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репликация, транскрипция, рекомбинация, и являются необходимыми для нормального 
функционирования клеток. В обзоре обобщены литературные данные по ДНК-
топоизомеразам IB-типа. Проанализированы результаты, касающиеся 
термодинамических, структурных и кинетических аспектов функционирования 
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Топологические перестройки ДНК играют важную роль в проявлении ее 

функциональных активностей (репликации, транскрипции, рекомбинации и т.д.), а также 

в организации структур более высокого порядка. Некоторые из этих вопросов освещены 

ранее в ряде монографий и обзоров [1–9]. Ферменты, которые изменяют и регулируют 

топологическое состояние клеточной ДНК, называются ДНК-топоизомеразами. Они 

принимают участие практически во всех жизненно важных процессах клетки и 

обнаружены у всех про- и эукариот, а также у некоторых вирусов. Топоизомеразы 

катализируют реакцию релаксации ДНК, введение в ДНК отрицательных и 

положительных супервитков, а также могут осуществлять реакции сцепления, 

расцепления и способствовать ренатурации комплементарных колец одноцепочечных 

молекул ДНК. Функции некоторых топоизомераз, включая причины множественности 

этих ферментов в клетках про- и эукариот, рассмотрены в ряде обзоров [1, 2, 9–16]. 

Большое внимание в литературе уделяется вопросу о специфических ингибиторах 

топоизомераз, которые являются или могут стать лекарственными препаратами при 

лечении различных форм раковых заболеваний [17–22]. Бактериальные топоизомеразы 

иногда могут быть мишенями при лечении инфекционных болезней [23, 24]. 

Топоизомеразы подразделяют на два основных типа (или класса) в соответствии с 

механизмом их действия: 

                                                 
Сокращения: АК – аминокислота;  дцДНК, оцДНК и ссДНК – двухцепочечная, одноцепочечная  и 
суперскрученная ДНК; РСА – рентгеноструктурный анализ; topo – ДНК-топоизомераза I. 
#Автор для связи (тел.: (383) 335-62-26; эл. почта: nevinsky@niboch.nsc.ru). 
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1. Ферменты типа I временно расщепляют только одну цепь ДНК и не требуют 

присутствия кофакторов, богатых энергией, типа АТР. 

2. Ферменты типа II производят временный двухцепочечный разрыв, 

гидролизуя АТР [1]. 

Существующая в настоящее время классификация топоизомераз I-го типа 

рассмотрена в обзоре [13]. Сначала на основании различий биохимических свойств 

эукариотические и прокариотические топоизомеразы I-го типа были разделены на две 

группы согласно источнику их происхождения. Однако открытие новых топоизомераз I-

го типа и изучение их свойств показало, что классификация ферментов по источнику 

происхождения не совсем адекватно отражает существующую ситуацию, поэтому было 

предложено [13] разделять топоизомеразы I-го типа, исходя из их первичной структуры. 

Подкласс IA-топоизомераз включает topo I Е. coli и похожие на нее по структуре и 

функциям топоизомеразы Ш, DAM topo III и обратную гиразу прокариот, а также topo III 

эукариот [9]. Особенности структуры и функции этих ферментов рассмотрены в обзоре 

[13].  

Подкласс IB ДНК-топоизомераз включает в себя эукариотические topo I, а также 

топоизомеразы, кодируемые поксвирусами, такими, как вирус оспы. Наличие у 

прокариот топоизомеразы, соответствующей по структуре ферменту IB-подкласса, было 

установлено на примере topo V из Methanopyrus kandleri [25]. По биохимическим 

свойствам этот фермент также больше похож на топоизомеразы IB-, чем IA-подкласса: 

он релаксирует как отрицательно «–», так и положительно «+» закрученную ссДНК и 

при расщеплении образует ковалентную связь с 3’-концом расщепляемой цепи ДНК [25]. 

Реакция релаксации, катализируемая топоизомеразами IB-типа, инициируется 

нуклеофильной атакой фосфодиэфирной связи ДНК остатком тирозина, расположенным 

в активном центре фермента [13]. Энергия разрываемой связи сохраняется за счет вновь 

образуемой фосфотирозиновой связи между ферментом и 3’-концевым фосфатом 

расщепленной цепи ДНК, что, в конечном итоге, облегчает протекание реакции 

религирования. Релаксация ДНК происходит за счет вращения части дуплекса, 

расположенного в 3’-концевой зоне ДНК от сайта расщепления, вокруг одной или 

нескольких связей нерасщепленной цепи. Поскольку во время релаксации происходит 

взаимодействие вращающейся ДНК с определенными участками фермента, данный 

механизм релаксации был назван «контролируемым вращением» [26]. Религирование 

ДНК осуществляется в результате атаки фосфотирозиновой связи 5’-гидроксильной 

группой расщепленной цепи ДНК. После удаления разрыва фермент может провести 

еще один каталитический цикл или диссоциировать с релаксированной ДНК [27]. В 
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отличие от ферментов IA-подкласса, topo IB могут релаксировать как «–»-, так и «+»-

ссДНК в отсутствие кофакторов типа АТР или ионов металлов, в то же время ионы Mg2+ 

и Ca2+ способны стимулировать эффективность релаксирующей активности этих 

ферментов [27]. 

В данном обзоре впервые представлены обобщенные данные о топоизомеразах 

типа IВ и механизмах их функционирования с учетом информации, полученной 

методами рентгеноструктурного, кинетического и термодинамического анализа. 

Топоизомераза IB  вируса оспы 

Topo IB вируса оспы – самая маленькая из известных топоизомераз: она состоит из 

314 а.о. Считается, что topo I вируса оспы имеет тороидальную форму и ДНК 

связывается в центральной части внутренней полости так, что фермент как бы 

оборачивается вокруг ДНК [28]. При связывании фермента со специфической 

последовательностью (5’ –C/TCCTT  –, стрелкой показана точка расщепления) в составе 

ДНК-дуплекса [29] топоизомераза образует контакты с четырьмя межнуклеотидными 

фосфатными группами расщепляемой цепи, включая фосфат расщепляемой 

фосфодиэфирной связи, а также контактирует с тремя межнуклеозидными фосфатными 

группами нерасщепляемой цепи. В отличие от эукариотической topo I, данный фермент 

не образует контактов с 5’-участком ДНК относительно «точки» расщепления  [28]. 

Элементы расщепляемой фосфодиэфирной связи, а также шести межнуклеозидных 

фосфатных групп, которые образуют контакты с topo I вируса, располагаются в малой 

бороздке СССТТ-специфической последовательности ДНК [30]. Удаление оснований из 

нуклеотидных звеньев вблизи точки разрыва в расщепляемой и нерасщепляемой цепях  

ДНК в основном приводит к существенному понижению скорости ее расщепления, хотя 

эффект зависит от положения этих звеньев [31]. Topo I вируса оспы катализирует разрыв 

и воссоединение цепей в  CCCTT/N-специфических участках узнавания на 

противолежащих сторонах “перекрестка”, образованного двумя молекулами 

двухцепочечных ДНК, содержащих четыре цепи одноцепочечных ДНК [32].   

 

Topo I вируса оспы состоит из трех доменов, разделенных двумя пептидными 

участками, чувствительными к действию протеиназ (рис. 1а) [33]. N-Концевой домен 

topo I (АК-остатки с 1 по 80) не является строго необходимым для обеспечения 

каталитического действия фермента [34]. Каталитический домен, состоящий из 234 а.о. 

(с 81 по 314) и включающий в себя каталитический остаток Tyr274, а также четыре 

консервативных АК-остатка активного центра (Arg130, Lys167, Arg223 и His265), 

проявляет те же самые свойства, что и полный фермент. Он релаксирует ссДНК, 
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катализируя реакцию сайт-специфической трансэтерификации, и, таким образом, 

является минимальным функциональным фрагментом топоизомераз IB-подкласса [34].  

Удаление N-концевого домена практически не влияет на реакцию религирования, 

катализируемую ферментом, в то время как скорость реакции расщепления уменьшается 

в 103.6 раз [34]. Данный фрагмент может принимать участие в конформационных 

изменениях, предшествующих химическим превращениям, происходящим после 

первоначального связывания ДНК [34]. Действительно, определенные АК-остатки N-

концевого домена фермента образуют контакты с ДНК в большой бороздке [35]. 

Считается, что два остатка тирозина (Tyr70 и Tyr72), участвующие в таком 

взаимодействии, важны для конформационных перестроек, приводящих к активации 

реакции расщепления ДНК [34]. Шарнирный участок каталитического домена может 

способствовать таким перестройкам, поскольку связывание ДНК существенно влияет на 

устойчивость данного фрагмента к действию протеиназ, а замена двух АК-остатков 

(Gly132 и Tyr136), входящих в состав шарнирного участка, на аланин приводит к 

уменьшению скорости расщепления ДНК на два порядка. В то же время эти 

модификации фермента практически не влияют на стадию религирования ДНК [36]. 

Таким образом, конформационные перестройки, происходящие при участии N-концевого 

и шарнирного участков могут обеспечить правильную ориентацию АК-остатков 

активного центра топоизомераз  по отношению к расщепляемой фосфодиэфирной связи 

ДНК [34]. 

Проведена замена Tyr274 в активном центре на его аналоги и показано, что topo, 

сохраняющие пара-положение ОН-группы в  аналоге  Tyr каталитически активны [37]. 

Изменение положения ОН-группы в ароматическом кольце или ее замена на NH2-, SH- 

или I-группы приводит к исчезновению каталитической функции фермента.  

При изучении роли определенных остатков лизина топоизомеразы  вируса оспы 

было обнаружено, что остатки Lys35, Lys85, два из трех остатков Lys133/135/138, 

Lys213, Lys249 и/или Lys250, а также Lys271 могут участвовать в связывании ДНК [38]. 

Было проанализировано влияние 22 аминокислотных замен на активность topo [39]. 

Установлено, что Ala14 важен для контактов topo с ДНК, в то время как замена остатков 

Ala168 и Ala124 приводит к ускорению разрыва ДНК. Показано, что Asp168 является 

ключевым регулятором оптимального баланса между реакциями гидролиза, 

религирования ДНК и освобождения продукта реакции. Кроме того, обнаружено, что 

Arg223 ускоряет реакцию трансэтерификации и важен для «правильного» 

электростатического соcтояния активного центра при образовании переходного 

состояния реакции [40]. 
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Кинетические аспекты реакции, осуществляемой topo I вируса оспы, хорошо 

изучены [41] и в определенной степени могут быть применимы при рассмотрении 

катализа в случае других топоизомераз IB-подкласса. Скорость реакции религирования 

ДНК, определенная для 25-звенного олигонуклеотида, практически в 10 раз превышает 

скорость реакции расщепления (kr = 0.66 c-1, kcl = 0.07 c-1), что указывает на cдвиг 

равновесия в сторону образования комплекса фермента с нерасщепленным ДНК-

субстратом. Фермент увеличивает скорость расщепления и религирования ДНК в ~109 и 

1012 раз, соответственно, по сравнению с аналогичными реакциями, протекающими в 

растворе в отсутствие фермента [41]. Скорость расщепления межнуклеотидной связи в 

рацемической смеси тиофосфатных производных ДНК уменьшалась для двух 

стереоизомеров в 4.6 и 25 раз, соответственно. При этом первая цифра согласуется с 

понижением в 4–10 раз реакционной способности неферментативного нуклеофильного 

замещения фосфатной группы в 2,4-динитрофенилфосфате на группы с различными 

кислород- и азотсодержащими нуклеофилами (4–11 раз) при замене фосфата в этом 

соединении на тиофосфатную группу. Это может указывать на отсутствие каких-либо 

конформационных изменений одного из олигонуклеотидных тиофосфатных 

диастереомеров перед стадией расщепления  [41].  

В то же время понижение реакционной способности другого диастереомера в 25 

раз все же не указывает на существенную стереоспецифичность топоизомеразы, в 

отличие, например, от фосфодиэстеразы змеиного яда и рибозимов из Tetrahymena, для 

которых в аналогичном случае происходит понижение скорости реакции в 500–1000 раз 

[41]. 

Поскольку topo I вируса оспы не связывает ионы металла, наблюдаемое в 

присутствии 5 мМ MgCl2 увеличение скорости реакции примерно на порядок [41] может 

происходить за счет связывания ионов металла с ДНК. Авторы работы [41] считают, что 

фиксация расщепляемой межнуклеозидной фосфатной группы в активном центре 

фермента осуществляется не за счет специфического связывания с ионом Mg2+, а за счет 

взаимодействия олигонуклеотида с положительно заряженным АК-остатком фермента. 

При этом один из тиоизомеров, скорее всего, имеет оптимальное расположение 

расщепляемой фосфодиэфирной связи относительно атакующей нуклеофильной группы 

топоизомеразы. Замена кислорода на серу не влияла на протекание реакции 

религирования. Таким образом, данная стадия реакции лимитируется происходящими в 

активном центре конформационными изменениями (рис. 1в), а скорость реакции 

расщепления ДНК лимитируется скоростью разрыва и образования связей фермента с 

ДНК [41, 42]. 
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Колоколообразная зависимость скорости реакции расщепления, катализируемой 

topo I вируса оспы, от рН раствора указывает на наличие двух АК-остатков фермента, 

протонируемых при рН от 4.6 до 9.7 [42]. Причем для обеспечения максимальной 

активности топоизомеразы одна из этих групп должна быть депротонирована (рКа 6.3), а 

другая протонирована (рКа 
 8.4) [42]. Такая зависимость подразумевает осуществление 

ферментом кислотно-основного катализа, при котором АК-группа с рКа 6.3 выполняет 

роль основания, увеличивая нуклеофильность остатка Tyr274, а вторая с рКа 8.4 – роль 

кислоты, протонирующей уходящую 5’-НО-группу. Обратная реакция также протекает в 

соответствии с кислотно-основным катализом. Считается, что 6 из 9–12 порядков 

ускорения реакции, катализируемой topo, обеспечиваются за счет кислотно-основного 

катализа и 4.3–5.0 порядков – за счет стабилизации переходного состояния при 

взаимодействии расщепляемой фосфодиэфирной группы ДНК с Arg130 белка [42].  

Консервативный остаток Arg130 не участвует в связывании ДНК на начальных 

стадиях ее узнавания ферментом, но может взаимодействовать с межнуклеотидной 

фосфатной группой на стадии катализа [42]. Остаток Arg223, который тоже является 

весьма консервативным, также может принимать участие в стабилизации переходного 

состояния, поскольку показано, что при заменах R223G, R223E и R223Q происходит 

существенное уменьшение как расщепляющей, так и релаксирующей активностей 

фермента [42]. В то же время указанные модификации фермента практически не влияют 

на связывание topo с ДНК [43, 44]. При этом R223K-мутант сохранял прежнюю 

активность, что указывает на необходимость наличия положительно заряженной группы 

в этой области активного центра topo [44]. 

Константы скорости расщепления и религирования ссДНК существенно выше, чем 

для олигонуклеотидов (kcl = 0.3, kr = 4 c-1 соответственно), однако константы 

диссоциации для этих субстратов практически совпадают [45]. Toпoзависимая  

релаксация ссДНК происходит по механизму «свободного вращения»; ДНК вращается со 

скоростью примерно 20 об/с и за один каталитический акт происходит сброс примерно 

пяти супервитков ccДНК [45]. 

 

Эукариотические ДНК-топоизомеразы I 

Группа эукариотических ДНК-топоизомераз IB-подтипа довольно разнообразна по 

относительной молекулярной массе и включает несколько ферментов, содержащих от 

765 до 1019 а.о. [34]. Несмотря на это, нужно отметить, что эукариотические topo IB, 

даже из эволюционно отдаленных видов, достаточно гомологичны. При сравнении АК-

последовательностей topo I человека, дрожжей и Drosophila melanogaster показано [26], 
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что основные различия затрагивают N-концевой участок ферментов, который, по 

некоторым данным, не участвует в связывании и каталитическом превращении ссДНК. В 

то же время домены, участвующие в узнавании ДНК и содержащие каталитически 

активный остаток тирозина, проявляют значительную степень гомологии, что и 

определяет общность биохимических характеристик белков данной группы. Также 

необходимо отметить, что в случае млекопитающих гомология ферментов может 

превышать 90%. 

Исследование эукариотической topo I в значительной степени стимулировалось 

тем, что данный фермент является мишенью для ряда антираковых препаратов [46], 

поэтому наиболее хорошо изучена на настоящий момент topo I человека. 

Эукариотическая topo I связывает дцДНК [47] и “покрывает” область в 20 п.о. [48]. 

В отличие от прокариотического фермента, белок способен катализировать релаксацию 

как «–»-, так и «+»-ссДНК, образуя в ходе реакции ковалентную связь с 3’-фосфатной 

группой ДНК в сайте расщепления. Расщепление различных последовательностей ДНК  

topo I происходит с разной эффективностью [48–50]. Были предприняты попытки 

установить оптимальную для расщепления структуру и последовательность ДНК [51, 

52]. Эукариотическая topo I предпочтительнее связывает ссДНК, чем ее 

релаксированную форму [53–56]. Считается, что повышенное сродство фермента к 

ссДНК обеспечивается ее структурными особенностями, которые связаны с 

топологическим напряжением ДНК [54–56]. Поскольку положительная и отрицательная 

суперспирализации противоположным образом влиюет на параметры спирали ДНК (в 

случае «–»-ссДНК дуплекс недокручен, а в случае «+»-ссДНК – перекручен), 

способность фермента примерно с одинаковой эффективностью релаксировать «+»- и «–

»-супервитки [57] указывает на то, что большее влияние на узнавание топологического 

состояния оказывает наличие изогнутости в ДНК, а не степень скрученности ДНК-

дуплекса. Topo I способна различать топологические изомеры, отличающиеся всего на 

одно «зацепление» [54–56], что весьма неожиданно, поскольку разница в свободной 

энергии таких незначительно различающихся топоизомеров мала [58, 59]. 

Предпочтительное связывание ссДНК эукариотической topo I объясняется 

способностью фермента более эффективно связывать фрагменты ДНК, содержащие 

участки изогнутости (curvature) [52, 60], или два отдельных ДНК-сегмента одновременно 

[57, 61]. Предположение о связывании с двумя отдельными ДНК-сегментами основано 

на результатах, полученных электронной микроскопией, указывающих на 

взаимодействие topo I с дуплексом в участках пересечения цепей ДНК [61]. 
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Оптимальная последовательность, необходимая для связывания и расщепления 

ДНК эукариотической topo I, определялась из сравнительного анализа различных сайтов 

ДНК, расщепляемых ферментом [62, 63]. Такие участки довольно часто встречаются в 

ДНК, и топоизомераза не проявляет абсолютной специфичности по отношению к 

узнаваемой последовательности. Однако, несмотря на это, существуют участки, более 

эффективно расщепляемые белком. Так ДНК-мотив: 

                       A                 A         AAA 

 5’-AAAAAA   ACTTAG    AAA        -3’ 

                       G                 G         TTT 

прочно ассоциирован с топоизомеразой I in vivo [64–66] и с высоким сродством 

связывается с ферментом in vitro. Скорость реакции расщепления в таких участках в 

среднем примерно на три порядка превышает таковые в случае других 

последовательностей ДНК, расщепляемых topo I [67, 68]. 

Согласно данным нуклеазного расщепления и химического футпринтинга, 

эукариотическая topo I защищает от гидролиза обе цепи связанной ДНК на участке 

длиной 15–19 нуклеотидов, при этом сайт расщепления расположен примерно в центре 

защищаемого фрагмента ДНК [69]. 

Для расщепления ДНК необходимо взаимодействие topo I с двумя участками 

дуплекса. Как показано ниже, первый расположен в 5’-концевой части расщепляемой 

ссДНК (участок А) и второй (3’-концевой) предназначен для связывания цепи, 

содержащей 5’-гидроксильный конец ДНК после ее расщепления (участок В; участки А 

и В подчеркнуты на схеме) [70] (схема). 

Минимальная длина участка ссДНК, необходимого для ее узнавания и протекания 

реакции расщепления, составляет 9 и 5 оснований на расщепляемой и нерасщепляемой 

цепях, соответственно [71] (обозначены на последовательности жирным шрифтом). 

Были определены участки последовательности, оказывающие наибольшее влияние на 

эффективность образования комплекса ДНК с ферментом [60, 69, 72, 73], а также 

основания, необходимые для каталитического расщепления и религирования ДНК [71, 

74]. 

В расщепляемой цепи первое основание от 5’-конца сайта расщепления (–1-

основание) всегда пиримидин (чаще всего Тhy) [62, 63], но удаление данного основания 

(замена в ДНК-субстрате нуклеотидного на сахарофосфатное звено) слабо влияет на 

протекание реакции расщепления [69]. Удаление оснований в положениях с –2 по –7 

приводит к полному ингибированию реакции [69]. Отсутствие других оснований в 

расщепляемой или нерасщепляемой цепях в некоторых случаях приводит к частичному 
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ингибированию расщепления либо даже к слабому увеличению активности фермента 

[69].  

Активность topo I зависит от метилирования остатков цитозина в 

последовательностях ДНК. Реакция расщепления стимулируется при метилировании 

цитозина в -4-м положении и полностью ингибируется при метилировании -3-го 

основания [75]. Считается, что эффект ингибирования связан с наличием в большой 

бороздке ДНК метильных групп, которые могут мешать взаимодействию фермента с 

лигандом. Введение  тимина в –3-е положение вместо канонического цитидина  также 

ингибирует реакцию расщепления, при этом урацил в этом положении не оказывает 

влияния на скорость реакции [75]. 

Был проведен компьютерный анализ структурных особенностей 

последовательностей ДНК, гидролизуемых tоро человека [76], c помощью метода, 

предложенного Ощепковым с соавт. [77], основанного на рассмотрении 

конформационных и физико-химических характеристик структурных единиц ДНК-

спирали и дающего детальную информацию о структурном подобии или различиях 

определенных участков ДНК. Обнаружен ряд общих особенностей конформации 

исследованных последовательностей ДНК для участка, расположенного 

непосредственно в районе сайтa расщепления. Близкие значения обнаружены для таких 

структурных характеристик, как угол наклона оснований, сдвиг пары оснований, угол 

поворота спирали и шаг спирали, а также параметра, характеризующего наличие в малой 

бороздке стерически невыгодных контактов между атомами N3, NH2-группы остатков 

гуанина и N3 остатков аденина, что соответствует наличию в сайте расщепления 

последовательностей пурин-пурин. Кроме того, в районе сайта гидролиза всех 

рассмотренных последовательностей, расщепляемых topo, наблюдается заметное 

понижение температуры плавления дуплекса, что может быть необходимым для 

облегчения образования изгибов и изломов в ДНК. Таким образом, очевидно, что 

последовательности, расщепляемые tоро, имеют много общих структурных свойств, 

которые должны определять оптимальное изменение конформации расщепляемой 

последовательности ДНК после ее связывания с ферментом и возрастание скорости 

реакции топоизомеризации при наличии в ДНК торсионного стресса. 

В целом показано, что стадия комплексообразования может вносить небольшой 

вклад в специфичность действия topo I эукариот. Модификации последовательностей 

ДНК в основном влияют на эффективность ферментзависимых конформационных 

перестроек ДНК, ведущих в случае специфических последовательностей к сближению 
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реагирующих орбиталей атомов, участвующих в катализе со стороны фермента и ДНК, 

что приводит к резкому возрастанию скорости реакции [78].  

Особенности ДНК-топоизомеразы I человека  

Человеческая topo I – односубъединичный белок, состоящий из 765 а.о. [79]. 

Фермент состоит из четырех основных доменов (рис. 1б): N-концевой и коровый 

домены, линкерный участок и C-концевой домен [80]. Неконсервативный N-концевой 

домен (∼ 210 а.о.) сильно заряжен и содержит небольшое количество гидрофобных АК-

остатков [80]. Он включает ряд сигнальных пептидов [81] и ответствен за локализацию 

фермента в ядре, опосредованную взаимодействием с нуклеолином [82]. Ранее 

считалось, что данный домен не важен для проявления активности topo I, поскольку 

фермент, лишенный N-концевого участка, также обладал топоизомеразной активностью 

[81]. В то же время последние данные указывают на то, что АК-остатки N-концевого 

домена могут оказывать влияние как на связывание ДНК ферментом, так и на 

каталитическую стадию, а также реакцию релаксации [83]. Хотя все сигнальные 

последовательности, ответственные за локализацию фермента в ядре (NLS – nuclear 

localization signal), играют одну и ту же роль (необходимы для транспорта белка в ядро), 

их состав и протяженность могут варьировать от коротких белковых мотивов до 

больших белковых доменов [84]. Классические белковые мотивы такого рода содержат 

большое число основных АК-остатков и представлены хорошо известным NLS-мотивом 

Т-антигена вируса SV40 [84]. При сравнении последовательностей таких 

консервативных участков с N-концевым доменом topo I обнаружено четыре 

предполагаемых NLS-мотива с большим содержанием остатков лизина [84]. Первый из 

них, NLS-I, включает в себя АК-остатки с 59 по 65, остальные расположены ближе к 

коровому домену (NLS-II: АК 150–156, NLS-III: АК 174–180 и NLS-IV: АК 192–198) 

(рис. 1б). Показано, что только NLS-II ответствен за транспорт фермента в ядро [84], а 

NLS-IV важен для локализации topo I в ядре. Кроме того, обнаружен новый NLS, 

расположенный в области АК-остатков с 117 по 156, который также необходим для 

транспорта, но, в отличие от классических мотивов, содержит большое число 

отрицательно заряженных АК [84]. Это может указывать на существование 

дополнительных механизмов, обеспечивающих «доставку» topo I в ядро. 

В отличие от ядерной topo I, N-концевой домен митохондриальной топоизомеразы 

человека вместо описанных NLS-мотивов содержит АК-последовательности, 

ответственные за доставку фермента в митохондрии [85]. Гены митохондриальной и 

ядерной topo I имеют высокую степень гомологии, однако митохондриальная topo I 

немного короче, она содержит только 601 а.о. Кроме того, этот фермент проявляет 
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максимальную активность в присутствии ионов Ca2+ или Mg2+ и при более щелочных 

значениях рН [85]. 

С-Концевой участок topo I человека (713–765 а.о.) содержит Tyr723, который, 

гидролизуя ДНК, образует фосфоэфирную связь с 3’-концевым фосфатом расщепляемой 

цепи [86]. Проведена замена Tyr723 в активном центре фермента на аналоги тирозина и 

показано, что человеческие топоизомеразы первого типа, содержащие различные 

аналоги  Tyr c фенольной ОН-группой в пара-положении каталитически активны [87]. В 

то же время перемещение ОН-группы в разные положения ароматического кольца или ее 

замена на NH2-, SH- или I-группы приводит к исчезновению катализа реакции 

топоизомеризации. 

С-Концевой домен вместе с коровым доменом (субдомены I, II и III, участок 200–

635), содержащим АК-остатки, формирующие ДНК-связывающий и активный центры 

фермента, способен обеспечивать практически полную ферментативную активность 

topo I [88]. Линкерный участок (АК 636–712), соединяющий коровый и С-концевой 

домены, скорее всего, не нужен для проявления активности topo I [88], но считается, что 

он принимает участие в процессе релаксации ссДНК [26], а также на стадиях связывания 

ДНК и катализа [78].  

Недавно получены данные РСА topo I человека в комплексе с ДНК [26, 89]. РСА 

проведен в двух вариантах: для фермента, состоящего из корового и С-концевого 

доменов (topo-64) [89], и для фермента, содержащего (помимо указанных фрагментов) 

еще и линкерный участок (topo-70) [26]. Неполный фермент topo-64 состоит из четырех 

субдоменов и может существовать в закрытой и открытой конформациях, показанных на 

левой и правой частях рис. 2а, соответственно.  В «закрытой» конформации фермент 

образует белковую глобулу, содержащую в центральной части ДНК-связывающую 

«полость» диаметром 15–20 Å (рис. 2а); в этой конформации субдомены способны 

образовывать кольцо вокруг ДНК. Субдомены I, II и III вместе составляют коровый 

домен, который прочно ассоциирован с С-концевым доменом, образуя неполный 

фермент, активность которого близка к активности полного фермента [88]. Субдомен I 

включает в себя АК-остатки с 215 по 232 и с 320 по 433, и состоит из двух α-спиралей и 

девяти β-цепей. Субдомен II включает АК 233–319, представляющие собой пять α-

спиралей и две β-цепи, и вместе с субдоменом I образует верхнюю половину белковой 

глобулы (рис. 2а). Эти субдомены по структуре имеют сходство с 26-кДа фрагментом 

топоизомеразы I из дрожжей [90], обладающей 53%-ной идентичностью по АК-составу с 

данными фрагментами фермента человека. 
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Субдомен III (АК 424–635) состоит из 10 α-спиралей и 3 β-цепей и содержит все 

АК-остатки активного центра за исключением Tyr723. Данный участок образует 

нижнюю половину белковой глобулы и функционирует как шарнир, важный для 

образования открытой и закрытой форм фермента (рис. 3). В закрытой конформации 

субдомены I и III образуют контакты за счет трех АК-остатков от каждого субдомена и 

одного солевого мостика. Коровый домен фермента плотно контактирует с С-концевым 

доменом, в первую очередь, за счет контактов трех α-спиралей субдомена III [89]. 

Прочность контакта обеспечивается гидрофобными взаимодействиями за счет 

содержащихся в этом участке 11 неполярных АК-остатков.  

Структура неполного фермента (topo-70) (рис. 2б) также дополнительно 

стабилизируется пятью специфическими водородными связями и тремя солевыми 

мостиками. С-Концевой домен содержит АК-остатки с 713 по 765 и состоит из пяти 

коротких α-спиралей и содержит каталитический остаток Tyr723. Центральная полость 

topo содержит большое число заряженных АК-остатков: 15 Lys и 8 Arg, обеспечивающих 

высокий положительный электрический потенциал внутренней полости topo I. АК, 

участвующие в катализе, включая Tyr723, также контактируют с положительно 

заряженной полостью. Существует значительное структурное сходство между 

некоторыми субдоменами topo I и другими ДНК-связывающими белками [91, 92]. 

 

Взаимодействие ДНК-топоизомеразы I с ДНК 

Механизм узнавания ДНК topo I мыши и человека был детально изучен методом 

последовательного усложнения структуры лиганда, позволяющего выявить важность 

разных факторов белково-нуклеиновых взаимодействий и оценить относительный вклад 

каждого отдельного нуклеотидного звена в общее сродство ДНК к ферменту [93–95]. 

Показано, что оба фермента взаимодействуют с 10 нуклеотидными звеньями ДНК, 

находящимися в пределах основного ДНК-узнающего центра, но, кроме того, они могут 

взаимодействовать и с дополнительными звеньями, фланкирующими двухцепочечный 

декануклеотид, находящимися вне основной ДНК-узнающей полости topo I [95, 96]. 

Несмотря на то что эти topo I являются сиквенс-специфическими ферментами, они 

способны с достаточно высокой эффективностью связывать любые олигонуклеотиды 

[95–99]. В отличие от фермента мыши, topo I из плаценты человека имеет аномально 

высокое сродство к коротким олигонуклеотидам d(pN)2-6,  но эти же короткие 

последовательности олигонуклеотидов в составе более длинных лигандов, например 

декануклеотидов, имеют близкое сродство к topo I как мыши, так и человека [96, 97]. 
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Взаимодействие человеческой и мышиной topo I с отдельными звеньями в составе 

неспецифических d(pN)10 описывается близкими алгоритмами [96, 97]: 

Kd[d(pN)n]= Kd[(Pi)]•[f]-n = Kd[(Pi)]•(е)
1-n•(hC)-c•(hT)

-t•(hG)-g•(hA)-a (n = 10), 

где Kd[(Pi)] = 0.36–0.38 М – константа диссоциации, отражающая эффективность 

взаимодействия topo с одной из межнуклеозидных фосфатных групп одноцепочечной 

d(pN)10, которая имеет повышенное сродство к ферменту, е и hN – электростатический и 

гидрофобный факторы соответственно (эти факторы слабо отличаются для topo мыши и 

человека); c, t, g и a – число С, Т, G и A оснований в составе d(pN)10. 

Каждая из 9 межнуклеозидных фосфатных групп увеличивает сродство d(pN)10 в 

∼1.6 раза (фактор е). Электростатический фактор е (Kd = 1/e) отражает повышение 

сродства d(pN)10 за счет образования слабых аддитивных электростатических и/или 

водородных связей фермента с одной из 9-ти отрицательно заряженных фосфатных 

групп d(pN)n. Величины ∆G0 (≈–0.3 ккал/моль), характеризующие взаимодействия 

межнуклеотидных фосфатных групп ДНК с обеими топоизомеразами, достаточно малы 

и сравнимы с таковыми для слабых диполь-дипольных и ион-дипольных 

взаимодействий. Это может свидетельствовать в пользу взаимодействия обеих topo с 

неспецифическими ДНК по типу взаимодействия не непосредственно контактирующих 

групп, а противоположно заряженных поверхностей биополимеров [96–99]. 

Topo мыши и человека образуют сравнимые по силе слабые аддитивные 

гидрофобные и/или Ван-дер-Ваальсовы контакты с основаниями d(pN)10, которые 

характеризуются “гидрофобным” фактором hN (Kd = 1/hN). При взаимодействии с 

неспецифическими d(pN)10 сродство topo практически не зависит от их 

последовательности и определяется общим числом оснований С, Т, G и А. Возрастание 

сродства topo к d(pN)10 за счет гидрофобных взаимодействий с разными основаниями 

определяется факторами hN: факторы hN для topo мыши равны: C (1.02), T (1.16), G (1.27) 

и A (1.40). Величины факторов hN коррелируют с относительной гидрофобностью 

оснований: C<T<G<A. Образование большого числа слабых аддитивных взаимодействий 

topo с различными структурными элементами неспецифических d(pN)n обеспечивает 

достаточно высокое сродство таких лигандов к этим ферментам, например, Kd  для 

d(pА)10 = 8.5 10-5 M (topo мыши) [96, 97]. 

Образование двухцепочечных структур ведет к уменьшению доступности 

оснований ДНК для их взаимодействия с АК-остатками фермента и поэтому на уровне 

двухцепочечных олигонуклеотидов гидрофобные и/или Ван-дер-Ваальсовы 

взаимодействия topo c основаниями ДНК практически не реализуются. Уменьшение 

эффективности взаимодействий topo c основаниями при переходе от одноцепочечных к 
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двухцепочечным  d(pN)10 в некоторой степени компенсируется образованием прочных 

контактов фермента со второй цепью ДНК и увеличением сродства первой цепи к topo за 

счет комплементарных взаимодействий между цепями. В целом это ведет к повышению 

сродства двухцепочечной ДНК по сравнению с одноцепочечной  в ∼10 раз [96, 97]. 

Вклад слабых аддитивных взаимодействий межнуклеотидных фосфатных групп каждой 

из цепей неспецифической двухцепочечной ДНК в сродство фермента к дуплексу 

сопоставим [96, 97], что согласуется с данными РСА о сопоставимом числе контактов 

topo с каждой из двух комплементарных цепей ДНК [26, 89]. Cродство topo к 

двухцепочечному d(pN)10 в хорошем приближении описывается алгоритмом: 

Kd[дцd(pN)n]= Kd[(Pi)]•(е)
1-2n = Kd[(Pi)]•(1.67)1-2n, где n – число пар оснований в составе 

дуплекса. 

При переходе от неспецифических к специфическим одно- и двухцепочечным 

d(pN)n сродство фермента к этим лигандам существенно возрастает [96–99]. Из 

сравнения величин Kd для одно- и двухцепочечных специфических d(pN)n различной 

длины (n = 1–10), соответствующих различным участкам расщепляемой и 

комплементарной ей цепи, оценены величины Kd, характеризующие прочность 

контактов topo мыши и человека с отдельными структурными элементами 

специфической последовательности. Взаимодействие ферментов со специфической ДНК 

описано с помощью термодинамической модели (рис. 4) [97]. Наиболее прочные 

контакты topo образуют с расщепляемой цепью ДНК, причем основной вклад в сродство 

обеспечивается ([–2(Т), –1(Т)]-звеньями сайта расщепления, а также [–5(G), –4(A)]-

динуклеотидом, удаленным от активного центра [97]. Результаты термодинамического 

анализа хорошо согласуются с данными РСА [26, 89]. 

Единственным специфическим контактом topo c ДНК является водородная связь 

фермента с [1(Т)]-звеном ДНК. Остальные водородные связи и электростатические 

контанты topo с межнуклеозидными фосфатными группами ДНК (см. рис. 4) имеют в 

своей оcнове неспецифический характер и могут реализовываться на уровне как 

специфической, так и неспецифической ДНК. В то же время при переходе от 

неспецифической к специфической  последовательности ДНК происходит сущеcтвенное 

усиление этих исходно неспецифических контактов и они приобретают характер в 

некоторой степени специфических. Одной из причин усиления таких контактов является 

то, что ДНК-связывающий центр topo обладает изогнутостью [96, 97]. Поскольку 

специфические последовательности ДНК способны легче переходить в изогнутую 

конформацию,  они образуют с ферментом более прочные кооперативно-

координированные контакты (рис. 5г) [96]. В целом, неспецифические взаимодействия 
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topo c двухцепочечной d(pN)10 обеспечивают около пяти порядков сродства (Кd∼10-5 M) и 

усиливаются примерно на порядок в случае специфических d(pN)10 (Кd∼10-6 M) [96, 97]. 

Дополнительные взаимодействия topo с AT-фланкирующими последовательностями 

протяженных специфических d(pN)n (20 > n > 10) увеличивают сродство еще примерно 

на один порядок (Кd∼10-7 M). Возрастание сродства различных неспецифических и 

специфических олигонуклеотидов после их предынкубации с ферментом зависит от их 

структуры и длины, но в пределе сродство возрастает примерно на один порядок (Кd∼10-8 

M). Сродство протяженных d(pN)20 (Кd∼10-8 M) сопоставимо с таковым для 

релаксированной плазмидной ДНК, а разница в сродстве между суперскрученной и 

релаксированной ДНК составляет примерно два порядка [96, 97]. Таким образом, вклад 

специфических взаимодействий topo со структурными элементами сcДНК (Кd ∼10-10 M) 

[45] не превышает 2 порядков [96, 97]. В целом, высокое сродство topo к ссДНК 

обеспечивается суммой всех перечисленных выше факторов: 10-5М•10-1•10-1•10-1•10-2 = 

10-10 М. Особую роль в специфичности действия topo играют конформационные 

изменения ДНК, которые, как известно, обеспечивают подгонку реагирующих орбиталей 

атомов со стороны фермента и специфической ДНК с точностью до ∼10–15o 

(орбитальное управление). Напряжение, обусловленное деформацией связи на 10о, 

составляет всего 2.7 ккал/моль, и такой энергетический барьер легко преодолевается уже 

при температуре 25–30оС. Стадия адаптации структуры ДНК (в отличие от стадии 

комплексообразования фермента с ДНК) исключительно чувствительна к 

последовательности и исходной структуре ДНК в растворе и именно эффективная 

адаптация ДНК ведет к повышению скорости реакции для специфической ДНК по 

сравнению с неспецифической на ∼3–4 порядка [96, 97]. 

Топоизомераза связывает ДНК-субстрат в своей центральной части, так что 

фермент как бы оборачивается вокруг ДНК, при этом все три субдомена (I, II и III) 

корового домена и С-концевой участок фермента взаимодействуют с ДНК [63]. 

Связывание ДНК происходит таким образом, что положительно заряженная поверхность 

ДНК-узнающей полости фермента располагается в непосредственной близости от 

сахарофосфатного остова ДНК. Участок субдомена I (АК 410–429), представляющий 

собой β-цепь, тесно контактирует с ДНК, располагаясь в большой бороздке строго 

напротив сайта расщепления. Область контактов между субдоменами I и III, 

обеспечивающая переход фермента в закрытую конформацию, также образует контакты 

с ДНК. Кроме того, α-спираль субдомена III (АК 586–605) дополнительно стабилизирует 
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взаимодействие белка с ДНК, обеспечивая контакты с –4 и –5 фосфатными группами 

дуплекса. 

Фермент взаимодействует только с центральной частью ДНК длиной в 10 п.о. 

(нуклеотидные звенья с –4 по +6) в основном за счет контактов с межнуклеотидными 

фосфатными группами ДНК. Topo I образует один специфический контакт в малой 

бороздке ДНК между Lys532 и О2-карбонильным атомом кислорода (–1)-тимина 

расщепляемой цепи. Образование этого контакта объясняет наличие тимина в –1-

положении практически во всех участках предпочтительного связывания ДНК с 

топоизомеразой [63], поскольку тимин – это единственное основание, у которого 

электронные пары О2 не участвуют в образовании уотсон-криковских водородных 

связей и способны образовывать водородную связь с аминогруппой остатка Lys532. В то 

же время самые последние данные РСА [97] указывают на то, что замена Тhy(–1) на 

цитозин не приводит к исчезновению специфического контакта, а предпочтительное 

расщепление участков, содержащих Т(–1), может быть связано с конформационными 

изменениями структуры дуплекса, происходящими после связывания ДНК с ферментом 

[100]. Данные РСА также выявили конформационные изменения ДНК: концы ДНК-

дуплекса, находящегося в комплексе с ферментом, сдвигаются на 5.4 Å в направлении, 

перпендикулярном оси ДНК [100], при этом дуплекс образует некоторый изгиб, что 

отчасти подтверждает нашу гипотезу об изогнутости ДНК-узнающего центра, 

сформулированную на основании результатов термодинамического анализа [96, 97]. 

Несмотря на то что линкерный домен не является абсолютно необходимым для 

проявления активности topo I, он, по-видимому, играет определенную роль в связывании 

ДНК и влияет на скорость ее расщепления. Действительно, неполный фермент (при 

полном отсутствии или с нарушенной функцией линкерного домена) связывает ДНК в 20 

раз хуже, чем полная topo70 [88]. Кроме того, равновесие реакции расщепление / 

религирование в случае неполного фермента сдвинуто в сторону религирования [88]. 

Наличие или отсутствие линкерного домена также оказывает значительное влияние на 

функционирование topo I в присутствии специфического ингибитора камптотецина 

[101], что может быть подтверждением участия линкерного домена в реакции 

релаксации, о чем сделано предложение в работе [26]. Удаление части линкерного 

домена приводит к нарушению доменной организации фермента и, в результате, 

образованию димерных форм topo I [102].  

Структура линкерного домена (АК-остатки Pro636–Lys712) была определена с 

помощью РСА topo-70 (рис. 2б) [26]. Линкерный домен, содержащий 77 АК-остатков, 

состоит из двух протяженных α-спиралей, соединенных коротким участком Met675–
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Ala678, которые образуют структуру спираль–поворот–спираль. Две α-спирали 

линкерного домена взаимодействуют между собой, образуя ряд классических лейцин-

лейциновых гидрофобных контактов, а также контактов с участием алифатических 

участков обеих пептидных цепей. Доступная для ДНК поверхность линкерного домена 

достаточно сильно заряжена. Участок домена, обращенный к ДНК (его верхняя часть), 

содержит большое количество АК-остатков, несущих положительный заряд: девять 

остатков Lys и Arg и только два остатка Asp. Нижняя часть линкера, напротив, имеет 

незначительный положительный заряд (семь остатков Lys и Arg компенсируются 

шестью остатками аспарагиновой и глутаминовой кислот). Полученные данные 

указывают на то, что такая специфическая структура линкерного домена может играть 

важную роль в механизме действия топоизомеразы [26].  

Линкерный домен выступает из основной глобулы фермента и отклонен на 30о от 

оси ДНК-дуплекса (рис. 2б и 3), а его вершина находится на расстоянии примерно 35 Å 

от ближайшей межнуклеотидной фосфатной группы ДНК. В связи с этим, домен 

образует лишь два контакта с межнуклеозидными фосфатными группами ДНК-лиганда, 

расположенными между +7- и +8-нуклеотидами нерасщепляемой и +9- и +10-

нуклеотидами   расщепляемой цепи, с помощью Arg708 и Lys650 АК-остатков белка, 

соответственно. Все остальные семь положительно заряженных АК-остатков этого 

домена не образуют каких-либо прямых контактов с ДНК. Аналогичную ситуацию 

можно наблюдать для двух α-спиралей коровых субдоменов I и II (АК-остатки c Thr303 

по Tyr338), поверхность которых, обращенная к ДНК, также содержит шесть 

положительно заряженных АК-остатков, но образуется только один контакт Arg316 с 

межнуклеотидной фосфатной группой между +5- и +6-звеньями расщепляемой цепи.  

Наличие двух близко расположенных участков фермента, имеющих положительно 

заряженные поверхности, обращенные к ДНК, но не образующих с ней прямых  

контактов, предполагает их важную роль в реализации механизма топоизомеризации за 

счет создания положительного потенциала и возможности образования контактов с ДНК 

в особых ситуациях [26]. Предполагается, что, несмотря на достаточное удаление от 

ДНК, линкерный домен фермента может участвовать в его связывании ссДНК, если 

спираль будет в необходимой степени изогнута или если в дуплексе образуется излом 

(рис. 5) [78]. Поддержание конформации ДНК с изломом за счет взаимодействия с 

линкерным доменом может играть решающую роль на стадии катализа, поскольку 

изменение структуры ДНК обеспечивает необходимые перестройки в активном центре 

фермента, а также ДНК, которые важны для эффективности протекания реакции 

расщепления [78].  
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Активный центр топоизомеразы I 

На основании результатов РСА и сравнительного анализа АК-последовательностей 

всех эукариотических топоизомераз [26], а также результатов влияния на активность 

ферментов аминокислотных замен, введенных с помощью направленного мутагенеза [36, 

86, 103–107], был предложен механизм расщепления и религирования фосфодиэфирной 

связи ДНК [26]. 

Коллинеарное расположение гидроксильной группы каталитического остатка 

тирозина относительно О5’–Р-фосфоэфирной связи обеспечивает нуклеофильную атаку 

ОН-группой Tyr этой связи с последующим образованием ковалентной связи фермента с 

3’-концом расщепленной ДНК. Остатки Arg488 и His632 являются абсолютно 

консервативными для всех клеточных и вирусных топоизомераз IВ-типа [26]. Согласно 

данным модификации topo человека, дрожжей и вируса оспы, эти АК-остатки играют 

важную роль в реакции расщепления–религирования ДНК [36, 86, 103–107], они 

взаимодействуют  с атомами кислорода расщепляемой фосфоэфирной связи (рис. 6) [26]. 

Принимающие участие в катализе консервативные АК-остатки аргинина (Arg488 и 

Arg532) необходимы для стабилизации переходного состояния через образование 

водородной связи с одним из атомов кислорода межнуклеозидной фосфатной группы 

(рис. 6). Другой атом кислорода фосфатной группы интермедиата образует водородную 

связь с Nε2-атомом His632, который в принципе мог бы выступать в качестве кислотного 

катализатора, протонирующего 5’-атом кислорода уходящей группы в ходе реакции 

нуклеофильного замещения (рис. 6).  В то же время данные по замене His632 на другие 

АК-остатки позволили предположить, что данная АК вряд ли может играть роль донора 

протона, и значение His632 может сводиться только к координации расщепляемой 

фосфатной группы в активном центре topo I [27]. 

На начальном этапе в радиусе 4 Å от атакующей ОН-группы Tyr723 не было 

обнаружено каких-либо групп, способных выступать в качестве основания, 

увеличивающего ее нуклеофильность.  Ближайшим АК-остатком является His632 (рис. 

6), который, как предполагалось, не может играть эту роль, поскольку Nε2-атом остатка 

гистидина расположен на расстоянии 5.5 Å от гидроксильной группы Tyr. 

Предполагалось, что роль основного катализатора в рассматриваемой реакции может 

выполнять молекула воды [26]. Действительно, согласно новым данным РСА [100], 

молекула воды располагается в активном центре в непосредственной близости от HO-

группы Tyr723 и образует водородную связь с гуанидиниевой группой Arg590 (рис. 6) 

[100]. Таким образом, молекула воды может играть роль основания, активирующего 

каталитическую группу Tyr723. Кроме того, гуанидиниевая  группа Arg590,  
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расположенная на расстоянии 2.5 Å от HO-группы Tyr723, может существенно изменять 

ее кислотность [100]. Все эти факторы должны существенно облегчать 

депротонирование HO-группы Tyr723 и способствовать ее нуклеофильной атаке 

фосфодиэфирной связи [100]. Поворот расщепляемой межнуклеотидной фосфатной 

группы в активном центре приводит к тому, что Lys532 приобретает возможность 

взаимодействовать с одним из атомов кислорода фосфатной группы, не участвующим в 

образовании новой фосфоэфирной связи [100].  

Возможность участия His632 в качестве основания в реакции религирования ДНК, 

которое могло бы увеличить нуклеофильность 5’-ОН-группы расщепленной ДНК, 

осталась под вопросом, поскольку такую роль остатка гистидина невозможно было 

выявить на основании данных структуры ковалентного комплекса ДНК с topo I [89]. 

Также интересную особенность можно отметить при анализе данных РСА 

комплексов ДНК с ферментом, который содержит или лишен  линкерного домена [26, 

89]. В отсутствие линкерного домена расположение атакующей НО-группы 

каталитического остатка Tyr723 и межнуклеозидной фосфатной группы ДНК в активном 

центре не соответствует оптимальному, в то время как при наличии линкерного домена 

конформация расщепляемой фосфодиэфирной связи изменяется, при этом происходит 

поворот относительно С4’–С5’-связи на угол 45о [26, 78]. В то же время более сильный 

поворот должен привести к наиболее оптимальному расположению реагирующих групп 

[26, 78]. Необходимо отметить, что подобные изменения конформации 

сахарофосфатного остова происходят при образовании изломов в ДНК [108]. Таким 

образом, не исключено, что каталитической реакции расщепления предшествует 

формирование излома или изгиба в ссДНК, что в свою очередь облегчается за счет 

связывания ДНК с  «изогнутым» ДНК-узнающим центром фермента [78]. В результате 

такого изменения структуры происходит изменение конформации расщепляемой 

фосфоэфирной связи, что оптимизирует взаимодействия между реагирующими группами 

со стороны фермента и субстрата и приводит к увеличению скорости реакции [78]. 

Механизм действия ДНК-топоизомеразы I 

Детальный механизм действия фермента был предложен нами на основании 

совокупности имеющихся данных РСА [26, 89] и термодинамического анализа [78, 95–

107]. Весь процесс происходит в несколько стадий и подробно описан нами в работе [78] 

и схематически изображен на рис. 7. На первом этапе (рис. 7а, б) фермент переходит в 

открытую конформацию, когда возможно взаимодействие ДНК с внутренней полостью 

topo I. При этом происходит образование неспецифических контактов ДНК с ферментом. 

Необходимо отметить, что возможность topo I эффективно взаимодействовать с любой 
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последовательностью дцДНК, позволяет ферменту скользить по ДНК в поиске 

специфических участков. Далее topo I переходит в закрытую конформацию и 

осуществляет поиск специфической последовательности (рис. 7в, г). При образовании 

прочных специфических контактов с Тhy и близлежайшей (–1)-фосфатной группой 

фермент останавливается и формирует контакты с межнуклеозидной фосфатной группой 

между –5(G)-  и –4(A)-звеньями специфической последовательности [97]. Если эти 

контакты образовались, то становится возможным последующее кооперативное 

усиление дополнительных контактов фермента с двумя межнуклеозидными фосфатными 

группами между –4(А)-, –3(С)- и – 2(Т)-звеньями. Дальнейшее образование 

дополнительных специфических контактов фермента с межнуклеозидными фосфатными 

группами в зоне +1(А)–+9(Т) и усиление всех контактов подготавливает специфическую 

ДНК для дальнейшей «подгонки» ее структуры до каталитически активного 

состояния.(рис. 7д, е) [97].  

Далее в районе сайта расщепления происходит образование излома в ДНК. При 

этом установление контактов дуплекса с линкерным доменом topo I позволяет 

удерживать ДНК в конформационно активном состоянии (рис. 7ж, з). Образование 

излома облегчается за счет изогнутости ДНК-связывающего центра topo I, которая более 

выражена как раз в районе сайта расщепления, а также за счет топологического 

напряжения ДНК. В результате такого изменения конформации происходит поворот 

расщепляемой фосфатной группы вокруг связи C4’–C5’ (рис. 7, стадия ж), что должно 

соответствовать оптимальному расположению реагирующих групп в активном центре 

фермента. При таком повороте также может осуществляться более прочное закрепление 

расщепляемой фосфоэфирной группы, поскольку расстояния до координирующих ее 

Arg488, Arg590 и His632 уменьшаются с 3.2, 3.0 и 3.3 Ǻ до 2.7, 2.7 и 2.8 Ǻ 

соответственно. Энергия образующейся Tyr-фосфатной связи ковалентного 

интермедиата между НО-группой Tyr723 топоизомеразы и ДНК примерно на 

1 ккал/моль выше, чем энергия разрываемой фосфоэфирной связи ДНК [41]. Однако 

энергетические затраты, идущие на образование излома, повышают энергию этой связи, 

делая атаку НО-группы Tyr723 термодинамически выгодной. При реакции 

религирования энергетически богатая фосфотирозиновая связь легко разрушается и 

происходит замещение атома кислорода НО-группы Tyr  на атом кислорода 5’-ОН-

группы ДНК. Релаксация ДНК приводит к уменьшению топологического напряжения 

спирали и снижает степень изогнутости ДНК, что облегчает диссоциацию фермента 

(рис. 7и, к). 
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Существуют два возможных механизма реакции релаксации ДНК, осуществляемой 

различными топоизомеразами первого типа. Механизм свободного вращения ДНК и 

механизм пропускания цепи через образующийся разрыв принципиально различаются 

между собой и осуществляются topo различных подклассов. Считается, что процесс 

релаксации ссДНК, катализируемый topo человека, происходит при вращении дуплекса 

вокруг неразорванной цепи ДНК. Однако механизм в этом случае отличается от 

классического и может быть назван механизмом контролируемого вращения, поскольку 

белок в ходе релаксации способен контактировать с вращающейся частью ДНК и, тем 

самым, регулировать процесс топоизомеризации [26]. Данная модель была предложена 

на основании следующих соображений. При свободном вращении цепи ДНК вокруг 

одной из связей возможны столкновения ДНК с белковой глобулой topo. Это отрицает 

возможность обычного свободного вращения. Движение вращающейся части ДНК было 

смоделировано, с допуском, что изгиб в ДНК может быть имитирован псевдосвязями, 

закрепляющими 3’-атом кислорода между –1- и +1-нуклеотидами нерасщепленной цепи. 

Если смоделировать вращение ДНК вокруг таких псевдосвязей, то участок ДНК, 

расположенный на 5’-конце сайта расщепления, может быть пространственно сближен с 

линкерным доменом фермента, а при дальнейшем вращении ДНК на угол ~180о сближен 

с другим участком фермента, способным контактировать с ДНК (две α-спирали в 

белковой последовательности Thr303–Tyr338). Таким образом, положительно 

заряженные участки линкерного домена и области Thr303–Tyr338 могут 

взаимодействовать с вращающейся ДНК в процессе релаксации [26]. 

 

ДНК-топоизомераза V 

ДНК-топоизомераза V была выделена из гипертермофильных бактерий [25, 109]. 

Эта топоизомераза связывается с поликлональными антителами к topo I человека и по 

своим биохимическим свойствам близка к топоизомеразам IB-подкласса [109]. Фермент 

релаксирует как «–»-, так и «+»-ссДНК при температуре меньше 90оС по механизму, 

сходному с механизмом для эукариотических topo I [109]. При температуре от 90 до 

100оС действие topo V приводит к уменьшению числа зацеплений в дцДНК, что 

характерно для реакции, катализируемой гиразой [110]. Подобную ферментативную 

активность topo V способна проявлять даже при очень высоких температурах вплоть до 

122оС [110]. Таким образом, при температурах ниже точки плавления ДНК topo V 

релаксирует дцДНК. При высоких температурах, когда происходит плавление ДНК-

дуплекса, образуются участки с «+»-суперспирализацией, которые предохраняют ДНК 

от дальнейшей денатурации [110]. В этих условиях topo V может катализировать 
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релаксацию «+»-супервитков, что приводит к дальнейшему плавлению дцДНК. 

Считается, что каталитическое действие topo V, проявляемое при экстремально высоких 

температурах, может быть очень важным для развития гипертермофильных бактерий, 

поскольку позволяет преодолевать топологические проблемы, затрудняющие протекание 

жизненно важных клеточных процессов [110]. 

Таким образом, топоизомеразы IВ-типа являются исключительно конформационно 

активными ферментами, которые узнают как специфические, так и неспецифические 

ДНК. Сложная пространственная белковая структура topo IВ-типа позволяет этим 

ферментам работать как с суперскрученными, так и релаксированными ДНК, а 

специфичность их действия обусловлена большим числом различных факторов, которые 

обеспечивают тонкую подгонку структуры специфической ДНК до каталитически 

активного состояния. 

 

Работа поддержана Программами фундаментальных исследований Президиума 

РАН и Президиума СО РАН «Молекулярная и клеточная биология» и 

«Фундаментальные науки – медицине» и грантом Президиума СО РАН. 
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РИСУНКИ И СХЕМА 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 1. Доменная организация ДНК-топоизомераз I вируса оспы (а) [33] и 

человека (б) [80]; в – схематическое изображение механизма 
реакции расщепления / религирования, катализируемой topo I 
вируса оспы. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2. Доменная организация и структура 
делеционных мутантов topo I 
человека: а – мутантный белок topo-
64, лишенный линкерного домена, в 
закрытой (слева) и открытой 
конформации (справа); б – 
мутантный белок topo-70, 
содержащий линкерный домен.  
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Рис. 3. Закрытая (а) и открытая (б) конформации topo I человека, обеспечивающие 
связывание и закрепление ДНК во внутренней полости фермента.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4. Схематическое изображение неспецифических контактов, образуемых АК-остатками topo I 
человека с межнуклеозидными фосфатными группами и специфических контактов с остатками 
Тhy специфической последовательности, выявленных РСА [26, 89]. Справа и слева приведены 
данные приблизительной оценки (методом постепенного усложнения структуры лиганда) 
относительного вклада этих контактов в общее сродство topo к ДНК [96, 97].  
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Рис. 5. Конформационные изменения в ДНК при образовании ее комплекса с topo I: a – ДНК, 
содержащая специфическую для topo I последовательность; б и в –  образование излома в ДНК 
при взаимодействии в ДНК-узнающем центре и образование контактов ДНК с линкерным 
доменом фермента; г – специфическое строение ДНК-узнающего центра topo I, 
предназначенного для эффективного связывания изогнутых участков ссДНК. Флажками в ДНК-
узнающем центре topo I обозначены АК-остатки белка, контактирующие с соответствующими 
межнуклеозидными фосфатными группами ДНК, которые обозначены треугольниками. После 
образования излома в ДНК меняется конформация расщепляемой межнуклеозидной фосфатной 
группы, что обеспечивает правильное расположение реагирующих групп в активном центре и 
увеличивает скорость реакции. Направление излома определяется большей изогнутостью ДНК-
узнающего центра в районе сайта расщепления. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 6. Взаимодействие АК-остатков активного центра topo I человека с расщепляемой 
фосфоэфирной группой ДНК.  
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Рис. 7. Схематическое изображение различных этапов узнавания ссДНК эукариотической topo I, ее 
разрезания и последующей релаксации: а – взаимодействие topo c легко доступными петлевыми 
участками дуплекса; б – переход фермента в «открытую» конформацию путем разрушении 
взаимодействий между субдоменами I и III; в – образование первоначальных неспецифических 
аддитивных контактов ДНК с АК-остатками субдомена III, ведущих к конформационным 
изменениям фермента; г – переход topo из «открытой» в «закрытую» конформацию, когда 
становится возможным образование большего числа неспецифических контактов ДНК с 
участками обоих субдоменов ДНК-узнающего центра фермента, а также скольжение фермента по 
ДНК в поиске специфической последовательности; д – нахождение ферментом Т-содержащей 
специфической последовательности, изменение ее конформации в центральной части дуплекса, 
«доведение конформации ДНК» до каталитически компетентного состояния и образование 
ковалентного интермедиата topo-ДНК; е – релаксация ДНК; ж –  уменьшение топологического 
напряжения ДНК; з – религирование–восстановление разрыва в ДНК атакой свободной 5’-ОН-
группой фосфата; и –  переформирование структуры активного центра фермента для 
осуществления повторных циклов расщепления; к –  диссоциация topo c ДНК.  
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Схема. Схема взаимодействия topo I с двумя участками дуплекса, расположенными в 5’-концевой части 
расщепляемой ссДНК (участок А) и в 3’-концевой (участок В; участки А и В на схеме 
подчеркнуты) [70].  

 

 

 

 


