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Исследования механизмов сохранения генетической информации, проводимые с момента откры-
тия систем репарации ДНК, обусловлены ключевой ролью повреждений ДНК в возникновении
различных заболеваний, включая онкологические. До сих пор остается актуальным вопрос о связи
между накоплением повреждений ДНК, сбоями в работе путей репарации ДНК и повышенным
риском развития некоторых заболеваний. За последние несколько лет предприняты значительные
усилия, направленные на разработку методов анализа активности ферментов эксцизионной репа-
рации оснований ДНК в клетках человека. Нами разработаны флуоресцентные ДНК-зонды, позво-
ляющие определять в клеточных экстрактах уровень активности ключевых ферментов эксцизион-
ной репарации оснований ДНК, а именно ДНК-гликозилаз UNG2, SMUG1, MBD4, TDG, AAG,
NEIL1, NTHL1 и OGG1 и АР-эндонуклеазы APE1. Чувствительность ДНК-зондов определяли на
очищенных препаратах ферментов. Определение активности ферментов репарации в экстрактах
клеточных линий опухолей яичников человека TOV112, 79, OVCAR3, MESOV, SCOV3 и TOV21 поз-
волило выявить значительную вариабельность уровня активности ферментов в этих линиях клеток.
Полученные результаты могут стать основой для создания тест-системы определения активности
ключевых ферментов эксцизионной репарации оснований ДНК в организме человека.
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ВВЕДЕНИЕ
Репарация ДНК – важный процесс поддержа-

ния целостности генома и, как следствие, генети-
ческой стабильности и жизнеспособности кле-
ток. Эксцизионная репарация оснований ДНК
(base excision repair, BER) – один из путей репара-
ции, отвечающий за удаление из ДНК необъем-

ных повреждений, возникающих в таких процессах,
как дезаминирование, алкилирование, окисле-
ние азотистых оснований, гидролиз N-гликозид-
ных и фосфодиэфирных связей [1]. В исследовани-
ях процесса BER in vitro показано существование
двух альтернативных путей: “короткозаплаточно-
го”, в котором замене подвергается только один
нуклеотид, и “длиннозаплаточного”, где проис-
ходит достройка двух и более нуклеотидов [2–5].
В обоих случаях ДНК-гликозилаза, имеющая
специфичность к определенному типу поврежде-
ний, удаляет поврежденное азотистое основание,
после чего AР-эндонуклеаза APE1 гидролизует
ДНК с образованием 3'-концевой OH-группы [6].
Репарация отдельных окисленных азотистых ос-
нований, инициированная бифункциональными
гликозилазами (например, OGG1 и NEIL1-3),

О. С. Федорова

Сокращения: OGG1 – 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза;
AAG – алкиладенин-ДНК-гликозилаза; APE1 – АР-эндо-
нуклеаза человека; MBD4 – метилцитозин-связывающий
домен 4; TDG – тимин-ДНК-гликозилаза; NEIL1 – эндо-
нуклеаза VIII; АР-сайт – апуриновый/апиримидиновый
сайт; F – остаток (2R,3S)-2-(гидроксиметил)-3-гидрокси-
тетрагидрофурана; εА – 1,N6-этеноаденозин; oxoG – 7,8-
дигидро-8-оксогуанозин; FRET – Förster resonance energy
transfer (Фёрстеровский перенос энергии); Tg – тимидин-
гликоль; FAM – 5(6)-карбоксифлуоресцеин; BHQ1 – black
hole quencher; ps – тиофосфатная группа.
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может протекать по независимому от АРЕ1 пути, в
котором эти гликозилазы расщепляют AР-сайты
по механизму β- или β/δ-элиминирования [7, 8].
ДНК-полимераза β (Polβ) катализирует удаление
5'-дезоксирибозофосфатного фрагмента (5'-dRP)
и присоединяет к 3'-концевой OH-группе непо-
врежденный нуклеотид, который должен быть ли-
гирован на последней стадии BER для восстанов-
ления целостности сахарофосфатного остова [6].

Впервые результаты исследований, в которых
предполагалось, что репарация ДНК играет важ-
ную роль в предотвращении развития онкологи-
ческих заболеваний, были опубликованы в конце
1960-х годов [9, 10]. Однако до сих пор актуаль-
ным остается изучение полноценного функцио-
нирования путей репарации ДНК в клетках чело-
века, а также связи между сбоями в этих механиз-
мах и повышенным риском развития некоторых
заболеваний [11].

Необходимо отметить, что первые предложенные
методы анализа активности ферментов репара-
ции ДНК, основанные на радиоактивном мече-
нии [12, 13], гель-электрофорезе [14], хроматогра-
фии [15, 16] или на захвате парамагнитными ша-
риками со стрептавидином [17], были весьма
трудоемкими и обладали невысокой чувствитель-
ностью [14]. Кроме того, существенным недо-
статком этих подходов является необходимость
использования специализированных реагентов
[12, 13], оборудования [15] или выполнения слож-
ных процедур [17]. Поэтому в последние годы все
чаще применяются флуоресцентные методы,
простые в использовании и обладающие высокой
чувствительностью [18–20]. Одно из существен-
ных преимуществ анализа ферментов репарации
ДНК с помощью флуоресцентных зондов – воз-
можность проведения анализа непосредственно в
биологических средах, включая лизаты и интакт-
ные клетки [21–23]. Еще одним положительным
фактором использования флуоресцентных зон-
дов является их достаточно легкая адаптация к
проведению параллельного анализа активности

нескольких ферментов [24, 25]. При этом флуо-
ресцентные зонды, способные проникнуть в
клетку, можно использовать и для прямой реги-
страции активности целевых ферментов непо-
средственно в клетках [24, 26]. В последние годы
были предприняты значительные усилия, на-
правленные на разработку методов анализа ак-
тивности ферментов репарации ДНК [27] в раз-
личных клеточных линиях и тканях с помощью
флуориметрии [28, 29], флуоресцентной микро-
скопии [25] и проточной цитометрии [30].

Нами разработаны флуоресцентные ДНК-зон-
ды, позволяющие определять в клеточных экс-
трактах уровень активности ключевых фермен-
тов эксцизионной репарации ДНК, а именно
ДНК-гликозилаз UNG2, SMUG1, MBD4, TDG,
AAG, NEIL1, NTHL1 и OGG1, и АР-эндонукле-
азы APE1. Чувствительность ДНК-зондов опре-
деляли с использованием очищенных препаратов
ферментов. Определение активности ферментов
репарации в клеточных экстрактах линий опухо-
лей яичников человека TOV112, 79, OVCAR3,
MESOV, SCOV3 и TOV21 позволило апробиро-
вать ДНК-зонды и выявило значительную вариа-
бельность уровня активности ферментов в этих
линиях. Результаты нашей работы могут стать ос-
новой для создания тест-системы анализа функ-
ционирования системы BER в клетках человека и
проведения персонализированной терапии онко-
логических заболеваний.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Структура ДНК-зондов. Олигонуклеотидные

ДНК-зонды (табл. 1) синтезированы на автома-
тическом ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800
(“Биоссет”, Новосибирск, Россия) с использова-
нием коммерческих амидофосфитов 2′-дезоксири-
бонуклеозидов и CPG-носителей (“GlenResearch”,
США). Синтезированные ДНК-зонды очищали с
помощью ВЭЖХ на ионообменной колонке
(PRP-X500 Hamilton Company (12–30 мкм) 3.9 ×
× 300 мм) и последующей обращенно-фазовой

Таблица 1. Структура и специфичность использованных ДНК-зондов

F – остаток (2R,3S)-2-(гидроксиметил)-3-гидрокситетрагидрофурана; εА – 1,N6-этеноаденозин; oxoG – 7,8-дигидро-8-оксо-
гуанозин; Tg – тимидингликоль; FAM – 5(6)-карбоксифлуоресцеин; BHQ1 – black hole quencher; ps – тиофосфатная группа.

Фермент
Структура 

поврежденного 
нуклеотида

ДНК-зонд

APE1 F 5'-FAM-GCTCA(F)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3'
UNG2, SMUG1, 
MBD4, TDG

U 5'-FAM-GCTCA(U)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3'

AAG εA 5'-FAM-GCTCA(εA)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3'
NEIL1, NTHL1 Tg 5′-FAM-GCTCA(Tg)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3′
OGG1 oxoG 5'-FAM-GCTCA(oxoG)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3′
Неспецифическое 
расщепление

C 5'-FAM-GCTCA(C)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3′
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хроматографии (Bondapak C18 (15–20 мкм) 3.9 ×
× 300 мм, “Waters”, Ирландия). Концентрацию
олигонуклеотидов в исходном растворе определя-
ли по закону Бугера–Ламберта–Бера, используя
значение коэффициента молярного поглощения
олигонуклеотидов при длине волны 260 нм, рас-
считанное по данным [31].

Определение чувствительности ДНК-зондов на
очищенных препаратах ферментов. Калибровоч-
ные кривые, отражающие зависимость началь-
ной скорости расщепления ДНК-зонда от кон-
центрации целевого фермента, получали для
каждого из представленных зондов (кроме зон-
да, содержащего неповрежденное основание) с
использованием рекомбинантных ферментов.
Очищенные препараты ферментов получены по
ранее опубликованным методикам: АР-эндо-
нуклеаза APE1 согласно [32, 33], 8-оксогуанин-
ДНК-гликозилаза OGG1 [34, 35], урацил-ДНК-
гликозилаза SMUG1 [36], алкиладенин-ДНК-
гликозилаза AAG [37] и эндонуклеаза VIII NEIL1
[38]. Кинетические кривые получали при взаимо-
действии 1 × 10–6 М ДНК-зонда и 1 × 10–6, 5 × 10–7,
1 × 10–7, 5 × 10–8, 1 × 10–8, 1 × 10–9 М целевого фер-
мента, специфичного к данному зонду. В случае
калибровочных кривых для монофункциональных
ДНК-гликозилаз SMUG1 и AAG в реакционной
смеси присутствовала АР-эндонуклеаза APE1 в
концентрации 1 × 10–6 М, гидролизующая АР-
сайты, образованные действием монофункцио-
нальных ДНК-гликозилаз. Кинетические кривые
изменения интенсивности флуоресценции FAM
регистрировали при температуре 37°C на спек-
трофлуориметре Infinite 200 Pro (“Tecan”,
Швейцария). Каждая кинетическая кривая
представляет собой результат усреднения мини-
мум трех экспериментальных кривых. Экспери-
менты проводили в 50 мМ Tрис-HCl-буфере
pH 7.5, содержащем 50 мМ KCl, 1 мМ EDТА,
5 мМ MgCl2, 1 мМ ДТТ, 7% глицерина. Возбуж-
дение флуоресценции проводили на длине волны
485 нм, изменение интенсивности флуоресцен-
ции ДНК-зонда регистрировали на длине волны
520 нм в интервале времени 15–3600 с.

Начальную скорость расщепления ДНК-зон-
дов при заданной концентрации фермента рас-
считывали, используя начальные линейные участ-
ки кинетических кривых. Зависимость начальной
скорости от концентрации ферментов имела ли-
нейный вид, что позволяет использовать получен-
ные зависимости в качестве калибровочных кри-
вых для оценки концентрации целевых фермен-
тов в клеточном экстракте.

Клеточные линии. Для анализа активности
ферментов репарации ДНК с помощью ДНК-
зондов использовали линии клеток рака яичника
человека TOV112, 79, OVCAR3, MESOV, SCOV3 и
TOV21. Клетки культивировали в среде DMEM

(“Gibco”, “ThermoFisher Scienific”, США) с
10%-ной фетальной сывороткой крупного рога-
того скота (“Gibco”, “ThermoFisher”), 100 мкг/мл
стрептомицина и 100 ед./мл пенициллина в атмо-
сфере 5% CO2 при 37°C. Клетки механически
снимали с поверхности культурального флакона,
осаждали центрифугированием (1000 об./мин,
2 мин), ресуспендировали в растворе PBS и цен-
трифугировали повторно (1000 об./мин, 2 мин).
Данную процедуру повторяли дважды.

Приготовление клеточного экстракта. Лизис
клеток проводили в буфере: 10 мМ Tрис-HCl pH
7.5, 1 мМ MgCl2, 1 мМ EDTA, 0.5% CHAPS,
10% глицерин, 0.1 мМ PMSF, 0.5 мМ β-меркапто-
этанол. К клеточному осадку добавляли 150 мкл ли-
зирующего буфера, выдерживали на льду в течение
30 мин., затем центрифугировали (14500 об./мин,
10 мин). Общую концентрацию белка в получен-
ном экстракте измеряли по методу Брэдфорда
(концентрация белков, как правило, составляла
1–1.5 мкг/мкл). Клеточный экстракт готовили
непосредственно перед проведением флуорес-
центного анализа активности ферментов.

Определение оптимального общего количества
белка в клеточном экстракте. Клетки линии
TOV112 лизировали в буфере (10 мМ Tрис-HCl
pH 7.5, 1 мМ MgCl2, 1 мМ EDTA, 0.5% CHAPS,
10% глицерин, 0.1 мМ PMSF, 0.5 мМ β-меркапто-
этанол). Общая концентрация белка, измеренная
по методу Брэдфорда, составила 1.1 мкг/мкл. Ре-
гистрировали изменения интенсивности флуорес-
ценции реакционных смесей, содержащих 1 × 10–6 М
ДНК-зонд и клеточный экстракт в концентрации
50, 25, 10, 5 мкг/мкл по общему белку. Спектры
флуоресценции регистрировали в 50 мМ Tрис-
HCl-буфере pH 7.5, содержащем 50 мМ KCl, 1 мМ
EDТА, 5 мМ MgCl2, 1 мМ DТТ, 7% глицерина
при 37°C отдельно для каждого типа ДНК-зонда.
Каждая кинетическая кривая, представленная на
рисунках, получена усреднением не менее трех
экспериментальных кривых.

Определение активности ферментов BER в кле-
точном экстракте. Пробы готовили в 100 мкл бу-
ферного раствора, содержащего 50 мМ Tрис-HCl
pH 7.5, 50 мМ KCl, 1 мМ EDТА, 5 мМ MgCl2, 1 мМ
DТТ, 7% глицерина и клеточный экстракт в концен-
трации 20 мкг/мкл по общему белку. ДНК-зонд, со-
держащий поврежденный нуклеотид определен-
ного типа (табл. 1), добавляли к клеточному экс-
тракту до конечной концентрации 1 × 10-6 М.
Перемешивание (5 с, амплитуда кругового пере-
мешивания 1 мм) и регистрацию FRET-сигнала
проводили, используя спектрофлуориметр In-
finite 200 Pro (“Tecan”) при 37°С. Длина волны
возбуждения флуоресценции составляла λex = 485 нм,
эмиссию регистрировали при λem = 520 нм. Мак-
симальное время реакции 3600 с. Каждый экспе-
римент повторяли трижды.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее мы предложили подход к определению

активности ряда ферментов BER c использовани-
ем флуоресцентно меченных ДНК-дуплексов,
содержащих поврежденный нуклеотид [39]. В ка-
честве поврежденных нуклеотидов использовали
7,8-дигидро-8-оксогуанозин (oxoG), 5,6-дигид-
роуридин (DHU), уридин (U), 1,N6-этеноадено-
зин (εA) и апуриновый/апиримидиновый сайт
(АР-сайт). Набор ДНК-зондов, содержащих эти
повреждения, позволил охарактеризовать актив-
ность нескольких ферментов репарации человека:
AP-эндонуклеазы APE1; 8-оксогуанин-ДНК-глико-
зилазы OGG1; алкиладенин-ДНК-гликозилазы
AAG; ДНК-гликозилаз UNG2, SMUG1, MBD4 и
TDG, специфически узнающих урацил в ДНК;
ДНК-гликозилаз NEIL1 и NTHL1, узнающих
5,6-дигидроуридин. Активность AP-эндонукле-
азы APE1 определяли с использованием ДНК-
зонда, содержащего химически стабильный ана-
лог AP-сайта – остаток (2R,3S)-2-(гидроксиметил)-
3-гидрокситетрагидрофурана (F-сайт).

Анализ активности ферментов репарации
ДНК с помощью дуплексных ДНК-зондов в ли-
ниях опухолевых клеток человека различного ги-
стологического происхождения, а именно A549,
HeLa, MCF7, WT-7, HEK293T и HKC8, показал,
что дуплексные ДНК-зонды, содержащие oxoG и
εА, расщепляемые ферментами OGG1 и AAG, со-
ответственно, не обладают чувствительностью, до-
статочной для регистрации активности [39]. Полу-
ченные данные свидетельствовали о том, что дуп-
лексные ДНК-зонды не могут использоваться для
определения активности в клеточном экстракте,
полученном менее чем из 106 клеток. Кроме того,
время анализа было ограничено 2000 с для предот-

вращения неспецифической деградации ДНК-
зонда клеточными нуклеазами.

В связи с выявленными недостатками мы про-
вели оптимизацию структуры ДНК-зондов, на-
правленную на улучшение их устойчивости к не-
специфической деградации в клеточных экстрак-
тах. ДНК-зонды, используемые в данной работе
(рис. 1), представляли собой самокомплементарные
олигодезоксирибонуклеотиды, несущие FRET-пару
FAM/BHQ1 на концах цепи, а также содержащие
повреждение, специфичное для определенного
фермента или группы ферментов (табл. 1). В ка-
честве поврежденных нуклеотидов использовали
7,8-дигидро-8-оксогуанозин (oxoG), тимидингли-
коль (Tg), уридин (U), 1,N6-этеноаденозин (εA) и
F-сайт. Для предотвращения 3'–5'-экзонуклеаз-
ной деградации ДНК-зондов в клеточном экс-
тракте 3'-концевой межнуклеотидный фосфатный
остаток заменили тиофосфатной группой (ps).

Специфическое узнавание поврежденного
нуклеотида и его удаление ДНК-гликозилазой с
последующим расщеплением сахарофосфатного
остова сопровождается значительным ростом
сигнала флуоресценции FAM. Необходимо отме-
тить, что для расщепления АР-сайтов, образую-
щихся под действием монофункциональных
ДНК-гликозилаз, в реакционной смеси должна
присутствовать АР-эндонуклеаза. Кроме того,
известно, что АР-эндонуклеаза АPE1 стимулиру-
ет активность ДНК-гликозилаз человека [40, 41],
поэтому при анализе активности всех ДНК-гли-
козилаз в реакционную смесь добавляли APE1 в
одинаковой концентрации 1.0 мкМ.

На рис. 2 представлены кинетические кри-
вые, характеризующие расщепление ДНК-зон-
дов ДНК-гликозилазами OGG1, NEIL1, AAG,

Рис. 1. Схематичное изображение ДНК-зонда, используемого в работе, и пути генерирования FRET-сигнала в тест-
системе анализа активности ферментов пути BER в клеточных экстрактах. Х – повреждение, специфичное для анали-
зируемого фермента.

ДНК-гликозилаза

АР-эндонуклеаза

ps ps

5′-FAM

5′-FAM

3′-BHQ1
3′-BHQ1
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SMUG1 и АР-эндонуклеазой APE1. Концентра-
ция ДНК-зонда во всех экспериментах составляла
1.0 мкМ. Кинетические кривые, характеризующие
активность АР-эндонуклеазы человека APE1, по-
лучали с использованием очищенного препарата
фермента с концентрацией 5 × 10–10–1 × 10–6 М.
В случае кривых для ДНК-гликозилаз использо-

вали также очищенные препараты фермента с
концентрацией 1 × 10–9–1 × 10–6 М, но в реакци-
онную смесь добавляли АР-эндонуклеазу челове-
ка APE1 в концентрации 1.0 мкМ.

Начальную скорость расщепления ДНК-зон-
дов оценивали путем линеаризации (или линей-

Рис. 2. Кинетические кривые, характеризующие расщепление ДНК-зондов, содержащих F (а), U (б), εA (в), Tg (г) и
oxoG (д), при взаимодействии с очищенными препаратами ферментов APE1, SMUG1, AAG, NEIL1 и OGG1 соответ-
ственно.
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ной аппроксимации) начального участка кинети-
ческих кривых (рис. 3). Зависимость начальной
скорости от концентрации фермента имела ли-
нейный вид и позволила определить концентра-
цию целевого фермента в клеточном экстракте.

Чтобы определить количество общего белка,
оптимальное для анализа, сравнили относитель-
ную активность ферментов в экстрактах клеток
линии TOV112, содержащих 5, 10, 25 и 50 мкг об-
щего белка (рис. 4). Для всех типов ДНК-зондов

Рис. 3. Зависимость начальной скорости накопления продукта от концентрации APE1 (а), SMUG1 (б), AAG (в),
NEIL1 (г) и OGG1 (д).
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получены кинетические кривые, свидетельству-
ющие об увеличении FRET-сигнала после добав-
ления клеточного экстракта. Начальные участки
кинетических кривых аппроксимировали линей-
ным уравнением, что позволило определить на-

чальную скорость расщепления ДНК-зонда. За-
висимость начальной скорости расщепления
ДНК-зондов от концентрации общего белка в
экстракте имела линейный вид в случае ДНК-
зондов, содержащих F, U, Tg и oxoG (рис. 5). Од-

Рис. 4. Определение оптимального для анализа количества общего белка в клеточном экстракте на примере линии
клеток TOV112. Кинетические кривые, характеризующие расщепление ДНК-зондов, содержащих F (а), U (б), εA (в),
Tg (г) и oxoG (д), в клеточных экстрактах, содержащих 5, 10, 25 и 50 мкг общего белка.
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нако в случае εA-зонда начальная скорость роста
FRET-сигнала не коррелировала с концентраци-
ей белков в клеточном экстракте. Следует отме-
тить, что удаление εA, в отличие от F, U, Tg и oxoG,
из ДНК может проходить по двум независимым
механизмам: BER с помощью фермента AAG [37,

42, 43], приводящего к удалению поврежденного
основания и генерации АР-сайта, и прямой репа-
рации алкилированных нуклеотидов с помощью
ДНК-диоксигеназы ABH2 [44, 45] за счет окисле-
ния алкильного заместителя и его последующей
деградации, приводящей к восстановлению струк-

Рис. 5. Зависимость начальной скорости расщепления ДНК-зондов, содержащих F (a), U (б), εA (в), Tg (г) и oxoG (д),
при взаимодействии с клеточным экстрактом линии клеток TOV112 при различных концентрациях общего белка (5,
10, 25 и 50 мкг/мкл).
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Рис. 6. Кинетические кривые, характеризующие расщепление ДНК-зондов, содержащих F (а), U (б), εA (в), Tg (г) и
oxoG (д), при взаимодействии с экстрактом клеточной линии SCOV3 (черный цвет – ядерная фракция, красный – об-
щий экстракт).
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туры неповрежденного аденозина в составе ДНК.
Можно предположить, что совместное узнавание
εA-зонда ферментами, входящими в независимые
пути удаления повреждения из ДНК, приводит к
усложнению интерпретации полученных данных.

На основании полученных данных во всех даль-
нейших экспериментах по определению активно-
сти целевых ферментов использовали 25 мкг об-
щего белка для ДНК-зонда каждого типа. Таким
образом, для анализа активности с использовани-

ем пяти ДНК-зондов суммарно требуется не ме-
нее 125 мкг общего белка. Однако необходимо от-
метить, что 125 мкг белка можно получить при
лизисе ~100000 клеток (в зависимости от линии
клеток), что свидетельствует о перспективности
данного метода для определения активности фер-
ментов репарации в относительно небольшом
числе клеток, например, полученных из крови че-
ловека с целью определения репарационного ста-
туса организма.

Рис. 7. Кинетические кривые, характеризующие расщепление ДНК-зондов, содержащих F (а), U (б), εA (в), Tg (г) и
oxoG (д), при взаимодействии с экстрактами клеточных линий TOV112, 79, OVCAR3, MESOV, SCOV3 и TOV21.
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На следующем этапе с использованием линии
SCOV3 сравнили активность ферментов пути
BER в полном клеточном экстракте и в экстракте
предварительно выделенной ядерной фракции.
Интересно отметить, что кинетические кривые,
характеризующие расщепление всех типов ДНК-
зондов белками общего и ядерного экстрактов,
имели сходный вид, что свидетельствует о воз-
можности проводить анализ ферментов, исполь-
зуя общий клеточный экстракт (рис. 6).

Затем на примере нескольких линий клеток
опухоли яичника человека (TOV112, 79, OVCAR3,
MESOV, SCOV3 и TOV21) провели сравнитель-
ный анализ активности тестируемых ферментов
репарации в общих клеточных экстрактах. Для
каждой клеточной линии получили кинетические
кривые, характеризующие расщепление ДНК-
зондов (рис. 7), и определили начальную ско-

рость расщепления. На основании начальных
скоростей расщепления ДНК-зондов и калибро-
вочных кривых, полученных с использованием
очищенных препаратов ферментов, оценили
концентрации целевых ферментов в экстрактах
(табл. 2, рис. 8).

Сравнение полученных данных выявило зна-
чительную вариабельность оценочной концен-
трации ферментов репарации в различных кле-
точных линиях. Так, например, концентрация
APE1 в линии TOV112 была более чем в 2 раза вы-
ше, чем в линиях TOV21 и SCOV3. Необходимо
также отметить существенно более высокую оце-
ночную концентрацию ферментов, отвечающих
за удаление окисленных пиримидинов (Tg-зонд),
в клетках линии TOV112. При этом эффектив-
ность удаления алкилированных нуклеотидов на
примере εA-зонда была примерно одинаковой во
всех использованных клеточных линиях. Однако,
как отмечено ранее, эффективность репарации
алкилированных азотистых оснований, включая
εA, может проходить по двум независимым пу-
тям, что осложняет интерпретацию полученных
данных. Обнаружено, что клетки линии TOV21
обладают пониженной репарационной активно-
стью на ДНК-зондах всех типов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то, что понимание механизмов
разных путей репарации ДНК значительно рас-
ширилось за последнее время, многие инстру-
менты, позволяющие изучать функционирование
отдельных участников этих процессов, все еще
нуждаются в улучшении. Нами разработаны флу-
оресцентные ДНК-зонды, с помощью которых
можно определять в клеточных экстрактах уро-
вень активности ключевых ферментов BER –
ДНК-гликозилаз и АР-эндонуклеазы АРЕ1.
Определение активности ферментов репарации в
клеточных экстрактах нескольких линий рака
яичников человека позволило апробировать

Таблица 2. Концентрации целевых ферментов в клеточных экстрактах линий рака яичников человека TOV112, 79,
OVCAR3, MESOV, SCOV3 и TOV21

Линия клеток
Концентрация ферментов BER, нМ

APE1 UDG AAG NEIL1/NTH1 OGG1

TOV112 47 ± 5 5.1 ± 0.9 10.3 ± 0.7 42 ± 3 12.6 ± 1.5

TOV21 16 ± 3 2.2 ± 0.5 7.1 ± 0.9 3.3 ± 0.2 2.2 ± 0.5

79 26 ± 4 14.5 ± 4.3 7.7 ± 1.2 19 ± 5 5.8 ± 1.2

SCOV3 20 ± 4 3.7 ± 0.9 8.0 ± 0.5 15 ± 3 6.0 ± 0.8

MESOV 33 ± 7 5.5 ± 1.4 7.3 ± 0.8 12 ± 5 4.8 ± 0.9

OVCAR3 31 ± 8 4.1 ± 0.8 6.8 ± 0.6 21 ± 5 7.4 ± 1.7

Рис. 8. Концентрация ферментов репарации в экстрак-
те клеточных линий рака яичника человека TOV112, 79,
OVCAR3, MESOV, SCOV3 и TOV21.
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ДНК-зонды и выявило значительную вариабель-
ность уровня активности ферментов в этих лини-
ях клеток.

Полученные данные показывают перспек-
тивность предложенного метода, учитывая про-
стоту применения и анализа полученных дан-
ных. Результаты нашей работы могут стать осно-
вой для создания тест-системы определения
активности ключевых ферментов BER в живых
организмах. Учитывая множество преимуществ
флуоресцентных методов, существует большой
потенциал для расширения этой области, предо-
ставляющей инструменты, столь необходимые
для определения индивидуального репарацион-
ного статуса организма пациента. Будущие пер-
сонализированные методы лечения, связанные
с применением ДНК-модифицирующих хими-
ческих препаратов, несомненно, должны быть
взаимосвязаны с эффективностью работы фер-
ментов, отвечающих за удаление ДНК-повре-
ждений, вызываемых конкретными препарата-
ми, у каждого конкретного пациента.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 21-14-00018) и при
частичной поддержке бюджетного финансирова-
ния № 121031300041-4.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.
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The important role of DNA damage in the occurrence of various diseases, including cancer, stimulates stud-
ies of the mechanisms of genetic information stability, carried out since the discovery of DNA repair systems.
The question of the relationship between the accumulation of DNA damage, disorders in DNA repair path-
ways, and an increased risk of diseases developing still remains relevant. Over the past few years, significant
efforts have been made to develop methods for analyzing the activity of DNA repair enzymes in human cells.
In this work, we developed fluorescent DNA probes that allow us to determine the activity of key enzymes of
base excision DNA repair in cell extracts, namely DNA glycosylases UNG2, SMUG1, MBD4, TDG, AAG,
NEIL1, NTHL1, and OGG1 and AP endonuclease APE1. The sensitivity of DNA probes was determined on
purified enzyme preparations. Determination of the activity of repair enzymes in cell extracts of the human
ovarian tumor lines TOV112, 79, OVCAR3, MESOV, SCOV3, and TOV21 revealed a significant variability
in the level of enzyme activity in these cell lines. Obtained results can become the test system platform for
analyzing the activity of the base excision DNA repair system in the human body.
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