
1 Аннотация 

С помощью молекулярно-динамического моделирования в программном пакете GROMACS 

проведено исследование ДНК-полимеразы β человека дикого типа и ряда мутантных форм: 

L19P, G66R, G274R, G290C и R333W. Эти мутации являются результатом однонуклеотидных 

полиморфизмов гена данного фермента и ассоциированы с различными заболеваниями. 

Анализ структуры апофермента и комплексов фермента с субстратами позволил, в сочетании 

с экспериментальными данными, предположить функциональные эффекты, вызываемыми 

указанными аминокислотными заменами. 
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5 Научное содержание работы 

5.1 Постановка задачи 

Полиморфизмы гена ДНК-полимеразы β могут приводить к замене функционально значимых 

аминокислотных остатков, что, в свою очередь, может влиять на каталитическую активность 

фермента и его способность обеспечивать точный синтез нуклеотидной цепи. Многие 

известные замены, ассоциированные с онкологическими заболеваниями  локализованы и вне 

активного центра Pol β, что указывает на возможное опосредованное влияние данных 

мутаций на активность фермента, требующее дальнейшего исследования. 

5.2 Современное состояние проблемы 

ДНК-полимераза β является основной репарационной полимеразой в пути эксцизионной 

репарации оснований в организме человека, занимая важную роль в устранении 

окислительных и иных повреждений ДНК человека, помимо этого принимая участие и в 

других процессах клеточной жизнедеятельности [1], [2]. Функционально-дефицитные 

мутантные формы ДНК-полимеразы β ассоциированы с преждевременным старением, 

онкологическими и нейродегенеративными заболеваниями, злокачественной клеточной 

трансформации и повышенной устойчивости опухолей к химиотерапевтическим агентам [3], 

[4], [5]. Соответственно, исследование механистического влияния аминокислотных замен 

природных мутантных форм этого фермента на его механизм является важной и актуальной 

задачей [6], [7], [8], [9], [10], [11]. 
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5.3  Подробное описание работы, включая используемые алгоритмы 

Для молекулярно-динамических расчётов использовали структуры апофермента, комплексов 

фермент–ДНК и фермент–ДНК–дНТФ ДНК-полимеразы β человека дикого типа и 

мутантных форм, построенные на основе известных кристаллических данных. Структура 

апофермента была получена методом гомологичного моделирования с помощью Modeller на 

основе структуры апофермента мыши. Для описания белка и ДНК применялись силовые 

поля AMBER 14SB-15OL, с параметрами TIP3P для воды и JC — для ионов калия и хлора. 

Каталитические ионы магния моделировались с октаэдрической координацией и 

разнесённым зарядом; дНТФ дополнительно параметризовались. Протонирование остатков 

определено с использованием литературных источников и веб-сервера Н++. Моделирование 

проводилось в пакете GROMACS. Системы помещалась в додекаэдрическую периодическую 

ячейку с минимальным расстоянием 1 нм до границы, заполнялась водой и ионами KCl 

концентрации 50 мМ. Взаимодействия рассчитывались с радиусом обрезания 1,0 нм, 

дальнодействующие электростатические — методом PME, связи атомов водорода — 

алгоритмом LINCS, шаг интегрирования составлял 2 фс. Релаксация выполнялась 

последовательно в ансамблях NVT и NPT с гармоническими ограничениями на тяжёлые 

атомы комплекса, по 0,5 нс на этап. После релаксации генерировались независимые 

траектории длительностью до 500 нс в нескольких повторениях. Температура 

поддерживалась термостатом V-rescale, давление — баростатом C-rescale при 310 K. 



5.4 Полученные результаты 

Моделирование N-домена фрагмента мутантной формы L19P ДНК-полимеразы β  показало 

дестабилизацию укладки α1-спирали в этом домене, приводя к удлинению 

неструктурированного N-концевого участка фермента и относительному смещению  α2- и  

α3-спиралей, нарушая характерную для фермента дикого типа сеть водородных контактов, 

образованных положительно заряженными боковыми цепями аминокислотных остатков N-

концевого домена. Замена G66R привела к нарушению связывания остова ДНК петлей между 

α3- и α4-спиралями. Экспериментально это нашло отражение в значительном снижении 

ДНК-связывающей, ДНК-полимеразной  и dRP-лиазной активности этих мутантных форм 

фермента. 

Моделирование мутантной формы апофермента G274R показало образование водородных 

связей с каталитически важными остатками Asp-190, Asp-192 и Asp-256, что должно 

затруднять связывание ДНК в активном центре фермента. Для мутантной формы R333W 

моделирование показало утрату сети водородных связей, стабилизирующих С-концевой 

домен фермента, вплоть до частичного расплавления С-концевого участка. 

Моделирование фермент-субстратных комплексов мутантных форм показало для G274R 

нарушение связывания и ДНК, и дНТФ в модели активного центра фермента, согласуясь с 

экспериментально наблюдаемым отсутствием активности этой формы. 

Для G290C наблюдалось перераспределение водородных связей в области связывания ДНК, 

достаточно удаленной от местоположения замены,  преимущественно за счёт изменения 

позиционирования Thr-233, утратившего в мутантной форме контакт с фосфатным остовом 

ДНК, это сопровождалось увеличение подвижности петлевого участка 203-209. 

Разрушение сети водородных связей в модели мутантной формы R333W согласуется с 

экспериментально наблюдаемой слабой ДНК-связывающей способностью фермента и 

утратой каталитической активности. замена аргинина на триптофан привела к наиболее 

выраженному изменению в системе контактных взаимодействий, что согласуется с резким 

снижением способности этого мутанта связываться с ДНК. 



 

5.5 Иллюстрации 

6  Эффект от использования кластера в достижении целей работы 

Моделирование большого количества различных комбинаций комплексов и мутантных форм 

ферментов с учетом необходимых реплик требует соответственно больших вычислительных 

мощностей. 
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Илл. 1: Наложение структур комплексов белок-ДНК-дНТФ для pol β дикого типа (зеленый) и 

мутантных форм G274(a, голубой), G290C (b, розовый), R333W (c, желтый 

Илл. 2: Наложение структур dRP-лиазного домена для комплексов белок-ДНК и для pol β 

дикого типа (зеленый) и мутантных форм L19P(a, голубой), G66R (b, розовый) 
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