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Glu224 на FrlB, докато Pgi His386 съвпада с FrlB His240. Освен това SIS домените на двата 

ензима, всеки от които съдържа Rossmann fold структура от 5 β-листа, заобиколни от -

спирали, почти напълно съвпадат, въпреки цялостната структурна разлика между двата 

ензима. Голямото структурно сходство между каталитичните центрове на Pgi и FrlB 

ензимите може да се обясни с това, че те разпознават един и същи субстрат (Амадори 

продукта -NH-F6P), което пък от своя страна предполага сходни механизми на дегликиране 

на ДНК-NH-F6P (от Pgi) и Lys-NH-F6P (от FrlB). 

13. СРАВНЯВАНЕ НА E. COLI PGI И hPGI С ДНК СВЪРЗВАЩИ И РЕПАРАТИВНИ БЕЛТЪЦИ 

Потърсихме подобие между E. coli Pgi и известни ДНК свързващи и репаративни 

ензими в базата данни REPAIRtoire на лабораторията по биоинформатика и белтъчно 

инженерство (LBPE) към международния институт по молекулярна и клетъчна биология 

(IIMCB) (Варшава, Полша) (Milanowska et al., 2010). Като използвахме HHsearch модела 

(Hidden Markov Model), включващ вторичните белтъчни структури, в тази база данни 

открихме няколко белтъка, показващи над 25% хомология с E. coli Pgi.  

Почти всички белтъци, хомоложни на фосфоглюкозоизомеразата, се оказаха ДНК 

гликозилази, които поправят модифицирани бази. В проведения от нас ChIP-LC/MS 

експеримент с ракови клетки, един от белтъците, които имунопреципитираха с анти-hPGI 

антитялото, беше гликолитичният ензим GAPDH. Литературни данни показват, че най-

вероятно C-краят на GAPDH образува комплекс с PGI и друг гликолитичен ензим – пируват 

киназа М2 (PKM 2) (Das et al., 2016) - всичките с ядрена локализация. Подобно на PGI, 

GAPDH изпълнява множество функции в клетката, сред които ролята на урацилгликозилаза 

от BER системата за поправка на ДНК. Взаимодействието на GAPDH с нуклеинови 

киселини e опосредствано от NAD(P)/ДНК свързващ домен. В този случай  NAD(P) действа 

като конкурентен инхибитор на GAPDH при свързването ѝ с ДНК (Meyer-Siegler et al., 

1991). Сравняването на пространствените PDB структури на човешките PGI (1JLH, синьо) 

и GAPDH (P1U8F, кафяво) (Фиг. 15А) с алгоритъма jFATCAT показа значително 

пространствено припокриване на двата ензима в областта на NAD(P)/ДНК свързващия 

домен от hGAPDH (4-173AK) и SIS1 субстрат свързващия домен от hPGI (121-283AK). 
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Интересно за нас беше, че в базата данни REPAIRtoire на LBPE (IIMCB) анализът на 

изоформа 3 на hPGI с най-дългата аминокиселинна последователност от 597 АК и силен 

NLS, освен с част от гореописаните ДНК-свързващи белтъци, показа висока степен на 

хомология (58% (срещу Pfam база данни)) с ogt-кодирaната метилгуанин-метилтрансфераза 

на E. coli (MGMT, Uniprot P0AFH0) – същински репаративен ензим, който директно 

поправя O6-метилгуанинови лезии в ДНК като прехвърля метилната група от О6 позицията 

в гуанина върху собствен цистеинов остатък и по този начин възстановява гуаниновата база 

(Takano et al., 1991).  Сравняването на 3D структурите на SIS1 домена на човешката hPGI 

(123-286AK) и ДНК свързващия домен на MGMT (96-173АK) показа по-ниска идентичност 

(7%), но добро пространствено припокриване (RMSD, 2.94 Å) в тези участъци (Фиг. 15B). 

На Фиг. 15С са подравнени едновременно и трите структури. Представените 

биоинформатични анализи показват, че пространствената структура на hPGI  SIS1 домена 

е сходна с тази на ДНК-свързващи участъци в репаративни ензими, което подсказва, че най-

вероятно SIS1 домена отговаря за свързването на изомеразата с ДНК в качеството ѝ на ДНК 

дегликаза.  

 

(A) SIS1 домена на hPGI (1JLH, кафяво) с ДНК-свързващия домен на hGAPDH (1U8F, синьо), (B) 

SIS1 домена на hPGI (1JLH, кафяво) с ДНК-свързващия домен на hMGMT(1EH6, зелено) и (С) на 

трите структури едновременно. Над пространствените структури в лилаво са показани 

аминокиселинните участъци, в които трите ензима са хомоложни.  

  

A    B         C   
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14. МОЛЕКУЛЕН ДОКИНГ IN SILICO  

В търсенето на аргументи в подкрепа на предложения от нас механизъм за ДНК 

дегликиращо действие на PGI проведохме молекулен докинг in silico. Най-напред 

анализирахме субстрата ДНК-NН-F6P за физическа възможност да се вмести в активния 

център на ензима, за което използвахме програмата FlexiDock на пакета за молекулно 

моделиране Sybyl. За целите на този анализ ни беше необходима кристалографска 

структура на PGI в комплекс с F6P като естествен субстрат на ензима. Поради липса на 

подобни данни за E. coli Pgi и hPGI използвахме заешка rPGI (1HOX PDB) (Lee et al., 2001), 

което е допустимо поради високата консервативност на ензима, демонстрирана в нашите 

изследвания. Тъй като гуаниновата (G) база е най-честата мишена за гликиране в ДНК, 

проведохме докинг с 9-метилгуанин (9mG), модифициран с F6P, присъединен към 

екзоцикличната му NH2-група (9mG-NH-F6P). Проведохме още контролни докинг 

експериментни (не са представени) с F6P (отворена и циклична форма), G6P (отворена и 

циклична форма), както и с 9mG-рибонуклеозидмонофосфат. 

Структурата на двойната ДНК спирала се поддържа от водородни връзки, в които 

участват екзоцикличните NH2-групи на азотните бази А, G и С, които същевременно са и 

мишени за гликиране. Тези връзки понякога се разрушават естествено в резултат от 

„дишането“ на двойната спирала (спонтанно и локално временно разрушаване на 

 

В 

(A) модифициран с F6P и  

(В) молекулна повърхност на rPGI хомодимер, свързал ДНК с „изтръгнатия“-G-NH-F6P остатък. В 

панел В в кафяво и синьо са обозначени съответно областите с положителен и отрицателен 

електростатичен потенциал върху rPGI, където интензитетът на оцветяването корелира с големината 

на потенциала.   

А 
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водородните връзки), както и в резултат от различни модификации на базите. В резултат от 

това разрушаване на водородните връзки базата се изтръгва от вътрешността на двойната 

спирала (base-flipping), което се използва от редица ДНК-репаративни ензими, в т. ч. и от 

ДНК-гликозилазите, за разпознаване на модифицираните бази и тяхната поправка. Както 

показаха нашите биоинформатични изследвания, ДНК-гликозилазите са сред ензимите, 

показали най-голямо структурно подобие с бактериалната и човешка 

фосфоглюкозоизомерази. Логично е да предположим, че образуването на Амадори 

продукта -NH-F6P в гликираната ДНК също води до локално разрушаване на водородни 

връзки в двойната спирала в резултат от „внедряването“ на F6P-остатъка между 

гликираната база и нейния комплементарен партньор. Това от своя страна би довело до 

base-flipping на модифицираната база от вътрешността на двойната спирала и до 

деформация на нейната структура. Тези наши разсъждения станаха причина да моделираме 

структурата на двойноверижен ДНК олигонуклеотид (20-мер) със случайна нуклеотидна 

последователност и единичен „изтръгнат“ от двойната спирала G-остатък, модифициран с 

F6P (Фиг. 16А). 

Така получената структура на гликирания ДНК олигонуклеотид беше използвана 

като лиганд за rPGI в следващ докинг експеримент, резултатът от който е показан на Фиг. 

16В. Вижда се, че олигонуклеотидът с „изтръгнатата“ модифицирана база се свързва с 

повърхността на rPGI в област, която е с висок положителен електростатичен потенциал, 

което е очаквано предвид отрицателния заряд на ДНК. Областта на свързване на rPGI с ДНК 

е на границата между двете субединици на ензима, където е добре известно, че се формира 

неговият активен център.  

15. МОЛЕКУЛНА ДИНАМИКА 

При естествените условия в клетката фосфоглюкозоизомеразата, която се 

транспортира от цитоплазмата в ядрото, трябва да се доближи до ДНК и самостоятелно или 

в комплекс с други белтъци да се свърже с нея и да осъществи своята репаративна функция. 

При това разполагането на F6P-остатъкът от ДНК-NH-F6P в каталитичния център на ензима 

трябва да е идентично или близко до това на свободния F6P, за да може да протече 

изомеризацията на кетоамина ДНК-NH-F6P до алдимина ДНК-N=G6P, съгласно 

предложения от нас модел за дегикиращия механизъм на PGI. Представените в предходната 
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точка резултати от докинг експериментите показаха, че ДНК-NH-F6P може да се свърже 

здраво с rPGI в областта на положително заредена бразда в ензима, обхващаща входа на 

каталитичната кухина, при което ДНК спиралата частично се разплита в A-T участъци. 

Освен това е принципно възможно F6P-остатъкът да се акомодира в активния център на 

ензима и позицията му да се стабилизира чрез образуването на водородни връзки. За 

изследване на всички тези процеси в динамика проведохме молекулно моделиране и 

молекулно-динамични (МД) симулации, като трябва да отбележим, че до момента в 

литературата липсват молекулни структури на комплекси между фосфоглюкозоизомераза 

и ДНК (нативна или гликирана).   

Най-напред симулирахме процеса на изтръгване на гликираната база от ДНК, който 

процес в реално време в клетката би трябвало да протича в момента на свързване на 

гликиращата захар с базата. На Фиг. 17 е представена Нютонова МД-симулация, проведена 

с двойноверижен 25-мер ДНК олигонуклеотид с централно разположен близо до малката 

бразда гликиран гуанинов остатък.  

От фигурата се вижда, че в рамките на 50 ns гликираната база се изтръгва от 

вътрешността на двойната спирала. В присъствие на rPGI, процесът е по-силно изразен, 

което води до отдалечаване на модифицираната база и респ. на F6P-остатъка от скелета на 

ДНК. В резултат на това се наблюдава значително деформиране на двойната спирала, 

очертана със светло кафява линия на Фиг. 17. Такива ДНК конформации са описани за 

кристални ДНК комплекси с BER-репаративни ензими (Maiti et al., 2011; Adhikary et al., 

2013). 

В следващата стъпка от нашите МД-анализи симулирахме молекулните събития, 

които настъпват след приближаването на изтръгнатата модифицирана база до ензимната 

; модифициран G-остатък (червено); F6P -остатък (зелено); ДНК 

(синьо) 

ДНК-NH-F6P В НАЧАЛОТО  ДНК-NH-F6P СЛЕД 50 NS МД 

 

ДНК-NH-F6P СЛЕД 50 NS МД    

ДО PGI 
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повърхност. За изследване на взаимодействието между rPGI и гликираната ДНК-NH-F6P 

проведохме още насочена молекулна динамика (метадинамика) в начални условия, при 

които модифицираната 25-мерна ДНК(G)-NH-F6P е обърната към кухината за свързване на 

лиганда пред положително заредената бразда в rPGI на разстояние > 20 Å. Симулацията 

беше проведена за 600 ns със заснемания на всеки 50 ns (линк към симулацията:  

https://drive.google.com/file/d/1a_10xdQY_NOXnhhofDmIpCAYRZ-cuSrL/view?usp=sharing). 

 На Фиг. 18А е представен комплекса между гликираната ДНК и ензима в края на 

симулацията (~600 ns). На фигурата се вижда как две от -спиралите на ензима се внедряват 

в малката бразда на ДНК. Наблюдава се слаба деформация на пространствената структура 

на ензима, докато ДНК спиралата се разплита и деформира значително. На Фиг. 18В е 

показано разполагането в каталитичния център на ензима на естествения му субстрат F6P и 

на гликирания гуанинов остатък (-G-NH-F6P), изтръгнат от двойната спирала, в края на 

MD-симулацията. Наблюдава се сравнително добро припокриване на F6P в свободна форма 

с F6P-остатъка, свързан с G-базата (RMSD ~ 5.5 Å). 

Определянето на окончателните (най-правдоподобни) ориентации както на G-F6P 

лиганда спрямо каталитичния център на ензима, така и на модифицирана (или не) ДНК 

спрямо повърхността на rPGI са в процес на продължаващи симулации. Очакваме 

(А) Разполагане на ДНК(G)-NH-F6P в активния център на rPGI – -спирали (виолетово), -листове 

(жълто), ДНК (циан), G-база (зелено), F6P-остатък (червено);  

(В) Близък фокус на комплекс rPGI-ДНК(G)-NH-F6P в края на симулацията, където повърхността 

на кухината за свързване на лигандите е оцветена съгласно електростатичния потенциал, ДНК 

(циан), G-база (зелено), F6P-остатък (червено), F6P (жълто) 

 

 

В А 

https://drive.google.com/file/d/1a_10xdQY_NOXnhhofDmIpCAYRZ-cuSrL/view?usp=sharing
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резултатите от тези структурни изследвания да допринесат за изясняване както на 

каталитичната реакция на дегликиране на ДНК, така и на вида взаимодействие между ДНК 

и rPGI (специфично или не). 

16.  ДНК ДЕГЛИКИРАЩ МЕХАНИЗЪМ НА ФОСФОГЛЮКОЗОИЗОМЕРАЗАТА 

Получените от нас резултати в този дисертационен труд задълбочават представата 

ни за мултифункционалността на фосфоглюкозоизомеразата, добавяйки към известните 

активности на ензима още една - на ДНК-дегликаза (амадориаза). Спецификите на тази 

функция и нейните кинетичните параметри се открояват най-добре при сравняването им с 

тези на ензима като изомераза. За по-голяма нагледност тези параметри на E. coli Pgi са 

сравнени в следващата Таблица 3. 

ТАБЛИЦА 3. КИНЕТИЧНИ ПАРАМЕТРИ НА E. COLI PGI СЪС СУБСТРАТИ F6P И ДНК-NH-F6P 

КОНСТАНТА СУБСТРАТ МЕРНА ЕДИНИЦА 

F6P ДНК-NН-F6P 

KM 0.1 0.2 mM 

KCAT 242.0 52.5 s-1 

KCAT/KM 2.0106 0.3106 M-1s-1 

Константата за каталитичната ефективност Kcat/Km отразява едновременно скоростта 

на превръщане на субстрата в продукт(и) (Kcat) и афинитета на ензима към субстрата (Km) 

като по този начин позволява да се сравнят двете ензимни активности на E. coli Pgi – като 

изомераза и дегликаза. При това сравняване се вижда, че в качеството си на изомераза 

ензимът е 6.7 (7) пъти по-ефективен, отколкото като ДНК-дегликаза, което се дължи 

основно на около пет пъти по-високата му каталитична константа. Реакцията на 

дегликиране на ДНК-NH-F6P е от първи порядък, от което следва, че по-високата Km на Pgi 

със субстрат ДНК-NH-F6P свидетелства за неговата по-ниска константа на дисоциация (kd) 

и респ. за по-здраво свързване с ензима, което би могло да обясни и по-ниската му 

каталитична константа. Резултатите с PGI инхибитора еритрозо-4-фосфат в 1 mM 

концентрация, показаха почти пълно потискане на  дегликирането на 50 M ДНК-NH-F6P, 

което подсказва, че изомеразната и дегликазна активности на ензима са тясно свързани. На 

тази основа изградихме и своя модел за механизма на ДНК-NH-F6P дегликиращо действие 

на фосфоглюкозоизомеразата (Фиг. 19). Реакцията на изомеризация на G6P до F6P под 
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действието на ензима е обратима с равновесна константа за E. coli Pgi keq, 0.3 и за hPGI keq, 

0.41. Тези стойности на keq показват, че в изолирани условия (in vitro) реакцията протича с 

предпочитание в обратната посока на тази в гликолитичната верига, т. е. изомеризация на 

F6P до G6P. Ето защо ние предполагаме, че като ДНК-NH-F6P дегликаза ензимът 

катализира протичането на ранния етап от реакцията на гликиране в обратна посока – т. е. 

превръщането на Амадори продуктите (ДНК-NH-F6P) в Шифови бази (ДНК=N-F6P) и 

хидролизата на последните до G6P и ДНК-NH2, освободена от захарната модификация. 

Дегликиращата активност на фосфоглюкозоизомеразата, която представяме тук, е 

много сходна с тази на бактериалните (E. coli и S. enterica) FrlB дегликази (Wiame et al., 

2002; Kovvali et al., 2023), които катализират отстраняването на същия Амадори продукт (-

NH-F6P) от N-аминогрупата на лизина. Нашите биоинформатични анализи демонстрираха 

наличието на обширни консервативни области в първичните структури на трите ензима (E. 

coli Pgi, E. coli FrlB и S. enterica FrlB) и сходство в тяхната доменна организация, което е в 

подкрепа на предложения от нас модел за дегликиращия механизъм на 

фосфоглюкозоизомеразата. 
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17. ЗАКЛЮЧНИЕ 

Тази дисертация показва, че Майяровата реакция, открита преди повече от век, 

продължава да бъде актуална и днес, при това в светлината на такива фундаментални 

биологични процеси като увреждане и поправка на ДНК. Изследванията на ефектите от 

Майяровата реакция върху ДНК в т. ч. на механизмите за поправка на гликирана ДНК 

значително изостават от тези върху белтъчното гликиране и неговите физиологични 

последици. Данните за механизмите на поправка на ДНК, модифицирана с продукти на 

гликиране, са оскъдни и ограничени основно до поправката на ДНК, съдържаща крайни 

продукти на напредналото гликиране (AGEs). Това изследване е първото, което докладва 

механизъм за поправка на ранни (Амадори) продукти в ДНК, които са предшественици за 

формирането на AGEs. Изследванията ни започнаха с наблюдението, че тотални лизати от 

чревната бактерия E. coli са в състояние да катализират отстраняването на конкретен 

Амадори продукт (фруктозо-6-фосфатен остатък) от ДНК.  

Цел на дисертацията беше да се идентифицира носителят на наблюдаваната ДНК-

амадориазна активност в тази комплексна смес от бактериални белтъци. Бяхме не малко 

изненадани, когато първоначалните изследвания ни насочиха към ензима 

фосфоглюкозоизомераза - добре известен и охарактеризиран ензим с роля в такъв 

фундаментален биологичен процес като гликолизата. Кратък преглед на литературата обаче 

ни обнадежди, тъй като стана ясно, че фосфоглюкозоизомеразата е мултифункционален 

ензим, който изпълнява редица други, при това не само ензимни, но и неензимни функции.  

Представените в тази дисертация изследвания добавят още една към известните 

досега функции на ензима фосфоглюкозоизомераза – функцията му на ДНК-дегликаза и по-

конкретно на ДНК-амадориаза или на ДНК репаративен ензим от системата за съвършена 

(error-free) поправка на ДНК. Тази функция не е различна, а тясно обвързана с автентичната 

изомеразна активност на ензима, която е консервативна и се проявява по сходен начин в 

различните организми. Това ни дава основание да смятаме, че фосфоглюкозоизомеразата 

изпълнява функцията на ДНК-амадориаза във всичките три домена на живота - археи, 

бактерии и еукариоти. Освен това, изследването привежда поредния пример за икономична 

и целесъобразна организация на процесите в живата клетка, където чрез един ензимен акт, 

осъществяван от мултифункционален белтък, едновременно се поправя ДНК и се 

възстановява енергиен ресурс (G6P) в клетката.   
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18. ИЗВОДИ 

1. Гликолитичният ензим фосфоглюкозоизомераза на E. coli (Pgi) и човек (hPGI) проявява 

ДНК-NH-F6P дегликираща активност. 

2. Каталитичната ефективност на E. coli Pgi като дегликаза е около седем пъти по-ниска от 

ефективността ѝ на изомераза, което се дължи основно на по-ниската каталитична 

константа на ензима. 

3. Щам на E. coli с делетиран pgi ген мутира с по-висока честота към рифампицинова 

устойчивост, отколкото щам с функционален pgi ген. 

4. Изоформи 1 и 3 на hPGI притежават сигнал за ядрена локализация. 

5. Каталитичните центрове на E. coli Pgi и FrlB дегликазата на S. еnterica са пространствено 

идентични. 

6. Субстрат-свързващият домен на hPGI е структурно подобен с ДНК-свързващите домени 

на репаративните ензими hMGMT и hGAPDH. 

7. F6P-остатъкът на моделна гликирана ДНК се акомодира в каталитичния център на 

заешка PGI като след 600 ns симулация припокрива позицията на свободния F6P с 

RMSD 5.5 Å. 

19. ПРИНОСИ 

Оригинални приноси 

1. Открита е неизвестна до сега активност на гликолитичния ензим 

фосфоглюкозоизомераза. 

2. Описана е първата ДНК-дегликаза с амадориазна активност и изомеризиращ механизъм 

на действие. 

3. Показано е наличието на сигнал за ядрена локализация в две от изоформите на 

човешката фосфоглюкозоизомераза. 

4. Направена е първата молекулно-динамична симулация на взаимодействието между 

гликолитичния ензим фосфоглюкозоизомераза и гликирана ДНК. 

Принос с потвърдителен характер 

1. Потвърдена е ядрената локализация на гликолитичния ензим фосфоглюкозоизомераза 

в човешки клетки. 
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