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I. ВВЕДЕНИЕ 
Топологические перестройки ДНК играют важную роль в проявлении 
ее функциональных активностей (репликации, транскрипции, 
рекомбинации и т.д.), а также в организации структур более высокого 
порядка. Некоторые из этих вопросов проанализированы ранее 
в ряде монографий и обзоров [1–9]. Основную роль в изменении 
топологического состояния ДНК играют ферменты – топоизомеразы. 
Причины множественности топоизомераз в клетках про- и эукариот 
рассмотрены в обзорах [1, 8–12], включая анализ некоторых вопро сов 
о механизмах функционирования топоизомераз [13–16]. В данном 
обзоре сделана попытка обобщения данных в основном о топо изо-
ме разах 1А-типа высших и низших организмов и механизмах их 
функционирования с учетом новой информации, полученной в 
последнее время.
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 Современные представления о строении геномной ДНК позво-
ляют заключить, что отдельные транскрипционно-активные еди-
ницы ведут себя как замкнутые структуры, утратившие свободные 
концы, и любые клеточные процессы, связанные с разделением 
компле ментарных цепей ДНК, такие как репликация, транскрипция, 
реком бинация и репарация, как известно, вызывают в молекулах 
ДНК ее различного рода структурные изменения, включая сверх спи-
рализацию. В живой клетке некоторые молекулы ДНК, в том числе 
бактериальная хромосома, находятся в сверхспира ли зованной форме. 
На рис. 1 схематически показаны примеры различного топологичес-
кого состояния ДНК. Принято считать, что отрицательная спирализа-
ция, условно обозначенная как «–», соответствуют закрученности 
двухцепочечной ДНК против часовой стрелки, а положительная «+» – 
по часовой стрелке. Возникающее при спирализации топологическое 
напряжение в ДНК генома клетки часто является препятствием 
для протека ния многих реакций, катализируемых различными 
ферментами. В то же время, определенный уровень сверхспирализа-
ции необ ходим для проявления специфической функции некоторых 
кле точных белков.
 Сверхспирализация стимулирует начальную стадию генетической 
рекомбинации, поскольку при этом облегчается встраивание одно-
ни тевых фрагментов в ДНК-дуплекс [9]. Таким образом, тополо ги-
чес кое состояние клеточной ДНК может использоваться живыми 
клетками как механизм регуляции общей и локальной рекомбинации. 
Сверхспирализация ДНК необходима не только для протекания 
генетической рекомбинации, но также для процессов нормального 
деления клеток, репликации хромосомной и плазмидной ДНК, 
конъюгативного переноса плазмид между бактериями и нормальной 
транскрипции генов [9]. Сверхспирализация ДНК влияет также на 
инду цированный мутагенез. Особенно чувствительны к степени сверх-
спирализации процессы инициации репликации и транскрипции, а 
также дифференциальная регуляция транскрипции различных генов, 
поскольку сверхспирализация ДНК приводит к тому, что некоторые 
участки становятся доступными для связывания определенных белков. 
Фраг менты в ДНК (dC–dG) и (dT–dG) при ее сверхспирализации 
могут переходить из правоспиральных участков в левоспиральную 
Z-ДНК, которая может возникать в геномах различных организмов и 
иметь опре деленное значение на некоторых этапах функционирования 
ДНК.
 Ферменты, которые изменяют и регулируют топологическое сос-
тояние клеточной ДНК, получили название ДНК-топоизомераз. Эти 
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ферменты принимают участие 
практически во всех жизненно 
важ ных процессах клетки и обна-
ру жены у всех про- и эукариот, а 
также некоторых вирусов [1, 8]. 
Топоизомеразы катализируют 
реак цию релаксации ДНК, введе-
ние в ДНК отрицательных и 
по ло жи тельных супервитков, а 
также могут осуществлять реак-
ции сцепления, расцепления моле-
кул ДНК и способствовать рена-
турации комплементарных колец 
оц молекул ДНК.
 Все топоизомеразы относят к 
ферментам класса изомераз (под-
класс 99; подподкласс 1) и под-
раз деляют на два основных типа 
(первого и второго типа) в соот-
ветствии с механизмом их дейст-
вия. Ферменты типа I (КФ 5.99.1.2) 
временно расщепляют только одну 
цепь ДНК и «про тя гивают» одну 
цепь через разрыв во второй 
цепи ДНК: они не требуют при-
сутствия энергетических кофак-
торов, а фер менты второго типа 
(КФ 5.99.1.3) являются АТР-за ви си мыми [17]. Ферменты пер вого 
типа подразделяются на ДНК-топоизомеразы 1А-типа, которые в 
процессе гидролиза ДНК оказы ва ются ковалентносвязанными с 
5'-фос фатом и топоизомеразы 1В-типа, образующие связь 3'-фосфатом 
гид ро лизуемой цепи ДНК [17]. После того, как ДНК расщепляется 
фер ментом типа IB, перенос цепи осуществляется за счет вращения 
вокруг связей, удаленных от места разрыва. Напротив, ферменты типа 
IA расщепляют одну цепь ДНК и фиксируют два конца разрыва на 
некотором расстоянии друг от друга, в то время как другая цепь ДНК 
(или в некоторых случаях дц ДНК) проводится через эту брешь. 
 Следует подчеркнуть, что в отличие от топоизомераз первого типа, 
фер менты типа II производят временный двухцепочечный разрыв, 
гид ро лизуя АТР; они протягивают один участок двухцепочечной 
ДНК через другой. Данные ферменты также можно разделить на 

Рис. 1. Схематическое изображение 
сверхспирализации ДНК с образо ва-
нием закрученности двухцепочеч ной 
ДНК против часовой стрелки – «–»-спи-
рализация (а), и по часовой стрелке – 
«+»-спирализация (б). 
 На cхеме показаны две катена-
но вые структуры ДНК – две и три 
сцеп ленные кольцевые структуры 
ДНК (в).
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релаксирующие топоизомеразы и топоизомеразы, способные ката-
лизировать образование топологически напряженной формы ДНК.
 ДНК-гираза (топоизомераза II) – бактериальный фермент, 
способный вносить отрицательные супервитки в замкнутые кольце вые 
ДНК, используя энергию АТР. В регуляции топологического состоя ния 
хромосомной ДНК у бактерий также участвуют ДНК-топоизомеразы 
I-го типа, которые релаксируют отрицательные супервитки и, тем 
самым, оказывают на ДНК действие противоположное ДНК-ги-
разе. Совместное действие двух данных типов ферментов и их 
кле точная регуляция обеспечивает поддержание нужного уровня 
топо логического состояния генома, необходимого для проявления 
актив ности различных ферментов, взаимодействующих с ДНК.
 В отличие от бактерий, в клетках высших эукариот не найдено 
фер ментов аналогичных ДНК-гиразе, однако у простейших в ядерном 
геноме обнаружены два гена гиразы, белковые продукты которых 
функ ционируют в пластидах [18]. Возможно, такие ферменты и 
не требуются высшим эукариотическим организмам, поскольку 
изме нение топологии клеточной ДНК достигается при образовании 
нуклеосом. Предполагается, что именно нуклеосомное строение 
хро ма тина обеспечивает сверхспирализацию ДНК. Поскольку при 
накру чивании топологически замкнутой ДНК на гистоновые глобулы 
обра зуются отрицательные супервитки, то между нуклеосомами 
должно накапливаться столько же положительных супервитков, и для 
их снятия необходимо присутствие релаксирующих ферментов, таких 
как топоизомераза I. Топоизомеразы I-го типа эукариот способны 
релак сировать как положительные, так и отрицательные супервитки 
и, наряду с топоизомеразами II-го типа, участвуют в регуляции уровня 
сверх спирализации как на уровне нуклеосомной ДНК, так и в ходе 
про цессов, вызывающих изменения в топологии ДНК-дуплекса.

II. КЛАССИФИКАЦИЯ И НЕКОТОРЫЕ СВОЙСТВА 
ТОПОИЗОМЕРАЗ

Первая ДНК-топоизомераза первого типа была выделена из E. coli в 
1971 г. [19], которая позднее была охарактеризована более детально 
[20]. В 1972 г. эукариотическая topo I была обнаружена в клетках 
млекопитающих [21], а затем она была выделена из дрожжей и 
большого числа различных млекопитающих [21–29]. В дальнейшем 
большое число топоизомераз I было выделено из различных про- 
и эукариотических организмов: topo III из E. coli [31, 32] и из 
дрожжей [33], обратная гираза из термофильной архебактерии 
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Sulfolobus acidocaldarius [34] и, сравнительно недавно – topo V 
из гипертермофильного Methanopyrus kandleri [35, 36]. Новая 
топоизомераза IA-типа – Dam topo III, была выделена из термофиль-
ной архебактерии Desulfurococcus amylolyticus [37].
 Существующая в настоящее время классификация топоизомераз 
I-го типа представлена в таблице. Из-за различия биохимических 
свойств эукариотических и прокариотических топоизомераз первого 
типа, ферменты были разделены на две группы согласно источнику 
происхождения. В отдельную группу обычно выделяют topo вирус-
ной природы. Как прокариотические, так и эукариотические топоизо-
меразы катализируют релаксацию отрицательно сс ДНК («–», см. 
рис. 1). Кроме того, эукариотическая topo I также релаксирует 
положительно сс ДНК («+», см. рис. 1). Прокариотическая topo I 
способна катализировать реакцию заузливания оц кольцевой ДНК. 
Фермент вируса оспы примерно в три раза меньше по размеру 
эукариотической topo и гомологичен его С-концевому участку; 
релаксирует как «–», так и «+» сс ДНК [38, 39].
  Открытие новых topo первого типа и изучение их свойств показало, 
что классификация ферментов согласно источнику происхождения не 
совсем адекватно отражает существующую ситуацию, поэтому было 
предложено разделять топоизомеразы I-го типа, исходя из первичной 
структуры белков [1].
 Так, эукариотическая topo III дрожжей оказалась очень похожа 
на topo I и III из E. coli и также как эти ферменты, была специфична 
к оц ДНК [40]. Открытие дрожжевой topo III и отнесение этого 
фермента к классу IА топоизомераз показало, что классификация 
topo на эукариотические и прокариотические не совсем правомерна. 
Недавно обнаружено, что клетки человека также содержат ген TOP3, 
гомологичный дрожжевому, но продукт человеческого гена содержит 
дополнительный С-концевой участок, подобный С-концевому 
участку фермента из E. coli [41]. Класс IA топоизомераз значительно 
расширился с открытием обратной гиразы, которая впервые была 
выделена из S. acidocaldarius. Было показано, что фермент катализирует 
АТР-зависимое введение в ДНК положительных супервитков [34, 
42]. Активность, подобная таковой для фермента из S. acidocaldarius, 
была обнаружена во многих бактериях и архебактериях [43–45]. 
Причем оказалось, что N-концевой участок белка содержит мотивы, 
обна руженные в ДНК-геликазах, а последовательность С-концевого 
участка похожа на таковую для ферментов из IA подкласса [46]. 
Кроме того, обратная гираза из D. amylolyticus проявляет такую же 
сик венс-специфичность по отношению к расщепляемой ДНК, что и 
бак териальная topo I [47].
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 Наличие у некоторых прокариот топоизомеразы, соответствую-
щей ферменту IB подкласса, было установлено после выделения и 
анализа topo V из M. kandleri [35]. По биохимическим свойствам этот 
фермент больше похож на топоизомеразы IB, чем IA подкласса: он 
релак сирует как «–», так и «+» сс ДНК и при расщеплении образует 
ковалентную связь с 3'-концом расщепляемой цепи ДНК [35].
 ДНК-топоизомеразы I и III-a из Bacillus cereus по своим свойст-
вам похожи на topo I и III из E. coli [48]. Недавно выделена и охарак-
теризована необычная topo типа IA из B. cereus [49]. Этот фермент 
на 64% и 33% гомологичен topo III из Bacillus subtilis и E. coli, 
соответ ственно. Свойства этого фермента существенно отличаются 
от таковых у других бактериальных topo типа IA, включая IA и IB 
ферменты из E. coli. Этот фермент только частично релаксирует «–» 
cc ДНК и не способен полностью релаксировать ДНК. В отличие 
от E. coli topo III, topo III-a из B. subtilis не является декатеназой (на 
рис. 1 приведено схематическое изображение катенанов ДНК – двух 
или нескольких сцепленных между собой кольцевых молекул ДНК), 
расцепляющей катенаны ДНК, и фермент не способен компенсиро-
вать отсут ствие E. coli topo III in vivo. Поэтому, topo III-b из B. cereus 
отнесена к уникальным прокариотическим topo IA-типа.

III. НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ МЕХАНИЗМА ДЕЙСТВИЯ 
ТОПОИЗОМЕРАЗ

В настоящее время установлено, что каталитическая реакция, осу-
ществляемая всеми топоизомеразами, включает в себя две следующие 
друг за другом реакции трансэтерификации. На первой стадии 
ОН-группа остатка тирозина активного центра фермента атакует 
меж нуклеозидную фосфатную группу, образуя ковалентную тирозин-
фосфат ную связь с одним из концов расщепленной ДНК. Вторая 
реакция заключается в религировании цепи ДНК и освобождении 
фер мента из ковалентного комплекса с ДНК (рис. 2). Собственно 
релак сация сс ДНК происходит между этими двумя реакциями. 
Механизм релаксации ДНК различен у ферментов из про- и эукариот, 
что будет подробно рассмотрено ниже [13–16].
 Для всех известных топоизомераз показано, что в качестве 
нук лео фила в реакции расщепления ДНК выступает остаток 
тиро зина активного центра фермента. По аналогии с другими 
фос фо трансферазными процессами, реакцию, осуществляемую 
топо изо меразами, следует отнести к реакциям, протекающим в соот-
ветствии с механизмом кислотно-основного катализа. Некоторые 
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подтверждения этого были получены при исследовании кинетики 
реакции, катализируемой topo I вируса оспы. Вывод относительно 
основного катализа при атаке тирозином фосфодиэфирной связи ДНК 
и кислотного катализа, обеспечивающего протонирование уходящей 
5'-гидроксильной группы, был сделан на основании полученной 
зависимости скоростей расщепления и религирования цепи ДНК 
от величины рН раствора [50, 51]. Эти данные, а также результаты 
кине тических исследований действия фермента, с использованием суб-
страта, где кислород (не участвующий в образовании фосфоэфирной 
связи с ДНК) расщепляемого фосфата заменен на серу, показали, 
что за реакцией расщепления происходит изменение конформации 
комплекса topo I-ДНК, при этом не разрушаются связи, образуемые а.o. 
фермента, осуществляющими кислотно-основной катализ, с расщеп-
ляемым фосфатом и освободившейся 5'-ОН группой. Кроме того, 
скорость реакции расщепления лимитируется эффективностью обра-
зования ковалентной связи, а скорость религирования – обратимыми 
конформационными изменениями фермента [51].

Рис. 2. Общий механизм действия ДНК-топоизомераз I-го типа: релаксация 
фер ментом сверхспирализованной ДНК.
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 Фосфотирозиновый интермедиат, образуемый между ДНК и 
topo в ходе реакции, по-видимому, достаточно хорошо экрани ро-
ван в активном центре фермента от молекул растворителя, пос-
кольку реакция религирования с участием гидроксильной группы 
расщепленной цепи ДНК более вероятна, чем сольватолиз фос фо-
тирозиновой связи. При неправильном пространственном располо-
жении гидроксильной группы дезоксирибозы, образующейся после 
расщепления ДНК, может протекать гидролиз или алкоголиз кова лент-
ного комплекса ДНК с topo I E. coli и эукариот [52–55]. Эти про цессы 
являются конкурирующими по отношению к нормальной реакции 
религирования и могут приводить к повреждению клеточной ДНК. 
Однако скорость сольватолиза в этих случаях довольно низка при ней т-
ральных значениях рН. Вероятно, OH-группа молекулы воды в отличие 
от ОН-группы дезоксирибозы ДНК не совсем правильно ориен тирована 
в каталитическом «кармане» фермента и поэтому не может обеспечить 
высокой скорости гидролиза фосфотирозиновой связи.
 Если атом кислорода при атоме фосфора межнуклеозидной фос-
фатной группы заменен на атом серы, то при атоме фосфора возникает 
хиральный центр, которому соответствует два типа диастереомеров; 
они условно обозначаются как Sp и Rp. Взаимодействие расщепляемой 
межнуклеозидной фосфатной группы ДНК с а.o. активного центра 
topo I E. coli носит стереоспецифический характер, поскольку 
при замене атома кислорода (не участвующего в образовании фос-
фодиэфирной связи) расщепляемой фосфатной группы на серу, 
фермент способен расщеплять только Rp стереоизомеры олиго-
нуклеотидов [53]. Замена фосфодиэфирной связи на 5'-фосфо-
ро тиатную связь приводит к необратимому расщеплению ДНК 
эука риотической topo I, поскольку 5'-сульфгидрильная группа, обра-
зующаяся после расщепления ДНК, не способна служить нуклео-
филом в реакции религирования [56].

IV. ДНК-ТОПОИЗОМЕРАЗА I E. сoli – ТИПИЧНЫЙ 
ПРЕДСТАВИТЕЛЬ ТОПОИЗОМЕРАЗ ПОДКЛАССА 1А

Из всех топоизомераз типа IA наиболее хорошо изучена topo I 
E. coli (EcTopoI) [19]. Этот фермент является мономерным металл-
связывающим белком с мол. массой 97 кДа (рис. 3а). ДНК-топо-
изо мераза I E. coli предпочтительно связывает оц ДНК и способна 
рас щеплять одноцепочечные участки ДНК с последующим религи-
рованием. Фермент образует контакты как с 5'-, так и с 3'-концевыми 
участками ДНК сайта расщепления [20]. Наличие участка связывания 
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оц ДНК в каталитическом центре topo I позволяет ферменту рас щеп-
лять даже короткие олигонуклеотиды длиной в 7 звеньев. При этом 
расщепление происходит на расстоянии 3-х звеньев от 5'-конца и 4-х 
нуклеотидов от 3'-конца расщепляемого сайта [57].
 После расщепления фермент остается ковалентно связанным 
через ОН-группу тирозина с 5'-фосфатом ДНК. В отличие от эука-
риотического фермента, topo I E. coli релаксирует только «–» сс ДНК. 
Такая специфичность topo I связана со способностью фермента 
узнавать именно оц участки ДНК, поскольку при связывании topo I 
с «–» сс ДНК энергии вполне достаточно, чтобы преодолеть энер ге-
ти ческий барьер, связанный с разведением цепей ДНК на коротком 
участке дуплекса. Однако, в случае релаксированной или «+» сс ДНК 
для этого требуется значительно больше энергии, что объясняет 
неспособность topo образовывать ковалентный интермедиат с такими 
ДНК-субстратами [19, 20]. Участки фермента, расположенные 
вне каталитического «кармана» в случае topo IA подкласса, также 
принимают участие в связывании ДНК и непосредственно в реакции 
релаксации субстрата. Так, молекула topo I из E. coli содержит три 
иона Zn2+ [58, 59], которые связываются c С-концевым участком 
белка (а.o. 598–737), где расположены три тетрацистеиновых домена, 
участвующие в связывании и манипуляции цепями ДНК [60, 61]. В 
отсутствие всех трех Zn2+-связывающих участков topo I не способна 
релаксировать ДНК, но ее способность связывать и расщеплять оц ДНК 
при этом сохраняется [59, 62, 63]. Первый, или два первых из трех 
Zn2+-связывающих доменов необходимы ферменту для проявления 
релаксирующей активности, поскольку удаление С-концевой части 
белка, содержащей два первых тетрацистеиновых участка, приводит к 
инактивации фермента [62]. Удаление ионов цинка также полностью 
элиминировало релаксирующую активность topo I [64, 65], хотя 
фермент мог связывать и расщеплять при этом оц олигонуклеотиды 
[64]. Последние данные, касающиеся изучения механизма действия 
topo I E. coli указывают на то, что участок фермента, состоящий из 
С-концевого и Zn2+-связывающих доменов (ZD-домен), не принимает 
участия в процессе узнавания ДНК и в каталитическом процессе 
расщепления–религирования, однако при этом контактирует с одной 
из цепей дуплекса, которую topo I пропускает через образующийся 
разрыв по ходу релаксации «–» ссДНК [66]. Устойчивый к протеолизу 
30 кДа домен, расположенный в центральной части фермента, 
содер жит остаток тирозина, выступающий в качестве нуклеофила 
в реакции расщепления ДНК. Этот домен способен расщеплять 
оц олигонуклеотиды [10]. Участок topo I (67 кДа), включающий в 
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Рис. 3. Строение ДНК-топоизомеразы I E. coli. 
 А – доменная организация topo I. 
 Б – структура N-концевого фрагмента фермента (67 кДа), определенная 
методом РСА. Расположение нуклеотид-связывающих сайтов topo I установ лено 
исходя из данных РСА комплексов фермента с различными моно- и три нук лео-
ти дами [73].
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себя первые 596 а.o., по своей последовательности идентичен всем 
представителям топоизомераз подкласса IA [67]. Данный фрагмент 
белка не способен катализировать релаксацию ДНК, но может свя зы-
вать и расщеплять оц ДНК также, как полный фермент или фермент, 
лишенный ионов Zn2+ [63]. Эти данные говорят о том, что ZD-домен 
фермента ответствен за манипуляцию цепями ДНК в процессе 
релак сации. Остальная часть topo выполняет функцию связывания, 
расщепления и последующего религирования субстрата.

V. СТРУКТУРНЫЙ АНАЛИЗ ФЕРМЕНТОВ
Рентгеноструктурный анализ ферментов и их комплексов с лигандами 
является одним из наиболее информативных методов, позволяющих 
получить достаточно наглядную картину о пространственной струк-
туре белков и их контактах с ДНК. На основании данных РСА могут 
быть сделаны некоторые предположения о возможном механизме 
дейст вия фермента, что, несомненно, важно для изучения основных 
прин ципов белково-нуклеиновых взаимодействий. За последние 
годы проведено изучение структуры различных фрагментов ДНК-то-
по изомераз первого типа методами РСА и ядерного магнитного резо-
нанса [67–72].
 Структура N-концевого фрагмента (67 кДа) 30 topo I E. coli 
была определена с разрешением 2.2 Å [67]. Данный фрагмент фер-
мента состоит из четырех доменов, которые образуют структуру, 
по форме напоминающую асимметричный тор (рис. 3б). Средний 
диаметр тора между α-атомами углерода составляет 33.5 Å и между 
поли пептидными цепями 27.5 Å. Первые 160 а.o. образуют α/β домен 
или так называемую шпильку Россмана [73], состоящую из четырех 
параллельных β-цепей зажатых между четырьмя α-спиралями 
(до мен I). Этот домен содержит несколько высококонсервативных 
участков. Вершина тора (домен II) имеет изогнутую форму, образую-
щуюся за счет нескольких антипараллельных β-складок, пересекаю-
щихся под углом примерно 90о. Остаток тирозина, участвующий 
в расщеплении ДНК, расположен в третьем домене, состоящем из 
нес кольких α-спиралей и содержащим много высококонсервативных 
а.o. Оставшаяся часть 67 кДа фрагмента topo представляет собой ряд 
α-спиралей, образующих домен IV.
 Недавно также получены данные РСА topo I из Thermotoga 
maritime с разрешением 1.7 Å [74]. Полный бактериальный фермент 
имеет topo-подобную структуру и содержит консервативный домен 
трансэтерификации, включающий домены I–V и С-концевую последо-
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вательность связывающую ион цинка (домен V), которая расположена 
напротив домена IV.
 Расположение активного центра topo из E. coli определяется по 
нали чию каталитического Tyr319 (домен III) в пространстве между 
доме нами I и III (рис. 3б). Tyr319, а также расположенные в этой 
области а.o., принимают участие в образовании контактов между двумя 
этими доменами и образуют участок, который высококонсервативен 
для всех белков данного подкласса [75]. Tyr319 взаимодействует с 
рядом консервативных а.o. (Glu9, Lys13, Asp111, Asp 113, Glu115, 
Gln309, Glu313, Tyr312 и Arg321), образуя при этом обширную 
сеть водородных связей с участием молекул воды и солевых мос-
ти ков (рис. 4). Tyr319 образует водородную связь с Asp111 через 
моле кулу воды и с Asp113 и Glu115 с участием двух молекул 
воды. Специ фическая конформация этих трех а.o. по структуре 
напо ми нает участок экзонуклеазного центра фрагмента Кленова 
ДНК-поли меразы I из E. coli [76], который участвует в связывании 
иона металла. Однако связывание иона металла в этой области не 
было установлено при РСА N-концевого фрагмента topo I E. coli, 

Рис. 4. Пространственное расположение различных остатков аминокислот в 
струк туре ДНК-топоизомеразы I из E. coli вокруг каталитически активного а.o. 
Tyr319. Темно-синими точками указаны контакты между различными а.o.
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что неуди вительно, поскольку данные а.o. вовлечены в образование 
сети водородных связей. Связывание иона магния этими а.o. может 
зависеть от конформационных изменений структуры фермента, кото-
рые происходят в процессе катализа либо когда белок принимает 
конформацию, при которой появляется возможность взаимодействия 
этих остатков с ДНК-субстратом.
 Для идентификации а.o. активного центра topo, принимающих 
участие в реакции трансэтерификации между ДНК и каталитическим 
остатком Tyr319, были проведены эксперименты по замещению 
12-ти высококонсервативных полярных а.o. (Glu9, His33, Asp111, 
Glu115, Gln309, Glu313, Thr318, Arg321, Thr322, Asp323, His365 и 
Thr496) на аланин [77]. При этом выяснилось, что только мутации 
Glu9 и Arg321 приводили к некоторому уменьшению релаксирующей 
актив ности фермента. В то же время, topo, несущая мутацию R321A, 
расщеп ляла ДНК с меньшей эффективностью. Замена Arg321 на 
лизин не оказывала существенного эффекта на активность фермента, 
тогда как замещение Glu9 на глутамин значительно уменьшало 
релак си рующую способность topo I, но не оказывало влияния на 
реакцию расщепления и религирования ДНК. Таким образом, Glu9, 
по-видимому, играет решающую роль на стадии трансэтерификации 
через взаимодействие с 3'-ОН-группой. Положительно заряженный 
оста ток Arg321 также может принимать участие в этом процессе, 
взаимо действуя с расщепляемым фосфатом ДНК [77].
 Проведен РСА комплекса N-концевого фрагмента (67 кДа) topo I 
из E. сoli с оц ДНК и показано сближение параллельной ДНК бел-
ковой спирали фермента с ДНК [78]. Из данных РСА комплексов 
topo 1A с оц ДНК следует, что Ser-192, Arg-195 и Gln-197 являются 
консер вативными остатками и могут быть важными для катализа [79]. 
Сайт-нап равленные замены этих остатков на другие а.o. показал, что 
Arg-195 и Gln-197 необходимы для разрыва ДНК и, скорее всего, для 
правильной адаптации структуры G цепи ДНК с ферментом перед 
ее каталитическим расщеплением [80]. Мутация остатка Ser-192 не 
влияла на связывание сс ДНК, но приводила к уменьшению скорости 
ее релаксации. 
 Недавно проведен экпериментально-теоретический анализ роли 
Ser10 и Lys13, которые являются консервативными остатками всех 
topo типа IА [81]. Замена этих а.o. в topo I из E. coli на Ala приводила к 
сни жению гидролитической и релаксирующей активностей фермента. 
Lys13 взаимодействует с Glu9, который считается участвующим в 
ката лизе. Снижение активностей фермента при замене лизина, как 
пола гают авторы, может быть связано с тем, что он является доно ром 



Структура и механизм действия ДНК-топоизомераз IA-типа 143

протона для Glu9 или катионом, облегчающим реакцию гидролиза 
ДНК. Ser10 образует водородную связь с межнуклеотидной фос фат-
ной группой и его замена приводит к нарушению правильного свя-
зывания.
 С помощью сайт-направленного мутагенеза консервативного 
N-концевого Gly-194 альфа-петли topo I E. coli показано, что повы-
шенная подвижность а.o. вокруг Gly-194 необходима для прояв-
ления ферментом гидролизующей и релаксирующей активностей, 
ассоциированных с раскрытием и закрытием так называемых «ворот» 
фермента при его связывании с расщепляемой G-цепью ДНК, а также 
для последующих процессов релаксации [82].
 30 кДа фрагмент, образующийся при протеолизе EcTopoI, состоит 
из доменов II и III. Чувствительный к протеолизу участок фермента 
рас по ложен в полипептидной цепи, соединяющей эти домены с 
осталь ной глобулой белка (рис. 3б). Интересно, что удаление этих 
двух доменов не вносит существенного изменения в конформацию 
осталь ной части белковой молекулы.
 Topo I может существовать в виде двух возможных конформаций: 
«зак рытой», когда домен III образует контакты с доменом I, и в 
«открытой», когда домен III отделяется от основной глобулы фер-
мента за счет небольшого поворота петли, образуемой доменами II 
и III, вокруг двух экспонированных и чувствительных к протеолизу 
полипептидных цепей, соединяющих эти домены с остальной частью 
фермента (рис. 5).
 Возможность topo I принимать более одной конформации 
чрезвы чайно важна для осуществления механизма узнавания ДНК 
и манипуля ции ее цепями. В закрытой конформации активный 
центр фермента не доступен для взаимодействия с ДНК (рис. 5а). 
В открытой конформации (рис. 5б) и «каталитический» тирозин, 
и другие а.o. домена I, участвующие в катализе и узнавании суб-
страта, могут взаимодействовать с ДНК. Кроме того, в открытой 
кон фор ма ции одно- или двухцепочечная ДНК может легко входить (и 
выхо дить) во внутреннюю полость фермента через открывающееся 
прост ранство между доменами I и III. Наличие тороидальной 
структуры белка предполагает, что внутренняя полость тора может 
быть участком связывания ДНК. Эта область содержит достаточное 
коли чество линейно расположенных положительно заряженных а.o., 
а размер полости предполагает возможность связывания дц ДНК без 
каких-либо стерических помех. Наличие внутри тора значительного 
поло жительного электростатического потенциала также указывает 
на возможную роль данного участка в связывании ДНК [67].
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 Одним из интересных аспектов реакции, осуществляемой topo, 
явля ется стадия релаксации сс ДНК. В случае ферментов IA под класса 
совокупность биохимических и структурных исследований сви де-
тельствует в пользу механизма, когда релаксация происходит путем 
пропускания нерасщепляемой цепи ДНК через разрыв, образуемый во 
второй цепи, при этом происходит сброс только одного супервитка.
 Данные РСА о структуре фрагмента topo I (67 кДа) позволяют 
выс казать предположение о возможном механизме пропускания 
цепи ДНК через образовавшийся разрыв, исходя из возможности 
сущест вования у фермента, по крайней мере, двух конформационных 
состоя ний – открытой и закрытой конформации. Наиболее наглядно 
меха низм можно представить на примере реакции сцепления/расцеп-
ления дц ДНК [67] (рис. 6). Topo I E. coli может катализировать 
реакцию сцепления/расцепления двух дц ДНК при условии, что одна 
из них содержит одноцепочечный участок, поскольку фермент спо-
со бен расщеплять только оц ДНК. Данная реакция хорошо изучена 
[83, 84] и, исходя из данных РСА, считается, что сначала происходит 
переход фермента в открытую конформацию (рис. 6б) с последующим 
связыванием двух молекул ДНК (рис. 6в), при этом одна из молекул 
попадает во внутреннюю полость topo I, а вторая – в активный центр 
фермента. Далее происходит расщепление ДНК в оц участке с раз-
ве дением разорванной цепи (рис. 6г), после чего фермент способен 
про пустить другую молекулу ДНК через образовавшийся разрыв 
(рис. 6д). Затем происходит «сведение» расщепленной цепи и реакция 

Рис. 5. Конформационные перестройки, происходящие в topo I E. coli.
 А – закрытая конформация фермента.
 Б – открытая конформация фермента.
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рели гирования (рис. 6е). После чего молекула ДНК диссоциирует 
из активного центра фермента (рис. 6ж). Согласно данной схеме, в 
процессе реакции белок должен подвергаться значительным конфор-
мационным перестройкам для того, чтобы развести разорванную 
цепь ДНК и обеспечить попадание второй молекулы ДНК во внут-
реннюю полость фермента. Необычная структура топоизомеразы 
удовлетворяет всем этим требованиям. Хорошо видно, что необходим 
переход фермента в открытую форму для обеспечения доступности 
актив ного центра. Реакция расщепления и разведение разорванной 
цепи происходит практически синхронно. При этом удерживание 

Рис. 6. Механизм реакции разъединения двух кольцевых молекул ДНК (одна 
из которых содержит одноцепочечный разрыв), катализируемой topo I E. coli 
(пояс нения к схеме даны в тексте) по [67].
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ДНК ферментом происходит за счет ковалентного взаимодействия 
одной половины расщепленной цепи (плюс конец) с доменом III и 
неко валентного взаимодействия другой (минус конец) с доменом I. 
Анализ нуклеотидной последовательности в области сайта расщеп-
ле ния показал, что нековалентные взаимодействия фермента с минус 
концом расщепленной цепи носит специфический характер, с пред-
поч тительным связыванием четырех остатков цитозина с 5'-конца от 
сайта расщепления. Возможность домена I связывать минус конец 
цепи подтверждается наличием в этом участке шпильки Россмана, 
обна руженной в сайтах связывания нуклеотидов или динуклеотидов 
раз личных белков.
 Из данных РСА становится понятным механизм релаксации 
сс ДНК топоизомеразой I E. coli, а также возможность фермента релак-
сировать только отрицательные супервитки. Вначале происходит 
связы вание дц ДНК во внутренней полости topo I, а дальше должно 
произойти разведение цепей так, чтобы одна из них оказалась в 
активном центре. Последующее расщепление и пропускание второй 
цепи через образовавшийся разрыв обеспечивает сброс одного супер-
витка в ДНК. Такое разделение цепей в случае «+» сс ДНК требует 
очень много энергии, а в случае «–» сс ДНК этот процесс протекает 
гораздо легче. Количество затраченной на разделение цепей энергии 
зависит от степени сверхспирализации, поэтому скорость релаксации 
тем выше, чем больше топологическое напряжение в ДНК.

VI. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ТОПОИЗОМЕРАЗЫ I 
ИЗ E. coli С ДНК

Последние результаты РСА, полученные для различных комплексов 
topo I E. coli с моно- и тринуклеотидами, указывают на то, что в пре-
делах белковой глобулы фермента существуют, по крайней мере, 
пять потенциальных участков связывания ДНК [85]. Локализация 
соответствующих сайтов узнавания приведена на рис. 2. Согласно 
полученным данным, в процессе узнавания topo I образует контакты 
с сахарофосфатным остовом лигандов, и, по всей видимости, не взаи-
мо действует с основаниями [85].
 Первый ДНК-связывающий сайт расположен в районе активного 
центра фермента, в полости между доменами I, III и IV, при этом 
фосфатная группа мононуклеотидов контактирует с Arg114 и Arg161. 
Кроме того, поблизости расположены еще два остатка Arg136 и Arg493, 
что обеспечивает высокий положительный потенциал данного участка 
и делает его наиболее оптимальным для связывания ДНК [85]. Второй 
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сайт располагается в большой центральной полости topo I. Данный 
учас ток, судя по всему, предназначен для связывания одной из цепей 
ДНК, которая оказывается во внутренней полости фермента после 
разве дения нитей дуплекса. В узнавании могут участвовать остатки 
Arg296 и Arg396, которые образуют связи с фосфатными группами. 
Тре тий сайт также расположен в центральной полости topo I в 
непосредственной близости от положительно заряженного кластера 
белка, что делает этот участок высокоаффинным сайтом узнавания 
ДНК. Здесь в непосредственные контакты с лигандом вовлечены 
остатки Arg516, Gln291 и Arg515 [85]. Четвертый сайт специфически 
свя зы вает 3',5'ADP (5'-pAp-3'), который не взаимодействует ни с 
одним из других выявленных участков. При связывании лиганда с 
фер мен том, 3'-фосфат контактирует с Glu520, что является достаточно 
необычным случаем взаимодействия карбоксильной группы белка с 
межнуклеозидной фосфатной группой ДНК. В образующейся струк-
туре 3',5'ADP формирует мостик между соседними молекулами 
белка, что может указывать на то, что связывание нуклеотидов в 
этом участке фермента, скорее всего, является лишь особенностью 
крис таллической упаковки. В то же время, 3',5'ADP активировал кон-
фор мационные изменения фермента, в том числе и в районе актив-
ного центра, что не исключает определенной роли данного сайта в 
свя зы вании ДНК с первым узнающим центром [85]. Пятый сайт был 
клас си фицирован, как фосфат-связывающий участок, формируемый 
остат ками Arg535 и Arg202 домена IV.
 Показано, что минимальным субстратом для topo I E. coli явля ется 
одноцепочечный олигонуклеотид длиной в семь звеньев для олиго-
аденилатов и восемь звеньев в случае олиготимидилатов [57]. Расщеп-
ление ДНК происходит таким образом, что фермент должен образо-
вы вать контакты с тремя межнуклеозидными фосфатными группами 
с 3'-конца и двумя фосфатными группами с 5'-конца относительно 
сайта расщепления. При этом взаимодействие topo I с расщепляемой и 
(–1)-фосфатной группами не носит стереоспецифического характера, 
в то время как субстрат содержащий (Rp)-тиоизомер в (+1)-положении 
расщеплялся ферментом в 10 раз менее эффективно, чем его (Sp)-изо-
мер [86]. Обратная зависимость наблюдается для фосфатных групп 
(+3) и (–2)-сайтов, где (Rp)-конформация является более пред поч-
тительной, чем (Sp)-аналог. При этом разница в скорости расщеп ле-
ния различных тиоизомеров была существенно выше, чем различия в 
сродстве модифицированных лигандов [86]. Это может указывать на 
то, что расщепление может происходить только в случае правильного 
расположения субстрата в активном центре, когда конформационные 
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изменения в ДНК, необходимые для каталитической стадии реакции, 
протекают наиболее эффективно. 

VII. ДНК-ТОПОИЗОМЕРАЗА III E. coli
ДНК-топоизомераза III E. coli – полипептид, состоящий из 653 а.o. 
[87], впервые была выделена из клеток, содержащих делецию по 
гену, кодирующему topo I (topA), как белок способный релаксировать 
сс ДНК [32]. Затем было обнаружено, что данный фермент обладает 
также способностью с высокой эффективностью катализировать 
расцепление цепей ДНК в процессе репликации [88]. Показано, что 
фер мент работает в клетках E. coli как декатеназа [89].
 В отличие от topo I, topo III практически не способна релаксиро-
вать отрицательно сс ДНК при стандартных условиях проведения 
реакции (10 мМ Mg2+, 50 мМ Na+ или K+ и 37оС), а требует для этого 
повы шенной температуры (52оС) и более низкой концентрации солей 
(<20 мМ) [32, 88]. В то же время, расцепление димеров плазмидной 
ДНК, а также разделение цепей ДНК в процессе репликации, ката-
ли зируемые topo III, не требуют столь жестких ограничений и 
осуществляются при стандартных условиях [88]. Topo I не способна 
катали зировать in vitro реакцию разделения цепей при репликации 
[90], что ведет к разграничению роли этих топоизомераз в клетке: 
topo III расцепляет новосинтезированные молекулы ДНК в ходе 
реп ли кации, а topo I участвует в поддержании необходимой степени 
сверхспирализации хромосомной ДНК [88]. 
 Недавно показано, что биологическая роль topo III в процессах 
реком бинации близка к таковой для RuvABC белка [91]. Поскольку 
клетки E. coli не жизнеспособны только когда дефектны одновременно 
по двум ферментам IA-типа, topo I и III, считается, что эти ферменты 
делят между собой основные функции топоизомераз в клетках [92].
 Topo III является сиквенс-специфическим белком. Олигонук лео-
тиды, содержащие последовательность:

 
с большей эффективностью связываются и расщепляются ферментом. 
В то же время, фермент может взаимодействовать и с другими пос-
ле довательностями, что позволяет topo III, связываясь с неспеци фи-
ческими участками, осуществлять поиск необходимой последо ва тель-
ности, двигаясь по ДНК [93].
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 Минимальный участок ДНК, необходимый для проявления 
активности topo III, составляет семь нуклеотидных звеньев: 6 из них 
расположены на 5'-конце и только одно нуклеотидное звено на 3'-конце 
сайта расщепления [93]. Topo также асимметрично взаимодействует 
с ДНК последовательностью и защищает от гидролиза нуклеазой 
14 звеньев, 2 из которых находятся на 3'- и 12 на 5'-конце ДНК 
от точки расщепления [93]. Таким образом, в процессе катализа 
фер мент образует прочные нековалентные контакты с 5'-участком 
и лишь минимальное число контактов с 3'-участком ДНК. Такое 
асим метричное взаимодействие в значительной степени оправдано, 
поскольку в ходе катализа фермент оказывается ковалентносвязан-
ным с 3'-фрагментом последовательности и, следовательно, не тре-
бует прочного закрепления этой части ДНК за счет нековалентных 
свя зей. В отличие от topo I, данный фермент помимо ДНК способен 
рас щеплять молекулы РНК [94].
 Topo III, также как и topo I, с высокой эффективностью взаимо-
действует с оц ДНК и достаточно слабо с дуплексами [95]. В случае 
релаксации сс ДНК ферментом, связывание с оц участками может 
происходить после разведения цепей дуплекса, что облег ча ется 
при наличии отрицательной сверхспирализации. При расцеп лении 
образующихся в ходе репликации цепей ДНК, topo III может связы-
ваться с короткими участками, образующимися в реплици рую щейся 
ДНК после удаления РНК-праймеров [93]. Данное предположение 
подтверж дается тем, что реакция расцепления ДНК-димеров, ката-
ли зируемая topo III, существенно облегчается при наличии даже 
неболь ших оц участков в ДНК-субстрате [88].
 Анализ гена, кодирующего topo III (topB), показал, что данный 
фер мент в значительной степени гомологичен topo I [86]. Однако, 
несмотря на существенную гомологию, эти ферменты катализируют 
различные реакции. В то же время, гомология данных белков распро-
страняется только на первые 600 а.o. С-концевые участки topo I и 
topo III существенно различаются, но оба участвуют в связывании 
ДНК [95, 96]. С-концевой участок topo I содержит три «цинковых 
пальца» и большое число остатков Lys и Arg [58]. В случае topo III 
данный участок не содержит каких-либо известных мотивов, но также 
богат положительно заряженными а.o. [95]. Показано, что сродство фер-
мента к ДНК постепенно снижается при последовательном удалении 
С-концевых а.o. белка. При отсутствии всех этих а.o. уменьшается 
процессивность действия фермента в реакции релаксации «–» 
сс ДНК, но это никак не сказывается на выборе сайта расщепления 
[95]. Удаление 49 а.o. с С-конца topo III приводит к уменьшению ее 
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срод ства к оц субстрату примерно на два порядка и приблизительно 
к такому же понижению каталитической активности фермента [93]. 
Замена данных а.o. в topo III на С-концевой фрагмент topo I ведет 
практи чески к полному восстановлению релаксирующей активности, 
при этом способность фермента расцеплять цепи ДНК улучшается, 
но незначительно [93]. Таким образом, различия в структуре С-конце-
вых доменов данных ферментов во многом определяют разницу в 
про яв ляемой каталитической активности.
 РСА topo III E. coli показал, что структурная организация фер-
мента достаточно близка к таковой для топоизомераз IA-типа [97]. 
Бел ковая глобула образована четырьмя доменами, формирующими 
тороидальную структуру, что напоминает строение topo I, однако отно-
сительное расположение четырех доменов существенно различается. 
Основное различие между белками состоит в наличии в topo III допол-
нительных 17 а.o., образующих положительно заряженную петлю, 
выступающую со стороны центральной полости фермента. Данный 
фрагмент может быть вовлечен в реакцию сцепления – расцепления 
ДНК [85]. Действительно, удаление данного домена приводило к 
резкому (на 4 порядка) падению активности topo III в реакции ката-
литического разделения цепей ДНК, в то время как способность 
релак сировать ДНК уменьшалась лишь в 20 раз [98]. Участок topo III, 
пред назначенный для связывания оц ДНК, представлен в виде 
«бороздки», расположенной на одной из сторон белковой глобулы и 
направ ленной в сторону активного центра фермента [97]. 

VIII. ОБРАТНАЯ ГИРАЗА
Обратная гираза – один из примеров белков с необычными функциями, 
проду цируемых гипертермофильными организмами. Данный фер-
мент, в отличие от других топоизомераз, осуществляет введение поло-
жи тельных супервитков в ДНК, используя при этом энергию АТР или 
dATP [99]. В присутствии других трифосфатов (UTP, GTP или CTP) 
обратная гираза катализирует только релаксацию «–» сс ДНК [100]. 
Фермент с большей эффективностью гидролизует АТР в присутствии 
оц ДНК, чем дц ДНК, что указывает на предпочтительное связывании 
белка с оц участками ДНК [100]. Впервые обратная гираза была 
выде лена из S. acidocaldarius [34]. Изучение механизма действия 
фер мента показало, что в ходе реакции обратная гираза образует 
кова лентную связь с 5'-фосфатной группой расщепляемой ДНК 
[47], и, следовательно, ее можно отнести к топоизомеразам IA-типа. 
В даль нейшем было показано, что такой тип активности присутст-
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вует во всех гипертермофильных бактериях [101], а «+» сверхспи-
рализация, обеспечиваемая ферментом, необходима для стабилизации 
дуплексной структуры хроматина при высоких температурах, что 
предотвращает локальное плавление ДНК, а также облегчает процесс 
ренатурации дц структуры после «прохождения» этих участков ДНК 
транскрипционным комплексом [89].
 Обратная гираза – мономерный белок с большой мол. массой 
[99]. Анализ аминокислотной последовательности фермента из S. aci-
docaldarius показал, что С-концевой домен очень напоминает эти 
домены у topo I E. coli и topo III дрожжей [46]. При этом N-концевой 
домен не имеет каких-либо гомологий с известными топоизомера-
зами, но содержит несколько геликазных мотивов, включая ATP-свя-
зывающий участок [46]. Показано, что топоизомеразный домен 
фер мента может проявлять ДНК-релаксирующую активность, а 
гели каз ный фрагмент не способен катализировать плавление цепей 
дуп лекса, и, скорее всего, действует в составе полного фермента в 
качестве ATPазы, осуществляющей конформационные изменения 
белка, необходимые для проявления каталитической активности [101]. 
Обратная гираза, выделенная из M. kandleri, в отличие от ферментов, 
полу ченных из других источников, была гетеродимером, состоящим 
из 43 кДа (RgyA) и 138 кДа (RgyB) субъединиц, которые, по аналогии с 
моно мерными ферментами, проявляли топоизомеразную и АТРазную 
актив ности, соответственно [99].
 Обратная гираза, так же как и бактериальная topo I, с высокой 
эффек тивностью связывается с оц участками ДНК [45, 100], что 
не удивительно, учитывая определенную гомологию между ними. 
Такое предпочтение можно связать с непосредственными функциями, 
выпол няемыми ферментами. В случае topo I легкость образования оц 
участ ков связана с избыточным количеством отрицательных супер-
вит ков, в то время как для обратной гиразы участком связывания 
могут служить оц области, образующиеся в результате денатурации 
дц ДНК при действии высоких температур.
 Исследование специфичности действия обратной гиразы из 
Desu luroccus amylolyticus показало, что фермент с большей эффектив-
ностью расщепляет последовательность:

 
 Такое же предпочтение отмечалось при узнавании и расщеплении 
ДНК бактериальной topo I [47]. Относительная частота расщеплений 
различных последовательностей для обратной гиразы также зави села 
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от концентрации Mg2+ и температуры [47]. Считается, что фер мент 
образует прочный контакт с цитозином в –4 положении после до ва-
тель ности, и это позволяет избежать проскальзывания 5'-участка ДНК 
в процессе катализа [47]. В то же время, относительное удаление 
такого прочного контакта от сайта расщепления дает возможность 
более гибко реагировать на конформационные перестройки в ходе 
«про девания» второй цепи через образовавшийся разрыв. 

IX. ДНК-ТОПОИЗОМЕРАЗА III 
ИЗ ТЕРМОФИЛЬНЫХ АРХЕБАКТЕРИЙ (DAM TOPO III)

Dam topo III – новая топоизомераза IA-типа, выделенная из термофиль-
ной архебактерии D. amylolyticus [37]. Фермент представ ляет собой 
моно мерный белок с мол. массой 108 кДа. Dam topo III проявляет 
специ фичность к оц участкам ДНК и ее каталитическое действие 
заклю чается в изменении числа зацеплений в спиральной структуре 
клеточной ДНК [37]. Фермент проявляет различные активности в зави-
симости от температуры проведения реакции: при 60–80оС релаксирует 
только «–» сс ДНК (увеличивает число зацеплений), а при 82–99оС 
способен релаксировать как «+» (уменьшая число зацеплений), так 
и «–» сс ДНК. Интересно, что способность фермента релаксировать 
«+» сс ДНК зависит от фазы роста клеток D. amylolyticus: активность 
Dam topo III выше в экспоненциальной фазе по сравнению со стацио-
нарной [37]. Для работы фермента необходимы ионы Mg2+, а добав-
ле ние АТР не влияет на каталитическую активность [37]. Важно 
под черкнуть, что данный тип активности помимо D. amylolyticus 
харак терен и для других термофильных архебактерий [37].
 Способность Dam topo III релаксировать «+» сс ДНК, вероятно, 
не имеет физиологического значения и является результатом дейст-
вия высоких температур на ДНК. Действительно, плавление цепей 
«+» сс ДНК при повышении температуры должно приводить к 
появлению оц участков. Dam topo III проявляет специфичность к 
таким областям и способна осуществлять релаксацию ДНК. При 
более низких температурах «+» сс ДНК (в отличие от «–» сс ДНК) 
более устойчива к «разъединению» комплементарных цепей и, 
следовательно, не проявляет субстратных свойств.
 Таким образом, при пермиссивной для D. amylolyticus темпера-
туре (вплоть до 97оС) Dam topo III будет в большей степени спо-
собст вовать денатурации клеточной ДНК, чем стабилизации ее 
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дуп лекс ной структуры. Следовательно, маловероятно, чтобы данный 
фермент принимал участие в регуляции топологического состояния 
клеточной ДНК и, в частности, релаксировал «+» сс ДНК, поскольку 
высокое сродство обратной гиразы к оц участкам, образующимся в 
клеточной ДНК, должно препятствовать связыванию Dam topo III c 
этими областями [37]. Помимо поддержания ДНК в определенном 
топологическом состоянии, роль бактериальных топоизомераз может 
заключаться в расцеплении новообразовавшихся ДНК молекул в 
ходе репликации [37]. Dam topo I (обратная гираза), по-видимому, не 
может выполнять эту функцию из-за неспособности уменьшать число 
зацеплений в ДНК и, соответственно, разделять две ДНК молекулы 
[37]. В случае Dam topo III конечным продуктом последовательного 
раскручивания сс ДНК при высоких температурах должно быть 
пол ное разделение комплементарных цепей [37]. Следовательно, 
Dam topo III является аналогом topo I мезофильных бактерий, и, по-ви-
ди мому, необходима для рассоединения структур, образующихся в 
процессе репликации [37].

X. ЭУКАРИОТИЧЕСКАЯ ДНК-ТОПОИЗОМЕРАЗА III
Эукариотическая topo III впервые была обнаружена в 1989 году [33]. 
Ген, кодирующий topo III дрожжей, был идентифицирован по его 
спо собности обеспечивать подавление митотической рекомбинации 
между повторяющимися последовательностями. Белок, кодируемый 
дан ным геном, был гомологичен topo I и III E. coli, и не имел какого-
либо сходства с известными эукариотическими топоизомеразами [33]. 
По своим биохимическим свойствам фермент напоминал topo III 
E. coli. Белок с большей эффективностью связывал оц ДНК, ката-
ли зировал рассоединение катенанов и был способен релаксировать 
только «–» сс ДНК, образуя ковалентную связь с 5'-концом ДНК 
в участке разрыва [102], но, в отличие от других эукариотических 
topo I, проявлял довольно слабую релаксирующую активность [33]. 
Каза лось, что отсутствие фермента с такой низкой топоизомеразной 
активностью не должно было сильно сказываться на развитии клеток, 
содержащих topo I и II. Однако, клетки дрожжей, лишенные topo III, 
росли значительно медленнее, имели повышенную способность к 
реком бинации и были не способны к спорообразованию [33]. Поэтому 
считается, что основная роль topo III дрожжей in vivo заключается 
не в способности фермента регулировать топологическое состояние 
кле точной ДНК, а в расцеплении комплементарных цепей дуплекса 
после их разделения геликазой [103].
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 Topo III может функционировать совместно с клеточной тело ме-
разой и оказывать влияние на стабильность теломер [103]. Стабили-
зация теломер у дрожжей, опосредованная действием topo III, один 
из примеров того, что различные ДНК-топоизомеразы, помимо их 
кано нической функции, заключающейся в изменении топологии ДНК, 
играют важную роль в стабилизации клеточного генома. Механизмы, 
позво ляющие топоизомеразам обеспечивать стабильность генома, 
предотвра щая митотическую рекомбинацию, остаются пока неиз-
вест ными. Считается, что данные ферменты необходимы для рас-
соединения рекомбинационных интермедиатов, когда цепи ДНК 
оказываются перекрученными [103]. Процесс рекомбинации, таким 
образом, может быть прерван действием геликазы, катализирующей 
разъеди нение двух неправильно спаренных цепей ДНК [103]. Участие 
геликаз в уменьшении частоты рекомбинации подтверждается также 
в работах [104, 105]. Обнаружено, что дрожжевая SGS1 геликаза 
взаимо действует с topo III [106–107]. Мутация SGS1 гена приводит 
к сокращению продолжительности жизни, что фенотипически очень 
схоже с мутацией гена при синдроме Вернера у человека [106]. Таким 
образом, topo III функционирует в комплексе с белками SGS1-се-
мейства и может быть необходимой для поддержания стабильности 
генома и регуляции процессов клеточного старения [106].
 Только одна форма topo III была обнаружена в клетках прокариот 
и низших эукариот [106], в то время как в клетках млекопитающих 
были обнаружены две изоформы topo III [106, 108]. Ген, кодирующий 
чело веческую topo IIIα (hTOP3α), гомологичную дрожжевой topo III, 
расположен на 17р11.2–12 хромосоме [41]. Аналог мышиного фер-
мента, как оказалось, важен на стадии раннего эмбриогенеза [109]. 
Вто рой ген, кодирующий человеческую topo III (hTOP3β), располо жен 
на 22q11 хромосоме [110]. С данного гена происходит наработка трех 
альтернативных транскриптов, кодирующих белки, различающиеся 
в С-концевом участке, который участвует в связывании ДНК [106]. 
Похожая ситуация наблюдалась и при экспрессии hTOP3α гена 
[106]. Различный характер экспрессии генов, кодирующих topo III, 
в результате которого синтезируются различные изоформы белка 
может указывать на различные физиологические функции этих 
топо изомераз, особенно учитывая тот факт, что действие topo IIIα 
в клетке не может быть заменено topo IIIβ ферментом или другими 
топо изомеразами [106]. Различные формы topo III могут проявлять 
раз ную каталитическую активность по отношению к различным 
ДНК-субстратам. Такой вывод можно сделать, учитывая, что разли чия 
ферментов затрагивают именно С-концевой домен. Действительно, 
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даже небольшие различия в строении данного участка topo I и topo III 
E. coli, приводят к тому, что в значительной степени гомологичные 
фер менты проявляют разную каталитическую активность [106].
 Мышиная topo IIIβ была на 36% гомологична topo IIIα. Фермент 
релаксировал «–» сс ДНК, причем каталитическая активность 
повышается при увеличении степени сверхспирализации [108]. 
Topo IIIβ лишь частично релаксировала сс ДНК при 37оС, полное 
пре вращение ДНК происходило при повышенных температурах 
[108]. Это может указывать на то, что topo IIIβ специфична к оц участ-
кам, которые легко образуются в «–» сс ДНК при высоком уровне 
сверхспирализации. При частичной релаксации образование оц облас-
тей ДНК затруднено, но все-таки, может происходить при повышении 
температуры за счет локального плавления ДНК-дуплекса.

XI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Начиная с 70-х годов исследования топоизомераз выявили большое 
разно образие этих ферментов в про- и эукариотических клетках. За 
прошедший период была установлена биологическая функция фер-
ментов разных типов, а также аналогии и различия в их структурах 
и механизмах действия. 
 ДНК-топоизомеразы 1A-типа разрывают одну из цепей и «протас-
кивают» другую цепь через образовавшийся разрыв, снимая, таким 
образом, топологический стресс сверхспирализованной ДНК. Топо-
изо меразы второго типа образуют двухцепочечный разрыв с исполь зо-
ванием энергии АТР или других нуклеотидов и протягивают участки 
ДНК через образовавшийся разрыв. 
 Анализ топоизомераз с помощью различных методов, включая 
РСА, стационарную и быструю кинетику, сайт-направленный мута-
ге нез и т.д., позволил установить роль отдельных аминокислот 
непос ред ственно как в катализе реакций, так и в кооперативных 
взаи мо действиях между различными доменами. 
 В целом очевидно, что в клетках про- и эукариот есть несколько раз-
личных топоизомераз, отличающихся по своей биологической функ-
ции. Именно существование большого числа различных топоизоме раз 
обеспечивает необходимое равновесие между релаксированными, 
слабо и сильно спирализованными формами ДНК.
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