуется с протеканием реакции со-
гласно механизму, предложенному для MutY [50]
(рис. 5а). Кроме того, оценка pKa аминокислот-
ных остатков белка алгоритмом H++ также свиде-
тельствует о том, что в составе комплекса фермен-
та дикого типа и мутантной формы Y126K с ДНК
Glu43 находится в протонированной форме, но не
в случае мутантной формы A130K.

Модельная структура комплекса мутантной
формы MutY A130K с ДНК свидетельствует об из-

менении ориентации ключевых аминокислотных
остатков в структуре активного центра за счет со-
здаваемых боковой цепью Lys130 водородных
связей с остатками Glu43 и Glu188 (рис. 5б).
Формирование таких контактов приводит к от-
далению вывернутого аденина от каталитиче-
ских аминокислотных остатков и должно сопро-
вождаться уменьшением N-гликозилазной ак-
тивности.

Интересно отметить, что в MD-траекториях
комплекса мутантной формы MutY Y126K опти-
мальная для осуществления N-гликозилазной ак-
тивности ориентация аминокислотных остатков
выявлена лишь на относительно небольшом
участке, ~5% от общего времени симуляции
(рис. 6а). При этом большую часть симуляцион-
ного времени вывернутое основание аденозина
находится на большом расстоянии от пары
Lys126–Glu43 не позволяющем сформировать
прямые контакты, необходимые для осуществле-
ния N-гликозилазной активности по механизму,
предложенному для MutY [50]. Однако среди воз-
можных состояний взаиморасположения можно
выделить состояние, подобное комплексу ДНК-
гликозилазы hOGG1 с поврежденной ДНК, где
аминогруппа боковой цепи лизина ориентирова-
на в положение, подходящее для протонирования
N1 атома вывернутого азотистого основания, что
позволяет предположить возможность протека-
ния реакции гидролиза N-гликозидной связи в
случае MutY Y126K по пути, описанному для
hOGG1 [58] (рис. 6б).

Рис. 4. Сравнение активных центров комплексов ферментов hOGG1 (зеленый, 3KTU) и MutY G. stearothermophilus
(желтый, 3G0Q).
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Каталитические свойства мутантных форм 
фермента MutY из E. coli, содержащих замены 

S120K и A124K

С целью подтверждения предположений, по-
лученных с помощью молекулярно-динамиче-
ских расчетов, экспериментально изучена актив-
ность MutY дикого типа и мутантных форм по от-
ношению к ДНК-субстрату, содержащему пару
oxoG:A. При этом для регистрации продуктов
N-гликозилазной реакции, содержащих АР-сайт,
пробы реакционной смеси обрабатывали ще-

лочным раствором, что приводит к расщепле-
нию ДНК. Прямое же разделение реакционной
смеси электрофорезом в ПААГ без дополнитель-
ной щелочной обработки позволяет зарегистри-
ровать собственную АР-лиазную активность му-
тантных форм.

Полученные данные свидетельствуют о том,
что замена A124K полностью инактивирует фер-
мент. При этом MutY S120K приобрел свойства
бифункциональной ДНК-гликозилазы, удаляя
аденин и расщепляя полученный АР-сайт. На

Рис. 5. Сравнение активных центров в комплексе MutY WT (а) и MutY A130K (б) с ДНК.
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Рис. 6. Активный центр мутантной формы Y126K. а – Наложение конфигураций активного центра с оптимальным для
катализа расположением аминокислотных остатков (зеленый, 5% времени MD траектории) и более устойчивым состо-
янием (желтый). б – Наложение структуры комплекса hOGG1 с вывернутым oxoG в активном центре (зеленый, 3KTU)
и подобной по пространственной организации структуры комплекса MutY Y126K из МD-траектории (желтый).
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рис. 7 представлена типовая электрофореграмма
и кинетические кривые накопления продуктов
N-гликозилазной и АР-лиазной реакций при вза-
имодействии MutY S120K с ДНК-субстратом.
Сравнение с ферментом дикого типа [40, 59] по-
казало снижение N-гликозилазной активности
фермента по отношению к паре oxoG:A. Такое
уменьшение каталитической активности может
объясняться тем, что замена S120K одновременно
снижает pKa каталитического остатка Glu43, и
аминокислотный остаток Lys120 более не может
стабилизировать оксикарбениевый катион-ин-
термедиат [53]. Также необходимо отметить, что в
процессе молекулярной динамики исходная ори-
ентация остатков активного центра, необходимая
для протекания реакции по механизму, предло-
женному для MutY дикого типа, сохраняется
лишь у ~5% траектории. При этом альтернатив-
ное и более устойчивое относительное положе-
ние боковой цепи остатка лизина и вывернутого
азотистого основания может приводить к воз-
можности разрыва N-гликозидной связи по пути,
аналогичному механизму действия гликозилазы
hOGG1, пусть и с меньшей эффективностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведенный молекулярно-

динамический анализ позволил установить при-

роду ключевых взаимодействий в активном цен-
тре, обеспечивающих специфическое узнавание
повреждения и каталитическую реакцию гидро-
лиза N-гликозидной связи ферментом MutY. По-
лученные данные позволили предложить замены
аминокислотных остатков активного центра фер-
мента, которые помимо гидролиза N-гликозид-
ной связи с аденином, потенциально могут обес-
печить появление нового типа каталитической ак-
тивности, а именно, АР-лиазной и катализировать
разрыв 2′-дезоксирибофосфатного остова ДНК в
сайте узнавания ферментом. Это означает, что пу-
тем направленного мутагенеза монофункциональ-
ная ДНК-гликозилаза MutY может быть превра-
щена в бифункциональную ДНК-гликозилазу.

Методом сайт-направленного мутагенеза по-
лучены мутантные формы MutY из E. coli, содер-
жащие замены S120K или A124K, и определена их
каталитическая активность. Показано, что заме-
на A124K полностью инактивирует фермент за
счет нарушения сети контактов в составе актив-
ного центра, приводящей к отдалению каталити-
ческих остатков от вывернутого азотистого осно-
вания. При этом мутантная форма MutY S120K
приводит к появлению дополнительной АР-лиаз-
ной активности и проявляет свойства бифункци-
ональной ДНК-гликозилазы, удаляя аденин и
расщепляя полученный АР-сайт.

Рис. 7. Накопление продукта реакции в процессе взаимодействия MutY и ДНК-субстратов, данные электрофореза в
ПААГ. а – Гель-электрофореграмма, характеризующая расщепление oxoG:A-субстрата MutY S120K без обработки
KOH, над дорожками указано время (с) отбора пробы. Кинетические кривые накопления продуктов расщепления ox-
oG:A-субстрата, с обработкой (б) и без обработки (в) щелочным раствором.
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with New Catalytic Properties
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Adenine-DNA-glycosylase MutY is a monofunctional enzyme and catalyzes the hydrolysis of N-glycosidic
bonds with adenine residues located opposite 8-oxonuanine residues in DNA. A rational design of mutant
forms of the enzyme with altered catalytic activity was carried out. An analysis of the structures of mutant
forms of MutY calculated by the molecular dynamics method led to the conclusion that some mutant forms
of MutY, in addition to hydrolysis of the N-glycosidic bond, may have AP-lyase activity, as in the case of bi-
functional DNA glycosylases. Mutant forms of MutY containing substitutions A120K or S124K were ob-
tained by site-directed mutagenesis, and their catalytic activity was determined. It was shown that the S120K
substitution leads to the appearance of additional AP-lyase activity, while the A124K substitution completely
inactivates the enzyme.

Keywords: biocatalysis, rational design of enzymes, adenine-DNA glycosylase, specificity, catalytic activity,
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