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The oxidized bases in the composition of DNA as well as DNA precursors (desoxy-
nucleotide triphosphates, dNTPs) appearing in living cell as a result of oxidative stress are 
the one of major sources of genomic instability. Among oxidized forms of nitrogenous 
bases, the 8-oxo-7,8-dihydro-2-deoxyguanine (8odG, 8-oxo-dG) is the most ubiquitous. 
This compound has a high mutagenic potential due to its ability to preferably interact with 
adenine instead of cytosine. In particular, the 8odG in the composition of the incoming 
nucleotide triphosphate (8-oxo-GTP) is able to immediately incorporate into the growing 
DNA chain and, thus, to cause the invert replacement dA → dC because it is possible to 
pair with the incoming dCTP as well as dATP in the next round of DNA replication.

The efficiency of 8oxo-dG incorporation in growing DNA clearly depends on the 
nature of appropriate DNA polymerases. One of the most sensitive to 8-oxo-dGTP is the 
eukaryotic DNA polymerase β (pol β). The binding of 8-oxo-dGTP in the active center of 
pol β can result in two different molecular events. First of them is the incorporation of 
8oxoguanine into a growing DNA chain, the other is a discrimination of 8-oxo-dGTP from 
the active center. While effects of incorporation of this modified guanine in DNA are well 
studied, the immediate consequences of 8-oxo-dGTP discrimination are still unclear.

The behavior of 8-oxo-dGTP molecule in the area of the active site of human DNA 
polymerase β was investigated using molecular dynamics (MD) calculation. The princi-
ple phenomenon revealed as investigation results is existence of two cardinally different 
models of behavior inherent to 8-oxo-dGTP molecule. In two cases the ligand molecules 
loses the connections with template dA and starts to migrate inside of enzyme space 
(migrate trajectories). In the other two cases 8-oxo-dGTP stably stays in DNA poly-
merase active site, “keeps in touch” with template nucleotide and maintains the hydro-
gen bonds with it (stable trajectories).

The spatial structure of 8-oxo-dGTP in stable trajectories appears to be sufficiently 
rigid despite the presence of number of bonds around which the free rotation is possi-
ble, and its conformational energy is characterized by high stability over the time of 
studied MD. Average values of energy (-10229.7 and -10227.1 kJ/mol) are practically 
the same for both cases. Amino acid microenvironment of 8-oxo-dGTP also practically 
doesn’t change over the studied MD interval. Thus, stable variants of 8-oxo-dGTP be-
havior evidently correspond to case of the further incorporation modified 8-oxo-dG into 
growing DNA strand.
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The behavior of 8-oxo-dGTP molecule in migrate trajectories is significantly more 
complicated. The 8-oxo-dGTP loses the Н-bonds with template dA6 (at 11 and 6.5 ns of 
MD in first and second case respectively) and starts to migrate in DNA polymerase space. 
The 8-oxo-dGTP spatial structure regularly exhibits much more flexibility in comparison to 
itself behavior in stable trajectories that reflects in corresponded values of individual 
atomic fluctuations. However, contrary to the expectations the general levels of conforma-
tional energy of 8-oxo-dGTP as well as energy fluctuation patterns in both migratory tra-
jectories are completely time stable. The average values of conformational energy are 
-9938.6 and -10018.6 kJ/mol for trajectories 1 and 2 respectively that is slightly more than 
corresponded values for stable trajectories. The 8-oxo-dGTP movement pathways of 
don’t coincide each other that is confirmed by differences of their conformational spaces 
and amino acid microenvironment. It seems to be the most important that 8-oxo-dGTP 
not only doesn’t leave the enzyme space but directly prevent transition of DNA poly-
merase from closed to open conformation as well as the further binding of incoming 
dNTP. This observation lets a possibility to consider it as natural inhibitor of DNA pol β 
activity and possible intracellular regulator which mediates the direct transition of the cell 
from normal state to programmed cell death omitting the malignancy stage.

Keywords:	 8-oxo-7,8-dihydro-2′-dGTP, 8-oxo-dGTP, DNA polymerase β, mole
cular dynamics, structural analysis, delayed dissociation.

INTRODUCTION
Oxidized forms/modifications of natural nitrogenous bases appear in a living cell as a 

result of interaction with reactive oxygen species (ROS) [8,22]. The bases in the composi-
tion of DNA, as well as DNA precursors (desoxynucleotide triphosphates, dNTPs) that 
underwent oxidative processes, are one of the major sources of genomic instability – the 
additional acceptor of a hydrogen bond rearranges the normal pattern of recognition be-
tween complementary bases, which results in a missing incorporation of nucleotide in the 
growing DNA strand [9, 33]. 

Among oxidized forms of nitrogenous bases, the 8-oxo-7,8-dihydro-2-deoxygua-
nine (synonyms: 8odG, 8-oxo-dG, 8-oxo–deoxyguanine, 7,8-dihydro-8-oxo-2-deoxy-
guanine) is the most ubiquitous [31]. This compound has a high mutagenic potential due 
to its ability to preferably interact with adenine instead of cytosine [16]. The presence of 
8odG in the template DNA strand can lead to binding of dATP opposite to it in the active 
center of DNA polymerase with the subsequent replacement dC → dA in the growing 
chain (strand) [2, 16, 41] (one should mention that binding of dCTP opposite to the tem-
plate 8odG is possible too). The 8odG in the composition of the incoming nucleotide 
triphosphate (8oxoGTP, fig. 1) is able to immediately incorporate into the growing DNA 
chain and, thus, to cause the invert replacement dA → dC because it is possible to pair 
with the incoming dCTP as well as dATP in the next round of DNA replication [3]. The 
choice of dA or dC as preferable template for binding of the incoming 8oxoGTP strong-
ly depends on the nature/family of DNA polymerase (DNA pols) supplying the appropri-
ate process [24]. So, reparative DNA polymerases from X and Y families clearly prefer 
to bind 8-oxo-GTP opposite to the template dA (human pol ι as well as Dhb and Dpo4 
form the pair 8-oxo-GTP: dA exceptionally [37, 38]). At the same time, replicative poly-
merases from family B include oxidized GTP mainly opposed to the template dC [15], 
which is another proof of the high fidelity of this pol family [4, 26].
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Fig. 1.	 Structure of the 8-oxo-dGTP (8-oxo-7,8-dihydro-
2-deoxyguanine triphosphate)

Рис. 1.	Структура 8-оксо-дГТФ (8-оксо-7,8-дигідро-2-
деоксигуанін трифосфату)

One should remark that generally the incorporation of 8oxodG in DNA is a much 
rare event than the incorporation of natural dG. The relative rate of 8-oxo-dG incorpora-
tion also depends on the nature of appropriate DNA polymerases. The representatives 
of high-fidelity A and B families are sufficiently resistant to the incorporation of 8-oxo-
dGTP [24], whereas X and Y family pols involved in repair and/or translesion synthesis 
incorporate oxidized guanine in a relatively efficient manner.

The most sensitive to 8-oxo-dGTP is the eukaryotic pol β (X family) [6, 32] and pol η 
(Y family) [25, 37, 38]. So, human pol β incorporates 8-oxo-dGTP with the efficiency 20 % 
of that of a normal dNTP inclusion [32], while the effectiveness of 8-oxo-dGTP integration 
by human pol η is about 60 %. Both pols prefer dA as a template base for 8-oxo-dGTP 
incorporation. 

Obviously, the above-described variability of possible options of 8-oxo-dGTP inter-
action with complex “DNA polymerase: template DNA” is to a considerable extent 
caused by spatial structure features of relevant enzymes at individual and/or family 
level. However, one should mention that the information about spatial organization of 
complexes DNA polymerases with 8-oxo-dGTP is extremely limited. The human DNA 
polymerase β with 8-oxo-dGTP bound at the active site is just one complex with ex-
perimentally found tertiary structure (appropriate structure data is deposited in the Pro-
teinDataBank [5], access code 3MBY ) [1]. Nevertheless, this complex has high-quality 
spatial geometry in accordance with the MolProbity validation metrics [10, 13] and can 
be successfully applied as a starting point for further structural investigations. 

Evidently, that binding of 8-oxo-dGTP in the active center of DNA polymerase β can 
result in two different molecular events. First of them is the above-mentioned incorpora-
tion of 8oxoguanine into a growing DNA chain, the other is a discrimination of 8-oxo-dGTP 
from the active center. While effects of incorporation of this modified guanine in DNA are 
well studied and described in the literature (see [3] for a review), the (immediate) conse-
quences of discrimination are still unclear. Based on 8-oxo-dGTP structure peculiarities, it 
might be supposed that behavior of 8oGTP after discrimination is essentially more com-
plicated than a simple removing from active site. Thus, the objective of the present inves-
tigation is the structural analysis of the behavior of 8-oxo-dGTP molecule in (the area of) 
the active site of human DNA polymerase β using molecular dynamics (MD) calculation.
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MATERIALS AND METHODS

The studied systems were prepared on the basis of the X-ray derived structure of 
ternary complex “human DNA polymerase β: DNA: 8-oxo-dGTP” at 2.0 A resolution 
deposited in RCSB Protein Data Bank (access code is 3MBY). Molecule of 8-oxo-dGTP 
in pol β active site is paired with adenine of the template strand [1]. Absent N-terminal 
fragment Met1-Glu9 was recovered by fitting of the N-terminal domain of human pol β 
resolved by NMR (PDB access code is 1BNP) into enzyme structure with the subse-
quent removing of duplicate structure part. The fitting was performed with SwissPDB 
Viewer software v. 4.01 [18, 23]. Missing atoms in residues Val303 were reconstructed 
using correct Val303 residue from another PDB entry containing data about human pol 
β structure (PDB access code is 4F5Q). The obtained system was used as the initial 
structure for the further molecular dynamics (MD) computations.

All MD computations were performed with GROMACS software version 4.6.5 [20, 
35] using combined CHARMM force field (CHARMM27 with implemented CMAP [27, 
28]). This version of CHARMM force field is specially developed for computational inves-
tigation of heterogeneous molecular systems including proteins, nucleic acids and lipids. 

The topology of 8-oxo-dGTP for application in MD simulations was performed via 
web-based tool SwissParam [43]. The input file for SwissParam in mol2 format was 
constructed from 8-oxo-dGTP atom coordinates with OpenBabel chemical converting 
software [34]. Electronic properties of 8-oxo-dGTP, including partial atomic charge va
lues, were calculated via M062x density functional method [42] using a 6–31+G (d, p) 
basic set. The calculated values of the partial charges were used for modifying the 
8-oxo-dGTP topology. Topologies of the rest components of the studied system were 
built via standard topology maker pdb2gmx of GROMACS software.

To simulate intracellular (realistic) conditions all further calculations were carried 
out in water solution containing 0.15М NaCl. Prepared complex was placed in a rectan-
gular periodic box using editconf module of GROMACS software. Thereafter, the box 
was filled by water molecules (using genbox module), and Na+ and Cl– ions were added 
into system (using genion module). The properties of water molecules were calculatied 
using standard TIP3 model [30]. The complete system contained 82308 atoms.

Geometry optimization for the investigated system was performed by minimizing the 
potential energy via the L-BFGS algorithm [12 ] with mdrun – the main module of GRO-
MACS software [20]. The maximum number of optimization steps was 1000. Conver-
gence criteria were adopted by setting the maximum force on the atoms emtol = 10 kJ 
mol-1×nm -1 and the maximum step size of 0.01 nm.

For the optimized system, we performed the calculation of the position restrained 
molecular dynamics within 100 ps interval (to achieve the equilibrate state) and unre-
strained (productive) MD within 100 ns time interval at 300 K. The initial velocities were 
generated according to the Maxwell–Boltzmann distribution at 300 K. The classical 
leap-frog algorithm was applied for the integration of the motion equations [19]; electro-
static interactions were calculated using the particle mesh Ewald method [11]; Van der 
Waals interactions were accounted using cut-off radius method. The temperature and 
pressure of the system were controlled by V-rescale thermostat [7] and Parinello-Rah-
man barostat, respectively. The messages about error or unacceptable steric parame-
ters in the systems during the calculation procedures were absent.
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For the further quantification of the binding energy, the molecular dynamics of 
8-oxo-dGTP in the solvated state was calculated. The procedure for the MD calculation 
of solvated 8-oxo-dGTP was the same as for the calculation of the “DNA pol β: 8-oxo-
dGTP : DNA” complexes, except for the periodic box size.

Fluctuations of 8-oxo-dGTP structure in free and bound states were evaluated using 
the rho method [29] with g_rms, g_msd and g_rmsf modules of the GROMACS software. 
All energy parameters of the investigated system and its components were calculated 
with g_energy module. The conformational energy of 8-oxo-dGTP were evaluated as the 
sum of intra-ligand (between atoms in 8-oxo-dGTP composition) and extra-ligand (be-
tween atoms of 8-oxo-dGTP and molecular environment) unbound contributions to the 
potential energy. The dynamics of hydrogen bonds was calculated using the g_hbond 
module. Entropic parameters were computed using quasiharmonic (QH) approximation 
[36, 40] with modules g_covar (co-variation analysis tool) and g_anaeig (eigenvectors 
analysis tool).

Visualization of the structural data and analysis of geometrical parameters were 
performed using the Accelrys DS Vizualiser software (versions 2.0 and 3.5) (www.ac-
celrys.com).

RESULTS AND DISCUSSION
The principle phenomenon revealed during molecular dynamics investigation is 

existence of two cardinally different model of behavior enzyme space, inherent to 8-oxo-
dGTP molecule. In two cases the ligand molecule loses the connections with template 
dA and starts to migrate inside of enzyme space (trajectories 1 and 2, migrate trajecto-
ries). In the other two cases ligands (8-oxo-dGTP) stably stays in DNA polymerase ac-
tive site, “keeps in touch” with template nucleotide and maintains the hydrogen bonds 
with it (trajectories 3 and 4, stable trajectories). 

The general view of DNA pol β:8-oxo-dGTP:DNA complex is shown on Fig. 2. 
Microenvironment of the 8-oxo-dGTP bound into human pol β active site molecule con-
sists of amino acid residues Gly179, Ser180, Arg183, Ser188, Gly189, Asp190, Asp192, 
Tyr271, Phe272, Gly274, Ser275, Asp276, Asn279 and nucleotide residues dA6 in tem-
plate strand and dC10 in growing strand (Fig. 3). Ligand forms a number of hydrogen 
bonds, in particular with side chains of amino acid residues Gly179, Arg183, Gly189, 
Asn279, and with template nucleotide residue dA6.

Analysis of space structure evolution of 8-oxo-dGTP over the time (Fig. 4) and its 
intrinsic atom fluctuation (Fig. 5) testifies that spatial structure of 8-oxo-dGTP in stable 
trajectories appears to be sufficiently rigid despite the presence of number of bonds 
around which the free rotation is possible. Accordantly to obtained data, only O6 oxygen 
atom exhibits some measureable fluctuations (0.6 Ǻ). Ligand is fixed in active site 
whereas the polymerase is still in closed conformation. The average value of RMSD is 
0.8 Ǻ and 1.2 Ǻ for trajectories 3 and 4 respectively, sharp increases/decreases of 
RMSD value aren’t observed. 

Obviously, that composition of ligand microenvironment practically doesn’t change 
over the studied molecular dynamics interval in two stable trajectories. In addition to 
above mentioned residues of pol β active site the 8-oxo-dGTP can interact with amino 
acids Arg149 and Lys280. In both cases the 8-oxo-dGTP forms time-stable network of 
hydrogen bonds including on the average 7 H-bonds with protein and 2 H-bonds with 
template DNA (Fig. 6). 
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Fig. 2.	 General stereo view of DNA pol β:8-oxo-dGTP:DNA complex. Protein and DNA are shown using 
standard ribbon diagrams. Bases in DNA are rendered by rings. 8-oxo-dGTP is shown using ball-stick 
(skeleton) representation (in center of view). Hydrogen bonds’ network of 8-oxo-dGTP is shown by 
dashed lines

Рис. 2.	Стереозображення загального вигляду комплексу ДНК полімераза β:8-оксо-дГТФ:ДНК. Білок  
і ДНК представлені стандартними стрічковими діаграмами. Основи в ДНК зображені кільцями. 
8-оксо-дГТФ показаний кулько-стрижневою (скелетною) діаграмою (в центрі зображення). 
Мережа водневих зв’язків 8-оксо-дГТФ представлена пунктирними лініями

Fig. 3.	 Detailed organization of pol β active site with incoming 8-oxo-dGTP molecule. Aliphatic hydrogens are 
not present

Рис. 3.	Детальна організація активного сайта ДНК полімерази β, що містить молекулу 8-оксо-дГТФ. 
Аліфатичні водні не представлені
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Fig. 4.	 Evolution of structural properties of 8-oxo-dGTP over the time of 40 ns molecular dynamics in different 
trajectories

Рис. 4.	Еволюція властивостей структури 8-оксо-дГТФ у різних траєкторіях упродовж 40 нс молекулярної 
динаміки

Fig. 5.	 Fluctuations of individual atoms in 8-oxo-dGTP composition as result of 40 ns molecular dynamics
Рис. 5.	Флуктуації індивідуальних атомів у складі 8-оксо-дГТФ унаслідок 40 нс молекулярної динаміки
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Fig 6.	 Alteration in hydrogen bond number over the time of 40 ns molecular dynamics: A – number of H-
bonds between 8-oxo-dGTP and DNA; B – number of H-bonds between 8-oxo-dGTP and protein

Рис. 6.	Зміна кількості водневих зв’язків упродовж 40 нс молекулярної динаміки: A – кількість водневих 
зв’язків між 8-оксо-дГТФ і ДНК; B – кількість водневих зв’язків між 8-оксо-дГТФ i білком

The conformational energy of ligand in both “fixed” trajectories is also characterized 
by high stability over the time of studied molecular dynamics. Average values of energy 
(-10229.7 and -10227.1 kJ/mol) are practically the same for both cases. Appropriate 
value of conformational energy in water solution is -6700.7 kJ/mol. No tendencies to rise 
or decrease of general conformational energy level are observed for investigated MD 
interval.
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Thus, revealed stable variants of 8-oxo-dGTP behavior evidently correspond to case 
of the further incorporation modified 8-oxo-dG into growing DNA strand. Obtained results 
about structure and energy fluctuations in stable trajectories testify that system achieves 
equilibrium state and can be in this state for an indefinite time (in reality – up to chemical 
reactions leading to addition of nucleotide to newly synthesized DNA [4, 21]).

Fig. 7.	 Fluctuations of 8-oxo-dGTP conformational energy during 40 ns molecular dynamics in different tra-
jectories. Corresponding trend lines are also present

Рис. 7.	Флуктуації конформаційної енергії 8-оксо-дГТФ у різних траєкторіях упродовж 40 нс молекуляр
ної динаміки. Також наведені відповідні лінії тренду

The behavior of 8-oxo-dGTP molecule in the rest of cases is significantly more com-
plicated. In the first case the 8-oxo-dGTP loses the Н-bonds with template dA6 residue 
near at 11 ns of molecular dynamics (Fig. 6А) and starts to migrate in space on DNA 
polymerase. This event is reflected in essential rise of appropriate RMSD values during 
11–15 ns of molecular dynamics (Fig. 4). Hydrogen bonds between ligand and DNA epi-
sodically appear at 30, 31, 34, 36 and 37 ns of investigated molecular dynamics (Fig. 6А).

In the second case the interaction between 8-oxo-dGTP and template adenine 
breaks even more early – appropriate H-bonds completely disappear at 6.5 ns of mo-
lecular dynamics and don’t arise again (Fig. 6А). The disruption of 8-oxo-dGTP:dA6 
hydrogen bonds accompanies by rising of ligand RMSD in interval of 6.5–10 MD ns that 
testifies about start of intra-protein migration of 8-oxo-dGTP molecule (Fig. 4). The li-
gand movements in the both “migratory” cases have the relatively stable periods from 
15 to 30 ns in the first case and from 9 ns 25 ns in the second case. Average values of 
RMSD are 6.3 and 8.3 Ǻ for the first and second trajectory respectively that is essen-
tially more than corresponded values for stable trajectories.

The 8-oxo-dGTP in movable trajectories regularly exhibits much more flexibility in 
comparison to itself behavior in stable trajectories that reflects in corresponded values 
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of individual atomic fluctuations (Fig. 5). The minimal values of RMSF are proper for 
nitrogen N9 atom in the base and oxygen O4′ atom in sugar composition.

One should mention that any changes in 8-oxo-dGTP spatial structure and H-bond 
number don’t influence on level and fluctuation of conformational energy (Fig. 7). Con-
trary to the expectations the general levels of conformational energy of 8-oxo-dGTP as 
well as energy fluctuation patterns in both migratory trajectories are completely time 
stable! The average values of conformational energy are -9938.6 and -10018.6 kJ/mol 
for trajectories 1 and 2 respectively that is slightly more than corresponded values sta-
ble for trajectories and essentially less than average conformational energy in water 
solution. Thus, 8-oxo-dGTP outcome from enzyme space is energetically unfavorable in 
all the considered cases. This phenomenon seems to be very significant since confirms 
our assumption that consequences of 8-oxo-dGTP discrimination from pol β active site 
are essentially more complicated than simple removing of ligand from enzyme.

Hydrogen bond dynamics character for 8-oxo-dGTP in migratory trajectories are dif-
ferent from stable trajectory ones. The number of H-bonds between ligand and protein is 
floating from 1 to 7 with average value 4 over the complete trajectory (Fig. 6В) that is well 
agree with complicated pattern of intra-protein movement of 8-oxo-dGTP molecule.

Accordantly to data of trajectory visual analysis, the 8-oxo-dGTP doesn’t reveal 
tendency to leave the DNA polymerase space. Conformational space occupied by 
8-oxo-dGTP is more compact in trajectory 1 than in trajectory (Fig. 7). The 8-oxo-dGTP 
movement pathway of don’t coincide each other that is confirmed by differences of 
amino acid microenvironment of ligand in the same time points (Table).

Amino acid compositions of 8-oxo-dGTP microenvironmemt at several points  
of molecular dynamics

Амінокислотні композиції з мікрооточення 8-оксо-ДГТФ  
у декількох точках молекулярної динаміки

Time point, ns Trajectory 1 Trajectory 2

10
Arg149, Gly179, Ser180, Arg183, 
Tyr271, Phe272, Thr273, Gly274, 

Ser275, Asn279

Thr10, Leu11, Ala47, Lys48, Tyr49, 
Pro50, Arg149, Glu186, Ser187

20
Arg149, Cys178, Gly179, Ser180, 
Arg183, Asp192,Tyr271, Phe272, 
Thr273, Gly274, Ser275, Asp276

Thr10, Ala47, Lys48, Pro50, Arg149, 
Ser187, Ser334, Glu335

30
Arg40, Arg149, Arg183, 

Asp192,Tyr271, Phe272, Gly274, 
Ser275, Asp276

Thr10, Ala47, Lys48, Tyr49, Arg149, 
Ser334

40 Lys27, Arg40, Arg149, Asp276, 
Ile277, Lys280

Thr10, Leu11, Ile46, Ala47, Lys48, 
Tyr49, Pro50, Arg149

It seems to be the most important that 8-oxo-dGTP not only does not leave the 
enzyme space but directly prevent transition of DNA polymerase from closed to open 
conformation as well as the further binding of incoming dNTP. This observation lets a 
possibility to consider it as natural inhibitor of DNA pol β activity.
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Fig. 8. Some key poses of 8-ox-dGTP in DNA pol β space during molecular dynamics (A – trajectory 1; B – 
trajectory 2). Poses at 0, 10, 20, 30 and 40 ns colored by blue, green, yellow, orange and red respec-
tively. DNA molecules aren’t present

Рис. 8.	Деякі ключові геометрії 8-оксо-дГТФ у просторі ДНК полімерази β впродовж молекулярної 
динаміки (A – траєкторія 1; B – траєкторія 2). Геометрії на 0, 10, 20, 30 і 40 наносекунді забарвлені 
відповідно синім, зеленим, жовтим, жовтогарячим і червоним кольорами. Молекули ДНК не 
представлені

SUMMARY
Two different ways of 8-oxo-dGTP behavior discovered during present investiga-

tions well agree with our conceptions about two possible events that are results of its 
binding in active site of DNA polymerase β. The firstly described by us migratory way of 
behavior of modified nucleotide triphosphate in enzyme space appears to be function-
ally significant.

In context of accumulative data, the 8-oxo-dGTP seems to be not only genome in-
stability factor but natural inhibitor of DNA pols β with rather unusual way of interaction 
with target enzyme. The ability of 8-oxo-dGTP molecule to remain in DNA pol β space 
over essential time intervals (without dissociation) and, thus, inhibit its catalytic activity 
can turn out a very important to maintain homeostasis at cellular and tissue level. It’s 
known that malignantly transformed cells are exceptionally abundant in reactive oxygen 
species and thus, a priori maintain a high level of oxidized base in both DNA and DNA 
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precursors [14, 17]. Moreover, rapid increase of ROS concentration in cell can be one 
of the first sign of its starting (incipient) neoplastic transformation [14, 17].

Taking into account the especial role of ROS in carcinogenesis, the 8-oxo-dGTP 
might be supposed as (one of) possible natural regulator which mediates the direct 
transition of the cell from normal state to programmed cell death omitting the malig-
nancy stage. We can assume the next outline of intracellular events. The oxidative 
stress causes a rapid increase of intracellular concentration of oxidized nucleotides, 
including 8-oxo-dGTP. High concentration of 8-oxo-dGTP inhibits the activity of main 
reparative DNA polymerase β and results in numerous DNA damages incompatible with 
life. Proposed regulative mechanism seems to be sufficiently logical, but demand the 
further experimental verification.

The discovered phenomenon of delayed dissociation of heterogenic protein:ligand: 
DNA complexes potentially can extend our conceptions about structural mechanisms of 
specific recognition and interaction between different types of biomolecules.
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ОСОБЛИВОСТІ ПОВЕДІНКИ 8-ОКСО-7,8-ДИГІДРО-2′-дГТФ В АКТИВНОМУ 
САЙТІ ДНК-ПОЛІМЕРАЗИ β ЛЮДИНИ: СТРУКТУРНІ ДОСЛІДЖЕННЯ IN SILICO

О. Ю. Нипорко
Київський національний університет імені Тараса Шевченка 
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Окислені основи у складі ДНК і ДНК попередників (дезоксинуклеотид трифос-
фатів, дНТФ), що виникають у живій клітині в результаті окислювального стресу,  
є одним із основних джерел нестабільності геному. Серед окислених форм азотис-
тих основ найбільш поширеним є 8-оксо-7,8-дигідро-2-дезоксигуанін (8одГ, 8-оксо-
ДГ). Ця сполука має високий мутагенний потенціал унаслідок здатності переважно 
взаємодіяти з аденіном замість цитозину. Зокрема, 8одГ у складі вхідного нуклео-
тиду (8-оксо-дГТФ) здатний безпосередньо включатися в ланцюг ДНК, що нарощу-
ється, і, таким чином, спричиняти заміну дA → дЦ, оскільки він здатний спарюва-
тись як із вхідним дЦТФ, так і з дАТФ у наступному циклі реплікації ДНК.

Ефективність включення 8-оксо-дГ у зростаючу ДНК чітко залежить від при-
роди відповідних ДНК-полімераз. Однією з найбільш чутливих до 8-оксо-дГТФ  
є еукаріотична ДНК-полімераза β (pol β). Зв’язування 8-оксо-дГТФ в активному 
центрі pol β може приводити до двох різних молекулярних подій. Першою з них  
є включення 8-оксогуаніну в ланцюг ДНК, що синтезується, другою – дискримінація 
8-оксо-дГТФ з активного центру. В той час, як наслідки включення цього модифіко-
ваного гуаніну в ДНК є добре дослідженими, безпосередні результати дискриміна-
ції 8-оксо-дГТФ все ще залишаються неясними.

Поведінку молекули 8-оксо-дГТФ у ділянці активного сайту ДНК-полімерази β 
людини було досліджено шляхом розрахунків молекулярної динаміки (МД). Осно
воположним феноменом, виявленим у результаті досліджень, є існування двох кар-
динально відмінних моделей поведінки, властивих молекулі 8-оксо-дГТФ. У двох ви-
падках молекула ліганда втрачає зв’язки з матричним дА і починає мігрувати всере-
дину простору ферменту (міграційні траєкторії). У двох інших випадках 8-оксо-дГТФ 
стабільно залишається в активному центрі ДНК–полімерази, “залишається на зв’яз
ку” з матричним нуклеотидом і підтримує водневі зв’язки з ним (стабільні траєкторії).

Просторова структура 8-оксо-дГТФ у стабільних траєкторіях виявляється до-
сить жорсткою, незважаючи на цілий ряд зв’язків, навколо яких можливе вільне 
обертання, а його конформаційна енергія характеризується високою стабільністю 
протягом часу досліджуваної МД. Середні значення енергії (-10229,7 і -10227,1 кДж/
моль) практично тотожні для обох випадків. Амінокислотне мікрооточення 8-оксо-
дГТФ також практично не змінюється протягом досліджуваного періоду М. Таким 
чином, стабільні варіанти поведінки 8-оксо-дГТФ, вочевидь, відповідають випадку 
подальшого включення модифікованого 8-оксо-дГ у ланцюг ДНК, що синтезується.
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Поведінка молекули 8-оксо-дГТФ у міграційних траєкторіях є суттєво складні-
шою. 8-оксо-дГТФ втрачає водневі зв’язки з матричним дА6 (на 11 і 6,5 нс МД  
в першому і другому випадку відповідно) і починає мігрувати у просторі ДНК-полі
мерази. Просторова структура 8-оксо-дГТФ закономірно проявляє більшу гнуч-
кість порівняно з поведінкою у стійких траєкторіях, що відбивається у відповідних 
значеннях флуктуацій індивідуальних атомів. Проте, всупереч очікуванням, за-
гальні рівні конформаційної енергії 8-оксо-дГТФ, а також патерни флуктуацій енер-
гії в обох міграційних траєкторіях є повністю стабільними в часі. Середні значення 
конформаційної енергії становлять -9938,6 і -10018,6 кДж/моль для траєкторій 1  
і 2 відповідно, що лише трішки більше відповідних значень для стабільних траєк-
торій. Шляхи руху 8-оксо-дГТФ не збігаються один з одним, що підтверджується 
відмінностями їх конформаційних просторів і амінокислотного мікрооточення. 
Представляється найбільш важливим, що 8-оксо-дГТФ не тільки не залишає про-
стір ферменту, але й безпосередньо перешкоджає переходу ДНК-полімерази із 
закритої конформації у відкриту і подальшому зв’язуванню вхідного дНТФ. Це спо-
стереження дає можливість розглядати його як природний інгібітор ДНК полімера-
зи β і можливий внутрішньоклітинний регулятор, який опосередковує прямий пере-
хід клітини від нормального стану до запрограмованої клітинної смерті, минаючи 
стадію злоякісного переродження.

Ключові слова: 8-оксо-7,8-дигідро-2′-дГТФ, 8-оксо-дГТФ, ДНК-полімераза β, 
молекулярна динаміка, структурний аналіз, затримка дисо-
ціації.
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В АКТИВНОМ САЙТЕ ДНК-ПОЛИМЕРАЗЫ β ЧЕЛОВЕКА: 
СТРУКТУРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ IN SILICO

А. Ю. Нипорко
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Окисленные основания в составе ДНК и ДНК предшественников (дезоксинук-
леотид трифосфатов, дНТФ), возникающие в живой клетке в результате окисли-
тельного стресса, являются одним из основных источников нестабильности генома. 
Среди окисленных форм азотистых оснований наиболее распространенным явля-
ется 8-оксо-7,8-дигидро-2-дезоксигуанин (8одГ, 8-оксо-дГ). Это соединение имеет 
высокий мутагенный потенциал вследствие способности предпочтительно взаимо-
действовать с аденином вместо цитозина. В частности, 8одГ в составе входящего 
нуклеотида (8-оксо-дГТФ) способен непосредственно включаться в растущую цепь 
ДНК и, таким образом, вызвать замену дA → дЦ, поскольку он способен спаривать-
ся как с входящим дЦТФ, так и с дАТФ в следующем цикле репликации ДНК.

Эффективность включения 8-оксо-дГ в растущую ДНК четко зависит от приро-
ды соответствующих ДНК-полимераз. Одной из наиболее чувствительных к 8-оксо-
дГТФ является эукариотическая ДНК-полимераза (pol β). Связывание 8-оксо-дГТФ в 
активном центре pol β может приводить к двум различным молекулярным событиям. 
Первым из них является включение 8-оксогуанина в растущую цепь ДНК, другим – 
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исключение 8-оксо-дГТФ из активного центра. В то время, как следствия включения 
этого модифицированного гуанина в ДНК исследованы хорошо, непосредственные 
результаты дискриминации 8-оксо-дГТФ всё ещё остаются неясными.

Поведение молекулы 8-оксо-дГТФ в области активным сайтом ДНК-полиме
разы β человека было исследовано путём расчетов молекулярной динамики (МД). 
Основополагающим феноменом, выявленным в результате исследований, явля-
ется существование двух кардинально отличных моделей поведения, свойствен-
ных молекуле 8-оксо-дГТФ. В двух случаях молекула лиганда теряет связи с ма-
тричным дА и начинает мигрировать внутрь пространства фермента (миграцион-
ные траектории). В двух других случаях 8-оксо-дГТФ стабильно остается в активном 
центре ДНК-полимеразы, “остаётся на связи” с матричным нуклеотидом и под
держивает водородные связи с ним (стабильные траектории).

Пространственная структура 8-оксо-дГТФ в стабильных траекториях оказыва-
ется достаточно жесткой, несмотря на целый ряд связей, вокруг которых возможно 
свободное вращение, а его конформационная энергия характеризуется высокой 
стабильностью в течение времени исследуемой МД. Средние значения энергии 
(-10229,7 и -10227,1 кДж/моль) практически тождественны для обоих случаев. 
Аминокислотное микроокружение 8-оксо-дГТФ также практически не меняется  
в течение исследуемого периода МД. Таким образом, стабильные варианты пове-
дения 8-оксо-дГТФ, очевидно, соответствуют случаю последующего включения 
модифицированного 8-оксо-дГ в растущую цепь ДНК.

Поведение молекулы 8-оксо-дГТФ в миграционных траекториях является зна-
чительно более сложным. 8-оксо-дГТФ теряет водородные связи с матричным дА6 
(на 11 и 6,5 нс МД в первом и втором случае соответственно) и начинает мигриро-
вать в пространстве ДНК-полимеразы. Пространственная структура 8-оксо-дГТФ  
закономерно проявляет большую гибкость по сравнению с поведением в устойчи-
вых траекториях, что отражается в соответствующих значениях флуктуаций инди-
видуальных атомов. Тем не менее, вопреки ожиданиям, общие уровни конформа-
ционной энергии 8-оксо-дГТФ, а также паттерны флуктуаций энергии в обеих миг-
рационных траекториях полностью стабильны во времени. Средние значения кон-
формационной энергии составляют -9938,6 и -10018,6 кДж/моль для траекторий 1  
и 2 соответственно, что лишь слегка больше соответствующих значений для ста-
бильных траекторий. Пути движения 8-оксо-дГТФ не совпадают друг с другом, что 
подтверждается различиями их конформационных пространств и аминокислотного 
микроокружения. Представляется наиболее важным, что 8-оксо-дГТФ не только не 
покидает пространство фермента, но и напрямую препятствует переходу ДНК-
полимеразы из закрытой конформации в открытую и последующему связыванию 
входящего дНТФ. Это наблюдение даёт возможность рассматривать его как естест-
венный ингибитор ДНК полимеразы β и возможный внутриклеточный регулятор, ко-
торый опосредует прямой переход клетки от нормального состояния к запрограм-
мированной клеточной смерти, минуя стадию злокачественного перерождения.
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