Fe(II)/α–кетоглутарат-зависимая диоксигеназа человека ALKBH3: структурно-динамические аспекты деметилирования ДНК
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Метилирование является одной из наиболее распространенных химических модификаций в нуклеиновых кислотах. Цитотоксические и мутагенные повреждения могут возникать под действием эндогенных и экзогенных метилирующих агентов, в том числе табак-специфичных нитрозаминов и цитостатических препаратов. Накоплению таких повреждений в клетках млекопитающих препятствуют Fe(II)/α–кетоглутарат-зависимые диоксигеназы семейства AlkB, в частности ALKBH3. Используя α-кетоглутарат (α-KG) в качестве косубстрата и ионы Fe(II) в качестве кофактора этот фермент катализирует окислительное деметилирование поврежденных оснований, среди которых N1-метиладенин (m1A) и N3-метилцитозин (m3C) [
]. Детальное исследование механизма взаимодействия ДНК-диоксигеназ с поврежденным основанием играет важную роль в понимании процессов репарации ДНК.

В настоящей работе для исследования динамических аспектов деметилирования ДНК-субстрата был использован метод «остановленного потока», который позволяет регистрировать конформационные переходы в реагирующих молекулах в режиме реального времени. Для наблюдения за изменением конформации фермент-субстратного комплекса в ходе реакции использовали собственную флуоресценцию белка (остатки Trp), а также FRET-метки, встроенные в ДНК-субстрат. В качестве модельных субстратов для регистрации конформационных перестроек в молекуле ALKBH3 использовали одноцепочечные 15-звенные олигодезоксирибонуклеотиды состава 5’-ACAGGXTCCGGCATA-3’, где Х = m1A, m3C. В качестве флуоресцентной метки, чувствительной к изменениям структуры ДНК была выбрана FRET-пара FAM-BHQ1, размещенная на концах олигонуклеотида. Методом «остановленного потока» были зарегистрированы зависимости изменения флуоресцентного сигнала от времени после быстрого смешивания ALKBH3 с поврежденной ДНК. Кинетические кривые подвергали количественной обработке методом нелинейной регрессии с применением программы DynaFit 4. Полученные данные позволили предложить кинетический механизм процесса деметилирования ДНК-диоксигеназой ALKBH3 и определить кинетические параметры, описывающие его отдельные стадии.
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