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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
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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).
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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).
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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.
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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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BASE EXCISION REPAIR OF THE NUCLEOSOME BOUND DNA
O. A. Kladova1, N. A. Kuznetsov1, and O. S. Fedorova1, *

1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, 630090 Russia

*е-mail: fedorova@niboch.nsc.ru

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.

Keywords: DNA repair, nucleosome, DNA glycosylase, AP-endonuclease
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