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Апурин�апиримидиновые (АП) эндонуклеазы – ключевые ферменты пути эксцизионной репарации осно�
ваний ДНК, гидролизующие фосфодиэфирную связь АП�сайта, который образуется после удаления пов�
реждённого основания. Основная АП�эндонуклеаза человека APEX1, помимо этого, проявляет 3′�фосфо�
диэстеразную и 3′→5′�экзонуклеазную активности. Биологические функции последней не выяснены;
предполагается, что она может корректировать ошибки репаративного синтеза ДНК. При повреждении
ДНК с 3′�стороны вблизи 5�метилцитозина (mC) проявление 3′→5′�экзонуклеазной активности может вы�
зывать изменение статуса эпигенетического метилирования CpG�динуклеотидов. Остаётся открытым воп�
рос: вносит ли 3′→5′�экзонуклеазная активность APEX1 вклад в процесс активного эпигенетического де�
метилирования или, напротив, она лимитирована в метилированных CpG�динуклеотидах для сохранения
эпигенетического статуса при репарации случайных повреждений ДНК. В работе впервые систематически
исследована эффективность удаления ферментом APEX1 3′�концевых нуклеотидов из субстратов, пред�
ставляющих собой интермедиаты репарации ДНК в CpG�динуклеотидах. Показано, что во всех интерме�
диатах олигонуклеотиды с некомплементарными матрице основаниями на 3′�конце представляют собой
наилучшие, а с mC – наихудший субстрат для проявления 3′→5′�экзонуклеазной активности APEX1. На�
личие mC в комплементарной цепи значительно снижает константу скорости реакции даже для некомпле�
ментарных 3′�концевых звеньев. Таким образом, эффективность 3′→5′�экзонуклеазной реакции, катали�
зируемой APEX1, ограничена в метилированных CpG�динуклеотидах, что, вероятно, связано с необходи�
мостью поддержания эпигенетического статуса при репарации.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: повреждение ДНК, репарация ДНК, эпигенетическое деметилирование, АП�эндо�
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ВЛИЯНИЕ МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК НА 3′′→→5′′�ЭКЗОНУКЛЕАЗНУЮ
АКТИВНОСТЬ ОСНОВНОЙ АПУРИН�АПИРИМИДИНОВОЙ

ЭНДОНУКЛЕАЗЫ ЧЕЛОВЕКА APEX1
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ВВЕДЕНИЕ

Спонтанный гидролиз и реакции с активны�
ми формами кислорода входят в число основ�
ных причин повреждения ДНК в клетках чело�
века [1, 2]. Они приводят к появлению в ДНК
широкого круга повреждённых нуклеотидов,
которые обладают высоким цитотоксичным и
промутагенным потенциалом и исправляются

по механизму эксцизионной репарации основа�
ний (ЭРО) [1]. Этот процесс инициируется раз�
личными ДНК�N�гликозилазами, которые мо�
гут либо катализировать гидролиз N�гликозид�
ной связи между повреждённым основанием и
остатком дезоксирибозы, либо дополнительно
вносить одноцепочечный разрыв в ДНК по ме�
ханизму β� или β,δ�элиминирования [1, 3]. Об�
разующиеся при этом апурин�апиримидиновые
сайты (АП�сайты) или 3′�концевые α,β�ненасы�
щенные альдегиды служат субстратами для АП�
эндонуклеаз, которые гидролизуют их 5′�фос�
фодиэфирную связь [1]. Процесс ЭРО далее
протекает с участием ДНК�полимераз и ДНК�
лигаз, которые восстанавливают каноническую
структуру ДНК. Кроме борьбы с повреждения�
ми ДНК, ЭРО лежит в основе процесса актив�
ного эпигенетического деметилирования, кото�
рое у человека запускается направленным и

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АП – апурин�апиримиди�
новый(ая); ОДН – олигодезоксирибонуклеотид; ЭРО –
эксцизионная репарация оснований; APEX1 – апурин�
апиримидиновая эндо/экзонуклеаза 1; dmCMP – 5�ме�
тилцитозин�2′�дезоксирибомонофосфат; F – 2�(гидрок�
симетил)тетрагидрофуранол�3; mC – 5�метилцитозин;
OGG1 – 8�оксогуанин�ДНК�гликозилаза 1; oxoG – 8�ок�
согуанин; TET – белки семейства Ten–Eleven Transloca�
tion.

* Адресат для корреспонденции.
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контролируемым диоксигеназами семейства
TET (Ten–Eleven Translocation) окислением 5�
метилцитозина (mC) с дальнейшим удалением
продуктов окисления из ДНК [4, 5] (рис. 1, а).

Основная АП�эндонуклеаза человека – бе�
лок APEX1 – помимо собственно АП�эндонук�
леазной и 3′�фосфодиэстеразной активностей,
обладает 3′→5′�экзонуклеазной активностью
[6–8]. Поскольку она преимущественно удаляет
нуклеотиды в составе неканонических пар, вы�
сказывалось предположение, что одна из функ�
ций этой активности состоит в коррекции оши�
бок ДНК�полимераз при репликативном или
репаративном синтезе ДНК [6]. Однако счита�
ется, что у человека корректирующие функции
при репликации выполняют 3′→5′�экзонуклеа�
зы TREX1 и TREX2 [9], а кроме того, ДНК�по�
лимеразы δ и ε сами обладают способностью
корректировать ошибки [10]. Гораздо больше
оснований полагать, что APEX1 может прояв�
лять 3′→5′�экзонуклеазную активность в хо�
де ЭРО; продукты экзонуклеазной реакции час�
то наблюдают в реконструированных систе�
мах ЭРО, включающих ДНК�гликозилазы,
APEX1, ДНК�полимеразу β и ДНК�лига�
зу [11–14]. С другой стороны, экзонуклеазная
активность APEX1 ингибируется образующимся
при репарации 5′�концевым остатком 2′�дезок�
сирибо�5′�фосфата [15]. Поэтому возможные
функции фермента APEX1 как экзонуклеазы
при репарации ДНК остаются неясными.

Недавно было достаточно неожиданно обна�
ружено, что 8�оксогуанин (oxoG), одно из са�
мых распространённых окисленных основа�
ний ДНК, служит ключевым элементом актива�
ции генов факторами транскрипции ERα [16],

c�Myc [17], RARα [18] и Hif�1α [19]. Показано,
что факторы транскрипции связываются с сай�
тами�мишенями и привлекают деметилазу гис�
тонов LSD1, которая в ходе окислительного де�
метилирования форм гистонов H3K4me2
и H3K9me2 производит в качестве одного из
продуктов H2O2, вызывающую окисление осно�
вания гуанина в непосредственной близости от
места своего возникновения. Получившиеся ос�
нования oxoG удаляются из ДНК системой ЭРО
с участием ДНК�гликозилазы OGG1 и APEX1,
что каким�то образом приводит к активации
транскрипции. Высказывалось предположение,
что активирующим фактором служат возникаю�
щие в ходе репарации одноцепочечные разрывы
ДНК, вызывающие релаксацию хроматина. Од�
нако в других системах разрывы при репарации
oxoG в промоторах ингибируют инициацию
транскрипции [20, 21]. Кроме того, показано,
что одноцепочечные разрывы могут служить и
«точкой входа» для экзонуклеаз либо геликаз и
эндонуклеаз, которые гидролизуют более протя�
жённые участки цепи ДНК и могут вызывать де�
метилирование на значительных расстояниях от
места разрыва (рис. 1, б) [22, 23]. Преимущество
такого механизма для быстрой активации генов
связано с возможностью удаления многих ос�
татков mC за один раз. Однако до сих пор не бы�
ла исследована потенциальная возможность
эпигенетического деметилирования, связанная
с репарацией oxoG в метилированных CpG�ди�
нуклеотидах за счёт 3′→5′�экзонуклеазной ак�
тивности APEX1 (рис. 1, в). С одной стороны,
такой процесс мог бы служить дополнительным
механизмом локального активного деметилиро�
вания при контролируемом повреждении ДНК.
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Рис. 1. Возможные пути активного деметилирования ДНК в клетках человека. Канонический путь активного деметили�
рования (а): направленное регулируемое повреждение 5�метилцитозина диоксигеназами TET (i) и удаление этого пов�
реждения системой ЭРО (ii). Альтернативный путь (б): повреждение ДНК на некотором расстоянии от сайта метилиро�
вания (iii), внесение разрыва в этом месте при репарации (iv) и деградация участка ДНК экзонуклеазами (v). OxoG�за�
висимый путь (в): окисление гуанина в метилированном CpG�динуклеотиде (vi), удаление oxoG системой ЭРО (vii) и со�
путствующий процессинг разрыва 3′→5′�экзонуклеазной активностью фермента APEX1 (viii). Условные обозначения:
M – 5�метилцитозин, X – поврежденное основание, G* – 8�оксогуанин, сегментированный круг – фермент, обладаю�
щий экзонуклеазной активностью
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С другой стороны, удаление mC в ходе экзонук�
леазной реакции при случайном ненаправлен�
ном повреждении ДНК внутри или в непосред�
ственной близости от CpG�сайтов изменяет ста�
тус метилирования, что даже при деметилирова�
нии единичных сайтов может иметь послед�
ствия для экспрессии генов за счёт изменения
связывания регуляторных белков [24, 25] и сме�
щения динамического равновесия между мети�
лированием и деметилированием ДНК [26, 27].

В настоящем исследовании впервые прове�
дён сравнительный анализ кинетики удаления
ферментом APEX1 канонических dNMP и
5�метилцитозин�2′�дезоксирибомонофосфата
(dmCMP) с 3′�конца олигонуклеотидов в соста�
ве конструкций, моделирующих продукты ЭРО
в CpG�динуклеотидах, где комплементарная
цепь содержит либо не содержит mC. Показано,
что dmCMP хуже всего процессируется 3′→5′�
экзонуклеазной активностью APEX1. Таким об�
разом, система ЭРО, вероятно, оптимизирована
для сохранения статуса метилирования при ре�
парации случайных повреждений ДНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Олигонуклеотиды и белки. Олигодезоксири�
бонуклеотиды (ОДН), использованные в рабо�
те, синтезировали в лаборатории биомедицинс�
кой химии ИХБФМ СО РАН с использованием
коммерчески доступных амидофосфитов («Glen
Research», США). Последовательности ОДН
приведены в таблице. Все ОДН подвергали
очистке с помощью обращённо�фазовой жидко�
стной хроматографии высокого давления на ко�
лонке LiChrosorb RP�18 («Merck», США), а за�
тем с помощью электрофореза в полиакрила�
мидном геле. После обессоливания обращённо�
фазовой хроматографией на сорбенте С18

NenSorb ОДН при необходимости метили по 5′�
концу с использованием [γ�32P]ATP и полинук�
леотидкиназы бактериофага T4 («Биосан», Рос�
сия) и отжигали с необходимыми комплемен�
тарными цепями. Белок APEX1 человека выде�
ляли в рекомбинантном виде, как описано ра�
нее [28].

Условия определения экзонуклеазной актив�
ности белка APEX1. Реакцию проводили в объё�
ме 60 мкл в буфере, содержащем 20 мМ HEPES�
NaOH (pH 6,8), 50 мМ KCl, 1 мМ MgCl2,
1 мМ дитиотреитол, 4 нМ APEX1 и 20 нМ ОДН�
субстрат. Реакционную смесь инкубировали в
течение 1–20 мин при 37 °С, отбирая аликво�
ты (10 мкл), которые смешивали с 5 мкл раство�
ра 20 мМ ЭДТА, 0,1%�ного ксиленцианола,
0,1%�ного бромфенолового синего в формами�

де и прогревали при 95 °С в течение 5 мин. Про�
дукты реакции анализировали электрофорезом
в 20%�ном полиакриламидном геле, содержа�
щем 7,2 М мочевину, визуализировали при по�
мощи радиолюминесцентного сканера Typhoon
FLA 9500 Imager («GE Healthcare», США) и об�
считывали с использованием программы Quantity
One v4.6.8 («Bio�Rad Laboratories», США).

Ферментативная кинетика. Для определения
параметров стационарной кинетики экзонукле�
азной реакции, катализируемой фермен�
том APEX1, реакцию проводили в объёме
10 мкл в описанном выше реакционном буфере
в течение 5 мин при 37 °С. Концентрации
субстрата составляли 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 и
100 нМ. Были подобраны такие концентрации
фермента и время реакции, при которых рас�
щепление субстрата не превышало 10–30%,
чтобы зависимость накопления продукта от
времени была близка к линейной. В большин�
стве случаев использовали концентрации фер�
мента 0,5–1 нМ, что ниже минимальной концен�
трации субстрата, и лишь для наихудших
субстратов концентрацию фермента повышали
до 2–4 нМ. Реакцию останавливали и анализи�
ровали её продукты, как описано выше; для
удобства обсчёта на гель наносили объёмы ре�
акционной смеси, содержащие одинаковое ко�
личество радиоактивности. Полученные экспе�
риментальные данные описывали уравнением
Михаэлиса–Ментен, параметры уравнения оп�
ределяли из данных 3–5 независимых экспери�
ментов нелинейной регрессией гиперболичес�
кой функции v0 = kcat[E]0[S]0/(KM+[S]0) в прог�
рамме SigmaPlot v9.0 («SPSS Inc.», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Дизайн ДНК�субстратов. Поскольку 3′→5′�
экзонуклеазная активность фермента APEX1
проявляется в ходе ЭРО [11–14], для её система�
тического исследования были сконструированы
субстраты, имитирующие некоторые интерме�
диаты этого процесса. При этом представляло
интерес сравнить экзонуклеазную активность
для ДНК�субстратов, в которых комплементар�
ная цепь содержит или не содержит mC. В связи
с этим были разработаны 4 серии субстратов,
каждая из которых включала две группы, разли�
чающиеся наличием C либо mC в составе CpG�
динуклеотида в комплементарной цепи (табли�
ца). Субстраты серии 1 (субстраты 1.1.1–1.1.5;
1.2.1–1.2.5) представляли собой двуцепочеч�
ные ОДН с выступающим 5′�одноцепочечным
участком («праймер–матрица»), традиционно
используемые для изучения активности 3′→5′�
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экзонуклеаз. Субстраты серии 2 (2.1.1–2.1.5;
2.2.1–2.2.5) содержали разрыв с 3′�стороны от
удаляемого дезоксинуклеотида. Субстраты се�
рии 3 (3.1.1–3.1.5; 3.2.1–3.2.5) также содержали
разрыв, при этом на 5′�конце примыкающего к
разрыву ОДН содержался остаток 2�(гидрокси�
метил)тетрагидрофуранола�3 (F) – аналога 2′�
дезоксирибозы, не подверженного β�элимини�
рованию, и потому гораздо более стабильного в
физиологических условиях по сравнению с АП�
сайтом; этот модифицированный нуклеотид
часто применяется в исследованиях мутагенеза

и репарации ДНК [29, 30]. Субстраты такого
строения моделируют структуру интермедиата
репарации, образующегося после действия мо�
нофункциональной ДНК�гликозилазы и АП�
эндонуклеазы. Остаток F не содержал 5′�конце�
вой фосфатной группы, которая заметно снижа�
ет 3′→5′�экзонуклеазную активность APEX1
[15]. Наконец, субстраты серии 4 (субстраты
4.1.1–4.1.5; 4.2.1–4.2.5) содержали однонуклео�
зидную брешь с 3′�стороны от удаляемого де�
зоксинуклеотида; они служат моделью интерме�
диата репарации, образующегося после β�эли�

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  1  2022

6

X = C

1.1.1. N = C

1.1.2. N = T

1.1.3. N = A

1.1.4. N = G

1.1.5. N = M

X = C

2.1.1. N = C

2.1.2. N = T

2.1.3. N = A

2.1.4. N = G

2.1.5. N = M

X = C

3.1.1. N = C

3.1.2. N = T

3.1.3. N = A

3.1.4. N = G

3.1.5. N = M

X = C

4.1.1. N = C

4.1.2. N = T

4.1.3. N = A

4.1.4. N = G

4.1.5. N = M

Структуры олигонуклеотидных субстратов, использованных в работе

Структура субстрата**, ***

GGTACAATTCGAGTGAGAN
CCATGTATAGCTCACTCTGXAGTTCAACCCGAATGAGTCC

GGTACAATTCGAGTGAGAN GTCAAGTTGGGCTTACTCAGG

CCATGTATAGCTCACTCTG~XAGTTCAACCCGAATGAGTCC

GGTACAATTCGAGTGAGAN FTCAAGTTGGGCTTACTCAGG

CCATGTATAGCTCACTCTG~XAGTTCAACCCGAATGAGTCC

GGTACAATTCGAGTGAGAN TCAAGTTGGGCTTACTCAGG

CCATGTATAGCTCACTCTGXAGTTCAACCCGAATGAGTCC

X = M

1.2.1. N = C

1.2.2. N = T

1.2.3. N = A

1.2.4. N = G

1.2.5. N = M

X = M

2.2.1. N = C

2.2.2. N = T

2.2.3. N = A

2.2.4. N = G

2.2.5. N = M

X = M

3.2.1. N = C

3.2.2. N = T

3.2.3. N = A

3.2.4. N = G

3.2.5. N = M

X = M

4.2.1. N = C

4.2.2. N = T

4.2.3. N = A

4.2.4. N = G

4.2.5. N = M

Праймер–матрица (серия 1)

Одноцепочечный разрыв (серия 2)

Одноцепочечный разрыв при 5′�концевом АП�сайте (продукт АП�эндонуклеазной реакции) (серия 3)

Однонуклеотидная брешь (серия 4)

Примечание. * M – 5�метилцитозин; ** F – 2�(гидроксиметил)тетрагидрофуранол�3.
*** Верхняя цепь записана в направлении 5′→3′.

3′�концевой нуклеотид
и статус метилирования*
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минирования и действия АП�эндонуклеазы, ли�
бо после β,δ�элиминирования. Во всех случаях
напротив удаляемого 3′�концевого звена распо�
лагалось основание G, которое с 5′�стороны в
своей цепи соседствовало либо с C (субстраты
1.1.1–1.1.5; 2.1.1–2.1.5; 3.1.1–3.1.5; 4.1.1–4.1.5),
либо с mC (субстраты 1.2.1–1.2.5; 2.2.1–2.2.5;
3.2.1–3.2.5; 4.2.1–4.2.5). На 3′�конце гидролизу�
емого ОДН содержались либо dCMP или
dmCMP полностью комплементарные матрице,
либо некомплементарные нуклеотиды.

3′′�концевой dmCMP неэффективно удаляется
3′′→→5′′�экзонуклеазной активностью APEX1.
На примере субстратов серии 1, не содержащих
дополнительного примыкающего ОДН, была
исследована общая эффективность удаления
комплементарных и некомплементарных 3′�
концевых dNMP ферментом APEX1 (рис. 2).
Во всех случаях для субстратов, содержащих не�
канонические пары, наблюдался более высокий
уровень накопления продуктов реакции, что в
целом согласуется с литературными данны�
ми [6–8]. Cкорость реакции для субстратов груп�
пы 1.1 уменьшалась в ряду T ~ A > G >C > mC,
аналогичная закономерность наблюдалась для
группы 1.2: T > A ~ G >C> mC. Разные некано�
нические пары (A/G, G/G, T/G) незначительно
отличались друг от друга по эффективности рас�
щепления. Удаление 3′�концевого dmCMP, пол�
ностью комплементарного матрице, в использо�
ванных условиях было ещё менее эффективно,
чем удаление dCMP. Предпочтительное удале�
ние некомплементарных 3′�концевых нуклеоти�
дов сохранялось при метилировании компле�
ментарной цепи, однако во всех случаях наблю�
далась тенденция к замедлению реакции при

наличии в комплементарной цепи остатка mC
(ср. рис. 2, а и б).

3′′→→5′′�экзонуклеазная активность APEX1 за�
висит от природы разрыва в ДНК. Для количест�
венного анализа 3′→5′�экзонуклеазной актив�
ности фермента APEX1 были определены пара�
метры стационарной кинетики этой реакции
для субстратов, различающихся окружением
деградируемого 3′�конца (серии 1–4, см. выше).
На рис. 3 приведены результаты типичных экс�
периментов по определению кинетических па�
раметров (KM, kcat) реакции.

При рассмотрении профилей значений
константы Михаэлиса (KM), константы скорос�
ти реакции (kcat) и константы специфичности
(ksp = kcat/KM) (рис. 4) выявляются некоторые за�
кономерности их зависимости от природы
субстрата. В системе типа «праймер–матрица»
наибольшая константа скорости реакции на�
блюдалась для всех субстратов с некомплемен�
тарным 3′�концевым нуклеотидом, однако
KM для них была выше, чем для субстратов с
полностью комплементарным праймером, и в
результате значения ksp были близки. Праймер с
3′�концевым mC в такой системе характеризо�
вался значениями kcat, близкими к таковым для
полностью комплементарного праймера, при
высокой KM, таким образом, mC удалялся с 3′�
конца хуже всего.

Наличие примыкающего ОДН, отделённого
разрывом или одноцепочечной брешью от 3′�
конца праймера, несколько изменяло субстрат�
ные предпочтения 3′→5′�экзонуклеазной актив�
ности APEX1. Наивысшая константа скорости
реакции в обоих случаях наблюдалась для прай�
мера с dTMP на 3′�конце, однако при этом для
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Рис. 2. Зависимость накопления продукта экзонуклеазного расщепления субстратов 1.1.1–1.1.5 (а) и 1.2.1–1.2.5 (б) фер�
ментом APEX1 от времени (фермент – 4 нМ, субстрат – 20 нМ, условия реакции описаны в разделе «Материалы и мето�
ды»). Приведены средние значения и стандартные ошибки (n = 3)
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него повышалось и значение KM, в результате
чего константы специфичности для всех
субстратов с некомплементарными 3′�концами
были сходны. Значения kcat для субстратов с C
или mC на 3′�конце были заметно ниже, чем для
субстратов с некомплементарными 3′�концами.
При наличии бреши в несколько раз снижались
значения KM для субстратов с A и G на конце
праймера. В целом при отсутствии метилирова�
ния специфичность APEX1 по отношению к
разным 3′�концевым нуклеотидам была похожа
для субстратов без примыкающего ОДН, с раз�
рывом и с брешью.

В присутствии остатка F на 5′�конце примы�
кающего ОДН значение KM для субстратов с 3′�
концевым C возрастало (рис. 4, а). Поскольку
остаток F служит аналогом 5′�концевого остатка
2′�дезоксирибо�5′�фосфата, возникающего как
интермедиат ЭРО, этот результат согласуется с
литературными данными о низкой 3′→5′�экзо�
нуклеазной активности APEX1 в таких субстра�
тах [15]. Однако примечательно, что для 3′�кон�
цевого mC эффективность экзонуклеазной ре�
акции APEX1 не изменялась, вследствие чего C
и mC удалялись с близкой константой специ�
фичности (рис. 4, д).

3′′→→5′′�экзонуклеазная активность APEX1 сни�
жена при метилировании комплементарной цепи.
Наличие остатка mC в комплементарной цепи
ДНК�субстрата оказывало неожиданно большое
влияние на 3′→5′�экзонуклеазную актив�
ность APEX1. При сравнении действия фермен�
та APEX1 по отношению к субстратам групп
1.1–4.1 и 1.2–4.2 заметно снижались (в 4–23 ра�
за) значения kcat для всех типов субстратов с не�

комплементарным 3′�концевым нуклеотидом
(субстраты 2, 3 и 4 в каждой группе), если комп�
лементарная цепь была метилирована, в то вре�
мя как последствия модификации субстратов с
комплементарным 3′�концевым нуклеотидом
(C и mC; субстраты 1 и 5 в каждой группе) были
гораздо ниже или вовсе не наблюда�
лись (рис. 4, в и г). Метилирование комплемен�
тарной цепи в некоторых случаях оказывало
влияние и на KM: так, по сравнению с неметили�
рованной комплементарной цепью эта величи�
на повышалась в 5 раз для субстрата 4.2.1 с C на
3′�конце при однонуклеотидной бреши и сни�
жалась в 7 раз для субстрата 3.2.4 с G на 3′�кон�
це при 5′�концевом остатке F, однако эти изме�
нения не носили столь систематического харак�
тера. На уровне специфичности, выраженной
константой ksp, удаление 3′�концевого mC из
субстратов без примыкающего ОДН (1.1.5 и
1.2.5) и с разрывом (2.1.5 и 2.2.5) было наименее
эффективно по сравнению с удалением других
нуклеотидов вне зависимости от статуса мети�
лирования комплементарной цепи. Однако при
наличии бреши или остатка F при разрыве эф�
фективность удаления mC из полностью мети�
лированного субстрата (3.2.5 и 4.2.5) была срав�
нима с эффективностью удаления C (3.2.1
и 4.2.1; рис. 4, д и е).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

3′→5′�экзонуклеазная активность основной
АП�эндонуклеазы человека APEX1 была описа�
на довольно давно [31–33], но долгое время счи�
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Рис. 3. Репрезентативный радиоавтограф геля после электрофоретического разделения продуктов 3′→5′�экзонуклеазной
реакции (а, субстрат 2.1.3) и зависимость скорости накопления продукта от концентрации субстрата (б). Концентрации
субстрата указаны на рисунке. Концентрация фермента составляла 3 нМ, время реакции – 5 мин
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талась биологически неважной, поскольку она
намного ниже, чем АП�эндонуклеазная, 3′�фос�
фодиэстеразная и 3′�фосфатазная активности,
принадлежащие этому полипептиду. Однако

позднее было установлено, что 3′→5′�экзонук�
леазная активность APEX1 более специфична
для некомплементарных оснований на 3′�конце
субстрата типа «праймер–матрица» [6–8, 34,
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Рис. 4. Значения KM (а, б), kcat (в, г) и ksp (д, е) 3′→5′�экзонуклеазной реакции, катализируемой ферментом APEX1 для раз�
ных субстратов. Под каждым графиком приведены схематические изображения окружения удаляемого нуклеотида
(N, природа удаляемого нуклеотида указана под соответствующими столбцами). M – 5�метилцитозин, F – 2�(гидрокси�
метил)тетрагидрофуранол�3
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35], и некоторые авторы рассматривают APEX1
как фермент, участвующий в коррекции ошибок
при репликативном или, что более вероятно, ре�
паративном синтезе ДНК [6, 14]. Помимо не�
правильно включенных канонических нуклео�
тидов, корректирующая экзонуклеазная актив�
ность APEX1 удаляет из ДНК и многие 3′�кон�
цевые остатки нуклеозидных ингибиторов
ДНК�полимераз и других неканонических нук�
леотидов [36–40]. Недавно было показано, что в
ходе репарации одноцепочечных разрывов ДНК
после удаления 3′�концевого остатка фермен�
том APEX1 3′→5′�экзонуклеазная реакция про�
должается с участием нуклеазы APEX2 – гомо�
лога APEX1, не проявляющего заметной АП�эн�
донуклеазной активности [41].

В исследовании были получены данные о
гидролизе 40 субстратов, которые относились к
4 структурным сериям, различающимся наличи�
ем и природой примыкающего с 3′�сторо�
ны ОДН. В каждой серии на 3′�конце субстрата
находился либо нуклеотид, комплементарный G
в противоположной цепи (dCMP, dmCMP), либо
некомплементарный нуклеотид (dAMP, dGMP,
dTMP). Следует отметить, что примыкающие
олигонуклеотиды в составе субстратов не содер�
жали 5′�концевого фосфата, который заметно
снижает эффективность 3′→5′�экзонуклеазной
реакции APEX1 во всех типах разрывов [8, 15, 34]. 

Полученные в работе результаты согласуют�
ся с литературными данными о том, что 3′→5′�
экзонуклеазная активность фермента APEX1 да�
же для некомплементарных нуклеотидов на
3′�конце заметно ниже его АП�эндонуклеазной
активности. Значения kcat экзонуклеазной реак�
ции лежали в диапазоне 0,084–6,5 мин−1, в то
время как для АП�эндонуклеазной реакции они
составляют 1–10 с−1 в стационарном режиме
[42–45], т.е. выше на 1–4 порядка, а константа
скорости химической стадии реакции, не ос�
ложнённой распадом комплекса фермент–про�
дукт, по данным предстационарной кинетики,
превышает 700–850 с−1 [46, 47]. В случае экзо�
нуклеазной реакции её скорость, по�видимому,
лимитируется именно высвобождением продук�
та [35]. С другой стороны, значения kcat экзонук�
леазной реакции сравнимы с таковыми для
действия APEX1 в так называемой «инцизион�
ной репарации нуклеотидов» – гидролизе 5′�
фосфодиэфирной связи модифицированных
нуклеотидов, содержащих основания (5,6�ди�
гидроурацил, αdA, rU) [48, 49]. Интересно, что
значения KM во всех этих случаях показывают
значительно меньшую вариабельность и нахо�
дятся внутри диапазона 1–100 нМ.

Наблюдавшаяся специфичность экзонукле�
азной активности APEX1 по отношению к раз�

ным типам субстратной ДНК в целом согласует�
ся с литературными данными, полученными
для более узких серий аналогичных субстратов,
отличающихся последовательностью на 3′�кон�
це [6–8, 34, 35]. Как и в этих работах, все
субстраты с 3′�концевыми некомплементарны�
ми нуклеотидами расщеплялись ферментом
лучше, чем субстраты с 3′�концевыми компле�
ментарными нуклеотидами. В большинстве
случаев наилучшие субстраты содержали на 3′�
конце dTMP в составе неправильной пары T/G,
что ранее наблюдалось для субстратов типа
«праймер–матрица» [6]. Что касается природы
примыкающих ОДН, то в целом субстраты с 5′�
концевым остатком F использовались фермен�
том несколько хуже, чем субстраты с разрывом
и с однонуклеотидной брешью (рис. 4, е), одна�
ко эта разница была менее выражена по сравне�
нию с описанными различиями, зависящими от
наличия 5′�фосфата [8, 15, 34]. В тех случаях,
когда возможно прямое сравнение субстратов с
разными примыкающими ОДН и однотипными
5′�концами (фосфат или OH�группа) разница в
активности APEX1 между такими субстратами
не превышает 2 раз [8, 15, 34]. Ряд структур
комплексов APEX1 с ДНК, отражающих разные
стадии экзо� и эндонуклеазной реакции, позво�
ляет установить ключевые различия между эти�
ми двумя активностями фермента [50–55]. Для
катализа АП�эндонуклеазной реакции АП�сайт
переводится во внеспиральное состояние и свя�
зывается в активном центре фермента, а его
фосфатная группа координируется водородны�
ми связями с остатками Tyr171, Asn174, Asn212
и His309 (рис. 5, а). При этом в спираль ДНК
внедряются два боковых аминокислотных ради�
кала: Arg177 заполняет полость, образовавшую�
ся при выворачивании повреждённого нуклео�
тида, а Met270 вклинивается напротив него
между основаниями комплементарной цепи и
вызывает её локальный излом в сторону боль�
шой бороздки на ~25°. Ион Mg2+, координируе�
мый карбоксильными группами остатков Asp70,
Glu96 и Asp308, поляризует связь P=O в фос�
фатной группе АП�сайта, а роль атакующего
нуклеофила выполняет молекула воды, активи�
рованная взаимодействием с карбоксильной
группой остатка Asp210 (рис. 5, а). Структуры
субстрата для 3′→5′�экзонуклеазной реакции до
сих пор удалось получить лишь при наличии не�
комплементарного основания на 3′�конце в
системе с одноцепочечным разрывом ДНК
(аналогичной серии 2 в настоящей работе) [53,
55]. Общая организация активного центра в
этом случае остаётся неизменной (рис. 5, б), од�
нако, поскольку его объём не позволяет связать
вывернутый из спирали нуклеотид с присут�
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ствующим основанием, внедрение остатков
Arg177 и Met270 сопровождается гораздо более
выраженным локальным изломом ДНК (~65°).
Возможно, именно с этим связано наблюдаемое
в настоящей работе влияние mC на активность
APEX1: известно, что наличие C5�метильной
группы в большой бороздке вызывает стеричес�
кие затруднения при изломе ДНК и повышает
её жёсткость [56, 57]. Если же рядом с разрывом
ДНК на 3′�конце находится комплементарная
пара нуклеотидов, гидролизуемая фосфоди�
эфирная связь в структуре располагается вне ак�
тивного центра, а ион металла в таких структу�
рах отсутствует, несмотря на его наличие в крис�
таллизационном растворе, заменяясь на моле�
кулу воды (рис. 5, в). Arg177 и Met270 находятся
в месте разрыва, взаимодействуя с ароматичес�
кими системами 3′�концевого основания и
комплементарного ему основания. Этими
структурными особенностями, очевидно, объ�
ясняется низкая 3′→5′�экзонуклеазная актив�
ность фермента APEX1 по отношению к

субстратам с комплементарными 3′�концевыми
парами.

Несмотря на то что 3′→5′�экзонуклеазная
активность APEX1 часто наблюдается в рекон�
струированной из рекомбинантных белков сис�
теме ЭРО [11–14], субстраты серии 3, моделиру�
ющие возникающий после действия монофунк�
циональной ДНК�гликозилазы и АП�эндонук�
леазы интермедиат ЭРО, оказались в целом наи�
худшими для её проявления (ср. значения ksp

на рис. 4, д). Со структурной точки зрения, это
объясняется, скорее всего, тем, что после гидро�
лиза фосфодиэфирной связи АП�сайт остаётся
связанным в активном центре фермента, сохра�
няя бóльшую часть взаимодействий с аминокис�
лотными остатками и ионом металла, что зат�
рудняет перенос в активный центр другого фос�
фата ДНК даже при наличии некомплементар�
ной пары на 3′�конце (рис. 5, г и д). С функцио�
нальной же точки зрения, корректирующая ак�
тивность APEX1 в процессе ЭРО должна наблю�
даться после включения ДНК�полимеразой β
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Рис. 5. Схема организации активного центра APEX1 при взаимодействии фермента с ДНК, содержащей остаток F (а; на
основе структуры 5DG0 [52]), одноцепочечный разрыв рядом с некомплементарной парой оснований C/T (б; на основе
структуры 5WN5 [53]), одноцепочечный разрыв рядом с комплементарной парой оснований C/G (в; на основе структуры
5WN0 [53]), аналог интермедиата ЭРО рядом с комплементарной парой оснований C/G (г; на основе структуры
5DFF [52]) и аналог интермедиата ЭРО рядом с некомплементарной парой оснований C/T (д; на основе структуры
6W2P [55]). Голубым кружком обозначена молекула воды, зелёным – ион Mg2+, красными – межнуклеозидные фосфаты
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DNA METHYLATION AFFECTS THE 3′′→→5′′ EXONUCLEASE ACTIVITY
OF THE MAJOR HUMAN ABASIC SITE ENDONUCLEASE, APEX1
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Apurinic/apyrimidinic (AP) endonucleases are key enzymes in the DNA base excision repair pathway that hydrolyze
the phosphodiester bond of the AP site formed after the removal of a damaged base. The major human AP endonu�
clease APEX1 additionally possesses 3′�phosphodiesterase and 3′→5′ exonuclease activities. The biological roles of
the latter are not established at present; it is assumed to correct errors in the DNA repair synthesis. If DNA is dam�
aged 3′ of a 5�methylcytosine (mC) residue, the 3′→5′ exonuclease activity can change the epigenetic methylation
status of the CpG dinucleotide. It remains unclear whether the 3′→5′ exonuclease activity of APEX1 contributes to
the process of active epigenetic demethylation or, on the contrary, is limited in methylated CpG dinucleotides to pre�
serve the epigenetic status during the repair of accidental DNA damage. Here we report the first systematic study of
the efficiency of removal of 3′�terminal nucleotides from substrates modeling DNA repair intermediates in CpG din�
ucleotides. In all intermediates, oligonucleotides with 3′�terminal bases non�complementary to the template were the
best, and those with mC, the worst substrates for the 3′→5′ exonuclease activity of APEX1. The presence of mC in
the complementary strand significantly reduced the reaction rate even for non�complementary 3′�termini. Thus, the
efficiency of the 3′→5′ exonuclease reaction catalyzed by APEX1 is limited in the methylated CpG context, which
likely reflects the need to maintain the epigenetic status during the repair.

Keywords: DNA damage, DNA repair, epigenetic demethylation, AP endonuclease, 3′→5′ exonuclease, APEX1,
5�methylcytosine


