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Апуриновые/апиримидиновые (AP) сайты являются одними из наиболее часто встречающихся повреждений и способны блокировать репликацию и вызывать мутации. AP-сайты образуются впоследствии гидролиза N-гликозидной связи как при спонтанной апуринизации, так и при действии монофункциональных ДНК-гликозилаз. AP-сайты являются интермедиатами в эксцизионной репарации оснований (BER) и узнаются AP-эндонуклеазами, которые гидролизуют фосфодиэфирную связь с образованием 2′-дезоксирибозо-5′-фосфата и 3′-гидроксильной группы. В клетках E. coli присутствуют две АР-эндонуклеазы, принадлежащие к разным структурным семействам – Xth и Nfo. Nfo это минорная AP-эндонуклеаза E. coli, обладающая, помимо основной AP-эндонуклеазной активности, 3′-фосфатазной и 3′-5′ экзонуклеазной активностями. Кроме того, Nfo способен узнавать некоторые поврежденные азотистые основания и инициировать инцизионную репарацию нуклеотидов (NIR). Согласно рентгеноструктурным данным, в ходе гидролиза фосфодиэфирной связи помимо выворачивания AP-сайта из ДНК-субстрата, также происходит частичное выворачивание нуклеотида, расположенного напротив AP-сайта, которое, по-видимому, стабилизирует изгиб ДНК. Исходя из кинетических параметров, полученных в стационарном режиме, следует, что скорость процесса зависит от природы данного нуклеотида.
В данной работе был проведен кинетический анализ взаимодействия Nfo с ДНК-субстратами, содержащими в качестве повреждений синтетический аналог AP-сайта 2-гидроксиметил-3-гидрокситетрагидрофуран (F-сайт) или α-аномер аденозина (αA). Для этого был использован метод «остановленного потока», основанный на быстром смешении растворов фермента и субстрата с последующей непрерывной регистрацией флуоресценции. В настоящей работе мы наблюдали за конформационными изменениями фермента за счет изменения интенсивности флуоресценции остатков триптофана. Процесс изгибания ДНК-субстратов и каталитические стадии также были зарегистрированы за счет изменения FRET-сигнала. В качестве модельных субстратов использовались 12-звенные ДНК-дуплексы, содержащие F-сайт с различными нуклеотидами напротив него (A, C, G, T), а также 17-звенные ДНК-дуплексы, содержащие F-сайт и αA, а также 6-карбоксифлуоресцеин (FAM) и тушитель BHQ1, формирующие FRET-систему. Методом «остановленного потока» были получены концентрационные серии кинетических кривых, характеризующих связывание фермента с субстратом, образование каталитически компетентного комплекса, каталитическую стадию и стадию диссоциации фермента с продуктом. Полученные данные позволили установить механизм взаимодействия Nfo с поврежденными ДНК-субстратами и рассчитать скорости соответствующих стадий. Было показано, что фермент и ДНК претерпевают согласованные конформационные перестройки в процессе образования фермент-субстратного комплекса.
