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Молекула ДНК обеспечивает хранение и передачу следующему поколению генетической информации. 
При этом, молекула ДНК постоянно повреждается спонтанно или под влиянием разнообразных внутренних 
и внешних факторов. Поэтому в процессе эволюции у всех живых организмов сформировалась сложная си-
стема репарации. Эта система включает в себя несколько различных взаимодополняющих и взаимозаменя-
ющих механизмов и обеспечивается большим количеством различных белков. Одним из наиболее сложных 
механизмов репарации, обеспечиваемой несколькими десятками белков является эксцизионная репарация.
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DNA molecule provides the storage and transmission of genetic information to the next generation. In which 
process DNA molecule spontaneously or under the influence of various external and internal factors are constantly 
damaged. Therefore, in the process of evolution all living organisms have formed a complex system of reparations. 
This system includes several different mutually interchangeable mechanisms and is ensured with large number of 
different proteins. One of the most complex repair mechanisms which implicate several dozen proteins is excision 
repair.
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Молекула ДНК является носителем ге-
нетической информации в клетке каждого 
живого существа, ее целостность и  ста-
бильность имеют важное значение для 
жизни. При этом ДНК постоянно атакуется 
эндогенными метаболитами, лекарствен-
ными препаратами, электромагнитными 
излучениями и  множеством других мута-
генов окружающей среды, которые влияют 
на целостность этой молекулы. Например, 
ультрафиолетовые лучи вызывают образо-
вание пиримидиновых димеров, 4,6-фото-
продуктов, аддуктов, разрывов ДНК [6]. 
Под действием химических агентов про-
исходят разного рода модификации нукле-
отидов, возникают межнитевые сшивки, 
конформационные дефекты. К тому же из-
вестно, что структура молекулы ДНК мо-
жет изменяться в  процессе репликации: 
ДНК-полимераза, синтезируя новую цепь, 
делает ошибки, вставляя некомплемен-
тарные нуклеотиды. Скорость, с  которой 
ДНК-полимераза добавляет неправильные 
нуклеотиды в  процессе репликации ДНК, 
является важным фактором, определяю-
щим частоту возникновения спонтанных 
мутаций в  организме. Вставка ошибочно-
го нуклеотида обычно распознается сразу, 
в  процессе репликации, и  исправляется 
самими полимеразами, но некоторые мута-

ции все-таки «ускользают» от правки и со-
храняются на дочерней нити. Кроме того, 
обычным повреждением является спонтан-
ное отщепление оснований, достигающее 
10 тыс. событий на геном человека в сут-
ки [79].

Поскольку молекулы ДНК являются 
для клетки уникальными и невосполнимы-
ми, в  процессе эволюции сформировалась 
сложная система восстановления структу-
ры ДНК, включающая несколько механиз-
мов репарации и сотни белков, обеспечива-
ющих процесс восстановления нормальной 
структуры ДНК. В реализации некоторых 
механизмов репарации достаточно участия 
только одного фермента, но большинство 
механизмов обеспечиваются несколькими 
ферментами, и  это определяет сложность, 
многоэтапность процесса восстановления 
нативной структуры ДНК. К таким слож-
ным многоэтапным процессам относится 
эксцизионная репарация ДНК (от excision 
(англ.)  – удаление, вырезание). Выделяют 
три типа эксцизионной репарации, свои на-
звания они получили от типа исправляемо-
го повреждения.

1. Эксцизионная репарация оснований 
(base excision repair, BER).

2. Эксцизионная репарация неспарен-
ных оснований (mismatch repair, MMR).
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3. Эксцизионная репарация нуклеоти-

дов (nucleotide excision repair, NER).
Все эти виды эксцизионной репарации 

имеют общие этапы: распознавание по-
вреждения; надрезание нити ДНК (сахаро-
фосфатного остова); эксцизия (удаление) 
участка, содержащего повреждение; репа-
ративный синтез на неповрежденной ма-
трице и  лигирование. При этом, несмотря 
на лежащий в их основе общий процесс вы-
резания участка ДНК с повреждением, они 
принципиально различаются между собой.

Эксцизионная репарация оснований
Основные повреждения ДНК, удаляе-

мые при BER  – неправильно спаренные, 
окисленные, алкилированные и  т.п. осно-
вания [11]. Такие повреждения не приводят 
к нарушению репликации, но являются ис-
точником мутаций.

Инициирующими BER белками явля-
ются гликозилазы, которые распознают 
и  удаляют поврежденные или неправиль-
ные основания, гидролизуя N-гликозидную 
связь между сахарофосфатным остовом 
и  поврежденным основанием [60, 96]. На 
сегодняшний день в  клетках млекопитаю-
щих идентифицировано не менее 11 раз-
личных гликозилаз, которые отличаются по 
субстратной специфичности и  репариру-
емым повреждениям [108]. Обычно опре-
деленные гликозилазы репарируют опре-
деленные повреждения [11, 43]. Среди 
гликозилаз млекопитающих можно выде-
лить четыре структурно различных группы: 
урацил-ДНК-гликозилазы, спираль-шпиль-
ка-спираль-гликозилазы, 3-метилпурингли-
козилазы и  эндонуклеаза-VIII-подобные 
гликозилазы. Несмотря на их структурное 
разнообразие, все ДНК-гликозилазы ис-
пользуют механизм «отгибания оснований» 
(base-flipping), при котором основание-ми-
шень перед отщеплением отгибается в сто-
рону от спирали ДНК. Выделяют гликози-
лазы I и II типа [24]. I тип гликозилаз только 
удаляет модифицированные основания 
и  оставляет в  молекуле ДНК апуриновый/
апиримидиновый сайт (АП-сайт). II тип гли-
козилаз сперва удаляет измененное основа-
ние, а затем расщепляет нить как 3'-эндону-
клеаза и формирует однонитиевый разрыв. 
После гликозилазы I типа разрез фосфофди-
эфирной связи совершает АП-эндонуклеаза. 
Это специальная АП-эндонуклеаза APE1 
(син.: APEX, Ref-1, HAP-1) [23, 56, 82, 115]. 
АРЕ1 (AP endonuclease-1) активируется при 
взаимодействии с  белком XRCC1 (X-ray-
induced damage repair cross comlementating) 
и действует с ним в комплексе [113].

Независимо от механизма разрыва фос-
фодиэфирной связи, в  качестве промежу-

точной стадии образуется разрыв нити ДНК 
в  котором 3' и  5'-концы модифицированы 
и блокируют последующую работу репара-
ционных ферментов. Чтобы процесс репа-
рации мог завершиться, эти блокирующие 
концы должны быть преобразованы в обыч-
ные 3'-ОН и  5'-фосфатные концы. Это не-
обходимо для реакции с ДНК-полимеразой 
и далее с ДНК-лигазой. Удаление этих изме-
нённых концов производится разными фер-
ментами, в зависимости от того, произошёл 
ли разрез с 3' или 5'-стороны от АП-сайта. 
Например, APE1 помимо своей основной 
АП-эндонуклеазной активности обладает 
также 3'-фосфодиэстеразной активностью, 
позволяющей ей восстанавливать 3'-ОН ко-
нец из 3'-фосфо-α, β-ненасыщенного альде-
гида. 3'-фосфатный конец, образующийся 
в результате действия некоторых двухфунк-
циональных ДНК-гликозилаз, преобразу-
ется в 3'-ОН конец посредством 3'-фосфа-
тазной активности PNKP (3'-фосфатазной 
полинуклеотидкиназы) [1]. АП-сайты и од-
нонитевые разрывы ДНК должны быть об-
работаны как можно скорее, поскольку они 
высокотоксичны и мутагенны [79].

На следующем этапе BER происходит 
заполнение разрыва посредством синтеза 
ДНК. Синтез происходит по двум путям, 
короткозаплаточному (short-patch) и  длин-
нозаплаточному (long-patch), в зависимости 
от того, вставляется в ДНК один нуклеотид 
или несколько. Короткозаплаточная BER 
составляет 80-90 % всей BER.

При short-patch BER ДНК-полимераза 
β (Pol β) вытесняет 5'-дезоксирибоза-5-
фосфат и в цепи образуется брешь, напро-
тив которой в противоположной нити ДНК 
расположен неповрежденный нуклеотид. 
Затем, эта же Pol β вставляет комплементар-
ный нуклеотид, присоединяя его к свобод-
ному 3’ ОН-концу [17, 70, 100].

Также Pol β участвует в  long-patch 
BER, но вставляет только первый нуклео-
тид в поврежденный АП-сайт, начиная от 
3’-ОН конца [18,91]. Затем Pol β диссоци-
ирует с  поврежденной цепи ДНК и  даль-
нейший синтез осуществляется PCNA-
зависимыми полимеразами Pol δ или Pol 
ε путем репарации длинными фрагмента-
ми [26, 71]. PCNA (proliferating cell nuclear 
antigen) способствует фиксации этих поли-
мераз на цепи ДНК и удерживает их, пока 
идет синтез фрагмента длиной 2-12 нукле-
отида  [62]. Одновременно с  присоедине-
нием нового нуклеотида эти полимеразы 
вытесняют нуклеотид с  поврежденным 
5'-концом и последующие нуклеотиды, ко-
торые образуют отделенный от матричной 
цепи «болтающийся» олигонуклеотид  – 
flap structure.
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В результате, разрыв в  репарируемой 

цепи ДНК смещается в  сторону от перво-
начального участка повреждения, а неболь-
шой «лишний» отрезок цепи нуклеотидов 
удаляется с  помощью эндонуклеазы FEN1 
(Flap endonuclease-1, флэп-эндонуклеазa-1), 
также зависящей от PCNA [50,69]. FEN1 
присоединяется к  5'-концу свисающего 
участка, перемещается к  месту развет-
вления на этой цепи ДНК и  гидролизует 
связь [62]. Помимо репарации этот фермент 
принимает активное участие в репликации 
ДНК: при удалении праймера фрагмен-
тов Оказаки также образуются свисающие 
(flap) концы [114].

Помимо вышеперечисленных факто-
ров, существуют также второстепенные 
белки, исполняющие в  BER вспомогатель-
ные функции. Наиболее известные среди 
них  – XRCC1 и  PARP1 (poly(ADP-ribose) 
polymerase-1). XRCC1, по-видимому, не об-
ладает ферментативной активностью, но 
выполняет структурную роль. XRCC1 на-
прямую прикрепляется к  поврежденной 
ДНК в  районе своего N-концевого домена 
и  служит основой для сборки ряда фер-
ментативных компонентов, участвующих 
в BER, таких, как многие ДНК-гликозилазы, 
Pol β , APE1, лигаза III, PNKP [8,68]. Кроме 
того, к XRCC1 прикрепляется белок PARP1, 
который в большом количестве присутству-
ет в ядре и играет роль молекулярного дат-
чика, чувствительного к  разрывам в  ДНК-
цепи. Обнаружив повреждение, PARP1 
прикрепляется к  ДНК-мишени и  иниции-
рует синтез поли-АДФ-рибозы (ПАР) в са-
мом себе, а также ещё в нескольких белках. 
Эта модификация вызывает прикрепление 
к PARP1 репарационных белков, таких, как 
XRCC1. В то же время отрицательный за-
ряд ПАР приводит к отщеплению PARP1 от 
ДНК, давая таким образом доступ белкам 
репарации к повреждённому участку [67].

Лигирование фосфодиэфирной свя-
зи осуществляется ДНК-лигазами I и  III. 
Лигаза I взаимодействует PCNA и  Pol β, 
но участвует в  основном в  длиннозапла-
точной BER [92,101]. ДНК-лигаза III вза-
имодействует с  XRCC1, Pol β и  PARP-1 
и включается только в короткозаплаточной 
BER [52,109]. Также важную роль в  регу-
ляции BER играет белок p53. In vitro этот 
белок стимулирует BER, непосредственно 
взаимодействуя с APE and Pol β, стабили-
зируя Pol β и связывая ее с АП-сайтом [16].

Репарация неспаренных оснований
Этот вид репарации исправляет ошиб-

ки, возникшие в  процессе удвоения ДНК. 
В ходе репликации с частотой от 1:10000 до 
1:100000 полимеразы вставляют некомпле-

ментарные нуклеотиды. Такие, ошибочно 
вставленные, основания называются мис-
мэтчи (mismatches). После неверно вставлен-
ного нуклеотида полимеразы в большинстве 
случаев не способны продолжить работу из-
за того, что в этом месте в двойной спирали 
образуется пузырь или впячивание, наличие 
которых не позволят полимеразе добавить 
следующий нуклеотид к  растущему 3’-ОН-
концу. Остановка в  работе полимеразы 
дает возможность экзонуклеазам, сопрово-
ждающим все репликативные полимеразы, 
удалить неспаренный нуклеотид с  3’-конца 
вновь синтезируемой цепи. Этот процесс 
очень эффективен и  увеличивает точность 
репликации на два порядка. Таким образом, 
белкам MMR приходится иметь дело только 
с теми ошибками репликации, которым уда-
лось избежать этого корректирующего меха-
низма [46]. Чаще ошибочно вставляются те 
нуклеотиды, которые производят минимум 
искажений спиральной структуры [3].

Мисмэтчи представляют собой уни-
кальный тип повреждений, так как цели-
ком состоят из неповреждённых основа-
ний и являются исключительно дефектами 
структуры. Также мишенью MMR являются 
петли на одной из нитей ДНК, образовав-
шиеся вследствие делеции или вставки ну-
клеотидов (петли делеции/вставки, ПДВ). 
Специфика таких повреждений состоит 
в том, что после следующего процесса ре-
пликации и  разделения нитей ДНК ПДВ 
расправляются и по ним синтезируется но-
вая дочерняя нить, которая будет длиннее 
или короче нативной. Если до следующей 
репликации эти изменения не будут исправ-
лены, у  половины потомства клетки ока-
жется ДНК с мутациями [44, 46].

Механизмы различения дочерней цепи, 
содержащей ошибки, и материнской – эта-
лонной цепи, находятся в  процессе иссле-
дования. Было выяснено, что для активации 
экзонуклеаз необходимо наличие на репа-
рируемой нити уже имеющегося разрыва. 
Предполагают, что у  эукариот маркерами, 
отличающими материнскую нить от до-
черней, являются нелигированные разрывы 
фрагментов Оказаки. Работы T. Kunkel по-
казали, что при пострепликативной MMR 
эксцизия инициируется у 3’-конца дочерней 
ДНК и, возможно, у 5’-концов фрагментов 
Оказаки [53].

Основным белком-инициатором MMR 
является MSH2, который обнаруживает 
ошибку в структуре нити ДНК и, в зависи-
мости от типа повреждения образует гете-
родимер либо с  MSH6 либо с  MSH3: для 
коррекции мисмэтча требуется MSH6, а для 
исправления ПДВ необходимо участие 
и MSH6 и MSH3 [35].
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После ассоциации MSH2 со вторым 

белком образуются комплексы-MutSα или 
MutSβ, которые формируются на нити ДНК 
в месте локализации ошибки. Ферменты се-
мейства Mut получили это название, потому 
что ещё до выясненя их функций было за-
мечено, что мутации в кодирующих их ге-
нах приводят к резкому повышению часто-
ты возникновения новых мутаций.

MutSα состоит из белков MSH2 
и  MSH6 [22, 54]. MutSα содержит 80-90 % 
всего клеточного MSH2 и преимуществен-
но опознает несоответствие оснований 
и ПДВ, в которых петля содержит 1 или 2 
непарных нуклеотида. Также ограниченно 
способен распознавать ПДВ большей про-
тяженности [19, 28, 86].

MutSβ включает в  себя белки MSH2 
и  MSH3 [2, 86]. MutSβ распознает ПДВ 
протяженностью от 2-х до 10 нуклеотидов, 
слабо распознает однонуклеотидные ПДВ, 
и практически инертен к ошибочно спарен-
ным основаниям [28, 85].

Белки MSH2 и  MHS6 содержат АТФ/
АДФ-связывающие сайты [33].

Возможность использовать несколько 
различных белков группы MSH в  разных 
комбинациях придаёт системе MMR у  эу-
кариот значительную гибкость, так как эти 
белки несколько различаются по свойствам. 
Субъединица MSH6 содержит высококон-
сервативный аминоконцевой мотив Gly-
Phe-Glu, который можно найти уже в  бел-
ках MMR прокариот. Этот участок вводится 
в двойную спираль ДНК и взаимодействует 
с  одним из неправильно спаренных осно-
ваний, что приводит к изгибу ДНК на 60 °. 
Взаимодействие стабилизируется образова-
нием водородных связей между глутаматом 
и  атомами N3 и  N7 неспаренного основа-
ния [77]. ПДВ размером в  1-2 основания 
распознаются с  помощью содержащегося 
в той же субъединице фенилаланина. В ком-
плексе MutSβ непосредственно связывает-
ся с  повреждениями субъединица MSH3. 
Она использует для связи с  ПДВ разного 
размера остатки лизина и тирозина и изги-
бает ДНК на 90 °. Эта субъединица также 
способна связывать небольшие мисмэтчи 
и участвует в исправлении аддуктов, двуни-
тевых разрывов и  повторяющихся трипле-
тов  [38, 106]. Интересно, что субъединица 
MSH2, которая не участвует в  связывании 
мисмэтчей, когда она находится в  составе 
MutSα, в составе MutSβ способна связывать 
крупные ПДВ.

Аминокислоты, опознающие поврежде-
ния ДНК, находятся на N-концах соответ-
ствующих белков MSH, тогда как их карбок-
сильные концы образуют АТФ-связывающие 
домены [93]. Ещё ранние эксперименты по-

казали, что MSH, будучи связанным с мис-
мэтчем, претерпевает под воздействием АТФ 
изменение конформации.

После связывания с  мисмэтчем MutSα 
ассоциируется с  другим гетеродимерным 
комплексом MutLα, состоящим из белков 
MLH1 и PMS2 [57,78].

Комплекс MutLα объединяет и  коор-
динирует взаимодействие между белками, 
распознающими несоответствия, и другими 
белками MMR.

В ходе исследований выяснилось, что 
субъединица PMS2 комплекса MutLα обла-
дает скрытой эндонуклеазной активностью, 
которая, будучи активированной, приводит 
к  образованию дополнительных разрывов 
в нити ДНК, уже содержащей хотя бы один 
инициирующий разрыв [47].

После связывания гетеромера MutSα 
с  мисмэтчем происходит обмен АДФ на 
АТФ и MutSα превращается в «скользящий 
зажим», а  после присоединения к  нему 
гетеромера MutLα весь комплекс начи-
нает скользить (перемещаться) вдоль оси 
ДНК пока не встречает еще один комплекс 
белков  – PCNA (proliferating cell nuclear 
antigen). PCNA является кольцеобразным 
гомотримером, имеющим две чётко разли-
чимых поверхности. На ДНК он загружа-
ется с  помощью специального загрузчика 
RFC (replication factor C) с  3’-стороны от 
ближайшего разрыва и всегда одной и  той 
же поверхностью к  3’-концу. На 3’-суб-
страте это приводит к  активации скрытой 
эндонуклеазной активности MutLα и обра-
зованию дополнительных разрывов по обе 
стороны от мисмэтча [89].

Для активации эндонуклеазной актив-
ности MutLα необходимо присоединение 
PCNA. Будучи загруженным, кольцо может 
свободно вращаться вокруг продольной оси 
ДНК, но неспособно развернуться. Из этого 
вытекает, что когда PCNA связывает своих 
партнеров с  ДНК, вновь образовавшиеся 
комплексы имеют фиксированную ориен-
тацию, которая сохраняется даже после 
перемещения комплекса на значительное 
расстояние от места первоначальной сбор-
ки. После связывания с  PCNA ориентация 
MutLα фиксирована. Поскольку MutLα име-
ет всего один сайт с эндонуклеазной актив-
ностью, он будет разрезать только одну нить 
ДНК, причём направление разрезания будет 
зависеть от того, на какой из сторон PCNA 
он окажется расположен. Остается невы-
ясненным, почему новые разрывы произ-
водятся преимущественно в  окрестностях 
дефекта. Вероятным объяснением является 
то, что производящая разрезы эндонукле-
аза является частью не просто комплекса 
MutLα с PCNA, но комплексом PCNA с уже 
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объединёнными MutLα и  MutSα, а  так как 
их объединение активируется дефектом, то 
и  количество комплексов вблизи дефекта 
будет максимальным [90].

На этапе удаления мисмэтча или ПДВ 
подключается экзонуклеаза I (Exo1), кото-
рая является 5’→ 3’-экзонуклеазой [29, 32]. 
Exo1 загружается на разрывы активирован-
ным комплексом MutSα/MutLα и  создаёт 
пробел в  нити ДНК, начинающийся с  раз-
рыва и  заканчивающийся примерно в  150 
нуклеотидах после дефекта [74].

Восстановление ПДВ длиннее двух-трёх 
нуклеотидов, как предполагалось, имеет 
механику, идентичную описанной, но с ис-
пользованием MutSβ вместо MutSα.. Впро-
чем, недавние исследования ставят это под 
сомнение. В исследовании R.R. Iyer с  со-
трудниками показано, что MLH1 и  PCNA, 
по-видимому, связываются с MSH3 в одном 
и том же участке (или на частично перекры-
вающихся участках) [40]. Таким образом 
MutSβ не может взаимодействовать с MutLα 
и PCNA одновременно. Кроме того, кольцо 
PCNA не могло бы мигрировать на 5’-сто-
рону от крупной петли и обеспечить там ра-
боту Exo1.

Незначительное участие в  репарцях, 
определяемых MutSα, может принимать 
и комплекс MutLγ (MLH1 и MLH3) [10].

Восстановление структуры дочерней 
нити ДНК выполняет ДНК-полимераза δ 
(pol δ). Для надежной фиксации Pol δ на 
цепи также необходимы комплексы PCNA 
и RFC [65]. Завершается процесс MMR сое-
динением концов сахарофосфатного остова 
репарированной дочерней нити и образова-
нием фосфодиэфирной связи. Этот процесс 
осуществляет ДНК-лигаза I [45, 58, 74].

Эксцизионная репарация нуклеотидов
Эксцизионная репарация нуклеотидов 

является универсальным механизмом ре-
парации ДНК. NER одним и  тем же набо-
ром ферментов может распознавать самые 
разнообразные повреждения, искажающие 
спираль ДНК. При этом повреждения не 
обладают сходной химической структурой, 
но их объединяет то, что все они дестабили-
зируют двойную спираль ДНК и являются 
массивными [39].

Белки, реализующие NER, вначале рас-
познают повреждение, затем раскручивают 
молекулу ДНК, удаляют олигонуклеотид, 
содержащий поврежденный нуклеотид, 
восстанавливают последовательность ну-
клеотидов на поврежденной нити и сшива-
ют молекулу. Низкая специфичность этого 
вида репарации определяется тем, что уда-
ляется не только модифицированный ну-

клеотид, но цепочка нуклеотидов, в ряду ко-
торых находится и поврежденный [12, 111].

На этапе распознавания повреждения 
различают два варианта эсцизионной ре-
парации нуклеотидов: NER, реализуемая 
по всему геному, и NER, связанная с транс-
крипцией [30,36].

NER по всему геному – GG-NER (global 
genome nucleotide excision repair). При этом 
виде NER поиск и удаление объемных по-
вреждений осуществляется во всем гено-
ме, включая нетранскрибируемые участки 
и  молчащий хроматин. GG-NER иниции-
руется комплексом XPC/HR23B/CEN2 (XP 
complementation group C, Rad23 homolog 
B, Centrin-2, – белок XP с комплементаци-
онной группой C; гомолог B белка Rad 23; 
центрин-2).

В этом комплексе HR23B и CEN2 явля-
ются вспомогательными белками, которые 
увеличивают сродство и  прочность свя-
зывания XPC с  поврежденной спиралью 
ДНК. Оба этих белка присутствуют в клет-
ке в парциальном изобилии и их истощение 
делает клетку чувствительной к  УФ [80]. 
Помимо этих белков, ДНК-связывающая 
способность XPC в  целом коррелирует со 
степенью искажения спирали ДНК [97]. 
Белок HR23B, кроме структурной, имеет 
также и  более специфическую функцию, 
стимулируя процесс опознания поврежде-
ний. После опознания повреждения HR23B 
диссоциирует от XPC [6,73].

Комплекс XPC/HR23B постоянно дви-
жется вдоль молекулы ДНК, распознает по-
вреждения и служит матрицей, на которой 
осуществляется сборка ключевых факто-
ров, реализующих удаление повреждения 
и  репарацию этого участка. При этом эле-
мент XPC распознаёт термодинамически 
неустойчивый участок молекулы [105].

XPC имеет два основных функциональ-
ных домена [72]. ДНК-связывающий домен, 
неспецифичный как к  последовательности 
связываемой ДНК, так и к типу поврежде-
ния, состоит, в  свою очередь, из трансглу-
тамаза-гомологичного домена и β-шпилька-
домена (BHD1), заякоривающего белок на 
ДНК. Двойной β-шпилька-домен (BHD2/3) 
связывает неповреждённую нить ДНК, не 
вступая с повреждением в прямой контакт 
и  вместо этого охватывая два нуклеотида, 
расположенные напротив повреждения. 
Этот «карман связывания» специфичен для 
неповреждённой ДНК и не мог бы вместить 
массивные аддукты. Таким образом, XPC 
прикрепляется только к  неповреждённой 
нити ДНК. Такой характер связывания де-
лает возможным для XPC связывать боль-
шое разнообразие структурно различных 
массивных повреждений [63].
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NER, связанная с  транскрипцией  – 

TC-NER (transcription-coupled nucleotide 
excision repair). В этом случае поиск и уда-
ление объемных повреждений осущест-
вляется в  транскрибируемых участках. 
Инициируется TC-NER остановкой РНК-
полимеразы II перед повреждённым участ-
ком ДНК [25]. Затем белки CSA и  CSB 
вытесняют РНК-полимеразу, освобождая 
место повреждения для белков NER [36]. 
Комплекс белков TFIIH способствует пере-
ключению с РНК-полимеразного комплекса 
(с РНК-полимеразой II) на комплекс NER. 
При этом транскрипционный аппарат не 
разрушается. После завершения репарации 
к  цепи ДНК вновь присоединяются CSA 
и CSB и транскрипция РНК-полимеразным 
комплексом продолжается [110]. TC-NER 
активируют не только объемные повреж-
дения, но и повреждения, которые обычно 
репарируются в процессе BER [16].

Независимо от способа распознава-
ния повреждения и  инициации репарации, 
процесс восстановления нативной струк-
туры ДНК реализуется по одному механиз-
му [30, 36]. К месту повреждения подходят 
10 белков и  объединяются в  мультифунк-
циональный транскрипционный фактор 
TFIIH (multi-functional transcription factor ). 
TFIIH состоит из 10 субъединиц. В образо-
вавшемся комплексе можно выделить цен-
тральную часть (состоящую из XPB, p52, 
p8, p62, p34, p44) и  циклинактивируемый 
комплекс (CAK, состоит из CDK7, циклина 
H и MAT1), а также соединяющий их белок 
XPD [15.] CAK от TFIIH диссоциирует и не-
посредственно в NER не участвует [4, 14].

Затем, две ассоциированные с  TFIIH 
АТФ-зависимые геликазы XPB и  XPD рас-
кручивают спираль ДНК и  образуют «пу-
зырь» длиной примерно в 30 нуклеотидов по 
обеим сторонам от повреждения [25, 36, 107].

В исследованиях на археях, имеющих 
свой аналог XPB, было установлено, что этот 
белок обеспечивает прикрепление комплек-
са TFIIH к  ДНК, а  также обладает важной 
для процесса NER АТФазной активностью. 
В процессе прикрепления к ДНК белок пре-
терпевает значительные структурные изме-
нения [21]. Как XPB, так и  XPD являются 
каталитическими ферментами, служащими 
движущей силой всего TFIIH в NER.

Роль остальных субъединиц также по-
степенно начинает проясняться. Показа-
но, что p52 стимулирует активность XPB, 
а p44 тесно взаимодействует с XPD и также 
стимулирует его деятельность [13]. Неожи-
данно важной оказалась роль p8, самой ма-
ленькой из субъединиц. В её отсутствие на-
рушается разделение двойной спирали ДНК 
и присоединение XPA [14].

Присоединением XPD завершается 
сборка первичного комплекса NER. Далее 
к участку повреждения независимо друг от 
друга присоединяются XPA, RPA и  XPG, 
а  XPC-HR23B на этом этапе от комплекса 
отделяется. Центральным элементом ком-
плекса теперь служит XPA [31]. Этот бе-
лок взаимодействует практически со всеми 
остальными и его вероятная роль заключа-
ется в том, чтобы все части комплекса NER 
находились на своих местах к тому момен-
ту, как будет произведён надрез.

Особенно тесно XPA сотрудничает с бел-
ком RPA, связывающим однонитевую ДНК 
и  состоящим из трех субъединиц (RPA70, 
RPA32 и RPA14). Считается, что XPA и RPA 
совместно связываются с  ДНК [94]. Опти-
мальный участок связывания ДНК для RPA 
состоит примерно из 30 нуклеотидов, то 
есть как раз такой, какой подвергается вы-
резанию при NER. Полагают, что RPA при-
крепляется к  неповреждённой нити ДНК, 
и  тем самым помогает двум эндонуклеа-
зам ERCC1-XPF и XPG разместиться на их 
субстрате – повреждённой нити ДНК. RPA 
играет важную роль в  координации собы-
тий эксцизии и репаративного синтеза [84].

XPG играет в NER структурную и фер-
ментативную функцию. Структурно-спец-
ифичная эндонуклеаза XPG присоединяет-
ся к TFIIH и, по-видимому, остаётся с ним 
связанной, по крайней мере, при исполне-
нии некоторых из своих функций [40]. По-
сле завершения сборки комплекса XPG про-
изводит разрез ДНК с 3’-конца, после чего 
разрезает 5’-конец. С другой стороны, не-
давнее исследование предполагает, что пер-
вой разрез совершает как раз ERCC1-XPF, 
для чего ему требуется присутствие, но не 
активность XPG [20]. Это подтверждается 
сведениями о том, что репарационный син-
тез может начаться и пройти до половины 
длины заполняемого разрыва ещё до инци-
зии ДНК ферментом XPG [102].

Инцизия рестриктазой XPF оставляет 
свободную 3’-гидроксильную группу, от 
которой репликационный механизм может 
сразу начать репарационный синтез. Напро-
тив, разрезание XPG оставляет после себя 
5’-фосфат, который не может служить на-
чалом для синтеза и  необходим только на 
этапе лигирования [34].

Комплекс из TFIIH, XPA, RPA и  XPG 
относительно устойчив и  эксцизия за-
пускается только после присоединения 
ERCC1-XPF, которая рекрутируется белком 
XPA [83].

После вырезания повреждённого олиго-
нулеотида, он остаётся связанным с TFIIH. 
Затем TFIIH присоединяет АТФ, а от олиго-
нуклеотида освобождается. Освободивший-
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ся олигонуклеотид связывается с RPA и впо-
следствии подвергается разложению [49].

На основании исследований in vitro счи-
талось, что заполнение разрыва происходит 
с участием обычных факторов репликации: 
ДНК-полимераз δ и  ε, скользящего «зажи-
ма» PCNA, пентамера RFC, который уста-
навливает «зажим» и RPA [4, 98]. Недавние 
исследования показали, что этот процесс на 
самом деле более сложен. Первой неожи-
данностью оказалось участие подвержен-
ной частым ошибкам ДНК-полимеразы κ. 
Предполагается, что она работает совмест-
но с ДНК-полимеразой δ. Совместно эти две 
полимеразы осуществляют приблизительно 
50 % NER. Остальные 50 %, вероятно, про-
изводит ДНК-полимераза ε. Для того, чтобы 
принимать участие в NER, каждая из трёх 
ДНК-полимераз требует своих факторов-
партнеров. Для активации полимеразы δ 
необходимы RFC и PCNA. Для полимеразы 
κ  – PCNA и  XRCC1 (белок, участвующий 
в BER). Для полимеразы ε – модифициро-
ванная форма RFC, содержащая Ctf18. От-
личаются ли чем-либо функционально пути 
репарации с  использованием различных 
ДНК-полимераз, пока неизвестно [81].

Механизм последней стадии процесса 
NER  – лигирования разрыва, оставшегося 
после репарационного синтеза – зависит от 
пролиферационного статуса клетки. Перво-
начально считалось, что оно осуществля-
ется только с  помощью ДНК-лигазы I, но, 
как выяснилось, активное участие при-
нимают также ДНК-лигаза IIIα и  XRCC1. 
В клетках, находящихся в состоянии покоя, 
ДНК-лигаза IIIα и  ДНК-полимераза δ для 
NER абсолютно необходимы, а в реплици-
рующих клетках они также используются, 
тогда как ДНК-полимераза ε и ДНК-лигаза I 
используются исключительно в реплициру-
ющих клетках [75].

Как и при всех операциях, совершаемых 
над ДНК, при NER необходима поддержка 
белков, модифицирующих хроматин, для 
получения доступа к  нужным участкам 
ДНК. В общем случае при этом требуется 
участие двух компонентов: модификатора 
хвостовых частей гистонов, чтобы умень-
шить сродство гистонов к  ДНК, и  АТФ-
зависимых ферментов, переформирующих 
хромосомы, чтобы иметь возможность 
перемещать гистоны вдоль ДНК [99]. Ис-
следования показали, что, как и  следовало 
ожидать, NER замедляется при полностью 
сформированных нуклеосомах, и может не-
специфически усиливаться в  присутствии 
перестраивающих хроматин ферментов 
класса SNF2/SFI2 [37].

В общих чертах механизм NER был из-
вестен уже к началу нашего века, однако ис-

следования последнего десятилетия смогли 
значительно детализировать понимание 
разных стадий процесса, в особенности, ка-
сающихся сборки репаративного комплек-
са, опознания повреждений и  роли NER 
в функционировании клетки в целом.

Лауреаты Нобелевской премии  
по химии 2015 года

Шведская Королевская Академия Наук 
присудила Нобелевскую премию 2015 г. по 
химии Томасу Линдалю (Tomas Lindahl) из 
Лаборатории Клэр-Холл Института Френ-
сиса Крика в  Хертфордшире (Великобри-
тания), Полу Модричу (Paul Modrich) из 
Медицинского Института Ховарда Хьюса 
и  Медицинской Школы при Университете 
Дьюка (США), а  также Азиз Санкар (Aziz 
Sancar) из Университета Северной Кароли-
ны в Чапел-Хилл (США) «за исследование 
механизма восстановления ДНК» [76].

Томас Линдаль. Вехой, отмечающей от-
крытие BER, является выделение урацил-
ДНК-гликозилазы Escherichia coli в  1974 г. 
Томасом Линдалем. Было ясно, что случай-
но попадающий в  ДНК урацил (или обра-
зующийся в  результате дезаминирования 
цитозина) должен как-то из неё элимини-
роваться. Линдаль искал ответственный за 
это фермент. Неожиданно для исследовате-
лей, это оказалась не эндонуклеаза, а фер-
мент, расчленяющий связь между урацилом 
и рибозой – урацил-ДНК-гликозилаза. Лин-
даль предположил, что образующийся в ре-
зультате участок, лишенный пуринового 
либо пиримидинового основания (AP-сайт) 
в  дальнейшем должен проходить последо-
вательную обработку AP-эндонуклеазой, 
экзонуклеазой, ДНК-полимеразой и  лига-
зой. Таким образом, уже в  самой первой 
статье были обрисованы основные этапы 
BER [59]. Первоначально Линдаль изучал 
нестабильность человеческой ДНК. Ему 
удалось охарактеризовать и  количествен-
но оценить эндогенные повреждения ДНК 
в работах 1970-80 гг. Исследуя открытый им 
процесс BER, он выделил несколько ключе-
вых для этого процесса ферментов и описал 
короткозаплаточный и  длиннозаплаточный 
механизмы BER [61, 76].

Пол Модрич. П. Модрич обнаружил 
в  клетках механизм репарации, который 
исправляет неправильно спаренные осно-
вания. Сейчас этот механизм известен как 
репарация неспаренных оснований. Он 
первым установил репарацию мисмэтчей 
у  бактерий: бактерии исправляли непра-
вильно встроенные основания, введенные 
в  ДНК вирусами, поражавшими бактерии. 
Впоследствии Модрич воссоздал и  изу-
чил процесс MMR in vitro и предположил, 
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что этот вид репарации может исправлять 
99,9 % таких ошибок, возникающих в ДНК 
человека во время репликации.

Его открытие стало важной вехой в ис-
следованиях ДНК, связанной с  заболева-
ниями человека. Например, известно, что 
врожденные дефекты белков MMR могут 
привести к наследственным вариантам рака 
толстой кишки. В течение нескольких лет 
исследования Модрича были сосредоточены 
на понимании того, как клетки репарируют 
мисмэтчи в ДНК. В серии исследований он 
показал, что репаративные ферменты бакте-
рий различают неметилированные участки 
ДНК для различения материнской и дочер-
ней нити. В 1989 году он описал систему 
репарации, состоящую из ДНК-полимеразы 
III, экзонуклеазы I и ДНК-лигазы, которые 
могли восстановить мисмэтчи ДНК in vitro.

Азиз Санкар. Санкар открыл процесс, 
при котором клетки восстанавливают по-
врежденную УФ ДНК, удаляя весь нукле-
отид, а  не только поврежденное основа-
ние [95]. Он показал, что экзонуклеазы 
вырезают поврежденную часть ДНК раз-
мером около 12 нуклеотидов. Завершается 
этот процесс активацией ДНК-полимеразы, 
которая заполняет образовавшуюся брешь, 
а ДНК-лигазы сшивают отрезки цепи ДНК. 
У бактерий ремонт таких повреждений 
осуществляют фотолиазы, которые акти-
вируются видимым светом. Как обнаружил 
Сакнар, в клетках млекопитающих сформи-
рованные под влиянием УФ димеры в ДНК 
исправляются в темноте [76].

В целом, результаты работы трех уче-
ных, Томаса Линдаля, Пола Модрича и Ази-
за Санкара, полностью изменили пред-
ставление о  стабильности, повреждениях 
и  репарации ДНК. Эта информация ста-
ла базой для последующих исследований 
о  роли дефектов белков репарации в  воз-
никновении ряда заболеваний.

Некоторые заболевания,  
вызванные дефектами белков 

эксцизионной репарации
Дефицит или дефекты белков системы 

эксцизионной репарации приводят к  воз-
никновению у человека ряда наследствен-
ных, врожденных и  приобретенных забо-
леваний.

Активные формы кислорода (АФК) яв-
ляются побочным продуктом клеточного 
дыхания, повреждают ДНК. Механизм BER 
участвует в удалении окисленных оснований 
ДНК в ядрах и митохондриях. Таким обра-
зом, дефицит белков BER приводит к повы-
шению уровня повреждения ДНК активными 
формами кислорода и участвует в развитии 
многих заболеваний человека, в  том числе 

преждевременного старения, нейродегене-
рации, рака и др. [5, 9, 48, 55, 64].

Неэффективность работы MMR может 
привести к возникновению наследственной 
формы неполипозного рака толстой кишки 
(ННПРТК), или синдрома Линча. ННПРТК 
составляет около 20 % всех случаев спора-
дического колоректального рака. Этот вид 
рака является следствием накопления боль-
шого количества небольших вставок или 
делеций по всему геному. До двух третей 
случаев возникновения ННПРТК является 
следствием мутации генов, кодирующих 
MSH2 и MLH1. На сегодняшний день обна-
ружено более 70 различных мутаций генов 
репарации ДНК приводящих к  развитию 
ННПРТК [6, 42, 87, 88].

Система эксцизионной репарации ну-
клеотидов была подробно изучена благо-
даря обнаружению у  человека связанных 
с  ней трех фенотипически разрозненных 
генетических заболеваний. Обширная 
симптоматика этих заболеваний отражает 
многочисленные биохимические дефекты, 
вызванные мутациями. Мутации белков, 
участвующих в NER, приводят к развитию 
пигментной ксеродермы, синдрому Кок-
кейна и  трихотиодистрофии. Эти заболе-
вания дали названия некоторым группам 
ферментов, реализующим эксцизионную 
репарацию нуклеотидов: XP  – xeroderma 
pigmentosum, TTD  – trichothiodystrophy, 
CS – Cockayne syndrome [12, 27].

Пигментная ксеродерма. Больные ХР 
имеют крайне выраженную чувствитель-
ность кожи к  ультрафиолетовому излу-
чению и  1000-кратное увеличение риска 
развития рака кожи. Кроме того, у  таких 
больных наблюдается от 10 до 20-кратное 
увеличение риска развития нескольких ви-
дов рака внутренних органов в возрасте до 
20 лет, средний возраст появления первой 
опухоли у больных ХР – 8 лет. Нередки ней-
рологические аномалии. Может быть вызва-
на мутациями в генах, кодирующих любой 
белок группы XP, от XPA до XPG [7, 51].

Трихотиодистрофия. Аутосомно-ре-
цессивное заболевание, основным симпто-
мом которого является специфическая лом-
кость волос, проявляющаяся в чередовании 
светлых и темных полос на волосе при ми-
кроскопическом исследовании, а также по-
вышенная чувствительность кожи. Нередко 
сопровождается психической и умственной 
отсталостью. Вызывается мутациями в  ге-
нах XPB и XPD [103].

Синдром Коккейна. Болезнь представ-
ляет собой задержку роста и развития, при-
водящую к  карликовости, диспропорции 
конечностей, глухоте, психической и  ум-
ственной отсталости и ускоренному старе-
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нию, но не связанную с повышением числа 
опухолей. Пациенты обычно не пережива-
ют возраста 12 лет. Может вызываться му-
тациями в генах XPB, XPD и XPG, а также 
CSA и CSB [66, 112].

Весь комплекс систем репарации ДНК 
связан в  единую сеть с  ферментативны-
ми механизмами репликации ДНК, транс-
крипции, управления клеточным циклом, 
апоптозом. Отказ любой из этих систем 
способен приводить к мутациям и раковым 
заболеваниям. Судя по всему, существую-
щий на сегодня список генов, участвующих 
в  процессах репарации, далёк от полноты. 
Дальнейшая идентификация таких генов 
и  уточнение репаративных механизмов не 
только будут важны для понимания жиз-
недеятельности клетки, но и сыграют роль 
в  совершенствовании путей предотвраще-
ния рака и борьбе с другими заболеваниями. 
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