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Множественные повреждения ДНК в пределах одного или двух витков спирали – кластеры повреждений,
являются источником двойных разрывов ДНК и представляют серьезную опасность для клетки. Репарация
кластерных повреждений происходит в несколько этапов. Если кластер представлен повреждениями окис&
лительного характера, то репарация индивидуального повреждения будет идти по механизму эксцизионной
репарации оснований (BER), одна из стадий которого включает застройку образовавшейся после выщепле&
ния поврежденного основания бреши с помощью специализированной ДНК&полимеразы. В представлен&
ной работе был исследован синтез ДНК с использованием поврежденных матриц, катализируемый ДНК&
полимеразой йота. В качестве модельных ДНК были использованы два типа ДНК&субстратов: частичные
ДНК&дуплексы, содержащие бреши различной длины, и ДНК&дуплексы, содержащие 5&формилурацил
(5&foU) и предшественник АП&сайта – урацил – в разных цепях ДНК. Впервые показано, что ДНК&поли&
мераза йота способна катализировать синтез ДНК с использованием в качестве субстратов частичных ДНК&
дуплексов, содержащих бреши различной длины. Впервые показана возможность ДНК&полимеразы йота
катализировать синтез ДНК в процессе репарации кластера через систему BER при использовании как не&
поврежденных, так и 5&foU&содержащих матриц. Продемонстрировано, что в данном случае репликатив&
ный белок hPCNA (proliferating cell nuclear antigen) увеличивает эффективность синтеза ДНК, катализируе&
мого ДНК&полимеразой йота.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: кластерные повреждения, ДНК&полимераза йота, синтез ДНК через повреждение
(TLS), эксцизионная репарация оснований, окисленные основания.

Ионизирующая радиация, УФ&излучение
или окислительный стресс приводят к образо&
ванию свободных радикалов в клетке; послед&
ние взаимодействуют с гетероциклическими
основаниями ДНК и продуцируют большое ко&
личество повреждений, локализованных в пре&
делах одного или двух витков спирали ДНК,
т.е. кластер [1]. Подобные кластеры могут сос&
тоять из нескольких различных типов повреж&
дений, механизм репарации которых зависит
от их структуры. В частности, повреждения,
вызванные действием алкилирующих агентов
или активных форм кислорода, в клетках мле&
копитающих репарируются с помощью систе&
мы эксцизионной репарации оснований, BER
[2]. Этот процесс начинается с расщепления
N&C&гликозидной связи между поврежденным

основанием и сахарофосфатным остовом спе&
цифической ДНК&гликозилазой и последую&
щего расщепления цепи ДНК с помощью эндо&
нуклеазной активности АП&эндонуклеазы [3].
Затем 5'&концевой остаток сахара (dRp&фраг&
мент) выщепляется с помощью лиазной актив&
ности и образовавшаяся брешь застраивается
ДНК&полимеразой; полученный одноцепочеч&
ный разрыв сшивается с помощью ДНК&лига&
зы. Следует отметить, что в случае BER при ре&
парации кластерного повреждения ДНК&поли&
мераза вынуждена вести синтез ДНК по пов&
режденной матрице. В клетках млекопитаю&
щих основным ДНК&синтезирующим фермен&
том BER является ДНК&полимераза бета. Она
обладает невысокой точностью синтеза и имеет
dRp&лиазную активность [4]. В то же время этот
фермент способен катализировать синтез ДНК
с использованием поврежденных матриц [5, 6].
В последние несколько лет было открыто боль&
шое количество новых ДНК&полимераз, функ&
ционирующих в клетках человека, в том числе
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и ДНК&полимераза йота [7]. Клеточная функ&
ция этого фермента еще не установлена окон&
чательно, однако понятно, что он обладает
ДНК&полимеразной и dRp&лиазной активнос&
тями, что позволяет его рассматривать в каче&
стве претендента на роль ДНК&полимеразы в
процессе BER [8]. ДНК&полимераза йота отно&
сится к структурному семейству Y, члены кото&
рого задействованы в процессе синтеза ДНК
через повреждение [9]. Кроме того, ДНК&поли&
мераза йота демонстрирует достаточно низкую
точность синтеза при копировании неповреж&
денных матриц, однако этот фермент способен
к формированию пар оснований с использова&
нием неканонических взаимодействий, что су&
щественно повышает точность синтеза через
повреждение. Этот факт, несомненно, дает ос&
нование предполагать возможность участия
ДНК&полимеразы йота в таком сложном про&
цессе, как репарация кластерных повреждений
ДНК.

В представленной работе была исследована
способность ДНК&полимеразы йота катализи&
ровать синтез ДНК в процессе эксцизионной
репарации, в том числе с использованием пов&
режденной матрицы. В качестве модельных
структур были использованы две группы ДНК&
субстратов. Первую группу составляли частич&
ные ДНК&дуплексы, содержащие бреши раз&
личной длины – 1, 2 и 5 нуклеотидных звеньев с
3'&гидроксильной и 5'&фосфатной группами на
концах. Вторая группа ДНК&субстратов предс&
тавляла собой двуцепочечные ДНК&дуплексы с
5&формилурацилом и предшественником АП&
сайта – урацилом в противоположных цепях
ДНК со смещением на одно нуклеотидное зве&
но. АП&сайт получали с помощью фермента
урацил&ДНК&гликозилазы, специфически рас&
щепляющего гликозидную связь дезоксиуриди&
на в составе ДНК. Дальнейшую репарацию
ДНК&субстрата проводили с использованием
белков системы BER. В качестве основного был
использован кинетический подход, то есть оп&
ределение величин Km, Vmax и kcat. Сравнение ве&
личин кинетических параметров, полученных
при изучении репарации одиночного (АП&сайт)
и кластерного (5&foU/АП&сайт) повреждений в
присутствии или в отсутствие дополнительных
белковых факторов, позволяет оценить эффек&
тивность процесса репарации кластера опреде&
ленного состава. Кроме того, знание кинетичес&
ких характеристик позволяет судить о специ&
фичности конкретной реакции относительно
типа повреждения в составе кластера, а также о
возможности участия исследуемого фермента
и/или белкового фактора в процессе репарации
кластера.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе были использованы следующие ма&
териалы и реактивы: бычий сывороточный аль&
бумин, БСА («New England Biolabs», Великобри&
тания), Т4&полинуклеотидкиназа (5000 е.а./мл)
(«Биосан», Россия), [γ&32Р]АТР с удельной ак&
тивностью 5000 Ки/ммоль (ЛБТ ИХБФМ СО
РАН), dNTP («Promega», США), немодифици&
рованные и урацил&содержащие олигонуклео&
тиды («GenSet», Швейцария), реактивы для
электрофореза и основные компоненты буфе&
ров («Sigma», США). Остальные использован&
ные реактивы и компоненты буферов отечест&
венного производства имели квалификацию
ос.ч. и ч.д.а.

Формильную группу тимина генерировали,
как описано в [5].

hPCNA дикого типа (proliferating cell nuclear
antigen) был выделен и любезно предоставлен
И.О. Петрусевой (ЛБХФ ИХБФМ СО РАН).
Урацил&ДНК&гликозилаза, UNG, E. coli и апури&
новая/апиримидиновая эндонуклеаза 1 челове&
ка, АРЕ1, были выделены и любезно предостав&
лены С.Н. Ходыревой (ЛБХФ ИХБФМ СО РАН).

Рекомбинантная ДНК&полимераза йота че&
ловека была выделена из суперпродуцента кле&
ток E. coli штамма RW644, трансформированно&
го плазмидной ДНК pCT14, согласно методике,
описанной в [10]. Плазмидная ДНК была лю&
безно предоставлена Р. Вудгейтом и Е. Франк
(Национальный институт здоровья, Роквилл,
США). На С&конце рекомбинантная ДНК&по&
лимераза йота содержала гистидиновый тракт,
облегчающий очистку целевого белка из клеточ&
ного экстракта с помощью металл&хелатной
хроматографии на Ni&NTA&агарозе. Дальней&
шую очистку проводили с использованием гид&
роксиапатита и катионообменной смолы. После
диализа целевых фракций выход целевого белка
составил 1,15 мг, выделенных из 3 л культуры
E. coli.

Получение 5'�[32P]радиоактивно меченых оли�
гонуклеотидов. Введение радиоактивной метки в
5'&конец олигонуклеотида проводили с помощью
Т4&полинуклеотидкиназы как описано в [11].
Реакционная смесь (10 мкл) содержала 0,5 мкМ
олигонуклеотид, 5 МБк [γ&32P]АТР, 5 е.а. Т4&по&
линуклеотидкиназы. Реакцию проводили при
37° 30 мин, затем в реакционную смесь добавля&
ли АТФ до конечной концентрации 1 мМ и ос&
тавляли при 4° в течение ночи. Нуклеотидный
материал выделяли из соответствующего участ&
ка геля, локализованного радиоавтографией,
электроэлюцией на бумагу DE&81. Электрод&
ным буфером служил 50 мМ Tris&боратный
буфер, рН 8,3. Продукт элюировали с DE&81
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5 порциями по 20 мкл горячего раствора 3 М
LiClO4. К элюату добавляли 1,2 мл охлажденно&
го до 4° ацетона, смесь выдерживали при –40° в
течение 1 ч. Выпавший осадок собирали цент&
рифугированием при максимальных оборотах,
промывали два раза по 1 мл охлажденного до 4°
ацетона, сушили на воздухе, затем растворяли
до необходимой концентрации в воде. Полу&
ченные радиоактивно меченые олигонуклеоти&
ды использовали для получения двуцепочечных
ДНК&субстратов смешиванием растворов нес&
кольких олигонуклеотидов в молярном соотно&
шении 1 : 1, прогреванием смеси при 97° в тече&
ние 5 мин и последующим постепенным сту&
пенчатым охлаждением до комнатной темпера&
туры.

АП�сайт получали непосредственно перед
использованием ДНК&субстратов с помощью
урацил&ДНК&гликозилазы. Реакционные смеси,
содержащие в 10 мкл воды 1 пмоль двуцепочеч&
ного 5'&[32P]радиоактивно меченого урацил&со&
держащего ДНК&субстрата и 0,1 е.а. UDG, ин&
кубировали при 37° в течение 30 мин и исполь&
зовали для дальнейших исследований. Полное
выщепление урацила подтверждали с помощью
гель&электрофореза (указано на рисунках). Все
последующие реакции проводили в присутствии
0,15 мМ MgCl2 или MnCl2, а также стандартных
компонентов буфера ТДБ: 50 мМ Tris&HCl, рН 8,0,
0,5 мМ ДТТ, 0,25 мг/мл БСА.

Синтез ДНК, катализируемый ДНК�полиме�
разой йота, проводили следующим образом.
Сначала, если это было необходимо, 5'&[32P]ра&
диоактивно меченые двуцепочечные ДНК&суб&
страты обрабатывали UDG, как описано выше.
После этого к реакционным смесям добавляли
ТДБ&буфер, MgCl2 или MnCl2 и АРЕ1 до конеч&
ной концентрации 0,15 мМ и 0,001 мкМ, соот&
ветственно, и инкубировали при 37° в течение
5 мин для полного расщепления АП&сайт&содер&
жащей цепи ДНК, что подтверждали с помощью
гель&электрофореза (указано на рисунках). Син&
тез ДНК, катализируемый ДНК&полимеразой
йота, проводили в реакционной смеси объемом
10 мкл, содержащей 0,01 мкМ ДНК&полимеразу
йота, подготовленный 0,01 мкМ 5'&[32P]меченый
ДНК&субстрат, 50 мкМ dNTP или их смесь,
0,15 мМ MgCl2 или MnCl2 в ТДБ&буфере. Смеси
инкубировали в течение 20 мин при 37°. Реак&
цию останавливали охлаждением проб во льду.
Продукты реакции разделяли электрофорезом в
20%&ном ПААГ в денатурирующих условиях
согласно [12] и визуализировали радиоавтогра&
фией с помощью «Molecular Imager FX» («Bio&
Rad», США). Для сбора и анализа данных ис&
пользовали программу «Quantity One» («BioRad»,
США).

Определение констант Михаэлиса и скоростей
реакции синтеза ДНК для dNTP на различных
ДНК&субстратах проводили в два этапа. На пер&
вом этапе изучали кинетическую зависимость
встраивания dNMP в соответствующие ДНК&
субстраты ДНК&полимеразой йота. Реакцию
проводили в 80 мкл реакционной смеси, содер&
жащей подготовленный 0,01 мкМ 5'&[32P]мече&
ный ДНК&субстрат, 0,01 мкМ ДНК&полимеразу
йота, 50 мкМ dNTP, 0,15 мМ MgCl2 или MnCl2 в
ТДБ&буфере. Реакцию проводили при 37°. Алик&
воты по 10 мкл отбирали через определенные
интервалы времени (0, 1', 3', 5', 10', 15', 20', 40').
Реакцию останавливали охлаждением проб во
льду. Продукты реакции разделяли, как описано
выше. Данные обрабатывали в программе
«OriginPro7.5» («Microcal Software», США). На
втором этапе для определения значений конс&
тант Михаэлиса и скоростей реакции синтеза,
катализируемого ДНК&полимеразой йота, варь&
ировали концентрации dNTP при фиксирован&
ном значении времени проведения реакции,
выбранном, исходя из результатов первого этапа
экспериментов. Диапазон концентраций dNTP
составлял 0,005/200 мкМ. Концентрации ос&
тальных компонентов реакционных смесей ос&
тавались неизменными. Продукты реакции ана&
лизировали, как описано выше. Данные обраба&
тывали с использованием кинетической схемы
Михаэлиса–Ментен. Все эксперименты повто&
ряли не менее трех раз.

Влияние hPCNA на реакцию синтеза ДНК, ка�
тализируемую ДНК�полимеразой йота, изучали
следующим образом. Реакционные смеси объе&
мом 10 мкл содержали подготовленный 0,01 мкМ
5'&[32P]меченый ДНК&субстрат 0,01 мкМ ДНК&
полимеразу йота, различные концентрации
dNTP, 0,15 мМ MgCl2 или MnCl2 и hPCNA в ко&
нечной концентрации 0, 50 или 100 нг в ТДБ&бу&
фере. Реакцию проводили при 37° 20 мин, оста&
навливали охлаждением проб во льду. Продукты
реакции анализировали как описано выше.

Связывание ДНК�полимеразы йота с ДНК�суб�
стратами оценивали методом задержки в геле.
Для этого реакционные смеси объемом 10 мкл,
содержащие подготовленный 0,01 мкМ 5'&[32P]ме&
ченый ДНК&субстрат, 0,15 мМ MgCl2 в ТДБ&бу&
фере и 0,001 мкМ ÷ 2 мкМ ДНК&полимеразу йо&
та, инкубировали при 37° 5 мин, после чего до&
бавляли буфер нанесения (4%&ный глицерин и
0,005%&ный бромфеноловый синий) и наноси&
ли на гель при напряжении 10–12 в/см. Продук&
ты реакции комплексообразования разделяли в
8%&ном ПААГ (АА : БисАА = 30 : 1) в 1×TBE при
4° и напряжении 10–12 в/см до миграции краси&
теля на половину пути. Гели сушили и визуали&
зировали радиоавтографией с помощью «Mole&
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cular Imager FX» («BioRad», США). Для сбора и
анализа данных использовали программу
«Quantity One» («BioRad», США). Оценку вели&
чин констант диссоциации Kd проводили в
программе Microcal Origin 7.5 («Microcal Soft&
ware», США) с использованием гиперболичес&
кого уравнения y = A · x/(Kd + x), где в качестве
переменных использовали концентрации ДНК&
полимеразы (x) и белок&нуклеинового комплек&
са (y); последнюю определяли как процент ра&
диоактивного комплекса ДНК&белок по отноше&
нию к общей радиоактивности в дорожке; А –
максимальная концентрация белок&нуклеино&
вого комплекса, образующегося в ходе реакции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Азотистые основания нуклеиновых кислот
подвергаются химической модификации под
воздействием различных факторов окружающей
среды или организма. Существование свобод&
ных радикалов в клетке приводит к появлению
большого количества повреждений геномной
ДНК, локализованных в пределах одного&двух
витков спирали, т.е. к появлению кластера пов&
реждений [1]. Подобные кластеры могут содер&
жать два или более различных типов поврежде&
ний, механизм репарации которых зависит от
природы последних. К наиболее распростра&
ненным повреждениям геномной ДНК можно
отнести АП& сайты и 5&foU [13, 14]. Оба эти пов&
реждения представляют существенную опас&
ность для клетки, поскольку репликативные
ДНК&полимеразы способны встраивать любой
из четырех dNMP напротив 5&foU, а АП&сайт и
вовсе не имеет кодирующего основания. Допол&
нительную опасность для клетки представляет
кластер, содержащий одновременно 5&foU и
АП&сайт в качестве индивидуальных поврежде&
ний. В общем случае оба эти повреждения репа&
рируются системой BER [15, 16].

Репарация кластерных повреждений –
комплексный процесс, приводящий к восста&
новлению исходной целостности ДНК последо&
вательно, в несколько этапов. Согласно совре&
менным представлениям, если в составе двуце&
почечного кластерного повреждения присут&
ствует АП&сайт, то в первую очередь будет репа&
рироваться именно он [17]. Подобная стратегия
помогает клетке избежать появления двуцепо&
чечных разрывов – наиболее токсичной формы
повреждений. Если кластер представлен пов&
реждениями окислительного характера, то репа&
рация индивидуального повреждения будет ид&
ти по механизму BER, одна из стадий которого
включает застройку образовавшейся после вы&

щепления поврежденного основания бреши. В
данном случае ДНК&полимеразе придется ис&
пользовать поврежденную матрицу, т.е. вести
синтез ДНК через повреждение. В клетках мле&
копитающих эта роль отводится белкам струк&
турного семейства Y, к которым относят ДНК&
полимеразу йота [18]. На сегодняшний день
роль ДНК&полимеразы йота в клетках высших
эукариот пока не ясна. Высказываются предпо&
ложения о роли этого белка в процессе TLS при
репликации поврежденной ДНК и о возможном
участии фермента в процессе созревания имму&
ноглобулиновых генов [19, 20]. Кроме того,
ДНК&полимераза йота обладает необходимыми
биохимическими свойствами и потенциально
способна принимать участие в процессе BER –
фермент проявляет ДНК&полимеризующую и
dRp&лиазную активность [8].

Учитывая приведенные выше факты, в дан&
ной работе в первую очередь была исследована
способность этого фермента катализировать
синтез ДНК с использованием ДНК&субстра&
тов, содержащих бреши различной длины. В
этом случае в качестве модельных были выбра&
ны частичные ДНК&дуплексы с брешами в 1, 2 и
5 нуклеотидных звеньев, в которых в +1&м поло&
жении матричной цепи по отношению к 3'&кон&
цу праймера располагался тимидин (табл. 1).

Одной из особенностей ДНК&полимеразы
йота как фермента нуклеинового обмена явля&
ется строгое предпочтение ионов Mn2+ в качест&
ве кофактора в экспериментах in vitro [21]. Кро&
ме того, Вудгейт и Франк показали, что: 1) вы&
сокие концентрации ионов Mg2+ (>0,5 мM) или
Mn2+ (>0,2 мM) приводят к существенному сни&
жению активности фермента; 2) способность
ДНК&полимеразы йота проходить повреждения
матричной цепи в присутствии ионов Mg2+ или
Mn2+ отличается [21]. В рамках представленной
работы реакцию проводили в присутствии 0,15 мM
концентрации ионов Mg2+ или Mn2+. Впервые
было показано, что ДНК&полимераза йота спо&
собна катализировать встраивание dNMP в час&
тичные ДНК&дуплексы, содержащие бреши раз&
личной длины (рис. 1). Несмотря на встраива&
ние корректного нуклеозида dAMP, комплемен&
тарного матричному Т, специфичность синтеза
ДНК, катализируемого ДНК&полимеразой йота,
оказалась крайне низкой, что соответствует об&
щим представлениям о биохимических свой&
ствах фермента [22]. Независимо от размера
бреши, ДНК&полимераза йота способна катали&
зировать синтез ДНК в присутствии любого из
четырех dNMP.

Одним из основных продуктов окисления
метильной группы тимина под действием иони&
зирующего и UVA&излучения является 5&формил&
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урацил, 5&foU. Его присутствие в ДНК не приво&
дит к блокированию репликации на обоих це&
пях, однако приводит к транзициям и трансвер&
сиям [13]. В том случае, когда 5&foU входит в сос&
тав кластерного повреждения, требования к со&
ответствующей репарационной ДНК&полимера&
зе повышаются. Такой специфической ДНК&по&
лимеразой может быть ДНК&полимераза йота.
Именно поэтому на следующем этапе была ис&

следована способность ДНК&полимеразы йота
вести синтез ДНК через 5&foU, входящий в сос&
тав частичных дуплексов ДНК с брешами раз&
личной длины (рис. 2). Оказалось, что в данном
случае фермент также не проявляет четкой спе&
цифичности и катализирует встраивание всех че&
тырех dNMP. В целом синтез ДНК через повреж&
дение оказался менее эффективным, чем синтез
ДНК при использовании нативных матриц.
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Название

gap1

gap2

gap5

5&foU/+1

5&foU/0

5&foU/–1

cTc

Длина
праймераа

17 нт

18 нт

19 нт

18 нт

Таблица 1. ДНК&субстраты, использованные в работе

Последовательности

5'&GGCTTCATCGTTGTCХCAGACCTGGTGGATACCG
3'&CCGAAGTAGCAACAGр GTCTGGACCACCTATGGC*

5'&GGCTTCATCGTTGTCХCAGACCTGGTGGATACCG
3'&CCGAAGTAGCAACAр      GTCTGGACCACCTATGGC*

5'&GGCTTCATCGTTGTCХCAGACCTGGTGGATACCG
3'&CCGAAGTAGCAр GTCTGGACCACCTATGGC*

5'&GACTACATTTCATCTGGCTTGGGCTTCATCGTTGTCUfCAGACCTGGTGGATACCG
3'&CTGATGTAAAGTAGACCGAACCCGAAGTAGCAACAG A OTCTGGACCACCTATGGC*

5'&GACTACATTTCATCTGGCTTGGGCTTCATCGTTGTC UfCAGACCTGGTGGATACCG
3'&CTGATGTAAAGTAGACCGAACCCGAAGTAGCAACAG O GTCTGGACCACCTATGGC*

5'&GACTACATTTCATCTGGCTTGGGCTTCATCGTTGTC UfCAGACCTGGTGGATACCG
3'&CTGATGTAAAGTAGACCGAACCCGAAGTAGCAACAO A GTCTGGACCACCTATGGC*

5'&GACTACATTTCATCTGGCTTGGGCTTCATCGTTGTCTCAGACCTGGTGGATACCG
3'&CTGATGTAAAGTAGACCGAACCCGAAGTAGCAACAGOGTCTGGACCACCTATGGC*

a Длина праймера – длина праймирующего олигонуклеотида после действия APE1, Х – тимин или 5&формилурацил, Uf – 
5&формилурацил, O – АП&сайт.

* 32P&радиоактивная метка.

Рис. 1. Специфичность встраивания dNMP, катализируемого ДНК&полимеразой йота в присутствии ионов Mg2+ или Mn2+

с использованием ДНК&субстратов, содержащих бреши в 1, 2 и 5 нуклеотидных звеньев. Слева стрелками указано поло&
жение 5'&[32Р]&меченых олигонуклеотидов: 18 – исходный олигонуклеотид, 19, 20 – продукты реакции синтеза ДНК
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Известно, что точность и эффективность
синтеза ДНК, катализируемого различными
ДНК&полимеразами, существенно повышается
в присутствии дополнительных белковых фак&
торов. К таким белкам относится ядерный анти&
ген пролиферирующих клеток hPCNA, prolifera&
ting cell nuclear antigen. hPCNA выступает не
только в роли фактора процессивности, но и от&
вечает за координацию ДНК&полимераз в про&
цессе синтеза ДНК через повреждение [23, 24].
С помощью своего структурного PIP&мотива

hPCNA взаимодействует с ДНК&полимеразой
йота и стимулирует процессивность синтеза
ДНК, катализируемого этим ферментом, в зави&
симости от структуры используемой ДНК&мат&
рицы [23]. В представленной работе эффектив&
ность встраивания корректного dAMP в ДНК в
присутствии и в отсутствие hPCNA оценивали по
изменению соотношения kcat/Km, где Km – конс&
танта Михаэлиса–Ментен, определяемая экспе&
риментально вместе с параметром Vmax – макси&
мальной скоростью реакции синтеза ДНК, а kcat –
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Рис. 2. Специфичность встраивания dNMP, катализируемого ДНК&полимеразой йота в присутствии ионов Mg2+ или Mn2+

с использованием ДНК&субстратов, содержащих 5&foU в одной цепи и бреши размером 1, 2 и 5 нуклеотидных звеньев в
другой. Слева стрелками указано положение 5'&[32Р] меченых олигонуклеотидов: 18 – исходный олигонуклеотид, 19, 20 –
продукты реакции синтеза ДНК

Mn2+

6,51

12,0

69,3

2,61

4,28

6,56

2,97

7,84

21,5

Таблица 2. Эффективность синтеза ДНК в присутствии корректного dАTP, катализируемого ДНК&полимеразой йота, с ис&
пользованием частичных ДНК&дуплексов с брешами различного размера, kcat/Km, мкM–1 × sec–1

Mg2+

0,021

0,054

0,073

0,012

0,018

0,029

0,011

0,021

0,029

Mn2+

4,77

3,36

2,31

5,78

3,74

2,64

2,42

2,09

1,17

Mg2+

10,0

7,66

6,83

13,4

10,0

7,42

0,019

0,016

0,070

gap1

+ 50 нг hPCNA

+ 100 нг hPCNA

gap2

+ 50 нг hPCNA

+ 100 нг hPCNA

gap5

+ 50 нг hPCNA

+ 100 нг hPCNA

T

Примечание. Результаты представлены как среднее трех независимых экспериментов, стандартное отклонение не превы&
шало 10%.

5&foU
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константа скорости каталитической стадии ре&
акции синтеза ДНК, рассчитанная как Vmax/Е0,
где Е0 – концентрация ДНК&полимеразы йота в
реакционной смеси (табл. 2). В результате было
показано, что hPCNA уменьшает эффектив&
ность синтеза ДНК при использовании непов&
режденных матриц, однако увеличивает эффек&
тивность синтеза при прохождении 5&foU ДНК&
полимеразой йота. Следует отметить, что сово&
купный эффект hPCNA, выражаемый в поло&
жительном влиянии на эффективность синтеза

ДНК&полимеразой йота через поврежденный
нуклеозид и одновременном отрицательном
влиянии на эффективность синтеза с использо&
ванием нативных матриц, выше при использо&
вании структур gap1, непосредственно имитиру&
ющих интермедиат процесса BER.

Как уже было отмечено выше, репарация
кластерных повреждений происходит последо&
вательно в несколько этапов. В том случае, ког&
да кластер состоит из 5&foU и АП&сайта, репара&
ция будет идти по механизму BER через расщеп&

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  8  2015

1211

Рис. 3. Специфичность встраивания dNMP, катализируемого ДНК&полимеразой йота в присутствии ионов Mg2+ (а) или
Mn2+ (б) с использованием ДНК&субстратов, содержащих 5&foU в одной цепи и АП&сайт в другой. Слева стрелками ука&
зано положение 5'&[32Р] меченых олигонуклеотидов: 17, 18, 19 – длина праймирующего олигонуклеотида после действия
APE1, 55 – длина исходного олигонуклеотида, k – маркерные олигонуклеотиды 18 и 55 нт, 1 – контроль реакционной сме&
си после действия UDG, 2 – контроль реакционной смеси после действия UDG и APE1

а

б

5�foU/+1 5�foU/0 5�foU/–1 cTc

5�foU/+1 5�foU/0 5�foU/–1 cTc
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ление АП&сайта APE1 и последующего синтеза
ДНК через повреждение матричной цепи, ката&
лизируемого специфической ДНК&полимера&
зой. В данном случае была протестирована спо&
собность ДНК&полимеразы йота принимать
участие в этом процессе (рис. 3). В качестве
ДНК&субстратов были использованы ДНК&дуп&
лексы, отличающиеся взаимным расположени&
ем 5&формилурацила и АП&сайта (табл. 1).

Эффективность синтеза ДНК, катализируе&
мого ДНК&полимеразой, определяется несколь&
кими факторами, в том числе эффективностью
связывания фермента с субстратом, характери&
зуемой значением константы диссоциации, Kd, –
чем ниже это значение, тем прочнее белок&нук&
леиновый комплекс. Связывание ДНК&полиме&
разы йота с ДНК&дуплексами оценивали мето&
дом задержки в геле (рис. 4, табл. 3). Контроль&
ные эксперименты проводили на ДНК&субстра&
тах, не содержащих 5&foU. АП&сайт генерирова&
ли с помощью активности урацил&ДНК&глико&
зилазы. Затем АП&содержащую цепь в составе

ДНК&дуплекса расщепляли с помощью актив&
ности APE1. Полученную ДНК, содержащую
одноцепочечный разрыв с 3'&OH& и 5'&dRp&
группами в одной цепи и 5&foU в другой, ис&
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Рис. 4. Связывание ДНК&полимеразы йота с различными ДНК&субстратами. 1 – Контроль реакционной смеси после
действия UDG; 2 – контроль реакционной смеси после действия UDG и APE1; 3–10 – различные концентрации ДНК&
полимеразы йота

Kd, мкM

0,36

0,35

0,27

0,34

cTc

5&foU/+1

5&foU/0

5&foU/–1

Таблица 3. Значения констант диссоциации комплексов
ДНК&полимеразы йота с различными ДНК&субстратами,
Kd, мкM

Примечание. Результаты представлены как среднее трех не&
зависимых экспериментов, стандартное отклонение не пре&
вышало 10%.

5�foU/–1

5�foU/+1 5�foU/0

cTc
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пользовали в качестве субстрата при связыва&
нии с ДНК&полимеразой йота.

Оказалось, что как наличие 5&foU, так и его
положение в матричной цепи относительно 3'&гид&
роксильной группы не влияет на сродство ДНК&
полимеразы йота к ДНК&субстрату. Следователь&
но, эффективность синтеза ДНК определяется
непосредственно параметром kcat/Km (табл. 4).
Влияние hPCNA на эффективность синтеза
ДНК в присутствии корректного dNTP в ходе
процесса BER также оценивали по изменению
соотношения kcat/Km (табл. 4).

Как видно из приведенных данных, ДНК&
полимераза йота отличается достаточно низкой
эффективностью синтеза при встраивании кор&
ректного dNMP непосредственно напротив 5&foU
(5&foU/0) или в том случае, когда 5&foU смещен
в 5'&сторону относительно 3'&конца праймера
(5&foU/+1). Однако смещение повреждения в
3'&сторону (5&foU/–1) приводит к резкому уве&
личению значения параметра kcat/Km. hPCNA
увеличивает эффективность синтеза ДНК вне
зависимости от положения 5&foU группы в мат&
ричной цепи.

Таким образом, в данной работе впервые бы&
ло показано, что ДНК&полимераза йота способ&
на катализировать синтез ДНК с использовани&

ем в качестве субстратов частичных ДНК&дуп&
лексов, содержащих бреши различного размера.
Кроме того, была исследована способность
ДНК&полимеразы йота принимать участие в
процессе BER при репарации АП&сайта как в
виде индивидуального повреждения, так и в
составе кластера с 5&foU. Впервые показано, что
ДНК&полимераза йота катализирует встраива&
ние корректного dNMP в процессе репарации
кластера через систему BER при использовании
5&foU&содержащих матриц. Кроме того, показа&
но, что hPCNA увеличивает эффективность
синтеза ДНК, катализируемого ДНК&полимера&
зой йота. Более того, максимальную эффектив&
ность фермент проявлял при синтезе ДНК с ис&
пользованием ДНК&структур, в которых 5&foU
смещен в праймерную область, т.е. образует
проблемный для ряда ДНК&полимераз 3'&конец.
Эти данные, с одной стороны, косвенно свиде&
тельствуют о возможном участии ДНК&полиме&
разы йота в процессе TLS при репликации пов&
режденной ДНК, а с другой, открывают новое
для этого белка амплуа – участника процесса
репарации кластера повреждений ДНК.

Работа выполнена при поддержке РНФ (грант
14&24&00038) и РФФИ (грант 14&04&00268).
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Mn2+

1,32

1,68

1,88

Mg2+

0,002

0,003

0,004

Mn2+

2,12

1,82

2,21

Mg2+

0,001

0,001

0,001

Mn2+

2,93

2,59

2,38

Mg2+

0,117

0,096

0,078

–

+ 50 нг hPCNA

+ 100 нг hPCNA

Mn2+

5,39

6,04

6,87

Таблица 4. Эффективность синтеза ДНК в присутствии корректного dNTP, катализируемого ДНК&полимеразой йота, с
использованием ДНК&субстратов системы BER, kcat/Km, мкM–1 × sec–1

Mg2+

0,011

0,014

0,016

cTc_dG 5&foU/+1_dG 5&foU/0_dA 5&foU/–1_dG

Примечание. Результаты представлены как среднее трех независимых экспериментов, стандартное отклонение не превыша&
ло 10%.
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Multiple damaged sites within one or two helical turns – clustered damage – could be a source of double&strand
breaks and appears to be a serious risk for cell survival. Repair of clustered damage is a staged process. If the cluster is
formed by oxidative lesions, repair could be realized using the base excision repair process, BER, which includes gap
filling by the special DNA polymerase after removal of the damaged base. Here we studied DNA synthesis catalyzed
by DNA polymerase iota using damaged templates. Two types of DNA substrates were used: partial DNA duplexes
containing gaps of various sizes, and DNA duplexes with 5&formyluridine, 5&foU, and AP&site precursor – uridine in
different strands. It was first shown that DNA polymerase iota is able to catalyze DNA synthesis using gapped DNA
substrates. The capability of DNA polymerase iota to carry out DNA synthesis during cluster repair via BER using 5&
foU&containing and undamaged templates was demonstrated for the first time. In this case, hPCNA enhanced the
efficacy of DNA synthesis catalyzed by DNA polymerase iota.

Key words: clustered lesions, DNA polymerase iota, translesion synthesis (TLS), base excision repair, oxidized bases


