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Аннотация. Один из главных механизмов эпигенетической регуляции у высших эукариот основан на мети-
лировании цитозина по положению C5 с образованием 5-метилцитозина (mC), который далее узнается ре-
гуляторными белками. У млекопитающих метилирование преимущественно протекает в динуклеотидах CG, 
тогда как у растений его мишенью служат последовательности CG, CHG и CHH (H – любое основание, кроме G). 
Корректное поддержание статуса метилирования ДНК требует баланса процессов метилирования, пассивно-
го и активного деметилирования. В то время как у млекопитающих активное деметилирование происходит 
за счет направленного регулируемого повреждения mC в ДНК с последующим действием ферментов репа-
рации, у растений функции деметилирования выполняют специализированные ДНК-гликозилазы, гидроли-
зующие N-гликозидную связь mC-нуклеотидов. Геном модельного растения Arabidopsis thaliana кодирует че-
тыре паралогичных белка, два из которых – DEMETER (DME) и REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROS1) – обладают 
5-метилцитозин-ДНК-гликозилазной активностью и необходимы для регуляции развития, ответа на инфекции 
и абиотический стресс и сайленсинга трансгенов и мобильных элементов. Гомологи DME и ROS1 присутству-
ют во всех группах растений, однако за пределами A. thaliana исследованы крайне слабо. В статье приведены 
результаты изучения свойств рекомбинантного фрагмента белка ROS1 из Nicotiana tabacum (NtROS1), содер-
жащего основные структурные домены, необходимые для каталитической активности. Методами гомологич-
ного моделирования была построена структурная модель NtROS1, в которой выявлена укладка, характерная 
для ДНК-гликозилаз структурного суперсемейства «спираль–шпилька–спираль». Рекомбинантный белок 
NtROS1 был способен удалять из ДНК основания mC, причем активность фермента слабо зависела от статуса 
метилирования CG-динуклеотидов в противоположной цепи. С меньшей эффективностью фермент удалял 
из ДНК 5-гидроксиметилцитозин (hmC), проявляя минимальную активность при наличии mC в противопо-
ложной цепи. При экспрессии гена NtROS1 в клетках человека в культуре происходило глобальное снижение 
уровня метилирования геномной ДНК. В целом можно сказать, что белок NtROS1 и другие гомологи DME и 
ROS1 представляют собой многообещающую основу для инженерии ферментов с целью анализа статуса эпи-
генетического метилирования и управления активностью генов.
Ключевые слова: эпигенетическое деметилирование; 5-метилцитозин; 5-гидроксиметилцитозин; ДНК-глико
зилазы; REPRESSOR OF SILENCING 1; Nicotiana tabacum.
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Abstract. One of the main mechanisms of epigenetic regulation in higher eukaryotes is based on the methylation 
of cytosine at the C5 position with the formation of 5-methylcytosine (mC), which is further recognized by regula-
tory proteins. In mammals, methylation mainly occurs in CG dinucleotides, while in plants it targets CG, CHG, and 
CHH sequences (H is any base but G). Correct maintenance of the DNA methylation status is based on the balance of 
methylation, passive demethylation, and active demethylation. While in mammals active demethylation is based on 
targeted regulated damage to mC in DNA followed by the action of repair enzymes, demethylation in plants is per-
formed by specialized DNA glycosylases that hydrolyze the N-glycosidic bond of mC nucleotides. The genome of the 
model plant Arabidopsis thaliana encodes four paralogous proteins, two of which, DEMETER (DME) and REPRESSOR 
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OF SILENCING 1 (ROS1), possess 5-methylcytosine-DNA glycosylase activity and are necessary for the regulation 
of development, response to infections and abiotic stress and silencing of transgenes and mobile elements. Ho-
mologues of DME and ROS1 are present in all plant groups; however, outside A. thaliana, they are poorly studied. 
Here we report the properties of a recombinant fragment of the ROS1 protein from Nicotiana tabacum (NtROS1), 
which contains all main structural domains required for catalytic activity. Using homologous modeling, we have 
constructed a structural model of NtROS1, which revealed folding characteristic of DNA glycosylases of the helix–
hairpin–helix structural superfamily. The recombinant NtROS1 protein was able to remove mC bases from DNA, 
and the enzyme activity was barely affected by the methylation status of CG dinucleotides in the opposite strand. 
The enzyme removed 5-hydroxymethylcytosine (hmC) from DNA with a lower eff iciency, showing minimal activity 
in the presence of mC in the opposite strand. Expression of the NtROS1 gene in cultured human cells resulted in 
a global decrease in the level of genomic DNA methylation. In general, it can be said that the NtROS1 protein and 
other homologues of DME and ROS1 represent a promising scaffold for engineering enzymes to analyze the status 
of epigenetic methylation and to control gene activity.
Key words: epigenetic demethylation; 5-methylcytosine; 5-hydroxymethylcytosine; DNA glycosylases; REPRESSOR 
OF SILENCING 1; Nicotiana tabacum.
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Введение
Метилирование ДНК представляет собой особый меха­
низм контроля активности генов, который получил мак­
симальное развитие у высших эукариот. Азотистое осно­
вание 5-метилцитозин (mC), образующееся в результате 
метилирования цитозина по положению C5, служит об­
ратимой эпигенетической меткой, которая играет важную 
роль в регуляции транскрипции генов и защите генома от 
мобильных элементов. Метилирование ДНК характерно 
для широкого круга многоклеточных эукариот, однако зна­
чение и функции метилирования у этих организмов силь­
но различаются (Lee et al., 2010; Zemach, Zilberman, 2010). 
Например, у млекопитающих метилирование чаще всего 
происходит в CpG-динуклеотидах, в то время как у расте­
ний значительная доля mC приходится на тринуклеотиды 
CHG и CHH (где H – любое основание, кроме G). Влияние 
mC на активность генов главным образом опосредовано 
белками, содержащими метилсвязывающие домены, ко­
торые образуют комплексы с гистондеацетилазами или 
же сами обладают активностью гистон-специфичных 
метилтрансфераз, факторов ремоделирования хроматина  
и т. п., что ведет к конденсации хроматина и подавлению 
транскрипции (Ballestar, Wolffe, 2001; Baubec et al., 2013). 
Недавние исследования показали, что эпигенетическую 
роль в геноме млекопитающих играет также окисленное 
производное 5-метилцитозина  – 5-гидроксиметилцито­
зин (hmC) (Branco et al., 2011). В отличие от mC, hmC обо­
гащен в области промоторов и активно экспрессируемых 
генов и рассматривается как активирующий эпигенетиче­
ский маркер (Pastor et al., 2011; Yu et al., 2012).

Корректное метилирование различных локусов ДНК 
в клетке крайне важно, поскольку от него зависит транс­
крипционная активность генов. Ошибки в процессе мети­
лирования ДНК могут приводить к тяжелым последстви­
ям. В частности, у человека глобальное деметилирование 
ДНК или гиперметилирование генов-онкосупрессоров 
служат маркерами онкозаболеваний. Поддержание ста­
туса метилирования ДНК в клетках основано на балансе 
процессов метилирования и активного и пассивного де­
метилирования. Механизмы активного деметилирования 
геномной ДНК высших эукариот были выяснены лишь в 

последнее десятилетие. У млекопитающих активное деме­
тилирование инициируется регулируемым повреждением 
mC, которое может происходить двумя способами: либо 
с дезаминированием mC до T ферментами AID/APOBEC, 
либо с окислением mC до hmC и дальнейших производных 
(5-формилцитозина и 5-карбоксицитозина) диоксигеназа­
ми семейства TET (Pastor et al., 2013; Bochtler et al., 2017; 
Wu, Zhang, 2017). Модифицированные основания далее 
воспринимаются клеточными системами репарации как 
повреждения и удаляются по пути эксцизионной репара­
ции оснований ДНК.

В отличие от млекопитающих, у растений обнаружены 
уникальные ферменты, гидролизующие N-гликозидные 
связи mC-нуклеотидов. Эти ДНК-гликозилазы – DEMETER 
(DME) и REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROS1, также 
известный как DEMETER-LIKE 1 или DML1) (Choi Y. et 
al., 2002; Gong et al., 2002; Agius et al., 2006; Morales-Ruiz 
et al., 2006)  – принимают участие в регуляции статуса 
метилирования отдельных районов ДНК растений, от ко­
торого зависит импринтинг генов при наследовании по 
отцовской или материнской линии и сайленсинг или ак­
тивация промоторов отдельных генов в жизненном цикле 
растений (Li Y. et al., 2018; Parrilla-Doblas et al., 2019; 
Roldán-Arjona et al., 2019). После удаления основания mC 
образовавшийся апурин-апиримидиновый сайт (АП-сайт) 
расщепляется или собственной АП-лиазной активностью 
фермента, или АП-эндонуклеазой APE1L; далее одной 
из ДНК-полимераз включается нормальный нуклеотид, 
и разрыв лигируется ДНК-лигазой LIG1. Интересно, что 
DME и ROS1 могут также удалять основания hmC, ко­
торый, как считается, не участвует в эпигенетической 
регуляции у растений (Jang et al., 2014). Локализация 
деметилирования ферментами DME/ROS1 регулируется 
малыми РНК, которые связываются с самим ферментом 
или с белковым комплексом, в состав которого он входит 
(Penterman et al., 2007; Li X. et al., 2012).

Помимо DME и ROS1, в геноме модельного раститель­
ного организма Arabidopsis thaliana присутствуют еще три 
гена, гомологичных DME и ROS1, – DEMETER-LIKE 2 
(DML2), DEMETER-LIKE  3 (DML3) и AT3G47830, о 
функциях которых практически ничего не известно, кро­
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ме участия DML2 и DML3 в поддержании корректного 
метилирования ДНК (Ortega-Galisteo et al., 2008; Le et 
al., 2014). Все эти белки относятся к структурному су­
персемейству ДНК-гликозилаз «спираль–шпилька–спи­
раль» (Helix–hairpin–Helix, HhH). Другие члены этого 
суперсемейства участвуют в репарации ДНК, удаляя из 
генома окисленные, алкилированные и дезаминирован­
ные азотистые основания (Zharkov, 2008; Федорова и др., 
2010). Ферменты DME/ROS1 привлекают внимание как 
потенциальные инструменты для направленной регуляции 
активности генов. Так, показана принципиальная возмож­
ность направленного деметилирования ДНК в клетках 
человека ферментом ROS1 A. thaliana (AtROS1), слитого 
с РНК-направляемым белком Cas9 (Devesa-Guerra et al., 
2020), а фермент DME A. thaliana (AtDME) применялся 
для анализа уровня mC в геномной ДНК (Choi W.L. et 
al., 2021).

В других растениях, кроме A. thaliana, роль DME-по­
добных белков в активном эпигенетическом деметилиро­
вании исследовалась очень ограниченно: имеются отдель­
ные данные на примерах риса, пшеницы, ячменя и томата 
(Ono et al., 2012; Wen et al., 2012; Kapazoglou et al., 2013; 
Liu et al., 2015). В 2007 г. был клонирован гомолог ROS1 
из Nicotiana tabacum (NtROS1) и показано, что рекомби­
нантный белок, наработанный в культуре клеток насеко­
мых, способен расщеплять метилированную геномную 
ДНК табака (Choi C.-S., Sano, 2007). Ни в одном из этих 
случаев подробной биохимической характеристики белка 
не проводилось. Ранее нами было показано, что фрагмент 
NtROS1, соответствующий минимальному каталитически 
активному фрагменту AtROS1, обладает активностью 
5-метилцитозин-ДНК-гликозилазы (Gruber et al., 2018).

В связи с потенциальной ценностью ферментов сис­
темы активного деметилирования растений как инстру­
ментов для генетических технологий в настоящей работе 
охарактеризована субстратная специфичность рекомби­
нантного каталитического фрагмента NtROS1 по отноше- 
нию к основаниям mC и hmC в разном контексте метили­

рованных CpG-динуклеотидов и показано, что экспрессия 
NtROS1 в клетках человека вызывает глобальное сниже­
ние уровня метилирования ДНК.

Материалы и методы
В работе использовали обратную транскриптазу Proto­
Script  II, ДНК-полимеразу Q5 Hot Start High-Fidelity, 
урацил-ДНК-гликозилазу Escherichia coli, эндонуклеазы 
рестрикции ClaI и SacI (все – New England BioLabs, США) 
и полинуклеотидкиназу бактериофага Т4 («Биосан», Рос­
сия). Олигонуклеотиды, перечисленные в таблице, были 
синтезированы в лаборатории биомедицинской химии 
ИХБФМ СО РАН из коммерчески доступных амидофос­
фитов (Glen Research, США). При необходимости оли­
гонуклеотиды метили по 5′-концу 32P с использованием 
γ[32P]ATP (лаборатория биотехнологии ИХБФМ СО РАН) 
и полинуклеотидкиназы фага Т4.

При построении модели каталитического фрагмента 
NtROS1 в программе Swiss-Model (Waterhouse et al., 2018) 
применяли шаблоны AtDME (AF-Q8LK56-F1-model_v1) 
и AtROS1 (AF-Q9SJQ6-F1-model_v1) из базы данных 
AlphaFold (Jumper et al., 2021).

Для получения каталитически неактивного варианта 
NtROS1 с заменой Asp1359Asn использовали плазми­
ду pLATE31 со вставкой, кодирующей каталитически 
активный фрагмент NtROS1 (аминокислотные остатки 
754–1796) (Gruber et al., 2018), праймеры D1359Nfwd и 
D1359Nrev (см. таблицу) и набор для сайт-направленного 
мутагенеза Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (New England 
BioLabs). Полученные плазмиды анализировали секве­
нированием по Сэнгеру. Белок дикого типа и мутантный 
вариант D1359N нарабатывали и выделяли, как описано 
ранее (Gruber et al., 2018).

Активность NtROS1 исследовали с помощью двуцепо­
чечных субстратов, полученных отжигом олигонуклео­
тидов C1, C2, M1, M2, H1 и H2 (см. таблицу). Смесь для 
реакции содержала 50  нМ субстрата, 50  мМ Трис-HCl 
(pH 8.0), 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ДТТ, 0.1 % бычий сыворо­

Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Последовательность (5’→3’)

ПЦР с обратной транскрипцией

RTPCRfwd AGAAGGAGATATAACTATGTCATTCATTAGAAGACGGAAACCG

RTPCRrev GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTTTTCATCTGGCTTTCCTTTAGTCC

Сайт-направленный мутагенез

D1359Nfwd CCTGTCAACACAAACGTTGGC

D1359Nrev GAAAGCAAGGTGGTGAAGTGT

Исследование активности и специфичности фермента

C1 GCTTGTACTTTAGCGCATTGATTCTCACCACG

C2 CGTGGTGAGAATCAATGCGCTAAAGTACAAGC

M1 GCTTGTACTTTAGMGCATTGATTCTCACCACG (M = mC)

M2 CGTGGTGAGAATCAATGMGCTAAAGTACAAGC (M = mC)

H1 GCTTGTACTTTAGHGCATTGATTCTCACCACG (H = hmC)

H2 CGTGGTGAGAATCAATGHGCTAAAGTACAAGC (H = hmC)
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точный альбумин и 100 нМ NtROS1. Смесь инкубировали 
при 37 °C, через определенное время (2–300 мин) отби­
рали аликвоты и смешивали их с равным объемом стоп-
раствора (80 % формамид, 20 мМ ЭДТА, 0.1 % ксилен­
цианол, 0.1 % бромфеноловый синий). При необходимости 
аликвоты предварительно прогревали в течение 2  мин 
при 95 °C в присутствии 0.1 М NaOH и нейтрализовали 
эквимолярным количеством HCl. Продукты реакции раз­
деляли электрофорезом в 20 % полиакриламидном геле, 
содержащем 7.2 М мочевину, и визуализировали радио­
люминесцентным сканированием с использованием сис­
темы Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare). Результаты об­
считывали в программе Quantity One v4.6.3 (Bio-Rad La- 
boratories, США). Определение кажущихся констант ско­
рости проводили в программе SigmaPlot  v11.0 (Systat 
Software, США) путем нелинейной регрессии зависимо­
сти концентрации продукта от времени реакции к урав­
нению [P] = [P]max(1 – e−kt ), где [P] – концентрация про­
дукта, [P]max  – максимальная концентрация продукта, 
k – константа скорости реакции, t – время.

Чтобы оценить статус глобального метилирования ДНК 
при экспрессии в клетках человека, кодирующие по­
следовательности NtROS1 дикого типа и D1359N были 
переклонированы в плазмиду pIRES-eGFP-puro (Clon- 
tech,  США) по сайтам рестрикции SacI и ClaI. Клетки 
HEK293 Phoenix (1.2·106) трансфицировали 5 мкг плаз­
миды кальций-фосфатным методом и выращивали в мо­
нослое в среде DMEM с 10 % эмбриональной телячьей 
сывороткой (HyClone, США), через 24 и 48 ч обновляя 
среду с добавлением в нее пуромицина до концентрации 
3  мкг/мл. Эффективность трансфекции оценивали при 
помощи проточной цитофлуориметрии (NovoCyte 3000, 
ACEA Biosciences, США) с детекцией флуоресценции 
белка eGFP, кодируемого той же плазмидой. Наличие  
экспрессии NtROS1 в трансфицированных клетках под­
тверждали ПЦР с обратной транскрипцией с мРНК 
β-актина в качестве контроля. Из собранных клеток (5·106) 

выделяли геномную ДНК набором QIAamp DNA Mini Kit 
(Qiagen) и определяли относительное содержание  mC 
с использованием антител к 5-метилцитозину (набор 
MethylFlash Methylated DNA Quantification Kit, EpiGentek, 
США). Результаты измерений сравнивали по t-критерию 
Стьюдента.

Результаты и обсуждение
ДНК-гликозилазы растений, специфичные по отношению 
к mC, отличаются значительными размерами. Так, белки 
AtDME и AtROS1 из A. thaliana, как и их паралоги DML2 
и DML3, имеют в длину более 1000  аминокислотных 
остатков (рис. 1). Протяженные N-концевые участки этих 
полипептидов не структурированы, хотя некоторые их 
части необходимы для активности фермента. C-концевые 
участки содержат консервативный каталитический домен 
HhH и железно-серный кластер (FeS-кластер), который ха­
рактерен для многих ДНК-гликозилаз, узнающих окисли­
тельные повреждения ДНК, а также РНК-связывающий 
мотив (RNA Recognition Motif, RRM) и пермутированный 
цинковый палец типа CXXC, уникальные для семейства 
DME/ROS1 (см. рис.  1, а). В отличие от всех других 
ДНК-гликозилаз суперсемейства  HhH, каталитический 
домен у белков семейства DME/ROS1 разорван длин­
ной неконсервативной вставкой (Ponferrada-Marín et al., 
2011). Исходя из литературных данных о белке ROS1 из 
A. thaliana, ранее нами был клонирован фрагмент кДНК 
NtROS1, кодирующий аминокислотные остатки 754–1796 
(Gruber et al., 2018). Этот участок содержит все элементы, 
необходимые для проявления каталитической активности 
у AtROS1 (Hong et al., 2014).

Поскольку структуры белков семейства DME/ROS1 
на сегодня неизвестны, для более детального понимания 
организации каталитического фрагмента NtROS1 было 
проведено его гомологичное моделирование на основе мо­
делей AtDME и AtROS1 из коллекции шаблонов AlphaFold 
(Jumper et al., 2021). Две получившиеся модели были 
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Рис. 1. Структура NtROS1: а – схема организации белков семейства DME/ROS1, стрелки обозначают каталитический фрагмент NtROS1; б – мо-
дель каталитического фрагмента NtROS1 (длинные неупорядоченные участки не показаны).
Красным цветом на обоих рисунках обозначен домен HhH, оранжевым  – FeS-кластер, фиолетовым  – цинковый палец типа CXXC, синим  – РНК-свя
зывающий мотив RRM.
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практически идентичны, за исключением структуры длин­
ных негомологичных участков. Разорванный домен HhH 
укладывается в α-спиральную структуру, характерную для 
ДНК-гликозилаз этого суперсемейства, в которой выде­
ляется ДНК-связывающая бороздка с каталитическими 
остатками Lys1341 и Asp1359 (см. рис. 1, б ). Помимо этого, 
несколько периферических α-спиралей плотно прилегают 
к домену HhH и FeS-кластеру и, очевидно, важны для под­
держания их структуры. FeS-кластер, цинковый палец и 
мотив RRM образуют отдельные структурные элементы, 
не перекрывающие доступ к ДНК-связывающей бороздке 
(см. рис. 1, б ). Все неупорядоченные участки структуры 
также располагаются со стороны белковой молекулы, 
противоположной ДНК-связывающей бороздке.

Для анализа каталитической активности и субстратной 
специфичности белка NtROS1 проводили реакцию рас­
щепления двуцепочечных олигонуклеотидных субстратов, 
содержащих CpG-динуклеотид, в котором цитозин был не 
метилирован, метилирован или гидроксиметилирован в 
одной или обеих цепях (рис. 2). Расщепляемая цепь была 
помечена 32P по 5′-концу. NtROS1 практически не прояв­
лял активности по отношению к субстрату, содержащему 
неметилированный CpG-сайт, что согласуется с литера­
турными данными о необходимости заместителей при C5 
цитозина для активности фермента AtROS1 из A. thaliana 
(Morales-Ruiz et al., 2006). Активность по отношению к 
основаниям mC и hmC наблюдалась, однако ее уровень 
заметно различался для субстратов обоих типов. Срав­
нивая эффективность расщепления субстратов M1/ C2 и 
M1/ M2 (дорожки 5 и 8) с расщеплением субстратов H1/C2 
и H1/H2 (дорожки 11 и 14), можно заметить, что фермент 
предпочтительно удаляет mC по сравнению с hmC как в 

CpG-сайтах, модифицированных по одной цепи, так и в 
полностью модифицированных. Незначительные разли­
чия в расщеплении субстратов M1/ С2, M1/M2 и M1/ H2 
(дорожки 5, 8 и 17) говорят о том, что модификации в 
комплементарной цепи слабо влияют на удаление mC, а 
в случае присутствия hmC в комплементарной цепи, воз­
можно, даже повышают процент расщепления. Фермент 
не показал активности в отношении ДНК-субстратов, 
содержащих урацил или 8-оксогуанин. Мутантный ва­
риант NtROS1-D1359N, как и ожидалось, не проявлял 
гликозилазной активности в отношении всех исследо­
ванных субстратов с различными комбинациями mC и 
hmC, что подтверждает важность наличия остатка Asp в 
каталитическом центре белка ROS1 для удаления моди­
фицированных оснований из ДНК.

По литературным данным, фермент AtROS1 отличается 
очень низким числом оборотов (Ponferrada-Marín et al., 
2009), поэтому использовать стационарную кинетику для 
количественной характеристики активности NtROS1 не 
представлялось возможным. Для определения кажущейся 
константы скорости реакции были проведены экспери­
менты в условиях, приближенных к условиям кинетики 
одного оборота ([E]0 > [S]0). В этих условиях весь ДНК-
субстрат быстро связывается с ферментом, и скорость ре­
акции лимитирована не связыванием субстрата или вы­
свобождением продукта, а химической стадией реакции 
псевдопервого порядка – гидролизом N-гликозидной связи 
модифицированного нуклеотида (Porello et al., 1998). Та­
ким образом, следя за накоплением продукта со временем 
(рис. 3, а), можно оценить константу скорости реакции. 
Графики зависимости концентрации продукта от времени 
для всех субстратов представлены на рис. 3, б. Из приве­
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Рис. 2. Радиоавтограф геля после разделения продуктов реакции расщепления субстратов (50 нМ) ферментами NtROS1 
дикого типа и D1359N (100 нМ) в течение 60 мин.
В подписи под гелем указан контекст метилирования CpG-сайта в каждом субстрате. Дорожки 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19 – субстраты 
без фермента; дорожки 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20 – обработка ферментом NtROS1 дикого типа; дорожки 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 – обработка 
ферментом NtROS1-D1359N. S – субстрат, P – продукт расщепления. На схематических представлениях субстратов серым цветом 
выделено удаляемое основание.
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денных данных были рассчитаны значения констант ско­
рости реакции для субстратов с разным статусом метили­
рования и гидроксиметилирования CpG-динуклеотидов:

Субстрат k·104, c−1

*M1/C2 6.5 ± 1.1
*M1/M2 2.4 ± 0.5
*M1/H2 3.0 ± 0.7
*H1/C2 1.9 ± 0.3
*H1/M2 1.6 ± 0.6
*H1/H2 2.0 ± 0.3
*C1/C2 Нет расщепления

* Цепь, меченная 32P.

Во всех случаях hmC был худшим субстратом для 
NtROS1 по сравнению с mC. Исходя из полученных дан­
ных, можно сделать вывод о том, что фермент NtROS1 
эффективнее всего катализирует расщепление полумети­
лированного CpG-сайта, а hmC в контексте HG/GM, на­
против, представляет собой наихудший субстрат для этого 
фермента. Эти результаты согласуются с качественными 
данными об относительной эффективности расщепления 
разных субстратов (см. рис. 2).

Многие ДНК-гликозилазы с низким числом оборотов 
характеризуются более низкой АП-лиазной активностью 
по сравнению с ДНК-гликозилазной активностью. В этом 
случае после удаления модифицированного основания 
часть продукта реакции долго существует в виде АП- сай­
та, и истинное количество продукта можно выявить только 
при обработке щелочью либо нуклеофильными аминами 
(Porello et al., 1998). Однако в случае NtROS1 дополни­
тельная обработка NaOH не приводила к заметному уве­
личению накопления продукта реакции (см. рис. 3, в). По- 
видимому, скорость реакции, катализируемой NtROS1, ли­
митируется гидролизом N-гликозидной связи, что предпо­
лагалось и для фермента из A. thaliana (Hong et al., 2014).

Для оценки способности белка NtROS1 функциони­
ровать в качестве деметилазы при экспрессии в клетках 
млекопитающих были сконструированы плазмиды на 
основе вектора pIRES-eGFP-puro, кодирующие белок 
дикого типа NtROS1 и каталитически неактивный вариант 
NtROS1-D1359N. С использованием антител к mC была 

проведена оценка уровня этого эпигенетического основа­
ния в клетках HEK293 после трансфекции плазмидами. 
При наблюдении за клетками в период после трансфекции 
выяснилось, что пролиферация клеток с плазмидой pIRES-
eGFP-puro-NtROS1 снижалась примерно на 30 % по срав­
нению с контрольными клетками, трансфицированными 
плазмидой без вставки, и клетками, трансфицированными 
плазмидой, кодирующей каталитически неактивный бе­
лок. При этом доля живых клеток во всех случаях была 
одинакова, что говорит о возможном замедлении клеточ­
ного цикла в присутствии активного фермента NtROS1 
из-за необходимости репарировать большое число вне­
сенных в ДНК разрывов по остаткам mC. Анализ уровня 
mC выявил его падение примерно в два раза относительно 
контрольных образцов при экспрессии NtROS1 дикого 
типа и отсутствие статистически значимых изменений 
при экспрессии NtROS1-D1359N (рис. 4). В целом мож­
но считать, что временная экспрессия каталитического 
домена 5-метилцитозин-ДНК-гликозилазы NtROS1 в 
клетках человека действительно приводит к глобальному 
удалению эпигенетической метки mC. Количество hmC в 
клетках не удалось измерить при помощи иммуноанализа, 
вероятно потому, что оно примерно на порядок ниже, чем 
количество mC (Yu et al., 2012; Zahid et al., 2016).

Таким образом, можно заключить, что белок NtROS1 
представляет собой ДНК-гликозилазу, специфичную по 
отношению к 5-метилцитозину и в меньшей степени к 
5-гидроксиметилцитозину. По всей видимости, его био­
логические функции, как и в случае AtROS1, состоят в 
регуляции статуса метилирования и экспрессии генов в 
ходе эмбрионального развития (Yamamuro et al., 2014) или 
в ответ на инфекции и абиотический стресс (Gong et al., 
2002; Le et al., 2014) и в регуляции сайленсинга трансгенов 
и мобильных элементов (Gong et al., 2002; Kapoor et al., 
2005; Zhu et al., 2007). Крайне интересен не выясненный 
до сих пор механизм РНК-зависимой адресации белков 
семейства DME/ROS1 к сайтам деметилирования. Мотив 
RRM в составе этих полипептидов гомологичен мотивам, 
отвечающим за неспецифичные взаимодействия с РНК 
во многих других белках (Cléry et al., 2008), и по своему 
положению в структуре (см. рис. 1, б ) мог бы связывать 
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Рис. 3. Зависимость накопления продукта реакции от времени при гидролизе разных субстратов ферментом NtROS1.
а  – репрезентативный радиоавтограф продуктов реакции после расщепления субстрата M1/M2 в течение 0–120  мин; б  – субстраты M1/C2, M1/M2, 
M1/ H2, H1/C2, H1/M2, H1/H2 (показаны средние значения и стандартное отклонение по трем-четырем экспериментам); в – субстрат M1/M2 с обработкой 
и без обработки NaOH для полного расщепления АП-сайта.
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малые РНК, комплементарные последовательности ДНК 
с 5′-стороны от удаляемого остатка mC. Цинковые пальцы 
типа CXXC используются многими белками, узнающими 
mC, но они преимущественно связывают именно неме­
тилированную ДНК и предположительно необходимы 
для точного позиционирования фермента при наличии 
нескольких расположенных на небольшом расстоянии 
сайтов метилирования (Iyer et al., 2011).

Перспективы использования NtROS1 и других белков 
семейства DME/ROS1 как инструментов для генетических 
технологий во многом зависят от возможности умень­
шения размера каталитического фрагмента. Известно, 
что при удалении длинной вставки между двумя частями 
домена HhH каталитического фрагмента AtROS1 актив­
ность фермента сохраняется в полном объеме, однако 
делеция C-концевого участка после FeS-кластера вызы­
вает потерю активности (Hong et al., 2014). Судя по струк­
турным моделям AtROS1 и NtROS1, домены HhH и RRM 
взаимодействуют друг с другом, и, вероятно, уменьшение 
размера белка в этой части возможно лишь за счет сокра­
щения длины вставки между ними. В любом случае белки 
DME/ROS1, в том числе NtROS1, представляют собой 
многообещающую основу для инженерии ферментов с 
целью анализа статуса эпигенетического метилирования 
и управления активностью генов.

Заключение
В работе исследована деметилирующая ДНК-гликозилаза 
ROS1 из Nicotiana tabacum, что делает этот фермент 
вторым изученным на биохимическом уровне белком 
ROS1 после его гомолога из Arabidopsis thaliana. Помимо 
5-метилцитозина, NtROS1 показал способность удалять 
из ДНК 5-гидроксиметилцитозин, однако эффективность 
этой реакции была ниже, чем для 5-метилцитозина. Оче­
видно, это связано с тем, что растения практически не 
используют 5-гидроксиметилцитозин в качестве эпиге­
нетической метки. Наблюдаемое снижение глобального 
метилирования при продукции NtROS1 в клетках человека 
дает основание надеяться, что этот белок или его опти­
мизированные варианты можно будет применять как ин­

струмент для эпигенетической регуляции либо самостоя­
тельно, либо в качестве активного модуля в конструкциях, 
адресуемых к определенным участкам генома.
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