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5-Метил-2'-дезоксицитидин (mC) и продукт его регулируемого окисления 5-гидроксиметил-2'-
дезоксицитидин (hmC) играют ключевую роль в эпигенетической регуляции экспрессии генов, в
клеточной дифференцировке и канцерогенезе. Геномные СpG-сайты, содержащие mC и hmC,
представляют собой горячие точки мутагенеза. Основной механизм мутагенеза в CpG-сайтах –
спонтанное дезаминирование модифицированных остатков цитозина. Однако дополнительным
источником мутаций в районах СpG-сайтов, содержащих повреждения, потенциально могут быть
высокоошибочные транслезионные и репаративные ДНК-полимеразы. В настоящей работе про-
анализирована точность включения нуклеотидов напротив mC и hmC ДНК-полимеразами челове-
ка Polβ, Polλ, Polη, Polι, Polκ и праймазой-полимеразой PrimPol in vitro. Результаты исследования
указывают на высокую точность копирования mC и hmC репаративными ДНК-полимеразами Polβ
и Polλ. Polη, Polι, Polκ и PrimPol копировали mC и hmC с меньшей точностью и включали напротив
них dAMP и dTMP. Такой же спектр ошибочного включения dNMP наблюдали и в сайтах с немо-
дифицированными остатками цитозина.
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ВВЕДЕНИЕ

Эпигенетическое метилирование ДНК по по-
ложению C5 2'-дезоксицитидина с образованием
5-метил-2'-дезоксицитидина (mC) – один из
ключевых механизмов, регулирующих компакти-
зацию хроматина и экспрессию генов высших эу-
кариот [1–3]. Метилированию подвергаются пре-
имущественно динуклеотиды CpG, и 70–80%
сайтов CpG в геноме человека содержат mC [4, 5].
В эпигенетической регуляции участвует и про-
дукт регулируемого окисления mC – 5-гидрокси-
метил-2'-дезоксицитидин (hmC) [6, 7]. mC пре-

вращается в hmC под действием диоксигеназ се-
мейства TET [8, 9].

Динуклеотиды CpG представляют собой горя-
чие точки мутагенеза. Основной тип мутаций в
CpG-сайтах – транзиции СG → TA, образуются в
результате спонтанного дезаминирования mC до
T и последующего включения dAMP при репли-
кации [10, 11]. Известно, что эффективность ре-
парации пар TG ниже, чем dUG [10, 11]. Мутации
может вызывать также 5-гидроксиметил-2'-дез-
оксиуридин (hmU), образующийся в результате
последовательного окисления mC до hmC и дез-
аминирования hmC [12].

Сокращения: mC – 5-метил-2'-дезоксицитидин; hmC – 5-гидроксиметил-2'-дезоксицитидин; oxoG – 8-оксо-7,8-дигидро-
2'-дезоксигуанозин.
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Первичными мутагенными повреждениями в
динуклеотидах CpG могут быть не только основа-
ния Thy и hmUra, образующиеся в ходе дезамини-
рования. Присутствие mC может повышать спо-
собность комплементарного или соседнего с ним
G к окислению [13] и образованию аддуктов с
канцерогенами [14, 15], а сам mC под действием
ультрафиолетового излучения дает ряд промута-
генных продуктов [16–18]. В последние годы на-
капливаются данные о том, что часть мутаций,
образующихся в горячих точках мутагенеза в об-
ласти CpG-сайтов, возникает в результате работы
ДНК-полимераз в ходе нормальной репликации
ДНК и не связана с дезаминированием mC [19, 20].

Помимо высокоточных репликативных ДНК-
полимераз α, δ и ε (Polα, Polδ, Polε) в клетках че-
ловека присутствуют специализированные ДНК-
полимеразы. Репаративные полимеразы β, θ, λ и
μ (Polβ, Polθ, Polλ, Polμ), принадлежащие к
семействам X и А, отвечают за синтез ДНК при
эксцизионной репарации нуклеотидов и негомо-
логичном соединении концов ДНК [21]. Трансле-
зионные ДНК-полимеразы η, ι и κ (Polη, Polι,
Polκ) семейства Y и ДНК-полимераза ζ (Polζ)
семейства B включают нуклеотиды напротив по-
вреждений, предотвращая коллапс движущейся
репликативной вилки на поврежденной матрице
[22–24]. Праймаза-ДНК-полимераза PrimPol вы-
полняет функцию реинициации синтеза ДНК по-
сле поврежденных участков [25]. Точность специ-
ализированных ДНК-полимераз при синтезе на
неповрежденной ДНК-матрице значительно ни-
же, чем у репликативных ДНК-полимераз [23, 26].

По частоте возникновения спонтанных повре-
ждений, затрагивающих динуклеотиды CpG, можно
выделить дезаминирование C и mC и окисление G
с образованием 8-оксо-7,8-дигидро-2'-дезоксигуа-
нозина (oxoG) [27]. Репарация продуктов повре-
ждения в составе пар dUG, dU-oxoG и T-oxoG
протекает по пути эксцизионной репарации осно-
ваний с вовлечением Polβ или Polλ. Если oxoG не
был удален до начала репликации, то для его
“прохождения” привлекаются транслезионные
ДНК-полимеразы [28]. Таким образом, как mC,
так и hmC могут выступать в качестве матричных
нуклеотидов для включения dNMP репаративны-
ми и транслезионными ДНК-полимеразами.
Однако вопрос о точности включения нуклеоти-
дов напротив mC и hmC ДНК-полимеразой чело-
века не исследован. В настоящей работе изучена
точность и эффективность включения dNMP на-
против mC и hmC панелью репаративных и
транслезионных ДНК-полимераз человека – Polβ,
Polλ, Polη, Polι, Polκ и PrimPol in vitro.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Белки. Polι выделяли из клеток Saccharomyces

cerevisiae согласно [29]. Polη экспрессировали с

использованием плазмиды, полученной в [29], и
выделяли из клеток S. cerevisiae, аналогично Polζ
[30] и Rev1 [31]. PrimPol экспрессировали в клет-
ках Escherichia coli и выделяли согласно [32]. Polβ
и Polλ, содержащие на N-конце дополнитель-
ную последовательность с шестью остатками
His, выделяли из клеток E. coli методом аффин-
ной хроматографии на Ni-NTA (“Qiagen”, Гер-
мания) с последующей очисткой на гепарин-
сефарозе (“GE Healthcare”, США). Препарат
Polκ, выделенный из клеток E. coli, любезно предо-
ставлен Л.В. Генингом (НИЦ Курчатовский инсти-
тут – ИМГ).

ДНК-субстраты. Праймер и ДНК-матрицы,
содержащие С, mC и hmC, синтезированы в
ИХБФМ СО РАН из коммерчески доступных
амидофосфитов (“Glen Research”, США). Оли-
гонуклеотиды, содержащие модифицированные
основания, при гидролизе метилзависимой эн-
донуклеазой рестрикции GlaI (“Сибэнзим”,
Россия) давали продукт с ожидаемой электрофо-
ретической подвижностью [33]. Для получения
ДНК-субстратов [5′-32P]-меченый праймер ги-
бридизовали с немеченными олигонуклеотидны-
ми матрицами в соотношении 1 : 1.1, нагревая рас-
твор до 73°C и медленно охлаждая до 24°C. После-
довательности олигонуклеотидов представлены на
рис. 1.

Анализ активности ДНК-полимераз. Активность
ДНК-полимераз оценивали в реакции удлинения
праймера в смеси объемом 20 мкл, содержащей
30 мМ HEPES–KOH (рН 7.0), 8% глицерина,
0.1 мг/мл бычьего сывороточного альбумина, 20 нМ
ДНК-субстрат, MgCl2, dNTP и ДНК-полимеразы в
концентрациях, указанных в табл. 1. Реакции
инициировали добавлением dNTP и инкубирова-
ли при 37°C в течение времени, указанного в
табл. 1. Реакции останавливали, добавляя 20 мкл
буфера для нанесения (95% формамида, 10 мМ
EDТА и 0.1% бромфенолового синего). Продукты
реакции разделяли в денатурирующем 21%-ном
полиакриламидном геле с добавлением 7 М моче-
вины и детектировали с помощью радиолюминес-
центного сканера Typhoon 9400 (“GE Healthcare”).
Об эффективности включения dNTP судили по
проценту удлиненного праймера (PrEx) – соотно-
шению между удлиненными молекулами ДНК
(продуктами реакции) и всеми молекулами ДНК
в дорожке. Эксперименты повторяли 3–4 раза,
рассчитывали стандартные ошибки средних зна-
чений. Данные сравнивали с помощью t-крите-
рия Стьюдента, различия считали статистически
значимыми при p < 0.05.

Анализ включения индивидуальных нуклеотидов
в условиях стационарной кинетики. Для измерения
эффективности включения индивидуальных
dNTP концентрации dNTP в реакционной смеси
варьировали от 1 до 1000 мкМ. Реакции проводи-
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ли при 37°С в течение 4–30 мин (включение
dGTP напротив C, mC и hmC – 4 мин, включение
dCTP напротив С – 10 мин, включение dCTP на-
против mC и hmC – 30 мин). Полученные дан-
ные использовали для расчета параметров kcat и
KM в уравнении Михаэлиса–Ментен kobs = kcat ×
× [dNTP])/(KM + [dNTP]) с помощью нелиней-
ной регрессии в программе GraFit 5 (Erithacus
Software, Великобритания), где kobs и kcat – наблю-
даемая и максимальная скорости реакции, соот-
ветственно, KM – кажущаяся константа Михаэли-
са. Значения параметров KM и kcat использовали
для определения эффективности включения нук-
леотида (kcat/KM) и коэффициента эффективно-
сти включения нуклеотида напротив модифици-
рованного С (Finc – отношение kcat/KM включения
dNМP напротив модифицированного С и kcat/KM
включения dNMP напротив С). Эксперименты по-
вторяли 3 раза и рассчитывали ошибку среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали двухцепочечный
ДНК-субстрат с выступающим одноцепочечным
5′-участком, в котором С, mC или hmC (рис. 1а)
находились в положении +1 матричной цепи в
нуклеотидном окружении –G(X)G– (рис. 1б). Точ-

ность включения нуклеотидов напротив mC и hmC
оценивали с использованием индивидуальных
dNMP в реакциях удлинения праймера. Трансле-
зионные ДНК-полимеразы семейства Y (Polη,
Polι и Polκ) показали наименьшую точность ко-
пирования неповрежденного матричного С. Хотя
все ДНК-полимеразы семейства Y включали на-
против С преимущественно комплементарный
dGMP (рис. 2а, дорожка 3; рис. 2б, дорожка 3;
рис. 2в, дорожка 3), наблюдалось также включение
некомплементарных dAMP (рис. 2а, дорожка 2;
рис. 2б дорожка 2; рис. 2в, дорожка 2) и dTMP
(рис. 2а, дорожка 4; рис. 2б, дорожка 4; рис. 2в,
дорожка 4). Polι включала нуклеотидные субстра-
ты напротив С с наименьшей точностью (рис. 2б).
Полученные результаты согласуются с данными о
невысокой точности копирования неповрежден-
ной матрицы ДНК-полимеразами семейства Y
[34–36].

Все ДНК-полимеразы семейства Y эффектив-
но включали dNMP напротив С, mC и hmC
(рис. 2а–в). Спектр включения dNMP напротив
mC и hmC не отличался существенно от спектра
включения нуклеотидных субстратов напротив С
полимеразами Polη и Polκ (рис. 2а, в). Однако Polι
включала dCMP напротив mC и hmC с меньшей
эффективностью по сравнению с немодифици-
рованным С (рис. 2б). Включение комплементар-

Рис. 1. Структура использованного ДНК-субстрата. a – Структуры С, mC и hmC. б – Нуклеотидная последователь-
ность цепей ДНК-субстрата.
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Таблица 1. Условия определения ДНК-полимеразной активности

ДНК-полимераза MgCl2, мМ dNTP, мкМ ДНК-полимераза, нМ Время реакции, мин

Polη 10 50 5 4
Polκ 10 50 5 2
Polι 1 50 10 8
Polβ 10 50 5 5
Polλ 1 50 100 10
PrimPol 10 200 200 15
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ного dGMP и некомплементарного dCMP Polι
изучено более детально c помощью стационарной
кинетики (табл. 2). Оказалось, что Polι включает
dCMP напротив mC и hmC в 4–7.1 раза менее эф-
фективно по сравнению с С. Кроме того, Polι в
3.1–5 раз менее эффективно включала напротив
mC и hmC комплементарный dGMP (табл. 2).
Таким образом, наличие 5-метильной и 5-гид-
роксиметильной групп в несколько раз снижает
активность Polι как при нормальном, так и при
мутагенном включении dNMP напротив С.

Репаративные ДНК-полимеразы Polβ и Polλ
семейства X включали напротив матричного С
только комплементарный dGMP (рис. 2г, до-
рожка 3 и рис. 2д, дорожка 3). Метильная или
гидроксиметильная группы в положении 5 пири-
мидинового кольца не влияли на точность включе-
ния нуклеотидных субстратов напротив С (рис. 2г,
дорожки 6–15 и рис. 2д, дорожки 6–15). Интересно
отметить, что Polλ включала dGMP напротив mC
(рис. 2д, дорожка 8) примерно в 2 раза эффектив-
нее, чем напротив немодифицированного С
(p = 0.01) и hmC (p = 0.0004) (рис. 2д, дорожки 3

Рис. 2. Включение dNTP ДНК-полимеразами человека: Polη (а), Polι (б), Polκ (в), Polβ (г), Polλ (д) и праймазой-поли-
меразой PrimPol (е) напротив С, mC и hmC. Показаны значения удлинения праймера (PrEx, %) и стандартные ошибки
средних значений.
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Таблица 2. Включение dGMP и dCMP напротив С, mC и hmC Polι человека

Субстратный dNTP Матричный 
нуклеотид kcat, мин−1 KM, мкM

kcat/KM,
мкМ−1 · мин−1

Finc

dGTP C 0.199 ± 0.035 20.4 ± 2 9.7 × 10−3 1

mC 0.188 ± 0.026 95 ± 12.8 2 × 10−3 0.2

hmC 0.163 ± 0.027 54.6 ± 6.6 3.1 × 10−3 0.32

dCTP C 0.135 ± 0.027 164.6 ± 0.4 8.2 × 10−4 1

mC 0.035 ± 0.001 315 ± 58.3 1.1 × 10−4 0.14

hmC 0.043 ± 0.011 214.6 ± 74.5 2.1 × 10−4 0.25
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и 13). Таким образом, репаративные Polβ и Polλ
копировали mC и hmC с высокой точностью и
эффективностью.

PrimPol включала напротив С преимущественно
комплементарный dGMP (рис. 2е, дорожка 3) и не-
большое количество некомплементарного dAMP
(рис. 2е, дорожка 2). Спектр включения dNMP на-
против mC и hmC существенно не отличался от не-
модифицированного С (рис. 2е, дорожки 6–15).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
ДНК-полимеразы семейств Y и X и праймаза-

полимераза PrimPol, участвующие в репарации и
репликации поврежденной ДНК, не обладают
корректирующей 3′ → 5′-экзонуклеазной актив-
ностью и копируют неповрежденную ДНК с не-
высокой точностью [23, 26, 37]. В ходе репарации
повреждений в динуклеотидах CpG или реплика-
ции таких матриц репаративные и транслезион-
ные ДНК-полимеразы могут встретить в матрице
mC и hmC. Ошибки при копировании mC и hmC
могут быть одним из источников мутагенеза, ас-
социированного с CpG. Действительно, некото-
рые недавние исследования указывают на участие
ДНК-полимераз (в частности, репликативной
Polε и транслезионной Polη) в мутагенезе по ди-
нуклеотидам CpG независимо от дезаминирова-
ния mС [19, 38–41].

Нами впервые оценена точность и эффектив-
ность включения dNTP напротив mC и hmC
шестью специализированными ДНК-полимера-
зами человека. Показано, что репаративные
ДНК-полимеразы семейства X копируют mC и
hmC с высокой точностью. Polλ включала компле-
ментарный dGMP напротив mC даже более эффек-
тивно, чем напротив немодифицированного С.

Транслезионные ДНК-полимеразы семейства
Y и PrimPol включали нуклеотидные субстраты с
меньшей точностью. В мутационном спектре ди-
нуклеотидов CpG доминируют транзиции СG →
→ TA [42, 43]. Все ДНК-полимеразы семейства Y
и PrimPol включали напротив mC и hmC неком-
плементарный dATP, что может быть причиной
таких мутаций. Эффективность включения dATP
напротив mC и hmC убывала в ряду Polι > Polη >
> Polκ ~ PrimPol. Однако общий спектр включе-
ния dNTP напротив mC и hmC существенно не
отличался от немодифицированного С.

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что, по крайней мере в отсут-
ствие дезаминирования матричного C или его
производных mC и hmC, репаративные ДНК-по-
лимеразы не вносят заметного вклада в мутагенез
по CpG-сайтам. Транслезионные ДНК-полиме-
разы Polη, Polι и Polκ и праймаза-полимераза
PrimPol могут быть источником мутаций в CpG-
сайтах. В клетке такая ситуация может возникать

при прохождении репликативной вилкой остатка
oxoG в контексте CpG с привлечением трансле-
зионных ДНК-полимераз [28]. Оценки встречае-
мости динуклеотида CpG [4, 5] и частоты oxoG в
геноме человека [44, 45] позволяют утверждать,
что каждая клетка содержит около 100 Cp(oxoG)-
сайтов. Поскольку включение некомплементар-
ных dNMP полимеразами семейства Y оказалось
сопоставимым для C, mC и hmC, их промутаген-
ное действие должно быть независимым от стату-
са метилирования ДНК.

Следует отметить, что нами изучены ДНК-
матрицы, содержащие C, mC или hmC только в
одном нуклеотидном контексте – GCG. Возмож-
но, в других контекстах или в случае повреждений
точность и эффективность включения dNMP
ДНК-полимеразами может отличаться. Напри-
мер, спектры соматических мутаций в некоторых
опухолях указывают на возможную роль Polη в
мутагенезе по остаткам C в контексте YCG (где
Y – пиримидин, но чаще T), которая не зависит
от дезаминирования цитозина [39]. Таким обра-
зом, для установления механизмов мутагенеза в ди-
нуклеотидах CpG перспективным представляется
изучение точности транслезионных полимераз
при копировании эпигенетически модифициро-
ванных оснований ДНК в расширенном наборе
нуклеотидных контекстов.
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TEMPLATE PROPERTIES OF 5-METHYL-2'-DEOXYCYTIDINE
AND 5-HYDROXYMETHYL-2'-DEOXYCYTIDINE IN REACTIONS

WITH HUMAN REPARATIVE AND TRANSLESION DNA POLYMERASES
Е. S. Shilkin1, D. V. Petrova2, V. А. Poltorachenko1, Е. О. Boldinova1,

D. О. Zharkov2, 3, *, and А. V. Маkarova1, **
1National Research Center “Kurchatov Institute” – Institute of Molecular Genetics, Moscow, 123182 Russia
2Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,

Novosibirsk, 630090 Russia
3Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia
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**e-mail: amakarova-img@yandex.ru

5-Methyl-2'-deoxycytidine (mC) and the product of its controlled oxidation, 5-hydroxymethyl-2'-cytidine
(hmC), play a key role in the epigenetic regulation of gene expression, the cell differentiation, and the car-
cinogenesis. Due to spontaneious deamination, genomic CpG sites containing mC and hmC serve as muta-
genesis hotspots. In addition, error-prone translesion and reparative DNA polymerases may serve as addi-
tional source of mutations in the lesion-containing regions with CpG sites. In the present work, we performed
in vitro analysis of the accuracy of nucleotide incorporation opposite to mC and hmC by human DNA poly-
merases Polβ, Polλ, Polη, Polι, Polκ and primase polymerase PrimPol. The results of the study show a high
accuracy of copying mC and hmC by the reparative DNA polymerases Polβ and Polλ, while Polη, Polι, Polκ,
and PrimPol copied mC and hmC with less accuracy evident by incorporation of dAMP and dTMP. The
same spectrum of error-prone dNMP incorporation was also noted at sites with unmodified cytosines.

Keywords: CpG sites, 5-methylcytosine, 5-hydroxymethylcytosine, translesion DNA synthesis, mutagenesis
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