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Резюме 
 

Четырёхнитевой ДНК-перекрест и ферменты, которые его расщепляют, являются главными 
объектами исследований при изучении молекулярно-биологического аспекта рекомбинации. В 
данной статье обсуждаются последние данные по геометрическому строению структуры Холлидея, 
его конформационным состояниям и взаимодействии со структурно-специфичными резолвазами. 
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Введение 
Генетическая рекомбинация является одним из 

наиболее важных фундаментальных генетических 
процессов. Рекомбинация является основой 
непостоянства генома, это источник новых 
комбинаций существующих единиц 
наследственности [Holliday, 1964, 1974]. Она 
необходима при внедрении вирусной ДНК в геном 
клетки-хозяина [Subramaniam et al., 2003], 
поддержании общей стабильности генома [Flores-
Rozas, Kolodner, 2000] посредством рекомбинант-
зависимой репарации ДНК [Kreuzer, 2004; Smith, 
2004], при повторном запуске или расщеплении 
остановленных репликационных вилок [Cox et al., 
2000; Cox, 2001]. Кроме того, без рекомбинации 
невозможно правильное расхождение гомологичных 
хромосом во время мейоза [McKim et al., 2002; 
Morrison et al., 2003; Kreuzer, 2004; McKee, 2004; 
Sherratt et al., 2004]. Потеря клеткой 
рекомбинационной активности, вследствие 
различных вирусных инфекций, ведёт к увеличению 
числа митотических и мейотических анеуплоидий 
[MacDonald et al., 1994; Kamstra et al., 1999; Kwan et 
al., 2003], развитию синдрома ломкой Х-хромосомы 
[Bowater, Wells, 2001; Fleming et al., 2003], раку 
толстого кишечника [Grady, 2004], 
преждевременному старению [Lombard et al., 2005; 
Rodier et al., 2005], снижению стабильности 
нуклеиновых кислот в качестве носителя 
наследственной информации. 

Изучение процесса рекомбинации осуществляется 
в двух направлениях. Первое – исследование 
пространственно-временных особенностей организации 
свободного ДНК-перекреста (основного 
промежуточного звена рекомбинационного события) в 
зависимости от качественного состава буферной 
системы. Второе – изучение ферментативного аппарата 
рекомбинации. К этому направлению можно отнести 
структурно-функциональный анализ кристаллических 
форм расщепляющих ДНК-перекрест ферментов как в 
свободном состоянии, так и в комплексе со 
специфическим субстратом. В настоящей статье 
последовательно рассматривается как сам механизм 
прохождения рекомбинации, так и его основные агенты 
– ДНК-перекрест и ферменты, участвующие в его 
разрешении. 

  
Основные положения гомологичной 

рекомбинации 
Рекомбинационное событие происходит в 

результате взаимодействия двух молекул ДНК в том 
месте, где их последовательности отличаются 
высокой степенью подобия. Первым актом 
рекомбинации является поочерёдное внесение 
эндонуклезой одноцепочечных разрывов 
фосфодиэфирных связей одной из двух цепей в 
обоих дуплексах. Следует отметить, что данное 
событие происходит только с цепями одинаковой 
направленности (рис. 1.1). После этого между 
дуплексами в местах разрывов происходит обмен 
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цепями. Это приводит к образованию 
четырёхнитевой крестообразной структуры – 
структуры Холлидея (рис. 1.2), одного из важнейших 
промежуточных звеньев многих жизненно-важных 
клеточных процессов, включая гомологичную 
генетическую рекомбинацию, репарацию и репликацию 
повреждённых участков ДНК [Dickman et al., 2002; 
Déclais et al., 2003]. Далее неспаренные основания 
одного дуплекса гибридизуются с комплементарными 
основаниями другого. В результате точка перекреста 
(обмена нитями между двумя молекулами) начинает 
перемещаться вдоль рекомбинирующих дуплексов – 
происходит "миграция ветвления" (рис. 1.3). 
Необходимо отметить, что миграция точки ветвления 
перекреста происходит только на участке высокой 
междуплексной гомологии [Hsieh, Panyutin, 1995]. Этот 
процесс сопровождается последовательной локальной 
денатурацией дуплекса с дальнейшей незамедлительной 
ренатурацией неспаренных оснований на 
комплементарной цепи гомологичного дуплекса. Таким 
образом формируется гетеродуплекс. Однако, миграция 
точки перекреста на протяжённом участке невозможна 
без соответствующего ферментативного аппарата. 
Поскольку в силу спиральной формы молекул 
нуклеиновых кислот, при продвижении в любую 

сторону от изначальной точки перекреста, 
неизбежно будут возникать либо отрицательные, 
либо положительные сверхвитки на обеих 
взаимодействующих сторонах. Данное 
обстоятельство накладывает существенные 
ограничения как на скорость миграции перекреста, 
так и на конечное расстояние, которое способен 
пройти этот комплекс. В разрешении возникающей 
ситуации принимает участие перекрест-
расщепляющие ферменты (junction resolving 
enzymes) или резолвазы [Lilley, White, 2001]. Через 
некоторое время, когда гетеродуплекс окончательно 
сформирован и продвижение точки ветвления 
невозможно, происходит изомеризация структуры 
Холлидея [Kerr, Sadowski, 1975; Powling, Knippers, 
1976; Tsujimoto, Ogawa, 1978; Lilley, 2000]. Одна из 
пар дуплексных плеч (на рис. 1.4.1 это нижняя пара) 
поворачивается на 180° вокруг оси (рис. 1.4.2), 
после чего с помощью эндонуклеазы вносятся 
вторичные разрывы с последующим разрешением 
четырёхнитевого перекреста на отдельные 
двунитевые цепи-гомологи (рис. 1.5) [Déclais et al., 
2003]. 

 

 

 
 

Рис. 1. Схема рекомбинации. 
 
Особенности строения структуры Холлидея 
Принято считать, что в свободном состоянии 

нити перекреста антипараллельны, поскольку 
параллельных структур в ДНК-перекресте отмечено 

не было [Joo et al., 2004]. Находясь в растворе, 
четырёхнитевой ДНК-перекрест подвергается 
конформационным перестройкам на значительном 
протяжении своей структуры. Так, в случае, когда в 
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буферной системе отсутствуют ионы металлов и 
ДНК-специфичные белки, ДНК-перекрест 
принимает «открытую» форму. В этом состоянии 
плечи соединения располагаются соосно, как это 
показано ранее на рисунке 1.4.2. Впервые 
образование подобных структур было показано с 
помощью электрофоретического анализа [Duckett et 
al., 1988] и резонансного переноса флуоресценции 
(FRET-эффекта) более двадцати лет назад [Murchie 
et al., 1989]. Детально «открытая» форма ДНК-
перекреста была описана относительно недавно 
методом рентгеноструктурной кристаллографии 
[Eichman et al., 2000; Thorpe et al., 2003]. В ходе 
проведённых исследований выяснено, что в 
подобной изоформе структуры Холлидея оси 
спиралей повёрнуты вправо примерно на 50° по 
отношению к общей плоскости комплекса. Кроме 
этого, геометрическую симметрию нарушает 
присутствие в комплексе двух типов цепей. Первый 
тип, условно называемый продолжающимися 
цепями, характеризует участие только в исходном 
дуплексе. Помимо этого выделяют второй тип – 

обменные цепи. Именно они формируют структуру 
ДНК-перекреста поскольку каждая из них входит в 
состав не только собственного, исходного, но и в 
состав гомологичного дуплекса. Как указано ранее, 
структура Холлидея может существовать в двух 
альтернативных конформациях, которые 
различаются между собой взаимодействующими 
цепями (рис. 2). Эксперименты c FRET-эффектом на 
одной молекуле показывают, что ДНК-перекрест в 
несвязанном состоянии всегда пребывает в 
конформационном динамическом равновесии – он 
словно раскачивается вокруг своей точки ветвления 
из одной конформации в другую [McKinney et al., 
2003]. Такие периодические переходы между 
альтернативными конформационными состояниями 
хорошо сбалансированы стекинг-взаимодействиями, 
электростатическим отталкиванием [Liu et al., 2004; 
Liu et al., 2005] и специфическими контактами 
между определёнными последовательностями, 
которые могут как фланкировать ДНК-перекрест, 
так и находиться на значительном удалении от него 
[Voth et al., 2007]. 

 

 
Рис. 2. Структурные переходы между двумя конформационными состояниями конформомеров 
четырёхнитевого перекреста. В несвязанном виде перекрест свободно может переходить  

из одного состояния в другое. Продолжающиеся и обменные нити обозначены разным пунктиром. 

Левая часть:  – продолжающиеся нити,  – обменные нити.  

Правая часть:  – продолжающиеся нити,  – обменные нити. 
 
 
Частота перехода ДНК-перекреста из одного 

конформомерного состояния в другое зависит от 
последовательности, окружающей место перекреста 
[Duckett et al., 1988], а также от ионного состава и 
температуры среды, в которой находится структура. 
Исследования, проведённые на одиночных 
молекулах, показали, что скорость 
конформационных переходов уменьшается при 
высокой концентрации ионов Mg2+ [McKinney et al., 
2003]. Подобная же зависимость была выявлена и 
для скорости миграции точки перекреста – при 
высоком содержании в растворе ионов Mg2+ 

миграция перекреста замедлялась [Panyutin, Hsieh, 
1994]. Кроме того, возможность принятия 
взаимодействующими молекулами структуры 
четырёхнитевого перекреста во многом зависит от 
степени связывания последнего с ферментативным 
аппаратом миграции точки перекреста или с 
ферментами, расщепляющими его [Lilley, 2000]. По 
этой причине, открытые формы перекреста 
вовлекаются практически во все процессы, 
связанные с участием структуры Холлидея, 
несмотря на их незначительное содержание в 
физиологических условиях. 
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Из сказанного ранее можно заключить, что 
геометрия четырёхнитевого ДНК-перекреста 
достаточно прочна и одновременно подвижна. 
Данное обстоятельство позволяет белкам 
связываться с ДНК-перекрестом различными 
способами. Однако необходимо заметить, что 
многие характеристики свободного ДНК-перекреста 
сохраняются и в его комплексе с белками. 
Доказательством этому служит тот факт, что при 
низких солевых концентрациях и при отсутствии 
мультивалентных ионов ДНК-перекрест находится в 
«открытом» состоянии, где практически не 
происходит одноимённого отталкивания между 
отрицательно заряженными фосфатными 
группировками [Duckett et al., 1988]. При 
добавлении же в раствор мультивалентных катионов 
или моновалентных ионов в высокой концентрации, 
перекрест преодолевает электростатическое 
отталкивание и принимает форму Х-подобной 
структуры (рис. 1.4.1) [Duckett et al., 1988; Murchie 
et al., 1989]. 

Несмотря на свой потенциал биологической 
значимости, определённый биохимический смысл 
промежуточных форм несвязанного перекреста к 
данному моменту не выяснен. Исследования при 
помощи гель-электрофореза и FRET-эффекта 
наводят на мысль о том, что при отсутствии 
поливалентных ионов все четыре плеча 
располагаются в точке перекреста на одной 
плоскости. Однако неизвестно, существуют ли в 
физиологических условиях структуры с отличной от 
описанной ранее геометрией соединения плеч 
перекреста [Duckett et al., 1988]. Вполне вероятно, 
что расположение нитей перекреста в двух или трёх 
плоскостях в точке обмена возможно. Но такое 
соединение существует слишком короткое для его 
обнаружения время. Так, к примеру, открытые 
структуры существуют в физиологических условиях 
столь недолго, что их изучение возможно только на 
уровне единичных молекул [Joo et al., 2004]. 
Изучение открытых перекрестов осложнено ещё и 
тем, что их невозможно выделить в 
кристаллической форме. Данный способ анализа 
пригоден только при исследованиях, связанных с 
каким-либо агентом четырёхнитевых структур [Ho, 
Eichman, 2001]. В связи с этим остаётся 
недостаточно изученным и вопрос описания 
подробного пути перехода из одного состояния 
конформомера ДНК-перекреста в другое. Для 
математического описания внутримолекулярных 
процессов, происходящих в моменты 
конформомерного перехода, используют различные 
методики моделирования, в том числе метод 
моделирования молекулярной динамики (МД). 
Данное обстоятельство обусловлено тем, что 

различные описания МД способны объяснить 
события, которые развиваются в достаточно 
простых системах, к примеру – в ДНК-белковых 
комплексах. Структура Холлидея также была 
хорошо изучена на примере соответствующей 
модели [von Kitzing et al., 1990; von Kitzing, 1992; 
Srinivasan, Olson, 1994], однако полученные данные 
не дают чёткого понимания решения проблемы 
конформационных изменений. 

Конформомерный переход ДНК-перекреста из 
одного состояния в другое происходит в интервале 
от сотен микросекунд до сотен миллисекунд 
[Overmars, Altona, 1997; McKinney et al., 2003; Joo et 
al., 2004]. Это время в тысячи и миллионы раз 
меньше чем то, которое способен воспроизвести 
метод МД [Tajkhorshid et al., 2003]. Однако, 
известно, что при повышении температуры 
увеличивается и частота конформационных 
изменений макромолекул (таких как молекулы ДНК, 
находящихся в состоянии четырёхнитевого ДНК-
перекреста). Следовательно, оптимизировав 
температурный градиент, возможно получить 
систему, подвергающуюся анализу методом МД 
[Day et al., 2002]. 

Обобщая информацию о результатах 
исследований, основанных на данных 
молекулярного моделирования, можно заключить 
[Cooper, Hagerman, 1989; von Kitzing, 1992; 
Cheatham, Collman, 2000; Ho, Eichman, 2001], что 
модель четырёхнитевого перекреста получена при 
условии соосного подвижного соединения 
взаимодействующих плеч двух молекул ДНК. Такое 
ограниченное обоюдо-положительное 
(положительное направление определяется как 
правое вращение относительно фронтальной 
стороны перекреста) вращение плеч перекреста 
было обнаружено при помощи низко-разрешающих 
методов исследования – методы однонитевого 
конформационного полиморфизма (single strand 
conformation polymorphism – SSCP), атомно-силовой 
микроскопии (atomic force microscopy – AFM) и 
спектроскопии FRET-эффекта. Междуплексный 
угол (interduplex angle – IDA) во всех вариантах 
структуры Холлидея остаётся равным примерно 60° 
[Duckett et al., 1988]. 

Изучение одиночных кристаллов методами 
кристаллографии позволило получить большое 
количество детальных характеристик структуры 
ДНК-перекреста [Eichman et al., 2002; Ho, Eichman, 
2001; Hays et al., 2003b]. Одним из наиболее 
интересных аспектов, выявленных в ходе 
вышеупомянутых исследований, является то, что 
все изученные кристаллические структуры 
относятся к перекрестам с инвертированными 
повторами. Этот мотив может быть сведён к 
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декануклеотиду d(CCNNNPuCPyGG), где Pu – 
любой пуриновый нуклеотид, Py – цитозин, 5-
метилцитозин или 5-бромурацил. Причём, концевые 
C·G-пары оснований не существенны и могут быть 
заменены на Т·А-пары [Thorpe et al., 2003]. Также 
установлено, что взаимодействующие молекулы 
ДНК в структуре Холлидея обмениваются нитями 
на участке приведённой коровой 
последовательности между N6 и N7 [Hays et al., 
2003a]. 

При сравнении структур одиночных 
кристаллов было выяснено, что геометрия ДНК-
перекреста зависит от атомных взаимодействий 
вокруг корового тринуклеотида Pu6C7Py8 [Hays et 
al., 2003a]. Так, к примеру, геометрия структур, 
полученных с помощью последовательностей 
d(CCGGTACCGG) [Eichman et al., 2000; Thorpe et 
al., 2002] и d(CCGGCGCCGG) [Hays et al., 2003a], в 
которых присутствуют прямые водородные связи, 
взаимодействующие с большой бороздкой 
перекреста, практически одинаковы. Кроме этого, 
описанный мотив служит своего рода опорной 
точкой, вокруг которой уже и выстраивается вся 
архитектура ДНК-перекреста. Данное утверждение 
основывается на там факте, что геометрия 
структуры Холлидея, при связывании одной или 
нескольких растворяющих молекул с водородными 
связями корового мотива, становится гораздо более 
подвижной. Это становится наглядно понятно при 
введении двух дополнительных геометрических 
параметров ‒ Jslide и Jroll, которые описывают 
последствия для конформации перекреста 
изменения таких зависимых от последовательности 
взаимодействий. Jslide характеризует угол 
отклонения осей взаимодействующих молекул друг 
относительно друга вдоль всей структуры 
перекреста. Jroll определяется как угол 
взаимоотклонения спиралей ДНК относительно 
горизонтальной оси перекреста. 

Междуплексный угол и Jtwist. Макроскопия 
определяет IDA как угол между осями 
взаимодействующих молекул ДНК относительно 
геометрического центра перекреста. Данный 
параметр является одним из основных при 
исследовании статичных ДНК-перекрестов [Duckett 
et al., 1988; Clegg et al., 1992; Clegg et al., 1994; Mao 
et al., 1999; Cooper, Hagerman, 1987; Cooper, 
Hagerman, 1989]. Сходный параметр Jtwist 
определяется как отношение угла диагоналей 
плоскости ДНК-перекреста и угла витка спирали, 
выражаемого в значении угла наклона плоскости 
пары оснований к плоскости, перпендикулярной оси 
спирали [Кантор, Шиммел, 1984]. В отличие от IDA, 
значение Jtwist не зависит от длины и может быть 
определёно эмпирически по данным 

кристаллографического анализа ДНК-перекреста. 
Jslide определяется как относительное перемещение 
взаимодействующих двойных спиралей вдоль их 
соответствующих осей. Изменение значения Jslide 
ДНК-перекреста проявляется в виде 
электростатического возмущения на концах плеч 
спиралей. Jroll является уголом между поперечными 
центральными осями обеих молекул ДНК, 
находящихся в структуре Холлидея. 

Хотя по топологии моделей кристаллические 
структуры четырёхнитевого перекреста во многом 
сходны между собой [Duckett et al., 1988; Murchie et 
al., 1989; Clegg et al., 1992; Clegg et al., 1994; Cooper, 
Hagerman, 1987; Cooper, Hagerman, 1989], они 
заметно отличаются по одному параметру ‒ во всех 
случаях, изученных в последнее время, значение 
IDA было существенно ниже (~41°) по сравнению с 
данными, полученными в ходе более ранних 
исследований (~60°). Сами авторы новых 
публикаций признают разброс в значениях IDA. 
Кроме того, исследования при помощи атомно-
силовой микроскопии (АСМ) подтверждают 
широкий диапазон значений IDA [Mao et al., 1999]. 
Эти очевидные расхождения во мнениях 
относительно значения IDA поднимают некоторые 
вопросы, которые касаются общего характера 
конформации одиночного кристалла в качестве 
модели ДНК-перекреста, находящегося в растворе. 

Возникают ли эти различия по данным IDA в 
результате определённых внутримолекулярных 
взаимодействий, ограничивающих подвижность 
перекреста? Недавние исследования с 
использованием АСМ протяжённых плоскостей 
ДНК-перекреста, которые включают коровый 
тринуклеотид АСС, дают основания предполагать, 
что да ‒ именно из-за изменения подвижности 
контактирующих молекул ДНК наблюдается такая 
существенная разница в получаемых данных по IDA 
[Sha et al., 2002]. Также выяснено, что коровая 
последовательность АСС связана с величиной IDA в 
43°. 

 
Обзор структуры ферментов, ответственных 
за разрешение структуры Холлидея 

Поскольку белки, ответственные за 
селективное разрешение структуры Холлидея – 
резолвазы, найдены среди широкого круга 
организмов: у бактериофагов [de Massey et al., 1984], 
вирусов [Connolly et al., 1991; Iwasaki et al., 1991; 
Stuart et al., 1992; Garcia et al., 2000], архей [Komori 
et al., 1999; Kvaratskhelia, White, 2000], эубактерий 
[Kemper, Garabett, 1981], дрожжей [Symington, 
Kolodner, 1985; West, Korner, 1985; Whitby, Dixon, 
1997; White, Lilley, 1997a; Oram et al., 1998], в 
клетках млекопитающих и их вирусов [Elborough, 
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West, 1990; Hyde et al., 1994; Constantinou et al., 
2001], можно сделать вывод, что ферменты, 
осуществляющие этот процесс, есть у всех 
организмов. 

Многие перекрест-расщепляющие ферменты 
следует отнести к одному из двух суперсемейств 
белков – интеграз или нуклеаз. В суперсемейство 
интеграз входят такие резолвазы как RuvC, CceI, 
Ydc2, а также РНКаза Н и фермент вируса коровьей 
оспы А22. К суперсемейству нуклеаз относятся Т7 
эндонуклеаза I, резолвазы архей, λ-экзонуклеаза, а 
также ферменты рестрикции [Lilley, White, 2000; 
Makarova et al., 2000]. Большинство нуклеаз – 
сравнительно небольшие основные белки (обычно 
pIcalc >8.5), связывающиеся со структурой Холлидея 
в строго определённых местах. При этом 
образуются комплексы димерного белка и ДНК-
перекреста, сохраняющие стабильность в 
присутствии 1000-кратного избытка 
двухцепочечной ДНК [Duckett et al., 1995; Pöhler et 
al., 1996; White, Lilley, 1996]. 

 
Общая молекулярная структура резолваз 

Для некоторых перекрест-расщепляющих 
ферментов методом рентгенструктурной 
кристаллографии определена молекулярная 
структура – для RuvC c разрешением 2,5 Å [Ariyoshi 
et al., 1994], для Т4 эндонуклеазы VII и её 
неактивной мутантной формы с разрешением 2,4 Å 
и 2,1 Å соответственно [Raaijmakers et al., 1999], для 
Т7 эндонуклеазы I c разрешением 2,1 Å [Hadden et 
al., 2001]. Помимо этого определены основы 
строения для Hje Sulfulobus [Middleton et al., 2004], 
Hjc Pyrococcus [Nishino et al., 2001] и Ydc2 S. pombe 
[Ceschini et al., 2001]. При этом установлено чёткое 
подобие особенностей молекулярной организации с 
ферментами рестрикции у следующих ферментов: 
эндонуклеазы I бактериофага Т7 [Hadden et al., 
2001], резолваз архей Hjc [Bond et al., 2001; Nishino 
et al., 2001], Hje [Middleton et al., 2004] и RecU 
Грамм-положительных бактерий [McGregor et al., 
2005; Kelly et al., 2007]. Однако, если процесс 
фолдинга отдельных структурных доменов 
приведённых выше ферментов в большой степени 
сходен, то их непосредственное пространственное 
наложение и укладка внутри нативной димерной 
молекулы приводит к образованию ферментов, 
существенно различающихся по своей форме и 
способу взаимодействия со специфическим 
субстратом [Middleton et al., 2004]. По своей 
геометрии димерные молекулы перекрест-
расщепляющих ферментов приближаются к 
продолговатому эллипсоиду, на котором 
расположена ДНК-связывающая поверхность 
фермента – обширная электроположительная 

площадка. В некоторых случаях (Т4 эндонуклеаза 
VII и особенно Ydc2) на ДНК-связывающей 
поверхности фермента возможно присутствие 
обширной S-образной плоскости. 

 
Молекулярная организация активного 

центра резолваз 
В то время как RuvC, Ydc2, Hjc и RusA 

проявляют сходство в топологии своих 
каталитических поверхностей [Rafferty et al., 2003], 
Т4 эндонуклеаза VII [Raaijmakers et al., 1999] и Т7 
эндонуклеаза I [Hadden et al., 2001] отличаются от 
большинства резолваз наличием протяжённого 
функционального домена, образованного в 
результате слияния двух полипептидов. 

Активные сайты перекрест-расщепляющих 
ферментов были определены при помощи сайт-
специфического мутагенеза и кластерного анализа. 
Во всех случаях изучения резолваз было выявлено 
наличие (или допущена вероятность нахождения) в 
структуре активных сайтов бивалентных ионов 
металлов. Связывание одного иона металла на один 
активный сайт было показано для Т4 эндонуклеазы 
VII [Raaijmakers et al., 1999], Ydc2 [Ceschini et al., 
2001] и RecU [McGregor et al., 2005; Kelly et al., 
2007]. В активном сайте Т7 эндонуклеазы I в 
связанном состоянии обнаружено два иона металла 
[Hadden et al., 2002]. 

В основном, расстояния между активными 
сайтами, расположенными на разных субъединицах 
димерных перекрест-расщепляющих ферментов, 
можно разделить на две группы. К первой группе 
относятся ферменты, активные центры которых 
расположены друг от друга на расстоянии 
приблизительно 25 Å (Т4 эндонуклеаза VII, Hjc и 
RecU). Ко второй группе – на расстоянии 
приблизительно 40 Å (Т7 эндонуклеаза I, RuvC и 
Ydc2). Самое незначительное расстояние 
зафиксировано для RusA – 10 Å [Rafferty et al., 
2003]. Такие существенные различия в архитектуре 
резолваз неизбежно влияют на развитие у них 
разных способов конформационной укладки 
связывающегося с ферментом ДНК-перекреста, что 
в свою очередь приводит к изменению топологии 
внесения одноцепочечных разрывов в процессе 
разрешения структуры Холлидея. 

Аминокислотные остатки, входящие в состав 
активного центра, у большинства резолваз 
принадлежат одному полипептиду. Однако для Т7 
эндонуклеазы I и RusA характерно формирование 
смешанного активного центра, состоящего из 
аминокислотных остатков обеих полипептидных 
цепей димерного фермента [Déclais et al., 2001]. 
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Молекулярная структура комплекса ДНК-
перекрест-резолваза 

До недавнего времени была опубликована 
кристаллическая структура комплекса ДНК-
перекреста только с одной резолвазой RusA [Giraud-
Panis, Lilley, 1998; Chan et al., 1998]. Мономер 
данного фермента удерживает перекрест в области 
малой бороздки одной из нитей ДНК при помощи 
аргининовой петли, состоящей из четырёх 
расположенных друг за другом остатков аргинина. 
К сожалению, из-за высокой реакционной 
инертности модель взаимодействия димерной 
формы RusA и ДНК-перекреста до настоящего 
времени не построена [Macmaster et al., 2006]. 

В 2007 году получены данные о 
кристаллической структуре двух резолваз, 
находящихся в комплексе со специфическим 
субстратом [Biertümpfel et al., 2007; Hadden et al., 
2007]. Благодаря отличной верифицируемости и 
высокой степени применимости к структурам 
комплексов других резолваз с ДНК-перекрестом, 
данные исследования помогли пролить свет на 
кинетику узнавания перекрест-расщепляющими 
ферментами структуры Холлидея. 

 
Кинетика ассоциации Т4 эндонуклеазы VII 

со структурой Холлидея 
Процесс узнавания Т4 эндонуклеазой VII 

структуры Холлидея осуществляется 
преимущественно на двух реакционных плоскостях, 
т.е. связывание с ДНК-перекрестом происходит на 
относительно плоской поверхности. Данный способ 
взаимодействия Т4Е7 с ДНК очень схож с таковым 
у резолвазы RuvC [Bennet, West, 1995; Fogg et al., 
2001] и ферментами дрожжей Cce1 [White, Lilley, 
1997a; White, Lilley, 1997b] и Ydc2 [White, Lilley, 
1998]. 

После узнавания ДНК-перекреста Т4 
эндонуклеаза VII при помощи водородных связей и 
нековалентных взаимодействий трёх обособленных 
областей ДНК-связывающего домена 
взаимодействует с малой бороздкой субстрата в 
открытой Н-подобной конформации. После 
связывания с ферментом продолжающиеся цепи 
ДНК почти не отклоняются от геометрического 
центра перекреста, при этом сохраняется 
антипараллельность относительно друг друга. 

Нековалентные взаимодействия Т4 
эндонуклеазы VII и цепей, которые впоследствии 
подвергаются разрезанию, находятся на расстоянии 
2-ой и 7-ой пар оснований от точки обмена цепями 
двух нитей ДНК. Оставшиеся две цепи 
контактируют с ферментом в районе 9-ой пары 
оснований. Взаимодействие фермента с ДНК 
завершается тремя α-спиралями, которые 

присоединяются к каждому плеча перекреста, 
содержащему 3'-конец продолжающейся цепи. 

 
Кинетика ассоциации Т7 эндонуклеазы I со 

структурой Холлидея 
В отличие от эндонуклеазы VII бактериофага 

Т4, Т7 эндонуклеаза I буквально окутывает своими 
доменами разветвлённую ДНК на достаточно 
протяжённом участке [Déclais, Lilley, 2007]. При 
помощи водородных связей и нековалентных 
взаимодействий T7EI контактирует с ДНК-
перекрестом в районе большой бороздки обеих 
продолжающихся цепей после восьмого нуклеотида. 
На реакционно-способной поверхности T7EI 
обнаружены два взаимно-перпендикулярных хеми-
цилиндрических углубления, каждое из которых в 
длину не превышает ~30 Å. Доказано, что плечи 
ДНК-перекреста связываются с соответствующим 
каналом на всём своём протяжении. Вследствие 
этого полагают, что рассматриваемые 
электроположительные каналы обеспечивают 
специфическое сродство эндонуклеазы I к 
сравнительно-перпендикулярным ДНК-
перекрестам. 

Образование ДНК-перекреста не только влечёт 
за собою характерные структурные изменения в 
области непосредственного контакта нитей ДНК, но 
и затрагивает участки рядом с местом разветвления. 
Исходя из этого, можно предположить, что, как в 
случае Т4 эндонуклеазы VII, так и в случае Т7 
эндонуклеазы I, взаимодействие фермента с 
субстратом на протяжённом участке необходимо 
для большей специфичности ферментативной 
реакции [Hadden et al., 2007]. 

Связывание T7EI с ДНК-перекрестом приводит 
к значительному изменению структуры последнего, 
как глобально, так и локально. Перестройки в 
архитектуре комплекса прежде всего заключаются в 
изменении относительной геометрии расположения 
нитей, которыми цепи ДНК обмениваются в 
процессе рекомбинации. Так, к примеру, сахаро-
фосфатный остов ДНК может слегка развернуться в 
месте обмена нитей. Нити, вступающие в обмен, 
сближаются. Их фосфатные группы подходят друг к 
другу на расстоянии 6 Å таким образом, что между 
ними располагается остаток Lys103, необходимый 
для снижения электростатического отталкивания в 
центре перекреста. В таком состоянии центральная 
область комплекса T7EI-перекрест проявляет себя 
как сверх-открытая структура, где центральные 
пары оснований на продолжающихся нитях 
совершенно неспарены. Расстояние между такими 
нуклеотидами увеличивается до ~10 Å. 

На данный момент механизмы разрешения 
структуры Холлидея изучены не полностью. Это 
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обусловлено тем, что до настоящего времени не 
получены данные о кристаллической структуре 
комплекса ДНК-перекреста с присоединённой к 
нему эндонуклеазой. Можно предположить, что 
перекрест-расщепляющие ферменты гидролизуют 
фосфодиэфирные связи, используя молекулу воды, 
активированную ионами металлов. В пользу этого 
утверждения свидетельствует тот факт, что среди 
структур предполагаемых активных центров многих 
изученных ферментов встречаются кластеры кислых 
аминокислотных цепей, которые вероятно отвечают 
за связывание и координацию ионов металлов 
[Duckett et al., 1995; Saito et al., 1995; Giraud-Panis, 
Lilley, 1996, 1998; Bolt et al., 1999; Parkinson et al., 
1999; Wardleworth et al., 2000]. Кроме того, в 
активном сайте Т4 эндонуклеазы VII обнаружен ион 
кальция [Raaijmakers et al., 1999]. Позднее в 
активном сайте Т7 эндонуклеазы I также были 
найдены два иона кальция [Hadden et al., 2007]. 

 
Характеристика эндонуклеазы I 

бактериофага Т7 
К хорошо изученным резолвазам относится 

эндонуклеаза I бактериофага Т7 (T7EI). Этот 
фермент принадлежит к суперсемейству нуклеаз 
[Lilley, White, 2000]. Сам белок вовлечён в 
расщепление хозяйской ДНК, упаковку фаговой 
ДНК и рекомбинацию во время литического цикла 
бактериофага Т7 [Studier, 1969]. Основная 
природная функция T7EI заключается в разрезании 
структур Холлидея, образующихся при 
рекомбинации, но благодаря широкой субстратной 
специфичности данный фермент взаимодействует со 
множеством разветвлённых форм ДНК, включая 
линейные гетеродуплексные молекулы с 
неспаренными нуклеотидами [Mashal et al., 1995]. 

 
Молекулярная структура эндонуклеазы I 

бактериофага Т7 
Фермент T7EI кодируется третьим геном 

кольцевой молекулы ДНК бактериофага Т7 [Studier, 
1969; Center, Richardson, 1970; Sadowski, 1971]. 
Данный фермент представляет собой небольшой 
симметричный гомодимер с молекулярной массой 
17 kDa, каждый домен которого состоит из 149 
аминокислотных остатков. Благодаря своей сильной 
основности (pIcalc=9.5) эндонуклеаза I способна 
неспецифически связываться с ДНК на 
протяжённых участках, поскольку её мономер 
проявляет неспецифическую нуклеазную активность 
[Parkinson, Lilley, 1997]. Однако сильное 
специфическое взаимодействие со структурой 
Холлидея (или иными разветвлёнными формами 
ДНК) происходит только в димерной форме (Kd = 2 
nM) [Hadden et al., 2002]. Пограничная область 

каждого домена образована аминокислотными 
остатками, находящимися в положении 17-44 одной 
субъединицы и 50-145 другой. Мономеры 
соединены β-мостом, который является частью 
протяжённой β-складчатой структуры (β2-мост). β2-
Мост состоит из двух протяжённых, тесно 
прилегающих друг к другу антипараллельных β-
складок (β2). β2-Мост включает в свой состав 
небольшую часть пограничной области димера и 
аминокислотные остатки, взаимодействующие 
между собой посредством водородных связей. Но 
следует отметить, что два остатка (P46 и A47), 
находящиеся в центре моста, являются 
исключением из вышесказанного. Они, по-
видимому, формируют молекулярный «шарнир» в 
геометрическом центре белка, что придаёт 
последнему гибкость. 

В каждом домене существует центральная 
пятискладчатая β-структура, которая вплетается 
между пятью α-спиралями. Отличительной 
особенностью этого комплекса является то, что одна 
из α-спиралей (α1, включающая аминокислотные 
остатки 18-29) относится к другой субъединице 
фермента. 

 
Связывание T7EI со специфическим 

субстратом 
Эндонуклеаза T7EI кроме структуры Холлидея 

взаимодействует также и с другими ДНК-
структурами, вплоть до гетеродуплексов с 
одиночными ошибочными спариваниями – 
мисмэтчами [Mashal et al., 1995]. Несмотря на это, 
механизм специфического узнавания субстрата до 
сих пор в деталях не изучен. В случае с ферментами, 
расщепляющими перекресты, определение 
молекулярных основ узнавания осложнено 
изменением конформации ДНК при прикреплении 
нуклеаз [Bennett, West, 1995; Duckett et al., 1995; 
Pöhler et al., 1996; White, Lilley, 1997b, 1998; Giraud-
Panis, Lilley, 1998; Declais, Lilley, 2000; Fogg et al., 
2001]. Такая широкая субстратная специфичность 
фермента не основывается на возможности T7EI 
узнавать определённую нуклеотидную 
последовательность ДНК [White et al., 1997]. Вместо 
этого эндонуклеазе I бактериофага Т7 необходимо 
одновременное специфическое по 
стереогеометрическим характеристикам связывание 
каждого каталитического домена с разветвлённой 
ДНК [Guan et al., 2004]. 

Структура свободной T7EI проявляет большую 
гибкость при связывании с различными 
субстратами. При ассоциации с обычным ДНК-
перекрестом, который образуется в ходе 
рекомбинации, субъединицы фермента меняют своё 
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положение в одной из функциональных плоскостей 
на 18° относительно друг друга [Hadden et al., 2007]. 

В случае выбора ферментом в качестве 
субстрата линейной молекулы ДНК, каталитические 
домены накладываются друг на друга без 
возможности образования продуктивного 
комплекса, поскольку фермент не способен 
изменять конформацию такой высокостабильной 
структуры. Однако, при использовании в качестве 
субстрата «гибкой», лабильной ДНК (например – с 
ошибочными спариваниями, либо разветвлённой её 
формы), резолваза для лучшего контакта со своими 
активными центрами способна локально вносить 
изменения в их геометрию, вращая нити ДНК 
вокруг центральной оси фермента. Это позволяет 
ферменту не только специфически связываться с 
различными по происхождению субстратами, но и 
эффективно расщеплять разветвлённую, а, 
следовательно, и более нестабильную, легко 
поддающуюся воздействию ДНК. В пользу 
последнего утверждения можно привести 
эксперимент по внесению точечных мутаций в сайте 
β2-моста, при которых изменялось 
взаимоположение каталитических доменов T7EI 
(сами каталитические центры не подвергались 
генетическим или биохимическим изменениям, 
приводящим к изменению ферментативного 
профиля активности T7EI) [Guan et al., 2004]. Такие 
мутантные формы T7EI обладали существенно 
ослабленной ферментативной активностью в 
сравнении с дикой формой фермента. 

Для образования комплекса «фермент-
субстрат» с Т7 эндонуклеазой I молекула ДНК 
должна войти в высокоэнергетическое 
конформационное состояние. Следовательно, из-за 
высокой энергии активации реакция протекает 
медленно, но для определённых 
последовательностей ДНК (например, для 
дуплексов с несовершенной комплементарной 
структурой) энергия активации может быть ниже, 
чем для других. По этой причине ДНК с ошибочно 
спаренными основаниями или с фосфодиэфирным 
разрывом в одной из цепей являются для T7EI 
наиболее предпочтительными субстратами. Такие 
участки с неполной комплементацией оснований по 
своей природе более гибкие – они своего рода 
«горячие точки» неспецифической нуклеазной 
активности генома. 

Формирование продуктивного комплекса 
между ферментом и субстратом – процесс 
динамичный. И T7EI, и ДНК-перекрест в течение 
взаимодействия подвергаются последовательным 
конформационным изменениям [Duckett et al., 1995; 
Raaijmakers et al., 2001; Déclais et al., 2003]. 

 

Активный центр Т7 эндонуклеазы I 
Активный центр Т7 эндонуклеазы I был 

выявлен при помощи замен аминокислотных 
остатков, вовлечённых в координацию 
двухвалентных ионов металлов. В результате замен 
преимущественно отрицательно-заряженных 
аминокислот – Asp и Glu, ферментативная 
активность T7EI либо существенно снижалась, либо 
утрачивалась полностью [Déclais et al., 2001; Hadden 
et al., 2002]. Необходимо отметить, что три 
аминокислоты (Asp55, Glu65 и Glu20, который 
относится к α-спирали другой субъединицы) в 
нативном ферменте располагаются на небольшом 
расстоянии друг от друга, а вместе с Lys67, 
проявляют сильную структурную гомологию по 
отношению к мотиву каталитической 
последовательности активного сайта 
PD55...(D/E65)XK67 многих рестрикционных 
ферментов II-го типа [Pingoud, Jeltsch, 2001]. 
Сходный мотив так же найден в 
последовательности, кодирующией λ-экзонуклеазу 
[Kovall, Matthews, 1998], MutH [Ban, Yang, 1998], 
TnsA [Hickman et al., 2000] и перекрест-
расщепляющие ферменты архей [Bond et al., 2001; 
Nishino et al., 2001]. Так, например, Сα- и Сβ-атомы 
остатков Glu20, Asp55, Glu65 и Lys67 расположены 
подобным образом (не превышая 
среднеквадратичное отклонение 0,33 Å и 
внутреннее среднеквадратичное отклонение 0,49 Å) 
у соответствующих аминокислотных остатков, 
входящих в состав активного центра рестриктазы 
BglI [Newman et al., 1998]. 

Приведённые данные могут свидетельствовать 
о том, что механизм расщепления ДНК-перекреста у 
перечисленных ферментов сходен. Для 
осуществления разрешения структуры Холлидея 
необходимо присутствие в активном центре T7EI 
двух бивалентных ионов металлов (каждый ион 
связывается с единственным активным центром 
одной из субъединиц фермента), соединённых с 
карбоксильными группами четырёх 
аминокислотных остатков – Glu20, Asp55, Glu65 и 
Lys67 [Déclais et al., 2001]. 

 
Заключение 

Гомологичная рекомбинация – один из 
ключевых молекулярно-биологических процессов, 
обеспечивающих ненаследственную изменчивость 
генетического материала. Высокая 
консервативность процесса, выраженная в 
присутствии у всех известных существующих 
организмов сходного по организации 
ферментативного аппарата, а также инвариантности 
основного промежуточного соединения – структуры 
Холлидея, позволяет изучать рекомбинацию с 
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разных эволюционных, биохимических, 
генетических, молекулярно-биологических, 
ферментативных точек зрения. Начиная с описания 
в 1964 г. структуры Холлидея заинтересованность 
исследовательского сообщества в разрешении 
вопроса архитектуры и кинетики гомологичной 
рекомбинации не угасала. Наоборот, можно 
отметить, что количество работ по данной теме 
неуклонно росло. Так, к примеру, с меткой 
«гомологичная рекомбинация» за период с 
2000−2011 гг. в базе данных PubMed имеется 
порядка 10 тысяч опубликованных 
исследовательских статей. Столь большой массив 
данных объясняется широким разнообразием и 
неоднородностью используемого материала. За 
менее чем полувековое изучение рекомбинации 
выяснен основной принцип работы ферментного 
аппарата, а также молекулярное строение субстрата. 
Однако высокая пластичность в нативных условиях 
структуры Холлидея при сохранении ею основных 
предметных характеристик и различная 
специфичность резолваз не позволяют 
исследователям оперировать общей молекулярной 
схемой процесса. Это хорошо видно на примере в 
расхождении значений IDA в исследованиях 
последнего десятилетия, а также при выяснении 
архитектуры комплекса перекрест/резолваза в 
работах с Т7 эндонуклеазой I и с Т4 эндонуклеазой 
VII. Касательно последнего примера можно 
заключить, что на данный момент известно два 
способа связывания резолвазы с ДНК-перекрестом. 
И, следовательно, уместно деление резолваз по 
принципу их связывания со специфическим 
субстратом. Конечно, говорить об окончательном 
закрытии этого вопроса пока преждевременно. 
Только после накопления достаточно большого для 
верификации объёма данных, подтверждающих 
выдвинутое положение о разделении перекрест-
специфичных ферментов, можно судить о 
количестве стратегий разрешения структуры 
Холлидея. 
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Resume 
Four-way DNA junctions and the resolving enzymes are the main objects of research in the 

study of molecular aspects of recombination. This article discusses recent data about the geometric 
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