
ОБЗОРЫ

 ТОМ 6  № 3 (22)  2014 | ActA nAturAe | 55

УДК 577.151.4; 577.325.2; 577.325.3

Структурные особенности 
взаимодействия 8-оксогуанин-ДНК-
гликозилазы человека (hOGG1) с ДНК 

В. В. Коваль1,2, Д. Г. Кнорре1,2, О. С. Федорова1,2*
1Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, 630090, 
Новосибирск, просп. Акад. Лаврентьева, 8
2Новосибирский государственный университет, 630090, Новосибирск, ул. Пирогова, 2
*E-mail: fedorova@niboch.nsc.ru
Поступила в редакцию 27.02.2014

РЕфЕРАт Рассмотрены структурные особенности взаимодействия фермента репарации 8-оксогуанин-ДНК-
гликозилазы человека (hOGG1) с ДНК; проанализирована организация активного центра этого фермента. 
Обобщены данные о роли отдельных аминокислотных остатков hOGG1 в процессах специфического узна-
вания окисленного основания ДНК, образования фермент-субстратного комплекса и удаления поврежден-
ного основания из ДНК. Приведены структурные данные об изменении активного центра фермента и на-
рушении ферментативной активности hOGG1 в результате введения точечных аминокислотных замен. 
Обсуждается структурно-динамический механизм удаления окисленных оснований из ДНК с помощью 
hOGG1.
КЛючЕВыЕ СЛОВА белково-нуклеиновое узнавание, 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза человека, ферменты 
репарации, функциональные мутанты, структурный анализ hOGG1.
СПИСОК СОКРАщЕНИй АР – апуриновый/апиримидиновый сайт; 8-oxoG – 7,8-дигидро-8-oксогуанин.

ВВЕДЕНИЕ
Большое количество трехмерных структур белков 
и их комплексов, определенных и ставших доступны-
ми для анализа за последние полвека (по состоянию 
на апрель 2014 года база данных трехмерных струк-
тур биомолекул Protein Data Bank (PDB) содержит 
около 100 000 записей), вполне естественно привело 
к повышению внимания к взаимосвязи между струк-
турой и функциями белков. В настоящем обзоре рас-
смотрены структурные особенности взаимодействия 
фермента hOGG1 с ДНК, содержащей повреждения.

Генетический материал всех живых организмов 
подвергается постоянному и активному воздействию 
как экзогенных, так и эндогенных факторов. Среди 
этих факторов можно выделить активные формы 
кислорода (АФК), высокореакционные клеточные 
метаболиты, различного типа ксенобиотики, воз-
действие ультрафиолетового и ионизирующего из-
лучения и т.д. Среди широкого спектра воздействий, 
которым подвержены молекулы ДНК [1–4] и которые 
приводят к возникновению многих заболеваний [5–
10], особенно широко представлены такие активные 
формы кислорода, как О2

˙¯, Н
2
О

2
, ОН˙ [11, 12], образу-

ющиеся при аэробном метаболизме. Основными про-

дуктами модификации пуриновых оснований в ДНК 
являются 7,8-дигидро-8-oксогуанин (8-оксогуанин, 
8-oxoG) и 5-формамидопиримидиновые производные 
аденина – 4,6-диамино-5-формамидопиримидин 
(Fapy A), и гуанина – 2,6-диамино-4-окси-5-
формамидопиримидин (Fapy G) [13, 14].

Появление в генетическом материале клетки окис-
ленных оснований приводит к дестабилизации гено-
ма. Например, 8-оксогуанин способен образовывать 
с аденином комплементарную пару Хугстеновского 
типа. Вследствие этого в первом цикле репликации 
ДНК-полимераза может включать во вновь синте-
зируемую цепь напротив 8-oxoG аденозин вместо 
цитозина (в результате образуется пара 8-oxoG/A). 
Во втором цикле репликации полимераза встраивает 
Т против A; таким образом, после двух циклов репли-
кации происходит замена G/c → t/A [15, 16].

Для того чтобы противостоять накоплению 8-oxoG 
в ДНК, клетки живых организмов создали специ-
альную защитную систему (GO-систему) [17, 18]. Эта 
система достаточно хорошо охарактеризована в бак-
териях Escherichia coli. Она состоит из трех фермен-
тов: Fpg (MutM) – специфическая n-гликозилаза/
АР-лиаза, удаляющая остатки 8-оксогуанина; 
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MutY – специфическая n-гликозилаза, удаляющая 
остаток аденина напротив 8-оксогуанина; и Mutt – 
фосфатаза, гидролизующая пирофосфатную связь 
в 8-oxo-dGtP. Клетки эукариотических организмов 
содержат структурные или функциональные гомоло-
ги этих бактериальных ферментов [19, 20]. Удаление 
остатков 8-оксогуанина из ДНК эукариот осущест-
вляет 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза (OGG1) [21]. 
Показано, что каждая клетка человека содержит 
около 50 тысяч молекул OGG1, которые защищают 
геномную ДНК от накопления продуктов окисления 
пуринов [22].

В клетках человека ген OGG1 локализован в корот-
ком плече хромосомы 3 (3p25/26). В процессе транс-
крипции с него синтезируются две основные формы 
мРНК, которые кодируют белки, состоящие из 345 
и 424 аминокислот, α-hOGG1 и β-hOGG1 соответ-
ственно [21, 23–26]. У обеих форм hOGG1 первые 316 
аминокислот совпадают; различаются c-концевые 
части белка [21, 23–27]. Анализ локализации в клетке 
этих форм фермента OGG1 показал, что α-hOGG1 
находится в ядрах, а β-hOGG1 – в митохондриях [27]. 
Ядерный белок α-hOGG1 высококонсервативен, он 
охарактеризован в клетках человека, а также в пе-
карских дрожжах Saccharomyces cerevisiae, рас-
тениях Arabidopsis thaliana, дрозофиле Drosophila 
melanogaster и у ряда млекопитающих [28]. Гомоло-
гия между белком α-hOGG1 дрожжей и человека до-
стигает 38%. Белок OGG1 β-типа обнаружен только 
в митохондриях клеток человека [28]. Каталитиче-
ские механизмы и структурные свойства изучены 
только для белка α-hOGG1.

КАтАЛИтИчЕСКИй МЕХАНИзМ hOGG1
Фермент hOGG1 является бифункциональной ДНК-
гликозилазой/β-лиазой, он способен расщеплять 
n-гликозидную связь поврежденного основания с об-
разованием свободного 8-oxoG, а затем катализиро-
вать разрыв 3'-фосфодиэфирной связи. Рассматри-
ваемый химический механизм первоначально был 
предложен в группе Wallace S.S. для эндонуклеа-
зы III из E. coli [29]. Основные идеи, предложенные 
в упомянутой работе, были позже экспериментально 
подтверждены группой Lloyd r.S. [30] на основании 
анализа ковалентных сшивок между ферментом 
и ДНК. В соответствии с предложенным механизмом 
при инкубации ДНК и фермента в условиях образо-
вания оснований Шиффа и последующего его восста-
новления боргидридом натрия возникает ковалент-
ная сшивка ДНК с белком.

Каталитический механизм действия фермента 
hOGG1 включает участие аминогруппы бокового за-
местителя остатка Lys249, который замещает осно-
вание 8-oxoG у атома С1' остатка рибозы и способ-

ствует элиминированию 3'-фосфодиэфирной связи 
через промежуточное образование основания Шиф-
фа с c1'-атомом дезоксирибозы (рис. 1) [31–33]. Ранее 
Verdine G.L. и соавт. показали, что мутантная форма 
K249Q hOGG1 не обладает каталической активно-
стью, но сохраняет способность узнавать поврежде-
ния в ДНК [21]. Вторая химическая стадия – разрыв 
фосфодиэфирной связи со стороны 3'-атома углерода 
остатка 2'-дезоксирибозы – протекает по механизму 
β-элиминирования (АP-лиазная активность).

Опираясь на многочисленные структурные и био-
химические работы, Verdine G.L. и соавт. [34] вы-
сказали предположение, что в кислотно/основном 
взаимодействии с атомами nε (аминогруппа Lys249), 
c2', O4' участвует вырезаемое основание 8-oxoG. 
Изучена структура восстановленного боргидридом 
натрия интермедиата, получаемого в ходе взаимо-
действия фермента hOGG1 c 8-oxoG-содержащим 
ДНК-субстратом. Оказалось, что вырезаемое из ДНК 
основание 8-oxoG не покидает фермент, а остается 
в активном центре и выступает в качестве кофакто-
ра стадии β-элиминирования. В структуре фермента 
атом n9 остатка 8-oxoG располагается близко к ато-
мам nε и O4', что позволяет ему участвовать в пере-
даче протона между этими атомами.

На рис. 1 представлен механизм реакции, катали-
зируемой hOGG1, предложенный в [34]. На первой 
стадии в результате атаки ε-аминогруппой Lys249 
по атому c1' дезоксирибозы происходит разрыв 
гликозидной связи и образование аниона основания 
8-oxoG-. Анион затем отрывает протон от ε-nH

2
-

группы Lys249, при этом образуется аминаль 3. Про-
тонированный 8-oxoGН отдает протон на атом О4' 
остатка рибозы; в результате этого аминаль 3 ре-
организуется в основание Шиффа 4 с раскрытием 
фуранозного цикла. Основание Шиффа 4 несет до-
полнительный протон на атоме nε Lys249, который 
передается снова на 8-oxoG-. Образуется 8-oxoGН 
и незаряженное основание Шиффа 5, в котором про-
текает реакция β-элиминирования, приводящая 
к разрыву 3'-фосфодиэфирной связи. При этом об-
разуются фрагменты ДНК с 5'-фосфатом и поло-
жительно заряженный интермедиат 6, содержащий 
на 3'-конце α,β-ненасыщенное основание Шиффа, 
несущее положительный заряд. В результате ги-
дролиза интермедиата 6 образуется свободный 
фермент и фрагмент ДНК, содержащий на 3'-конце 
4-гидрокси-2,3-пентеналь-1. 

К настоящему моменту база данных трехмерных 
структур белков PDB содержит информацию о 27 
структурах hOGG1. Разрешены структуры hOGG1 
в форме свободного фермента [35] и различных ком-
плексов с ДНК: каталитически неактивных мутан-
тов K249Q hOGG1 с 8-оxoG-содержащей ДНК [35, 
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36], n149c с оxoG-содержащей ДНК и неповреж-
денной ДНК [37], D268n с оxoG-ДНК и ДНК, со-
держащей остаток тетрагидрофурана (F-лиганд) – 
«стоп»-субстрата для hOGG1 [33, 38]; комплекс Wt 
hOGG1 с F-лигандом [33]. Помимо вышеупомянутых, 
изучены структуры ковалентного аддукта hOGG1 
с АР-субстратом [34], полученного в результате вос-
становления основания Шиффа боргидридом на-
трия, а также комплексов мутантов hOGG1 (H270A, 
Q315A, Q315F, G42A), содержащих замены амино-
кислот, участвующих в формировании контактов 
с 7,8-дигидро-8-оксогуанином [32]. Изучена также 
структура позднего интермедиата, в котором осно-
вание 8-oxoG почти полностью вставлено в активный 
центр, однако последний еще не приобрел конечную 
каталитически активную конформацию [32].

СтРУКтУРА КАтАЛИтИчЕСКИ НЕАКтИВНОгО 
МУтАНтА K249Q hOGG1
Первая структура комплекса ДНК, содержащей 
остаток 8-oxoG, c узнающим ее белком была получе-
на для мутанта hOGG1 с заменой К149Q. Кристаллы, 
пригодные для рентгеноструктурного анализа, были 
получены после удаления неструктурированных n- 
и С-концов и участка петли 80–82. Это позволило из-
учить структуру комплекса корового домена 12–325 

мутанта с 15-звенным дуплексом, содержащим пару 
8-оxоG/c (рис. 2). Ранее было показано [21], что му-
тантная форма, в которой остаток Lys249 заменен 
на остаток Glu, не обладает каталитической актив-
ностью, но сохраняет способность узнавать субстрат. 
Поскольку в работе [36] не удалось получить пригод-
ные для рентгеноструктурного анализа кристаллы 
комплекса полноразмерного hOGG1 K249Q с олиго-
нуклеотидным дуплексом, содержащим 8-oxoG/c, 
то с помощью ограниченного трипсинового гидролиза 
из белка были удалены неструктурированные амино- 
и карбоксиконцы, а также аминокислотные остатки 
участка петли 80–82. В результате был закристалли-
зован комплекс корового домена hOGG1, состоящий 
из аминокислотных остатков 12–325 с 15-звенным 
олигонуклеотидным дуплексом, содержащим пару 
8-oxoG/c, и изучена его структура (рис. 2).

Показано, что укладка белка hOGG1 типична 
для суперсемейства белков репарации ДНК, уча-
ствующих в механизме эксцизионной репарации 
оснований (base excision repair Ber), таких, как эн-
донуклеаза III и алкил-ДНК-гликозилаза AlkA из E. 
coli [39]. Белки этого семейства обнаружены у мно-
гих организмов, от бактерий до млекопитающих, они 
репарируют различные повреждения гетероциклов, 
возникающих в результате окисления, алкилиро-

Рис. 1. Предполагаемый пошаговый механизм действия hOGG1, в котором вырезаемое на первой стадии осно-
вание 8-oxoG выступает в качестве кофактора стадии β-элиминирования. (Приведено с разрешения Macmillan 
Publishers Ltd.: [Nat. Struct. Biol.] Fromme J.C., Bruner S.D., Yang W., Karplus M., Verdine G.L. Nat. Struct. Biol. 
2003. V. 10. № 3. P. 204–211, copyright 2003)

concerted pathway
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вания и дезаминирования ДНК. Особенность этих 
белков – наличие характерного структурного эле-
мента «спираль-шпилька-спираль» (helix-hairpin-
helix, HhH) [40], за которым следует Gly/Pro-богатая 
петля и консервативные остатки Gly, Pro и Asp 
(HhH-GPD). Структура hOGG1 содержит также два 
α-спиральных домена, общих для всех членов это-
го суперсемейства HhH-GPD, и третью антипарал-
лельную β-складчатую структуру, которая есть еще 
только в алкил-ДНК-гликозилазе AlkA.

Белок прочно связывается с 8-oxoG-содержащей 
цепью ДНК (рис. 2). Остаток 8-oxoG полностью выво-
рачивается из спирали ДНК и помещается в карман 
активного центра фермента, что согласуется с осо-
бенностями аналогичных структур в других членах 
суперсемейства белков HhH-GPD [31, 40, 41]. Хотя 
в случае нуклеозида 8-oxo-dG гетероцикл находит-
ся в syn-конфигурации относительно гликозидной 
связи, в активном центре hOGG1 он связывается 
в anti-конформации, т.е. так, как это должно быть 
в нормальном ДНК-дуплексе. Вывернутая конфор-

мация гликозильного остатка и остова ДНК приво-
дит к тому, что остаток 8-oxoG располагается далеко 
от спирали ДНК и погружается глубоко в область ак-
тивного центра hOGG1.

Взаимодействие hOGG1 с фосфатными группами 
8-oxoG-содержащей цепи, самим остатком 8-oxoG 
и комплементарным ему цитозином создает сум-
марную площадь контакта 2.268 Å2 [36]. В то время 
как у большинства ДНК-связывающих белков в об-
ласти контакта находится много остатков лизи-
на и аргинина, для взаимодействия с фосфатными 
группами hOGG1 связывает остов ДНК в почти ней-
трально заряженный канал (рис. 3), в котором рас-
положен один основный остаток His270. Уникальная 
особенность образующегося комплекса состоит в на-
личии в hOGG1 большого числа α-спиралей, у ко-
торых n-концы ориентированы в сторону ДНК 
(рис. 2). Такое расположение α-спиралей усиливает 
спираль–дипольное взаимодействие, делая более ве-
роятным создание дипольных электростатических 
контактов, а не солевых мостиков при связывании 

Рис. 2. Структура комплекса hOGG1-ДНК. Два ортогональных представления комплекса hOGG1-ДНК, на кото-
рых белок изображен в виде ленты (синим цветом изображены α-спирали, оранжевым – β-складки, серым – не-
структурированные элементы); 15-звенный ДНК-дуплекс окрашен в желтый цвет. Основание 8-oxoG (красное) 
полностью вывернуто из спирали ДНК и помещено в карман активного центра белка. Комплементарный ему 
цитозин (пурпурный) частично сохраняет стэкинг с основаниями своей цепи. Фермент изгибает ДНК на ~ 70° 
в плоскости пары оснований 8-oxoG·C. Изгиб в ДНК приводит к экспонированию остатка цитозина в бороздку 
в направлении расположения боковых цепей аминокислот белка, что приводит к образованию специфических 
контактов. (Приведено с разрешения Macmillan Publishers Ltd.: [Nature] Bruner S.D., Norman D.P.G., Verdine G.L. 
Nature. 2000. V. 403. P. 859–866, copyright 2000)
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ДНК-субстратов. Только одна из спиралей фермен-
та, αL, действительно контактирует с остовом ДНК. 
Спираль αL с петлей и спиралью αK образуют кон-
сервативный элемент HhH. В дополнение к контакту 
с фосфатом, который создается спиралью αL и фос-
фатной группой p-2 (Val250 и Gln249), высококонсер-
вативный остаток глицина (Gly245), расположенный 
в петле, образует водородную связь с фосфатом p-3 
(см. рис. 3). Структурный элемент HhH образует кон-
такт с ДНК-субстратом с 3'-стороны от повреждения; 

в этом месте структура ДНК-дуплекса почти не от-
личается от В-формы. Следовательно, элемент HhH, 
главным образом, вовлечен в позиционирование ду-
плекса для ориентации повреждения в сторону кар-
мана активного центра.

Взаимодействие фосфатных групп p-1, p0 и p1 очень 
важно для стабилизации нестандартной конформа-
ции ДНК-остова в месте расположения поврежде-
ния. Вращения вокруг связей, которые необходимы 
для выворачивания остатка 8-oxoG из спирали, вы-
зывают поворот атомов кислорода при фосфате p-1 
внутрь по направлению к оси спирали, вносят допол-
нительное напряжение в рибозофосфатный остов 
ДНК. Чтобы ослабить электростатическое отталки-
вание, вызванное близким расположением фосфатов 
p-1 и p1, между ними размещается присутствующий 
в кристаллизационной среде частично гидратиро-
ванный ион ca2+, который координируется напря-
мую с p1 и через мостиковую воду – с p-1 (рис. 3Б). 
Хотя ион ca2+, который может замещаться ионом 
Mg2+ в физиологических условиях, непосредствен-
но не взаимодействует с белком, однако его лиганд, 
молекула воды, образует водородную связь с ДНК, 
стабилизируя тем самым ее вывернутую и изогнутую 
конформацию.

Комплементарный цитозин находится внутри спи-
рали, однако он практически не образует стэкинга 
с соседними основаниями с 5'-стороны из-за изгиба-
ния в этом месте цепи ДНК, которое вызывает раз-
ворачивание дуплекса в сторону от молекулы фер-
мента. За пределами активного центра конформация 
ДНК близка к канонической В-форме (рис. 2). 

Область дуплекса, высвобождаемая после выво-
рачивания остатка 8-oxoG, заполняется аминокис-
лотными остатками консервативного nnn-элемента 
(последовательность из трех расположенных подряд 
остатков аспарагина), а именно, остатком Asn149, ко-
торый образует водородную связь между амидным 
карбонилом бокового заместителя и экзоциклической 
аминогруппой остатка цитозина комплементарной 
цепи (рис. 3Б). Кроме того, hOGG1 погружает ариль-
ное кольцо остатка tyr203 в пространство между c0 
(комплементарным цитозином) и основанием с 5'-сто-
роны (рис. 3Б), тем самым ликвидируя стэкинг двух 
оснований и образуя острый излом в спирали ДНК, 
что существенно улучшает доступ со стороны малой 
бороздки к той части основания, которое участвует 
в уотсон-криковском взаимодействии. Основание c0 
также теряет стэкинг с 3'-стороны с соседним осно-
ванием (см. на рис. 3Б основание Т1). Аминокислот-
ные остатки Arg154 и Arg204 hOGG1 перемещаются 
в сторону c0 со стороны малой бороздки; один арги-
нин располагается сверху, а другой снизу плоскости 
пиримидинового кольца, и одновременно образуются 

Рис. 3. Схема взаимодействия оснований ДНК с ами-
нокислотными остатками hOGG1. А – дуплекс, 
содержащий пару 8-oxoG/C и взаимодействующие 
с ним аминокислоты. Б – поверхность взаимодействия 
ДНК-дуплекса и фермента hOGG1. Водородные связи 
показаны желтым пунктиром, координационные связи 
иона кальция с молекулами воды – розовым. (Приве-
дено с разрешения Macmillan Publishers Ltd.: [Nature] 
Bruner S.D., Norman D.P.G., Verdine G.L. Nature. 2000. 
V. 403. P. 859–866, copyright 2000)
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водородные связи с акцепторными атомами n3 и O2 
цитозина c0. Эти взаимодействия, по-видимому, ис-
ключительно сильные, они требуют присутствия 
соседних акцепторных атомов, что является уни-
кальным для цитозина в сравнении с другими гете-
роциклическими основаниями в ДНК. Следовательно, 
вместе с взаимодействием между Asn149 и амидным 
карбонилом цитозина c0 между ферментом и компле-
ментарным остатком цитозина может образоваться 
до пяти водородных связей.

Роль остатка Asn149 подтверждена в работе [42], 
в которой показано, что остаток Asn149 образу-
ет водородную связь с атомом n4 экзоциклической 
аминогруппы остатка цитозина, комплементарного 
8-oxoG. В комплексе с водородными связями, обра-
зованными гуанидиниевой группой остатка Arg204 
с атомами n1 и O2, это обеспечивает уникальный 
узнающий фрагмент для комплементарного цитози-
на и играет, по-видимому, главную роль в обеспече-
нии специфичности по отношению к остатку цито-
зина в комплементарной цепи, которая характерна 
для hOGG1.

Узнавание 8-oxoG в активном центре происходит 
путем формирования специфических контактов 
между поврежденным основанием и аминокислот-
ными остатками белка. Фермент узнает уреидный 
фрагмент 8-oxoG, включающий С8-карбонильную 
группу, атомы n7 и n9. При этом атом n7 образует 
водородную связь с карбонилом остатка Gly42. Среди 

всех контактов 8-oxoG имеется только одно взаимо-
действие с остатком Gly42, которого нет у гуанина. 
Поэтому в работе [36] делается вывод о том, что от-
ветственность за дискриминацию 8-oxoG от G несет 
только одна водородная связь. Необходимо отметить, 
что критически значимая аминокислота Gly42 поме-
щается в β-складчатом домене, расположенном в об-
ласти контакта hOGG1-ДНК.

Кроме упомянутых выше, в узнавании 8-oxoG 
участвуют также другие аминокислоты активного 
центра hOGG1. Остатки Phe319 и cys253 взаимо-
действуют с π-системой 8-oxoG с двух противопо-
ложных сторон, образуя структуру сэндвича (рис. 4). 
Амидная nH2

-группа остатка Gln315 через прочно 
связанную в активном центре молекулу воды взаи-
модействует с атомом О6 основания 8-oxoG, а боковая 
карбонильная группа остатка Gln315 образует две 
водородные связи с атомами n1 и n2 8-оксогуанина. 
Вторая прочно связанная молекула воды также обра-
зует водородную связь с атомом O6. Взаимодействие 
остатков Gln315 и Gly42, а также связанных в актив-
ном центре молекул воды, по своим характеристикам 
не позволяет образовывать донорно-акцепторные во-
дородные связи с A, c и t.

Анализ структурных данных [36] позволяет глуб-
же понять роль каталитически важных аминокис-
лотных остатков Lys249 и Asp268. Остаток Lys249 
находится на расстоянии ~2.5 Å от атома c1' 8-oxoG 
вблизи от места в активном центре, в которое выво-
рачивается окисленное основание; а остаток Asp268 
ориентирован подходящим образом для того, что-
бы проводить протонирование/депротонирование 
Lys249. Интермедиат, образовавшийся при атаке де-
зоксирибозы остатком Lys249, перегруппировывает-
ся в основание Шиффа (рис. 1). Эта перегруппиров-
ка требует депротонирования боковой аминогруппы 
остатка Lys249, возможно, с помощью Asp268, и про-
тонирования атома O1', для чего подходящим обра-
зом ориентирован остаток His270. Такая роль остатка 
His270 хорошо объясняет его инвариантность среди 
членов суперсемейства HhH-GPD, поскольку он не-
обходим для катализа стадии образования основания 
Шиффа.

КОМПЛЕКС КАтАЛИтИчЕСКИ АКтИВНОгО hOGG1 
СО «СтОП»-СУБСтРАтОМ
Изучена структура комплекса hOGG1 с ДНК, со-
держащей вместо 8-oxoG остаток 2-оксиметил-3-
окситетрагидрофурана (F) [33]. Такой фрагмент ДНК 
служит «стоп»-субстратом для hOGG1. Показано [33], 
что в полученной структуре (PDB ID: 1Fn7) Asp268 
расположен достаточно далеко от Lys249, чтобы 
активировать депротонирование его боковой ами-
ногруппы; расстояние n–O равно 3.7 Å. Более того, 

Рис. 4. Аминокислоты активного центра hOGG1, 
участвующие в узнавании основания 8-oxoG. Визуали-
зация PDB-файла 1EBM [36] с помощью программного 
пакета PyMOL [43]
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остаток Asp268 не имеет контакта с His270, который, 
по-видимому, нужен для образования водородной 
связи с атомом O1' рибозы, обнаруженной в струк-
туре K249Q hOGG1 [36]. Таким образом, отсутствие 
окисленного основания ДНК, выворачиваемого 
из цепи и помещаемого в карман активного центра, 
привело к изменению структуры фермента.

Основываясь на полученных данных, в работе [33] 
был сделан вывод, что, во-первых, 8-oxoG-узнающий 
карман hOGG1 хорошо подогнан под структуру по-
врежденного основания, позиционируя нужным об-
разом остатки Phe319, His270 и Asp268. Во-вторых, 
в данной работе роль остатка Asp268, действующе-
го как депротонирующее Lys249 основание, не под-
тверждена и не опровергнута. Высказана гипотеза, 
что этот остаток создает электростатическое поле, 
стабилизирующее положительный заряд, возникаю-
щий на стадии переходного состояния на атомах O1' 
и c1' дезоксирибозы 8-oxoG.

ИзМЕНЕНИЕ СтРУКтУРы HOGG1 ПРИ СВязыВАНИИ 
ДНК
Кристаллическая структура свободного фермента 
hOGG1 и его комплекса с 8-oxoG-содержащей ДНК, 
получены в работе Bjørås M. и соавт. [35] с разре-
шением 2.15 Å. В составе комплекса с ДНК так же, 
как и в работе [36], использовали каталитически 
неактивный мутант K249Q. Согласно данным [35], 
структура hOGG1 существенно различается у сво-
бодной формы и связанной в комплексе с 8-oxoG-
содержащей ДНК (рис. 5). В узнавании поврежден-
ного основания принимают участие остатки Phe319, 
cys253, Gly42, Gln43, Phe45 и Gln315, что согласу-
ется с данными [36]. Остатки Phe319 и cys253 рас-
полагаются с противоположных сторон от плоскости 
8-oxoG, тогда как остатки Gly42, Gln43, Phe45 вза-
имодействуют с краем большой бороздки, узнавая 
протонированный атом n7 8-oxoG. Амидный атом 
кислорода Gln315 образует водородные связи с n1-
имино- и n2-аминогруппами кольца, участвующего 
в спаривании оснований. Остаток Phe319 принима-
ет различные конформации в свободной и связанной 
с ДНК форме hOGG1 (рис. 5А). В комплексе с ДНК 
ароматическое кольцо остатка Phe319 располагает-
ся почти перпендикулярно той ориентации, которая 
была у него в свободной форме. У остатка Gln315 
в свободном ферменте боковая цепь располагается 
под ароматическим кольцом остатка Phe319 (рис. 5А). 
В связанном с ДНК состоянии амидный атом азо-
та этого остатка вовлекается в образование систе-
мы водородных связей, в которой участвует также 
карбонильный атом кислорода остатка Pro266, рас-
полагающийся с другой стороны от кольца 8-oxoG. 
В результате конформация фермента существенно 
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Рис. 5. Узнавание основания 8-oxoG hOGG1 (желтым 
цветом обозначен свободный фермент, а светло-
зеленым – связанный с ДНК). А – конформация остатка 
His270 в свободной и связанной с ДНК структурах. Уча-
стие остатков Gln315, Phe319 и Asp322 в образовании 
кармана для связывания 8-oxoG. Б – участие остатка 
Asn149 в узнавании и связывании комплементарного 
цитозина. В – конформационные изменения остатков 
Asp268 и His270 в процессе связывания 8-oxoG. (При-
ведено с разрешения Elsevier Science Ltd.: [J. Mol. Biol.] 
Bjørås M., Seeberg E., Luna L., Pearl L.H., Barrett T.E. J. 
Mol. Biol. 2002. V. 317. P. 171–177, copyright 2002)



62 | ActA nAturAe |  ТОМ 6  № 3 (22)  2014

ОБЗОРЫ

меняется, создавая тесный карман для связывания 
поврежденного основания 8-oxoG.

В данной работе [35] несколько иначе была ин-
терпретирована роль остатка His270. Установлено, 
что конформационные изменения фермента в об-
ласти кармана, связывающего гетероциклическое 
основание, сопровождаются изменением ориента-
ции His270, который образует две водородные свя-
зи в комплексе с ДНК: одну – между атомом азота 
n2 имидазольного кольца с 5'-фосфатной группой 
8-oxoG, вторую – между атомом азота n1 и карбок-
сильной группой остатка Asp322 (рис. 5А). В свобод-
ном ферменте, хотя и сохраняется одна водородная 
связь с Asp322, имидазольное кольцо остатка His270 
отклоняется более чем на 90° по сравнению со свя-
занной с ДНК конформацией; встраивается напротив 
фенильного кольца остатка Phe319 и образует два 
слоя сэндвича, закрытого остатком Gln315. Такое вра-
щение остатка His270 несовместимо с конформация-
ми остатков Phe319 и Gln315, которые необходимы 
для специфического связывания 8-oxoG в комплексе 
с ДНК. Конформации боковых заместителей остат-
ков Phe319 и Gln315 определяются конформацией 
остатка His270, которая сама в комплексе с 8-oxoG-
ДНК определяется взаимодействием с 5'-фосфат-
ной группой 8-oxoG-нуклеотида. Таким образом, 
связывание с hOGG1 рибозофосфатного остова ДНК 
определяет конформацию остатка His270, который, 
в свою очередь, вызывает конформационные из-
менения в остатках Phe319 и Gln315, что позволяет 
окисленному основанию связаться в специфическом 
кармане.

Следовательно, боковые цепи заместителей 
в остатках Phe319, Gln315 и His270 действуют 
как единое целое, переключаясь между закрытым 
и открытым состояниями при связывании 8-oxoG-
нуклеотида.

В свободном ферменте область аминокислотных 
остатков 146–151 принимает конформацию, отлич-
ную от конформации в комплексе с ДНК; сдвиг со-
ответствующих атомов достигает 4–9 Å в связанной 
с ДНК структуре. Наиболее существенные изменения 
происходят в центре этого сегмента, где боковая цепь 
остатка Asn149 в свободном ферменте направлена на-
зад в сторону фермента и образует водородные связи 
между амидным атомом кислорода и ε-аминогруппой 
каталитического остатка Lys249 (рис. 5Б). Однако 
при образовании комплекса с 8-oxoG-ДНК этот атом 
кислорода перемещается на ≈ 9 Å, чтобы осуществить 
взаимодействие с удаленным остатком цитозина. 
Остальные остатки аспарагина в триплете nnn, 
150 и 151, чьи водородные связи в комплексе с ДНК 
стабилизируют цитозинузнающий фрагмент белка, 
в свободном ферменте направлены в раствор. Кон-

формация этого внутриспирального пептида в сво-
бодном ферменте не подходит для связывания 8-oxoG 
в экстраспиральной конформации. Как встраивание 
сегмента белка в ДНК, так и встраивание в белок вы-
резаемого нуклеотида требуют сопутствующих этим 
процессам перестроек структуры белка.

Одно из важных последствий реориентации остат-
ка His270 в комплексе фермента hOGG1 c 8-oxoG-
ДНК – небольшое перемещение участка спирали 
и цепи между остатками Pro266 и trp272, которое 
сдвигает боковую цепь остатка Asp268 на расстояние 
более 1.5 Å по сравнению с ее расположением в сво-
бодном ферменте (рис. 5В).

В структуре комплекса hOGG1 с ДНК, содержа-
щей F-лиганд [33], остаток Lys249 удален от карбок-
сильной группы Asp268, что делает сомнительным 
предположение о ее роли в депротонировании нукле-
офила и тем самым указывает на альтернативную 
функцию этого остатка в стабилизации заряженно-
го переходного состояния дезоксирибозного кольца. 
Кроме того, в ДНК-связанной структуре карбоксиль-
ная группа Asp268 и имидазольная группа His270 до-
статочно сближены и могут образовать слабую во-
дородную связь, которая также способна облегчать 
отрыв протона с помощью Asp268, обеспечивая тем 
самым ее косвенное участие в катализе. С другой сто-
роны, в структуре свободного hOGG1 боковые цепи 
остатков Asp268 и His270 удалены на расстояние >4 Å 
и расположены совершенно неоптимально для об-
разования между ними водородной связи (рис. 5В). 
В противоположность этому боковые цепи остатков 
Lys249 и Asp268 расположены оптимально для об-
разования водородной связи между ε-амино- и кар-
боксильной группами соответственно и дополнитель-
ной водородной связи между ε-аминогруппой Lys249 
и атомом кислорода бокового заместителя в остатке 
Asn149 (рис. 5В). Конфигурация боковой цепи остат-
ка Lys249 в активном центре соответствует протони-
рованной форме ε-аминогруппы, стабилизированной 
нейтральной водородной связью с атомом кислорода 
амидной группы остатка Asn149 и водородной свя-
зью с депротонированным карбоксилом боковой цепи 
остатка Asp268.

В соответствии с механизмом катализа, предло-
женном для OGG1 [29–31], остаток Lys249 осущест-
вляет нуклеофильную атаку по атому углерода c1' 
дезоксирибозного кольца, замещая основание 8-oxoG 
и образуя ковалентный интермедиат – основание 
Шиффа [39]. Протонированная боковая группа остат-
ка Lys249 в свободном ферменте не способна осуще-
ствить такую функцию, которая требует присутствия 
неподеленной пары электронов, как в нейтральной 
ε-nH2

. Поэтому остаток Lys249 должен быть депро-
тонирован для того, чтобы могла пройти эта реакция. 
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Это возможно лишь в том случае, если взаимодей-
ствие с остатком Asp268, стабилизирующее про-
тонированное состояние остатка Lys249, исчезает 
при связывании с субстратом.

Согласно [35], связывание с нуклеозидом 8-oxo-
dG способствует изменению положения остат-
ка Asp268 (через перемещение остатков Phe319 
и Phe270), что приводит к разрыву его ион-парной/
водородной связи с остатком Lys249. Параллельно, 
для того, чтобы осуществить взаимодействие фер-
мента с остатком цитозина комплементарной цепи, 
происходит выворачивание межспиральной петли 
и разрыв водородной связи между остатком Lys249 
и боковой карбоксильной группой остатка Asn149. 
Вследствие исчезновения этих нейтрализующих 
взаимодействий существование протонированной 
формы ε-аминогруппы остатка Lys249 должно быть 
невыгодным по сравнению с нейтральной формой, 
образующейся в результате отрыва протона карбок-
сильной группой остатка Asp268 одновременно с его 
перемещением и исчезновением водородной связи 
с остатком Lys249. 

Таким образом, сделан вывод [35], что водород-
ные связи, образованные остатками Asp268 и Asn149 
с протонированным атомом азота ε-аминогруппы 
остатка Lys249, служат триггерными замками в сво-
бодном ферменте; одна водородная связь связана 
с узнаванием 8-oxoG, другая – цитозина, и обе долж-
ны исчезнуть для того, чтобы фермент был готов 
к нуклеофильной атаке по атому c1' дезоксирибозы 
ДНК.

РОЛь ОСтАтКА Asp268 В КАтАЛИтИчЕСКОМ 
МЕХАНИзМЕ hOGG1
Остаток Asp268 каталитически важен как 
для hOGG1, так и для всего структурного семейства, 
к которому принадлежит этот белок [26, 44]. Заме-
ны остатка Asp268 на Ala или Asp приводят к потере 
гликозилазной и АР-лиазной активностей, однако 
ДНК-связывающая активность почти не меняется.

Достаточно давно было высказано предположе-
ние, что Asp268 может сопровождать вырезание 
основания путем депротонирования остатка Lys249, 
тем самым превращая нереакционноспособную ка-
тионную форму в нуклеофильный нейтральный 
амин [36]. Однако против такой его роли свидетель-
ствует факт, что остаток Asp, находящийся на кон-
це α-спирали белка, должен быть менее основным 
на несколько порядков величины; стабильное поло-
жение должно полностью препятствовать враще-
нию Asp268 вокруг связи cα–cβ для осуществления 
взаимодействия с Lys249. В кристаллической струк-
туре фермента дикого типа в комплексе с АР-ДНК 
[33] показано, что взаимодействие между остатками 

Asp268 и Lys249 отсутствует. Действительно, только 
в структуре свободного белка эти два остатка были 
связаны водородной связью, при этом остаток Asp268 
сохраняет свое положение в α-спирали, а остаток 
Lys249 разворачивается, как на шарнире, чтобы 
обеспечить с ним контакт [35]. Важно то, что даже 
при ослабленном взаимодействии между остатками 
Glu268 и Lys249 (в мутантном белке с заменой D268e) 
и более длинной боковой цепи боковая цепь остат-
ка Glu268 не взаимодействует с остатком Lys249. 
Можно предположить, что если за счет микроокру-
жения pK

a
 остатка Lys249 понижается даже нена-

много, то при этом получается некоторое количество 
нейтрального амина; этого может быть достаточно, 
чтобы вызвать разрезание гликозидной связи и уда-
ление основания. 

 Для проверки участия остатка Asp268 в химиче-
ских реакциях, катализируемых hOGG1, этот оста-
ток заменяли на остатки аспарагина (D268n), глу-
тамата (D268e) и глутамина (D268Q) [38]. Показано, 
что остаток Asp268, расположенный на n-конце 
α-спирали (рис. 6), выполняет двойственную функ-
цию, катализируя протекание стадий удаления осно-
вания и разрыва цепи. Замена этого аминокислотного 
остатка на аспарагин приводила к сильному сниже-
нию ферментативной активности у hOGG1 с D268n. 
В кристаллической структуре этого мутанта впервые 
показано участие нуклеофильного остатка лизина 

His270

Phe319

Gln315

Cys253

Asn268 Lys249

Рис. 6. Структура активного центра мутанта hOGG1 
D268N в составе комплекса с ДНК-дуплексом, содер-
жащим 8-oxoG. Визуализация PDB-файла 1N3C [38] 
(Приведено с разрешения American Chemical Society: 
[Biochemistry] Norman D.P.G., Chung S.J., Verdine G.L. 
Biochemistry. 2003. V. 42. P. 1564–1572, copyright 
2003)
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(Lys249) в узнавании поврежденного остатка G (8-
oxoG или F).

Анализ этой структуры позволил предположить, 
что удаление основания 8-oxoG происходит через 
разрыв гликозидной связи и лишь последующее при-
соединение остатка Lys249 с образованием основания 
Шиффа между ε-nH

2
-группой и С1'-атомом дезокси-

рибозы. С другой стороны, замены аспартата на глу-
тамин (D268Q hOGG1) и глутамат (D268e hOGG1), 
хотя и дестабилизировали структуру (укладку) бел-
ка, но не приводили к потере каталитической актив-
ности.

Установлено [38], что структуры комплексов с ДНК 
у мутантных по остатку Asp268 форм hOGG1 близки 
к определенной ранее структуре комплекса мутанта 
с заменой K249Q [36]. Величина среднеквадратичного 
отклонения координат для структур белковых остовов 
мутантов hOGG1 D268n и K249Q составляет 0.32 Å, 
что с уверенностью позволяет говорить об идентич-
ности структур. Если сравнивать структуры фермен-
та дикого типа и мутанта hOGG1 D268e, связанно-
го с F-аналогом, то величина среднеквадратичного 
отклонения составляет 0.45 Å и 0.59 Å для структур 
Wt hOGG1/F и hOGG1 D268Q/F соответственно. 
Это свидетельствует о том, что в результате заме-
ны аминокислот активного центра в этих мутантах 
не происходит глобальных структурных перестроек. 
Во всех трех структурах единственные серьезные 
перестройки происходили в области активного цен-
тра, а именно, в положении первых трех аминокислот 
α-M-спирали (остатки 269, 270 и 271). Во всех трех 
структурах нуклеофильная ε-nH2

-группа остатка 
Lys249 имеет примерно фиксированное положение 
в кристалле, хотя она и находится на конце длин-
ной алкильной цепи. В этой структуре ε-nH

2
-группа 

остатка Lys249 расположена вблизи атома c1' дезок-
сирибозы (3.4 Å), однако не на траектории, подходя-
щей для прямой нуклеофильной атаки по гликозид-
ной связи (рис. 6). По этим данным ε-аминогруппа 
остатка Lys249, по-видимому, образует водородную 
связь с сульфгидрильной группой аминокислоты 
cys253, которая, наоборот, находится на ван-дер-
ваальсовском расстоянии от π-системы основания 
8-oxoG. Из-за того, что остаток cys253 расположен 
над верхней поверхностью рибозы, остаток Lys249 
не может осуществить контакт с остатком cys253 
при атаке сахара с нижней стороны. В то время 
как в ферменте дикого типа карбоксильный кислород 
остатка Asp268 образует водородную связь с боковой 
цепью остатка His270, в мутанте D268n nH

2
-амидная 

группа остатка Asn268 расположена слишком далеко 
от остатка His270 для образования водородной связи. 
Отсутствие такого взаимодействия позволяет объ-
яснить сравнительно слабое связывание ДНК с му-

тантом D268n, поскольку остаток His270 напрямую 
взаимодействует с фосфатным остовом с 5'-стороны 
от повреждения. Остальная часть активного центра 
и узнающего основание кармана в структурах му-
тантных hOGG1 с заменами D268n и K249Q, связан-
ных с 8-oxoG-cодержащей ДНК, идентична.

Альтернативное предположение о роли остат-
ка Asp268 – это электростатическая стабилизация 
с помощью остатка Asp268 положительного заряда 
на атоме O4' в переходном состоянии дезоксирибо-
зы в реакции удаления основания [33]. С этой точкой 
зрения согласуется тот факт, что во всех структурах 
hOGG1, имеющих в положении 268 остаток Asp, кар-
боксильный атом кислорода располагается вблизи 
атома O4' сахарофосфатного остова ДНК, примерно 
на расстоянии 3.2 Å. Вследствие сильного взаимодей-
ствия с собственной α-спиралью ориентация боковой 
цепи Asn268 в мутантной форме D268n почти такая 
же, как и у остатка Asp268 в ферменте дикого типа. 
Следовательно, замещение остатком Asn положе-
ния 268 приводит к замене отрицательно заряжен-
ного атома кислорода на нейтральную nH2

-группу 
с тем же расположением в активном центре. Расстоя-
ние между амидным азотом остатка Asn268 и ато-
мом O4' дезоксирибозного кольца (3.4 Å) больше, чем 
можно было ожидать при наличии водородной свя-
зи между этими атомами, однако этого достаточно, 
чтобы атом O4' отчасти испытывал влияние положи-
тельного электростатического поля амидных прото-
нов остатка Asn268. Поэтому полагают [33], что за-
мена заряда на противоположный знак от Asp (δ-) 
на Asn (δ+) в положении 268 способствует повышению 
энергии переходного состояния в реакции удаления 
основания вследствие увеличения положительного 
заряда на O4', что приводит к значительному умень-
шению скорости этой реакции.

Таким образом, показано [38], что форма hOGG1, 
содержащая вместо остатка аспартата Asp268 аспа-
рагин (D268n), абсолютно неактивна. Аминокислот-
ные замены D268Q или D268e, хотя и приводили 
к менее выгодной конформации фермента, но не сни-
жали каталитическую активность. Полученные дан-
ные опровергают высказанное ранее [36] предполо-
жение о роли остатка Asp268 как кислотно/основного 
катализатора hOGG1, однако они подтверждают его 
участие в формировании заряда на атоме О4' дезок-
сирибозы при 8-oxoG в ходе стадии вырезания осно-
вания.

МЕХАНИзМ УзНАВАНИя ПОВРЕЖДЕННОгО 
ОСНОВАНИя 8-oxoG
Структура гетероциклических оснований 8-oxoG 
и G отличается только по двум положениям: атом 
С8 связан с атомами О или Н, n7 содержит атом Н 
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или неподеленную пару электронов соответствен-
но. По этой причине атом Н при атоме n7 в 8-oxoG 
имеет возможность образовывать водородную связь 
с карбонилом основной цепи остатка Gly42, тогда 
как у G такой возможности нет. Для того чтобы де-
тальнее разобраться в структурных особенностях 
взаимодействия фермента hOGG1 с окисленным 
основанием 8-oxoG и неповрежденным G, изучали 
взаимодействие с ДНК-субстратами мутантной фор-
мы hOGG1 n149c, у которого полностью отсутству-
ет каталитическая активность [37]. Остаток cys149 
через дисульфидную связь соединяли линкером 
с атомом С4 в остатке цитозина, комплементарно-
го 8-oxoG. Это позволяло ограничить возможность 
диссоциации белка из комплекса с ДНК. Получе-
ны кристаллические структуры комплексов n149c 
hOGG1 с 8-oxoG-, G- и 7-деаза-G-содержащими 
ДНК-дуплексами.

Обнаружено, что в комплексах hOGG1 с 8-oxoG- 
и G-содержащими ДНК изгиб спирали ДНК в месте 
выворачивания нуклеозида составляет ~70 и ~80о со-
ответственно. Основание 8-oxoG при этом погружено 
глубоко в узнающий повреждение карман фермента, 
а G выталкивается из этого кармана и лежит на по-
верхности фермента в «экзосайте», расположенном 
на расстоянии примерно 5 Å от кармана фермента 
(рис. 7А,Б). Основание G взаимодействует с двумя 
остатками активного центра Phe319 и His270, но эти 
контакты отличаются от тех, что имеют место в слу-
чае 8-oxoG. В комплексе с 8-oxoG-субстратом остаток 
His270 не контактирует с этим основанием, а образу-
ет водородную связь с его 5'-фосфатом. В комплек-
се с G-содержащей ДНК His270 взаимодействует 
с π-системой основания, но не образует водородной 
связи с фосфатом.

Оценка свободной энергии взаимодействия остат-
ков 8-oxoG и G с активным центром фермента hOGG1 
(ΔА

1
 и ΔА

2
 соответственно), проведенная в [37] с ис-

пользованием компьютерного моделирования по ме-
тоду квантовой механики/молекулярной механики, 
показала, что свободная энергия дискриминации 
поврежденного основания ΔΔА = ΔА

1 
– ΔА

2
 рав-

на –6.8 ккал/моль, что соответствует 105-кратному 
предпочтительному связыванию в активном центре 
остатка 8-oxoG по сравнению с G.

Водородная связь, образующаяся между карбо-
нильным атомом кислорода остатка Gly42 и прото-
ном при атоме n7 в 8-oxoG, сильно стабилизирует 
структуру комплекса. В случае G – вместо нее бу-
дет кулоновское отталкивание между карбонилом 
остатка Gly42 и неподеленной парой электронов 
атома n7, если остатки G и Gly42 будут занимать 
в комплексе те же положения, что и в комплексе 
с 8-oxoG. 

Данная работа [37] позволяет глубже понять меха-
низм узнавания поврежденного основания. Вывора-
чивание основания из цепи ДНК не может происхо-
дить в ходе одной стадии как согласованный процесс. 
Скорее всего, он протекает через образование серии 
дискретных состояний. Этот вывод основан на том, 
что комплекс фермента hOGG1 с G-субстратом 
может имитировать интермедиат, образующийся 
с 8-oxoG-субстратом, непосредственно перед выво-
рачиванием основания в карман активного центра. 
Многостадийный характер механизма узнавания по-
вреждения в ДНК ферментом hOGG1 доказан также 
в исследованиях динамики конформационных пере-
ходов путем регистрации флуоресценции остатков 
trp в белке и 2-аминопурина в ДНК [45, 46]. 

Сравнение конформаций комплексов фермента 
с G- и 8-oxoG-содержащей ДНК позволяет понять, 
что происходит на последней стадии выворачивания 
основания. Со стороны 3'-конца (слева) от данного 
нуклеотида структуры комплексов очень похожи. 
В них сохраняется контакт за счет водородных свя-
зей со структурой HhH, содержащей остатки Gly245, 
Gln249 и Val250, а также сохраняется электроста-
тическое взаимодействие с ионом двухвалентного 
металла (рис. 7А). Единственным исключением яв-
ляется состояние 3'-фосфата внеспирального нукле-
озида, который образует водородную связь с остат-
ком Lys249 в G-комплексе; тогда как в комплексе, 
содержащем 8-oxoG, остаток Lys249 не может уча-
ствовать во взаимодействии с 3'-фосфатом, а должен 
быть повернут в сторону активного центра для того, 
чтобы принять участие в каталитической стадии. 
Предполагается [37], что контакты с 3'-cтороны 
от повреждения, возможно, даже контакт 3'-фосфа-
та ДНК с остатком Lys249, устанавливаются рань-
ше, чем фактически произойдет выворачивание 
поврежденного основания. С 5'-стороны от внеспи-
рального нуклеозида конформации спирали разли-
чаются для G- и 8-oxoG-структур. Следовательно, 
в комплексе с G-ДНК имеет более выраженный изгиб 
спирали (~80° по сравнению с ~70°); дуплекс с 5'-сто-
роны также сильнее повернут, примерно на ~20° 
вокруг оси спирали (рис. 7Б). Эта разница возника-
ет из-за потери водородных связей, образованных 
между 3'- и 5'-фосфатами и nH-группой основной 
цепи остатка Asn150 и nH-группой боковой цепи 
остатка His270 в комплексе с 8-oxoG-содержащей 
ДНК. Двухвалентный катион ca2+, который коор-
динирует 3'-фосфат и стабилизирует изгиб за счет 
внутри- и внешне сферных контактов с внеспираль-
ным нуклеозидом, в G-комплексе также отсутствует 
(рис. 7А). Эти контакты устанавливаются в 8-oxoG-
комплексе только после выворачивания поврежден-
ного нуклеотида в узнающий карман фермента.
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С учетом прогресса в понимании структурных 
основ высокой специфичности фермента по отно-
шению к поврежденному основанию остается непо-
нятным, как фермент hOGG1 узнает 8-oxoG внутри 
ДНК-спирали. Согласно [47], решение этого вопроса 
заключается в идентификации вариантов hOGG1, 
способных узнавать внутриспиральное поврежден-
ное основание, но значительно снижать способность 
связывания внеспирального повреждения.

В работе [47] был проведен анализ структуры 
форм hOGG1, содержащих замены аминокислот, 
участвующих в формировании контактов с 8-oxoG. 
Как и в предыдущих работах [37], авторы исполь-
зовали технологию межмолекулярных дисульфид-
ных сшивок для ковалентного связывания остатков 
цистеина в hOGG1 с атомом С4 цитозина, компле-
ментарного окисленному гуанину. Показано, что му-
тации по остатку His270, который образует контакт 
с 5'-фосфатом (форма hOGG1 H270A), по остатку 
глутамина Gln315, взаимодействующему с внешней 
поверхностью двухцепочечной ДНК (форма hOGG1 
Q315A), не влияют на структуру фермента, но лиша-
ют его функциональности. 

С другой стороны, замена остатка Gly42, фор-
мирующего специфический, показанный ранее [36] 
контакт с 8-oxoG, на остаток аланина (форма hOGG1 
G42A) приводит к появлению препятствия для свя-
зывания 8-oxoG в области контактной поверхности 
между ДНК и hOGG1. Как уже отмечалось выше, 
Gly42 – единственная аминокислота в hOGG1, кото-
рая непосредственно «оценивает» структурную раз-
ницу между G и 8-oxoG: атом n7 8-oxoG образует 
водородную связь с карбонильным кислородом остат-
ка Gly42 [37]. Замена атома водорода при cα-атоме 
остатка Gly42 гораздо более объемной метильной 
группой аланина (форма hOGG1 G42A) вносит суще-
ственные стерические затруднения при связывании 
8-oxoG в активном центре фермента (рис. 8А); такое 
связывание вызывает конформационные реоргани-
зации в структуре аминокислотной последователь-
ности hOGG1.

При введении аминокислотной замены Q315F, 
которая стерически препятствовала связыванию 
8-oxoG в кармане активного центра, получены две 
структуры: Q315F*149 и Q315F*292, в которых цито-
зин комплементарной цепи был ковалентно связан 
с остатками цистеина 149 и 292 соответственно. Бе-
лок hOGG1 Q315F*149 действительно не связывал 
остаток 8-oxoG в кармане активного центра, а только 
в экзосайте (рис. 8Б). Однако мутант Q315F*292 по-
зволял остатку 8-oxoG почти полностью погружаться 
в узнающий карман, так что могли образоваться во-
дородные связи между остатком Gly42 и 8-oxoG n7-H 
(рис. 8В). Авторы данной работы полагают, что в этой 

Рис. 7. Наложение структур N149C hOGG1 с ДНК-
дуплексом, содержащим либо 8-oxoG (зеленый цвет), 
либо G (желтый цвет). А – расположение остатков актив-
ного центра фермента при взаимодействии с основаниями 
8-oxoG и G. Б – изменение структуры ДНК-дуплекса в за-
висимости от связывания поврежденного и неповрежден-
ного оснований. В – изменение геометрических параме-
тров ДНК в области связывания с ферментом. Желтыми 
и зелеными стрелками обозначены валентные связи, пре-
терпевающие существенное вращение: +110° (стрелка 
a) для связи C4'–C5' c 3'-конца от 8-oxoG, +119° (стрелка 
b) для связи C4'–C5' 8-oxoG, –151° (стрелка c) для связи 
P–O5'. (Приведено с разрешения Macmillan Publishers Ltd.: 
[Nature] Banerjee A., Yang W., Karplus M., Verdine G.L. 
Nature. 2005. V. 434. P. 612–618, copyright 2005)
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структуре за счет ковалентной сшивки с удаленным 
остатком cys292 стабилизируется слабое взаимо-
действие основания 8-oxoG с узнающим поврежде-
ние карманом. Несмотря на то что в этой структуре 
остаток 8-oxoG погружен в карман активного центра, 
не происходит его отрыва от ДНК. Необходимо также 
отметить, что замена остатка Gln на Phe в мутант-
ной форме hOGG1 Q315F вызывала полную потерю 
специфичности hOGG1 при связывании как 8-oxoG-
содержащей, так и неповрежденной ДНК.

С целью детального выяснения роли отдельных 
остатков аминокислот, участвующих в связывании 
8-oxoG в активном центре фермента hOGG1, был 
синтезирован фотоактивируемый аналог 8-oxoG, 
несущий на атоме кислорода, находящемся при С6 
в остатке 8-oxoG, ортонитрофенилизопропильную 
группу (Pc) [32]. Использование такого производного 
в составе ДНК-субстрата в сочетании с остановкой 
реакции быстрым замораживанием позволило струк-
турно охарактеризовать один из наиболее поздних 
интермедиатов, образующихся в ходе процесса экс-
цизионной репарации оснований (Ber).

Комплекс фермента с РС-субстратом имел та-
кую же структуру, как и комплекс с G-субстратом, 
т.е. модифицированное РС-основание располагалось 
в экзосайте фермента hOGG1 [37]. При облучении 
кристалла этого комплекса светом с длиной волны 
373 нм при 4°c в течение 30 с происходило отщепле-
ние ортонитрофенилизопропильной группы с об-

разованием продукта, содержащего пару 8-oxoG/С 
(Fc-комплекс). Дальнейшее быстрое замораживание 
в жидком азоте и анализ полученной структуры по-
казали, что полученное основание 8-oxoG оказывает-
ся в кармане активного центра в том же положении, 
что и в комплексе hOGG1 с 8-oxoG-содержащей ДНК 
[36, 47].

При этом сохранился контакт, определяющий про-
явление специфичности узнавания 8-oxoG фермен-
том, образованный за счет водородной связи между 
атомом n7 основания 8-oxoG и карбонильным атомом 
кислорода основной цепи остатка Gly42; хотя длина 
этой связи была больше, чем в комплексе с 8-oxoG-
субстратом (Lrc-комплекс, 3.4 против 2.8 Å) (рис. 9).

Какого-либо другого контакта 8-oxoG с ключевы-
ми аминокислотами не обнаружено. Три ключевые 
аминокислоты в hOGG1, играющие важную роль 
в формировании контактов с 8-oxoG, а именно остат-
ки Phe319, cys253 и Gln315, в Fc-комплексе находи-
лись в других положениях, чем в полученных ранее 
структурах [36, 47] (см. рис. 4, рис. 9А). Кроме того, 
дополнительный контакт между остатком His270 
и 5'-фосфатом 8-oxoG, имеющийся в Lrc-комплексе, 
в Fc-комплексе отсутствовал. Вместо этого остаток 
His270 находился в стэкинге с Phe319, тогда как во-
дородной связи между остатками His270 и Asp322, 
присутствующей в Fc-комплексе, не было в Lrc-
комплексе с 8-oxoG-субстратом. Каталитически зна-
чимая нуклеофильная боковая цепь остатка Lys249 

Рис. 8. Изменения в расположении аминокислот активного центра hOGG1 в комплексе с 8-oxoG-содержащей 
ДНК вследствие введения замен по аминокислотам, участвующим в формировании контактов с 8-oxoG. А – на-
ложение остатков аминокислот активного центра hOGG1 для WT (серый остов) и мутантной формы G42A (синий 
остов). Б – аминокислоты активного центра для структуры Q315F*149; остаток 8-oxoG в WT hOGG1 показан 
серым цветом, в Q315F – красным. В – аминокислоты активного центра в структуре Q315F*292. (Приведено 
с разрешения The American Society for Biochemistry and Molecular Biology: [J. Biol. Chem.] Radom C.T., Banerjee A., 
Verdine G.L. J. Biol. Chem. 2007. V. 282. P. 9182–9194, copyright 2007)
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в Fc-комплексе дезориентирована и не вовлечена 
в образование ключевого солевого мостика с остатком 
cys253 (Lys249(nH

3
+)/cys253(S-)), который был пред-

сказан расчетным путем [37] для стадии узнавания 
основания 8-oxoG. Это различие между Fc- и Lrc-
комплексами не ограничивается расположением бо-
ковых заместителей перечисленных аминокислот. 
Спираль α-O, в которой находятся три аминокис-
лотных остатка активного центра, Gln315, Phe319 
и Asp322, также оказывается отодвинутой от актив-
ного центра (рис. 9Б).

Таким образом, изученная в данной работе струк-
тура комплекса относится к интермедиату, наиболее 
позднему среди когда-либо исследованных для ДНК-
гликозилаз, в котором основание 8-oxoG почти полно-
стью вставлено в активный центр, однако последний 
еще не приобрел конечную каталитически активную 
конформацию (см. также [46]).

Показано [32], что попадание поврежденного осно-
вания из экзосайта в активный центр фермента про-
исходит намного быстрее, чем последующая реорга-
низация аминокислот активного центра, необходимая 
для образования каталитически компетентного со-
стояния.

В дальнейшем отработанную ранее [37, 47] техно-
логию межмолекулярных дисульфидных сшивок ис-
пользовали для ковалентного связывания остатков 
цистеина в hOGG1 с атомом С4 цитозина, компле-
ментарного окисленному гуанину в ДНК-дуплексе 
[48]. Такая техника позволяла добиваться образо-
вания комплекса между ферментом и ДНК в про-
цессе получения кристаллов, пригодных для рент-
геноструктурного анализа. Была закристаллизована 
и получена структура hOGG1, в которой неповреж-
денный гуанин был вывернут из двухцепочечной 
спирали ДНК и помещен в активный центр фер-

мента [48]. В таком комплексе не происходило рас-
щепления n-гликозидной связи. Эта неспособность 
катализировать расщепление гликозидной связи 
не была обусловлена структурным влиянием ди-
сульфидной сшивки между ДНК и ферментом, по-
скольку замена G на 8-oxoG в этом же комплексе 
приводила к эффективному вырезанию окисленного 
нуклеотида. Полученные данные указывают на су-
ществование механизма позднего предотвращения 
вырезания азотистого основания G, которое оши-
бочно попало в активный центр hOGG1. Подобный 
механизм включается только в тех редких случа-
ях, когда гуанин преодолевает энергетический ба-
рьер перемещения из экзосайта в карман активного 
центра. Механизм, на котором основано предотвра-
щение вырезания G, пока остается неясным. Ранее 
было показано, что n-гликозидная связь при G бо-
лее лабильна при нейтральных значениях рН, чем 
при 8-oxoG [49]. Следовательно, механизм дискри-
минации, который опирается на различиях в ла-
бильности n-гликозидной связи с G по сравнению 
с 8-oxoG, в данном случае не может служить объ-
яснением. 

Получено также подтверждение существования 
механизма позднего предотвращения вырезания G 
[46]. В этом исследовании с помощью метода оста-
новленной струи была проанализирована эффек-
тивность каталитического действия hOGG1 на ДНК-
субстраты различной специфичности. Сочетание 
регистрации изменений собственной флуоресценции 
остатков триптофана в ферменте и флуоресценции 
введенных в ДНК остатков 2-аминопурина позво-
ляло одновременно следить как за динамикой ДНК, 
так и за изменением структуры фермента. В работе 
использовали ДНК-дуплексы, не содержащие и со-
держащие окисленный гуанин – 8-oxoG-субстрат 
и G-лиганд соответственно. При связывании с hOGG1 
ДНК-дуплексов была зарегистрирована (по увеличе-
нию интенсивности флуоресценции остатка 2-ами-
нопурина) дестабилизация двойной спирали ДНК 
на временах ~10 и 20 мс соответственно, что объяс-
нялось изгибанием ДНК и выворачиванием гетеро-
циклических оснований G или oxoG из спирали [46]. 
На временах > 20 мс в случае oxoG-субстрата про-
исходило уменьшение интенсивности флуоресцен-
ции 2-аминопурина, которое, вероятно, соответство-
вало погружению аминокислотных остатков белка 
в полость в двойной спирали и стабилизации такого 
комплекса. Аналогичного изменения интенсивности 
2-аминопурина не наблюдалось в случае G-лиганда. 
Это означало, что связывание hOGG1 c неспецифи-
ческой ДНК может привести к изгибанию ДНК и вы-
ворачиванию G в экзосайт фермента, но механизм 
позднего предотвращения вырезания G отключает 

Рис. 9. Расположение остатков аминокислот активного 
центра относительно 8-oxoG в LRC-комплексе [36] (А) 
и FC-комплексе (Б). (Приведено с разрешения Ameri-
can Chemical Society: [J. Am. Chem. Soc.] Lee S., Radom 
C.T., Verdine G.L. J. Am. Chem. Soc. 2008. V. 130. P. 
7784–7785, copyright 2008)
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стадию перехода фермента в каталитически компе-
тентное состояние.

Verdine G.L. и соавт. [48] полагают, что положение 
уровня энергии переходного состояния для расще-
пления n-гликозидной связи в G может быть выше, 
чем для 8-oxoG вследствие либо смещения основных 
элементов активного центра, либо отсутствия ста-
билизации переходного состояния (фермент-G)≠ че-
рез образование водородной связи с остатком Gly42. 
Кроме того, ориентация G в активном центре слегка 
отличается от ориентации 8-oxoG, полученной ранее 
[37]. Это может помешать достижению оптимально-
го конформационного состояния для атаки боковой 
аминогруппы остатка Lys249 по С1'-положению де-
зоксирибозы. Эту гипотезу хорошо подтверждают 
предыдущие результаты, когда введение аминокис-
лотных замен узнающего кармана, которые даже не-
много изменяли его геометрию: D268n [38] и Q315F 
[47], приводило к сильному (но не полному) падению 
эффективности катализа hOGG1.

В работе Lukina M.V. и соавт. [50] получены формы 
hOGG1 c253L и c253I, в которых карман активно-
го центра закрыт вследствие замены остатка cys253 
на более объемные лейцин либо изолейцин. Несмо-
тря на то что введение такой мутации искажало гео-
метрию активного центра и значительно снижало 
каталитическую активность hOGG1, к полному по-
давлению ферментативной активности белка такая 
мутация не приводила. Полученные результаты хо-
рошо согласуются с концепцией пластичности ак-
тивного центра, которая предполагает, что активный 
центр hOGG1 структурно достаточно лабилен, чтобы 
частично компенсировать искажения, вызванные му-
тацией [50].

Полученный в работе [48] надмолекулярный ан-
самбль структурно весьма похож на комплекс, в ко-
тором hOGG1 выщепляет из ДНК основание 8-oxoG. 
Различия этих комплексов во взаимодействии с осно-
ваниями G и 8-oxoG обусловлены, возможно, лишь 
расхождениями на уровне тонкой подстройки струк-
туры активного центра. Полагают, что во время поис-
ка повреждений в ДНК hOGG1 может иногда выво-
рачивать неповрежденный гуанин в свой активный 
центр [48]. Полученные результаты позволяют пред-
полагать, что такие случайные попадания G в ак-
тивный центр hOGG1 не приводят к расщеплению 
n-гликозидной связи вследствие способности раз-
личать 8-oxoG и G на уровне катализа. 

Существует гипотеза, что фермент hOGG1 «чув-
ствует» измененную динамику в комплементарной 
паре 8-oxoG·c как следствие измененных динами-

ческих свойств этой пары по сравнению с парой G·c. 
Это предложение было проверено путем сравнения 
времен спонтанного открытия комплементарных 
пар оснований в двойной спирали ДНК с помощью 
ЯМР-спектроскопии протонного обмена [51]. Ока-
залось, что скорость спонтанного открытия 8-оксо-
гуанина и время жизни основания во внеспираль-
ном состоянии такие же, как и у канонической пары 
гуанин-цитозин. Этот факт позволяет предполо-
жить, что динамика раскрытия комплементарных 
пар оснований не играет значительной роли в узна-
вании повреждения ДНК-гликозилазами.

зАКЛючЕНИЕ
В представленном обзоре рассмотрены структурные 
особенности взаимодействия фермента репарации – 
8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы человека – с ДНК-
субстратами. Рассмотрены как опубликованные 
к настоящему моменту работы, так и данные о трех-
мерных структурах hOGG1, представленные в базе 
research collaboratory for Structural Bioinformatics. 
Показано, что важнейшими аминокислотами актив-
ного центра фермента, принимающими участие в ка-
тализе, являются Lys249 и Asp268. Аминокислоты, 
отвечающие за дискриминацию 8-oxoG от G и вовле-
ченные в связывание окисленного основания в узна-
ющем кармане – это Gly42, Asn149, cys253, His270, 
Gln315, Phe319.

Обсужден структурно-динамический механизм 
удаления окисленных оснований из ДНК с помощью 
hOGG1. Показано, что выворачивание основания 
из цепи ДНК не может происходить в ходе одной 
стадии как согласованный процесс. По-видимому, 
он протекает через образование серии дискретных 
состояний. Интересной и плодотворной кажется 
гипотеза о том, что специфичность удаления по-
врежденного основания с помощью hOGG1 кон-
тролируется на всех этапах: на стадии узнавания 
повреждения, на этапе выворачивания его из ду-
плекса, в процессе связывания 8-oxoG в узнающий 
карман фермента и на стадии каталитического ги-
дролиза n-гликозидной связи.  
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