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КИНЕТИЧЕСКИЙ МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ФЕРМЕНТА APE1  
В ЭКСЦИЗИОННОЙ РЕПАРАЦИИ ОСНОВАНИЙ *

»ÒÒÎÂ‰Ó‚‡Ì‡ ‰ËÌ‡ÏËÍ‡ ÍÓÌÙÓрÏ‡ˆËÓÌÌ˚ı ÔрÂ‚р‡˘ÂÌËÈ Ë ÍËÌÂÚË˜ÂÒÍËÈ ÏÂı‡ÌËÁÏ ‰ÂÈÒÚ‚Ëˇ ‡ÔÛрËÌÓ-
‚ÓÈ-‡ÔËрËÏË‰ËÌÓ‚ÓÈ (AP) ˝Ì‰ÓÌÛÍÎÂ‡Á˚ ˜ÂÎÓ‚ÂÍ‡ (APE1) ‚ ÔрÓˆÂÒÒÂ ˝ÍÒˆËÁËÓÌÌÓÈ рÂÔ‡р‡ˆËË ÓÒÌÓ‚‡ÌËÈ 
(base excision repair, BER). ”ÒÚ‡ÌÓ‚ÎÂÌÓ, ˜ÚÓ ‰ÂÈÒÚ‚ËÂ ‰‡ÌÌÓ„Ó ÙÂрÏÂÌÚ‡ ÓÔËÒ˚‚‡ÂÚÒˇ ÍËÌÂÚË˜ÂÒÍÓÈ 
ÒıÂÏÓÈ, ÍÓÚÓр‡ˇ ÒÓ‰ÂрÊËÚ ˜ÂÚ˚рÂ ÒÚ‡‰ËË, ÒÓÓÚ‚ÂÚÒÚ‚Û˛˘ËÂ ÙÓрÏËрÓ‚‡ÌË˛ Ì‡˜‡Î¸ÌÓ„Ó ÙÂрÏÂÌÚ-
ÒÛ·ÒÚр‡ÚÌÓ„Ó ÍÓÏÔÎÂÍÒ‡, ËÁÓÏÂрËÁ‡ˆËË ‰‡ÌÌÓ„Ó ÍÓÏÔÎÂÍÒ‡, ÌÂÓ·р‡ÚËÏÓÈ Í‡Ú‡ÎËÚË˜ÂÒÍÓÈ ÒÚ‡‰ËË Ë р‡‚-
ÌÓ‚ÂÒÌÓÈ ÒÚ‡‰ËË ‰ËÒÒÓˆË‡ˆËË ÍÓÏÔÎÂÍÒ‡ ÙÂрÏÂÌÚ‡ Ò ÔрÓ‰ÛÍÚÓÏ. Õ‡ÎË˜ËÂ ÒÚ‡‰ËË ËÁÓÏÂрËÁ‡ˆËË Ì‡˜‡Î¸-
ÌÓ„Ó ÙÂрÏÂÌÚ-ÒÛ·ÒÚр‡ÚÌÓ„Ó ÍÓÏÔÎÂÍÒ‡ ÔÓÍ‡Á˚‚‡ÂÚ, ˜ÚÓ ÒÚрÛÍÚÛр‡ ÙÂрÏÂÌÚ‡ APE1 ÌÂ ˇ‚ÎˇÂÚÒˇ ÒÎË¯ÍÓÏ 
ÊÂÒÚÍÓÈ, Í‡Í ˝ÚÓ р‡ÌÂÂ ÔрÂ‰ÔÓÎ‡„‡ÎÓÒ¸ ‚ ÎËÚÂр‡ÚÛрÂ. 

 Î˛˜Â‚˚Â ÒÎÓ‚‡: рÂÔ‡р‡ˆËˇ ƒÕ , ‡ÔÛрËÌÓ‚‡ˇ-‡ÔËрËÏË‰ËÌÓ‚‡ˇ ˝Ì‰ÓÌÛÍÎÂ‡Á‡ ˜ÂÎÓ‚ÂÍ‡. 

Клетки живых организмов постоянно 
подвергаются воздействию ионизирующего 
и ультрафиолетового излучения, действию 
различных химических мутагенов. Кроме 
того, в процессах метаболизма в клетках 
образуются активные формы кислорода 
(АФК) в виде радикалов О2

– и ОН, а также 
молекул синглетного кислорода и перокси-
да водорода. Все это вызывает различные 
повреждения клеточной ДНК, приводящие 
к гибели клетки, раковым и аутоиммунным 
заболеваниям, ускоряет процессы старения. 
Для защиты генетической информации  
в клетках всех живых организмов сущест-
вуют системы репарации, направленные на 
исправление повреждений ДНК. Основную 
роль в удалении поврежденных азотистых 
оснований ДНК играет механизм BER [1]. 
Данный путь репарации начинается с дей-
ствия ДНК-гликозилаз – ферментов, уда-
ляющих поврежденные или неправильно 
спаренные основания с образованием апу-
риновых-апиримидиновых сайтов (AP-сай-
тов). Эти сайты могут образовываться под 
действием урацил-ДНК-гликозилаз, уда-
ляющих T и U напротив G. Кроме того че-
ловеческая аденин-ДНК-гликозилаза (hMYH) 
удаляет A из A / G-пары. AP-сайты возни-
кают также в результате спонтанной потери 

оснований (в основном пуринов) [1–3]. АР-
сайты могут блокировать ДНК-репликацию 
и транскрипцию. В случае, когда реплика-
ция все же идет, во вновь синтезируемой 
цепи ДНК напротив AP-сайта встраивается 
преимущественно аденозин [4], что приво-
дит к однонуклеотидным заменам в ДНК. 
Альдегидная группа AP-сайта может всту-
пать в реакцию со многими клеточными 
белками [5]. В процессе BER ДНК расщеп-
ляется с 5'-конца AP-сайта с помощью  
апуриновых-апиримидиновых эндонуклеаз 
(AP-эндонуклеаз). В организме человека 
основной АР-эндонуклеазой является белок 
APE1 (35,5 кДа) [6]. Кроме AP-эндонук-
леазной активности данный белок проявля-
ет и другие ферментативные активности: 
3' → 5'-экзонуклеазную, фосфодиэстеразную, 
3'-фосфатазную, активность РНКазы H. Эти 
дополнительные активности на 3–4 порядка 
слабее AP-эндонуклеазной активности. По-
мимо этого, данный фермент удаляет не-
правильно спаренные нуклеотиды с 3'-кон-
ца ДНК [7]. Недавно было показано, что 
APE1 может удалять некоторые повреж-
денные основания ДНК независимо от уча-
стия ДНК-гликозилаз [8]. 

Ранее было проведено исследование ста-
ционарной кинетики ферментативного про-
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цесса разрезания ДНК, содержащей AP-сайт, 
ферментом APE1 [9], получены значения 
кинетических параметров, соответствую-
щих схеме Михаэлиса – Ментен: kcat и KM.  
С помощью рентгеноструктурного анализа 
получены структуры свободного фермента 
[10] и его комплекса с ДНК, содержащей 
АР-сайт [11]. Сделан вывод о том, что 
структура фермента APE1 является жесткой 
и предформирована для узнавания и связы-
вания ДНК-субстрата. 

Целью работы являлось исследование 
кинетического механизма взаимодействия 
AP-эндонуклеазы человека APE1 с ДНК-суб-
стратом, содержащем AP-сайт, в предста-
ционарных условиях методом «остановлен-
ной струи» с регистрацией конформацион-
ных превращений молекулы фермента в 
ходе каталитического цикла и сравнение  
с процессом связывания неповрежденной 
ДНК. 

Материал и методы 

Дезоксирибоолигонуклеотиды (ATGCA-
CATCGTCTACATGCGTATGCAGTCA), d (T-
GACTGCATAXGCATGTAGACGATGTGC-
AT) (X = С или U), d (TGACTGCATA) и pd 
(FGCATGTAGACGATGTGCAT) были син-
тезированы в Институте химической биоло-
гии и фундаментальной медицины СО РАН, 
в лаборатории бионанотехнологии стан-
дартным фосфитамидным методом и очи-
щены с помощью анионообменной и обра-
щеннофазовой ВЭЖХ. Концентрации одно-
цепочечных дезоксирибоолигонуклеотидов 
определяли спектрофотометрически по ме-
тоду «ближайших соседей». Для получения 
AP-сайта олигонуклеотид d (TGACTGCAT-
AUGCATGTAGACGATGTGCAT) обраба-
тывали урацил-ДНК-гликозилазой [12]. На 
5'-конец олигонуклеотида d (TGACTGCA-
TA (AP) GCATGTAGACGATGTGCAT) 
вводили метку 32P согласно стандартной 
методике [13] с использованием Т4-поли-
нуклеотид киназы (10–20 ед., «СибЭнзим», 
Россия) и [γ-32P] АТФ («Биосан», Россия). 
Структуры олигонуклеотидных дуплексов 
представлены на рис. 1. Тридцатизвенный 
ДНК-субстрат, содержащий остаток С в по-
ложении X, является неспецифическим и не 
расщепляется ферментом APE1. 

Фермент APE1 выделяли из клеток 
E. coli и очищали, как описано ранее [8]. 

 
а 

 
б 

Рис. 1. Дезоксирибоолигонуклеотиды, 
использованные в экспериментах: 

а – специфический и неспецифический субстраты 
(X = C или AP); б – модельный продукт расщепления 
ДНК: (F = остаток 2-гидроксиметил-3-гидрокси-тетра-
гидрофурана) 

Максимумы в спектрах поглощения  
и испускания флуоресценции остатков 
триптофана белка APE1 определяли на 
спектрофлуориметре SFM 25 («Kontron In-
struments», Италия). Их значения составили 
λex = 281 и λem = 330 нм. 

Для исследования предстационарной ки-
нетики взаимодействия фермента APE1 со 
специфическим и неспецифическим ДНК-
субстратами использовали метод «останов-
ленной струи». Кинетические кривые реги-
стрировали при 25 °C на спектрометре  
остановленной струи SX.18MV («Applied 
Photophysics», Англия) с детекцией флуо-
ресценции остатков триптофана белка. 
Флуоресценцию наблюдали на длинах волн 
более 320 нм, используя светофильтр Schott 
WG320. Мертвое время прибора составляло 
1,37 мс; во всех расчетах использовались 
данные, полученные при времени ≥ 2 мс. 
Реакцию проводили в условиях «одного 
оборота фермента» в буфере BER (20 мM 
HEPES / KOH pH 7,5, 50 мM KCl, 5 мM 
MgCl2), концентрация APE1 в реакционной 
ячейке была 1 мкМ, концентрация олиго-
нуклеотидных субстратов варьировалась  
в пределах 0,5–3,0 мкМ. Каждая представ-
ленная кинетическая кривая являлась ре-
зультатом усреднения четырех или более 
экспериментальных кривых. 

Полученные данные обрабатывали мето-
дом нелинейной регрессии, используя про-
граммный пакет DynaFit («BioKin», США) 
[14]. 

Для определения сродства APE1 к про-
дукту реакции фермент в стационарных ус-
ловиях титровали комплексом дезоксири-
боолигонуклеотидов, моделирующим про-
дукты расщепления ДНК. Смесь выдержи-
вали 10 мин при 25 °C в буфере BER. 
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Константу диссоциации (KP) рассчитывали 
из зависимости интенсивности флуоресцен-
ции фермента F от концентрации продукта 
L с помощью уравнений: 

 
KP = 

][
]][[

EL
EL ; 

 
F = fE × [E] + fEL × [EL]; 

 
fE = F0 / [E]0; fEL = Flim / [E]0. 

 
Откуда 
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где F0, Flim представляют собой интенсивно-
сти флуоресценции при [L] = 0 и насыщаю-
щих концентрациях лиганда соответствен-
но; ƒE и ƒEL – удельные интенсивности  
собственной флуоресценции свободного 
фермента и комплекса; [L]0 и [E]0 – суммар-
ные концентрации олигонуклеотидного ли-
ганда и белка соответственно; [L], [E] и 
[EL] – концентрации свободного лиганда, 
фермента и их комплекса соответственно. 

Зависимость степени расщепления фер-
ментом специфического субстрата, мечен-
ного по 5'-концу, от времени получали при 
следующих концентрациях: APE1 – 1 мкМ, 
субстрат – 0,75, 1 и 1,25 мкМ. Реакцию про-
водили в буфере BER при 25 °C. Продукты 
расщепления разделяли в 20 % ПААГ. Гели 
сушили и экспонировали на рентгеновскую 
пленку CP-BU («Agfa-Geavert», Бельгия). 

Результаты исследования 
и обсуждение 

Взаимодействие APE1 с неспецифиче-
ским С-лигандом приводило к образованию 
фермент-субстратного комплекса, однако 
расщепления ДНК не происходило. При 
связывании APE1 с С-лигандом на отрезке 
времени от 0 до 20 мс наблюдалось падение 
интенсивности флуоресценции белка 
(рис. 2, а). При времени, превышающем 
30 мс, интенсивность флуоресценции не-

много увеличивалась, и кривые выходили 
на плато. По-видимому, падение интенсив-
ности флуоресценции отражало образова-
ние неспецифического диффузионного 
комплекса, который является результатом 
столкновений взаимодействующих молекул 
в растворе. Мы полагаем, что дальнейшее 
возрастание флуоресценции соответствует 
изомеризации столкновительного комплек-
са с образованием второго комплекса белка 
с ДНК, при этом фермент меняет свою кон-
формацию. Таким образом, взаимодействие 
фермента APE1 с неспецифическим С-ли-
гандом в условиях BER может быть пред-
ставлено следующей схемой: 

 
 k1

→ 
 k2

→ 
 

E + S ← ES1 ← ES2 
 k–1  k–2  

,

 
После обработки кинетических кривых  

в соответствии со схемой были получены 
значения констант скорости взаимодейст-
вия APE1 с С-лигандом (табл.). 
Взаимодействие APE1 со специфическим 

AP-субстратом приводило к более сущест-
венным изменениям в интенсивности флуо-
ресценции на кинетических кривых, чем в 
случае С-субстрата (рис. 2, б). Интенсив-
ность флуоресценции падала до времени 
~ 40 мс, причем на данном участке кинети-
ческих кривых наблюдался перегиб, отра-
жающий существование двух равновесных 
стадий: связывания и изомеризации. Затем 
наблюдался небольшой рост, и кинетиче-
ские кривые выходили на плато. 

Для подтверждения существования двух 
начальных равновесных стадий кривые об-
рабатывались по схеме, содержащей как 
одну стадию связывания, так и две. По-
скольку величины стандартных отклонений 
для двухстадийной схемы были меньше по 
величине, чем для одностадийной, то это 
позволило заключить, что вторая стадия 
(стадия изомеризации) действительно при-
сутствует. Для примера представлены стан-
дартные отклонения, полученные при обра-
ботке кривой для 0,5 мкМ субстрата (см. 
рис. 2, б). 

  

 



“ËÏÓÙÂÂ‚‡ Õ. ¿. Ë ‰р .  ËÌÂÚË˜ÂÒÍËÈ ÏÂı‡ÌËÁÏ ‰ÂÈÒÚ‚Ëˇ ÙÂрÏÂÌÚ‡ ¿—≈1 93

 

[АР], мкМ [C], мкМ 

а 

б
Рис. 2. Кинетические кривые взаимодействия APE1  

с неспецифическим С-лигандом (а) и специфическим AP-субстратом (б). 
Точки представляют собой экспериментальные данные, плавные кривые теоретически подогнаны. Концентра-

ции субстратов указаны справа по оси Y. Данные представлены без корректировки фона, чтобы избежать наложе-
ния отдельных участков кривых друг на друга. Под кинетическими кривыми для AP-субстрата (б) приведены стан-
дартные отклонения для следующих случаев: образование фермент-субстратного комплекса описывалось одной 
экспонентой (средний график); образование фермент-субстратного комплекса описывалось двумя экспонентами 
(нижний график). Отклонения показаны для кривой, полученной при концентрации субстрата 0,5 мкМ 

Константы скорости и равновесные константы взаимодействия APE1 
с неспецифическим C-лигандом и со специфическим AP-субстратом 

Константы скорости  
и равновесные константы С-лиганд AP-субстрат 

k1, М–1с–1 1,05 ± 0,01 × 107 1,76 ± 0,03 × 108

k–1, с–1 204 ± 1 116 ± 2 
k2, с–1 16,4 ± 0,1 18,4 ± 0,7 
k–2, с–1 79,8 ± 0,3 32,4 ± 0,5 
kr, с–1  96,8 ± 0,7 
Kp, М  6,86 ± 0,03 × 10–7

Kp (из титрования), М  4,77 ± 2,23 × 10–7

KM, М *  6,45 × 10–7

kcat, с–1 *  12,1 
Примечание: * – константы рассчитаны как KM = (k–1k–2 + k–1kr + k2kr) / k1(k2 + k–2 + kr); kcat = k2kr / (k2 + k–2 + kr). 

Полная схема взаимодействия APE1 со 
специфическим AP-субстратом включает 
две обратимые стадии (стадию образования 
столкновительного комплекса и стадию его 
изомеризации), необратимую химическую 
стадию расщепления субстрата и обрати-
мую стадию диссоциации комплекса фер-

мента с продуктом. Схема может быть 
представлена следующим образом: 
изомеризации), необратимую химическую 
стадию расщепления субстрата и обрати-
мую стадию диссоциации комплекса фер-
мента с продуктом. Схема может быть 
представлена следующим образом: 
 

 k1
→ 

 k2
→ 

 kr  
Kd
kd
→ 

 
E + S ← ES1 ← ES2 → EP ← E + P 

 k–1  k–2    ka  
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Рис. 3. Флуоресцентное титрование APE1 модельным продуктом расщепления, 

содержащим остаток (F) на 5'-конце разрыва. 
Концентрация фермента составляла 1 мкМ 

   0,0                  1,0 × 10–6            2,0 × 10–6             3,0 × 10–6            4,0 × 10–6 

Продукт разрезания субстрата, М 

Наличие стадии изомеризации свиде-
тельствует о том, что при связывании с суб-
стратом структура фермента APE1 меняет-
ся. Эти данные не согласуются со сделан-
ным ранее (на основании сравнения кри-
сталлических структура фермента и его 
комплекса с АР-субстратом) выводом о том, 
что APE1 имеет жесткую, предформиро-
ванную структуру для изгибания спирали 
ДНК и связывания AP-сайта [11]. Действи-
тельно, кристаллические структуры свобод-
ного APE1 и фермента, связанного с ДНК, 
могут быть практически одинаковыми, но 
структура белка может проходить через 
промежуточное состояние во время изгиба-
ния ДНК и связывания AP-сайта. 

Начальный специфический комплекс об-
разуется более чем на порядок быстрее не-
специфического комплекса (см. табл.). Ста-
бильность комплекса с AP-субстратом так-
же примерно на порядок выше, чем ком-
плекса с C-лигандом. Изомеризация 
комплекса APE1 с AP-субстратом происхо-
дит примерно с той же скоростью, что и 
изомеризация неспецифического комплек-
са, но специфический комплекс ES2 почти  
в три раза более стабилен, чем неспецифи-
ческий. 

Эксперименты с радиоактивно меченым 
AP-субстратом и анализом скорости обра-
зования продукта методом гель-электро-
фореза в ПААГ показали, что в условиях 
BER при концентрациях, использовавшихся 
в экспериментах по исследованию предста-
ционарной кинетики, фермент APE1 расще-
пляет данный субстрат полностью в первой 

После завершения реакции APE1 со спе-
цифическим AP-су

же детектированной точке (~ 10 с; данные 
не представлены). 

бстратом интенсивности 
фл

й н

я

Методом остановленной струи с регист-
рацией изменений интенсивности флуорес-
ценции остатков триптофана и методом 

уоресценции не возвращаются к своим 
начальным значениям, а стабилизируются 
на более низких уровнях (см. рис. 2, б). Это 
свидетельствует об установлении равнове-
сия между комплексом фермент-продукт  
и свободными ферментом и продуктом. 
Для независимого определения KP было 
проведено флуоресцентное титрование 
фермента (см. табл.). Продукт реакции, 
содержащи  AP-сайт на 5'-ко це разрыва, 
должен быть химически очень нестабиль-
ным [15]. Поэтому для воссоздания продук-
та реакции использовались три олигонуклео-
тида с остатком 2-гидроксиметил-3-гид-
рокситетрагидрофурана (F) на 5′-конце 
разрыва (см. рис. 1, б). Для того чтобы 
убедиться, что данные олигонуклеотиды 
формируют ожидаемую структуру, была 
определена температура плавления олиго-
нуклеотидного комплекса. Она оказалась 
равной 56 °C, поэтому данный комплекс 
при температуре реакции 25 °C должен 
быть стабилен. Фермент APE1 титровали 
данным комплексом и регистрировали из-
менения интенсивности флуоресценции 
фермента (рис. 3). Найденное значение KP 
(477 ± 223 нM) согласуетс  со значением 
KP, полученным из кинетических кривых 
(686 ± 3 нM; см. табл.). 

Заключение 
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 of action of human AP endonuclease (APE1) in base 
exc blished to be described by the kinetic 
sch e initial enzyme-substrate complex, its 
iso

уоресцентного
 динамика и предстационар-

ная кинетика взаимодействия фермента 
APE1 с ДНК-субстратом в условиях про-
цесса BER. Получены значения констант 
скорости и равновесия, входящие в кинети-
ческие схемы. Проведено сравнение взаи-
модействия APE1 со специфическим и не-
специфическим субстратами. Показано, что 
при связывании с обоими субстратами про-
исходит изомеризация фермент-субстрат-
ного комплекса. Таким образом, структура 
фермента APE1 изменяется при связывании 
ДНК-субстрата и расщеплении ДНК, со-
держащей AP-сайт. 
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Conformational dynamics and kinetic mechanism
ision repair were studied. The action of this enzyme was esta
eme, containing four stages corresponding to formation of th
merisation, irreversible catalytic conversion and the equilibrium stage of product release. The existence 

of stage of the initial enzyme-substrate complex isomerisation gave evidence, that APE1 didnít have a 
rigid, pre-formed structure to bind the AP-DNA strand and to kink the DNA helix as it was earlier sug-
gested in the literature. 
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