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ВВЕДЕНИЕ

Нуклеиновые кислоты (ДНК и РНК) играют
ключевую роль в жизнедеятельности любых орга�

низмов, обеспечивая хранение и передачу генети�
ческой информации. При этом важными являют�
ся процессы метаболизма нуклеиновых кислот
(НК), осуществляемого, в частности, нуклеоде�
полимеразами, участвующими во всех реакциях,
связанных с превращением НК, начиная от рас�
щепления при автолизе, утилизации макромоле�
кул НК или инактивации чужеродной НК и кон�
чая избирательным расщеплением отдельных
связей в молекуле, необходимым для осуществле�
ния таких процессов, как транскрипция, реплика�
ция НК, рекомбинация, репарация, рестрикция,
процессинг различных типов НК. Кроме того, нук�
леодеполимеразы обладают рядом регуляторных
функций [1], находят широкое распространение в
биохимии в качестве инструментов генетической
инженерии и являются объектом биотехнологиче�
ского производства, что обусловлено возможно�
стью их использования в качестве лечебных про�
тивовирусных и противоопухолевых препаратов и
химических реагентов.

Нуклеодеполимеразы катализируют первый
этап в цепочке последовательных реакций разру�
шения полионуклеотидной цепи, расщепляя
фосфодиэфирные связи между нуклеотидами без
образования свободных фосфатов и продуцируя
моно� и олигонуклеотиды.

Все живые организмы содержат набор нуклеаз,
которые гидролизуют фосфодиэфирные связи в
НК. Используют разные схемы классификации
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нуклеаз, одна из таких схем представлена в [2].
Нуклеазы могут расщеплять только рибонуклеи�
новые кислоты (РНК) или только дезоксирибо�
нуклеиновые кислоты (ДНК). Существуют не�
специфические нуклеазы, расщепляющие фос�
фодиэфирные связи как в ДНК, так и в РНК,
двухцепочечные и одноцепочечные последова�
тельности. Другим критерием классификации яв�
ляется тип нуклеолитической атаки. Ферменты
могут отщеплять нуклеотиды от концов молекул
НК (экзонуклеазы) или расщеплять внутренние
фосфодиэфирные связи в ДНК или РНК (эндо�
нуклеазы). Еще один критерий выделяет две ос�
новные группы нуклеаз: специфические, расщеп�
ляющие строго определенные последовательности
ДНК или РНК; неспецифические, расщепляющие
НК без предпочтения к типу основания. Нуклеазы
могут расщеплять фосфодиэфирные связи между
фосфором и углеродом рибозного или дезоксири�
бозного кольца в 3´� или 5´�положении.

Нуклеазы принадлежат классу металлозависи�
мых ферментов; присутствие двухвалентных
ионов металлов необходимо для их активности
[3]. В большинстве случаев для активности нукле�
аз наиболее эффективны ионы магния. Настоя�
щая работа посвящена рассмотрению специфи�
ческих и неспецифических эндонуклеаз.

ПРИМЕНЕНИЕ ЭНДОНУКЛЕАЗ 
В МЕДИЦИНЕ И БИОТЕХНОЛОГИИ 

Эндонуклеазы – ферменты класса гидролаз, ка�
тализирующие процесс гидролитического расщеп�
ления ДНК или РНК в любом участке полинуклео�
тидной цепи. Эндонуклеазы участвуют в процессах
рекомбинации, репарации, рестрикции. 

Значительные достижения в области молеку�
лярной биологии и генной инженерии во многом
связаны с успешным использованием ферментов
нуклеотидного обмена. К числу таких ферментов
относятся эндонуклеазы рестрикции, способные
узнавать специфические последовательности
нуклеотидов на ДНК и разрезать ее по определен�
ным положениям. Эндонуклеазы рестрикции ча�
сто используют при биохимическом анализе нук�
леотидной последовательности и в генной инже�
нерии для создания рекомбинантных ДНК,
которые вводят затем в бактериальные, расти�
тельные или животные клетки.

Эндонуклеазу производят и применяют в мо�
лекулярно�биологических исследованиях и пчело�
водстве. Препараты на основе фермента эндонукле�
азы Serratia marcescens – наиболее подходящие
средства, разрушающие вирусы и подавляющие или
профилактирующие вирусные заболевания у пчел.
Перспективно использование данного фермента
в качестве противовирусного препарата при лече�
нии животных [4–6]. 

Неспецифическая эндонуклеаза Serratia marce�
scens (Sm) обладает не только противовирусным,
но и противоопухолевым действием, сохраняет
каталитическую активность в присутствии разру�
шающих и дестабилизирующих компонентов,
включая инкубацию в растворе 4 М мочевины и
0.1 М β�меркаптоэтанола [7, 8]. Благодаря этим
качествам фермент находит широкое применение
при удалении НК из биохимических и фармацев�
тических препаратов. Фермент является объек�
том биотехнологического производства под ком�
мерческим названием “Benzonase” (Merck).

Нарушение механизмов апоптоза сопровожда�
ет множество заболеваний, включая рак. Различ�
ные противоопухолевые терапии преследуют
цель запуска апоптоза в опухолевых клетках. В [9]
проведены исследования по направленному вы�
свобождению эндонуклеаз рестрикции как по�
тенциальных индукторов апоптоза и продемон�
стрировано, что направленное нуклеазоопосре�
дованное расщепление ДНК приводит к апоптозу
в клетках карциномы яичников. Были протести�
рованы три различных типа эндонуклеаз рестрик�
ции: случайно режущая эндонуклеаза NucA и ее
неактивные формы и две эндонуклеазы Pvull и
Bfil, режущие шесть пар оснований, включая му�
тантный вариант Bfil�K107A. PvuII наиболее эф�
фективна в индукции апоптоза в клетках карци�
номы яичников.

Существуют два основных пути апоптоза. Ре�
цептор�опосредованный путь, или путь “рецеп�
тора смерти” (death�рецептора), запускается су�
персемейством “рецепторов смерти” и реагирует
на разнообразные внеклеточные стимулы. Рецеп�
тор�независимый (митохондриальный путь) ак�
тивируется такими внутриклеточными сигнала�
ми, как повреждение ДНК и истощение фактора
роста. Противораковые лекарства, применяющи�
еся в клинике, используют индукцию апоптоза в
клетках�мишенях по любому из путей. 

Противораковые препараты, действующие че�
рез рецептор смерти, получили название TRAIL
(tumor necrosis factor�related apoptosis�inducing
ligand) и способны вызывать апоптоз в большин�
стве опухолевых клеток за счет связывания с ре�
цепторами смерти. Так как TRAIL не проявляет
апоптотической активности в нормальных чело�
веческих клетках, он является привлекательным
кандидатом в препараты для лечения рака. Одна�
ко некоторые типы опухолей, включая некоторые
карциномы яичников, резистентны к TRAIL.

Данные, представленные в [9], четко показы�
вают эффективность высвобождения рестрикци�
рующих эндонуклеаз с использованием смеси
SAINT�18 (1�метил�4�(цис�9�лиолеил)�метил�пи�
риниум�хлорид) и DOPE (диолеил�фосфатидил�
этаноламин), что приводит к апоптозу. Апоптоти�
ческая активность, однако, наблюдается в неко�
торых пределах и в нормальных клетках, требуя
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направленного (на мишень) высвобождения эн�
донуклеаз при применении in vivo. Сочетание с
антителами или SD и другими липосомальными
композициями раскрывает новые стратегии на�
правленного воздействия на раковые клетки или
очаги хронического воспаления. Так как эти стра�
тегии должны оптимизироваться, предполагает�
ся, что направленное высвобождение эндонукле�
аз рестрикции станет многообещающим методом
индукции гибели клеток�мишеней, например,
резистентных опухолей.

2. ОСОБЕННОСТИ КАТАЛИТИЧЕСКОЙ 
АКТИВНОСТИ И ПРОСТРАНСТВЕННОГО 

СТРОЕНИЯ СПЕЦИФИЧЕСКИХ 
И НЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ ЭНДОНУКЛЕАЗ

Детальное понимание функционирования
ферментов требует их разностороннего изучения
различными методами, в том числе рентгено�
структурных исследований. Исследование пер�
вичной, вторичной, третичной и четвертичной
структур ферментов имеет цель прежде всего луч�
ше понять олигомерное и пространственное
строение фермента, понять как упакованы от�
дельные регулярные участки (спирали, разупоря�
доченные спирали, β�ленты), какова роль амино�
кислотных последовательностей в реализации
химического механизма действия ферментатив�
ной молекулы. Выполнение этих задач в свою
очередь требует идентификации каталитически
важных остатков активного центра, анализа их
реактивного состояния и динамики взаимодей�
ствия, знания их взаимной топографической ори�
ентации в отдельном фрагменте белковой моле�
кулы и знания трехмерной структуры в целом.

2.1. Специфические эндонуклеазы

Среди специфических эндонуклеаз наиболее
изученными являются эндонуклеазы рестрикции
(ЭР), способные узнавать и разрезать определен�
ные последовательности в ДНК. Эндонуклеазы
рестрикции функционируют во всех прокарио�
тах, археях и отдельных одноклеточных водорос�
лях как компоненты защитных систем рестрик�
ции�модификации (Р(М) [10–12]. При этом на�
звание ферментов “эндонуклеаза рестрикции”
(рестрикция, т.е. ограничение) указывает на то,
что данный процесс ограничен чужеродной моле�
кулой, в то время как ДНК клетки�хозяина не
расщепляются благодаря наличию специфиче�
ских защитных механизмов.

Для обозначения систем Р�М принято исполь�
зовать номенклатуру, предложенную в 1973 г.
Смитом и Натансом [13], которая использовалась
в течение продолжительного времени. Однако, по
мере того, как все больше и больше систем Р�М
было обнаружено и охарактеризовано, возникла

необходимость дополнения или изменения при�
нятой номенклатуры. Следовало принять во вни�
мание появление в каждом типе эндонуклеаз до�
полнительного деления на подтипы (особенно
это было актуально для ЭР II�го типа, которых к
2003 г. уже было известно более 3500). Эндонукле�
азы генной конверсии (хоминг эндонуклеазы),
например I�SceI [14, 15], I�PpoI [16], I�TevI [17],
также стали называть, следуя правилам принятой
в 1973 г. системы обозначений. В 2003 г. в [11] бы�
ла предложена доработанная номенклатура для
обозначения ЭР, эндонуклеаз генной конверсии и
их генов. На основании строения субъединиц,
требований, предъявляемым кофакторам, специ�
фике узнавания ДНК, механизма их действия ЭР
подразделяют на четыре типа [11].

Большинство известных до сих пор сайт�спе�
цифических эндонуклеаз микроорганизмов (эн�
донуклеаз рестрикции), входящих в состав систем
Р�М, дополняются в бактериальной клетке НК�
метилтрансферазой той же специфичности.
Предполагается, что ЭР защищают клетку от про�
никновения чужеродной (например, фаговой)
НК, а метилазы, модифицируя тот же сайт узна�
вания, защищают хозяйскую НК от расщепления
собственной рестриктазой. Однако обнаружен�
ные в дальнейшем сайт�специфические эндо�
нуклеазы, гидролизующие только метилирован�
ную НК [18, 19], не входят в состав Р�М систем,
хотя в предложенной классификации они отнесе�
ны к ЭР II�го типа к подгруппе IIM, т.е. узнаю�
щим только метилированную ДНК [11]. 

В литературе имеется достаточно информации
о пространственной архитектуре и механизме
действия эндонуклеаз, особенно ЭР, среди кото�
рых наиболее известными к настоящему времени
являются ЭР типа II [20]. Благодаря высокой спе�
цифичности ЭР типа II служат великолепными
моделями для изучения НК�белковых взаимо�
действий и эволюционных взаимосвязей среди
разных групп белков. Эндонуклеазы рестрикции
типа II узнают в НК специфические последова�
тельности нуклеотидов и осуществляют гидролиз
фосфодиэфирных связей внутри или рядом с
узнаваемой последовательностью, при этом обра�
зуются фрагменты ДНК с концевыми 5'�фосфат�
ными и 3'�OH�группами [11]. Обычно для функ�
ционирования ЭР необходимы ионы Mg2+. Было
охарактеризовано несколько подтипов ЭР типа II
[21–26].

Большинство ЭР типа II имеет общий мотив
последовательности PD…(D/E)XK [27]. Сравни�
тельный анализ аминокислотных последователь�
ностей различных по функциональным особен�
ностям белков выявил наличие такого мотива
(PD…(D/E)XK) и в белках, относящихся к другим
классам. Тот факт, что разные НК�связывающие
белки имеют общий структурный мотив, дает ос�
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нование предполагать существование общего, хо�
тя и далекого предка. 

Существует информация о кристаллических
структурах приблизительно 30�ти ЭР II типа из
суперсемейства PD…(D/E)XK, которые расщеп�
ляют дуплекс НК (в присутствии Mg2+) в пределах
или рядом с соответствующим ему узнаваемым
участком последовательности (4–8 пар основа�
ний). Среди них – BamHI, BcnI, BglI, BglII,
BpuJI, Bse634I, BsoBI, BstYI, Cfr10I, Ecl18kI,
EcoO109I, EcoRI, EcoRII, EcoRV, FokI, HinP1I,
HincII, HindIII, MspI, MunI, MvaI, NaeI, NgoMIV,
NotI, PspGI, PvuII, SdaI, SfiI, и SgrAI. Несмотря
на несхожесть первичных последовательностей и
пространственных структур, эти эндонуклеазы,
как показано в [10], содержат “ядро”, включаю�
щее пятиленточный смешанный β�лист, фланки�
рованный α�спиралями, а 2�я и 3�я β�ленты фор�
мируют полость для каталитических остатков
PD…(D/E)XK.

Суперсемейство может быть разделено на
EcoRI (или α) и EcoRV (или β) подсемейства, в за�
висимости от того, параллельна или антипарал�
лельна пятая β�лента первой β�ленте. Вторая и
третья β�ленты включают в себя каталитические
остатки мотива PD…(D/E)XK, который не абсо�
лютно консервативен: лизин заменяется глутами�
новой кислотой в BamHI и глутамином в BglII,
BstYI, HinP1I и NotI. Кроме того, в Bse634I,
Cfr10I, EcoO109I, EcoRII, Ecl18kI, NgoMIV и Psp�
GI второй карбоксилат мотива PD…(D/E)XK
принадлежит соседней α�спирали, что свидетель�
ствует скорее о важности пространственных сов�
падений остатков, чем о необходимости совпаде�
ний при выравнивании первичных последова�
тельностей. Наконец, в SdaI два аминокислотных
остатка отделяют E и K в мотиве PD…(D/E)XK. В
[28] рассмотрены представители эндонуклеаз се�
мейства EcoRI, часть из них – комплексы фер�
мент–ДНК, некоторые с двухвалентными иона�
ми металлов (одним или двумя) Mg2+, Mn2+, Ca2+.

Примером специфических эндонуклеаз типа II
является HindIII из Haemophilus influenzae Rd, ко�
торая взаимодействует с ДНК на участке палин�
дромной последовательности A/AGCTT. В [29]
изложены результаты белково�инженерного ис�
следования эндонуклеазы HindIII, а в [30] описа�
ны трехмерные кристаллические структуры Hin�
dIII с узнаваемой ею ДНК с и без двухвалентных
катионов, решенные при разрешении 2.17 и 2.00
Å, соответственно. Эндонуклеаза HindIII принад�
лежит подсемейству EcoRI�подобных (α�класс)
эндонуклеаз. В структуре с Mg2+ выявлено нали�
чие в каждом активном центре по два иона. Авто�
ры [30] считают, что на основании знаний о
структурах комплексов HindIII с узнаваемой ею
ДНК можно внести ясность в механизм специфи�
ческого узнавания этой эндонуклеазой субстрата,

согласно которому она узнает палиндромную по�
следовательность A/AGCTT. 

Среди подтипов ЭР типа II эндонуклеазы ре�
стрикции IIE имеют уникальное свойство – для
эффективного расщепления ДНК они должны
одновременно связать две копии их палиндром�
ных участков узнавания в ДНК, при этом одна ко�
пия служит мишенью для расщепления, а другая
является аллостерическим эффектором [11]. Эн�
донуклеазы рестрикции типа IIE – это привлека�
тельные модели для изучения специфических
ДНК�белковых взаимодействий в сложных гене�
тических процессах, в которых ферменты взаи�
модействуют одновременно с несколькими
участками ДНК. Гомодимерный белок EcoRII –
пример ферментов типа IIE [31]. EcoRII расщеп�
ляет в ДНК последовательность  в
обеих цепях (место расщепления указано стрел�
кой). Изучение расщепления EcoRII двух отдель�
ных участков узнавания на одной молекуле ДНК
показало, что кооперативность между EcoRII�
участками достигается образованием изгиба или
петли ДНК между этими участками (цис�взаимо�
действия) [32]. С помощью трансмиссионной
электронной микроскопии удалось показать, что
EcoRII служит связующим звеном в образовании
этой петли [33].

Эндонуклеаза SfiI [34] подобно другим членам
семейства типа IIF разрывает связи, связав две
копии распознанной ею последовательности, при
этом согласованно расщепляет все четыре цепи
ДНК. Встраивание в SfiI неузнаваемой ДНК при�
водит к образованию неактивного комплекса, ко�
торый не может контактировать с другими сайта�
ми ДНК [35]. 

Решены кристаллические структуры комплек�
сов эндонуклеазы SfiI с ДНК [34]. Структуры вы�
явили два разных состояния связывания ДНК эн�
донуклеазой: одно – с полностью занятыми сай�
тами связывания ДНК, другое – с полностью и
частично занятым сайтом. Эти два состояния вы�
являют, по мнению авторов, детали того, как SfiI
распознает и расщепляет ДНК в нужном сайте, и
проливают свет на детали связывания фермента и
ДНК. Последовательность, узнаваемая SfiI
(GGCCNNNNkNGGCC), является подмноже�
ством последовательности, узнаваемой BglI
(GCCNNNNkNGGC). В [34] показано, что, хотя
SfiI является тетрамером, а BglI димером, и суще�
ствует лишь небольшое подобие первичных по�
следовательностей в этих ферментах, модели ме�
ханизма распознавания ДНК одинаковы.

Особым классом сайт�специфических эндо�
дезоксирибонуклеаз являются хоминг�эндо�
нуклеазы. Первоначально открытые рамки счи�
тывания хоминг�эндонуклеаз были обнаружены в
митохондриальных геномах дрожжей в составе
мобильных интронов группы I, которые способ�

CCA/TGG↓
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ны перемещаться в безинтронный аллель (явле�
ние получило название хоминг от английского
homing – возвращение домой). Как оказалось, мо�
бильность интронов группы I обусловлена коди�
руемыми ими сайт�специфическими эндонукле�
азами, которые способны дифференцированно
узнавать безинтронный аллель и вносить в него
разрыв. Репарация поврежденной молекулы осу�
ществляется по интактной ДНК интрон�содер�
жащего аллеля, что приводит к генной конвер�
сии – замещению безинтронного аллеля интрон�
содержащим. 

Хоминг�эндонуклеазы отличаются от ЭР II ти�
па по нескольким аспектам. В то время как нукле�
азы рестрикции II типа связывают короткие,
обычно симметричные узнаваемые последова�
тельности из 4–8 пар оснований, хоминг�эндо�
нуклеазы связывают очень длинные асимметрич�
ные последовательности из 12–40 пар оснований.
Хоминг�эндонуклеазы более толерантны к дегра�
дации в узнаваемой последовательности. Неболь�
шие изменения в распознаваемой последователь�
ности уменьшают активность хоминг�эндонукле�
аз, но не уничтожают ее. 

Хоминг�эндонуклеазы действуют как мономе�
ры или гомодимеры и часто требуются сопутству�
ющие белки для регуляции их активности. Фер�
менты рестрикции типа II также могут функцио�
нировать в одиночку как мономеры или
гомодимеры или с дополнительными белковыми
субъединицами, но эти субъединицы отличаются от
тех, что существуют для хоминг�эндонуклеаз. Хотя
рестрикционные ферменты и хоминг�эндонукле�
азы выполняют функцию расщепления двухлен�
точных ДНК, развивались они независимо.

Интерес к хоминг�эндонуклеазам обусловлен
их структурно�функциональными особенностя�
ми. Так как хоминг�эндонуклеазы способны
узнавать протяженные вырожденные последова�
тельности, то образуется большое число специ�
фических и неспецифических контактов с ДНК
по всей длине сайта узнавания. Как следствие,
практически каждая хоминг�эндонуклеаза узнает
уникальную последовательность ДНК. Структур�
ные и биохимические исследования этих фермен�
тов не только расширяют границы представлений
о природе ДНК�белковых взаимодействий, но и
служат основой для создания эндонуклеаз с задан�
ной специфичностью. Не менее интересны хо�
минг�эндонуклеазы с точки зрения познания эво�
люционных механизмов. Как правило, эти фер�
менты с высокой эффективностью инициируют
генетический обмен между близкородственными
видами и таким образом участвуют в горизон�
тальном переносе генетической информации.

Хоминг�эндонуклеазы по структурным моти�
вам разделяют на семейства. Известны шесть се�
мейств хоминг�эндонуклеаз, классифицируемых
по консервативным структурным мотивам.

В хоминг�эндонуклеазах с LAGLIDADG�мо�
тивом эта последовательность непосредственно
вовлечена в процесс расщепления ДНК. Мотив
LAGLIDADG включает в себя остатки как из ин�
терфейса между белковыми доменами или субъ�
единицами, так и из активных центров фермента.
Ферменты, имеющие только один мотив LAGL�
IDADG, работают как гомодимеры, имеющие два
мотива – как мономеры. Представителями этого
семейства хоминг�эндонуклеаз, для которых ис�
следованы кристаллические структуры, являются
PI�SceI и I�CreI [36, 37]. 

Ферментом из семейства c консервативным
мотивом GIY�YIG является I�TevI, который дей�
ствует как мономер. Исследованы структуры этой
нуклеазы в комплексе с ДНК и без нее [38, 39]. 

Эндонуклеазы, содержащие NHN�мотив,
имеют схожие последовательности приблизи�
тельно из 30�ти аминокислот, которые включают
в себя две пары консервативных аминокислотных
остатков гистидина и один аспарагин, и образуют
цинковый домен. Наилучшим образом охаракте�
ризована эндонуклеаза I�HmuI, действующая как
мономер [40]. 

Представителем семейства хоминг�эндо�
нуклеаз, включающих в себя каталитический до�
мен с PD…(D/E)XK�мотивом, обычно существу�
ющим в ЭР II типа, является I�Ssp6803I [41]. 

В Vsr�like хоминг�эндонуклеазах термин “Vsr�
lik” напоминает о присутствии С�концевого до�
мена в нуклеазе, который имеет явную гомоло�
гию с бактериальными (Very Short Patch Repair
(Vsr)) эндонуклеазами [42]. 

Ферменты, имеющие область из 30�ти амино�
кислот, включающих пять консервативных остат�
ков: два гистидина и три цистеина, носят назва�
ние His�Cys�box. Первой исследованной эндо�
нуклеазой из семейства His�Cys�box была хоминг�
эндонуклеаза I�PpoI из Physarum polycephalum.

Высокоспецифическая интронкодируемая ме�
таллзависимая хоминг�эндонуклеаза I�PpoI из
Physarum polyctphalum [43] принадлежит семей�
ству нуклеаз, которые в процессе выполнения
своей биологической функции производят сайт�
специфический двухнитевой разрез ДНК, остав�
ляя фосфат на 5'�конце. Нуклеаза I�PpoI узнает
лишь асимметричную последовательность 15–
40 пар оснований соответствующего интронобра�
зующего центра двухспиральной ДНК [44, 45]. In
vivo интронкодируемая нуклеаза I�PpoI иниции�
рует сайт�специфический перенос мобильной
группы гена от одной интронсодержащей аллели
хромосомы к другой и принадлежит, как уже упо�
миналось, к группе так называемых Cys�His�кла�
стеробразующих цинксвязывающих белков [46].
Результаты исследования структуры кристалли�
ческих комплексов нуклеазы I�PpoI с ДНК и про�
дуктами ее деградации опубликованы в [43]. Нук�
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леаза I�PpoI состоит из 163�х аминокислотных
остатков и представляет собой гомодимерную
молекулу размером 25 × 35 × 80 Å со смешанной
α/β структурной топологией. Каждый из моно�
меров белка формируется тремя антипараллель�
ными β�лентами, фланкированными двумя α�
спиралями, и протяженной С�концевой петлей и
стабилизируется двумя Zn2+�содержащими кла�
стерами [43] (рис. 1).

2.2. Активный центр специфических эндонуклеаз

Решение кристаллических структур комплек�
сов ЭР EcoRI и EcoRV дало основание полагать,
что активные центры обеих нуклеаз подобны и
характеризуются мотивом PD…(D/E)XK [47].
Важность этих консервативных остатков иссле�
довалась с помощью направленного мутагенеза.
Было установлено, что аминоостатки кислоты не�
обходимы для расщепления нуклеотидной после�
довательности, так как в каждом случае замена
остатка на аланин приводит к полной инактива�
ции фермента. Остаток лизина также непосред�
ственно участвует в катализе; замена его на ала�
нин снижает активность на 3 порядка. Остаток
пролина, как показано для EcoR1, оказался не
важным для катализа. 

В дальнейшем было установлено, что актив�
ные центры ЭР типа II схожи между собой и со�
держат по крайней мере три аминокислотные
остатка, которые консервативны. Для большин�
ства известных структур ферментов типа II, при�
надлежащих суперсемейству PD…(D/E)XK�нук�
леаз, за активный центр было принято считать

 (подчеркнуты остатки, во�
влекаемые в процесс катализа). Однако с каждой
новой структурой это правило подвергалось со�
мнению, так что несомненным осталось лишь то,
что первым каталитическим остатком, координи�
рующим каталитически важный металл, является
аспартат. Второй каталитический остаток обычно
кислотный. Исключением являются эндонукле�
азы MspI [48] и HinP1I [49], которые имеют аспа�
рагин и глутамин соответственно во второй пози�
ции. Хотя третий каталитический остаток обычно
лизин, но он заменен глутаматом в BamHI [50, 51]
или глутамином в BstYI [52]. Типичным почти для
всех нуклеаз рестрикции является то, что второй
и третий каталитические остатки разделены гид�
рофобным остатком.

Рентгеноструктурные исследования показали,
что ЭР имеют два сайта связывания ионов метал�
ла. Функции этих двух ионов, по�видимому, раз�
личны [28].

На рис. 2 в одной и той же ориентации пред�
ставлены активные центры комплексов ЭР:
BamHI и BglII – комплексы фермент�субстрат,

P D Xn D/E X K( ) ( )− − − −

BamHI, EcoRI и NgoMIV – комплексы фермент–
продукт. 

Рентгеноструктурные исследования комплек�
сов эндонуклеаз SfiI и BglI с ДНК выявили, что в
активных центрах этих ферментов локализованы
соответственно один и два иона металла. На рис. 3
[34] представлены каталитические остатки эндо�
нуклеаз SfiI (Asp79, Asp100, Lys102) и BglI (Asp116,
Asp142, Lys144) активного центра в комплексах
этих ферментов с ДНК. В структуре BglI два иона
металла в активном центре [53] соответствуют по�
зициям ионов металла в комплексах BamHI [54] и
NgoMIV [55] с ДНК, для которых был предложен
двухметаллический механизм расщепления ДНК,
подтвержденный исследованиями в растворах.

В эндонуклеазе SfiI положение иона металла,
координированного Asp79 и Asp100, соответству�
ет одной из позиций в BglI. Ион металла, занима�
ющий вторую позицию в BglI, координирован
Thy1 (O3'), Ade2 (O2P), Asp116 (OD1) и четырьмя
молекулами воды [53]. Тот факт, что расстояния
между ДНК и остатками активного центра в SfiI
больше, авторы [34] объясняют отсутствием вто�
рого иона металла в активном центре этого ком�
плекса, что, по их мнению, является результатом
более низкого pH (4.6–5.0), при котором получе�
ны кристаллы, по сравнению с тем, что был ис�
пользован для комплекса BglI/DNA (pH 6.5).

В результате рентгеноструктурного исследова�
ния [30] кристаллических структур HindIII в ком�
плексах с ДНК в отсутствие ионов металла и с ме�
таллами было выявлено, что в активном центре
комплекса эндонуклеазы HindIII, настоянной в
растворе с ионами Mg2+, существуют две позиции
металла (Mg2+ и Mn2+) и расщепленные цепи
ДНК (рис. 4). Расстояние между двумя ионами
3.98 Å, что соответствует модели переходного со�
стояния в двухионном механизме действия [54].

N

C
C

N

Рис. 1. Пространственная структура комплекса диме�
ра нуклеазы I�PpoI с фрагментом двухнитевой ДНК в
качестве субстрата; сферами изображены ионы цинка
(ID PDB: 1A74). 
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Ион Mn2+ (рис. 5а) координирован пятью атома�
ми, а ион Mg2+ – шестью (рис. 5б). Авторы [30] от�
мечают конформационные изменения важного
для активности HindIII остатка Asp108, измене�
ние конформации которого приводит к тому, что
он участвует в координации сразу двух ионов ме�
талла, взаимодействуя непосредственно с Mn2+, а
через молекулу воды – с Mg2+.

Авторы [47] считают, что мотив PD…(D/E)XK
не является достаточным для определения актив�
ных центров рестриктаз, потому что эндонукле�
аза CfrlOI содержит PD…(D/E)XK – мотив, кото�
рый не является частью активного центра, а
EcoRI содержит два таких мотива, один из кото�
рых не участвует в катализе. Наличие остатка
пролина является необязательным в EcoRI, и он
отсутствует в PvuII и BamHI. Структуры CFI�101
и BarnHI демонстрируют, что вторая часть мотива
также переменна. 

2.3. Неспецифические эндонуклеазы

Эндонуклеаза Sm. Среди членов семьи
ДНК/РНК неспецифических нуклеаз внеклеточ�
ная эндонуклеаза Sm – это одна из наиболее из�
ученных бактериальных нуклеаз, проявляющих
широкую субстратную специфичность. Началь�
ные исследования нуклеазы Sm инициировались
выделением гомогенных препаратов фермента из
природных штаммов бактерий [8, 56]. Далее были
достигнуты успехи в экспрессии, секреции и по�
лучении рекомбинантных форм нуклеаз [57, 58],
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Рис. 2. Активные центры комплексов эндонуклеаз рестрикции, представленные в одной ориентации (BamHI и
BglII – комплексы фермент–субстрат, BamHI, EcoRI и NgoMIV – комплексы фермент–продукт). Показаны амино�
кислотные остатки мотива PD…D/EXK и остатки ДНК около атакуемых фосфатных связей. Ионы металла показаны
сферами [28].
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Рис. 3. Активные центры SfiI (а) и BglI (б). Расщепля�
емая фосфодиэфирная связь указана стрелкой. Моле�
кулы воды не показаны [34].
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открывшие широкие возможности сайтспецифи�
ческого мутагенеза и синтеза мутантных аналогов
белка с прогнозируемыми на базе структурно�
функционального анализа свойствами. Известны
многие физико�химические и биохимические
свойства каталитически значимых аминокислот�
ных остатков, предложены модели механизма
действия данного фермента [8, 59–65]. Эндо�
нуклеаза S. marcescens представляет собой ряд
эволюционно родственных и широко распро�
страненных в мире про� и эукариот нуклеаз, раз�
личающихся физиологической ролью [36, 66–68].
Среди членов семейства ДНК/РНК неспецифи�
ческих нуклеаз внеклеточная нуклеаза Sm являет�
ся ферментом с известной кристаллической
структурой [62, 69–71]. Активный центр этой
нуклеазы был идентифицирован и охарактеризо�
ван методом сайт�направленного мутагенеза [58–
61, 72].

Металлозависимый фермент, эндонуклеаза Sm,
функционирует только в присутствии двухвалент�
ных катионов. Фермент проявляет оптимальную
активность при рН 6.5–8.0 в присутствии 5–10 мM
Mg2+, при этом ионы других металлов (Mn2+, Co2+,

Ni2+, Zn2+, Cd2+) могут замещать Mg2+. Ионы Са2+

ингибируют нуклеазу Sm.
Эндонуклеаза Sm [58, 69, 73] представляет со�

бой димер, состоящий из двух одинаковых по
первичной последовательности субъединиц с
245�ю аминокислотными остатками в каждой.
Молекулярный димер структуры эндонуклеазы
Sm имеет некристаллографическую ось симмет�
рии 2�го порядка. Третичная структура фермента
может быть описана тремя основными областями
вторичной структуры: центральным β�слоем, со�
стоящим из шести антипараллельных β�лент,
α�доменом, образованным четырьмя короткими
α�спиралями (они расположены между N� и C�
концевыми участками молекулы) и α/β�конфор�
мационным доменом, формирующим верхний
слой глобулы, который содержит двойной β�лист,
обрамленный симметричной системой из восьми
спиральных фрагментов (рис. 6).

Неспецифическая эндонуклеаза Vvn из Vibrio
vulnificus [74] принадлежит семейству периплаз�
матических или внеклеточных нуклеаз, которые
вовлекаются в процесс защиты бактериальных
клеток. Эти нуклеазы содержат сигнальный пеп�
тид, локализованный на N�конце, и восемь кон�
сервативных остатков цистеина. Сигнальный
пептид отщепляется в процессе транспорта энзи�
ма из цитоплазмы в периплазму. Все эти эндо�
нуклеазы способны взаимодействовать с ДНК и
РНК и активны только в окисленной форме.

Кристаллические структуры Vvn и мутанта Vvn
в комплексе с 8�ю парами оснований ДНК были
решены с разрешением 2.3 Å. Пространственное
строение этой эндонуклеазы отличается от строе�
ния других эндонуклеаз и имеет смешанную α/β�
топологию. Тем не менее при сравнении с други�
ми нуклеазами выявляется схожее строение ак�
тивного центра эндонуклеазы Vvn, который
включает в себя две антипараллельные β�ленты и
одну α�спираль с локализованным между ними
двухвалентным ионом металла, так называемый
ββα�металл�мотив. Структура Vvn, не имея в це�
лом никакого сходства с другими неспецифиче�
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Рис. 5. Схематическое представление координации
ионов Mn2+ (а) и Mg2+ (б) в структуре кристалличе�
ского комплекса HindIII с ДНК [30].
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Рис. 6. Молекула эндонуклеазы Sm. Сферами показаны ионы Mg2+ и вода в активных центрах (PDB: 1G8T).
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скими эндонуклеазами, однако имеет характер�
ный ββα�металл�мотив активного центра, выяв�
ленный, например, у эндонуклеазы Sm и хоминг�
эндонуклеазы I�PpoI. Суперпозиция областей
вторичных структур ββα�мотива, рассчитанная
по Cα�атомам между Sm и Vvn эндонуклеазами,
согласно [75], показала хорошее соответствие об�
ластей активного центра (r.m.s.d. = 0.58 Å) для
этих ферментов. Совмещение показало также
консервативность остатка гистидина (His80 в Vvn,
His98 в I�PpoI, His89 в Sm). Ион Mg2+ в Vvn связан
с Glu79, Asn127 и четырьмя молекулами воды. 

Решены кристаллические структуры пери�
плазмических/внеклеточных эндонуклеаз из
Vibrio salmonicida (VsEndA) и Vibrio cholerae (VcEndA),
гомология первичных последовательностей меж�
ду которыми составляет 71 %, а с Vvn – 73%. Про�
странственное строение этих трех эндонуклеаз
практически идентичное: при суперпозиции
VsEndA с VcEndA и Vvn по атомам основной цепи
r.m.s.d. равны 0.87 и 0.91 Å соответственно. Разли�
чия наблюдаются в основном в областях молекул,
контактирующих при укладке в кристаллическую
ячейку. Разницу в распределении аминокислот�
ных остатков на поверхности фермента и количе�
стве солевых мостиков авторы [76] связывают с
различиями в действии ферментов.

Неспецифическая эндонуклеаза NucA из Ana�
baena sp. PCC 7120 [68] является очень активным
ферментом, который в присутствии Mn2+ или Mg2+

может с почти равной каталитической эффектив�
ностью расщеплять одно� и двухцепочечные как
ДНК, так и РНК. Как и многие другие неспеци�
фические нуклеазы, NucA обнаруживает опреде�
ленное предпочтение последовательности нук�
леотидов. Предполагается, что локальные струк�
турные особенности субстрата влияют на
скорость расщепления фосфодиэфирных связей.
На двухцепочечной ДНК определенной последо�
вательности NucA предпочитает расщеплять фос�
фодиэфирные связи в участках d(C) · d(G) и в тех

последовательностях, у которых есть склонность
принять А�подобную конформацию [44, 57, 77].

Прокариотические нуклеазы из семейства
ДНК/РНК�неспецифических нуклеаз, например
нуклеазы Sm и NucA, выделяются во внеклеточ�
ную среду и, вероятно, служат целям обеспечения
бактериальной клетки нуклеотидами на пути ути�
лизации отходов метаболизма и/или фосфатами,
когда их недостаточно в окружающей среде [78].
Гомология последовательностей NucA и эндо�
нуклеазы Sm 29.5%. Эта гомология главным обра�
зом распространяется на активный центр и цен�
тральный шестистрендовый β�лист фермента
(рис. 7). Четвертичные структуры обеих нуклеаз
различаются: NucA – мономер [77], в то время как
нуклеаза Sm – гомодимер [62, 71, 79]. 

Исследования, основанные на гомологичном
моделировании и подтвержденные результатами
CD�спектроскопии, позволили авторам [80]
представить структурную модель NucA, которая
объясняет, по их мнению, почему эта нуклеаза –
мономерный фермент в отличие от димерной
нуклеазы Sm. 

Авторы [80], используя структурную модель
NucA, пытаются решить три вопроса: почему NucA
в отличие от эндонуклеазы Sm мономер; каков
механизм действия NucA; каков механизм инги�
бирования NucA посредством NuiA. Структурная
модель, полученная на основании соответствия
последовательностей NucA и эндонуклеазы Sm, а
также кристаллическая структура эндонуклеазы
Sm [71] дают прямое объяснение, почему NucA –
мономерный белок, в то время как нуклеаза эндо�
нуклеазы Sm – гомодимер [62] (рис. 7). Интер�
фейс между мономерами димерной эндонукле�
азы Sm сформирован двумя связанными некри�
сталлографической симметрией α�спиралями
[81] (рис. 8), которые отсутствуют в структурной
модели NucA. Более того, взаимодействие субъ�
единица/субъединица в нуклеазе Sm формирует�
ся остатком гистидина His184, замена которого на
аргинин приводит к мономеризации [79]; в струк�

NucA Sm

R222

H184

R131

R57
H89

R87

D86

N119

W123

E127

R167

E163

W159

N155

D121

H124

R122

D95

Рис. 7. Неспецифические Anabaena (мономер) и Serratia (димер) эндонуклеазы; в окружностях показаны важные ами�
нокислотные остатки из активных центров NucA и Serratia нуклеаз [80].
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турной модели нуклеазы Anabaena sp. аналогич�
ный остаток – аргинин (Arg222).

Остатки гистидина 184 в межмономерной об�
ласти нуклеазы Sm находятся в положениях, обес�
печивающих посредством молекул воды связь
между мономерами. Кроме того, солевой мостик,
формирующий контакт между двумя субъедини�
цами в эндонуклеазах Sm (Asp225/A–Arg136/B),
отсутствует в NucA, где в аналогичных позициях
находятся остатки Asn и Gln. Также в NucA нет
межсубъединичного солевого мостика Lys233/A–
Glu239/B, имеющегося в эндонуклеазе Sm.

Несмотря на схожесть структур мономеров эн�
донуклеаз Sm и NucA, имеется ряд заметных раз�
личий, что не удивительно из�за небольшой го�
мологии первичных последовательностей этих
нуклеаз. Например, при совмещении (выравни�
вании) первичных последовательностей NucA и
Sm нуклеаз [82] установлено, что в NucA Arg57,
который, как считают, в эндонуклеазе Sm играет
важную роль для стабилизации переходного со�
стояния. Авторами [82] первоначально было сде�
лано предположение, что в NucA или существует
иной механизм для стабилизации переходного
состояния, или существует структурное соответ�
ствие, которое не согласуется с соответствием
первичных последовательностей. Анализ про�
странственных структур привел к выводу, что
остаток Arg93 в NucA структурно соответствует
Arg57 в эндонуклеазе Sm и, возможно, участвует в
катализе, стабилизируя переходное состояние. 

Нуклеаза EndoG перемещается в ядро клетки
во время апоптоза, чтобы участвовать в деграда�
ции ДНК [83]. Фермент разрывает двойные и
одинарные цепочки ДНК и РНК. Родственные
нуклеазы обнаружены и в эукариотах, и прокари�
отах. Они вовлечены в сложные процессы защи�
ты генома от саморазрушающей нуклеазной ак�
тивности. Действие EndoG подавляется заключе�
нием ее в митохондриальное межмембранное

пространство, а локализованный в ядре белковый
ингибитор защищает клеточные полинуклеотиды
от деградации при неапоптозных условиях. Реше�
на кристаллическая структура EndoG в комплексе
с ее ингибитором EndoGI [83]. 

EndoG из Drosophila, как и другие эукариотиче�
ские EndoG, существуют в виде гомодимера. В
кристаллической структуре два мономера EndoG
связаны одной молекулой EndoGI (рис. 9). Два
мономера EndoG формируют компактный димер
и располагаются между двумя доменами EndoGI.
Двухдоменный белок EndoGI контактирует с ак�
тивными центрами двух мономеров EndoG. 

EndoG принадлежит большому семейству не�
специфических ββα�металл�эндонуклеаз. Срав�
нение эндонуклеаз выявило, что смешанная αβ�
структура EndoG близка к NucA из Anabaena sp.
[82] и эндонуклеазе Sm [62]. Эндонуклеаза EndoG
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Рис. 8. Фрагмент межмолекулярных контактов между субъединицами димера в эндонуклеазе Sm. Молекулы воды по�
казаны кружками; водородные и солевые связи – пунктирными линиями (ID PDB: 1G8T).
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так же, как родственные бактериальные эндо�
нуклеазы, содержит центральный скрученный
антипараллельный β�лист, состоящий из шести
β�лент, фланкированный спиралями, и второй β�
лист, сформированный двумя лентами. Но в от�
личие от бактериальных нуклеаз существует тре�
тий небольшой β�лист из двух антипараллельных
β�лент (“лопасть”, wing), который выдается из
глобулярного домена. Эти лопасти объединяются
и формируют в димере межмономерный β�лист.
Дополнительно остатки петель из пограничных
областей вносят свой вклад в образование диме�
ра. Интерфейс в домене в основном гидрофиль�
ный, здесь находятся и две полости, заполненные
водой.

Неспецифическая эндонуклеаза EndA служит
вирулентным фактором для инфекции Streptococ�
cus pneumoniae. Роль EndA как вирулентного фак�
тора при наличии пневмококковой инфекции де�
лает эту эндонуклеазу привлекательным объек�
том для исследований в области антимикробной
терапии. Проведено рентгеноструктурное иссле�
дование кристаллической структуры ββα�ме�
талл�нуклеазы EndA из S. pneumoniae при разре�
шении 1.75 Å (рис. 10) [84]. Сравнение структуры
EndA с другими нуклеазами того же семейства вы�
явило консервативное ядро с β�листом и ββα�ме�
талл фрагментом, формирующими каталитиче�
ский центр. Кроме этих консервативных элемен�
тов вторичной структуры существует лишь
минимальное подобие структурам других нуклеаз
этого суперсемейства. При сравнении простран�
ственых структур эндонуклеаз EndA и Sm значе�
ния r.m.s.d. координат равны 2.9 Å (по 137 из
235 Cα�атомам). В этом сопоставлении структур
только 18.2% совмещаемых атомов боковых це�
пей проявляют соответствующий консерватизм
боковых цепей. По сравнению с другими ββα�ме�

талл�нуклеазами EndA показывает значительное
отличие в локализации N�конца фермента. Од�
ним из заметных различий между EndA и другими
ββα�металл�нуклеазами является существование
петли на конце α�спирали (рис. 11).

2.4. Активный центр неспецифических эндонуклеаз

Активные центры рассмотренных в настоящей
работе неспецифических эндонуклеаз имеют об�
щую топологию, несмотря на различия (иногда
существенные) пространственного строения бел�
ковых молекул. Активный центр содержит две ан�
типараллельные β�ленты, одну α�спираль и двух�
валентный ион металла, локализованный между
ними. Активный центр характеризуется DRGH�
мотивом аминокислот, являющимся консерва�
тивным для этих нуклеаз. 

Эндонуклеаза Sm. В области активного центра
этого фермента расположены восемь аминокис�
лотных остатков, шесть из которых – Arg57,
Asp86, His89, Gln114, Asn119, Glu127 – консерва�
тивны для всего семейства ДНК/РНК�неспеци�
фических гомологичных эндонуклеаз, а два –
Asn106 и Glu120 – вариабельны. О роли в катали�
зе различных аминокислотных остатков нуклеазы
Sm можно судить по результатам исследования
влияния точечных мутаций остатков нуклеазы на
ее активность [58, 60]. Было показано, что замены
His26Ala, His45Ala, Asp117Ala, Asp208Ala не влия�
ют на каталитические свойства эндонуклеазы Sm,
и обнаружено значительное снижение активно�
сти для мутантных форм нуклеазы, модифициро�
ванных в позициях 57, 86, 87, 89, 119, 127, 131, 211
аминокислотной последовательности.

Согласно данным сайт�направленного мутаге�
неза эндонуклеазы Sm, наибольшей каталитиче�
ской значимостью обладают остатки Arg57,

N

C

Рис. 10. Пространственное строение эндонуклеазы
EndA [84].

α

β

Mg2+

β

Рис. 11. Суперпозиция фрагментов структур эндо�
нуклеазы EndA (более темная) и Sm (более светлая),
содержащих мотивы ββα�металл. Ионы магния и мо�
лекулы воды изображены в виде сфер [84].
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Asp86, His89 и Glu127. Мутагенез этих остатков
сопровождается резким падением каталитиче�
ских свойств фермента. Наиболее важными
остатками являются His89 и Asn119. Активность
мутантов по этим позициям очень низкая (почти
полностью подавляется).

Аминокислотные остатки активного центра
выполняют различные функции. Остатки Asp86,
Gln114, Asn119, Glu127, Asn106 и Glu120 эндо�
нуклеазы Sm вовлечены во взаимодействия с вод�
но�магниевым кластером – кофактором фермен�
та (рис. 12). Ион магния окружен пятью молеку�
лами воды и координирован карбоксильным
атомом кислорода боковой цепи остатка Asn119.
Магний�водный кластер имеет октаэдрическую
конфигурацию. Упомянутые аминокислотные
остатки связаны водородными связями с молеку�
лами воды водно�магниевого кластера (рис. 12).
Поскольку все остатки, контактирующие с вод�
но�магниевым комплексом, инвариантны для
всех белков семейства нуклеазы Sm, можно пред�
положить, что водно�магниевый кластер сам по
себе является консервативным элементом струк�
туры ферментов с подобным мотивом строения
активного центра. Многосторонние множествен�
ные взаимодействия необходимы для обеспече�
ния связывания и правильного позиционирова�
ния магниевого кофактора относительно атомов
каталитически важных остатков фермента [81].
Области активных центров в мономерах, объеди�
ненных в димер, удалены друг от друга и располо�
жены в больших полостях на поверхности каждой
субъединицы димерной молекулы белка.

Эндонуклеаза NucA. Структурная модель
ДНК/РНК неспецифической эндонуклеазы NucA
из Anabaena sp. PCC7120 [80], полученная на ос�
нове трехмерной структуры схожей эндонуклеазы
Sm, предполагает, что общая архитектура актив�
ного центра, включая аминокислотные остатки
H124, N155 и E163 (H89, N119 и E127 соответ�
ственно в эндонуклеазе Sm), подобна в обеих
нуклеазах (рис. 7). Согласно результатам мутаци�
онного анализа участвующих в ферментативном
катализе аминокислотных остатков нуклеазы NucA,
замена этих остатков аланином приводит к боль�
шому спаду активности (<0.1%), как это наблюда�
лось и для нуклеазы Sm. Это показывает, что оба
фермента имеют схожий механизм катализа, раз�
личаясь в деталях. Авторы [80] подчеркивают, что
мутанты N155A и H124A имеют 10–100�кратное
увеличение активности по сравнению с соответ�
ствующими мутантами N119A и H89A нуклеазы
Sm. С другой стороны, мутант E163Q нуклезы Nu�
cA примерно на один порядок менее активен, чем
соответствующий ему E127Q нуклеазы Sm. Это
могло быть следствием того, что эти каталитиче�
ские остатки имеют несколько различное окру�
жение, но, вероятно, не означает, что их специ�
фические роли также различаются [80].

В нуклеазе Sm аминокислотный остаток N119 –
лиганд иона металла, а D86 соединен водородной
связью с N119 [70, 85]. На основании мутацион�
ного анализа авторы [80] предполагают, что взаи�
модействие N155 и D121 (аналоги N119, D86 в Sm
нуклеазе) также важно для координации двухва�
лентного металлического иона, являющегося ко�
фактором в NucA, хотя по сравнению с остатком
D86 нуклеазы Sm остаток D121 в NucA при замене
его на аланин или аспарагин показывает более
выраженное уменьшение активности. 

Эти две сравниваемые нуклеазы максимально
активны при различных двухвалентных катионах.
Хотя эндонуклеаза Sm является более активной с
Мg2+, чем с Мn2+, в то время как для NucA верно
обратное [63, 64, 77], их сайты связывания ионов
металла, по�видимому, различаются лишь в дета�
лях. Авторы [80] полагают, что остаток D121 в
NucA более важен для позиционирования N155,
чем его аналог D86, позиционирующий N119 в
эндонуклеазе Sm.

Все структуры неспецифических эндонуклеаз,
как отмечено выше, в активном центре содержат
консервативный структурный фрагмент, включа�
ющий в себя две антипараллельных β�ленты,
α�спираль и двухвалентный ион металла, локали�
зованный между ними. Этот фрагмент включает в
себя мотив Asp�Arg�Gly�His (DRGH), наличие
которого в активном центре присуще неспецифи�
ческим эндонуклеазам. Кроме этих консерватив�
ных для каталитического центра элементов вто�
ричной структуры существует минимальное по�
добие между структурами нуклеаз из этого
суперсемейства. Подобная ββα�металл�тополо�
гия полости удлиненной формы в каталитиче�
ском ядре кроме описанных выше эндонуклеаз
выявлена в областях активного центра хоминг�
эндонуклеазы I�PpoI, EndoVII, ColE7, ColE9.
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Рис. 12. Схема активного центра эндонуклеазы Sm [70].
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Среди них I�PpoI является единственной специ�
фической эндонуклеазой. 

Эндонуклеаза Sm содержит 245 аминокислот�
ных остатков, а I�PpoI – 163 остатка. Несмотря на
кардинальные различия в общей пространствен�
ной топологии нуклеаз Sm и I�PpoI и отсутствие
сходства первичных структур белков, суперпози�
ция их пространственных структур при одновре�
менном сопоставлении только одного из мономе�
ров димерных молекул каждого из белков выяв�
ляет значительные перекрытия Cα�атомов
полипептидных цепей в участках 76–124 и 81–122
для нуклеаз Sm и I�PpoI соответственно с незна�
чительными вариациями в размерах некоторых
петель, свидетельствуя о близости топологий ак�
тивных центров ферментов (рис. 13). Кроме того,
они имеют сходную геометрию каталитической
части активного центра. В активном центре обе
нуклеазы содержат Mg+2�кофактор, в обоих фер�
ментах в координации кофактора (иона магния)
принимает участие кроме молекул воды только
один аминокислотный остаток. Каталитические
остатки аспарагина (Asn119 в обоих ферментах),
гистидина (His89 в Sm и His98 в I�PpoI) и аргини�
на (Arg57 для Sm и Arg61 для I�PpoI) и водно�маг�
ниевый кластер консервативны, а при их супер�
позиции значения r.m.s.d равны 0.66 Å [85]
(рис. 14).

Суперпозиция между областями вторичных
структур каталитического центра в неспецифиче�
ских эндонуклеазах и специфической нуклеазе
I�PpoI [75] показала хорошее соответствие между
ββα�металл�мотивами сравниваемых эндонукле�
аз. Совмещение показывает, что остаток гистиди�
на (His89 в Sm, His98 в I�PpoI) строго консервати�
вен для этих эндонуклеаз, несмотря на низкую го�
мологию их первичных последовательностей.
Мутация соответствующего гистидина (His89 в
Sm, His98 в I�PpoI) в других неспецифических эн�
донуклеазах дает неактивный мутант, что под�

тверждает значимость этого остатка при гидроли�
зе ДНК.

2.5. Механизмы регуляции каталитической 
активности неспецифических эндонуклеаз

Как отмечалось ранее, эндонуклеаза бактерий
Serratia marcescens, проявляющая широкую суб�
стратную специфичность, – одна из наиболее
изученных бактериальных нуклеаз. В [86, 87]
установлены особенности регуляции ДНКазной
активности эндонуклеазы Sm катионами магния,
а также соединениями, содержащими катионы
ртути и кобальта, что приблизило понимание ме�
ханизма регуляции активности эндонуклеазы Sm
в целом. В дальнейшем результаты [88] пополни�
ли информацию о механизмах регуляции актив�
ности Sm эндонуклеазы, важную для формирова�
ния объективных представлений о функциониро�
вании данного фермента вне и внутри клетки.
Отсутствие таких знаний всегда ограничивает эф�
фективность и сферы применения фермента и
препятствует его дальнейшему продвижению в
практику. 

В [88] был изучен механизм регуляции актив�
ности эндонуклеазы Sm катионами магния, со�
гласно которому Mg2+, образуя комплексы с фос�
фатными группами субстрата, вызывает незави�
симо от степени полимерности и спирализации
субстрата такое изменение его вторичной струк�
туры, которое приводит к многократному воз�
растанию скорости продуктивного распада ком�
плекса фермент–субстрат. Установлено, что в
отсутствие Mg2+ эндонуклеаза проявляет специ�
фичность к типу гидролизуемого субстрата. Так�
же в [88] показано, что независимо от конформа�
ционных особенностей, степени полимерности и
спирализации субстрата прочность связывания
эндонуклеазы с субстратом постоянна и не зави�
сит от наличия в среде катионов магния. Нуклео�

(a) (б)

P81

R122

Y76

A124

Рис. 13. Топология фрагментов вторичных структур
эндонуклеаз Sm (а) и I�PpoI (б) [81].
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Рис. 14. Суперпозиция активных центров субъединиц
эндонуклеаз Sm (темная) и I�PpoI (светлая).
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зидмонофосфаты не влияли на активность эндо�
нуклеазы по отношению к ДНК и подавляли ак�
тивность по отношению к РНК, ингибируя
фермент по бесконкурентному типу в случае
циттидинмонофосфата (ЦМФ), гуанозинмоно�
фосфата (ГМФ), уридинмонофосфата (УМФ) и
частично конкурентному типу в случае адено�
зинмонофосфата (АМФ) и дезоксиаденинмо�
нофосфата (дАМФ). Было установлено, что дез�
оксирибонуклеозидтрифосфаты не влияли на ак�
тивность эндонуклеазы ни по отношению к ДНК,
ни к РНК, а циттидинтрифосфат (ЦТФ), гуано�
зинтрифосфат (ГТФ), уридинмонофосфат
(УМФ) – только к ДНК, и подавляли активность
РНК. Оказалось, что аденозинтрифосфат (АТФ)
ингибирует эндонуклеазу в присутствии ДНК, а в
присутствии РНК активирует фермент по частич�
но смешанному типу. Предложены механизмы
регуляции активности эндонуклеазы мононук�
леотидами, различающимися типом азотистых
оснований, углеводного остатка и числом фос�
фатных групп. 

Суть механизмов регуляции активности эндо�
нуклеазы мононуклеотидами заключается в сле�
дующем. Мононуклеотиды могут служить эффек�
торами эндонуклеазы, регулируя ее активность,
предпочтительно по отношению к РНК, по ча�
стично конкурентному, бесконкурентному или
частично смешанному типу, что зависит от их со�
держания в среде и химического состава, а также
содержания в среде Mg2+. Была исследована ак�
тивность эндонуклеазы Sm при разных соотно�
шениях фермента и субстрата в растворах. В ре�
зультате сделано предположение о том, что из�
менение активности могжет быть связано с
изменением уровня структурной организации
молекул (известно, что эндонуклеаза Sm образует
димеры) [88]. В дальнейшем исследования мето�
дом гель�хроматографии ферментных растворов,
включающих эндонуклеазу в разной концентра�
ции, позволили заключить, что уровень структур�
ной организации эндонуклеазы зависит от ее со�
держания в растворе, а в мономерном состоянии
эндонуклеаза проявляет более высокую фермен�
тативную активность, чем в виде олигомеров.

Как было установлено в [89], для активности
фермента Sm определенную роль играют две ди�
сульфидные связи, существующие в мономере,
которые формируются в окисляющейся среде пе�
риплазмы Serratia marcescens. Это защищает бак�
териальную клетку от потенциально токсичной
внутриклеточной нуклеазной активности, пред�
шествующей секреции. Авторы [89] сайт�направ�
ленным мутагенезом выясняли роль двух дисуль�
фидных связей в Serratia marcescens эндонуклеазе
и пришли к выводу, что существование этих свя�
зей важно для нуклеазной активности. Фермент
теряет активность даже при мутации одного ци�
стеина. Одна из ролей дисульфидных связей за�

ключается в том, чтобы увеличить стабильность
белка. Все мутанты менее стабильны. Еще одна
роль дисульфидных мостиков, по�видимому, за�
ключается в стимуляции правильного свертыва�
ния фермента для проявления полноценной ак�
тивности нуклеазы, но только после того, как она
достигает внецитоплазматической окружающей
среды. 

В NucA нет дисульфидных связей, которые
могли бы предотвратить активность нуклеазы в
клетке. Вместо этого NucA находится в паре со
специфическим ингибитором NuiA, защищаю�
щим клетку от нуклеазной активности, формируя
очень стабильный комплекс NucA–NuiA, трех�
мерная структура которого определена. 

Вопросы ингибирования эндонуклеазы NucA
рассмотрены в [80]. Эндонуклеаза NucA ингиби�
руется специфичным полипептидным ингибито�
ром со значением Ki в “субпикомолярном” диа�
пазоне. Чтобы узнать, может ли NuiA ингибиро�
вать схожую нуклеазу Sm, был проведен
равновесно�кинетичесий анализ расщепления
ДНК спермы сельди с высокой молекулярной
массой в присутствии рекомбинантного NuiA. Ра�
нее [77, 90] было показано, что эндонуклеаза Sm
не ингибируется в эквимолярных количествах
или умеренно высоком избытке NuiA. В [80] про�
демонстрировано, что эндонуклеаза Sm может
быть ингибирована NuiA, но ингибирование эн�
донуклеаза Sm посредством NuiA при соотноше�
нии концентраций 1 : 1000. 

NucA и NuiA формируют стабильный 1 : 1 ком�
плекс [77]. Чтобы получить представление о меха�
низме ингибирования NucA посредством NuiA,
было проверено несколько мутантов NucA (мути�
ровались аминокислотные остатки активного
центра) [80]. Исследования показали, что актив�
ность мутантов достаточна для того, чтобы их
чувствительность к ингибированию посредством
NuiA могла быть измерена. Этот анализ демонст�
рирует, что аминокислотный остаток E163 нукле�
азы NucA, который может участвовать в присо�
единении кофактора или протонировании уходя�
щей группы субстрата, является ключевой
аминокислотой при ингибировании фермента
посредством NuiA. Остатки R93, R122 и R167 ме�
нее, чем E163, вовлечены во взаимодействия нук�
леазы с NuiA, в то время как несколько других
аминокислотных остатков, например D121,
H124, N155 и W159, которые также расположены
в активном центре этого фермента, по�видимому,
практически не участвуют в этом взаимодей�
ствии. Нуклеотическая активность мутанта
E163A ингибируется лишь приблизительно в 100�
кратном молярном избытке NuiA по отношению
к этому мутанту нуклеазы. Комплекс между
E163A и NuiA хоть и менее устойчив, чем ком�
плекс дикого типа NucA–NuiA, все же может быть
обнаружен гель�хроматографией. Авторы пред�

2*
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полагают, что с аминокислотным остатком E163
из NucA связываются положительно заряженные
аминокислотные остатки из NuiA, в то время как
аргинины могут связаться с отрицательно заря�
женными остатками NuiA. Замена одного из заря�
женных остатков NucA аланином ослабляет взаи�
модействие между ферментом и ингибитором.

Серия из семи аналогов NuiA с усеченными N�
(A1�21) и C�концевыми (A134�135, A132�
135,A131�135, 128�135) остатками и заменой еди�
ничных аминокислот (K131A, K131R) использо�
валась в исследованиях авторами [80].

Наблюдаемое уменьшение степени ингибиро�
вания NucA аналогами, усеченными с C�конца, с
точки зрения авторов, объясняется тем, что поте�
ря функции ингибирования связана с изменения�
ми во вторичной структуре (так называемое
“missfolding”). Чтобы определить структурную
идентичность аналогов NuiA, были выполнены
CD�спектроскопические измерения, показав�
шие, что степень “усечения” C�концевого участ�
ка коррелировала с изменениями вторичной
структуры.

На основании исследования различных мутан�
тов авторы [80] предположили, что поскольку
остаток E163 NucA важен для ингибирования NucA
посредством NuiA, то положительно заряженный
остаток, например K131, расположенный в C�
концевом фрагменте NuiA, целостность которого
важна для ингибирующей функции NuiA, мог бы
взаимодействовать с этим отрицательно заряжен�
ным остатком активного центра. Мутантные
формы NuiA–K131A и K131R, однако, вели себя
как дикий тип NuiA, ингибируя активность NucA
при эквимолярных концентрациях и формируя
1 : 1 комплекс в экспериментах гель�фильтрации. 

Не были идентифицированы заряженные
остатки NuiA, вовлеченные во взаимодействия с
NucA, но авторы предположили, что N� и C�кон�
цевые фрагменты NuiA вовлечены во взаимодей�
ствия, поскольку аналоги NuiA с усеченными N�
и C�концами теряли способность ингибировать
нуклеотическую активность NucA. Тот факт, что у
этих “усеченных” мутантов изменена вторичная
структура, может также означать, что N� и/или C�
концевые фрагменты только косвенно вовлечены
во взаимодействие NucA–NuiA. Исследования
привели к выводу, что остаток активного центра
E163 эндонуклеазы NucA предположительно яв�
ляется ключевым для ингибирования NucA по�
средством NuiA. Аминокислотные остатки R93,
R122 и R167 также вовлечены во взаимодействие
NucA–NuiA. 

Активность эндонуклеазы Sm, как отмечалось
выше, ингибируется при высоких молярных из�
бытках NuiA при наномолярных концентрациях
нуклеазы, что указывает на возможность форми�
рования комплекса между этими двумя белками.
Однако этот комплекс не достаточно устойчив,

чтобы его можно было обнаружить в эксперимен�
тах гель�фильтрации. 

Для эндонуклеазы EndoG общий механизм
ингибирования – сокрытие EndoG в отдельном
отделе клетки с запретом ее функционирования
или связывание нуклеазы с белковым ингибито�
ром EndoGI, представляющим собой двухдомен�
ный белок, который связывает активные центры
двух мономеров EndoG (рис. 9).

3. СТРУКТУРНЫЙ МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ 
СПЕЦИФИЧЕСКИХ 

И НЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ ЭНДОНУКЛЕАЗ

Ферментативные реакции в отличие от много�
образных гомогенных или гетерогенных катали�
тических превращений протекают в обладающей
относительной конформационной подвижно�
стью системе, которая содержит субстрат, кофак�
торы и должным образом ориентированные
функциональные группы белка, обеспечивающие
образование или разрыв ковалентных связей в
субстрате. Рассмотрение молекулярных механиз�
мов каталитического расщепления фосфоди�
эфирных связей НК требует описания как мини�
мум трех основных ключевых процессов: актива�
ции атакующего разрываемую связь нуклеофила,
стабилизации переходного состояния фосфоани�
она, протонирования уходящей группы. Струк�
турные исследования ферментов выявляют воз�
можность той или иной необходимой, но недо�
статочной механистической предпосылки,
являющейся основой реализации этих основопо�
лагающих химических постулатов.

3.1. Специфические эндонуклеазы

Существует большое количество структурных
данных для семейства ЭР типа II, большинство из
которых характеризуется PD…(D/E)XK�моти�
вом, используемым при описании каталитиче�
ского центра и сайта связывания ионов металла.
Имеющиеся сведения о пространственном строе�
нии ферментов и их комплексов чрезвычайно по�
лезны для понимания взаимодействий НК с бел�
ком, но это еще не позволяет сформулировать об�
щий механизм гидролиза этими ферментами
фосфодиэфирной связи. Камнем преткновения
является переменное число двухвалентных ионов
металла (обычно Ca2+, Mg2+, или Mn2+), наблюда�
емых в различных комплексах ДНК�ферментов.
У нескольких ферментов, пространственные
структуры которых известны, нет никакого двух�
валентного иона металла, связанного с активным
центром, несмотря на то, что двухвалентные
ионы металла присутствовали при кристаллиза�
ции, некоторые имеют один двухвалентный ион
металла на активный центр, а другие – два. Эти
факты вызвали предположение, что в пределах
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семейства эндонуклеаз рестрикции PD…(D/E)XK
часть ферментов следует механизму, для которого
необходимы два иона металла, тогда как другие
ферменты нуждаются лишь в одном двухвалент�
ном ионе металла для осуществления катализа
[91, 92]. Количество и местоположение двухва�
лентных ионов металла разнятся в зависимости
не только от иона металла и присутствия амино�
кислот, претерпевших изменение при мутации,
но и от укладки молекул в кристаллической ре�
шетке [93].

Анализом имеющихся структурных данных ав�
торы [28] показали, что эндонуклеазы BamHI,
NgoMIV и NotI имеют по два двухвалентных иона
металла, связанных с активным центром, а BglII и
EcoRI только по одному иону (рис. 2). В структу�
рах SgrAI локализован один ион Ca2+ в активном
центре комплекса с неузнаваемым субстратом в
отличие от двух Ca2+ в активном центре комплек�
са с узнаваемым субстратом. Авторы [28] задались
вопросами, может ли число ионов двухвалентных
металлов, наблюдаемых в комплексах ферментов,
быть подтверждением количества Mg2+, необхо�
димого для катализа. Соответственно имеют ли
эти ферменты схожий каталитический механизм
гидролиза фосфодиэфирных связей? Насколько
необходимы два двухвалентных иона металла для
катализа?

В [28] изучено, как концентрация Mg2+ и Mn2+

влияет на расщепление ДНК эндонуклеазами ре�
стрикции типа II семейства EcoRI: BamHI, BglII,
Cfr10I, EcoRI, EcoRII�C, MboI, Ngo�MIV, PspGI и
SsoII. Члены этого семейства, как было показано,
имели один или два двухвалентных иона металла
на активный центр в кристаллической структуре
соответствующего комплекса фермент�ДНК. За�
висимость скорости расщепления ДНК от кон�
центрации Mg2+ и Mn2+ определяли в диапазоне
концентрации Me2 + от 0 до 50 мM.

Полученные результаты наряду с результатами
исследований кристаллических структур ком�
плексов фермент–субстрат и фермент–продукт
позволили авторам [28] предположить, что суще�
ствуют два сайта связывания для двухвалентных
металлических ионов: каталитический сайт, важ�
ный для осуществления катализа, и второй, кото�
рый является необязательным. Второй сайт мо�
жет смодулировать эффективность катализа в за�
висимости от того, занят ли он ионом Mg2+

(Mn2+) или Ca2+. Был предложен механизм с уча�
стием одного иона металла для связывания и рас�
щепления ДНК. Второму иону металла отведена
модуляторная роль. При высоких концентрациях
активность может уменьшиться в случае Mg2+

(Mn2+) (из�за увеличения KМ) или увеличиться в
случае Ca2+. Так как ионы Ca2+ главным образом
стабилизируют закрепление пятивалентного пе�
реходного состояния, но не способствуют рас�

щеплению химической связи, то присутствие
двух Ca2+ является ингибирующим для реакции.

Разная степень стимуляции процесса катализа
ионом Ca2+, изменяющаяся для различных фер�
ментов, зависящих от концентрации Mg2+ (или
Mn2+), может быть объяснена относительным
сродством двухвалентных ионов металлов для
двух сайтов связывания металла и относительны�
ми показателями степени расщепления ДНК, за�
висящими от занятости сайтов [28]. 

Авторы [28] полагают, что этот механизм рас�
щепления ДНК ферментами семейства EcoRI –
механизм с двумя или одним металлом в зависи�
мости от концентрации двухвалентных металли�
ческих ионов и субстрата – можно было бы пере�
нести на ЭР семейства EcoRV (например, BglI,
EcoRV, HincII, MspI, MvaI и PvuII) и другие нук�
леазы (например, MutH), для которых есть дан�
ные о кристаллических структурах комплексов
фермент–субстрат и фермент–продукт с одним
или двумя двухвалентыми ионами металла. 

В [34] анализируется структурное подобие
между эндонуклеазами SfiI и BglI, на основании
которого авторы делают вывод о том, что оба фер�
мента имеют схожие механизмы расщепления
ДНК. В исследованных кристаллах эндонуклеазы
SfiI и BglI имеют разное количество ионов метал�
ла в активном центре (один и два соответственно)
(рис. 3). По мнению авторов, состояние активно�
го центра в SfiI, вероятно, отражает фиксацию
SfiI в неактивном промежуточном состоянии, в
котором расщепляемая фосфодиэфирная связь
расположена далеко от остатков активного цен�
тра. Связывание второго иона металла означает
активацию SfiI. Фосфодиэфирная связь и остатки
активного центра приближаются друг к другу для
катализа (рис. 3).

В кристаллической структуре HindIII [30] при�
сутствие двух ионов металла вблизи расщепляе�
мой фосфодиэфирной связи в структуре кристал�
лов, вымоченных в растворе, содержащем ионы
Mg2+, позволило авторам однозначно определить
каталитический механизм как двухатомный [54,
94, 95]. Расстояние между двумя ионами металла
равно 3.98 Å, что находится в соответствии с мо�
делью переходного состояния согласно двухатом�
ному механизму. Авторы отмечают, что металлы
оказались разными (Mg2+ и Mn2+), хотя кристал�
лы были вымочены с Mg2+ (рис. 4). 

Как показано в [96, 97], гидролиз фосфоди�
эфирных связей эндонуклеазой EcoRI и EcoRV
сопровождается инверсией связей на атоме фос�
фора, что является результатом атаки молекулы
воды in�line. В результате расщепления ДНК эн�
донуклеазами рестрикции возникают 3'�OH ко�
нец уходящей группы и 5'�фосфат. В комплексах
EcoRI, EcoRV, PvuII, BarnHI два консервативных
аминокислотных остатка (кислотные) являются
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лигандами иона Mg2+, который также связан с
фосфатной группой, подвергающейся атаке. Этот
катион пригоден для компенсации отрицатель�
ного заряда на фосфатной группе. Функция лью�
исовской кислоты может быть приписана “полу�
консервативному” остатку лизина. Геометрия
всех этих комплексов фермент–ДНК–металл та�
кова, что одна молекула воды из гидратной сферы
Mg2+ близко приближается к кислороду уходящей
группы лиганда, и авторы [47] полагают, что мо�
лекула воды из внутренней гидратной сферы иона
магния может протонировать уходящую группу
(рис. 15) [98].

3.2. Неспецифические эндонуклеазы

Для объяснения механизма расщепления
ДНК, катализируемого ферментом, неоценимую
роль играют знания структурной основы катали�
тического действия фермента, которые дают
рентгеноструктурные исследования кристалли�
ческих структур неспецифических эндонуклеаз в
комплексах с субстратом или продуктом реакции.
Для Sm�эндонуклеазы структурные данные о ка�
ких�либо взаимодействиях фермента с нуклео�
тидными субстратами отсутствуют. Несмотря на
это, авторы [85] использовали данные о кристал�
лических структурах интронкодируемой специ�
фической хоминг�эндонуклеазы I�PpoI из Phys�
arum polycephalum в комплексе с ДНК (без иона
Mg2+), с продуктом расщепления ДНК (в присут�
ствии иона Mg2+), а также комплекса His98Ala�
мутантной эндонуклеазы I�PpoI с ДНК [43]. Они
исходили из выраженного соответствия геомет�
рий активных центров и структур водно�магние�
вых кофакторов эндонуклеаз Sm и I�PpoI и пред�
положили, что вблизи расщепляемой связи ДНК
может быть связана эндонуклеазой Sm сходным с

нуклеазой I�PpoI образом и что возможна реали�
зация ферментами схожего для обоих белков хи�
мического механизма гидролиза фосфодиэфир�
ных связей.

В нуклеазе Sm, как отмечалось ранее, ион Mg2+

координирован кислородом боковой группы
остатка Asn119 и пятью молекулами воды. Ами�
нокислотные остатки, участвующие в координа�
ции иона магния, консервативны для многих
нуклеаз. В мутантной I�PpoI�эндонуклеазе ион
Mg+2 координирован кроме Asn119 3'�кислоро�
дом ДНК, атомом кислорода фосфатной группы,
а также тремя молекулами воды. В I�PpoI�нукле�
азе с продуктами расщепления атом О фосфатной
группы (уже концевой) не координирует атом
Mg, смещаясь от него в сторону. Среди координи�
рующих ион Mg2+ остается 3'О дезоксирибозного
остатка нуклеотида. При наложении структур
двух нуклеаз боковая группа остатка Arg57 нукле�
азы Sm оказывается вблизи от расщепляемой
фосфатной группы, а боковые группы остатков
Arg131 и Arg87 – на оптимальном расстоянии для
связывания соседних с расщепляемой фосфат�
ных групп субстрата. На рис. 16 представлена схе�
ма взаимодействия нуклеотида с активным цен�
тром эндонуклеазы Sm, предложенная в [85]. 

Атом 3'O субстрата занимает позицию H2Oc в
координационной сфере магния. Механизм раз�
рыва фосфодиэфирной связи показан стрелками.
Вода H2Oa, активированная гистидином His89,
атакует фосфодиэфирную связь, которая в ре�
зультате разрывается. Sm нуклеаза катализирует
гидролиз фосфодиэфирных связей, который про�
текает в процессе нуклеофильного замещения у
атома фосфора как реакция присоединения–от�
щепления с участием некоординированной
ионом металла молекулы воды и образованием
промежуточного пентакоординированного со�
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Рис. 15. Структуры каталитических центров EcoRI и EcoRV. Стрелками показаны разрываемые фосфодиэфирные свя�
зи [47].
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единения, имеющего геометрию тригональной
дипирамиды с атомом фосфора в центре и с под�
ходящей и уходящей группами в вершинах пира�
миды. Механизм нуклеофильного замещения
предусматривает максимальный положительный
заряд на центральном атоме фосфора в переход�
ном состоянии в момент ухода заместителя в фор�
ме аниона.

Остаток гистидина His89 (His98 в I�PpoI) вы�
ступает в роли общего основного катализатора,
забирая протон у молекулы воды растворителя и
тем самым активируя ее для нуклеофильной ата�
ки на атом фосфора, примыкающий к разрывае�
мой связи, что сопровождается разрывом 3'O–P�
связи. Реакция сопровождается инверсией кон�
фигурации у атома фосфора и осуществляется в
соответствии с in�line�механизмом, когда атакую�
щая молекула нуклеофила присоединяется со
стороны, противоположной уходящей группе.

Внутренняя координационная сфера гидрати�
рованного магниевого кластера непосредственно
вовлечена в процесс катализа, выполняя, как и
остаток Asn119, функцию стабилизации проме�
жуточного фосфорана и протонируя 3'�оксиани�
он уходящей группы в качестве льюисовской кис�
лоты. Тем самым стабилизируется отрицательный
заряд на пентакоординированном фосфоре (в пе�
реходном состоянии) и на уходящей группе.
Остатки аргинина участвуют в электростатиче�
ской стабилизации субстрата и продуктов его гид�
ролиза.

В [75], посвященной рентгеноструктурному
анализу кристаллической структуры мутантного
(His80Ala) комплекса эндонуклеазы Vvn с ДНК,
предлагается каталитический механизм действия
Vvn эндонуклеазы, в котором His80 функциони�
рует как общее основание, активизируещее моле�
кулу воды для in�line�атаки на “неустойчивый”
фосфат вблизи разрываемой связи. Mg2+ стабили�
зирует переходное состояние, а молекула воды,
связанная с Mg2+, снабжает протоном 3'О уходя�
щей группы. Предполагаемый для эндонуклеазы
Vvn каталитический механизм, типичный одно�
металлический ионный механизм, подобен тому,
что предложен для I�PpoI и эндонуклеазы Sm.

При переходном состоянии аминокислотный
остаток Arg99 эндонуклеазы Vvn стабилизирует
продукт, образуя водородную связь с “неустойчи�
вой” фосфатной группой. Остаток Arg61 в I�PpoI
ведет себя аналогичным образом, а именно, в
комплексе фермент–продукт отщепленный 5'�
фосфат смещается, и формируется водородная
связь с Arg61. 

Авторы [80] на основании результатов мутаци�
онного анализа каталитически важных амино�
кислотных остатков эндонуклеазы Anabaena счи�
тают, что NucA следует по тому же механизму гид�
ролиза фосфодиэфирных связей, что и нуклеаза

Sm [85] лишь с различиями в деталях. Остаток
E127 образует водородные связи с двумя молеку�
лами воды из координационной сферы Mg2+, из
чего авторы [80] делают вывод, что молекула воды
из внутренней сферы Mg2+, а не непосредственно
E127 служит цели присоединения протона к ухо�
дящей группе. Остаток R57 нуклеазы Sm, чья
функция заключается в том, чтобы стабилизиро�
вать пентаковалентное переходное состояние,
имеет аналог в интронкодируемой хоминг�эндо�
нуклеазе I�PpoI. Его структурный аналог в NucA –
это D95. Отрицательно заряженный остаток D95
мог бы также стабилизировать переходное состо�
яние, образуя водородные связи. Механизм раз�
рыва фосфодиэфирной связи нуклеазой Anabae�
na, предложенный авторами [47, 99] на основа�
нии мутационного анализа и сравнения с
эндонуклеазами Sm и I�PpoI, показан на рис. 17.

Каталитический механизм гидролиза фосфо�
диэфирных связей эндонуклеазой EndA, по мне�
нию авторов [84], подобен предложенному для
эндонуклеаз Sm [70, 85] и NucA [82] (рис. 18). В
соответствии с ним His160 (EndA) позиционирует
и активирует молекулу воды для нуклеофильной
атаки на “неустойчивый” фосфат. Остаток Asn191
непосредственно координирует ион металла в ка�
талитическом центре, который вовлечен в стаби�
лизацию фосфат�аниона в переходном состоя�
нии. В данном исследовании несколько амино�
кислотных остатков на основании их близости к
активному центру были заменены аланином. Ре�
зультаты показали, что Asn202 не имеет явного
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влияния ни на связывание ДНК, ни на катализ.
Остатки His154, Gln186, Gln192 и Glu205 иденти�
фицировались как каталитически важные, наи�
более ключевой из них – Glu205. Исходя из
структурного соответствия, Glu205 гомологичен
Glu163 из NucA, Glu127 из Sm�эндонуклеазы и
Glu195 из EndoG. Glu205 формирует водородные
связи с двумя молекулами воды из координаци�
онной сферы Mg2+, что, вероятно, важно для ком�
пановки активного центра при катализе. Струк�
турные исследования выявили, что Gln186 фор�
мирует водородную связь с другой молекулой
воды из координационной сферы. Мутация
Q186A не была так пагубна для катализа, как
E205A, что связано, как полагают авторы [84], с
тем, что Gln186 взаимодействует только с одной
молекулой воды из внутренней координацион�
ной сферы двухвалентного иона. Остатки His154
и Gln192 расположены дальше от активного цен�
тра, и авторы описывают их как остатки второй
координационной сферы активного центра.

4. МЕХАНИЗМ СВЯЗЫВАНИЯ СУБСТРАТА 
ЭНДОНУКЛЕАЗАМИ

4.1. Специфические эндонуклеазы

Специфическое связывание фермента с суб�
стратом вызывает взаимную подгонку в комплек�
се фермент–ДНК, которая обеспечивает требуе�
мую близость и точную ориентацию всех групп,
участвующих в катализе. Таким способом катали�
тические центры активизируются, и специфиче�
ское связывание проходит вместе с катализом в
“духе близкого сотрудничества”.

Рентгеноструктурные исследования кристал�
лических структур специфической эндонуклеазы
рестрикции HindIII в комплексах с узнаваемой
ею ДНК с двухвалентными катионами и без них
были проведены с разрешением 2.17 и 2.00 Å со�
ответственно [30]. Эндонуклеаза HindIII распо�
знает специфическую последовательность из ше�
сти пар оснований с симметрией второго поряд�
ка. Как показано в [30], фермент формирует
прямые контакты только с основаниями из спе�
цифической последовательности в большом же�
лобке. Какие�либо непосредственные контакты с
основаниями неспецифической последователь�
ности по обе стороны от участка узнаваемой по�
следовательности отсутствуют. Конформация
связанной ДНК искажена, существенно отлича�
ясь от идеальной структуры B�ДНК. Четыре ами�
нокислотных остатка Asp120, Lys122, Asp123 и
Lys125 спирали осуществляют взаимодействия в
большом желобке. Остатки Glu60, Lys61, Ser56 и
Arg88 взаимодействуют с ДНК в малом желобке.
В большом желобке образуются водородные свя�
зи непосредственно или через молекулы воды
между белком и основаниями специфической по�
следовательности (A/AGCTT) ДНК.

В малом желобке подобные связи формируют�
ся со специфическими основаниями. Прямые
взаимодействия HindIII с основаниями осу�
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ществляются только с частью специфической по�
следовательности и главным образом в большом
желобке. Никаких прямых контактов с основани�
ями из неспецифической последовательности с
обеих сторон узнаваемой последовательности
установлено не было, хотя существует много вза�
имодействий между фосфатным остовом и бел�
ком в этих областях. 

Наложение структур ДНК до и после реакции
катализируемой HindIII показывает, что в общих
чертах структуры ДНК почти одинаковы, но по�
ложение рибозного фрагмента аденозина 4A зна�
чительно смещается, когда фосфатный остов рас�
щепляется, хотя позиция пуринового основания
не меняется. Взаимодействия между Asn120 и
аденином 4A вызывают отклонение пурина при�
близительно на 25° от комплементарного ему ти�
мина 9Т, что вызывает напряжения в структуре
ДНК.

В [100] сообщаются результаты структурного и
функционального анализа высоко специфиче�
ской эндонуклеазы I�PpoI с целью определения
изменений, происходящих в ферменте и ДНК
при образовании комплекса. Авторы пришли к
заключению, что хоминг�эндонуклеаза I�PpoI
жестко связывается со своей мишенью в ДНК, в
результате чего происходит значительная дефор�
мация малого и большого желобков вблизи фос�
фата, подвергаемого атаке. Наряду с большими
искажениями в ДНК конформация фермента
претерпевает незначительные изменения.

Большинство сайт�специфических ДНК�свя�
зывающих белков взаимодействует с высоким
сродством не только в специфических сайтах свя�
зывания, но также с ощутимым сродством в не�
специфических сайтах [47]. В связи с этим пред�
полагается, что неспецифические взаимодей�
ствия играют важную роль в сайт�специфических
ДНК�связывающих белках для нахождения нуж�
ной мишени. Биологическая функция ЭР основа�
на на быстром расщеплении внедряемой фаговой
ДНК. Расщепление должно произойти прежде,
чем фаговая ДНК метилируется соответствую�
щей метилтрансферазой, и прежде, чем она ини�
циирует разрушительное действие в бактериаль�
ной клетке. Это требует очень быстрой локализа�
ции мишени, что не является легкой задачей,
когда существует большое преимущество неспе�
цифических сайтов ДНК над специфическими.
Чтобы преодолеть эту проблему для ЭР, предлага�
ется общая стратегия облегченного нахождения
сайта мишени. Белок очень быстро неспецифиче�
ски связывается с ДНК, а затем в процессе одно�
мерной дифузии “сканирует” ДНК в поисках рас�
познаваемого им сайта [47].

4.2. Неспецифические эндонуклеазы

Эндонуклеаза Vvn – пример неспецифической
периплазмической эндонуклеазы, кристалличе�
ская структура мутантного (H80A) комплекса с
ДНК была с разрешением 2.3 Å исследована в
[75]. Эндонуклеаза Vvn образует связи с субстра�
том только в малом желобке ДНК. В результате
дуплекс изгибается в направлении большого же�
лоба приблизительно на 20°. Только фосфатный
остов ДНК образует водородные связи с Vvn. Это
дало основание авторам [75] считать, что такой
факт можно рассматривать как структурную ос�
нову для понимания процесса связывания фер�
мента с ДНК или РНК независимо от их нуклео�
тидной последовательности. По сравнению с дру�
гими неспецифическими ДНК�связывающими
белками это необычно, так как, согласно [101],
большинство из них связывается водородными
связями с парами оснований ДНК в расширен�
ном малом желобке. Авторы [75] считают, что не�
специфически ДНК�связывающие белки, когда
не требуется большой деформации ДНК, могут
выбрать способ связывания с ДНК в малом же�
лобке в основном для того, чтобы избежать лю�
бых зависящих от последовательности контактов
в большом желобке. Таким образом, нуклеаза Vvn
может связывать в малом желобке умеренно изо�
гнутую ДНК с тем, чтобы избежать близких кон�
тактов с парами оснований ДНК и из�за того, что
для деформации молекулы ДНК требуются боль�
шие затраты энергии. Для того чтобы удостове�
риться, что эта гипотеза справедлива в отноше�
нии неспецифических ДНК�связывающих бел�
ков, по�видимому, необходимо иметь большее
количество структурных исследований кристал�
лических структур комплексов фермент–ДНК.

Неспецифические эндонуклеазы гидролизуют
ДНК без специфики к последовательности, но
иногда с некоторой селективностью. Однако
структурный базис такого предпочтения остается
неясным. Этой проблеме посвящена работа [49].
В основном считается, что неспецифические эн�
донуклеазы чувствительны к общим чертам ДНК,
таким как ширина малой бороздки [102] и жест�
кость ДНК [103]. Локальные, зависящие от по�
следовательности взаимодействия между нукле�
азами и ДНК могут быть второстепенными опре�
деляющими факторами [104]. Но остается
неясным, какие именно структурные особенно�
сти, являющиеся базовыми для ДНК, важны для
этих ферментов. В [105] на примере двух неспеци�
фических эндонуклеаз ColE7 и Vvn рассмотрен
вопрос, какие локальные структурные изменения
в ДНК узнаются неспецифическими эндонукле�
азами и являются определяющими для предпо�
чтений при расщеплении ДНК. В работе обсуж�
даются кристаллические структуры мутантных
эндонуклеаз N�ColE7 (H545Q) и Vvn (H80A) в
комплексах с олигонуклеотидами длиною 18 и 16
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пар оснований ДНК соответственно, а также
предпочтения при расщеплении последователь�
ности эндонуклеазами N�ColE7 и Vvn. 

На основе анализа предпочтений при расщеп�
лении ДНК и структур комплексов фермент–
ДНК авторы [105] предложили структурную ос�
нову для объяснения, почему неспецифические
эндонуклеазы с некоторым предпочтением рас�
щепляют ДНК в зависимости от последователь�
ности. Они утверждают, что прежде всего иска�
женный остов ДНК, а не параметры стекинга пар
оснований является главным локальным детер�
минантом, узнаваемым неспецифическими эндо�
нуклеазами, для более эфективного расщепления
фосфодиэфирной связи. Кристаллическая струк�
тура рассмотренного в [105] комплекса нуклеазы
ColE7, связанного с 18�ю парами оснований
ДНК, расщепляет ДНК с предпочтением осу�
ществления разреза после тиминовых оснований
(со стороны 3'O) (комплекс с “предпочтением”),
а периплазматическая эндонуклеаза Vvn разреза�
ет ДНК более равномерно. Кристаллическая
структура комплекса нуклеазы ColE7 с “предпо�
чтением”, с тимином перед “неустойчивым” фос�
фатом, имеет более искаженный фосфатный
остов ДНК, чем остовы в комплексах без “пред�
почтения”, так что фосфат, подвергаемый атаке,
композиционно располагается ближе к активно�
му центру эндонуклеазы, в результате чего более
эффективно проходит процесс расщепления
ДНК. В кристаллической структуре Vvn комплек�
са с 16�ю парами оснований ДНК фосфатный
остов схож с тем, что ранее фигурировал в ком�
плексе Vvn с ДНК другой последовательности
нуклеотидов, но не искажен по сравнению с ним.
Полученные результаты позволили авторам [105]
на структурной основе объяснить, как расщепле�
ние ДНК, катализируемое неспецифическими
эндонуклеазами, зависит от ее последовательно�
сти. Неспецифические нуклеазы могут побуждать
ДНК искажаться до характерного уровня, завися�
щего от локальной последовательности, что при�
водит к различным скоростям расщепления вдоль
цепи ДНК.

Каково различие в процессе узнавания ДНК
между сайт�специфическими ДНК�узнающими
ферментами и неспецифическими? В неспеци�
фических комплексах ДНК принимает канониче�
скую неизогнутую B�ДНК�конформацию, тогда
как в специфических комплексах она изгибается
на ~36°. Кроме того, в специфических комплек�
сах ДНК более скрывается в интерфейсе по срав�
нению с неспецифическим комплексом [105].

Только сайт�специфические ДНК�связываю�
щие белки могут взаимодействовать с основания�
ми ДНК, когда они связываются со своими спе�
цифическими сайтами, и могут вызывать боль�
шие конформационные изменения в ДНК, что

приводит к распознаванию специфических черт
ДНК и ее расщеплению. 

Рестрикционные ферменты связываются с не�
специфическими сайтами, взаимодействуя глав�
ным образом с остовом ДНК. Когда происходит
связь со специфическим сайтом, то подобно
сайт�специфическим ДНК�связывающим бел�
кам ферменты рестрикции взаимодействуют и с
остовом ДНК, и с его основаниями [10, 93].

Ключевым моментом, отличающим неспеци�
фические эндонуклеазы от сайт�специфических,
является то, что неспецифическим эндонукле�
азам “недостает способности” взаимодействовать
с основаниями ДНК. Как в случае рестрикцион�
ных ферментов, неспецифические эндонуклеазы,
используют схожую стратегию при расщеплении
ДНК с некоторым предпочтением последова�
тельности. Прямые и опосредованные взаимо�
действия между ферментами рестрикции и спе�
цифическими ДНК инициируют большие кон�
формационные изменения как в ферменте, так и
в ДНК. В результате этого структура ДНК стано�
вится более искаженной, и фосфат, подвергае�
мый атаке, сдвигается ближе к активному центру
фермента, в результате возникает “предпочти�
тельное” расщепление ДНК [93]. Подобная кар�
тина наблюдается в структуре ColE7 [105], неспе�
цифической эндонуклеазе, расщепляющей ДНК
с некоторым предпочтением расщепляемой по�
следовательности. В случае ColE7, которая пред�
почитает расщеплять ДНК после T или A, Т�А�
пара оснований, вероятно, более легко “открыва�
ется”, чем G�C, и фосфатный остов может легко
деформироваться в результате изменения дву�
гранных углов в фосфатном остове рибозы. Таким
образом, неспецифические эндонуклеазы пред�
почитают разрывать связи в местах, где остов
ДНК может быть более легко деформирован фер�
ментом.

Таким образом, изменения в остове ДНК ком�
плекса N�ColE7–DNA не так радикальны, как в
комплексах рестрикционный фермент–ДНК, од�
нако их хватает, чтобы провести различия между
“предпочтительными” и “непредпочтительны�
ми” сайтами связывания.

Авторы [105] делают вывод, что, хотя сайт�спе�
цифические и неспецифические ферменты взаи�
модействуют с ДНК по�разному, но, проводя раз�
личия между “предпочтительными” и “непред�
почтительными” сайтами при расщеплении
ДНК, они пользуются схожими стратегиями из�
менения конформации остова ДНК. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Среди всех известных к настоящему времени
специфических эндонуклеаз наиболее изученны�
ми являются эндонуклеазы рестрикции (главным
образом типа II), способные узнавать специфиче�
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ские последовательности нуклеотидов на ДНК и
разрезать ее по определенным положениям. Не�
смотря на несхожесть первичных последователь�
ностей и структур, эндонуклеазы рестрикции, как
показано в [10], содержат “ядро”, включающее
пятиленточный смешанный β�лист, фланкиро�
ванный α�спиралями, а 2�я и 3�я β�ленты форми�
руют полость для каталитических остатков. Ак�
тивные центры большинства эндонуклеаз ре�
стрикции типа II подобны и характеризуются
мотивом , из которого по крайней
мере три аминокислотных остатка консерватив�
ны.

Рентгеноструктурные исследования показали,
что эндонуклеазы рестрикции имеют два сайта
связывания ионов металла, которые могут быть
оба заняты ионами металла, только в одном из
них локализуется ион или оба сайта не содержат
иона металла [28]. Результаты, полученные при
изучении зависимости расщепления ДНК от кон�
центрации Mg2+ и Mn2+ и исследовании кристал�
лических структур комплексов фермент–суб�
страт и фермент–продукт, позволили авторам
[28] предположить, что существует каталитиче�
ский сайт, важный для осуществления катализа, и
второй сайт, который является необязательным.
Этот второй сайт может модулировать эффектив�
ность катализа в зависимости от того, занят ли он
ионом Mg2+ (Mn2+) или Ca2+. Был предложен ме�
ханизм с участием одного иона металла для свя�
зывания и расщепления ДНК, второму иону ме�
талла отведена модуляторная роль. При высоких
концентрациях этого иона активность может
уменьшиться в случае Mg2+ (Mn2+) или увели�
читься в случае Ca2+. 

Особым классом сайт�специфических эндо�
дезоксирибонуклеаз являются хоминг�эндо�
нуклеазы, отличительной чертой которых являет�
ся способность узнавать протяженные нуклео�
тидные последовательности за счет образования
большого числа специфических и неспецифиче�
ских контактов с ДНК по всей длине сайта узна�
вания. Хоминг�эндонуклеазы по структурным
мотивам разделяют на шесть семейств. Одно из
этих семейств характеризуется каталитическим
доменом с PD…(D/E)XK�мотивом, обычно суще�
ствующим в эндонуклеазах рестрикции II типа
[41]. 

Высокоспецифическая интронкодируемая ме�
таллзависимая хоминг�эндонуклеаза I�PpoI из
Physarum polyctphalum [43], принадлежащая се�
мейству His�Cys�box эндонуклеаз, и неспецифи�
ческие эндонуклеазы имеют, как выяснилось при
их сравнении, одинаковое строение активного
центра, который включает в себя две антипарал�
лельные β�ленты и одну α�спираль с локализо�
ванным между ними двухвалентным ионом ме�
талла, так называемый ββα�металл�мотив. Этот

PD D/E XK...( )

фрагмент включает в себя мотив Asp�Arg�Gly�His
аминокислот, являющийся консервативным и
наличие которого в активном центре присуще
всем рассмотренным в данной работе неспеци�
фическим эндонуклеазам, несмотря на иногда су�
щественные различия пространственного строе�
ния белковых молекул. Подобная ββα�металл�
топология полости удлиненной формы в катали�
тическом ядре выявлена только в единственной
специфической эндонуклеазе I�PpoI. 

Среди членов семейства ДНК/РНК неспеци�
фических эндонуклеаз внеклеточная нуклеаза Sm
является одной из наиболее изученных бактери�
альных нуклеаз, проявляющих широкую суб�
стратную специфичность. Шляпников с соавто�
рами [85], используя данные о кристаллических
структурах интронкодируемой специфической
хоминг�эндонуклеазы I�PpoI из Physarum
polycephalum в комплексах с ДНК и с продуктом
расщепления ДНК [43] и исходя из выраженного
соответствия геометрий активных центров и
структур водно�магниевых кофакторов эндо�
нуклеаз Sm и I�PpoI, предположили, что ДНК
вблизи расщепляемой связи может быть связана
эндонуклеазой Sm сходным с нуклеазой I�PpoI
образом и что возможна реализация ферментами
схожего для обоих белков химического механиз�
ма гидролиза фосфодиэфирных связей. Остаток
гистидина (His89 в Sm, His98 в I�PpoI) выступает в
роли общего основания, забирая протон у моле�
кулы воды растворителя и тем самым активируя
ее для нуклеофильной атаки на атом фосфора,
примыкающий к разрываемой связи, что сопро�
вождается разрывом 3'O–P�связи. Реакция осу�
ществляется в соответствии с in�line�механизмом
и сопровождается инверсией конфигурации у
атома фосфора. Внутренняя координационная
сфера гидратированного магниевого кластера
(вместе с остатком Asn119) выполняет функцию
стабилизации промежуточного состояния и
участвует в протонировании 3'�оксианиона ухо�
дящей группы в качестве льюисовской кислоты.
Типичный однометаллический каталитический
механизм, подобный тому, что предложен для
I�PpoI и эндонуклеазы Sm, реализуется и в других
рассмотренных в работе неспецифических эндо�
нуклеазах.

Процесс узнавания ДНК сайт�специфически�
ми ДНК�узнающими ферментами и неспецифи�
ческими происходит по�разному. В неспецифи�
ческих комплексах ДНК принимает канониче�
скую неизогнутую B�ДНК�конформацию, в
специфических она изгибается на ~36°, кроме то�
го, ДНК более скрывается в интерфейсе субъеди�
ниц по сравнению с неспецифическими ком�
плексами [105]. Специфические ДНК�связываю�
щие белки при связывании со своими
специфическими сайтами могут взаимодействовать
с основаниями ДНК и могут вызывать большие
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конформационные изменения в ДНК. В резуль�
тате происходит распознавание специфических
черт ДНК и ее расщепление.

На примере результатов рентгеноструктурных
исследований кристаллических структур ком�
плексов специфической эндонуклеазы рестрик�
ции HindIII [30] можно видеть, что аминокислот�
ные остатки фермента формируют контакты с
нуклеотидами как в большом, так и в малом же�
лобке. Прямые взаимодействия HindIII с основа�
ниями осуществляются только с частью специ�
фической последовательности и главным обра�
зом в большом желобке. Через молекулы воды в
большом желобке также образуются водородные
связи между белком и основаниями специфиче�
ской последовательности ДНК. Конформация
связанной ДНК искажена, существенно отлича�
ясь от идеальной структуры B�ДНК.

Рентгеноструктурные исследования кристал�
лической структуры мутантного (H80A) комплек�
са неспецифической эндонуклеазы Vvn с ДНК
[75] показали, что эта нуклеаза образует связи с
субстратом только в малом желобке ДНК, причем
только фосфатный остов ДНК образует водород�
ные связи с Vvn. Дуплекс изгибается в направле�
нии большого желоба приблизительно на 20°.
Этот факт авторы [75] считают структурной осно�
вой для понимания процесса связывания фер�
мента с ДНК/РНК независимо от их нуклеотид�
ной последовательности. Ими же высказано
предположение, что неспецифическая эндо�
нуклеаза Vvn может связывать в малом желобке
умеренно изогнутую цепочку ДНК с тем, чтобы
избежать близких контактов с парами оснований
ДНК и из�за того, что для деформации цепочки
ДНК требуются большие затраты энергии.

Большинство сайт�специфических ДНК�свя�
зывающих белков взаимодействует с высоким
сродством не только в специфических сайтах свя�
зывания, но также с ощутимым сродством в не�
специфических сайтах [47]. 

Неспецифические эндонуклеазы, гидролизу�
ющие ДНК без специфики к последовательности,
иногда имеют некоторые предпочтения при взаи�
модействии с нуклеотидной последовательно�
стью. Авторы [105] предложили объяснение, по�
чему неспецифические эндонуклеазы с некото�
рым предпочтением расщепляют ДНК в
зависимости от последовательности. Они утвер�
ждают, что для более эффективного расщепления
фосфодиэфирной связи важен прежде всего ис�
каженный остов ДНК, а не параметры стекинга
пар оснований, т.е. неспецифические эндонукле�
азы предпочитают разрывать связи в местах, где
остов ДНК более легко деформируется фермен�
том. Таким образом, хотя сайт�специфические и
неспецифические ферменты взаимодействуют с
ДНК по�разному, они пользуются схожими стра�
тегиями изменения конформации остова ДНК,

проводя различия между “предпочтительными” и
“непредпочтительными” сайтами при расщепле�
нии ДНК. 

Чтобы удостовериться, что все гипотезы, вы�
сказанные в отношении специфических и неспе�
цифических ДНК�связывающих белков, спра�
ведливы, вероятно, необходимо большее количе�
ство структурных исследований кристаллических
структур комплексов фермент–ДНК.

Работа выполнена за счет средств базового
бюджетного финансирования ИК РАН и при фи�
нансовой поддержке Министерства образования
и науки РФ (контракт № 16.512.11.2235).
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