
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2023, том 57, № 4, с. 717–725

717

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ДНК-МЕТИЛТРАНСФЕРАЗЫ Dnmt3a 
С ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИМИ АНАЛОГАМИ S-АДЕНОЗИЛМЕТИОНИНА 

И S-АДЕНОЗИЛГОМОЦИСТЕИНА
© 2023 г.   В. Л. Филоновa, М. А. Хомутовa, А. В. Сергеевb, А. Л. Хандажинскаяa, С. Н. Кочетковa, 

Е. С. Громоваb, *, А. Р. Хомутовa, **
aИнститут молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта Российской академии наук, Москва, 119991 Россия

bХимический факультет Московского государственного университета им. М.В. Ломоносова, Москва, 119991 Россия
*e-mail: gromova@genebee.msu.ru

**e-mail: alexkhom@list.ru
Поступила в редакцию 02.11.2022 г.

После доработки 08.12.2022 г.
Принята к публикации 08.12.2022 г.

Реакции ферментативного метилирования, катализируемые метилтрансферазами, играют важней-
шую роль в метаболизме клеток. Основным донором метильных групп в этих реакциях служит
S-аденозил-L-метионин. Акцепторами метильных групп могут быть нуклеиновые кислоты, белки,
а также различные низкомолекулярные соединения. У млекопитающих метилирование остатков
цитозина по положению С5 в CpG-последовательностях ДНК осуществляется de novo ДНК-метил-
трансферазой Dnmt3a, а “рисунок метилирования” относится к факторам, определяющим эпигене-
тическую регуляцию экспрессии генов. В настоящей работе впервые исследовано взаимодействие
фосфонистых и фосфоновых аналогов S-аденозил-L-метионина и S-аденозил-L-гомоцистеина, в
которых карбоксильная группа заменена на соответствующий фосфорсодержащий фрагмент, с ка-
талитическим доменом Dnmt3a. В реакции метилирования ДНК, катализируемой Dnmt3a, эти ана-
логи S-аденозил-L-метионина оказались лишь в 2 раза менее эффективными донорами метиль-
ной группы, чем природный S-аденозил-L-метионин. Оба фосфорсодержащих аналога S-аде-
нозил-L-гомоцистеина, природного ингибитора метилтрансфераз, проявляли близкую ингибиторную
активность в отношении Dnmt3a и были примерно в 4 раза менее активными, чем S-аденозил-L-го-
моцистеин. Весьма неожиданной оказалась сопоставимость величин активностей фосфонистых и
фосфоновых аналогов S-аденозил-L-метионина и S-аденозил-L-гомоцистеина, поскольку геомет-
рия и заряд фосфорсодержащих фрагментов существенно различаются. Обсуждаются возможности
использования фосфоаналогов S-аденозил-L-метионина и S-аденозил-L-гомоцистеина в качестве
инструментов исследования метилтрансфераз.

Ключевые слова: метилирование ДНК, S-аденозил-L-метионин, S-аденозил-L-гомоцистеин, фос-
форорганические аналоги, субстраты, ингибиторы
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ВВЕДЕНИЕ

Реакции переноса одноуглеродных остатков, в
том числе реакции метилирования, катализируе-
мые метилтрансферазами, играют важную роль в
метаболизме клеток, а S-аденозил-L-метионин

(AdoMet) – основной донор метильных групп, за-
нимает второе место после АТР по разнообразию
биохимических превращений, в которых он
участвует [1]. Субстратами реакций метилирова-
ния служат ДНК, РНК, белки, а также низкомо-
лекулярные соединения, а AdoMet может рас-
сматриваться как второй субстрат во всех этих
превращениях. Метилирование ДНК является
одним из факторов, определяющих эпигенетиче-
скую регуляцию экспрессии генов эукариот [2, 3].
У млекопитающих метилированию подвергаются
остатки цитозина по С5-положению в CpG-по-
следовательностях ДНК, а распределение мети-
лированных оснований образует “рисунок мети-
лирования”, который устанавливается de novo
C5-ДНК-метилтрансферазой (МТазой) Dnmt3a

Сокращения: МТаза – C5-ДНК-метилтрансфераза;
Dnmt3a-CD – каталитический домен ДНК-метилтранс-
феразы Dnmt3a; AdoMet – S-аденозил-L-метионин;
AdoMet-PH – 5'-{S-[3-амино-3-(гидрогидроксифосфо-
рил)пропил]-S-метил}-5'-дезоксиаденозин; AdoMet-P5 –
5'-{S-[3-амино3-(дигидроксифосфорил)пропил]-S-метил}-
5'-дезоксиаденозин; AdoHcy – S-аденозил-L-гомоцистеин;
AdoHcy-PH – 5'-[3-амино-3-(гидрогидроксифосфорил)про-
пилтио]-5'-дезоксиаденозин; AdoHcy-P5 – 5'-[3-амино-3-
(дигидроксифосфорил)пропилтио]-5'-дезоксиаденозин;
PLP – пиридоксаль-5'-фосфат.

УДК 577.152.211
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[4, 5]. Нарушения метилирования ДНК часто вы-
являют при онкологических заболеваниях – при
общем гипометилировании генома наблюдается
локальное гиперметилирование промоторных
участков генов-супрессоров опухолей, а сниже-
ние активности МТаз приводит к реактивации
этих генов и подавлению роста опухолевых кле-
ток [6].

Как правило, модификации сульфониевого
центра, амино- или карбоксильной групп AdoMet
приводят к полной или частичной потере его
сродства к ферменту [7]. Необычная способность
МТазы Dnmt3a использовать вместо AdoMet не-
которые его аналоги выделяет этот фермент среди
других метилтрансфераз. В ряду производных
AdoMet, в которых метильная группа сульфоние-
вого центра заменена на этильную или пропиль-
ную, скорость переноса алкильного заместителя
резко падает с увеличением его размера [8, 9].
Модификации AdoMet по аминогруппе метиони-
нового фрагмента приводят к потере субстратных
свойств AdoMet. Метиловый и этиловый эфиры
AdoMet оказались донорами метильных групп в
реакции, катализируемой прокариотической
CpG-узнающей МТазой M.SssI, но несколько
худшими, чем AdoMet [10]. Сходство каталитиче-

ских механизмов прокариотических цитозино-
вых МТаз [11, 12] и соответствующих эукариоти-
ческих ферментов [4] открывает дополнительные
возможности для исследования Dnmt3a при по-
мощи аналогов AdoMet с модифицированной
HOOC-группой. Следует отметить, что подобные
аналоги должны иметь свободную аминогруппу и
сульфониевый центр, важные для их продуктив-
ного связывания в активном центре Dnmt3a [13].

В настоящей работе химическими инструмен-
тами исследований служили фосфорорганиче-
ские аналоги AdoMet и S-аденозил-L-гомоцисте-
ина (AdoHcy), в которых карбоксильная группа
заменена на фосфорсодержащий фрагмент (рис. 1), а
основным из них был фосфонистый аналог
AdoMet (AdoMet-РН). Известно, что этот аналог
является донором метильной группы в тРНК-ме-
тилтрансферазных реакциях (использована сум-
марная тРНК и препарат суммарных метилтранс-
фераз E. coli [14]). AdoMet-РН синтезируется в
клетках L1210, растущих в среде, содержащей
фосфонистый аналог метионина (рис. 1, Met-PH)
[15]. AdoMet-РН в отличие от AdoMet химически
стабилен [16], а поскольку механизмы химиче-
ского гидролиза AdoMet и AdoMet-лиазной реак-

Рис. 1. Структуры S-аденозил-L-метионина (AdoMet), S-аденозил-L-гомоцистеина (AdoHcy), их фосфонистых
(AdoMet-PH и AdoHcy-PH) и фосфоновых (AdoMet-P5 и AdoHcy-P5) аналогов, соответственно, а также фосфонистого
аналога метионина (Met-PH).
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ции заключаются во внутримолекулярном алки-
лировании карбоксильной группы, приводящем
к образованию лактона гомосерина и 5'-метил-
тиоаденозина [17], то AdoMet-РН можно рассмат-
ривать не только как функционально активный,
но и как катаболически устойчивый миметик
AdoMet. Взаимодействие фосфоаналогов AdoMet
и AdoHcy (рис. 1) с ДНК-метилтрансферазами
ранее не изучали. В настоящей работе исследова-
на способность AdoMet-РН и AdoMet-Р5 (рис. 1)
служить донорами метильной группы в реакции
метилирования ДНК, катализируемой Dnmt3a, а
также ингибирование этой реакции фосфоанало-
гами AdoHcy – AdoHcy-РН и AdoHcy-Р5 (рис. 1).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. Фосфоаналоги AdoMet и AdoHcy

синтезированы согласно [18]. AdoMet, AdoHcy,
остальные реагенты и соли получены от фирм
“Sigma” (CША), “Merck” (Германия), “Helicon”
(Россия). Каталитический домен МТазы Dnmt3a
(Dnmt3a-CD) выделяли согласно [19]. Концен-
трацию белка определяли методом Брэдфорда
[20]. Эндонуклеаза рестрикции Hin6I получена от
компании “Сибэнзим” (Россия). В работе ис-
пользовали FAM-меченый 30-звенный ДНК-
дуплекс (fGCGC/CGCGf):

который содержит метилируемый CpG-сайт в со-
ставе последовательности G*CGC – сайта узна-
вания Hin6I (звездочкой указаны места расщеп-
ления). Олигонуклеотиды, содержащие флуорес-
центный краситель 6(5)-карбоксифлуоресцеин
(FAM), присоединенный к 5'-концу через амино-
линкер –NH–(CH2)6–, получены от компании
“Синтол” (Россия). Буферный раствор А содер-
жал 20 мM HEPES-NaOH (pH 7.5), 100 мM KCl,
1 мM EDTА, 1 мМ 1,4-дитиотреитол.

Анализ образования тройного комплекса
ДНК⋅(Dnmt3a-CD)⋅AdoHcy. Константу диссоциа-
ции (Kd) комплекса определяли с помощью мето-
да поляризации флуоресценции прямым титро-
ванием раствора ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf
раствором Dnmt3a-CD. Смесь (120 мкл), содер-
жащую 10 нМ ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf и
100 мкМ AdoHcy или его фосфоаналога в буфере
А, инкубировали в течение 2 мин и регистрирова-
ли значение поляризации флуоресценции. Затем
полученную смесь титровали 2 мкМ раствором
Dnmt3a-CD, прибавляя аликвоты (0.5–2.0 мкл)
фермента до конечной концентрации 700 нМ, и
регистрировали значение поляризации флуорес-
ценции через 2 мин после каждого прибавления.
Зависимости поляризации флуоресценции от

5' CTGAATACTACTT TCTCTAACCTGAT

3' GACTTATGATGAA AGAGАTTGGACTA

- -

- -

FAM GCGC

CGCG FAM

концентрации фермента обрабатывали в соответ-
ствии с методикой, описанной в [19], используя
уравнение Хилла:

где [E] – концентрация Dnmt3a-CD; P0 и Pm –
значения поляризации флуоресценции свобод-
ной и полностью связанной FAM-меченой ДНК
соответственно; n – коэффициент Хилла. Изме-
рения поляризации флуоресценции (λex = 495 нм,
λem = 520 нМ) проводили на приборе Cary Eclipse
Fluorescence Spectrophotometer (“Varian”, США).
Экспериментальные данные обрабатывали, ис-
пользуя программу OriginPro 2015.

Определение субстратных свойств фосфоанало-
гов AdoMet в реакции метилирования ДНК-дуплекса
fGCGC/CGCGf, катализируемой Dnmt3a-CD. Эф-
фективность метилирования ДНК-дуплекса fG-
CGC/CGCGf изучали, используя неспособность
эндонуклеазы Hin6I осуществлять расщепление
по метилированному сайту рестрикции (GCmGC),
аналогично [19]. Реакционную смесь, содержа-
щую 0.3 мкМ ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf,
0.6–10 мкМ AdoMet или его фосфоаналогов
(AdoMet-РН и AdoMet-Р5) и 2 мкМ Dnmt3a-CD в
буфере А, инкубировали в течение 60 мин при
37°C. Реакцию останавливали нагреванием
(95°C, 1 мин). Расщепление ДНК-дуплекса fGC-
GC/CGCGf эндонуклеазой рестрикции Hin6I
(2 ед. акт. на 10 мкл смеси) проводили в той же ре-
акционной смеси после добавления MgCl2 (ко-
нечная концентрация 3 мкМ) в течение 60 мин
при 37°C. Продукты реакции анализировали при
помощи электрофореза в 20%-ном полиакрила-
мидном геле (ПААГ) с 7 М мочевиной. Интенсив-
ность флуоресценции ДНК в геле определяли с
помощью Typhoon FLA 9500 (“GE Healthcare Life
Science”, Австралия), используя программу Gel-
QuantNET. Контролем служила смесь AdoMet
или его фосфоаналогов с ДНК-дуплексом fGC-
GC/CGCGf и такая же смесь, содержащая Hin6I.
Степень метилирования ДНК-дуплекса опреде-
ляли по соотношению расщепленной и нерас-
щепленной ДНК, которое рассчитывали по фор-
муле:

где ωDnmt3a – степень расщепления ДНК эндо-
нуклеазой после обработки Dnmt3a-CD; ωR.Hin6I –
степень расщепления ДНК без предварительного
метилирования.

В случае реакций с участием фосфоаналогов
AdoMet степень метилирования рассчитывали
относительно соответствующей реакции с ис-
пользованием AdoMet.
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Определение ингибиторной активности фос-
фоаналогов AdoHcy в реакции метилирования
ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf, катализируемой
Dnmt3a-CD. Ингибиторные свойства фосфоана-
логов AdoHcy (IC50) оценивали, сравнивая с ак-
тивностью AdoHcy. С этой целью реакционную
смесь, содержащую 0.3 мкМ ДНК-дуплекса fGC-
GC/CGCGf, 0.6 мкМ AdoMet, 0–50 мкМ AdoHcy
или одного из его фосфоаналогов и 2 мкМ Dnmt3a в
буфере А, инкубировали в течение 60 мин при
37°C, реакцию останавливали нагреванием (95°C,
1 мин). Продукты реакции анализировали, как
описано выше. Величины IC50 рассчитывали с по-
мощью программы OriginPro 2015 согласно [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Активная форма Dnmt3a представляет собой
тетрамер, содержащий по две молекулы Dnmt3a и
регуляторного фактора Dnmt3L. В отсутствие
Dnmt3L активную форму образуют четыре субъ-
единицы Dnmt3a [21]. Субъединица Dnmt3a состо-
ит из N-концевой регуляторной области и катали-
тического C-концевого домена (Dnmt3a-CD) [22],
который способен осуществлять метилирование
ДНК в отсутствие регуляторной части [23]. При
этом каталитические свойства C-концевого доме-
на и полноразмерного фермента идентичны [22]. В
настоящей работе использован Dnmt3a-CD мыши,
первичная структура которого совпадает с первич-
ной структурой DNMT3A-CD человека [4, 24], что
позволяет использовать Dnmt3a-CD мыши в каче-
стве адекватной модели DNMT3A человека. В каче-
стве модельного субстрата использовали FAM-ме-
ченый 30-звенный ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf
[25], содержащий сайт узнавания эндонуклеазы
рестрикции Hin6I (GCGC). Если фрагмент CpG в
составе этого сайта метилирован, то фермент не
способен расщеплять модифицированный уча-

сток цепи ДНК. Флуоресцентные FAM-метки на
5'-концах модельного дуплекса позволяют опре-
делять активность Dnmt3a методом электрофоре-
за в ПААГ, выявляя как интактный дуплекс, так и
продукты его расщепления, количество которых
зависит от степени метилирования [25].

Фосфоаналоги AdoMet и AdoHcy не влияют 
на активность эндонуклеазы рестрикции Hin6I

Метод определения активности Dnmt3a
предусматривает использование двух последова-
тельных ферментативных реакций: метилирования
и расщепления ДНК-субстрата эндонуклеазой ре-
стрикции Hin6I. Для исследования влияния фосфо-
аналогов AdoMet и AdoHcy на активность этой эн-
донуклеазы в реакционную смесь, не содержа-
щую Dnmt3a-CD, вносили фосфоаналоги AdoMet
или AdoHcy в концентрации 25 мкМ и расщепля-
ли ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf эндонуклеазой.
Оказалось, что степень расщепления этого дуп-
лекса в присутствии как AdoMet, так и обоих его
аналогов (рис. 1) составила около 90% (рис. 2).
Подобные результаты получены для AdoHcy и его
аналогов (данные не приведены).

Следовательно, расщепление эндонуклеазой
можно проводить в той же реакционной смеси, в
которой проводили метилирование, после добав-
ления в нее ионов Mg2+. Полученные данные поз-
волили перейти к изучению субстратных свойств
фосфоаналогов AdoMet и ингибиторной актив-
ности фосфоаналогов AdoHcy в реакции метили-
рования ДНК, катализируемое Dnmt3a.

Фосфоаналоги AdoMet являются донорами 
метильной группы в реакции метилирования ДНК, 

катализируемой Dnmt3a
Субстратом Dnmt3a служит неметилирован-

ный ДНК-дуплекс, а донор метильной группы,
AdoMet, в ходе ферментативной реакции превра-
щается в AdoHcy. Фосфоаналоги AdoMet, содер-
жащие реакционноспособный сульфониевый
центр (рис. 1), могут рассматриваться в качестве
возможных доноров метильной группы несмотря
на то, что карбоксильная группа AdoMet замене-
на на кислый фосфорсодержащий фрагмент. Ме-
тилирование ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf с
использованием двух фосфоаналогов AdoMet
(рис. 1) изучено при четырех различных концен-
трациях (0.6–10 мкМ) аналогов в течение 60 мин,
так как после 60 мин дальнейшее накопление ме-
тилированной ДНК практически не наблюдается.
Обнаружено, что и AdoMet-PH, и AdoMet-P5 яв-
ляются примерно в 2 раза менее эффективными
донорами метильных групп, чем природный
AdoMet (рис. 3).

Таким образом, несмотря на существенное
различие в строении фосфорсодержащих фраг-

Рис. 2. Влияние AdoMet и его фосфоаналогов на ак-
тивность эндонуклеазы рестрикции Hin6I. а – ДНК-
дуплекс fGCGC/CGCGf (1); ДНК-дуплекс fGC-
GC/CGCGf + эндонуклеаза рестрикции Hin6I (2);
ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf + эндонуклеаза ре-
стрикции Hin6I + 25 мкМ AdoMet (3). б – ДНК-дуплекс
fGCGC/CGCGf (1); ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf +
+ эндонуклеаза рестрикции Hin6I + 25 мкМ
AdoMet-PH (2); ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf + эндо-
нуклеаза рестрикции Hin6I + 25 мкМ AdoMet-P5 (3).
Продукты расщепления анализировали методом
электрофореза в 20%-ном ПААГ с 7 М мочевиной.

а б
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ментов, и AdoMet-PH, и AdoMet-P5 служат доно-
рами метильных групп в реакции метилирования
ДНК, а их активность оказалась сопоставимой с
активностью AdoMet.

AdoHcy-РН и AdoHcy-Р5 образуют тройные 
комплексы с ДНК-дуплексом fGCGC/CGCGf 

и Dnmt3a-CD

AdoHcy, копродукт реакций метилирования и
эффективный природный ингибитор многих ме-
тилтрансфераз [26], взаимодействует с Dnmt3a и
ДНК, формируя тройной комплекс ДНК-дуп-
лекс fGCGC/CGCGf⋅Dnmt3a⋅AdoHcy. Нами изу-
чена возможность образования и стабильность
тройных комплексов ДНК-дуплекс fGCGC/CG-
CGf⋅Dnmt3a-CD⋅AdoHcy-РН(Р5) методом поля-
ризации флуоресценции в сравнении с комплек-
сом, образованным AdoHcy. Константы диссоци-
ации (Kd) этих тройных комплексов вычисляли на
основе данных прямого титрования растворов,

содержащих ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf (10 нМ),
AdoHcy или один из его фосфоаналогов (100 мкМ),
раствором Dnmt3a-CD до достижения конечной
концентрации фермента 700 нМ (рис. 4). Во всех
случаях коэффициент Хилла (n) был больше еди-
ницы (табл. 1), что свидетельствовало о коопера-
тивности связывания ДНК с Dnmt3a-CD. Значе-
ния Kd всех трех комплексов приблизительно рав-
ны (табл. 1), таким образом, строение кислого
фрагмента AdoHcy мало влияет на устойчивость
тройных комплексов ДНК-дуплекс fGCGC/CG-
CGf⋅Dnmt3a-CD⋅AdoHcy/AdoHcy-РН(Р5).

Фосфоаналоги AdoHcy ингибируют метилирование 
ДНК, катализируемое Dnmt3a

Способность фосфоаналогов AdoHcy стабили-
зировать комплекс Dnmt3a-CD с ДНК так же эф-
фективно, как и AdoHcy, позволяет предположить,
что эти соединения могут быть и ингибиторами
Dnmt3a. Ингибирующую активность фосфоана-
логов AdoHcy определяли в реакционной смеси,
содержащей AdoMet (0.6 мкМ), варьируя концен-
трации фосфоаналогов AdoHcy (0–50 мкМ). Зна-

Рис. 3. Метилирование ДНК-дуплекса fGCGC/CGC-
Gf МТазой Dnmt3a-CD с использованием AdoMet,
AdoMet-PH и AdoMet-P5 в качестве доноров метиль-
ной группы. а – Анализ расщепления ДНК-дуплекса
fGCGC/CGCGf эндонуклеазой Hin6I до и после мети-
лирования (60 мин), электрофорез в 20%-ном ПААГ с
7 М мочевиной. 1 – ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf;
2 – ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf + эндонуклеаза
рестрикции Hin6I; 3–5 – метилированный ДНК-дуп-
лекс fGCGC/CGCGf (0.6 мкМ AdoMet или 0.6 мкМ
AdoMet-PH, или 0.6 мкМ AdoMet-P5 соответственно)
после обработки эндонуклеазой рестрикции Hin6I.
б – Сравнение эффективности метилирования ДНК-
дуплекса fGCGC/CGCGf при использовании в каче-
стве доноров метильной группы AdoMet, AdoMet-PH
и AdoMet-P5 (0.6, 2, 5 и 10 мкМ). Значения степеней
метилирования приведены относительно AdoMet,
среднее из шести независимых экспериментов. Ука-
заны стандартные отклонения.
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Рис. 4. Изотермы образования тройных комплексов
ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf⋅Dnmt3a-CD⋅Ado-
Hcy/AdoHcy-РН/AdoHcy-Р5, полученные методом
поляризации флуоресценции. Состав реакционной
смеси: 10 нМ ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf,
100 мкМ AdoHcy, 100 мкМ AdoHcy-PH или 100 мкМ
AdoHcy-P5 в буфере А.
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Таблица 1. Значения констант диссоциации (Kd) и коэф-
фициентов Хилла (n) тройных комплексов ДНК⋅Dnmt3a-
CD⋅AdoHcy/AdoHcy-РН/AdoHcy-Р5, рассчитанные на
основании трех экспериментов

Примечание. Указаны стандартные отклонения.

Лиганд Kd, нМ n

AdoHcy 51 ± 7 1.5 ± 0.3
AdoHcy-PH 66 ± 2 2.2 ± 0.4
AdoHcy-P5 64 ± 12 1.9 ± 0.2
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чения IC50 для трех ингибиторов вычисляли, ис-
ходя из зависимостей степени метилирования
ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf МТазой Dnmt3a-CD
от концентрации AdoHcy, AdoHcy-PH и AdoHcy-
P5 (рис. 5). Оказалось, что оба фосфоаналога яв-
ляются ингибиторами Dnmt3a-CD, а значения
IC50 этих соединений близки между собой и при-
мерно в 4 раза выше, чем у AdoHcy (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Замена карбоксильной группы в молекулах

аминокислот на кислый фосфорсодержащий
фрагмент приводит к аналогам разных видов,
включая аминофосфоновые (I) и аминофосфо-
нистые (II) кислоты (рис. 6).

Наиболее хорошо исследованы аминофосфо-
новые кислоты (I), которые, как правило, оказы-
ваются слабыми конкурентными ингибиторами
соответствующих ферментов метаболизма ами-
нокислот или, намного реже, субстратами, срод-
ство которых ниже, чем у природных аминокис-
лот [27, 28]. Это связано с тем, что фосфоновый
остаток, представляющий собой двухзарядный
тетраэдр, плохо моделирует плоскую карбоксиль-
ную группу. Однако существует и ряд исключе-
ний. Так, фосфоновый аналог аланина (L-Ala-P5,
рис. 6, R = СН3), не содержащий реакционноспо-
собных групп, необратимо ингибирует рацемазу
аланина [29], а фосфоновый аналог S-аденозил-
L-гомоцистеина (AdoHcy-Р5, рис. 1) необратимо
ингибирует AdoHcy-гидролазу [30]. Следует от-
метить, что в последнем случае активны как S-,
так и R-изомеры, но активность S-изомера на-
много выше, чем у R-изомера: KI = 345 ± 3 мкМ,

kinact = 0.0049 мин–1 и KI = 1094 ± 49 мкМ, kinact =
= 0.0145 мин–1 соответственно [30]. Обычно ами-
нофосфонаты используют в качестве аналогов
промежуточных состояний НООС-группы. Сре-
ди соответствующих производных найдены эф-
фективные ингибиторы ферментов, в том числе и
соединения, находящие практическое примене-
ние в медицине и сельском хозяйстве [27].

Аминофосфонистые кислоты (II) существен-
но менее исследованы по сравнению с аминофос-
фоновыми (I) [28]. В этом случае однозарядный
фосфонистый фрагмент, представляющий собой
сплюснутый тетраэдр, достаточно хорошо моде-
лирует плоскую карбоксильную группу, поэтому
аминофосфонистые кислоты, в отличие от ами-
нофосфонатов, оказываются субстратами неко-
торых ферментов. Фосфонистый аналог аланина
(рис. 6. II, R = СН3) эффективно превращается
под действием PLP-зависимой аланин-амино-
трансферазы в фосфонистый аналог пирувата [31,
32], который является необратимым наномоляр-
ным ингибитором пируватдегидрогеназы [33].
Проксимальные фосфонистые аналоги аспараги-
новой и глутаминовой кислот (рис. 6, II, R =
= HO(O)CCH2– и R = HO(O)CCH2CH2– соответ-
ственно) превращаются PLP-зависимой аспар-
тат-аминотрансферазой в соответствующие α-ке-
тофосфонистые кислоты [34]. PLP-зависимая ти-
розин-фенол-лиаза расщепляет фосфонистый
аналог тирозина с образованием фосфонистого
аналога пирувата [35, 36]. Фосфонистые кислоты
оказались субстратами некоторых NAD-зависи-
мых ферментов, например, фосфонистые анало-
ги пирувата и лактата легко взаимопревращаются
под действием лактатдегидрогеназы [31], а полуаль-
дегид фосфонистого аналога янтарной кислоты
окисляется до фосфонистого аналога сукцината
под действием сукцинил-полуальдегиддегидро-
геназы [37]. Фосфонистые аналоги метионина
(Met-PH, рис. 1) и AdoMet-PH (рис. 1) не являются
исключением. Еще в ранних работах показали,
что Met-PH служит субстратом обмена ATP-PPi,
катализируемого аминоацил-тРНК-синтетазой
[38]. Met-PH был субстратом PLP-зависимой Met-
γ-лиазы, расщепляясь до фосфонистого аналога
α-кетобутирата [39]. Met-PH, подобно природно-
му Met, способен индуцировать биосинтез Met-

Рис. 5. Зависимость эффективности ингибирования
метилирования ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf МТа-
зой Dnmt3a-CD за 60 мин от логарифма концентра-
ции AdoHcy, AdoHcy-PH или AdoHcy-P5. На вставке
приведены значения IC50 для AdoHcy, AdoHcy-PH и
AdoHcy-P5, рассчитанные на основании трех незави-
симых экспериментов. Указаны стандартные откло-
нения.
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γ-лиазы в клетках Citrobacter intermedius [40]. Эти
данные свидетельствуют о структурно-функцио-
нальном подобии Met-PH и Met. Наконец, обра-
зование AdoMet-PH в клетках L1210, выращенных в
присутствии нетоксичных концентраций Met-PH,
по-видимому, можно рассматривать как одну из
причин ингибирования роста этих клеток, по-
скольку экзогенный AdoMet-PH был даже не-
сколько эффективнее Met-PH [15].

В настоящей работе впервые изучена способ-
ность фосфонистого (AdoMet-PH) и фосфонового
(AdoMet-P5) аналогов AdoMet служить донорами
метильной группы в реакции, катализируемой
Dnmt3a. Оказалось, что субстратные свойства
этих аналогов не зависят от строения фосфорсо-
держащего фрагмента молекулы, и оба соедине-
ния примерно в 2 раза менее активны, чем при-
родный AdoMet (рис. 3б). AdoHcy-PH и AdoHcy-P5
(рис. 1) представляют собой аналоги AdoHcy,
природного ингибитора метилтрансфераз. Оба
фосфоаналога в равной степени ингибировали
Dnmt3a, но несколько менее эффективно, чем
AdoHcy (рис. 5). Следует отметить, что преинку-
бация фермента с AdoHcy-PH или AdoHcy-P5 не
влияла на эффективность торможения (данные
не приведены), что может указывать на обрати-
мый характер ингибирования фермента. Если
сравнивать субстратные свойства аналогов
AdoMet и ингибиторную активность аналогов
AdoHcy в отношении Dnmt3а и суммарных
тРНК-метилтрансфераз E. coli, то в последнем
случае AdoMet-PH был на 1–2 порядка активнее
AdoMet-P5, а его сродство к ферменту было таким
же, как и у природного AdoMet [14]. Аналогичные
закономерности наблюдались и в случае ингиби-
рования тРНК-метилтрансфераз E. coli фосфо-
аналогами AdoHcy [14]. Такие различия между
двумя ферментами обусловлены, скорее всего,
особенностями связывания субстрата в активных
центрах – система связывания метионинового
фрагмента AdoMet в активном центре МТаз мало
зависит от ионного состояния карбоксильной
группы, поскольку метиловый и этиловый эфиры
AdoMet все-таки оказываются донорами метиль-
ной группы [10].

Изучение взаимодействия AdoMet-PH с метил-
трансферазами важно для создания регуляторов
этих ферментов, так как очевидно, что AdoMet-PH
не будет донором метильной группы во всех ме-
тилтрансферазных реакциях. Следует отметить,
что в клетках L1210, выращенных в присутствии
Met-PH, детектируется AdoMet-PH, но не AdoHcy-PH
[15]. Можно предположить, что de novo синтезиро-
ванный AdoMet-PH в присутствии природного
AdoMet оказывается малоэффективным субстра-
том метилтрансфераз. Нельзя исключить, что
de novo синтезированный AdoMet-PH может рас-

познаваться клетками L1210 как AdoMet подобно
тому, как клетки С. intermedius узнают Met-PH как
Met [40]. В пользу такого предположения свиде-
тельствуют и субстратные свойства фосфонистых
аналогов аминокислот в отношении соответству-
ющих ферментов метаболизма аминокислот (см.
выше), подтверждающие, что фосфонистый оста-
ток можно рассматривать в качестве биоизостера
НООС-группы. Соответственно, если AdoMet-PH
действительно распознается клетками L1210 как
AdoMet, то это может привести к изменению со-
отношения AdoMet/AdoHcy, критичному для эф-
фективного протекания реакций метилирования,
и ингибированию роста клеток.

Способность AdoMet-PH быть донором ме-
тильной группы в реакции метилирования ДНК,
катализируемой Dnmt3a, представляет безуслов-
ный интерес. В совокупности с описанными вы-
ше субстратоподобными превращениями Met-PH,
включая и биосинтез AdoMet-PH в клетках L1210,
формирует базу для использования этого аналога
AdoMet в качестве инструмента изучения реак-
ций, катализируемых метилтрансферазами. Хими-
ческая и ферментативная устойчивость AdoMet-PH
делает этот аналог удобным в работе, в отличие от
AdoMet, недостаточно стабильного в физиологи-
ческих условиях.

Настоящее исследование выполнено при под-
держке Российского научного фонда проект
№ 22-24-00368 (исследование образования трой-
ных комплексов методом поляризации флуорес-
ценции) и проект № 22-14-00291 (остальные ча-
сти работы).

Статья не содержит каких-либо исследований
с участием людей или животных в качестве объек-
тов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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Interaction of DNA Methyltransferase Dnmt3a with Phosphorus Analogues
of S-Adenosylmethionine and S-Adenosylhomocysteine

V. L. Filonov1, M. A. Khomutov1, A. V. Sergeev2, A. L. Khandazhinskaya1, S. N. Kochetkov1,
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Enzymatic methylatransferase reactions are of crucial importance for cellular metabolism, and S-adenosyl-
L-methionine is the main donor of the methyl group. DNA, RNA, proteins, and low-molecular-weight com-
pounds are the substrates of methyltransferases. In mammals, methylation of the C5 position of cytosine res-
idues in CpG sequences in DNA is performed de novo by DNA methyltransferase Dnmt3a. “Methylation
pattern” is one of the factors determining the epigenetic regulation of gene expression. In the present work,
we investigated the interaction of phosphonous and phosphonic analogues of S-adenosyl-L-methionine and
S-adenosyl-L-homocysteine with the catalytic domain of Dnmt3a. The phosphonous and phosphonic ana-
logs of S-adenosyl-L-methionine were shown to be substrates of Dnmt3a, and the efficiency of the methyl-
ation was only two times less than that of natural S-adenosyl-L-methionine. Both phosphorus-containing
analogs of S- adenosyl-L-homocysteine, a natural methyltransferase inhibitor, exhibited similar inhibitory
activity against Dnmt3a and were approximately four times less active than S-adenosyl-L-homocysteine. The
activities of the phosphonous and phosphonic analogs turned out to be close that was quite unexpected, since
the geometry and charge of the phosphorus-containing groups differ significantly. The possibilities of using
phosphorus-containing analogs of S- adenosyl-L- methionine and S-adenosyl-L-homocysteine as promis-
ing tools for the investigation of methyltransferases are discussed.

Keywords: DNA methylation, S-adenosyl-L-methionine, S-adenosyl-L-homocysteine, organophosphorous
analogues, substrates, inhibitors


