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Ежедневно под действием внешних и внутренних факторов в клетке возникают десятки
тысяч повреждений ДНК. Восстановление корректной структуры ДНК — репарация — важ-
нейший процесс поддержания работоспособности генома. В ядрах эукариотических клеток
ДНК упакована в хроматин, в котором должна успешно проходить ее репарация. Историче-
ски сложилось представление, что гистоны временно удаляются с репарируемой ДНК. В то же
время накапливается все больше сведений в пользу того, что структура хроматина влияет на
репарационный ответ, ограничивая его распространение, изменяя активность ферментов ре-
парации, участвуя в определении пути ответа и возобновлении функциональности восстанов-
ленного участка генома.
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Геном клетки постоянно подвергается разруша-
ющему воздействию окружающей среды. Ультра-
фиолетовое облучение вызывает повреждения азо-
тистых оснований с образованием циклобутановых
димеров и пиримидин-(6,4)-пиримидиновых про-
дуктов. Радиоактивное излучение напрямую вызы-
вает одно- и двунитевые разрывы ДНК, участвует
в образовании радикалов. Активные химические
соединения, поступающие из окружающей среды
или образуемые в результате клеточного метабо-
лизма, могут также взаимодействовать с ДНК, при-
водя к включению нехарактерных групп в азотис-
тые основания, разрушению ковалентных связей
и т.п. Нарушения структуры могут происходить и
в ходе метаболических процессов. Так, при реп-
ликации может происходить включение ДНК-по-
лимеразой ошибочных нуклеотидов, в случае абор-
тивной работы топоизомераз и ферментов систем
репарации могут возникать разрывы ДНК. Накоп-
ление в геноме различных повреждений приводит
к нарушению функционирования клетки, мута-
циям, хромосомным перестройкам, раковому пе-
рерождению и апоптозу. Все эти повреждения ДНК
удаляются ферментами различных систем репа-
рации ДНК.

Репарация ДНК

Поддержание функциональности генетическо-
го аппарата клетки происходит за счет работы си-
стем репарации. Репарационный ответ зависит от
типа повреждения. В некоторых случаях исход-
ная структура ДНК восстанавливается в монофер-
ментативной реакции. Например, в клетках мле-
копитающих присутствует О6-метилгуанин-ДНК-

метилтрансфераза, удаляющая алкильные группы
из позиции О6 гуанина ДНК. В большинстве же
случаев за восстановление поврежденного участка
ДНК отвечает сложный каскад ферментативных
реакций. Так, в случае повреждения одного нук-
леотида или одноцепочечного разрыва работает
система эксцизионной репарации оснований (base
excision repair, BER). При повреждении несколь-
ких нуклеотидов или образовании структур, нару-
шающих транскрипцию, работает система эксци-
зионной репарации нуклеотидов (nucleotide exci-
sion repair, NER). За удаление ошибок репликации
отвечает система коррекции неспаренных основа-
ний (mismatch repair, MMR). При возникновении
двухцепочечных разрывов ДНК, самых опасных
повреждений, в восстановлении структуры ДНК
участвуют две системы — гомологичная рекомби-
нация (homologous recombination, HR) и негомо-
логичное соединение концов (non-homologous end
joining, NHEJ). Некорректная работа любой из си-
стем репарации приводит к развитию тяжелых на-
рушений метаболизма (для более подробного озна-
комления с системами репарации см. [1, 2]).

Организация ядерной ДНК

Ядерная ДНК организована в сложные надмо-
лекулярные структуры с участием большого числа
белков. Мономеры таких структур — нуклеосо-
мы — компактные образования участка ДНК и бел-
ков-гистонов. Опоясанный 146 п.н. ДНК белковый
октамер из центрального тетрамера (H3-H4)2, окру-
женного двумя димерами H2A-H2B, составляет
нуклеосомную сердцевину [3]. Гистоны имеют об-
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щий план строения: две короткие альфа-спирали
и длинная средняя альфа-спираль, разделенные
небольшими мостиками. Особую роль выполняют
концевые участки — “хвосты” гистонов, — наи-
более часто подвергаемые посттрансляционным мо-
дификациям. Они наименее структурированы и
выходят за границы нуклеосомного ядра, что по-
зволяет им взаимодействовать с ДНК и белками [4].

Взаимодействие нуклеосом с окружением

Организация ДНК в надмолекулярные струк-
туры защищает ее от многих разрушающих воздей-
ствий. Например, большие участки нуклеосомной
ДНК оказываются недоступными для нуклеаз [5, 6].
Такое экранирование распространяется не толь-
ко на относительно крупные молекулы ферментов,
но и на очень небольшие агенты, например гид-
роксильные радикалы [7]. Недавно было показано,
что доступность ДНК может довольно значитель-
но сказываться на интенсивности повреждения [8].
Таким образом, под ударом находятся активно
транскрибируемые гены и открытые участки ге-
нома, что увеличивает роль транскрипционно-за-
висимой ветви NER (transcription-coupled NER,
TC-NER), сигналом для начала которой служит
остановка РНК-полимеразы II на повреждении.
Экранирование ДНК в хроматине не распрост-
раняется, видимо, только на прямое воздействие
ультрафиолета и радиации [9].

Будучи довольно стабильными структурами,
нуклеосомы сохраняются даже при значительных
изменениях ДНК [10], поэтому ее защита от взаи-
модействия с окружающими веществами оказыва-
ется и негативным фактором, замедляющим поиск
и репарацию повреждений.

Действительно, организация ДНК в нуклеосо-
мы заметно снижает ее доступность для белков ре-
парации. В неделящихся, покоящихся клетках NER
идет медленно, преимущественно в активно транс-
крибируемых генах [11]. Фотоповреждения в не-
матричной цепи ДНК транскрибируемых, но со-
храняющих нуклеосомную структуру генов удаля-
ются с характерной периодичностью, указывающей
на менее эффективную репарацию ДНК в составе
нуклеосом [9].

В рамках теории можно объяснить, что поиск
нарушений ДНК сенсорными белками идет в два
этапа. Первый заключается в неспецифическом
связывании молекулы фермента с ДНК при диф-
фузии в объеме — трехмерном пространстве. По-
сле связывания белок начинает одномерное скани-
рование ДНК до связывания с повреждением [12].
Так как способность взаимодействия белка с суб-
стратом описывается константой связывания, то
определение таких констант может позволить вы-
явить ферменты, специфически действующие в
хроматине. Например, было показано, что ДНК-
гликозилаза hNTH1 распознает тиминовые гли-
коли в хроматине эффективнее, чем ее аналог

NEIL1 [10,13]. Таким образом, в клетке предпо-
ложительно могут существовать специальные сен-
сорные белки, функционирующие в хроматине.
Кроме того, было показано, что ферменты следу-
ющих этапов этого репарационного пути могут
улучшать распознавание и даже удалять нуклео-
сомы с ДНК [14]. Еще один фермент системы
BER — урацил-ДНК-гликозилаза — заметно луч-
ше связывает уридиловые остатки, направленные
к поверхности нуклеосомы [15].

В случае успешного узнавания повреждения
нуклеосомная организация ДНК препятствует об-
разованию комплекса белков репарации с ДНК
(например, для двухцепочечных разрывов [16]).

Ремоделирование хроматина
в процессе репарации ДНК

В начале 90-х гг. XX в. была предложена идея
удаления нуклеосом с ДНК в начале репарацион-
ного ответа. Когда ДНК оказывается доступной
для белков систем репарации, ее первоначальная
структура восстанавливается и на открытом уча-
стке заново собирается хроматин (модель “ac-
cess—repair—restore”, [17]).

В дальнейшем появилось много данных, под-
тверждающих участие ремоделирующих хроматин-
комплексов в репарационном ответе [18]. Такие
комплексы специфически привлекаются в места ре-
парации двунитевых разрывов и облегчают процесс
восстановления ДНК. Ключевой белок TC-NER —
CSB — имеет домен SWI2/SNF2, который при
активации гистоновым шапероном NAP1 может
АТФ-зависимо ремоделировать хроматин [19].

Стимуляция репарации двухцепочечных разры-
вов и NER происходит и при успешной работе при-
влекаемых в точки репарации гистоновых ацетил-
трансфераз (histone acetyltransferases, HATs) [20—23].
Вероятно, ацетилирование гистонов может служить
сигналом для начала ремоделирования хромати-
новой структуры. Например, при возникновении
двунитевых разрывов ДНК наблюдается TIP60-за-
висимое ацетилирование гистона H4 вблизи повреж-
дения. При нарушении этого процесса не образу-
ется репарационный комплекс. Однако факторы,
вызывающие релаксацию хроматина, — гипотони-
ческий шок, обработка клеток бутиратом натрия
или хлорохином — восстанавливают работу белков
репарации. Необходимым условием для успешной
сборки комплекса и правильного расположения
белков системы HR в поврежденном локусе ока-
зывается не ацетилирование гистона H4, а релак-
сация хроматина [16].

Таким образом, хроматин действительно пред-
ставляет собой барьер, препятствующий репара-
ционному ответу. Модифицирующие гистоны и
ремоделирующие хроматин-комплексы вместе от-
крывают этот барьер, позволяя проходить процес-
су репарации.
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Отметим, что в высококонденсированном хро-
матине двухцепочечные разрывы ДНК репариру-
ются преимущественно путем гомологичной ре-
комбинации, и релаксация структуры может слу-
жить сигналом для переключения на этот путь
репарации. Вероятно, хроматин служит не неспе-
цифическим барьером для репарации, а селектив-
ным ограничителем распространения ответа [24].

Репарационный ответ на возникновение двух-
цепочечного разрыва лишь частично зависит от
хроматин-ремоделирующих активностей. Так, уро-
вень фосфорилирования гистона H2AX и актива-
ция ATM-зависимого сигнального пути не зависят
от работы ацетилтрансфераз. Ответ на возникно-
вение двухцепочечного разрыва ДНК может быть
разделен на хроматин-зависимую и хроматин-не-
зависимую ветви [25].

Переключение гистонового “кода”
в процессе репарации ДНК

Интересно, что для развития каскада HR по-
сле релаксации хроматина необходима его конден-
сация. Процесс начинается с диметилирования гис-
тона H3 по позиции K9 и включения вариантной
формы гистона H2A макроH2A1 [26].

Изменение совокупности посттрансляционных
модификаций и вариантных форм гистонов (так
называемого гистонового “кода”) в процессе репа-
рации обнаруживается во все большем числе слу-
чаев. Динамические изменения модификаций гис-
тонов могут регулировать выбор пути репарации
ДНК в пространстве и времени [27]. Изменение
гистонового “кода” может быть необходимо для
выхода клетки из репарационного ответа и возвра-
щения в обычное функционирование [28, 29].

Например, в случае активации TC-NER после
восстановления структуры ДНК необходимо возоб-
новление транскрипции репарированного участка.
РНК-полимераза II может быть удалена с места
остановки двумя способами. В самом простом слу-
чае фермент смещается по направлению к промо-
тору гена и сохраняется там до завершения репа-
рации. После восстановления структуры матри-
цы РНК-полимераза II продолжает транскрипцию.
В другом случае фермент подвергается убиквити-
нилированию и протеасомному разрушению. Тог-
да транскрипция репарированного участка возоб-
новляется за счет другого сформированного на гене
элонгационного комплекса, не дошедшего до по-
вреждения ДНК, или такой комплекс собирается
заново на промоторе. В любом случае старт транс-
крипции после репарации нуждается в дополни-
тельной пластичности хроматина. Возобновление
транскрипции на восстановленном участке ДНК
требует определенных событий ремоделирования
хроматина и введения изменений в гистоновый
“код” [19]. Нарушение такого восстановления мо-
жет приводить к тяжелым наследственным забо-
леваниям [30].

В стимуляции транскрипции после репарации
ДНК показано участие трех ремоделирующих хро-
матин факторов — HIRA, FACT и Dot1L [31—33].
Гистоновый регулятор А (Histone regulator A, HIRA)
включает гистон H3.3 в транскрипционно актив-
ный хроматин, репарированный системой TC-NER.
Гистон H3.3 может нести характерные модифи-
кации и служит сигналом для увеличения уровня
транскрипции [34]. Гистоновый шаперон HIRA
не участвует непосредственно в репарации, но не-
обходим для возобновления транскрипции восста-
новленного участка [31].

Субъединица Spt16 гетеродимерного гистоно-
вого шаперона FACT вовлечена во включение но-
вых димеров гистонов H2A-H2B в репарируемые
участки хроматина [32]. Точная роль комплекса
FACT в возобновлении транскрипции после ре-
парации еще не определена. Предполагаются три
варианта действия шаперона. В первом случае он
участвует в облегчении продвижения РНК-поли-
меразы II обратно по ДНК в сторону промотора и
сохранении остановленного элонгационного комп-
лекса. Также FACT может участвовать в облегче-
нии транскрипции репарированного участка. Кро-
ме того, шаперон может участвовать в освобожде-
нии ДНК для связывания других репарационных
и транскрипционных факторов [22, 35].

Как HIRA, так и FACT обнаруживаются в мес-
тах повреждения еще до завершения репарации,
и их накопление не зависит от самого процесса
восстановления ДНК [31, 32].

Фермент DOT1L является субъединицей комп-
лекса гистоновой метилтрансферазы, модифици-
рующей гистон H3 по позиции K79. Как и HIRA,
DOT1L не влияет на процесс репарации, но необ-
ходим для возобновления остановленной транс-
крипции. Обычно транскрипция поврежденных
ультрафиолетовым облучением генов восстанавли-
вается через 6—10 ч после воздействия и сопро-
вождается ацетилированием гистона H4 и DOT1L-
зависимым метилированием H3K79 нуклеосом в
промоторных районах. В отсутствие метилирования
H3K79 новые элонгационные комплексы не соби-
раются. Видимо, метилирование гистона H3 по по-
зиции K79 приводит к релаксации хроматина на
репрессированном гене, так как его эффект может
быть восстановлен избыточным ацетилированием
гистонов [33].

Описанные особенности возобновления транс-
крипции характерны для завершения TC-NER и
не наблюдаются в других известных случаях оста-
новки РНК-полимеразы II, поэтому можно пред-
полагать специальную форму транскрипции, харак-
терную для восстановленных участков ДНК [31, 33].

Пока остается неизвестным, как на месте ре-
парации восстанавливается исходный гистоновый
“код”. Существует предположение, что репариро-
ванный участок хроматина может сохранять вари-
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антные формы и модификации гистонов, не харак-
терные для его функциональной нагрузки, и нести
некий репарационный “отпечаток” даже после пол-
ного исправления структуры ДНК [24].

Таким образом, система репарации ДНК пред-
ставляет собой сложную сеть взаимодействующих
белковых комплексов, позволяющих своевременно
распознавать и устранять повреждения генома. Сиг-
нальными путями она тесно связана с регуляцией
клеточного цикла и метаболизма клетки. Некото-
рое время исследования проводились с допуще-
нием, что ДНК полностью освобождается от нук-
леосом в самом начале восстановительного процес-
са. Однако большое количество экспериментальных
данных свидетельствуют в пользу того, что хрома-
тиновые белки активно участвуют в направлении
и регуляции процессов репарации.

В развивающейся области изучения репарации
хроматина еще не решены многие важные вопро-
сы. Неполным остается представление об особен-
ностях распознавания повреждений в нуклеосомах
и гетерохроматине, функциях модификаций и ва-
риантных форм гистонов, восстановлении исход-
ного гистонового “кода” и многом другом. Так как
вопросы репарации ДНК являются ключевыми
для понимания механизмов канцерогенеза, разви-
тия тяжелых генетических заболеваний и старения,
то дальнейшее развитие этой области интерес-
но как с фундаментальной, так и с практической
точки зрения.

* * *
Работа выполнена при финансовой поддержке

гранта Российского научного фонда (№ 14-24-00031).
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REPAIR OF CHROMATINIZED DNA

N.S. Gerasimova, N.A. Pestov, O.I. Kulaeva, D.V. Nikitin,
M.P. Kirpichnikov, V.M. Studitsky

Endogenous and exogenous agents generate tens of thousands lesions in the DNA of every cell
daily. Maintenance of the DNA integrity by repair systems is crucial for genome functioning. Euka-
ryotic nuclear DNA is tightly packaged into chromatin. DNA repair should be considered in these
conditions. Recent studies lead to a revision of the historical “access — repair — restore” paradigm
of the DNA damage response indicating the chromatin structure as an active player in the process re-
gulating localization, pathway choice, enzyme activity and restoration of the repaired locus function.

Key words: chromatin, repair, nucleosome, histone, DNA, DNA breaks, oxidative stress, RNA po-
lymerase II, review.
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