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Аннотация. Нуклеопротеиновые филаменты, формируемые белками-рекомбиназа-
ми на ДНК, являются ключевыми структурами процесса гомологичной рекомбинации, 
обеспечивающей поддержание стабильности генома. Формирование филамента на ДНК 
приводит к значительному изменению механических свойств комплекса, в частности 
к удлинению ДНК, при этом кинетика сборки филамента зависит от механического 
натяжения. В работе с помощью метода оптического захвата получены данные о дина-
мике сборки филаментов RAD51 человека и UvsX бактериофага T6 на двухцепочечной 
ДНК при различных силах механического натяжения. В диапазоне 3 – 12 пН RAD51 
эффективно связывается с ДНК, формируя филаменты с высокой степенью покрытия. 
В отличие от RAD51, эффективное формирование филаментов UvsX происходит только 
при высоком натяжении (12 пН), тогда как при значениях 3 – 6 пН связывание UvsX 
с ДНК существенно ограничено. Различная склонность двух рекомбиназ к взаимодей-
ствию с ДНК отражает адаптацию к клеточным условиям и механизмам регуляции 
гомологичной рекомбинации.
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Abstract. Nucleoprotein filaments formed by recombinase proteins on DNA are key struc-

tures of the homologous recombination process, which ensures the maintenance of the genome 
stability. Filament formation on DNA leads to a significant change in the mechanical proper-
ties of the complex, in particular to DNA lengthening, while the kinetics of filament assembly 
depends on mechanical tension. Using optical tweezers, this study has obtained the data on the 
assembly dynamics of human RAD51 recombinase and bacteriophage T6 UvsX recombinase 
filaments on double-stranded DNA under varying mechanical tension. In the range between 
3 and 12 pN, RAD51 efficiently bound to DNA, forming filaments with a high coverage. In 
contrast to RAD51, an efficient UvsX filament formation occurred only under high tension  
(12 pN), whereas UvsX binding to DNA was severely restricted at 3–6 pN. The different 
tendency of the two recombinases to interact with DNA reflected their adaptation to cellular 
environments and regulatory mechanisms governing homologous recombination.
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Введение

Гомологичная рекомбинация – ключевой механизм поддержания стабильности гено-
ма. Она позволяет клеткам восстанавливать двухцепочечные разрывы ДНК, возобновлять 
остановленные репликативные вилки и обмениваться генетическим материалом в ходе 
мейоза [1, 2]. Центральную роль в процессе гомологичной рекомбинации играют реком-
биназы – высококонсервативные ДНК-связывающие белки, которые покрывают одноце-
почечную ДНК (ssDNA), образуя нуклеопротеиновый филамент. Этот филамент осущест-
вляет поиск гомологичной последовательности на другой молекуле ДНК и способствует 
инвазии цепи [3, 4]. 

Эукариотическая рекомбиназа RAD51, бактериальная рекомбиназа RecA и фаговая ре-
комбиназа UvsX относятся к одному суперсемейству, представленному во всех доменах 
жизни [5, 6]. Фаговая рекомбиназа UvsX функционально более близка к бактериально-
му белку RecA и участвует в процессах гомологичной рекомбинации, рекомбинационно- 
зависимой репликации и репарации ДНК в инфицированных клетках-хозяевах [7, 8]. 
Все члены суперсемейства содержат консервативный RecA-подобный АТФазный домен с 
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мотивами Walker A и Walker B, которые участвуют в связывании и гидролизе аденозин-
трифосфата (АТФ), регулируя сборку, стабильность и диссоциацию нуклеопротеинового 
филамента [5, 9 – 12]. 

RecA – наиболее детально изученный представитель семейства. Структура его спи-
рального филамента, межмономерные контакты и структура мономера известны с поч-
ти атомным разрешением благодаря результатам исследований, полученных методами 
рентгеноструктурного анализа и криоэлектронной микроскопии [3, 9]. Функции RecA в 
SOS-ответе, гомологичной рекомбинации, рестарте репликативных вилок, горизонталь-
ном переносе генов и формировании биопленок хорошо охарактеризованы [13 – 18]. 
ДНК-зависимая АТФазная активность RecA измерена: ее значения kcat составляют 30 
мин⁻¹ для филамента RecA на ssDNA и 20 мин⁻¹ на двухцепочечной ДНК (dsDNA) [19].

RAD51 человека в настоящее время интенсивно изучается, поскольку повышенная 
экспрессия этой рекомбиназы в опухолях обеспечивает устойчивость к химиотерапевти-
ческим препаратам, повреждающим ДНК, что делает данный белок перспективной ми-
шенью для таргетной терапии [20 – 22]. АТФазная активность RAD51 человека была 
охарактеризована в работе [23], где показано, что значения каталитической константы 
kcat составляют 0,21 мин–1 в присутствии ssDNA и 0,07 – 0,11 мин–1 в присутствии dsDNA.

Рекомбиназа UvsX T-четных фагов изучена существенно меньше, чем бактериальные 
или эукариотические гомологи, хотя в последние годы интерес к ее свойствам значи-
тельно возрос в связи с ее использованием в технологии рекомбиназной полимеразной 
амплификации (РПА) [24, 25]. В ходе РПА UvsX формирует нуклеопротеиновые фила-
менты на одноцепочечных праймерах и осуществляет их внедрение в двухцепочечную 
ДНК-матрицу, позволяя ДНК-полимеразе начать синтез новой цепи без необходимости 
термической денатурации дуплекса. Самая высокая активность рекомбиназы UvsX среди 
гомологов делает этот фермент предпочтительным для применения в РПА. Так, согласно 
литературным данным, каталитическая константа kcat гидролиза для UvsX достигает зна-
чения 240 – 500 мин–1, что на порядок выше аналогичного показателя для бактериального 
белка RecA [26, 27]. 

Нуклеопротеиновый филамент, формируемый рекомбиназами, представляет собой 
ключевую структурную единицу гомологичной рекомбинации, обеспечивающую по-
иск гомологии и инвазию цепи в донорскую ДНК [28]. Связывание рекомбиназ с ДНК 
приводит к значительному удлинению молекулы (примерно в 1,5 раза), по сравнению с  
B-формой ДНК, и изменению ее механических свойств, включая жесткость и эластич-
ность [9, 29 – 31]. 

Метод оптического захвата позволяет в реальном времени отслеживать эти структур-
ные превращения на уровне одиночных молекул ДНК, так как измеряются трансформа-
ции их длины под контролируемым внешним натяжением. 

В настоящей работе представлены данные о кинетике сборки нуклеопротеиновых фи-
ламентов RAD51 человека и UvsX фага T6 на dsDNA при различных величинах прикла-
дываемой силы натяжения. Результаты получены с помощью метода оптического захвата.

Материалы и методы

ДНК-конструкция. Для проведения экспериментов на уровне одиночных молекул 
ДНК использовали линейную dsDNA длиной 11 100 пар оснований (base pairs (BPs)). 
Молекулы обладали идентичной природной последовательностью и несли биотиновые 
модификации на обоих концах для специфического прикрепления к микросферам, функ-
ционализированным стрептавидином. Подробная методика получения и очистки таких 
ДНК-конструкций описана в работах [12, 32].

Получение очищенных форм белков. Рекомбинантные белки RAD51 человека и UvsX 
бактериофага T6 получали путем экспрессии в штаммах Escherichia coli BLR(DE3)pLysS 
для RAD51 и Rosetta(DE3) для UvsX. Для этого использовали плазмиды, кодирующие со-
ответствующие белки, слитые с полигистидиновым хвостом. Клетки выращивали в среде 
Lysogeny broth (LB) до оптической плотности 0,6, индуцировали экспрессию добавлением 
изопропил-D-1-тиогалактопиранозида (IPTG) и дополнительно инкубировали при 37°C 
в течение 3 ч. Очистку целевого белка из полученной биомассы клеток проводили мето-
дом аффинной хроматографии на Ni-NTA-агарозе (NTA – нитрилотриуксусная кислота). 
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Лизат клеток наносили на колонку в буфере с 50 мМ имидазола, после чего белок элю-
ировали ступенчатым градиентом имидазола. Полученные препараты обладали чистотой 
не менее 95 %, что подтверждалось при помощи электрофореза в полиакриламидном геле 
по методу Лэммли. Очищенные белки хранили при –80 °C в буфере с добавлением 10% 
глицерина. Подробная методика очистки белков описана в работах [33, 34].

Установка «Лазерный пинцет». Эксперименты выполняли на оригинальной уникаль-
ной научной установке «Лазерный пинцет», собранной на основе неинвертированного 
микроскопа Axio Imager.Z1 (Carl Zeiss). Установка позволяет осуществлять оптический 
захват одновременно двумя независимыми ловушками, благодаря разделению излучения 
лазера (Nd:YAG, λ = 1064 нм, Spectra Physics, модель BL-106C) поляризационным де-
лителем на две компоненты, поляризованные во взаимно перпендикулярных направле-
ниях. Пучки фокусировали с помощью иммерсионного объектива с высокой числовой 
апертурой (NA = 1,25). Чтобы перемещать подвижную ловушку в плоскости образца, луч 
направляли через зеркало, закрепленное на пьезоэлектрическом позиционирующем сто-
лике.

Экспериментальная установка была дополнена многоканальной микрофлюидной си-
стемой u-Flux (LUMICKS B.V.) для ламинарной подачи и смены буферных растворов 
вокруг образца. Микрофлюидную камеру крепили на моторизованном столике микро-
скопа с трехосевым позиционированием. Регистрацию изображений вели на камеру iXon 
Ultra 897 (Andor Technology) с электронно-умножающей CCD-матрицей. Обработка ви-
деоданных для определения дистанции между микросферами и соответствующей силы 
растяжения ДНК выполнялась в реальном времени специализированным программным 
обеспечением, созданным нами в среде LabVIEW. Жесткость оптических ловушек кали-
бровали по силе вязкого сопротивления, которую испытывала захваченная микросфера 
при движении с заданной скоростью в жидкой среде известной вязкости.

Проведение экспериментов на уровне одиночных молекул ДНК

Для выполнения манипуляций с ДНК, между каналами с ламинарными потоками осу-
ществляли перенос микросфер и молекулы ДНК, закрепленной между ними. В первом 
канале микрофлюидной системы захватывали стрептавидин-функционализированные по-
листироловые микросферы диаметром 2,1 мкм в две независимые оптические ловушки. 
Затем эти микросферы переносили во второй канал, содержащий раствор ДНК с кон-
центрацией 30 пМ. В этих условиях осуществляли прикрепление одной молекулы ДНК 
к микросферам за счет формирования биотин-стрептавидиновых связей на ее концах, 
что приводило к фиксации ДНК между двумя микросферами. После такой фиксации эту 
систему подвергали предварительному растяжению до силы 10 – 20 пН в канале, содер-
жащем только буферный раствор, с целью проверки целостности молекулы и исключения 
множественных прикреплений. Далее ДНК, закрепленную между микросферами, перено-
сили в четвертый канал микрофлюидной системы, содержащий рекомбиназу RAD51 или 
UvsX в концентрации 300 нМ. 

Используемый буферный раствор имел следующий состав:

40 мМ Tris-HCl (pH 7,5); 0,02% BSA; 1 мM DTT; 5 мМ MgCl2; 2 мМ АТФ.

При этих условиях регистрировали процесс сборки нуклеопротеинового филамента 
на молекуле ДНК. Измерения проводили в режиме фиксированной силы в диапазоне  
3 – 12 пН при температуре 22°С. Сборку нуклеопротеинового филамента отслеживали в 
реальном времени по увеличению длины молекулы ДНК при формировании комплекса. 

Используемый в работе метод оптического захвата позволяет манипулировать одиноч-
ными биомолекулами и отслеживать изменения их механических свойств ввиду возмож-
ности контроля силы натяжения (в диапазоне от долей пиконьютона до сотен пиконью-
тонов) и регистрации удлинения молекулы с нанометровым разрешением. 

Результаты и обсуждение

Для изучения кинетики связывания рекомбиназ RAD51 и UvsX с ДНК использова-
ли dsDNA длиной 11 100 BPs. При помощи совмещения метода оптического пинцета с 
микрофлюидной системой осуществляли захват одиночной молекулы ДНК (рис. 1, a). 
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Молекула ДНК при фиксированной силе натяжения обладает практически постоянной 
длиной, определяемой энтропийным и энтальпийным вкладами в упругий отклик. Экс-
периментально полученная зависимость силы натяжения от удлинения для используемой 
ДНК-конструкции представлена на рис. 1, b.

a) b)

Рис. 1. Графическое представление экспериментов на уровне одиночных молекул ДНК: 
a – схематичное изображение микрофлюидной камеры с четырьмя ламинарными потоками 
1 – 4; b – пример получаемой зависимости натяжения F (пН) от длины молекулы ДНК, 

используемой в работе

Перенос удерживаемой молекулы ДНК в канал, содержащий рекомбиназу RAD51, 
приводил к сборке нуклеопротеинового филамента. В ходе инкубации к образцу при-
кладывали постоянную силу натяжения и регистрировали изменение длины. На рис. 2 
показаны репрезентативные кривые сборки филамента RAD51, полученные при силах 
натяжения F = 3 пН, 6 пН и 12 пН. Динамика формирования филамента RAD51 была 
малочувствительной к вариации величины прикладываемого натяжения. Во всех случаях 
длина комплекса выходила на насыщение за время 60 – 80 с.

Итоговые значения длины филамента составили: 

4,82 ± 0,09 мкм (N = 4) при F = 3 пН;
5,02 ± 0,04 мкм (N = 6) при F = 6 пН;

 4,99 ± 0,11 мкм (N = 4) при F = 12 пН.

Рис. 2. Репрезентативные кинетические 
кривые сборки филаментов RAD51 на 
двухцепочечной ДНК (dsDNA) при трех 

различных силах натяжения

Полезно сопоставить полученные 
результаты итогового удлинения ДНК при 
формировании филамента RAD51–ДНК с 
данными, известными из структурных ис-
следований. Согласно структурным дан-
ным, ДНК в первичном сайте нуклеопро-
теинового филамента удлинена примерно 
в 1,5 раза относительно контурной длины 
B-формы ДНК [5, 35]. Контурная длина ис-
пользуемых молекул ДНК (11 тыс. BPs) со-
ставляет около 3,7 мкм. Ввиду энтропийных 
факторов, длина ДНК, регистрируемая как 
межконцевое расстояние, оказалась коро-
че контурной длины и составила примерно 
3,5 мкм при силе F = 6 пН. Полуторакрат-
ное увеличение указанного значения дает 
оценку 5,25 мкм для длины филаментов,  
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формируемых на используемых двунитевых ДНК, что согласуется с итоговым удлинени-
ем ДНК на 1,5 мкм, регистрируемым в экспериментах. Этот результат свидетельствует о 
достаточно высокой степени покрытия ДНК рекомбиназой RAD51 в сформированных 
нуклеопротеиновых филаментах.

Аналогичным образом была исследована кинетика сборки филаментов UvsX. В отли-
чие от RAD51, полноценное формирование нуклеопротеинового филамента наблюдалось 
только при приложении силы F = 12 пН (рис. 3, a). При силе F = 3 пН удлинения ДНК 
в ходе инкубации в канале с UvsX не наблюдалось, тогда как при F = 6 пН фиксирова-
ли лишь ограниченное увеличение длины, не достигающее стационарного значения (за 
время наблюдения), соответствующего полуторократному удлинению ДНК (рис. 3, b).

a) b)

Рис. 3. Результаты наблюдения сборки филаментов UvsX на dsDNA: 
a – репрезентативные кривые сборки при трех значениях F, пН: 3, 6 и 12; 

b – кривые сборки филаментов UvsX при F = 6 пН

При силе F = 12 пН длина комплекса выходила на насыщение в течение 30 – 40 с, при 
этом итоговая длина составляла 5,4 ± 0,1 мкм (N = 5). Это значение несколько выше та-
ковых, наблюдаемых при той же силе для RAD51, однако также согласуется с примерно 
полуторократным удлинением ДНК. Точная длина филамента, регистрируемая в экспе-
риментах с использованием метода оптического захвата, определяется, помимо силы на-
тяжения, целым рядом факторов, включая степень покрытия ДНК белком, шаг спирали 
филамента, число мономеров на оборот спирали, персистентная длина, а также локаль-
ное присутствие участков неактивной конформации, связанное с гидролизом АТФ. Тем 
не менее, структурные исследования показывают, что для филаментов, формируемых 
рекомбиназами, характерно удлинение ДНК приблизительно в 1,5 раза, по сравнению с 
длиной B-формы ДНК [9, 30, 31]. Наблюдение комплексов с большей длиной, например, 
при F = 12 пН, может указывать на формирование рекомбиназой UvsX филаментов с 
большей степенью покрытия ДНК, чем рекомбиназой RAD51, при этих условиях.

Несмотря на сложившееся мнение о меньшей активности рекомбиназы RAD51, по 
сравнению с RecA и UvsX, полученные результаты указывают на ее способность эффек-
тивно связываться с двухцепочечной ДНК (dsDNA).

Из литературных данных известно, что для рекомбиназы RecA из грамотрицательной 
бактерии Escherichia coli такое связывание затруднено и, как правило, наблюдается лишь 
при приложении достаточно высокой внешней силы натяжения, превышающей 20 пН 
[32]. 

В клетке же активность рекомбиназы RAD51 находится под контролем ряда медиа-
торных белков, прежде всего на этапе сборки нуклеопротеинового филамента на ssDNA 
[5]. В условиях in vitro, при катализе обмена нитями, RAD51 демонстрирует повышен-
ную эффективность внедрения 5'-концевого фрагмента ssDNA, по сравнению с 3'-кон-
цевым, что контрастирует с поведением RecA, для которой предпочтительным является  
3'-концевой участок [36]. Вместе с тем показано, что при использовании дуплексной 
ДНК с одноцепочечным выступом, для рекомбиназы RAD51 восстанавливается эффек-
тивность внедрения 3'-концевого фрагмента. 
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В большинстве моделей гомологичной рекомбинации, в качестве ключевого началь-
ного этапа рассматривается формирование нуклеопротеинового филамента на ssDNA в 
присутствии дополнительных белков, как конкурирующих за связывание с оцДНК, так 
и стимулирующих загрузку рекомбиназы на ssDNA. Вместе с тем природный субстрат, 
образующийся в результате процессинга ДНК и доступный для взаимодействия с реком-
биназой, представляет собой гибридную ДНК, включающую участок dsDNA, перехо-
дящий в 3'-концевой одноцепочечный фрагмент. В связи с этим можно предположить, 
что формирование стабильного филамента RAD51 на dsDNA способно, вследствие ко- 
оперативных взаимодействий, дополнительно повышать конформационную устойчи-
вость филамента RAD51 на ssDNA и тем самым способствовать процессу гомологичной 
рекомбинации. Наличие взаимосвязи между конформационными состояниями различ-
ных участков филамента, сформированного на гибридной ДНК, ранее было продемон-
стрировано для рекомбиназы RecA [37].

Рекомбиназа UvsX считается наиболее активной и поэтому часто востребованной в 
системах рекомбиназной полимеразной амплификации. Каталитическая константа ги-
дролиза АТФ для UvsX на три порядка превышает соответствующий показатель для 
RAD51. В ходе инфицирования клетки T-четными бактериофагами, рекомбиназа UvsX 
обеспечивает рекомбинационно-зависимую репликацию множественных копий генома 
вируса на поздних стадиях инфекции, что позволяет осуществлять синтез сотен копий 
фаговой ДНК в сжатые временные сроки [38]. Неконтролируемое связывание UvsX c 
dsDNA могло бы препятствовать процессам репликации в условиях интенсивного син-
теза фаговой ДНК, а также приводить к неоправданному расходу АТФ. В случае RAD51 
подобное взаимодействие рекомбиназы с dsDNA видится более вероятным и не сопрово-
ждается значительным перерасходом АТФ вследствие существенно более низкой АТФаз-
ной активности данной рекомбиназы. При этом в эукариотических клетках активность 
RAD51 дополнительно находится под контролем значительно более широкого набора 
регуляторных белков.

Заключение

В работе получены данные о кинетике связывания рекомбиназ RAD51 и UvsX при 
различных силах внешнего натяжения в диапазоне 3 – 12 пН. Наблюдаемое отсутствие 
связывания UvsX с двухцепочечной ДНК (dsDNA) без приложения достаточного на-
тяжения, по-видимому, отражает эволюционную адаптацию фаговой репликационной 
системы. Наблюдаемая различная склонность рекомбиназ RAD51 и UvsX к связыванию 
с dsDNA указывает на возможные альтернативные пути организации рекомбинационных 
комплексов in vivo. 

Метод оптического захвата открыл возможность количественно охарактеризовать 
влияние механического напряжения на процессы формирования и стабильности реком-
биназных комплексов. 

Проведение же исследований на уровне одиночных молекул ДНК позволяет прямое 
тестирование влияния типа ДНК-субстрата и физических условий на сборку и стабиль-
ность нуклеопротеиновых филаментов и служит основой для более детального описания 
молекулярных механизмов гомологичной рекомбинации.
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