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Разрыв и синтез N-гликозидной связи играют 
заметную роль во многих процессах метаболиз-
ма, модификации белков и нуклеиновых кислот. 
Реакция гидролиза N-гликозидной связи в ну-
клеиновых кислотах и свободных нуклеотидах 
катализируется ферментами, принадлежащими 
как минимум к 13 совершенно разным структур-
ным классам. Среди них наибольшим разнообра-
зием отличаются ДНК-N-гликозилазы – белки, 
играющие центральную роль в эксцизионной 
репарации оснований ДНК (ЭРО).

В общем случае процесс ЭРО можно предста-
вить следующим образом. Повреждения узнают-
ся ДНК-гликозилазами. В любом живом организ-
ме присутствуют несколько таких ферментов с 
разной субстратной специфичностью (таблица). 
ДНК-гликозилазы делятся на монофункциональ-
ные, которые только удаляют основание и обра-
зуют апурин-апиримидиновый (АП) сайт, и би-
функциональные, которые затем катализируют 
разрыв ДНК по механизму β-элиминирования, 
оставляя на 3′-конце 2-гидрокси-5-оксопент-3-

ен-1-фосфатный фрагмент (PUA) (рисунок, А, 
Б). АП-сайт и 3′-PUA затем гидролизуются АП-
эндонуклеазами с образованием 3′-концевой 
OH-группы, которая служит затравкой для ДНК-
полимераз, т.е. включают один или несколько 
dNMP, комплементарных неповрежденной ма-
трице. Вытесненный фрагмент цепи отщепляет-
ся, а оставшийся одноцепочечный разрыв лиги-
руется [1, 2]. ДНК-гликозилазы, будучи первы-
ми участниками ЭРО, в наши дни привлекают 
внимание как потенциальные терапевтические 
мишени, онкомаркеры и инструменты для гене-
тических манипуляций [3–5].

Общий механизм действия ДНК-гликозилаз 
был предложен в 1994 г. С. Ллойдом в работе [6], 
согласно которой реакция инициируется нуклео-
фильной атакой по атому C1′, причем в каче-
стве нуклеофила у монофункциональных гли-
козилаз выступает молекула воды, а у бифунк-
циональных – аминогруппа фермента (рисунок, 
А, Б). В первом случае протекает простая реакция 
нуклеофильного замещения с возникновением 

For citation: Enditkin A.V., Zharkov D.O. Strategies of N-glycosidic bond cleavage 
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Известные группы ДНК-гликозилаз

Структурное 
суперсемейство E. coli Человек Другие примеры Субстраты Ссылка

α/β-укладка Ung
UNG
TDG

SMUG1
– Ura, Thy, продукты окисления                 

5-метилцитозина [63]

HhH

Nth
MutY
AlkA
Tag(?)

NTHL1
MUTYH
OGG1
MBD4

MagIII Helicobacter 
pylori, DML 
растений

Окисленные основания, 
алкилированные пурины, εAde, Hyp, 

Ura, 5-метилцитозин
[64]

H2TH Fpg
Nei

NEIL1
NEIL2
NEIL3

– Окисленные основания [34]

FMT-C-like – MPG – Aлкилированные пурины, εAde, Hyp [65]

Pyr-excise – – DenV фага T4 Тиминовые димеры [66]

HEAT-повторы – – AlkD Bacillus cereus Aлкилированные в кольцо пурины [67]

HTH42 (winged 
helix) YcaQ – AlkZ Streptomyces 

sahachiroi Сшивки по N7 Gua [68]

HALFPIPE – – Рестриктазы PabI и 
CcoLI Ade [69]
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АП-сайта. Во втором случае образуется кова-
лентный азометиновый интермедиат (основание 
Шиффа) с остатком дезоксирибозы, из которо-
го затем элиминируется 3′-фосфат (АП-лиазная 
реакция). Гидролиз основания Шиффа остав-
ляет на 3′-конце остаток PUA. В некоторых 
случаях ковалентный интермедиат существу-
ет достаточно долго, чтобы успела элимини-
роваться и 5′-фосфатная группа, что приводит 
к перегруппировке и высвобождению пяти-
углеродного фрагмента в виде 4-оксопент-2-
еналя.  К середине 2000-х годов этот механизм 
считался общепринятым [7–9]. Однако с тех пор 
новые экспериментальные данные и расчеты с 
привлечением методов квантовомеханического 
(QM) и квантовомеханического/молекулярно-
механического моделирования (QM/MM) позво-

лили более подробно исследовать механизмы 
действия ДНК-гликозилаз разных структурных 
групп и выявить разные стратегии, используе-
мые ими для катализа. Ниже рассмотрены ме-
ханизмы ДНК-гликозилаз, удаляющих из ДНК 
часто встречаемые поврежденные основания 
(Ura, алкилированные в кольцо пурины, 8-ок-
согуанин (oxoGua)), а также нормальные осно-
вания, а именно Ade.

Урацил-ДНК-гликозилазы. Ura возникает в 
ДНК при дезаминировании Cyt [10]. Урацил-
ДНК-гликозилазы принадлежат к двум ос-
новным структурным суперсемействам: «α/β-
укладка» (Ung и Mug E. coli, UNG, TDG и 
SMUG1 человека) и «спираль-шпилька-спираль» 
(HhH; MBD4 человека). На основании структур-
ных данных, высокого сродства к катионным 

Схемы реакций, катализируемых ДНК-гликозилазами: А – монофункциональные ДНК-гликозилазы с инвер-
сией конфигурации при аномерном центре; Б – бифункциональные ДНК-гликозилазы; В – монофункцио-

нальные ДНК-гликозилазы с сохранением конфигурации при аномерном центре
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аналогам АП-сайта, измерений pKa разных 
групп Ura методом ЯМР и анализа кинетиче-
ского изотопного эффекта атомов C1′, H1′, H2′ 
и H2″ для UNG был предложен механизм SN1 
разрыва связи с образованием урацилат-аниона 
и АП-оксокарбениевого катиона [7, 11]. Уходя-
щая группа в переходном состоянии стабилизи-
руется за счет образования сильной водородной 
связи O2[Ura]…Nδ1[His268] (далее нумерация 
аминокислотных остатков соответствует белкам 
человека, если не оговорено иное), а оксокарбе-
ниевый катион – электростатическими взаимо-
действиями с Asp145 и фосфатами ДНК [12–15]. 
Была даже выдвинута гипотеза, что простран-
ственная конфигурация зарядов фосфатов в 
комплексе с UNG, где ДНК изломана в точке 
повреждения на 45°, служит главным фактором 
снижения барьера реакции, а белок нужен лишь 
для придания ДНК этой особой конформации 
[12]. Важную роль играет вторая межнуклеозид-
ная фосфатная группа с 3′-стороны от повреж-
дения, связывание которой индуцирует переход 
ДНК в предкаталитическую конформацию [16]. 
Наблюдаемое в структуре стэкинг-взаимодей-
ствие Ura и остатка Phe158, вероятно, не ока-
зывает влияния на скорость разрыва связи [17, 
18]. Завершает реакцию атака по атому C1′ мо-
лекулой воды, активированной взаимодействи-
ем с His148, который выступает как основание 
[15, 19, 20]. При этом образуется α-аномер АП-
сайта, т.е. происходит обращение конфигурации 
при центре C1′. На основании структуры в каче-
стве фактора дестабилизации основного состо-
яния предлагалась пирамидализация атома N1 
[17], но этот вариант не согласуется с данными 
спектроскопии комбинационного рассеяния в 
области, чувствительной к планарной структуре 
пиримидинов [21].

Алкилпурин-ДНК-гликозилазы. Алкилиро-
вание пуриновых оснований по положениям N3 
или N7 происходит главным образом при утеч-
ке электрофильных групп из метаболических 
путей, сопряженных с переносом одноугле-
родных фрагментов. Структуры алкилпурин-
ДНК-гликозилаз высших эукариот и прокари-
от совершенно различны: белок MPG человека 
имеет укладку, подобную C-концевому домену 
формилметионин-тРНКfMet-формилтрансферазы 
(FMT-C-like), бактериальные белки AlkA и 
MagIII (отсутствующий у E. coli) принадлежат к 
суперсемейству HhH. Бактериальную гликозила-
зу Tag некоторые исследователи рассматривают 
как периферийный член этого суперсемейства, 

а другие – как белок уникальной структуры. 
Несмотря на такое структурное разнообра-
зие, основные субстраты всех этих фермен-
тов – 3-метиладенин (3-mAde) и 7-метилгуанин 
в ДНК. Поскольку эти основания положитель-
но заряжены, соответствующие dN сами по 
себе нестабильны и в водном растворе гидро-
лизуются с характерным временем в десятки – 
сотни минут. Тем не менее, ДНК-гликозилазы 
ускоряют этот процесс на 1–2 порядка. Кро-
ме того, они, за исключением Tag, удаляют из 
ДНК нейтральные основания 1,N6-этеноаденин 
(εAde) и гипоксантин (Hyp). При этом профили 
pH-зависимости kкат. реакции для положительно 
заряженных оснований имеют сигмоидальную 
форму, а для нейтральных – колоколообразную, 
что указывает на необходимость протонирова-
ния последних для катализа [22]. На основании 
структурных и расчетных данных в качестве 
акцептора протона был предложен атом N7 азо-
тистого основания, а в качестве донора – моле-
кула воды [23–26]. Остается, однако, неясным, 
происходит ли при этом полное протонирование 
или образуется сильная водородная связь [23, 
24, 26]. Роль нуклеофила играет молекула воды, 
активированная взаимодействием с карбоксиль-
ной группой остатка Glu125. В отличие от UNG, 
для алкилпурин-ДНК-гликозилаз был предло-
жен механизм SN2, но лишь на основании моде-
лирования [26, 27].

Анализ методом QM/MM показывает, что 
энергия стэкинга 3-mAde, εAde и Hyp с аромати-
ческими остатками активного центра MPG, AlkA 
и MagIII значительно выше, чем у Ade и других 
канонических оснований, но при этом высота 
барьера реакции зависит от стэкинга только для 
нейтральных субстратных оснований [26, 28, 
29]. Это позволило выдвинуть предположение 
о решающей роли стэкинга в стабилизации лю-
бых оснований в активном центре алкилпурин-
ДНК-гликозилаз и в активации нейтральных 
оснований. Нормальные пуриновые основания 
в активном центре также связываются, но вы-
зывают реорганизацию водной сети и сдвиг ну-
клеофильной молекулы воды из выгодного для 
атаки положения [27, 30]. Тем не менее, MPG и 
AlkA – единственные ДНК-гликозилазы, способ-
ные удалять неповрежденные основания, хотя и 
с очень низкой эффективностью [31].

8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы. 8-оксогуа-
нин-ДНК-гликозилазы бактерий (Fpg) и эукари-
от (OGG1) принадлежат к разным структурным 
классам: OGG1 относится к суперсемейству 
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HhH, а Fpg содержит ДНК-связывающий мотив 
«спираль – два поворота – спираль» (H2TH), 
элемент, определяющий свое собственное струк-
турное суперсемейство. Как и в обсуждавшихся 
выше случаях, разница в структурах не мешает 
Fpg и OGG1 иметь почти идентичную субстрат-
ную специфичность – оба фермента удаляют 
из ДНК основания oxoGua и формамидопири-
мидиновые производные Gua и Ade. В отличие 
от урацил- и алкилпурин-ДНК-гликозилаз, Fpg 
и OGG1 обладают АП-лиазной активностью и 
используют в качестве нуклеофила аминогруп-
пу белка, однако у OGG1 это первичная амино-
группа Lys249, а у Fpg – вторичная аминогруппа 
N-концевого Pro1. Как следствие, механизм ка-
тализа этими ферментами сложнее, чем у моно-
функциональных гликозилаз.

Для нуклеофильной атаки аминогруппа 
должна быть депротонирована. Как у OGG1, так 
и у Fpg вблизи от каталитического нуклеофила 
находится абсолютно консервативный кислот-
ный остаток (Asp268 в OGG1, Glu2 в Fpg). Рас-
четы состояний ионизации показывают, что в 
микроокружении активного центра Fpg pKa ами-
ногруппы смещен на 1,5–2 ед.  pH вниз, а pKa 
карбоксильной группы – на несколько единиц 
вверх [32]. Аналогичная ситуация наблюдает-
ся для белка DenV фага T4 – еще одной ДНК-
гликозилазы с нуклеофильной N-концевой ами-
ногруппой (в данном случае Thr1) [33]. Более 
того, протонированная карбоксильная группа 
находится в структуре поблизости от O4′ и хо-
рошо подходит для переноса протона на этот 
атом. В отличие от других гликозилаз, где уход 
основания облегчается его протонированием 
или образованием сильной водородной свя-
зи, структурные и расчетные данные для Fpg 
и OGG1 указывают на протонирование O4′ как 
способ инициации реакции [34–37]. Расчеты ме-
тодами QM и QM/MM, по крайней мере в случае 
OGG1, противоречат прямому депротонирова-
нию Lys249 с участием Asp268 [38] и поддер-
живают участие молекул воды в переносе про-
тона [39]. В одной из альтернативных моделей в 
качестве акцептора протона выступает атом N3 
oxoGua, что одновременно активирует нуклео-
фил и делает oxoGua хорошей уходящей груп-
пой [38, 39]. Однако такой механизм слабо со-
гласуется с последующим β-элиминированием 
(см. ниже), поскольку oxoG участвует в нем как 
основание, что было бы затруднено при его про-
тонировании. Еще одна возможная альтернатива 
для OGG1 состоит в активации Lys249 остатком 
Cys253, который, согласно расчетам, находится 

в активном центре в виде тиолат-аниона [40].
Вопрос о степени диссоциативности переход-
ного состояния в случае Fpg и OGG1 остается 
открытым. В отсутствие прямых эксперимен-
тальных данных разные системы, моделирован-
ные с помощью QM и QM/MM, позволяют по-
лучить более низкие величины барьера как для 
механизма SN1 [38, 41–43], так и для для меха-
низма SN2, который выглядит предпочтительнее 
в QM/MM-моделях [39, 44, 45]. Структурные и 
молекулярно-динамические данные указывают 
на то, что ориентация нуклеофила в активных 
центрах обоих ферментов совместима только с 
направлением атаки C1′–N9, но не с направле-
нием C1′–O4′ [32, 46]. Примечательно, что по-
сле разрыва N-гликозидной связи oxoGua в виде 
аниона некоторое время удерживается в актив-
ном центре и выступает как основание в реак-
ции β-элиминирования, отрывая протон pro-S от 
атома C2′ [44, 47].

Стабильность N-гликозидной связи в свобод-
ном oxodGuo даже выше, чем в dGuo [48]. Однако 
при сравнении энергии разрыва N-гликозидной 
связи методом QM oxodGuo показывает не-
сколько более низкий барьер, чем dGuo [49]. Ин-
тересно, что в обоих случаях остатки Lys и Pro 
оказываются менее активными нуклеофилами, 
чем ион OH− или вода, активированная карбок-
сильной группой, в связи с чем было выдвинуто 
предположение, что на самом деле в роли нукле-
офила в гликозилазной реакции выступает моле-
кула воды, а ковалентный интермедиат образует-
ся позже, уже с АП-сайтом [44, 49].

Еще одним спорным вопросом остается кон-
формация oxodGuo в предкаталитическом состо-
янии. В ДНК oxodGuo, как и dGuo, существует в 
анти-конформации, но в отсутствие канониче-
ских уотсон-криковсих связей переходит в син-
конформацию из-за невыгодных стерических 
взаимодействий атома O8 с 5′-фосфатом. Во всех 
экспериментально определенных структурах 
комплексов OGG1–ДНК oxodGuo находится в 
анти-конформации, и только в ней реакция мо-
жет протекать [50]. В случае Fpg в структурах 
наблюдается почти весь диапазон конформаций 
от син до анти. Молекулярно-динамическое 
моделирование показывает более высокую 
стабильность анти-конформации и дает ос-
нование предполагать, что син-конформация, 
наблюдаемая в некоторых структурах, пред-
ставляет собой артефакт, вызванный амино-
кислотной заменой E2Q, введенной с целью 
инактивировать фермент для кристаллизации 
[32, 51]. С другой стороны, вычисления QM и 
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QM/MM показывают, что угол χ практически не 
оказывает влияния на высоту энергетического 
барьера при разрыве связи в Fpg [49, 50, 52, 53].

Аденин-ДНК-гликозилазы. В отличие от 
большинства ДНК-гликозилаз, монофункцио-
нальные ферменты MutY бактерий и MUTYH 
эукариот (суперсемейство HhH) удаляют из 
ДНК не поврежденное, а нормальное основа-
ние – Ade из пар dAdo:oxodGuo. На основа-
нии структур комплекса MutY из Geobacillus 
stearothermophilus с ДНК, кинетического изо-
топного эффекта и моделирования QM/MM пер-
воначально был предложен механизм SN1, в ко-
тором остаток Glu43 протонирует уходящий Ade 
по положению N7, а абсолютно консервативный 
остаток Asp144 (аналог Asp268 в OGG1) стаби-
лизирует положительный заряд, развивающийся 
на дезоксирибозе [54, 55]. Однако ряд структур, 
имитирующих интермедиаты реакции, в сово-
купности с определением стереохимии продук-
тов их метанолиза и кинетики высвобождения 
продуктов реакции недавно позволили предло-
жить принципиально новый вариант механизма 
SN1, ранее вообще не рассматривавшийся для 
ДНК-гликозилаз [56–58]. Согласно этому вари-
анту, фермент быстро высвобождает удаленное 
основание, но остается связанным с ДНК в кова-
лентном ацилокси-конъюгате с Asp144, который 

затем атакуется молекулой воды с противопо-
ложной стороны дезоксирибозного кольца (ри-
сунок, В). Таким образом, в АП-продукте со-
храняется β-конфигурация аномерного центра. 
Анализ координаты реакции методом QM/MM 
поддерживает возможность такого процесса 
[59]. Аналогичный механизм предлагался для 
MBD4 исключительно на основании структур-
ных данных [60], однако установленные позд-
нее структуры более высокого разрешения од-
нозначно показывают отсутствие ковалентной 
связи и α-конфигурацию АП-сайта [61].

Исследования последних двух десятилетий 
выявили удивительное разнообразие страте-
гий, используемых ДНК-гликозилазами для ка-
тализа. Сравнительно невысокая стабильность 
N-гликозидной связи в ДНК приводит к тому, 
что для большинства поврежденных dN нукле-
офильное замещение может легко протекать 
и по механизму SN1, и по механизму SN2 [62], 
что сделало возможной независимую эволюцию 
катализа этой реакции ферментами на основе 
разных структурных укладок. Понимание меха-
низма действия ДНК-гликозилаз открывает путь 
к получению их ингибиторов для борьбы с онко-
логическими и инфекционными заболеваниями, 
а также к дизайну новых вариантов гликозилаз 
для генетических технологий.
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