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Аннотация. ДНК-диоксигеназа человека ABH2 относится к семейству AlkB-подобных негемовых диоксигеназ, 
которые действуют на широкий спектр субстратов и обладают сложным каталитическим механизмом с учас
тием α-кетоглутарата и иона Fe(II) в качестве кофактора. Представители семейства AlkB катализируют прямое 
окисление алкильных заместителей в азотистых основаниях ДНК и РНК, обеспечивая защиту от мутагенного 
воздействия эндогенных и экзогенных алкилирующих агентов, а также участвуя в регуляции уровня метили-
рования некоторых РНК. Фермент ABH2, локализованный преимущественно в ядре клетки, проявляет специ
фичность к двуцепочечным ДНК-субстратам и, в отличие от большинства других AlkB-подобных ферментов 
человека, обладает довольно широким спектром субстратной специфичности, окисляя алкильные группы 
таких модифицированных азотистых оснований, как, например, N 1-метиладенозин, N 3-метилцитидин, 1,N 6-эте
ноаденозин и 3,N 4-этеноцитидин. В данной работе с целью анализа механизма, обеспечивающего субстратную 
специфичность фермента, и выяснения функциональной роли аминокислотных остатков в составе активно-
го центра нами выполнено молекулярно-динамическое моделирование комплексов фермента ABH2 дикого 
типа и его мутантных форм, содержащих аминокислотные замены V99A, F124A или S125A, с  двумя типами 
ДНК-субстратов, несущих метилированные основания N 1-метиладенин или N 3-метилцитозин. Установлено, 
что замена V99A приводит к увеличению подвижности белковых петель L1 и L2, участвующих в связывании 
ДНК-субстрата, и изменяет распределение π-π-контактов боковой цепи остатка F102 с азотистыми основани-
ями, расположенными рядом с поврежденным нуклеотидом. Замена F124A приводит к потере π-π-стэкинга с 
поврежденным основанием, что, в свою очередь, дестабилизирует архитектуру активного центра, вызывает 
нарушение взаимодействия с ионом железа и препятствует оптимальному каталитическому позиционирова-
нию α-кетоглутарата в активном центре. Замена S125A приводит к потере прямого взаимодействия петли L2 с 
5’-фосфатной группой поврежденного нуклеотида, ослабляя связывание фермента с ДНК-субстратом. Таким 
образом, полученные данные позволили установить функциональную роль трех аминокислотных остатков ак-
тивного центра и расширить понимание структурно-функциональных связей в процессах узнавания повреж-
денного нуклеотида и формирования каталитического комплекса ферментом ABH2 человека. 
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Abstract. The ABH2 enzyme belongs to the AlkB-like family of Fe(II)/α-ketoglutarate-dependent dioxygenases. Vari-
ous non-heme dioxygenases act on a wide range of substrates and have a complex catalytic mechanism involving 
α-ketoglutarate and an Fe(II) ion as a cofactor. Representatives of the AlkB family catalyze the direct oxidation of alkyl 
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substituents in the nitrogenous bases of DNA and RNA, providing protection against the mutagenic effects of endo
genous and exogenous alkylating agents, and also participate in the regulation of the methylation level of some 
RNAs. DNA dioxygenase ABH2, localized predominantly in the cell nucleus, is specific for double-stranded DNA sub-
strates and, unlike most other human AlkB-like enzymes, has a fairly broad spectrum of substrate specificity, oxidizing 
alkyl groups of such modified nitrogenous bases as, for example, N 1-methyladenosine, N 3-methylcytidine, 1,N 6-ethe-
noadenosine and 3,N 4-ethenocytidine. To analyze the mechanism underlying the enzyme’s substrate specificity and 
to clarify the functional role of key active-site amino acid residues, we performed molecular dynamics simulations of 
complexes of the wild-type ABH2 enzyme and its mutant forms containing amino acid substitutions V99A, F124A and 
S125A with two types of DNA substrates carrying methylated bases N 1-methyladenine and N 3-methylcytosine, respec-
tively. It was found that the V99A substitution leads to an increase in the mobility of protein loops L1 and L2 involved 
in binding the DNA substrate and changes the distribution of π-π contacts between the side chain of residue F102 
and nitrogenous bases located near the damaged nucleotide. The F124A substitution leads to the loss of π-π stacking 
with the damaged base, which in turn destabilizes the architecture of the active site, disrupts the interaction with the 
iron ion and prevents optimal catalytic positioning of α-ketoglutarate in the active site. The S125A substitution leads 
to the loss of direct interaction of the L2 loop with the 5’-phosphate group of the damaged nucleotide, weakening 
the binding of the enzyme to the DNA substrate. Thus, the obtained data revealed the functional role of three amino 
acid residues of the active site and contributed to the understanding of the structural-functional relationships in the 
recognition of a damaged nucleotide and the formation of a catalytic complex by the human ABH2 enzyme.
Key words: DNA repair; base methylation; human DNA dioxygenase ABH2; MD modeling; functional role of amino 
acid residues
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Введение
Стабильность генетической информации, закодирован­
ной  в виде последовательности нуклеотидов ДНК, 
чрезвычайно важна для нормального функционирова­
ния и выживания отдельных клеток, организмов и видов в 
целом (Travers, Muskhelishvili, 2015). При этом клеточная 
ДНК всех живых организмов регулярно подвергается 
повреждающему воздействию различных эндогенных 
и экзогенных факторов, таких как химически активные 
реагенты и метаболиты, ионизирующее и УФ-излучение и 
др. (Ougland et al., 2015). У живых организмов в ходе эво­
люции появилось множество различных путей репарации 
повреждений, возникающих в геномной ДНК, некоторые 
из которых представлены только одним ферментом, а дру­
гие включают последовательную и согласованную работу 
целых ферментативных каскадов (Yi et al., 2009; Li et al., 
2013; Müller, Hausinger, 2015; Ougland et al., 2015). 

Среди ферментов, принимающих участие в узнавании и 
удалении необъемных единичных повреждений азотистых 
оснований ДНК, можно выделить следующие: 1) ДНК-гли­
козилазы, удаляющие поврежденные азотистые основа­
ния с образованием в ДНК апуриновых/апиримидиновых 
сайтов, которые далее процессируются с восстановлением 
исходной структуры ДНК другими ферментами системы 
эксцизионной репарации оснований (BER) (Ringvoll et al., 
2006; Chen et al., 2010; Li et al., 2013); 2) О6-алкилгуанин-
ДНК-алкилтрансферазы (AGT), переносящие алкильный 
аддукт на собственный цистеиновый остаток (Ringvoll  
et al., 2006); 3) фотолиазы, отвечающие за удаление УФ- 

индуцированных фотоповреждений, таких как цикло­
бутан-пиримидиновые димеры и пиримидин-пирими­
диновые фотопродукты (Yi, He, 2013); 4) диоксигеназы 
семейства AlkB, входящие в суперсемейство Fe(II)/α-ке­
тоглутарат(αKG)-зависимых диоксигеназ, которые ис­
пользуют негемовое железо в качестве кофактора и αKG 
в качестве косубстрата для прямого окисления алкильных 

групп в поврежденных основаниях ДНК (Yang et al., 2009; 
Yi et al., 2009; Kuznetsov et al., 2021). Следует отметить, 
что разнообразие путей репарации необъемных повреж­
дений ДНК связано с большим разнообразием возможных 
химических модификаций азотистых оснований.

Представители семейства Fe(II)/αKG-зависимых ди­
оксигеназ AlkB, обнаруженные у человека, в последние 
годы вызывают особый интерес из-за участия их в ре­
парации алкилированных оснований ДНК. Считается, 
что ферменты данного семейства могут играть важную 
роль в прогрессировании некоторых онкологических за­
болеваний, поскольку они часто сверхэкспрессируются в 
опухолевых клетках и нивелируют эффект алкилирующих 
препаратов, используемых в химиотерапии. ABH2 – один 
из первых идентифицированных у человека представите­
лей семейства AlkB-подобных диоксигеназ (Duncan et al., 
2002; Aas et al., 2003). Изменение уровня экспрессии ABH2 
оказывает влияние на эффективность удаления некоторых 
токсичных повреждений ДНК в опухолевых клетках, 
что делает этот фермент потенциальным маркером для 
диагностики онкологических заболеваний и возможной 
терапевтической мишенью (Wilson et al., 2018).

Известно, что ABH2 проявляет активность как мини­
мум по отношению к восьми различным алкилированным 
основаниям ДНК, а именно: к N 1-метиладенозину (m1A), 
N 3-метилцитидину (m3C), N 3-метилтимидину (m3T), 
N 3-этилтимидину (N 3-EtT), 1,N 6-этеноаденозину (εA), 
3,N 4-этеноцитидину (εC), 1,N 2-этеногуанозину (1,N 2-εG) 
и 5-метилцитидину (m5C) (рис. 1) (Falnes, 2004; Ringvoll 
et al., 2006, 2008; Bian et al., 2019). 

Метилирование – самый распространенный тип по­
вреждений оснований ДНК, вызванных воздействием 
алкилирующих агентов (Sall et al., 2022), а m1A и m3C 
являются субстратами, наиболее эффективно удаляемыми 
ABH2 из двуцепочечной ДНК (дцДНК) (Duncan et al., 
2002; Aas et al., 2003; Xu et al., 2021). D.H. Lee с коллега­
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ми показали, что ABH2 окисляет m1A и m3C в контексте 
дцДНК как минимум в два раза эффективнее, по сравне­
нию с одноцепочечной ДНК (оцДНК) (Lee et al., 2005).

Известные на сегодняшний день структурные данные 
позволяют предположить особенности функционирова­
ния фермента ABH2 и механизм, обеспечивающий его 
субстратную специфичность. ABH2 содержит высококон­
сервативный каталитический домен – двуцепочечный 
β-спиральный домен (DSBH) суперсемейства Fe(II)/ αKG- 
зависимых диоксигеназ. Неструктурированный N-кон­
цевой фрагмент ABH2 также включает мотив связывания 
ядерного антигена пролиферирующих клеток (PCNA) 
(Xu et al., 2021). Триплет, состоящий из двух аминокис­
лотных остатков гистидина и одного аспартата (H171, 
H236 и D173), координирует кофактор Fe(II) в активном 
центре фермента (Giri et al., 2011; Xu et al., 2021). Амино­

кислотный остаток D173 посредством взаимодействия с 
остатком R254 также принимает участие в формировании 
сети водородных связей, включающей аминокислотные 
остатки N159, Y161, R248, T252 и R254, координирующие 
косубстрат αKG в активном центре фермента (Waheed et 
al., 2020).

Активный центр ABH2 окружен четырьмя функцио­
нальными петлями, L1–L4 (рис. 2). Эти петли играют 
ключевую роль в стабилизации положения ДНК-субстрата 
в активном центре фермента (Xu et al., 2021). Петля L1, 
включающая аминокислотные остатки 98–107, содержит 
гидрофобную шпильку V101-F102-G103, с помощью 
которой происходит «тестирование» стабильности пар 
оснований в субстрате. Если поврежденное основание 
формирует нестабильную пару со своим партнером из 
комплементарной цепи, остатки V101 и F102 индуци­
руют выворачивание поврежденного нуклеотида в ак­
тивный центр. При этом освободившееся пространство 
в дуплексе ДНК заполняется остатком F102, стабилизи­
рующим вывернутое положение нуклеотида за счет π-π-
взаимодействия с окружающими основаниями (Chen et 
al., 2010, 2014; Yi et al., 2012; Xu et al., 2021). 

Петля L2, включающая аминокислотные остатки 
122–129, вместе с петлей L1 образует так называемую 
крышку распознавания нуклеотидов (NRL). Аминокис­
лотный остаток Y122 участвует в сети водородных связей, 
формирующей каталитически компетентное состояние 
активного центра фермента (Davletgildeeva et al., 2023); 
остаток S125 образует водородную связь с 5′-фосфатом 
вывернутого поврежденного нуклеотида; аминокислот­
ные остатки F124 и H171 образуют π-π-стэкинг с вывер­
нутым азотистым основанием (Chen et al., 2010, 2014; 

Рис. 1. Алкилированные азотистые основания, являющиеся субстра-
тами для ДНК-диоксигеназы человека ABH2.

m1A

N 3-EtT εA εC 1, N 2-εG

m3C m5C m3T

Рис. 2. Кристаллографическая структура комплекса ABH2 с дцДНК, содержащей m1A (PDB ID 3BUC). 
Отмечены петли L1–L4; показаны поврежденное азотистое основание m1A, αKG и ион Mn2+, а также рассматриваемые 
в данной работе аминокислотные остатки V99, F124 и S125.

m1A

Mn

L3

L1

L2

L4

S125 F124
V99

αKG



Функциональная роль остатков V99, F124 и S125  
ДНК-диоксигеназы человека ABH2

М. Чжао, Т.Е. Тюгашев 
А.Т. Давлетгильдеева, Н.А. Кузнецов

2025
29 • 7

1065СТРУКТУРНАЯ КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ / STRUCTURAL COMPUTATIONAL BIOLOGY

Lenz et al., 2020). Аминокислотный остаток S125 также 
участвует в формировании стенки кармана, связываю­
щего повреждение, наряду с остатками V99, R110 и I168 
(Davletgildeeva et al., 2023). 

Следует отметить, что V99 занимает важное положе­
ние в сети гидрофобных остатков, сформированных V101, 
V108, F124 и L127 (Monsen et al., 2010). Петля L3, вклю­
чающая аминокислотные остатки 198–213, и петля  L4,  
состоящая из аминокислотных остатков 237–247, играют 
важную роль в связывании с дцДНК субстратом. Ами­
нокислотные остатки R198, R203 и K205 в петле L3 и 
последовательность RKK (R241-K242-K243) в петле L4 
формируют контакты с цепью ДНК, комплементарной 
поврежденной цепи, тем самым обеспечивая эффективное 
связывание дцДНК субстрата ферментом ABH2 (Yang et 
al., 2008; Yi et al., 2009; Waheed et al., 2020).

Молекулярно-динамический анализ структурных дан­
ных и экспериментальная проверка активности рекомби­
нантных препаратов ABH2 дикого типа и ряда его мутант­
ных форм, проведенные нашей группой ранее, позволили 
установить роль аминокислотных остатков Y122, I168 и 
D173, которые образуют прямые контакты с основания­
ми m1A, m3C, а также m5C в кармане активного центра 
(Davletgildeeva et al., 2023). Сравнительный анализ фер­
ментов выявил влияние замен данных аминокислотных 
остатков на каталитическую активность фермента и лишь 
незначительное уменьшение эффективности связывания 
ДНК. Полученные данные позволили предположить, что 
эти остатки отвечают за прецизионное позиционирование 
вывернутого поврежденного нуклеотида в кармане актив­
ного центра, которое обеспечивает эффективное протека­
ние каталитической реакции (Davletgildeeva et al., 2023).

Нужно отметить, что широкий спектр субстратной спе­
цифичности фермента ABH2 и сложный каталитический 
механизм действия, включающий кофактор и косубстрат 
для осуществления реакции, осложняют детальные ис­
следования молекулярного механизма узнавания повреж­
денной ДНК и формирования каталитически компетент­
ного комплекса, а также локальных конформационных 
изменений, влияющих на эффективность каталитической 
реакции. В связи с этим в настоящем исследовании с 
целью дальнейшего выяснения механизма субстратной 
специфичности ДНК-диоксигеназы ABH2 с применением 
метода молекулярной динамики проведен анализ функ­
циональной роли трех аминокислотных остатков, V99, 
F124 и S125, участвующих в формировании кармана, в 
котором располагается вывернутый нуклеотид, содержа­
щий поврежденное основание.

Материалы и методы
Модели комплексов были построены на основе рентгено­
графических структур комплексов ABH2-дцДНК с ионом 
металла (Mn2+) и αKG: 3BUC (для m1A) и 3RZJ (для m3C) 
(Yang et al., 2008; Yi et al., 2012). Изменение последова­
тельности ДНК, исправление неразрешенных аминокис­
лотных остатков и модификаций фермента выполнены с 
помощью Chimera и Modeller (Šali, Blundell, 1993), опти­
мизация протонирования ионизируемых групп – с ис­
пользованием сервера H++ (Anandakrishnan et al., 2012). 
МД-моделирование осуществляли в GROMACS (Abraham 

et al., 2015). Комплекс был помещен в додэкаэдрическую 
ячейку с TIP3P водой и 50 мМ KCl (Jorgensen et al., 1983; 
Joung, Cheatham, 2008), для описания комплекса исполь­
зовали силовое поле AMBER14SB/OL15 (Cornell et al., 
1995; Zgarbová et al., 2011, 2015; Maier et al., 2015). 

Параметризация для m1A, m3С и αKG проведена с 
использованием модуля Antechamber (пакет AMBER); 
заряды RESP рассчитаны на сервере REDD; топологии 
модифицированных остатков преобразованы в формат 
GROMACS с помощью ACPYPE (Bayly et al., 1993; Wang 
et al., 2004, 2006; Vanquelef et al., 2011; Sousa da Silva, 
Vranken, 2012). 

С целью сохранения октаэдрической координацион­
ной геометрии иона Fe2+ при возможных возмущениях 
активного центра, вносимых заменой аминокислотных 
остатков, для описания иона применяли модель с разне­
сенными зарядами (Jiang et al., 2016). Для МД-расчетов 
применяли следующие параметры: минимизация энергии 
системы методом наискорейшего спуска; пороговое зна­
чение ван-дер-ваальсовых взаимодействий установлено 
на 10 Å; учет дальнодействующих кулоновских взаимо­
действий по методу PME (particle mesh Ewald) (Essmann 
et al., 1995); ограничение колебаний ковалентных связей 
атомов водорода методом LINCS (Hess et al., 1997). 

После минимизации система нагревалась до 310 K в 
NVT-ансамбле в течение 500 пс с использованием термо­
стата V-rescale (Bussi et al., 2007). Затем проводили урав­
новешивание в NPT-ансамбле в течение 1 нс, давление 
поддерживалось на уровне 1 бар с помощью баростата 
Парринелло–Рахмана (Parrinello, Rahman, 1981). 

Расчеты методом классической молекулярной динамики 
выполняли длительностью 250 нс не менее трех раз. Ана­
лиз траекторий проводили с использованием встроенных 
средств GROMACS и библиотеки MDTraj (McGibbon et 
al., 2015). Изменение распределения между устойчивыми 
состояниями комплексов фермента ABH2 дикого типа 
и его мутантных форм с ДНК-субстратами показано в 
графиках распределения расстояний между ключевыми 
атомами при моделировании. Распределение межатомных 
расстояний в МД-траектории представлено в виде гисто­
граммы с шагом 0.1 Å и высотой шага, равной процентной 
доле кадров траектории, в которых расстояние попадает в 
соответствующий диапазон значений. Для каждой траек­
тории сумма долей на всем диапазоне расстояний равна  
100 %.

Результаты и обсуждение

Модель фермент-субстратного комплекса ABH2 V99A  
с поврежденной ДНК
При моделировании фермент-субстратных комплексов и 
с m1A-содержащим дцДНК-субстратом (далее m1A-ДНК, 
рис. 3, а, б), и с m3C-содержащим дцДНК-субстратом 
(далее m3C-ДНК, cм. рис. 3, в, г) замена V99A приводила 
к изменениям как в области петель L1 и L2, взаимодей­
ствующих с вывернутым в активный центр фермента 
нуклеотидом и близлежащим участком дцДНК, так и в 
области связывания косубстрата. Так, в модели комплек­
са с m1A-ДНК боковая цепь аминокислотного остатка 
F124 утратила π-π-стэкинговые взаимодействия с осно­
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ванием вывернутого в активный центр нуклеотида (см. 
рис. 3, а, б). При этом уменьшилось время существования 
водородной связи между гидроксильной группой Y122 и 
экзоциклической аминогруппой поврежденного основа­
ния (рис. 4, а). В модели комплекса с m3C-содержащим 
дцДНК-субстратом также происходила частичная потеря 
контакта между гидроксильной группой боковой цепи 
Y122 и карбоксильной группой боковой цепи E175 (см. 
рис. 4, б), что также нарушает сеть контактов, стабили­
зирующих вывернутое основание. 

Замена V99A индуцировала изменение положения ин­
теркалирующего в ДНК остатка F102, входящего в состав 
петли L1. При этом в комплексе с m1A-ДНК происходило 
перераспределение π-π-контактов, формируемых F102, 
от азотистого основания комплементарной цепи у WT 
фермента (см. dG на рис. 3, а) к азотистому основанию 
поврежденной цепи в случае ABH2 V99A (см. dA на 
рис. 3, б). 

Значения двугранного угла C-Cα-Cβ-Cγ у остатка F102 
составляли 148.1 ± 55.3° для WT фермента и 127.2 ± 47.7° 

для мутантной формы V99A, что свидетельствует о ста­
бильности данных положений в процессе молекулярной 
динамики. Тогда как в комплексе с m3C-ДНК замена V99A 
индуцировала значительное увеличение подвижности 
его боковой цепи (двугранный угол C-Cα-Cβ-Cγ равен 
135.6 ± 58.6 и 100.2 ± 100.3° для WT и V99A соответ­
ственно). Повышение подвижности остатка F102 приво­
дит к тому, что комплементарный m3C гуанин (см. dG на 
рис. 3, в, г), в комплексе фермента дикого типа бывший 
полностью вывернутым из двойной цепи ДНК, в ком­
плексе мутантной формы фермента имеет возможность 
вернуться внутрь структуры ДНК, вступая в π-π-контакт 
с боковой цепью F102.

Замена V99A также индуцировала изменения во взаи­
модействии с косубстратом, которые привели к тому, что 
на половине общего времени траектории моделирования 
αKG принимает каталитически неблагоприятную  кон­
формацию. Изменения положения гидрофобных остат­
ков V108, F124, L127 и L129 в петлях L1 и L2 приводят 
к переориентации аминокислотных остатков Q112 и 

Рис. 3. Репрезентативные МД-структуры ABH2 WT в комплексе с m1A-ДНК (а) и m3C-ДНК (в) и ABH2 V99A в комплексе 
с m1A- ДНК (б) и m3C-ДНК (г). 
Показаны ключевые аминокислотные остатки активного центра, поврежденное азотистое основание, αKG и ион Mn2+. Петли L1 
и L2 выделены голубым и розовым цветом соответственно.
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N159. В свою очередь, в ферменте дикого типа боковая 
цепь N159 является одним из элементов сети контактов,  
поддерживающих каталитически компетентную ориента­
цию косубстрата, образуя водородную связь с α-карбок­
сильной группой αKG. Сближение боковых цепей Q112 
и N159 в мутантной форме ABH2 V99A (см. рис.  4,  в) 
приводит к переносу водородной связи амидной группы 
N159 с α-карбоксильной группы αKG (см. рис. 4, г) на 
ω-карбоксильную группу αKG (см. рис. 4, д, е), прово­
цируя его смещение из оптимального для катализа по­
ложения. 

Таким образом, результаты моделирования позволяют 
предположить, что замена V99A, приводя к нарушениям 
связывания и субстрата, и косубстрата в активном центре 
фермента, должна вызвать значительное снижение актив­

ности. Эти данные хорошо согласуются с эксперименталь­
ными результатами, полученными ранее для мутантной 
формы V99A и выявившими значительное снижение 
(Monsen et al., 2010) или полную потерю (Davletgildeeva 
et al., 2025) каталитической активности ABH2 V99A по 
отношению к дцДНК-субстратам, содержащим m1A или 
m3C в качестве повреждения.

Модель фермент-субстратного комплекса ABH2 F124A  
с поврежденной ДНК
Для определения функциональной роли остатка F124 
выполнено моделирование комплексов мутантной формы 
ABH2 F124A с m1A- и m3C-содержащими дцДНК (рис. 5). 
Детальный анализ изменения распределения расстояний 
между ключевыми атомами активного центра в случае 
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Рис. 4. Распределение расстояний между ключевыми атомами при моделировании комплексов фермента ABH2 дикого 
типа и его мутантной формы V99A с ДНК-субстратами.
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замены F124A выявил дестабилизацию и вывернутого ме­
тилированного азотистого основания, и αKG в активном 
центре фермента. 

Так, замена F124A, непосредственно приводящая к 
потере π-π-стэкинга между боковой цепью F124 и азо­
тистым основанием, индуцировала поворот и смещение 
вывернутого основания из активного центра фермента с 
сопутствующей потерей водородных связей с боковыми 
цепями остатков Y122, D173, E175 (рис. 6, а, б). При этом 
утрачивается и водородная связь между гидроксильной 
группой остатка S125 и соответствующей фосфатной 
группой остова нуклеотида, отражая ухудшение контакта 
между петлей L2 и ДНК (см. рис. 6, в).

Косубстрат также теряет каталитически компетентное 
положение в результате перестроения сети водородных 
связей с участием координирующих его аминокислотных 
остатков. Амидная группа N159 поддерживает водород­
ную связь преимущественно с ω-карбоксильной группой 
αKG вместо α-карбоксильной группы (см. рис. 6, г). Де­
стабилизация положения косубстрата отражается в из­
менении характера контактов между боковыми цепями 
остатков Y161 и R248 и ω-карбоксильной группой αKG. 
Если в комплексе фермента дикого типа сохраняются 
устойчивые водородные связи между гуанидиновой груп- 
пой R248 и атомом O2 ω-карбоксильной группы αKG и 
между гидроксильной группой Y161 и атомом O1 ω-кар­
боксильной группы, то в комплексе мутантной формы 
ABH2 F124A происходит расширение распределения 
данных расстояний, свидетельствующее о дестабилизации 
контактов (см. рис. 6, д, е).

Результаты моделирования указывают на то, что амино­
кислотный остаток F124 играет важную роль в структуре 
активного центра фермента ABH2. Этот вывод согласуется 
с данными работ (Chen et al., 2010; Monsen et al., 2010), а 
также с результатами, полученными ранее (Davletgildeeva 
et al., 2025), согласно которым мутантная форма ABH2 
F124A полностью утратила каталитическую активность по 
отношению к m1A- и m3C-содержащим ДНК субстратам.

Модель фермент-субстратного комплекса ABH2 S125A  
с поврежденной ДНК
Замена S125A в ферменте ABH2 вызывает потерю водо­
родной связи между гидроксильной группой аминокислот­
ного остатка и 5ʹ-фосфатной группой поврежденного ну­
клеотида, что приводит к потере прямого взаимодействия 
петли L2 с m1A- (рис. 7, а, б) и m3C-ДНК (см. рис. 7, в, г). 
Анализ изменения расстояний между ключевыми остатка­
ми активного центра показал, что в комплексе фермента 
и m1A-ДНК потеря взаимодействия петли L2 с ДНК вы­
зывает потерю водородной связи между гидроксильной 
группой остатка Y122 из L2 и экзоциклической амино­
группой m1A (рис. 8, а). При этом происходит сближение 
гуанидиновых групп остатков R110 и R172 с O3ʹ  ато­
мом нуклеотида вывернутого азотистого основания и  
О5ʹ атомом нуклеотида, расположенного с 5ʹ-стороны от 
вывернутого азотистого основания, соответственно (см. 
рис. 8, б,  в). Таким образом, в случае ДНК-субстрата, 
содержащего m1A, замена S125A приводит к тому, что 
аминокислотные остатки R110 и R172 более прочно свя­
зываются с сахарофосфатным остовом ДНК.
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Рис. 5. Репрезентативные МД-структуры комплексов ABH2 WT с m1A-ДНК (а) и m3C-ДНК (в) и ABH2 F124A с m1A-ДНК (б) 
и m3C-ДНК (г). 
Показаны ключевые аминокислотные остатки активного центра, поврежденное азотистое основание, αKG и ион Mn2+. Петля L2 
выделена розовым цветом.
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В отличие от комплекса фермента ABH2 S125A с m1A-
ДНК, в модели комплекса с m3C-ДНК не происходит 
сближения гуанидиновых групп остатков R110 и R172 
с сахорофосфатным остовом (см. рис. 7, в, г). При этом 
по сравнению с ферментом WT в случае замены S125A 
снижается стабильность водородной связи между боковой 
цепью остатка E175 и экзоциклической аминогруппой 
m3С (см. рис. 8, г).

Ухудшение прямого контакта с вывернутым основани­
ем и возможная компенсаторная перестройка при замене 
S125A в активном центре ABH2 согласуются с результата­
ми, полученными B. Chen с коллегами (2010), поскольку 
в их работе показано, что мутантная форма ABH2 S125A 
сохраняет каталитическую активность по отношению к 
дцДНК, содержащей в качестве повреждения m1A. Однако 
в более поздней работе (Davletgildeeva et al., 2025) про­

демонстрировано, что данная замена приводит к потере 
каталитической активности ABH2 по отношению как к 
m3C-, так к m1A-содержащей ДНК в использованных ре­
акционных условиях. Это позволяет предположить, что 
компенсаторные перестройки, возникающие, согласно 
данным моделирования, в структуре ABH2 при замене 
S125A, не способны в полной степени сохранять ката­
литическую активность фермента на всех типах ДНК-
субстратов.

Заключение
Введение замены V99A в фермент ABH2 оказывало влия­
ние на другие аминокислотные остатки, формирующие 
гидрофобную сеть, частью которой является заменяемый 
остаток. Это оказывало негативное влияние на функцио­
нальные петли L1 и L2, вызывая дестабилизацию их по­
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Рис. 6. Распределение расстояний между ключевыми атомами при моделировании комплексов фермента ABH2 дикого 
типа и его мутантной формы F124A с ДНК-субстратами.
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Петля L2 выделена розовым цветом.

Рис. 8. Распределение расстояний между ключевыми атомами при моделировании комплексов фермента ABH2 
дикого типа и его мутантной формы S125A с ДНК-субстратами.

а

в

б

г

m1A-N6=Y122-OH

R172-Nε=dG-O1P

R110-NH1=m1A-O3’

m3C-N4=E175-Oε1

m1A-ДНК

m1A-ДНК

m1A-ДНК

m3C-ДНК

WT
125A

WT
125A

WT
125A

WT
125A

12

10

8

6

4

2

0

20

15

10

5

0

14

12

10

8

6

4

2

0

14

12

10

8

6

4

2

0

Д
ол

я 
вр

ем
ен

и 
тр

ае
кт

ор
ии

, %
Д

ол
я 

вр
ем

ен
и 

тр
ае

кт
ор

ии
, %

Расстояние, Å
2 23 34 45 56 67 78 8

Расстояние, Å



Функциональная роль остатков V99, F124 и S125  
ДНК-диоксигеназы человека ABH2

М. Чжао, Т.Е. Тюгашев 
А.Т. Давлетгильдеева, Н.А. Кузнецов

2025
29 • 7

1071СТРУКТУРНАЯ КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ / STRUCTURAL COMPUTATIONAL BIOLOGY

ложения, что, в свою очередь, вызывало переориентацию 
или сдвиг ключевых аминокислотных остатков Y122, E175 
и F102, входящих в эти петли. Кроме того, замена V99A 
обуславливала неблагоприятную для катализа конформа- 
цию αKG в активном центре фермента. Полученные дан­
ные подтверждают роль аминокислотного остатка V99 в 
качестве важного участника внутрибелковой координации,  
необходимой для эффективного окисления метильных 
групп в поврежденных основаниях ДНК ферментом ABH2. 

Замена аминокислотного остатка F124, локализованно­
го в NRL, приводила к тому, что из-за потери π-π-стэкин­
га с поврежденным азотистым основанием и петли L1 и 
L2, и само поврежденное основание значительно смеща­
лись относительно друг друга. Также данная замена была 
причиной изменения координации иона Fe2+ как за счет 
изменения типа координации молекулой αKG, так и воз­
никновения дополнительной координации аминокис­
лотным остатком D173. Полученные данные позволяют 
предположить чрезвычайную важность аминокислотного 
остатка F124 в каталитическом процессе, осуществляемом 
ДНК-диоксигеназой ABH2.

Замена S125A вызывала потерю прямого взаимодей­
ствия петли L2 с 5ʹ-фосфатной группой поврежденного 
нуклеотида, однако, согласно данным МД-моделирования, 
этот контакт может быть частично компенсирован путем 
возникновения связей аминокислотных остатков R110 и 
R172 с сахарофосфатным остовом ДНК. Следует отме­
тить, что такая компенсация контакта была обнаружена 
лишь в случае комплекса ABH2 S125A с m1A-содержащим 
ДНК субстратом, но не в случае m3C, что косвенно сви­
детельствует о более сложном механизме, отвечающем 
за узнавание различных повреждений в активном центре 
фермента.

Таким образом, полученные в настоящей работе дан­
ные МД-моделирования комплексов мутантных форм 
ДНК-диоксигеназы человека ABH2, содержащих ами­
нокислотные замены V99A, F124A или S125A, с m1A- и 
m3C-содержащими ДНК субстратами указывают на важ- 
ную роль всех трех аминокислотных остатков для обес­
печения формирования каталитически компетентного со­
стояния активного центра при взаимодействии с повреж­
денной ДНК.
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