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В данном выпуске журнала представлены об-
зорные и экспериментальные статьи российских
ученых, ведущих исследования механизмов репа-
рации ДНК и их роли в обеспечении стабильно-
сти генома и преодолении болезней. ДНК всех
организмов постоянно повреждается эндогенны-
ми и экзогенными факторами. Механизмы репа-
рации осуществляют исправление повреждений
ДНК и обеспечивают сохранение генетической
информации. Важнейшим эндогенным факто-
ром, приводящим к повреждениям ДНК, являют-
ся активные формы кислорода, образующиеся в
живой клетке как продукты нормального метабо-
лизма кислорода, а также при ионизирующей ра-
диации. Эти метаболиты могут повреждать ДНК,
белки и другие органические соединения в живых
клетках. К экзогенным источникам относятся
ионизирующее и ультрафиолетовое излучения,
канцерогенные соединения, такие как продукты
неполного сгорания топлива, продукты табакоку-
рения и экологические токсины. Неуклонный
рост таких воздействий приводит к увеличению
частоты онкологических и нейродегенеративных
заболеваний и к преждевременному старению.

В процессе эволюции возникло несколько ча-
стично перекрывающихся систем, которые ис-
правляют большинство изменений в генетиче-
ских “текстах” клеток, устраняя повреждения в
ДНК. К таким механизмам относятся прямая ре-
парация, эксцизионная репарация оснований,
эксцизионная репарация нуклеотидов, репара-
ция двойных разрывов в ДНК (гомологичная
рекомбинация и негомологичное соединение
концов ДНК), механизм удаления ошибок, воз-
никающих в ДНК в процессе репликации (mis-
match repair). В статьях этого выпуска журнала
рассмотрены механизмы работы некоторых из
этих систем и способы их регуляции, а также
репликативный синтез ДНК на матрицах, содер-
жащих повреждения. К настоящему времени
установлено, что работа некоторых систем репа-
рации ДНК взаимосвязана и это обеспечивает их
дополнительную эффективность. Кроме того, в

клетке существует универсальная регуляция ак-
тивности этих систем с помощью поли(АДФ-ри-
бозил)ирования белков и ДНК, катализируемого
ферментами семейства поли(АДФ-рибозо)полиме-
раз (PARP), а именно PARP1 и PARP2. PARP1 и
PARP2 катализируют синтез “третьей нуклеино-
вой кислоты” – поли(АДФ-рибозы (PAR). Систе-
ма PARP – ключевая для регуляции процессов ре-
парации и организации комплексов репарации
ДНК на уровне хроматина. Одним из важнейших
открытий последних лет стало установление роли в
регуляции процессов репарации ДНК ядерных
РНК-связывающих белков, содержащих участки
неупорядоченной структуры, которые взаимодей-
ствуют с поли(АДФ-рибозой), и следует ожидать,
что новые открытия роли РНК/PAR-связываю-
щих белков в этих процессаx не заставят себя ждать.

Исследование механизмов репарации, репли-
кации ДНК, а также регуляции этих процессов –
передовой фронт развития мировой науки. За от-
крытие механизмов репарации ДНК была присуж-
дена Нобелевская премия по химии в 2015 году То-
масу Линдаллу, Полу Модричу и Азизу Санкару.
Эта область молекулярной биологии напрямую
связана как с поиском путей выживания организ-
мов, так и с разработкой наиболее оптимальных
способов лечения онкологических и нейродегене-
ративных заболеваний человека. При лечении
онкозаболеваний используются препараты, на-
правленно повреждающие ДНК. К числу широ-
ко применяемых воздействий относится также
ионизирующая радиация. Терапевтический эф-
фект таких воздействий зависит от эффективно-
сти систем репарации ДНК, поскольку системы
репарации удаляют повреждения из ДНК, что
ослабляет действие химиотерапевтических пре-
паратов и радиотерапии. В связи с этим исследо-
вание систем репарации ДНК и определение их
статуса в клетках здоровых и больных людей, а так-
же разработка ингибиторов систем репарации ДНК
в качестве потенциальных противоопухолевых пре-
паратов имеют большую медицинскую значимость.
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РЕПАРАЦИЯ ДНК КАК КЛЮЧЕВОЙ МЕХАНИЗМ ОБЕСПЕЧЕНИЯ

Исследование механизмов репарации ДНК, а
также практических аспектов, связанных с разра-
боткой ингибиторов и активаторов этих систем,
очень успешно развивается в целом ряде научно-
исследовательских организаций России, и инте-
рес к этим исследованиям постоянно нарастает. В
том числе это направление исследований – одно
из магистральных в Институте химической био-
логии и фундаментальной медицины СО РАН. Ста-

тьи и обзоры данного выпуска, написанные веду-
щими российскими учеными, позволят читателям
ознакомиться с самыми последними достижения-
ми и наиболее актуальными проблемами в изуче-
нии процессов репарации и репликации повре-
жденной ДНК.

© 2021 г. О.И. Лаврик
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Системы эксцизионной репарации оснований и нуклеотидов (BER и NER) специфично удаляют
повреждения ДНК определенного типа. BER удаляет модифицированные основания (окисленные,
алкилированные, дезаминированные), а NER – объемные повреждения, вызванные УФ-облучени-
ем или химическими канцерогенами. Однако в ряде случаев процесс исправления проходит по бо-
лее сложному сценарию, при котором пути репарации обмениваются белками и взаимодействуют
друг с другом, формируя общий интерактом. В настоящем обзоре представлены основные сведения
о механизмах BER и NER, рассмотрены данные, показывающие участие белков NER в восстанов-
лении повреждений ДНК, вызванных окислительным стрессом, и белков BER в удалении объем-
ных аддуктов ДНК. Обсуждается также роль поли(ADP-рибоза)полимеразы 1 в регуляции процес-
сов BER и NER и их координации при исправлении сложных повреждений.

Ключевые слова: репарация ДНК, белок-белковые взаимодействия, регуляция процессов репарации
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ВВЕДЕНИЕ
В геномной ДНК постоянно возникают повре-

ждения, обусловленные как внутренней неустой-
чивостью, так и воздействием эндогенных факторов
и экзогенных генотоксических агентов. Повре-
ждения могут вызывать нарушения основных
процессов метаболизма ДНК, таких как реплика-
ция и транскрипция, что приводит к возникнове-
нию мутаций, хромосомных аберраций, а также к
остановке клеточного цикла и гибели клеток. По-
следствия повреждений ДНК могут быть причи-
ной различных патологий человека, включая рак
и нейродегенеративные заболевания. Для проти-
востояния этим неблагоприятным последствиям
в ходе эволюции возникло несколько механизмов
репарации ДНК [1].

Эксцизионная репарация оснований (BER –
base excision repair) – одна из основных систем ре-
парации ДНК, действие которой направлено на
исправление наиболее многочисленных повре-
ждений ДНК – модифицированных оснований.
Такие повреждения возникают в результате спон-
танных реакций (дезаминирование, метилирова-

ние, окисление) или под действием продуктов
метаболизма клетки (активные формы кислоро-
да), а также таких экзогенных источников, как
алкилирующие агенты (метилметансульфонат) и
ионизирующее излучение [2].

Эксцизионная репарация нуклеотидов (NER –
nucleotide excision repair) наиболее универсальный
путь репарации, с помощью которого происходит
удаление широкого спектра повреждений, деста-
билизирующих дуплексную структуру ДНК. Суб-
стратами NER служат индуцированные ультрафи-
олетовым (УФ) излучением фотопродукты – цикло-
бутанпиримидиновые димеры (CPD) и пиримидин-
пиримидон-(6-4)-фотопродукты (6-4PP), а также
внутрицепочечные сшивки и объемные аддукты
оснований ДНК с реакционноспособными мета-
болитами некоторых химических канцерогенов
или химиотерапевтическими агентами [3].

В ходе многолетних исследований процессов
BER и NER накопилось достаточно данных, по-
казывающих, что эти системы репарации работа-
ют не как изолированные пути, а динамически
взаимодействуют друг с другом, формируя общий

Сокращения: BER – эксцизионная репарация оснований; OGG1 – 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза; XRCC1 – фактор
устойчивости к рентгеновскому излучению; NER – эксцизионная репарация нуклеотидов; XP – пигментная ксеродерма (xe-
roderma pigmentosum); CPD – циклобутанпиримидиновые димеры; CS – синдром Кокейна (Cockayne syndrome); TFIIH –
фактор транскрипции IIH; PARP – поли(ADP-рибоза)полимераза; PAR – полимер ADP-рибозы.

УДК 577.24
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интерактом, что позволяет осуществлять модуля-
цию и координацию функций этих процессов [4,
5]. С одной стороны, показано влияние белков
NER на активность ключевых ферментов BER,
ДНК-гликозилаз и апуриновой/апиримидиновой
эндонуклеазы 1 (АРЕ1) [6–9], а также взаимодей-
ствие белков NER с окислительными поврежде-
ниями ДНК in vivo [10, 11]. С другой стороны,
ключевой фермент BER – APE1, регулирует уда-
ление аддуктов ДНК с производными платины в
процессе NER [12, 13].

Некоторые генотоксические факторы вызыва-
ют образование в ДНК повреждений нескольких
типов. Так, УФ-излучение приводит к образова-
нию не только пиримидиновых димеров, но и
окисленных оснований, а также к разрывам цепи
ДНК. В результате интенсивного воздействия од-
ного или нескольких факторов в ДНК могут воз-
никать кластерные повреждения, включающие
модифицированные основания, разрывы цепи и
объемные аддукты, расположенные в пределах
одного–двух витков спирали в одной или обеих
цепях дуплекса. При репарации таких поврежде-
ний особенно необходимы согласованные дей-
ствия разных систем репарации, их взаимодей-
ствие и взаимная регуляция активности, чтобы
предотвратить образование наиболее токсичных
для клетки двухцепочечных разрывов ДНК. Вза-
имное влияние белков-участников разных систем
может осуществляться путем белок-белковых
взаимодействий, в том числе опосредованных
посттрансляционными модификациями белков
одной или обеих систем репарации [4]. В настоя-
щем обзоре представлены основные сведения о
механизмах BER и NER, рассмотрены известные
к настоящему времени данные, показывающие
участие белков NER в восстановлении поврежде-
ний ДНК, вызванных окислительным стрессом,
и белков BER в удалении объемных аддуктов
ДНК. Обсуждается также роль поли(ADP-рибо-
за)полимеразы 1 (PARP1) в регуляции процессов
BER и NER и их координации при исправлении
сложных повреждений ДНК.

ЭКСЦИЗИОННАЯ
РЕПАРАЦИЯ ОСНОВАНИЙ

Процесс BER инициируется ДНК-гликозила-
зами, узнающими поврежденное основание и ка-
тализирущими гидролиз N-гликозидной связи.
ДНК-гликозилазы специфичны к определенным
повреждениям оснований, в зависимости от вы-
полняемых функций они делятся на две группы –
моно- и бифункциональные. В результате дей-
ствия монофункциональных ДНК-гликозилаз, из
которых наиболее известна урацил-ДНК-гликози-
лаза, удаляющая из ДНК урацил, образовавшийся
в результате спонтанного дезаминирования ци-
тозина, в ДНК образуются апуриновые/апири-

мидиновые (AP) сайты. Бифункциональные
ДНК-гликозилазы, действие которых направле-
но на окисленные основания, не только удаляют
поврежденные основания, но и способны вно-
сить разрыв с 3'-стороны от образовавшегося
AP-сайта. В результате реакции в ДНК возника-
ют разрывы, фланкированные 3'-α,β-4-гидрок-
сипентен-2-алем (3'-PUA) и 5′-концевым фос-
фатом (β-элиминирование) или с 3′- и 5′-фосфат-
ными группами (β,δ-элиминирование) [14].
Эффективность расщепления сахарофосфатного
остова бифункциональными ДНК-гликозилазами
значительно отличается, так, например, OGG1,
удаляющая наиболее распространенное окислен-
ное основание – 8-оксогуанин (8-oxoG), функцио-
нирует преимущественно как монофункциональ-
ный фермент [15].

AP-сайты могут возникать также за счет спон-
танного гидролиза N-гликозидной связи в нуклео-
тидах, в основном пуриновых [16]. Основной фер-
мент, гидролизующий АР-сайты в клетках высших
эукариот, – апуриновая/апиримидиновая эндо-
нуклеаза 1 (АРЕ1) [17]. В результате гидролиза АР-
сайта образуется одноцепочечный разрыв, флан-
кированный гидроксильной группой на 3'-конце и
остатком 2'-дезоксирибозо-5'-фосфата (dRP) на
5'-конце. АРЕ1 необходима не только для гидролиза
АР-сайтов, но и для удаления остатка 3′-PUA в
разрыве, возникающем под действием бифунк-
циональных ДНК-гликозилаз, катализирующих
β-элиминирование, а также при спонтанном рас-
щеплении АР-сайтов, при котором также образу-
ется разрыв, содержащий 3'-PUA-группу [18].

При расщеплении АР-сайта бифункциональ-
ными ДНК-гликозилазами, функционирующи-
ми по механизму β,δ-элиминирования, продукт
расщепления содержит 3'-фосфатную группу, ко-
торую также необходимо удалять с помощью фос-
фатазы. Основным ферментом, осуществляющим
эту реакцию в клетках млекопитающих, является
бифункциональная полинуклеотидкиназа-фосфа-
таза (PNKP), которая, кроме фосфорилирования
5'-концевой гидроксильной группы цепи ДНК,
обладает способностью выщеплять 3'-концевую
фосфатную группу, генерируя 3'-гидроксильную
группу [19]. Недавно мы показали, что расщепле-
ние АР-сайта способен катализировать еще один
фермент – тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1
(TDP1) [20], в результате действия которого также
образуется разрыв с 3'-фосфатной группой [21],
удаление которой осуществляет PNKP. Таким об-
разом, последовательное действие бифункциональ-
ных ДНК-гликозилаз, расщепляющих АР-сайт по
механизму β,δ-элиминирования, либо TDP1 и
PNKP приводит концы цепи ДНК на месте рас-
щепленного АР-сайта в состояние, пригодное для
включения нуклеотидных звеньев ДНК-полиме-
разами и последующего лигирования разрыва. Та-
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кую последовательность событий можно рассмат-
ривать как АРЕ1-независимый путь BER [19, 21].

Следующая стадия процесса BER – включение
нуклеотида в 3'-конец цепи ДНК. На этой стадии
происходит разделение процесса BER на пути,
называемые “короткозаплаточной” и “длинноза-
платочной” BER, которые осуществляются с уча-
стием разных ферментов. В короткозаплаточной
BER ДНК-полимераза β (Polβ) включает один
dNMP на место поврежденного звена. Остаток
dRP удаляется из ДНК под действием 2'-дезокси-
рибозо-5'-фосфатлиаз (dRP-лиаз), которые вы-
щепляют dRP по механизму β-элиминирования.
В клетках высших эукариот эта функция осу-
ществляется преимущественно за счет лиазной
активности Polβ, от эффективности удаления 5′-
dRP зависит выбор пути BER [22, 23]. Затем про-
исходит лигирование, катализируемое в клетках
высших эукариот ДНК-лигазой III в комплексе с
белком XRCC1 [24].

Если по какой-то причине (например, моди-
фикации остатка сахара) Polβ не может удалить
dRP-остаток, то происходит переключение BER
на длиннозаплаточный путь, в котором после
включения первого dNMP продолжается репара-
тивный синтез с заменой 2–20 нуклеотидных зве-
ньев и вытеснением цепи ДНК. В клетках высших
эукариот этот синтез осуществляется “реплика-
тивными” ДНК-полимеразами δ и/или ε с при-
влечением вспомогательных факторов (PCNA,
RFC). Вытесненный участок ДНК удаляется
флэп-эндонуклеазой (FEN1), и одноцепочечный
разрыв лигируется ДНК-лигазой I [25]. Потенци-
ально репаративный синтез с вытеснением цепи
может осуществляться по механизму трансляции
бреши с помощью FEN1 и Polβ [26]. Кроме того,
в нашей лаборатории показано, что Polβ в сочета-
нии с АРE1 способна осуществлять синтез с вы-
теснением цепи с одновременной “коррекцией
ошибок” с помощью 3' → 5'-экзонуклеазной ак-
тивности АРЕ1 [27]. Дальнейшие исследования
показали, что Polβ физически взаимодействует с
АРE1 [28, 29].

Очевидно, что для эффективного восстановле-
ния поврежденной ДНК и предотвращения на-
копления токсичных для клетки разрывов ДНК
требуется координация действий отдельных фер-
ментов, катализирующих последовательные ста-
дии процесса BER. Перенос ДНК-интермедиата
от фермента, связанного с продуктом катализи-
руемой им реакции, к следующему ферменту,
аналогично передаче эстафетной палочки (pass-
ing the baton), рассматривается как основной ме-
ханизм координации BER [30–32]. В то же время
количественный анализ взаимодействий белков
BER, выполненный в нашей лаборатории [29], по-
казал, что многие белки образуют прочные ком-
плексы друг с другом как в отсутствие, так и в

присутствии ДНК-интермедиатов BER, и эти
взаимодействия могут вносить вклад в координа-
цию процесса BER (см. обзор [33]). Наиболее
прочный комплекс образуют Polβ и XRCC1 [29],
что согласуется с данными о ключевой роли взаи-
модействия этих белков в процессе BER [32, 34].
Интересно отметить, что связывание с XRCC1 за-
щищает Polβ от убиквитинирования и последую-
щей протеасомной деградации [35].

ЭКСЦИЗИОННАЯ
РЕПАРАЦИЯ НУКЛЕОТИДОВ

Процесс NER был открыт в клетках бактерий
еще в начале 60-х годов прошлого столетия как
способность к вырезанию поврежденных УФ-
светом участков ДНК с последующим ресинтезом
ДНК в образовавшихся брешах [36]. В клетках эу-
кариот существуют два пути NER: общегеномная
репарация (global genome repair, GG-NER), уда-
ляющая повреждения во всей геномной ДНК, и
репарация, связанная с транскрипцией (transcrip-
tion coupled repair, TC-NER), с помощью которой
происходит удаление повреждений в транскри-
бируемой цепи ДНК. Эти пути отличаются спо-
собом узнавания повреждения и набором белков,
участвующих на начальных этапах процесса. В
TC-NER узнавание повреждения сопряжено с
остановкой на нем РНК-полимеразы II (RNAP
II) [37], что служит сигналом к сборке иницииру-
ющего репарацию комплекса, в состав которого
входят белки CSA и CSB [38]. Мутации в генах
этих белков вызывают синдром Кокейна (Cock-
ayne syndrome, CS).

В случае GG-NER повреждение узнает фактор
пигментной ксеродермы С (ХРС) в комплексе с
белками RAD23B и центрин-2 (Cen2). Комплекс
ХРС-RAD23B-Cen2 (далее комплекс XPC) опре-
деляет нарушение комплементарности в парах
оснований и/или дестабилизацию ДНК-дуплек-
са, вызванную повреждением, а не конкретное
повреждение [39, 40], и взаимодействует с непо-
врежденным участком противоположной цепи
[41–44]. Этот механизм обеспечивает широкую
субстратную специфичность процесса GG-NER,
однако не позволяет узнавать УФ-индуцирован-
ные фотопродукты, особенно CPD, которые
практически не дестабилизируют ДНК-дуплекс.
Узнавание таких повреждений осуществляет спе-
циализированный белок – гетеродимер UV-DDB
(UV-damaged DNA-binding protein), который спе-
цифически взаимодействует с CPD и 6-4PP и
привлекает к ним XPC [45, 46]. Далее комплекс
XPC (либо комплекс факторов TC-NER) взаимо-
действует с мультифункциональным 10-субъеди-
ничным белком – фактором транскрипции IIH
(transcription factor IIH, TFIIH), который осуществ-
ляет частичное раскручивание ДНК-дуплекса за
счет геликазной активности субъединицы XPD и



184

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

РЕЧКУНОВА и др.

одновременно проверку повреждения ДНК, оста-
навливаясь на нем [47, 48]. На частично откры-
том дуплексе формируется так называемый
“предрасщепляющий” комплекс, в состав кото-
рого входят репликативный белок А (RPA), фак-
тор пигментной ксеродермы А (XPA), а также
структуроспецифичные эндонуклеазы XPF-ERCC1
и XPG, расщепляющие поврежденную цепь ДНК
с 5′- и 3′-стороны от повреждения соответственно
[48–50]. Ресинтез удаленного участка осуществ-
ляет репликативный комплекс, лигирование ни-
ка – ДНК-лигаза I или комплекс ДНК-лигазы III
с XRCC1 [51].

Таким образом, исправление повреждений си-
стемой NER – сложный многостадийный процесс,
протекающий с образованием множества промежу-
точных комплексов, сборка и функционирование
которых осуществляются за счет ДНК-белковых и
белок-белковых взаимодействий, требующих чет-
кой координации и регуляции. Как оказалось, по-
мимо факторов NER в этот процесс вовлечены бел-
ки других процессов репарации, в том числе BER, а
также регуляторные белки, в частности PARP1.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ПУТЕЙ BER
И NER УВЕЛИЧИВАЕТ ЭФФЕКТИВНОСТЬ 

РЕПАРАЦИИ ДНК
Предположение о возможном участии белков

NER в восстановлении окислительных повре-
ждений ДНК впервые было высказано в работе,
выполненной в лаборатории будущего нобелев-
ского лауреата Aziz Sancar [52]. Оказалось, что в
экстрактах линий клеток человека, дефектных по
белкам NER (XP-A, XP-B, XP-C, XP-D, XP-F и
XP-G), заметно снижена способность к репара-
ции окисленных оснований, 8-oxoG и тимингли-
коля [52]. В реконструированной из очищенных
белков (XPA, RPA, TFIIH (в состав которого вхо-
дят XPB и XPD), XPC-RAD23B, XPG и ERCC1-
XPF) системе NER наблюдалось выщепление
фрагментов поврежденной ДНК, характерных
для этой системы репарации, поэтому предполо-
жили, что NER может участвовать в исправлении
повреждений, репарируемых по механизму BER,
в качестве резервной системы, либо белки NER
вовлечены в процесс BER.

Прямые доказательства участия факторов NER в
исправлении окисленных оснований получены
группой исследователей под руководством Eugenia
Dogliotti. В экспериментах на клетках человека они
обнаружили, что линии клеток с мутациями в гене,
кодирующем XPC, чрезвычайно чувствительны к
окислительным агентам, что свидетельствует о
важной роли XPC в защите от окислительного
стресса [53]. Кроме того, с использованием очи-
щенных белков показана стимуляция активности
ДНК-гликозилазы OGG1 белком XPC-RAD23B,
а также непосредственное взаимодействие этих

белков. В отличие от XPC, XPA в исследованных
концентрациях не стимулировал OGG1. Таким
образом показано, что XPC-RAD23B стимулиру-
ет OGG1-зависимый процесс BER. Роль XPC в
процессинге 8-oxoG подтверждена в [54]. Следует
заметить, что несколько ранее способность XPC-
RAD23B стимулировать активность тимин-ДНК-
гликозилазы, субстратом которой является дез-
аминированный 5-метилцитозин, была показана
группой японских авторов [6]. В более позднем
исследовании этой группы установлено, что XPC
стимулирует не только активность TDG, но и
гликозилазу SMUG1, удаляющую урацил в паре
G/U, а также в оцДНК. Кроме того, стимулирую-
щий эффект XPC обеспечивается за счет белок-
белковых взаимодействий и сохраняется при су-
моилировании гликозилаз [55].

Дальнейшие исследования роли факторов
NER в репарации окисленных оснований были
проведены в лаборатории Dogliotti с использовани-
ем эмбриональных фибробластов мыши c дефици-
том белков NER (Csbm/m, Csa–/–, Xpa–/–, Xpc–/– и их
комбинации) и/или OGG1 (Ogg1–/–) [56]. Анализ
содержания 8-oxoG в клетках, обработанных
окислительным агентом (бромат калия), выявил
снижение скорости удаления 8-oxoG из ДНК в
клетках с дефицитом белков NER по сравнению с
клетками дикого типа, хотя и в меньшей степени,
чем в клетках Ogg1–/–. Кроме того, в клетках с двой-
ными мутациями Csb–/– Xpa–/– и Csb–/– Xpc–/– уда-
ление 8-oxoG происходило медленнее, чем с оди-
ночными мутациями, а снижение скорости было
сопоставимо с клетками Ogg1–/–. В то же время
эффективность репарации 8-oxoG в клетках с
двойными мутациями Xpa–/– Xpc–/– практически
не отличалась от эффективности в клетках с оди-
ночными мутациями. На основании полученных
результатов предположили, что повышенный уро-
вень окислительных повреждений ДНК в клетках с
комбинацией мутаций в CSB и XPA/XPC свиде-
тельствует об участии этих белков в разных путях
репарации. Данные, полученные на клетках мыши,
подтверждены на первичных фибробластах челове-
ка XP-A, которые оказались более чувствительны-
ми к бромату калия по сравнению с нормальными
фибробластами. Проблемы с исправлением окис-
лительных повреждений в клетках с дефицитом
факторов NER XPA и ХРС [57], а также в клетках
XP-G/CS [58] обнаружены и другими исследовате-
лями. Участие XPA и CSB в удалении 8-oxoG связа-
но преимущественно с TC-NER [59].

Привлечение факторов NER к местам окисли-
тельных повреждений показано также в живых
клетках, экспрессирующих химерные флуорес-
центные белки XPC-GFP и CSB-GFP [60]. После
локального лазерного облучения клеточного ядра
наблюдалось накопление флуоресцентных бел-
ков в определенных местах: CSB рекрутировался в



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

ИНТЕРАКТОМ СИСТЕМ РЕПАРАЦИИ ОСНОВАНИЙ И НУКЛЕОТИДОВ 185

ядрышко, а XPC накапливался в области гетеро-
хроматина, что соответствует роли этих белков в
TC-NER и GG-NER соответственно. Участие CSB
в репарации 8-oxoG получило дальнейшее под-
тверждение в более позднем исследовании, прове-
денном той же группой [61]. Используя, как и в
предыдущей работе, метод визуализации флуорес-
центных белков в живых клетках, показано, что
рекрутирование OGG1 к повреждению не зави-
сит от CSB, тогда как привлечение XRCC1, белка-
платформы BER, стимулируется CSB транскрип-
ционно-зависимым способом. Предполагается,
что в качестве белка, ремоделирующего хрома-
тин, CSB помогает загрузке XRCC1 в труднодо-
ступные участки транскрибируемых генов, тем
самым обеспечивая доступ для последующих бел-
ков BER.

Недавно показали, что UV-DDB, один из клю-
чевых факторов GG-NER, функционирующий
как сенсор УФ-индуцированных повреждений и
ремоделирующий хроматин фактор, увеличивает
эффективность OGG1 и APE1, а также значи-
тельно стимулирует активность Polβ в заполне-
нии бреши [62]. Визуализация на уровне одной
молекулы в режиме реального времени показала,
что UV-DDB образует временные комплексы с
OGG1 или APE1, облегчая их диссоциацию из
комплекса с ДНК. Кроме того, UV-DDB переме-
щается в клетке к местам репарации 8-oxoG, а ис-
тощение UV-DDB повышает чувствительность
клеток к окислительному повреждению ДНК.
Предполагается, что UV-DDB служит основным
сенсором повреждений ДНК не только в NER, но
и в BER, способствуя распознаванию поврежде-
ний в контексте хроматина.

Поврежденное основание 8-oxoG может под-
вергаться дальнейшему окислению, что приводит
к образованию спироиминодигидантоина (Sp) и
5-гуанидиногидантоина (Gh), которые узнаются
ДНК-гликозилазой NEIL1 [63–67], а также слу-
жат субстратами системы NER [68]. Недавно
группа исследователей из университета Нью-
Йорка, возглавляемая N.E. Geacintov, проанали-
зировала репарацию ДНК, содержащих эти по-
вреждения, в клетках человека (интактных и де-
фектных по BER (NEIL1−/−) и NER (XPA−/−)) и
оценили относительный вклад BER и NER в их
удаление [69]. Клетки трансфицировали ДНК,
содержащими радиоактивную метку вблизи Gh
или Sp, инкубировали в течение определенных
промежутков времени, затем лизировали, выде-
ляли низкомолекулярную ДНК и оценивали при-
сутствие продуктов процессинга повреждений по
пути BER и NER. Показано, что оба повреждения
удаляются как по пути BER, так и с помощью
NER, при этом количество образующихся про-
дуктов прямо коррелировало с активностью си-
стемы. В клетках NEIL1−/− репарация проходила

преимущественно по механизму NER, тогда как
дефект в системе NER приводил к повышению
количества продуктов BER. Полученные данные
свидетельствуют о конкуренции между двумя пу-
тями репарации, которые узнают и связывают од-
ни и те же повреждения, при этом вклад каждого
из путей зависит от концентрации белков-участ-
ников процесса. Влияние факторов NER на раз-
личные стадии процесса BER схематично пред-
ставлено на рис. 1.

Система NER вносит основной вклад в репа-
рацию аддуктов ДНК с платиной, возникающих
под действием препаратов, используемых в хи-
миотерапии (цисплатин, оксалиплатин и карбо-
платин). В результате ковалентного связывания Pt
с двумя нуклеотидными остатками в одной или в
противоположных цепях ДНК-дуплекса образу-
ются внутри- или межцепочечные сшивки (ICL)
соответственно. Хотя эти повреждения удаляются
главным образом в процессе NER, обнаружено,
что удаление 1,2-(GpG)-аддуктов из ДНК зависит
от уровня экспрессии ключевого фермента BER –
APE1 [12, 13]. Подавление экспрессии APE1 с по-
мощью РНК-интерференции приводило к инги-
бированию репарации аддуктов ДНК-Pt, а инфи-
цирование клеток лентивирусом, несущим ген
APE1, восстанавливало эффективность репара-
ции [13]. Кроме того, изменение экспрессии APE1
влияло на уровни экспрессии белков NER, RPA и
XPA, что свидетельствует о взаимодействии меж-
ду двумя путями репарации.

Дальнейшее изучение репарации ICL, индуци-
рованных воздействием цисплатина и оксиплатина,
с применением технологии CRISPR/Cas9 подтвер-
дило, что в исправление этих повреждений вовлече-
ны белки не только NER, но и BER [70]. Аналогич-
ные данные получены при изучении репарации
повреждений, индуцированных производными
псоралена, которые при облучении УФ-светом
образуют моноаддукты как с ДНК, так и с ICL.
Показано, что в репарацию таких повреждений
вовлечена гликозилаза NEIL1, хотя данные, каса-
ющиеся вклада этого фермента в удаление каждо-
го из повреждений, противоречивы. Сначала
получили результаты, свидетельствующие об уча-
стии NEIL1 в репарации моноаддуктов [71], но не
ICL, а позднее обнаружили способность NEIL1
удалять оба вида аддуктов [72, 73], тогда как дру-
гими исследователями показано, что в обработан-
ных триоксаленом клетках NEIL1 привлекается
только к ICL и не обнаруживается в местах образо-
вания моноаддуктов [74]. Таким образом, получен-
ные результаты, несмотря на некоторую их проти-
воречивость, показывают, что системы NER и
BER взаимодействуют и дополняют друг друга,
что обеспечивает более эффективную защиту
ДНК при генотоксическом стрессе.
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Значительный прогресс в понимании физиче-
ских и функциональных взаимодействий путей
NER и BER может обеспечить применение био-
информатических методов. База данных STRING
содержит информацию о белок-белковых взаи-
модействиях, объединяющую известные данные
о межбелковых ассоциациях у большого числа
организмов [75]. В опубликованном недавно об-
зоре [76] представлены результаты анализа на ос-
нове STRING взаимодействий 32 белков, относя-
щихся к NER, и 23 белков, ассоциированных с
BER. Построенная сеть взаимодействий (интер-
актом) белков NER и BER выявляет значитель-
ную связь между этими путями репарации. Даль-

нейшие исследования могут выявить новые
функции, общие для этих путей репарации, и их
взаимодействия в поддержании стабильности ге-
нома.

ПОЛИ(ADP-РИБОЗА)ПОЛИМЕРАЗА 1 – 
РЕГУЛЯТОР ПРОЦЕССОВ BER И NER

В ответ на повреждение ДНК в клетках высших
эукариот происходит модификация ядерных бел-
ков с помощью полимера ADP-рибозы (PAR). По-
ли(ADP-рибозил)ирование (PAR-илирование) бел-
ков катализируется несколькими PARP, которые
постоянно и в значительном количестве присут-

Рис. 1. Схема короткозаплаточного пути BER, инициируемого моно- и бифункциональными ДНК-гликозилазами.
Белки NER, влияющие на активность ферментов BER, и катализируемые ими стадии процесса, приведены в рамках
со стрелками.
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ствуют в клетке. Белки PARP образуют суперсемей-
ство, включающее 17 представителей, объединен-
ных по характерному признаку – наличию кон-
сервативного домена, содержащего мотив “PARP
signature” – высококонсервативную последова-
тельность, которая участвует в формировании
активного центра [77]. В качестве источника
ADP-рибозы PARP использует NAD+ и перено-
сит эту группу на белок-акцептор.

Из 17 белков семейства PARP в клеточном от-
вете на повреждение ДНК участвуют три –
PARP1, PARP2 и PARP3 [78, 79]. Их мишенями
преимущественно служат белки, участвующие в
укладке хроматина и метаболизме ДНК, включая
гистоны, белки репарации ДНК и транскрипцион-
ные факторы, а также сами PARP. Из трех фермен-
тов PARP, активируемых поврежденной ДНК, наи-
более хорошо изучен PARP1, на долю которого при-
ходится до 90% синтезируемой в клетке PAR [79].

Реакция PAR-илирования обратима: PAR под-
вергается расщеплению с помощью фермента
поли(ADP-рибоза)гликогидролазы, что обеспе-
чивает дополнительную регуляцию уровня PAR-
илирования белков и синтеза PAR в клетке. Оста-
ток ADP-рибозы, присоединенный к акцептор-
ному аминокислотному остатку белка, удаляется
с помощью специальных ферментов, в частности
терминальной (ADP-рибоза)гликогидролазы 1 [80],
в результате чего PARP1 и другие белки-акцепто-
ры могут участвовать в следующем раунде PAR-
илирования (рис. 2).

PARP1 считается одним из ключевых регуля-
торов репарации ДНК и других клеточных про-
цессов [81–84]. Участие PARP1 в процессе BER
изучено достаточно подробно (полученные ре-
зультаты систематизированы в обзорах [85, 86]).
Показано, что PARP1 взаимодействует с белками
BER и модулирует их активность [27, 87], ряд бел-

Рис. 2. Регуляция синтеза поли(ADP-рибозы). В ответ на повреждение ДНК PARP1 катализирует поли(ADP-рибо-
зил)ирование белков (включая автомодификацию), используя в качестве субстрата NAD+. PAR-связывающие белки
участвуют в клеточном ответе на повреждение ДНК. Поли(ADP-рибоза)гликогидролаза (PARG) расщепляет PAR, ре-
гулируя уровень PAR-илирования белков и синтеза PAR в клетке. Остаток ADP-рибозы, присоединенный к белку,
удаляется с помощью терминальной (ADP-рибоза)гликогидролазы 1 (TARG1).
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ков BER подвергается PAR-илированию [88, 89].
В последнее время роль PARP1 и катализируемо-
го им PAR-илирования в процессе NER активно
изучается. Известные к настоящему времени дан-
ные обсуждены нами в обзорной статье [90]. Не-
которые белки репарации способны связывать
как свободный PAR, так и присоединенный к
PARP1 и/или другим белкам-акцепторам (рис. 2),
что рассматривается как один из механизмов во-
влечения этих белков в соответствующие процессы
и их регуляцию [78]. Взаимодействие осуществля-
ется через PAR-связывающие домены, либо в нем
участвуют РНК- или ДНК-связывающие домены
белков. В этом случае возможна конкуренция меж-
ду нуклеиновыми кислотами (PAR – полимер нук-
леотидной природы, “третья нуклеиновая кисло-
та”) за связывание с белком.

Развитие протеомных методов привело к обна-
ружению большого массива белков, подвергающихся
PAR-илированию в ответ на генотоксический
стресс и/или взаимодействующих с PAR, среди
которых белки BER и NER [91, 92]. Известные к
настоящему времени взаимодействия PARP1 с бел-
ками этих процессов репарации ДНК представле-
ны на рис. 3.

И PARP1, и катализируемый этим ферментом
синтез PAR могут участвовать в пространствен-
но-временной регуляции процессов репарации
при возникновении в ДНК множественных по-
вреждений различной природы. Недавно опубли-
ковали результаты масштабного исследования
кинетики рекрутирования и диссоциации 70 бел-
ков репарации на индуцированные лазером сай-
ты повреждения ДНК в клетках HeLa [93]. Эти

белки в зависимости от времени их появления на
поврежденном участке сгруппировали в семь
групп. Белки-сенсоры повреждений NER (XPC,
DDB2) и BER (NEIL3), а также PARP1, некото-
рые PAR-связывающие белки, в том числе PARG
и XRCC1, факторы деконденсации хроматина во-
шли в первые две группы (полупериод рекрутиро-
вания 1.8–3.7 и 4.2–9.4 с соответственно). Анализ
кинетики диссоциации выявил четыре группы
белков, причем в первую группу (полупериод
диссоциации с ДНК 24.7–110.5 с) вошли PARP1,
PAR-связывающие и PAR-гидролизующие бел-
ки, что согласуется с предполагаемой ролью диссо-
циации PARP1 и гидролиза PAR в высвобождении
белков репарации из комплексов с ДНК после ис-
правления повреждения [94]. Изучено также изме-
нение динамики ассоциации/диссоциации белков
репарации при ингибировании PARP. Полученные
данные свидетельствуют, что присутствие ингиби-
тора PARP приводит к значительной перестройке
порядка рекрутирования белков, что может изме-
нить механизм и результат процесса репарации
ДНК. Таким образом, исследование динамики
белков репарации при множественных поврежде-
ниях ДНК выявляет многогранность взаимодей-
ствий и координацию путей репарации и может
быть использовано для изучения нестабильности
генома и влияния на эти процессы противоопухо-
левых препаратов – ингибиторов PARP.

В заключение хотелось бы подчеркнуть, что
исследование интерактома репарации, взаимного
влияния белков разных систем, выявление пере-
крывающихся или дополняющих функций этих
белков имеет не только фундаментальное значе-
ние для понимания механизмов поддержания

Рис. 3. PARP1 регулирует интерактом процессов BER и NER, взаимодействуя с белками-участниками.
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стабильности генома, но и актуальны для разви-
тия новых подходов к терапии онкологических
заболеваний. Такие исследования необходимы в
связи с известным фактом существования и фор-
мирования дополнительных путей репарации
повреждений ДНК в раковых клетках, обеспечи-
вающих лекарственную устойчивость. Особый
интерес представляют взаимодействия белков
BER и NER при исправлении множественных
(кластерных) повреждений ДНК, возникающих
при интенсивном генотоксическом стрессе, а также
при радиотерапии. Регуляция активности процес-
сов репарации при исправлении таких поврежде-
ний необходима для предотвращения образования
двухцепочечных разрывов ДНК, возникновения
мутаций и генетической нестабильности. С другой
стороны, понимание механизмов регуляции про-
цессов репарации ДНК может быть полезным для
направленной дисрегуляции этих процессов в ра-
ковых клетках с целью усиления действия ДНК-
повреждающих агентов.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 19-14-00107) и Про-
граммы фундаментальных научных исследова-
ний государственных академий наук на 2013–
2020 гг. (№ 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.
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Эксцизионная репарация оснований – основной путь, ответственный за коррекцию большого чис-
ла химически модифицированных оснований ДНК в клетках млекопитающих. Упаковка ДНК в
хроматине влияет на доступность поврежденных участков для ферментов, вовлеченных в процессы
репарации. В обзоре представлены данные о ферментах, участвующих в эксцизионной репарации
оснований, свидетельствующие о том, что в коровой частице нуклеосомы доступность поврежден-
ной ДНК затрудняет октамер гистонов. При этом исправление повреждений в ДНК в значительной
степени зависит от их ротационного и трансляционного позиционирования в коровой частице нук-
леосомы, а также от особенностей действия ферментов.
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СТРОЕНИЕ НУКЛЕОСОМ

В клетках эукариот ДНК находится в плотно
упакованном состоянии в комплексе c белками-
гистонами в составе хроматина. Структурная
единица хроматина – нуклеосома, содержит
кор, образованный двумя копиями четырех ги-
стоновых белков (Н2А, Н2В, Н3 и Н4), т.е. восе-
мью молекулами белка. Каждый гистоновый бе-
лок, состоящий из ~100–150 аминокислотных
остатков (10–15 кДа), содержит структурирован-
ный домен и неструктурированный N-концевой
“хвост” (иногда С-концевой хвост). Структури-
рованные домены гистоновых белков попарно вза-
имодействуют друг с другом, образуя октамер, об-
ладающий осью псевдосимметрии 2-го порядка
(диадная ось), на который ~1.67 раза наматывает-
ся цепь ДНК длиной 145–147 п.н. с образованием
коровой частицы нуклеосомы (nucleosome core
particle, NCP) [1, 2] (рис. 1).

В 1977 году Finch и соавт. [3] показали, что
NCP представляет собой диск диаметром 110 Å и
высотой 57 Å. В кристаллической структуре NCP,
определенной в 1984 году с разрешением 7 Å [4],
ДНК в нуклеосоме намотана на гистоновый окта-
мер, образуя плоскую левозакрученную супер-
спираль. В 1997 году Luger и соавт. [1] установили
кристаллическую структуру гистонового кора с
разрешением 2.8 Å. Детали структуры NCP вы-
явили при более высоком разрешении (1.9 Å) [5,

6]. В дальнейшем определили структуры нукле-
осом у таких видов, как Homo sapiens, Mus muscu-
lus, Gallus gallus, Drosophila melanogaster и Saccharo-
myces cerevisiae [7–12]. В большинстве случаев
структуры нуклеосом, полученные с помощью
рентгеновской кристаллографии, созданы с ис-
пользованием ДНК Widom 601 [2, 13]. Эта ДНК,
полученная путем отбора из комбинаторной биб-
лиотеки фрагментов ДНК, предназначена для
фиксации положения ДНК в нуклеосоме, по-
скольку имеет наибольшее сродство к гистоново-
му октамеру [14]. В составе нуклеосомы ДНК
Widom 601 обладает наименьшей подвижностью
из всех других случайных последовательностей
ДНК и поэтому менее доступна для ферментов
рестрикции [15]. Другая позиционирующая нук-
леосомы последовательность ДНК, часто исполь-
зуемая в экспериментальных работах, это фраг-
мент гена, кодирующего 5S рРНК морского ежа
Lytechinus variegatus [16], консервативного у мно-
гих организмов [17].

В NCP в отличие от нуклеосом отсутствует
линкерный участок длиной 10–90 п.н., который
может быть связан с гистоном Н1. Расположение
ДНК в NCP определяется в основном 14 электро-
статическими контактами. Основными среди них
являются контакты с боковыми заместителями
остатков аргинина на поверхности гистонов, ко-
торые вставляются в малую бороздку ДНК [18,
19]. При этом N-хвосты гистонов также участвуют

УДК 577.151.42/45
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во внутри- и межнуклеосомных взаимодействиях с
ДНК [6, 18]. Кроме того, они играют важную регу-
ляторную роль, поскольку содержат различные
модификации, служащие сигналами к началу про-
цессов транскрипции и репарации [19].

С внешней стороны нуклеосомы расположен
линкерный гистон Н1, который фиксирует в нук-
леосоме цепь ДНК. Нуклеосомы являются мо-
бильными структурами, позволяющими белкам
извне взаимодействовать с внутренними участка-
ми ДНК in vitro. Так, РНК-полимераза способна
транскрибировать нуклеосомную ДНК без ее
диссоциации из комплекса с гистоновым октаме-
ром [20–22]. In vivo транскрипция ДНК протекает
при участии ремоделирующих факторов, направ-
ляемых с помощью регуляторных белков и действу-
ющих непосредственно на гистоновый октамер,
увеличивая мобильность нуклеосом. По-види-
мому, такие процессы протекают благодаря спо-
собности нуклеосом “скользить” по ДНК без еe
диссоциации [19].

СТРУКТУРНОЕ ПОЛОЖЕНИЕ 
ПОВРЕЖДЕННЫХ НУКЛЕОТИДОВ

В СОСТАВЕ НУКЛЕОСОМЫ
Клеточная ДНК постоянно повреждается в

результате негативного воздействия различных
внешних и внутренних факторов, включая ак-
тивные клеточные метаболиты, УФ- и ионизи-
рующее излучение, загрязняющие агенты окру-
жающей среды, лекарственные средства. Среди
повреждений ДНК наиболее распространены
модификации гетероциклических оснований,

обусловленные их окислением, алкилированием
и дезаминированием, а также одноцепочечные
разрывы и апуриновые/апиримидиновые (AP)
сайты, возникающие как спонтанно, так и под
действием ДНК-гликозилаз. Эти повреждения ис-
правляются с помощью системы эксцизионной
репарации оснований (BER, base excision repair),
которая протекает по короткозаплаточному (short-
patch, SP) или длиннозаплаточному пути (long-
patch, LP) [23]. Процесс BER включает несколько
последовательных ферментативных реакций. На
первой стадии специфические ДНК-гликозилазы
находят и удаляют модифицированные основа-
ния. Поиск ДНК-гликозилазами таких основа-
ний происходит путем как 3D-диффузии, так и
“ускоренной” 1D-диффузии фермента по цепи
ДНК [24]. Узнавание модифицированного основа-
ния инициирует протекание N-гликозилазной ре-
акции, в ходе которой происходит гидролиз N–С1′-
гликозидной связи между основанием и остатком
рибозы и образование АР-сайта. Далее, в случае мо-
нофункциональных  ДНК-гликозилаз, АР-эндо-
нуклеаза (АРЕ1 у человека) катализирует гидролиз
5′-фосфодиэфирной связи с образованием на кон-
цах разрыва рибозофосфатного остова 3′-гидро-
ксила и 5′-дезоксирибозофосфата (5′-dRP). Би-
функциональные ДНК-гликозилазы обладают
собственной АР-лиазной активностью, поэтому
после гликозилазной реакции они катализируют
реакцию, приводящую к разрыву рибозофосфат-
ного остова с 3′-стороны от АР-сайта с образовани-
ем 5′-фосфата и 3′-производного рибозы.

В SP-пути BER остаток 5′-dRP может быть удален
с помощью полимеразы β (Polβ), а 3′-производное

Рис. 1. Строение коровой частицы нуклеосомы. Вид сверху (а) и сбоку (б). ДНК выделена синим цветом, гистоновый
октамер красным (PDB ID: 3LEL).

а б
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рибозы, оставшееся после АР-лиазной реакции,
расщепляется с помощью 3′-экзонуклеазной ак-
тивности АР-эндонуклеазы с образованием 3′-ОН
на конце. Затем Polβ заполняет образовавшуюся
однонуклеотидную брешь (gap), а ДНК-лигаза I
(LigI) или комплекс ДНК-лигазы III (LigIII) с XC-
CR1 (X-ray cross complementation group protein 1)
сшивают разорванную цепь.

В LP-пути BER принимают участие такие до-
полнительные факторы, как FEN1, PCNA и RSC.
После образования АР-сайта АР-эндонуклеаза,
Polδ или Polε достраивают цепь ДНК с 3′-OH-сто-
роны, замещая цепь, содержащую 5′-dRP, не-
сколькими нуклеотидами. Образующийся флэп
(flap = откидная заслонка) удаляется с помощью
FEN1, а получившийся разрыв цепи сшивается с
помощью LigI. Активность Polδ и Polε в этом пути
репарации может быть усилена дополнительны-
ми факторами PCNA и RFC [25, 26].

Повреждение ДНК в составе хроматина долж-
но приводить к возникновению модифицирован-
ных оснований в различных участках ДНК. По-
ложение азотистых оснований по отношению к
гистоновому октамеру в NCP различают по их
ориентации в спирали ДНК – в сторону раствора
или в сторону гистона (ротационное положение:
Out, Mid и In), а также по положению относи-
тельно диадной оси (трансляционное) (рис. 2).

В нуклеосомах фрагмент ДНК по-разному
связывается с разными участками гистонового
октамера. Например, тетрамер Н3-Н4, фланки-
рованный двумя димерами Н2А и Н2В, связыва-

ется с 60 п.н. фрагмента ДНК более прочно, чем
два димера Н2А и Н2В с концами ДНК [1, 5].
Поэтому ДНК на концах фрагмента обладает
большей подвижностью, за счет чего она способна
перемещаться относительно поперечной оси сим-
метрии и спонтанно разматываться из гистонового
октамера [27, 28]. При этом доступность ранее за-
крытых районов ДНК возрастает на порядок, что
также зависит от посттрансляционной модифи-
кации гистонов [29, 30]. Это имеет большое зна-
чение для протекания процессов репарации ДНК
по пути BER.

УДАЛЕНИЕ УРАЦИЛА

К появлению остатков урацила в составе моле-
кулы ДНК может приводить как внедрение dUMP в
процессе репликации, так и спонтанное дезамини-
рование цитозина [31–33]. Несмотря на достаточно
малоe количество остатков урацила в геномной
ДНК [34], образующиеся пары U:G являются мута-
генными, поскольку в ходе репликации приводят к
трансверсии C:G в T:A [33].

В клетках человека удаление урацила из ДНК
осуществляют несколько монофункциональных
ДНК-гликозилаз: UNG, TDG, SMUG1 и MBD4
(рис. 3). Монофункциональные ДНК-гликозила-
зы способны гидролизовать N-гликозидную
связь, используя активированную молекулу воды
для нуклеофильной атаки с образованием AP-сайта
в качестве конечного продукта, который в даль-
нейшем узнается AP-эндонуклеазами.

Рис. 2. Ротационное положение гетероциклических оснований ДНК по отношению к гистоновому октамеру. Крас-
ным выделено положение Out – наружу, зеленым – Mid – промежуточное, синим – In – внутрь.
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Основная урацил-ДНК-гликозилаза человека –
фермент UNG, представлена двумя формами: ми-
тохондриальной (UNG1) и ядерной (UNG2). В
отличие от UNG, способной удалять урацил, рас-
положенный напротив любого азотистого осно-
вания, фермент TDG работает только с остатками
урацила и тимина, расположенными напротив
гуанина [35]. Показано, что TDG человека спосо-
бен удалять тимин из пар T:G, T:C и T:T [36], а
также бромурацил из пары с гуанином [37]. Фер-
мент SMUG1 (single-strand specific monofunctional
uracil-DNA-glycosylase) обнаружен только в клет-
ках эукариот. Первоначально SMUG1 описали
как фермент, специфичный к урацилу, располо-
женному в оцДНК. Позднее показали, что в каче-
стве субстрата SMUG1 предпочитает дцДНК,
если в системе присутствует AP-эндонуклеаза,
способная стимулировать число оборотов фер-
мента [33, 38]. SMUG1 также удаляет 5-гидрокси-
метилурацил, 5-формилурацил и 5-гидроксиурацил
(5-OHU) из ДНК [39]. Фермент MBD4 впервые
охарактеризовали как белок, связывающийся с
метилированными CpG в ДНК [40], а затем по-
казали, что MBD4 способен удалять урацил из
ДНК [41].

Изучено действие урацил-ДНК-гликозилаз че-
ловека UNG2 и SMUG1, а также других ферментов,
принимающих участие в процессе BER (АРЕ1, Polβ
и LigIII), на удаление остатка урацила из ДНК в со-
ставе реконструированных нуклеосом in vitro [42].
Гистоновые октамеры выделяли из эритроцитов
курицы, а в качестве ДНК-субстрата использовали
участок гена 5S рРНК L. variegatus длиной 146 п.н.
Урацил-ДНК-гликозилазы UNG2 и SMUG1 уда-
ляли остатки урацила из такой ДНК, однако их
активность была в 3–9 раз ниже, чем на свобод-
ной ДНК, и практически не зависела от ротаци-
онного положения остатка урацила относительно
гистонового октамера (т.е. In или Out). Кроме то-
го, оказалось, что и другие участники BER (АРЕ1,
Polβ и LigIII) активны по отношению к ДНК-суб-
страту, входящему в состав нуклеосом. Присут-
ствие белка XRCC1 не приводило к возрастанию
активности Polβ и LigIII.

Используя модельные нуклеосомы, получен-
ные из эритроцитов курицы и содержащие в составе
ДНК участок GRE (glucocorticoid hormone receptor
response element), Smerdon и соавт. [43] изучили
влияние ротационного положения остатка уриди-
на в нуклеосомной ДНК на активность фермен-
тов, участвующих в BER, а именно, урацил-ДНК-
гликозилазы UNG, АР-эндонуклеазы АРЕ1 и
ДНК-полимеразы Polβ. Установлено, что актив-
ность и UNG, и АРЕ1 в отношении нуклеосомно-
го субстрата, содержащего пару G:U, составляет
лишь ~10% от активности в отношении свобод-
ной ДНК, что согласуется с данными [42]. Однако
в отличие от [42] два ротационно различающихся
положения остатка уридина (т.е. “внутрь” и “на-
ружу” по отношению к гистоновому октамеру)
удаляются с разными скоростями, которые отли-
чаются в 2–3 раза и возрастают с увеличением
концентрации фермента. Скорость удаления ура-
цила ферментом UNG возрастала в присутствии
АРЕ1. В отличие от UNG и АРЕ1 фермент Polβ
был полностью неактивен в отношении ДНК,
связанной c нуклеосомой. Поэтому сделан вывод
[43], что первые стадии BER с участием UNG и
АРЕ1 могут протекать на ДНК, входящей в состав
хроматина, тогда как чтобы сделать участки ДНК,
требующие репарации, доступными для Polβ, на
следующих стадиях BER необходимы хроматин-
ремоделирующие факторы.

В ходе дальнейших исследований установлено
[44], что удаление N-концевых хвостов гистоно-
вых белков в составе нуклеосом не влияет значи-
тельно на эффективность удаления остатков ури-
дина из ДНК с помощью UNG и АРЕ1. Однако в
этом случае эффект ингибирования активности
Polβ нуклеосомами не исчезает, хотя N-концевые
хвосты гистоновых белков могут взаимодейство-
вать с ДНК в области мисматча G:U. Более того,
присутствие белков XRCC1 или WRN (Werner
syndrome protein) также не оказывало влияния на
процесс BER. Поэтому был сделан вывод, что ка-
кие-то другие факторы должны иметь значение
для репарации ДНК в составе хроматина.

Рис. 3. Структуры ферментов: hUNG (PDB ID: 1AKZ) (а), hTDG (PDB ID: 3UFJ) (б), xSMUG1 (PDB ID: 1OE4) (в),
hMBD4 (каталитический домен, PDB ID: 4E9G) (г).

а б в г
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Различие результатов, полученных в работах
[42, 43], касается активности Polβ. Если в [42] об-
наружено лишь уменьшение активности Polβ, то
в [43] наблюдали полное ингибирование Polβ
нуклеосомными частицами независимо от рота-
ционной ориентации урацила относительно ги-
стонового октамера. Это различие могло быть
связано со структурой использованных субстра-
тов. Кроме разницы в общей последовательности
нуклеотидов, имелись различия и в структуре
специфической пары: в [42] это уотсон-криков-
ская пара U:A, аналогичная паре Т:А, у которой
отсутствует лишь 5-СН3-группа. Поэтому пара
U:A не должна влиять на структуру и стабиль-
ность ДНК. Использовали также ДНК-субстрат,
содержащий неканоническую пару G:U, в кото-
рой остаток урацила сдвинут в сторону большой
бороздки, что нарушает стэкинг-взаимодействие
и, вероятно, влияет на доступность остатка ура-
цила в процессах его репарации [43].

В этих исследованиях показано, что первые
стадии BER могут протекать в нуклеосомах, одна-
ко для завершения процесса необходима какая-
либо дестабилизация структуры, ремоделирование
или частичное разрушение нуклеосом. При этом
непонятно, каким образом ДНК-гликозилазы по-
лучают доступ к стерически закрытым поврежде-
ниям. Ранее предполагалось (см., например [28]),
что частичное разматывание ДНК с гистонового ок-
тамера помогает факторам транскрипции и другим
факторам связываться со своими сайтами на ДНК.

Активность фермента MBD4 в нуклеосомных
частицах изучали с использованием фрагмента
гена 5S рРНК L. variegatus, содержащего мисматч
T:G [45]. Гистоновые белки выделяли из эритро-
цитов курицы. Активность MBD4 при взаимо-
действии со свободной ДНК была выше, чем с
ДНК в составе NCP. Когда же мисматч T:G поме-
щали в два разных положения относительно
диадной оси на противоположных концах ДНК,
то не обнаруживали различий в изменении актив-
ности MBD4. Показано также, что активность
MBD4 возрастает при взаимодействии с нукле-
осомными частицами, содержащими ацетилиро-
ванные гистоновые белки.

Подробно изучено влияние расположения мо-
дифицированного основания в нуклеосоме на
скорость его удаления ДНК-гликозилазой Udg E.
coli [46]. Субстратами фермента служили фраг-
менты ДНК длиной 154 п.н., содержащие нукле-
осом-позиционирующий элемент гена 5S РНК
Xenopus borealis. Остатки уридина располагались в
одном из положений фрагмента ДНК (–78…+76),
считая от диадной оси, в составе пары U:A, при-
чем их ориентация была “внутрь, In” или “наружу,
Out” относительно поверхности гистонов. Гисто-
новые белки H3/H4 и H2A/H2B были выделены из
эритроцитов курицы. Обнаружено, что скорость
удаления остатков уридина из ДНК в составе нук-

леосом составляла (1.1–3.6) × 10–4 с–1 в случае
ориентации “внутрь” и 0.16–0.33 с–1 при ориента-
ции “наружу”. Эти величины возрастали по мере
удаления остатка U от диадной оси в сторону кон-
цов ДНК в пределах каждого диапазона. Если же
в более длинном фрагменте ДНК (227 п.н.) U на-
ходится за пределами нуклеосомы в составе лин-
керной области, то он удалялся с такой же скоро-
стью, как и при взаимодействии со свободной
ДНК. При этом в присутствии линкерного гистона
Н1 скорость ферментативного процесса уменьша-
ется. Несмотря на то, что при ферментативном
удалении остатков U из ДНК, находящейся в со-
ставе нуклеосом, скорость процесса могла быть
снижена в 3000–10000 раз, репарация таких повре-
ждений в клетке возможна при более высоких
концентрациях Udg. Большое отличие от данных
[43] может быть обусловлено тем, что используе-
мая ранее ДНК не имела прочно связывающегося
с гистоновым октамером участка, который позво-
лял строго фиксировать ее. Поэтому для основа-
ния, ориентированного “внутрь”, возможна и
другая ориентация вследствие перемещения цепи
ДНК относительно гистонового октамера.

Чтобы надежнее оценить влияние ротацион-
ной динамики ДНК на поверхности нуклеосом на
стадию узнавания повреждения в процессе BER,
Smerdon и соавт. [47] изучали взаимодействие
фермента UNG человека c ДНК (в присутствии и
в отсутствие АРЕ1), содержащей остатки U, стро-
го позиционированные в трех ориентациях отно-
сительно диадной оси нуклеосомной частицы: U-
In (в сторону гистонового ядра), U-Out (в сторону
растворителя) и U-Mid (промежуточная). Гисто-
новые белки выделяли из эритроцитов курицы.
Чтобы обеспечить строгое позиционирование,
ДНК длиной 150 п.н. содержала каноническую
последовательность GRE, фланкированную хо-
рошо охарактеризованными TG-мотивами, по-
зиционирующими нуклеосомы [48]. Ориентация
остатков U подтверждена с помощью футприн-
тинга гидроксильными радикалами. Установле-
но, что при положении субстрата U-Out скорость
каталитической реакции была почти такой же,
как на свободной ДНК, и существенно более низ-
кой при положениях U-In и U-Mid. ДНК, с целью
выяснения роли ее ротационной динамики в со-
ставе нуклеосом, сшивали с гистонами с помо-
щью формальдегида, что также предотвращало ее
перемещение относительно гистонового октаме-
ра. Сшивание U-In ДНК с гистонами приводило
к еще более сильному снижению скорости реак-
ции, тогда как в положения U-Out скорость даже
возрастала. Кроме того, фермент АРЕ1, следую-
щий за UNG в процессе BER, стимулировал ак-
тивность UNG в отношении уридина в составе
как свободной ДНК, так и в положении Out в
нуклеосомной ДНК. При этом стимуляция ак-
тивности UNG ферментом APE1 была примерно
в 2 раза ниже, чем при взаимодействии с ДНК в
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составе нуклеосомной частицы. Не обнаружено
стимуляции активности UNG ферментом APE1
при взаимодействии с уридином в положениях
Mid и In. Эти данные свидетельствуют о том, что
UNG взаимодействует с U на поверхности нукле-
осом. Сделан вывод, что, по меньшей мере, вбли-
зи диадной оси, доступ UNG к урацилу обеспечи-
вается за счет ротационной динамики ДНК на
поверхности гистонов, а не за счет кратковремен-
ного разматывания. При этом благодаря ротаци-
онной динамике ДНК происходит образование
промежуточного состояния, ориентация U в ко-
тором делает его доступным для связывания с
ферментом.

Изучение влияния трансляционной и ротаци-
онной динамики ДНК в нуклеосомах на скорость
протекания отдельных стадий процесса BER про-
должили Rodriguez и Smerdon [49]. Ранее эти ав-
торы показали, что UNG взаимодействует с U на
поверхности нуклеосом. Сделан вывод о том, что
доступность урацила для UNG (по меньшей мере
вблизи диадной оси) обеспечивается за счет рота-
ционной динамики ДНК на поверхности гисто-
нов, а не за счет кратковременного разматывания
ДНК. При этом благодаря ротационной динами-
ке ДНК образуется промежуточное состояние, в
котором ориентация U делает его доступным для
связывания с ферментом. На примере позицио-
нирующей нуклеосому ДНК Widom 601, содержа-
щей в разных положениях остаток U или АР-сайт,
показано, что скорость удаления ориентирован-
ного “наружу” урацила ДНК-гликозилазой UNG
в 210 раз больше, чем при ориентации “внутрь”.
При ориентации “внутрь” ферментам более до-
ступны основания, находящиеся как можно даль-
ше от диадной оси. Ключевым фактором является
трансляционное положение ориентированных
наружу брешей цепи ДНК. Ориентированная на-
ружу брешь, расположенная вблизи концов ДНК,
заполняется в 3 раза быстрее, чем брешь вблизи
диадной оси, имеющая то же ротационное поло-
жение. Удаление ориентированного “наружу”
остатка уридина вблизи диадной оси в присут-
ствии ферментов UNG и АРЕ1 происходит очень
эффективно, однако активность Polβ значитель-
но подавлена. Таким образом, динамика NCP
очень важна для процессов репарации в присут-
ствии UNG/APE1.

Чтобы лучше понять, как влияют структурные
свойства фермента и субстрата на каталитическую
активность, изучено поведение трех урацил-
ДНК-гликозилаз одного структурного суперсе-
мейства – Udg E. coli, SMUG1 и TDG, в отношении
нуклеосом, содержащих поврежденный сайт U:G
[50]. Вместо UNG человека использовали его
бактериальный гомолог Udg, сходный как по
аминокислотной последовательности, так и по
общему строению белковой глобулы [51, 52]. Суб-
стратом служила ДНК Widom 601 длиной 145 п.н.,
содержащая пару U:G в позиции 75, т.е. вблизи

диадной оси, в ориентации Out. Согласно [13, 53],
ДНК Widom 601 связывается с гистоновым окта-
мером в единственной ориентации. Нуклеосом-
ные частицы получали с использованием реком-
бинантных гистоновых белков X. laevis. Чтобы
предотвратить ингибирование реакции продук-
том, наблюдаемое в случае SMUG1 и TDG, экс-
перименты проводили в условиях “одного оборо-
та фермента”, т.е. при избытке фермента. В этих
условиях наблюдаемая константа скорости (kobs),
соответствующая самой медленной кинетиче-
ской стадии, отражает химическую реакцию раз-
рыва гликозидной связи. Обнаружено, что Udg
проявляет высокую активность в процессе удале-
ния урацила из пары U:G, SMUG1 почти неакти-
вен на NCP, тогда как TDG имеет промежуточ-
ную активность, однако она пропадает в случае
пары T:G.

Кинетика накопления продукта в случае Udg
была однофазной, и наблюдаемая константа ско-
рости была только в 4 раза ниже регистрируемой
для ДНК-дуплекса, не связанного с гистоновым
октамером. У TDG и SMUG1 кинетика была
двухфазной, что, возможно, указывало на при-
сутствие в субстрате двух типов сайтов, различаю-
щихся доступностью для фермента. Причиной
разной активности этих трех гликозилаз могут
быть разные факторы. Хотя Udg, SMUG1 и TDG
содержат в структуре интеркалирующую петлю,
SMUG1 уникален тем, что он имеет дополни-
тельную спираль, которая действует как “клин”,
который способствует деформации ДНК-цепи и
выворачиванию из нее остатка U. В отличие от
Udg и TDG, которые нарушают структуру ДНК
только в районе урацил-содержащего нуклеоти-
да, SMUG1 нарушает также пару оснований с
5′-стороны от U, внося тем самым большее возму-
щение в структуру спирали ДНК. Это может быть
причиной снижения торсионной подвижности
ДНК по сравнению с реакцией в растворе и слу-
жить барьером для дестабилизации двойной спи-
рали ДНК, необходимой для протекания глико-
зилазной реакции.

Позднее S. Delaney и E.D. Olmon [54] провери-
ли способность Udg удалять остатки урацила и
5-гидроксиурацила (5-OHU), расположенные в
разных ротационных положениях в составе нук-
леосомных частиц. Оказалось, что при наиболее
доступном для растворителя положении остатка
U-Out, фермент Udg удаляет это повреждение
всего на порядок медленнее, чем из несвязанного
с NCP ДНК-дуплекса, практически со 100% эф-
фективностью. Если остаток урацила находился в
стерически затрудненных положениях Mid и In,
то наблюдалась двухфазная кинетика накопления
продукта, а общая эффективность удаления ура-
цила составляла 19 и 15% соответственно. Появ-
ление двух фаз при накоплении продукта реакции
связывают с возможным нахождением в системе
небольшого остаточного количества ДНК, не
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связанной с гистоновым октамером [54]. При вза-
имодействии Udg с 5-OHU эффективность удале-
ния поврежденного основания не зависела от его
ротационного положения в нуклеосомной части-
це и составляла около 10%.

УДАЛЕНИЕ ТИМИНГЛИКОЛЯ
В клетках человека удаление поврежденных

пиримидиновых оснований из ДНК катализирует
несколько ферментов. NTHL1 и NEIL1 узнают и
удаляют такие повреждения, как 5,6-дигидроура-
цил, 5-гидроксиурацил, тимингликоль (Tg) и дру-
гие [55–60] (рис. 4).

С использованием гистонов, выделенных из
эритроцитов курицы, и позиционирующей нукле-
осому последовательности, содержащей фрагмент
5S рДНК из L. variegatus, показано, что фермент
NTHL1 может взаимодействовать с остатками Tg,
которые располагаются снаружи гистонового окта-
мера [61]. Процесс взаимодействия проходит без
значительного разрушения нуклеосом, но если
остатки Tg располагаются со стороны гистонов, то
их процессинг протекает значительно хуже и уси-
ливается при возрастании концентрации фермента
до физиологического значения, равного в ядрах
~2.3 мкМ [62]. При этом эффективность удаления
поврежденных оснований была ниже, если они
располагались ближе к центру (т.е. к диадной оси),
чем к концевому участку ДНК на нуклеосоме. По-
этому сделано заключение, что репарация таких
повреждений ферментом NTH1 включает спон-
танное, обратимое, частичное разматывание ДНК
с гистонового октамера (pис. 5).

Аналогичное исследование выполнено для
ДНК-гликозилазы человека NEIL1 [63]. В отли-
чие от NTHL1 фермент NEIL1 (human Endonucle-
ase III like) принадлежит к другому структурному
суперсемейству – Fpg/Nei. Хотя NEIL1, как и
NTHL1, способен удалять из ДНК остатки Tg,
между ними имеются различия. Во-первых, толь-
ко NEIL1 удаляет основания из одноцепочечной
или содержащей расплетенный участок (“пузырь”,
bubble) ДНК [64]. Это делает NEIL1 ферментом,

наиболее подходящим для удаления поврежде-
ний, блокирующих ДНК-полимеразы, таких как
Tg, в вилке репликации. Во-вторых, после дей-
ствия NTHL1 остаток рибозы удаляется с 3′-кон-
цевого нуклеотида с помощью АРЕ1, тогда как в
случае NEIL1 он удаляется с помощью полинук-
леотидкиназы (PNK). NEIL1 взаимодействует с
факторами PCNA и FEN1, участвующими как в
репликации ДНК, так и в LP-пути BER [65, 66].
Следовательно, эти две ДНК-гликозилазы
катализируют различные каналы BER. В-третьих,
количество NTHL1 не изменяется в течение кле-
точного цикла, тогда как содержание NEIL1 уве-
личивается в S-фазе [55]. Поэтому высказана
гипотеза о том, что NEIL1 участвует в удалении
повреждений в репликационной вилке, тогда как
действие NTHL1 является более глобальным и не
зависит от репликации [63].

Эти ДНК-гликозилазы, несмотря на разли-
чия в функциях, обладают одинаковой катали-
тической активностью по отношению к Tg, а их
концентрация в ядрах клеток тоже примерно
одинакова и составляет 25–80 нМ [63]. Однако
эти ферменты по-разному связываются с неспе-
цифической ДНК – NEIL1 намного более проч-
но, чем NTHL1. Поэтому сделан вывод, что у
NEIL1 гораздо меньше возможности, чем у NTHL1,
обнаружить поврежденное основание в хроматине
без помощи других белков-партнеров, которые
будут либо способствовать связыванию NEIL1 с
повреждением, либо снизят эффективность не-
специфического связывания с ДНК [63]. В про-
тивоположность этому NTHL1, вероятно, спосо-
бен узнавать повреждения в хроматине без помо-
щи дополнительных факторов.

Изучено также влияние нуклеосомных ча-
стиц на протекание каждой из четырех стадий
“короткозаплаточного” пути BER [67]. Используя в
качестве ДНК-субстратов последовательности
ДНК Widom 601, позиционирующие нуклеосо-
мы [14], и 5S рДНК L. variegatus, содержащие
специфический сайт Tg, показано, что участни-
ки первых трех стадий процесса BER (ДНК-гли-
козилаза NTHL1, АР-эндонуклеаза АРЕ1 и Polβ)

Рис. 4. Структуры ферментов EndoIII (Nth) из E. coli (а), PBD ID: 2ABK, NEIL1, PDB ID: 5ITQ (б).

а б
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способны процессировать свои субстраты, вхо-
дящие в состав нуклеосом. В целом, полагают [67],
что первые две стадии “короткозаплаточного” пу-
ти BER протекают в интактных нуклеосомах,
когда специфический сайт Tg кратковременно
экспонирован в раствор в результате разматыва-
ния ДНК с гистонового октамера. Polβ, катализи-
рующая третью стадию BER, также активна по от-
ношению к сайту, ориентированному наружу
нуклеосомы. Этот фермент в каталитически ак-
тивном комплексе изгибает ДНК на 90°. Вслед-
ствие этого для протекания ферментативной ре-
акции ДНК вблизи бреши должна отсоединяться
от гистонового октамера. Все три участника BER
последовательно замещают друг друга в ходе про-
цесса. В отличие от них LigIIIα и XRCC1, которые
участвуют на четвертой стадии и заканчивают
процесс BER, проявляют активность при доста-
точно высоких концентрациях, приводящих к
разрушению нуклеосом. Следует отметить, что в
результате разрушения нуклеосом происходит
также ускорение реакции с участием Polβ.

Проведено количественное измерение скоро-
стей разматывания ДНК в нуклеосомах и репара-
ции повреждений, а также их сравнение [68]. В
случае взаимодействия фермента NTHL1 с нукле-
осомными частицами, содержащими ДНК Widom
601 или 5S рДНК, в которые вводили остаток Tg в
стерически недоступное для фермента положение,
значения наблюдаемой константы скорости реак-
ции kobs составили 0.0014 ± 0.0004 и 0.003 ±
± 0.0009 с−1 соответственно, что в ~100 раз меньше
каталитической константы скорости kcat = 0.19 с−1

и в 10 раз меньше наблюдаемой константы скоро-
сти для свободной ДНК Widom 601, равной 0.03 ±
± 0.005 с−1. Поскольку скорость каталитической
стадии гидролиза N-гликозидной связи больше на-
блюдаемой константы скорости (kcat > kobs), сделан
вывод, что kobs характеризует стадию спонтанного
разматывания ДНК, при которой поврежденное
основание экспонировано наружу и стерически
доступно для взаимодействия с ферментом. Од-
нако скорость спонтанного разматывания ДНК
была недостаточной для того, чтобы получить на-

блюдаемую скорость репарации in vivo. Поэтому
эффективное протекание процесса BER в клетках
требует участия факторов, ремоделирующих хро-
матин и специфичных для BER или принимаю-
щих участие в транскрипции, репликации, или
других процессах репарации.

Поскольку в процессах BER происходит со-
гласованная “передача” каждого ДНК-интерме-
диата от одного фермента к другому, то в случае
взаимодействия ДНК-гликозилазы NTHL1 с АР-
эндонуклеазой АРЕ1 такой процесс изучали на
нуклеосомных частицах [69]. В отличие от сво-
бодного ДНК-субстрата, интермедиат которого,
образующийся в гликозилазной реакции, быстро
утилизируется в реакции с АРЕ1, в реакции на
NCP такой интермедиат накапливается до значи-
тельно более высокого уровня и продолжает ка-
кое-то время существовать. Это связано с более
высокой активностью АРЕ1 по сравнению с
NTHL1 при взаимодействии со свободной ДНК,
тогда как в случае ДНК, связанной с нуклеосо-
мой, активность АРЕ1 снижается настолько, что
становится заметной АР-лиазная активность
NTHL1. При этом АРЕ1 взаимодействует с продук-
том АР-лиазной реакции в качестве 3′-диэстеразы.
Проверена способность двух бактериальных фер-
ментов (EndoIII и Fpg) удалять 5-гидроксиурацил
(5-OHU) из различных положений (In, Mid, Out)
в составе нуклеосомных частиц [54]. EndoIII яв-
ляется функциональным и структурным гомоло-
гом NTHL1, в то время как Fpg – это структурный
гомолог NEIL1, но их субстратная специфич-
ность во многом различна. Показано, что при вза-
имодействии EndoIII и Fpg с нуклеосомами,
содержащими 5-OHU, образуется лишь 10% про-
дукта, причем эффективность расщепления не
зависит от ротационного положения поврежден-
ного основания. Такой небольшой процент рас-
щепленного субстрата может быть связан с осо-
бенностями действия этих ДНК-гликозилаз. Из
рентгеноструктурных данных известно, что En-
doIII и Fpg значительно изгибают ДНК-субстрат
при связывании – примерно на 55° и 66° соответ-
ственно [70, 71], что становится стерически за-

Рис. 5. Схематичное изображение путей удаления поврежденного основания в составе NCP при прямом взаимодей-
ствии с ДНК-гликозилазой или частичном разворачивании ДНК для эффективного удаления повреждения. ДНК по-
казана серым, гистоновый октамер красным, поврежденный нуклеотид синим, ДНК-гликозилаза зеленым.
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трудненным для ДНК в прочном комплексе с ги-
стоновыми белками.

УДАЛЕНИЕ 1,N6-ЭТЕНОАДЕНИНА

Алкилирующие агенты присутствуют в окру-
жающей среде, возникают внутри клетки и могут
вызывать различные повреждения в ДНК [72–
75], например такие, как этенопроизводные гете-
роциклических оснований: 1,N6-этеноаденин,
3,N4-этеноцитозин, N2,3-этеногуанин и 1,N2-эте-
ногуанин. В клетках эукариот подобные повре-
ждения из ДНК удаляет алкиладенин-ДНК-гли-
козилаза AAG [76, 77] (рис. 6).

Изучена активность AAG в отношении нукле-
осомных частиц, реконструированных из гисто-
новых белков X. laevis и содержащих остаток
1,N6-этеноаденина (εA) и гипоксантина (Hx) в
различных ротационных положениях (In, Mid и
Out) [54]. В качестве последовательности, пози-
ционирующей нуклеосомы, использовали ДНК
Widom 601 длиной 145 п.н. Как и у некоторых дру-
гих ДНК-гликозилаз, константы скорости гидро-
лиза N-гликозидной связи были выше на свобод-
ной ДНК, не связанной с гистоновым октамером.
В случае NCP, содержащих остаток Hx в положе-
нии Out, образовывалось 10% продукта реакции,
в положении Mid и In – примерно одинаковое
количество продукта – 6 и 5% соответственно.
При взаимодействии AAG с NCP, содержащей
остаток εA в положении Out, образовывалось 84%
продукта, в положении Mid – 16%. При этом не
удалось зарегистрировать образование продукта
реакции, когда остаток εA находился в позиции
In. Это позволяет заключить, что чем менее по-
врежденное основание доступно для растворите-
ля, а значит и для фермента, тем ниже скорость
образования продукта реакции.

Хорошо изучена эффективность гликозилаз-
ной реакции, катализируемой алкиладенин-
ДНК-гликозилазой AAG, в случае ДНК-субстратов
в составе NCP, реконструированных из гистонов
X. laevis и содержащих остаток 1,N6-этеноаденина
(εA) в одном из 49 положений ДНК Widom 601
длиной 145 п.н. [78]. Доступность каждого из ос-
нований ДНК для взаимодействия в водном раство-
ре определяли с помощью футпринтинга гидрок-
сильными радикалами. Определена наблюдаемая
константа скорости N-гликозилазной реакции
для каждого из положений εA. В целом актив-
ность AAG по отношению к отдельным сайтам
коррелировала с их доступностью для раствора.
Однако некоторые легкодоступные для раствори-
теля положения εA подвергались репарации хуже,
чем другие. Возможно, они находились в тех
участках ДНК, в которых имелись структурные ис-
кажения спирали из-за взаимодействия с гистона-
ми [2, 13]. Кроме того, в некоторых положениях
цепи ДНК εA могли экранироваться неструкту-

рированными хвостами гистонов, например Н2А
и/или Н2В. В то же время показано, что в NCP
концы ДНК могли спонтанно на короткое время
разматываться с гистонового октамера, делая их
доступными для взаимодействия [29].

УДАЛЕНИЕ 8-ОКСОГУАНИНА
Пуриновые и пиримидиновые основания в

ДНК окисляются активными формами кислоро-
да, которые образуются внутри клетки как в ходе
собственного метаболизма, так и под действием
различных факторов, например ионизирующей
радиации или некоторых химических агентов
[79–82]. Из четырех оснований ДНК самый низ-
кий окислительно-восстановительный потенциал
имеет гуанин, поэтому он легко окисляется с об-
разованием 8-оксогуанина (8-oxoG). Несмотря
на то, что это повреждение практически не бло-
кирует репликативные ДНК-полимеразы, за ис-
ключением ДНК-полимеразы-йота [83], его об-
разование может приводить к возникновению
мутаций, чаще всего трансверсии G:C в T:A, по-
скольку при синтезе ДНК репликативные либо
репаративные ДНК-полимеразы встраивают на-
против 8-oxoG дезоксиаденозинмонофосфат ли-
бо дезоксицитидинмонофосфат [84]. В клетках
млекопитающих 8-oxoG удаляется с помощью 8-
оксогуанин-ДНК-гликозилазы OGG1 (рис. 7).

На более приближенной к хроматину модель-
ной системе изучены динуклеосомы, полученные
из рекомбинантных гистоновых белков X. laevis,
ассоциированные с линкерным гистоном Н1 и
содержащие строго позиционированную ДНК,
сконструированную на основе ДНК Widom 601
[85]. Специфический сайт 8-oxoG помещали ли-

Рис. 6. Строение алкиладенин-ДНК-гликозилазы
AAG, PDB ID: 1BNK.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

НАЧАЛЬНЫЕ СТАДИИ ЭКСЦИЗИОННОЙ РЕПАРАЦИИ ОСНОВАНИЙ ДНК 203

бо в NCP, либо в линкерный район ДНК (pис. 8).
Показано, что в отсутствие гистона Н1 ДНК-гли-
козилаза человека OGG1 удаляет 8-oxoG из лин-
керного района ДНК и разрывает ДНК с такой же
эффективностью, как и свободную ДНК. В при-
сутствии гистона Н1 эффективность инициации
репарации 8-oxoG уменьшается в 10 раз незави-
симо от длины линкера. В присутствии шаперона
NAP1, индуцирующего связывание Н1, эффек-
тивность удаления 8-oxoG восстанавливается до
прежнего значения, если повреждение находи-
лось в линкере, или остается низкой, если 8-oxoG
находится в NCP. Удаление 8-oxoG из NCP воз-
можно только тогда, когда кроме NAP1 присут-
ствует белок RSC, ремоделирующий нуклеосомы.
Предложена модель протекания BER при удале-
нии остатков 8-oxoG в хроматине (рис. 8).

Показано, что фермент OGG1 удаляет 8-oxoG
из мононуклеосомных частиц с эффективностью
примерно 10% вне зависимости от того, в каком
ротационном положении находится поврежден-
ное основание (In, Mid или Out) [54]. Предпола-
гается, что репарация 8-oxoG может полностью
ингибироваться нуклеосомными частицами, а
небольшая степень накопления продукта связана
с присутствием остаточной ДНК, не связанной с
гистоновым октамером. Такие же данные получены
и для бактериального фермента Fpg, функциональ-
ного гомолога OGG1.

Помимо одиночных повреждений в ДНК мо-
гут возникать кластерные окислительные повре-
ждения, например, вызванные ионизирующим
излучением. Если эти повреждения находятся в
обеих цепях ДНК и репарируются ферментами
системы BER (ДНК-гликозилазами и АР-эндо-
нуклеазами), то образуются двойные разрывы це-
пей (DSB, double strand breaks), что может привести
к лабилизации и распаду нуклеосом. На примере
ДНК-гликозилаз NTHL1 (и NTHL1Δ55) и OGG1
установлено [86], что нуклеосомы способны ча-
стично подавлять образование двухцепочечных
разрывов ДНК, однако эффективность подавле-
ния зависит от: 1) типа повреждения и ДНК-гли-
козилазы; 2) нуклеотидного контекста вблизи по-
вреждений и их взаимного расположения в обеих
цепях; 3) ориентации повреждений относительно
гистонового октамера; 4) расстояния между кла-
стером повреждений и краем нуклеосом. Если два
повреждения расположены в обеих цепях напро-
тив друг друга, то одно из них может иметь ориен-
тацию, благоприятную для взаимодействия с
ферментами системы BER, а другое – неблаго-
приятную. Образование двухцепочечных разрывов
не обязательно должно приводить к разрушению
нуклеосомы. В некоторых случаях разорванные
концы ДНК остаются связанными с гистоновым
октамером. Таким образом, можно предположить,

Рис. 7. Строение 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы
hOGG1, PDB ID: 1KO9.

Рис. 8. Модель удаления поврежденного основания в составе динуклеосомы. ДНК показана серым, гистоновый окта-
мер красным, поврежденный нуклеотид синим, ДНК-гликозилаза зеленым. Схематично изображены гистон H1, ша-
перон NAP1 и белок RSC, ремодeлирующий нуклеосомы.
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что большинство двухцепочечных разрывов, сге-
нерированных в процессе BER, должно образовы-
ваться в линкерных областях, а также в районах
ДНК, ассоциированных с повышенными скоро-
стями ремоделирования нуклеосом.

РАСЩЕПЛЕНИЕ АР-САЙТА

Изучена также способность АР-эндонуклеазы
АРЕ1 дикого типа (WT) и мутантных форм
(Q51H, I64V, P112L, D148E, R237C, G241R, P311S,
и A317V) расщеплять АР-сайты в составе свобод-
ной ДНК и NCP (рис. 9) [87].

С этой целью использовали последователь-
ность ДНК Widom 601 и нуклеосомы, полученные
из эритроцитов курицы. Активность АРЕ1 по от-
ношению к NCP-связанной ДНК была в ~10 раз
ниже, чем у свободной ДНК. Такое заметное сни-
жение активности АРЕ1 дикого типа при взаимо-
действии с ДНК в составе NCP, вероятно, вызва-
но тем, что в фермент-субстратном комплексе
цепь ДНК должна сильно изогнуться, что стери-
чески затруднено. Эффективность удаления AP-
сайта в положении Out была в 10 раз выше, чем в
положении In. Инцизионная активность опухо-
леассоциированного варианта R237C и редкого
варианта G241R в составе NCP была ниже, чем у
АРЕ1 дикого типа, и не зависела от ориентации
АР-сайта (In или Out). Активность АРЕ1 также
оказалась сверхчувствительной к свойствам нук-
леосомного комплекса вблизи АР-сайта. Более
часто встречающиеся варианты Q51H, I64V и
D148E АРЕ1 проявляли активность, близкую к
активности фермента дикого типа. Полагают, что
существует механизм взаимодействия АРЕ1 с
ДНК в составе нуклеосом, не зависящий от клас-
сического ремоделирования хроматина [87]. Этот
механизм состоит в том, что во взаимодействие
АРЕ1 с нуклеосомной ДНК вовлекается участок
поверхности фермента, содержащий определен-
ные аминокислоты, среди которых наиболее важ-
ную роль играют R237 и G241, и который способ-
ствует связыванию с ДНК в составе комплексов с
белками.

Ранее показали, что первые три стадии SP-пу-
ти BER могут протекать на ДНК в составе хрома-
тина без участия ремоделирующих факторов и без
разрушения нуклеосом. Этот же вывод сделан и
для четвертой стадии [88], в которой участвуют
белок XRCC1 и LigIIIα. LigIIIα отличается от
ферментов, катализирующих первые три стадии
(ДНК-гликозилазы, АР-эндонуклеазы и Polβ),
тем, что в комплексе с ДНК он полностью охваты-
вает одноцепочечный разрыв, что должно нарушить
взаимодействие ДНК с гистонами и разрушить
нуклеосому. Однако доказано, что комплекс
LigIIIα-XRCC1 связывает ник в ДНК, когда про-
исходит периодическое спонтанное разматыва-
ние ДНК из нуклеосомы [88]. Этот комплекс рас-

падается после завершения лигирования ДНК, и
нуклеосома возвращается в свое исходное состояние.

МОДИФИКАЦИИ ГИСТОНОВ
Известно [89], что в составе нуклеосом гисто-

новые белки могут подвергаться модификациям,
таким как ацетилироваание лизинов, метилиро-
вание лизина и аргинина, фосфорилирование се-
рина, треонина и тирозина, убиквитинирование
и SUMO-илирование лизина (SUMO = Small
Ubiquitin-like Modifier). ДНК подвергается мети-
лированию метилтрансферазами по С5-атомам
цитозина. Кроме того, в гистоновых белках могут
возникать мутации. Большинство этих модифи-
каций служат сигналами регуляции активности
генов. Некоторые модификации влияют на кине-
тические и термодинамические параметры свя-
зывания ДНК с гистоновыми белками, структуру
нуклеосом и вызывают их ремоделирование.

Изучено влияние мутаций в гистоне Н2А на
процесс BER [90]. Семейство белков Н2А содер-
жит наибольшее число вариантов. В структуру
H2A входят три области, важные для интра- и ин-
термолекулярной ассоциации: это докинг-домен,
находящийся на С-конце; L1-петля и кислотный
участок (the acidic patch). Один из самых изучен-
ных вариантов гистона Н2А – H2A.Z, найден по-
чти у всех эукариот. Хотя этот вариант только на
60% идентичен каноническому Н2А, он высококон-
сервативен у различных организмов, что указывает
на его значимость. H2A.Z вовлечен в различные
биологические процессы, включая транскрипцию,
репарацию двойных разрывов, эксцизионную
репарацию нуклеотидов (NER) и прохождение
клеточного цикла [91–93]. МакроH2A – это дру-
гой вариант H2A, который представляет особый

Рис. 9. Строение AP-эндонуклеазы APE1 человека,
PDB ID: 1DE8.
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интерес. МакроН2А содержит H2A-подобный ги-
стоновый домен, связанный лизин-богатым лин-
кером с C-концевым макродоменом, и участвует
в инактивации Х-хромосомы, регуляции экс-
прессии генов и репарации двухцепочечных раз-
рывов. Изучена также роль H2A.Z и макроH2A в
процессах BER, а именно, в удалении остатков
уридина урацил-ДНК-гликозилазами UDG и
SMUG1 [90]. Активность UDG в отношении
остатков U, малодоступных для растворителя,
была ограниченной в канонических NCP и более
высокой в NCP, содержащих варианты Н2А. Тем
самым можно заключить, что варианты гистоно-
вых белков способствуют удалению модифициро-
ванных оснований из малодоступных положений. В
случае макроН2А в пределах концевых участков
ДНК длиной 35–40 п.н. активность обеих ДНК-
гликозилаз была сравнимой с активностью, наблю-
даемой в случае свободных ДНК-дуплексов.

Как уже отмечено, модификация гистонов по-
вышает доступность поврежденных оснований
для ферментов репарации [94]. Как показано ра-
нее, ацетилирование лизина-56 в гистоне Н3 вли-
яет на стабильность NCP [95]. Если в клеточной
ДНК нет повреждений, то фермент SIRT6 деаце-
тилирует этот сайт на стадии G2 и более поздних
стадиях клеточного цикла [96]. Если же ДНК со-
держит повреждения, то уровень K56Ac в H3 со-
храняется. Это может способствовать репарации
ДНК благодаря нейтрализации заряда на вхо-
де/выходе NCP [97]. Для подтверждения этого
предположения в лаборатории S.H. Wilson проведе-
но кинетическое исследование активности АРЕ1
при взаимодействии с NCP, содержащей H3K56Ac
и H3K14Ac [98], и с ДНК Widom 601. Показано,
что в Н33К56Ас-NCP разрезание цепи ДНК фер-
ментом АРЕ1 протекает более эффективно, чем в
неацетилированных NCP. Ацетилирование же аль-
тернативного сайта H3K14Ac никак не влияло на
активность АРЕ1. Ассоциированный с хромати-
ном фактор HMGB1 (the high-mobility group box 1
protein) также усиливал действие АРЕ1. HMGB1
на порядок увеличивает активность АРЕ1 при
взаимодействии со свободной ДНК в стационар-
ных условиях [99]. Таким образом, этот белок вы-
полняет двойственную функцию, влияя как на
сам процесс BER, так и на структуру хроматина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение процессов BER на нуклеосомах поз-

воляет понять, какую роль играют позиционирова-
ние и природа повреждения, динамические свой-
ства NCP и свойства фермента в репарации ДНК в
составе хроматина. Репарация большинства повре-
ждений в BER определяется их ротационной ори-
ентацией и трансляционным положением, кото-
рые влияют на доступность поврежденного сайта
для с фермента. Во многих работах показано, что
большинство ДНК-гликозилаз наиболее эффек-

тивно удаляют поврежденное основание, ориенти-
рованное “наружу”, т.е. наиболее доступное для
растворителя. Такие заключения сделаны для
ферментов Udg, EndoIII и Fpg E. coli, UNG,
NTHL1, NEIL1, AAG, APE1 человека. Изучена
реакционная способность различных ДНК-гли-
козилаз, принадлежащих к четырем структурным
суперсемействам из известных шести [54], в том
числе как монофункциональных, так и бифунк-
циональных, имеющих различную молекулярную
массу. Показано, что некоторые из перечислен-
ных ДНК-гликозилаз проявляли высокую актив-
ность по отношению к повреждениям, доступ-
ным для растворителя, другие были полностью
неактивны. Чтобы понять причину таких разли-
чий в активности ДНК-гликозилаз при взаимо-
действии с нуклеосомами, сравнили их размеры,
структуру и механизм действия [54]. Можно
предположить возможность существования об-
ратно пропорциональной зависимости между эф-
фективностью удаления поврежденного основания
и размером фермента, обусловленной стерически-
ми причинами. Действительно, среди исследован-
ных ферментов наиболее активно с NCP взаимо-
действуют небольшие ферменты Udg и AAG, име-
ющие массу 25.6 [100] и 24.3 кДа [101]
соответственно. Меньше был только EndoIII –
23.5 кДа [102]. Форма и размеры ДНК-гликозилаз
также могут быть важны для взаимодействия с
NCP, поскольку гистоновый кор способен стери-
чески препятствовать связыванию фермента со
специфическим сайтом даже при Out-ориента-
ции поврежденного основания. Моделирование
возможных структур комплексов ДНК-гликози-
лаз с нуклеосомами и расчет расстояний между
гистоновым октамером и ферментами выявили
отсутствие ближних контактов между белками в
случае Udg и AAG. Например, в UNG человека
наименьшее расстояние (~10 Å) наблюдается
между аминокислотными остатками Y275, R276 и
гистонами. В AAG наименьшее расстояние было
между остатком М164 и гистоном Н3 (7.8 Å). В
другом предельном случае расстояние между К88
в ферменте Fpg и С-концом гистона Н2А состав-
ляет 2 Å, а между R31 и Н4 – 4.2 Å. Такие короткие
расстояния свидетельствуют о возможном влия-
нии гистонового кора на взаимодействие Fpg со
своим специфическим сайтом узнавания, что
приводит к низкой активности фермента.

Эффективность взаимодействия ДНК-глико-
зилаз с NCP может зависеть не только от струк-
турных характеристик фермента, но и от особен-
ностей механизма катализа. Например, AAG и
Udg, проявляющие высокую активность на NCP,
изгибают свои ДНК-субстраты на 22° и 45°, тогда
как малоактивные либо совсем неактивные En-
doIII, Fpg и OGG1 изгибают ДНК на 55°, 66° и 70°
соответственно. Очевидно, что чем больше угол
изгиба, тем большее число связей между остовом
ДНК и гистоновым кором нужно дестабилизиро-
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вать. Поэтому ферментам Fpg и OGG1 для осу-
ществления каталитического процесса требуется
затратить больше энергии, чем AAG и UDG, ко-
торые изгибают ДНК-дуплекс не столь значи-
тельно. Это обстоятельство можно рассматривать
как одну из причин различий в активности фер-
ментов этих двух групп.

Кроме того, большое значение имеет собствен-
ная динамика нуклеосом и возможность их ремо-
делирования. Динамические свойства нуклеосом
зависят как от свойств ДНК (нуклеотидной после-
довательности, природы повреждения), так и от
свойств гистоновых белков (посттрансляционных
модификаций, наличия мутаций) и влияния N-
хвостов гистоновых белков на эффективность
процессов, протекающих с участием ДНК, свя-
занной с нуклеосомами [87, 103, 104].

Структура и принцип связывания BER-фер-
ментов с ДНК определяют их способность узна-
вать и удалять повреждения в NCP. ДНК-гликози-
лазы и АР-эндонуклеаза АРЕ1 взаимодействуют
преимущественно с одной цепью ДНК. Поэтому
их активность зависит от ротационной ориента-
ции поврежденного основания. Собственная ди-
намика нуклеосом может иметь существенное зна-
чение при репарации повреждений вблизи концов
ДНК. Для удаления повреждений, расположенных
около диадной оси, ДНК-гликозилазами, эндо-
нуклеазой АРЕ1 и полимеразой Polβ требуются
ремоделирующие факторы. Активность этих фер-
ментов на первых трех стадиях BER ниже, чем
при взаимодействии со свободной ДНК, но при
этом они способны “работать” с минимальным
нарушением NCP. Однако лигирование рибозо-
фосфатного остова LigIII-XRCC1, не столь силь-
но зависящее от ротационной ориентации, требу-
ет разрушения NCP [67].

Поскольку перечисленные параметры, опреде-
ляющие доступность нуклеосомной ДНК, не явля-
ются взаимоисключающими, общая эффектив-
ность репарации каждого данного повреждения
определяется совокупностью всех параметров.
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In mammalian cells, base excision repair (BER) is the main pathway responsible for the correction of a variety
of chemically modified DNA bases. DNA packaging in chromatin affects the availability of damaged sites for
the enzymes involved in repair processes. This review presents the data concerning the enzymes involved in
the BER. Even within the nucleosome core particle (NCP), the availability of damaged DNA to enzymes is
hindered by the presence of a histone octamer. In this case, the removal of DNA lesions largely depends on
their rotational and translational positioning in the NCP, as well as on the particular properties of the enzyme.
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Ядрышки в клетках эукариот представляют собой места биосинтеза рибосом. Они формируются во-
круг тандемно повторяющихся рибосомных генов, наиболее активно транскрибируемых в клетках
человека. Исследования последних лет показывают, что для поддержания геномной стабильности
рибосомных повторов существуют особые механизмы клеточного ответа на повреждение ДНК. В
обзоре охарактеризована структура и функции рибосомных повторов, их организация в ядрышко-
вом компартменте. Рассмотрены методические аспекты изучения повреждения ДНК в ядрышке,
проанализированы уникальные особенности ответа на повреждения рибосомной ДНК, включая
транскрипционную репрессию и ядрышковую реорганизацию, а также особенности механизмов
репарации повреждений в рибосомных генах.

Ключевые слова: репарация ДНК, транскрипция, рибосомная ДНК, ядрышко
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КЛЕТОЧНЫЙ ОТВЕТ 
НА ПОВРЕЖДЕНИЕ ДНК

Появление молекулы ДНК и переход к ней
функций основного носителя генетической ин-
формации стали не только важнейшим скачком в
процессе молекулярной эволюции, но и обеспе-
чили предпосылки к формированию и развитию
современных форм жизни. Этот переход был обу-
словлен большей химической стабильностью и
прочностью молекулы ДНК по сравнению с РНК,
склонной к спонтанному гидролизу и, в силу это-
го, неспособной формировать цепи большой дли-
ны. Тем не менее, молекула ДНК, несмотря на ее
очень высокую стабильность, не является неуязви-
мой. Многообразные агрессивные факторы внеш-
ней среды, такие как ионизирующее и ультрафи-
олетовое излучение и ксенобиотики, способны
индуцировать различные повреждения ДНК, на-
зываемые экзогенными. В масштабе же клетки
или целого организма более вероятны эндоген-
ные повреждения, спонтанно возникающие в
процессе нормального клеточного метаболизма,
например при коллапсе репликативных вилок
[1], при столкновении между транскрипционной
и репликативной машинами [2], неполном разде-

лении сестринских хроматид во время митоза [3]
и др. В результате совокупного действия экзо- и
эндогенных факторов в геномной ДНК образу-
ются десятки и даже сотни тысяч повреждений в
сутки [4]. По приблизительным оценкам в число
этих повреждений входят лишь от десяти до пяти-
десяти двухцепочечных разрывов ДНК (ДЦР) [5,
6]. ДЦР, несмотря на их сравнительно небольшое
количество, считаются одним из самых токсич-
ных для клетки видов повреждений ДНК, имею-
щих бесспорную значимость в процессе эволю-
ционной изменчивости. В то же время связанная
с ДЦР геномная нестабильность является причи-
ной различных патологий, о чем свидетельствует
существование прямой корреляции между дефек-
тами систем репарации ДЦР и частотой развития
иммунных и неврологических заболеваний [7], а
также злокачественной трансформации клеток [8].

Для обеспечения целостности и стабильности
ДНК эволюция наделила клетки целым арсеналом
разнообразных молекулярных механизмов, кото-
рые в совокупности называются ответом на повре-
ждения ДНК (DDR, DNA Damage Response). Ответ
на повреждение ДНК отнюдь не ограничивается
только репарацией. Он включает, в первую оче-

УДК 577.2
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редь, системы детекции повреждений, амплифи-
кацию сигналов о повреждении и привлечение в
сайт разрыва необходимых репарационных бел-
ков, собственно репарацию, а также регуляцию
клеточного цикла и механизмы запуска програм-
мируемой клеточной гибели при невозможности
осуществления репарации, например при очень
масштабных повреждениях [9]. В клетках высших
эукариот используются два основных способа
восстановления ДЦР. Во-первых, это гомологич-
ная рекомбинационная репарация (HRR, от англ.
“Homologous Recombination Repair”), обеспечи-
вающая восстановление как физической целост-
ности молекулы ДНК, так и ее нуклеотидной
последовательности в сайте повреждения. Во-вто-
рых, клетки могут использовать менее точный ме-
ханизм соединения концов ДНК, который вос-
станавливает ее целостность, но не обязательно
нуклеотидную последовательность. Эти механиз-
мы включают классическое негомологичное со-
единение концов (c-NHEJ, от англ. “classic Non-
Homologous End-Joining”), а также альтернатив-
ное соединение концов (alt-NHEJ). В отличие от
системы NHEJ, активной на протяжении всего
клеточного цикла, HRR работает предпочтитель-
но в S/G2-фазах, поскольку в качестве донора го-
мологии ей требуется сестринская хроматида [10].
Однако выбор пути репарации не всегда зависит
лишь от фазы клеточного цикла. Иногда он опре-
деляется типом повреждения ДНК [11], а также
эпигенетическим контекстом и транскрипцион-
ным статусом региона [12]. Таким образом, ответ
на повреждение отнюдь не одинаков для всей
ядерной ДНК, и в некоторых геномных областях
требуется определенная специализация. Это осо-
бенно актуально для тех регионов, в которых по-
вреждения возникают значительно чаще, чем в
других – так называемых горячих точках. К ним
относятся различные участки генома, богатые по-
вторяющимися последовательностями, такие как
теломеры и центромеры [13], ломкие сайты, в
частности поздно реплицирующиеся локусы [14],
а также активно транскрибирующиеся области
[15–17]. С этой точки зрения одним из главных
источников нестабильности генома являются ри-
босомные гены (рДНК) [18, 19], что обусловлено
несколькими причинами. Во-первых, это самые
активно транскрибирующиеся в клеточном ядре
гены, а высокая плотность РНК-полимеразы I в
рДНК многократно увеличивает риск столкнове-
ния между транскрипционной и репликативной
машинами. Еще одна связанная с транскрипцией
уязвимость, типичная для рДНК – образование
R-петель. Синтезируемая РНК может гибридизо-
ваться с ДНК, которая кодирует ее в цис-положе-
нии, образуя при этом гибридную структуру
РНК : ДНК, известную как R-петля [20]. Вытес-
ненная в результате образования R-петли оцДНК
служит предпочтительной мишенью для таких

мутагенных процессов, как дезаминирование и
депуринизация [21]. Будучи достаточно стабиль-
ными, R-петли создают препятствия для продви-
жения РНК- и ДНК-полимераз, что в конечном
итоге приводит к ДЦР [22]. Во-вторых, геномные
области с высоким содержанием GC или простых
повторов, такие как рДНК, сложны для реплика-
ции [23]. Если репликативный стресс сохраняется
в течение длительного времени, то специфичные
к структуре эндонуклеазы будут генерировать од-
но- и двухцепочечные разрывы в попытке переза-
пустить остановленные вилки репликации [24].
В-третьих, регионы с высоким содержанием GC
склонны к образованию неканонических форм
ДНК, состоящих из четырех цепей. Эти структуры
известны как G-квадруплексы. По мере движения
РНК-полимеразы I нематричная цепь ДНК мо-
жет формировать G-квадруплексы, которые так-
же представляют собой препятствие для последу-
ющего движения вилок репликации [25].

Наконец, рибосомные гены формируют длин-
ные тандемные повторы, обладающие повышен-
ной рекомбиногенностью, что может приводить к
грубым перестройкам при повреждении ДНК.
Именно поэтому нестабильность рДНК часто со-
провождает многие онкологические [26] и нейро-
дегенеративные заболевания [27], а также фено-
тип преждевременного старения [28].

За последнее время появляется все больше ра-
бот, которые показывают уникальные особенно-
сти ответа на повреждения ДНК рибосомных ге-
нов [29–32]. Именно этому посвящен наш обзор.
Мы начнем с характеристики структуры и функ-
ционирования рибосомных повторов и их орга-
низации в ядрышковом компартменте. Затем
рассмотрим методические аспекты изучения по-
вреждения ДНК в ядрышке, проанализируем
уникальные особенности ответа на повреждения
рДНК, включая транскрипционную репрессию
и ядрышковую реорганизацию, а закончим меха-
низмами репарации повреждений рДНК и их
особенностями.

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ 
ОРГАНИЗАЦИЯ ЯДРЫШКА

Ядрышко – это большой безмембранный
субъядерный компартмент, присутствующий в
эукариотических клетках всех типов. Основная
функция ядрышка состоит в транскрипции рибо-
сомных генов, процессинге рРНК и сборке субъ-
единиц рибосом. Рибосомные гены организова-
ны в тандемные повторы, называемые ядрышко-
вым организатором (NOR, от англ. “Nucleolar
Organization Regions”). Гаплоидный геном чело-
века содержит в среднем 300 копий таких повторов
длиной 43 т.п.н., кластеры которых локализова-
ны на коротких плечах всех акроцентрических
хромосом (хромосомы 13, 14, 15, 21 и 22) (рис. 1)
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[33, 34]. Длина кластера рибосомных генов харак-
теризуется поразительной изменчивостью – она
различается не только у разных индивидов, но и в
клетках одного человека, и может варьировать от
50 тысяч до нескольких миллионов пар нуклеотидов.
[35]. Подобная изменчивость определяет уникаль-
ный кариотип рДНК каждого человека. Установ-
ленный максимум количества повторов составляет
около 400 копий на геном человека, при этом ми-
нимальное зарегистрированное их количество –
всего 14 [36]. Большинство повторов рДНК распо-
ложены в направлении “голова к хвосту” и явля-
ются каноническими. Однако около трети повто-
ров организованы в виде палиндромных, или
неканонических повторов. Каждый из повторов
длиной 43 т.п.н. включает в себя кодирующий
рРНК сегмент размером 13 т.п.н., а также меж-
генный спейсер длиной 30 т.п.н. (IGS, от англ.
“InterGenic Spacer”). Этот спейсер содержит раз-
личные регуляторные элементы, такие как про-
мотор, энхансерные и терминаторные последова-
тельности [37] (рис. 1).

Повторы рДНК существуют в двух формах: ак-
тивно транскрибирующиеся повторы, представ-
ляющие собой открытый эухроматин, и неактив-
ные, организованные в гетерохроматин. И те, и
другие при этом локализуются в ядрышке. Таким

образом, интенсивность синтеза рРНК может ре-
гулироваться не только за счет изменения суммар-
ного количества копий рибосомных повторов, но
и эпигенетически – путем изменения баланса
между количеством активных и репрессированных
копий повтора [38].

Транскрипция генов рРНК требует образова-
ния на промоторе рДНК преинициаторного ком-
плекса, состоящего из РНК-полимеразы I, факто-
ра активации транскрипции UBF и фактора селек-
тивности промотора SL1. Когда РНК-полимераза I
начинает процесс синтеза рРНК, UBF и SL1 оста-
ются связанными с промоторной областью, что
позволяет непрерывно рекрутировать молекулы
РНК-полимеразы I [38, 39]. Таким образом, каж-
дый ген рРНК может транскрибироваться одно-
временно несколько раз. Это порождает структуру,
напоминающую рождественскую елку, которую
можно визуализировать с помощью электронной
микроскопии [40]. Исходный 47S транскрипт-
предшественник рРНК процессируется с образова-
нием зрелых 18S, 5.8S и 28S рРНК, которые затем
посттранскрипционно модифицируются при уча-
стии малых ядрышковых РНП и дополнительных
факторов процессинга. Наконец, процессирован-
ные и модифицированные рРНК связываются с

Рис. 1. Схема организации рибосомного повтора. Сокращения: 18S, 5.8S, 28S – кодирующие последовательности со-
ответствующей РНК, AsiSI – сайт узнавания эндонуклеазы рестрикции AsiSI, CORE – минимальный (кор-) промо-
тор, ETS – внешний транскрибируемый спейсер, IGS – межгенный спейсер, I-PpoI – сайт узнавания эндонуклеазы
рестрикции I-PpoI, ORI – участок начала (ориджин) репликации, Pol1 – промотор РНК-полимеразы I, Pol2 – промо-
тор РНК-полимеразы II, T0 – терминатор-подобный элемент, T1–T10 – терминаторы транскрипции, UCE – 5′-кон-
цевой регуляторный элемент.
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рибосомными белками и экспортируются в цито-
плазму [41].

В ядрышках высших эукариот рибосомные по-
вторы организованы в три внутриядрышковых
компартмента: фибриллярный центр (FC, от англ.
“Fibrillar Centre”), плотный фибриллярный ком-
понент (DFC, от англ. “Dense Fibrillar Compo-
nent”) и гранулярный компонент (GC, от англ.
“Granular Component”). Каждый компонент мож-
но легко идентифицировать по специфической
морфологии с помощью электронной и световой
микроскопии [41]. Ядрышко может иметь множе-
ство фибриллярных центров, каждый из которых
организован вокруг одного–трех рибосомных ге-
нов [42, 43]. Фибриллярные центры содержат
избыточный запас компонентов аппарата тран-
скрипции – РНК-полимеразу I и транскрипци-
онные факторы, такие как UBF, Treacle, SL1 и др.
Тем не менее, транскрипция происходит не в са-
мих фибриллярных центрах, а на границе между
ними и плотным фибриллярным компонентом
[43, 44]. Плотный фибриллярный компонент окру-
жает каждый фибриллярный центр и содержит в
основном факторы раннего процессинга рРНК.
Плотный фибриллярный компонент, в свою
очередь, окружен плотным гранулярным компо-
нентом, куда перемещается транскрибирован-
ная рРНК для дальнейшего созревания и сборки
рибосом. Таким образом, организация и структу-
ра этих внутриядрышковых компартментов тесно
связана с последовательными шагами биогенеза
рибосом и направленным транспортом рРНК.

Многие немембранные субъядерные компарт-
менты, такие как центры сплайсинга (nuclear
speckles) или тельца Кахаля, проявляют свойства
жидких капель. Принцип, на котором основано
образование таких органелл, получил название
жидкость-жидкостное фазовое разделение (LLPS,
от англ. “Liquid-Liquid Phase Separation”), и в на-
стоящее время идея о том, что именно этот прин-
цип лежит в основе внутренней организации клет-
ки в целом, приобретает все большую популярность
[45, 46]. Ядрышки также проявляют жидкостные
свойства [47]. Показано, что неупорядоченные
домены фибрилларина, нуклеофозмина и РНК-
полимеразы I (ключевых структур плотного гра-
нулярного компонента, гранулярного компонен-
та и фибриллярного соответственно) необходимы
для образования капель, а их мотивы связывания
с РНК необходимы для поддержания LLPS [48,
49]. Именно за счет жидкостных свойств ядрыш-
ко обладает весьма динамической структурой.
Так, например, ингибирование транскрипции
рибосомных генов актиномицином D (AСD), ко-
торый при низкой концентрации ингибирует
преимущественно РНК-полимеразу I, приводит к
крупномасштабной реорганизации ядрышка и об-
разованию так называемых “ядрышковых кепов”
[50]. Формирование кепов сопровождается транс-

локацией белков фибриллярного центра и плот-
ного фибриллярного компонента вместе с рДНК
на периферию ядрышка, при этом фибрилляр-
ный центр обращен к нуклеоплазме, а плотный
фибриллярный компонент к внутренней части
ядрышка. Одновременно с этим происходит пе-
ремещение многих рибосомных белков из ядрышка
в нуклеоплазму. Высвобожденные рибосомные
белки секвестрируют убиквитинлигазу MDM2 в
нуклеоплазме и таким образом способствуют повы-
шению уровня р53, что приводит к остановке кле-
точного цикла, старению или апоптозу [51]. Та-
кой сценарий ядрышковой реорганизации реали-
зуется не только при прямом ингибировании
транскрипции рибосомных генов, но и при мно-
гих других типах стресса, в частности тепловом
[52, 53], окислительном, осмотическом [31], и
при повреждении ДНК, возникшем как непо-
средственно в рДНК [29, 30], так и в остальной
части генома [32, 54]. Таким образом, изменение
уровня транскрипции рибосомных генов в об-
щем, как и их репрессия в частности, представля-
ет собой универсальную реакцию клеток на
стресс, а ядрышко считается сенсором и центром
координации этой реакции [55].

СИСТЕМЫ ИНДУКЦИИ
ПОВРЕЖДЕНИЙ В рДНК

Системы репарации повреждений ядрышко-
вой ДНК экспериментально изучают с использо-
ванием различных способов внесения таких повре-
ждений. Каждый способ обладает рядом преиму-
ществ и недостатков. Тем не менее, выбор того или
иного способа зависит в первую очередь от иссле-
довательских задач. В первых работах, посвящен-
ных изучению ответа на повреждение рДНК, клет-
ки подвергали действию γ-излучения или ультра-
фиолетового излучения [54, 56, 57]. Однако эти
типы воздействия не являются специфичными и
повреждают не только рибосомные гены, но ДНК
всего генома в целом. Лазерное микрооблучение
и ионные микропучки позволяют получить более
локальные повреждения, поскольку их можно
сфокусировать непосредственно на ядрышке [54,
58]. Однако они также имеют свои ограничения и
недостатки. Во-первых, эти подходы по-прежне-
му не являются сайт-специфичными. Во-вторых,
лазерные и ионные пучки индуцируют не только
ДЦР, но и множество других типов повреждений
ДНК (так называемые кластерные повреждения),
что значительно усложняет интерпретацию ре-
зультатов относительно систем распознавания и
репарации таких повреждений. В подходах, ли-
шенных обозначенных недостатков, используют-
ся специфичные эндонуклеазы, позволяющие
вносить повреждения известного типа в извест-
ный участок рДНК. Эктопическая экспрессия в
клетках хоминг-эндонуклеазы I-PpoI из Physarum
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polycephalum – система, которая регулярно ис-
пользуется для индукции ДЦР в рДНК при изуче-
нии ответа на повреждение ДНК в рибосомных
генах [29–31, 59–61]. В кодирующем 28S РНК ре-
гионе рибосомного повтора находится отсутству-
ющий в остальной части генома 13–15-нуклеотид-
ный участок узнавания ДНК-нуклеазой I-PpoI
(рис. 1), который на 100% идентичен у всех эукари-
от [62]. Экспрессируемая в клетках человека I-PpoI
индуцирует повреждения приблизительно в 10%
своих сайтов-мишеней рДНК, что составляет
около 30 ДЦР на все рибосомные гены [63]. I-PpoI
также атакует еще примерно 13 сайтов в геноме,
большинство из которых, однако, представлены
псевдогенами 28S рРНК [64].

Еще одна система индукции ДЦР в рДНК –
эктопическая экспрессия эндонуклеазы AsiSI из
Arthrobacter [29, 65], которая имеет 8-нуклеотид-
ный сайт в кодирующем регионе 47S РНК (рис. 1).
Однако AsiSI индуцирует повреждения не только
в рибосомном повторе, но и еще в 174 сайтах гено-
ма человека [66]; поэтому для изучения повре-
ждений именно рДНК AsiSI применяется значи-
тельно реже, чем I-PpoI. Кроме того, отсутствует
даже приблизительный количественный анализ
индуцированных AsiSI повреждений в рДНК. Сто-
ит также отметить, что AsiSI не может расщеплять
участки узнавания, содержащие метилированные
CpG-динуклеотиды, а так как некоторая часть по-
второв рДНК инактивирована именно за счет ме-
тилирования [38], то AsiSI расщепляет, вероятно,
только активные, деметилированные повторы.

Наконец, технология CRISPR/Cas9 также весь-
ма эффективна для адресного внесения ДЦР в
рДНК. С помощью этой технологии можно инду-
цировать ДЦР практически в любой части рибо-
сомного повтора, конечно, при наличии подходя-
щего PAM-сайта (мотив, смежный с протоспейсе-
ром). В исследованиях ответа на повреждение
рДНК систему CRISPR/Cas9 успешно использо-
вали для индукции ДЦР как в транскрибирующем-
ся регионе рибосомного повтора, так и в его не-
транскрибируемом межгенном спейсере [29, 60].
Тем не менее, надо иметь в виду, что длительная
экспрессия I-PpoI, AsiSI или Cas9 в клетках приво-
дит к повторным циклам разрезания-восстанов-
ления таргентных участков ДНК до тех пор, пока
ошибки репарации не приведут к изменению це-
левой последовательности [63]. Это ограничение
метода не относится к значительным, однако его
стоит учитывать в долгосрочных экспериментах.

ПОВРЕЖДЕНИЯ РИБОСОМНОЙ ДНК 
ИНДУЦИРУЮТ PIK-ЗАВИСИМУЮ 

РЕПРЕССИЮ ЯДРЫШКОВОЙ 
ТРАНСКРИПЦИИ

Самые ранние результаты изучения ответа на
повреждение ДНК в ядрышке получены в лабора-

тории R. Casellas в 2007 году. Kruhlak и соавт. по-
казали, что при генотоксическом стрессе, инду-
цированном γ-излучением, лазерным микрооб-
лучением или этопозидом (ингибитор ДНК-
топоизомеразы II), в эмбриональных фибробла-
стах мыши происходит масштабная репрессия
транскрипции рибосомных генов [54]. Эта ре-
прессия сопровождается реорганизацией ядрыш-
ка, в том числе формированием “ядрышковых ке-
пов”, идентичных тем, которые образуются при
ингибировании рибосомной транскрипции ACD
[54]. В дальнейшем, изучая механизмы наблюдае-
мого эффекта, обнаружили поразительный факт:
транскрипция в ядрышке была не просто пассивно
заблокирована за счет повреждений ДНК. Наобо-
рот, транскрипционная репрессия была регулиру-
емым процессом и зависела от активности кина-
зы ATM – одного из основных белков группы
фосфатидилинозитол-3-киназа-подобных киназ
(PIK-киназ), ответственных за распознавание и
репарацию ДЦР [67, 68]. Впоследствии роль ки-
назы ATM в индуцированной ДЦР репрессии яд-
рышковой транскрипции многократно подтвер-
дили с использованием эндонуклеаз I-PpoI [29,
31, 59–61], AsiSI [65] и CRISPR/Cas9 [29, 60]. C
помощью CRISPR/Cas9-индуцированных разры-
вов обнаружено, что ATM-зависимая репрессия
транскрипции происходит вне зависимости от
того, в кодирующей или некодирующей части ри-
босомного повтора возникают повреждения [60].
Это окончательно исключило возможность нере-
гулируемой физической остановки РНК-поли-
меразы I разрывами в матричной цепи ДНК.

Как выяснилось в дальнейшем, ATM – не един-
ственный представитель PIK-киназ, регулирующий
транскрипцию рДНК в ответ на повреждения.
Оказалось, что PIK-киназа ATR также принимает
участие в этом процессе. Несмотря на то, что ATR
в меньшей степени вовлечена в репарацию ДЦР и,
в основном, ответственна за поддержание ста-
бильности репликации ДНК, в ряде работ пока-
зано, что ATR в равной степени с ATM обеспечи-
вает репрессию ядрышковой транскрипции при
индукции ДЦР различными агентами [29, 30]. В
нашей лаборатории обнаружено, что киназа ATR
совместно с ATM обеспечивает репрессию ядрыш-
ковой транскрипции в ответ на индуцированные
гипоосмотическим стрессом котранскрипционные
R-петли [31]. Однако осталось неясным, обуслов-
лена ли активация ATR/ATM-зависимого сиг-
нального пути конверсией R-петель в ДЦР, либо
же сама структура R-петель является причиной
его запуска.

Еще один представитель группы PIK-киназ –
DNA-PKcs, которая, как и ATM, участвует в
первую очередь в распознавании и репарации ДЦР.
Известны всего две работы, показывающие воз-
можность DNA-PKcs-зависимой репрессии РНК-
полимеразы I. Первая работа выполнена с ис-
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пользованием in vitro систем [69], вторая выявляет
участие DNA-PKcs в транскрипционной репрес-
сии рДНК в ответ на повреждения, индуцируе-
мые цисплатином и ультрафиолетовым излучени-
ем [70]. Тем не менее, в большинстве последую-
щих работ с использованием CRISPR/Cas9, I-PpoI
или ионизирующего излучения участие DNA-PKcs
в репрессии транскрипции рДНК не подтверди-
лось [31, 54, 59]. Поэтому на сегодня главенствует
мнение, что роль DNA-PKсs в ответе на повре-
ждение рДНК ограничена только репарацией. Од-
нако не исключено, что ATM, ATR, и DNA-PKcs,
каждая из которых служит эффектором разного
типа повреждений, в конечном итоге могут запус-
кать одни и те же механизмы репрессии тран-
скрипции.

МЕХАНИЗМЫ ТРАНСКРИПЦИОННОЙ 
РЕПРЕССИИ РИБОСОМНОЙ ДНК

В условиях воздействия ионизирующего излу-
чения репарационные белки Nbs1 и MDC1, а так-
же ATM необходимы для эффективного ингиби-
рования ядрышковой транскрипции, в то время
как некоторые факторы репарации, включая
Ku80, BRCA1, 53BP1 и гистон H2AX, необяза-

тельны. Используя методы FRAP-микроскопии,
удалось показать, что ATM-зависимая репрессия
ядрышковой транскрипции обусловлена подав-
лением инициации транскрипции РНК-полиме-
разой I, а также ее удалением с хроматина в
момент элонгации [54]. Однако конкретный ме-
ханизм индуцированной ДЦР репрессии рДНК
до сих пор остается предметом исследований.
Ключом к пониманию этого механизма может
быть поиск и идентификация мишеней АТМ в
ядрышке. В ходе фосфопротеомных исследований
обнаружено несколько таких мишеней [71, 72],
среди которых субъединица РНК-полимеразы I
RPA34, компонент SL1-инициаторного комплекса
TAF1C, фактор терминации транскрипции 1 (TTF1),
а также фактор транскрипции UBF и взаимодей-
ствующий с ним белок Treacle. Впоследствии
прямую роль в индуцированной ДЦР репрессии
рибосомных генов удалось доказать только для
Treacle (рис. 2).

Treacle (также известный как TCOF1) –
ядрышковый фосфопротеин, ген которого мути-
рован при синдроме Тричера–Коллинза, врож-
денном заболевании, характеризующемся череп-
но-лицевыми деформациями [73]. Treacle содержит
17 S/T-Q-мотивов – специфичных для ATM и

Рис. 2. Обобщенная схема механизмов репрессии РНК-полимераза I-зависимой транскрипции, индуцированной по-
вреждением ДНК в рибосомных повторах. Повреждение рДНК индуцирует метилирование гистона H3 и фосфорили-
рование гистона H2B, что обеспечивает компактизацию хроматина и его транскрипционный сайленсинг. Кроме того,
повреждение рДНК сопровождается ATM/ATR-зависимым фосфорилированием Treacle, что стимулирует его взаимо-
действие с комплексом MRN и белком TOPBP1. Это взаимодействие также является необходимым условием тран-
скрипционной репрессии рибосомных генов.

Нуклеосома

РНК-полимераза I

Treacle

TOPBP1

Комплекс MRN

Метилирование

Фосфорилирование
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других PIK-киназ сайтов фосфорилирования. В
работах S.J. Elledge, M. Stucki и D.H. Larsen пока-
зано, что при индукции ДЦР в рибосомных генах
с помощью CRISPR/Cas9 или ионизирующей
радиации ATM-зависимое фосфорилирование
Ser-1199 в одном из S/T-Q-мотивов Treacle необ-
ходимо для его взаимодействия с белком Nbs1. В
свою очередь, это взаимодействие необходимо
для транскрипционной репрессии рДНК в ответ
на повреждение [29, 32, 54, 74]. Кроме того, Nbs1
взаимодействует с Treacle в составе комплекса
Mre11-Nbs1-Rad50 (MRN). Это взаимодействие
может происходить и без участия Mre11, однако
отсутствие этого компонента компрометирует
транскрипционную репрессию, индуцированную
повреждением рДНК (рис. 2) [29].

Позже две исследовательские группы незави-
симо показали, что активатор ATR-киназы –
TOPBP1, также связывается c Treacle в ответ на по-
вреждение рДНК [30, 31]. В лаборатории М. Stuki
обнаружили, что при индукции повреждений с
помощью I-PpoI для репрессии рибосомной
транскрипции требуется взаимодействие Treacle
и TOPBP1, причем такое взаимодействие опосре-
дуется активностями обеих киназ – ATR и ATM, а
также Nbs1 [30]. Поскольку Nbs1 взаимодейству-
ет с N-концевым доменом Treacle, а TOPBP1 с C-
концевым доменом, то эти взаимодействия не
интерферируют друг с другом и могут быть реали-
зованы одновременно. При этом связывание
Treacle с TOPBP1 по всей видимости также кон-
тролируется ATM/ATR-зависимым фосфорили-
рованием S/T-Q-мотивов в Treacle. В работе на-
шей лаборатории установлено, что стабилизация
R-петель при гипоосмотическом стрессе также
приводит к ATR-зависимому взаимодействию
Treacle и TOPBP1, необходимому, в свою очередь,
для активации ATM и репрессии ядрышковой
транскрипции [31]. Кроме того, в работе еще од-
ного коллектива показано, что сверхэкспрессии
TOPBP1 достаточно для ATR-зависимой репрес-
сии рибосомных генов без какого-либо их повре-
ждения [75]. Таким образом, можно предположить,
что ATM/ATR-зависимая модификация Treacle и
его прямое взаимодействие с репарационными
белками TOPBP1 и Nbs1 может приводить к вре-
менной утрате им транскрипционной функции,
что и обеспечивает репрессию рибосомных генов
(рис. 2).

Несмотря на то, что рибосомные гены имеют
низкую плотность нуклеосом, модификации ги-
стонов также регулируют транскрипцию рДНК
при ответе на повреждение. При повреждениях
рДНК, индуцированных ионизирующим излуче-
нием или I-PpoI, происходит фосфорилирование
гистона H2B по Ser-14 (H2BS14p), что является
репрессирующей модификацией. Фосфорилиро-
вание H2B в данном случае осуществляется кина-
зой MST2, которую при участии адапторного бел-

ка RASSF1A активирует киназа ATM. Отсутствие
любого из компонентов цепи ATM–ASSF1A–
MST2 приводит к потере H2BS14p и препятствует
индуцируемой ДЦР репрессии рибосомных генов
[76]. В исследовании, представленном лаборато-
рией G. Legube [65], обнаружено, что AsiSI-инду-
цируемое повреждение рДНК приводит к увели-
чению уровня гистона H3, триметилированного
по Lys-9 (H3K9Me3), что также является факто-
ром формирования неактивного хроматина. Ме-
тилирование при этом обеспечивается активно-
стями репрессорного комплекса HUSH и гистон-
метилтрансферазs SUV39H1. Нокдаун любого из
этих белков приводит к снижению уровня ДЦР-
индуцируемой репрессии и предотвращает фор-
мирование ядрышковых кепов [65]. Таким обра-
зом, репрессия транскрипции рибосомных генов,
индуцируемая повреждением ДНК, может управ-
ляться совокупностью механизмов, включающих
не только модификацию компонентов самой
транскрипционной машины, но и изменение эпи-
генетического статуса ядрышкового хроматина.

ДАЛЬНОДЕЙСТВИЕ 
ТРАНСКРИПЦИОННОЙ

РЕПРЕССИИ рДНК
В последние годы активно изучается влияние

повреждений ДНК на транскрипцию не только
тех генов, которые непосредственно содержат
ДЦР, но и на активность смежных с ними непо-
врежденных генов. Показано, что индукция ДЦР
в генах, активно транскрибируемых РНК-поли-
меразой II, приводит к их ATM/DNA-PK-зависи-
мой репрессии [77, 78]. Обнаружено снижение
транскрипции или накопление репрессивных
хроматиновых меток в генах, лежащих на рассто-
янии до нескольких тысяч пар нуклеотидов от
специфического сайта разрыва [77, 79]. Отмечено
отсутствие включения рибонуклеотидов и актив-
ной формы РНК-полимеразы II в регионах, мар-
кированных γH2AX, при индукции ДЦР с помо-
щью ионизирующего или лазерного излучения
[80]. Таким образом, расстояние, на которое рас-
пространяется эффект, репрессирующий тран-
скрипцию, скорее всего, ограничено размером
репарационного компартмента. Однако реализу-
ются ли подобные дистанционные эффекты при
повреждении рДНК? Этот вопрос недостаточно
изучен. Как далеко от сайта повреждения в рДНК
могут распространяться репрессирующие тран-
скрипцию сигнальные каскады? Действуют ли они
только в пределах того рибосомного повтора, в ко-
тором индуцировано повреждение, или же тран-
скрипционная репрессия действует также in cis на
соседние неповрежденные повторы?

Для индукции ДЦР в единичном ядрышке
Kruhlak и соавт. [54] использовали лазерное мик-
рооблучение, мощность которого обеспечивала
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внесение одного ДЦР на 1 млн.п.н. ДНК. С помо-
щью этого подхода установлено, во-первых, что
транскрипция репрессируется исключительно в
том ядрышке, которое подвергается действию об-
лучения, и не распространяется на остальные в
пределах клеточного ядра. Во-вторых, транскрип-
ционная репрессия ядрышка, его реорганизация
и формирование “кепов” могут происходить при
очень низкой плотности ДЦР – приблизительно
один ДЦР на 23 рибосомных повтора. Тем не ме-
нее, количественная оценка частоты ДЦР, пред-
ставленная в [54], является приблизительной и,
скорее всего, занижена, поскольку основана не
на прямом измерении количества разрывов, а на
определении интенсивности фосфорилирования
H2AX в ядрышке, для которого характерна низ-
кая плотность нуклеосом [81].

Транскрипционную репрессию во всем яд-
рышке провоцирует также эндонуклеаза I-PpoI
[59], хотя по некоторым оценкам I-PpoI индуци-
рует ДЦР всего лишь в 10% рибосомных повторов
[63]. Однако эта величина также может быть за-
ниженной, поскольку использованный метод
оценки не учитывает ни эффективность транс-
фекции клеток I-PpoI, ни особенности распреде-
ления ДЦР между активными и неактивными по-
вторами.

Более точный анализ количества ДЦР в рДНК
выполнен в группе D. Larsen. ДЦР в межгенном
спейсере рибосомного гена индуцировали с по-
мощью CRISPR/Cas9, что приводило к тран-
скрипционной репрессии и формированию ке-
пов. Используя количественный ПЦР-анализ,
обнаружили, что поврежденными оказываются
около 30% всех повторов рДНК, что соответству-
ет одному ДЦР на три повтора или одному ДЦР
на один фибриллярный центр [29]. Принимая во
внимание, что CRISPR/Cas9 индуцирует разры-
вы преимущественно в активно транскрибирую-
щихся регионах [82], можно предполагать, что ре-
прессирующий потенциал одного ДЦР может
быть ограничен одним фибриллярным центром.

Показано также, что повреждения, индуциру-
емые лишь в части рибосомных повторов, провоци-
руют скорее локальную репрессию в поврежденной
области, чем глобальную репрессию целого ядрыш-
ка. Так, с помощью эндонуклеазы AsiSI, которая
индуцирует разрывы в меньшем количестве рибо-
сомных повторов, чем I-PpoI или CRISPR/Cas9,
установили, что лишь некоторая доля рибосом-
ных повторов одного ядрышка оказывается
репрессированной и перемещается в кeпы, в то
время как оставшаяся часть неповрежденных по-
второв продолжает транскрибироваться внутри
ядрышка [65]. Недавно была предпринята по-
пытка изучения реакции ядрышка на локальные
повреждения рДНК, индуцированные микро-
пучками ионов углерода [58]. Этот подход позво-

ляет сфокусировать излучение в точке диамет-
ром не более 1 мкм и облучать не все ядрышко, а
лишь небольшую внутриядрышковую зону. Ва-
рьируя количество ионов в пучке, можно индуци-
ровать от 0.2 до 20 ДЦР/мкм. С помощью этого
подхода показано, что независимо от количества
ДЦР транскрипционная репрессия происходит
исключительно в зоне облучения и полностью
совпадает с фосфорилированной формой H2AX,
являющейся маркером ДЦР. При этом не обнару-
жено крупномасштабной транскрипционной ре-
прессии и ядрышковой реорганизации [58].

Вероятность глобальной транскрипционной
репрессии ядрышка коррелирует, по всей види-
мости, с количеством индуцированных в нем по-
вреждений. Не исключено и распространение
репрессии in cis от одного ДЦР на несколько со-
седних рибосомных повторов. Тем не менее, этот
эффект пространственно ограничен, предполо-
жительно одним фибриллярным центром, что не
позволяет локальному повреждению спровоци-
ровать лавинообразную транскрипционную ре-
прессию всего массива рДНК.

ТРАНСКРИПЦИОННАЯ РЕПРЕССИЯ
И ФОРМИРОВАНИЕ

ЯДРЫШКОВЫХ КЕПОВ
Ингибирование ядрышковой транскрипции

обычно коррелирует с реорганизацией ядрышек с
образованием ядрышковых кепов, которые фор-
мируются как при прямом ингибировании РНК-
полимеразы I ACD, так и при ATM/ATR-зависи-
мой репрессии в условиях повреждения рДНК.
При этом активные формы ATM и ATR локализу-
ются непосредственно в кепах, а ингибирование
киназ полностью блокирует их формирование с
сохранением количества индуцированных в рДНК
повреждений [29–31, 59]. Механизм формирова-
ния кепов вызывает много вопросов. Существуют
две гипотезы, объясняющие этот механизм. Пер-
вая из них предполагает пассивный процесс, ос-
нованный на изменении свойств жидкой фазы
ядрышек в условиях репрессии транскрипции. В
активно транскрибирующем ядрышке фибрил-
лярный центр и плотный фибриллярный компо-
нент представлены в виде капель, слипание кото-
рых между собой ограничено за счет активной
транскрипции и присутствия РНК. Остановка
транскрипции приводит к локальному истоще-
нию компонента РНК, в результате чего капель-
ные свойства компонентов фибриллярного цен-
тра начинают возобладать, что и приводит к их
сливанию, агрегации и пассивной транслокации
к периферии ядрышка [49, 83]. В соответствии с
этой идеей формирование кепов обусловлено ин-
гибированием транскрипции. Вторая гипотеза
предполагает активное перемещение рДНК при
участии моторных механизмов клетки. При ин-
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дукции повреждений рДНК эндонуклеазой AsiSI
транслокация части поврежденных повторов в
кепы осуществляется за счет комплекса LINK
(комплекс, связывающий ядерную ламину и ци-
тоскелет) и актиновых филаментов [65], т.е. тех
же факторов, которые, согласно ряду данных,
обеспечивают перемещение и кластеризацию
ДЦР в других геномных локусах [84–86]. Однако
такая LINK/актинзависимая транслокация про-
исходила только в S- и G2-фазах клеточного цик-
ла, что указывало на зависимость этого процесса
от специфики репарации разрывов, индуциро-
ванных AsiSI [65].

Таким образом, образование кепов может
быть обусловлено сразу несколькими факторами.
Например, при действии ACD, ионизирующей
радиации, I-PpoI или CRISPR/Cas9, когда ре-
прессии подвергается большинство рибосомных
повторов, формирование кепов является прямым
следствием репрессии транскрипции и обуслов-
лено лишь силами LLPS. Если же поврежденной
оказывается лишь небольшая доля повторов (как
в случае эндонуклеазы AsiSI), и сил LLPS недо-
статочно, то транслокацию могут обеспечить
LINK и актин. Однако в этом случае эффектив-
ность транслокации будет определяться типом
повреждений и, как следствие, типом и скоро-
стью их репарации.

Считается, что образование ядрышковых кепов
решает две основные задачи. Во-первых, обеспечи-
вает пространственное разделение рДНК, происхо-
дящей из разных хромосом, для предотвращения
межхромосомной аберрантной рекомбинации.
Во-вторых, обеспечивает собственно репарацию
рДНК. Некоторые сигналы и факторы репара-
ции (включая факторы HRR) при разрывах
рДНК не обнаруживаются до тех пор, пока не об-
разуются ядрышковые кeпы [87]. К таким факто-
рам относятся, например, белки MDC1, 53BP1 и
BRCA1 [29, 87]. В настоящее время точная причи-
на этого не установлена. Предполагается, что у
этих белков могут отсутствовать необходимые до-
мены, обеспечивающие их совместимость с жид-
кой фазой внутри ядрышка [49]. В то же время
некоторые из этих белков привлекаются в сайт
повреждений за счет модификаций гистонов, в
частности фосфорилирования H2AX [88]. Как из-
вестно, рибосомные гены имеют низкую плот-
ность нуклеосом, поэтому отсутствие перечис-
ленных белков репарации внутри ядрышка также
может отражать слабый уровень ответа на повре-
ждение ДНК. С этой точки зрения формирование
кепов необходимо не столько для обеспечения
репарации, сколько для амплификации репара-
ционного сигнального каскада.

РЕПАРАЦИЯ ПОВРЕЖДЕНИЙ ДНК
В ЯДРЫШКЕ

Репарация ДЦР в рибосомных генах, как и в
остальных областях генома, происходит с помо-
щью двух основных путей: NHEJ и HRR. Репара-
ция по типу негомологичного соединения концов
начинается с распознавания ДЦР гетеродимером
Ku70-Ku80. Он выступает в качестве платформы
для остальных факторов репарации, включая нук-
леазы, полимеразы и лигазы. Комплекс Ku70-Ku80
связывается с киназой DNA-PKcs, что приводит к
изменению ее конформации и активации. В даль-
нейшем к месту разрыва привлекается комплекс
XLF/XRCC4/ДНК-лигаза IV, который обеспечи-
вает лигирование концов ДНК. При индукции
повреждений с помощью I-PpoI гетеродимер
Ku70-80 связывается с рДНК еще внутри ядрышка
задолго до формирования кепов [89]. Химическое
ингибирование или нокдаун DNA-PK, а также
нокдаун некоторых факторов NHEJ значительно
повышают количество ДЦР, индуцированных в
рДНК эндонуклеазами I-PpoI и AsiSI. Кроме того,
отсутствие факторов NHEJ усугубляет индуцируе-
мую I-PpoI и AsiSI репрессию транскрипции [59,
65]. Это явно указывает на функциональную за-
висимость репарации рДНК от NHEJ.

В ядрышковых кепах отсутствуют факторы
NHEJ (за исключением 53BP1) [87]. При этом
большинство факторов HRR, таких как RPA,
MDC1, Rad51, BRCA1, наоборот, рекрутируются
преимущественно в ядрышковые кепы. Именно
поэтому считается, что HRR-репарация наиболее
активна в кепах. Репарацию этим способом мож-
но разделить на три основных этапа. На первом
этапе с разрывом связывается комплекс MRE11–
RAD50–NBS1 (MRN), нуклеазы Exo1, Dna2, CtIP
и хеликаза BLM. Эти белки необходимы для ре-
зекции концов ДНК и формирования одноцепо-
чечных участков, которые немедленно покрывает
белок RPA. На втором этапе RPA замещается ре-
комбиназой RAD51 с образованием нуклеопроте-
инового филамента. Известно, что RPA обладает
высокой аффинностью к оцДНК, поэтому для его
замещения на RAD51 требуется участие специаль-
ных белков-медиаторов, один из которых BRCA1.
Далее происходит поиск гомологии и инвазия ре-
парируемой цепи ДНК в гомологичную цепь с об-
разованием замещающей петли и структуры Хол-
лидея. На третьем этапе синтезируется повре-
жденный участок ДНК [88].

Известно, что HRR реализуется преимуще-
ственно в S- и G2-фазах клеточного цикла, что обу-
словлено наличием сестринской хроматиды. Дей-
ствительно, при индукции повреждений рДНК с
помощью нуклеаз I-PpoI и AsiSI факторы HRR
локализуются в ядрышковых кепах в основном в
клетках в фазах S/G2 [30, 65]. Удивительно, но
при репарации повреждений, индуцированных
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CRISPR/Cas9, факторы HRR локализуются в ке-
пах, даже если клетки находятся в G1-фазе, где еще
нет сестринских хроматид. Предполагается, что в
этом случае неповрежденные повторы рДНК могут
служить матрицей для гомологичной рекомбина-
ции in cis. Таким образом выбор HRR-репарации
в рДНК может быть обусловлен не столько фазой
клеточного цикла, сколько спецификой повре-
ждения. I-PpoI и AsiSI вносят простые разрывы,
которые быстро репарируются, и относительно
небольшое их количество может быть восста-
новлено NHEJ непосредственно внутри ядрыш-
ка до момента транскрипционной репрессии и
формирования кепов. Разрывы, индуцируемые
CRISPR/Cas9, более сложные, они обладают
относительно медленной кинетикой восстанов-
ления (до 10 ч) [90]. В этом случае NHEJ оказыва-
ется недостаточно, и рДНК перемещается в яд-
рышковые кепы, где репарация продолжается
уже с помощью HRR [87]. Таким образом, выбор
между путями репарации в рДНК может быть
обусловлен, в первую очередь, типом и сложно-
стью повреждения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Основная функция ядрышка – крупнейшего
субъядерного компартмента – биосинтез рибо-
сом, который является одним из наиболее энер-
гетически затратных метаболических процессов.
Своевременная регуляция транскрипции в яд-
рышке необходима, во-первых, для поддержания
стабильности рДНК при ее повреждении, а, во-
вторых, для перераспределения энергетических
ресурсов, обеспечивающих клеточный гомеостаз
в условиях стресса. Полученные нами и другими
исследовательскими группами результаты под-
тверждают, что ядрышко и РНК-полимераза I –
это многофункциональные сенсоры клеточного
стресса. Уровень транскрипции генов РНК-по-
лимеразой I намного выше уровня транскрипции
РНК-полимеразой II, что делает ядрышко более
чувствительным к разным типам стрессовых фак-
торов. Ядрышко-специфичный ответ на повре-
ждение ДНК может запускать различные пути
клеточного ответа на стресс. Активация ATR и
ATM может приводить к активации p53 и киназ,
регулирующих клеточный цикл, в результате чего
индуцируется арест пролиферации либо про-
граммы клеточной смерти. Интересно, что оста-
новка транскрипции в рДНК сама по себе может
активировать p53. Так, остановка транскрипции в
ядрышке приводит к высвобождению рибосом-
ных белков, которые подавляют MDM2, что при-
водит к активации p53. Структурные изменения
ядрышка вместе с ингибированием РНК-поли-
меразы I могут индуцировать перераспределение
белков ядрышка (B23, фибрилларин, нуклеолин),
которые участвуют в клеточном ответе на стресс.

Тем не менее, несмотря на долгую историю ис-
следований ядрышка, мы все еще далеки от пол-
ного понимания его функциональной роли в ка-
честве сенсора клеточного стресса.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант № 17-00-00098) и Российского науч-
ного фонда (грант № 19-74-10009).

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Pfeiffer P., Goedecke W., Obe G. (2000) Mechanisms

of DNA double-strand break repair and their potential
to induce chromosomal aberrations. Mutagenesis. 15,
289–302.

2. García-Muse T., Aguilera A. (2016) Transcription-rep-
lication conflicts: how they occur and how they are re-
solved. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 17, 553–563.

3. Ganem N.J., Pellman D. (2012) Linking abnormal mi-
tosis to the acquisition of DNA damage. J. Cell. Biol.
199, 871–881.

4. Lindahl T. (1993) Instability and decay of the primary
structure of DNA. Nature. 362, 709–715.

5. Sonoda E., Morrison C., Yamashita Y.M., Takata M.,
Takeda S. (2001) Reverse genetic studies of homolo-
gous DNA recombination using the chicken B-lym-
phocyte line, DT40. Philos. Trans. R Soc. Lond. B Biol.
Sci. 356, 111–117.

6. Vilenchik M.M., Knudson A.G. (2003) Endogenous
DNA double-strand breaks: production, fidelity of re-
pair, and induction of cancer. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 100, 12871–12876.

7. Jackson S.P., Bartek J. (2009) The DNA-damage re-
sponse in human biology and disease. Nature. 461,
1071–1078.

8. Bartkova J., Horejsí Z., Koed K., Krämer A., Tort F.,
Zieger K., Guldberg P., Sehested M., Nesland J.M.,
Lukas C., Ørntoft T., Lukas J., Bartek J. (2005) DNA
damage response as a candidate anti-cancer barrier in
early human tumorigenesis. Nature. 434, 864–870.

9. Harper J.W., Elledge S.J. (2007) The DNA damage re-
sponse: ten years after. Mol. Cell. 28, 739–745.

10. Ceccaldi R., Rondinelli B., D’Andrea A.D. (2016) Re-
pair pathway choices and consequences at the double-
strand break. Trends Cell Biol. 26, 52–64.

11. Mladenov E., Magin S., Soni A., Iliakis G. (2016)
DNA double-strand-break repair in higher eukaryotes
and its role in genomic instability and cancer: cell cycle
and proliferation-dependent regulation. Semin. Cancer
Biol. 37–38, 51–64.

12. Clouaire T., Legube G. (2015) DNA double strand
break repair pathway choice: a chromatin based deci-
sion? Nucleus. 6, 107–113.

13. Bzymek M., Lovett S.T. (2001) Instability of repetitive
DNA sequences: the role of replication in multiple



220

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

ВЕЛИЧКО и др.

mechanisms. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 98, 8319–
8325.

14. Durkin S.G., Glover T.W. (2007) Chromosome fragile
sites. Annu. Rev. Genet. 41, 169–192.

15. Crosetto N., Mitra A., Silva M.J., Bienko M., Dojer N.,
Wang Q., Karaca E., Chiarle R., Skrzypczak M.,
Ginalski K., Pasero P., Rowicka M., Dikic I. (2013)
Nucleotide-resolution DNA double-strand break map-
ping by next-generation sequencing. Nat. Methods. 10,
361–365.

16. Lensing S.V., Marsico G., Hänsel-Hertsch R., Lam E.Y.,
Tannahill D., Balasubramanian S. (2016) DSB capture:
in situ capture and sequencing of DNA breaks. Nat.
Methods. 13, 855–857.

17. Mourad R., Ginalski K., Legube G., Cuvier O. (2018)
Predicting double-strand DNA breaks using epig-
enome marks or DNA at kilobase resolution. Genome
Biol. 19, 34.

18. Tchurikov N.A., Yudkin D.V., Gorbacheva M.A., Ku-
lemzina A.I., Grischenko I.V., Fedoseeva D.M.,
Sosin D.V., Kravatsky Y.V., Kretova O.V. (2016) Hot
spots of DNA double-strand breaks in human rDNA
units are produced in vivo. Sci. Rep. 6, 25866.

19. Lindström M.S., Jurada D., Bursac S., Orsolic I., Bar-
tek J., Volarevic S. (2018) Nucleolus as an emerging
hub in maintenance of genome stability and cancer
pathogenesis. Oncogene. 37, 2351–2366.

20. Santos-Pereira J.M., Aguilera A. (2015) R loops: new
modulators of genome dynamics and function. Nat.
Rev. Genet. 16, 583–597.

21. Aguilera A., García-Muse T. (2012) R loops: from tran-
scription byproducts to threats to genome stability. Mol.
Cell. 46, 115–124.

22. Sollier J., Cimprich K.A. (2015) Breaking bad: R-loops
and genome integrity. Trends Cell. Biol. 25, 514–522.

23. Chastain M., Zhou Q., Shiva O., Fadri-Moskwik M.,
Whitmore L., Jia P., Dai X., Huang C., Ye P., Chai W.
(2016) Human CST facilitates genome-wide RAD51
recruitment to GC-rich repetitive sequences in re-
sponse to replication stress. Cell Rep. 16, 1300–1314.

24. Dehé P.-M., Gaillard P.-H.L. (2017) Control of struc-
ture-specific endonucleases to maintain genome stabil-
ity. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 18, 315–330.

25. Rhodes D., Lipps H.J. (2015) G-quadruplexes and
their regulatory roles in biology. Nucl. Acids Res. 43,
8627–8637.

26. Stults D.M., Killen M.W., Williamson E.P., Hourig-
an J.S., Vargas H.D., Arnold S.M., Moscow J.A.,
Pierce A.J. (2009) Human rRNA gene clusters are re-
combinational hotspots in cancer. Cancer Res. 69,
9096–9104.

27. Hallgren J., Pietrzak M., Rempala G., Nelson P.T.,
Hetman M. (2014) Neurodegeneration-associated in-
stability of ribosomal DNA. Biochim. Biophys. Acta.
1842, 860–868.

28. Diesch J., Hannan R.D., Sanij E. (2014) Perturbations
at the ribosomal genes loci are at the centre of cellular
dysfunction and human disease. Cell. Biosci. 4, 43.

29. Korsholm L.M., Gál Z., Lin L., Quevedo O., Ahmad D.A.,
Dulina E., Luo Y., Bartek J., Larsen D.H. (2019) Dou-
ble-strand breaks in ribosomal RNA genes activate a
distinct signaling and chromatin response to facilitate

nucleolar restructuring and repair. Nucl. Acids Res. 47,
8019–8035.

30. Mooser C., Symeonidou I.E., Leimbacher P.A., Ri-
beiro A., Shorrocks A.K., Jungmichel S., Larsen S.C.,
Knechtle K., Jasrotia A., Zurbriggen D., Jeanrenaud A.,
Leikauf C., Fink D., Nielsen M.L., Blackford A.N.,
Stucki M. (2020) Treacle controls the nucleolar re-
sponse to rDNA breaks via TOPBP1 recruitment and
ATR activation. Nat. Commun. 11, 123.

31. Velichko A.K., Petrova N.V., Luzhin A.V., Strelkova O.S.,
Ovsyannikova N., Kireev I.I., Petrova N.V., Razin S.V.,
Kantidze O.L. (2019) Hypoosmotic stress induces R
loop formation in nucleoli and ATR/ATM-dependent
silencing of nucleolar transcription. Nucl. Acids Res. 47,
6811–6825.

32. Larsen D.H., Hari F., Clapperton J.A., Gwerder M.,
Gutsche K., Altmeyer M., Jungmichel S., Toledo L.I.,
Fink D., Rask M.B., Grøfte M., Lukas C., Nielsen M.L.,
Smerdon S.J., Lukas J., Stucki M. (2014) The NBS1-
Treacle complex controls ribosomal RNA transcription
in response to DNA damage. Nat. Cell. Biol. 16, 792–
803.

33. Sakai K., Ohta T., Minoshima S., Kudoh J., Wang Y.,
de Jong P.J., Shimizu N. (1995) Human ribosomal
RNA gene cluster: identification of the proximal end
containing a novel tandem repeat sequence. Genomics.
26, 521–526.

34. Gonzalez I.L., Sylvester J.E. (1995) Complete se-
quence of the 43-kb human ribosomal DNA repeat:
analysis of the intergenic spacer. Genomics. 27, 320–
328.

35. Stults D.M., Killen M.W., Pierce H.H., Pierce A.J.
(2008) Genomic architecture and inheritance of hu-
man ribosomal RNA gene clusters. Genome Res. 18,
13–18.

36. Gibbons J.G., Branco A.T., Godinho S.A., Yu S., Le-
mos B. (2015) Concerted copy number variation bal-
ances ribosomal DNA dosage in human and mouse ge-
nomes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 112, 2485–2490.

37. McStay B., Grummt I. (2008) The epigenetics of rRNA
genes: from molecular to chromosome biology. Annu.
Rev. Cell. Dev. Biol. 24, 131–157.

38. Grummt I., Pikaard C.S. (2003) Epigenetic silencing of
RNA polymerase I transcription. Nat. Rev. Mol. Cell.
Biol. 4, 641–649.

39. Russell J., Zomerdijk J.C. (2005) RNA-polymerase-I-
directed rDNA transcription, life and works. Trends
Biochem. Sci. 30, 87–96.

40. Miller O.L., Jr., Beatty B.R. (1969) Visualization of nu-
cleolar genes. Science. 164, 955–957.

41. Olson M.O., Dundr M. (2005) The moving parts of the
nucleolus. Histochem. Cell. Biol. 123, 203–216.

42. Maiser A., Dillinger S., Längst G., Schermelleh L.,
Leonhardt H., Németh A. (2020) Super-resolution in
situ analysis of active ribosomal DNA chromatin orga-
nization in the nucleolus. Sci. Rep. 10, 7462.

43. Yao R.W., Xu G., Wang Y., Shan L., Luan P.F., Wang Y.,
Wu M., Yang L.Z., Xing Y.H., Yang L., Chen L.L.
(2019) Nascent pre-rRNA sorting via phase separation
drives the assembly of dense fibrillar components in the
human nucleolus. Mol. Cell. 76, 767–783 e711.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

КЛЕТОЧНЫЙ ОТВЕТ НА ПОВРЕЖДЕНИЯ ДНК 221

44. Raska I., Shaw P.J., Cmarko D. (2006) Structure and
function of the nucleolus in the spotlight. Curr. Opin.
Cell. Biol. 18, 325–334.

45. Banani S.F., Lee H.O., Hyman A.A., Rosen M.K.
(2017) Biomolecular condensates: organizers of cellular
biochemistry. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 18, 285–298.

46. Разин С.В., Гаврилов А.А. (2020) Роль разделения
жидких фаз в компартментализации клеточного яд-
ра и пространственной организации генома. Биохи-
мия. 85, 755–762.

47. Mangan H., Gailín M., McStay B. (2017) Integrating
the genomic architecture of human nucleolar organizer
regions with the biophysical properties of nucleoli.
FEBS J. 284, 3977–3985.

48. Brangwynne C.P., Mitchison T.J., Hyman A.A. (2011)
Active liquid-like behavior of nucleoli determines their
size and shape in Xenopus laevis oocytes. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 108, 4334–4339.

49. Feric M., Vaidya N., Harmon T.S., Mitrea D.M., Zhu L.,
Richardson T.M., Kriwacki R.W., Pappu R.V., Brang-
wynne C.P. (2016) Coexisting liquid phases underlie
nucleolar subcompartments. Cell. 165, 1686–1697.

50. Reynolds R.C., Montgomery P.O., Hughes B. (1964)
Nucleolar “caps” produced by actynomycin D. Cancer
Res. 24, 1269–1277.

51. Zhang Y., Lu H. (2009) Signaling to p53: ribosomal
proteins find their way. Cancer Cell. 16, 369–377.

52. Velichko A.K., Petrova N.V., Razin S.V., Kantidze O.L.
(2015) Mechanism of heat stress-induced cellular se-
nescence elucidates the exclusive vulnerability of early
S-phase cells to mild genotoxic stress. Nucl. Acids Res.
43, 6309–6320.

53. Zhao Z., Dammert M.A., Hoppe S., Bierhoff H.,
Grummt I. (2016) Heat shock represses rRNA synthe-
sis by inactivation of TIF-IA and lncRNA-dependent
changes in nucleosome positioning. Nucl. Acids Res. 44,
8144–8152.

54. Kruhlak M., Crouch E.E., Orlov M., Montaño C.,
Gorski S.A., Nussenzweig A., Misteli T., Phair R.D.,
Casellas R. (2007) The ATM repair pathway inhibits
RNA polymerase I transcription in response to chro-
mosome breaks. Nature. 447, 730–734.

55. Iarovaia O.V., Minina E.P., Sheval E.V., Onichtchouk D.,
Dokudovskaya S., Razin S.V., Vassetzky Y.S. (2019)
Nucleolus: a central hub for nuclear functions. Trends
Cell. Biol. 29, 647–659.

56. Boulon S., Westman B.J., Hutten S., Boisvert F.M.,
Lamond A.I. (2010) The nucleolus under stress. Mol.
Cell. 40, 216–227.

57. Moore H.M., Bai B., Boisvert F.M., Latonen L., Ran-
tanen V., Simpson J.C., Pepperkok R., Lamond A.I.,
Laiho M. (2011) Quantitative proteomics and dynamic
imaging of the nucleolus reveal distinct responses to UV
and ionizing radiation. Mol. Cell. Proteomics. 10, M111
009241.

58. Siebenwirth C., Greubel C., Drexler G.A., Reindl J.,
Walsh D.W.M., Schwarz B., Sammer M., Baur I., Po-
spiech H., Schmid T.E., Dollinger G., Friedl A.A.
(2019) Local inhibition of rRNA transcription without
nucleolar segregation after targeted ion irradiation of
the nucleolus. J. Cell Sci. 132, jcs232181.

59. Harding S.M., Boiarsky J.A., Greenberg R.A. (2015)
ATM dependent silencing links nucleolar chromatin re-
organization to DNA damage recognition. Cell. Rep.
13, 251–259.

60. van Sluis M., McStay B. (2015) A localized nucleolar
DNA damage response facilitates recruitment of the
homology-directed repair machinery independent of
cell cycle stage. Genes Dev. 29, 1151–1163.

61. Warmerdam D.O., van den Berg J., Medema R.H.
(2016) Breaks in the 45S rDNA lead to recombination-
mediated loss of repeats. Cell Rep. 14, 2519–2527.

62. Ellison E.L., Vogt V.M. (1993) Interaction of the in-
tron-encoded mobility endonuclease I-PpoI with its
target site. Mol. Cell. Biol. 13, 7531–7539.

63. Monnat R.J., Jr., Hackmann A.F., Cantrell M.A.
(1999) Generation of highly site-specific DNA double-
strand breaks in human cells by the homing endonucle-
ases I-PpoI and I-CreI. Biochem. Biophys. Res. Com-
mun. 255, 88–93.

64. Berkovich E., Monnat R.J., Jr., Kastan M.B. (2007)
Roles of ATM and NBS1 in chromatin structure mod-
ulation and DNA double-strand break repair. Nat. Cell.
Biol. 9, 683–690.

65. Marnef A., Finoux A.L., Arnould C., Guillou E., Da-
buron V., Rocher V., Mangeat T., Mangeot P.E.,
Ricci E.P., Legube G. (2019) A cohesin/HUSH- and
LINC-dependent pathway controls ribosomal DNA
double-strand break repair. Genes Dev. 33, 1175–1190.

66. Clouaire T., Rocher V., Lashgari A., Arnould C., Agu-
irrebengoa M., Biernacka A., Skrzypczak M., Aymard F.,
Fongang B., Dojer N., Iacovoni J.S., Rowicka M.,
Ginalski K., Côté J., Legube G. (2018) Comprehensive
mapping of histone modifications at DNA double-
strand breaks deciphers repair pathway chromatin sig-
natures. Mol. Cell. 72, 250–262 e256.

67. Kantidze O.L., Velichko A.K., Luzhin A.V., Petrova N.V.,
Razin S.V. (2018) Synthetically lethal interactions of
ATM, ATR, and DNA-PKcs. Trends Cancer. 4, 755–
768.

68. Shiloh Y., Ziv Y. (2013) The ATM protein kinase: regu-
lating the cellular response to genotoxic stress, and
more. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 14, 197–210.

69. Kuhn A., Gottlieb T.M., Jackson S.P., Grummt I.
(1995) DNA-dependent protein kinase: a potent inhibi-
tor of transcription by RNA polymerase I. Genes Dev. 9,
193–203.

70. Calkins A.S., Iglehart J.D., Lazaro J.-B. (2013) DNA
damage-induced inhibition of rRNA synthesis by
DNA-PK and PARP-1. Nucl. Acids Res. 41, 7378–
7386.

71. Matsuoka S., Ballif B.A., Smogorzewska A., McDon-
ald E.R., 3rd, Hurov K.E., Luo J., Bakalarski C.E.,
Zhao Z., Solimini N., Lerenthal Y., Shiloh Y., Gygi S.P.,
Elledge S.J. (2007) ATM and ATR substrate analysis
reveals extensive protein networks responsive to DNA
damage. Science. 316, 1160–1166.

72. Larsen D.H., Stucki M. (2016) Nucleolar responses to
DNA double-strand breaks. Nucl. Acids Res. 44, 538–
544.

73. Trainor P.A., Dixon J., Dixon M.J. (2009) Treacher
Collins syndrome: etiology, pathogenesis and preven-
tion. Eur. J. Hum. Genet. 17, 275–283.



222

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

ВЕЛИЧКО и др.

74. Ciccia A., Huang J.-W., Izhar L., Sowa M.E., Harper J.W.,
Elledge S.J. (2014) Treacher Collins syndrome TCOF1
protein cooperates with NBS1 in the DNA damage re-
sponse. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 111, 18631–18636.

75. Sokka M., Rilla K., Miinalainen I., Pospiech H.,
Syväoja J.E. (2015) High levels of TopBP1 induce ATR-
dependent shut-down of rRNA transcription and nu-
cleolar segregation. Nucl. Acids Res. 43, 4975–4989.

76. Pefani D.E., Tognoli M.L., Pirincci Ercan D., Gor-
goulis V., O’Neill E. (2018) MST2 kinase suppresses
rDNA transcription in response to DNA damage by
phosphorylating nucleolar histone H2B. EMBO J. 37,
e98760.

77. Iannelli F., Galbiati A., Capozzo I., Nguyen Q., Mag-
nuson B., Michelini F., D’Alessandro G., Cabrini M.,
Roncador M., Francia S., Crosetto N., Ljungman M.,
Carninci P., d’Adda di Fagagna F. (2017) A damaged
genome’s transcriptional landscape through multilay-
ered expression profiling around in situ-mapped DNA
double-strand breaks. Nat. Commun. 8, 15656.

78. Pankotai T., Bonhomme C., Chen D., Soutoglou E.
(2012) DNA-PKcs-dependent arrest of RNA poly-
merase II transcription in the presence of DNA breaks.
Nat. Struct. Mol. Biol. 19, 276–282.

79. Ayrapetov M.K., Gursoy-Yuzugullu O., Xu C., Xu Y.,
Price B.D. (2014) DNA double-strand breaks promote
methylation of histone H3 on lysine 9 and transient for-
mation of repressive chromatin. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 111, 9169–9174.

80. Gong F., Clouaire T., Aguirrebengoa M., Legube G.,
Miller K.M. (2017) Histone demethylase KDM5A reg-
ulates the ZMYND8-NuRD chromatin remodeler to
promote DNA repair. J. Cell. Biol. 216, 1959–1974.

81. Kruhlak M.J., Celeste A., Dellaire G., Fernandez-Ca-
petillo O., Müller W.G., McNally J.G., Bazett-Jones D.P.,
Nussenzweig A. (2006) Changes in chromatin structure

and mobility in living cells at sites of DNA double-
strand breaks. J. Cell. Biol. 172, 823–834.

82. Verkuijl S.A., Rots M.G. (2019) The influence of eu-
karyotic chromatin state on CRISPR-Cas9 editing effi-
ciencies. Curr. Opin. Biotechnol. 55, 68–73.

83. Falahati H., Pelham-Webb B., Blythe S., Wieschaus E.
(2016) Nucleation by rRNA dictates the precision of
nucleolus assembly. Curr. Biol. 26, 277–285.

84. Aymard F., Bugler B., Schmidt C.K., Guillou E.,
Caron P., Briois S., Iacovoni J.S., Daburon V., Mill-
er K.M., Jackson S.P., Legube G. (2014) Transcrip-
tionally active chromatin recruits homologous recom-
bination at DNA double-strand breaks. Nat. Struct.
Mol. Biol. 21, 366–374.

85. Caridi C.P., D’Agostino C., Ryu T., Zapotoczny G.,
Delabaere L., Li X., Khodaverdian V.Y., Amaral N.,
Lin E., Rau A.R., Chiolo I. (2018) Nuclear F-actin and
myosins drive relocalization of heterochromatic breaks.
Nature. 559, 54–60.

86. Lottersberger F., Karssemeijer R.A., Dimitrova N.,
de Lange T. (2015) 53BP1 and the LIN–C complex
promote microtubule-dependent DSB mobility and
DNA repair. Cell. 163, 880–893.

87. van Sluis M., McStay B. (2019) Nucleolar DNA dou-
ble-strand break responses underpinning rDNA ge-
nomic stability. Trends Genet. 35, 743–753.

88. Blackford A.N., Jackson S.P. (2017) ATM, ATR, and
DNA-PK: The trinity at the heart of the DNA damage
response. Mol. Cell. 66, 801–817.

89. Britton S., Coates J., Jackson S.P. (2013) A new meth-
od for high-resolution imaging of Ku foci to decipher
mechanisms of DNA double-strand break repair.
J. Cell. Biol. 202, 579–595.

90. Brinkman E.K., Chen T., de Haas M., Holland H.A.,
Akhtar W., van Steensel B. (2018) Kinetics and fidelity
of the repair of Cas9-induced double-strand DNA
breaks. Mol. Cell. 70, 801–813 e806.

DNA DAMAGE RESPONSE IN NUCLEOLUS
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Nucleoli, the largest subnuclear compartments, are formed around arrays of ribosomal gene repeats tran-
scribed by RNA polymerase I. The primary function of nucleoli is ribosome biogenesis. Specific DNA dam-
age response mechanisms exist to maintain the genomic stability of ribosomal repeats. Here, we provide a
snapshot of our current understanding of processes involved in nucleolar DNA damage response. We discuss
structure and function of ribosomal repeats, techniques developed for studying DNA damage response in nu-
cleoli, as well as molecular mechanisms of DNA damage-induced repression of nucleolar transcription and
nucleoli reorganization.

Keywords: DNA repair, transcription, nucleolus, ribosomal DNA



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2021, том 55, № 2, с. 223–242

223

GO-СИСТЕМА: ПУТЬ РЕПАРАЦИИ ДНК ДЛЯ БОРЬБЫ
С ОКИСЛИТЕЛЬНЫМИ ПОВРЕЖДЕНИЯМИ

© 2021 г.   А. В. Ендуткинa, *, Д. О. Жарковa, b, **
aИнститут химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения

Российской академии наук, Новосибирск, 630090 Россия
bНовосибирский государственный университет, Новосибирск, 630090 Россия

*e-mail: aend@niboch.nsc.ru
**e-mail: dzharkov@niboch.nsc.ru
Поступила в редакцию 02.10.2020 г.

После доработки 14.10.2020 г.
Принята к публикации 20.10.2020 г.

GO-система, входящая в систему эксцизионной репарации оснований ДНК, необходима для кор-
ректной репарации 8-оксогуанина (oxoG) – одного из самых распространенных окислительных по-
вреждений ДНК. Способность oxoG образовывать неканоническую пару oxoG:A делает это основание
высокомутагенным, а в его репарации участвуют два фермента – 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза
(Fpg, или MutM у бактерий, OGG1 у эукариот), удаляющая oxoG из пар oxoG:C, и аденин-ДНК-
гликозилаза (MutY у бактерий, MUTYH у эукариот), удаляющая A из пар oxoG:A для предотвращения
возникновения мутаций. Третий фермент системы (MutT у бактерий, MTH1, или NUDT1 у эукариот)
гидролизует 8-оксо-2′-дезоксигуанозинтрифосфат, предотвращая его включение в ДНК. Данные
последних лет указывают на белки GO-системы как на многообещающие мишени для терапии он-
кологических и аутоиммунных заболеваний, а также бактериальных инфекций. В обзоре освещена
структура и специфичность GO-системы бактерий и эукариот, ее уникальная роль в предотвраще-
нии мутаций.

Ключевые слова: повреждение ДНК, репарация ДНК, мутагенез, окислительный стресс, 8-оксогуа-
нин, ДНК-гликозилазы, нуклеозидтрифосфатгидролазы
DOI: 10.31857/S0026898421020063

ВВЕДЕНИЕ

Существенную часть вредных последствий
окислительного стресса составляет окисление
нуклеиновых кислот и мононуклеотидов. Жи-
вые организмы имеют несколько линий защиты
от окислительного стресса, которые в целом
можно разделить на две категории: детоксика-
ция оксидантов и репарация окислительных
повреждений [1]. Наиболее важная часть послед-
ней группы – репарация ДНК, поскольку из всех
биологических молекул только ДНК нельзя пол-
ностью разрушить и заменить другой копией при
повреждении. Окислительные повреждения ДНК
репарируются главным образом по пути эксцизи-
онной репарации оснований. В каноническом ва-
рианте этого пути один из ферментов, относящихся
к классу ДНК-N-гликозилаз, удаляет поврежден-
ное основание, далее апурин-апиримидиновые
(AP) эндонуклеазы гидролизуют ДНК по образо-
вавшемуся АР-сайту, ДНК-полимераза включает
один или несколько нормальных dNMP, и, в конеч-
ном итоге, разрыв лигируется (рис. 1) [2].

Среди десятков идентифицированных окис-
лительных повреждений ДНК одно из наиболее
частых – 7,8-дигидро-8-оксо-2′-дезоксигуанозин
(oxoG) [3]. Это повреждение обладает высоким
мутагенным потенциалом, обусловленным его
амбивалентными кодирующими свойствами:
oxoG легко образует стабильную хугстиновскую
пару oxoG(син):A(анти), приводящую к характер-
ным трансверсиям G:C → T:A [4, 5] (рис. 2).

Вскоре после открытия oxoG и обнаружения
его мутагенности в клетках Escherichia coli нашли
три фермента – Fpg (MutM), MutY и MutT, кото-
рые вместе препятствуют накоплению oxoG в
ДНК [6, 7]. В совокупности эти ферменты были
названы “GO-системой”. Впоследствии показа-
ли, что аналоги GO-системы существуют практи-
чески у всех живых организмов, в том числе у
человека. Интерес к этому пути защиты от окис-
лительных повреждений значительно возрос в
последние годы после валидации белков GO-си-
стемы как терапевтических мишеней при онко-
логических и аутоиммунных заболеваниях [8–10]
и обнаружения oxoG-зависимой сенсибилизации
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бактерий к действию многих антибиотиков при
окислительном стрессе [11–13]. После описания
GO-системы в начале 1990-х гг. обнаружили го-
мологи некоторых белков, входящих в ее состав,
выявили ее вариации у ряда организмов и откры-
ли новые виды повреждений ДНК, потенциально
репарируемых с помощью этой системы. В нашем
обзоре описаны представления о GO-системе
бактерий и эукариот, существующие на текущий
момент.

КАНОНИЧЕСКАЯ GO-СИСТЕМА У E. coli
И ЧЕЛОВЕКА: РЕПАРАЦИЯ 8-ОКСОГУАНИНА

Понятие о GO-системе было сформулировано
на основе ряда биохимических и генетических экс-
периментов, направленных на изучение генов
mutM, mutT и mutY E. coli, инактивация которых вы-
зывает характерные спектры мутаций [6, 7]. Оказа-
лось, что два из этих генов кодируют белки с ДНК-
гликозилазной активностью. Фермент Fpg (MutM)
удаляет oxoG из пар oxoG:C, которые образуются
путем окисления G в ДНК либо при включении
ДНК-полимеразами oxodGMP напротив C [14–
16]. Если oxoG не будет удален до стадии репли-
кации, то это может привести к неправильному
включению dAMP напротив него, а удаление
oxoG из полученной пары oxoG:A немедленно за-
крепит мутацию G:C → T:A (рис. 3а). По этой
причине Fpg практически не проявляет активно-
сти в отношении субстратов oxoG:A. Вместо это-
го такие пары узнаются ДНК-гликозилазой

MutY, которая удаляет из них нормальное основа-
ние A [6, 7, 17]. Далее в ходе репаративного синте-
за ДНК напротив oxoG может включаться либо
dCMP, либо dAMP; в первом случае Fpg имеет воз-
можность корректно осуществить репарацию, во
втором возможно повторение цикла репарации с
участием MutY и ДНК-полимеразы (рис. 3а). Тре-
тий фермент системы, MutT, гидролизует oxodGTP
до монофосфата, чтобы предотвратить включение
oxoG в ДНК из пула окисленных нуклеотидов
[18]. Такие события порождают характерные му-
тации A:T → C:G, возникающие при включении
oxodGMP напротив A с последующей репарацией
при помощи MutY (рис. 3б).

Функциональная кооперация ферментов Fpg,
MutY и MutT подтверждена при изучении часто-
ты и спектра мутаций в штаммах E. coli с
дефицитом белков GO-системы [20, 21]. При
этом при одновременной инактивации генов fpg и
mutY скорость мутагенеза значительно превышает
сумму эффектов инактивации каждого из этих ге-
нов по отдельности, в то время как делеция гена
mutT действует аддитивным образом по отноше-
нию к fpg и mutY. При одновременной инактива-
ции генов fpg и mutY резко возрастает количество
трансверсий G → T, а при инактивации гена mutT –
трансверсий A → C. Это полностью согласуется
со специфичностью реакций, катализируемых
соответствующими ферментами. Примечательно,
что в долговременном эксперименте по эволю-
ции культуры E. coli спонтанный гипермутатор-
ный фенотип, обусловленный сдвигом рамки

Рис. 1. Схема эксцизионной репарации оснований ДНК. ДНК-гликозилаза узнает и удаляет поврежденное основание
(1). AP-эндонуклеаза расщепляет ДНК с 5′-стороны от AP-сайта (2). ДНК-полимераза включает неповрежденный
дезоксирибонуклеотид (3). Дезоксирибофосфатлиаза удаляет оставшийся углеводный фрагмент (4). ДНК-лигаза вос-
станавливает целостность остова ДНК (5).

X

N N N N N N

N N N(1) (2) (3) (4) (5)

Рис. 2. Структура 8-оксогуанина и схема образуемых им пар oxoG:C по уотсон-криковскому типу (а) и oxoG:A по хуг-
стиновскому типу (б).
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считывания в гене mutT, компенсировался неза-
висимо возникающими мутациями, инактивиру-
ющими ген mutY [22]. Также показано, что инак-
тивация генов fpg и mutT (по отдельности или
совместно) приводит к повышению уровня oxoG
в хромосомной ДНК E. coli, а введение плазмиды,
экспрессирующей ген fpg, нормализует уровень
oxoG в этих мутантных штаммах [20, 23].

GO-система у высших эукариот устроена так
же, как и у бактерий, с одним важным отличием:
роль 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы выполняет
белок OGG1, не гомологичный белку Fpg и не
имеющий с ним сходства на уровне третичной
структуры. Белок OGG1 впервые обнаружен в
дрожжах по способности кодирующего его гена
комплементировать гипермутаторный фенотип
штаммов E. coli fpg mutY [24], и независимо – как
главный белок, способный связывать апуринизи-
рованную ДНК [25]. Вскоре по гомологии был
клонирован ген OGG1 человека [26–28]. Свойства
эукариотических OGG1 очень похожи. ОGG1
удаляет из ДНК только oxoG и 2,6-диамино-4-ок-
со-5-формамидопиримидин (FapyG, см. ниже) и
обладает специфичностью к основанию напротив
повреждения, даже большей, чем у Fpg, а эктопи-
ческая экспрессия гена OGG1 комплементирует
фенотип E. coli fpg mutY [26, 27, 29–31]. Трансген-
ные мыши с дефицитом гена OGG1 жизнеспособ-
ны, но в их геномной ДНК повышено содержа-
ние oxoG и FapyG, с возрастом повышается также
частота мутаций и заболеваемость раком [32–35].

Белки MUTYH и MTH1 (NUDT1) человека и
высших эукариот гомологичны белкам MutY и
MutT E. coli, соответственно, и выполняют те же
функции [36, 37]. Субстратная специфичность
MUTYH и MTH1 практически совпадает со спе-
цифичностью их бактериальных гомологов [38–
40]. Как и следует ожидать в случае генов из од-
ной эпистатической группы, у трансгенных мы-

шей с комбинированным нокаутом двух генов
GO-системы значительно увеличено число опу-
холей и наблюдается характерный спектр сомати-
ческих мутаций, в том числе в протоонкогенах, с
доминированием трансверсий G → T [41, 42]. Вы-
сокий уровень мутагенеза при нокауте всех трех
генов GO-системы приводит к накоплению мута-
ций в клетках зародышевой линии и передаче их
по наследству [43, 44].

Видно, что oxoG может узнаваться белками,
принадлежащими к трем разным структурным су-
персемействам: “спираль–два поворота–спираль”
(Fpg), “спираль–шпилька–спираль” (OGG1) и
NUDIX (MutT, MTH1 и oxoG-специфичный до-
мен MutY). Интересно, что во всех этих случаях
связывание oxoG в активном центре фермента
происходит по-разному (рис. 4) и даже в структурах
суперсемейства NUDIX с общей укладкой поли-
пептидной цепи узнается разными элементами мо-
лекулы белка. Структурные аспекты узнавания
oxoG подробно освещены в обзорах [19, 45].

Предполагается, что ферменты MutY/MUTYH,
кроме своей непосредственной ДНК-гликози-
лазной функции, могут служить сенсорами окис-
лительного стресса за счет железо-серных класте-

ров типа [Fe4S4]
2+ в их структуре. Чувствительность

MutY/MUTYH зависит от присутствия элек-
трон-дефицитных повреждений в ДНК. Соглас-
но предложенному механизму, белок с восста-
новленным кластером связывается с ДНК и
может отдавать электрон, который делокализуется
в окружающей электрон-дефицитной π-системе.
Сродство гликозилазы к ДНК при этом возрас-
тает на несколько порядков, и комплекс MutY–
ДНК служит сигналом присутствия окислитель-
ных повреждений [51–55].

ДНК-полимеразы формально не входят в
GO-систему, однако их активность по отноше-
нию к субстратам, содержащим oxoG, во мно-

Рис. 3. Схема действия GO-системы (по [19]). В Fpg/MutY-зависимой части (а) при возникновении oxoG в ДНК (1)
напротив него может включиться dAMP (2), что вызовет мутацию G → T (3). Fpg или OGG1 удаляют oxoG из пары
oхoG:C (5), инициируя ее репарацию с восстановлением пары G:C (5). MutY или MUTYH удаляют A из пары oхoG:A (6),
позволяя включение dCMP при репаративном синтезе (7) и повторение цикла репарации с участием Fpg/OGG1. В
MutT-зависимой части (б) при окислении нуклеотидного пула MutT или MTH1 препятствуют включению oxodGMP в
ДНК напротив A (8), что при репарации MutY/MUTYH (9) вело бы к мутации A → C (10).
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гом определяет мутагенность этого основания и

эффективность работы GO-системы. Реплика-

тивные ДНК-полимеразы высших эукариот (α,

δ и ε) предпочитают включать dAMP напротив

oxoG [4, 56–59]. С другой стороны, репаративные

полимеразы – ДНК-полимераза I E. coli и ДНК-

полимеразы β и λ высших эукариот – гораздо

лучше включают dCMP, чем dAMP при наличии в

матрице oxoG [4, 56, 60, 61]. В цикле репарации,

инициированном MUTYH, включение коррект-

ного dCMP напротив oxoG осуществляется пре-

имущественно ДНК-полимеразой λ [62].

Рис. 4. Схема узнавания oxoG ферментами GO-системы. Приведены схемы взаимодействия oxoG с узнающими его
центрами ферментов. а – Fpg Geobacillus stearothermophilus (код структуры в базе данных Protein Data Bank 1R2Y [46]),
б – OGG1 человека (1EBM [47]), в – MutY G. stearothermophilus (1RRQ [48]), г – MutT E. coli (3A6T [49]), д – MTH1 че-
ловека (5GHI [50]). Черными точками отмечены молекулы воды, тесно связанные в белковой глобуле. Штриховыми
линиями обозначены водородные связи; в случае Fpg атом O6 образует две водородных связи с любыми двумя из че-
тырех амидных групп пептидного остова петли Val222–Tyr225.
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РЕПАРАЦИЯ GO-СИСТЕМОЙ
ДРУГИХ ПОВРЕЖДЕНИЙ ДНК

Из всех азотистых оснований ДНК гуанин об-
ладает самым низким окислительно-восстанови-
тельным потенциалом и поэтому представляет
собой основное место окисления ДНК. Однако
oxoG далеко не единственный продукт окисле-

ния G. В процессах с участием радикала HO• после

его присоединения по C8 пуриновая система может
восстанавливаться с раскрытием имидазольного
кольца и образованием формамидопиримидиново-
го производного G (FapyG) [63]. Такая же реакция
характерна и для аденина. Более того, oxoG мо-
жет окисляться далее до 5-гуанидингидантоина
(Gh), спироиминодигидантоина (Sp) и т.д. [64].
Относительные количества всех этих окисли-
тельных повреждений в ДНК живых клеток ва-
рьируют: окисленных производных oxoG в них в
10–100 раз меньше, чем oxoG [65, 66], а уровень
FapyG сравним с уровнем oxoG или даже превос-
ходит его [67, 68].

Насколько GO-система важна для предотвра-
щения последствий возникновения таких окис-
ленных оснований? Ответ на этот вопрос зависит
прежде всего от кодирующих свойств этих осно-
ваний. В исследованиях in vitro фрагмент Кленова
ДНК-полимеразы I проявляет сходную специ-
фичность при наличии FapyG и oxoG в матрице,
включая dAMP со значительной частотой и эф-
фективно удлиняя праймер с концевой парой
A:FapyG [69]. Репликация плазмид, содержащих
FapyG и oxoG, в клетках зеленой мартышки
(COS-7) и человека (HEK293T) проходит со сход-
ной частотой мутагенеза и спектром мутаций, ха-
рактеризующимся преобладанием трансверсий
G → T [70, 71]. Интересно, что в отличие от oxoG
мутагенез FapyG в клетках человека обусловлен
включением dAMP ДНК-полимеразой λ [71]. В
клетках E. coli частота мутаций в плазмидной си-
стеме с FapyG ниже, чем с oxoG, однако спектр
мутаций остается неизменным [72, 73]. Fapy-dGMP
включается фрагментом Кленова напротив A,
хотя примерно в 25 раз хуже, чем напротив C [74].
Таким образом, FapyG обладает теми же амбива-
лентными кодирующими свойствами, что и oxoG.

Удаление оснований FapyG ферментами Fpg и
OGG1 было обнаружено практически сразу после
открытия этих белков [16, 30, 75]. Способность
Fpg, MutY и OGG1 к процессингу олигонуклео-
тидных субстратов, содержащих пары FapyG:C и
FapyG:A, практически не отличается от их спо-
собности расщеплять такие же субстраты с oxoG,
хотя в случае Fpg дискриминация основания на-
против повреждения выражена менее явно, чем
для oxoG [31, 76]. В экстрактах клеток мыши спо-
собность удалять FapyG зависит прежде всего от
присутствия OGG1. Очевидно, FapyG, как и
oxoG, служит субстратом для GO-системы.

Более сложная картина наблюдается в случае
продуктов окисления oxoG. In vitro фрагмент
Кленова включает напротив Gh и Sp как dAMP,
так и dGMP, но не включает dCMP [77–79], а не-
которые ДНК-полимеразы (α, β, ДНК-полиме-
раза фага RB69) блокируются этими повреждени-
ями [77, 80]. В клетках E. coli в плазмидной систе-
ме Gh вызывает в основном трансверсии G → C,
а Sp – в равной мере G → T и G → C [81, 82], про-
хождение повреждения при этом обеспечивается
ДНК-полимеразой V [83]. Поврежденный дезок-
синуклеозидтрифосфат dSpTP используется
фрагментом Кленова на 5 порядков менее эффек-
тивно по сравнению с dGTP, причем включение
наблюдается только напротив C в матрице [84].
Что касается репарации, то Sp и Gh эффективно
удаляются ферментом Fpg вне зависимости от ос-
нования напротив повреждения [85–87]. MutY свя-
зывается с ДНК, содержащей пары A/G:Sp/Gh, но
не расщепляет их [85, 86], а в клетках E. coli отсут-
ствие MutY не изменяет частоту и спектр мутаций
в плазмидах, несущих остатки Sp или Gh [88].
OGG1 человека не удаляет из ДНК Sp и Gh, хотя
они служат субстратами для OGG1 дрожжей [89]. В
целом, специфичность ДНК-полимераз и ДНК-
гликозилаз к окисленным производным oxoG го-
ворит о том, что эти повреждения не входят в число
биологических субстратов GO-системы.

БЕЛКИ, ГОМОЛОГИЧНЫЕ Fpg

Существует ряд белков, гомологичных Fpg, ко-
торые, по современным представлениям, не входят
в GO-систему, хотя ранее предполагалось, что они
могут играть роль “запасных” ферментов при от-
сутствии Fpg или OGG1. Так, эндонуклеаза VIII
(Nei) E. coli [90, 91], котораая в основном расщеп-
ляет субстраты, содержащие окисленные пирими-
диновые основания и формамидопиримидиновое
производное A (FapyA) [90–93], способна с неко-
торой эффективностью удалять oxoG из олиго-
нуклеотидных субстратов [93–95]. Однако такая
активность не наблюдается на поврежденной вы-
сокомолекулярной ДНК [92]. В отличие от Fpg
Nei не показывает предпочтения к основанию на-
против повреждения [93, 95], а инактивация гена
nei на фоне дефицита fpg и mutY незначительно
увеличивает частоту трансверсий G → T [94], по-
этому участие белка Nei в GO-системе маловеро-
ятно.

В клетках позвоночных и некоторых беспозво-
ночных описаны три белка, гомологичных Nei
(NEI-Like) – NEIL1, NEIL2 и NEIL3, хотя в ходе
эволюции эти белки были утрачены у многих жи-
вотных [96–101]. По своей специфичности эти
гомологи гораздо больше походят на Nei, чем на
Fpg, они удаляют окисленные пиримидиновые
основания гораздо лучше, чем oxoG [96, 98–104].
Нокаут гена NEIL1 в клетках человека не приво-
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дит к изменению частоты мутаций и их спектра
[105]. Однако как эксперименты in vitro, так и
анализ уровней разных окисленных оснований в
геномной ДНК трансгенных мышей показывают,
что белки NEIL участвуют в репарации FapyG
[35, 96, 102–104, 106]. Также все белки NEIL весь-
ма активны в отношении Sp и Gh [107–115]. Та-
ким образом, белки NEIL, возможно, вносят
вклад в репарацию FapyG в рамках GO-системы,
но более вероятно, что основная их роль заключа-
ется в репарации продуктов окисления oxoG.

Геномы большинства растений и многих гри-
бов содержат ген OGG1 и один ген, кодирующий
гомологичный Fpg белок MMH (MutM Homo-
log). Рекомбинантные белки OGG1 и MMH из
Arabidopsis thaliana специфично связывают и
расщепляют ДНК, содержащую пары oxoG:C, и
проявляют гораздо меньшую активность в отно-
шении пар oxoG:A [116–120]. Оба белка снижают
количество окислительных повреждений в ядер-
ной и митохондриальной ДНК A. thaliana [120] и
частоту трансверсий G:C → T:A при эктопической
продукции в репортерных штаммах E. coli [121].
Однако сравнение активности и субстратной спе-
цифичности обоих ферментов показывает, что
OGG1 узнает преимущественно oxoG, в то время
как MMH более специфичен в отношении FapyG,
FapyA и окисленных производных oxoG [122–
124]. Поскольку A. thaliana содержит функцио-
нальный белок MTH1 [125], а его геном – гомолог
гена MUTYH, то можно ожидать, что GO-система
A. thaliana и, скорее всего, других растений устро-
ена аналогично этой системе у человека, а функ-
ции MMH сходны с функциями белков NEIL.

КАНОНИЧЕСКАЯ GO-СИСТЕМА
И ЕЕ ВАРИАНТЫ У БАКТЕРИЙ

GO-система E. coli изучена достаточно по-
дробно, тогда как о функциях и свойствах компо-
нентов этой системы у других видов бактерий из-
вестно мало. Клонированы и в разной степени
биохимически охарактеризованы гомологи Fpg
из Lactococcus lactis [126–129], Salmonella typhimurium
[130], Thermus thermophilus [131, 132], Deinococcus
radiodurans [133], Geobacillus stearothermophilus
[134–137], Neisseria meningitidis [138] и Corynebacte-
rium pseudotuberculosis [139], свойства которых
оказались типичными для Fpg. Частично оха-
рактеризованы также свойства MutY из
G. stearothermophilus [48], N. meningitidis [140],
Helicobacter pylori [141], Porphyromonas gingivalis
[142] и C. pseudotuberculosis [143, 144]. Наконец,
изучены гомологи белка MutT Mycobacterium tu-
berculosis, M. smegmatis [145–147], Bacillus subtilis
[148–150] и Vibrio cholerae [151]. У всех этих бакте-
рий свойства MutY и MutT сходны со свойствами
их гомологов у E. coli, что говорит о принципиаль-
ном сходстве GO-системы во всех этих организмах.

Следует, однако, упомянуть, что в большинстве
этих исследований для анализа функций белков
in vivo использовали определение чувствительно-
сти к окислительному стрессу и частоты мутаций
разных классов в клетках E. coli, экспрессирующих
соответствующие гены в составе плазмид, что поз-
воляет избежать работы с потенциально патоген-
ными микроорганизмами, но не всегда отражает
особенности реакции на окислительный стресс в
клетках, из которых происходит чужеродный ген.

Присутствие полностью функциональной GO-
системы с ее характерным антимутаторным пат-
терном экспериментально подтверждено in vivo в
клетках B. subtilis [148, 150, 152], Pseudomonas aerugi-
nosa [153, 154], N. meningitidis [138, 155, 156], Staphylo-
coccus aureus [157] и Caulobacter crescentus [158, 159].
Функциональность Fpg показана также in vivo у
S. typhimurium [130], а MutY – у H. pylori [141].

Для микобактерий характерна генетическая
избыточность GO-системы: в их геномах обна-
ружены гомолог MutY, четыре гомолога MutT, а
также два гомолога Fpg и еще два гомолога, от-
носящихся к уникальным семействам в составе
суперсемейства “спираль–два поворота–спи-
раль”, которое объединяет белки Fpg, Nei,
NEIL1–3 и MMH [160–166]. Это может отражать
адаптацию микобактерий к выживанию в агрес-
сивной среде (внутри макрофагов). Интересно,
что инактивация генов GO-системы имеет раз-
ные последствия для чувствительности быстро
делящихся клеток M. smegmatis и медленно деля-
щихся M. tuberculosis к окислительному стрессу. В
первом случае большее влияние оказывает инак-
тивация fpg, а во втором – mutY [163, 167, 168].
Субстратная специфичность белков суперсе-
мейства “спираль–два поворота–спираль” из
M. tuberculosis и M. smegmatis сходна со специфич-
ностью Fpg либо Nei E. coli, а один из них лишь
связывает поврежденную ДНК, но не расщепляет
ее [161, 162, 169, 170]. Фермент MutY из обоих ви-
дов по своим свойствам практически идентичен
MutY E. coli [161, 163].

Немногочисленные данные о значимости GO-
системы для патогенности бактерий свидетель-
ствуют о ее двойственной роли. С одной стороны,
эта защитная система, по-видимому, действи-
тельно способствует успешному первичному ин-
фицированию. Показано, что отсутствие MutY
значительно снижает эффективность колонизации
желудка мышей H. pylori [141, 171]. Для успешного
инфицированияи макрофагов Brucella abortus тре-
буются интактные гены fpg и mutY [172], а гиперви-
рулентные изоляты Neisseria поддерживают эти гены
в функционально активном состоянии, несмотря
на свой мутаторный фенотип [155]. Более того,
устойчивость V. cholerae к непрямому действию
аминогликозидных антибиотиков, обусловлен-
ному окислительным стрессом, связана с присут-
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ствием функционального гена mutY [173], а дефи-
цит MutT сенсибилизирует E. coli и M. tuberculosis
к действию аминогликозидных и β-лактамных
антибиотиков, а также фторхинолонов [13, 174]. С
другой стороны, повышенная частота мутаций,
вызванная инактивацией GO-системы, иногда
служит источником генетического разнообразия
для селекции высоковирулентных или лекар-
ственно-устойчивых штаммов, что показано для
P. aeruginosa, Elizabethkingia anophelis и патоген-
ных штаммов E. coli [175–180]. У E. coli такая
инактивация вызвана отбором на утрату функци-
ональных генов mutT и mutY, характерным для
адаптации к условиям ограниченной доступности
питательных веществ [181–183]. Эволюционные
эксперименты и основанные на них модели пока-
зывают, что потомки бактерий, несущих гипер-
мутаторные аллели, в частности инактивирован-
ные гены mutT и mutY, закрепляются в популяции,
если изначально присутствуют в количестве, пре-
вышающем определенный критический уровень
[184]. Относительный эффект инактивации генов
mutT и mutY зависит от нуклеотидного состава ге-
номов: у видов с AT-богатым геномом несинони-
мичные замены с большей вероятностью возни-
кают в гипермутаторах с инактивацией mutY, а в
видах с GC-богатым геномом — в гипермутаторах
с инактивацией mutT [185].

РЕПАРАЦИЯ 8-ОКСОГУАНИНА
В ОТСУТСТВИЕ MutY

Несмотря на очевидную важность GO-систе-
мы в борьбе с генотоксичными последствиями
окислительного стресса, один из ее основных
элементов – белок MutY, утрачен у некоторых
групп организмов. Например, гомологи MutY/
MUTYH отсутствуют у представителей подотде-
ла Saccharomycotina (настоящие дрожжи), в том
числе у широко используемого модельного орга-
низма – пекарских дрожжей Saccharomyces cerevi-
siae. К тому же, у S. cerevisiae отсутствуют и гомо-
логи MutT/MTH1. В то же время гомологи
MutY/MUTYH обнаружены во всех других груп-
пах царства грибов, и один из них, Myh1 деля-
щихся дрожжей Schizosaccharomyces pombe, очень
хорошо изучен биохимически [186–188]. Гомоло-
ги MUTYH утрачены практически у всех насеко-
мых, включая Drosophila melanogaster, и у круглых
червей, в том числе Caenorhabditis elegans. С другой
стороны, 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы, будь
то гомологи Fpg или OGG1, обнаружены у всех
живых организмов.

Из видов, у которых отсутствуют гомологи
MutY/MUTYH, репарация oxoG лучше всего изу-
чена у дрожжей. Как упоминалось выше, у
S. cerevisiae функцию 8-оксогуанин-ДНК-глико-
зилазы выполняет фермент OGG1 [24, 25], кото-
рый высокоспецифично удаляет oxoG и FapyG из

пар с C, но не из пар с A [189, 190]. Инактивация
гена OGG1 вызывает повышение частоты транс-
версий G:C → T:A, характерных для oxoG, но не
ведет к снижению жизнеспособности под дей-
ствием генотоксичных факторов, что очень похо-
же на последствия инактивации гена fpg в E. coli
[191]. Трансфекция штаммов ogg1 плазмидами,
несущими ген fpg E. coli, восстанавливает нор-
мальный уровень мутагенеза [192]. Интересно,
что у дрожжей наблюдается эпистатическое взаи-
модействие между генами OGG1 и RAD14 [193].
Ген RAD14 дрожжей кодирует гомолог белка XPA
человека – центрального фактора системы экс-
цизионной репарации нуклеотидов. Сама инак-
тивация RAD14 не влияет на частоту трансверсий
G:C → T:A, однако на фоне мутантного генотипа
ogg1 повышает ее примерно на порядок, что гово-
рит о значительном вкладе эксцизионной репара-
ции нуклеотидов как запасного пути репарации
oxoG у дрожжей [193].

Роль MUTYH-зависимого звена GO-системы в
клетках дрожжей выполняет система мисматч-ре-
парации [194, 195]. Гетеродимер MutSα (MSH2/
MSH6) с высоким сродством связывает oxoG-со-
держащие ДНК-дуплексы, а инактивация генов
MSH2 или MSH6 приводит к повышению частоты
трансверсий G:C → T:A более чем на два порядка,
причем этот эффект наблюдается только при ро-
сте в аэробных условиях [194, 196]. При этом бо-
лее эффективно репарации подвергаются пары
oxoG:A, образующиеся при репликации в запаз-
дывающей цепи, что согласуется с механизмом
дискриминации цепей при мисматч-репарации у
эукариот, основанной на наличии разрывов в до-
черней цепи ДНК [197]. Образовавшаяся брешь
застраивается с участием транслезионной ДНК-
полимеразы η, которая с высокой точностью
включает dCMP напротив oxoG [195, 198–201]. В
митохондриях дрожжей стабильность ДНК в
условиях окислительного стресса зависит от на-
личия OGG1 и белка MSH1 – митохондриально-
го гомолога MutS [202].

Помимо OGG1 S. cerevisiae содержит фермен-
тативную активность, описанную под названием
OGG2 (не следует путать ее с рассмотренными
ниже гликозилазами OGG2 из архей), которая
удаляет oxoG из ДНК без какой-либо специфич-
ности к основанию, расположенному напротив
повреждения [25]. Природа этой активности не
до конца установлена: сообщалось о том, что она
принадлежит белку NTG1 – одному из двух дрож-
жевых гомологов эндонуклеазы III E. coli [203,
204], однако в других работах NTG1 не проявлял
активности по отношению к oxoG [205–207]. По-
скольку удаление oxoG из пары с A мутагенно, ес-
ли oxoG появился в результате окисления G в
ДНК, то предполагается, что специфичность
Ogg2 отражает необходимость удаления oxoG,
включенного из пула oxodGTP, и высокую часто-
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ту таких событий в отсутствие MutT/MTH1 [203].
Также включенный 3′-концевой oxodGMP может
удаляться 3′ → 5′-экзонуклеазной активностью
дрожжевой АР-эндонуклеазы APN1 [208].

Остается неизвестным, насколько система ре-
парации мисматчей (MMR) может замещать ак-
тивность MUTYH в клетках человека. С одной
стороны, гетеродимер MutSα, как и в случае
дрожжевых белков, способен узнавать неканони-
ческие пары с участием oxoG [209–211]. У клеток
с MMR-дефицитом снижена способность к реак-
тивации плазмид, поврежденных окислением
[212]. С другой стороны, инактивирующие мута-
ции в гене MUTYH вызывают развитие рака даже
при полностью функциональной системе MMR
(см. ниже), а мутационная сигнатура в клетках

MUTYH−/− отличается от сигнатуры, характеризу-
ющей инактивацию генов MMR [213]. Поскольку
эктопическая экспрессия гена MTH1 частично
комплементирует гипермутаторный фенотип
MMR-дефицитных клеток, высказывалось пред-
положение, что MMR может частично отвечать за
удаление oxoG, включенного из пула oxodGTP
[214], однако MMR пары A:oxoG в клеточных
экстрактах проходит неэффективно [210], а
экзонуклеаза 1 – фермент, отвечающий за дегра-
дацию цепи ДНК в этом пути репарации, – не
способна гидролизовать субстраты, содержащие
концевой остаток oxoG [215]. В целом, в настоя-
щее время нет надежных свидетельств того, что у
человека MMR может участвовать в GO-системе
вместо MUTYH. Более обоснованным представля-
ется влияние MUTYH на систему MMR: MUTYH
физически взаимодействует с MutSα [216], а
MMR может использовать разрывы, внесенные
MUTYH, для дискриминации родительской и до-
черней цепей ДНК [217].

Система репарации 8-оксогуанина у предста-
вителей домена архей охарактеризована слабо.
Эта система функционирует, по-видимому, в
отсутствие гомологов MutY и MutT, которые не
обнаружены в геномах организмов этой группы.
Архейные гликозилазы, специфичные к oxoG, го-
мологичны OGG1, а не Fpg, однако они достаточно
сильно отличаются от OGG1 и подразделяются на
два основных семейства: OGG2 и AGOG (Archaean
Glycosylases for OxoGuanine). Биохимически оха-
рактеризованы ферменты OGG2 из Methanocal-
dococcus jannaschii [218–220], Archaeoglobus fulgidus
[221], Saccharolobus (Sulfolobus) solfataricus [219] и
Thermoplasma volcanium [222] и AGOG из Pyro-
baculum aerophilum [223–225], Thermococcus gam-
matolerans [226] и Th. kodakarensis [227]. Все они
удаляют из ДНК остатки oxoG, но их способность
к утилизации субстратов с другими повреждения-
ми не исследована. Все архейные oxoG-ДНК-
гликозилазы характеризуются невысокой специ-
фичностью к основанию напротив повреждения
[218, 221–223, 225, 226]. Поскольку MMR для ар-

хей также нехарактерна [228], удаление основа-
ний напротив oxoG, возможно, осуществляют
специфические архейные мисматч-эндонуклеазы
[229]. Спектры мутаций, вызванных окислитель-
ным повреждением ДНК, у архей не изучены.

ПАТОЛОГИИ ЧЕЛОВЕКА, ВЫЗЫВАЕМЫЕ 
ДЕФЕКТАМИ GO-СИСТЕМЫ

Как и следует ожидать, для системы, противо-
действующей постоянно протекающему процессу
мутагенеза, дефекты GO-системы связаны с повы-
шенным риском онкологических заболеваний. В
этом отношении наиболее хорошо изучены пато-
логии, связанные с инактивирующими мутациями
в гене MUTYH. Впервые такие мутации обнаружи-
ли в 2002 г. в родословной с несколькими случаями
колоректального рака с рецессивным аутосом-
ным наследованием [230]. У носителей наблюда-
лась соматическая биаллельная инактивация ге-
на-онкосупрессора APC с характерным спектром
мутаций G → T, а секвенирование генов GO-си-
стемы выявило наследуемые инактивирующие
мутации в гене MUTYH. Эти мутации вели к ами-
нокислотным заменам Y165C и G382D, затраги-
вающим абсолютно консервативные остатки бел-
ка, принимающие участие в связывании ДНК.
Активность вариантов белка MutY E. coli, MUTYH
мыши и человека, несущих соответствующие
мутации, значительно снижена [40, 230–233]. С
тех пор обнаружили несколько десятков высоко-
пенетрантных инактивирующих мутаций в гене
MUTYH, ведущих к развитию колоректального
рака у гомозиготных и составных гетерозиготных
носителей [234–237], однако Y165C и G382D
остаются самыми распространенными из них. В
результате MUTYH-ассоциированный полипоз в
настоящее время выделяют в отдельную группу
синдромов, способствующих развитию колорек-
тального рака [238–240]. Среди мутационных
сигнатур опухолей – матриц частот соматических
однонуклеотидных замен во всех возможных три-
нуклеотидах [241] – выделяют особую сигнатуру,
обусловленную мутациями за счет oxoG [213].

Мутации в генах OGG1 и MTH1 со столь же вы-
соким риском развития заболеваний, как инакти-
вирующие мутации MUTYH, на сегодняшний
день не найдены. Однако многочисленные эпи-
демиологические исследования и результаты ме-
та-анализов показывают ассоциацию распро-
страненного однонуклеотидного полиморфизма
OGG1 rs1052133 с повышенным риском развития
рака легкого [242, 243]. Это связано с заменой
C → G в кодоне 326 OGG1, приводящей к изменению
остатка Ser на Cys [244]. В результате синтезиру-
ется вариант белка OGG1, склонный к окисле-
нию и димеризации и не подвергающийся фос-
форилированию по остатку Ser326, что нарушает
его активность и распределение в клетках в ответ
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на окислительный стресс [245–249]. Сообщалось
о том, что полиморфизм MTH1 rs4866, который
ведет к аминокислотной замене V83M, снижаю-
щей термостабильность белка и нарушающей его
внутриклеточную локализацию [250, 251], ассо-
циирован с умеренно повышенным риском онко-
логических заболеваний и сахарного диабета
первого и второго типа [252–255], однако имею-
щиеся данные слишком малочисленны, чтобы
можно было сделать общие выводы о патогенно-
сти этого полиморфизма.

Открытия последних лет показали, что фер-
менты OGG1 и MTH1 человека можно рассмат-
ривать как многообещающие терапевтические
мишени. OGG1, помимо своей ДНК-гликозилаз-
ной активности, способен регулировать экспрес-
сию ряда генов воспалительного ответа, связыва-
ясь с G-квадруплексами в составе их промоторов
[256, 257]. Ингибирование OGG1 оказывает
мощное противовоспалительное действие [10,
258]. Фермент MTH1 оказался одним из критиче-
ских звеньев в системе защиты раковых клеток от
характерного для них хронического окислитель-
ного стресса, и подавление его активности вызыва-
ет гибель раковых, но не нормальных клеток [8, 9].
Многообещающие результаты в доклинических
исследованиях показал ингибитор MTH1 карону-
диб в качестве средства терапии метастазирующей
меланомы, гепатоцеллюлярной карциномы и ме-
зотелиомы [259–261], который сейчас проходит
фазу I клинических исследований (более подроб-
но ингибиторы ферментов GO-системы описаны
в обзорах [262, 263]).

В целом GO-систему можно рассматривать
как специальный путь в составе системы эксци-
зионной репарации оснований ДНК. В состав
GO-системы входят далеко не все ферменты,
принимающие участие в репарации окислитель-
ных повреждений ДНК. Ее роль связана прежде
всего с защитой от oxoG и FapyG – двух распро-
страненных повреждений ДНК, которые индуци-
руются окислительным стрессом и обладают амби-
валентными кодирующими свойствами, порождая
характерный спектр мутаций. Возникновение му-
таций G → T можно считать главным признаком
функциональной недостаточности GO-системы; в
частности, в опухолях человека выделяется от-
дельная мутационная сигнатура, связываемая с
появлением oxoG в геноме. У бактерий, а также в
раковых клетках GO-система служит ключевым
фактором долговременной устойчивости к инду-
цированному окислительному стрессу, и ее эле-
менты рассматриваются в качестве перспектив-
ных мишеней для лекарственных средств.

Работа поддержана Российским научным фон-
дом (грант № 19-74-00068, обзор GO-системы у
бактерий) и Российским фондом фундаментальных

исследований (грант №17-00-00261/17-00-00265,
обзор GO-системы у эукариот).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.
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GO SYSTEM, A DNA REPAIR PATHWAY TO COPE WITH OXIDATIVE DAMAGE
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The GO system is part of the DNA base excision repair pathway and is required for the error-free repair of
8-oxoguanine (oxoG), one of the most common oxidative DNA lesions. Due to the ability of oxoG to form
oxoG:A mispairs, this base is highly mutagenic, and its repair requires the action of two enzymes: 8-oxogua-
nine DNA glycosylase (Fpg or MutM in bacteria, OGG1 in eukaryotes), which removes oxoG from oxoG:C
pairs, and adenine DNA glycosylase (MutY in bacteria, MUTYH in eukaryotes), which removes A from
oxoG:A mispairs to prevent mutations. The third enzyme of the system (MutT in bacteria, MTH1 or
NUDT1 in eukaryotes) hydrolyzes 8-oxo-2′-deoxyguanosine triphosphate, preventing its incorporation into
DNA. Recent data point to the GO system proteins as promising targets for the therapy of cancer and auto-
immune diseases and bacterial infections. The review highlights the structure and specificity of the GO sys-
tem in bacteria and eukaryotes and its unique role in mutation avoidance.

Keywords: DNA damage, DNA repair, mutagenesis, oxidative stress, 8-oxoguanine, DNA glycosylases, nu-
cleoside triphosphate hydrolases
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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
DOI: 10.31857/S0026898421020099

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.

УДК 577.151.45

ЭНЗИМОЛОГИЯ СИСТЕМ РЕПАРАЦИИ ДНК
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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'
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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



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

ЭНДОРИБОНУКЛЕАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ МУТАНТНЫХ ФОРМ APE1 247

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
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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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ИЗУЧЕНИЕ СВОЙСТВ РЕКОМБИНАНТНОЙ ЭНДОНУКЛЕАЗЫ IV 
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В клетках Mycobacterium tuberculosis присутствуют две апурин-апиримидиновых (АP-) эндонукле-
азы: эндонуклеаза IV (MtbEnd) и экзонуклеаза III (MtbXthA), ‒ причем MtbEnd играет основную
роль в защите микобактериальной ДНК в условиях окислительного стресса. Эндонуклеаза IV мико-
бактерий значительно отличается от гомологов из Escherichia coli и других протеобактерий по ряду
консервативных позиций, образующих структурные элементы связывания ДНК и узнавания AP-
сайта. В работе клонирован ген end M. tuberculosis, а также выделен и исследован рекомбинантный
белок MtbEnd. Белок эффективно гидролизовал ДНК по натуральному AP-сайту и его 1′-дезокси-
аналогу в присутствии двухвалентных катионов, особенно Ca2+, Mn2+ и Co2+. Экзонуклеазная ак-
тивность в препаратах фермента отсутствовала; оптимум pH приходился на 7.0–8.0, а оптимум ион-
ной силы ‒ на ~50 мМ NaCl. Ферментативная активность MtbEnd была низкой по отношению к
AP-сайтам, модифицированным химиотерапевтическим агентом метоксиамином. Результаты ис-
следования позволяют рассматривать MtbEnd в качестве возможной мишени при разработке новых
противотуберкулезных средств.
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Патогенный микроорганизм Mycobacterium tu-
berculosis проводит значительную часть своего
жизненного цикла внутри макрофагов организ-
ма-хозяина и постоянно подвергается действию
производимых ими активных форм кислорода и
азота [1]. Для выживания клетки в таких условиях
особенно важно функционирование систем репа-
рации ДНК [2]. Значимую роль в защите генома
бактерий в этой ситуации играет система эксци-
зионной репарации оснований (ЭРО), так как
большинство повреждений в условиях окисли-
тельного стресса представлено окисленными ос-
нованиями и апурин-апиримидиновыми (AP-)
сайтами, исправляемыми именно по пути ЭРО
[3]. Определение нуклеотидной последователь-
ности генома M. tuberculosis и сравнение его с дру-
гими бактериальными геномами позволило вы-

явить основные ферменты, участвующие в этой
системе [4, 5].

В число главных элементов системы ЭРО вхо-
дят AP-эндонуклеазы ‒ ферменты, гидролизую-
щие фосфодиэфирную связь с 5′-стороны от AP-
сайта с образованием 5′-фосфата и 3′-гидрок-
сильной группы [6‒8]. Отсутствие этой активно-
сти приводит к резкому накоплению мутаций или
к гибели клетки. В клетках Escherichia coli присут-
ствуют две AP-эндонуклеазы: конститутивная эк-
зонуклеаза III, кодируемая геном xthA, и индуци-
руемая окислительным стрессом эндонуклеаза IV
(EcoNfo), кодируемая геном nfo. У M. tuberculosis
есть гомологи обоих этих белков: экзонуклеазе III
соответствует белок MtbXthA, кодируемый геном
xthA, а эндонуклеазе IV ‒ белок MtbEnd, кодиру-

# Авторы внесли равный вклад.
Сокращения: ЭДТА – этилендиаминтетраацетат натрия; ЭРО – эксцизионная репарация оснований; AP (apurinic/apyrim-
idinic) ‒ апурин-апиримидиновые (сайты, эндонуклеазы); EcoNfo ‒ эндонуклеаза IV Escherichia coli; M2+ ‒ ионы двухва-
лентных металлов; MtbEnd ‒ эндонуклеаза IV Mycobacterium tuberculosis; MtbXthA ‒ экзонуклеаза III Mycobacterium tubercu-
losis; THF ((3-hydroxytetrahydrofuran-2-yl)methyl phosphate) ‒ (3-гидрокситетрагидрофуран-2-ил)метилфосфат.

УДК 577.213.6;577.151.4;577.151.35

ЭНЗИМОЛОГИЯ СИСТЕМ РЕПАРАЦИИ ДНК
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емый геном end. Заметим, что в отличие от E. coli,
где фермент Nfo выполняет вспомогательную
функцию, основную роль в защите микобактери-
альной ДНК в условиях окислительного стресса
играет именно эндонуклеаза IV [9]. В мышиной
модели ген end входит в число необходимых для
успешной инфекции M. tuberculosis [10], хотя в ис-
следованиях с использованием морских свинок не
обнаружено разницы между эффективностью ин-
фекции штаммом дикого типа и штаммом с инак-
тивированным геном end [11]. Однако активность
MtbEnd может быть более важна в условиях лекар-
ственной терапии. Ген end индуцируется при
стрессе, вызванном обработкой M. tuberculosis ин-
гибиторами синтеза микобактериальной клеточ-
ной стенки ‒ изониазидом и тиокарлидом [12].
При исследовании чувствительности библиотеки
транспозонных мутантов M. tuberculosis к антибио-
тикам ген end оказался в числе 5% генов, инактива-
ция которых приводит к повышенной чувствитель-
ности к β-лактамному антибиотику меропенему
(одно из средств “последней линии” при туберкуле-
зе с множественной лекарственной устойчивостью)
при росте in vitro [13]. В стационарной же фазе и в
инфицированных макрофагах токсичность многих
антибиотиков с разным механизмом действия (ри-
фампицина, ципрофлоксацина, стрептомицина)
для M. tuberculosis усиливается за счет окисления пу-
ла dNTP, если система репарации ДНК не успевает
удалять включаемые поврежденные дезоксинук-
леотиды [14]. Совокупность полученных на сего-
дняшний день данных позволяет рассматривать
MtbEnd в качестве возможной мишени для новых
противотуберкулезных препаратов, сенсибили-
зирующих бактерии к действию антибиотиков.

Ферментативные свойства MtbEnd частично
охарактеризованы [9, 15], однако различия в
свойствах, описанных в этих публикациях, и зна-
чительные отличия от EcoNfo в отношении спе-
цифичности к двухвалентным катионам и опти-
мальных значений pH и ионной силы не позволя-
ют считать характеристику MtbEnd полной и
однозначной. Разница в описанных свойствах
MtbEnd может быть обусловлена разными после-
довательностями пептидов для аффинной хрома-
тографии, введенных в рекомбинантный белок
(пептид Strep-tag в работе [9] или два олигогисти-
диновых пептида на обоих концах белка в работе
[15]), и разными процедурами выделения. Сведе-
ния об ингибировании MtbEnd потенциальными
фармакологически активными молекулами в ли-
тературе отсутствуют.

Цель работы заключалась в изучении свойств
рекомбинантной эндонуклеазы MtbEnd при све-
дении к минимуму модификации последователь-
ности белка и продолжительности процедуры вы-
деления. Для этого ген end штамма M. tuberculosis
H37Rv клонировали в вектор для суперпродукции
белка с олигогистидиновым пептидом на C-кон-

це. Оптимизированы условия индукции синтеза
рекомбинантного белка MtbEnd в трансформи-
рованных клетках E. coli, процедуры очистки ре-
комбинантного белка и проведения фермента-
тивной реакции. Наконец, исследована чувстви-
тельность MtbEnd к проходящему клинические
испытания ингибитору AP-эндонуклеаз ‒ меток-
сиамину.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. В работе использовали штаммы

E. coli XL10 Gold Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endA1 glnV44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte
F′[proAB lacIqZΔM15 Tn10(Tetr Amy Cmr)] (“Agilent
Technologies”, США) и SoluBL21(DE3) F– ompT
hsdSB ( ) gal dcm (DE3) (“Genlantis”, США),
геномную ДНК штамма M. tuberculosis H37Rv
(ФГБУ “Новосибирский научно-исследователь-
ский институт туберкулеза”, Россия), плазмиду
pET-23b (“Merck Millipore”, США). Работу про-
водили с рестриктазами FauNDI, Sfr274I, ДНК-
лигазой бактериофага T4 (“Сибэнзим”, Россия),
полинуклеотидкиназой бактериофага T4, ДНК-
полимеразой Taq и Pfu (“Биосан”, Россия) и ура-
цил-ДНК-гликозилазой E. coli (“New England
Biolabs”, США). Рекомбинантный белок EcoNfo
был любезно предоставлен А.А. Ищенко из Уни-
верситета Париж-Саклэ (Université Paris-Saclay,
Франция). Олигодезоксирибонуклеотиды, в том
числе модифицированные, синтезированы в ла-
боратории биомедицинской химии ИХБФМ СО
РАН. Структура олигонуклеотидов представлена
в табл. 1. Мечение олигонуклеотидов 32P по 5′-концу
проводили полинуклеотидкиназой бактериофага
T4 в условиях, рекомендованных производите-
лем фермента. Двухцепочечные субстраты полу-
чали отжигом меченого олигонуклеотида 23X с
1.3-кратным избытком комплементарного олиго-
нуклеотида 23comp. Для получения субстратов, со-
держащих натуральный (альдегидный) AP-сайт,
дуплекс U:C обрабатывали урацил-ДНК-глико-
зилазой (1 U) в течение 30 мин согласно ин-
струкции производителя.

Клонирование гена end M. tuberculosis. Ампли-
фикацию фрагмента размером 772 п.о. проводили
в 20 мкл реакционной смеси, содержащей 65 мМ
Трис-HCl (рН 8.9), 16 мМ (NH4)2SO4, 1.8 мМ
MgCl2, 0.05% Tween 20, 0.2 мМ dNTP, 1 мкM
праймеры end1 и end2 (табл. 1), 1 U ДНК-полиме-
разы Taq, 1 U ДНК-полимеразы Pfu и 1–10 нг ге-
номной ДНК M. tuberculosis. Процесс амплифи-
кации состоял из начальной денатурации при
95°C (3 мин), 33 циклов, каждый из которых
включал денатурацию при 96°C (10 с), отжиг при
60°C (10 с) и элонгацию при 72°C (40 с), и завер-
шался элонгацией при 72°C (3 мин). Амплифици-
рованный ген end клонировали в вектор pET-23b

− −
B Br m
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по сайтам NdeI и XhoI. Полученная плазмида
pET-23b-MtbEnd кодировала белок MtbEnd, не-
сущий на C-конце пептид His6, под промотором
РНК-полимеразы бактериофага T7. Нуклеотид-
ную последовательность вставки подтверждали
секвенированием по Сэнгеру.

Выделение белка MtbEnd. Клетки E. coli
SoluBL21(DE3), трансформированные плазми-
дой pET-23b-MtbEnd, выращивали при 37°C на
среде LB до оптической плотности (OD600) 0.3.
Затем 40 мл полученной культуры вносили в 4 л пи-
тательной среды LB и растили при 37°C до OD600 0.6.
Экспрессию индуцировали добавлением изопро-
пил-β-D-1-тиогалактопиранозида до концентра-
ции 1 мМ. После культивирования в течение 3 ч
при 25°C клетки осаждали центрифугированием
при 14000 × g. Все дальнейшие процедуры по вы-
делению фермента проводили на льду или при
4°C. Биомассу суспендировали в буфере, содер-
жащем 50 мМ Трис-HCl (pH 7.5) и 0.5 M NaCl
(буфер A). Клетки разрушали ультразвуком, сус-
пензию центрифугировали при 14000 × g. Освет-
ленный лизат прогревали при 60°C в течение
15 мин, денатурированные белки отделяли цен-
трифугированием при 14000 × g в течение 15 мин.
Супернатант наносили на металл-хелатный сор-
бент Profinity IMAC Resin (“Bio-Rad Laboratories”
США), насыщенный ионами Ni2+, промывали
сорбент буфером A и вели элюцию буфером A,
содержащим 50 и 500 мМ имидазол. Фракции,
содержащие белок нужной молекулярной массы,
обессоливали гель-фильтрацией на сорбенте Bio-
Gel P6 (“Bio-Rad Laboratories”), предварительно
уравновешенном в буфере, содержащем 50 мМ
Трис-HCl (pH 7.5) и 2 мМ дитиотреитол. К рас-
твору белка добавляли равный объем холодного
глицерина и хранили при −20°C. Концентрацию
белка определяли по методу Брэдфорда.

Определение активности AP-эндонуклеаз. Ана-
лиз проводили в 10 мкл реакционной смеси, со-
держащей 50 мМ Трис-HCl (pH 7.8), 50 мМ NaCl
и 0.5 мМ MnCl2 или хлориды других двухвалентных
металлов, в присутствии 50 нМ двухцепочечного
олигонуклеотидного субстрата. Для исследова-
ния pH-зависимости реакции Трис-HCl заменя-
ли на 20 мМ Na-фосфатный буфер с нужным зна-

чением pH. Реакцию проводили при температуре
37°C. После остановки реакции добавлением рав-
ного объема раствора, содержащего 80%-ный
формамид, 20 мМ ЭДТА (pH 8.0), 0.1%-ный кси-
ленцианол и 0.1%-ный бромфеноловый синий, с
последующим прогреванием в течение 2 мин при
95°C продукты реакции разделяли при помощи
гель-электрофореза в 20%-ном полиакриламид-
ном геле в присутствии 8 М мочевины при 45°C.
Гели визуализировали радиолюминесцентным
сканированием на установке Typhoon FLA 9500
(“GE Healthcare”, США). Относительное содер-
жание продукта в смеси определяли с использо-
ванием программы Gel-Pro Analyzer v4.0 (“Media
Cybernetics”, США). Результаты представлены
как среднее и стандартное отклонение по трем
независимым экспериментам.

Анализ консервативности в семействе Nfo. Био-
информатический анализ проводили на таксоно-
мически сбалансированной выборке из 93 поли-
пептидных последовательностей, из которых 48
происходили из типа Actinobacteria, а 45 – из типа
Proteobacteria. Для составления выборки вели по-
иск при помощи алгоритма blastp [16] в базе дан-
ных RefSeq Национального центра биотехноло-
гической информации США [17], используя в ка-
честве запроса последовательность MtbEnd для
актинобактерий и EcoNfo для протеобактерий. В
выборке оставляли не более 1 последовательно-
сти на таксономическое семейство. Последова-
тельности выравнивали при помощи программы
Clustal Omega [18]. Консервативность физико-хи-
мических свойств в позициях анализировали при
помощи программы AMAS [19] с использованием
стандартного набора Тейлора для физико-хими-
ческих свойств аминокислот [20], допуская нали-
чие не более 10% атипичных остатков. Для визуа-
лизации дерева последовательностей использова-
ли программу iTOL [21]. Расчет значений pKa
остатков, образующих сайты связывания ионов
двухвалентных металлов (M2+), проводили в про-
грамме DelPhiPKa, реализующей решение урав-
нения Пуассона–Больцмана [22, 23], при кон-
центрации соли 0.15 М в силовом поле AMBER
для структур 1QTW для EcoNfo [24] и 5ZHZ для
MtbEnd [25].

Таблица 1. Последовательности олигодезоксирибонуклеотидов, использованных в работе

a Подчеркнуты части праймеров для ПЦР, комплементарные последовательности геномной ДНК M. tuberculosis H37Rv.
b Двухцепочечные олигонуклеотиды в дальнейшем обозначены как X:C, где X ‒ модифицированный нуклеотид.

Название Последовательность (5′ → 3′)a

end1 TGAACATATGCTCATTGGTTCGCATGTC

end2 GAACTCGAGGCTGCCGGTTCTTTCCC

23X (X = THF, U, G, oxoG)b CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT

23comp AGAGGAAAGGAGCGAAGGGAGAG
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ консервативности
в семействе эндонуклеазы IV

Последовательности, гомологичные эндо-
нуклеазе IV, широко распространены среди бак-
терий. Анализ 93 последовательностей из типов
Actinobacteria и Proteobacteria (рис. 1а, б) пока-
зал достаточно высокую консервативность фи-
зико-химических свойств аминокислот, в осо-
бенности в областях, лежащих в петлях между
элементами вторичной структуры и несущих
функционально важные остатки, принимающие
участие в связывании ДНК, узнавании AP-сайта
и координации ионов металлов. Однако некото-
рые остатки, идентифицированные как важные
по результатам рентгеноструктурного анализа
EcoNfo [24, 26], оказались менее консервативны-
ми. В частности, это относится к одной из петель,
связывающей ДНК в малой бороздке с 3′-сторо-
ны от AP-сайта (35NQRQW39 в EcoNfo), а также к
остатку Trp268 (в EcoNfo), который образует

стенку кармана, узнающего AP-сайт (рис. 1б, в). В
обоих случаях упомянутые позиции абсолютно
или высококонсервативны в последовательно-
стях из протеобактерий, но либо не консерватив-
ны среди актинобактерий, либо консервативны
со значительным изменением физико-химиче-
ских свойств. Аналогичная картина выявлена для
ряда остатков, сближенных в пространственной
структуре с петлей 35NQRQW39 и остатком Trp268.
Таким образом, структурные элементы, отвечаю-
щие за узнавание поврежденной ДНК, частично
реорганизованы в белке MtbEnd по сравнению с
EcoNfo, и можно ожидать, что ферментативные
свойства этих белков тоже не совсем идентичны.

Клонирование гена end и выделение рекомбинантной 
эндонуклеазы IV M. tuberculosis

Нуклеотидная последовательность амплифи-
цированного фрагмента, содержащего ген end,
совпала с последовательностью из штамма M. tu-
berculosis H37Rv в базе данных GenBank (геном-

Рис. 1. Консервативность последовательности белков Nfo. а ‒ Неукорененная дендрограмма последовательностей го-
мологов эндонуклеазы IV из протеобактерий и актинобактерий. б ‒ График зависимости параметра консервативности
Cn от положения в последовательности (0 ≤ Cn ≤ 10, где Cn = 0 при полном отсутствии консервативности физико-хи-
мических свойств аминокислотных остатков и Cn = 10 при полной консервативности во всем выравнивании). График
построен для последовательности EcoNfo, элементы вторичной структуры приведены согласно пространственной
структуре комплекса EcoNfo с ДНК (1QUM [24]). в ‒ Выравнивание последовательностей EcoNfo и MtbEnd. Черным
цветом отмечены остатки, принимающие участие в координации ионов металлов, серым — связывающие ДНК, под-
черкнуты остатки, принимающие участие в узнавании AP-сайта.
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ный идентификатор NC_000962.3), за исключе-

нием запланированной замены G→A в первом

положении инициирующего кодона. Индуциро-

ванный синтез MtbEnd в клетках E. coli сопровож-

дался образованием телец включения. Содержание

фермента в растворимой фракции увеличивалось

при понижении температуры культивирования с

37°C до 25°C, поэтому при получении биомассы

культивирование проводили при пониженной тем-

пературе. Одной из задач исследования была разра-

ботка протокола быстрого выделения MtbEnd с

минимальным числом стадий, так как хроматогра-

фические процедуры и продолжительный диализ

могут приводить к утере двухвалентных катионов

из активного центра белка. В связи с тем, что го-

мологичный белок Nfo из E. coli отличается повы-

шенной термостабильностью [27], в качестве пер-

вого шага выделения использовали тепловую де-

натурацию осветленного лизата, что позволило

избавиться от большей части примесных белков

и, в частности, от экзонуклеазной активности в

препарате, которую наблюдали ранее при работе

с высокими концентрациями белка [9, 15]. После

металл-хелатной хроматографии и обессоливания

целевой белок с молекулярной массой ~28 кДа

(расчетная молекулярная масса 27 910 Да) имел

гомогенность >90% (рис. 2а) и не содержал не-

специфичной нуклеазной активности. Фермент

активно расщеплял 23-звенные олигонуклеотид-
ные дуплексы, содержащие натуральный AP-сайт
или его синтетический 1′-дезокси-аналог (3-гид-
рокситетрагидрофуран-2-ил)метилфосфат (THF;
рис. 2б), и не проявлял активности при наличии в
этих позициях нормального 2′-дезоксигуанозина
или его окисленного производного 8-оксо-2′-дезок-
сигуанозина. Гидролиз THF-субстрата был более
эффективен, чем гидролиз натурального AP-сай-
та. Расчетные значения наблюдаемой константы
скорости реакции в условиях избытка фермента

(рис. 2б) составили 0.27 ± 0.01 мин−1 для субстрата

THF:C и 0.14 ± 0.02 мин−1 для субстрата AP:C. По
литературным данным, MtbEnd, в отличие от
EcoNfo, проявляет повышенную специфичность
к C и сниженную специфичность к T напротив
продукта апуринизации (которой более всего
подвержены нуклеозиды dG) [9], что ожидаемо
для микобактерий и других организмов с высо-
ким содержанием GC-пар в ДНК.

Влияние ионов металлов на ферментативную 
активность MtbEnd

Белок EcoNfo представляет собой металло-
фермент, нуждающийся в ионах двухвалентных

металлов (M2+) для поляризации связей P–O гид-
ролизуемого фосфата и активации реагирующей

Рис. 2. Выделение и ферментативная активность белка MtbEnd. а ‒ Электрофоретический анализ фракций в ходе вы-
деления рекомбинантного белка MtbEnd: экстракт после прогревания (дорожка 1); белок, не связавшийся с металл-
хелатным сорбентом (дорожка 2); маркеры подвижности (дорожка 3); фракция, элюированная 50 мМ имидазолом
(дорожка 4); фракция, элюированная 500 мМ имидазолом (дорожка 5). Стрелками отмечена полоса, соответствующая
по подвижности белку MtbEnd. б ‒ Кинетика накопления продукта реакции гидролиза ферментом MtbEnd субстра-
тов, содержащих натуральный AP-сайт и его аналог THF. Реакцию проводили в присутствии 2.4 мкМ MtbEnd, 50 нМ
двухцепочечного субстрата и 0.5 мМ MnCl2.
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молекулы воды [26, 28–30]. Однако требования

EcoNfo к природе М2+ до конца не выяснены. На-
тивный белок, выделяемый из клеток E. coli без
гетерологичной экспрессии, содержит 2.4–2.5 ио-

нов Zn2+, 0.6–0.8 Mn2+, 0.1–0.4 Fe2+ и ~0.2 Cu2+ на

молекулу, прочие ионы M2+ присутствуют в коли-
честве <0.1 на молекулу белка [29]. Показано, что
ферментативная активность Nfo сохраняется в

отсутствие ионов M2+ в реакционной смеси, но
подавляется в присутствии хелатирующих аген-

тов [28, 29]. При реактивации ионами M2+ после хе-
латирования активность EcoNfo выше в присут-

ствии Mn2+ и Co2+, чем в присутствии Zn2+ [29]. В
кристаллах Nfo из разных видов бактерий три ме-
таллсвязывающих центра белка могут быть заня-

ты в разных комбинациях ионами Zn2+, Mn2+,

Fe2+ и Cd2+, включенными из кристаллизаци-
онного раствора [24‒26, 31‒33]. По данным
структурных исследований в одном из металл-

связывающих центров обмен иона M2+ с раствором
облегчен [26, 33]. В целом, EcoNfo присущи свой-
ства металлзависимого фермента с умеренным

сродством к каталитическим ионам M2+ и опти-

мальной композицией ионов 2Zn2+/1Mn2+.

Аминокислотные остатки, координирующие
ионы металлов, идентичны в белках EcoNfo и
MtbEnd. Учитывая использование металлхелат-
ной хроматографии для выделения MtbEnd, мы
не можем исключить, что часть каталитических
ионов была утеряна в ходе выделения и может
быть замещена ионами из реакционной смеси. В
связи с этим нами проанализирована активность

MtbEnd в присутствии разных ионов M2+. На рис. 3

представлены данные о влиянии ионов Zn2+,

Сa2+, Ni2+, Cu2+, Mn2+, Mg2+, Co2+ и Fe2+ на гидро-

лиз дуплекса THF:C. Показано, что в присут-
ствии 5 мМ ЭДТА ферментативная активность
MtbEnd полностью исчезает (рис. 3а, дорожка 10).
Наибольшую активность фермент проявлял в

присутствии Ca2+, несколько меньшую ‒ при на-

личии в растворе ионов Mn2+ и Co2+, что для этих
двух ионов согласуется с литературными данны-
ми по EcoNfo [26, 29] (рис. 3б). Как и в случае

EcoNfo, в присутствии одних только ионов Zn2+

AP-эндонуклеазная активность MtbEnd была
низкой. Фермент был умеренно активен при на-

личии в реакционной смеси ионов Cu2+ и Ni2+, а в

присутствии Fe2+ регистирировали низкую сте-
пень специфического расщепления, сопровож-
давшегося дополнительной деградацией продукта

(рис. 3а). В присутствии других ионов M2+ такой
деградации не наблюдалось, в отличие от ранних
сообщений о наличии 3′ → 5′-экзонуклеазной ак-
тивности в препаратах MtbEnd [9]. Возможно,
стадия тепловой денатурации в процессе выделе-
ния белка позволила избавиться от примесной
экзонуклеазной активности.

Интересно, что по литературным данным ио-

ны Mg2+ и Ca2+, в присутствии которых MtbEnd
проявляла высокую гидролитическую актив-
ность, не поддерживают активность EcoNfo [29].
Для MtbEnd ранее приводили следующие ряды

“предпочтений”: Mg2+ > Ca2+ ~ Mn2+ > Co2+  Zn2+,

Fe2+, Ni2+ [15] и Mg2+ ~ Ca2+ > Mn2+ > Zn2+, Co2+ [9].
Некоторые различия в результатах связаны, по
всей видимости, с разным расположением пепти-
дов для аффинной хроматографии и с разными
протоколами выделения и хранения рекомби-
нантного белка, что приводит к разной остаточ-
ной насыщенности сайтов связывания металлов

эндогенными ионами M2+. Для объяснения воз-

@

Рис. 3. Ферментативная активность MtbEnd в присутствии ионов двухвалентных металлов. а ‒ Электрофоретический
анализ продуктов реакции гидролиза дуплекса THF:C в присутствии ионов двухвалентных металлов (дорожки 1–8).
Дорожка 9 – субстрат в отсутствие фермента, дорожка 10 – реакция в присутствии ЭДТА (Э). б ‒ Выход продукта ре-
акции в присутствии ионов двухвалентных металлов. Реакцию проводили в присутствии 0.5 мМ хлорида соответству-
ющего двухвалентного металла, 100 нM MtbEnd и 50 нМ субстрата THF:C в течение 10 мин.
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можных причин разной металлспецифичности
EcoNfo и MtbEnd был проведен расчет значений
pKa остатков, образующих сайты связывания

ионов M2+ в структурах этих белков (табл. 2). Ос-
новные различия обнаружены в области связыва-
ния иона 1 ‒ одного из двух ионов, поляризую-
щих связи P=O в фосфатной группе AP-сайта и
активирующих молекулу воды для нуклеофиль-
ной атаки по атому фосфора [26, 30]. Значения
pKa остатков His56 и His96 в MtbEnd были соот-

ветственно на 0.37 и 0.24 единицы меньше, чем
для гомологичных им остатков His69 и His109 в
EcoNfo. Более выраженное депротонирование
остатков His при нейтральном pH может приводить

к более эффективному связыванию ионов M2+ в
сайте 1 белка MtbEnd по сравнению с EcoNfo.

Как видно из данных, приведенных на рис. 3,

присутствие в реакционной смеси ионов Mn2+

ассоциировано с достаточно высокой гидроли-
тической активностью как MtbEnd, так и гомо-
логичного белка EcoNfo, поэтому в дальнейших
экспериментах использовали буфер, содержа-
щий 0.5 мМ MnCl2.

Влияние pH и ионной силы на ферментативную 
активность MtbEnd

Изменение концентрации ионов водорода
оказывает выраженное влияние на скорость мно-
гих ферментативных реакций за счет изменения
состояния ионизации боковых радикалов амино-
кислот в активном центре фермента. Таким обра-
зом, значение рH среды влияет на способность
боковых радикалов служить донорами или акцеп-
торами протонов и координировать ионы метал-
лов. В частности, значения pKa металлкоордини-

рующих остатков His EcoNfo лежат в диапазоне
5.4–8.2 для белка в свободном состоянии и могут

изменяться на 1–2 единицы pH при связывании

ДНК [15]. Для EcoNfo pH-оптимум ферментатив-

ной активности гидролиза AP-сайта лежит в об-

ласти 8.0–8.5 [34]. Для установления зависимости

ферментативной активности MtbEnd от рH в от-

ношении субстрата THF:C, проводили реакции в

растворах, содержащих 25 мМ Na-фосфатный бу-

фер в диапазоне рH 4.0–9.0 (рис. 4а). MtbEnd гид-

ролизовала субстрат при всех значениях pH, при

этом максимальные различия составляли около

3 раз. Зависимость активности от pH имела мак-

симум в области pH 7–8, что согласуется с нали-

чием как минимум двух критических для катализа

ионизируемых аминокислотных остатков в ак-

тивном центре фермента. Очевидными кандида-

тами на роль в возрастании активности с перехо-

дом в области pH 6 служат остатки His в позициях

56, 96, 165, 191 и 206, так как они координируют

ионы M2+; а также остаток His6, принимающий

участие в узнавании AP-сайта (рис. 1в). Падение

активности фермента при дальнейшем повыше-

нии pH может быть связано либо с общей деста-

билизацией укладки полипептидной цепи, либо с

ионизацией остатка Tyr59, который в норме за-

полняет полость в ДНК после выворачивания

AP-сайта [24].

Влияние ионной силы раствора на гидролиз

дуплекса (при pH 8.0) представлено на рис. 4б.

Ферментативная активность MtbEnd имела выра-

женный оптимум при концентрации NaCl ~ 50 мМ,

что сравнимо с оптимумом 50‒100 мМ для EcoNfo

[28]. Следует отметить, что области белка, кон-

тактирующие с ДНК, у MtbEnd содержат меньше

положительно заряженных аминокислотных остат-

ков, чем у EcoNfo (рис. 1в), и этим может быть обу-

словлен некоторый сдвиг оптимума в область более

низких значений ионной силы.

Таблица 2. Расчетные значения pKa остатков, образующих сайты связывания ионов M2+ в структурах EcoNfo и
MtbEnd

а а.о – Аминокислотный остаток.

Номер M2+-

связывающего сайта

EcoNfo MtbEnd

а.о.а pKa а.о. pKa

1 His69 7.14 His56 6.77

1 His109 6.74 His96 6.50

1, 3 Glu145 1.60 Glu129 1.56

3 Asp179 2.32 Asp162 1.82

2 His182 7.63 His165 7.60

3 His216 7.34 His191 7.43

2 Asp229 1.94 Asp204 1.89

2 His231 7.26 His206 7.28

3 Glu261 2.11 Glu233 2.30
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Гидролитическая активность MtbEnd 
по AP-сайтам, модифицированным метоксиамином

Метоксиамин представляет собой небольшую

молекулу, которая реагирует с альдегидной груп-

пой в составе AP-сайтов, что предотвращает их

расщепление AP-эндонуклеазой человека APEX1

[35, 36]. Вследствие этого метоксиамин усиливает

цитотоксичность широкого спектра терапевтиче-

ских агентов, повреждающих ДНК, и в настоящее

время проходит клинические испытания как сен-

ситизатор опухолевых клеток [37–40]. Для белка

EcoNfo сообщалось как об умеренном подавле-

нии активности при реакции AP-сайтов с меток-

сиамином [41], так и об отсутствии эффекта [42, 43];

для MtbEnd такие данные отсутствуют. Для срав-

нительной оценки влияния такой модификации

на активность ферментов MtbEnd и EcoNfo нами

проанализировано расщепление субстратов AP:C

и THF:C в присутствии 0.01–10 мМ метоксиами-

на. Учитывая, что метоксиамин не ингибирует

ферменты непосредственно, а модифицирует на-

Рис. 4. Зависимость ферментативной активности MtbEnd от pH (а) и концентрации NaCl (б). Реакцию проводили в
присутствии 0.5 нМ MtbEnd и 50 нМ субстрата THF:C в течение 30 мин.
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тивный AP-сайт, мы ожидали, что активность
AP-эндонуклеаз снизится в отношении субстрата
AP:C, но не THF:C. Результаты эксперимента
полностью подтвердили предполагаемый меха-
низм: наблюдалось зависимое от концентрации
метоксиамина снижение количества продукта
гидролиза AP:C, в то время как при любой кон-
центрации метоксиамина оба фермента эффек-
тивно гидролизовали THF:C (рис. 5а, б). Заме-
тим, что в сравнении с EcoNfo для MtbEnd выяв-
лена тенденция к повышенной чувствительности
к метоксиамину (рис. 5а).

Таким образом, нами показано, что рекомби-
нантный белок MtbEnd проявляет высокую фер-

ментативную активность в присутствии ионов Ca2+,

Mn2+, Со2+ и в несколько меньшей степени ‒ Mg2+

или Cu2+, что сильно отличает его от эндонукле-
азы IV из E. coli. Максимальная ферментативная
активность MtbEnd наблюдалась при концентра-
ции NaCl ~50 мМ и рH 7.0‒8.0, что свидетельствует
о смещении оптимума в сторону пониженной ион-
ной силы и оснóвности раствора по сравнению с
ферментом из E. coli. Модификация AP-сайтов ме-
токсиамином ‒ потенциальным противоопухоле-
вым терапевтическим агентом ‒ подавляла фер-
ментативную активность MtbEnd на натуральном
субстрате. Зная, что MtbEnd представляет собой
главную AP-эндонуклеазу M. tuberculosis, можно
рассматривать метоксиамин и другие соединения
алкоксиаминового ряда как потенциальные ле-
карственные препараты для терапии микобакте-
риальных инфекций.

Работа частично поддержана проектами базо-
вого бюджетного финансирования ПФНИ ГАН
№ АААА-А17-117020210027-9 (в части клонирования
и выделения MtbEnd), АААА-А17-117020210023-1 (в
части характеристики MtbEnd) и FSUS-2020-0035
(в части биоинформатического анализа и моле-
кулярного моделирования белков Nfo). Секвени-
рование выполнено в ЦКП “Геномика” СО РАН.

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT ENDONUCLEASE IV
FROM Mycobacterium tuberculosis

M. A. Dymova1, A. V. Endutkin1, V. V. Polunovsky2, A. I. Zakabunin1,
E. A. Khrapov1, N. A. Torgasheva1, A. V. Yudkina1, G. V. Mechetin1,

M. L. Filipenko1, and D. O. Zharkov1, 2, *
1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,

Novosibirsk, 630090 Russia
2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: dzharkov@niboch.nsc.ru

Mycobacterium tuberculosis bacteria contain two apurinic/apyrimidinic (AP) endonucleases: endonuclease IV
(MtbEnd) and exonuclease III (MtbXthA), with endonuclease IV playing a dominant role in the protection
of mycobacterial DNA from oxidative stress. Еndonuclease IV from Mycobacteria differs significantly from
its homologues in Escherichia coli and other Proteobacteria in a number of conserved positions important for
DNA binding and AP site recognition. Here, we report cloning of the M. tuberculosis end gene, purification
and characterization of recombinant MtbEnd. The protein hydrolyzed DNA at the natural AP site and its
1′-deoxy analog in the presence of divalent cations, of which Ca2+, Mn2+, and Co2+ supported the highest
activity. The pH optimum at 7.0–8.0 and the ionic strength optimum at ~50 mM NaCl were determined. The
enzymatic activity of MtbEnd was suppressed in the presence of methoxyamine, a chemotherapeutic agent
that modifies AP sites. Based on the results, MtbEnd may be considered a possible target for new anti-tuber-
culosis drugs.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, AP endonuclease, DNA repair, methoxyamine
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Одно из наиболее часто встречающихся повреждений ДНК ‒ появление апуриновых/апиримиди-
новых (АР-) сайтов. Основной путь репарации АР-сайтов инициирует апуриновая/апиримидино-
вая эндонуклеаза 1 (АРЕ1). При гидролизе этим ферментом фосфодиэфирной связи с 5′-стороны от
АР-сайта образуется однонуклеотидная брешь, фланкированная 3′-гидроксильной и 5′-дезоксири-
бозофосфатной (5′-dRP) группой. Известно, что после гидролиза АР-сайта АРЕ1 некоторое время
остается связанной с продуктом. Этот этап работы АРЕ1 стал предметом проведенного нами иссле-
дования, в результате которого обнаружена способность АРЕ1 формировать продукт ковалентного
присоединения к цепи ДНК, содержащей брешь с 5′-dRP-группой, которая обращена в сторону
бреши. Кроме того, установлено, что, оставаясь в комплексе с продуктом гидролиза АР-сайта, АРЕ1
проявляет 5'-dRP-лиазную активность, катализируя отщепление остатка 5′-dRP. Ранее в литературе
не было сообщений на эту тему. Наличие у АРЕ1 лиазной активности может быть важным момен-
том при репарации АР-сайтов в случае дефицита или мутаций ДНК-полимеразы β ‒ основного
фермента, удаляющего 5′-dRP в процессе репарации поврежденных оснований.

Ключевые слова: апуриновые/апиримидиновые сайты, апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1,
дезоксирибозофосфатлиазная активность, репарация оснований ДНК, аффинная модификация
DOI: 10.31857/S0026898421020075

Апуриновые/апиримидиновые (АР-) сайты –
один из наиболее часто встречающихся типов по-
вреждений ДНК. Основной путь их метаболизма
в клетке – это гидролиз апуриновой/апиримиди-
новой эндонуклеазой 1 (АРЕ1) [1]. APE1 расщеп-
ляет сахарофосфатный остов c 5′-стороны от АР-
сайта в ходе реакции гидролиза с образованием
остатка дезоксирибозы на 5′-конце олигонуклео-
тида, фланкирующего брешь. Ранее нами была
обнаружена способность АРЕ1 образовывать ос-
нование Шиффа с АР-сайтами [2]. Также извест-
но, что АРЕ1 после гидролиза АР-сайта образует
достаточно стабильный комплекс с продуктом
реакции [1, 2], предположительно в основном за
счет взаимодействия с остатком дезоксирибозы
на 5′-конце бреши.

Учитывая это обстоятельство, мы предполо-
жили возможность формирования АРЕ1 основа-
ния Шиффа с дезоксирибозофосфатным остат-

ком на 5′-конце олигонуклеотида, фланкирующего
брешь. Для детекции таких продуктов необходимо
вводить радиоактивную метку, например, на 3′-конец
олигонуклеотида, содержащего 5′-дезоксирибозо-
фосфат (5′-dRP). Варьируя положение радиоактив-
ной метки на 3′- или 5′-конце олигонуклеотидов,
формирующих дуплекс ДНК, нам удалось с помо-
щью электрофореза в ПААГ в денатурирующих
условиях зарегистрировать меченые АРЕ1-про-
дукты, которые могли быть образованы в резуль-
тате ковалентного присоединения АРЕ1 к ДНК,
содержащей брешь, фланкированную 5′-dRP-
группой. Время жизни продуктов ковалентного
присоединения АРЕ1 к таким ДНК не превыша-
ло 15 мин. Кроме того, установлено, что, остава-
ясь в комплексе с продуктом гидролиза АР-сайта,
АРЕ1 проявляет 5′-dRP-лиазную активность, от-
щепляя 5′-dRP-остаток и оставаясь связанной с
ним, по крайней мере, в течение 30 мин.

Сокращения: АР-сайт – апуриновый/апиримидиновый сайт; АРЕ1 – апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1; BER –
эксцизионная репарация оснований; D – диэтиленгликолевый остаток; 5′-dRP – 5′-дезоксирибозофосфат; Polβ – ДНК-
полимераза β; UDG – урацил-ДНК-гликозилаза Escherichia coli.

УДК 577.29

ЭНЗИМОЛОГИЯ СИСТЕМ РЕПАРАЦИИ ДНК
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. Синтетические олигонуклеотиды

синтезированы в Лаборатории биомедицинской
химии (ИХБФМ СО РАН). В работе использова-
ны [γ-32P]ATP и [α-32P]dАTP (>3000 Ки/ммоль) –
продукция Лаборатории биотехнологии ИХБФМ
СО РАН; Т4-полинуклеотидкиназа, урацил-ДНК-
гликозилаза Escherichia coli (UDG) (“Биосан”, Рос-
сия), маркеры молекулярных масс белков (“Thermo
Fisher Scientific”, США). Плазмиды, содержащие
кДНК APE1 человека и ДНК-полимеразы β (Polβ)
крысы, любезно предоставлены Dr. S. Wilson (Na-

tional Institute of Environmental Health Sciences,
National Institutes of Health, США. Рекомбинант-
ные белки APE1 и Polβ были выделены по ранее
описанным методикам ([3] и [4] соответственно).

Получение AP- и 5'-dRP-ДНК. Последователь-
ности использованных ДНК-дуплексов приведе-
ны в табл. 1, где D – остаток диэтиленгликоля,
синтетический аналог АР-сайта [5].

Формирование ДНК-дуплексов, введение [32P]-
метки на 5′-конец олигонуклеотидов, обработку
UDG для получения АР- и 5′-dRP-ДНК проводили
по ранее опубликованной методике [6]. Так, введе-

Таблица 1. Использованные в работе ДНК-дуплексы

Обозначение Последовательность Схематическое
изображение

ДНК1 5′-pUCCCGGCTTAGTCGCC-3′

ДНК2
5′-pUCCCGGCTTAGTCGCC-3′

3′-GGGCCGAATCAGCGG-5′

ДНК3
5′-pUCCCGGCTTAGTCGCC-3′

3′-GGGGCCGAATCAGCGG-5′

ДНК4
5′-pUCCCGGCTTAGTCGCC-3′

3′-CCCTCCGGGACCGCAAGGGGCCGAATCAGCGG-5′

ДНК5
5′-pUCCCGGCTTAGTCGCC-3′

3′-CCCTCCGGGACCGCAAUGGGCCGAATCAGCGG-5′

ДНК6
5′-pUCCCGGCTTAGTCGCC-3′

3′-CCCTCCGGGACCGCAADGGGCCGAATCAGCGG-5′

ДНК7

5′-pU

5′-GGGAGGCCCTGGCGTT CCCGGCTTAGTCGCC-3′

3′-CCCTCCGGGACCGCAAGGGGCCGAATCAGCGG-5′

ДНК8

5′-pU

5′-GGGAGGCCCTGGCGTT CCCGGCTTAGTCGCC-3′

3′-CCCTCCGGGACCGCAAUGGGCCGAATCAGCGG-5′

ДНК9

5′-pU

5′-GGGAGGCCCTGGCGTT CCCGGCTTAGTCGCC-3′

3′-CCCTCCGGGACCGCAADGGGCCGAATCAGCGG-5′

ДНК10
5′-GGGAGGCCCTGGCGTTUCCCGGCTTAGTCGCC-3′

3′-CCCTCCGGGACCGCAAGGGGCCGAATCAGCGG-5′

⋅

⋅

⋅



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

5'-ДЕЗОКСИРИБОЗОФОСФАТЛИАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ APE1 271

ние 5′-[32P]-метки осуществляли с использованием
Т4-полинуклеотидкиназы. Для получения ДНК-
дуплексов соответствующие олигодезоксирибо-
нуклеотиды смешивали в эквимолярном соотно-
шении в буфере, содержащем 10 мM Трис-HCl
(pH 8.0) и 1 мM EDTA, реакционную смесь нагре-
вали в течение 5 мин при 90°C, а затем медленно
снижали температуру до комнатной. UDG-обра-
ботку ДНК, содержащей dUMP, проводили непо-
средственно перед экспериментом: 1 пмоль ДНК
инкубировали с 0.1 U UDG 30 мин при 37°C.

Введение радиоактивной метки на 3′-конец
олигонуклеотида проводили с использованием
[α-32P]dАTP и Polβ, как описано ранее [7]. Реак-
ционную смесь (200 мкл), содержащую 50 мM
Трис-HCl (pH 8.0), 50 мM NaCl, 10 мM MgCl2,
0.5 мкM ДНК, 5 МБк [α-32P]dАTP, 1 мкM dАTP и
0.2 мкM Polβ, инкубировали 90 мин при 37°C.
Polβ инактивировали нагреванием при 90°C в те-
чение 5 мин. Радиоактивно меченный олигонук-
леотид выделяли, как описано ранее [6].

Ковалентное присоединение белков APE1 и Polβ
к АР-/dRP-ДНК. Реакционную смесь (10 мкл),
содержащую 50 мM Трис-HCl (pH 8.0), 50 мM
NaCl, 10 мM EDTA, 0.1 мкM [32P]-dRP-ДНК и
APE1 (0.3, 0.6, 1.2 мкМ) и/или Polβ (0.3 мкМ или
35 нМ), смешивали во льду и инкубировали при
37°C. Затем для стабилизации основания Шиффа
в аддуктах [32P]-dRP-ДНК и белков в реакционную
смесь добавляли NaBH4 до концентрации 20 мМ и
инкубировали 30 мин во льду. После этого про-
дукты анализировали электрофорезом в 12.5%-ном
SDS-ПААГ [8]. Гели высушивали и анализирова-
ли с использованием Biomolecular Imager Typhoon
FLA 9 500 (“GE Healthcare Life Sciences”, США) и
программного обеспечения Quantity One (“Bio-
Rad”, США).

Анализ 5'-dRP-лиазной активности АРЕ1. Реак-
ционная смесь (10 мкл) содержала 0.1 мкМ ДНК-
дуплекс с радиоактивной меткой на 3′-конце
5′-dRP-олигонуклеотида, 0.3 мкМ АРЕ1 (где ука-
зано) и следующие стандартные компоненты:
50 мM Трис-HCl (pH 8.0), 50 мM NaCl, 10 мM EDTA,
1 мM дитиотреитол, 0.05 мг/мл BSA. Пробы ин-
кубировали при 37°C и отбирали аликвоты через
2, 5, 10, 15 и 20 мин. Реакцию останавливали до-
бавлением метоксиамина до его конечной кон-
центрации 30 мМ с последующей инкубацией
при 0°C в течение 30 мин, после чего анализиро-
вали продукты электрофорезом в 20%-ном ПААГ
в присутствии 7 М мочевины [9]. Далее гели обра-
батывали, как описано в предыдущем разделе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Взаимодействие АРЕ1 и Polβ с ДНК, содержащими 

5′-дезоксирибозофосфатную группу

Для изучения взаимодействия белков с
5′-dRP-группой использовали различные ДНК-
структуры, содержащие упомянутую группу. Все
они представлены в табл. 1. Во всех случаях ДНК
с 5′-dRP-группами и АР-сайтами получали обра-
боткой UDG соответствующих dUMP-содержащих
ДНК непосредственно перед экспериментом.
Для выяснения механизма образования продук-
тов ковалентного присоединения АРЕ1 к ДНК
использовали ДНК-дуплекс, имитирующий продукт
гидролиза АР-сайта АРЕ1 ‒ ДНК7, в котором
однонуклеотидная брешь в цепи фланкирована с
5′-стороны дезоксирибозофосфатным остатком,
содержащим введенную [32Р]-радиоактивную
метку. Эта структура ДНК имитирует продукт
гидролиза АР-сайта в реакции, катализируемой
APE1. В этом случае радиоактивная метка содер-
жится в 5'-dRP-остатке, непосредственно участ-
вующем в образовании основания Шиффа с
аминогруппой белка, которая вовлечена в удале-
ние 5'-dRP-остатка. Такая локализация радиоак-
тивной метки позволяет регистрировать ранний
интермедиат ‒ белок с присоединенным к нему
олигонуклеотидом, ‒ а также продукт β-элими-
нирования, из которого уже удален остаток оли-
гонуклеотида, но дезоксирибозофосфат еще
остается связанным с белком. Субстрат, имею-
щий такую локализацию радиоактивной метки,
ранее был нами использован для поиска в клеточ-
ных экстрактах дезоксирибозофосфатлиаз, то
есть белков, которые способны образовывать ос-
нования Шиффа с подобной структурой ДНК и
осуществлять удаление остатка 5′-дезоксирибозы
[10]. АРЕ1 инкубировали с ДНК-дуплексом, ими-
тирующим продукт реакции гидролиза АР-сайта
под действием APE1, в течение различных проме-
жутков времени. В этой ДНК 5′-dRP-группа, об-
ращенная в сторону бреши, содержала [32Р]. Для
стабилизации ковалентных аддуктов АРЕ1-ДНК
аликвоты обрабатывали боргидридом натрия и
анализировали электорофоретическую подвиж-
ность продуктов в ПААГ (рис. 1). Образующиеся
радиоактивно меченные продукты на основании
их электрофоретической подвижности могут
быть отнесены к АРЕ1, ковалентно присоединен-
ной к ДНК, содержащей 5'-dRP-остаток. Таким
образом, результаты анализа согласуются с пред-
положением о формировании АРЕ1 ковалентных
аддуктов с продуктом катализируемой реакции
гидролиза АР-сайта.

По-видимому, за счет β-элиминирования про-
исходит отщепление олигонуклеотида, а дезокси-
рибозофосфатный остаток остается связанным с
белком, по крайней мере, в течение 30 мин. На та-
кой сценарий указывает набор образованных ме-
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ченых продуктов и последующая кинетика их
распада.

Для анализа справедливости предположения о
способности АРЕ1 проявлять АР/5'-dRP-лиаз-
ную активность и исследования специфичности
этого процесса в отношении различных структур
ДНК на основе 5′-[32Р]-меченого dUMP-содер-
жащего олигонуклеотида (ДНК1) были созданы
ДНК, имитирующие субстраты разных путей ре-
парации, включая эксцизионную репарацию осно-
ваний (BER) (ДНК7–ДНК10) и негомологичное
соединение концов (ДНК2‒ДНК6) (схематиче-
ское изображение ДНК см. в табл. 1). Основание
Шиффа представляет собой интермедиат реак-
ции β- и β,δ-элиминирования, катализируемого
АР/5'-dRP-лиазами. Однако в литературе описа-
ны примеры формирования основания Шиффа,
не приводящего к последующему расщеплению
остова ДНК [6, 11, 12]. Для слежения за удалением
5'-dRP остатка из ДНК, моделирующих субстра-
ты репарационных процессов, использовали на-
бор ДНК, в которых один из олигонуклеотидов
содержал на 5'-конце радиоактивно меченную
dRP-группу (см. табл. 1). В этих ДНК радиоактив-
ная метка содержится в 5'-dRP-остатке, непо-
средственно участвующем в образовании основа-
ния Шиффа при катализе лиазной реакции.
Целевые белки инкубировали с 5'-dRP-ДНК в те-
чение определенных промежутков времени, затем
восстанавливали основание Шиффа с помощью
боргидрида натрия и продукты этих превращений
подвергали электрофоретическому разделению в
денатурирующих условиях. Проведен сравни-
тельный анализ меченых продуктов сшивки
ДНК‒белок для АРЕ1, а также полимеразы Polβ ‒
классической 5'-dRP-лиазы процесса BER [13].
Из данных, представленных на рис. 2, видно, что
для обоих белков, с учетом их молекулярной мас-
сы (39 кДа Polβ и 35.5 кДа АРЕ1), в пределах од-

ного типа ДНК наборы меченых продуктов схо-
жи. В каждом случае наблюдаются минорные
продукты со сниженной электрофоретической
подвижностью и мажорные ‒ с электрофоретиче-
ской подвижностью, практически совпадающей с
таковой у исходных белков. Первый тип продук-
тов, вероятно, соответствует белку, содержащему
ковалентно присоединенный олигонуклеотид (до
расщепления связи), причем сам этот олигонук-
леотид может находиться в составе ДНК-дуплек-
са или диссоциировать из него при плавлении
дуплекса во время подготовки проб. Косвенно об
этом можно судить по электрофоретической по-
движности продуктов в зависимости от молеку-
лярной массы ДНК-дуплекса, хотя присоединяе-
мый к белку олигонуклеотид везде одинаков.
Анализ продуктов сшивки белков с одноцепочеч-
ным 5'-dRP-содержащим олигонуклеотидом под-
тверждает это предположение. При подготовке
образца для анализа по методу Леммли [8] в пробу
не вносятся соединения, обеспечивающие разру-
шение водородных связей между основаниями
ДНК, поэтому не всегда происходит количе-
ственное плавление дуплекса.

Для обоих белков с течением времени сначала
исчезали продукты с более низкой электрофоре-
тической подвижностью, которые относятся к
белку с ковалентно присоединенной ДНК. В про-
цессе реакции β-элиминирования олигонуклео-
тид высвобождается из ковалентного комплекса с
белком, а дезоксирибозофосфат, несущий радио-
активную метку, продолжает оставаться связан-
ным с белком. Этому продукту на радиоавтографе
соответствуют полосы с максимальной электро-
форетической подвижностью, так как присоеди-
ненный 5′-dRP-остаток практически не изменяет
электрофоретическую подвижность белка (см.
схему на рис. 1б). Правильность отнесения этого
продукта была подтверждена сопоставлением по-

Рис. 1. Схема формирования и анализа продуктов сшивки 5′-dRP-ДНК с АРЕ1. а ‒ ДНК, содержащие на 5′-конце оли-
гонуклеотида остаток [32Р]-dUМР, обрабатывали UDG. б ‒ 100 нМ 5′-dRP-ДНК (ДНК7) инкубировали с 300 нМ
АРЕ1, через указанные промежутки времени аликвоты реакционной смеси обрабатывали боргидридом натрия и ана-
лизировали электрофорезом в 12.5%-ном SDS-ПААГ. Дорожки 1‒4 соответствуют продуктам реакции за указанное
время, дорожка 5 – контрольный образец, не содержащий АРЕ1.
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ложения в геле полосы белка (по данным окра-
шивания Кумасси) (рис. 3, левая панель) и соот-
ветствующей полосы на радиоавтографе (рис. 3,
правая панель). Сравнительный анализ спектров
продуктов пришивки различных 5′-dRP-ДНК к
АРЕ1 и Polβ и кинетика их распада свидетель-
ствуют, что и в случае АРЕ1 также происходит
β-элиминирование, хотя и c меньшей эффектив-
ностью, чем для Polβ (рис. 2). Следует отметить,
что оба белка проявляют лиазную активность на
ДНК различной структуры, а не только той, кото-
рая имитирует интермедиаты процесса BER, что,
несомненно, тоже представляет интерес.

Для выяснения взаимовлияния АРЕ1 и Polβ
при их взаимодействии с ДНК-интермедиатами
BER проведены эксперименты по пришивке
этих белков к ДНК7 (структура с расщепленным
АР-сайтом) и ДНК10 (структура с интактным
АР-сайтом) при одновременном присутствии обо-
их белков в нескольких концентрациях. В качестве
примера на рис. 4 приведен анализ продуктов, обра-
зовавшихся за 1 мин в присутствии 35 нМ Polβ и
различных концентраций АРЕ1 (0.3, 0.6 и
1.2 мкМ). В целом, в выбранных условиях эффек-
тивность пришивки Polβ и АРЕ1 к ДНК с интакт-
ными АР-сайтами сопоставима. При взаимодей-
ствии Polβ со своим субстратом, ДНК-дуплексом
с 5'-dRP-группой на краю бреши (рис. 4), сшивки
образуются очень эффективно, при этом даже
40-кратный избыток АРЕ1 не влияет на выход
продуктов, относящихся к Polβ. В то же время,
несмотря на эффективное взаимодействие Polβ
с ДНК, для АРЕ1 сохраняется возможность свя-

зываться с ДНК и осуществлять β-элиминирова-
ние, о чем свидетельствует образование продук-
тов АРЕ1-dRP (рис. 4, продукт с самой высокой
электрофоретической подвижностью на дорож-
ках 2‒4). Следует отметить, что в клетках количе-
ство АРЕ1 может варьировать в широком диапа-
зоне, но концентрация APE1 всегда выше, чем
Polβ [14, 15]; именно поэтому использованные
нами в экспериментах соотношения этих белков

Рис. 3. Анализ продуктов модификации АРЕ1 на ос-
новании их электрофоретической подвижности.
100 нМ 5′-dRP-ДНК (ДНК7) инкубировали с 300 нМ
АРЕ1 в течение 3 мин, обрабатывали боргидридом на-
трия и анализировали электрофорезом в 12.5%-ном
SDS-ПААГ. Левая панель – окрашивание геля Кумасси,
правая панель – радиоавтограф этого же геля.
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Рис. 2. Кинетика образования и распада продуктов сшивки dRP-ДНК c Polβ (а) и АРЕ1 (б). Образец ДНК (100 нМ),
содержащей 5′-[32Р]-dRP-остаток (ДНК1‒ДНК9, указано над рисунком), инкубировали с 300 нМ Polβ или 300 нМ
АРЕ1 и через указанные промежутки времени отбирали аликвоты, обрабатывали боргидридом натрия и анализирова-
ли электрофорезом в 12.5%-ном SDS-ПААГ.
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вполне могут отражать таковые в клетке. Кроме
того, по имеющимся в литературе данным, из-
вестно об эффективном взаимодействии АРЕ1 с
продуктом реакции гидролиза АР-сайта [1, 16, 17],
из чего можно сделать вывод о присущей этому
ферменту лиазной активности и возможности ее
реализации in situ.

5'-dRP-лиазная активность АРЕ1

Для прямого доказательства способности
АРЕ1 удалять 5'-dRP-остаток ДНК-интермедиат
BER (ДНК7) с радиоактивной меткой на 3′-конце
dRP-содержащего олигонуклеотида инкубирова-
ли в присутствии белка АРЕ1 (300 нМ) или без
него в течение указанных промежутков времени,
затем реакционные смеси обрабатывали метоксиа-
мином и анализировали электрофоретическую по-
движность продуктов в ПААГ в присутствии 7 М
мочевины (рис. 5). Метоксиамин способен фор-
мировать аддукты с альдегидными группами
ДНК, что повышает устойчивость последних в
процессе пробоподготовки и последующего элек-
трофореза. В то же время метоксиамин не восста-
навливает основание Шиффа, поэтому ДНК не
фиксируется на белке и, следовательно, учитыва-
ется при анализе. В результате показано, что, дей-
ствительно, при инкубации 5′-dRP-ДНК в присут-
ствии или в отсутствие АРЕ1 накопление продукта
с увеличенной электрофоретической подвижно-
стью происходит быстрее в образцах с АРЕ1. В то же
время сопоставимые уровни превращения 5'-dRP-
субстрата в продукт под действием фермента Polβ
достигаются при его концентрациях в 10‒20 раз
меньше таковых для АРЕ1 [18]. Учитывая времен-
ные и концентрационные характеристики удале-
ния 5'-dRP-группы ферментами Polβ и АРЕ1,
можно сделать вывод, что в нормальных условиях
в клетке вклад АРЕ1 в удаление 5'-dRP невелик,
но значимость этой активности АРЕ1 может су-
щественно возрастать при дефиците 5'-dRP-лиаз-
ной активности, например обусловленной низ-

Рис. 4. Разделение продуктов ковалентного присо-
единения Polβ и АРЕ1 к ДНК, содержащей интакт-
ный (ДНК10) или расщепленный (ДНК7) АР-сайты.
Положение радиоактивной метки обозначено крас-
ным овалом, АР-сайта (интактного или расщеплен-
ного) – незаполненным овалом. Образец ДНК (100 нМ),
содержащей остаток dUМР, обрабатывали UDG,
инкубировали с АРЕ1 (концентрация указана внизу
рисунка) и/или 35 нМ Polβ (дорожки 1–4, 8–11) в те-
чение 1 мин, обрабатывали боргидридом натрия и ана-
лизировали электрофорезом в 12.5%-ном SDS-ПААГ.
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Рис. 5. Удаление остатка 5'-dRP под действием лиазной активности АРЕ1. Структура использованной ДНК (ДНК7)
представлена вверху рисунка. Положение радиоактивной метки обозначено красным овалом, 5'-dRP-остатка – неза-
полненным овалом. Образец ДНК (100 нМ), содержащей остаток 5'-dUМР, обрабатывали UDG, инкубировали в от-
сутствие АРЕ1 (контроль, дорожки 1–6) или в присуствии 300 нМ АРЕ1 (АРЕ1, дорожки 7–11) в течение 0, 2, 5, 10, 15
и 20 мин. Через указанные промежутки времени реакцию останавливали добавлением метоксиамина. а ‒ Анализ про-
дуктов реакции электрофорезом в 20%-ном ПААГ в присутствии 7 М мочевины. б ‒ Кинетические кривые, построен-
ные на основании результатов, представленных на панели (а). По оси ординат указано процентное содержание про-
дукта 5'-dRP-лиазной реакции в общем пуле меченых компонентов реакционной смеси.
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кой экспрессией Polβ либо ее мутациями. Кроме
того, как отмечено выше, реализацию этой актив-
ности АРЕ1 нельзя исключить и для других меха-
низмов репарации, включающих процессинг
5'-dRP-ДНК.

Интересно отметить, что 5'-dRP-лиазная ак-
тивность уже ранее обнаружена нами у некоторых
белков, участвующих в BER: PARP1, PARP2 и
HMGB1 [9, 18, 19]. Следовательно, в случае недо-
статочной активности Polβ эти белки могут быть
вовлечены в регуляцию эффективности BER,
участвуя в стадии, лимитирующей скорость про-
цесса репарации оснований в целом [20, 21]. В то
же время АРЕ1 может катализировать выщепле-
ние 5'-dRP-группы без диссоциации комплекса с
продуктом своей основной реакции. Такой меха-
низм представляется тем более вероятным, что
эксперименты, проведенные в клетках, показали,
что диссоциация АРЕ1 из комплекса с ДНК моду-
лируется Polβ, и при отсутствии полимеразы ско-
рость может снижаться [22]. Таким образом, ли-
азная активность АРЕ1 может быть необходимой
для репарации АР-сайтов в случае дефицита или
мутаций Polβ ‒ основного фермента, участвую-
щего в удалении 5'-dRP-группы в ходе репарации
поврежденных оснований [23].

Работа по изучению взаимодействия белков с
ДНК выполнена при поддержке Российского
фонда фундаментальных исследований (проект
№ 17-00-00097), а этапы наработки и характери-
стики белков для проведения исследований ‒ при
поддержке Российского научного фонда (грант
№ 19-14-00204).

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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5'-DEOXYRIBOSE PHOSPHATE LYASE ACTIVITY
OF APURINIC/APYRIMIDINIC ENDONUCLEASE 1

E. S. Ilina1, 2, O. I. Lavrik1, 2, and S. N. Khodyreva1, *
1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,

Novosibirsk, 630090 Russia
2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: svetakh@niboch.nsc.ru

One of the most common DNA lesions is the apurinic/apyrimidinic (AP-) sites. The main repair pathway for
AP sites is initiated by apurinic/apyrimidinic endonuclease 1 (APE1). Upon hydrolysis of the phosphodiester
bond by this enzyme, a one nucleotide gap flanked by 3'-hydroxyl and 5'-deoxyribose phosphate groups on
the 5'-side of the AP site is formed. It is known that after hydrolysis of the AP site, APE1 remains associated
with the product for some time. In the present work, the ability of APE1 to form the product of covalent at-
tachment of APE1 to DNA containing a gap with a 5'-deoxyribose phosphate residue was demonstrated. In
addition, it was found that remaining in a complex with the product of hydrolysis of the AP site, APE1 exhibits
5'-deoxyribosephosphate lyase activity, cleaving off the 5'-deoxyribose phosphate residue. The presence of
lyase activity in APE1 may be important for the repair of AP sites in the case of a deficiency or mutations in
DNA polymerase β, the main enzyme that removes the 5'-deoxyribose phosphate group.

Keywords: apurinic/apyrimidinic sites, apurinic/apyrimidinic endonuclease 1, deoxyribose phosphate lyase
activity, DNA repair, affinity modification
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ АКТИВНОСТИ ПОЛИМОРФНЫХ 
ВАРИАНТОВ УРАЦИЛ-ДНК-ГЛИКОЗИЛАЗ ЧЕЛОВЕКА SMUG1 И MBD4
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N-гликозилазы человека SMUG1 и MBD4 катализируют удаление из ДНК остатков урацила, обра-
зующихся в результате дезаминирования цитозина или ошибок репликации. Для однонуклеотидных
полиморфных вариантов (SNP) SMUG1 (G90C, P240H, N244S, N248Y) и каталитического домена
MBD4cat (S470L, G507S, R512W, H557D) методом молекулярной динамики получены структуры
фермент-субстратных комплексов. Экспериментально установлено, что SNP-варианты SMUG1
N244S и N248Y обладают повышенной каталитической активностью по сравнению с ферментом
дикого типа, по-видимому, за счет ускорения диссоциации комплекса фермента с продуктом и уве-
личения числа оборотов фермента. У остальных вариантов SMUG1 (G90C, P240H) и всех вариантов
MBD4cat, в которых замены аминокислот нарушали область связывания с субстратом и/или актив-
ный центр, каталитическая активность была значительно ниже, чем у ферментов дикого типа.

Ключевые слова: репарация ДНК, урацил-ДНК-гликозилаза человека, MBD4, SMUG1, однонук-
леотидный полиморфный вариант, активный центр, катализ
DOI: 10.31857/S0026898421020026

ВВЕДЕНИЕ
Появление урацила в ДНК – одно из наиболее

распространенных повреждений этой молекулы.
Урацил образуется либо при дезаминировании ци-
тозина (как спонтанном [1–3], так и ферментатив-
ном [4, 5]), либо при ошибочной вставке остатка
уридина во время репликации [6]. Несмотря на то,
что частота гидролитического дезаминирования
цитозина на два порядка меньше, чем, например,
частота апуринизации (70–200 против 104 случаев
в одной клетке в сутки [3]), такие повреждения от-
носятся к сильно мутагенным из-за того, что ре-
пликативные ДНК-полимеразы не способны от-
личать урацил и тимин в ДНК. Таким образом, в
ходе дальнейшей репликации U/G-пара считы-
вается как A/T, что в результате приводит к заме-
не исходной пары C/G на T/A. Однако во всех
живых организмах существует эффективный ме-
ханизм поиска и удаления урацила из ДНК [7].

Урацил в ДНК человека узнается и удаляется
несколькими ДНК-гликозилазами: урацил-ДНК-
гликозилазой (UNG2), тимин-ДНК-гликозилазой
(TDG), специфичной к одноцепочечной ДНК мо-

нофункциональной урацил-ДНК-гликозилазой
(SMUG1) и метил-CpG-связывающим фермен-
том 4 (MBD4) [8, 9]. Первые три фермента относят-
ся к первому, второму и третьему подсемействам
структурного суперсемейства урацил-ДНК-глико-
зилаз (семейство UDG), а белок MBD4 – к семей-
ству “спираль-шпилька-спираль” (семейство HhH)
[8, 10]. Необходимо отметить, что четыре ДНК-гли-
козилазы человека, обладающие способностью
удалять урацил, имеют специализированную суб-
стратную специфичность, связанную с биологиче-
ской функцией этих ферментов: UNG2 и SMUG1 в
основном удаляют урацил из одно- и двухцепочеч-
ной ДНК, а TDG и MBD4 – производные урацила,
возникающие в процессах эпигенетической моди-
фикации ДНК [8].

В исследованиях субстратной специфичности
SMUG1 [11, 12] обнаружено, что фермент в 700 раз
эффективнее работает на двухцепочечных, чем од-
ноцепочечных урацилсодержащих ДНК-суб-
стратах, причем преимущественно удаляет ура-
цил из U/G-пар. Кроме того, предполагается,
что SMUG1 – основной фермент, удаляющий

УДК 577.151.45

ЭНЗИМОЛОГИЯ СИСТЕМ РЕПАРАЦИИ ДНК



278

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

АЛЕКСЕЕВА и др.

5-гидроксиметилурацил (5hmU) из ДНК [11–13].
Считается, что 5hmU образуется в качестве ин-
термедиата в многостадийном процессе активно-
го деметилирования, где 5-метилцитозин (5mC)
гидроксилируется диоксигеназами TET с образо-
ванием 5-гидроксиметилцитозина (5hmC), а по-
следующее дезаминирование 5hmC под действием
фермента AID/APOBEC приводит к образованию
5hmU.

В настоящее время трехмерная структура
SMUG1 человека (hSMUG1) неизвестна, поэто-
му, используя в качестве матрицы структуры
GmeSMUG1 из Geobacter metallireducens (PDB
Acc. No 5H98 и 5H9I) [14] и xSMUG1 из Xenopus
laevis (PDB Acc. No 1OE4 и 1OE5) [11], Кузнецо-
ва и др. [15] методом гомологичного моделиро-
вания получили структуру hSMUG1. При сравне-
нии полученной модельной структуры с данными
мутационного анализа [16–18] были идентифици-
рованы аминокислотные остатки, участвующие в
связывании ДНК, узнавании поврежденного нук-
леотида и катализе [15]. Установлено, что амино-
кислотные остатки Asn85 и His239 катализируют
гидролиз N-гликозидной связи. Расположенное в
активном центре фермента азотистое основание
образует π-π-стэкинг с Phe98, а также специфиче-
скую водородную связь с Asn163. Несколько ами-
нокислотных остатков, Gly87–Met91, отвечают за
узнавание заместителя в C5-положении пирими-
динового основания. В hSMUG1 последователь-
ность His239–Lys249, называемая интеркалирую-
щей петлей, служит “клином”, проникающим в
двойную спираль ДНК в области поврежденного
нуклеотида [16]; при этом остаток Arg243 встраива-
ется в дуплекс на место поврежденного нуклеотида.

Основной субстрат MBD4 ‒ ДНК, содержа-
щая неканонические пары T/G и U/G [19, 20].
Также показано, что MBD4 эффективно удаляет
5hmU в двухцепочечных CpG-динуклеотидах
in vitro [21, 22]. Кроме того, ферменты AID/APOBEC
могут напрямую дезаминировать 5mC, превра-
щая его в тимин и тем самым формируя мисматч
T/G ‒ субстрат MBD4 [23].

ДНК-гликозилаза человека MBD4 содержит
два домена: 5mC-связывающий и ДНК-гликози-
лазный (MBD4cat). В настоящее время известна
кристаллическая структура обоих доменов [21, 24, 25].
Установлено, что каталитический домен, MBD4cat,
состоит из 138 а.о., образующих 9 α-спиралей.
Структура MBD4cat довольно консервативна и от-
носится к семейству “спираль-шпилька-спи-
раль” (HhH). Опубликованы [21, 25] структуры
каталитического домена с 12-звенными ДНК-
дуплексами, содержащими пары 5hmU/G, T/G и
AP/G. Все комплексы и свободный белок имеют
сходную кристаллическую упаковку, из чего можно
сделать вывод, что при связывании ДНК домен
MBD4cat не претерпевает серьезных конформаци-

онных изменений. Показано, что все дуплексы
ДНК в комплексе с ферментом изогнуты в обла-
сти поврежденного нуклеотида на ~38°. При ана-
лизе структурных данных показано, что MBD4cat

связывается с ДНК тремя участками: петлями
Leu466–Gly471 и Lue503–Leu511 и Gly-богатой
шпилькой из HhH-мотива (Leu534–Gly541), взаи-
модействуя преимущественно с цепью ДНК, содер-
жащей удаляемое основание. Петля Leu466–Gly471
проникает в ДНК через малую бороздку и остаток
Arg468 заполняет пространство в дуплексе, осво-
божденное после выворачивания поврежденного
нуклеотида. Гуанидиновая группа этого амино-
кислотного остатка взаимодействует с 5′-фосфатной
группой нуклеотида, расположенного с 5′-стороны
от вырезаемого основания, и с 3′-фосфатной
группой поврежденного нуклеотида. Вывернутое
основание удерживается в кармане, образован-
ном остатками Leu466, Leu447 и Lys562 [26]. Дан-
ные о функциональной роли аминокислотных
остатков активных центров SMUG1 и MBD4cat

были использованы при анализе базы данных
NCBI dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/)
однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) в соот-
ветствующих белках. Действительно, SNP-ассоци-
ированные аминокислотные замены в ферментах
репарации широко распространены в человеческой
популяции [27, 28], более того роль SNP в белок-
кодирующей области генов ферментов системы
эксцизионной репарации оснований ДНК в вос-
приимчивости к болезням активно обсуждается
в настоящее время в ряде публикаций [29–43].
Однако в настоящее время остается неизвестным,
как аминокислотные замены, вызванные SNP,
могут влиять на эффективность удаления повре-
ждений из ДНК ферментами SMUG1 и MBD4cat.

В связи с этим целью работы было определе-
ние влияния некоторых SNP-ассоциированных
аминокислотных замен в первичных структурах
MBD4cat и SMUG1 на ферментативную актив-
ность этих белков. Для каждой ДНК-гликозилазы
были выбраны четыре варианта мутантных форм,
содержащих замены в области ДНК-связывающе-
го и каталитического центров. Исследуя накопле-
ние продуктов реакции с помощью электрофореза
в ПААГ, оценивали эффективность удаления ура-
цила из модельных ДНК-субстратов ферментами
дикого типа и их мутантными формами. Учиты-
вая, что стадии связывания ДНК-субстрата, узна-
вания урацила и образования каталитического
комплекса происходят в миллисекундном и се-
кундном диапазонах времени, для регистрации
этих процессов использовали метод “останов-
ленного потока”. Конформационные изменения
ферментов в комплексах с ДНК-субстратами реги-
стрировали по изменению интенсивности флуо-
ресценции остатков Trp. Анализ кинетических
данных позволил выявить стадии ферментатив-
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ного процесса MBD4cat и SMUG1, которые наи-
более подвержены влиянию SNP-ассоциирован-
ных аминокислотных замен.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выбор потенциально важных SNP. Используя
базу данных dbSNP NCBI (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/SNP/), мы отобрали полиморфные ва-
рианты в экзонах генов, кодирующих MBD4cat и
SMUG1 человека. Последующий анализ потен-
циальной важности SNP был основан на принци-
пе изменения химической природы боковой
группы аминокислоты, кодируемой соответству-

ющим триплетом нуклеотидов, и пространствен-
ным расположением аминокислотного остатка
вблизи ДНК-связывающего сайта и/или актив-
ного центра фермента (рис. 1). Для каждого
фермента выбрали по четыре SNP (табл. 1) для
изучения их влияния на активность ДНК-глико-
зилаз. Потенциальная важность выбранных вари-
антов была проверена по базе данных BioMuta,
содержащей данные по ассоциированным с он-
кологическими заболеваниями однонуклеотидным
вариациям в геноме (https://hive.biochemistry.
gwu.edu/biomuta/proteinview/Q53HV7 для hSMUG1
и https://hive.biochemistry.gwu.edu/biomuta/
proteinview/O95243 для MBD4).

Рис. 1. Пространственное расположение аминокислотных остатков в структуре SMUG1 (а) и MBD4cat (б), подверга-
ющихся заменам в случае отобранных SNP (см. табл. 1).
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Моделирование структуры фермент-субстрат-
ного комплекса, содержащего полиморфные вари-
анты белков. Для определения влияния амино-
кислотных замен, вызванных SNP, на структуру
фермента в составе фермент-субстратного ком-
плекса была использована программа UCSF
Chimera (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/). В
структуре фермента дикого типа заменяли соот-
ветствующие аминокислотные остатки следую-
щим образом: боковую цепь изучаемого остатка
удаляли из исходного файла PDB и реконструиро-
вали новую боковую цепь, используя библиотеку
ротамеров [44]. Затем модели фермент-субстрат-
ных комплексов с замененными аминокислотными
остатками оптимизировали методом молекуляр-
ной динамики с использованием модифицирован-
ного силового поля AMBER ff99 [45–47] и
программы BioPASED [47]. Для этого белки урав-
новешивали при 50 K с использованием неявной
гауссовой модели воды [48] и затем в течение 100 пс
температуру увеличивали до 300 К. После этого в
течение 6.5 нс проводили оптимизацию структуры
фермент-субстратного комплекса при постоян-
ной температуре 300 K. Общая потенциальная
энергия и общее среднеквадратичное отклонение
(RMSD) были стабильными во время моделиро-
вания.

ДНК-субстраты. Олигодезоксирибонуклео-
тиды были синтезированы на автоматическом
ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800 (“Биоссет”,
Россия) с использованием коммерческих амидо-
фосфитов 2′-дезоксирибонуклеозидов и CPG-
носителей (“GlenResearch”, США) (табл. 2). Син-
тезированные олигонуклеотиды очищали ВЭЖХ

на ионообменной колонке PRP-X500 (12–30 мкм)
размером 3.9 × 300 мм (“Hamilton”, США) и затем
обращеннофазовой хроматографией на колонке
Bondapak C18 (15–20 мкм) размером 3.9 × 300 мм
(“Waters”, Ирландия).

Для расчета концентрации олигонуклеотидов
в исходном растворе использовали коэффициент
молярного поглощения олигонуклеотидов или их
конъюгатов при длине волны 260 нм.

Ферменты дикого типа и их мутантные формы.
Мутации в кодирующей последовательности ге-
нов MBD4cat и SMUG1 были созданы с использо-
ванием набора для сайт-направленного мутагене-
за QuikChange XL (“Stratagene”, США). Каталити-
ческий домен ДНК-гликозилазы человека MBD4cat

(аминокислотные остатки 426–580), полноразмер-
ная гликозилаза человека SMUG1 и их полиморф-
ные варианты были выделены из клеток Escherichia
coli Rosetta 2, трансформированных плазмидой
pET29b-MBD4cat или pET28c-hSMUG1 соответ-

Таблица 1. Замены аминокислотных остатков, вызванные SNP, их положение и функциональная роль в струк-
туре фермента и встречаемость при онкологических заболеваниях

Фермент Замена Положение в структуре фермента и функциональная роль
Онкологическое 

заболевание
(по базе BioMuta)

SMUG1

G90C Входит в состав участка Gly87–Met91, отвечающего за узнавание 
заместителя в C5-положении пиримидинового основания Рак легкого

P240H Входят в состав интеркалирующей петли His239–Lys249, высту-
пающей в роли “клина” и встраивающейся в двойную спираль 
ДНК в области поврежденного нуклеотида

Меланома

N244S Рак легкого

N248Y Рак печени

MBD4cat

S470L Входит в состав петли Leu466–Gly471, участвующей в связыва-
нии ДНК Рак молочной железы

G507S Входит в состав петли Leu503–Leu511, участвующей в связыва-
нии ДНК Колоректальный рак

R512W Примыкает к петле Leu503–Leu511, участвующей в связывании 
ДНК Колоректальный рак

H557D Расположен на поверхности и приводит к смене заряда этого 
участка белка Рак молочной железы

Таблица 2. Модельные ДНК-субстраты, использован-
ные в работе

a Сокращения: FAM – 6-карбоксифлуоресцеин, BHQ1 – ту-
шитель флуоресценции.

Субстрат Последовательностьa

U 5′-GCTCAUGTACAGAGCTG-3′
3′-CGAGTGCATGTCTCGAC-5′

FRET-U 5′-FAM-GCTCAUGTACAGAGCTG-3′
3′-CGAGTGCATGTCTCGAC-BHQ1-5′
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ственно, по методикам, описанным ранее [15, 17,
21, 49, 50].

Электрофорез в ПААГ. Все эксперименты по
исследованию ферментативной реакции проводи-
ли в буферном растворе (RB), содержащем 50 мМ
Трис-HCl, pH 7.5, 50 мМ KCl, 1 мМ EDТА,
1 мМ дитиотреит и 7% глицерина, при 25°C.
Продукты анализировали электрофорезом в
20%-ном ПААГ, содержащем 7 М мочевину, с ис-
пользованием FRET-U-субстрата. Зависимость
степени превращения субстрата от времени опре-
деляли следующим образом. К 20 мкл RB, содер-
жащего 10 мкМ FRET-U-субстрат, добавляли
20 мкл 2.0 мкМ фермента в том же буфере. Реак-
ционную смесь быстро перемешивали и через
определенные промежутки времени отбирали
аликвоты объемом 2 мкл, которые переносили в
предварительно подготовленные пробирки, со-
держащие 2 мкл раствора 7 М мочевины, 25 мМ
EDTA и 0.1% ксиленцианола. Затем добавляли
1 мл 2%-ного раствора LiClO4 в ацетоне, выдер-
живали 30 мин при ‒20°С и центрифугировали
10  мин (14000 × g). Осадок промывали ацетоном,
высушивали, растворяли в 10 мкл буферного рас-
твора, содержащего 1.0 мкМ АР-эндонуклеазу
Nfo и инкубировали при 25°C в течение 1 мин для
гидролиза фосфодиэфирных связей в АР-сайтах.
Реакцию останавливали добавлением раствора
7 М мочевины, 25 мкМ EDTA и 0.1% ксиленциа-
нола. Полученные образцы наносили на ПААГ и
проводили электрофорез при 50 В/см. Количество
образующегося продукта определяли путем скани-
рования геля на приборе E-Box (“VILBER”, Фран-
ция) и обработки данных в программном пакете
Gel-Pro Analyzer 4.0 (“Media Cybernetics”, США).

Ферментативную активность полиморфных
вариантов определяли относительно активности
фермента дикого типа, которую принимали рав-
ной 1.

Анализ предстационарной кинетики. Анализ ки-
нетики взаимодействия ферментов с модельны-
ми ДНК-субстратами (табл. 2) проводили в RB
при 25°С. Флуоресцентный сигнал регистрирова-
ли на спектрометре “остановленного потока”
SX20 (“Applied Photophysics”, Великобритания).
В работе использовали несколько типов флуорес-
центной регистрации процесса фермент-суб-
стратного взаимодействия. Конформационные
изменения фермента в процессе взаимодействия
с U-субстратом регистрировали по изменению
собственной флуоресценции белка, обусловлен-
ной остатками Trp. Ферменты MBD4cat и SMUG1
содержат соответственно 8 и 4 остатка Trp. Воз-
буждение интенсивности флуоресценции остат-
ков Trp проводили при длине волны 290 нм, реги-
страцию флуоресценции – при более 320 нм
(фильтр WG-320; “Schott”, Германия). Мертвое
время прибора составляло 1.0 мс. Каждую кине-

тическую кривую усредняли, как минимум, 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 и f2 – коэффициенты, k1 и k2 ‒ кажу-
щиеся константы скорости.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние замен аминокислотных остатков на 

структуру фермент-субстратных комплексов
Модели мутантных форм построены на основе

структур комплексов SMUG1 [15] и MBD4cat [25]
дикого типа с ДНК. Время симуляции составляло
6.5 нс. Как видно на рис. 2, анализируемые мута-
ции не вносили значительных изменений в об-
щую структуру фермент-субстратного комплек-
са, тем не менее некоторые замены могут приво-
дить к локальным изменениям. Так, в случае
полиморфных вариантов фермента SMUG1 мож-
но отметить, что замена G90C (рис. 2а) приводит
к увеличению объема бокового радикала, что со-
провождается локальным “раздвиганием” окру-
жения, но не вызывает значительных перестроек
в укладке этой области белка. При замене P240H
(рис. 2б) имидазольное кольцо гистидина может
образовать стэкинг с индольным кольцом Trp251
и водородную связь с Arg140, что приводит к ста-
билизации этой области, не вызывая в ней значи-
тельных конформационных изменений. При заме-
нах N244S и N248Y (рис. 2в и г) остатки аспарагина,
расположенные в ДНК-связывающем канале фер-
мента, теряют сеть контактов, образованныx между
карбоксамидной группой Asn с ДНК, что может
сопровождаться дестабилизацией фермент-суб-
стратного комплекса.

Замена S470L в MBD4cat (рис. 2д) приводит к
тому, что в области контакта с сахарофосфатным
остовом ДНК появляется гидрофобный амино-
кислотный остаток лейцина. Можно предполо-
жить, что нахождение гидрофобного остатка в за-
ряженном окружении энергетически невыгодно
и может ослаблять связывание фермента с суб-
стратом. Замена G507S MBD4cat (рис. 2е) не вно-
сит серьезных изменений в общую конформацию
фермента, но имеет сильное локальное влияние.
Так, из-за появления в ДНК-связывающей обла-
сти гидроксиметильной группы серина могут воз-
никнуть дополнительные водородные связи с
ДНК, что усилит связывание фермента c ДНК и,
следовательно, снизит скорость оборота фермен-
та из-за уменьшения константы диссоциации с
продуктом реакции. Замена R512W в MBD4cat

− −= + ⋅ +1 2
0 1 2f( )  f  f  e  f ,ek t k tt
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(рис. 2ж) приводит, с одной стороны, к потере
водородных связей с ДНК, образованных боко-
вой цепью аргинина, а с другой стороны, к встра-
иванию индольного остатка триптофана в гидро-

фобную область белка. В этом случае происходит
смещение петли, сформированной остатками
Ala488–Ser520, наружу белковой глобулы. Также
можно предположить, что эта замена ослабляет

Рис. 2. Сравнение структур фермент-субстратных комплексов для ферментов дикого типа (голубой) и их полиморф-
ных вариантов (красный). В структурах показано внеспиральное положение уридина и аминокислотные остатки, под-
вергающиеся заменам для отобранных SNP, а именно: SMUG1 G90C (а), P240H (б), N244S (в) и N248Y (г);
MBD4cat S470L (д), G507S (е), R512W (ж) и H557D (з).

а б в

г д

ж з

е
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связь фермента и ДНК за счет уменьшения по-
верхностного положительного заряда в ДНК-свя-
зывающем канале. Замена положительно зара-
женного His557 (рис. 2з), взаимодействующего с
сахарофосфатным остовом ДНК, на отрицательно
заряженный аспартат приведет к “отталкиванию”
петли Val550‒Asp560 от ДНК, ее деформации и,
скорее всего, дестабилизации фермент-субстрат-
ного комплекса.

Эффективность удаления урацила полиморфными 
вариантами SMUG1 и MBD4cat

Методом электрофореза в ПААГ показано, что
эффективность удаления урацила ферментами ди-
кого типа и их полиморфными вариантами значи-
тельно отличается (рис. 3).

Действительно, на основании анализа кинети-
ческих кривых накопления продуктов реакции
при взаимодействии SMUG1 и его вариантов с
FRET-U-субстратом (рис. 4а) и сравнения отно-
сительной активности (рис. 4в) показано, что за-
мены N244S и N248Y приводят к повышению
скорости оборота фермента. Ранее сообщалось
[15], что для фермента дикого типа скорость лими-
тирующая стадия ферментативного процесса ‒
диссоциация комплекса фермента с продуктом,
поэтому нарушение прямых взаимодействий
между аминокислотными остатками в позициях
244 и 248 и ДНК приводит к дестабилизации
фермент-субстратного комплекса и сопровожда-
ется повышением скорости оборота фермента. Од-
нако замена P240H ‒ остатка, играющего роль
“клина” в составе интеркалирующей петли His239–
Lys249, встраивающейся в двойную спираль ДНК в
области поврежденного нуклеотида, ‒ приводит к
значительному снижению каталитической актив-
ности фермента. Согласно модели фермент-суб-

стратного комплекса, His240 образует сеть кон-
тактов с Arg140 и Trp251, что может приводить к
ограничению конформационной подвижности
всей петли His239–Lys249 и тем самым препят-
ствовать формированию каталитически компе-
тентного состояния фермента в комплексе с суб-
стратом. Замена G90C, расположенная на участке
Gly87–Met91, отвечающем за узнавание заместите-
ля в C5-положении пиримидинового основания,
также значительно снижает эффективность удале-
ния урацила.

Необходимо отметить, что активность MBD4cat с
заменами S470L, G507S и R512W составляла не
более 30% от таковой для фермента дикого типа,
а мутация H557D приводила к снижению актив-
ности до 50% (рис. 4б и в). Таким образом, в слу-
чае всех тестируемых вариантов MBD4cat наблю-
дается значительное снижение активности за счет
нарушения локальных взаимодействий в области
ДНК-связывающего канала.

Анализ кинетики образования фермент-
субстратных комплексов методом 

“остановленного потока”
Кинетические кривые, характеризующие из-

менение интенсивности флуоресценции Trp при
взаимодействии SMUG1 дикого типа с U-суб-
стратом (рис. 5а), содержат фазу падения интен-
сивности флуоресценции до ~0.3 с и фазу роста с
выходом на плато к 5 с с начала реакции. Ранее
показано [15, 18], что падение сигнала на началь-
ном участке кинетической кривой соответствует
образованию первичных неспецифических кон-
тактов с ДНК, а фаза роста интенсивности флуо-
ресценции Trp в интервале 0.5‒10 с ‒ стадиям
гидролиза N-гликозидной связи и диссоциации
комплекса фермента с продуктом реакции. Уста-

Рис. 3. Ферментативная активность SMUG1 (а) и MBD4cat (б) дикого типа (WT) и их полиморфных вариантов в отно-
шении FRET-U-субстрата. [FRET-U-субстрат] = 5.0 мкМ, [фермент] = 1.0 мкМ.
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Рис. 4. Эффективность удаления урацила из FRET-U-субстрата под действием SMUG1 (а) и MBD4cat (б) дикого типа
(WT) и их полиморфных вариантов. в ‒ Сравнительный анализ полученных результатов представлен относительно
активности соответствующего фермента дикого типа, принятой за 1.
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новлено, что диссоциация комплекса фермент-
продукт ‒ скорость лимитирующая стадия фер-
ментативного процесса. Полученные кинетические
кривые аппроксимировали по уравнению (1), что
позволило рассчитать значения кажущихся кон-
стант скорости обоих процессов (табл. 3).

Сравнение кинетических кривых и наблюдае-
мых констант скорости для SMUG1 дикого типа с
таковыми для полиморфных вариантов показы-
вает, что в случае U-субстрата изменения интен-
сивности флуоресценции Trp на начальном
участке имеют похожий вид для всех вариантов,
кроме G90C. Таким образом, в случае мутантной
формы G90C нарушается прохождение началь-
ной стадии ферментативной реакции: связыва-
ния субстрата и узнавания урацила. В то же время
замена P240H, которая также приводит к сниже-
нию каталитической активности фермента, не
влияет на стадию связывания ДНК, так как на ки-
нетических кривых присутствует стадия падения
интенсивности флуоресценции остатков Trp. По-
видимому, блокирование ферментативной актив-
ности в случае P240H происходит на стадии пере-
хода фермента в составе комплекса с субстратом в
каталитически компетентную конформацию.
Интересно отметить, что для более активных ва-
риантов SMUG1, N248Y и N244S, кажущаяся
константа фазы роста интенсивности k1 была со-
ответственно в 1.7 и 2.1 раза выше, чем для фер-
мента дикого типа.

На рис. 5б представлены кинетические кривые
изменения интенсивности флуоресценции остат-
ков Trp при взаимодействия MBD4cat дикого типа
и его полиморфных вариантов с U-субстратом.
Согласно данным Petronzelli и соавт. [51], падение
интенсивности флуоресценции Trp во временном

интервале 2 мс–10 с характеризует образование
первичного комплекса и поиск модифицирован-
ного основания, а рост в интервале 10–100 с соот-
ветствует образованию каталитически компетентной
конформации фермента и началу процесса накоп-
ления продукта. Как и в случае SMUG1, скорость
лимитирующая стадия ферментативного процесса
‒ диссоциации комплекса фермент-продукт [51].
Интересно отметить, что замены S470L и H557D
не оказывали влияния на значения наблюдаемых
констант скорости в условиях эквимолярного со-
отношения фермент-субстрат. В то же время в
случае избытка субстрата (рис. 4в) ферментатив-
ная активность этих мутантов MBD4cat снижает-

Рис. 5. Кинетические кривые изменения интенсивности флуоресценции остатков Trp при взаимодействии SMUG1 (а)
и MBD4cat (б) дикого типа (WT) и полиморфных вариантов с U-субстратом (базовые линии искусственно смещены
относительно друг друга для улучшения восприятия данных; это не сказывается на расчете значений кажущихся кон-
стант).
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Таблица 3. Кажущиеся константы скорости реакции
SMUG1 и MBD4cat дикого типа и полиморфных вари-
антов с модельными ДНК-субстратами

Фермент k1, с–1 k2, с–1

SMUG1 
WT 14.4 ± 0.3 1.2 ± 0.1
G90C ‒ ‒
P240H 16.0 ± 0.4 ‒
N244S 12.5 ± 0.4 2.5 ± 0.5
N248Y 7.0 ± 1.0 2.0 ± 0.8

MBD4cat 

WT 0.28 ± 0.02 0.020 ± 0.002
S470L 0.22 ± 0.01 0.018 ± 0.001
G507S ‒ ‒
R512W 15.5 ± 0.4 0.010 ± 0.001
H557D 0.25 ± 0.02 0.024 ± 0.003
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ся, что свидетельствует о замедлении скорость
лимитирующей стадии ‒ диссоциации фермент-
субстратного комплекса. В случае варианта
G507S, наименее активного среди всех проанали-
зированных (рис. 4в), изменения интенсивности
флуоресценции остатков Trp не зарегистрирова-
ны (рис. 5б), что может быть связано со значи-
тельной дестабилизацией фермент-субстратного
комплекса, так как остаток Gly507 входит в состав
петли Leu503–Leu511, участвующей в связывании
ДНК. В случае варианта R512W, содержащего до-
полнительный остаток Trp в области петли
Leu503–Leu511, которая участвует в связывании
ДНК, зарегистрирован этап взаимодействия этой
петли с ДНК. Действительно, в случае R512W, в от-
личие от всех других вариантов, на начальном
участке кинетической кривой происходило значи-
тельное уменьшение интенсивности флуоресцен-
ции Trp, что, по-видимому, характеризует конфор-
мационную перестройку петли Leu503–Leu511 при
образовании фермент-субстратного комплекса; в
случае всех других мутантных форм MBD4cat этот
переход не удавалось зарегистрировать.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, на основании полученных
данных по активности полиморфных вариантов
двух урацил-ДНК-гликозилаз человека: SMUG1
и MBD4 ‒ можно сделать вывод, что природные
варианты этих ферментов могут различаться по
эффективности удаления остатков урацила из
ДНК. Показано, что повышенная ферментатив-
ная активность полиморфных вариантов N248Y и
N244S SMUG1 обусловлена ускорением лимити-
рующей стадии процесса ‒ диссоциации ком-
плекса фермент-продукт. Для всех других про-
анализированных нами SNP-вариантов выявлена
сниженная активность по сравнению с фермента-
ми дикого типа, что может негативно отражаться
на репарации геномной ДНК у носителей этих
полиморфизмов.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE ACTIVITY OF THE POLYMORPHIC 
VARIANTS OF HUMAN URACIL-DNA-GLYCOSYLASE SMUG1 AND MBD4
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Human N-glycosylases SMUG1 and MBD4 catalyze the removal of uracil residues from DNA resulting from
cytosine deamination or replication errors. For polymorphic variants of SMUG1 (G90C, P240H, N244S,
N248Y) and the catalytic domain MBD4cat (S470L, G507S, R512W, H557D), the structures of enzyme-sub-
strate complexes were obtained by molecular dynamics. It was experimentally found that SNP variants of
SMUG1, N244S and N248Y, had increased catalytic activity compared to the wild-type enzyme, probably
due to the acceleration of the dissociation of the enzyme-product complex and an increase in the enzyme
turnover rate. All other SNP variants of SMUG1 (G90C, P240H) and MBD4cat, wherein amino acid substi-
tutions disrupted the substrate binding region and/or active site, had significantly lower catalytic activity than
the wild-type enzymes.

Keywords: DNA repair, human uracil-DNA glycosylase, MBD4, SMUG1, polymorphic variant, active site,
catalysis
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Система репарации неканонических пар нуклеотидов, или мисматчей (MMR), обеспечивает неиз-
менность генетической информации в процессе репликации ДНК почти во всех организмах. Репа-
рация мисматчей инициируется после узнавания неканонической пары белком MutS и формирова-
ния комплекса MutS с белком MutL. Эукариотические и большинство бактериальных гомологов
MutL могут действовать как эндонуклеазы и вносить одноцепочечный разрыв в дочернюю цепь
ДНК, тем самым активируя процесс репарации. Однако многие аспекты механизма действия этого
белка не изучены. Нами изучены АТРазная и ДНК-связывающая функции белка MutL из патоген-
ной бактерии Neisseria gonorrhoeae (NgoMutL), обладающего эндонуклеазной активностью. Впервые
определены кинетические параметры реакции гидролиза ATP полноразмерным белком NgoMutL.
Изучено его взаимодействие с одно- и двуxцепочечными фрагментами ДНК различной длины. Показа-
но, что NgoMutL способен эффективно образовывать комплексы с фрагментами ДНК длиной более
40 нуклеотидных звеньев. С помощью модифицированных ДНК-дуплексов, содержащих 2-пиридил-
дисульфидную группу на линкерах различной длины, впервые получены конъюгаты NgoMutL с ДНК.
Этот результат свидетельствует о локализации остатков Cys белка дикого типа на расстоянии приблизи-
тельно 18–50 Å от дуплекса. Показано, что эффективность аффинной модификации остатков Cys
NgoMutL реакционноспособными ДНК cнижается в присутствии АТР или его негидролизуемого ана-
лога, а также ZnCl2 в реакционной смеси. Впервые высказано предположение, что консервативные
остатки Cys С-концевого домена NgoMutL, отвечающие за координацию ионов металла в активном
центре белка, участвуют во взаимодействии с ДНК. Полученная информация может быть полезна при
реконструкции основных этапов функционирования системы MMR в прокариотах, отличных от γ-про-
теобактерий, и поиске новых мишеней для лекарственных препаратов против N. gonorrhoeae.

Ключевые слова: система репарации мисматчей, MutL, ДНК-белковое взаимодействие, 2-пиридил-
дитиогруппа, ковалентное связывание белка с ДНК, Neisseria gonorrhoeae
DOI: 10.31857/S0026898421020117

ВВЕДЕНИЕ

Двойная спираль ДНК постоянно подвергает-
ся воздействию различных мутагенных факторов,
что приводит к изменению закодированной в
ДНК генетической информации и нарушению

нормальной жизнедеятельности организма [1].
Мутагенные факторы могут быть как экзогенными
(УФ- или радиоактивное излучение), так и эндо-
генными (свободные радикалы, активные формы
кислорода, вырабатываемые в клетках организма).
Кроме того, вследствие сбоев в функционировании

Сокращения: а.о. – аминокислотный остаток (при числе); ПААГ – полиакриламидный гель; AaeMutL – MutL из Aquifex
aeolicus; AMPPNP – аденозин-5′-(β,γ-имидо)трифосфат; ATPγS – аденозин-5′-(γ-тио)трифосфат; BsuMutL – MutL из Ba-
cillus subtilis; CTD – C-концевой домен белка; EcoMutL – MutL из Escherichia coli;  – кажущаяся константа диссоциа-
ции; kcat – каталитическая константа скорости реакции; KM – константа Михаэлиса; MMR – система репарации некомплемен-
тарных пар нуклеотидов; NgoMutL – MutL из Neisseria gonorrhoeae; NTD – N-концевой домен белка; PaeMutL – MutL из Pseudo-
monas aeruginosa; PDB – база данных Protein Data Bank; RspMutL – MutL из Rhodobacter sphaeroides; SPDP – сукцинимидил-3-
(2-пиридилдитио)пропионат; TAMRA – 5-карбокситетраметилродамин; TaqMutL – MutL из Thermus aquaticus; TthMutL –
MutL из Thermus thermophilus.

app
dK

УДК 577.151.45:577.113.4

ЭНЗИМОЛОГИЯ СИСТЕМ РЕПАРАЦИИ ДНК
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ДНК-полимеразы в процессе репликации ДНК
возможно появление некомплементарных пар
нуклеотидов, или мисматчей [2]. По существую-
щим оценкам в случае бактериальных полимераз
одна такая ошибка приходится на 0.1–10 млрд. н.
Эукариотические ДНК-полимеразы не обладают
3'-5'-экзонуклеазной активностью, что обуслав-
ливает более частое возникновение мисматчей.

Для сохранения целостности и правильности ге-
нома, точной передачи генетической информации
в клетках всех живых организмов существуют раз-
личные системы репарации повреждений ДНК. В
случае серьезных повреждений ДНК, которые не
могут быть восстановлены, инициируется запро-
граммированная клеточная смерть (апоптоз) [3].

За исправление повреждений ДНК, возника-
ющих в результате ошибок ДНК-полимеразы в
процессе репликации, отвечает система репара-
ции некомплементарных пар нуклеотидов, или
MMR (от англ. mismatch repair). Работа этой
системы понижает вероятность возникновения
мутаций в 102–103 раз [4]. Система MMR узнает
не только некомплементарные пары, но также
небольшие делеционные и инсерционные петли
(“индели”) длиной до 4 н. [5]. Функционирова-
ние этой системы обусловлено скоординирован-
ным действием более 10 белков, в результате
которого происходит удаление протяженного од-
ноцепочечного фрагмента вновь синтезированной
цепи ДНК, содержащей мисматч, с дальнейшим
застраиванием образовавшейся “бреши” [6].
Ключевыми белками системы MMR являются
MutS и MutL. Репарация мисматчей инициирует-
ся после узнавания неканонической пары белком
MutS и формирования комплекса MutS-MutL,
который предположительно направляет последо-
вательность следующих этапов репарации. MutS –
сенсорный белок, сканирующий и идентифициру-
ющий мисматчи и повреждения в ДНК, хорошо
охарактеризован [7]. Существенно меньше извест-
но о роли MutL в процессе репарации, прежде все-
го из-за динамического характера структуры этого
белка, принимающего множество различных
конформаций, а также отсутствия у него опреде-
ленного участка узнавания в ДНК [8–12].

Сигналом к репарации, при которой фрагмент
цепи ДНК, содержащий мисматч, удаляется, слу-
жит гидролиз фосфодиэфирной связи в одной из
цепей ДНК. В клетках γ-протеобактерий, в том
числе Escherichia coli, этот разрыв вносит белок
MutH, узнающий монометилированную после-
довательность 5'-Gm6ATC-3'/3'-CTAG^-5' (^ ука-
зывает место гидролиза). Каталитическая функ-
ция MutH стимулируется тройным комплексом,
состоящим из белков MutS и MutL и ДНК с
мисматчем. У эукариот и большинства бактерий
метилирование не является маркером вновь син-
тезированной цепи. Введение разрыва в ДНК та-

ких организмов приписывают гомологам MutL, у
которых обнаружен эндонуклеазный мотив [6, 13].

Бактериальные системы репарации мисмат-
чей, в которых белок MutL обладает эндонуклеаз-
ной функцией, изучены существенно хуже, чем
системы репарации E. coli и даже человека [6].
Вместе с тем, MMR бактерий представляет зна-
чительный интерес в связи с большим функцио-
нальным и видовым разнообразием прокариот.

Neisseria gonorrhoeae – это грамотрицательный
диплококк, факультативный внутриклеточный
патоген человека. N. gonorrhoeae вызывает гоно-
рею – венерическое заболевание, которое пора-
жает в первую очередь органы репродуктивной
системы человека. Чтобы адаптироваться к новой
среде и избежать иммунного ответа организма-
хозяина N. gonorrhoeae использует широкомас-
штабную вариацию фаз [14, 15]. Стандартные
способы лечения гонореи быстро становятся не-
эффективными из-за постоянного появления но-
вых штаммов. У N. gonorrhoeae отсутствует наибо-
лее важная репарационная система – SOS-ответ
[16]. Устойчивость N. gonorrhoeae к действию вак-
цин и лекарственных препаратов может быть свя-
зана не только с феноменом вариации фаз, но с
эффективной работой основных систем репара-
ции этой бактерии, в том числе системы MMR.

Функционирование системы MMR у N. gonor-
rhoeae и E. coli должно отличаться, поскольку у
N. gonorrhoeae отсутствует никующая эндонукле-
аза MutH [17]. Ранее было показано, что гомоди-
мерный белок MutL N. gonorrhoeae (NgoMutL)
обладает эндонуклеазной функцией, как и его
эукариотические аналоги и белки MutL бактерий
Aquifex aeolicus (AaeMutL), Bacillus subtilis (BsuMutL),
Pseudomonas aeruginosa (PaeMutL), Rhodobacter
sphaeroides (RspMutL), Thermus aquaticus (TaqMutL)
и T. thermophilus (TthMutL) [17–22]. NgoMutL гид-
ролизует плазмидную ДНК не только в присут-
ствии ионов Mn2+, что характерно для белков
MutLα человека и дрожжей, но также в присут-
ствии ионов Mg2+, как PaeMutL и RspMutL, и
ионов Са2+, что пока не обнаружено у MutL из
других организмов [6]. В отличие от MutLα дрож-
жей и аналогично бактериальным белкам
BsuMutL, PaeMutL, RspMutL и TthMutL ATP ин-
гибирует гидролитическую активность NgoMutL
[17–19, 21]. Таким образом, NgoMutL, по-види-
мому, имеет свой уникальный механизм функци-
онирования. Недавно выявили участие этого
механизма в работе системы репарации VSP (very
short patch) [23].

Выделен и охарактеризован C-концевой домен
NgoMutL (NgoMutL-CTD), показана его способ-
ность гидролизовать ДНК в присутствии ионов
марганца [22]. Решена кристаллическая структура
NgoMutL-CTD, показано, что активный центр это-
го фермента, ответственный за катализ гидролиза
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ДНК, сформирован четырьмя из шести консерва-
тивных мотивов C-концевого домена, включая
центры связывания ионов двухвалентных метал-
лов [24]. В металлсвязывающих центрах MutL со-
держатся остатки цистеина [25], роль которых во
взаимодействии с ионами марганца и цинка пока
не вполне понятна. Не выяснено, принимают ли
они участие во взаимодействии с ДНК. Не удает-
ся также получить кристаллы ни полноразмерных
белков MutL, ни их отдельных доменов с ДНК.
Развиваемый нами метод аффинной модифика-
ции белков ДНК-дуплексами с реакционноспо-
собными, селективными по отношению к
цистеину, группировками на линкерах различ-
ной длины позволяет зондировать сближенность
остатков Cys белка с ДНК в процессе их взаимо-
действия [26–32].

В результате проведенного исследования впер-
вые получены кинетические параметры гидролиза
ATP белком NgoMutL, установлено влияние ионов
цинка на функционирование этого фермента.
Кроме того, определена минимальная длина одно-
и двухцепочечных фрагментов ДНК, с которыми
может эффективно связываться изучаемый белок.
Методом аффинной модификации с использова-
нием дуплексов, содержащих 2-пиридилдисуль-
фидную группу на линкерах длиной 18.6, 31.7 или
50.4 Å в пятом положении тимидина, установлено,
что остатки цистеина эндонуклеазного домена
NgoMutL могут взаимодействовать с ДНК. Пока-
зано, что выход ДНК-белкового конъюгата зави-
сит от длины линкера, на котором локализована
пиридилдисульфидная группа, концентрации ATP
и присутствия ионов цинка в реакционной смеси.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Олигонуклеотиды, реагенты и буферные растворы.

Немодифицированные и флуоресцентно мечен-
ные олигодезоксирибонуклеотиды синтезированы
компанией “Евроген” (Россия). Олигодезоксири-
бонуклеотид с модифицированным остатком ти-
мидина синтезирован компанией “Синтол” (Рос-
сия). Использованные в работе ДНК приведены на
рис. 1.

Использовали ATP, аденозин-5′-(γ-тио)три-
фосфат (ATPγS), ADP, бромид этидия фирмы
“Sigma-Aldrich” (США); N,N,N',N'-тетраметил-
этилендиамин (TEMED), акриламид, N,N'-мети-
ленбисакриламид, глицерин – все “Serva”
(Германия); N-2-гидроксиэтилпиперазин-N′-2-
этансульфоновую кислоту (HEPES), додецилсуль-
фат натрия (SDS), трис-(гидроксиметил)аминоме-
тан (Трис), этилендиаминтетраацетат натрия (EDTA),
гидрофосфат натрия, β-меркаптоэтанол, изопро-
пил-β-D-1-тиогалактопиранозид (IPTG), имида-
зол, трео-2,3-дигидрокси-1,4-димеркаптобутан
(дитиотреит, DTT) – “Хеликон” (Россия); Ni-NTA
(никель-нитрилотриуксусная кислота)-агарозу –

“Novagen” (Германия); набор для окращивания
гелей солями серебра PageSilverТМ – “Thermo
Fisher Scientific” (США).

При проведении экспериментальных работ
использовали следующие буферные растворы: А
(10 мМ HEPES-KOH, pH 8.0, 300 мМ KCl, 1 мМ
β-меркаптоэтанол, 10% (v/v) глицерина), Б
(10 мМ HEPES-KOH, pH 8.0), В (10 мМ HEPES-
KOH, pH 7.5, 5 мМ MgCl2), ТБЕ (89 мМ Трис,
89 мМ борная кислота, рН 8.3, 2 мМ EDTA), TГ
(25 мМ Трис-HCl, 250 мМ глицин, pH 8.3, 0.1%
(m/v) SDS), LAP (50 мМ Трис-HCl, pH 6.8, 2.5%
(m/v) SDS, 10% (v/v) глицерина, 0.5% (v/v) β-мер-
каптоэтанола, 0.01% (m/v) БФС), LB (10 г/л трип-
тон, 10 г/л NaCl, 5 г/л дрожжевой экстракт), STE
(10 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 100 мМ NaCl, 100 мкМ
EDTA).

Выделение белка NgoMutL. Белок MutL синтези-
ровали в клетках E. coli (штамм BL21(DE3)pLys).
Клеточную культуру растили в 2 л среды LB, содер-
жащей 100 мкг/мл ампициллина, и инкубировали
при интенсивной аэрации и 37°C до A600 = 0.8 о.е.
Затем добавляли водный раствор IPTG до концен-
трации 1 мМ и инкубировали клетки в течение 3 ч
при 28°С. После этого отделяли клетки от среды
центрифугированием в стаканах объемом 500 мл
(30 мин, 4200 об./мин, 4°С), ресуспендировали
клеточный осадок в 35 мл буфера STE, центрифу-
гировали (в пробирке объемом 50 мл) в течение
15 мин при 4200 об./мин и 4°С, удаляли жидкость
над осадком и замораживали биомассу при –18°С.

Белок NgoMutL выделяли методом аффинной
хроматографии на носителе Ni-NTA-агароза со-
гласно методике, описанной ранее [22]. Для до-
полнительной очистки от продуктов деградации
использовали эксклюзионную хроматографию на
колонке Enrich SEC 650 “Bio-Rad” (США). Колон-
ку уравновешивали буфером А, который затем слу-
жил элюентом. Объем наносимого на колонку пре-
парата – 500 мкл. Расход элюента – 1 мл/мин. За
ходом разделения следили по поглощению при
280 нм. Концентрацию белка во фракциях опре-
деляли на приборе NanoDrop ND-1000 (“Thermo
Fisher Scientific”). Наличие целевого белка во
фракциях детектировали методом электрофореза
в 8%-ном ПААГ, содержащем 0.1% SDS, как опи-
сано в [17].

Оценка АТРазной активности белка MutL. За
основу были взяты методики [9, 22]. Смеси объе-
мом 60 мкл в буфере Б, содержащие 50 нМ 76-звен-
ного ДНК-дуплекса V (рис. 1), 5 мМ MgCl2, 50 мМ
KCl, ATP в разных концентрациях (100, 150, 250,
300, 400, 500, 750, 1000 мкМ), инкубировали с бел-
ком MutL (0.7 мкМ) при 25°С в течение 150 мин.
Каждые 15 мин из реакционной смеси отбирали
пробы по 30 мкл и останавливали реакцию добав-
лением 50 мМ EDTA. Затем 20 мкл реакционной
смеси добавляли к 80 мкл реагента для идентифи-
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кации фосфат-иона (0.0815% малахитового зелено-
го, 2.32% поливинилового спирта, 5.75% молибдата
аммония в 6 Н HCl в соотношении с водой 2 : 1 : 1 : 2),
предварительно помещенного в ячейки 96-луночного
планшета, и тщательно перемешивали. Затем до-
бавляли 20 мкл 34%-ного раствора цитрата на-
трия, перемешивали до стабилизации окраски и
выдерживали в течение примерно 15 мин. Погло-
щение полученных сине-зеленых растворов
измеряли на планшетном ридере Victor X5 при дли-
не волны 590 нм “Perkin Elmer” (США). Измеряли
оптическую плотность растворов с известным ко-
личеством фосфат-иона и строили калибровоч-
ный график. С его помощью определяли количе-
ство фосфат-иона в исследуемых растворах.
Кинетические параметры рассчитывали методом

нелинейной регрессии с применением схемы
Михаэлиса–Ментен.

Комплексообразование NgoMutL с ДНК различ-
ной длины. Для проверки ДНК-связывающей ак-
тивности белка NgoMutL использовали ДНК-
дуплексы I–V (рис. 1) различной длины (16, 20,
30, 41, 76 п.н.) и 16-, 20-, 30-, 41- и 76-звенные
олигонуклеотиды 1–5 с флуоресцентной меткой
TAMRA  (5-карбокситетраметилродамином), вхо-
дящие в состав ДНК-дуплексов. Связывание про-
водили по методике, описанной в [22]. Смеси
объемом 20 мкл в буфере Б, содержащие 20 нМ
ДНК-дуплекса, 1 мМ DTT, 100 мМ KCl, 0.5 мг/мл
БСА, инкубировали с белками MutL различной
концентрации (0.25–4 мкМ) в течение 10 мин в
бане со льдом. Анализ проводили методом гель-

Рис. 1. Используемые в работе ДНК-дуплексы и олигодезоксирибонуклеотиды, содержащие флуоресцентную метку
TAMRA, а также реакционноспособные дуплексы для аффинной модификации белка NgoMutL. T* – модифициро-
ванный остаток тимидина, содержащий 2-пиридилдитиогруппу на линкерах различной длины. Префикс “d” (дезок-
си) при обозначении олигодезоксирибонуклеотидов и ДНК-дуплексов опущен.
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электрофореза в 6%-ном ПААГ в ТБЕ-буфере
при 4°С (метод “торможения в геле”). Фотогра-
фии гелей, полученные на приборе Typhoon FLA
9500 (“GE Healthcare”, США), обрабатывали с по-
мощью программы TotalLab TL120 (“GE Health-
care”). Измеряли интенсивность зон, соответ-
ствующих свободной ДНК и комплексу белка
MutL с ДНК. Степень комплексообразования
рассчитывали как отношение интенсивности зо-
ны, соответствующей ДНК-белковому комплек-
су, к суммарной интенсивности зон, умноженное
на 100%. Значение кажущейся константы диссо-
циации ( ) комплексов МutL с ДНК определя-
ли как концентрацию белка, при которой 50%
ДНК-лиганда находится в комплексе с фермен-
том. Расчет проводили как минимум из трех неза-
висимых экспериментов.

Аффинная модификация белка NgoMutL модифи-
цированными ДНК. Реакцию ковалентного связы-
вания NgoMutL с реакционноспособными ДНК
проводили в соответствии с методикой, опублико-
ванной ранее [26]. Смеси объемом 10 мкл в буфере
В, содержащие 1 мкМ ДНК-дуплекса и 4 мкМ бел-
ка MutL, инкубировали в течение 15 мин в бане со
льдом. Концентрация ATP, ADP, ATPγS или ZnCl2
в реакционной смеси при проведении ковалент-
ного связывания составляла 1 мМ. Реакцию оста-
навливали, добавляя в смесь буфер LAP без
β-меркаптоэтанола. Анализ реакционных смесей
проводили в 8%-ном ПААГ, содержащем 0.1%
SDS. После электрофореза гель сначала окрашива-
ли водным раствором бромида этидия (0.5 мкг/мл)
в течение 15 мин для визуализации ДНК и фотогра-
фировали в ультрафиолетовом свете. При этом на-
блюдалось и окрашивание зон, соответствующих
белкам, что описано в [33]. Затем для визуализации
белковых зон тот же гель окрашивали раствором
солей серебра с помощью набора PageSilverТМ

(“Thermo Fisher Scientific”) в соответствии с про-
токолом фирмы-производителя.

Гидролиз плазмидной ДНК белком NgoMutL. За
основу взята методика [17]. Плазмиду pUC-MMR
(концентрация 10 нМ) инкубировали с NgoMutL
(500 нМ) в буфере Б, содержащем 100 мМ KCl,
5 мМ MgCl2 или MnCl2 (в зависимости от экспе-
римента), при 37°С в течение 1 ч. При проведении
гидролиза в присутствии ZnCl2 его концентрация
варьировали от 10 до 100 мкМ. Реакцию останавли-
вали добавлением к инкубационной смеси 50 мМ
EDTA. Для деградации белков в реакционную
смесь добавляли протеиназу К (10 ед. акт.), инку-
бировали в течение 30 мин при 37°С. Реакцион-
ные смеси анализировали методом электрофоре-
за в 1%-ном агарозном геле, содержащем бромид
этидия.

app
dK

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика и выделение белка NgoMutL
Белок NgoMutL был впервые выделен и оха-

рактеризован в 2009 г. В растворе этот белок нахо-
дится в виде гомодимера [22]. Мономер NgoMutL
состоит из 658 аминокислотных остатков (а.о.),
имеет молекулярную массу 71.1 кДа, pI – 6.04. Кон-
струкция на основе плазмиды pET15b, содержащая
ген NgoMutL, получена с применением ПЦР с ге-
номной ДНК штамма FA 1090 N. gonorrhoeae в ка-
честве матрицы [22]. После секвенирования [22] в
вариабельном линкерном участке обнаружены че-
тыре делеции, что не должно сказываться на ос-
новных функциях белка. Так, удаление 40%
остатков линкерного участка MutL из E. coli
(EcoMutL) не повлияло существенно на свойства
этого белка [34]. Ранее мы провели детальный
сравнительный анализ первичных структур 1483
бактериальных белков MutL, обладающих эндо-
нуклеазной функцией, и выявили 16 консерва-
тивных мотивов в их структуре [17, 25]. В составе
NgoMutL найдено семь мотивов, ответственных
за связывание и гидролиз ATP (мотивы I–III, V,
VII, IX, X), а также пять мотивов (XI, XII, XIV–
XVI), формирующих каталитический центр бел-
ка, обеспечивающий гидролиз ДНК (см. табл. 1 и
рис. 1 в [17]). Как и все белки MutL, NgoMutL со-
стоит из N- и C-концевых доменов и вариабель-
ного линкера между ними. Структурные мотивы,
отвечающие за связывание и гидролиз ATP, лока-
лизованы в N-концевом домене белков (NTD);
мотивы, которые обеспечивают гидролиз ДНК –
в C-концевом домене (CTD) [22]. Исходя из срав-
нения аминокислотных последовательностей го-
мологов MutL, взятых из базы данных UniProt, N-
и С-концевые домены NgoMutL определены с
точностью до 5 а.о. (1–324 и 468–658 а.о. соответ-
ственно); длина линкера – 144 а.о. Анализ шести
выделенных и относительно изученных бактери-
альных MutL, обладающих эндонуклеазной функ-
цией, показал, что по первичной структуре и био-
химическим свойствам NgoMutL наиболее сходен
с белками MutL из R. sphaeroides и P. aeruginosa [17].

Белок NgoMutL выделяли методом металл-хе-
латной хроматографии на сорбенте Ni-NTA-ага-
роза за счет эффективного комплексообразова-
ния ионов Ni2+ с последовательностью из шести
остатков His на N-конце белковой молекулы [22].

Дополнительную очистку NgoMutL проводи-
ли методом эксклюзионной хроматографии (см.
пункт “Выделение белка NgoMutL” раздела “Экс-
периментальная часть”). Препарат NgoMutL полу-
чен в количестве 1 мг (концентрация 14.4 мкМ).

Анализ АТРазной активности белка NgoMutL
И бактериальные гомодимерные, и эукарио-

тические гетеродимерные белки MutL принадле-
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жат суперсемейству GHKL АТРаз (Gyrase, Hsp90,
Histidine Kinase и MutL). Наличие в последова-
тельности NgoMutL консервативных мотивов, от-
ветственных за взаимодействие с ATP, позволяет
также отнести его к этому семейству [25]. АТРазная
активность MutL необходима для функциониро-
вания системы репарации ДНК. При взаимодей-
ствии с ATP белок MutL меняет свою конформацию
и таким образом становится способным взаимо-
действовать с другими участниками системы
репарации, что влияет на его эндонуклеазную ак-
тивность [9, 10, 12, 35]. Количественно охаракте-
ризована АТРазная активность N-концевых
доменов гомологов белка MutL из четырех орга-
низмов: EcoMutL, AaeMutL, BsuMutL и PMS2 че-
ловека [6]. Данные для полноразмерного белка
BsuMutL представлены только в работе [19] (табл. 1).

АТPазную активность белков удобно измерять
колориметрическим методом по скорости обра-
зования фосфат-иона с использованием красите-

ля малахитового зеленого, меняющего свой цвет
при взаимодействии с фосфомолибдатным ком-
плексом при низком значении pH [36]. Для коли-
чественной характеристики АТРазной активности
NgoMutL использованы методики, предложен-
ные ранее [9, 22]. Показано, что АТPазная актив-
ность NgoMutL увеличивается в присутствии
дцДНК [22]. Исходя из этого, использованная нами
реакционная смесь содержала 50 нМ 76-звенного
дуплекса V (рис. 1). Количество образовавшегося
фосфат-иона определяли, измеряя поглощение
полученного раствора при длине волны 590 нм
[37]. Зависимость начальной скорости (v0) гидро-
лиза ATP белком NgoMutL от концентрации ATP
представлена на рис. 2. Кинетические параметры
реакции рассчитывали по уравнению Михаэли-
са–Ментен (табл. 1).

Полученные данные согласуются с данными для
гомологов белка MutL из других организмов, значе-
ния KM у которых варьируют от 50 до 400 мкМ, а

Таблица 1. Параметры гидролиза ATP белками MutL из различных бактерий

Белок KM, мкМ kcat, с–1 Ссылка

NgoMutL 377 ± 16 (6.9 ± 0.1) × 10–3

BsuMutL 400 5.0 × 10–3 [19]

PMS2-NTD человека ~100 3.3 × 10–3 [38]

EcoMutL-NTD ~90 6.6 × 10–3 [9]

AaeMutL-NTD ~49 2.9 × 10–4 [39]

Рис. 2. Зависимость начальной скорости гидролиза ATP белком NgoMutL (0.7 мкМ) от концентрации субстрата. Ре-
акцию проводили при 25°С в течение 150 мин в присутствии 50 нМ 76-звенного ДНК-дуплекса V. Представлены сред-
ние значения, вычисленные из данных трех экспериментов.
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значения kcat – от 3 × 10–4 до 6 × 10–3 с–1. Из табл. 1
видно, что NgoMutL имеет практически такое же
сродство к ATP, как и BsuMutL. У всех белков
MutL, исследованных ранее, а также у NgoMutL
значения kcat сравнимы. Только AaeMutL-NTD
имеет константу скорости гидролиза ATP на по-
рядок ниже. Таким образом, NgoMutL обладает
относительно низкой АТРазной активностью,
как и многие члены семейства GHKL, по сравне-
нию с другими АТРазами (например, kcat ДНК-
топоизомераз типа II составляет ~1 с–1 [40]).

Анализ ДНК-связывающей
активности белка NgoMutL

Показано, что гомологи белка MutL способны
связывать как оц-, так и дцДНК произвольной
последовательности вне зависимости от присут-
ствия мисматча [41–43]. Согласно современным
представлениям ДНК-связывающий центр MutL
находится в N-концевом домене белка [34]. ДНК-
связывающая активность белков MutL может за-
висеть от множества факторов, таких как длина
ДНК, наличие кофакторов (ADP, ATP, негидроли-
зуемые аналоги ATP) и ионная сила раствора [6].

В ранних исследованиях указывалось, что
EcoMutL не связывает 72-звенный ДНК-фраг-
мент, малоэффективно взаимодействует со 118-
звенным ДНК-дуплексом и полностью связывает
ДНК длиной 187 п.н. [42]. Однако затем методом
измерения поляризации флуоресценции показа-
ли комплексообразование EcoMutL с 41-звенны-
ми ДНК [44]. Позднее было изучено связывание
MutL из A. aeolicus, обладающего эндонуклеазной
функцией, с короткими ДНК длиной от 15 до 60 п.н.
[45]. Этот белок образовывал комплекс уже с
15-звенным ДНК-дуплексом. По мере увеличе-
ния длины ДНК эффективность связывания по-
вышалась и достигала максимального значения
при длине дуплекса, равной 30 п.н. Дальнейшее
увеличение длины дуплекса не влияло на связы-
вание ДНК белком AaeMutL. Таким образом,
“место посадки” белка AaeMutL на ДНК состав-
ляет около 30 п.н. [45]. Однако MutL из A. aeolicus
имеет очень короткий для белков MutL линкер
между N- и С-доменами (5 а.о.). MutL из T. ther-
mophilus, длина линкера у которого составляет
29 а.о., эффективно взаимодействует с 80-звен-
ным ДНК-дуплексом (Kd = 420 нМ) [21]. Отме-
тим, что оба эти белка MutL относятся к подсе-
мействам III и II соответственно. Эффективность
гидролиза ими ДНК не зависит от присутствия
β-субъединицы ДНК-полимеразы III (β-зажима).
Белок NgoMutL, напротив, относится к подсе-
мейству I белков MutL, т.е. содержит характер-
ный мотив QHLLIP, взаимодействующий с β-за-
жимом, и имеет достаточно длинный линкерный
участок (144 а.о.) [46]. Возможно, его способ-

ность связывать короткие ДНК отличается от
способности белков AaeMutL и TthMutL.

Ранее методом “торможения в геле” показали,
что в присутствии 300 мМ KCl NgoMutL эффек-
тивно связывает дцДНК длиной 440 п.н. и 45-звен-
ную оцДНК [22]. Однако известно, что уменьшение
ионной силы буферного раствора повышает сте-
пень связывания белков MutL c ДНК [47]. Таким
образом, для изучения методом “торможения в
геле” ДНК-связывающей способности NgoMutL
решено снизить концентрацию KCl в буферном
растворе до 100 мМ. Эту же ионную силу раствора
использовали при изучении связывания белков
TthMutL и AaeMutL с ДНК [21, 45]. При выборе
длины фрагментов ДНК для проведения исследо-
вания мы опирались также на данные, получен-
ные методом поверхностного плазмонного резо-
нанса, согласно которым NgoMutL достаточно эф-
фективно взаимодействовал с 35-звенной оцДНК,
иммобилизованной на носителе [22].

Таким образом, для проверки способности
NgoMutL связывать ДНК использовали дцДНК
(дуплексы I–V) длиной 16, 20, 30, 41, 76 п.н., содер-
жащие флуоресцентную метку ТАМRA (рис. 1). В
условиях комплексообразования (см. Экспери-
ментальную часть, раздел “Комплексообразова-
ние NgoMutL с ДНК различной длины”) белок
NgoMutL взаимодействует с ДНК-дуплексами
длиной не менее 30 п.н. (рис. 3), т.е. в отличие от
AaeMutL, дуплексы длиной 16 и 20 п.н. с NgoMutL
не связываются.

По мере увеличения длины ДНК эффектив-
ность ее связывания с NgoMutL возрастает, что
согласуется с данными для АаеMutL [45]. В случае
30-звенного ДНК-дуплекса III не удалось рассчи-
тать константу диссоциации комплекса NgoMutL–
ДНК, так как в выбранных нами условиях степень
связывания не достигла 50% (рис. 4). Комплексооб-
разование NgoMutL с 41- и 76-звенными дцДНК
охарактеризовано кажущимися константами дис-
социации (табл. 2): при увеличении длины дуп-
лекса от 41 до 76 п.н. величина  уменьшилась
почти вдвое. Следовательно, “место посадки”
полноразмерного белка NgoMutL на ДНК превы-
шает 41 п.н. Таким образом, это первый пример
бактериального MutL с эндонуклеазной функцией
из подсемейства I, который, несмотря на доста-
точно протяженный линкер между N- и C-домена-
ми, способен эффективно связывать относительно
короткие ДНК.

Кроме того, в качестве лигандов NgoMutL ис-
пользовали оцДНК 1–5 такой же длины. оцДНК
связываются с белком менее эффективно по срав-
нению с ДНК-дуплексами (табл. 2).  их ком-
плексов с NgoMutL примерно в 1.3–1.5 раза выше,
чем  дцДНК аналогичной длины. NgoMutL
взаимодействует с оцДНК длиной более 40 нук-
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леотидных остатков, и чем протяженнее ДНК, тем
выше эффективность связывания. Отметим, что
EcoMutL, напротив, связывает оцДНК более эф-
фективно, чем ДНК-дуплекс той же длины [10]. С
другой стороны, TthMutL и эукариотический го-
молог MutL – белок PMS2, эффективнее взаимо-
действуют с дцДНК [38].

Аффинная модификация белка NgoMutL ДНК, 
содержащими 2-пиридилдитиогруппу

Кристаллическая структура белка MutL в ком-
плексе с ДНК на данный момент не определена.
Невыясненным остается также вопрос о локали-

зации ДНК в комплексе с MutL на разных стади-
ях процесса MMR. Удобным инструментом зон-
дирования контактов белков с ДНК является ме-
тод ковалентного связывания этих биомолекул
[48–51]. Как упоминалось, сравнение аминокис-
лотных последовательностей белков MutL, спо-
собных гидролизовать ДНК, выявило в них пять
консервативных мотивов, образующих каталити-
ческий центр [17, 25]. В состав двух из этих моти-
вов (XIV и XV [17, 25]) входят остатки цистеина.
NgoMutL содержит остатки Cys в положениях 171,
251, 528, 604, 635. Три последних остатка Cys рас-
положены в С-концевом домене NgoMutL и два из
них (Cys604 и Cys635) входят в состав консерватив-
ных мотивов, составляющих каталитический центр
белка (мотивы [A/S]CK и C[P/N]HGRP). Как по-
казано ранее, эти остатки Cys необходимы для
функционирования системы MMR. Так, замена
даже одного из двух консервативных Сys на Ser
или Ala в MutLα, NgoMutL-CTD или TthMutL
приводит к “выключению” MMR in vivo [21, 52].
Мы поставили задачу методом ковалентного свя-
зывания определить, сближены ли остатки Cys
эндонуклеазного домена белка NgoMutL c ДНК.

Для модификации белка NgoMutL с целью его
ковалентного связывания с ДНК в качестве реак-
ционноспособной группы выбрана 2-пиридилди-
тиогруппа, которую вводили путем ацилирования
бифункциональными реагентами модифициро-
ванного олигонуклеотида, содержащего алифати-
ческую аминогруппу в 5-м положении остатка
тимидина [27]. Пиридилдитиогруппа удобна по
нескольким причинам: с высокой скоростью всту-
пает в реакцию тиолдисульфидного обмена при
физиологических значениях pH; селективно мо-
дифицирует сближенные остатки Cys с высоким
выходом. Аффинную модификацию остатков Cys
различных ДНК-связывающих белков фрагмен-
тами ДНК, содержащими пиридилдитиогруппу,
мы успешно применяли для изучения механиз-
мов ДНК-белкового взаимодействия [26–32]. В
данной работе использованы производные 59-
звенного дуплекса VI: SPDP-ДНК, PEG4-SPDP-
ДНК, PEG12-SPDP-ДНК (рис. 1), содержащие
2-пиридилдитиогруппу на трех линкерах различ-
ной длины (расстояние от гетероциклического
основания до атома серы, соединенного с атомом
C линкера, составляет 18.6, 31.7 или 50.4 Å), что
позволяет примерно оценить расстояние от Cys в
белке до ДНК [26]. Ранее мы успешно использо-
вали эти же ДНК для модификации белков MutS
и МutL из системы MMR E. coli [26, 27]. Установ-
лено, что введение в 5-е положение тимидина
дуплекса VI 2-пиридилдитиогруппы на указан-
ных на рис. 1 линкерах не влияет на комплексооб-
разование EcoMutL с 59-звенной ДНК [26].

Ковалентное связывание NgoMutL с модифи-
цированными ДНК, содержащими 2-пиридилди-

Рис. 3. Анализ комплексообразования белка
NgoMutL (2 мкМ) с ДНК-дуплексами различной дли-
ны (20 нМ), содержащими флуоресцентную метку
TAMRA. Комплексы формировали при 0°С в течение
10 мин. Электрофорез в 6%-ном ПААГ в буфере ТБЕ
в неденатурирующих условиях.

ДНК-дуплекс

NgoMutL

Комплексы
NgoMutL-ДНК

ДНК

– – –+ + +

III IV V

Таблица 2. Кажущиеся константы диссоциации ком-
плексов NgoMutL с ДНК различной длины

Примечание: – нет связывания, + комплексообразование

детектируется, но определение  невозможно.

Длина ДНК, п.н.
 мкМ

оцДНК дцДНК

16 – –
20 – –
30 – +
41 1.99 ± 0.02 1.39 ± 0.05
76 1.11 ± 0.01 0.86 ± 0.03
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тиогруппу, проводили в буфере B, содержащем
кофактор реакции гидролиза ДНК – ионы маг-
ния, в течение 15 мин при 0°С согласно методике,
предложенной в работе [26]. Гидролиз 59-звен-
ных ДНК-дуплексов в этих условиях не наблюда-
ли (данные не приведены). Продукты реакции
анализировали в 8%-ном ПААГ, содержащем
SDS (рис. 5). Гели окрашивали раствором броми-
да этидия, а затем (для визуализации белков) рас-
твором солей серебра. Бромид этидия интеркали-
рует преимущественно в ДНК, хотя в небольшой
степени он связывается и с белками [33]. Для про-
ведения реакции важно отсутствие восстановите-
лей в инкубационной смеси: такие реагенты, как
2-меркаптоэтанол, DTT и др., разрушают связь,
образующуюся между белком и ДНК, в конъюга-
те. Поэтому, кроме мономера NgoMutL, в геле
наблюдаются также зоны, соответствующие ди-
меру белка (рис. 5). Реакция между 2-пиридилди-
сульфидсодержащей ДНК и белком протекает по

схеме, представленной на рис. 6. Важно отметить,
что ДНК содержит только одну реакционноспо-
собную группу в каждой молекуле, поэтому в ди-
мере NgoMutL с ДНК может реагировать только
один остаток Cys.

В качестве положительного контроля использо-
вали мутантную форму белка MutL из E. coli
(EcoMutL(A251C)), содержащую единственный
остаток Cys вблизи предполагаемого ДНК-связы-
вающего центра. Остаток Cys251 в EcoMutL(A251C)
доступен для модификации ДНК с пиридилди-
тиогруппой [26]. Полученные результаты пред-
ставлены на рис. 5. В случае EcoMutL(A251C) в
присутствии PEG12-ДНК в геле появлялась до-
полнительная зона с более высокой молекулярной
массой, интенсивно окрашиваемая растворами
бромида этидия и солей серебра, что позволяло
считать ее продуктом ковалентного связывания
EcoMutL(A251C) с ДНК. Образование конъюга-

Рис. 4. Зависимость степени комплексообразования NgoMutL с ДНК разной длины (20 нМ) от концентрации белка.
Последовательности дцДНК (а) и оцДНК (б) приведены на рис. 1.
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та EcoMutL(A251C)-ДНК свидетельствовало о
реакционной способности полученных нами
препаратов. Зафиксировано также появление
конъюгатов белка NgoMutL с SPDP-ДНК,
PEG4-SPDP-ДНК, PEG12-SPDP-ДНК с молеку-
лярной массой около 130 кДа. Обнаружено, что
выход ДНК-белкового конъюгата повышается с
увеличением длины линкера между реакционной
группой и ДНК. Наибольший выход продукта ре-
акции достигнут при использовании ДНК с лин-
кером PEG12. Таким образом, показано, что
остатки Cys белка NgoMutL могут находиться на
расстоянии примерно 18–50 Å от ДНК.

Влияние АТP на ковалентное
связывание NgoМutL с ДНК

На следующем этапе работы оценили влияние
ATP на образование конъюгатов NgoMutL-ДНК.
Известно, что связывание ATP с белком MutL при-
водит к конформационным перестройкам белка и,
соответственно, к изменениям его свойств [8, 10].
Так, присутствие ATP в реакционной смеси инги-
бирует эндонуклеазную активность NgoMutL [22].
В отсутствие ATP MutL находится в “открытой”
конформации. В присутствии 1 мМ ATP N-конце-
вые домены белка образуют димер. Такая конфор-
мация называется “закрытой” [10]. Мы сравнили

Рис. 5. Анализ продуктов ковалентного связывания EcoMutL(A251C) (4 мкМ) с PEG12-ДНК (1 мкМ, дорожка 3) и
NgoMutL (4 мкМ) c SPDP-ДНК, PEG4-ДНК, PEG12-ДНК (1 мкМ, дорожки 5–10, дуплексы указаны под дорожками
геля). Дорожки 5–7 – реакцию NgoMutL c SPDP-ДНК, PEG4-ДНК или PEG12-ДНК, соответственно, проводили в от-
сутствие нуклеотидных кофакторов, дорожки 8–10 – в присутствии 1 мМ АТР. Условия реакции: 15 мин, 0°C. Приве-
дены фотографии электрофоретического разделения реакционных смесей в 8%-ном SDS-ПААГ. Один и тот же гель
окрашивали бромидом этидия (панель б) и затем раствором солей серебра (панель а). Дорожки 2 и 4 – исходные белки
EcoMutL(A251C) и NgoMutL соответственно. Дорожка 1 – маркер молекулярной массы белков, кДа.
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результаты ковалентного связывания NgoMutL с
2-пиридилдисульфидсодержащими ДНК в отсут-
ствие и в присутствии 1 мМ ATP. С этой целью бе-
лок инкубировали при 0°С с ATP или без него в
течение 10 мин, а затем добавляли модифициро-
ванные ДНК: SPDP-ДНК, PEG4-SPDP-ДНК,
PEG12-SPDP-ДНК. Как видно из рис. 5, ATP вли-
яет на взаимодействие белка с ДНК: выход конъ-
югатов NgoMutL с PEG4-SPDP-ДНК и с PEG12-
SPDP-ДНК незначительно снижается, а в случае
SPDP-ДНК конъюгат не образуется. В контроль-
ном эксперименте присутствие в реакционной
смеси ADP, не вызывающего конформационных
перестроек MutL [10], не влияло значимо на обра-
зование белково-нуклеинового конъюгата (рис. 7).
Ранее мы показали, что эффективность ковалентно-
го связывания остатков Cys, введенных в локализо-
ванный в N-концевом домене ДНК-связывающий
центр MutL Е. coli, лишенного эндонуклеазной
активности, не зависела от концентрации ATP в
реакционной смеси [26]. Исходя из этого, можно
предположить, что понижение выходов продуктов
реакции между NgoMutL и пиридилдисульфидсо-
держащими ДНК в присутствии ATP связано с
изменением локализации относительно ДНК
остатков Cys именно эндонуклеазного домена
(увеличение расстояния между ними) в процессе
конформационной перестройки белка. Действи-
тельно, присутствие АТР (в отличие от АDP) в ре-
акционной смеси снижало эффективность моди-
фикации остатков Cys C-концевого эндонуклеаз-
ного домена TthMutL гуанидингидрохлоридом.
Согласно [21], это свидетельствует о существен-
ных конформационных изменениях белка, вы-
званных взаимодействием с АТР. Интересно, что
в присутствии негидролизуемого аналога АТР –
АТPγS, образование конъюгата NgoMutL-PEG12-

SPDP-ДНК не наблюдалось. Вероятно, гидролиз
АТР необходим для взаимодействия остатков Cys
эндонуклеазного домена с ДНК. С другой сторо-
ны, АТР и особенно его негидролизуемый аналог
аденозин-5′-(β,γ-имидо)трифосфат (AMPPNP)
снижают эффективность связывания TthMutL с
дцДНК, что также может быть причиной умень-
шения выхода ДНК-белковых конъюгатов [21].

Влияние ионов цинка на эндонуклеазную функцию 
NgoMutL и ковалентное связывание с ДНК

Кристаллические структуры C-концевых до-
менов, содержащих эндонуклеазный мотив, ре-
шены для MutL из нескольких видов бактерий:
A. aeolicus (PDB-код 5B42), B. subtilis (PDB-код
3KDK), N. gonorrhoeae (PDB-код 3NCV) [19, 24,
46]. В расшифрованных структурах AaeMutL-
CTD и BsuMutL-CTD обнаружены ионы цинка,
которые предположительно играют важную роль в
организации структуры каталитических центров
этих белков [19, 46]. Показано, что BsuMutL-CTD
координирует ионы Zn2+ в специальном Zn2+-
связывающем участке, что приводит к сближе-
нию аминокислотных остатков мотивов XII, XIV
и XV, которые формируют активный центр белка
(рис. 8) [19]. Полагают, что в каталитический
центр NgoMutL входят мотивы XI, XII, XIV и XV,
которые катализируют гидролиз ДНК путем свя-
зывания их аминокислотных остатков с ДНК-
субстратом и ионами металлов [24]. Из рис. 8 вид-
но, что локализация ключевых аминокислотных
остатков этих мотивов, в том числе Сys, в BsuMutL-
CTD и NgoMutL-СTD очень похожи. Несмотря
на то, что кристалл NgoMutL-СTD не содержит
ионов Zn2+, можно полагать, что аминокислот-

Рис. 7. Анализ продуктов ковалентного связывания NgoMutL (4 мкМ) c PEG12-ДНК (1 мкМ) методом электрофореза
в 8%-ном SDS-ПААГ (дорожка 3). Гель окрашен солями серебра. Дорожка 1 – маркер молекулярной массы белков,
кДа; дорожка 2 − исходный белок. Дорожки 4–6 соответствуют реакционным смесям, содержащим, кроме NgoMutL
и PEG12-ДНК, один из нуклеотидных кофакторов (1 мМ): ADP, ATP, ATPγS соответственно. Дорожка 9 – анализ про-
дуктов ковалентного связывания NgoMutL c PEG12-ДНК в присутствии 1 мМ ZnCl2; дорожка 7 – в присутствии 1 мМ
ZnCl2 и 1 мМ ATP; дорожка 8 – в присутствии 1 мМ ZnCl2 и 1 мМ ATPγS. Условия реакции: 15 мин, 0°C.
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ные остатки NgoMutL координируют эти ионы
сходным с BsuMutL образом.

Сами ионы Zn2+ не обеспечивают эндонукле-
азную активность NgoMutL-СTD и BsuMutL [19,
24]. Однако в случае BsuMutL присутствие обоих
ионов Mn2+ и Zn2+ приводит к увеличению ли-
нейной формы плазмидной ДНК, т.е. к внесению
белком двухцепочечного разрыва [19] (табл. 3).
По-видимому, это обусловлено влиянием Zn2+ на
структуру эндонуклеазного домена, что приводит
к сближению двух каталитических центров гомо-
димерной молекулы белка с ДНК. С другой сто-

роны, при добавлении Zn2+ в реакционную смесь,
содержащую ионы Mn2+, наблюдалось ингибиро-
вание эндонуклеазной функции RspMutL [17]. По-
добные данные получены и для MutL из P. aeruginosa
[18]. Интересно, что присутствие ионов Zn2+ в ре-
акционной смеси стимулировало эндонуклеаз-
ную активность белка MutL A. aeolicus [20] (табл. 3).
Влияние ионов Zn2+ на гидролиз ДНК полнораз-
мерным белком NgoMutL, в том числе в присут-
ствии ионов Mn2+, ранее не изучали.

NgoMutL, как и большинство изученных ра-
нее бактериальных белков MutL, не гидролизо-

Рис. 8. Структурная организация эндонуклеазного центра белков BsuMutL-CTD (PDB-код 3KDK; панель а) и
NgoMutL-CTD (PDB-код 3NCV; панель б). Приведены номера аминокислотных остатков, участвующих во взаимо-
действии BsuMutL-CTD (или, предположительно, NgoMutL-CTD) с ионами двухвалентных металлов. Предложено
согласно [19, 24].

H606

а б

C604

C604

Zn2+

Zn2+

E468

C573

H464

H637

C635

H493

E497

Таблица 3. Влияние ионов Zn2+ на эндонуклеазную активность белков MutL

* Результаты получены в данной работе.

Организм Zn2+, 5 мМ Zn2+ и Mn2+, 5 мМ Ссылка

N. gonorrhoeae*
Гидролиз 
отсутствует Ингибирование (10–100 мкМ Zn2+) *

R. sphaeroides То же Ингибирование (10–100 мкМ Zn2+) [17]

P. aeruginosa » Не определяли [18]

B. subtilis »
Увеличение линейного продукта гидролиза плазмиды
(1 мМ Zn2+)

[19]

T. thermophilus » Не определяли [21]

A. aeolicus » Увеличение “никованной” формы плазмиды (0.5 мМ Zn2+) [20, 53]
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вал плазмиду pUC-MMR в присутствии ионов
Zn2+ (5 мМ). Мы проверили влияние Zn2+ на эн-
донуклеазную функцию NgoMutL в присутствии
5 мМ MnCl2. С увеличением концентрации Zn2+

(10–100 мкМ) эффективность образования ДНК
с разрывом только в одной из цепей белком
NgoMutL значительно уменьшается (рис. 9). В
присутствии 100 мкМ ZnCl2 в реакционной смеси
наблюдается практически полное ингибирование
эндонуклеазной активности NgoMutL. Аналогич-
ное действие ионы Zn2+ оказывают на гидролиз
белком NgoMutL двух цепей плазмиды pUC-MMR:
в присутствии Mn2+ наблюдается небольшое (до
10%) увеличение линейной формы ДНК. Однако
при повышении концентрации Zn2+ линейный
продукт полностью исчезает (данные не приведе-
ны). Очевидно, что сродство ионов цинка к
NgoMutL гораздо выше, чем ионов марганца, и
ионы Zn2+ эффективно вытесняют ионы Mn2+ из
металлсвязывающих участков белка.

Полагают, что замена консервативного Cys635
из мотива XV на Ser в NgoMutL и связанная с этим
инактивация системы MMR в клетках бактерии
N. gonorrhoeae обусловлена потерей способности
NgoMutL координировать ионы Zn2+, что под-
тверждается также в случае эукариотических ана-
логов MutL [52]. Очевидно, что если остатки Cys
С-концевого домена NgoMutL взаимодействуют
с ионами Zn2+, то они должны быть недоступны
или менее доступны для модификации ДНК-реа-
гентами в присутствии хлорида цинка. Поэтому
интересно было провести реакцию с ДНК в при-
сутствии 1 мМ Zn2+. Перед проведением реакции

белок инкубировали с ZnCl2 (5 мин, 4°С), чтобы
добиться максимального связывания ионов ме-
талла с белком. Показано, что в присутствии
1 мМ ZnCl2 конъюгат NgoMutL с PEG12-SPDP-
ДНК образуется с меньшей эффективностью
по сравнению с выходом продукта реакции в
отсутствие ионов Zn2+. При одновременном до-
бавлении в реакционную смесь АТР и ZnCl2 в
концентрации 1 мМ ковалентное связывание
между реакционноспособной ДНК и белком прак-
тически отсутствует (рис. 7). Эти результаты свиде-
тельствуют в пользу того, что в модификации
NgoMutL 2-пиридилдисульфидсодержащими ДНК
участвуют остатки Cys, находящиеся в металлсвя-
зывающих мотивах белка.

Таким образом, нами впервые получены ки-
нетические параметры (KM, kcat) гидролиза АТP
полноразмерным белком MutL N. gonorrhoeae,
величина которых сопоставима со значениями,
определенными в реакции гидролиза АТР бел-
ком BsuMutL. Установлено, что для эффектив-
ного связывания с NgoMutL длина как дц-, так
и оцДНК должна превышать 41 нуклеотидное
звено. Использование 59-звенных дуплексов с
2-пиридилдитиогруппой позволило зафиксиро-
вать взаимодействие ДНК с остатками Cys,
предположительно локализоваными в каталити-
ческом центре белка. Ионы цинка, связываясь в
этом участке белка, не только ингибируют эндо-
нуклеазную функцию NgoMutL, но и уменьшают
выход продукта реакции. Максимальный выход
ДНК-белкового конъюгата получен при локали-
зации реакционноспособной группировки на

Рис. 9. Гидролиз плазмиды pUC-MMR (10 нМ) белком NgoMutL (500 нМ) при 37°С в течение 60 мин. а – Фотография
(в инвертированном варианте) 1%-ного агарозного геля, окрашенного бромидом этидия, после электрофореза. До-
рожки: 1 – маркер длины ДНК (т.п.н.); 2 – исходная плазмида pUC-MMR; 3 – pUC-MMR и NgoMutL в отсутствие
ионов двухвалентных металлов; 4 – гидролиз pUC-MMR белком NgoMutL в присутствии MnCl2 (5 мМ); 5 – гидролиз
pUC-MMR белком NgoMutL в присутствии MnCl2 (5 мМ) и ZnCl2 (1 мМ); 6 – гидролиз pUC-MMR эндонуклеазой
рестрикции BamHI; 7 – гидролиз pUC-MMR никующей эндонуклеазой Bpu10I. Справа указаны формы кольцевой
ДНК: суперскрученная (сс), с разрывом в одной цепи (оц), линейная ДНК (лин). б – Зависимость количества образу-
ющейся оц-формы при гидролизе плазмиды pUC-MMR (10 нМ) белком NgoMutL в присутствии 5 мМ MnCl2 от кон-
центрации ZnCl2.
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линкере длиной 50.4 Å, т.е. остатки Cys эндонукле-
азного домена в составе ДНК-белкового комплекса
находятся на значительном расстоянии от ДНК. В
присутствии АТP и особенно его негидролизуемо-
го аналога АТPγS эффективность ковалентного
связывания NgoMutL с ДНК снижается. Для пони-
мания механизма действия NgoMutL как компо-
нента системы MMR необходимы дальнейшие ис-
следования.
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PROTEIN MutL FROM Neisseria gonorrhoeae MISMATCH REPAIR SYSTEM: 
INTERACTION WITH ATP AND DNA

M. V. Monakhova1, *, M. A. Milakina2, V. Yu. Savitskaia2, E. A. Romanova1,
Desirazu N. Rao3, and E. A. Kubareva1
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The mismatch repair system (MMR) ensures the stability of the genetic information during DNA replication
in almost all organisms. Mismatch repair is initiated after recognition of a non-canonical nucleotide pair by
the MutS protein and formation of a complex between MutS and the MutL. In eukaryotes and most bacteria,
MutL works as the endonuclease, which introduces a single-strand break in the daughter strand of the DNA,
thus activating the repair process. However, many aspects of MutL functioning remain unknown. We have
studied the ATPase and DNA-binding functions of MutL from pathogenic bacterium Neisseria gonorrhoeae
(NgoMutL) which has endonuclease activity. For the first time, the kinetic parameters of ATP hydrolysis
have been determined for the full-length NgoMutL protein. Its interactions with single- and double-stranded
DNA fragments of various lengths have been studied. We have shown that NgoMutL is able to efficiently form
complexes with DNA fragments longer than 40 nucleotides or base pairs. Using modified DNA duplexes har-
bouring a 2-pyridyldisulfide group on linkers of various lengths, we have obtained NgoMutL conjugates with
DNA for the first time. According to the study of this conjugate, the Cys residues of the wild-type protein are
located at a distance of approximately 18–50 Å from the duplex. We have shown that the yield of the affinity
modification of Cys residues in NgoMutL with DNA decreases in the presence of ATP or its non-hydro-
lysable analogue, as well as ZnCl2, in the reaction mixture. For the first time, we have suggested that the con-
served Cys residues of the C-terminal domain of NgoMutL that are responsible for the coordination of metal
ions in the active centre of the protein, are involved in its interaction with DNA. This study could be useful
for understanding the main stages of the MMR in prokaryotes, other than γ-proteobacteria, and for the new
drug targets search against N. gonorrhoeae.

Keywords: mismatch repair system, MutL, DNA-protein interaction, 2-pyridyldithio group, DNA-protein
crosslinking, Neisseria gonorrhoeae
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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.

Ключевые слова: CpG-сайты, 5-метилцитозин, 5-гидроксиметилцитозин, транслезионный синтез,
мутагенез
DOI: 10.31857/S0026898421020130

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.

УДК 577.213.6

ЭНЗИМОЛОГИЯ СИСТЕМ РЕПАРАЦИИ ДНК
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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.

a

N

N

NH2

O

C

N

N

NH2

O

mC

N

N

NH2

O

hmC

OH

б 5'-GCTTGTACTTTAGC+1

3'-CGAACATGAAATCGXGTAACTAAGAGTGGTGC
X = C, mC, hmC

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.

Авторы выражают благодарность Л.В. Генин-
гу (ИМГ) за предоставление Polκ, О.И. Лаврик
(ИХБФМ СО РАН) за экспрессионный вектор
Polλ и К.А. Бондаренко за помощь в выделении
Polη.

Работа поддержана грантами Российского
фонда фундаментальных исследований (№ 17-
00-00264-комфи (АВМ) и № 17-00-00261-комфи
(ДОЖ)). Тестирование активности PrimPol под-
держано Российским научным фондом (№ 18-14-
00354 (АВМ)).

Работа не содержит исследований с использо-
ванием животных или биологических материа-
лов, полученных от людей, в качестве объектов.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Weber M., Schübeler D. (2007) Genomic patterns of

DNA methylation: Targets and function of an epigene-
tic mark. Curr. Opin. Cell Biol. 19, 273–280.

2. Law J.A., Jacobsen S.E. (2010) Establishing, maintain-
ing and modifying DNA methylation patterns in plants
and animals. Nat. Rev. Genet. 11, 204–220.

3. Szulwach K.E., Jin P. (2014) Integrating DNA methyl-
ation dynamics into a framework for understanding
epigenetic codes. Bioessays. 36, 107–117.

4. Jabbari K., Bernardi G. (2004) Cytosine methylation
and CpG, TpG (CpA) and TpA frequencies. Gene. 333,
143–149.



310

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

ШИЛКИН и др.

5. Stevens M., Cheng J.B., Li D., Xie M., Hong C.,
Maire C.L., Ligon K.L., Hirst M., Marra M.A.,
Costello J.F., Wang T. (2013) Estimating absolute
methylation levels at single-CpG resolution from
methylation enrichment and restriction enzyme se-
quencing methods. Genome Res. 23, 1541–1553.

6. Branco M.R., Ficz G., Reik W. (2011) Uncovering the
role of 5-hydroxymethylcytosine in the epigenome.
Nat. Rev. Genet. 13, 7–13.

7. Shen L., Zhang Y. (2013) 5-Hydroxymethylcytosine:
generation, fate, and genomic distribution. Curr. Opin.
Cell Biol. 25, 289–296.

8. Lu X., Zhao B.S., He C. (2015) TET family proteins:
oxidation activity, interacting molecules, and functions
in diseases. Chem. Rev. 115, 2225–2239.

9. Wu X., Zhang Y. (2017) TET-mediated active DNA de-
methylation: mechanism, function and beyond. Nat.
Rev. Genet. 18, 517–534.

10. Waters T.R., Swann P.F. (2000) Thymine-DNA glyco-
sylase and G to A transition mutations at CpG sites.
Mutat. Res. 462, 137–147.

11. Pfeifer G.P. (2006) Mutagenesis at methylated CpG se-
quences. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 301, 259–281.

12. Olinski R., Starczak M., Gackowski D. (2016) Enig-
matic 5-hydroxymethyluracil: oxidatively modified
base, epigenetic mark or both? Mutat. Res. 767, 59–66.

13. Kawai K., Wata Y., Hara M., Tojo S., Majima T. (2002)
Regulation of one-electron oxidation rate of guanine by
base pairing with cytosine derivatives. J. Am. Chem. Soc.
124, 3586–3590.

14. Denissenko M.F., Pao A., Tang M.-S., Pfeifer G.P.
(1996) Preferential formation of benzo[a]pyrene ad-
ducts at lung cancer mutational hotspots in P53. Sci-
ence. 274, 430–432.

15. Hu W., Feng Z., Tang M.-S. (2003) Preferential carcin-
ogen-DNA adduct formation at codons 12 and 14 in the
human K-ras gene and their possible mechanisms. Bio-
chemistry. 42, 10012–10023.

16. Vairapandi M., Duker H.J. (1994) Excision of ultravio-
let-induced photoproducts of 5-methylcytosine from
DNA. Mutat. Res. 315, 85–94.

17. You Y.-H., Li C., Pfeifer G.P. (1999) Involvement of
5-methylcytosine in sunlight-induced mutagenesis.
J. Mol. Biol. 293, 493–503.

18. Lee D.-H., Pfeifer G.P. (2003) Deamination of
5-methylcytosines within cyclobutane pyrimidine di-
mers is an important component of UVB mutagenesis.
J. Biol. Chem. 278, 10314–10321.

19. Tomkova M., McClellan M., Kriaucionis S., Schuster-
Böckler B. (2018) DNA replication and associated re-
pair pathways are involved in the mutagenesis of methy-
lated cytosine. DNA Repair. 62, 1–7.

20. Tomkova M., Schuster-Böckler B. (2018) DNA modi-
fications: naturally more error prone? Trends Genet. 34,
627–638.

21. Yamtich J., Sweasy J.B. (2010) DNA polymerase family X:
function, structure, and cellular roles. Biochim. Biophys.
Acta. 1804, 1136–1150.

22. Pata J.D. (2010) Structural diversity of the Y-family
DNA polymerases. Biochim. Biophys. Acta. 1804, 1124–
1135.

23. Yang W. (2014) An overview of Y-family DNA poly-
merases and a case study of human DNA polymerase η.
Biochemistry. 53, 2793–2803.

24. Makarova A.V., Burgers P.M. (2015) Eukaryotic DNA
polymerase ζ. DNA Repair. 29, 47–55.

25. García-Gómez S., Reyes A., Martínez-Jiménez M.I.,
Chocrón E.S., Mourón S., Terrados G., Powell C., Sa-
lido E., Méndez J., Holt I.J., Blanco L. (2013) Prim-
Pol, an archaic primase/polymerase operating in hu-
man cells. Mol. Cell. 52, 541–553.

26. Белоусова Е.А., Лаврик О.И. (2010) ДНК-полиме-
разы β и λ и их роль в репликации и репарации
ДНК. Молекуляр. биология. 44, 947–965.

27. Lindahl T., Barnes D.E. (2000) Repair of endogenous
DNA damage. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 65,
127–133.

28. Maga G., Villani G., Crespan E., Wimmer U., Ferrari E.,
Bertocci B., Hübscher U. (2007) 8-oxo-guanine bypass
by human DNA polymerases in the presence of auxilia-
ry proteins. Nature. 447, 606–608.

29. Makarova A.V., Grabow C., Gening L.V., Tarantul V.Z.,
Tahirov T.H., Bessho T., Pavlov Y.I. (2011) Inaccurate
DNA synthesis in cell extracts of yeast producing active
human DNA polymerase iota. PLoS One. 6, e16612.

30. Makarova A.V., Stodola J.L., Burgers P.M. (2012) A
four-subunit DNA polymerase ζ complex containing
Polδ accessory subunits is essential for PCNA-mediat-
ed mutagenesis. Nucl. Acids Res. 40, 11618–11626.

31. Makarova A.V., Nick McElhinny S.A., Watts B.E.,
Kunkel T.A., Burgers P.M. (2014) Ribonucleotide in-
corporation by yeast DNA polymerase ζ. DNA Repair.
18, 63–67.

32. Boldinova E.O., Stojkovič G., Khairullin R., Wanrooij S.,
Makarova A.V. (2017) Optimization of the expression,
purification and polymerase activity reaction condi-
tions of recombinant human PrimPol. PLoS One. 12,
e0184489.

33. Petrova D.V., Naumenko M.B., Khantakova D.V.,
Grin I.R., Zharkov D.O. (2019) Relative efficiency of
recognition of 5-methylcytosine and 5-hydroxymethyl-
cytosine by methyl-dependent DNA endonuclease
GlaI. Russ. J. Bioorg. Chem. 45, 625–629.

34. Johnson R.E., Washington M.T., Prakash S., Prakash L.
(2000) Fidelity of human DNA polymerase η. J. Biol.
Chem. 275, 7447–7450.

35. Zhang Y., Yuan F., Wu X., Wang Z. (2000) Preferential
incorporation of G opposite template T by the low-fi-
delity human DNA polymerase ι. Mol. Cell. Biol. 20,
7099–7108.

36. Zhang Y., Yuan F., Xin H., Wu X., Rajpal D.K., Yang D.,
Wang Z. (2000) Human DNA polymerase κ synthesizes
DNA with extraordinarily low fidelity. Nucl. Acids Res.
28, 4147–4156.

37. Boldinova E.O., Wanrooij P.H., Shilkin E.S., Wan-
rooij S., Makarova A.V. (2017) DNA damage tolerance
by eukaryotic DNA polymerase and primase PrimPol.
Int. J. Mol. Sci. 18, 1584.

38. Poulos R.C., Olivier J., Wong J.W.H. (2017) The inter-
action between cytosine methylation and processes of
DNA replication and repair shape the mutational land-
scape of cancer genomes. Nucl. Acids Res. 45, 7786–
7795.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

МАТРИЧНЫЕ СВОЙСТВА 5-МЕТИЛ-2'-ДЕЗОКСИЦИТИДИНА 311

39. Rogozin I.B., Goncearenco A., Lada A.G., De S.,
Yurchenko V., Nudelman G., Panchenko A.R., Coo-
per D.N., Pavlov Y.I. (2018) DNA polymerase η muta-
tional signatures are found in a variety of different types
of cancer. Cell Cycle. 17, 348–355.

40. Tomkova M., Tomek J., Kriaucionis S., Schuster-
Böckler B. (2018) Mutational signature distribution
varies with DNA replication timing and strand asym-
metry. Genome Biol. 19, 129.

41. Fang H., Barbour J.A., Poulos R.C., Katainen R., Aal-
tonen L.A., Wong J.W.H. (2020) Mutational processes
of distinct POLE exonuclease domain mutants drive an
enrichment of a specific TP53 mutation in colorectal
cancer. PLoS Genet. 16, e1008572.

42. Alexandrov L.B., Nik-Zainal S., Wedge D.C., Apa-
ricio S.A.J.R., Behjati S., Biankin A.V., Bignell G.R.,
Bolli N., Borg A., Børresen-Dale A.-L., Boyault S.,
Burkhardt B., Butler A.P., Caldas C., Davies H.R.,
Desmedt C., Eils R., Eyfjörd J.E., Foekens J.A.,
Greaves M., Hosoda F., Hutter B., Ilicic T., Imbeaud S.,
Imielinski M., Jäger N., Jones D.T.W., Jones D.,
Knappskog S., Kool M., Lakhani S.R., López-Otín C.,
Martin S., Munshi N.C., Nakamura H., Northcott P.A.,
Pajic M., Papaemmanuil E., Paradiso A., Pearson J.V.,
Puente X.S., Raine K., Ramakrishna M., Richard-
son A.L., Richter J., Rosenstiel P., Schlesner M.,
Schumacher T.N., Span P.N., Teague J.W., Totoki Y.,

Tutt A.N.J., Valdés-Mas R., van Buuren M.M.,
van ’t Veer L., Vincent-Salomon A., Waddell N.,
Yates L.R., Australian Pancreatic Cancer Genome Ini-
tiative, ICGC Breast Cancer Consortium, ICGC
MMML-Seq Consortium, ICGC PedBrain, Zucman-
Rossi J., Futreal P.A., McDermott U., Lichter P.,
Meyerson M., Grimmond S.M., Siebert R., Campo E.,
Shibata T., Pfister S.M., Campbell P.J., Stratton M.R.
(2013) Signatures of mutational processes in human
cancer. Nature. 500, 415–421.

43. Alsøe L., Sarno A., Carracedo S., Domanska D.,
Dingler F., Lirussi L., SenGupta T., Tekin N.B., Jobert L.,
Alexandrov L.B., Galashevskaya A., Rada C., San-
dve G.K., Rognes T., Krokan H.E., Nilsen H. (2017)
Uracil accumulation and mutagenesis dominated by
cytosine deamination in CpG dinucleotides in mice
lacking UNG and SMUG1. Sci. Rep. 7, 7199.

44. ESCODD (European Standards Committee on Oxida-
tive DNA Damage) (2002) Comparative analysis of
baseline 8-oxo-7,8-dihydroguanine in mammalian cell
DNA, by different methods in different laboratories: an
approach to consensus. Carcinogenesis. 23, 2129–2133.

45. ESCODD (European Standards Committee on Oxida-
tive DNA Damage), Gedik C.M., Collins A. (2005) Es-
tablishing the background level of base oxidation in hu-
man lymphocyte DNA: results of an interlaboratory
validation study. FASEB J. 19, 82–84.

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, **
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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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Топотекан – цитостатический препарат из группы камптотецинов, действующий как ингибитор ак-
тивности топоизомеразы 1 (TOP1). Тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1 (TDP1) – фермент репара-
ции, удаляющий заместители с 3'-конца ДНК. TDP1 препятствует действию ингибиторов TOP1,
снижая их терапевтическую эффективность, поэтому подавление активности TDP1 может усилить
эффект топотекана. Нами изучено действие как самого противоопухолевого препарата топотекан,
так и его комбинации с ингибитором TDP1 (гидразинотиазольным производным усниновой кисло-
ты) на асцитную опухоль мышей Кребс-2. Ранее мы установили, что это производное усниновой кис-
лоты является эффективным ингибитором TDP1. В настоящей работе показано, что внутрибрюшин-
ное введение как топотекана, так и ингибитора TDP1 по отдельности оказывает противоопухолевое
действие, которое оценивали по весу асцитной опухоли и по количеству клеток в асцитической жид-
кости. Совместное введение топотекана и исследуемого ингибитора TDP1 аддитивно снижало оба по-
казателя. Также показано, что комбинированное введение этих двух препаратов приводит к развитию
деструктивных процессов в опухоли, выражающихся в появлении клеток, в которых липидные капли
занимали почти всю цитоплазму, повышенном накоплении клеточного детрита, отсутствовавшего в
образцах, полученных от мышей, которым препараты вводили по отдельности.

Ключевые слова: тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1, ингибитор TDP1, карцинома Кребс-2, топоте-
кан, топоизомераза 1
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ВВЕДЕНИЕ
Противоопухолевое действие многих химиоте-

рапевтических агентов и радиотерапии напрямую
связано с их способностью вызывать повреждения
ДНК. Однако влияние этих агентов нивелируется
способностью раковых клеток репарировать инду-
цированные повреждения ДНК, что приводит к
снижению эффективности терапии и развитию ле-
карственной резистентности. Поэтому поиск но-
вых соединений, подавляющих активность фер-
ментов репарации ДНК, можно рассматривать в
качестве стратегии для потенцирования цитоток-
сичности уже применяемых лекарственных пре-

паратов, которые действуют как повреждающие
ДНК агенты. Топотекан – полусинтетический
водорастворимый аналог камптотецина, ингиби-
рующий топоизомеразу 1 (TOP1). TOP1 регулиру-
ет степень локального скручивания спирали ДНК,
в ходе реакции образуется ковалентный комплекс
ДНК–TOP1 [1]. На сегодняшний день ингибито-
ры TOP1 – аналоги камптотецина, топотекан и
иринотекан [1, 2], применяют при широком спек-
тре опухолей: при раке легкого, толстой кишки,
шейки матки, яичников и др. Действие камптоте-
цинов приводит к стабилизации ковалентного
комплекса TOP1–ДНК на ДНК, что предотвраща-

УДК 577.29

СИСТЕМЫ РЕПАРАЦИИ И ТРАНСКРИПЦИИ
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ет восстановление цепи ДНК. Таким образом в
ДНК сохраняются повреждения в виде ковалент-
ных аддуктов и одноцепочечных разрывов, что в
конечном итоге приводит к остановке клеточного
цикла и гибели клетки [1]. Тирозил-ДНК-фосфо-
диэстераза 1 (TDP1) катализирует удаление с
3'-конца ДНК ковалентно присоединенного пеп-
тида – остатка ковалентного аддукта TOP1, возни-
кающего в процессе протеасомной деградации [3–5],
нивелируя таким образом эффект ингибиторов
TOP1. Подавление активности TDP1 может усили-
вать действие ингибиторов ТOP1, например топо-
текана. Таким образом, совместное использова-
ние ингибиторов TDP1 и TOP1 может заметно
повысить эффективность химиотерапии [3, 6, 7].

Известные ингибиторы TDP1 действуют в диа-
пазоне 0.01–100 мкМ [6–12]. Проведенные нами
комплексные исследования в системах in vitro и
in vivo позволили найти целый ряд эффективных
ингибиторов TDP1, которые способны усилить
противоопухолевый эффект химиотерапевтиче-
ских препаратов [6]. Среди широкого спектра из-
вестных ингибиторов TDP1 – синтетических ана-
логов природных веществ, одними из наиболее
перспективных считаются производные уснино-
вой кислоты [6, 9, 10, 13]. Усниновая кислота –
широко распространенное и доступное природное
соединение, вторичный метаболит лишайников.
Ее синтетические аналоги могут быть получены
путем направленных химических модификаций в
фенольном или трикетоновом фрагментах [12, 13].
Нами показан синергический эффект различных
производных усниновой кислоты с камптотеци-
ном или топотеканом на клеточных линиях in vitro,
а также с топотеканом in vivo [9, 10, 14–17]. Гид-
разинотиазольное производное усниновой кис-
лоты 20d [14] (лабораторный код OL9-119, рис. 1)
является эффективным ингибитором TDP1 c IC50
(концентрация полумаксимального ингибирова-
ния) 26 нМ. Это соединение усиливало действие
топотекана как in vitro, так и in vivo, а также про-
тивоопухолевый и антиметастатический эффект
топотекана на модели карциномы легкого Льюис
[14]. В настоящей работе изучено действие одного
топотекана и топотекана в комбинации с ингиби-

тором TDP1 OL9-119 на развитие асцитной опу-
холи Кребс-2 у мышей. Согласно полученным
данным, и топотекан, и ингибитор TDP1 OL9-119
обладали противоопухолевым действием, а их ком-
бинация аддитивно повышала противоопухолевую
активность и приводила к развитию деструктив-
ных процессов в опухоли. Таким образом, гидра-
зинотиазольное производное усниновой кислоты –
ингибитор TDP1, можно считать перспективным
для разработки комбинированной противоопухо-
левой терапии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. В работе использованы следующие
соединения: топотекан (“USP”, США), инги-
битор TDP1 (лабораторный код OL9-119), синте-
зированный в Новосибирском институте орга-
нической химии им. Н.Н. Ворожцова СО РАН
(Новосибирск, Россия) согласно [14], а также орга-
нические растворители и другие реактивы отече-
ственного производства квалификации х.ч. и ч.д.а.

Лабораторные животные и модельная опухоль.
В исследовании использовали мышей линии
C57BL/6 3–4-месячного возраста из вивария
конвенциональных животных Института цито-
логии и генетики СО РАН. Животных (35 осо-
бей) содержали на подстилке из опилок в пласти-
ковых клетках (по семь мышей в каждой) со сво-
бодным доступом к корму (“Лабораторкорм”,
Москва, Россия) и воде. Все эксперименты про-
ведены в соответствии с протоколами, одобрен-
ными межинститутской комиссией по биоэтике
ИЦиГ СО РАН и директивой 2010/63/EU.

Экспериментальной моделью служила опу-
холь Кребс-2, которую мышам прививали внутри-
брюшинно (по 0.2 млн. клеток). Эксперименталь-
ные группы мышей (пять групп) формировали слу-
чайным образом. Группа 1 – контрольная – мышам
этой группы однократно внутрибрюшинно вводили
опухолевые клетки, но химиотерапию не проводи-
ли. Группа 2 (контроль действия растворителя) –
мышам двукратно (через 2 и 4 дня после прививки
опухоли) внутрибрюшинно вводили 15% ДМСО
(“Sigma”, США) и 10% Твин-80 (“Panreac Appli-
Chem”, Германия). Группа 3 – топотекан в разо-
вой дозе 2 мг/кг. Группа 4 – мыши этой группы по-
лучали ингибитор TDP1 в разовой дозе 100 мг/кг в
виде суспензии в ДМСО/Твин-80 в воде (0.2 мл
суспензии на мышь). Группа 5 – мышам вводили
одновременно топотекан и ингибитор TDP1.

Действие препаратов на опухоль оценивали в
конце эксперимента на 10-й день по весу асцит-
ной опухоли (разница в весе мыши до и после уда-
ления опухоли), а также по числу опухолевых
клеток в асците, определенному с помощью счет-
чика клеток (“Logos Biosystems”, Южная Корея).
Для приготовления препаратов для микроскопи-

Рис. 1. Химическая структура ингибитора TDP1 (ла-
бораторный код OL9-119 [14]).
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ческого исследования 1 мл опухоли от каждой мы-
ши смешивали с 10 мл 10%-ного раствора забуфе-
ренного формалина (“Биовитрум”, Россия). Ста-
тистическую обработку данных проводили в
программе Microsoft Office Excel 2013, результаты
приведены как значение ± стандартное отклоне-
ние.

Микроскопическое исследование. Для светооп-
тического исследования образцы асцитической
жидкости опухоли Кребс-2, а также опухоли по-
сле обработки растворителем (ДМСО/Твин-80),
топотеканом, препаратом-ингибитором TDP1,
комбинацией топотекан + ингибитор TDP1 фик-
сировали в растворе 10%-ного формалина через
10 сут после первого введения препаратов. Далее
клетки обрабатывали 1%-ным раствором осмие-
вой кислоты (“EMS”, США), обезвоживали в
растворах этилового спирта возрастающей кон-
центрации и ацетоне, заливали в смесь эпон-
аралдита (“EMS”). Полутонкие срезы готовили
на ультрамикротоме EM UC7 (“Leica”, Герма-
ния) и окрашивали 1%-ным раствором азура-2
(“EMS”) на 1%-ном растворе буры (“EMS”).

Полутонкие срезы клеток асцитной формы
опухоли Кребс-2 изучали с помощью светового
микроскопа DM2500 (“Leica”), фотосъемку про-
водили с помощью цифровой камеры MC 170 HD
(“Leica”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Перед первым введением препаратов мышей

разделили на пять групп, по семь мышей в каж-
дой. Действие топотекана и ингибитора TDP1
OL9-119 (рис. 1) по отдельности и совместно на
асцитную форму опухоли оценивали на 10-й день
по весу опухоли, а также по числу опухолевых
клеток в асците. Индивидуальное введение как
топотекана, так и ингибитора TDP1 приводило к

снижению веса опухоли и числа опухолевых кле-
ток в асците (рис. 2) по сравнению с контрольной
группой 1 и с группой 2, которой вводили ДМСО.
Следует отметить, что ДМСО не влияет на эти два
показателя, т.е. снижение веса опухоли при введе-
нии ингибитора TDP1, растворенного в ДМСО,
обусловлено действием самого ингибитора. Ком-
бинированное введение топотекана и ингибитора
TDP1 аддитивно снизило оба показателя (рис. 2).

Ранее мы сообщали о сенсибилизации карци-
номы Льюис мышей к действию топотекана препа-
ратом этого же ингибитора TDP1 при внутрижелу-
дочном введении [14]. Введение только данного
препарата (OL9-119) не оказывало ни противоопу-
холевого, ни антиметастатического эффекта, но
при комбинированном применении значительно
усиливало действие топотекана. В настоящем ис-
следовании препарат OL9-119 вводили внутрибрю-
шинно, чтобы обеспечить его прямой доступ к опу-
холевым клеткам, и наблюдали его “собственный”
противоопухолевый эффект. Мы предполагаем,
что различия в воздействии соединения OL9-119 –
ингибитора TDP1, на карциному Льюис и карци-
ному Кребс-2 могут быть обусловлены как разной
чувствительностью модельных опухолей, так и раз-
ными способами введения препарата.

Мы провели светооптическое исследование
клеток асцитной опухоли Кребс-2, полученных
от мышей всех пяти групп. Опухолевые клетки
мышей контрольной группы (рис. 3a, б) на полу-
тонких срезах имели округлую форму и диаметр
около 15 мкм, цитоплазма клеток была окрашена
в ярко-синий цвет и вакуолизирована. Около по-
ловины опухолевых клеток содержали в цито-
плазме по две–три липидные капли (рис. 3б).
Присутствие липидных капель в цитоплазме кле-
ток опухоли Кребс-2 описано ранее [18]. На по-
верхности всех клеток наблюдались небольшие
выросты цитоплазмы. Ядра содержали преиму-

Рис. 2. Средний вес асцитной опухоли (разница в весе мыши с опухолью в брюшной полости и после удаления опухо-
ли) (a), и количество опухолевых клеток в асците (б). 1 – Контрольная группа. 2–5 – Группы мышей, которым вводили
ДМСО, топотекан ингибитор TDP1, совместно топотекан и ингибитор TDP1 соответственно.
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щественно эухроматин, на срезах некоторых кле-
ток выявлялись ядрышки. В образцах отмечены
единичные макрофаги со светло-голубой цито-
плазмой, вдвое превышающие по размеру опухо-

левые клетки. Значимых морфологических отли-
чий между опухолевыми клетками мышей кон-
трольной группы и мышей, которым вводили
ДМСО, не наблюдалось (снимки не приведены).

Рис. 3. Клетки асцитной формы опухоли Кребс-2. a, б – Контрольная группа. Стрелками показаны липидные капли в
цитоплазме клеток, на поверхности клеток видны выросты цитоплазмы. в – Клетки Кребс-2 после обработки топоте-
каном, стрелкой показана гигантская клетка. г–е – Клетки после введения топотекана в сочетании с ингибитором
TDP1, пространство между клетками заполнено клеточным детритом. Стрелками показаны липидные капли в цито-
плазме; на врезке клетка, заполненная липидными каплями. Окраска азуром-2. Длина масштабной линейки в а, г со-
ответствует 50 мкм и 20 мкм в б, в, д, е.

ед

в г

а б



316

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

ДЫРХЕЕВА и др.

Действие топотекана на опухоль приводило к
появлению гигантских клеток (рис. 3в), доля ко-
торых составила почти 25% всех клеток в образ-
цах. Диаметр таких клеток достигал 30 мкм, вдвое
превышая размер опухолевых клеток контрольной
группы. Цитоплазма гигантских клеток окрашена в
ярко-синий цвет, вакуолизирована, содержит ли-
пидные капли. Ядра крупные, неправильной фор-
мы, занимают около трети объема клетки.

Введение мышам ингибитора TDP1 OL9-119, а
также топотекана в сочетании с этим ингибито-
ром приводило к разрушению большого количе-
ства опухолевых клеток, препараты содержали
клеточный детрит, встречались гигантские клет-
ки. При введении комбинации этих двух препара-
тов (рис. 3г–е) в образцах выявлены клетки, в ко-
торых липидные капли занимали практически
всю цитоплазму, при 400-кратном увеличении
наблюдались две–три таких клетки в поле зрения.
Вместе с тем, общее количество клеток с липид-
ными каплями заметно не менялось. Интересно,
что введение только OL9-119 не приводило к на-
коплению липидов в клетках опухоли.

Таким образом, комбинированное введение то-
потекана и исследуемого ингибитора TDP1 приво-
дило к развитию деструктивных процессов в опу-
холи, которые выражались в повышенном накоп-
лении клеточного детрита, отсутствовавшего в
образцах после введения каждого из препаратов по
отдельности.

В научной литературе не опубликовано резуль-
татов морфологического изучения асцитной опухо-
ли Кребс-2 при воздействии противоопухолевых
препаратов, поэтому мы не можем сопоставить по-
лученные нами данные с результатами других ис-
следователей. Таким образом, нами впервые пока-
заны морфологические изменения клеток Кребс-2,
вызванные воздействием только топотекана и топо-
текана в комбинации с ингибитором TDP1.

Представленные результаты изучения влияния
внутрибрюшинного введения in vivo топотекана и
ингибитора TDP1 OL9-119 на асцитную форму
карциномы Кребс-2 мыши подтверждают ранее
полученные нами данные in vitro, которые показы-
вают усиление цитотоксического действия топоте-
кана в комбинации с данным ингибитором TDP1
[14]. Следует подчеркнуть, что наиболее выражен-
ный терапевтический эффект мы наблюдали при
совместном применении топотекана с OL9-119.
Полученные результаты подтверждают, что соеди-
нение OL9-119 – ингибитор TDP1, гидразиноти-
азольное производное усниновой кислоты – мож-
но считать перспективным для разработки комби-
нированных противоопухолевых препаратов.

Работа проведена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант № 17-00-00097 КОМФИ) и Базового
проекта ПФНИ ГАН на 2017–2020 гг. (№ АААА-

А17-117020210022-4) “Механизмы функциониро-
вания систем репарации, транскрипции и транс-
ляции. Патологические процессы, связанные с
этими системами” (рук. проекта О.И. Лаврик).
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ANTITUMOR ACTIVITY OF THE COMBINATION OF TOPOTEСAN
AND TYROSYL-DNA-PHOSPHODIESTERASE 1 INHIBITOR 

ON MODEL KREBS-2 MOUSE ASCITE CARCINOMA
N. S. Dyrkheeva1, A. L. Zakharenko1, E. S. Novoselova1, A. A. Chepanova1, 2,
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Topotecan is a cytostatic drug from the camptothecin group, it acts by inhibiting topoisomerase 1 (TOP1).
Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 (TDP1) is capable of interfering with the action of TOP1 inhibitors, re-
ducing their therapeutic efficacy. Suppression of TDP1 activity may enhance the effects of topotecan. In this
work, we investigated the effect of the antitumor drug topotecan alone and in combination with the TDP1
inhibitor, a hydrazinothiazole derivative of usnic acid, on the Krebs-2 mouse ascites tumor. We have previ-
ously shown that this derivative efficiently inhibits TDP1. In the present work, we show that both topotecan
and TDP1 inhibitor have an antitumor effect when evaluated separately. The combination of topotecan and
the TDP1 inhibitor additively reduces both the weight of the ascites tumor and the number of cells in ascites.
In mice, the TDP1 inhibitor alone or in combination with topotecan eliminated the tumor cells. After the
combined intraperitoneal administration of these two compounds, we observed cells in which lipid droplets
occupied almost the entire cytoplasm and the accumulation of cell detritus, which was absent in the samples
collected from mice treated with each compound separately.

Keywords: tyrosyl-DNA-phosphodiesterase 1, Tdp1 inhibitor, Krebs-2 carcinoma, topotecan, topoisomerase 1
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Генетическая компонента многофакторных заболеваний интенсивно изучается на протяжении
многих лет, но до сих пор в этой области остается очень много вопросов. В последние годы появи-
лись исследования в области “менделевского кода” – гипотезы, постулирующей существование
связи между менделевскими (моногенными) и многофакторными патологиями: полиморфные
варианты в генах менделевских заболеваний могут оказаться значимыми для многофакторных па-
тологий, в которых задействованы те же биохимические пути. В настоящем обзоре через призму ги-
потезы “менделевского кода” представлен взгляд на группу генов, которые могут оказаться пер-
спективными генами-кандидатами широкого спектра патологических состояний, а именно, генов
белков систем репарации ДНК. В качестве примера рассмотрены белки BRСA1-ассоциированного
комплекса наблюдения за геномом (BASC). Обсуждаются основные функции белков этого ком-
плекса в процессах репарации двухцепочечных разрывов ДНК (ATM, MRE11, NBN, RAD50,
BRCA1, BLM) и мисматч-репарации (MSH2, MSH6, MLH1, PMS2, RF-C, PCNA); вовлеченность
этих белков в функционирование митохондрий; участие белков BASC в развитии адаптивного им-
мунного ответа. В 13 (из 16) генах белков комплекса BASC уже известны мутации, приводящие к мо-
ногенным заболеваниям, а 11 ассоциированы с многофакторными заболеваниями или отдельными
биологическими процессами. Общность патогенетически значимых признаков у больных с мутаци-
ями во многих генах белков комплекса BASC и у больных с тяжелыми комбинированными имму-
нодефицитами позволяет предполагать участие полиморфных вариантов в генах белков систем ре-
парации ДНК в развитии многофакторных заболеваний, вероятно, из-за вовлечения в процессы
иммунного ответа. Плейотропные эффекты данных генов указывают на возможность их участия в
развитии различных состояний организма – как в норме, так и при патологии.

Ключевые слова: менделевский код, гены белков репарации ДНК, BASC, SNP, многофакторная па-
тология
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“МЕНДЕЛЕВСКИЙ КОД” 
МНОГОФАКТОРНОЙ ПАТОЛОГИИ

Многофакторные заболевания составляют ос-
новную проблему здравоохранения во всем мире,
поэтому формирование новых стратегий профи-
лактики и лечения широко распространенных
патологий по-прежнему находится в фокусе вни-
мания исследователей. Наследственная компо-
нента таких болезней сложна, поэтому генетиче-
ские исследования в этой области актуальны и в
настоящее время, хотя подходы к ее изучению с
течением времени существенно меняются.

В последние годы значительный интерес вы-
зывает гипотеза менделевского кода, согласно
которой существует связь между менделевскими
и многофакторными патологиями: многие из
частых вариантов, вносящих свой вклад в форми-
рование сложно наследуемых заболеваний, лока-
лизованы в генах, причинных для моногенных
патологий [1]. Фенотипические эффекты мутаций,
приводящих к синдромальной либо моногенной
патологии, чрезвычайно сильны, в то время как
полиморфные варианты привносят слабые эф-
фекты, модифицируемые как факторами внеш-
ней среды, так и генетическим фоном. Поэтому

Сокращения: GWAS – полногеномные ассоциативные исследования (Genome-Wide Association Studies); BASC – BRСA1-
ассоциированный комплекс наблюдения за геномом (BRCA1-associated genome surveillance complex).

УДК 575.164;571.27;575.176
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полиморфные варианты в генах менделевских за-
болеваний могут оказаться значимыми для мно-
гофакторных патологий, в которых задействова-
ны те же биохимические пути. Эта идея получила
подтверждение и развитие в ряде исследований.
Так, например, показано, что более 23% генов,
мутации в которых приводят к высокопенетрант-
ным менделевским заболеваниям, ассоциирова-
ны и с многофакторной патологией, причем зна-
чения OR для рисковых вариантов таких генов
выше, чем для рисковых вариантов генов, не при-
водящих к моногенным заболеваниям, но ассо-
циированных с многофакторными [2]. Известно,
что проведение полногеномных ассоциативных
исследований (Genome-Wide Association Studies,
GWAS) позволяет выявить замены в непосред-
ственной близости от генов менделевских заболе-
ваний, причем фенотипические проявления изу-
чаемых сложно наследуемых патологий частично
перекрываются с проявлениями моногенных за-
болеваний [3].

Взгляд через призму гипотезы менделевского
кода может дать второе дыхание “кандидатному”
подходу в изучении генетической компоненты
многофакторной патологии. Наше внимание при-
влекла группа генов белков систем репарации
ДНК. Нарушение процессов репарации ДНК при-
водит к возникновению целого ряда моногенных и
онкологических заболеваний [4, 5]. Вовлеченность
полиморфизма генов систем репарации ДНК в раз-
витие патологических состояний разной этиологии
в настоящее время активно исследуется, но может
ли оно считаться достаточно изученным? Основ-
ное внимание сосредоточено на выявлении роли
генов систем репарации ДНК в развитии онкопа-
тологии. Известно, что мутации в некоторых ге-
нах белков различных систем репарации ДНК
обусловливают развитие ряда наследственных
онкозаболеваний. Полиморфные варианты в ге-
нах этой системы ассоциированы с онкопатоло-
гией, чувствительностью к воздействию химиче-
ских веществ и радиации. Изучение именно этих
феноменов чаще всего включает и вовлеченность
генетического полиморфизма данных систем ге-
нов [5]. Вместе с тем, в единичных исследованиях
(в том числе и в GWAS) показано участие поли-
морфизма генов систем репарации в формирова-
нии предрасположенности к широкому спектру
сложно наследуемых патологий, таких как забо-
левания сердечно-сосудистой системы [6–9],
психические [10, 11], метаболические [12], имму-
нологические [13–15] и другие нарушения.

В репарации ДНК участвуют сотни белков.
Согласно “GenOntology” в процессы репарации
ДНК у человека вовлечены продукты 511 генов
(GO: 0006281, фильтры “Homo sapiens”, “experi-
mental evidence”, “UniProt”) [16]. Белки систем
репарации образуют, как правило, мультибелко-
вые комплексы, позволяющие исправлять те или

иные повреждения ДНК, а также комплексы вне
“своих” систем репарации [17, 18]. В настоящем об-
зоре рассмотрено участие полиморфных вариантов
генов белков BRСA1-ассоциированного комплекса
наблюдения за геномом (BASC) в формировании
предрасположенности к многофакторной патоло-
гии. Мультибелковый комплекс BASC содержит
опухолевые супрессоры и белки репарации повре-
ждений ДНК – BRCA1, MSH2, MSH6, MLH1,
PMS2, RF-C, PCNA, ATM, BLM, MRE11, NBN,
RAD50. Комплекс BASC представляет собой дина-
мичную систему, меняющую свой состав как на
протяжении клеточного цикла, так и в пределах
субклеточных доменов. Белки этого комплекса
(рис. 1) участвуют в качестве компонентов в различ-
ных системах репарации, а также способны форми-
ровать небольшие стабильные субкомплексы, неза-
висимые от BRСA1 [19].

БЕЛКИ КОМПЛЕКСА BASC И РЕПАРАЦИЯ 
ДВУХЦЕПОЧЕЧНЫХ РАЗРЫВОВ ДНК

Сразу после возникновения двухцепочечного
повреждения ДНК близлежащий гистон H2AX
очень быстро фосфорилируется (киназой ATM
или другими киназами этого семейства), образуя
форму gH2AX [20]. Фосфорилирование гистона
необходимо для координации сборки репараци-
онного комплекса, а также для дополнительного
привлечения необходимых ферментов [21–27].
Нибрин (NBN) в составе комплекса MRN (вклю-
чающего белки MRE11, RAD50 и NBN) связыва-
ется с gH2AX и с ATM, что способствует накопле-
нию факторов репарации ДНК в хроматине,
окружающем повреждение, активируя тем самым
процесс репарации двухцепочечных разрывов
ДНК [28–30]. Комплекс MRN является един-
ственным сенсором активации ATM при дис-
функции теломер [31]. Он играет центральную
роль в активации ATM-киназы в сайтах двухце-
почечных разрывов ДНК [32].

Протеинкиназа ATM, входящая в семейство
киназ P13/P14, играет важную роль в путях пере-
дачи сигнала о двухцепочечных разрывах в ДНК
высших эукариот. ATM опосредованно контро-
лирует наличие двухцепочечных разрывов ДНК
через индуцированные ими изменения в структу-
ре хроматина [33]. Белок ATM может находиться
как в ядре, так и в цитоплазме, в том числе в пе-
роксисомах, везикулах и митохондриях. Киназа
АТМ имеет сотни мишеней в целом ряде сигналь-
ных путей, участвующих в поддержании клеточ-
ного и окислительно-восстановительного гомео-
стаза, регуляции митохондриальных функций
[34–36]. Предполагается, что в ответ на появле-
ние двухцепочечных разрывов ДНК ATM активи-
руется с помощью двух независимых путей,
вовлекающих TP53BP1, с одной стороны, и NBN,
с другой [37]. Кроме того, АТМ может активиро-
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ваться в митохондриях в ответ на окислительный
стресс независимо от клеточного ответа на повре-
ждения ДНК, на одноцепочечные разрывы ДНК,
на изменения структуры хроматина [38–41]. Му-
тации в гене ATM приводят к возникновению
атаксии-телеангиэктазии (табл. 1), для которой,
помимо основных нейродегенеративных наруше-
ний, характерны сосудистые изменения, а также
частые респираторные инфекции. Описаны ассо-
циации вариантов гена АТМ с долгожительством
[42, 43], шизофренией [10], коронарным атеро-
склерозом, сахарным диабетом [6, 44], инсулино-
резистентностью [45] и ответом на терапию мет-
формином больных сахарным диабетом типа 2
[46–48].

Комплекс MRN, состоящий из белков MRE11,
NBN и RAD50, участвует не только в репарации
двухцепочечных разрывов ДНК, но связан и с
формированием теломер и проверкой поврежде-
ний ДНК [49]. Этот комплекс вовлечен в сигналь-
ные пути, опосредующие развитие врожденного
иммунитета [50]. Мутации в гене NBN (NBS1)

приводят к синдрому хромосомных поломок
Ниймегена, в гене RAD50 – к заболеванию, по-
добному синдрому Ниймегена (Nijmegen breakage
syndrome-like disorder) (табл. 1). При этом поли-
морфные варианты гена NBN ассоциированы с
аутоиммунными заболеваниями [13], нарушени-
ями метаболизма [12] и процессами старения [51].
Варианты гена RAD50 ассоциированы с бронхи-
альной астмой [14, 52, 53] и сердечно-сосудистой
патологией [54]. Мутации гена MRE11 описаны
при ATLD1 (Ataxia-telangiectasia-like disorder 1, за-
болевание (тип 1), сходное с атаксией-телеанги-
эктазией) (табл. 1) [56, 57], а ассоциации вариантов
этого гена – с инфарктом миокарда [7], иммун-
ным старением Т-клеток [58].

Для эффективной передачи сигнала через
MRN и ATM требуется еще целый ряд факторов,
в том числе TP53BP1 и BRCA1, присутствие кото-
рых в комплексе определяет путь, по которому
пойдет репарация двухцепочечных разрывов ДНК –
гомологичной рекомбинации (HR), опосредуемой
BRCA1, или негомологичного воссоединения кон-

Рис. 1. Комплекс BASC. Сеть построена с помощью оn-line ресурса STRING v:11.0; линии, соединяющие белки в сети,
отображают экспериментально доказанные взаимодействия, колокализацию и коэкспрессию. Помимо комплекса
BASC указанные белки включены в такие белковые комплексы (все белковые комплексы выделены подчеркивани-
ем), как MRN (MRE11, RAD50, NBN), MRX (MRE11, RAD50), RF-C (RFC1, RFC2, RFC3, RFC4, RFC5), MMR
(MLH1, PMS2, MSH2, MSH6, PCNA и RF-C). Наряду с BRCA1, ATM и BLM, белковые комплексы MRN и MRX
участвуют в процессах гомологичной рекомбинации; MRX и АТМ – в процессах негомологичного соединения кон-
цов. Гетеропентамер RF-C, а также PCNA вовлечены в репликацию ДНК и эксцизионную репарацию. Комплекс
MMR осуществляет мисматч-репарацию.
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Таблица 1. Моногенные заболевания, вызываемые мутациями в генах белков комплекса BASC

Примечание. Описаны также мутации в генах MLH1, MSH2, NBN, RAD50 (см. [55]), приводящие к синдромам дефицита ан-
тител IgAD и CVID, но не включенные в OMIM.

Тип репарации ДНК Ген Менделевское заболевание/синдром OMIM*

Репарация двухцепочечных 
разрывов ДНК (гомологич-
ная рекомбинация, негомоло-
гичное соединение концов)

ATM Атаксия телеангиоэктазия 208900

NBN (NBS1) Синдром хромосомных поломок Ниймегена 251260

RAD50 Заболевание, подобное синдрому Ниймегена 613078

MRE11 ATLD1 (Ataxia-telangiectasia-like disorder 1, заболева-
ние (тип 1), подобное атаксии-телеангиоэктазии) 604391

Гомологичная рекомбинация BRCA1 Наследственный рак молочной железы и яичников 
(familial breast-ovarian cancer-1, BROVCA1) 604370

Рак поджелудочной железы (Pancreatic cancer, sus-
ceptibility to 4) 614320

Анемия Фанкони (Fanconi anemia, complementation 
group S), группа комплементации S 617883

BLM Синдром Блума 210 900

Мисматч-репарация MLH1 Синдром Линча (наследственный неполипозный 
колоректальный рак типа 2) 609310

Синдром Туркота (синдромальный рак мисматч- 
репарации, сочетание колоректального полипоза и 
первичных опухолей ЦНС) 276300

Синдром Муира–Торре (Muir–Torre syndrome, 
MRTES) 158320

PMS2 Синдром Линча (наследственный неполипозный 
колоректальный рак типа 4) 614337

Синдром Туркота (синдромальный рак мисматч- 
репарации, сочетание колоректального полипоза и 
первичных опухолей ЦНС) 276300

MSH2 Синдром Линча (наследственный неполипозный 
колоректальный рак типа 1) 120 435

Синдром Туркота (синдромальный рак мисматч- 
репарации, сочетание колоректального полипоза и 
первичных опухолей ЦНС) 276300

Синдром Муира–Торре (Muir–Torre syndrome, 
MRTES) 158320

MSH6 Синдром Линча (наследственный неполипозный 
колоректальный рак типа 5) 614350

Синдром Туркота (синдромальный рак мисматч- 
репарации, сочетание колоректального полипоза и 
первичных опухолей ЦНС) 276300

Наследственный рак эндометрия 608089

Мисматч-репарация, эксци-
зионная репарация

RFC1 Церебеллярная атаксия, невропатия и синдром 
вестибулярной арефлексии 614575

RFC2 Локализован в регионе делеции при синдроме 
Вильямса (RFC2 – один из 28 генов в этом регионе) 194050

PCNA ATLD2 (Ataxia-telangiectasia-like disorder 2), подоб-
ное атаксии-телеангиэктазии заболевание типа 2 615919
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цов (NHEJ), опосредуемого TP53BP1 [59, 60].
BRCA1 – ядерный фосфопротеин, играющий
важную роль в поддержании геномной стабиль-
ности в целом и в качестве опухолевого супрессо-
ра. Функции BRCA1 чрезвычайно разнообразны:
он взаимодействует с компонентами гистондеа-
цетилазного комплекса, обусловливая участие
этого фермента в процессах транскрипции, репа-
рации ДНК и рекомбинации [61]; участвует в
сборке митотического веретена деления [62].
Cвязываясь с RAD50, BRCA1 блокирует экзо-
нуклеазную активность MRN-комплекса [63, 64].
Из всех генов белков комплекса BASC, BRCA1
изучается наиболее активно – мутации в этом ге-
не ответственны примерно за 40% случаев на-
следственного рака молочной железы и более чем
за 80% случаев наследственного рака молочной
железы и яичников (табл. 1) [4, 5]. Полиморфизм
гена BRCA1 ассоциирован с характером воспали-
тельного ответа [5, 65].

Один из компонентов системы гомологичной
рекомбинации – продукт гена BLM, взаимодей-
ствует с топоизомеразой 3α и двумя геликазами
того же подсемейства, что и BLM (DExH-бокс-
содержащие ДНК- и РНК-геликазы). BLM обла-
дает ДНК-зависимой АТРазной и ДНК-геликаз-
ной активностью, вовлечен в процессы рекомбина-
ции, репарации, репликации, сегрегации сестрин-
ских хроматид в митозе, участвует в разрешении
структуры Холлидея и расплетании G-квадруплек-
сов, в опосредованном рекомбинацией удлинении
теломер, регуляции экспрессии генов [66–69]. Му-
тации в этом гене вызывают развитие синдрома
Блума (табл. 1), который характеризуется слиш-
ком высокой частотой рекомбинации гомологич-
ных хромосом и сестринских хроматид [70, 71].
Влияя на жизнеспособность клеток и апоптоз,
BLM участвует в прогрессии катаракты [72]. На
мышиной модели показано, что BLM обеспечи-
вает правильное развитие и функционирование
В-лимфоцитов различных подтипов [73]. Показа-
но участие BLM в патогенезе колоректального ра-
ка и рака предстательной железы [74, 75].

Следует отметить существование ассоциации
полиморфных вариантов в генах NBN, MRE11,
RAD50, АТМ, BRСA1 и BLM с различными онко-
логическими заболеваниями [5, 67, 76–85].

БЕЛКИ КОМПЛЕКСА BASC
И МИСМАТЧ-РЕПАРАЦИЯ

Еще один комплекс, ассоциированный с
BASC, представлен белками весьма сложной си-
стемы пострепликативной мисматч-репарации
ДНК (MMR). Основная роль этого комплекса
(включающего как минимум 20 белков) заклю-
чается в устранении ошибок, связанных с репли-
кацией ДНК (кроме таких мисматчей, как G/T,
G/G и A/C, мишенями этой системы служат так-

же и О6-метилгуанин, спаренный с C или Т, меж-
цепочечные сшивки СpG, вызванные действием
цисплатина, индуцированные УФ-светом фото-
продукты, пуриновые аддукты бензпирена, про-
изводные аминофлуорена, 8-оксигуанин, ин-
серции и делеции) [86]. Кроме того, MMR инги-
бирует рекомбинацию между неидентичными
последовательностями и влияет на многие про-
цессы, связанные с метаболизмом ДНК, вклю-
чая передачу сигналов о повреждении ДНК, экс-
пансию тринуклеотидных повторов, переключения
синтеза классов иммуноглобулинов, соматическую
гипермутабельность [87]. MMR, по-видимому, иг-
рает двойную роль в ответе на повреждения ДНК
(непосредственно мисматч-репарация и передача
сигнала о повреждении ДНК), а также вовлечена
в активацию индукции апоптоза [88]. В экспери-
ментах in vivo показано, что MMR опосредует
клеточную реакцию на дисфункцию теломер че-
рез ослабление индукции белка p21 [89].

Мисматчи опознаются и связываются субъеди-
ницами MutS, представляющими собой гетеродуп-
лексы трех типов: комплекс MutSα, образуемый
белками MSH2 и MSH6, распознает преимуще-
ственно одиночные мисматчи и небольшие инсер-
ции/делеции; комплекс MutSβ (MSH2/MSH3),
связывающий протяженные инсерции/делеции; и
комплекс MutSγ (MSH4/MSH5), участвующий в
процессе мейотической рекомбинации [90–93]. С
MutS связывается субъединица MutL, также пред-
ставленная несколькими гетеродимерными фор-
мами: MutLα, MutLβ, MutLγ. Белки MLH1 и
PMS2 формируют субъединицу MutLα. Показа-
ны физические взаимодействия MutLα с ДНК-
полимеразой III, которая присоединяется к
участку репарации. MLH1 может также образо-
вывать гетеродимеры с MLH3, формируя субъ-
единицу MutLγ, участвующую в процессе мейоза.
PMS2 и MLH3 обладают слабой эндонуклеазной
активностью, критичной для функционирования
субъединицы MutL. PMS2 не может разрезать ме-
тилированную ДНК, поэтому, вероятно, таким
путем могут исправляться только de novo наруше-
ния, однако в клетках человека это пока не дока-
зано [17, 18, 93, 94]. MLH1 в комплексе с PMS1
(MutLβ) или PMS2 подавляют гомологичную ре-
комбинацию, особенно когда это касается корот-
ких гомологичных отрезков ДНК. MutL-комплекс
человека к тому же защищает от формирования
геномных перестроек, участвуя в процессах, не
имеющих отношения непосредственно к мисматч-
репарации [95]. Так PMS2 принимает участие в
сперматогенезе [96]. Мутации в генах MLH1,
MLH3, PMS2, PMS1, MSH2, MSH6 могут быть
причиной некоторых наследственных онкологиче-
ских заболеваний (табл. 1), таких как синдром Лин-
ча (наследственный неполипозный колоректаль-
ный рак) и синдром Туркота (синдромальный рак
мисматч-репарации, синдром полипозной опухоли
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мозга) [4, 97–101]. Мутации в MLH1 и MSH2 мо-
гут быть причиной синдрома Muir–Torre
(MRTES), в MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6 –
рака эндометрия [97, 102–105]. Показаны ассоци-
ации полиморфных вариантов этих генов и при
других онкозаболеваниях [5, 106–111]. Кроме то-
го, выявлены ассоциации полиморфных вариан-
тов генов MLH1 и PMS2 с продолжительностью
жизни [112, 113]. Описаны мутации в гене MSH5,
приводящие к преждевременному угасанию
функции яичников [114, 115], ассоциации поли-
морфных вариантов с IGAD1 (дефицит IgA) [116].
Ген MSH4 ассоциирован с мужским бесплодием
[117]. На мышиной модели показано, что дефицит
MSH2 приводит к общегеномному увеличению
степени метилирования гистона H3 [118].

Немаловажную роль в мисматч-репарации иг-
рает еще один белковый комплекс – репликатив-
ный фактор С (RF-C), обладающий АТРазной
активностью в присутствии ДНК и ядерного ан-
тигена пролиферирующих клеток (PCNA). RF-C
представляет собой гетеропентамер, субъедини-
цы которого кодируются генами RFC1, RFC2,
RFC3, RFC4 RFC5 [119]. RF-C взаимодействует с
5'-концом последовательности ДНК, затем свя-
зывает PCNA, опосредуя его посадку на ДНК.
PCNA необходим для сборки комплекса репли-
кации, он стабилизирует комплекс матричной
ДНК и ДНК-полимеразы (дельта или эпсилон),
что обеспечивает процессивный синтез ДНК
[120]. PCNA может связывать также ряд белков
(лигазу 1, метилтрансферазу, флэп-эндонуклеазу 1
и т.д.), привлекая их, при необходимости, к ре-
пликативному комплексу, он вовлечен в поддер-
жание жизнеспособности пролиферирующих
клеток [121–123]. Эндонуклеазная активность
MutLα активируется PCNA [124]. RF-С принима-
ет участие в процессах репликации, эксцизионной
репарации нуклеотидов, мисматч-репарации, под-
держании стабильности теломер [125–127]. Поли-
морфизм генов PCNA, RFC1, RFC2, RFC3, RFC4,
RFC5 активно изучается при онкопатологиях [5,
119, 128–130]. Экспансия пентануклеотидного
повтора в гене RFC1 приводит к аутосомно-ре-
цессивной поздневозрастной мозжечковой атаксии
(табл. 1) [131]. Выявлена ассоциация полиморф-
ного варианта в гене RFC1 с иммунологическими
реакциями [132]. Ген RFC2 локализован в участке
делеции при синдроме Вильямса (табл. 1) [133,
134]. Мутации в гене PCNA приводят к развитию
ATLD2 (табл. 1) – заболеванию, сходному с атак-
сией-телеангиэктазией [135]. Уровень PCNA ак-
тивно используется в качестве белкового маркера
пролиферирующих клеток, поэтому изменение
его уровня при различных патологиях и в модель-
ных системах отмечено во многих работах (см. [5]
и ссылки там). Показана вовлеченность PCNA в
патогенез болезни Паркинсона [136, 137].

ГЕНЫ БЕЛКОВ КОМПЛЕКСА BASC
И МНОГОФАКТОРНАЯ ПАТОЛОГИЯ

В настоящее время нет достаточно убедитель-
ных доказательств участия большинства генов
белков этого функционального класса в разви-
тии многофакторной патологии, хотя в этой об-
ласти накоплено уже немало данных. A. Ciccia и
S.J. Elledge, рассматривая 40 синдромов, вызыва-
емых мутациями более чем в 80 генах, пришли к
выводу, что дефекты в репарации ДНК в первую
очередь влияют на гомеостаз нервной, иммунной
и репродуктивной систем, они также могут при-
вести к преждевременному старению или пред-
расположенности к раку [34]. Действительно, из
приведенных этими авторами данных видно, что
патология нервной системы наблюдается в 62%
случаев синдромов, вызываемых мутациями в ге-
нах белков репарации ДНК, повышенная пред-
расположенность к онкопатологии в – 37%, нару-
шения в функционировании иммунной системы
в – 35%, те или иные признаки преждевременно-
го старения находят у 25% больных [34]. В доступ-
ных источниках наибольший объем информации
касается вовлеченности генов белков репарации
ДНК в развитие онкопатологий (см., например,
DisGenet, а также [4, 5, 67, 76–85, 97–101, 106–
111, 119, 128–130]). Именно поэтому нам пред-
ставляется наиболее интересным рассмотреть и
другие аспекты.

Дисфункция митохондрий
Хромосомные перестройки и нестабильность

генома фактически являются маркерами наруше-
ния процессов репарации ДНК. Однако ряд при-
знаков, общих для некоторых синдромов, связан-
ных с нарушением репарации ДНК (атаксия-теле-
ангиэктазия, синдром Блума, синдром Ниймегена),
таких как преждевременное старение, задержка ро-
ста, инсулинорезистентность, эндокринные нару-
шения и иммунодефицит, – могут вызываться де-
фектами антиоксидантной защиты и, как след-
ствие, накоплением окислительных повреждений
ДНК [138]. Эти процессы связаны не только с не-
посредственным накоплением мутаций в ядрах
соматических клеток (процесс корректной репара-
ции ДНК особенно актуален для нейронов), но и с
накоплением повреждений в мтДНК. Поскольку
мтДНК кодирует важные субъединицы дыхатель-
ной цепи митохондрий, то дефекты в ней зачастую
приводят к нарушению процессов окислительного
фосфорилирования [34, 139]. Дисфункция мито-
хондрий может быть причиной целого ряда патоло-
гических состояний, затрагивающих в первую оче-
редь ткани с активным метаболизмом – ЦНС, ске-
летные мышцы, сердце, а также целый ряд других
тканей, вызывая нейродегенерацию, сердечно-со-
судистые и метаболические заболевания, старение,
рак и т.д. [139, 140]. Нарушения ультраструктуры и
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функций митохондрий, повышенная продукция
митохондриальных АФК характерны для атак-
сии-телеангиэктазии и сходного с ней ATLD,
синдромов Блума, Ниймегена, Кокейна и пиг-
ментной ксеродермы [36, 138].

Большинство АФК генерируются во время
нормального клеточного метаболизма в основ-
ном в митохондриях, пероксисомах и эндоплаз-
матической сети [141]. Непосредственная физи-
ческая близость к источникам АФК и отсутствие
гистонов приводят к увеличению скорости мута-
генеза в митохондриях, которая там в 10–20 раз
выше, чем в ядерном геноме [140, 142]. Наиболее
стабильное окислительное повреждение ДНК –
8-оксигуанин – во время последующей реплика-
ции может образовывать мисматчи с аденином,
причем чаще, чем “правильные” пары с цитози-
ном [143]. Таким образом формируется “мутатор-
ный” фенотип, т.е. повреждение ДНК, вызываю-
щее дальнейшее появление мутаций [144, 145].
Окислительные повреждения ДНК исправляют-
ся в первую очередь посредством BER (эксцизи-
онная репарация оснований), в митохондриях
ошибки также исправляются преимущественно
посредством BER. Однако это далеко не един-
ственный механизм. В настоящее время доказа-
но, что в митохондриях активно функционируют
также системы NER (эксцизионная репарация
нуклеотидов), MMR, а также системы репарации
двухцепочечных разрывов ДНК – как основан-
ные на гомологичной рекомбинации, так и на не-
гомологичном воссоединении концов, вероятно,
путем сшивания концов, основанном на микро-
гомологии – MMEJ. Несмотря на то, что детали
функционирования этих систем в митохондриях
и в ядре могут отличаться [140, 145–147], вполне
ожидаемо участие белков комплекса BASC в ре-
парационных процессах в митохондриях.

Некоторые белки комплекса BASC встречают-
ся в митохондриях и необходимы для их нормаль-
ного функционирования. В частности, на клеточ-
ных и животных моделях показано, что потеря
активности киназы АТМ приводит к быстрому
изменению гомеостаза митохондрий. Фактиче-
ски это свидетельствует о важной роли АТМ в
функционировании митохондрий, не зависящей
от повреждений как в ядерной, так и в мтДНК.
Предполагается, что увеличение уровня окисли-
тельного стресса у мышей с нокаутом гена АТМ
обусловлено повышением уровня АФК в мито-
хондриях, возможно, из-за сниженной активно-
сти комплекса I [148]. При дефиците комплекса
MMR (MLH1 или MSH2) в клетке также снижа-
ется активность комплекса I [124, 145], а потеря
MLH1 приводит, кроме того, к существенному
снижению количества копий мтДНК. При сборке
комплекса MMR на мисматчах ДНК происходит
взаимодействие MLH1 и ATM, что необходимо
для развития дальнейшего клеточного ответа на

повреждение ДНК [149]. Дисфункция митохон-
дрий, вызванная дефицитом белков системы
мисматч-репарации, может либо опосредоваться
именно нарушением взаимодействия MLH1/ATM
[145], либо быть независимым событием с неиз-
вестным пока механизмом реализации. Показано
участие комплекса MRN и продукта гена BLM в
функционировании MMEJ, однако доказательства
присутствия и функциональной значимости в ми-
тохондриях к настоящему времени получены
только для MRE11 и RAD50 [140, 150, 151]. Роль
BRCA1 в поддержании стабильности как ядерно-
го, так и митохондриального геномов считается
универсальной [152]. Локализация других белков
комплекса BASC в митохондриях еще не установ-
лена.

Таким образом, имеются убедительные дан-
ные о роли ряда генов систем репарации ДНК в
развитии дисфункции митохондрий и ответа на
воздействие окислительного стресса. Наиболее
полно изучено участие в этих процессах продукта
гена АТМ [153–155]. Но вовлеченность в развитие
окислительного стресса может объяснять связь
гена АТМ с патогенезом ограниченного спектра
заболеваний, в частности сердечно-сосудистых
или нейродегенеративных. На наш взгляд, более
универсальным механизмом, посредством кото-
рого белки генов систем репарации ДНК могут
вносить вклад в развитие многофакторной пато-
логии различной этиологии, является модифика-
ция иммунного ответа и воспаления.

Иммунный ответ
Наличие сопутствующих иммунологических

нарушений у пациентов с моногенными заболе-
ваниями, вызываемыми мутациями в генах си-
стем репарации ДНК (наряду с повышенной ра-
диочувствительностью и склонностью к разви-
тию онкопатологии), хорошо известно. Так, у
больных атаксией-телеангиэктазией (мутации в
гене АТМ) с младенчества наблюдается повышен-
ная частота бактериальных инфекций дыхатель-
ных путей, обусловленная нарушением сборки
генов иммуноглобулинов и T-клеточных рецеп-
торов (TCR). Аналогичные нарушения обнаруже-
ны и у пациентов с синдромами Ниймегена (му-
тации в гене NBN) и Блума (мутации в гене BLM)
[156–158].

Формирование антигенраспознающих участ-
ков иммуноглобулинов и ТCR при созревании Т-
и В-лимфоцитов происходит в результате V(D)J-
рекомбинации (реаранжировки) – соматической
негомологичной рекомбинации. Мутации в генах
некоторых белков, осуществляющих реаранжи-
ровку, приводят к развитию тяжелых комбиниро-
ванных иммунодефицитов (SCID), обусловлен-
ных нарушениями в созревании и/или функцио-
нировании лимфоцитов, таких как, например,
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синдром Оменна. Нарушение реаранжировки –
не единственный патогенетический механизм
развития SCID, кроме него описаны и такие пу-
ти, как накопление токсичных метаболитов, на-
рушение цитокиновой сигнализации, аномалии
тимуса, снижение выживаемости лимфопоэтиче-
ских клеток-предшественников. Однако стоит под-
черкнуть, что повышенная радиочувствительность
отмечена только у пациентов со SCID, у которых за-
болевание вызвано мутациями в генах белков, во-
влеченных в V(D)J-рекомбинацию [159–161]. Из
белков комплекса BASC в таких перестройках
участвуют ATM [162, 163], MRE11 [164], NBN [164–
166], RAD50 [164].

На более поздних этапах созревания лимфоци-
тов формирование дальнейшего разнообразия ан-
тител связано с двумя процессами: соматической
гипермутацией (somatic hypermutation, SHM) и пе-
реключением синтеза классов иммуноглобулинов
(class switch recombination, CSR) [167]. Нарушение
этих процессов приводит к развитию редких пер-
вичных иммунодефицитов, характеризующихся
отсутствием продукции переключенного изотипа
(IgG, IgA или IgE) [168, 169]. Участие ферментов
системы мисматч-репарации в переключении
классов иммуноглобулинов описано на мыши-
ной модели еще в 1999 г. [170]. Немного позже по-
казали участие в этом процессе белков MRN-
комплекса уже и у человека [171]. Известно, что
CSR осуществляется с привлечением, в том чис-
ле, белков MRN-комплекса – MRE11, RAD50 и
NBN [171, 172], а также MSH2 и MLH1 [170],
PMS2 [169, 170], ATM [173], BRCA1 [174]. Все бел-
ки системы MMR также вовлечены в процессы
соматической гипермутации [175, 176]. Известны
мутации в генах системы MMR (MLH1, MSH2) и
комплекса MRN (NBN, RAD50), приводящие к
развитию синдромов дефицита антител IgAD и
CVID, а также полиморфные варианты в генах
различных систем репарации ДНК, ассоцииро-
ванные с нарушениями процесса переключения
классов иммуноглобулинов [55].

В результате анализа более миллиона историй
болезней Blaire и соавт. составили список, в кото-
рый вошли более 3000 высоко скоррелированных
пар “менделевское заболевание/сложно наследуе-
мое заболевание” [1]. Запрос по ключевому слову
“Immunodeficiency” (иммунодефицит) позволил
получить список из двух моногенных (иммуноде-
фицит с повышенным уровнем IgM (Immunodefi-
ciency with Increased IgM) и SCID) и 50 многофак-
торных заболеваний. При этом примерно в трети
этих заболеваний ведущим или сопутствующим
патогенетическим механизмом является воспале-
ние (например, вирусная инфекция, ревматоид-
ный артрит, болезнь Крона, псориаз, бронхит, уг-
ревая сыпь, острый инфаркт миокарда, катаракта,
остеоартрит и т.д.).

“Менделевский код”

Опубликован список из 3276 генов, в котором
выделяют три группы – гены “комплексных и
менделевских заболеваний (СМ)”, “комплекс-
ных, но не менделевских (CNM)” и “менделев-
ских, но не комплексных (MNC)” [2]. Из 16 генов
комплекса BASC в этом списке представлены во-
семь, и только один из них – ген ATM – относится
к типу “CM”, как приводящий к атаксии-телеан-
гиэктазии и ассоциированный с ревматоидным
артритом. Два гена отнесены к категории “CNM”
и ассоциированы с астмой/атопическим дерма-
титом (RAD50) и болезнью Альцгеймера (RFC3).
Еще пять генов отнесены к категории “MNC” –
MLH1, PMS2, BRCA1, BLM, MSH2 [2]. Действи-
тельно, в каждом из этих пяти генов описаны му-
тации, приводящие к менделевской патологии
(табл. 1). Но можно ли утверждать, что эти гены
не связаны со сложно наследуемыми заболевани-
ями, или же такие исследования просто не прово-
дились?

С 13 из 16 белков комплекса BASC связано раз-
витие моногенных заболеваний (табл. 1). Мута-
ции в генах семи из них приводят либо к разви-
тию онкопатологии (BRCA1, MLH1, PMS2, MSH2,
MSH6), либо к повышенной предрасположенно-
сти к раку (ATM, NBN). Мутации в восьми генах
связаны с неврологическими нарушениями (ATM,
NBN, RAD50, MRE11, BRCA1 (при анемии Фанко-
ни), BLM, RFC1, PCNA), а девяти – с иммуноло-
гическими нарушениями в составе синдрома
(иммунодефицитные состояния – ATM, NBN,
MRE11, BLM; T-лимфомы при синдроме Туркота –
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) или в результате дру-
гих мутаций в тех же генах (NBN, RAD50, MLH1,
MSH2) [4]. Соответственно, можно предполо-
жить участие этих генов в развитии многофактор-
ной патологии, в основе которой могут быть на-
рушения иммунных процессов, окислительный
стресс и/или дисфункция митохондрий.

Ориентируясь на гипотезу о вовлеченности
полиморфных вариантов в генах белков систем
репарации ДНК в развитие многофакторных за-
болеваний, мы провели пилотное исследование
ишемической болезни сердца (ИБС) и бронхи-
альной астмы (БА) и изучили изменчивость не-
скольких генов белков комплекса BASC (ATM,
MLH1, PMS2, NBN, MRE11) при этих двух патоло-
гиях. Выявлен ряд ассоциаций с патогенетически
значимыми для развития ИБС признаками:
индексом массы тела и наличием перифериче-
ского атеросклероза (NBN, MLH1), с уровнями
липопротеидов низкой плотности (PMS2), с дис-
липидемией и индексом массы миокарда у боль-
ных ИБС (MRE11); с эхокардиографическими
показателями (MLH1) [177–179]. Кроме того,
выявлены ассоциации генов ATM и MLH1 с БА,
показано, что воздействие средовых факторов
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(курение, паразитозы) значительно модифициру-
ет проявление ассоциаций [178, 180].

Кроме того, используя приведенные в PheWeb
данные, мы проанализировали ассоциирован-
ность 16 генов белков комплекса BASC с широ-
ким спектром фенотипов [181, 182]. PheWeb пред-
ставляет собой общедоступный репозиторий ре-
зультатов ассоциативного анализа примерно
28 млн. SNP с 1403 бинарными фенотипическими
признаками (phenome-wide association studies,
PheWAS). Этот анализ выполнен Биобанком Ве-
ликобритании на 408961 образце ДНК европеои-
дов с использованием специально адаптирован-
ного статистического подхода [181, 182]. В табл. 2
представлены ассоциации с наибольшими для
каждого гена уровнями значимости (в общей
сложности 71 патологический фенотип различ-
ной этиологии; группировка фенотипов и их на-
звания в тексте приведены согласно PheWeb). Ис-
следования в формате PheWAS стали проводить
лишь в последние годы в связи со значительным
снижением стоимости генотипирования, но пока
еще не получили широкого распространения. При
этом данные интернет-ресурса PheWeb являются,
пожалуй, самыми крупными.

Наибольшее количество фенотипов, ассоции-
рованных с генами белков комплекса BASC
(табл. 2), относится к нарушениям сердечно-со-
судистой системы, таким как инфаркт миокарда,
стенокардия, различные варианты ИБС (показа-
ны ассоциации этих фенотипов с геном BLM),
коронарный и церебральный атеросклероз (BLM,
MRE11), заболевания периферических сосудов
(RFC4), кровоизлияния (MSH6), различные вари-
анты гипертензии (BLM, PCNA, RAD50) (табл. 2).
В различных источниках описаны также ассоциа-
ции как с сердечно-сосудистой патологией в об-
щем, так и ее отдельными эндофенотипами генов
ATM, MRE11 и RAD50 [6–9, 54, 177–179]. Большая
группа фенотипов, отнесенная к категории дер-
матологических нарушений (табл. 2), включает
алопецию (ассоциация с геном NBN), заболева-
ния волос и волосяных фолликулов (MLH1), ног-
тей (MSH6), сальных желез (MLH1), нарушения
кожи и подкожной клетчатки (BRCA1), диффуз-
ные заболевания соединительной ткани (RFC3,
MSH2). Большая часть этих признаков встречается
при прогерии и/или процессах физиологического
старения. Примечательно, что при мутациях в ге-
нах АТМ, BML, NBN в комплекс синдромальных
признаков входит преждевременное старение
[138]. Известны ассоциации гена NBN с процесса-
ми старения [51], АТМ, MLH1 и PMS2 – с продол-
жительностью жизни [42, 43, 112, 113]. К другим
дерматологическим нарушениям (согласно
PheWeb, табл. 2) отнесены все варианты дермати-
тов – как неуточненной этиологии, так и атопи-
ческого/контактного (RFC1), в то время как астма
(RAD50) отнесена к заболеваниям дыхательной

системы наряду с кровохарканием (PMS2), на-
зальными полипами (RAD50) и другими симпто-
мами, затрагивающими органы дыхания (PMS2)
(табл. 2). С БА ассоциированы гены RAD50 [14,
52, 53], АТМ и MLH1 [178, 180]. И атопический
дерматит, и атопическая БА относятся к аллерги-
ческим заболеваниям (мы упоминали их в кон-
тексте иммунологических патологий). Известен
ряд ассоциаций рассматриваемых генов с други-
ми иммунологическими нарушениями – аутоим-
мунными заболеваниями [13, 15], дефицитом IgA
[116], иммунным старением T-клеток [58] и т.д. С
некоторыми психическими расстройствами (па-
раноидальные расстройства, алкоголизм, фобии
и прочие “симптомы, касающиеся головы”), со-
гласно данным PheWeb, ассоциированы гены
BRCA1, MSH6, RFC1, NBN (табл. 2); с шизофре-
нией – ген ATM [10]. Вовлечение АТМ-киназы в
регуляцию инсулинового ответа [35, 36] логично
объясняет ассоциацию этого гена с инсулиновой
резистентностью [6, 44–48], сахарным диабетом
и ответом больных на лечение метформином. По
данным PheWeb (табл. 2) имеются ассоциации и
других генов белков репарации ДНК с метаболиче-
скими нарушениями (гипотиреоз, MLH1), наруше-
ние липидного обмена и избыточный вес (BLM,
RFC2).

Таким образом, анализ результатов ассоциа-
тивных исследований генов белков репарации
ДНК (включая информацию PheWeb (табл. 2))
позволяет сделать следующие обобщения. Роли
генов белков репарации ДНК в патогенезе не-
оплазий и канцерогенезе посвящено огромное
количество публикаций. Кроме того, выявлены
ассоциации рассмотренных в настоящем обзоре
генов с нарушениями сердечно-сосудистой, пи-
щеварительной, мочеполовой, скелетно-мышеч-
ной, гемопоэтической систем, органов чувств, с
эндокринными и метаболическими, психически-
ми и неврологическими нарушениями; а также с
инфекционными, респираторными, дерматоло-
гическими заболеваниями, травматическими по-
вреждениями и реакциями организма на травмы
и отравления. Соответственно, рассмотренные
гены обладают более широкой сферой компетен-
ции, чем предполагают классические представле-
ния. Все это свидетельствует о целесообразности
привлечения генов данного функционального
класса к исследованию генетической компонен-
ты многофакторных заболеваний. Достаточно
четко выраженные плейотропные эффекты рас-
смотренных генов дают основания предположить
возможность их участия в развитии различных
состояний организма как в норме, так и при пато-
логии, а следовательно, объяснить ассоциацию
маркеров в этих генах с широко распространен-
ными заболеваниями.
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Таблица 2. Клинические фенотипы, ассоциированные с регионами генов белков комплекса BASC*

Ген Фенотип Уровень 
значимости

BRCA1

Нарушение кожи и подкожной клетчатки (без других указаний) 2.10E–07

Перелом лучевой и локтевой костей 1.30E–06

Неуточненные заболевания глаз 1.60E–06

Симптомы, касающиеся головы и шеи 1.70E–06

MSH2

Другие уточненные диффузные заболевания соединительной ткани 2.50E–08

Кровоизлияние или гематома 3.00E–08

Мышечные дистрофии и другие миопатии 3.50E–07

Послеоперационный шок 4.20E–07

Дефекты поля зрения 7.00E–07

MSH6

Кровоизлияние или гематома, осложняющие процедуру 3.00E–08

Заболевания ногтей (без других указаний) 6.60E–08

Спайки брюшины или кишечника 2.90E–07

Параноидальные расстройства 3.70E–07

Врастающий ноготь 5.10E–07

Кровоизлияние (без других указаний) 9.00E–07

MLH1

Заболевания волос и волосяных фолликулов 2.90E–37

Киста сальной железы 1.80E–35

Заболевания сальных желез 2.30E–35

Гипотиреоз (без других указаний) 5.20E–07

PMS2

Симптомы со стороны дыхательной системы и другие симптомы со стороны грудной 
клетки 1.70E–06

Вторичное злокачественное новообразование органов дыхания 1.80E–06

Травматическая артропатия 2.00E–06

Кровохарканье 2.20E–06

RFC1

Расстройства, связанные с алкоголем 1.30E–07

Острая почечная недостаточность 3.10E–06

Кровоизлияние или гематома, осложняющие процедуру 3.10E–06

Атопический/контактный или другой, или неуточненный дерматит 3.70E–06

RFC2

Паховая грыжа 6.70E–10

Брюшная грыжа 5.40E–08

Тучность 1.00E–06

Избыточный вес, ожирение и другое переедание 1.40E–06

RFC3

Судороги 4.00E–08

Диффузное заболевание соединительной ткани, неуточненное 4.50E–07

Эпилепсия 1.10E–06

Церебральная дегенерация, неуточненная 1.30E–06
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RFC4

Отклонения от нормы при исследовании мочи 2.00E–07

Поверхностная травма без упоминания инфекции 8.30E–07

Заболевания периферических сосудов 1.30E–06

Рак дыхательной системы 1.50E–06

RFC5

Рак мочевыводящих органов (в том числе почек и мочевого пузыря) 9.50E–08

Заболевания селезенки 1.30E–06

Расстройство мочеиспускания 2.30E–06

Осложнения со стороны мочевыводящих путей 3.20E–06

PCNA

Другие заболевания сетчатки 4.90E–08

Эссенциальная гипертензия 1.80E–07

Повышенное кровяное давление 2.00E–07

Периапикальный абсцесс 2.10E–07

Сосудистые изменения и аномалии сетчатки 4.90E–07

Рак щитовидной железы 5.40E–07

ATM

Лейомиома матки 8.50E–11

Доброкачественное новообразование матки 3.00E–10

Доброкачественное новообразование кожи 3.00E–07

Отравление агентами, в первую очередь влияющими на сердечно-сосудистую систему 7.10E–07

Старческая катаракта 7.60E–07

BLM

Эссенциальная гипертензия 3.90E–23

Повышенное кровяное давление 6.50E–23

Коронарный атеросклероз 4.90E–20

Ишемическая болезнь сердца 1.10E–17

Стенокардия 5.20E–11

Инфаркт миокарда 1.40E–10

Другая форма хронической ишемической болезни сердца 1.40E–10

Нарушения липидного обмена 8.80E–09

Гиперлипидемия 8.80E–09

MRE11

Побочные эффекты седативных средств или других депрессантов центральной нерв-
ной системы и анестетиков 3.40E–07

Слепота и слабое зрение 5.30E–07

Церебральный атеросклероз 1.30E–06

Нерегулярные менструальные кровотечения 2.10E–06

NBN

Алопеция 5.30E–07

Простой герпес 6.30E–07

Фобия 9.30E–07

Другие и неуточненные дефекты коагуляции 1.00E–06

Ген Фенотип Уровень 
значимости

Таблица 2.  Продолжение
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“Mendelian code” hypothesis postulates the relationship between Mendelian (monogenic) and common pa-
thologies. In frame of this hypothesis, polymorphic variants in the genes of Mendelian diseases may provide
significant contribution to predisposition for common diseases exploiting the vulnerability in the same bio-
chemical pathway. This review utilizes the “Mendelian code” hypothesis as a prism for a dissection of a role
for a group of genes encoding various proteins participating in the DNA repair, with a particular focus on the
BRCA1-associated genome surveillance complex (BASC). Here we discuss 1) their main functions in the re-
pair of double-stranded DNA breaks (ATM, MRE11, NBN, RAD50, BRCA1, BLM) and mismatch repair
(MSH2, MSH6, MLH1, PMS2, RF-C, PCNA); 2) the mitochondrial involvement of these proteins; 3) in-
volvement of BASC proteins in the development of an adaptive immune response. For 13 out of 16 BASC
proteins encoding genes the mutations leading to monogenic diseases are described already; for 11 – there are
associations with common diseases or individual biological processes. Patients with BASC gene and patients
with severe combined immunodeficiency share similar symptoms. Polymorphic variants within DNA repair
genes may play a role in the development of common diseases through undermining the processes of immune
response. Pleiotropic effects of these genes suggest their participation in the development of various body
conditions, both in normal state of health and in pathology.
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Болезнь Паркинсона (БП) – второе по распространенности нейродегенеративное заболевание, патоге-
нез которого связан с накоплением и агрегацией белка альфа-синуклеина в нейронах черной субстан-
ции головного мозга. Обсуждаются прионные свойства альфа-синуклеина. Предполагается, что экзосо-
мы (микровезикулы размером 40–100 нм) могут играть ключевую роль в транспорте патогенных форм
данного белка. Описаны наследственные формы заболевания, из которых наиболее распространена
БП, ассоциированная с мутациями в гене глюкоцереброзидазы (GBA-БП) и гене киназы 2, обогащен-
ной лейциновыми повторами (LRRK2-БП). Цель настоящего исследования состояла в определении
концентрации и размера экзосом плазмы крови у пациентов с GBA-БП, бессимптомных носителей му-
таций в гене GBA, а также влияния мутаций в генах GBA и LRRK2 на уровень альфа-синуклеина экзосом
плазмы крови. Экзосомы плазмы крови выделяли двумя методами: последовательным ультрацентрифу-
гированием и химической преципитацией; концентрацию и размер экзосом оценивали с помощью
анализа траекторий наночастиц (NTA). Уровень альфа-синуклеина экзосом оценивали методом имму-
ноферментного анализа. В исследование включены пациенты со спорадической формой болезни Пар-
кинсона (сБП), в том числе с деменцией, пациенты с наследственными формами заболевания (GBA-БП
и LRRK2-БП), а также бессимптомные носители мутаций в гене GBA. Показано повышение концентра-
ции внеклеточных везикул плазмы крови пациентов с GBA-БП по сравнению с сБП, бессимптомными
носителями мутации GBA и контролем (p = 0.004, 0.019 и 0.0001 соответственно), а также увеличение раз-
мера везикул плазмы крови у пациентов с GBA-БП по сравнению с бессимптомными носителями мута-
ций GBA и контролем (p = 0.009 и 0.0001 соответственно). Различий в концентрации альфа-синуклеина
в лизатах экзосом плазмы крови в разных группах не выявлено. Полученные результаты позволяют
предположить, что дисфункции лизосомного фермента глюкоцереброзидазы влияют на пул экзосом
плазмы крови, а также свидетельствуют об отсутствии корреляции между мутациями в генах LRRK2
или GBA и уровнем альфа-синуклеина в экзосомах плазмы крови человека.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, альфа-синуклеин, экзосомы, LRRK2, GBA
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Паркинсона (БП) – нейродегенера-

тивное заболевание, частота которого составляет
1–2% среди лиц старше 60 лет. Описаны редкие

моногенные формы БП. Из аутосомно-доми-
нантных форм наиболее распространена (до 7%
среди семейных форм) БП, обусловленная мута-
циями в гене киназы 2, обогащенной лейциновы-

Сокращения: БП – болезнь Паркинсона; СМЖ – спинномозговая жидкость; LRRK2 – обогащенная лейциновыми повто-
рами киназа 2; GBA – глюкоцереброзидаза; БПД – БП с деменцией; GBA-БП – БП, ассоциированная с мутациями в гене
GBA; LRRK2-БП – БП, ассоциированная с мутациями в гене LRRK2; сБП – спорадическая форма БП; БН-GBA – бес-
симптомные носители мутаций в гене GBA; УЦ – последовательное ультрацентрифугирование; ХП – химическая преци-
питация; NTA – анализ траекторий наночастиц; TEM – просвечивающая электронная микроскопия.
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ми повторами (LRRK2) [1–3]. Мутации в гене
глюкоцереброзидазы (GBA) считаются фактором
высокого риска развития БП. В гомозиготном
состоянии мутации приводят к развитию лизо-
сомной болезни накопления — болезни Гоше.
Многочисленные исследования, в том числе вы-
полненные в российской популяции, показали,
что у носителей мутаций в гене GBA риск разви-
тия БП повышен в 6–8 раз, эти мутации обнару-
живаются у 4–5% пациентов с БП [1, 4].

В основе патогенеза БП лежит накопление и аг-
регация белка альфа-синуклеина в нейронах
черной субстанции головного мозга. Альфа-си-
нуклеин обнаружен также в периферических
жидкостях организма человека, таких как спин-
номозговая жидкость (СМЖ), слюна, кровь и ее
компоненты и др. Считается, что основной нейро-
токсический эффект при синуклеинопатиях имеют
растворимые, или протофибрилярные формы аль-
фа-синуклеина [5]. На данный момент установлен
факт передачи альфа-синуклеина между клетками
[6], рассматриваются различные способы переноса
патогенных форм этого белка, в том числе в составе
экзосом [5, 7]. Экзосомы – внеклеточные везикулы
размером около 40–120 нм, секретируемые боль-
шинством типов клеток и присутствующие в раз-
личных биологических жидкостях (кровь, моча,
слюна, СМЖ и др.) [8]. Предполагается, что уро-
вень альфа-синуклеина экзосом периферических
жидкостей организма (кровь, СМЖ, слюна) можно
рассматривать в качестве потенциального маркера
БП [9–11].

Пул экзосом, а также их белковый состав, мо-
жет меняться при различных заболеваниях, в
частности, при нарушении опосредованной ли-
зосомами аутофагии, поскольку предполагается,
что экзосомы осуществляют альтернативный ли-
зосомам путь деградации молекул в клетке [12].
Известно, что киназа LRRK2 участвует в опосре-
дуемой шаперонами аутофагии [13]. Мутации в
гене LRRK2 могут влиять на белковый состав эк-
зосом [14]. На клеточных линиях, а также на мо-
дельных животных показано влияние дисфунк-
ций GBA на биогенез лизосом и процесс аутофа-
гии [15].

Недавно мы охарактеризовали особенности пу-
ла внеклеточных везикул у пациентов с болезнью
Гоше и выявили изменение физических характери-
стик экзосом при данной патологии [16]. Влияние

мутаций в генах GBA и LRRK2 на пул внеклеточных
везикул при БП и уровень альфа-синуклеина экзо-
сом плазмы крови не исследован.

В данной работе определены концентрация и
размер экзосом плазмы крови у пациентов с
GBA-БП и у бессимптомных носителей мутаций
в гене GBA (БН-GBA), а также оценен уровень
альфа-синуклеина в экзосомах плазмы крови па-
циентов с БП, включая наследственные формы
(мутации в генах LRRK2, GBA), БП с деменцией
(БПД) и БН-GBA.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследуемые группы. В исследование вошли 63

пациента с установленным диагнозом БП, вклю-
чая 15 с БПД, 9 – с GBA-БП (носители мутаций в
гене GBA), пять – с LRRK2-БП (носители мута-
ций в гене LRRK2) и 34 пациента с сБП (табл. 1).
Диагноз БП поставлен в соответствии с критери-
ями Общества по изучению расстройств движе-
ния и БП от 2015 г. [17]. Пациентов обследовали в
Научно-клиническом центре нейродегенератив-
ных заболеваний Института экспериментальной
медицины и в консультативно-диагностическом
центре Первого Санкт-Петербургского государ-
ственного медицинского университета им. И.П.
Павлова. Скрининг мутаций L444P, N370S, 84GG в
гене GBA и G2019S, R1441T/C в гене LRRK2 прово-
дили с использованием методов ПЦР и рестрик-
ционного анализа или аллельспецифичной ПЦР
с зондами TaqMan, описанными ранее [18–22].

Группа БН-GBA с отсутствием неврологиче-
ских заболеваний состояла из 9 индивидов и была
сформирована при обследовании родственников
первой степени пациентов с болезнью Гоше. Му-
тации в гене GBA в данной выборке подтвержде-
ны ранее методом прямого секвенирования.

Контрольная группа, сформированная случай-
ным образом из жителей того же географического
региона, что и включенная в анализ группа паци-
ентов с БП, состояла из 30 индивидов. Все члены
этой группы проходили обследование у невролога
с целью исключения диагноза БП и других нейро-
дегенеративных заболеваний. Проведение иссле-
дования одобрено локальными этическими ко-
митетами указанных медицинских учреждений и
проведено при подписании информированного
согласия пациента.

Таблица 1. Характеристики исследуемых групп

Общие характеристики сБП
N = 34

GBA-БП
N = 9

БН-GBA
N = 10

LRRK2-БП
N = 5

БПД
N = 15

Контроль
N = 30

Пол, мужчины, % 15 (44.1%) 4 (44.4%) 3 (33.3%) 1 (20%) 5 (33.3%) 16 (53.3%)
Возраст, лет 62.1 ± 8.5 61.4 ± 11.8 54.1 ± 9.8 71.2 ± 6.6 73.7 ± 8.2 63.5 ± 7.8
Возраст начала заболевания, лет 56.3 ± 7.1 55.4 ± 11.7 – 65.6 ± 7.0 63.5 ± 13.4 –
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Выделение фракции внеклеточных везикул. Плазма
периферической крови получена путем центрифуги-
рования в течение 20 мин при 3000 об./мин. Внекле-
точные микровезикулы выделяли двумя спосо-
бами. Для оценки уровня альфа-синуклеина в
экзосомах плазмы крови внеклеточные везику-
лы получали методом химической преципита-
ции (ХП) из 200 мкл плазмы крови с использованием
набора ExoPrep (“Lonza”, Эстония) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Для оценки
размера и концентрации экзосом плазмы крови
внеклеточные везикулы выделяли методом по-
следовательного ультрацентрифугирования (УЦ).
Образцы плазмы крови (в объеме 3 мл каждый)
центрифугировали в течение 1 ч при 4°С при
16000 × g, далее супернатант смешивали с раство-
ром PBS в соотношении 1 : 1, центрифугировали
в течение 2 ч при 4°С при 100000 × g, осадок ресус-
пендировали в растворе PBS и повторно центри-
фугировали (2 ч при 4°С, 100000 × g). Полученные
образцы внеклеточных везикул плазмы крови ре-
суспендировали в 100 мкл PBS, замораживали и
хранили при –80°С.

Характеристика фракции внеклеточных везикул.
Размеры, гомогенность и концентрацию везикул в
полученных препаратах оценивали с помощью ме-
тода анализа траекторий наночастиц (nano-particle
tracking analysis, NTA, “Malvern Instruments”, Вели-
кобритания). Количественный анализ экзосомаль-
ного поверхностного маркера (тетраспанин CD9)
на поверхности выделенных внеклеточных везикул
проводили с помощью проточной цитометрии с
использованием набора Exo-FACS (“Lonza”). На-
личие поверхностных маркеров экзосом (CD63,
CD81) подтверждено методом вестерн-блотинга.
В работе использовали первичные поликлональ-
ные антитела кролика к CD63 (1 : 300; ab216130,
“Abcam”, Великобритания), CD81 (1 : 300; ab109201,
“Abcam”) и вторичные козьи антикроличьи ан-
титела, конъюгированные с пероксидазой хрена
(1 : 2500; ab205718, “Abcam”). Вторичные антитела,
связанные с соответствующим белком на фраг-
ментах мембраны, идентифицировали с использо-
ванием набора Amersham ECL TM PlusSystem
(“Amersham”, Великобритания). Прямая визуали-
зация везикул, полученных методом УЦ, проведена
методом просвечивающей электронной микро-
скопии (TEM) с использованием цифровой фо-
токамеры Morada (“Olympus Inc”, Япония).

Оценка концентрации альфа-синуклеина в пре-
паратах экзосом. Лизис экзосом проводили с ис-
пользованием набора Total Protein Extraction Kit
(“Chemicon” (“Milipore”), США). Концентрацию
альфа-синуклеина в лизатах экзосом измеряли ме-
тодом ИФА с использованием набора SensoLyte
Anti-alpha-Synuclein Quantitative ELISA Kit (Hu-
man) (“AnaSpec”, США) в соответствии с инструк-
цией производителя. Концентрацию альфа-си-
нуклеина в образце определяли в трех повторах.

Концентрацию альфа-синуклеина в лизатах экзо-
сом плазмы крови определяли в 10 мкл лизата и
нормировали по содержанию общего белка. Кон-
центрацию общего белка оценивали с использо-
ванием набора Pierce BCA Protein Assay kit (“Ther-
mo Scientific”, США).

Статистическая обработка результатов. Про-
верку полученных вариационных рядов на соот-
ветствие нормальному распределению проводили
методом Шапиро–Уилка. Различия между груп-
пами оценивали с помощью теста Манна–Уитни.
Значения p < 0.05 считали статистически значи-
мыми. Статистический анализ выполняли с ис-
пользованием программного обеспечения SPSS
12.0. Клинические и экспериментальные данные
выражали как среднее значение и стандартная
ошибка среднего или медиана (min–max) соот-
ветственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Группа пациентов с наследственными форма-
ми БП была частично описана нами ранее [1]. В
настоящем исследовании проведен скрининг
мутаций L444P, N370S гена GBA и G2019S,
R1441T/C гена LRRK2 в группе из 300 пациентов с
БП. Всего обследовано 1050 пациентов. В ис-
следование вошли 9 пациентов с GBA-БП, из
которых пять были носителями мутации L444P,
четыре – мутации N370S, и пять пациентов с
LRRK2-БП (четверо носителей мутации G2019S
и один – мутации R1441T/C). Не выявлено носи-
телей мутации 84GG гена GBA. В группе БН-GBA
выявлены два носителя мутации L444P, пять –
N370S, по одному носителю мутаций G241R и
N227S.

В ходе работы внеклеточные везикулы были
выделены из плазмы периферической крови ме-
тодом ХП и УЦ. Внеклеточные везикулы плазмы
крови были охарактеризованы с использованием
NTA, TEM. Наличие поверхностных маркеров
экзосом (CD9, CD63, CD81) подтверждено с по-
мощью вестерн-блотинга и проточной цитомет-
рии (рис. 1). Средние размеры и концентрация
везикул составили: при выделении методом УЦ –
123.87 ± 24.5 нм и (18.4 ± 1.4) × 1012 частиц/мл;
при выделении методом ХП – 100.38 ± 11.4 нм и
(13.73 ± 5.29) × 1012 частиц/мл. На рис. 1а, б при-
ведены примеры распределения частиц по разме-
ру при выделении везикул методами УЦ и ХП.
Поверхностный маркер экзосом – тетраспанин
CD9 – выявлен методом проточной цитометрии
во всех образцах. На рис. 1в приведен пример ви-
зуализации поверхностных маркеров экзосом
CD63 и CD81 методом вестерн-блотинга во вне-
клеточных везикулах, выделенных методами УЦ
и ХП. На рис. 1г представлена цитограмма экзосом,
выделенных методом УЦ. Аналогичные данные
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получены при выделении методом ХП. Визуали-
зация везикул, полученных методом УЦ, проведе-
на с помощью TEM (рис. 1д). Везикулы имели
округлую форму, при микроскопическом иссле-
довании визуализировалась мембрана. Размер
везикул, равный примерно 100 нм, а также пред-
ставленность специфических поверхностных мар-
керов CD9, CD63 и CD81 позволили подтвердить
присутствие экзосом.

В группах GBA-БП (N = 9), сБП (N = 10),
БН-GBA (N = 10) и контроля (N = 10) проведено
сопоставление количества и размера экзосом, полу-
ченных методом УЦ (рис. 2). Показано, что кон-
центрация экзосом плазмы крови у пациентов с
GBA-БП (28.03 (8.89–57.7) × 1012 частиц/мл), сБП
(9.8 (2.66–16.47) × 1012 частиц/мл) и в группе
БН-GBA (10.4 (1.05–50.8) × 1012 частиц/мл) была
выше, чем в контроле (3.05 (1.49–10.37) × 1012 ча-
стиц/мл, p = 0.00001, 0.008, 0.02 соответственно).
Размер частиц у пациентов с GBA-БП (127.8
(108.6–208.6) нм) и сБП (123.8 (109.0–204.6) нм)
был больше, чем в контрольной группе (107.0
(101.0–117.3) нм, p = 0.0001, 0.0001 соответствен-
но) и группе БН-GBA (112.6 (97.3–135.0), p = 0.009
и 0.019 соответственно) (рис. 3). Следует отме-
тить, что концентрация и размер внеклеточных

везикул в группе GBA-БП были статистически
значимо выше по сравнению с группой БН-GBA
(p = 0.019 и 0.009 соответственно).

Уровень альфа-синуклеина экзосом плазмы
крови оценили в группах пациентов с сБП (N =
= 34); GBA-БП (N = 9); LRRK2-БП (N = 5); БПД
(N = 15), БН-GBA (N = 10) и у представителей
контрольной группы (N = 30). Не выявлено раз-
личий в уровне альфа-синуклеина экзосом плаз-
мы крови в этих группах (рис. 4). Также не выяв-
лено влияния типа мутации как в гене GBA, так и
в гене LRRK2 на уровень альфа-синуклеина в эк-
зосомах плазмы крови лиц с наследственными
формами БП (данные не приведены).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании впервые оценена
концентрация и размер экзосом, выделенных из
плазмы крови пациентов с GBA-БП и БН-GBA.
Также определен уровень альфа-синуклеина в
лизатах экзосом плазмы крови пациентов с на-
следственной формой БП (мутации в генах GBA
и LRRK2).

Нами впервые показано увеличение количе-
ства и размера экзосом в плазме крови пациентов

Рис. 1. Характеристика размера и концентрации внеклеточных везикул методом NTA (а – экзосомы, полученные ме-
тодом УЦ, б – методом ХП), вестерн-блот тетраспанинов CD63 и CD81 в образцах везикул, полученных методами УЦ
и ХП (в), количественная оценка поверхностного маркера экзосом, тетраспанина CD9, методом проточной цитометрии
(пример экзосом, полученных методом УЦ) (г), визуализация экзосом, полученных методом УЦ, с помощью TEМ (д).
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с БП, несущих мутацию в гене GBA. Как показано
нами и другими исследователями ранее, при
GBA-БП наблюдается снижение активности
GBA, а также накопление лизосфинголипидов в
крови [12, 15, 19, 23–25]. Известно, что дисфунк-
ция GBA приводит к нарушению рециркуляции
лизосом в процессе аутофагии [15]. Сохранность
функции лизосом необходима для формирования
аутолизосомы, в частности, для удаления дефект-
ных белков из клетки. Предполагается, что нару-
шение эндосомно-лизосомного пути может при-
водить к повышенной секреции экзосом в составе

мультивезикулярных телец [12]. В исследованиях
in vitro установлено, что ингибирование функции
лизосом увеличивает секрецию внеклеточных ве-
зикул клетками [26].

На модельных животных показано, что при
подавлении активности GBA селективным инги-
битором кондуритол-B-эпоксидом (CBE) увели-
чивается секреция экзосом клетками головного
мозга мыши [27]. Ранее нарушение аутофагии от-
мечали в первичной культуре макрофагов, полу-
ченных от пациентов с болезнью Гоше [28].

Рис. 2. Концентрация экзосом плазмы крови в кон-
трольной группе, у пациентов с GBA-БП и сБП и в
группе БН-GBA.
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Рис. 3. Размер экзосом плазмы крови в группе кон-
троля, у пациентов с GBA-БП и сБП и в группе БН-
GBA.
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Рис. 4. Концентрация альфа-синуклеина экзосом плазмы крови в группе пациентов с LRRK2-БП, GBA-БП, в группе
БН-GBA, у пациентов с БПД, сБП и в контроле.
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Недавно с использованием методов NTA, ди-
намического светорассеяния и криоэлектронной
микроскопии мы охарактеризовали пул внекле-
точных везикул плазмы крови пациентов с болез-
нью Гоше [16]. Показано, что в пуле внеклеточ-
ных везикул пациентов уровень экзосомальных
маркеров (CD9, CD63, CD81, HSP70) выше, чем в
контроле, увеличен также размер везикул и изме-
нена их морфология. Большинство везикул имело
многослойную мембрану [16]. В сумме получен-
ные нами результаты подтверждают предположе-
ние о том, что нарушение метаболизма церами-
дов может влиять на пул экзосом, секретируемых
клетками.

В настоящей работе нами показано, что мута-
ции в генах GBA и LRRK2 не влияют на уровень
альфа-синуклеина экзосом плазмы крови при
БП. За последние годы проведен ряд исследова-
ний, направленных на оценку возможности ис-
пользования уровня альфа-синуклеина экзосом
периферических жидкостей (кровь, СМЖ, слю-
на) в качестве биомаркера БП. В 2014 году Shi и
соавт. показали, что уровень альфа-синуклеина
экзосом плазмы крови, содержащих поверхност-
ный маркер L1CAM, у пациентов с БП повышен
по сравнению с контрольной группой [9]. Экзо-
сомы получали методом иммунопреципитации с
использованием антител к поверхностному мар-
керу экзосом L1CAM (присутствие этого маркера
свидетельствует о нейронном происхождении эк-
зосом [29]). Уровень альфа-синуклеина оценивали
с помощью метода Luminex. В 2019 году Han и со-
авт. определили концентрацию альфа-синуклеина
общего пула экзосом плазмы крови и показали, что
уровень альфа-синуклеина у пациентов с БП выше,
чем в контроле [30]. Экзосомы плазмы крови были
получены с помощью последовательного УЦ с по-
следующей очисткой образцов методом ХП. Уро-
вень альфа-синуклеина, как и в нашей работе,
оценивали методом ИФА. В 2016 году Stuendl и
соавт. показали, что уровень альфа-синуклеина
экзосом СМЖ на ранних стадиях БП ниже, чем в
контрольной группе [10]. Экзосомы выделяли ме-
тодом последовательного УЦ, уровень альфа-си-
нуклеина оценивали методом электрохемилюми-
несценции. В 2019 году Cao и соавт. выявили по-
вышение уровня альфа-синуклеина в экзосомах
слюны у пациентов с БП по сравнению с кон-
трольной группой [11]. Экзосомы слюны получены
методом ХП, уровень альфа-синуклеина оценен с
помощью метода электрохемилюминесценции. В
2018 году Cerry и соавт. обнаружили повышение
уровня альфа-синуклеина экзосом плазмы крови у
пациентов с БП в сравнении с контрольной груп-
пой, а также выявили отрицательную корреляцию
уровня альфа-синуклеина в экзосомах плазмы
крови с тяжестью БП по шкале Хен-Яра [31]. В
каждом исследовании использовали разные ме-

тоды получения фракции внеклеточных везикул,
а также детекции альфа-синуклеина.

На данный момент существует несколько ме-
тодов выделения экзосом, каждый из которых
имеет свои плюсы и минусы. Метод последова-
тельного УЦ позволяет получить фракцию, мак-
симально чистую от внесенных в образец допол-
нительных примесей, но не позволяет полноценно
удалить следы белков и прочих молекул внекле-
точной среды биологических жидкостей. Этот
метод обычно применяют для выделения экзосом
в целях их сокультивирования с клеточными куль-
турами. Считается, однако, что метод последова-
тельного УЦ не следует использовать для выделения
фракции внеклеточных везикул без дополнитель-
ной очистки при последующей оценке белкового
состава экзосом [32]. В нашей работе мы использова-
ли коммерческий набор, принцип работы которого
основан на методе ХП экзосом из биологических
жидкостей, позволяющем удалить из биологиче-
ского образца большую часть растворимых белков
[32]. Использование этого подхода позволило нам
минимизировать содержание альфа-синуклеина
плазмы крови в исследуемых образцах.

В отличие от данных, полученных ранее, мы не
выявили повышения содержания альфа-синуклеи-
на экзосом плазмы крови при различных формах
БП по сравнению с контролем. Подобные разли-
чия могут объясняться разнообразием существую-
щих сегодня методов выделения и очистки пула
экзосом плазмы крови, а также методов детекции
альфа-синуклеина. Интересно отметить, что все
исследования по оценке белкового состава экзо-
сом плазмы крови методом масс-спектрометрии
(MC/MC) не обнаружили в их составе альфа-си-
нуклеина [26, 33].

Таким образом, нами впервые показано, что му-
тации в гене GBA влияют на пул экзосом плазмы
крови у пациентов с БП. В то же время не выявлено
влияния мутаций в генах GBA и LRRK2 на уровень
альфа-синуклеина экзосом плазмы крови.
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Николаевичу (Научно-исследовательский Инсти-
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PLASMA EXOSOMES IN INHERITED FORMS OF PARKINSON′S DISEASE
D. G. Kulabukhova1, 2, L. A. Garaeva1, 3, A. K. Emelyanov1, 2, K. A. Senkevich1, 2, E. V. Gracheva4,

I. V. Milukhina1, 2, 4, E. Y. Varfolomeeva1, 3, A. A. Timofeeva2, A. L. Shwartsman1,
T. A. Shtam1, 3, and S. N. Pchelina1, 2, 3, 4, *

1Konstantinov Petersburg Nuclear Physics Institute of National Research Centre “Kurchatov Institute”, Gatchina, 188300 Russia
2First Pavlov State Medical University of St. Petersburg, St. Petersburg, 197022 Russia

3National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia
4Federal State Budgetary Scientific Institution “Institute of Experimental Medicine”, St. Petersburg, 197376 Russia

*e-mail: sopchelina@hotmail.com

Parkinson’s disease (PD) is the second most frequent neurodegenerative disorder. Alpha-synuclein misfolding and
aggregation resulting in neurototoxicity is a hallmark of PD. The prion properties of alpha-synuclein are discussed.
Exosomes (extrcellular vesicles 40–100 nm in size) can play a key role in the transport of pathogenic forms of al-
pha-synuclein. The most frequent inherited forms of the disease are PD, associated with mutation in the leucine-
rich repeat kinase 2 (LRRK2-PD) and glucocerebrosidase (GBA-PD) genes. The aim of our work is to evaluate
concentration and size of exosomes derived from blood plasma of patients with GBA-PD, asymptomatic GBA mu-
tation carriers and an effect of GBA and LRRK2 mutations on alpha-synuclein level in exosomes derived from pe-
ripheral blood plasma. Plasma extracellular vesicles were isolated via chemical precipitation and sequential ultra-
centrifugation and characterized by transmission electron microscopy, nanoparticle tracking analysis (NTA) and
flow cytometry. Total alpha-synuclein level in plasma exosomes was estimated by enzyme-linked immunosorbent
assay. Patients with sporadic PD, PD with dementia, patients with inherited PD (GBA-PD, LRRK2-PD) as well
as asymptomatic GBA mutation carriers were included into the study. The concentration on plasma exosomes was
higher in GBA-PD patients compared to sporadic PD, asymptomatic carriers of mutations on GBA gene and con-
trol (p = 0.004, 0.019 and 0.0001 respectively). The size of plasma exosomes was higher in GBA-PD patients com-
pared to asymptomatic carriers of GBA mutations and control (p = 0.009 and 0.0001, respectively). No significant
difference was found for exosomal alpha-synuclein levels in the studied groups. Our results allowed us to suggest
that a decrease in GBA activity may affect the pool of plasma exosomes and mutations in the LRRK2 and GBA gene
do not influence on plasma exosomal alpha-synuclein level.

Keywords: Parkinson′s disease, alpha-synuclein, exosomes, LRRK2, GBA
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АЛЕКСАНДР СЕРГЕЕВИЧ СПИРИН
(4 СЕНТЯБРЯ 1931–30 ДЕКАБРЯ 2020)
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Ушел Ученый из числа тех, что составляют славу
и гордость страны. Один из основателей мировой и
создатель отечественной молекулярной биологии
Александр Сергеевич Спирин буквально ворвался
в науку. Уже в 27 лет, через 4 года после окончания
Московского университета и через 5 лет после от-
крытия двойной спирали ДНК, вместе со своим
учителем Андреем Николаевичем Белозерским он
публикует статью, ошеломившую научный мир
свидетельством существования одного из ключе-
вых элементов жизни – матричных РНК, переда-
ющих генетическую информацию от ДНК к ри-

босомам, которые транслируют эту информацию
в белки. Александр Сергеевич Спирин внес реша-
ющий вклад в изучение структуры и функции ри-
босом, а также открыл информосомы – частицы,
в составе которых матричные РНК транспорти-
руются из клеточного ядра к рибосомам. Его бле-
стящие доклады завораживали слушателей красо-
той экспериментов, безупречной логикой и чет-
костью формулировок. Им восхищались такие
светила науки, как Мстислав Всеволодович Кел-
дыш и Израиль Моисеевич Гельфанд.

В 35 лет Александр Сергеевич был избран чле-
ном-корреспондентом Академии наук СССР, а в
39 лет – академиком. Его достижения отмечены
такими высокими наградами, как Большая Золо-
тая Медаль им. М.В. Ломоносова Российской
академии наук, медаль и премия Федерации Евро-
пейских биохимических обществ, Ленинская пре-
мия, два ордена Ленина и два ордена “За заслуги
перед Отечеством”. Признанием его выдающихся
заслуг перед мировой наукой стало избрание чле-
ном Национальной академии наук США.

Ушел Учитель, создавший выдающую науч-
ную школу. Более 30 лет он возглавлял кафедру
молекулярной биологии МГУ и основанный им
Институт белка. На его лекциях аудитории были
переполнены. Он заражал студентов и сотрудни-
ков своим энтузиазмом, учил их думать, ставить
точные эксперименты, критически осмысливать
результаты, радовался успехам учеников, всемер-
но помогал им. Множество ученых по всему миру
благодарят судьбу за счастье быть рядом с ним, за
право называться его учениками.

Ушел Человек, обладавший огромной жизнен-
ной энергией. Он всегда был бесспорным автори-
тетом и лидером, умел сплотить вокруг себя лю-
дей и был им настоящим другом.

Прощайте, Александр Сергеевич. Необходимо
время, чтобы понять, кого мы потеряли.
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ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ
Журнал “Молекулярная биология” публикует

экспериментальные, теоретические и обзорные
статьи, посвященные исследованию структуры,
функций, синтеза и распада биологических мак-
ромолекул в клетке и в модельных системах, изу-
чению взаимодействий макромолекул между собой
и с низкомолекулярными лигандами. Публику-
ются статьи, посвященные исследованию моле-
кулярной организации клетки и молекулярных
механизмов регуляции жизни клеток.

Журнал помещает также проблемные статьи и
мини-обзоры. Издаются тематические выпуски,
посвященные наиболее актуальным проблемам
молекулярной биологии.

Журнал выпускается на русском языке ИКЦ
“Академкнига” и одновременно на английском
языке Издательской группой Pleiades Publishing
(http://pleiades.online). Англоязычный вариант
журнала распространяется издательством Springer
(http://www.springer.com).

Разделы журнала:
– Обзоры
– Геномика. Транскриптомика
– Молекулярная биология клетки
– Структурно-функциональный анализ био-

полимеров и их комплексов
– Биоинформатика
– Протеомика
– Методы
– Хроника (этот раздел публикуется только в

русскоязычной версии журнала).
При представлении рукописи в печать авторы

могут указать раздел журнала, в который хотели
бы поместить свою статью. Статьи, в которых
раздел авторами не указан, редакция размещает
по рубрикам по своему усмотрению.

Направление статьи в Редакцию означает, что
авторы не передали аналогичный материал (в ори-
гинале или в переводе на другие языки или с других
языков) в другой журнал(ы), что этот материал не
был ранее опубликован и не будет направлен в пе-
чать в другое издание или не принят в печать в дру-
гом журнале.

Если в ходе работы над рукописью выяснится,
что аналогичный материал (возможно, под другим
названием и с другим порядком авторов) направлен

в другой журнал, статья немедленно возвращается
авторам, о происшедшем сообщается в журнал,
принявший к рассмотрению этот материал, с реко-
мендацией отклонить статью за нарушение этиче-
ских норм.

Для принятия редколлегией решения о публика-
ции статьи в журнале авторам необходимо предста-
вить в редакцию вместе с рукописью авторский дого-
вор с издателем журнала, заполненный и подписан-
ный всеми авторами. Авторский договор вступает в
силу в случае и с момента принятия статьи к публи-
кации. Формы договоров с издателями и дополни-
тельная юридическая информация размещены на
http://molecbio.ru/ (русская и английская версии) и
http://pleiades.online/ru/authors/agreement/ (ан-
глийская версия).

Объем статьи не ограничивается.
Журнал публикует заказанные редколлегией

обзоры. Обзорные статьи могут быть предложены
также авторами после предварительной заявки, ко-
торую рассматривает редколлегия. К заявке необ-
ходимо приложить резюме предлагаемого обзора и
список работ автора за последние 5 лет. Объем об-
зорной статьи согласовывается с Редакцией.

Статья обязательно должна быть подписана всеми
авторами. На отдельной странице укажите дан-
ные всех авторов (фамилия, имя, отчество, поч-
товый адрес с индексом, домашний и служебный
телефоны, факс, электронная почта). Укажите
лицо, с которым Редакция будет вести перегово-
ры и переписку. Электронную версию рукописи не-
обходимо представить через портал редакционно-
издательской системы – https://publish.science-
journals.ru/login. Если возникнут технические про-
блемы, то в исключительном случае электронная
версия рукописи может быть отправлена в редак-
цию по электронной почте ‒ jrmolbio@gmail.com.

Если в рукописи используются материалы (ри-
сунки, таблицы, фрагменты текста) из другой ста-
тьи в оригинальном или модифицированном виде,
необходимо предоставить редакции разрешение от
Издателя на такое заимствование, а также дать
ссылку на соответствующую работу.

К рукописи необходимо приложить в электрон-
ном виде копию опубликованной в зарубежных
изданиях статьи по данной тематике (свою или дру-
гих авторов) для адекватного перевода терминологии
при подготовке англоязычной версии журнала.



348

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2021

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

ОФОРМЛЕНИЕ РУКОПИСЕЙ
Текст печатается через 1.5 интервала и должен

занимать 30‒35 строк на странице: размер шриф-
та 12, поле слева ‒ 30 мм. Заголовки отделяются
от основного текста сверху и снизу двумя интер-
валами.

Страницы рукописи должны иметь сквозную
нумерацию, включая список литературы, табли-
цы и подписи к рисункам.

Материалы необходимо разместить в следую-
щем порядке:

УДК в верхнем левом углу, шрифт ‒ курсив,
размер 9.

Название статьи. Шрифт ‒ заглавный, полу-
жирный. Заглавие не должно быть слишком длин-
ным или коротким и малоинформативным. Оно
должно отражать главный результат, суть и новизну
работы, а не ее тему или объект. В названии работы
недопустимы слова типа “изучение, исследование,
сравнение, анализ и т.д.” из-за их неинформатив-
ности.

Инициалы и фамилии авторов (А. А. Иванов,
Б. В. Петров…), шрифт прямой, строчной, полу-
жирный. Буквенными (латинский шрифт) над-
строчными индексами необходимо связать
фамилию автора и место его работы. Звездочкой
отмечается фамилия автора, с которым ведется пе-
реписка, после адреса этого автора указывается ад-
рес его электронной почты.

Полное название института, ведомства (напри-
мер, Институт цитологии Российской академии
наук, Санкт-Петербург, 194064). Шрифт ‒ строч-
ной курсив. Если научных учреждений два и бо-
лее, необходимо буквенными надстрочными ин-
дексами связать название учреждения и фамилии
авторов, в нем работающих. Названия институтов
следует давать без добавления характеристик ор-
ганизационно-правовой формы учреждения. На-
пример, не надо указывать “Федеральное госу-
дарственное бюджетное учреждение науки”.

Аннотация (резюме). Шрифт ‒ прямой строч-
ной, кегль 12. Резюме ‒ важная часть статьи, так
как именно резюме и заглавие публикации попа-
дает в различные зарубежные и отечественные ба-
зы данных, поэтому научное сообщество судит о
работе именно по резюме. Структура резюме
должна быть предельно четкой:

– Постановка проблемы и обоснование выбо-
ра объекта исследования.

– Обоснование выбора методического подхо-
да и стратегии исследования.

– Полученные результаты с четким указанием,
в чем их новизна, по сравнению с известными в
литературе.

– Следствия, вытекающие из этих результатов:
новая гипотеза, опровержение известной гипоте-

зы, возможность практических приложений, воз-
можность постановки новых задач и т.п.

Средний объем резюме составляет 20 строк.
Размер резюме зависит не столько от размера ста-
тьи, сколько от степени новизны полученных в
ней результатов. Сокращений употреблять не сле-
дует, даже если они и расшифрованы в статье.

Ключевые слова. Шрифт – прямой строчной,
полужирный. В ключевых словах необходимо от-
разить:

– предмет исследования (названия молекул,
первичная структура, трехмерная структура в рас-
творе, процессы и т.д.),

– метод,
– объект (прокариоты, эукриоты, род/вид,

клетки и т.д.),
– специфику данной работы.
Сокращения – в примечаниях к первой странице.

Стандартные сокращения (п.н. при цифре, н. при
цифре, мкм и т.д.) не приводятся.

Текст статьи, который включает следующие
разделы (названия разделов в статьях теоретиче-
ского характера определяются автором):

Раздел “ВВЕДЕНИЕ”.
Раздел “ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ”.

Редко используемые методы следует описывать
достаточно подробно, чтобы их можно было вос-
произвести при необходимости. Новые методы
необходимо описывать детально и точно. На про-
стые и общераспространенные методы лучше да-
вать ссылки. Необходимо указывать квалифика-
цию наиболее важных реактивов, названия фирм
(в кавычках, на языке страны).

Раздел “РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ”.
В зависимости от объема раздел может содержать
2‒4 подраздела. Заголовки подразделов должны
быть информативны (“микротезисы”), а не опи-
сательны. Следует давать заголовки к рисункам и
таблицам. Все иллюстрации необходимо, по
крайней мере, один раз процитировать в тексте.
Для документации одного и того же материала
нельзя использовать и рисунки, и таблицы. Для
читателя хороший рисунок всегда предпочти-
тельней таблицы, хотя в некоторых случаях рису-
нок не может заменить таблицу. Весьма привет-
ствуются схемы, поясняющие либо постановку
опыта, либо полученные результаты и их интер-
претацию.

Для более полного описания результатов иссле-
дования к статье могут прилагаться дополнитель-
ные материалы (дополнительные большие таблицы,
рисунки и пр.) при условии, что автор является пра-
вообладателем прилагаемых материалов. Допол-
нительные материалы размещаются на сайте жур-
нала по адресу http://molecbio.ru и публикуются в
электронной версии англоязычного издания на
сайте http://link.springer.com
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Раздел “ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ”. В
этом разделе полученные данные объясняют и
сопоставляют с опубликованными ранее резуль-
татами.

Допускается объединение разделов “РЕЗУЛЬ-
ТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ” и “ОБСУЖДЕНИЕ
РЕЗУЛЬТАТОВ” в один раздел – “РЕЗУЛЬТАТЫ
И ОБСУЖДЕНИЕ”.

Раздел “СПРАВОЧНАЯ ИНФОРМАЦИЯ”.
Подраздел “Благодарности”. Шрифт – строч-

ной курсив.
В этом разделе дается информация о любой

помощи в проведении работы и подготовке ста-
тьи, а также сообщается об использовании цен-
тров коллективного пользования.

Подраздел “Финансирование работы”.
Шрифт – строчной курсив.

В разделе указываются названия всех фондов и
организаций, финансировавших работу, и в скоб-
ках ‒ номера грантов. Сокращений в названиях
финансирующих организаций употреблять не
следует.

Подраздел “Соблюдение этических стандартов”.
Шрифт – строчной курсив.

Если в работе исследования проведены на жи-
вотных, то в этом разделе указывается, что все
применимые международные, национальные
и/или институциональные принципы ухода и ис-
пользования животных были соблюдены.

Если в работе опыты на животных не проводи-
лись, то необходимо указать, что настоящая ста-
тья не содержит каких-либо исследований с ис-
пользованием животных в качестве объектов.

Если в экспериментах использовались биоло-
гические материалы, полученные от человека,
формировались когорты больных и т.п., то в дан-
ный раздел необходимо вставить два пункта:

• Все процедуры, выполненные в исследова-
нии с участием людей, соответствуют этическими
стандартами институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам
этики.

• От каждого из включенных в исследование
участника было получено информированное доб-
ровольное согласие.

Подраздел “Конфликт интересов”. Указать ин-
формацию о конфликтах интересов.

Подраздел “Открытый доступ”. Если предпо-
лагается публикация английской версии статьи в
режиме Open Access, то необходимо указать, что ста-
тья публикуется в соответствии с лицензией Creative
Commons Attribution 4.0 International (CC BY).
Шрифт – строчной курсив.

Лицензия CC BY разрешает неограниченное
использование, распространение и воспроизве-
дение на любом носителе при условии, что указа-
ны автор и источник публикации, включена
ссылка на лицензию Creative Commons и указы-
вается, были ли внесены какие-либо изменения.
Авторы или владельцы авторских прав безогово-
рочно, заблаговременно и на неограниченное
время предоставляют любому третьему лицу пра-
во использовать, воспроизводить или распро-
странять статью полностью или частично в лю-
бом формате и на любом носителе при условии,
что в публикации не допущено никаких суще-
ственных ошибок, указаны авторы статьи и кор-
ректная ссылка на источник публикации, а также
то, что библиографические данные не были изме-
нены. Объем статьи на английском языке не дол-
жен превышать 15 полос (приблизительно
30 страниц, включая список литературы, рисунки
и таблицы). Стоимость публикации статьи в режи-
ме Open Access можно узнать на сайте Издателя
английской версии https://www.pleiades.online/ru/
authors/openaccess/how-to-publish/

Подраздел “Дополнительные материалы”.
Шрифт – строчной курсив.

Если в работе есть дополнительные материалы,
то в этом разделе даются ссылки на сайты, на кото-
рых они размещены, а именно: http://link.spring-
er.com, http://molecbio.ru. Просим не размещать
дополнительные материалы на сторонних ресурсах.

Подраздел “Дополнительная информация”.
Шрифт – строчной курсив.

В этом разделе могут быть размещены, напри-
мер, нестандартные ссылки (материалы, которые
по каким-то причинам не опубликованы, но мо-
гут быть предоставлены авторами по запросу); до-
полнительные ссылки на профили авторов (Or-
chid ID); информация о связанных со статьей ра-
нее неопубликованных докладах на конференциях
и семинарах и т.п.

Издатель оставляет за собой право включить в
этот раздел издательскую информацию, напри-
мер, выразить несогласие с выводами работы или
индифферентность по отношению к полученным
данным, указать составителей, ответственных за
включение статьи в номер, если они не указаны
другим способом, а также указать другую инфор-
мацию, имеющую отношение к данной статье
или журналу.

Раздел “СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ”. Печатает-
ся на отдельной странице и содержит перечень
работ с обязательным указанием заглавия (см. ниже
образец) в порядке цитирования. При упомина-
нии в тексте ссылка (номер) дается в квадратных
скобках. Номера ссылок должны идти строго по
порядку. Цитирование двух и более работ под од-
ним номером, одной и той же работы под разны-
ми номерами не допускается. Ссылки на неопуб-
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ликованные работы не допускаются. Не допускаются
также ссылки на диссертации и их авторефераты, т.к.
они печатаются на правах рукописи и для читателей
практически недоступны.

Обращаем внимание авторов на то, что ссылки
на российские журналы, выходящие в двух версиях –
на русском и английском языках, – необходимо
приводить для двух версий. Проверить номера
страниц для ссылок на журнал “Молекулярная
биология” в англоязычной версии можно на сай-
те издательства (http://pleiades.online), на кото-
ром размещены содержания номеров и резюме
публикаций с 1967 г. по настоящее время, и на
сайте журнала (http:// www.molecbio.ru).

Необходимо строго соблюдать принятый в
журнале порядок расположения данных в списке
литературы. Оформляйте СПИСОК ЛИТЕРАТУ-
РЫ по следующему образцу, обращая внимание
на расположение пробелов между знаками:

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
ДЛЯ ЖУРНАЛОВ:
1. Студитский В.М. (2001) Транскрипция хро-

матина. Молекуляр. биология. 35, 235‒247.
(Stuitsky V.M. (2001) Transcription through chroma-
tin. Mol. Biol. (Mosk.). 35, 194‒205.)

2. Hanahan D., Weinberg R.A. (2000) The hall-
marks of cancer. Cell. 100, 57‒70.

ДЛЯ СБОРНИКОВ:
3. Orlean P. (1997) Biogenesis of yeast cell wall and

surface components. In: The Molecular and Cellular
Biology of the Yeast Saccharomyces. Cell Cycle and Cell
Biology, vol. 3. Eds Pringle J.R., Broach J.R., Jones
E.W. Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring
Harbor Lab. Press, pp. 229‒362.

ДЛЯ ТЕЗИСОВ ДОКЛАДОВ
4. Zhirnov O.P., Konakova T.E., Krichevets S.G.,

Iordansky S.N., Klenk H.D. 11-th international con-
ference Negative Strand Viruses. (2000) Quebec, Cana-
da. Abstract book. P. 91. Abstract 102.

 ДЛЯ КНИГ:
5. Уотсон Д. (1967) Молекулярная биология гена.

Москва: Мир. (То же для иностранных изданий).
Заглавие статьи на английском языке. Шрифт –

заглавный, полужирный.
Фамилии и инициалы авторов в английской тран-

скрипции с пометками, указывающими на учрежде-
ние, в котором работает автор. Шрифт – прямой,
строчный, полужирный. Цифровыми надстроч-
ными индексами необходимо связать фамилию ав-
тора и место его работы. Звездочкой отмечается

фамилия автора, с которым ведется переписка, по-
сле адреса этого автора указывается адрес его элек-
тронной почты.

Полное название института, ведомства на ан-
глийском языке. Шрифт ‒ светлый курсив, адрес
электронной почты. Если научных учреждений
два и более, необходимо цифровыми надстроч-
ными индексами связать название учреждения и
фамилии авторов, в нем работающих.

Резюме на английском языке – точный перевод
аннотации на русском языке. Шрифт – прямой,
кегль 12.

Ключевые слова на английском языке. Шрифт –
прямой, кегль 12.

ТРЕБОВАНИЯ
К ОФОРМЛЕНИЮ РУКОПИСЕЙ

При оформлении рукописи следует во всех мате-
риалах, включая текст, рисунки и надписи на фото-
графиях, придерживаться следующих правил:

Знак “‒” (тире) отбивается пробелами; знак
“минус”, “интервал” или “связь” пробелами не от-
бивается.

Десятичные дроби пишутся через точки ‒ 1.4, а
не 1,4.

В качестве знака умножения используется толь-
ко “×”: 5 × 103 моль/л. Знак “×” ставится только
в том случае, если справа от него стоит число:
С × 103, но не 103С. Символ “·” применяется в
скалярных произведениях, в химических форму-
лах (CuSO4 · 7H2O), в нековалетных комплексах
(ДНК · РНК и т.п.).

Числовой материал следует давать в виде таблиц.
В формулах используются буквы латинского и

греческого алфавитов;
Значки типа ∼ (волна), ° (кружок), ^ (крышки

над и под буквами) используются в крайних случаях.
Рисунки предоставляются в черно-белом виде

в форматах JPEG, TIFF, EPS, PDF с разрешением
не менее 600 dpi (каждую иллюстрацию поме-
стить в отдельный файл, в масштабе, необходи-
мом для воспроизведения в журнале). Цветные
рисунки публикуются за счет средств авторов в бу-
мажной версии журнала. В электронной версии –
бесплатно.

Латинские названия родов и видов живого мира
пишутся курсивом, таксонов более высокого
ранга ‒ прямым шрифтом. Названия фагов и ви-
русов в латинской транскрипции пишутся пря-
мым шрифтом.

Названия генов пишутся курсивом (генов че-
ловека и дрожжей ‒ заглавными буквами, напри-
мер EBFR; генов мыши ‒ с заглавной буквы, на-
пример Ebfr; гены других организмов ‒ строчным
курсивом).
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Названия белков пишутся прямым шрифтом
(белков человека, мыши, птиц, рептилий, дрож-
жей ‒ заглавными буквами, например EBFR; ам-
фибий и рыб ‒ с заглавной буквы, например Ebfr).

Названия нуклеотидов (A, C, G, U), аминокис-
лотных остатков (Ala, Arg, Asn и т.д.) и фосфатов
(АТР, ADP) пишутся в латинской транскрипции
прямым шрифтом.

Нумерация оснований и аминокислот пишется
без дефиса (U25; Ala32).

Последовательности аминокислот и нуклеотидов,
как правило, не публикуются, а приводятся толь-
ко их номера в банке данных, например, Acc.no.
(Accession number) EMBL Data Bank. Можно при-
водить в тексте или давать как рисунок короткие
последовательности (не более 400 аминокислот
или пар нуклеотидов) в случае их активного об-
суждения в статье.

Молекулярная масса выражается в дальтонах
(Да, кДа, МДа).

Приводить биохимические и химические терми-
ны, а также названия ферментов необходимо в со-
ответствии с международными правилами, при-
нятыми Комиссией по биохимической номен-
клатуре IUPAC-IUB.

Сокращение терминов и названий ферментов,
как правило, затрудняет восприятие текста чита-
телем, поэтому число таких сокращений должно
быть сведено к минимуму. Вводите сокращения в
примечания на первой странице.

В один файл включается аннотация, текст ста-
тьи, литература, таблицы и рисунки с подписями.
Графики и рисунки необходимо дополнительно
предоставить и в отдельных графических файлах.
“Тексты” длинных последовательностей, полу-
ченных при секвенировании нуклеиновых кислот
или белков, надо включить в отдельные тексто-
вые файлы.

Неправильно оформленная рукопись к рас-
смотрению Редакцией не принимается.

РЕЦЕНЗИРОВАНИЕ, ПОДГОТОВКА 
РУКОПИСИ К ПЕЧАТИ,

ОЧЕРЕДНОСТЬ ПУБЛИКАЦИИ
Поступившая в Редакцию рукопись направля-

ется на отзыв двум специалистам в данной кон-
кретной области исследований. Авторы статьи
имеют право назвать 3-5 фамилий (имя и отчество
полностью) возможных рецензентов с обязательным
указанием места работы, телефона, адреса электрон-
ной почты. Выбор рецензента остается за редколле-
гией журнала. В спорных случаях по усмотрению
редколлегии привлекаются дополнительные ре-
цензенты. Срок рецензирования ‒ от 4 до 8 недель.
Рукопись, получившая отрицательные отзывы двух
независимых рецензентов, по решению редколле-
гии “отклоняется”. Редакция вправе не вступать в

переписку с автором относительно причин (осно-
ваний) отказа в публикации статьи. Рукописи, не со-
ответствующие профилю журнала, “отклоняются”
без рецензии. Рукописи авторам не возвращаются.

После анонимного рецензирования рукопись
передается члену редколлегии, курирующему дан-
ное направление в журнале, который дает оконча-
тельное заключение о возможности публикации
статьи.

Статья, условно принятая к публикации, но
нуждающаяся в доработке, направляется авторам с
замечаниями рецензента. Авторам следует учесть
все замечания, сделанные в процессе рецензирова-
ния статьи, в сопроводительном письме ответить на
каждое из замечаний и указать место в рукописи,
где сделаны изменения. В случае несогласия с ре-
цензентом автор должен кратко и четко обосновать
свою позицию. Сделанные автором изменения в
рукописи необходимо внести в электронный вари-
ант текста и возвратить в Редакцию. Датой приня-
тия к публикации считается дата поступления версии,
удовлетворяющая всем требованиям рецензента и
редколлегии.

Статью, отправленную Редакцией на доработку
после рецензирования и исправленную в соответ-
ствии с замечаниями рецензента и редактора, необ-
ходимо возвратить в Редакцию в течение 30 дней с
момента ее получения авторами, в этом случае сохра-
няется первая дата поступления. Статья, возвращен-
ная в Редакцию по прошествии более чем 30 дней,
будет иметь новую дату поступления.

В процессе редактирования и подготовки
рукописи к печати небольшие стилистические и
номенклатурные исправления вносятся по усмот-
рению научного редактора в соответствии с при-
нятыми в Редакции правилами, более серьезные
исправления согласовываются с авторами статьи,
или статья отправляется редактором на доработку.
В интересах автора как можно быстрее согласо-
вать правку с научным редактором, это суще-
ственно ускорит срок публикации статьи.

Для авторов, предоставляющих статью на ан-
глийском языке или в двух версиях (на английском
и русском языке), доступна подготовка статей по
технологии OnlineFirst (английская версия). Цель
технологии OnlineFirst (далее OF) – ускорить
публикацию подготовленной авторами и редак-
цией журнала статьи путем размещения ее на сай-
те Springer-link прежде, чем статья будет опубли-
кована в конкретном номере Print-версии. Ста-
тья, размещаемая в OF, публикуется значительно
раньше формирования окончательной версии но-
мера. При этом она не содержит в себе информа-
цию о конкретном выпуске, томе, годе издания.
Указанные элементы удалены из статьи. Иденти-
фицирующим признаком такой статьи является
DOI (Digital Object Identifier). Присвоение статье
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этого уникального номера позволяет авторам про-
изводить ссылку на нее до Print-публикации.

После публикации статьи в Print-версии (в кон-
кретном выпуске) OF-статья замещается на сайте
новым вариантом, который обязан совпадать с
предыдущим, за исключением добавления тома,
номера, года и нумерацией страниц в соответству-
ющей печатной версии.

Очередность публикации устанавливается по
дате принятия статьи к печати. Вне очереди пуб-
ликуются работы, отнесенные редколлегией к
приоритетным, а также статьи, получившие вы-
сокую оценку рецензентов и рекомендуемые ред-
коллегией к ускоренной публикации. Члены ред-
коллегии журнала имеют право рекомендовать статьи
к ускоренной публикации. В этом случае член ред-
коллегии, представивший к ускоренной публика-
ции статью, осуществляет предварительное ре-
цензирование рукописи и целиком отвечает за ее
научное и оформительское качество. Фамилия
члена редколлегии, рекомендовавшего статью в
печать, публикуется под названием статьи.

Имеют право на внеочередную публикацию статьи
аспиранты третьего-четвертого года обучения,
представившие справку из отдела аспирантуры.

КОРРЕКТУРА, ОТТИСКИ, ГОНОРАРЫ

Корректура высылается авторам Издатель-
ством в виде pdf-файла. На чтение корректуры
отводится 3‒5 дней со дня отправки. Все исправ-
ления необходимо внести в файл и отправить его
в Издательство. В исключительных случаях мож-
но составить подробный список исправлений и
отправить его в Редакцию по электронной почте.

Исправления против оригинала, особенно в ри-
сунках, не допускаются. В исключительных случа-
ях они могут быть приняты за счет средств автора.

Электронный адрес Редакции: jrmolbio@gmail.com

Веб-сайт Редакции: http://www.molecbio.ru
Веб-сайт Издательств: http://pleiades.online
Телефон: (499) 343-78-07

Издательство высылает первому автору бес-
платно электронные файлы статьи в формате PDF
на русском и английском языках.

Авторские гонорары за публикацию статьи в
журнале не предусмотрены.


