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РЕФЕРАТ Эксцизионная репарация нуклеотидов (NER) в клетках высших эукариот – многостадийный 
процесс, с помощью которого распознаются и удаляются из ДНК повреждения, вызывающие заметные на-
рушения ее регулярной структуры, такие, как УФ-повреждения и объемные химические аддукты. В клет-
ках высших эукариот NER – универсальный путь удаления объемных повреждений. Нарушения в работе 
системы NER ассоциированы с появлением симптомов таких заболеваний, как пигментная ксеродерма, 
синдром Коккейна и трихотиодистрофия, которые характеризуются повышенной чувствительностью 
к УФ-облучению и высокой предрасположенностью к онкологическим заболеваниям (в случае пигментной 
ксеродермы), а также множественными системными неврологическими и иммунологическими аномалиями. 
Система NER эукариот удаляет из поврежденной цепи ДНК 24–32-звенные фрагменты с последующим 
восстановлением интактной двойной спирали с помощью репаративного синтеза и лигирования. В про-
цесс NER вовлечено примерно 30 полипептидов. Существуют две ветви NER – репарация, сопряженная 
с транскрипцией (TCR), и общегеномная репарация (GGR), различающиеся типом белка-сенсора, который 
осуществляет первичное узнавание повреждения. В данном кратком обзоре рассмотрены современные 
представления о молекулярных механизмах, лежащих в основе процессов узнавания повреждений и их 
удаления из ДНК млекопитающих.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА молекулярные механизмы узнавания и удаления повреждений; факторы репарации; 
эксцизионная репарация нуклеотидов.

ВВЕДЕНИЕ
Эксцизионная репарация нуклеотидов (nucleotide 
excision repair, NER) – один из основных путей за-
щиты клетки от различных структурно и химически 
различающихся повреждений ДНК. Эти поврежде-
ния представляют собой, как правило, объемные ко-
валентные аддукты, сформированные азотистыми 
основаниями в результате воздействия УФ-света, 
ионизирующих излучений, электрофильных хими-
ческих мутагенов, некоторых лекарственных пре-
паратов, а также химически активных эндогенных 
метаболитов, включая реакционноспособные про-
изводные кислорода и азота [1]. В клетках высших 
эукариот система NER с высокой точностью удаля-
ет из ДНК 24–32-звенные фрагменты, содержащие 
поврежденное звено. Последующий репаративный 
синтез с использованием неповрежденной цепи в ка-

честве матрицы и лигирование возникшего одноце-
почечного разрыва завершают процесс репарации 
ДНК. Идентифицированы основные гены, инакти-
вированные в дефектных по NER клетках, опреде-
лены кодируемые ими белковые факторы и фермен-
ты. Известно, что процесс осуществляется за счет 
координированной работы примерно 30 белков, по-
следовательно формирующих на ДНК комплексы 
переменного состава [1–3]. Выделяют два варианта 
NER, различающихся на уровне начального узна-
вания повреждения. GG-NER (global genome nucle-
otide excision repair) осуществляет поиск и удаление 
объемных повреждений во всем геноме, включая 
нетранскрибируемые участки и молчащий хрома-
тин. TC-NER – репарация, сопряженная с транс-
крипцией (transcription-coupled nucleotide excision 
repair), происходит, когда повреждение транскри-
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бируемой цепи ДНК ограничивает транскрипцион-
ную активность. TC-NER инициируется остановкой 
РНК-полимеразы II при встрече с повреждением, 
расположенным в транскрибируемой цепи, в то вре-
мя как  за  обнаружение повреждений в процессе 
GG-NER отвечает специализированный белковый 
фактор ХРС. На рис. 1 представлена схема процесса 

GG-NER. Данные об основных белках – участниках 
процесса NER, представлены в таблице. 

Нарушения в  работе системы NER приводят 
к  возникновению нескольких патологических со-
стояний – пигментной ксеродермы (Xeroderma 
Pigmentosum, ХР), синдрома Коккейна (CS) и три-
хотиодистрофии (TTD), для которых характерны 

Рис. 1. Схема процес-
са общегеномной экс-
цизионной репарации 
нуклеотидов

Неповрежденная ДНК

Повреждение 
ДНК

XPC-HR23B

TFIIH

RPA

XPG 
XPA

XPC-HR23B

ERCC1-XPF

RFC 
PCNA

ERCC1-XPF

Polδ

TFIIH 
RPA 
XPG 
XPA 
RFC

Лигаза I  
или  

лигаза III

PCNA 
Polδ

Лигаза I 
или  

лигаза III



26 | Acta naturae |  ТОМ 6  № 1 (20)  2014

ОБЗОРЫ

Белки, участвующие в процессе NER, и их функции

Фактор Субъеди
ница Ген

Масса,  
кДа / (раз-

мер, а.о.)
Функция, выполняемая в процессе NER

Взаимодействие 
с другими  

факторами

XPC
HR23B hhr23b 43 / (409)

Узнавание искаженной структуры ДНК
TFIIH
XPA
DDB

XPC xpc 125 / (940)
CEN2 cen2 20 / (172)

DDB
DDB1 ddb1 127 / (1140) Узнавание повреждения, взаимодействие  

с хроматином
XPC
RPADDB2 ddb2 48 / (428)

XPA XPA xpa 31 / (273) Структурная функция, связывание с поврежденной 
цепью

XPA
RPA

TFIIH
ERCC1

RPA
RPA70 rpa1 68 / (616)

Связывание одноцепочечной ДНК
XPA
XPG

PCNA/RFC
RPA32 rpa2 30 / (270)
RPA14 rpa3 14 / (121)

TFIIH

XPB xpb 89 / (782) ATP-аза, минорная хеликазная активность 
3'→5'-ДНК-хеликаза 

XPA
XPC
XPF
XPG 

XPD xpd 87 / (760) ATP-зависимая 5'→3'-ДНК-хеликаза; проверка 
наличия модификации

p62 gtf2h1 62 / (548) Коровая субъединица, стимулирует XPB
p44 gtf2h2 44 / (395) Коровая субъединица, стимулирует XPD
p34 gtf2h3 34 / (308) Связывание ДНК

p52 gtf2h4 52 / (462) Регуляторная субъединица для ATP-азной актив-
ности ХРВ, функционирующей в комплексе TFIIH 

p8 gtf2h5 
(ttda) 8 / (71) Взаимодействие с р52, стимуляция ATP-азной 

активности ХРВ
Mat1 mnat1 36 / (309) Входит в состав CAK-комплекса

Cdk7 cdk7 39 / (346) Фосфорилирует РНК-полимеразу II и другие 
субстраты

Циклин H ccnh 38 / (323) Регуляция клеточного цикла

XPF
ERCC1 ercc1 33 / (297) Эндонуклеаза, катализирует образование одноцепо-

чечного разрыва в ДНК с 5'-стороны от повреждения
XPA

TFIIHXPF xpf 103 / (905)

XPG XPG xpg 133 / (1186) Эндонуклеаза, катализирует образование одноцепо-
чечного разрыва в ДНК с 3'-стороны от повреждения

TFIIH 
RPA

PCNA

RFC

RFC1 rfc1 128 / (1148)

ATP-зависимое присоединение PCNA

PCNA
RPA

 
 
 

RFC2 rfc2 39 / (354)
RFC3 rfc3 41 / (356)
RFC4 rfc4 40 / (363)
RFC5 rfc5 38 / (340)

PCNA PCNA pcna 3х37 / (3х261) Фактор, обеспечивающий процессивность  
ДНК-полимераз

RFC
XPG
Polδ

Polδ

p125 p125 124 / (1107)

ДНК-полимераза PCNA
p66 p66 51 / (466)
p50 p50 51 / (469)
p12 p12 12 / (107)

Polε

p261 p261 261 / (2286)

ДНК-полимераза PCNA
p59 p59 60 / (527)
p17 p17 17 / (147)
p12 p12 12 / (117)

Лигаза I Ligase I ligI 102 / (919) Лигирование одноцепочечного разрыва
Лигаза III Ligase III ligIII 103 / (862)
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УФ-чувствительность и высокий риск развития он-
кологических заболеваний, а также к ряду нейроде-
генеративных проявлений [4–6]. 

С латинским названием пигментной ксеродермы 
(Xeroderma Pigmentosum) связаны обозначения ряда 
генов, мутации и нарушение работы которых при-
водят к появлению симптомов заболевания, а также 
названия кодируемых этими генами белков (факторы 
ХРА–ХРЕ). ХР – синдром, характеризующийся фо-
точувствительностью, атрофией кожи, ее гиперпиг-
ментацией и высокой частотой возникновения инду-
цированного солнечным светом рака кожи. У больных 
XP повышен (по крайней мере, в 1000 раз) риск раз-
вития опухолей внутренних органов [6, 7]. Кроме того, 
заболевание часто ассоциировано с неврологически-
ми нарушениями. Различные симптомы, наблюдае-
мые при ХР, характерны для пожилых людей, и от-
ражают преждевременное старение, обусловленное 
накоплением нерепарированных объемных повреж-
дений ДНК, в том числе некоторых окислительных 
[8–10]. 

УЗНАВАНИЕ ПОВРЕЖДЕНИЯ
Распознавание повреждения – ключевая стадия 
в инициации NER, определяющая скорость репа-
рации [1, 2, 11]. К общим признакам, необходимым 
для первичного узнавания повреждения системами 
репарации, относятся искажение регулярной струк-
туры двухцепочечной ДНК (дцДНК) и изменение 
ее стабильности. Наиболее часто системой эксци-
зионной репарации нуклеотидов и оснований (base 
excision repair, BER) удаляются химические моди-
фикации азотистых оснований. Для NER наиболее 
характерно удаление из состава ДНК возникающих 
в результате УФ-облучения продуктов фотосшивок 
соседних пиримидиновых оснований, платиновых 
аддуктов, сшивок белок-ДНК, модификаций, вы-
званных взаимодействием с ДНК активных произ-
водных бенз[а]пирена, бензо[с]антрацена, ацетила-
минофлуорена, а также других объемных аддуктов, 
в большей степени нарушающих регулярную двух-
цепочечную структуру ДНК, чем повреждения, ре-
парируемые системой BER [12]. Тем не менее боль-
шинство субстратов эксцизионных систем репарации 
не вносят столь драматических структурных и тер-
модинамических изменений в дцДНК, как двухце-
почечные разрывы и межцепочечные сшивки. Поэ-
тому выявление таких повреждений представляет 
специальную задачу для клетки, решение которой 
требует функционирования высокочувствительного 
механизма их распознавания. В отличие от BER, где 
узнавание и одновременно удаление поврежденного 
основания производит специализированная глико-
зилаза, в случае NER узнавание повреждения и его 

удаление осуществляют разные белки. Функции пер-
вичного узнавания всего спектра объемных повреж-
дений в эукариотической системе NER выполняют 
универсальные белки-сенсоры. В случае TC-NER это 
остановленная у повреждения транскрибирующая 
РНК-полимераза II; в GG-NER – комплексы фактора 
ХРС и гетеродимер DDB1-DDB2 (фактор XPE), уско-
ряющий репарацию УФ-повреждений [1, 2]. В целом 
распознавание повреждения в NER – сложно орга-
низованный процесс, в котором выделяют несколько 
этапов, осуществляемых целым набором белков, об-
разующих в районе повреждения комплексы пере-
менного состава. Процесс завершается формирова-
нием комплекса, готового к удалению поврежденного 
участка ДНК с помощью специализированных эндо-
нуклеаз NER [1, 2]. 

Главный фактор, обеспечивающий стабильность 
регулярной спиральной структуры двухцепочечной 
ДНК, – комплементарные взаимодействия основа-
ний. Объемное повреждение приводит к наруше-
нию спаривания оснований и появлению в молекуле 
дцДНК флуктуирующего «одноцепочечного» участка 
(в англоязычной литературе определяется как «single 
stranded character»). Неповрежденная ДНК также 
не является статичной молекулой. Цепи ДНК нахо-
дятся в постоянном тепловом движении, что обеспе-
чивает небольшие быстрые изменения расстояния 
между комплементарными основаниями. Однако эти 
пико- и наносекундные колебания, существующие 
в отсутствие повреждения, вероятно, слишком крат-
ковременны для того, чтобы их могли распознать 
факторы репарации. Методом молекулярного моде-
лирования показано, что введение в ДНК объемного 
повреждения может приводить к появлению более 
существенных и долгоживущих «раскрытий» двой-
ной спирали [13, 14]. Например, в районе циклобутан-
пиримидинового димера такие флуктуации в струк-
туре ДНК возникают в 25 раз более часто, нежели 
в неповрежденном дуплексе. Кроме того, радикаль-
но возрастает амплитуда колебаний, так как нару-
шается взаимодействие между комплементарными 
цепями ДНК. Динамические изменения, возникшие 
в результате повреждения основания, вызывают, 
главным образом, колебания участка неповрежден-
ной цепи, комплементарного участку, содержащему 
повреждение, в то время как поврежденный фраг-
мент ДНК менее подвижен [15, 16]. Такие колебания 
могут служить сигналом для привлечения факторов 
репарации, осуществляющих начальный этап узна-
вания повреждения. О важной роли, которую в про-
цессе узнавания играет интактная цепь ДНК, свиде-
тельствовали также результаты ряда экспериментов, 
в частности, анализа эффективности специфической 
эксцизии c использованием модельных ДНК различ-
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ной структуры, позволившие сформулировать кон-
цепцию о двухэтапном или состоящем из двух частей 
(«bipartite») процессе узнавания в NER [15, 16]. Было 
показано, что белки системы NER, присутствующие 
в клеточном экстракте, могут инициировать репара-
цию в том случае, когда модельная ДНК содержит 
химическую модификацию и нарушение вторичной 
структуры. Так, например, эксцизия участка, содер-
жащего объемный, но не нарушающий регулярную 
структуру ДНК-дуплекса С4'-пивалоильный аддукт 
дезоксирибозы, происходила только в том случае, 
когда он располагался в  месте искусственно соз-
данного короткого участка нарушения спаривания. 
Участки неспаренных оснований, не содержащие мо-
дификации, не являются субстратами специфической 
эксцизии, как не являются субстратами и структуры, 
содержащие химическую модификацию, введенную 
напротив петли, образованной немодифицированной 
цепью [16]. 

Поиску белков, ответственных за первичное узна-
вание повреждения и дальнейшее привлечение по-
следующих факторов NER, посвящено большое 
число исследований. Хотя доказательства ключевой 
роли ХРС в инициации NER появились достаточно 
[17–19], результаты оценки сродства к поврежден-
ной ДНК и анализа специфичности связывания с по-
врежденным субстратом позволяли отводить роль 
сенсора фактору XPA и его комплексам с RРА и ХРС 
[20–23]. С применением конфокальной микроскопии 
и несущих флуоресцентную метку белков показали, 
что XPC иммобилизуется в местах УФ-повреждений 
и в отсутствие XPA (XPA-дефектные клетки), тогда 
как в XPC-дефектных клетках XPA не связывается 
с поврежденными участками ДНК [3, 18]. Согласно 
биохимическим исследованиям, присутствие XPC не-
обходимо для вовлечения остальных факторов в про-
цесс GG-NER [17, 19, 24]. Для выяснения механизма 
первичного узнавания повреждения, которое ХРС 
осуществляет на фоне огромного количества интакт-
ной ДНК, были применены различные подходы, в том 
числе методы визуализации, позволяющие следить 
за перемещением флуоресцентных белков в кон-
тексте хроматина в живой клетке. С использовани-
ем подхода FRAP/FLIP (fluorescence recovery after 
photobleaching/fluorescence loss in photobleaching) 
было показано, что динамика перемещений и способ 
внутриядерной локализации GFP-ХРС отличаются 
от динамики и локализации других факторов NER 
(GFP-XPA, TFIIH-GFP). ХРС постоянно сканирует 
геномную ДНК в поисках повреждений. Сканирова-
ние происходит в режиме ассоциации-диссоциации 
с формированием множества короткоживущих ком-
плексов. При встрече с поврежденными участка-
ми образуются более стабильные комплексы ХРС 

с ДНК, после чего к поврежденному участку при-
влекаются другие факторы NER. Кроме того, ХРС 
постоянно экспортируется из ядра и импортируется 
обратно. Такой обмен ХРС в отсутствие повреждений 
поддерживает стационарный уровень его концентра-
ции в ядре, предотвращая избыточное зондирование 
ДНК, способное препятствовать протеканию других 
процессов нуклеинового обмена. При любых воздей-
ствиях на клетку, приводящих к повреждению ДНК, 
скорость транспорта XPC в цитоплазму снижается, 
ХРС накапливается в ядре, что способствует бы-
строму ответу системы репарации на генотоксиче-
ское воздействие. Наиболее выражен этот эффект 
при появлении повреждений, репарируемых NER. 
При этом обмен ХРС между ядром и цитоплазмой за-
трудняется на 6–8 ч, что заметно превышает время 
нахождения ХРС в составе комплексов NER. В ка-
честве причины такой длительной остановки обме-
на обсуждается, в частности, медленная репарация 
некоторых типов УФ-повреждений [25]. Известно, 
что для эффективного узнавания УФ-повреждений 
ХРС необходимо участие белка-партнера – гетеро-
димера UV-DDB [26–29]. 

Молекулярные основы взаимодействия ХРС с ДНК 
интенсивно изучаются. От знания деталей механиз-
ма первичного узнавания ДНК-субстрата сенсор-
ным белком зависит понимание взаимосвязи между 
структурой повреждения и скоростью его удаления 
из ДНК, а также того, каким образом фактор XPC 
находит поврежденные нуклеотиды на фоне огром-
ного избытка неповрежденной ДНК. Значительно-
му прогрессу в  изучении устройства комплекса 
белка-сенсора с поврежденной ДНК способствова-
ли рентгеноструктурные исследования комплекса 
Rad4 – дрожжевого ортолога ХРС. Анализ структу-
ры кристаллов комплекса укороченной формы Rad4 
(а.о. 123–632) с белком Rad23 и гетеродуплексом, со-
держащим циклобутан-пиримидиновый димер, пока-
зал, что большой (трансглутаминазный, TGD) домен 
Rad4 вместе с одной β-шпилькой (BHD1) образуют 
С-образную структуру, контактируя с 11 нуклео-
тидами неповрежденной дцДНК с 3'-стороны от по-
вреждения. Другая часть Rad4 состоит из шпилечных 
доменов BHD2 и BHD3, формирующих, в основном, 
Ван-дер-Ваальсовы контакты с  ДНК-субстратом 
вблизи повреждения. Длинная β-шпилька, выступаю-
щая из BHD3, внедрена в двойную спираль, вызывая 
перегиб остова ДНК. Происходит вытеснение из спи-
рали не только сшитых пиримидинов, но и располо-
женных напротив оснований неповрежденной цепи. 
При этом белок не контактирует с повреждением, 
взаимодействуя лишь с двумя соседними основания-
ми и двумя расположенными напротив CPD. Каждое 
из неповрежденных оснований оказывается зажатым 
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между остатками ароматических аминокислот из мо-
тива BHD2/BHD3 [30]. Такой способ взаимодействия 
с оцДНК типичен для ОВ-cубдомена – структурного 
элемента, представленного в белках с повышенным 
сродством к одноцепочечной ДНК [31]. Полученная 
для Rad4 картина хорошо соответствует представле-
ниям о способе взаимодействия белка ХРС с повреж-
денной ДНК, основанным на данных о его структуре, 
и результатах биохимических исследований. С при-
менением метода атомной силовой микроскопии было 
показано, что связывание ХРС приводит к возникно-
вению перегиба остова ДНК-дуплекса в районе по-
вреждения с образованием угла ~140–130° [32]. Воз-
никающий перегиб оси спирали поврежденной ДНК, 
как показано с помощью перманганатного футприн-
тинга, сопровождается частичным плавлением ду-
плекса (примерно на 4–7 нуклеотидов) [33]. Сходство 
способов расположения факторов RAD4 и XPC на по-
врежденной ДНК подтверждается результатами экс-
периментов по фотопришивке этих белков к ДНК, со-
держащей объемную модификацию [34]. Очевидно, 
что именно такой способ взаимодействия ХРС с ДНК, 
«стратегия непрямой проверки» наличия струк-
турных нарушений, приводящих к повышенному 
уровню колебаний неповрежденной цепи, является 
основой невероятно широкой субстратной специфич-
ности системы GG-NER. В структуре ХРС человека 
обнаружен также трансглутаминазный домен и до-
мен, близкий по структуре ОВ-субдомену фактора 
RPA, взаимодействующий с оцДНК с использовани-
ем «ароматического сенсора повреждений» – пары 
аминокислотных остатков Trp690 и Phe733 [35–37].

Эксперименты с применением FRAP, в которых 
были использованы укороченные с N- и C-концов 
формы ХРС, позволили выявить основной фрагмент 
ХРС, отвечающий за узнавание поврежденной ДНК. 
Оказалось, что фрагмент, составляющий фактически 
только 15% от полноразмерного ХРС (минимальный 
сенсор), способен распознавать УФ-повреждения 
в живых клетках. Минимальный сенсорный фраг-
мент проявляет предпочтение к гетеродуплексам 
и одноцепочечным олигонуклеотидам, распознает 
повреждения, используя сродство к участкам, водо-
родные связи которых нарушены. Фрагмент состоит 
из BHD1, BHD2 и короткого мотива (25 аминокис-
лотных остатков), расположенного между доменами 
BHD2 и BHD3 и уложенного в структуру, названную 
β-витком (β-turn – поворот, виток). Эффективность 
работы минимального сенсора повреждений зависит 
от специфических свойств β-витка [38, 39]. Этот ко-
роткий фрагмент полипептида способен как притя-
гиваться к ДНК, так и отталкиваться от нее, что дает 
XPC возможность динамически взаимодействовать 
с ДНК в контексте генома и облегчает узнавание по-

вреждения, обеспечивая достаточную мобильность 
молекул белка-сенсора, сканирующих ДНК. Укоро-
ченный с С-конца ХРС, содержащий β-виток, сохра-
няет некоторую остаточную активность в репарации, 
что установлено с помощью метода реактивации кле-
ток. Повышенную подвижность ХРС в ядрах живых 
клеток подтверждают результаты оценки динамики 
перемещений белка с использованием фотоотбели-
вания [24]. С использованием того же подхода было 
показано, что только в ядрах клеток, содержащих 
мутантные формы ХРС с сохраненным β-витком, на-
блюдалась быстрая иммобилизация ХРС после УФ-
облучения. Стоит особо отметить, что полипептидный 
фрагмент, включающий BHD1 и BHD2, также дей-
ствует как минимальный сенсор только при наличии 
β-витка. Биохимические эксперименты показывают, 
что подвижность ХРС в ядре, определяемая этим 
элементом структуры, обусловлена отталкиванием 
молекулы белка от неповрежденной дцДНК. И на-
конец, в контексте полноразмерного ХРС динами-
ческая роль β-витка подтверждена результатами 
сайт-направленного мутагенеза с заменой глутами-
новой кислоты на лизин. Эта инверсия заряда была 
проведена в предположении, что она может умень-
шать силы электростатического отталкивания меж-
ду отрицательно заряженной боковой цепью белка 
и фосфатами в остове ДНК. Как и предполагалось, 
инверсия заряда увеличивала сродство мутант-
ных молекул ХРС к неповрежденной ДНК, приводя 
к уменьшению их мобильности в ядре и снижая ак-
тивность системы GG-NER. Таким образом, β-виток 
играет ключевую роль в регуляции динамики взаи-
модействия ХРС с  нормальным ДНК-дуплексом. 
Благодаря своей способности отталкиваться от ДНК, 
этот субдомен облегчает узнавание повреждения, 
придавая достаточную мобильность молекулам ХРС, 
находящимся в поисках повреждений в геноме [24, 
35–38]. Нуклеопротеиновые интермедиаты, образую-
щиеся при начальном скрининге, могут превращать-
ся в прочный узнающий комплекс при связывании 
ХРС с аномально осциллирующим участком натив-
ной цепи способом, при котором исключены прямые 
контакты ХРС с повреждением [29, 36–39]. 

В клетке ХРС существует в виде гетеротример-
ного комплекса XPC-HR23B-Cen2 [1, 2, 18]. Субъе-
диница HR23B обеспечивает стабильность, защиту 
от протеасомной деградации и стимуляцию ДНК-
связывающей активности ХРС. Рекомбинантный ге-
теродимер ХРС-HR23В представляет собой прочный 
комплекс, который взаимодействует с различными 
типами повреждений in vitro и широко используется 
для проведения реакции NER в реконструирован-
ной системе [18, 40, 41]. Взаимодействие XPC-HR23B 
с поврежденной ДНК было проанализировано с при-
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менением метода аффинной модификации. В каче-
стве зондов использовали ДНК-дуплексы различной 
структуры, содержащие объемные модификации, 
в  том числе фотоактивные фторхлоразидопири-
дильные повреждения. Ряд модельных дуплексов 
содержал аналоги неповрежденных цепей, соз-
данные с  использованием нуклеотидных звеньев 
с 4-тио- и 5-йод-модифицированными основания-
ми – фотореагентами с нулевой длиной линкера [34, 
42–44]. Использованы также дуплексы, содержащие 
платиновый аддукт [45]. Мишенью модификации 
во всех случаях была только большая субъедини-
ца ХРС. Второй высокомолекулярный нуклеопро-
теиновый аддукт с меньшей электрофоретической 
подвижностью возникал в результате фотопришив-
ки по различным аминокислотным остаткам ДНК-
связывающей субъединицы ХРС [44]. Кроме того, 
продукт белок-белковых сшивок XPC и HR23B, кото-
рый появляется после жесткого (254 нМ) и длитель-
ного (60 мин) УФ-облучения и выявляется с помощью 
вестерн-блотинга, не только не несет радиоактивной 
метки, но и образуется независимо от присутствия 
ДНК-зонда [45]. Отсутствие продуктов фотопришив-
ки HR23B к аналогам поврежденной ДНК указывало 
на то, что эта субъединица комплекса не участвует 
в непосредственных контактах c ДНК. Совсем не-
давно с использованием конфокальной микроско-
пии было показано, что в клетке HR23B, в отличие 
от ХРС, не иммобилизуется на поврежденной ДНК, 
после связывания ХРС он высвобождается из ком-
плекса [46].

Функции центрина-2 в ХРС-комплексе до конца 
не выяснены. Известно, однако, что присутствие это-
го белка повышает стабильность, может контролиро-
вать сродство/селективность связывания ДНК диме-
ром ХРС-HR23В и вовлечение в процесс репарации 
фактора TFIIH за счет взаимодействия с С-концевым 
фрагментом ХРС [35].

С нуклеопротеиновым комплексом, сформирован-
ным поврежденной ДНК и ХРС, связывается фак-
тор TFIIH, после чего начинается проверка статуса 
поврежденной ДНК как субстрата NER – наличия 
объемной химической модификации в обнаруженном 
XPC участке ДНК с нарушенной регулярной струк-
турой.

ПРОВЕРКА ПОВРЕЖДЕНИЯ И СБОРКА ГОТОВОГО 
К УДАЛЕНИЮ ПОВРЕЖДЕННОГО УЧАСТКА 
КОМПЛЕКСА
Фактор TFIIH представляет собой многосубъеди-
ничный комплекс, в состав которого входят две хе-
ликазы – XPB и XPD, белки p62, p52, p44, p34 и р8, 
не обладающие ферментативной активностью, и ком-
плекс CDK-активирующей киназы САК (циклин 

Н, Сdk7, Mat1). В 3D-модели TFIIH человека, соз-
данной с использованием результатов электронно-
микроскопического анализа, основной набор белков 
формирует несколько удлиненную кольцеобразную 
структуру (16 × 12.5 × 7.5 нм) с отверстием, диа-
метр которого (2.6–3.4 нм) достаточен для того, что-
бы вместить двухцепочечную спираль ДНК [47]. Со 
структурой, формируемой коровыми белками, че-
рез XPD соединен САК-субкомплекс, образуя вы-
ступ на внешней стороне кольца. Самая маленькая 
субъединица р8 (TTDA) также входит в состав кора. 
Зависимое от ХРС привлечение TFIIH к поврежде-
нию контролируется прежде всего непосредствен-
ными контактами с XРВ и р62-субъединицей (рис. 2). 
Кольцеобразная структура TFIIH охватывает дцДНК 
с 5'-стороны от повреждения, при этом высвобож-
дается киназный субкомплекс. Наиболее очевидным 
следствием присоединения TFIIH является раскру-
чивание двойной спирали ДНК вокруг повреждения, 
катализируемое двумя специализированными хели-
казами XPB (3'→5') и XPD (5'→3'). Формируется асим-
метричный участок разошедшихся цепей длиной 
примерно 27 нуклеотидов (22 нуклеотида с 5'-стороны 
от повреждения и 5 – с 3'-стороны). Этот этап прохо-
дит с использованием энергии макроэргической связи 
ATP [48–51]. Механизм формирования одноцепочеч-
ных участков ДНК вокруг повреждения и проверки 
наличия модификации стал более понятным благо-
даря данным о структуре факторов XPB и XPD, по-
лученным при изучении кристаллической структуры 
белков-аналогов из архей [52–54], и результатам ана-
лиза структуры С-концевого фрагмента ХРВ челове-
ка [53]. Анализ структуры кристаллов ХРВ Archaeo-
globus fulgidus показал, что этот белок содержит два 
геликазных домена – HD1 и HD2, в которых распола-
гаются семь консервативных геликазных мотивов. 
Выявлены также два новых структурных мотива – 
RED в HD1, который состоит из трех заряженных 
аминокислотных остатков Arg, Glu и Asp, и мотив 
«большой палец» (thumb-like motif ThM) в  HD2, 
аналогичный найденному в  Т7-ДНК-полимеразе. 
Аналоги человеческого XPD из трех разновидно-
стей архей (Thermoplasma acidophilum, Sulfolobus 
tokodaii, S. acidocaldarius) содержат по четыре до-
мена, включая HD1, HD2, Arch-домен и уникальный 
4FeS-домен, содержащий Fe-4S-кластер, впервые 
обнаруженный в структуре геликазы [54–56]. Детали 
механизма взаимодействия XPD с ДНК и структуру 
формируемых комплексов активно изучали на мо-
делях рекомбинантных геликаз архей. Была создана 
модель взаимодействия XPD с ДНК, в соответствии 
с которой оцДНК связывается в бороздке, находя-
щейся между доменами Arch и  HD2, и  проходит 
сквозь отверстие (пору) в глобуле, диаметр которой 
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достаточно велик для свободного продвижения ге-
ликазы по ДНК. Можно было предполагать, что объ-
емные аддукты, репарируемые системой NER, могут 
блокировать транслокацию XPD по расположенной 
таким образом оцДНК. Такое предположение согла-
суется, в частности, с ранее полученными данными 

об ингибировании активности дрожжевого аналога 
XPD – геликазы rad3, при взаимодействии с объ-
емным повреждением [57]. C использованием ана-
лога XPD из Ferroplasma аcidarmanus, работающего 
в форме мономера, но близкого по структуре к белку 
человека, было показано, что хеликаза останавли-
вается при встрече с повреждением в цепи, по кото-
рой транслоцируется в направлении 5'→3'. При этом, 
в отличие от хеликазной активности, которая инги-
бируется, у связавшегося с повреждением XPD со-
храняется и даже возрастает АТP-азная активность. 
Кроме того, фермент диссоциирует от субстрата, если 
CPD расположен в комплементарной 3'→5'-цепи [58]. 
На основе данных, полученных при анализе кристал-
лических структур архейных аналогов XPD, неодно-
кратно высказывалось предположение, что наличие 
соответствующей модификации в ДНК окончательно 
проверяется при связывании основания в кармане, 
расположенном на поверхности XPD, вблизи «тунне-
ля» в структуре белка, через который протягивает-
ся цепь ДНК [54, 56, 58]. Окончательно подтвердить, 
что XPD-субъединица TFIIH выполняет функцию 
проверки наличия повреждения, позволили резуль-
таты изучения взаимодействия мутантных белков 
XPD человека с ДНК, содержащей УФ-повреждения. 
Мутации вводили в участок полипептида, распола-
гающийся в месте перехода ДНК-связывающего ка-
нала в пору (а.о. Y192A и R196E). При этом амино-
кислотные остатки, непосредственно вовлеченные 
в хеликазную и АТP-азную активность, не затраги-
вались. Мутантные белки сохраняли способность рас-
кручивать дцДНК, но не различали поврежденные 
и неповрежденные ДНК. При замене этих остатков 
снижалась способность XPD формировать белковые 
комплексы – стабильные интермедиаты узнавания. 
Таким образом, показано, что эти аминокислотные 
остатки входят во фрагмент полипептида, форми-
рующего сенсорный карман белка XPD человека. 
Расположение кармана совпадает с расположени-
ем в аналоге из архея T. acidophilum [59]. В отличие 
от XPD, фактор ХРВ, продвигающийся по ДНК в на-
правлении 3'→5', проявляет свойства скорее ATP-
азы с минорной хеликазной активностью. В составе 
хеликазных доменов ХРВ впервые выявлены новые 
мотивы RED (в HD1) и Thumb (в HD2) [52–55]. Актив-
ность XPВ стимулируется субъединицей р52 TFIIH 
[60]. Именно ХРВ первым связывается с изогнутой 
ДНК, находящейся в комплексе с ХРС. Взаимодей-
ствуя с небольшим участком дестабилизированной 
неповрежденной цепи дцДНК (примерно 5 нуклео-
тидов с 3'-стороны), ХРВ разворачивает один из двух 
хеликазных доменов на 170°, увлекая за собой ДНК, 
сводя хеликазные домены 1 и 2, соединенные под-
вижным неструктурированным фрагментом, вы-

Рис. 2. Схема двустадийного процесса узнавания по-
вреждения
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полняющим роль шарнира, и формируя сайт свя-
зывания ATP. Затем при помощи короткого мотива 
RED, состоящего из заряженных аминокислот, ХРВ 
внедряется между цепями дцДНК, раскручивает 
ее примерно на 5 нуклеотидов в направлении 3'→5' 
и предварительно фиксирует TFIIH на ДНК. Коль-
цо TFIIH при этом наклоняется относительно оси 
спирали ДНК. При этом XPD получает возможность 
контактировать с участком поврежденной цепи, уда-
ленным в 5'-сторону от повреждения примерно на 22 
нуклеотида, и  раскручивает ДНК в  направлении 
5'→3', передвигаясь вдоль цепи за счет энергии ги-
дролиза ATP и формируя асимметричный «пузырь». 
При встрече с повреждением XPD останавливается. 
Происходит характерная для объемных модифика-
ций иммобилизация XPD, а значит и TFIIH, на ДНК 
[50, 60, 61].

Если статус поврежденной ДНК как  субстрата 
NER подтверждается появлением долгоживущей 
открытой нуклеопротеиновой структуры, включаю-
щей TFIIH, то начинается следующий этап репара-
ции. Формируется более стабильный и протяженный 
комплекс, готовый к удалению поврежденного участ-
ка ДНК (англ. «preincision complex»). Происходит 
присоединение к комплексу факторов RPA и XPA, 
координированное взаимодействием между этими 
факторами и с субъединицами TFIIH.

RPA – трехсубъединичный белковый фактор, име-
ющий наибольшее сродство к одноцепочечным ДНК. 
RPA, участвующий во многих процессах метаболиз-
ма ДНК, представлен в клетке большим количеством 
копий [62]. Присутствие RPA необходимо для фор-
мирования «preincision»-комплекса и последующего 
удаления участка поврежденной ДНК [1]. Располо-
женные в субъединицах p70 и p32 RPA пять ДНК-
связывающих доменов, обладающих различным 
сродством к субстрату, обеспечивают формирова-
ние с оцДНК комплексов с различной архитектурой 
и прочностью. Эти домены взаимодействуют с ДНК 
полярно (в направлении 5'→3') [63, 64]. В  готовом 
к расщеплению комплексе RPA занимает пример-
но 30 нуклеотидов неповрежденной цепи напротив 
участка, содержащего повреждение, предохраняя 
ДНК от нелегитимной деградации и способствуя точ-
ному позиционированию эндонуклеаз XPG и ERCC1-
XPF. 

ХРА, как и ХРС, обладает повышенным сродством 
к ДНК с особенностями вторичной структуры, в част-
ности, к индуцированным объемным повреждением 
изломам спирали ДНК, что ранее послужило осно-
ванием для рассмотрения этого фактора (или его 
комплекса с RPA) в качестве претендента на роль 
сенсора повреждения, либо белка-контролера на-
личия модификации [1, 65, 66]. Однако, в отличие 

от ХРС, фактор ХРА взаимодействует предпочти-
тельно с поврежденной цепью и обладает гораздо бо-
лее низким сродством к ДНК-аналогам субстратов 
и интермедиатов NER [65, 66]. Небольшой и функцио-
нирующий в клетке в форме мономера ХРА имеет 
достаточно сложную доменную структуру. Анализ 
ДНК-связывающего фрагмента ХРА, в формиро-
вание которого вовлечены аминокислотные остатки 
с 98 по 219, проведенный с использованием ЯМР-
спектроскопии, выявил на поверхности белка, ближе 
к С-концу ДНК-связывающего домена, положительно 
заряженную бороздку, состоящую примерно из 60 а.о. 
Геометрические параметры этой бороздки позволяют 
связывать как одноцепочечную, так и двухцепочеч-
ную ДНК [67, 68]. В структуре ДНК-связывающего 
домена ХРА выделяют кислый субдомен (остат-
ки 105–129), содержащий «цинковый палец», 
и С-концевой субдомен (а.о. 138–209). При этом мотив 
«цинковый палец» не участвует в связывании с ДНК, 
он необходим для взаимодействия с RPA [67]. С по-
мощью сайт-направленного мутагенеза идентифи-
цированы домены специфического взаимодействия 
XPA с целым рядом коровых полипептидов NER: 
RPA70, RPA32 (N-концевой и центральный фрагмен-
ты ХРА), ERCC1 (короткий участок, прилегающий 
к N-концевому фрагменту ХРА) и TFIIH (С-концевой 
фрагмент ХРА). Взаимодействие ХРА-RPA способ-
ствует более эффективному связыванию с ДНК обо-
их факторов [65, 66, 69], а взаимодействие с белками 
комплекса, уже сформированного на ДНК, раскрытой 
вокруг повреждения, обеспечивает высокий уровень 
селективности. Такие свойства ХРА обусловлены 
особенностями его структуры, позволяющей легко 
менять конформацию и обеспечивающей эффектив-
ное взаимодействие с поврежденной ДНК в процессе 
формирования комплекса, готового к расщеплению. 
В настоящее время ХРА рассматривается прежде 
всего как сенсор аномального электростатического 
потенциала, возникающего при перегибах отрица-
тельно заряженного сахарофосфатного остова ДНК. 
Исследования взаимодействия серии мутантных 
форм ХРА с модифицированными ДНК, проведенные 
с применением методов торможения в геле, фотопри-
шивки к ДНК, содержащей арилазидную модифика-
цию, позволили определить аминокислотные остатки, 
особенно важные для эффективного функционирова-
ния ХРА [70]. C помощью аффинной модификации 
идентифицирована также область поврежденной 
цепи ДНК, с которой контактирует ХРА. Исполь-
зование серии ДНК-зондов с различным взаимным 
расположением имитирующего повреждение дезок-
сиуридина, содержащего объемную модификацию 
на основе флуоресцеина и фотоактивного 5-J-dU, по-
зволило показать, что большая часть контактов ХРА 
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с ДНК находится вблизи перехода оцДНК/дцДНК 
с 5'-стороны от повреждения [69]. Способность ХРА 
специфически взаимодействовать не только с ДНК, 
но и со многими белками NER (RPA, ERCC1-XPF, 
TFIIH, XPC) определяет его важную структурную 
и функциональную роль в сборке готового к проведе-
нию двойной инцизии комплекса [71–74]. 

УДАЛЕНИЕ ИЗ ДНК ФРАГМЕНТА, СОДЕРЖАЩЕГО 
ПОВРЕЖДЕНИЕ
Фактор XPG, выполняющий в процессе репарации 
функции 3'-эндонуклеазы, привлекается к району 
повреждения независимо от XPA и RPA, через взаи-
модействие с TFIIH [74–76]. Связывание XPG с ДНК 
и одновременное высвобождение ХРС завершают 
формирование на ДНК комплекса, готового к выре-
занию поврежденного участка. XPG на этом этапе 
выполняет структурные функции, стабилизируя 
открытый комплекс, и не проявляет эндонуклеаз-
ной активности. Детерминантой характера взаимо-
действия XPG с ДНК-субстратами в процессе NER 
служит переход оцДНК/дцДНК c 3'-стороны от по-
вреждения. С использованием различных методик 
футпринтинга и  метода торможения в  геле было 
показано, что XPG, как и другие члены семейства 
флэп-эндонуклеазы 1, взаимодействует с двухце-
почечным участком модельных структур через не-
специфические контакты с фосфодиэфирным осто-
вом (рис. 3). Эти контакты охватывают примерно 12 
нуклеотидов обеих цепей и расположены с внешней 
стороны В-спирали ДНК. Дополнительные немного-
численные контакты XPG в одноцепочечных участ-
ках модельных субстратов (в поврежденной цепи это 
три контакта с фосфодиэфирным остовом, характер 
контактов XPG c неповрежденной цепью пока не вы-
яснен) слабо влияют на связывание. При этом необ-
ходимым условием для проявления XPG эндонукле-
азной активности является наличие одноцепочечного 
участка поврежденной цепи вблизи места связыва-
ния белка [77, 78]. 

Фактор XPF – структурно-специфичная эндо-
нуклеаза, которая расщепляет ДНК в месте пере-
хода дцДНК/оцДНК c 5'-стороны от повреждения 
и  функционирует в NER  в  составе гетеродимера 
с белком ERCC1. Облигатный гетеродимер ERCC1-
XPF вовлекается в комплекс через взаимодействие 
ERCC1 с ХРА и производит разрыв в поврежденной 
цепи с 5'-стороны от повреждения. В ERCC1-XPF 
выявлено несколько доменов, обеспечивающих его 
функционирование [79–83]. Показано, что обе субъе-
диницы содержат вблизи С-концов домены спираль-
шпилька-спираль (HhH), необходимые для форми-
рования гетеродимера [84]. Активный центр XPF 
представляет собой консервативный нуклеазный 

Область взаимодействия XPF с неповрежденной 
цепью
Область взаимодействия каталитического центра 
XPF с поврежденной цепью
Область взаимодействия ERCC1 с двухцепочечным 
участком ДНК 
Участок сильного взаимодействия XPG с фосфат-
ными группами ДНК
Участок слабого взаимодействия XPG с фосфат-
ными группами ДНК
Поврежденная цепь ДНК
Неповрежденная цепь ДНК
Стрелками показаны места возможного  расще-
пления цепи ДНК

дцДНК

оцДНК

дцДНК

Область 
контакта 
ERCC1-XPF 
с ДНК

Область 
контакта XPG 
с ДНК

5' 3'

Рис. 3. Схематическое изображение контактов XPF-
ERCC1 и XPG с ДНК в районе повреждения
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домен, расположенный рядом с доменом HhH [79]. 
Центральный домен ERCC1 структурно гомологи-
чен нуклеазному домену XPF, однако вместо ак-
тивного центра с кислыми остатками он содержит 
бороздку, выстланную остатками основных и арома-
тических аминокислот. Этот структурный элемент 
взаимодействует с ХРА, осуществляя связь между 
ERCC1-XPF и остальной машинерией NER [81, 83]. 
С использованием индивидуальных рекомбинантных 
доменов XPF, а также по данным изучения архей-
ных XPF-белков установлено, что эти пять доменов 
участвуют во взаимодействии с ДНК [79–81]. Мето-
дами масс-спектрометрии, ЯМР-спектроскопии и in 
vitro-анализа связывания белка с ДНК определена 
структура комплекса С-концевого HhH-домена бел-
ка XPF с оцДНК в растворе [78]. Показано, что ста-
бильный комплекс с  оцДНК образует гомодимер 
HhH. При этом ДНК закручена вокруг белка так, 
что  взаимодействия белок–ДНК располагаются 
вдоль фосфатного остова молекулы. Положитель-
но заряженный участок во второй спирали одного 
из HhH-мотивов контактирует с фосфатным остовом 
оцДНК. Эти данные в сочетании с опубликованны-
ми ранее [85] позволили построить модель комплекса 
ERCC1-XPF, которая объясняет позиционирование 
эндонуклеазы на  месте перехода дцДНК/оцДНК 
с 5'-стороны от повреждения. Согласно этой модели, 
HhH-домен ERCC1 взаимодействует с двухцепочеч-
ной частью ДНК-структуры. C поврежденной цепью 
ДНК контактирует нуклеазный домен XPF. Контакты 
с неповрежденной цепью осуществляют HhH-домены 
XPF и ERCC1 (рис. 3).

Роль С-концевых ДНК-связывающих доменов 
во взаимодействии гетеродимера с ДНК-субстратами 
была исследована с помощью мутационного анализа 
в контексте полноразмерного ERCC1-XPF. Оказалось, 
что мутации в одном домене не снижают заметно ак-
тивность системы NER in vitro и in vivo. Нарушение 
работы системы NER происходит при введении му-
таций в несколько доменов, причем существует ие-
рархия важности отдельных доменов [84]. В присут-
ствии каталитически неактивной XPG происходит 
катализируемое ERCC1-XPF расщепление повреж-
денной цепи ДНК с 5'-стороны (в 15–25 нуклеотидах 
от повреждения) с образованием свободной 3'-ги-
дроксильной группы, необходимой для инициации 
репаративного синтеза и появления подвижного од-
ноцепочечного фрагмента, содержащего поврежде-
ние. Происходящие изменения структуры белково-
нуклеинового комплекса дают возможность XPG 
проявлять каталитическую активность [78]. Затем 
происходит расщепление ДНК с 3'-стороны (в 3–9 
нуклеотидах от повреждения), завершающее про-
цесс эксцизии поврежденного участка. В структуре 

XPG, остающегося связанным с ДНК некоторое время 
после эксцизии, имеются мотивы, обеспечивающие 
специфическое взаимодействие с PCNA (ядерный 
антиген пролиферирующих клеток). Предполагает-
ся, что XPG может способствовать эффективности 
и процессивности репаративного синтеза [1, 2].

РЕПАРАТИВНЫЙ СИНТЕЗ
Репаративный синтез и лигирование цепи ДНК осу-
ществляют ферменты и белковые факторы, кото-
рые также участвуют в процессе репликации ДНК. 
Для синтеза ДНК необходимы ДНК-полимеразы δ 
или ε и факторы RFC, PCNA и RPA. Комплекс RFC, 
состоящий из пяти разных субъединиц, способству-
ет ATP-зависимому «нанизыванию» PCNA на ДНК 
вблизи 3'-конца фрагмента ДНК, фланкирующего 
брешь, которая образуется в результате эксцизии. 
PCNA – гомотримерный комплекс, формирующий 
кольцеобразную структуру, которая скользит вдоль 
ДНК и взаимодействует с ДНК-полимеразами, спо-
собствуя повышению процессивности этих фермен-
тов [1].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Процесс NER управляется множественными сла-
быми взаимодействиями между белками и  ДНК-
субстратами, а также белок-белковыми взаимодей-
ствиями в нуклеопротеиновых комплексах. После 
того как в процессе первичного узнавания повреж-
денного участка в эукариотических клетках фор-
мируется прочный комплекс ХРС/ДНК, NER осу-
ществляется фактически репаросомой – состоящим 
из большого числа субъединиц комплексом перемен-
ного состава и архитектуры. Каждая из субъединиц 
этого комплекса по отдельности не обладает доста-
точным сродством и селективностью по отношению 
к субстрату – ДНК, содержащей объемное поврежде-
ние. Ситуация меняется при формировании в районе 
повреждения специфических белковых комплексов. 
Белки NER в этих комплексах объединены находя-
щейся в процессинге ДНК. До момента формирова-
ния стабильной структуры, готовой к удалению по-
вреждения, и начала эксцизии в пределах двух-трех 
витков ДНК должны быть точно позиционированы 18 
полипептидов. Структура участвующих в NER бел-
ков обеспечивает как возможность контактов с объе-
диняющим их субстратом – ДНК, так и возможность 
динамичных специфических белок-белковых взаи-
модействий, иногда взаимоисключающих. Смена кон-
тактов, которые может осуществлять один и тот же 
белок, – один из механизмов, регулирующих проте-
кание процесса и производящих тонкую подстройку 
в репаративных комплексах, обеспечивая высокую 
точность протекания процесса эксцизионной репа-
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рации нуклеотидов в ДНК. Изучение состава и ар-
хитектуры белково-нуклеиновых комплексов NER 
как in vitro, так и in vivo, требует применения широ-
кого арсенала методов и модельных систем различ-
ной степени сложности. 
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