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Обзор посвящен теоретическому изучению и практическому применению алкилтрансфераз, 
осуществляющих защиту клеток от цитотоксического и мутагенного воздействия алкилирую-
щих соединений путем восстановления повреждений в ДНК 

Репарация первичных повреждений, индуцирован­
ных внешними и внутренними мутагенными фак­
торами, является ключевым моментом мутацион­
ного процесса. В восстановлении первичных по­
вреждений, вызванных алкилирующими соедине­
ниями, которые широко используются в производ­
ственных целях и медицине, решающую роль игра­
ет уникальный репаративный фермент 0 6 -алкилгу­
анин-ДНК алкилтрансфераза (АГТ) [1 ]. 

Алкилтрансферазная активность в про- и эу-
кариотических клетках. Наличие в клетках АГТ 
является важнейшим компонентом клеточной ус­
тойчивости к токсическому и мутагенному эффек­
ту алкилирующих соединений. Этот белок можно 
выделить из различных источников, включая бак­
терии, дрожжи, клетки млекопитающих [ 2 ] . В 
процессе изучения белков, выделенных из нор­
мальных и трансформированных клеток, было ус­
тановлено, что происходит перенос алкильной 
группы из ДНК на акцепторный цистеиновый сайт, 
который впоследствии был локализован в структу­
ре АГТ [3 ]. АГТ особенно эффективно восстанав­
ливает 0 6 -метилгуанин в алкилированной ДНК, 
перенося алкильную группу из Оппозиции гуанина 
на собственный цистеиновый остаток. В результате 
одной акции переноса молекула белка инактивиру-
ется, поскольку образовавшийся S-алкилцистеин 
не превращается обратно в цистеин [3, 4 ] . Первая 
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детально изученная и охарактеризованная алкил­
трансфераза получена в процессе клонирования и 
секвенирования гена ada у Escherichia colL 

Белок с молекулярной массой (м. м.) 39 кДа 
состоит из двух доменов, разделенных петлей, и 
эта область чувствительна к протеазе [5 ]. Обработ­
ка трипсином в малых дозах позволяет разделить 
двойной домен АГТ на два активных фрагмента. 
С-терминальная часть с м. м. 19 кДа выполняет 
роль акцептора метальных остатков 0 6 -метилгуа-
нина, а N-терминальная часть с м. м. 20 кДа 
служит акцептором метальных групп метилирован­
ных фосфотриэфиров. Предполагают, что N-терми­
нальная часть молекулы АГТ выполняет регуля-
торные функции, связанные с индукцией синтеза 
молекул этого фермента de novo в клетках Е. coli 
при воздействии N-алкилнитрозомочевины (АНМ), 
характеризующейся высокой противоопухолевой 
активностью [6 ] . В геноме Е. coli есть также 
другой ген — ogt, кодирующий способность АГТ 
репарировать 0 6 -алкилгуанин или 0 4 -алкилтимин 
[7, 8 ]. Продуктом этого гена является белок с м. м. 
19 кДа, который отличается от карбоксильного 
терминального домена белкового продукта, кодиру­
емого геном ada> но имеет и значительную гомоло­
гию (до 29 %) с этим белком. В отличие от 
белкового продукта гена ada, являющегося высоко-
индуцибельным, продукт гена ogt не индуцируется 
под влиянием алкилирующих агентов, и содержа­
ние его в клетках очень низкое. 

В неиндуцированных клетках ген ogt обеспечи-
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вает достаточную алкилтрансферазную активность 
[8, 9 ] . Значительное количесво этого белка пол­
учено и очищено после субклонирования гена в 
мультикопийном экспрессирующем векторе [8 ] . 
Подобные белки с алкилтрансферазной активно­
стью выделены из бактериальных экстрактов раз­
личного происхождения, включая Salmonella typhi-
murium [9 ] Bacillus subtilis [10] . Последняя имеет 
два различных гена: adaA, чей белковый продукт 
соответствует метилфосфотриэфирному репараци­
онному домену, и adaB, соответствующий домену, 
восстанавливающему 0 6 -метилгуанин [11 ]. В клет­
ках млекопитающих также были выявлены белки с 
алкилтрансферазной активностью [8 ]. Дэй и соавт. 
обнаружили, что некоторые линии клеток не спо­
собны поддерживать размножение аденовируса ти­
па 5, геном которого поврежден алкилирующим 
а г е н т о м М - м е т и л - № -HHTpo-N-нитрозогу анидин 
(MNNG) [12] . Этот фенотип описан как Мег. 
Впоследствии было установлено, что такие клетки 
не обладали алкилтрансферазной активностью и 
были высокочувствительными к цитотоксическому 
и мутагенному действию АНМ. Клетки, отнесен­
ные к фенотипу Мег, отличались высоким уровнем 
активности фермента 0 6-алкилтрансферазы и были 
устойчивы к повреждающему действию АНМ. При­
чина появления фенотипа Мег неясна, так как 
исходно фибробласты из опухоли пациента, кото­
рые послужили источником получения установлен­
ной клеточной линии in vitro, были Мег [13] . 
Поэтому можно было предположить, что потеря 
алкилтрансферазной активности опухолевыми 
клетками является результатом длительного куль­
тивирования. 

Впоследствии было установлено, что около 
60 % клеточных линий, трансформированных ви­
русами, имеют фенотип Мег'. Среди клеточных 
линий, полученных из опухолей человека, только 
20 % не содержат алкилтрансферазной активности 
[13] . Трансформация клеток мыши под влиянием 
онковирусов также приводила к потере данной 
активности. Однако среди линий фибробластов мы­
ши, не подвергавшихся трансформации, были вы­
явлены две, дефектные по АГТ [13] . Проведение 
специальных экспериментов по превращению кле­
ток Мег в клетки Мег под влиянием вирусов SV40 
и Эшптейна-Барра показало, что потеря алкилт­
рансферазной активности не связана ни со злока­
чественной трансформацией, ни с долговременным 
культивированием [14, 15] . Каррен и соавт. опре­
делили, что потеря алкилтрансферазной активно­
сти при культивировании двух человеческих лим-
фобластоидных линий сочетается с потерей тими-
динкиназной и галактокиназной активности. Было 

высказано предположение о том, что сочетанная 
экспрессия трех указанных локусов регулируется 
генами, расположенными на хромосоме 17 [16] . 

Алкилтрансферазы в различных тканях мле­
копитающих. Известно, что высокая противоопу­
холевая активность АНМ, наблюдающаяся при те­
рапии экспериментальных опухолей у животных, 
не реализуется при лечении опухолей человека. 
Причиной низкой эффективности такого лечения 
является в первую очередь высокий уровень фер­
мента АГТ. Сравнение уровней активности АГТ в 
нормальных и опухолевых клетках человека и 
мышей показало, что клетки опухолей, а также 
фибробласты, трансформированные вирусом SV40, 
отличаются высоким уровнем ферментативной ак­
тивности. Нормальные клетки в большинстве слу­
чаев имеют фенотип Мег [12, 17—19] . 

Предполагают, что утрата опухолевыми клет­
ками способности к репарации 0 6-метилгуанина 
вызвана не мутациями, а регуляторным изменени­
ем уровня экспрессии гена, кодирующего АГТ, так 
как продукты активированных онкогенов прямо 
или опосредованно предотвращают его экспрессию 
[20, 21 ]. При трансформации нормальных Т-лим-
фоцитов с относительно невысоким уровнем экс­
прессии АГТ (31000 молекул белка на клетку) 
количество молекул белка существенно возрастает 
(до 70000—125000). Чувствительность различных 
лимфоидных клеток к алкилирующему агенту 
MNNG коррелирует с уровнем экспрессии гена для 
АГТ [22 ]. Анализ содержания АГТ в семи различ­
ных тканях крыс выявил наибольшую активность 
фермента в печени и наименьшую — в мозге. Вы­
сокий уровень АГТ в печени способствует быстрой 
репарации наиболее мутагенно опасного поврежде­
ния, индуцированного АНМ. Поэтому опухоли го­
раздо чаще возникают в мозге крыс, ще уровень 
АГТ значительно ниже [23] . Воздействие алкили­
рующих канцерогенов вызывает увеличение алкил­
трансферазной активности в печени крыс в 3 раза. 
Повышение активности алкилтрансфераз в печени 
наблюдается в ответ на частичную гепатэктомию 
или на различные гепатоксины и канцерогены, не 
являющиеся алкилирующими агентами [1, 2 4 ] . 
Изменение уровня активности алкилтрансфераз 
наблюдалось в печени и почках крыс после эндок­
ринной стимуляции и действия интерферона [25] . 
Увеличение активности АГТ происходило в куль­
туре клеток крысиных гепатом в ответ на воздей­
ствие MNNG и других алкилирующих агентов 
[26] . Изменение количества алкилтранферазы на­
блюдалось на протяжении клеточного цикла мыши­
ных эмбриональных фибробластов и человеческих 
предшественников лейкемических клеток. Мини-
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малыши уровень отмечен в начале S-фазы, коли­
чество фермента увеличивалось в 0 2 - ф а з е и осо­
бенно — в фазе G 0 [27 ]. Воздействие гамма-облу­
чения приводит к повышению АГТ-активности в 
различных тканях организма крыс и в культурах 
клеток [28—30] . Предполагают, что образование 
разрывов в ДНК под влиянием радиации усиливает 
экспрессию гена АГТ [31 ]. 

Свойства алкилтрансферазы млекопитающих. 
Митра и соавт. определили, что человеческая ал-
килтрансфераза имеет м. м. около 22 кДа и состоит 
из 207 аминокислотных остатков. Участок белка 
между 106-м и 169-м остатками, содержащий по­
следовательность цистеинового акцепторного сайта, 
гомологичен участку белкового продукта гена ogt 
(между 103-м и 163-м аминокислотными остатка­
ми) и белкового продукта гена ada (285—345 
аминокислотные остатки) В. subtilis. Точно опреде­
лено, что цистеин 145 белка человека является 
акцептором метильных групп [32] . Алкилтрансфе-
раза человека не нуждается в кофакторе и имеет 
оптимальное значение рН 7,8 — 8,5 [32] . Каждая 
молекула фермента может стехиометрически свя­
зываться только с одной метильной группой 0 6 - м е -
тилгуанина [33, 34 ]. Ферментативная реакция про­
текает очень быстро (в течение 1 с при 37 °С), и 
образуется S-цистеин, который практически не ре­
генерируется [33, 34 ] . Эта реакция известна как 
«механизм самоубийства», с помощью которого 
клетка защищается от мутагенного и цитотоксиче-
ского повреждения [35] . Алкилтрансферазы инги-
бируются ионами металлов, таких как Cd 2 + , Cu 2 + , 
Hg 2 + , Zn 2 + , Ag 2* и Pb 2 + . В большинстве случаев эта 
инактивация может быть прервана при добавлении 
дитиотреитола в высокой концентрации за счет 
взаимодействия тиольных групп с ионами металла 
[34,36,37]. 

Субстратная специфичность АГТ. Общеизве­
стно, что алкилтрансферазы наиболее быстро реа­
гируют с аддуктами Оппозиций гуанина. Установ­
лено также, что соответствующие белковые про­
дукты генов ada и ogt способны переносить 
метальные группы с 0 4 -метилтимина на собствен­
ный цистеиновый остаток [4, 38—42] . Существуют 
доказательства того, что алкилтрансферазы раз­
личного происхождения реагируют с олигодезокси-
нуклеотидами, содержащими 0 4 -метилтимин [43] . 
Получение человеческой рекомбинантной алкилт­
рансферазы позволило изучить реакцию фермента 
с 0 4 -метилтимином в ДНК. 

Оказалось, что скорость репарации составляет 
1/5500 скорости действия человеческой и 1-/200 — 
крысиной трансфераз по сравнению с репарацией 
0 6-метилгуанина в ДНК [44] . Показано, что раз­

личные алкильные группы могут переноситься с 
помощью алкилтрансферазы из позиции О б -гуани-
на в ДНК. Этот ряд включает метил-, этил-, 
«-пропил-, «-бутил-, 2-хлорэтил-, 2-гидроксиэтил-
, изопропил-, изобутил-, бензил- [38, 39, 41 , 45— 
5 0 ] и, возможно, пиридилоксибутил [51 ]. С алифа­
тическими алкильными группами скорость репара­
ции уменьшается с увеличением размера группы. 
Неспособность микробных алкилтрансфераз к реак­
ции с 0 6 -бензилгуанином демонстрирует видовую 
специфичность, связанную со скоростью репарации 
различных субстратов. Установлено, что алкилт­
рансферазы бактерий и млекопитающих отличают­
ся по их способности взаимодействовать с больши­
ми алкильными аддуктами [4, 8, 38, 41, 4 7 ] . 
Спратт с соавт. предположили, что активный сайт 
ada Agt более гибкий, чем человеческий Agt и ada 
Agt реагирует с 0 4 -метилтимином активнее, чем h 
Agt [39] . Лучшее понимание биохимической осно­
вы различий в скорости репарации дает сравни­
тельное изучение алкилтрансфераз, содержащих 
точечные мутации. 

Эти исследования открыли поразительные раз­
личия между человеческими и крысиными алкилт-
рансферазами по скорости репарации О ъ-этилгуа-
нина в додекамерном субстрате [50 ] . Штаммы add 
ogt Е. coli отличались повышенной частотой спон­
танных мутаций [52 ] . Это может происходить бла­
годаря эндогенному алкилированию S-аденозилме-
тионином или другими метилирующими агентами. 
Но при этом следует отметить, что наблюдалось 
увеличение частоты мутаций различных типов, а 
не только специфических транзиций, которые яв­
ляются следствием замены гуанина на аденин при 
действии простых метилирующих агентов. 

Специфичность репарации Д Н К ал кил транс­
феразами. Последовательная специфичность дейст­
вия алкилтрансфераз может быть изучена с приме­
нением олигодезоксирибонуклеотидных субстратов, 
содержащих О ъ-алкилгуанин в определенной по­
следовательности [38, 50, 5 3 — 5 5 ] . Показано, что 
двунитчатые додекамеры способны обеспечить ско­
рость репарации, соответствующую восстановле­
нию высокомолекулярной ДНК. А в более поздней 
работе [52 ] указывается, что октамеры могут быть 
достаточны для репарации. Алкилтрансферазы 
млекопитающих восстанавливают 0 6 -метилгуанин 
во всех исследуемых последовательностях, но есть 
различия в скорости репарации [4, 8, 38, 41, 
54—56] . Наличие гуанина на 5 , -конце 0 6 -метилгу­
анина уменьшает скорость репарации [55] . А О 6 -
метилгуанин, находящийся в последовательности 
-Gm6GA-, которая соответствует «горячей точке» 
мутации 12-го кодона #-га$-протоонкогена, восста-
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навливается чрезвычайно медленно аЛг-алкил-
трансферазой [56, 57]. 

Изучение трансформации клеток Rat-4 с по­
мощью 0 6 -замещенных гуанинов, встроенных в 
кодон 12 (GGA) крысиного гена H-ras, показало, 
что наибольшая трансформирующая способность 
0 6-метилгуанинов проявляется в клетках, дефи­
цитных по алкилтрансферазе [60 ]. При этом, когда 
модифицированное основание было встроено на 
место второго гуанинового остатка кодона 12, эф­
фект был выражен ярче. Эти данные указывают на 
более эффективную репарацию алкилтранферазой 
последовательности -m 6 GGA- сравнительно с по­
следовательностью -Gm 6 GA- в клетках млекопита­
ющих. Полагают, что репарационные различия 
обусловлены силой взаимодействия между 5'-пред-
шествующим основанием и 0°-метилгуанином 
[59] . Доступность 0 6-алкилгуаниновых оснований 
в ядерной ДНК для АГТ зависит от хроматиновой 
структуры и активности транскрипции [61 ]. Наи­
более быстрая репарация наблюдалась у активно 
транскрибированных генов [60] , но нет уверенно­
сти в том, что репарация осуществлялась именно 
АГТ. Более 90 % 0 6-метилгуанинов, образовав­
шихся в результате воздействия метилнитрозомо-
чевины, восстанавливались за 2 ч, а другие репа-
рировались очень медленно — в течение 48 ч. 

В ядерных матричных ДНК постоянно проис­
ходят первичные повреждения. Практически все 
аддукты могут быть восстановлены ada-алкилтран-
сферазой in vitro, если ядерная ДНК очищена. 
По-видимому, упаковка ДНК в хроматиновую 
структуру в значительной степени влияет на ее 
доступность для репаративных ферментов. 

Структура и функция гена АГТ. Человеческий 
алкилтрансферазный ген локализуется на теломер-
ном участке длинного плеча хромосомы 10 [61 ]. 
Мышиный и человеческий алкилтрансферазный ге­
ны охарактеризованы недостаточно по сравнению с 
бактериальными. Ген млекопитающих, очевидно, 
очень больших размеров, от 145 тыс. п. н. у мышей 
до 170 тыс п. н. у человека [62, 6 3 ] , однако 
транскрибируются около 950 нуклеотидов. Ген со­
стоит из пяти экзонов и двух очень больших 
интронов (около 46 и более 50 тыс. п. н.), фланки­
рующих экзон III [63] . Разностороннее изучение 
роли алкилтрансферазы как компонента клеточных 
защитных систем от цитотоксического, мутагенного 
и канцерогенного воздействий привело исследова­
телей к формулировке трех основных положений. 
Во-первых, существует обратная корреляция меж­
ду уровнем активности АГТ и чувствительностью 
клеток к воздействию метилирующих и хлорэтили-
рующих агентов. Во-вторых, эксперименты по 

трансфекции гена АГТ в клетки показали, что 
экспрессия про- или эукариотической кДНК в 
клетках млекопитающих защищает их от вредного 
воздействия производных АНМ. И, в-третьих, вза­
имодействие клеток с веществами, истощающими 
алкилтрансферазную активность при воздействии 
на них алкилирующих агентов, вызывает увеличе­
ние числа кросс-линков, сестринских хроматидных 
обменов, мутаций и летальности по сравнению с 
контрольными клетками. 

Как указывалось ранее, алкилтрансферазы иг­
рают главную роль в устойчивости клеток к химио-
терапевтическим агентам, вызывающим первичные 
повреждения в позиции 0 6 -гуанина [35, 38, 65— 
6 7 ] . Экспрессия гена ada или соответствующего 
гена млекопитающих в клетках с фенотипом Мег' 
защищает их от летального воздействия алкилиру­
ющих соединений [4, 38 ], Экспрессия алкилтранс­
феразы ogt, обладающей протекторными свойства­
ми против 0 4-алкилтимина, препятствует губи­
тельному действию этилирующих и бутилирующих 
агентов [68] . Низкую эффективность воздействия 
АНМ можно прогнозировать в опухолях с высоким 
уровнем экспрессии алкилтрансферазы. Корреля­
ция между уровнем фермента и эффективностью 
воздействия нитрозомочевины наблюдалась в опы­
тах на бестимусных мышах с опухолями прямой 
кишки, культурах клеток рабдомиосаркомы и био-
псийном материале глиом человека [69—71 ]. Важ­
но учесть, что высокая противоопухолевая актив­
ность алкилнитрозомочевины в модельных экспе­
риментах на опухолях животных реализуется 
далеко не столь успешно при лечении человека. 

Нужно подчеркнуть, что в биопсийном и хи­
рургическом материале исходный уровень АГТ был 
достаточно высок, но при культивировании этих 
клеток их ферментативная активность снижалась 
[72—73]. Клетки с фенотипом Мег и клетки, 
подвергавшиеся воздействию инактиваторов алкил­
трансферазы, отличались увеличением частоты 
кросс-линков [4, 38, 7 4 — 7 8 ] . 

Антимутагенные свойства алкилтрансфераз. В 
то время, как некоторые ДНК-аддукты способству­
ют инициации мутаций, 0 6 -алкилгуанин и 0 4 - м е -
тилтимин, продуцируемые алкилирующими аген­
тами, являются главным фактором мутаций, так 
как ведут к ошибочному кодированию [1, 24, 
79—82] . Наиболее мутагенно опасный аддукт О 6 -
метилгуанин взаимодействует с тимином вместо 
цитозина во время репликации ДНК и индуцирует 
транзиции типа GC-AT [1, 24, 79—81, 83—85] . 
Изучение мутагенеза в человеческих клетка пока­
зало, что MNNG продуцирует намного больше 
мутантов в клетках Мег [4, 3 8 ] . А трансфекция 
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таких клеток плазмидами, содержащими ген, коди­
рующий АГТ, уменьшает частоту упомянутых му­
таций [ 4 , 3 8 , 8 6 ] . 

Инактивация алкилтрансферазы с помощью 
^-бензилгуанина ведет к увеличению количества 
мутаций [ 8 7 ] . Подобным образом модуляция алки-
лирующей активности у бактерий также сущест­
венно влияет на частоту мутаций, индуцированных 
различными алкилирующими агентами [ 4 0 , 8 8 , 
8 9 ]. Присутствие алкилтрансферазы в клетках раз­
личного происхождени (бактерии, клетки млекопи­
тающих линии СНО) приводит к снижению темпа 
спонтанного мутирования, так как АГТ защищает 
их от эндогенного метилирования [ 2 6 , 9 0 ] . Инте­
ресно, что процент мутаций, не являющихся тран-
зициями GC-AT, был больше в тех экспериментах, 
где мутации определяли в бифункциональной век­
торной плазмиде, а не в эндогенном гене [ 8 6 , 8 7 , 
9 1 — 9 7 ] . Это, по-видимому, связано с тем, что 
экстрахромосомное состояние плазмидных молекул 
не позволяет осуществлять эффективную репара­
цию разрывов ДНК, возникающих в результате 
депуринизации. В целом ряде работ показано не­
случайное распределение мутаций в гене HPRT и 
других генах-мишенях после обработки клеток 
MNNG или иными алкилирующими агентами [ 8 6 , 
8 7 , 9 4 — 9 7 ] . 

Установлено, какие нуклеотидные последова­
тельности являются «горячими точками» (hot 
spots): это, в частности, второй гуанин в последо­
вательности GGR. Подобный эффект наблюдался в 
экспериментах по изучению мутаций в определен­
ных генах-мишенях у кишечной палочки, когда 
последовательность RG оказывалась наиболее му-
табильной [ 9 9 — 1 0 1 ]. Интересно, что можно прове­
сти параллель между этими результатами и мута­
циями в генах K-ras и Ha-ras опухолевых клеток, 
возникших в результате обработки алкилирующим 
агентом: транзиции наблюдались исключительно во 
втором гуанине кодона 1 2 (GGA) [ 9 3 , 1 0 2 — 1 0 4 ] . 
Другие особенности, объясняющие специфичность 
мутагенного действия алкилирующих агентов, свя­
заны с различиями в скорости и эффективности 
репарации индуцированных повреждений с по­
мощью АГТ. 

Кроме того, следует учитывать такой фактор, 
как неслучайное алкилирование ДНК [ 5 5 , 5 6 , 6 0 , 
1 0 5 — 1 0 7 ] или влияние окружающих последова­
тельностей на модифицированный гуанин [ 8 4 , 
1 0 8 ] . Тот факт, что специфичность мутагенеза 
определяется не действием алкилтрансферазы, а 
другими обстоятельствами, подтверждается экспе­
риментами, в которых инактивация фермента О 6 -
бензилгуанином не прекращала индукции мутаций 

под действием M N N G в человеческих фибробла-
стах [ 8 6 ] . Аналогично, сайты R G были склонны к 
мутированию в штаммах Е. coli, дефицитных по 
АГТ [ 8 9 ]. Отмечена также некоторая склонность к 
мутациям нетранскрибированных нитей ДНК в 
клетках бактерий и млекопитающих [ 8 6 , 8 9 , 9 4 — 
9 7 ] . Образование мутантов с помощью этилирую-
щих агентов, таких как этилметансульфонат, N -
этил-^нитрозомочевина ( E N U ) и N - 3 T I U I - N ' - H H T -
p o - N - н и т р о з о г у а н и д и н , — еще более сложный 
мутационный процесс, чем при действии метилиру­
ющих агентов, особенно в клетках млекопитающих 
[ 8 2 , 9 5 , 9 8 , 9 9 , 1 0 9 — 1 1 1 ]. Это отражает тот факт, 
что этилирующие агенты продуцируют большее 
разнообразие первичных повреждений, связанных с 
ошибочным кодированием. 

Обработка клеток этилирующими агентами 
приводит к транзициям G C - A T , а также A T - G C . 
Последний тип мутаций совпадает с эффектом, 
вызванным действием 0 4 -алкилтимина [ 1 , 2 4 , 7 9 — 
8 1 , 8 3 , 8 5 ] . Этилирующие агенты, как и 0 4 - а л к и л -
тимин, образуют гораздо больше подобных первич­
ных повреждений по сравнению с метилирующими 
соединениями. В результате в клетках млекопита­
ющих возникает гораздо больше трансверсий АТ-
ТА и A T - C G , В клетках кишечной палочки доми­
нируют транзиции G C - A T и A T - G C , ожидаемые 
при образовании 0 6 -этилгуанина и 0 4 -этилтимина 
соответственно. 

Спектр мутаций, индуцируемых этилирующи­
ми агентами, увеличивается, когда используются 
клетки, дефицитные по алкилтрансферазе [ПО— 
1 1 3 ] . С увеличением размера алкильной группы 
аддукты в Оппозиции становятся лучшими суб­
стратами для эксцизионной репарации, в частно­
сти, у Е. coli преобладает этот тип репарации 
[ 1 1 4 ] . Однако алкилтрансферазная активность ogt, 
которая лучше репарирует длинную цепь алкили-
рованного производного, чем фермент гена ada, 
играет главную роль в восстановлении первичных 
повреждений, индуцированных этилированием и 
пропилированием [ 5 9 , 1 1 2 ] . 

Вклад алкилтрансферазы в репарацию 0 6 - з а -
мещенного гуанина в кодоне 1 2 гена Ha-ras у крыс 
уменьшается в ряду метилирование—этилирова-
ние —бензилирование [ 5 9 ] . Действие E N U на че­
ловеческие клетки приводит к гораздо более часто­
му мутированию второго гуанина по сравнению с 
первым в кодоне 1 2 [ 1 1 5 ] . Эффект индукции 
репарации первичных повреждений 0 6 -этилгуани-
на и 0 4 -бутилгуанина из алкилированной ДНК 
человеческих лимфоцитов и лейкемических клеток 
был четко выявлен в условиях, когда О ъ-бензилгу-
анин блокировал активность алкилтрансферазы. 
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Восстановление бутилгуанина не коррелирует с 
алкилтрансферазной активностью [116] . 

Обнаружена значительно большая частота 
транзиции GC-AT в человеческих фибробластах и 
В -лимфобластоидных клетках Мег, подвергавших­
ся воздействию ENU, по сравнению с клетками 
Мег у но это не касалось частоты других мутаций, 
включая транзиции AT-GC. Последнее обстоятель­
ство свидетельствует о том, что человеческая ал-
килтрансфераза репарирует 0 6 -этилгуанин, но не 
0 4 -этилтимин. Предпринимались попытки оценить 
вклад алкилтрансферазной эксцизионной репара­
ции в восстановление этилированных гуанина и 
цитозина в клетках млекопитающих. Мутации про­
дуцировались в двух трансформированных ENU 
лимфобластоидных клеточных линиях, одна из ко­
торых содержала, а другая не содержала алкилт­
рансферазной активности. Эффект сравнивали с 
мутациями, которые индуцируются в клеточных 
линиях, полученных от пациентов с Xeroderma 
pigmentosum, характеризующегося полным отсутст­
вием эксцизионной репарации [117] . 

Изучали также последствия воздействия О 6 -
бензилгуанина на частоту мутаций [117] , в резуль­
тате чего пришли к следующим выводам. Отсутст­
вие любой из систем репарации ведет к увеличе­
нию частоты мутаций типа транзиции GC-AT, что 
определяется образованием 0 6 -этилгуанина. Часто­
та транзиции AT-GC, вызванных образованием 
этилтимина, существенно не изменяется на этом 
фоне. Было высказано предположение о том, что 
О ъ-этилтимин репарируется иным путем недоста­
точно быстро, чтобы оказывать влияние на общую 
продукцию мутаций. Этот вывод проверен при 
исследовании потери этилированных оснований 
ДНК [118] . Выведение этилированных пиримиди-
нов, включая 0 4 -этилтимин, было очень медлен­
ным и являлось результатом воздействия алкилт­
рансферазы или эксцизионной репарации, тогда 
как для эффективного удаления 0 6 -этилгуанина 
были необходимы оба пути. Вероятнее всего, две 
системы репарации — алкилтрансферазная и экс-
цизионная взаимодействуют при восстановлении 
О^-этилтимина, но механизмы этого взаимодейст­
вия неясны [119] . 

Антиопухолевая защита путем активации ал­
килтрансферазы* К настоящему времени на раз­
личных моделях in vivo и in vitro доказано, что 
репарация 0 6 -метилгуанина защищает клетки от 
злокачественной трансформации. Известно, что 
АНМ индуцирует опухоли преимущественно в тка­
нях с низкой алкилтрансферазной активностью [1, 
24, 120—124] . Опухолеобразующая способность 
клеток грызунов, дефицитных по АГТ, проявляется 

с гораздо большей частотой, чем в нормальных 
клеточных линиях [125] . Воздействуя на организм 
обезьян ENU, определили, что особи с низким 
уровнем активности АГТ в слизистой желудка 
более чувствительны к индукции рака желудка. 
Животные, вследствие мутации дефицитные по 
АГТ, должны обладать повышенной восприимчиво­
стью к метилирующему агенту при восстановлении 
ДНК in vivo. С другой стороны, с увеличением 
алкилтрансферазной активности специфических 
тканей можно предсказать уменьшение инициации 
новообразований метилирующими канцерогенами. 
Таким образом, развитие опухоли возможно пред­
отвратить, если репарация происходит прежде, чем 
образуются точечные мутации в критических онко­
генах или онкосупрессорных генах [126] . 

Для блокирования АГТ-активности после обра­
ботки клеток алкилирующими канцерогенами мож­
но использовать сильный инактиватор репарации 
0 6 -бензилгуанин. Попытки сочетания таких воз­
действий с помощью М-метил-К-нитрозомочевины 
и ENU на крысах не дали сколько-нибудь значи­
тельного модулирующего эффекта [127] , но это, 
вероятно связано с тем, что дозы нитрозомочевины 
и ингибитора были выбраны неудачно. 

Инактивация АГТ для повышения эффектив­
ности химиотерапии. Высокая степень корреляции 
между активностью АГТ и чувствительностью бел­
ков к нитрозомочевине означает, что элиминация 
этих белков может изменять устойчивость клеток 
во многих случаях. Снижение опухолевой устойчи­
вости к лекарственным воздействиям улучшает те­
рапевтический эффект без увеличения токсично­
сти. Существуют два метода для инактивации ал­
килтрансферазы. Во-первых, это применение 
метилирующих агентов, непрямо уменьшающих 
уровень алкилтрансферазной активности за счет 
образования 0 6-метилгуанинов в ДНК, при репара­
ции которых АГТ инактивируется [128—132]. Вто­
рой метод основан на использовании прямых инги­
биторов АГТ-активности, таких как 0 6 -метилгуа-
н и н [ 4 5 , 4 6 ] и 0 6 - б е н з и л г у а н и н [ 4 7 ] . 
Метилирующие агенты, в частности MNNG или 
стрептозотоцин, образуют достаточно 0 6 -метилгуа-
ниновых аддуктов в ДНК для истощения АГТ-ак­
тивности in vitro [129] . Воздействие стрептозотоци-
на на клетки опухоли толстой кишки in vivo 
приводит к истощению АГТ-активности [132, 136]. 
Различные алкилирующие агенты — темозоломид, 
декарбазин и стрептозотоцин — блокируют АГТ в 
человеческих лимфоцитах [131, 137—-139]. 

Изучение комбинированного действия метили­
рующих агентов (стрептозотоцин или декарбазин с 
1,3-бис- (2-хлорэтил) -1 -нитрозомочевина (BCNU)) 
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показало, что истощение АГТ в периферических 
кровяных мононуклеарных клетках необходимо 
для продуцирования чувствительности к BCNU. 
Клинические испытания стрептозотоцина и BCNU 
на карциномах дали обнадеживающие результаты 
[140, 141 ]. При условии их сочетанного действия 
максимальная толерантная доза алкилирующего 
агента уменьшается до 50 % [141 ]. 

Декарбазин в комбинации с фофемустином 
был эффективен против злокачественной мелано-
мы [142] . Исследование образцов человеческого 
опухолевого материала, проводившееся на «голых» 
мышах, показало, что, хотя истощение алкил­
трансферазной активности может быть продемонст­
рировано на тканях и опухолях с применением 
метилирующих агентов, снижение дозы не являет­
ся результатом увеличения силы терапевтического 
воздействия BCNU [68, 143] . Дозы метилирующих 
агентов, вызывающие наибольшее истощение АГТ-
активности, полностью токсичны еще до добавле­
ния BCNU. При усилении токсичности следует 
учитывать мутагенные и канцерогенные свойства 
метилирующих агентов [1, 2 4 ] . Эти свойства могут 
ограничивать клиническое применение метилирую­
щих агентов в комбинации с BCNU, 

Альтернативный метод истощения алкилтранс­
феразной активности подразумевает использование 
О б-алкилгуанинов. Первым алкилгуанином, приме­
няемым для инактивации алкилтрансфераз, был 
свободный 0 6 -метилгуанин [45, 46, 133—135], 

Воздействие на клетки или клеточные экстрак­
ты миллимолярных количеств 0 6 -метилгуанина че­
рез определенное время приводит к потере алкил­
трансферазной активности и последующему увели­
чению чувствительности опухолевых клеток к 
алкилирующим агентам [35, 3 8 ] . Хотя результат 
выглядит обнадеживающе и максимальная редук­
ция активности может достигать значения 85 %, 
все же постоянно обнаруживается 15—20 % актив­
ности АГТ, очевидно, благодаря медленному проте­
канию процесса инактивации [144] . По этой при­
чине, вероятно, не наблюдалось терапевтического 
эффекта сочетанного действия BCNU с 0 6 -метил-
гуанином при лечении экспериментальных мышей, 
зараженных человеческими ксенографтами [144] . 
Проблема с применением 0 6 -метилгуанина состоит 
также в низкой растворимости, слабом сродстве 
свободных молекул к АГТ, плохой проникающей 
способности и отсутствии селективности алкилт­
рансферазной редукции, что требует очень высоких 
доз О б-метилгуанина. 

0 6 -бензилгуанин оказался более перспектив­
ным для истощения АГТ-активности в терапевти­
ческих целях [48] . Инактивация молекул АГТ в 

дефицитных по этому ферменту клетках делает их 
более чувствительными к цитотоксическому влия­
нию алкилирующих агентов, применяемых в хими­
отерапии [48, 145—151] . 

Существует корреляция между степенью «уси­
ления» и уровнем АГТ-активности: отсутствие или 
небольшое усиление наблюдается в дефицитных 
клетках, а выраженное усиление — в клетках с 
высоким уровнем активности АГТ. Усиления не 
наблюдалось, когда алкилирующие агенты (цисп-
латин и мелфалан) не продуцировали первичных 
повреждений гуанина в позиции 6 [145] . Примене­
ние 0 6 -бензилгуанина увеличивает цитотоксич-
ность BCNU в опухолевых клетках мозга [152] . 
Глутатион может защищать клетки от этих воздей­
ствий. Для определения влияния глутатиона и АГТ 
на устойчивость клеток к BCNU добавляли ингиби­
тор синтеза глутатиона и 0 6 -бензилгуанин в куль­
туру клеток, экспрессирующих высокий уровень 
глутатион-8-трансферазы. Воздействие 0 6 -бензил-
гуанина приводило к значительному увеличению 
чувствительности клеток к BCNU, тоща как добав­
ление 1-бутионин-сульфоксамина давало незначи­
тельное увеличение чувствительности. Это под­
тверждает тот факт, что алкилтрансферазные бел­
ки играют главную роль в устойчивости клеток к 
BCNU. 

Увеличение цитотоксичности BCNU, достигае­
мое за счет 0 6 -бензилгуанина, влечет за собой 
увеличение внутринитчатых кросс-линков [77 ]. 
АГТ-активность в тканях и опухолях грызунов 
истощается при воздействии О б-бензилгуанина в 
дозе 10 мг на 1 кг веса, хотя реально необходимы 
более высокие дозы для эффективного повышения 
чувствительности клеток к хлорэтилнитрозомоче-
вине [127, 133] . Лечение 0 6 -бензилгуанином «го­
лых мышей» с опухолью до воздействия на них 
1 - (2-хлорэтил) - 3 - (4-метилциклогексил) -1 -нитро-
зомочевины и BCNU вело к значительному инги-
бированию опухолевого роста по сравнению с воз­
действием только хлорэтилнитрозомочевины [77, 
152]. Сочетанное воздействие BCNU и О б -бензил-
гуанина, приводящее к увеличению токсичности по 
отношению к опухоли, проявляется в подавлении 
развития клеток костного мозга, снижении количе­
ства лимфоцитов в селезенке и в других эффектах 
[153] . При этом опухоли, содержащие повышен­
ный уровень АГТ, значительно быстрее поддава­
лись комбинированному лечению по сравнению с 
применением одного BCNU [77, 154—156] . Это 
улучшение терапевтического эффекта BCNU при 
комбинированном применении с 0 6 -бензилгуани-
ном создает и дополнительную трудность, которая 
заключается в том, что ингибитор репарации не 
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является опухолеспецифическим усилителем и уве­
личивает общую токсичность алкилирующих аген­
тов. По мнению Пегга [1 ] , предложившего 0 6 - б е н -
зилгуанин для химиотерапии рака, борьба с этим 
явлением состоит в синтезе новых алкилтрансфе-
разных ингибиторов, действующих избирательно 
на определенные виды новообразований. В настоя­
щее время существуют около 60 соединений, обла­
дающих свойствами АГТ-ингибиторов [157] , и ис­
следования в этом направлении могут привести к 
выявлению их опухолевой специфичности. 

Таким образом, в данном обзоре рассмотрено 
современное состояние вопроса по теоретическому 
изучению и практическому применению уникаль­
ной репаративной системы алкилтрансфераз, вос­
станавливающих наиболее мутагенно опасные по­
вреждения в ДНК, индуцируемые алкилирующими 
соединениями. 

L L Lukash, V. G. Man'ко, V. V. Lylo 

Role of 0 6 -alkylguanine-DNA alkyltransferase in repairing lesions, 
induced by alkylating compounds 

Summary 

The state of the problem concerning both the theoretical study and 
the practical application of alkyltransferase that protects cells from 
cytotoxic and alkylating agents by means of repairing DNA lesions 
has been reviewed 

Л. Л. Лукаш, В. Г. Манько, В. В. Лило 

Роль О б -алкілгуанін-ДНК алкілтрансферази в репарації 
ушкоджень, індукованих алкілуючими сполуками 

Резюме 

В огляді розглянуто стан питання щодо теоретичного вив­
чення і практичного застосування алкілтрансфераз, які здій­
снюють захист клітин від цитотоксичного та мутагенного 
впливу алкілуючих сполук шляхом відновлення ушкоджень в 
ДНК 
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