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Апуриновая/апиримдиновая эндонуклеаза 1 человека (APE1) крайне важна для нормального функ-
ционирования организма, так как участвует в системе репарации ДНК. Основной биологической
функцией APE1 считается Mg2+-зависимый гидролиз АР-сайтов в ДНК. На основе структурных
данных, кинетических исследований и мутационного анализа в настоящее время установлены клю-
чевые этапы взаимодействия APE1 с поврежденной ДНК. Недавно показано, что APE1 выступает в
качестве эндорибонуклеазы, которая может катализировать гидролиз мРНК по некоторым
пиримидин-пуриновым сайтам и тем самым контролировать уровень определенных транскриптов.
Известно, что для реализации эндорибонуклеазной активности APE1 не требуется присутствия
ионов Mg2+, как в случае АР-эндонуклеазной активности, что свидетельствует о различиях в меха-
низмах катализа в случаях РНК- и ДНК-субстратов, однако причины этих различий пока до конца
не выяснены. Нами исследован эндорибонуклеазный гидролиз модельных РНК-субстратов фер-
ментом APE1 дикого типа и мутантными формами, содержащими замены аминокислотных остат-
ков активного центра: Y171F, R177F, R181A, D210N, N212A, T268D, M270A и D308A. Показано, что
замена остатков Asn212, Asp210 и Tyr171 приводит к потере только АР-эндонуклеазной активности
с сохранением эндорибонуклеазной, T268D и M270A ‒ к потере специфичности фермента к пири-
мидин-пуриновым последовательностям, Arg177 и Arg181 незначительно влияет на активность
АРЕ1, в то время как D308A приводит к снижению эндорибонуклеазной активности фермента.

Ключевые слова: АР-эндонуклеаза 1 человека, АРЕ1, эндорибонуклеазная активность, активный
центр, сайт-направленный мутагенез, РНК-субстраты
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ВВЕДЕНИЕ
Апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза

человека APE1 ‒ один из ферментов, принимаю-
щих участие в процессе эксцизионной репарации
оснований ДНК. Основной биологической функ-
цией APE1 считается гидролиз фосфодиэфирной
связи с 5′-стороны от апурин/апиримидиновых
сайтов (АР-сайтов), в результате чего на концах
разрыва цепи образуются 5′-дезоксирибозофос-
фат и 3′-ОН группа, необходимая полимеразе для
встраивания неповрежденного нуклеотида. Это
АР-эндонуклеазная активность APE1. Однако,
еще в 2004 году Gros и соавт. [1] обнаружили, что

фермент может узнавать в качестве субстратов не
только АР-сайты, но и поврежденные нуклеози-
ды (nucleotide incision repair, NIR), например
5,6-дигидроуридин, α-аномер аденозина и дру-
гие. Также APE1 обладает 3′-фосфодиэстеразной,
3′-фосфатазной [2] и 3′-5′-экзонуклеазной [3, 4]
активностями. Наряду с репарационной активно-
стью APE1 выполняет роль окислительно-восста-
новительного фактора [5].

Показано, что APE1 вызывает деградацию це-
пи РНК в дуплексах ДНК–РНК (РНКаза H-по-
добная активность) [6], гидролизует РНК, содер-
жащую AP-сайт [7], а также структурированные

Сокращения: aPu – 2-аминопурин; BHQ1 (Black Hole Quencher-1 ) – тушитель флуоресценции; F – 2-гидроксиметил-3-
гидрокситетрагидрофуран; FAM – 6-карбоксифлуоресцеин; CPy – пироллоцитозин; NIR (nucleotide incision repair) ‒ ин-
цизионная репарация нуклеотидов.
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неповрежденные мРНК, например мРНК c-Myc,
преимущественно по сайтам UA, UG и CA [8, 9].
Способность гидролизовать РНК выявлена также
на микроРНК, мРНК CD44, РНК-компонентах
коронавируса SARS [10]. Barnes и соавт. [8] пред-
положили, что одной из функций цитоплазмати-
ческого фермента APE1 в клетке может быть эндо-
рибонуклеазный гидролиз мРНК, и установили,
что в отличие от АР-эндонуклеазной активности,
для эндорибонуклеазной активности APE1 не тре-
буется ион металла. Из этого был сделан вывод о
различных механизмах катализа APE1 на ДНК- и
РНК-субстратах. Несмотря на интенсивное изу-
чение функциональных особенностей фермента
APE1, до сих пор неизвестно, каким образом
фермент узнает значительно отличающиеся по
своей природе и структуре поврежденные 2′-дезок-
сирибонуклеотиды и неповрежденные рибо-
нуклеотиды.

Из рентгеноструктурных данных [11] следует,
что активный центр фермента образован амино-
кислотными остатками Asp308, His309, Glu96,
Asp210, Asp70, Tyr171, Asn212 и Asn174. В комплек-
се APE1 с ДНК остатки Arg73, Ala74, Lys78 взаи-
модействуют с тремя последовательными фосфа-
тами на противоположной от АР-сайта цепи
ДНК. Аминокислотные остатки Tyr128, Gly127
выступают в роли клина и расширяют малую бо-
роздку дуплекса. Остатки Met270 и Arg177 стаби-
лизируют внеспиральное положение АР-сайта;
при этом Меt270 вытесняет основание, находя-
щееся напротив АР-сайта, внедряясь в малую бо-
роздку ДНК, а Arg177 встраивается со стороны
большой бороздки ДНК и образует водородную
связь с фосфатной группой, расположенной с
3'-стороны от AР-сайта. Координация фосфатной
группы, расположенной с 5'-стороны от АP-сайта,
остатками Asn174, Asn212, His309 приводит фер-
мент-субстратный комплекс в каталитически
компетентное состояние. В связывании иона ме-
талла в активном сайте APE1 участвуют Asp70,
Glu96 и Asp308. С помощью сайт-направленного
мутагенеза показано [12], что замена Asp219Ala
снижает и ДНК-связывающую, и АР-эндонукле-
азную активности фермента; при этом замена
остатков Asp90, Glu96 и Asp308 на Ala приводит к
снижению эндонуклеазной активности с сохра-
нением ДНК-связывающей активности. Остатки
Arg73, Ala74 и Lys78 контактируют с фосфатными
группами комплементарной цепи с 5'-стороны от
AP-сайта. Остатки Tyr128 и Gly127 располагаются
в малой бороздке ДНК, что приводит к ее расши-
рению приблизительно на 2 Å. Каталитическая
реакция начинается с нуклеофильной атаки ато-
ма кислорода молекулы воды, координирован-
ной прямо или опосредованно через ион Mg2+

остатком Asp210 [11, 13, 14]. Предложены также
альтернативные механизмы катализа [15], соглас-
но которым остаток Tyr171 в фенолятной форме

взаимодействует с гидролизуемой фосфатной груп-
пой или остаток His309 выступает в качестве нук-
леофильного основания.

Мирошникова и др. показали [14], что при вза-
имодействии APE1 с ДНК-субстратом, содержа-
щим F-сайт, природа двухвалентного иона ме-
талла влияет как на связывание ДНК, так и на
каталитический гидролиз 5'-фосфодиэфирной
связи. Так, ионы Cu2+ полностью ингибируют
связывание ДНК, вероятно, вследствие сильно-
го взаимодействия Cu2+ с дезоксирибозофосфат-
ным остовом ДНК. Ионы Ca2+ также ингибиру-
ют АР-эндонуклеазную активность фермента, ве-
роятно, вследствие неправильного расположения
иона металла в активном сайте фермента из-за
большего по сравнению с Mg2+ ионного радиуса.
Другие ионы снижают ферментативную актив-
ность APE1 в следующем порядке: Mg2+ < Mn2+ <
< Ni2+ < Zn2+. Кроме того, установлено, что ио-
ны металлов оказывают влияние как на способ-
ность фермента связывать ДНК, так и на его
структуру [14].

Сравнивая АР-эндонуклеазную и эндорибону-
клеазную активности APE1, можно заметить ряд
отличий. Для проявления АР-эндонуклеазной ак-
тивности АРЕ1 с ДНК-субстратами необходимы
ионы Mg2+, тогда как присутствие в реакционной
смеси ионов Са2+ блокирует действие фермента. В
случае РНК-субстратов АРE1 работает как в отсут-
ствие ионов двухвалентных металлов, так и в при-
сутствии ионов кальция. Кроме того, Kim и соавт.
показали [16], что при гидролизе фосфодиэфир-
ной связи в РНК-субстратах в качестве конечного
продукта реакции образуется 3'- , а не 3'-ОН,
как в случае ДНК-субстратов. Следовательно, ме-
ханизм реакции гидролиза, реализуемый АРЕ1 на
разных типах субстратов, различен.

В этой же работе [16] исследована активность
различных мутантных форм APE1: H309N, E96A
[9], N68A, D70A, Y171F, D210N, F266A, D283N,
D308A и H309S. В результате сравнительного ана-
лиза активности этих мутантных форм APE1 по
отношению к модельным РНК- и ДНК-субстра-
там показано, что большинство перечисленных
остатков, критичных для гидролиза AP-сайта в
ДНК, важны также и для гидролиза РНК, за ис-
ключением остатка Asp283, замена которого при-
водила только к потере АР-эндонуклеазной, но
не рибоэндонуклеазной активности.

Однако на сегодняшний день так и не установле-
но, как АРЕ1 узнает неповрежденные рибонуклео-
тиды, насколько важно пространственное строение
субстрата, какие конкретно аминокислотные остат-
ки активного центра АРЕ1 участвуют в узнавании
РНК-субстрата и каталитическом гидролизе фос-
фодиэфирной связи.

−2
4PO
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Нами проведен сравнительный анализ эндори-
бонуклеазного гидролиза модельных РНК-суб-
стратов ферментом APE1 дикого типа и его му-
тантными формами, содержащими замены ами-
нокислотных остатков активного центра: Y171F,
R177F, R181A, D210N, N212A, T268D, M270A и
D308A. Впервые получены данные о связывании
исследованных мутантных форм APE1 с модельным
РНК-субстратом, а также о конформационных
превращениях фермента и РНК при образова-
нии фермент-субстратного комплекса. Полу-
ченные данные позволили детализировать роль
проанализированных аминокислотных остатков
в реализации АР-эндонуклеазной, 3'-5'-экзо-
нуклеазной и эндорибонуклеазной активности
APE1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. В работе использовали реактивы
производства “Sigma-Aldrich” (США): акриламид,

N,N'-метиленбисакриламид, 2-амино-2-(гидрок-
симетил)-1,3-пропандиол (Tris), тетраметилэти-
лендиамин (TEMED), мочевина, борная кислота,
дитиотреитол (DTT), этилендиаминтетрауксусная
кислота (EDTA) и ее натриевая соль, Coomassie
Brilliant Blue G-250, пероксодисульфат аммония,
4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая
кислота (HEPES), додецилсульфат натрия (SDS),
хлорид кальция, хлорид магния, хлорид калия,
глицерин. Все растворы готовили на дважды ди-
стиллированной воде.

ДНК- и РНК-субстраты. Олигодезоксирибо-
нуклеотиды были синтезированы на автоматиче-
ском ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800 (“Биос-
сет”, Россия) с использованием коммерческих
амидофосфитов 2′-дезоксирибонуклеозидов и
CPG-носителей (“Glen Research”, США) (табл. 1).
Синтезированные олигонуклеотиды очищали с
помощью ВЭЖХ на ионообменной колонке
PRP-X500 (12–30 мкм) размером 3.9 × 300 мм
(“Hamilton”, Великобритания) и последующей

Таблица 1. Модельные ДНК- и РНК-субстраты, использованные в работе

aОбозначения: F – 2-гидроксиметил-3-гидрокситетрагидрофуран, FAM – 6-карбоксифлуоресцеин, BHQ1 – тушитель флуо-
ресценции, aPu – 2-аминопурин, CPy – пироллоцитозин.

Субстрат Последовательностьа, 5'→3' Структура

F/G
FAM-d(GCTCAFGTACAGAGCTG)/
BHQ1-d(CAGCTCTGTACGTGAGC)

HP1 FAM-r(AUAUAAGAUCAUUAUAU)-BHQ1'

HP2 FAM-r(AUAUAACAUCAUUAUAU)-BHQ1

HP1Trp r(AUAUAAGAUCAUUAUAU)

HP1C-aPu r(AUAUAAGAUC)-d(aPu)-r(UUAUAU)

aPu

aPuHP1aPu-CA r(AUAUAAGA)-d(aPu)-r(CAUUAUAU)

HP1CPy-CA r(AUAUAAGA)-d(CPy)-r(CAUUAUAU) CPy

CPy

HP1CA-CPy r(AUAUAGGAUCA)-d(CPy)-r(UAUAU)

5'FAM

5'FAM

3'BHQ1

5'BHQ1

5'FAM
3'BHQ1

5'
3'

5'
3'

5'
3'

5'
3'

5'
3'



246

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

КУЗНЕЦОВА и др.

обращенофазовой хроматографии на колонке
Bondapak C18 (15–20 мкм) размером 3.9 × 300 мм
(“Waters”, Ирландия).

Олигорибонуклеотиды получали твердофаз-
ным фосфитамидным методом с использованием
соответствующих фосфитамидов 2'-O-трет-бу-
тилдиметилсилильных (2'-О-TBDMS) рибонук-
леотидов (“ChemGenes”, США). Для введения
флуоресцеина на 5'-конец использовали фосфи-
тамид флуоресцеина (“Glen Research”). Для полу-
чения олигонуклеотидов, содержащих на 3'-кон-
це тушитель флуоресценции BHQ1 (Black Hole
Quencher-1), использовали соответствующий мо-
дифицированный полимерный носитель 3'-BHQ-1
CPG (“Glen Research”). Деблокирование олигори-
бонуклеотидов проводили в стандартных услови-
ях. Деблокированные олигорибонуклеотиды вы-
деляли с помощью препаративного электрофоре-
за в 15%-ном ПААГ в денатурирующих условиях
(акриламид: N,N’-метиленбисакриламид (30 : 1),
8 М мочевина, 50 мМ Трис-Н3ВО3, рН 8.3, 0.1 мМ
EDTA) при напряжении 50 В/см и толщине геля
0.4 мм. Полосы геля, содержащие продукт, выре-
зали и проводили элюцию нуклеотидного мате-
риала из ПААГ. Для этого измельченный гель по-
мещали в 2-миллилитровую пробирку, заливали
1‒1.5 мл 0.3 М LiClO4 и выдерживали 16 ч при
25°С и перемешивании на термомиксере (Thermo-
mixer Compact; “Eppendorf”, Германия). Обессо-
ливание олигонуклеотидов проводили на колонке
с С18 (“Waters”, США). Чистоту олигонуклеотидов
проверяли с помощью денатурирующего электро-
фореза в 15%-ном ПААГ с последующим окраши-
ванием красителем Stains-all (“Sigma-Aldrich”).

Оптическое поглощение растворов олигонук-
леотидов измеряли на спектрофотометре Nano-
Drop 1000 (“Thermo Fisher Scientific”, США) от-
носительно деионизованной воды. Для расчета
концентрации олигонуклеотидов в исходном рас-
творе использовали коэффициент молярного по-
глощения олигорибонуклеотидов или их конъ-
югатов при 260 нм. Молярные коэффициенты
поглощения флуоресцентно меченных произ-
водных олигорибонуклеотидов считали равны-
ми сумме значений молярных коэффициентов
поглощения олигонуклеотидов и молярного ко-
эффициента поглощения флуоресцеина и тушите-
ля, присоединенного к олигомеру (20900 M–1 ∙ cм–1

для FAM и 8000 M–1 ∙ cм–1 для BHQ1).
Последовательности модельных ДНК- и РНК-

субстратов представлены в табл. 1.
Фермент АРЕ1 дикого типа и его мутантные

формы. Фермент АРЕ1 дикого типа выделен из
линии клеток Escherichia coli Rosetta 2, трансфор-
мированных плазмидой pET11а, несущей ген AP-
эндонуклеазы человека, по следующей методике.
Культуру клеток E. coli Rosetta 2 выращивали в
среде LB (1 л), содержащей 50 мкг/мл ампицил-

лина, при температуре 37°С до оптического по-
глощения среды 0.6‒0.7 при длине волны (λ)
600 нм; после чего температуру понижали до
20°С, добавляли изопропил-β-D-тиогалактопи-
ранозид до концентрации 0.2 мМ и инкубировали
в течение 16 ч при перемешивании. Клетки оса-
ждали центрифугированием (10 мин при 4000 × g)
и ресуспендировали в 30 мл буферного раствора
(RB1), содержащего 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7.8,
и 40 мМ NaCl. Для разрушения клеток использо-
вали френч-пресс. Все последующие процедуры
проводили при 4°С. Полученный клеточный экс-
тракт центрифугировали (40 мин при 40000 × g), су-
пернатант наносили на колонку I (30 мл, Q-Sepha-
rose Fast Flow; “Amersham Biosciences”, Швеция) и
промывали RB1. Фракции, содержащие белок
APE1, собирали и наносили на колонку II (HiTrap-
Heparin™; “Amersham Biosciences”). Хроматогра-
фию проводили в буферном растворе RB1 и ли-
нейном градиенте 40→600 мМ NaCl, оптическое
поглощение раствора регистрировали на длине
волны 280 нм. Степень чистоты белка APE1 опре-
деляли электрофорезом в SDS-ПААГ. Фракции,
содержащие белок APE1, диализовали в буфере,
содержащем 20 мМ HEPES-NaOH, pH 7.5, 1 мМ
EDTA, 1 мМ DTT, 250 мМ NaCl, 50% глицерин, и
хранили при ‒20°С. Концентрацию фермента
рассчитывали из значения оптического поглоще-
ния белка при 280 нм и коэффициента молярной
экстинкции (ε), равного 56818 М–1 ∙ см–1.

Мутантные формы APE1, содержащие замены
Y171F, R177F, R181A, D210N, N212A, T268D, M270A
и D308A, выделяли таким же способом за исклю-
чением того, что клетки E. coli были трансформи-
рованы экспрессионными векторами, несущими
соответствующие нуклеотидные замены, как опи-
сано ранее [17]. Мутантные формы APE1, содержа-
щие замены Y171F, R177F и R181A, были получены
впервые, для этого методом сайт-направленного
мутагенеза в ген фермента были введены соответ-
ствующие мутации (QuikChange XL; “Stratagene”,
США).

Анализ гидролиза модельных ДНК- и РНК-суб-
стратов. Анализ расщепления модельных ДНК- и
РНК-субстратов проводили по следующей мето-
дике. К 10 мкл раствора субстрата добавляли
10 мкл фермента в буферном растворе RB2 следу-
ющего состава: 50 мM Трис-HCl (pH 7.5), 50 мM
KCl, 1 мM EDTA, 1 мM DTT, 9% глицерин ‒ при
25°С. В случае ДНК- и РНК-субстратов исполь-
зовали следующие концентрации: 2 мкМ субстрат и
0.05 мкМ фермент, 2 мкМ субстрат и 4 мкМ фер-
мент соответственно. Для определения влияния
ионов металлов на эффективность гидролиза
ДНК- и РНК-субстратов в реакционную смесь
дополнительно добавляли 5 мМ MgCl2 или СаCl2.
Через 30 с для ДНК-субстрата и через 1 ч для
РНК-субстратов реакцию останавливали путем
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добавления 20 мкл раствора, содержащего 9 М мо-
чевину и 25 мМ EDTA. Электрофорез проводили
в 20%-ном ПААГ в денатурирующих условиях
(7 М мочевина) в вертикальной термостатируе-
мой камере Protean II xi (“Bio-Rad Laboratories,
Inc.”) при напряжении 200‒300 В и температуре
55°С. Для визуализации использовали гель-доку-
ментирующую систему E-Box CX.5 TS (“Vilber
Lourman”, Франция).

Частичный гидролиз РНК-субстратов HP1 и
HP2 РНКазой A выполняли по следующей мето-
дике. Реакционную смесь (20 мкл), содержащую
3.0 мкМ субстрат и 3.0 нМ РНКазу A (“Sigma-Al-
drich”) в буферном растворе RB3 (50 мM Трис-HCl
(pH 8.5), 50 мM NaCl, 1 мM EDTA, 1 мM DTT,
9% глицерин), инкубировали 5 мин при 25°С, до-
бавляли 20 мкл раствора, содержащего 9 М мочеви-
ны и 25 мМ EDTA, и выдерживали 5 мин при 96°С.

Оценка относительной активности мутантных
форм APE1. Степень гидролиза субстрата опреде-
ляли с использованием программного пакета
Gel-Pro Analyzer 4.0 (“Media Cybernetics”, США).
Величину степени гидролиза рассчитывали как
отношение площади пика продукта гидролиза к
сумме площадей пиков продукта и исходного
олигорибонуклеотида. Предполагаемая ошибка
определения степени модификации, как прави-
ло, не превышала 20%. Активность мутантных
форм определяли относительно активности фер-
мента дикого типа, которую принимали равной 1.

Микроскопический термофорез (МСТ). Опре-
деление констант связывания исследуемых суб-
стратов с ферментом APE1 выполнено на прибо-
ре Monolith NT.115 (“NanoTemper Technologies”,
Германия) с использованием стандартных капил-
ляров (MonolithTM NT.115 Standard Treated Capil-
laries). Каждая точка на кривых титрования получена
путем измерения интенсивности флуоресценции
отдельных растворов (10 мкл), содержащих олиго-
нуклеотидный лиганд (1 мкМ) и фермент (0.05–
18 мкМ) в буферном растворе RB2 при 25°С. Для
расчета значений констант диссоциации экспе-
риментальные данные обрабатывали в пакете про-
грамм DynaFit (“BioKin”, США) [18] с использова-
нием модели одностадийного связывания.

Кинетические исследования методом “останов-
ленного потока”. Кинетические кривые были за-
регистрированы по изменению интенсивности
флуоресценции на спектрометре “остановленно-
го потока” SX.20 (“Applied Photophysics”, Велико-
британия). Кинетику взаимодействия APE1 ди-
кого типа с флуоресцентными РНК-субстратами
исследовали в буферном растворе RB2 при 25°С. В
случае регистрации изменений интенсивности
остатков aPu и Cpy концентрация фермента состав-
ляла 2.0 мкМ, концентрация субстрата – 1.0 мкМ.
Длина волны возбуждения составляла 310 нм и
344 нм для aPu и Cpy соответственно; испускание

флуоресценции детектировали при λ > 370 нм,
используя светофильтр LG-370.

При анализе изменений интенсивности флуо-
ресценции остатков Trp концентрация фермента
составляла 2.0 мкМ, а концентрация РНК-субстра-
та изменялась в диапазоне 0.5‒4.0 мкМ. Возбужде-
ние интенсивности флуоресцецинции остатков Trp
проводили при 290 нм, а сигнал регистрировали
при λ > 320 нм, используя светофильтр WG-320.

Эффективность резонансного переноса энергии
флуоресценции (FRET) между парой FAM/BHQ1
регистрировали при возбуждении FAM на длине
волны 494 нм и сигнала испускания FRET при λ >
> 530 нм c использованием светофильтра OG-515
(“Schott”, Германия).

Мертвое время прибора составляло 1 мс. Каж-
дую кинетическую кривую усредняли, как мини-
мум, по четырем повторам.

Наблюдаемую константу скорости рассчиты-
вали путем обработки кинетических кривых по
уравнению (1):

(1)
где f(t) – наблюдаемая интенсивность флуорес-
ценции в момент времени t, f0 – фоновый уровень
сигнала, f1 – максимальная амплитуда изменения
интенсивности флуоресценции при t → ∞, kobs –
наблюдаемая константа скорости. В условиях
квазиравновесия и избытка концентрации суб-
страта по отношению к ферменту kobs описывает-
ся уравнением (2):

 (2)
где [S] ‒ концентрация субстрата, k1 и k‒1 – кон-
станты скорости образования и распада фермент-
субстратного комплекса.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор аминокислотных остатков активного 

центра APE1 для исследования 
эндорибонуклеазной активности

С целью идентифицировать ключевые для эн-
дорибонуклеазной активности APE1 аминокис-
лотные остатки активного центра фермента было
исследовано расщепление модельных РНК-суб-
стратов в присутствии APE1 дикого типа и его му-
тантных форм: Y171F, R177F, R181A, D210N, N212A,
T268D, M270A, D308A. Выбранные для исследова-
ния аминокислотные остатки (рис. 1) можно разде-
лить на три группы: участвующие в каталитиче-
ской реакции (Tyr171, Asp210, Asn212 и Asp308),
встраивающиеся в двойную спираль после вывора-
чивания целевого нуклеотида в активный центр
(Arg177 и Met270) и расположенные в субстрат-
связывающем сайте (Thr268 и Arg181).

Необходимо отметить, что участие этих остат-
ков в связывании ДНК-субстратов, содержащих

− ⋅= + − obs
0 1f f f 1( ) ( ),k tt e

−= +obs 1 1[ ]S ,k k k
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поврежденный нуклеотид, в узнавании F-сайта и
каталитической реакции установлено ранее в ря-
де работ на основе рентгеноструктурных данных
и данных сайт-направленного мутагенеза. Поды-
тоживая, можно заключить, что Asp308 участвует
в координации иона Mg2+ в активном центре и его
замена на Ala приводит к снижению АР-эндо-
нуклеазной активности [19]. Asn212 образует водо-
родную связь с гидролизуемой фосфатной группой,
а также участвует в координации молекулы воды и
стабилизации переходного состояния. Его замена
на Ala приводит к полной потере эндонуклеазной
активности в отношении АР-сайта [19]. Asp210 ко-
ординирует молекулу воды, участвующую в гид-
ролизе фосфодиэфирной связи. Его замена на
Asn также приводит к полной потере каталитиче-
ской активности [20]. Остаток Tyr171 либо участ-
вует в нуклеофильной атаке фосфатной группы в
фенолятной форме, либо стабилизирует переход-
ное состояние за счет образования водородной
связи с фосфатной группой [21, 22].

Met270, предположительно, стабилизирует вне-
спиральное положение F-сайта; при этом его заме-
на на Ala не приводит к изменению активности

фермента [11]. Arg177 участвует в специфическом
связывании ДНК, содержащей АР-сайт [11].

Thr268 расположен в ДНК-связывающем цен-
тре. Его замена на Asp приводит к значительному
снижению активности по отношению к NIR-суб-
стратам [23]. Arg181 расположен в ДНК-связыва-
ющем центре и участвует в связывании ДНК.

Дизайн РНК-субстратов

Согласно литературным данным [8, 10], основ-
ные сайты расщепления РНК под действием
APE1 ‒ динуклеотидные последовательности CA,
UA и UG в одноцепочечных или слабо спаренных
областях. Кроме того, наблюдали расщепление
РНК и в сайтах UC, CU, AC и AU [10].

Можно предположить, что для образования
каталитического комплекса важна как последо-
вательность пиримидин-пурин, так и структура
субстрата, которая может оказывать значитель-
ное влияние на узнавание целевого сайта. Дей-
ствительно, в работах группы Lee [8, 10] расщеп-
ление РНК детектировали в одноцепочечных
областях вблизи стеблей шпилечных структур,
что может указывать на значительный вклад

Рис. 1. Структура комплекса АР-эндонуклеазы APE1 с F/G-субстратом (PDBID 1DE8). Каталитические остатки
(Tyr171, Asp210, Asn212 и Asp308) показаны красным цветом; остатки, встраивающиеся в двойную спираль после вы-
ворачивания целевого нуклеотида в активный центр (Arg177 и Met270), – зеленым; остатки, расположенные в суб-
стратсвязывающем сайте (Thr268 и Arg181), – синим; внеспиральное положение поврежденного нуклеотида выделено
черным цветом.
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именно вторичной структуры РНК в узнавание ее
как субстрата APE1.

Ранее нами проанализировано взаимодействие
АР-эндонуклеазы человека APE1 с модельными
РНК-субстратами различной структуры [24].
Показано, что образование каталитически компе-
тентного фермент-субстратного комплекса зави-
сит как от конформационной напряженности петли
РНК-субстрата, имеющего форму шпильки, так и
от контекста и местоположения гидролизуемой
фосфодиэфирной связи. Опираясь на эти дан-
ные, мы использовали два модельных РНК-суб-
страта длиной 17 нуклеотидов, представляющих
собой короткие шпилечные структуры, в кото-
рых длина стебля была равна 6 п.о., а размер пет-
ли составлял 5 нуклеотидов. Субстрат HP1,
FAM-r(AUAUAAGAAUCAUUAUAU)-BHQ1, со-
держал одну динуклеотидную последовательность
CA в петле, а субстрат HP2, FAM-r(AUAUAA-
CAUCAUUAUAU)-BHQ1, – две динуклеотидные
последовательности CA (табл. 1).

Для анализа кинетики фермент-субстратного
взаимодействия использовали как субстрат
HP1Trp, не содержащий флуоресцентных меток, так

и субстраты, содержащие флуоресцентные метки:
HP1, HP1C-aPu, HP1aPu-CA, HP1CPy-CA, HP1CA-CPy.
Олигонуклеотид HP1aPu-CA содержал остаток
2-аминопурина с 3'-стороны от пары СА, тогда как
HP1C-aPu ‒ непосредствено после цитозина. Суб-
страты HP1CPy-CA и HP1CA-CPy содержали остаток
пироллоцитозина с 3'-стороны и с 5'-стороны от
пары СА соответственно.

Влияние замен аминокислотных остатков
на взаимодействие APE1 с ДНК,

содержащей F-сайт

Для контроля активности мутантных форм
APE1 использовали F/G-субстрат, содержащий в
качестве поврежденного нуклеотида остаток
3-гидрокси-2-гидроксиметилтетрагидрофурана
(F-сайт). Как видно на рис. 2, замена каталитиче-
ски значимых аминокислотных остатков: Tyr171,
Asp210 и Asn212, ‒ а также Thr268, расположен-
ного в ДНК-связывающем центре, приводит к
значительной потере АР-эндонуклеазной актив-
ности фермента. В то же время замена Arg177 и
Met270, встраивающихся в ДНК при образовании

Рис. 2. Гидролиз F/G-субстрата под действием APE1 дикого типа (WT) и мутантных форм. а ‒ Анализ продуктов ре-
акции методом электрофореза в ПААГ. б ‒ Относительная степень гидролиза F/G-субстрата ферментом дикого типа
и его мутантными формами ([фермент] = 0.05 мкМ, [F/G] = 2.0 мкM, Т = 25°C, t = 30 с).
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Рис. 3. Гидролиз HP1 (а) и HP2 (б) под действием APE1 дикого типа (WT) и мутантных форм в присутствии 1 мM EDTA.
[APE1] = 2.0 мкМ, [РНК] = 1.0 мкМ, Т = 25°C, t = 1 ч.
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каталитически компетентного комплекса, а так-
же Arg181, образующего контакт с дезоксирибозо-
фосфатным остовом в ДНК-связывающем центре,
незначительно влияют на эффективность гидро-
лиза F-сайта. Однако замена Asp308, участвующе-
го в координации иона Mg2+ в активном центре,
приводит к снижению активности примерно на
20% по сравнению с ферментом дикого типа.

Гидролиз РНК-субстратов

Влияние ионов Mg2+ на процессы связывания
субстрата, гидролиза фосфодиэфирной связи в
составе ДНК активно обсуждаются в литературе
[25–32]. Более того, уже предложено два катали-
тических механизма действия APE1, в которых
участвуют один или два катиона Mg2+ [11, 19]. В то
же время, согласно литературным данным [10, 24],
APE1 расщепляет РНК в отсутствие ионов двух-
валентных металлов. На основании этого мы ана-
лизировали взаимодействие APE1 дикого типа и
мутантных форм с модельными РНК-субстрата-
ми как в отсутствие ионов двухвалентных метал-
лов (рис. 3), так и в присутствии ионов Ca2+ (рис. 4)
и Mg2+ (рис. 5).

Как показано на рис. 3, в отсутствие ионов
двухвалентных металлов в случае обоих РНК-суб-
стратов, HP1 и HP2, происходило накопление
продуктов реакции; при этом расщепление про-
исходило преимущественно по последовательности
СА, расположенной в петле. Наличие продуктов
эндорибонуклеазной реакции в случае мутантных
форм фермента, у которых отсутствует АР-эндо-
нуклеазная активность, свидетельствует о проте-
кании гидролиза фосфодиэфирной связи в РНК
по каталитическому механизму, отличному от та-
кового на AP-сайтах ДНК.

Следует отметить, что в присутствии ионов
Ca2+ также наблюдали накопление продуктов эн-
дорибонуклеазной реакции (рис. 4). Здесь следует
заметить, что, как показано ранее [14], при взаи-
модействии APE1 с ДНК-субстратом, содержа-
щим F-сайт, присутствие ионов Ca2+ приводило к
блокированию АР-эндонуклеазной реакции [33].

При взаимодействии APE1 с РНК-субстрата-
ми в буферном растворе, содержащем 5 мМ Mg-
Cl2, который необходим ферменту для осуществ-
ления АР-эндонуклеазной реакции, наблюдали
как накопление продуктов эндорибонуклеазной
активности, так и продуктов 3'-5'-экзонуклеаз-
ной реакции (отщепление тушителя BHQ1 с
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Рис. 4. Гидролиз РНК-субстратов HP1 (а) и HP2 (б) под действием APE1 дикого типа и мутантных форм в присутствии
5 мM CaCl2. [APE1] = 2.0 мкМ, [РНК] = 1.0 мкМ, Т = 25°C, t = 1 ч.
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Рис. 5. Гидролиз РНК-субстратов HP1 (а) и HP2 (б) под действием APE1 дикого типа и мутантных форм в присутствии
5 мM MgCl2. [APE1] = 2.0 мкМ, [РНК] = 1.0 мкМ, Т = 25°C, t = 1 ч.
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3'-конца) (рис. 5). Можно предположить, что гид-
ролиз межнуклеотидной фосфатной группы в
РНК-субстрате может проходить без участия иона
Mg2+, тогда как гидролиз 3'-концевого остатка
BHQ1 проходит по механизму, характерному для
гидролиза ДНК-субстратов. В пользу этого за-
ключения также свидетельствует отсутствие про-
дуктов 3'-5'-экзонуклеазной деградации РНК-

субстратов под действием мутантных форм фер-
мента, которые лишены АР-эндонуклеазной ак-
тивности (D210N, N212A, T268D, Y171F).

На основании полученных данных мы рассчи-
тали относительную активность всех мутантных
форм фермента APE1 по отношению к РНК-суб-
стратам HP1 и HP2 в присутствии EDTA и ионов
двухвалентных металлов: Mg2+ и Ca2+ (рис. 6).

Рис. 6. Относительная активность АРЕ1 дикого типа и мутантных форм при гидролизе субстрата HP1 (а, в, д) и НР2
(б, г, е) в присутствии 1.0 мM EDTA (а, б), 5.0 мM CaCl2 (в, г) и 5.0 мM MgCl2 (д, е).
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Интересно отметить, что замены D210N и
N212A, которые приводят к исчезновению АР-эн-
донуклеазной активности в отношении ДНК-суб-
страта, содержащего F-сайт, не блокируют эндори-
бонуклеазную активность APE1. Оба остатка,
Asn212 и Asp210, координируют молекулу воды в ак-
тивном центре, которая действует как нуклеофил
при каталитическом гидролизе ДНК. Таким об-
разом, на основании полученных данных можно
считать, что расщепление РНК зависит от при-
сутствия Asn212 или Asp210 в гораздо меньшей
степени, чем в случае ДНК-субстрата, а значит в
гидролизе РНК-субстратов задействован альтер-
нативный каталитический механизм APE1. Кроме
того, замена еще одного ключевого каталитиче-
ского остатка, необходимого для эффективного
осуществления АР-эндонуклеазной активности –
Tyr171 – также не приводит к уменьшению эффек-
тивности гидролиза РНК-субстратов.

Замена T268D оказывает существенное влия-
ние (примерно 5-кратное снижение активности
по сравнению с WT, рис. 2б) на АР-эндонуклеаз-
ную активность. Действительно, замена T268D мо-
жет нарушать взаимодействия APE1 с ДНК посред-
ством электростатического отталкивания в ДНК-
связывающем центре, так как остаток Thr268 рас-
положен в петле, которая встраивается в спираль
ДНК со стороны малой бороздки рядом с AP-сай-
том. В этом случае боковая группа Thr268 находит-
ся между боковой цепью Met270, встраивающегося
в ДНК на место F-сайта, и фосфатной группой
ДНК-субстрата. Следовательно, аспартат в поло-
жении 268 может влиять на связывание субстрата
путем стерических взаимодействий с боковой це-
пью Met270. Интересно отметить, что замены
T268D и M270A в APE1 приводят к потере специ-
фичности фермента к пиримидин-пуриновой по-
следовательности в обоих РНК-субстратах по
сравнению с ферментом дикого типа (рис. 3‒5).
Такая потеря специфичности к контексту РНК-
субстратов действительно указывает на то, что эф-
фект замены T268D не может быть обусловлен
только электростатическим отталкиванием. Мож-
но предположить, что влияние этой замены, с од-
ной стороны, связано с взаимодействием Thr268 с
боковой цепью Met270, которая встраивается в по-
лость, образованную после выворачивания нук-
леотида-мишени в активный центр фермента. С
другой стороны, замена M270A теоретически
должна уменьшать любые стерические затрудне-
ния при связывании APE1 как с ДНК, так и с
РНК-субстратами и, следовательно, активность
мутантной формы M270A практически не отли-
чается от активности фермента дикого типа.

Действительно, замена Met270 не снижала
способность APE1 расщеплять AP-сайты, из чего
можно сделать вывод, что этот остаток не участ-
вует в процессе выворачивания нуклеотидов в ак-
тивный центр фермента. Таким образом, функция

Met270, скорее всего, заключается в стабилизации
состояния, в котором гидролизуемый нуклеотид
вывернут и расположен в активном центре фер-
мента. Потеря специфичности к СА-сайту рас-
щепления РНК также указывает на то, что Met270
выполняет важную функцию в распознавании
нуклеотида-мишени. Что касается замены остат-
ка Arg177, который встраивается в субстрат со сто-
роны большой бороздки, а также остатка Arg181,
расположенного в ДНК-связывающем центре, то
они практически не влияли ни на АР-эндонукле-
азную, ни на эндорибонуклеазную активность
АРЕ1.

АР-эндонуклеазная активность мутанта D308A
АРЕ1 была близка таковой для фермента дикого ти-
па, но снижена при гидролизе РНК-субстратов. Ко-
ординация иона Mg2+ остатком Asp308 может быть
важна для стабилизации сетевых контактов в ка-
талитическом центре при расщеплении ДНК.
Кроме того, остаток Asp308 стабилизирует поло-
жение остатка His309, который образует контакт
с фосфатной группой гидролизуемого нуклеоти-
да, тем самым способствуя достижению катали-
тически компетентного состояния фермента.

Связывание РНК-субстратов
С помощью микроскопического термофореза

(MCT) было исследовано связывание APE1 дико-
го типа и его мутантных форм с субстратом HP2
(рис. 7а). По кривым титрования рассчитаны
константы диссоциации (Kd) фермент-субстрат-
ных комплексов (рис. 7б). Анализ стабильности
фермент-субстратных комплексов проведен ме-
тодом МСТ. В результате показано, что образова-
ние комплекса APE1, как дикого типа, так и му-
тантных форм, с HP2 характеризуется близкими
значениями констант диссоциации в диапазоне
концентраций субстрата 0.5–2.0 мкМ. Таким об-
разом, ни одна из проанализированных мутаций
не приводила к серьезным нарушениям фермент-
субстратных взаимодействий. Более того, наи-
меньшее значение Kd (0.6 ± 0.1 мкМ) зарегистри-
ровано для D210N APE1, что хорошо согласуется
с литературными данными о более прочном свя-
зывании этого мутанта с модельными ДНК-суб-
стратами по сравнению с ферментом дикого типа
[17, 20, 30, 34]. В то же время вариант D210N APE1
обладал повышенной активностью по отноше-
нию к обоим исследованным РНК-субстратам
как в отсутствие, так и в присутствии ионов двух-
валентных металлов. Кроме того, две наименее
активные мутантные формы АРЕ1, D308A и
N212A, также связывались с РНК-субстратом более
эффективно, чем фермент дикого типа. Таким об-
разом, различия в активности мутантных форм
APE1, скорее всего, связаны с влиянием исследо-
ванных аминокислотных остатков на формирова-
ние каталитически компетентного состояния, а
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не на стадию образования фермент-субстратного
комплекса.

Анализ кинетики взаимодействия APE1
дикого типа с РНК-субстратом НР1

Ранее [33, 35] при исследовании связывания
APE1 с АР-сайтами и гидролиза 5'-фосфоди-
эфирной связи в предстационарных условиях ме-
тодом “остановленного потока” детектировали
изменения интенсивности флуоресценции АРЕ1,
вызванные присутствием в белке остатков Trp.
При исследовании эндорибонуклеазной реакции
нами также зарегистрированы изменения интен-
сивности флуоресценции остатков Trp на временах
менее 0.5 с, которые, скорее всего, соответствуют
образованию фермент-субстратного комплекса
(рис. 8а). Следует сказать, что медленная реакция
гидролиза РНК-субстрата не может быть зареги-
стрирована этим методом вследствие деструкции
остатков Trp при длительном облучении на длине
волны возбуждения флуоресценции (фотобли-
чинга).

Для расчета наблюдаемых констант скорости,
kobs, кинетические кривые аппроксимировали по
уравнению (1). Учитывая, что на начальной ста-
дии взаимодействия АРЕ1 с субстратами образу-
ется фермент-субстратный комплекс, причем эта
реакция обратима, для расчета kobs мы использо-
вали уравнение (2), которое справедливо при
условии избытка одного из компонентов реак-
ции. Несмотря на то, что в проведенных нами
экспериментах это не всегда было выполнимо,
зависимость kobs от концентрации субстрата но-
сила линейный характер (рис. 8б), что соответ-
ствовало одностадийному механизму связывания
и позволило рассчитать константы скорости об-

разования и распада фермент-субстратного ком-
плекса (АРЕ1 ∙ НР1) с помощью уравнения (2),
где k1 = 5.4 ± 0.7 мкM‒1 ∙ с‒1, k‒1 = 23.6 ± 1.9 с‒1. В
этом случае значение Kd равно 4.7 ± 1.1 мкM. Это
значение немного превышает величину, изме-
ренную методом термофореза (см. рис. 7б), одна-
ко, учитывая принципиальное различие методов
и условий реакции, использованных для получе-
ния значений Kd, такое расхождение можно счи-
тать удовлетворительным.

В проведенной нами работе использованы
модельные РНК-субстраты, содержащие флуо-
ресцирующие основания 2-аминопурин (aPu) и
пирролоцитозин (CPy) в различных положениях
шпильки (табл. 1, рис. 8в). Известно, что интен-
сивность флуоресценции aPu и CPy зависит от гид-
рофильности окружающей среды [36–39], поэтому,
наблюдая за изменением этого параметра для ана-
логов азотистых оснований, можно судить о кон-
формационных превращениях РНК-субстрата.

На основании полученных результатов можно
говорить о том, что остаток aPu не чувствителен к
процессам, происходящим при образовании ком-
плекса фермента с РНК-субстратом, в то время
как для CPy зарегистрирован рост интенсивности
флуоресценции на начальном участке кинетиче-
ских кривых (до 10 с), что может отражать процесс
образования фермент-субстратного комплекса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, нами проведен сравнитель-
ный анализ АР-эндонуклеазной и эндорибону-
клеазной активности апуриновой/апиримидино-
вой эндонуклеазы человека APE1 дикого типа и
восьми мутантных форм, содержащих замены

Рис. 7. Определение констант диссоциации (Kd) фермент-субстратных комплексов методом микроскопического тер-
мофореза с использованием в качестве субстрата HP2. а ‒ Кривые титрования субстрата HP2 под действием APE1 ди-
кого типа и мутантных форм. б ‒ Сравнительный анализ констант диссоциации комплексов АРЕ1-HP2.
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аминокислотных остатков, входящих в состав ак-
тивного и субстратсвязывающего центра. Пока-
зано, что при взаимодействии APE1 с РНК-суб-
стратами в присутствии ионов Ca2+, а также в от-
сутствие ионов металлов происходит накопление
продуктов только эндорибонуклеазной реакции,
что свидетельствует о металлнезависимом ката-
литическом механизме гидролиза фосфодиэфир-
ной связи в РНК-субстратах. В присутствии
ионов Mg2+ протекают и эндорибонуклеазная, и
3'-5'-экзонуклеазная реакции. Эти два типа фер-
ментативной активности связаны с разными ка-
талитическими механизмами действия фермента.
Так, замена аминокислотных остатков Asn212,
Asp210 и Tyr171 приводит к потере АР-эндонукле-
азной и 3'-5'-экзонуклеазной активностей с со-
хранением эндорибонуклеазной активности, из
чего можно сделать вывод о том, что при гидроли-
зе фосфодиэфирной связи в составе РНК APE1
задействует механизм катализа, альтернативный

таковому на ДНК-субстратах. Установлено, что
замены T268D и M270A приводят к потере специ-
фичности фермента к пиримидин-пуриновой по-
следовательности, а мутации Arg177 и Arg181 не-
значительно влияют на активность фермента.
Показано, что замена D308A приводит к сниже-
нию эндорибонуклеазной активности фермента,
по-видимому, за счет потери контактов с катали-
тически значимым остатком His309.

Экспериментальная часть работы выполнена
при поддержке гранта РНФ № 19-74-10034 и частич-
ной поддержке бюджетного финансирования для
обеспечения регламентных работ на использован-
ном оборудовании № АААА-А17-117020210022-4.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

Рис. 8. Кинетика взаимодействия APE1 дикого типа с РНК-субстратами. а ‒ Изменения интенсивности флуоресцен-
ции остатков Trp, характеризующие образование фермент-субстратного комплекса. б ‒ Зависимость наблюдаемой
константы скорости (kobs) от концентрации РНК-субстрата HP1. в ‒ Изменения интенсивности флуоресценции
остатков aPu, CPy и FRET-сигнала, характеризующие конформационные превращения РНК-субстрата.
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MUTATIONAL AND KINETIC ANALYSIS OF APE1 

ENDORIBONUCLEASE ACTIVITY

A. A. Kuznetsova1, A. A. Gavrilova1, 2, D. S. Novopashina1,
O. S. Fedorova1, *, and N. A. Kuznetsov1, **

1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, 630090 Russia

2Novosibirsk National Research State University, Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: fedorova@niboch.nsc.ru

**e-mail: nikita.kuznetsov@niboch.nsc.ru

Human apurine/apirimidine endonuclease 1 (APE1) participates in the DNA repair system. It is believed
that the main biological function of APE1 is Mg2+ dependent hydrolysis of AP-sites in DNA. On the base of
structural data, kinetic studies and mutation analysis, the key stages of APE1 interaction with damaged DNA
were established. It has been shown recently that APE1 can act as an endoribonuclease that catalyses mRNA
hydrolysis at certain pyrimidine-purine sites and thus controls the level of certain transcripts. In addition, the
presence of Mg2+ ions was shown to be not required for endoribonuclease activity of APE1, as in the case of
AP-endonuclease activity. It indicates differences in mechanisms of APE1 catalysis on RNA and DNA sub-
strates, but the reasons for these differences remain unclear. Here, the analysis of endoribonuclease hydrolysis
of model RNA substrates with wild type APE1 enzyme and its mutant forms, Y171F, R177F, R181A, D210N,
N212A, T268D, M270A and D308A, was performed. It has been shown that mutation of Asn212, Asp210 and
Tyr171 residues leads to the decrease of AP-endonuclease activity whereas endoribonuclease activity retains.
It has been found that T268D and M270A APE1 mutants have lost the specificity to pyrimidine-purine se-
quences. R177F and R181A have not shown significant decreases in enzyme activity, whereas D308A have
shown the decrease of endoribonuclease activity.

Keywords: human apurine/apirimidine endonuclease, APE1, endoribonuclease activity, active site, site-di-
rected mutagenesis, RNA substrates
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