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ВВЕДЕНИЕ

ДНК�топоизомеразы представляют собой
сложно организованные ферменты, управляю�
щие топологическим состоянием ДНК в клетке.
Они способны релаксировать топологическое на�
пряжение молекулы ДНК, поддерживаемое поло�
жительными и отрицательными сверхвитками.
Топоизомеразы способны направленно вводить
отрицательные (ДНК�гираза) или положитель�
ные (обратная гираза) сверхвитки, а также отве�
чают за катенацию и декатенацию кольцевых мо�
лекул ДНК. Без их участия были бы невозможны
процессы репликации, транскрипции, гомоло�
гичной рекомбинации и деления клеток [1].

Топологическое напряжение устраняется то�
поизомеразами за счет внесения одно� или двух�
цепочечных разрывов в молекулу ДНК. При раз�
рыве ДНК временно образуется фосфодиэфир�

ная ковалентная связь фрагмента расщепленной
цепи (цепей) с ферментом (таким образом, поте�
ри энергии связи не происходит). Топология
ДНК изменяется при переносе неповрежденной
ДНК через этот разрыв. Различают топоизомера�
зы I�го и II�го типов. В процессе работы топоизо�
мераз типа I одна цепь ДНК проходит через раз�
рыв, вносимый ферментами в комплементарную
цепь (при этом число сверхвитков меняется на
единицу). На основании строения и механизма
действия топоизомеразы типа I подразделяются
на подтипы IA и IВ. Топоизомеразы типа II, свя�
зываясь с двумя 5'�фосфатами на противополож�
ных цепях, вносят двухцепочечный разрыв в один
сегмент ДНК, продергивая через разрыв другой
сегмент. При этом число сверхвитков меняется на
два. Топоизомеразы типа II также делят на подти�
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пы А и В на основании структурных особенно�
стей ферментов.

Рассмотрим вкратце основные структурные и
функциональные особенности различных типов
топоизомераз, а затем физиологические процес�
сы в клетке, участниками которых являются то�
поизомеразы. 

СТРУКТУРА И ОСОБЕННОСТИ 
ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ТОПОИЗОМЕРАЗ 

ТИПОВ I И II

ДНК�топоизомеразы типа IА

ДНК�топоизомеразы типа IA катализируют
релаксацию отрицательно сверхспирализован�
ной ДНК. За счет энергии связывания фермента
происходит локальное расплавление дуплекса, и
в одну из цепей вносится разрыв. В большинстве
случаев топоизомеразы IA связываются с уже су�
ществующими одноцепочечными участками
ДНК [2, 3]. Так как расплавление облегчается от�
рицательной сверхспирализацией, то по мере ре�
лаксации фермент работает все менее и менее эф�
фективно. Топоизомеразы типа IA также способны
катализировать реакцию катенации�декатенации
двухцепочечных молекул, если в одной из них
имеется ник [4]. Предполагается, что при этом
фермент вносит в другую цепь временный разрыв
напротив уже имеющегося. Расщепление ДНК
топоизомеразами типа IА сопровождается присо�
единением одного конца цепи ДНК к тирозину в
активном сайте фермента через 5'�фосфодиэфир�
ную связь. К ДНК�топоизомеразам типа IA отно�
сятся бактериальные ДНК�топоизомеразы I и III,
эукариотическая ДНК�топоизомераза III и один
из доменов обратной гиразы термофильных
прокариот [5].

На основе анализа кристаллической структуры
N�концевого фрагмента фермента был предложен
механизм релаксации или катенации/декатенации
с помощью ДНК�топоизомеразы IА [6] (рис. 1а),
впоследствии подтвержденный биохимическими
и биофизическими экспериментами [7–9]. Фер�
мент связывает ДНК и расщепляет одну из цепей.
При этом тирозин активного центра ковалентно
связывается с 5'�фосфатом, в то время как 3'�конец
разорванной цепи взаимодействует с ферментом
нековалентно [10]. Необходимые для катализа ио�
ны Mg2+ помогают удержать 3'�конец расщеплен�
ной цепи в нужном положении в каталитическом
центре [10, 11]. После этого комплементарная
цепь протаскивается в образовавшуюся щель, что
приводит к релаксации одного сверхвитка, затем
полость фермента закрывается и разорванная
цепь зашивается. Для высвобождения ДНК по�
лость фермента снова должна открыться. Топо�
изомераза способна быстро совершать несколько
актов переноса цепей, видимо, без высвобожде�

ния ДНК; тем не менее, за один акт число зацеп�
ления (linking number) ДНК меняется ровно на
единицу [8]. Полный цикл протекает без участия
ATP, т.е. энергия, необходимая для циклического
изменения конформации фермента, обеспечива�
ется энергией механического напряжения сверх�
спирализованной ДНК. 

Обратная гираза

Обратная гираза – уникальный фермент тер�
мофильных прокариот, в котором объединены
домены хеликазы суперсемейства 2 и топоизоме�
разы IA. Обратная гираза способна направленно
вносить положительные сверхвитки в ДНК при
участии ATP. Фактически, она функционирует
как ДНК�шаперон, предотвращая нежелательное
плавление ДНК и образование протяженных од�
ноцепочечных участков при высоких температу�
рах. Изолированный хеликазный домен обратной
гиразы обладает ATPазной и ДНК�связывающей
активностью, однако не является хеликазой, т.е.
не способен активно перемещаться вдоль ДНК и
разделять цепи ДНК. Изолированный топоизо�
меразный домен обладает активностью топоизо�
меразы IA, т.е. может только релаксировать отри�
цательно сверхспирализованную ДНК. Тем не
менее, у полного двухдоменного фермента ДНК�
релаксирующая активность управляется ATP�
связывающим доменом и полностью подавлена
при отсутствии ATP [12]. Такие же результаты по�
лучены при исследовании недавно обнаруженной
у археи Nanoarchaeum equitans двусубъединичной
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Рис. 1. Схема механизма действия топоизомераз I: а –
топоизомераз типа IA – перемещение цепи ДНК че�
рез временный разрыв в другой цепи; б – топоизоме�
раз типа IB – вращение свободного 5'�конца молеку�
лы ДНК. В обоих случаях звездочкой обозначено ме�
сто ковалентного присоединения молекулы ДНК к
тирозину активного центра фермента.



54

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 1  2012

ГИЛЯРОВ, ШКУНДИНА

обратной гиразы, в которой топоизомеразный и
хеликазный домены представляют собой разные
полипептиды. При их объединении образуется
фермент с активностью обратной гиразы [13]. Со�
гласно имеющимся биохимическим данным, хе�
ликаза в составе обратной гиразы функционирует
как ATP�зависимый переключатель (рис. 2): хе�
ликаза в комплексе с ATP имеет высокую аффин�
ность к одноцепочечной ДНК, после гидролиза
ATP сродство к одноцепочечной ДНК уменьша�
ется, а к двухцепочечной увеличивается, что при�
водит к образованию дуплекса ДНК [13, 14].
Строго координированное действие топоизоме�
разы I приводит к стабилизации двухцепочечного
состояния за счет внесения (+)�сверхвитка. При
использовании негидролизуемых аналогов ATP
фермент может вносить как (+)� , так и (–)�сверх�
витки [12, 15]. Детальный механизм работы ATP�
переключателя и координации работы двух доме�
нов обратной гиразы пока неясен.

ДНК�топоизомеразы типа IB

К ДНК�топоизомеразам этого типа относятся
эукариотическая ДНК�топоизомераза I, ДНК�

топоизомераза I вируса осповакцины и ДНК�то�
поизомераза V бактерии Methanopyrus kandleri
(из�за отсутствия гомологии с другими топоизо�
меразами, последнюю также выделяют в отдель�
ный тип IC, хотя механизм действия этого фер�
мента сходен с описанным ниже механизмом [5]).
ДНК�топоизомеразы IB могут релаксировать как
отрицательные, так и положительные сверхвит�
ки, внося разрыв в участок двухцепочечной ДНК. 

Механизмы релаксации ДНК�топоизомераза�
ми IB и IA различаются (рис. 1б). Фермент плотно
охватывает молекулу ДНК, контактируя с ее саха�
рофосфатным остовом на протяжении 14 п.н.
При расщеплении цепи тирозин активного сайта
ковалентно присоединяется к 3'�OH�концу. По�
сле этого 5'�конец цепи может свободно вращать�
ся, так как связан с ферментом только неспеци�
фическими ионными взаимодействиями [16].
Каждый поворот уменьшает число сверхвитков
на единицу; тем не менее, за время между событи�
ями расщепления и соединения цепи (т.е. за один
каталитический акт) молекула ДНК может повер�
нуться несколько раз, поэтому, в отличие от меха�
низма, характерного для топоизомераз IA, число
зацепления на каждом шаге меняется случайным
образом на несколько единиц. Чем сильнее скру�
чена ДНК, т.е. чем выше ее энергия, тем быстрее
происходит релаксация [17]. На данный момент
точно не известны конформационные превраще�
ния фермента, обеспечивающие вращение ДНК.
Предполагают, что, если фермент находится в “за�
крытой” конформации, его домены должны сдер�
живать вращение. Поэтому – после расщепления
одной из цепей ДНК – фермент снова переходит в
“открытую” конформацию, в которой устраняется
торсионное напряжение; затем фермент снова “за�
крывается”, и разорванная цепь зашивается. Дей�
ствительно, можно нарушить вращение ДНК, если
искусственно “закрыть” фермент, введя вблизи ак�
тивного центра дисульфидные мостики [18]. Од�
нако, если ввести их несколько дальше от активно�
го центра, так, чтобы имитировать закрытую кон�
формацию нативного белка, вращение почти не
нарушается [19]. Таким образом, существенного
раскрытия фермента во время вращения ДНК не
происходит. Несмотря на наличие большого коли�
чества структурных и биохимических данных, мы
еще очень далеки от детального понимания меха�
низма работы ДНК�топоизомеразы IB [5]. 

ДНК�топоизомеразы типа II

ДНК�топоизомеразы типа II представляют со�
бой димеры или тетрамеры, которые в процессе
релаксации/суперскручивания расщепляют од�
новременно две цепи ДНК [3, 16]. Когда ДНК на�
ходится в расщепленном состоянии, каждая субъ�
единица димера связана с 5'�фосфатом ДНК, при
этом точки разрывов на комплементарных цепях,
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Рис. 2. Схема предполагаемого механизма действия
обратной гиразы. 1 – Фермент в комплексе с ATP свя�
зывается с одноцепочечной ДНК; 2 – гидролиз ATP
приводит к образованию дуплекса ДНК; 3 – актив�
ность топоизомеразы IA приводит к внесению (+)�
сверхвитка, способствуя стабилизации двухцепочеч�
ного состояния.
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как правило, находятся на расстоянии четырех
пар оснований друг от друга. Сегмент ДНК, под�
вергающийся расщеплению, называется ворот�
ным, или G�сегментом (Gate segment), а сегмент
ДНК, протаскиваемый через разрыв, – транспор�
тируемым, или Т�сегментом (Transported segment).
В результате последовательных изменений кон�
формаций фермента пространство между двумя
субъединицами димеров расширяется до такой
степени, что транспортируемый сегмент может
пройти между ними. Реакции, катализируемые
ДНК�топоизомеразами типа II, требуют присут�
ствия ионов Mg2+ и ATP. Они могут катализировать
как реакции релаксации/суперскручивания, так и
катенации/декатенации дуплексов ДНК.

К топоизомеразам типа IIA относятся эукари�
отические ДНК�топоизомеразы II, бактериаль�
ная ДНК�топоизомераза IV и ДНК�гираза бакте�
рий. В каталитическом цикле топоизомераз типа
IIA задействованы три участка димеризации фер�
мента, называемые воротами [20, 21]: Т�сегмент
ДНК входит внутрь фермента через ворота, обра�
зуемые за счет димеризации ATPазных доменов с
одной стороны комплекса (N�концевые ворота),
а выходит с другой стороны комплекса через
С�концевые ворота. Перемещение Т�сегмента
через G�сегмент регулируется третьими ДНК�во�
ротами, в которых располагаются тирозины ак�
тивных центров фермента. Осуществляя катализ,
топоизомераза сначала связывает G�сегмент
ДНК, затем ATP, что и приводит к димеризации
ATPазных доменов и захвату Т�сегмента (при
этом N�концевые ворота работают как “зажим”,
запирая захваченный Т�сегмент внутри комплек�
са). В свою очередь, конформационные измене�
ния, вызванные закрытием N�ворот, гидролизом
ATP и попаданием отрицательно заряженной мо�
лекулы ДНК внутрь комплекса, стимулируют
временное расщепление G�сегмента ДНК, при
этом возможен транспорт Т�сегмента через раз�
рыв. Только после соединения G�сегмента стано�
вится возможным открытие С�концевых ворот
для высвобождения Т�сегмента (см. рис. 3а).

На протяжении долгого времени в литературе
идет дискуссия о том, зачем эукариотические
ДНК�топоизомеразы II используют энергию ATP,
осуществляя термодинамически выгодную реак�
цию релаксации. Было показано, что топоизоме�
разы II способны сдвигать термодинамическое
равновесие в реакции релаксации или декатена�
ции ДНК, создавая более узкое распределение то�
поизомеров, чем, например, топоизомераза I [22].
Предполагалось, что этот процесс физиологиче�
ски необходим, например, для полного разделе�
ния дочерних хроматид после репликации, и что
для него требуется энергия ATP. Способность
осуществлять такой неравновесный процесс, по�
видимому, связана со способностью топоизоме�
раз сильно изгибать ДНК при связывании и спо�

собностью предпочтительно связывать Т�сегмент
с определенной геометрией [23, 24]. Однако под�
считано, что необходимая для этого энергия чрез�
вычайно мала: энергия релаксированной ДНК в
присутствии топоизомеразы II и ATP отличается
от равновесной меньше, чем на kT [25]. Физиоло�
гическая значимость неравновесного упрощения
топологии тоже находится под вопросом [21]. В
частности, полное разделение дочерних хрома�
тид, как сейчас известно [26], достигается за счет
положительной сверхспирализации, вносимой
конденсинами. 

Бейтс (Bates) и соавт. [21] предположили, что
энергия ATP необходима для сохранения проч�
ных контактов между субъединицами фермента в
комплексе с разорванной ДНК. Действительно,
хотя ДНК�топоизомеразы IIА могут расщеплять
ДНК и в отсутствие ATP, связывание ATP значи�
тельно стимулирует реакцию. На основании анали�
за кристаллической структуры топоизомеразы II
дрожжей Saccharomyces cerevisiae [27] предлагает�
ся следующее объяснение того, как смещается
равновесие в присутствии ATP. При связывании
ДНК происходят конформационные изменения
фермента, приводящие к тому, что тирозины ак�
тивных сайтов оказываются вблизи фосфоди�
эфирных связей, однако на расстоянии, недоста�
точном для нуклеофильной атаки. Происходящая
при связывании ATP димеризация N�концевого
домена приводит к структурным изменениям, пе�
ремещающим тирозины в позицию, необходи�
мую для катализа. С�концевые ворота фермента в
комплексе с разорванной ДНК закрыты, а в ком�
плексе с цельной ДНК – открыты. Информация
об изменении положения каталитического тиро�
зина Y782 при расщеплении ДНК передается к С�
воротам, находящимся на расстоянии 50 Å от ак�
тивного сайта фермента, через сеть солевых мо�
стиков. Таким образом, ATP�зависимое закрытие
N�концевых и С�концевых ворот фермента при
расщеплении ДНК представляет собой защитный
механизм, предотвращающий диссоциацию двух
субъединиц фермента в то время, как ДНК нахо�
дится в разорванном состоянии. Этот механизм
обеспечивает защиту клетки от опасности воз�
никновения двухцепочечных разрывов ДНК и
незаконной рекомбинации [21].

ДНК�топоизомеразе II для катализа необходи�
мы также ионы Mg2+. Анализ кристаллической
структуры показал, что в активном сайте фермен�
та находятся два иона металла: один принимает
непосредственное участие в нуклеофильной ата�
ке, стабилизируя уходящую группу, а другой фик�
сирует ДНК [11, 27]. По�видимому, механизм
расщепления ДНК с участием ионов Mg2+ у топо�
изомераз IA и IIA сходен [10, 11].

У E. coli есть два фермента, относящиеся к ти�
пу IIA – ДНК�гираза и топоизомераза IV. ДНК�
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гираза использует энергию гидролиза ATP для
введения отрицательных сверхвитков в молекулу
ДНК, а также способна к релаксации положи�
тельных и отрицательных сверхвитков (для этих
процессов ATP не нужен [23]). Как и все топоизо�
меразы типа II, ДНК�гираза вносит двухцепочеч�
ный разрыв в один сегмент ДНК и продергивает
через него другой. Уникальность этого фермента
состоит в том, что он закручивает участок ДНК
длиной около 130 п.н. вокруг себя [28, 29], обра�
зуя, таким образом, положительный сверхвиток,
который после продергивания цепи превращает�
ся в отрицательный (см. рис. 3в и рис. 4). В случае,
когда два сегмента ДНК (G и Т) принадлежат раз�
ным молекулам, происходит образование/разре�
шение катенанов, однако ДНК�гираза осуществ�
ляет декатенацию сравнительно неэффективно.
Если G и T сегменты являются частью одной мо�

лекулы ДНК, продергивание цепи приводит к из�
менению числа зацеплений на два. ДНК�гираза
представляет собой тетрамер А2В2. Субъединица
B (gyrB) состоит из двух доменов: N�концевого –
ATPазного и С�концевого, взаимодействующего с
субъединицей A и ДНК. В свою очередь, субъеди�
ница A (gyrA) составляет активный центр фермен�
та, а ее С�концевой домен небходим для закручи�
вания ДНК вокруг фермента. Делеция С�концево�
го домена субъединицы A делает ДНК�гиразу
неспособной к внесению (–)�сверхвитков, однако
такой мутантный фермент может по�прежнему
осуществлять релаксацию и декатенацию [30]. 

Многие особенности механизма действия
ДНК�гиразы, отличающие ее от эукариотической
ДНК�топоизомеразы II, остаются неясными.
Связывание негидролизуемого аналога ATP –
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Рис. 3. Схема механизма действия топоизомераз типа II (по [21] с разрешения издателя). а – Механизм работы топо�
изомераз типа IIA (см. текст). Отмечены G�(воротный) и Т�(транспортный) сегменты ДНК. Также отмечены N�кон�
цевые и С�концевые ворота и ДНК�ворота. б – Механизм топоизомераз типа IIB (топоизомеразы VI). Отмечены N�
концевые и ДНК�ворота. в – Структура ДНК�гиразы с ДНК, закрученной вокруг С�концевого домена субъединицы
А с образованием правого перекреста. Отмечены различные домены фермента: АТФазный домен (N�концевой домен
субъединицы B), С�концевой домен субъединицы B, N�концевой домен субъединицы А, отвечающий за расщепление
и соединение цепей, С�концевой домен субъединицы А, отвечающий за образование (+)�сверхвитка.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 1  2012

ДНК�ТОПОИЗОМЕРАЗЫ И ИХ ФУНКЦИИ В КЛЕТКЕ 57

ADPNP – приводит к необратимому закрытию
входных ворот фермента (N�gate). В таком ком�
плексе возможен лишь единичный акт перемеще�
ния Т�сегмента через разрыв в G�сегменте. Эф�
фективность перемещения зависит от топологии
ДНК: она составляет 100% для положительно
сверхспирализованной, 25% – для релаксирован�
ной и стремится к нулю для отрицательно сверх�
спирализованной [23]. Предполагалось, что ве�
роятность переноса Т�сегмента через разрыв
определяется вероятностью захвата Т�сегмента
N�воротами, а также тем, что захват Т�сегмента
стимулирует гидролиз ATP. Согласно этой гипо�
тезе, скорость гидролиза ATP должна зависеть от
топологии ДНК. 

Позднее стали появляться данные, противоре�
чащие этой концепции, в частности, оказалось,
что скорость гидролиза ATP не зависит от тополо�
гии ДНК. На основании этих и других данных
[31] предложена модель, которая состоит в следу�

ющем. Независимо от топологии cубстрата при
связывании ATP высоко вероятен захват Т�сег�
мента, что стимулирует гидролиз ATP и расщеп�
ление G�сегмента. После переноса Т�сегмента
через разрыв он не обязательно высвобождается
через С�ворота фермента; напротив, он находит�
ся в состоянии равновесия между положением до
и после ДНК�ворот. Сдвиг этого равновесия зави�
сит от топологии субстрата: Т�сегмент положи�
тельно сверхспирализованной ДНК находится
преимущественно за ДНК�воротами, а отрица�
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Рис. 4. Схема механизма действия ДНК�гиразы. 1 – Димеры GyrA и GyrB в растворе до образования комплекса с ДНК.
Звездочкой отмечен активный центр в составе димера GyrA. Отмечен С�концевой домен GyrA (GyrA�CTD), необхо�
димый для осуществления реакции сверхспирализации. Молекула ДНК схематично разделена на транспортный и во�
ротный (T и G) сегменты. 2 – Гираза образует комплекс с ДНК, которая закручивается вокруг фермента. 3 – Связыва�
ние ATP приводит к димеризации N�концевого домена GyrB, что приводит к захвату Т�сегмента. 4 – Гидролиз моле�
кулы ATP сопряжен с расщеплением воротного сегмента и перемещением Т�сегмента через него. 5 – Гидролиз второй
молекулы ATP приводит к высвобождению Т�сегмента через С�концевые ворота.
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тельно сверхспирализованной – перед ними. Гид�
ролиз ATP, согласно этой модели, нужен для вы�
свобождения Т�сегмента. 

Вторая бактериальная ДНК�топоизомераза
типа IIA – топоизомеразa IV – родственна ДНК�
гиразе. Тем не менее, она способна к ATP�зависи�
мому введению отрицательных сверхвитков, но
обладает повышенным сродством к положительно
сверхспирализованной и катенированной ДНК и
выполняет в клетке функции декатеназы [32]. То�
поизомераза IV – гетеротетрамер, состоящий из
субъединиц ParC и ParE. Для специфичности свя�
зывания определенных форм ДНК необходим
С�концевой домен субъединицы ParC, представ�
ляющий собой укороченный С�концевой домен
A�субъединицы гиразы [33].

К топоизомеразам типа IIB относится ДНК�
топоизомераза VI [34]. Последовательность, ко�
дирующая ее, обнаружена во всех секвенирован�
ных геномах архей, а также в геномах некоторых
растений (например, Arabidopsis thaliana) [35].
ДНК�топоизомераза VI представляет собой гете�
ротетрамер, состоящий из двух А и двух В субъ�
единиц – А2В2. При сравнительном анализе бел�
ковых последовательностей ДНК�топоизомеразы
VI и ДНК�топоизомераз IIA выявляется слабая
гомология между субъединицей В ДНК�топоизо�
меразы VI и топоизомеразами IIA, а также други�
ми ATP�связывающими белками [35]. При опре�
делении кристаллической структуры ДНК�топо�
изомеразы VI из археи Methanosarcina mazei [36]
показано, что фермент похож на щипцы, в кото�
рых четыре субъединицы объединяются и форми�
руют одну внутреннюю полость для связывания
ДНК. Субъединица А топоизомеразы VI гомоло�
гична эукариотическому белку Spo11, который
расщепляет ДНК в процессе гомологичной ре�
комбинации при мейозе [37]. Она содержит в себе
домены, характерные для топоизомераз типа IIA:
металл�связывающий домен TOPRIM (Topoi�
somerase�Primase), а также домен WHD (Winged�
Helix Domain), который включает активный
центр фермента, расщепляющий ДНК. Возмож�
но, при мейозе Spo11 рекрутируется субъедини�
цей VIB для внесения двухцепочечных разрывов в
ДНК или действует в качестве димера, образуя
стабильный комплекс расщепленной ДНК, кова�
лентно связанной с белком [21]. Несмотря на сла�
бое сходство аминокислотных последовательно�
стей ДНК�топоизомеразы VI и других топоизоме�
раз II типа механизмы их действия сходны [36]. В
обоих случаях каталитический цикл начинается
со связывания белком G�сегмента ДНК. Связы�
вание Т�сегмента ДНК и ATP приводит к димери�
зации ATPазных доменов комплекса. Полагают,
что гидролиз ATP индуцирует конформационные
изменения фермента, приводящие к расщепле�
нию G�сегмента и пропусканию Т�сегмента через
разрыв в G�сегменте (см. рис. 3б). 

УЧАСТИЕ ТОПОИЗОМЕРАЗ
В ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ 

ПРОЦЕССАХ КЛЕТКИ

Инициация репликации

Для инициации репликации необходимо ло�
кальное расплавление участка ДНК. Репликация
плазмид in vitro требует отрицательно сверхспира�
лизованной ДНК: появление дополнительных от�
рицательных сверхвитков при транскрипции об�
легчает иницацию, а угнетение ДНК�гиразы, вно�
сящей отрицательные сверхвитки в хромосомы
бактерий, затрудняет ее. Для инициации в вирус�
ных (SV40, папилломавирус и другие) системах,
равно как и во многих эукариотических системах,
также требуется присутствие топоизомераз I и II.
Предполагается, что у млекопитающих топоизо�
мераза I участвует в выборе точки начала реплика�
ции в начале фазы G1, влияя на связывание Orc2,
и необходима для инициации процеcса реплика�
ции, участвуя в разделении цепей и начале движе�
ния вилки. В то же время топоизомераза II под�
держивает локальную структуру ДНК во время
сборки пре�RC�комплекса (возможно, удаляя
лишние (–)�сверхвитки, образующиеся при свя�
зывании HsORC) [38]

Репликация ДНК

Движение репликационной вилки приводит к
накоплению положительных сверхвитков в
участке ДНК, в сторону которого движется вилка.
Снятие топологического напряжения может, в
принципе, осуществляться двумя способами: или
релаксацией топоизомеразами II и IB, или с по�
мощью вращения репликационной вилки. В по�
следнем случае сверхвитки превращаются в пере�
плетения двух дочерних хроматид за вилкой. На
дрожжевых хромосомах показано, что топоизо�
мераза I работает за вилкой, релаксируя отрица�
тельные сверхвитки, а топоизомераза II работает
перед вилкой, устраняя (+)�витки [39]. Процесс
вращения репликационной вилки требует уча�
стия белков Smc5/6, связывающих катенирован�
ные участки ДНК [40]. Для разделения дочерних
хромосом клетке необходимы ферменты типа II,
способные оперировать двухцепочечными фраг�
ментами ДНК. У бактерий декатенация осу�
ществляется преимущественно топоизомеразой
IV при участии бактериальных конденсинов
(MukBEF) [41–43]. У эукариот положительная
сверхспирализация, возникающая при участии
конденсина (Smc2), способствует эффективной де�
катенации с помощью топоизомеразы II [26, 44]. 

При столкновении вилок, движущихся на�
встречу друг другу, репликация продолжается до
момента, пока недореплицированный участок
ДНК не станет слишком коротким для связыва�
ния топоизомеразы, при этом из�за накопления
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топологического напряжения репликация оста�
навливается. Предполагается, что с такими ин�
термедиатами связываются комплексы топоизо�
меразы III и хеликазы семейства RecQ. В частно�
сти, недавно показано, что топоизомераза III
E. coli в комплексе с хеликазой RecQ способна
устранять подобные структуры in vitro [45].

Транскрипция

В отличие от репликации, при транскрипции
разделение цепей ДНК происходит лишь локаль�
но. Таким образом, необходимость в участии то�
поизомераз в этом процессе зависит, главным об�
разом, от того, насколько свободно транскрипци�
онный комплекс может вращаться вокруг ДНК.
Среди проблем, которые могут препятствовать
этому, надо назвать котранскрипционное встраи�
вание образующихся белков в мембрану, что часто
происходит у прокариот [46–48]. При отсутствии
возможности свободного вращения транскрипция
приводит к созданию (+)�сверхспирального доме�
на перед РНК�полимеразой и (–)�сверхспираль�
ного – за ней [49, 50]. Для их устранения бактерии
используют соответственно ДНК�гиразу и топо�
изомеразу I. В штаммах E. сoli, мутантных по гену
топоизомеразы I (topA), повышенный уровень от�
рицательной сверхспирализации за РНК�полиме�
разой приводит к спариванию ДНК и синтезирую�
щейся РНК (образованию R�петель), что, в свою
очередь, приводит к губительному для клетки
сверхвысокому уровню отрицательной суперспи�
рализации за счет активности ДНК�гиразы [51].
У эукариот транскрипция также связана с изме�
нением сверхспирализации из�за ассоциации
транскрипционных комплексов с ядерными
структурами [52–54], а также сплайсосомами,
факторами модификации хроматина и другими
ядерными белками [55]. В работе, посвященной
исследованию транскрипции рибосомных генов в
мутантах по топоизомеразе I и II, показано, что
каждому из ферментов отведена своя роль: топо�
изомераза I функционирует, релаксируя (–)�сверх�
витки за полимеразой, топоизомераза II снимает
(+)�сверхвитки перед полимеразой [56]. 

Во время интерфазы топоизомераза II дрож�
жей ассоциирована либо с репликационной вил�
кой, либо с промоторными участками [39]. Точ�
ная роль топоизомеразы II в этом случае не ясна:
либо она предотвращает столкновение реплика�
ционных и транскрипционных комплексов, либо
необходима для начала транскрипции определен�
ных генов [57]. Топоизомераза II человека и дро�
зофилы ассоциирована с ATP�зависимыми ком�
плексами перестройки (ремоделинга) хроматина
[58, 59]. Есть работы, прямо указывающие на не�
обходимость топоизомеразы II для деконденса�
ции хроматина в процессе регуляции экспрессии
генов [60–63].

Так же, как и у прокариот, активность топоизо�
меразы I в клетках человека предотвращает обра�
зование R�петель в процессе транскрипции, при
этом она работает в комплексе с факторами сплай�
синга ASF/SF2, инактивация генов которых при�
водит к такому же фенотипу, как и инактивация ге�
на топоизомеразы, а именно – к накоплению за�
стрявших репликационных вилок и разрывов
хромосом в богатых генами участках [64].

Полногеномные исследования дрожжей Sac$
charomyces pombe также свидетельствуют о том,
что топоизомераза I необходима для разборки
нуклеосом при инициации транскрипции. По�
видимому, она работает совместно с ATP�зависи�
мым комплексом ремоделинга Hrp1 [65]. Показа�
но также, что топоизомераза I работает как коак�
тиватор в эукариотической системе транскрип�
ции in vitro, облегчая формирование комлекса
TFIID�TFIIA на промоторе [66]. Таким образом,
топоизомераза I представляется одним из цен�
тральных ферментов, необходимых для коорди�
нации процессов транскрипции и репликации. 

Рекомбинация ДНК

Топологические проблемы разделения хромо�
сом после репликации тесно связаны с проблема�
ми, возникающими при рекомбинации ДНК. Ес�
ли во время мейоза образование структур Холли�
дея необходимо для разделения гомологичных
хромосом и разрешение этих структур в половине
случаев приводит к образованию кроссоверных
продуктов, то при митотических делениях разре�
шение структур Холлидея происходит с образова�
нием минимального количества кроссоверных
продуктов без участия белков гомологичной
рекомбинации  [67]. Судя по всему, топоизомера�
зы IA в комплексе с хеликазами семейства RecQ
являются специальной системой, позволяющей
клетке устранять двойные структуры Холлидея
без привлечения ферментов гомологичной ре�
комбинации и без образования кроссоверных
продуктов. Отсутствие хеликаз RecQ или топо�
изомеразы III приводит к повышенной частоте
кроссинговеров, к генетической нестабильности
и образованию опухолей. Напомним, что такой
же комплекс топоизомеразы IA и хеликазы RecQ
участвует, по�видимому, в разрешении интерме�
диатов репликации, состоящих из двух столкнув�
шихся вилок (см. выше). 

Многочисленные генетические и биохимиче�
ские данные, указывают на взаимодействие топо�
изомеразы III дрожжей с хеликазой из семейства
RecQ Sgs1. Третий партнер топоизомеразы III и
Sgs1 – белок Rmi1. Он стимулирует связывание
топоизомеразы с одноцепочечной ДНК, одно�
временно облегчая связывание топоизомеразы с
Sgs1 и взаимодействие хеликазы с ДНК [68].
Комплекс Top3•Sgs•Rmi1 необходим для уста�
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новления когезии сестринских хроматид [69]. То�
поизомераза IIIα человека способна катализиро�
вать разрешение структур Холлидея in vitro, при
этом ее активность специфически стимулируется
белками BLM [70] (хеликаза семейства RecQ,
участвующая в процессах репарации) и RMI1
[71]. Аналогичные результаты получены при изу�
чении топоизомеразы I дрозофилы [72]. Цитоге�
нетические опыты на мышах также свидетель�
ствуют в пользу того, что топоизомераза IIIβ
участвует в разрешении образовавшихся после
рекомбинации структур Холлидея [73].

Топоизомеразы и организация хроматина

Компактизация хроматина и сегрегация хро�
мосом – связанные между собой процессы. Мно�
гочисленные генетические, биохимические и ци�
тологические исследования подтверждают участие
топоизомераз типа II в организации хроматина и в
процессе конденсации хроматина во время митоза
у всех живых организмов. Топоизомераза II чело�
века – основной негистоновый белок в каркасе
метафазных хромосом [74]. Участки ДНК, ассоци�
ированные с топо II, совпадают с так называемы�
ми MAR/SAR участками присоединения петель
ДНК к ядерному каркасу; в свою очередь эти участ�
ки обладают высокой аффинностью к топо II [75–
77]. В составе этих участков наблюдаются харак�
терные АТ�богатые последовательности, которые
благодаря высокой конформационной подвиж�
ности являются предпочтительными местами
связывания топоизомеразы II [78]. При обработ�
ке ядер ингибиторами топо II, вызывающими об�
разование стабильного двухцепочечного разрыва,
такими как этопозид, можно, действительно, на�
блюдать разрезание ДНК на петли размером 20–
300 т.п.н., которые могут представлять собой от�
дельные топологические домены ядра [79, 80].
При помощи атомной силовой и флуоресцентной
микроскопии показано, что in vitro топо II действу�
ет как зажим, держащий две цепи ДНК вместе [81].
Связывание топоизомеразы II с 30�нм фибрилла�
ми, даже в отсутствие ATP (но при обязательном
участии гистона H1), приводит к их агрегации и
превращении в глобулярную структуру. Тем не
менее, изучение флуоресцентно меченных эука�
риотических топоизомераз IIα и β показало, что
ни один из белков не есть неподвижный струк�
турный компонент ядерного матрикса и, таким
образом, вероятно взаимодействия между топо�
изомеразами II и компонентами хроматина явля�
ются динамическими по своей природе [82].

После низкосолевой экстракции белков кон�
денсированных эукариотических хромосом мож�
но “увидеть” каркас хромосомы, содержащей, в
основном, топоизомеразу II и конденсин. Кон�
денсин�зависимая локализация топоизомеразы II
на осевых структурах хромосомы необходима для

нормального разделения хроматид во время
митоза [44]. Можно представить себе, что кон�
денсация хромосом происходит в две стадии, пер�
вая из которых состоит в образовании топоII�со�
держащиего стержня хромосомы, а вторая – в
следующей за этим сверхспирализации, опосре�
дованной конденсином. При этом для правиль�
ной сборки содержащих топоизомеразу II струк�
тур необходима репликация ДНК [83]. В работах
in vitro также показано, что выполняющая функ�
ции декатеназы топоизомераза IV E. coli ассоции�
руется с бактериальным конденсином MukB и что
активность топоизомеразы стимулируется бел�
ком MukB [42, 43].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С момента открытия ДНК�топоизомераз [84]
прошло 40 лет, но только в последние 10–15 лет
мы смогли, наконец, приблизиться к пониманию
механизмов работы этих ферментов на молеку�
лярном уровне. Этому способствовало, с одной
стороны, то, что в последние годы накоплено
большое количество структурных данных (что, в
свою очередь связано с развитием вычислитель�
ной техники и методов рентгеноструктурного
анализа), а с другой, то, что получили развитие
такие биофизические методы, как магнитные и
оптические ловушки, позволяющие охарактери�
зовать кинетические параметры ферментативных
реакций на уровне отдельных молекул и оценить
влияние механического напряжения на эти
параметры [85]. Дальнейшее углубление нашего
понимания механизмов работы топоизомераз бу�
дет связано, во многом, с исследованием новых
структур предполагаемых промежуточных состо�
яний (или, по крайней мере, установлением са�
мого существования этих состояний) с помощью
таких методов, как FRET. Вместе с тем, изучение
функций топоизомераз в клетке, сопряженное с
развитием наших представлений об организации
хроматина, привело к новому пониманию роли
топоизомераз как важнейших элементов, поддер�
живающих стабильность и организацию ДНК у
всех живых организмов.

Интерес к топоизомеразам связан и с тем, что
многочисленные антибактериальные и противо�
опухолевые лекарственные препараты воздей�
ствуют на них [86, 87]. Впрочем, успехи в приме�
нении этих препаратов осложняются проблемой
все возрастающей устойчивости бактерий к
антибиотикам [88], в первом случае, и проблемой
достижения избирательности действия ингиби�
тора на опухоль – во втором. Решение этих про�
блем, равно как и создание новых перспективных
препаратов (таких как ингибиторы топоизомеразы
IA [89]), требует дополнительного изучения не
только строения и механизмов работы топоизоме�
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раз, но и изучения их участия в физиологических
процессах.

Работа получила финансовую поддержку Фе�
деральной целевой программы “Научные и науч�
но�педагогические кадры инновационной России
2009–2013” (государственный контракт П1068).
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