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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ФЕРМЕНТОВ hOgg1 И Ape1 
В ПРОЦЕССЕ РЕПАРАЦИИ ОКИСЛИТЕЛЬНЫХ ПОВРЕЖДЕНИЙ ДНК 
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 Î˛˜Â‚˚Â ÒÎÓ‚‡: рÂÔ‡р‡ˆËˇ ƒÕ , 8-ÓÍÒÓ„Û‡ÌËÌ-ƒÕ -„ÎËÍÓÁËÎ‡Á‡, ‡ÔÛрËÌÓ‚‡ˇ / ‡ÔËрËÏË‰ËÌÓ‚‡ˇ ˝Ì‰Ó-
ÌÛÍÎÂ‡Á‡. 

В процессе эволюции молекула ДНК бы-
ла отобрана в качестве носителя генетиче-
ской информации. Движущей силой для 
этого послужила стабильность химических 
связей, которые характеризуют устойчи-
вость ДНК. Однако, несмотря на высокую 
химическую устойчивость, стабильность 
ДНК все же небезгранична. ДНК живых 
организмов постоянно подвергается воздей-
ствию различных факторов, среди которых 
можно выделить мутагены, высокореакци-
онные клеточные метаболиты, ультрафио-
летовое и ионизирующее излучение и т. д. 
Перечисленные факторы могут приводить 
к окислительному стрессу вследствие обра-
зования в клетках активных форм кислоро-
да. Эти формы кислорода способны реаги-
ровать с клеточными макромолекулами, 
в том числе ДНК. В результате происходит 
модификация азотистых оснований, образо-
вание одиночных или двойных разрывов 
цепей ДНК, апуриновых-апиримидиновых 
сайтов (АP-сайтов), ковалентных связей 
с белками [1; 2]. Среди продуктов окисле-
ния оснований ДНК наиболее часто встре-
чается 8-оксогуанин (oxoG). Это основание 
способно образовывать пару Хугстеновско-
го типа с аденином, что приводит к мутации 
G / C → T / A [3]. Подобные повреждения 

генетического аппарата могут вызывать ги-
бель клеток, вырождение ткани или рак [4]. 
Кроме того, согласно свободно-
радикальной теории старения, окислитель-
ные повреждения клеточных макромолекул 
приводят к ускоренному развитию дегене-
ративных процессов организма [5]. Однако 
все живые организмы способны удалять 
повреждения и восстанавливать исходную 
структуру ДНК [6]. Считается, что по пути 
эксцизионной репарации оснований (base 
excision repair, BER) удаляется большинство 
повреждений ДНК [7]. 

Механизм BER включает в себя удале-
ние поврежденного или некомплементарно-
го азотистого основания и последующее 
восстановление вырезанного нуклеотида 
репликативным аппаратом клетки. Удале-
ние поврежденного или неправильно спа-
ренного основания осуществляется ДНК-
гликозилазами. Большинство из них могут 
удалять несколько различных модифициро-
ванных оснований. Удаление остатков  
8-оксогуанина из ДНК человека осуществ-
ляет фермент 8-оксогуанин-ДНК-глико-
зилаза (hOgg1). Это бифункциональный 
фермент, который расщепляет N-глико-
зидную связь поврежденного основания 
с образованием свободного oxoG, после че-
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го разрушает фосфодиэфирную связь со 
стороны 3'-атома углерода остатка дезокси-
рибозы путем β-элиминирования (АP-
лиазная активность), образуя в ДНК одно-
цепочечный разрыв [8]. Однако для удале-
ния AP-сайтов из ДНК в клетках существу-
ет специализированный фермент – апури-
новая / апиримидиновая эндонуклеаза 
(Аpe1). В результате ее работы в ДНК обра-
зуется пробел в один нуклеотид, который 
содержит на 3'-конце гидроксильную груп-
пу, а на 5'-конце остаток фосфорной кисло-
ты. После этого ДНК-полимеразы присое-
диняют нужный нуклеотид и ДНК-лигазы 
заканчивают процесс BER, восстанавливая 
целостность дезоксирибозофосфатного остова. 

Ранее с помощью метода остановленной 
струи нами изучена предстационарная ки-
нетика процесса с участием фермента 
hOgg1. Для этого проводили регистрацию 
изменения интенсивности флуоресценции 
остатков триптофана hOgg1 в ходе фермен-
тативной реакции [9]. Выявлены изменения 
конформации фермента в ходе каталитиче-
ского цикла. Предложена кинетическая схе-
ма процесса взаимодействия фермента 
hOgg1 с oxoG-субстратом. Показано, что 
стадия вырезания поврежденного основания 
протекает в 10 раз быстрее, чем последую-
щее расщепление фосфодиэфирной связи 
с 3′-стороны от образовавшегося АP-сайта. 
Поскольку скорость расщепления ДНК 
очень мала, то фермент hOgg1 самостоя-
тельно не способен эффективно выполнять 
этот процесс в живой клетке. Поэтому рабо-
та фермента hOgg1 сопряжена с действием 
других компонентов системы репарации, 
в том числе с AP-эндонуклеазой Ape1. До-
бавление Ape1 в реакционную смесь hOgg1 
с дуплексом, содержащим 8-оксогуанин, 
увеличивает скорость вырезания повреж-
денного основания [10]. Показано, что про-
дукт реакции hOgg1 с oxoG-субстратом 
имеет на 3′-конце 4-окси-2-пентеналь, в то 

время как в присутствии Ape1 на 3′-конце 
остается гидроксильная группа. 

Цель исследования: изучение предста-
ционарной кинетики удаления остатка oxoG 
из молекулы ДНК при совместном присут-
ствии двух ферментов: 8-оксогуанин-ДНК-
гликозилазы hOgg1 и АP-эндонуклеазы че-
ловека Ape1, последовательно функциони-
рующих в процессе репарации ДНК. 

Материал и методы 

Для кинетического исследования этого 
процесса мы использовали метод останов-
ленной струи. Вместо флуоресценции ос-
татков Trp белка регистрировали флуорес-
ценцию ДНК-субстратов. Для этого в ДНК 
вводили флуоресцирующий аналог пурино-
вых оснований – 2-аминопурин (2aPu).  
В отличие от предыдущей работы [9] для 
исследования использован спектрометр 
SFM-400 (Франция), позволяющий прово-
дить последовательное смешивание раство-
ров. Строение использованных ДНК-
субстратов представлено на рис. 1. Суб-
страт F, содержащий остаток 2-оксиметил-
3-окси-тетрагидрофурана, является нерас-
щепляемым для hOgg1, но расщепляется 
ферментом Ape1, тогда как субстрат AP 
расщепляется обоими ферментами, но 
с различными скоростями [10]. 

Олигонуклеотиды d (GGAAGСCGAGAG), 
d (CTCTCX (2aPu) CTTCC), где X – моди-
фицированный нуклеозид синтезированы 
стандартным фосфитамидным методом. 
Очистку проводили с помощью ВЭЖХ на 
ионообменной колонке (Nucleosil 100-10 
N (CH3)2) и последующей обращенно-
фазовой хроматографией (Nucleosil 100-10 
C18). Концентрацию олигонуклеотидов оп-
ределяли по электронным спектрам погло-
щения [11]. 

Ферменты hOgg1 и Ape1 выделяли из 
клеток E. coli, очищали и характеризовали, 
как описано ранее [9]. 

 Рис. 1. Последова-
тельность использо-
ванных ДНК-субстра-
тов и структура моди-

фицированных 
нуклеозидов. 

oxoG – 8-оксогуа-
нин, AP – AP-сайт, F – 
остаток 2-оксиметил-
3-окси-тетрагидрофу-
рана, 2aPu – 2-амино-
пурин, флуоресцирую-
щий аналог пуринов oxoG AP F 2aPu 
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Флуоресцентные кинетические кривые 
были зарегистрированы на спектрофото-
метре остановленной струи SFM-400. Во 
всех экспериментах длина волны возбужде-
ния флуоресценции составляла 310 нм. Все 
эксперименты выполнены с использовани-
ем 1 мкМ ДНК-субстратов и 1,5 мкМ фер-
ментов в буфере состава 50 мМ Tris-HCl 
(pH 7,5), 50 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 1 мМ 
DTT, 9 % глицерин при 25 °С. Флуоресцен-
цию 2aPu наблюдали на длинах волн более 
370 нм, используя светофильтр Corion filter 
LG-370. Каждая кинетическая кривая явля-
лась результатом усреднения как минимум 
трех экспериментальных кривых. 

Для расчета констант скорости исполь-
зовали метод нелинейной регрессии, вклю-
чающий численное интегрирование диффе-
ренциальных уравнений, описывающих ки-
нетику процесса [12]. 

Результаты исследования 
и обсуждение 

F-субстрат. При взаимодействии фер-
мента Ape1 с F-субстратом происходит 
очень быстрое (в течение 150 мс) образова-
ние каталитически активного комплекса, 
которое сопровождается падением интен-
сивности флуоресценции (рис. 2). После 
образования комплекса F•Ape1 происходит 
рост интенсивности флуоресценции 2aPu, 
характеризующий химическую стадию 

ферментативного процесса и диссоциацию 
комплекса фермента с продуктом реакции 
(см. рис. 2). Наблюдаемая эффективная 
константа скорости этого процесса равна 
1,80 ± 0,10 с–1. 

Взаимодействие фермента hOgg1 с F-суб-
стратом приводит к образованию фермент-
субстратного комплекса, однако химиче-
ской стадии разрыва рибозофосфатного ос-
това не происходит. На кинетических кри-
вых, полученных для этого процесса, на-
блюдается падение интенсивности флуо-
ресценции на начальном участке времени 
(за 5 с), характеризующее образование ком-
плекса F•hOgg1 (см. рис. 2). После установ-
ления равновесия через 5 с в реакционную 
смесь был добавлен фермент Ape1. Далее 
начинается рост интенсивности флуорес-
ценции, свидетельствующий о разрыве цепи 
ДНК, что явилось следствием распада ком-
плекса субстрата с ферментом hOgg1 и об-
разования комплекса с Ape1. Наблюдаемая 
константа скорости этого процесса равна 
0,090 ± 0,005 с–1. 

Полученные данные свидетельствуют 
о том, что разрыв F-субстрата при последо-
вательном действии ферментов hOgg1 
и Ape1 происходит в 20 раз медленнее, чем 
при взаимодействии с одним лишь Ape1. 
Эта задержка, вероятно, связана с медлен-
ным процессом обмена субстратом между 
двумя ферментами. 

  
Рис. 2. Кинетические кривые, полученные  

при взаимодействии F-субстрата с Ape1 (вставка), 
hOgg1 и при последовательном действии  

двух ферментов. 
В кинетической схеме P – продукт реакции, содер-

жащий на 3′-конце гидроксильную группу 

Рис. 3. Кинетические кривые, полученные  
при взаимодействии АР-субстрата с Ape1 (вставка), 

hOgg1 и при последовательном действии двух 
ферментов. 

В кинетической схеме P – продукт реакции, содер-
жащий на 3′-конце гидроксильную группу, Р′ – про-
дукт реакции, содержащий на 3′-конце 4-окси-
2-пентеналь 
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Рис. 4. Кинетические кривые, полученные  
при взаимодействии oxoG-субстрата с Ape1 (вставка), 

hOgg1 и при последовательном действии  
двух ферментов. 

В кинетической схеме P – продукт реакции, содер-
жащий на 3′-конце гидроксильную группу, Р′ – про-
дукт реакции, содержащий на 3′-конце 4-окси-
2-пентеналь 

AP-субстрат. В случае взаимодействия 
Ape1 с АР-субстратом быстрая стадия обра-
зования комплекса АР•Ape1 не может быть 
зарегистрирована в данных условиях. Одна-
ко выявлена более медленная химическая 
стадия и последующая стадия диссоциации 
комплекса «фермент-продукт», характери-
зуемые наблюдаемой константой скорости 
1,34 ± 0,02 с–1 (рис. 3). 

При взаимодействии АР-субстрата 
с hOgg1, как и в случае с F-субстратом, про-
исходит образование комплекса АР•hOgg1, 
сопровождающееся падением интенсивно-
сти флуоресценции (см. рис. 3). Поскольку 
АР-субстрат является расщепляемым суб-
стратом для hOgg1 [9], то наблюдается ста-
дия разрыва рибозофосфатного остова 
в таком субстрате. Константа скорости ре-
акции расщепления равна 0,0064 с–1 [9]. 
Именно эта стадия репарации 8-оксо-
гуанина в ДНК человека является скорость-
лимитирующей. В данной ситуации «пере-
дача» АР-субстрата более «быстрому» фер-
менту Ape1 приведет к другому альтерна-
тивному ходу реакции, не содержащему 
этой стадии. Иначе говоря, происходит 
«шунтирование» данной стадии через взаи-
модействие с ферментом Ape1. 

Добавление Ape1 в реакционную смесь, 
содержащую АР-субстрат с hOgg1, через 5 с 
после их смешивания приводит к росту ин-
тенсивности флуоресценции, который под-
тверждает передачу АР-субстрата от hOgg1 
к Ape1 и превращение его в продукт. На-
блюдаемая константа скорости этого про-
цесса равна 0,072 ± 0,002 с–1. 

В данном случае, как и с F-субстратом, 
константа скорости расщепления АР-
субстрата при последовательном действии 
ферментов hOgg1 и Ape1 (0,072 с–1) при-

мерно в 20 раз ниже, чем при действии 
только Ape1 (1,34 с–1). Эта константа скоро-
сти в 11 раз больше константы скорости 
расщепления АР-субстрата ферментом 
hOgg1 (0,0064 с–1) в отсутствии Ape1. Дру-
гими словами, суммарная скорость накоп-
ления продуктов реакции расщепления 
ДНК увеличивается в 11 раз при совмест-
ном действии данных ферментов на  
АР-субстрат. 

oxoG-субстрат. Использование в каче-
стве субстрата дуплекса ДНК, содержащего 
остаток 8-оксогуанина, позволило промоде-
лировать полный цикл действия двух фер-
ментов. Фермент Ape1 не вызывал разрыва 
субстрата oxoG (рис. 4). В то же время 
взаимодействие фермента hOgg1 с oxoG-
субстратом приводило к быстрому возрас-
танию интенсивности флуоресценции на 
начальном участке кинетической кривой 
(в течение 20 мс), что свидетельствует об 
образовании фермент-субстратного ком-
плекса. После образования первичного 
комплекса oxoG•hOgg1 происходило паде-
ние интенсивности флуоресценции, что 
указывает на конформационные изменения 
в структуре ДНК-субстрата, связанные 
с образованием каталитически активного 
комплекса. Эти конформационные измене-
ния приводят к удалению oxoG из oxoG-
субстрата и образованию АР-субстрата 
с константой скорости, равной 0,06 с–1 [9]. 

Добавление Ape1 в реакционную смесь 
после завершения реакции удаления остатка 
oxoG приводит к передаче АР-субстрата из 
комплекса с ферментом hOgg1 в комплекс 
с ферментом Ape1 и его разрыву с наблю-
даемой константой скорости 0,040 ± 0,002 с–1. 
Эта величина в 6 раз превышает константу 
скорости превращения АР-субстрата при 
катализе ферментом hOgg1 (0,0064 с–1) 
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в отсутствие Ape1. Таким образом, присут-
ствие в реакционной смеси обоих фермен-
тов приводит к увеличению скорости раз-
рыва цепи ДНК по остаткам oxoG за счет 
«шунтирования» скорость-лимитирующей 
стадии процесса. 

Заключение 

С помощью метода остановленной струи 
с последовательным смешиванием реаген-
тов и регистрацией интенсивности флуо-
ресценции остатков 2-аминопурина получе-
ны кинетические характеристики превра-
щения ДНК-субстратов при совместном 
действии ферментов hOgg1 и Ape1, после-
довательно выполняющих свои функции 
в процессе репарации окислительных по-
вреждений ДНК. Установлено, что в ре-
зультате вытеснения ферментом 
Ape1 фермента hOgg1 из комплекса с про-
межуточным АР-субстратом, образующим-
ся после удаления поврежденного основа-
ния oxoG, происходит увеличение скорости 
разрыва ДНК-цепи в 10 раз. Такой процесс 
способствует эффективной репарации по-
вреждений в молекулах ДНК, образующих-
ся под действием активных форм кислорода. 
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Interaction of enzymes hOgg1 and Ape1 during repair of the oxidative damages in DNA 

The present work is devoted to study of the kinetic process of repair of 8-oxoguanine in DNA by two 
enzymes (8-oxoguanine-DNA-glycosylase hOgg1 and AP-endonuclease Ape1), which recognize and excise 
damage bases and cleavage ribose-phosphate bond in DNA. In result of the work was shown, that in 
the presence of both enzymes, which consequently act during 8-oxoguanine repair process, there is the 
exchange of intermediate substrate between two enzyme-substrate complexes. Such exchange result in 
increasing of the rate constant of accumulation of product reaction about 10 times more than during ac-
tion only 8-oxoguanine-DNA-glycosylase hOgg1. 
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