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ОКИСЛЕНИЕ ПОРФИРИНОМ ZnP1 G4-СТРУКТУР 
В ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЯХ ПРОМОТОРОВ ГЕНОВ MYC И TERT

© 2023 г.   Г. В. Чащинаа, Д. Н. Калюжныйа, *
аИнститут молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта Российской академии наук,

Москва, 119991 Россия
*e-mail: uzhny@mail.ru

Поступила в редакцию 10.11.2022 г.
После доработки 04.12.2022 г.

Принята к публикации 06.12.2022 г.

Формирование G4-структур в двойной спирали ДНК конкурирует с комплементарной нитью. Ло-
кальное окружение в ДНК может изменять равновесные G-квадруплексы, изучаемые на одноните-
вых моделях. Для обнаружения квадруплексов в промоторных областях генома необходимы методы
их локализации в составе протяженных ДНК природной последовательности. Порфириновое про-
изводное ZnP1 избирательно связывается и приводит к фотоиндуцируемому окислению гуанина в
G-квадруплексах в модельных системах с одноцепочечной и двухцепочечной ДНК. На примере на-
тивной последовательности промоторных участков онкогенов MYC и TERT нами показано окисли-
тельное действие ZnP1 в областях, потенциально способных формировать G4-структуры. Установ-
лены и отнесены к нуклеотидной последовательности однонитевые разрывы в G-богатой нити
двойной спирали, вызванные окислением гуанина под действием ZnP1 и последующим расщепле-
нием цепи ДНК Fpg гликозилазой. Обнаруженные сайты разрывов соответствовали последователь-
ностям, потенциально способным формировать G-квадруплексы. Таким образом, продемонстри-
рована возможность использования порфирина ZnP1 для идентификации и локализации G-квад-
руплексов в составе протяженных участков генома. Получены новые данные о возможности
сворачивания G4-структур в присутствии комплементарной нити в контексте двойной спирали
ДНК природной последовательности.

Ключевые слова: G-квадруплексы, порфирин, фотосенсибилизаторы, окисление ДНК
DOI: 10.31857/S0026898423030035, EDN: CGYDDB

Богатые гуанином последовательности ДНК
могут складываться в неканонические вторичные
структуры, называемые G-квадруплексами (G4).
Появляется все больше доказательств, что G4-струк-
туры нуклеиновых кислот участвуют в различных
биологических процессах, таких как транскрип-
ция, репликация и трансляция; а также влияют на
стабильность генома и обеспечивают контроль
экспрессии генов [1‒3]. В результате полноге-
номного секвенирования 12 видов организмов вы-
явлено более 3.5 млн участков ДНК, потенциально
способных образовывать G4-структуры. Сильное
обогащение такими последовательностями выяв-
лено в промоторных областях и точках начала
транскрипции у высших организмов: например,
человека и мыши [4, 5].

Много данных по стабильности и конформа-
ции G4-структур получено биофизическими,
спектральными и структурными методами (ядер-
ный магнитный резонанс (ЯМР) и рентгенострук-
турный анализ (РСА)). Информация о G4-струк-

турах и их комплексах с лигандами систематизиро-
вана в различных базах данных [6]. Традиционно в
таких исследованиях используют относительно
короткие синтетические одно- (оц) или двухце-
почечные (дц) фрагменты ДНК. Внесение мута-
ций в модельные олигонуклеотиды позволяет с
высокой достоверностью охарактеризовать одну
G4-структуру. Главный недостаток таких методов
и подходов ‒ отсутствие информации о влиянии
локального окружения. Неизвестно, какое влия-
ние оказывает комплементарная нить при фор-
мировании G4-структур в промоторных областях
генома. Природные последовательности могут со-
держать несколько перекрывающихся G4-участ-
ков, способных образовывать множество вариан-
тов складывания неканонических структур. На
текущий момент до конца не изучено, какие
именно G4-структуры образуются в присутствии
комплементарной нити ДНК. Более термодина-
мически стабильные G4-структуры исключают
образование менее стабильных [7]. Однако до-
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полнительные взаимодействия между структура-
ми внутри протяженной дцДНК могут изменять
стабильность G4-структуры, образованной одной
последовательностью, в пользу соседней.

Разработка методов обнаружения неканони-
ческих структур и их локализация в протяженных
дцДНК особенно актуальна для исследования
участков генома, потенциально вовлеченных в ре-
гуляцию биологических процессов. Классическим
подходом к химическому зондированию ДНК, в
том числе G4-структур, считается модификация с
использованием диметилсульфата (DMS) [8]. Гуа-
нины, вовлеченные в образование G4-структур,
не доступны для модификации DMS. Использо-
вание этой методики позволяет обнаружить ста-
бильные участки, полностью образующие структу-
ры ДНК, альтернативные двойной спирали. При
частичном или динамическом формировании
G4-структур в оцДНК или дцДНК не удается ре-
гистрировать короткоживущие альтернативные
структуры [9]. Для детекции таких динамически
образующихся G4-структур необходимы агенты,
направленные именно на неканонически сверну-
тые нуклеиновые кислоты.

Использование порфиринов в качестве струк-
турного зонда имеет ряд преимуществ перед
DMS-зондированием. Фотоиндуцируемое окис-
ление ДНК под действием порфиринов способ-
но распознать даже незначительную фракцию
G4-структур и слабо чувствительно к дцДНК
[10, 11]. Порфириновое производное ZnP1 (рис. 1а)
связывается с малой бороздкой ДНК [12], при
этом аффинность ZnP1 выше к G4-структурам,
чем к дцДНК. Ранее показано [10], что связыва-
ние ZnP1 с ДНК минимально искажает G4-струк-
туру и поэтому может быть использовано как
структурный зонд. Под воздействием синего све-
та ZnP1 окисляет азотистое основание гуанин,
участвующее в образовании G4-структуры. Окис-
ление гуанина до 8-оксогуанина и других произ-
водных приводит к разрушению хугстиновской
связи между двумя основаниями, участвующими
в образовании квартета (рис. 1б), что нарушает его
структуру и снижает стабильность. Это приводит к
конформационному переходу G-квадруплекса в
двойную спираль ДНК, как показано на олиго-
нуклеотидных моделях с одной G4-структурой в
дуплексе [13]. Учитывая эти свойства, мы выбра-

Рис. 1. Схематическое изображение исследуемых веществ. а ‒ Структура порфирина ZnP1. б ‒ Окисление одного из
гуанинов в составе G-квадруплекса приводит к дестабилизации структуры в целом. R ‒ дезоксирибоза.
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ли соединение ZnP1 с высоким окислительным
потенциалом, большой избирательностью связы-
вания, при этом минимально искажающим струк-
туру ДНК [10, 12, 14].

В представленной работе мы исследовали
длинные участки (~400 п.н.) промоторов двух ге-
нов человека: MYC и TERT. В их состав входит не-
сколько последовательностей, потенциально об-
разующих G4-структуры. Для промотора TERT в
литературе описаны модели, предполагающие
формирование трех следующих друг за другом па-
раллельных квадруплексов [15‒17]. Для промотора
MYC человека также известно несколько
G4-структур, описанных в литературе [18‒20].

Таким образом, целью данной работы было
определение положения G4-структур, образую-
щихся в контексте двойной спирали ДНК, в
участках промоторов MYC и TERT. С помощью
производного порфирина ZnP1 мы провели спе-
цифическое окисление гуанинов G4-структур и
установили локализацию окисленных форм гуа-
нинов методом удлинения праймера.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Олигонуклеотиды. Праймеры для ПЦР были

синтезированы в ЗАО “Евроген” (Россия), флуорес-
центно меченные праймеры – в ООО “ДНК-синтез”
(Россия). Последовательности праймеров пред-
ставлены в табл. 1.

ПЦР-амплификация. Амплификацию прово-
дили по ранее описанной методике [11]. Стан-
дартный буфер для проведения ПЦР был заменен
на не содержащий ионы калия ‒ для снижения
стабильности потенциальных G4-структур в мат-
ричной цепи ДНК.

Очистка ПЦР-продуктов. К реакционной сме-
си объемом 50 мкл добавляли 200 мкл 0.3 М аце-
тата натрия (pH 5.3) и 600 мкл 96%-ного этанола и
оставляли при –20°C на 30 мин, после чего осадок
отделяли центрифугированием при 14000 × g в те-
чение 10 мин. После промывания 70%-ным эта-
нолом образцы растворяли в воде. Для удаления
праймеров использовали набор магнитных ча-
стиц CleanMag DNA (ЗАО “Евроген”) в соответ-
ствии с рекомендациями фирмы-производите-

ля. Концентрацию очищенных образцов ДНК
определяли на спектрофотометре NanoDrop1000
(“Thermo Fisher Scientific”, США) при длине вол-
ны 260 нм.

Формирование G4-структур. Полученные
ПЦР-продукты в концентрации 10 нМ отжигали
(нагревали 5 мин при 95°C и медленно охлаждали
при комнатной температуре в течение 12 ч) в
10 мМ фосфатном буфере (рН 7.8), содержащем
100 мМ KCl и 40% ПЭГ200. Формирование квад-
руплексов в полученных образцах регистрирова-
ли по изменению электрофоретической подвиж-
ности в 8%-ном ПААГ.

Фотоиндуцируемое разрушение G4-структур.
Порфирин ZnP1 (рис. 1a) был получен по ранее
описанной методике [12, 21]. После отжига к об-
разцам добавляли порфирин ZnP1 до конечной
концентрации 1 мкМ, облучали синим светом
(465 нм) в течение 5 мин для специфичного
окисления гуаниновых оснований, образующих
G4-структуру. Анализ окисленных G-квадруплекс-
ных структур проводили в нативном 8%-ном ПААГ.
Гель окрашивали красителем SYBR Gold (“Invi-
trogen”, США) и визуализировали на флуорес-
центном сканере Typhoon 9500 (“GE Health-
care”, США).

Внесение однонитевых разрывов в местах окис-
ленных форм гуанина. К облученному образцу
объемом 25 мкл добавляли 1 U формамидопири-
мидин-ДНК-N-гликозилазы (Fpg) Esherichia coli
(“NEB”, США), 1× NEB buffer1 и инкубировали
30 мин при 37°C. Реакцию останавливали прогре-
ванием при 70°C в течение 10 мин. ДНК осаждали
спиртом (как написано выше) и растворяли в
5 мкл воды.

Удлинение флуоресцентно меченного праймера.
Реакцию удлинения праймера проводили в 25 мкл
смеси, содержащей 20 мМ Трис-HCl (pH 9.5),
2.5 мМ MgCl2, 5% DMSO, 20 мМ CsCl, 0.1 мМ
dNTPs, 0.5 U SNPdetect-полимеразы (ЗАО “Евро-
ген”), 5 мкл ДНК-матрицы, 100 нМ флуоресцент-
но меченный праймер.

Реакционная смесь для секвенирования по
Сэнгеру (25 мкл) содержала те же компоненты и
2 нМ ПЦР-продукт в качестве ДНК-матрицы.

Таблица 1. Последовательности праймеров

aForward ‒ прямой праймер; Reverse ‒ обратный праймер.
bFAM ‒ флуоресцеин.

Ген Праймеры для амплификацииa, 5'→3' Флуоресцентно меченные праймерыb, 5'→3'

MYC Forward: GAGGAGCAGCAGAGAAAGGG
Reverse: TCCCTCCGTTCTTTTTCCCG

FAM-TCCTAGAGCTAGAGTGCTCGG

TERT Forward: GGCCGATTCGACCTCTCT
Reverse: CAGCGCTGCCTGAAACTC

FAM-CTTCCAGCTCCGCCTCCTCC
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В реакционную смесь вносили ddG, ddA, ddT или
ddC до конечной концентрации 0.1, 0.1, 0.1 и
0.01 мкМ соответственно. Полученные реакци-
онные смеси инкубировали при 95°C в течение
3 мин, а затем проводили 20 циклов амплифика-
ции: денатурация 30 с при 95°C, отжиг в течение
30 с, удлинение праймера при 72°C в течение 60 с.
Температуру отжига подбирали для каждого
праймера с помощью программы OligoAnalyzer
Tool (www.idtdna.com) и корректировали опыт-
ным путем.

По окончании реакции в каждую смесь вноси-
ли по 200 мкл 0.3 М ацетата натрия (pH 5.3) и
600 мкл 96%-ного этанола и оставляли при ‒20°C
на 30 мин, после чего осадок отделяли центрифу-
гированием при 14000 × g в течение 10 мин. Оса-
док промывали 70%-ным спиртом, сушили при
комнатной температуре и растворяли в буфере,
содержавшем 30 мМ Na-фосфат (pH 7.8),
80% формамида, 0.025% бромфенолового синего и
0.025% ксиленцианола. Денатурацию проводили
при 95°С в течение 5 мин и наносили смесь на
10%-ный ПААГ, содержащий 7 М мочевину и 1×
ТВЕ-буфер. Гель анализировали на флуоресцент-
ном сканере Typhoon 9500 (“GE Healthcare”). Для
построения денситометрических профилей ис-
пользовали программу ImageJ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Формирование квадруплексных структур 
в протяженной дцДНК

Для изучения G4-структур в протяженной
дцДНК мы выбрали промоторные участки онко-
генов человека MYC и TERT, содержащие после-
довательности, потенциально способные образо-
вывать квадруплексы. Объектом исследования
служили фрагменты длиной 401 п.н. (MYC) и

378 п.н. (TERT), полученные ПЦР-амплифика-
цией с геномной ДНК человека (рис. 2а). Участки
ДНК были выбраны так, чтобы положение потен-
циальных G4-структур приходилось на централь-
ную часть двойной спирали и исключало краевые
эффекты от конформационных перестроек ДНК
при формировании квадруплекса. Амплифика-
цию проводили в условиях, подобранных в работе
Г. Чащиной (G. Chashchina) и соавт. [11], в кото-
рой было показано, что ионы калия в стандартных
буферах термофильных полимераз затрудняют
синтез участков ДНК, матричная нить которых
содержит потенциальные G4-последовательности.

ПЦР-продукты всегда представляют собой
дцДНК независимо от наличия или отсутствия
квадруплексных участков вследствие последова-
тельного синтеза с образованием классических
пар Уотсона‒Крика. Для формирования альтер-
нативных структур в дцДНК необходимо преодо-
леть энергетический и кинетический барьер кон-
формационного перехода, что предполагает рас-
плетание двойной спирали.

Для имитации клеточных условий часто ис-
пользуют инертные наполнители, например фи-
колл, декстран или ПЭГ. Последний имитирует
клеточную среду, так называемые условия “мо-
лекулярной скученности”. При количественном
анализе влияния молекулярной скученности на
термодинамику образования G-квадруплексов
было показано, что G4-структура стабилизиру-
ется в условиях молекулярного скопления. Это
коррелирует с понижением активности воды и,
как следствие, приводит к дестабилизации двой-
ной спирали ДНК, образованной парами Уотсо-
на‒Крика [22].

Zheng с соавт. [23] показали, что отжиг G4-по-
следовательностей в составе двойной спирали в
присутствии ПЭГ200 индуцирует образование

Рис. 2. Электрофоретическая подвижность изучаемых образцов. а ‒ ПЦР-продукт MYC (401 п.н.) и TERT (378 п.н.).
б ‒ Отжиг ПЦР-продуктов MYC и TERT в присутствии ПЭГ200.

а б

п.н. MYC TERT

MYC TERT
ПЭГ200

1500
850

400
200

50

– –+ +



532

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 3  2023

ЧАЩИНА, КАЛЮЖНЫЙ

квадруплексов в контексте дцДНК. В условиях
молекулярной скученности G-квадруплексы не
только образуются, но и сохраняют стабильную
структуру [23].

Ранее нами предложен альтернативный спо-
соб формирования G4-структуры в дуплексе, ос-
нованный на стабилизации лигандом пиридоста-
тина (PDS) [13]. Благодаря планарной структуре
PDS преимущественно связывается с крайними
гуаниновыми квартетами, приводя к значитель-
ной стабилизации G4 [24]. PDS обладает низкой
аффинностью к двойной спирали ДНК и при
связывании сдвигает энергетический баланс в
сторону G4. Ранее нам удалось получить стабиль-
ные структуры G4 в дуплексе [13] и показать, что
комплекс G4 с PDS в меньшей мере подвержен
окислительному действию из-за стерических
препятствий при связывании ZnP1, то есть PDS
защищает гуанины от окисления. Таким образом,
в данной работе для формирования G4-структур в
составе промоторов двух онкогенов мы использо-
вали отжиг в присутствии ПЭГ200.

Медленным отжигом в буфере, содержащем
100 мМ KCl и 40% ПЭГ200, были сформированы
G4-структуры из очищенных протяженных дцДНК
(ПЦР-продуктов). Образование альтернативного
сворачивания дцДНК и образования G4-структу-
ры детектировали по снижению электрофорети-
ческой подвижности в ПААГ относительно на-
тивных ПЦР-продуктов (рис. 2б). Меньшая по-
движность в геле соответствует образованию G4 в
дуплексе [13, 23]. Для промоторного участка MYC
обнаружено, что часть образца соответствует вы-
сокомолекулярному комплексу и находится
вблизи лунки для нанесения образца. Возможная
агрегация G4-структур, сформированных в дуп-
лексе, ранее обсуждалась и была подтверждена
методом атомно-силовой микроскопии [25]. Сто-
ит отметить, что такая агрегация образца при от-

жиге не воспроизводится в нескольких повторах,
хотя положение полосы с меньшей подвижно-
стью относительно дуплекса воспроизводимо для
образцов MYC и TERT, что может отражать раз-
личное количество и разные конформации
G4-структур в составе дцДНК выбранных промо-
торных участков.

Изменение конформации ДНК 
при фотоиндуцированном окислении

G4-структур порфирином ZnP1
Полученные отжигом G4-структуры инкуби-

ровали с порфирином ZnP1 и подвергали облуче-
нию синим светом. Анализ подвижности в ПААГ
показал, что происходит частичное разрушение
квадруплексной структуры, о чем свидетельству-
ет уменьшение или размывание полосы с меньшей
подвижностью относительно дцДНК (рис. 3). Этот
эффект может быть объяснен дестабилизацией
G4-структуры из-за окисления гуанина порфи-
рином ZnP1. Эффект перехода G4 в двойную спи-
раль оказался сильнее для последовательности
промотора MYC, чем для TERT. Мы предполага-
ем, что это может быть связано с незначительной
специфичностью ZnP1 к определенной последо-
вательности, конформационным особенностям
G4-структуры или недоступностью некоторых
квадруплексов для взаимодействия с порфири-
ном. Известно, что дцДНК подвержена окисле-
нию ZnP1 в меньшей степени, чем квадруплекс, ‒
аналогично тем случаям, которые наблюдались
на коротких олигонуклеотидах [10, 13].

Определение позиции окисленных форм гуанина 
в нуклеотидной последовательности

Важный аспект в исследовании конформа-
ции ДНК посредством таргетного окисления
G4-структур ‒ обнаружение образующихся

Рис. 3. Отжиг ПЦР-продуктов промоторных областей MYC (401 п.н.) и TERT (378 п.н.) в присутствии ПЭГ200 (а) и по-
следующее окисление полученных дцДНК (ds) порфирином ZnP1 (б).

ds

G4

– + – + – + – + ZnP1
ds dsG4 G4
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продуктов. Ранее сайты окисления на коротких
ДНК-дуплексах детектировали по электрофоре-
тической подвижности (в денатурирующих усло-
виях ‒ с 7 М мочевиной) оцДНК, полученных по-
сле кипячения в формамиде [13]. В случае протя-
женной ДНК этот метод не применим вследствие
возникающих затруднений при разделении схо-
жих по длине фрагментов ДНК.

Здесь мы предлагаем использовать метод
удлинения праймера для локализации однони-
тевых разрывов ДНК на участках, потенциально
способных формировать G4-структуры. Для по-
лучения однонитевых разрывов на месте окис-
ленных форм гуанина исследуемые образцы
ДНК подвергали окислению ZnP1 и обрабаты-
вали гликозилазой E. coli Fpg. Используя метод
удлинения праймера, мы картировали позицию
полученных разрывов. Появление модифициро-
ванных оснований гуанина детектировали по
неполному синтезу комплементарной цепи ДНК,
так как ДНК-полимераза останавливается на раз-
рывах в матричной цепи (рис. 4). Сайты остано-
вок ДНК-полимеразы обнаружены только на
предварительно отожженных и облученных об-
разцах. Удлинение праймера на образцах облу-
ченных дуплексов, а также квадруплексных
структурах, не окисленных порфирином, проис-
ходило без обрыва цепи.

Таким образом, обработка промоторных
участков генов MYC и TERT порфирином ZnP1
приводит к модификации ДНК в определенных
местах. Точные сайты разрывов получены соот-
несением длины укороченных продуктов поли-
меразного синтеза к последовательности мат-
ричной нити ДНК. В качестве маркера длин ис-
пользовали электрофореграмму секвенирования
методом Сэнгера. Денситометрический профиль
предварительно отожженной G4-структуры и
остановок ДНК-полимеразы на окисленных об-
разцах дцДНК приведен на рис. 5.

На последовательности промотора гена MYC
ДНК-полимераза останавливалась перед участ-
ками, структура которых была детально изучена
биофизическими методами на однонитевых
фрагментах. Наиболее выраженная остановка
происходила на GG-динуклеотиде, входящем в
3'-последовательность олигонуклеотида pu24,
G4-структура которого в комплексе с порфири-
ном TMPyP4 (PDB ID 2A5R) была исследована
методом ЯМР [20]. В составе этого комплекса
окисляемый динуклеотид находится в противо-
положном квартете от связанной молекулы пор-
фирина. В наблюдаемом нами случае, то есть в
составе двойной спирали, окисление образован-
ной G4-структуры может быть обусловлено боль-
шей доступностью нуклеотидов к растворителю
по сравнению с другими гуанинами, либо отлич-
ным от TMPyP4 сайтом посадки фотосенсибили-

затора ZnP1. Стоит отметить, что фотоокисление
в мутированной последовательности промотора
гена MYC [13], способной образовывать только
одну форму G4, имело специфичность к 5'-нук-
леотидам каждого из четырех участков подряд
идущих гуанинов, образующих G4-структуру.
Мы предполагаем, что наличие нескольких гуа-
ниновых участков вблизи известных G4-структур
может изменять характер сворачивания ДНК при
формировании стабильных однонитевых струк-
тур. Возможно, в природной последовательности
с несколькими перекрывающимися G4-участка-
ми образуются структуры, отличные от изучен-
ных ранее.

В последовательности промотора гена TERT
методом ЯМР изучен только один участок, отме-
ченный на рис. 5 как PQS1 [17], находящийся в

Рис. 4. Продукты удлинения флуоресцентно мечен-
ного праймера на квадруплексных последовательно-
стях в промоторных участках MYC и TERT. Для опре-
деления точных позиций, на которых останавливает-
ся ДНК-полимераза, проводили секвенирование
ДНК методом Сэнгера (первые четыре дорожки).
Электрофорез проводили в 10%-ном ПААГ в денату-
рирующих условиях (7 М мочевина).
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равновесии между параллельной и 3+1 конфор-
мацией G4. R. Monsen и соавт. [16] предложили
модель формирования G4-структур промоторной
последовательности гена TERT. Используя ряд
биофизических методов, авторы показали, что
эти структуры образованы тремя взаимодейству-
ющими друг с другом квадруплексами. При ана-
лизе позиций окисленных форм гуанина в сфор-
мированной G4-структуре выявили, что наиболее
эффективно окисление происходит на 5'-нуклео-
тидах подряд идущих гуанинов, которые входят
в состав последовательности PQS2 (рис. 5). Та-
кая локализация окисленных оснований соот-
ветствует формированию G4-структуры с парал-
лельной ориентацией гуаниновых участков, что
соотносится с предложенной ранее структурой
участка PQS2 из промоторной области гена
TERT [14].

Используя порфирин ZnP1 для окисления гуа-
нинов в составе квадруплексов, мы подтвердили
возможность образования, по крайней мере, од-
ной доступной для окисления G4-структуры ‒
PQS2 ‒ в промоторе гена TERT. Именно эта об-
ласть промотора наиболее подвержена мутациям
C → T или G → A [26], что позволяет предполо-
жить участие окисления G4-структур в появле-
нии мутаций в промоторных областях.

Нами продемонстрирована возможность иден-
тификации G4-структур в протяженной дцДНК

при помощи отжига в присутствии ПЭГ200 и ионов
калия. Впервые показана возможность окисли-
тельного действия порфирина ZnP1 на G4-струк-
туры, образующиеся в участках промоторов генов
MYC и TERT. Методом удлинения праймера опре-
делена локализация окисленных форм гуанина.
Позиции окисленных форм гуанина в промото-
ре гена TERT соответствуют ранее изученным
G4-структурам. В длинных природных последо-
вательностях дцДНК возможно альтернативное
сворачивание G4-структур, вызванное наличи-
ем комплементарной нити и дополнительных
повторов гуанина, что было показано на приме-
ре промотора гена MYC.

Обнаруженные сайты окисления ДНК могут
быть использованы для интерпретации регуля-
торной роли изменения конформации ДНК и вы-
бора альтернативных модельных структур ДНК
при разработке новых фотосенсибилизаторов для
направленного действия на G4-структуры про-
моторов онкогенов.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (проект № 20-14-00332).

Статья не содержит экспериментов, включаю-
щих людей или животных в качестве объектов ис-
следования.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

Рис. 5. Денситометрический профиль позиций, на которых останавливается ДНК-полимераза при удлинении прай-
мера, отнесенный к нуклеотидным последовательностям MYC и TERT. Известные G4-последовательности с подтвер-
жденными структурами квадруплексов [16, 20] показаны черными линиями.
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Oxidative Probing of the G4 DNA Structure by ZnP1 Porphyrin within Sequences 
of MYC and TERT Promotors

G. V. Chashchina1 and D. N. Kaluzhny1, *
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The formation of G4 structures in a DNA double helix competes with the complementary strand, which can
change the equilibrium G4 structures studied on single-strand models by classical structural methods. A re-
levant task is to develop methods for detecting and localizing G4 in extended double-stranded (ds) DNA in
the promoter regions of the genome. The porphyrin derivative ZnP1 selectively binds and leads to photo-in-
duced oxidation of guanine in G4 structures on single-stranded (ss) and dsDNA model systems. In this re-
search, we show the oxidative effect of ZnP1 on native sequences of MYC and TERT oncogene promoters that
potentially capable to form G4 structures. Single strand breaks in the guanine rich sequence caused by ZnP1
oxidation and subsequent cleavage of the DNA strand by Fpg glycosylase were identified and assigned to the
nucleotide sequence. The detected break sites corresponded to sequences potentially capable of forming
G4 structures. New data were obtained on the possibility of folding G4 structures in the presence of a com-
plementary strand in the context of the DNA double helix of the natural sequence.

Keywords: G-quadruplexes, porphyrin, photosensibilisation, DNA oxidation


